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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 H παρούσα διατριβή αποτελείται από δύο µέρη. Στο πρώτο, περιγράφουµε την κατασκευή ενός υψη-

λής ευκρίνειας φυσικού χάρτη µε στόχο την αλληλούχηση της πλούσιας σε γονίδια περιοχής q23.31-q23.33 

του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου και αξιοποιούµε την πληροφορία που προκύπτει από την in silico ανά-

λυση της αντίστοιχης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Στο δεύτερο, παρουσιάζουµε τη µελέτη δοµικών, εξελι-

κτικών και λειτουργικών χαρακτηριστικών του γονιδίου Νeuralized (Neurl) του ποντικού, ορθόλογου του αν-

θρώπινου ΝΕURL, που χαρτογραφείται πλησίον της παραπάνω χρωµοσωµικής περιοχής.  

 Χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτές 36 STSs (Sequence Tag Sites), που χαρτογραφούνται στην περιοχή 

10q23.31-q23.33, αποµονώσαµε 22 και 316 χρωµοσωµικούς κλώνους PAC και BAC, αντίστοιχα. Ο δοµικός 

χαρακτηρισµός  των κλώνων έγινε µε σύγκριση του προτύπου τεµαχισµού τους µε διάφορα περιοριστικά έν-

ζυµα και έτσι δηµιουργήθηκε ένα ενιαίο, ιδιαίτερα αξιόπιστο contig κλώνων µήκους 4.38 Mb, που ορίζεται 

από τους µικροδορυφορικούς γενετικούς δείκτες D10S451 και D10S583, που τοποθετούνται εγγύς και άπω 

του κεντροµερούς, αντίστοιχα. Με βάση αυτό το contig, επιλέχθηκαν από το συνεργαζόµενο εργαστήριο του 

Sanger Center 35 κλώνοι BAC, οι οποίοι διατρέχουν τη συγκεκριµένη χρωµοσωµική περιοχή και έχουν τη µι-

κρότερη δυνατή επικάλυψη. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία που προέκυψε από την ανάλυση αυτών των κλώ-

νων είναι ενιαία καθ’ όλο το µήκος του contig. Όπως προσδιορίστηκε µετά από συστηµατική ανάλυση in 

silico, η περιοχή που περικλείεται από τους ανωτέρω δείκτες περιέχει 51 γονίδια, 35 από τα οποία είναι 

άγνωστης λειτουργίας. Από τα τελευταία, 11 κωδικοποιούν πολυπεπτίδια που φέρουν χαρακτηριστικές περιο-

χές οµολογίας µε πρωτεΐνες γνωστής λειτουργίας.    

 Πρόσφατες αναφορές µιας σειράς ερευνητικών οµάδων, συµπεριλαµβανοµένης και της δικής µας, 

έχουν προτείνει ότι η πρωτεΐνη  neuralized της δροσόφιλας συµµετέχει στη σηµατοδότηση Notch και ότι η 

ορθόλογη πρωτεΐνη Neurl του ποντικού πιθανόν να έχει ρυθµιστικό ρόλο σε διάφορες κυτταρικές λειτουρ-

γίες. Με σκοπό τoν περαιτέρω χαρακτηρισµό του Neurl, αποµονώσαµε 17 κλώνους βακτηριοφάγου από µια 

γονιδιωµατική βιβλιοθήκη ποντικού (στέλεχος 129SV) και προσδιορίσαµε τη χρωµοσωµική οργάνωση του 

γονιδίου. Με βάση τα πειραµατικά µας αποτελέσµατα σε συνδυασµό µε πληροφορίες από διάφορες βάσεις 

δεδοµένων, το γονίδιο εκτείνεται σε 79 Kb χρωµοσωµικής αλληλουχίας, αποτελείται από 7 εξόνια και φαίνε-

ται ότι ελέγχεται από δύο διαφορετικούς, εναλλακτικά χρησιµοποιούµενους υποκινητές, ο ένας από τους 

οποίους βρίσκεται εντός του πρώτου ιντρονίου, µήκους 47.3Κb. To γονίδιο κωδικοποιεί δύο πολυπεπτίδια 

Neurl, µήκους 574 και 557 αµινοξέων, που διαφέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο, λόγω της χρήσης των εξο-

νίων 1 και 1α από τους δύο εναλλακτικούς υποκινητές. Λεπτοµερής συγκριτική ανάλυση στο νουκλεοτιδικό 

επίπεδο έδειξε ότι η χρωµοσωµική οργάνωση του γονιδίου είναι παρόµοια στα έντοµα και στα θηλαστικά και 

επισήµανε πιθανά ρυθµιστικά στοιχεία του γονιδίου των θηλαστικών. Αντίστοιχα, από τη συστηµατική σύ-

γκριση της αµινοξικής αλληλουχίας των ορθόλογων πρωτεϊνών µιας σειράς οργανισµών (C. elegans, D. 

melanogaster, A. gambiae, F. rubripes, D. rerio, X. Laevis, R. norvegicus) αποκαλύφθηκε ότι η οικογένεια 

των πρωτεϊνών neuralized είναι αρκετά συντηρηµένη στους ζωικούς οργανισµούς από τον νηµατώδη και τα 

έντοµα έως τα θηλαστικά, εµφανίζοντας υψηλότερη συντήρηση στις χαρακτηριστικές περιοχές NEUZ1, 2 και 

RING. Συγκεκριµένα, το NEUZ1 είναι η πιο συντηρηµένη περιοχή του Neurl στα σπονδυλωτά, ενώ το RING 

είναι η πιο συντηρηµένη περιοχή µεταξύ σπονδυλωτών και ασπόνδυλων. Το τελευταίο, πιθανόν, υποδηλώνει 
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την καθοριστική σηµασία του RING στη λειτουργία της πρωτεΐνης και τον παρόµοιo βιοχηµικό ρόλο του 

neuralized µεταξύ των ειδών.  

 Με στόχο την περαιτέρω διαλεύκανση του βιολογικού ρόλου του Neurl, χρησιµοποιήσαµε το 

σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα για την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε 

αυτό. Η διερεύνηση απέδωσε εννέα λιγότερο ή περισσότερο καλά χαρακτηρισµένες πρωτεΐνες, που 

συµµετέχουν σε σηµαντικές λειτουργίες του κυττάρου, ήτοι στην ενδοκυττάρια κίνηση µέσω πρωτεϊνών-

κινητήρων, στην κίνηση ή σταθερότητα του κυττάρου (Dlc-1, Gas8, Evpl και Αnkycorbin), στην κυτταρική 

διαίρεση ή απόπτωση (Numa1, Lek1, Dlc-1, Peg3), σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις πρωτεϊνών (Ubc9) 

και στη µεταγραφική ρύθµιση (Dnmt3a). Οι αλληλεπιδράσεις επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω µε δοκιµές 

πρωτεϊνικής αλληλεπίδρασης in vitro και µετά από παροδική συνέκφραση σε κύτταρα θηλαστικών, 

εφαρµόζοντας τις µεθόδους GST-pull-down και συν-ανοσοκατακρήµνισης (co-IP), αντίστοιχα. Πρόσθετες 

ενδείξεις που υποστηρίζουν αυτές τις αλληλεπιδράσεις προέκυψαν από: i. τον προσδιορισµό των 

επικαλύψεων στο πρότυπο έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων, µε πειράµατα υβριδοποίησης RNA in situ σε 

τοµές εµβρύων ποντικού, και ii. την ανίχνευση του υποκυτταρικού συνεντοπισµού των ενδογενών ή/και 

παροδικά εκφραζόµενων ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών, µε παρατήρηση σε συνεστιακό µικροσκόπιο. Όπως 

έδειξαν πειράµατα co-IP, στα οποία χρησιµοποιήθηκαν αλληλοσυµπληρούµενα ελλεµµατικά πολυπεπτίδια 

Neurl, oι αλληλεπιδράσεις του µε τις άλλες πρωτεΐνες επιτυγχάνονται γενικά, µέσω των περιοχών NEUZ1 και 

ΝΕUZ2, µε ορισµένες όµως, διαφοροποιήσεις. Συγκεκριµένα, το NEUZ1 είναι απόλυτα αναγκαίο και ικανό για 

την αλληλεπίδραση του Neurl µε τις πρωτεΐνες Dlc-1 και Gas8 αλλά όχι µε την Ubc9, ενώ το RING είναι 

απαραίτητο για τη βέλτιστη πρόσδεση του Neurl στο Ubc9. Με βάση τα αποτελέσµατά µας και σε συµφωνία 

µε τον γενικό χαρακτηρισµό που αποδίδεται σε πρωτεΐνες που διαθέτουν περιοχή RING, προτείνουµε για το 

Neurl τον ρόλο του ‘µεσολαβητή’, δηλαδή ενός ενδιάµεσου µορίου που φέρνει επιλεκτικά σε επαφή διάφορες 

πρωτεΐνες µεταξύ τους, συµµετέχοντας µε αυτόν τον τρόπο σε λειτουργικά πολυ-πρωτεϊνικά σύµπλοκα. 

Έτσι, η αλληλεπίδρασή του µε την Dlc-1 πιθανόν να εξηγεί τη αποδιοργανωµένη δοµή του αξονήµατος στα 

σπερµατοζωάρια των αρσενικών ποντικών Neurl -/-. Επιπλέον, η αλληλεπίδρασή του µε το Ubc9 είναι πιθανόν 

να υποδηλώνει είτε τη µετα-µεταφραστική τροποποίησή του Neurl µε το πεπτίδιο SUMO (Small Ubiquitin-like 

Modifier), ή τον ρόλο του ως λιγάση Ε3 σε διαδικασίες SUMOλίωσης άλλων πρωτεϊνών. Αξίζει να σηµειωθεί 

ότι αρκετές από τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το Neurl εµφανίζουν κατάλληλες θέσεις για 

SUMOλίωσης και θα µπορούσαν να θεωρηθούν ως υποψήφια υποστρώµατα. Πράγµατι, για µία από αυτές, 

την Dnmt3a, έχει ήδη επιβεβαιωθεί η τροποποίησή της µε SUMO. Συµπερασµατικά, θεωρούµε ότι η 

ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε το Neurl, έχει θεµελιώδη σηµασία για την αποσαφήνιση 

του βιολογικού του ρόλου και αποτελεί τη βάση για τον σχεδιασµό µιας µακράς σειράς σηµαντικών in vitro 

και in vivo πειραµάτων για την περαιτέρω λειτουργική ανάλυση της πρωτεΐνης.     
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ABSTRACT 

 This thesis consists of two parts. In the first, we describe the construction of a high resolution, 

sequence-ready physical map of the gene-rich q23.31-q23.33 region of human chromosome 10 and evaluate 

the information derived from the in silico analysis of the corresponding DNA sequence. In the second part, 

we present our work on structural, evolutionary and functional characteristics of the murine Neuralized 

(Νeurl ) gene, the human NEURL ortholog located adjacently to the above region.  

 By using as probes 36 STSs (Sequence Tag Sites) mapped to 10q23.31-q23.33, we isolated 22 PAC 

and 316 BAC chromosomal clones and proceeded to their structural analysis by means of comparative DNA 

fingerprinting. Our data led to the construction of a well-supported, sequence-ready unique contig of about 

4.38 Mb delimited by the microsatellite markers D10S541 and D10S583, located proximal and distal to the 

centromere, respectively. The contig was used by the collaborating laboratory of Sanger Center, for the se-

lection of a tiling path of 35 BACs, which were then employed in DNA sequence determination. The corre-

sponding finished DNA sequence is without gaps and, as revealed by extensive in silico analysis, contains 51 

genes, 35 of which are of unknown function. However, 11 of the latter encode polypeptides with distinctive 

domains present in proteins of known function.  

 Recent studies from a number of groups including ours, have suggested that the drosophila 

neuralized (neur) participates in Notch signaling and that the mouse ortholog, Neurl, may play a regulatory 

role in various cellular functions. In order to further characterize Neurl, we isolated 17 phage clones from a 

mouse strain 129SV genomic library and determined the chromosomal organization of the gene. In combi-

nation with information from various databases, our experimental data suggested that Neurl spans 79 Kb of 

genomic DNA, consists of 7 exons and appears to be under the control of two distinct, alternatively used 

promoters, one of which is located in the 47.3 Kb long, intron 1. The gene encodes two Neurl polypeptides, 

574 and 557 aa long, differing at their amino-terminus, as a result of the alternative use of exon 1 and the 

downstream exon 1a. Extensive comparative analysis at the nucleotide level suggested that the chromoso-

mal organization of the gene is quite similar in insects and mammals and demonstrated possible Νeurl 

regulatory elements in mammals. Moreover, systematic protein sequence comparisons among neuralized 

orthologs from several organisms, i.e.: C. elegans D. melanogaster, A. gambiae, F. rubripes, D. rerio, X. 

laevis, R. norvegicus, revealed that the “neuralized” protein family is well-conserved in multicellular animal 

species from the worm and insects to mammals, prominently at the characteristic NEUZ 1, 2 and RING do-

mains. In particular, NEUZ1 represents the most conserved domain among vertebrates whereas the RING is 

the most conserved domain between vertebrate and invertebrate species. The latter, possibly suggests 

similar biochemical function of the protein in all species and demonstrates the central role of the RING do-

main. 

 In order to further elucidate the biological role of Neurl, we employed the yeast two-hybrid system 

to identify proteins that directly interact with it. The screening resulted in the identification of 9 proteins 

known to participate in significant cell functions, i.e: motor-based intracellular transport, cell movement or 

stability (Dlc-1, Gas8, Evpl and ankycorbin), cell division or apoptosis (Numa1, Lek1, Dlc-1, Peg3), post-

translational protein modification (Ubc9) and transcriptional regulation (Dnmt3a). Protein interactions were 



 xi

further verified by in vitro and cell culture experiments, using GST pull-downs and co-immunoprecipitation 

(co-IP) assays, respectively. Supporting evidence for these interactions, also, derived from: i. demonstrating 

overlapping expression patterns of the corresponding genes in mouse embryo sections, using comparative 

RNA in situ hybridization, and ii. detecting subcellular co-localization of the respective endogenous and/or 

transiently expressed recombinant proteins, using confocal microscopy. As shown by co-IP assays where a 

number of complimentarily truncated polypeptides were employed, Neurl-protein interactions are in general 

mediated by NEUZ1 and NEUZ2. However, a number of differencess exist. NEUZ1 is absolutely necessary 

and sufficient for binding with Dlc-1 and Gas8 but not with Ubc9, whereas the RING domain is required for 

adequate Neurl binding with Ubc9. In accordance to the general notion about RING containing proteins, our 

results suggest that Neurl may function as an “adaptor” molecule bringing, selectively, together various 

proteins and thus, participating as an essential component, in multi-protein cellular complexes. Accordingly, 

its interaction with Dlc-1 may explain the axonemal defects manifested in Neurl -/- male mice. In addition, its 

interaction with Ubc9 may imply either its post-translational modification by SUMO (Small Ubiquitin-like 

Modifier) or its role as a SUMO E3 ligase. Interestingly, several of the Neurl interactors display appropriate 

sites for sumoylation and thus could be considered as candidate substrates. In fact one of them, Dnmt3a, is 

already known to be subjected in sumoylation. Conclusively, we believe that the identification of Neurl inter-

acting proteins is fundamental towards the elucidation of its biological role and motivates the design of a 

long series of interesting in vitro and in vivo experiments for its further functional analysis. 
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Εισαγωγή 
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1. Γενικά 
  Η ανακάλυψη του Oswald Avery ότι το DNA είναι η χηµική ουσία που φέρει και µεταβιβάζει τη γενε-

τική πληροφορία έστρεψε το ενδιαφέρον των ερευνητών σε αυτό το µόριο σηµατοδοτώντας το 1944 την 

εποχή της γονιδιωµατικής ανάλυσης. Η συστηµατική διερεύνηση της δοµής και της λειτουργίας του γενετικού 

υλικού οδήγησε και σε άλλες θεµελιώδεις ανακαλύψεις, όπως αυτή της δοµής της διπλής έλικας DNA [Watson 

& Crick, 1953] και των βασικών αρχών µεταγραφής του DNA σε RNA και σύνθεσης των πρωτεϊνών 

[Νirenberg et al, 1966 / Sharp & Matassi, 1994]. Η διαπίστωση ότι η γενετική πληροφορία βρίσκεται κωδικο-

ποιηµένη στην αλληλουχία των νουκλεοτιδικών βάσεων του DNA oδήγησε πολλές ερευνητικές οµάδες προς 

το φιλόδοξο εγχείρηµα του προσδιορισµού αυτής της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας για το γονιδίωµα του αν-

θρώπου και άλλων οργανισµών. Ιδιαίτερα για τον άνθρωπο, η ανάλυση του γονιδιώµατός του ήταν απαραί-

τητη για την αποκάλυψη της µοριακής βάσης πληθώρας γενετικών νόσων (αναπτυξιακών ανωµαλιών, διαφό-

ρων µορφών καρκίνου, νευρολογικών διαταραχών κλπ), των οποίων η συσχέτιση του φαινοτύπου µε µορι-

ακά χαρακτηριστικά δεν ήταν εµφανής.      

 

  Το ανθρώπινο γενετικό υλικό (3x109 bp ανά απλοειδές γονιδίωµα) είναι οργανωµένο σε 23 ζεύγη 

χρωµοσωµάτων, τα µεγέθη των οποίων κυµαίνονται από 50Μb για το χρωµόσωµα 21 έως 250Μb για το 

χρωµόσωµα 1. Τα περίπου 30.000 γονίδια του ανθρώπου είναι άνισα κατανεµηµένα στα χρωµοσώµατα. Η 

ανοµοιόµορφη αυτή κατανοµή φαίνεται από τα πρόσφατα δεδοµένα αλληλούχησης [Lander et al, 2001] και 

την επεξεργασία της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδιώµατος από τα προγράµµατα γονιδιακών προ-

βλέψεων, αλλά είχε διαπιστωθεί και από µια σειρά προηγούµενων ενδείξεων. Για παράδειγµα, µεγαλύτερη 

συγκέντρωση περιοχών που σχετίζονται µε γενετικές ασθένειες παρατηρείται στα χρωµοσώµατα Χ, 17 και 

19, ενώ τα χρωµοσώµατα Υ, 4, 13 και 18 είναι τα πιο φτωχά σε γενετικούς τόπους που σχετίζονται µε κλινι-

κούς φαινοτύπους, σύµφωνα µε τα στοιχεία της βάσης δεδοµένων ΟΜΙΜ (Online Mendelian Inheritance in 

Man, www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/). Επιπλέον, πειράµατα διαφορικής χρώσης των πλούσιων σε νουκλεοτί-

δια ΑΤ και GC χρωµοσωµικών περιοχών, έχουν δείξει ότι τα χρωµοσώµατα 1, 9, 15, 16, 17, 19, 20 και 22 εί-

ναι τα πιο πλούσια σε ΑΤ και σε νησίδια CpG, που βρίσκονται κοντά στα περισσότερα ανθρώπινα γονίδια 

[Craig & Bickmore, 1994]. Αντίθετα, τα χρωµοσώµατα 13, 18 και Υ παρουσιάζονται εξαιρετικά φτωχά σε γο-

νίδια. Όµως, και η κατανοµή των γονιδίων κατά µήκος του ίδιου χρωµοσώµατος είναι ανοµοιόµορφη. Ορι-

σµένες χρωµοσωµικές ζώνες συγκεντρώνουν το µεγαλύτερο ποσοστό των γονιδίων του χρωµοσώµατος. Χα-

ρακτηριστικό είναι το παράδειγµα της τελοµερικής ζώνης 21q22.3, η οποία φέρει περισσότερα από το 45% 

των γονιδίων του χρωµοσώµατος 21 ενώ αντιστοιχεί µόνο στο 20% του µεγέθους του µεγάλου του βραχί-

ονα [Αntonarakis, 1994]. 
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  Το διεθνές πρόγραµµα ανάλυσης του ανθρώπινου γονιδιώµατος έχει σήµερα ολοκληρώσει την 

αλληλούχηση της ευχρωµατίνης των χρωµοσωµάτων του ανθρώπου. Παράλληλα µε το ανθρώπινο γονιδί-

ωµα, έχουν αναλυθεί γονιδιώµατα και άλλων θηλαστικών (Mus musculus, Rattus norvegicus, Pan 

troglodytes, Bos taurus, Sus scrofa), του πτηνού Gallus gallus, του αµφίβιου Xenopus laevis, των ψαριών 

Danio rerio και Fugu rubripes, των εντόµων Drosophila melanogaster και Anopheles gambiae, του νηµατώδη 

Caenorhabditis elegans, ορισµένων φυτών (Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula, Oryza sativa), µυκή-

των (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) και περισσότερων των διακοσίων ειδών βα-

κτηρίων και ιών. Τα αποτελέσµατα της αλληλούχησης των γονιδιωµάτων είναι διαθέσιµα σε ηλεκτρονική 

µορφή από τους κόµβους βιοπληροφορικής Εnsembl (www.ensembl.org) και ΝCBI (National Center for Bio-

technology Information, www.ncbi.nlm.gov, βάση δεδοµένων RefSeq), όπου παρέχεται η δυνατότητα ελεύ-

θερης πρόσβασης στις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες, στα υπολογιστικά προγράµµατα ανάλυσης και παρουσία-

σης των αλληλουχιών, πληροφορίες για τη δοµή και τη λειτουργία κάθε προβλεπόµενου ή γνωστού γονιδίου 

και οι σχετικές βιβλιογραφικές αναφορές.   

 

  Η πρόοδος στην ανάλυση των γονιδιωµάτων µεγάλης ποικιλίας οργανισµών συνέβαλλε στην ανά-

πτυξη του πεδίου της ‘συγκριτικής γονιδιωµατικής ανάλυσης’ (comparative genomics). Η σύγκριση των γονι-

διωµάτων διαφορετικών οργανισµών, εκτός από τα συµπεράσµατα για την εξέλιξη των ειδών, µπορεί να 

συµβάλλει και στον προσδιορισµό των συντηρηµένων περιοχών του DNA, µε ιδιαίτερη λειτουργική ή ρυθµι-

στική σηµασία, διαδραµατίζοντας µε αυτόν τον τρόπο καθοριστικό ρόλο στο αναπτυσσόµενο πεδίο της ‘λει-

τουργικής γονιδιωµατικής ανάλυσης’ (functional genomics). Οργανισµοί όπως ο ποντικός (Mus musculus) και 

η δροσόφιλα (D. melanogaster), κλασσικά πειραµατόζωα µε µεγάλο αριθµό φυσικών ή τεχνητών µεταλλα-

γών, αναγνωρίσιµων φαινοτύπων και τεχνικών γενετικής τροποποίησης, αποτελούν πολύτιµα πειραµατικά 

µοντέλα για τη µελέτη της λειτουργίας ανθρώπινων γονιδίων. Επιπλέον, µονοκύτταροι ή ολιγοκύτταροι οργα-

νισµοί όπως η ζύµη (Saccharomyces cerevisiae) και ο νηµατώδης (Caenorhabditis elegans) προσφέρονται ως 

απλούστερα συστήµατα για τη µελέτη βασικών κυτταρικών λειτουργιών ή µονοπατιών κυτταρικής σηµατο-

δότησης. 

 

  Η ολοκλήρωση της αλληλούχησης των γονιδιωµάτων των Homo sapiens, Μus musculus, Drosophila 

melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, σε συνδυασµό µε τα µέχρι στιγµής αποτε-

λέσµατα από την ανάλυση των γονιδιωµάτων άλλων οργανισµών, δεν έχει φέρει επανάσταση µόνο στον 

τρόπο αποµόνωσης γονιδίων αλλά, πολύ περισσότερο, έχει εισάγει την ιδέα ότι οι διαφορές στην πολυπλοκό-

τητα µεταξύ των οργανισµών δεν εξηγούνται από τον αριθµό των γονιδίων τους. Για παράδειγµα, είναι χα-

ρακτηριστική η διαπίστωση ότι πολύπλοκοι πολυκύτταροι οργανισµοί όπως ο Homo sapiens και ο Μus mus-

culus έχουν στο γονιδίωµά τους µόνο 1,5 φορές περισσότερα γονίδια σε σχέση µε τον Caenorhabditis 

elegans, τον οποίο αποτελούν λιγότερα από 1500 κύτταρα (Πίνακας 1). Φαίνεται, εποµένως, ότι η αυξηµένη 

πολυπλοκότητα του συστήµατος των θηλαστικών οφείλεται στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης στο επί-

πεδο των διαφορετικών εναλλακτικών µεταγράφων που µπορούν να προκύψουν από κάθε γονίδιο αλλά και 

σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις των πρωτεϊνών, που καθορίζουν τις διαφορές στα επίπεδα, την τοπο-

λογία και τις αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνικών µορίων, προκαλώντας πολυάριθµες διαφοροποιήσεις µεταξύ 
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των διαφορετικών κυτταρικών τύπων. Ως εκ τούτου, στο πεδίο της λειτουργικής ανάλυσης γονιδίων των θη-

λαστικών έχει αναγνωριστεί η ανάγκη λεπτοµερούς µελέτης των µηχανισµών ρύθµισης της έκφρασης των 

γονιδίων, όσο και των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των γονιδιακών προϊόντων. 

 

Πίνακας 1. Μεγέθη γονιδιωµάτων και αριθµοί γονιδίων 

75~30.000400Fugu rubripes

Aριθµός 
γονιδίων/1Μb

Αριθµός
γονιδίων

Μέγεθος
γονιδιώµατος

(Mb)
Oργανισµός

100017001.8Haemophilus 
influenzae

70032004.7Escherichia coli

500630012Saccharomyces 
cerevisiae

20019.10097Caenorhabditis 
elegans

25025.500125Arabidopsis 
thaliana

11013.600180Drosophila 
melanogaster

20~30.0003000Mus musculus

20~30.0003000Homo sapiens
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γονιδιώµατος

(Mb)
Oργανισµός

100017001.8Haemophilus 
influenzae

70032004.7Escherichia coli

500630012Saccharomyces 
cerevisiae

20019.10097Caenorhabditis 
elegans

25025.500125Arabidopsis 
thaliana
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20~30.0003000Mus musculus

20~30.0003000Homo sapiens

 
Σηµ: Για κάθε οργανισµό του οποίου έχει ολοκληρωθεί η γονιδιωµατική αλληλούχηση, αναφέρεται το µέγεθος του απλοειδούς γονιδιώ-
µατος (σε Μb), o αριθµός των γονιδίων του και η µέση συχνότητα εµφάνισης των γονιδίων στο χρωµοσωµικό του DNA (αριθµός γονι-
δίων/ 1Μb). 

 

2. Χαρτογράφηση και αλληλούχηση γονιδιωµάτων 
  Στο πρώτο µέρος αυτής της διατριβής ασχοληθήκαµε µε την κατασκευή του φυσικού χάρτη υψηλής 

ευκρίνειας της περιοχής q23.3 του χρωµοσώµατος 10. Μερικά εισαγωγικά στοιχεία για τις προσεγγίσεις στην 

κατασκευή χρωµοσωµικών χαρτών στον άνθρωπο, παρατίθενται στη συνέχεια. 

 

  Πρωταρχικό βήµα για την ανάλυση των γονιδιωµάτων είναι ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των 

νουκλεοτιδίων που συνιστούν το γονιδιωµατικό DNA κάθε οργανισµού. Οι στρατηγικές που ακολουθούνται 

για την αλληλούχηση διαφορετικών γονιδιωµάτων καθορίζονται κυρίως από το µέγεθος του γονιδιώµατος 
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που αναλύεται. Για παράδειγµα, η αλληλούχηση γονιδιωµάτων µικρού µεγέθους, όπως αυτό του βακτηριο-

φάγου λ [Sanger et al, 1982] ή πολλών µικροβίων [Κasai et al, 1992 / Fleischmann et al, 1995] στηρίχθηκε 

στην κλωνοποίησή τους στους κλασσικούς φορείς (πλασµίδια, κοσµίδια και βακτηριοφάγοι λ), σε αντίθεση µε 

τα γονιδιώµατα µεγάλου µεγέθους, όπως αυτό των θηλαστικών (~3000 Mb) και της δροσόφιλας (180 Mb), 

που κλωνοποιήθηκαν σε τεχνητά χρωµοσώµατα σακχαροµύκητα (YACs), βακτηριοφάγου Ρ1 (PACs) ή βακτη-

ρίων (ΒΑCs), φορείς µε δυνατότητα ένθεσης µορίων DNA µεγέθους από 100Κb έως 1Μb. Eπιπλέον, τα προ-

γράµµατα αλληλούχησης µεγάλων γονιδιωµάτων αναγκαστικά περιλαµβάνουν και την κατασκευή χρωµοσω-

µικών χαρτών, που χρησιµοποιούνται ως οδηγοί για την ‘τοποθέτηση’ των γονιδιωµατικών κλώνων πάνω στα 

χρωµοσώµατα, µε σκοπό την πλήρη κάλυψη και τελικά την αλληλούχηση του γονιδιώµατος. Εναλλακτικά, 

εφαρµόζεται και η προσέγγιση της ολικής γονιδιωµατικής αλληλούχησης (whole genome shotgun 

sequencing), κατά την οποία το γονιδίωµα τεµαχίζεται τυχαία σε θραύσµατα µε µεγέθη 2-50Κb [Istrail et al, 

2004], των οποίων στη συνέχεια προσδιορίζεται η νουκλεοτιδική σύσταση. Bέβαια, η τελευταία µέθοδος 

στηρίζεται αποκλειστικά και µόνο στη στοίχιση των επιµέρους αλληλουχιών για τη συγκρότηση της ολοκλη-

ρωµένης αλληλουχίας νουκλεοτιδίων του γονιδιώµατος και είναι ευαίσθητη σε λανθασµένες στοιχίσεις που 

οφείλονται κυρίως στις επαναλήψεις νουκλεοτιδίων, οι οποίες είναι εξαιρετικά συχνές σε µεγάλα γονιδιώµατα 

όπως αυτά των θηλαστικών [Lander et al, 2001]. Εποµένως, φαίνεται ότι ανεξάρτητα από τη στρατηγική που 

επιλέγεται αρχικά για την αλληλούχηση, η συµβολή των χρωµοσωµικών χαρτών είναι ιδιαίτερα σηµαντική, 

ώστε να εξασφαλιστεί η αρτιότητα της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που προκύπτει από κάθε πρόγραµµα γο-

νιδιωµατικής ανάλυσης. Οι χάρτες που χρησιµοποιούνται στα προγράµµατα αλληλούχησης γονιδιωµάτων 

διακρίνονται σε γενετικούς και φυσικούς.  

 

  α. Γενετικοί χάρτες 

  Για την κατασκευή ενός γενετικού χάρτη, οι γενετικοί τόποι τοποθετούνται µε βάση τα ποσοστά 

συγκληρονόµησής τους κατά τον ανασυνδυασµό των οµόλογων χρωµοσωµάτων στη µείωση. Οι πρώτοι γε-

νετικοί χάρτες πειραµατόζωων µε καλή γενετική, όπως η δροσόφιλα και ο ποντικός, στηρίζονταν σε γονίδια 

και κατασκευάζονταν διασταυρώνοντας διαφορετικά µεταλλάγµατα, ώστε να διαπιστωθεί αν δύο γενετικοί 

τόποι είναι συνδεδεµένοι ή όχι. Αντίθετα, η κατασκευή γενετικών χαρτών για τα χρωµοσώµατα του ανθρώ-

που στηρίχθηκε αναγκαστικά σε γενετικούς τόπους υψηλού πολυµορφισµού (κυρίως µικροδορυφόρους) [Dib 

et al, 1996], εφόσον η πιθανότητα διασταύρωσης ατόµων που φέρουν διαφορετικές γενετικές διαταραχές εί-

ναι εξαιρετικά µικρή.  

 

  Η κατασκευή γενετικών χαρτών ήταν απαραίτητη για το ανθρώπινο γονιδίωµα, εφόσον αποτελεί βα-

σική προσέγγιση ανακάλυψης γονιδίων που ευθύνονται για γενετικές ασθένειες, και ιδιαίτερα αυτών που δεν 

συσχετίζονται µε ευδιάκριτες χρωµοσωµικές ανωµαλίες. Η ισχυρή γενετική σύνδεση (µηδενικός ανασυνδυα-

σµός) του φαινοτύπου µιας γενετικής νόσου µε κάποιον γενετικό δείκτη κατά τη µείωση σε οικογένειες ασθε-

νών αποτελεί σηµαντική ένδειξη για την παρουσία του υπεύθυνου γονιδίου στην περιοχή αυτού του δείκτη 

και απαραίτητη προϋπόθεση για τον σχεδιασµό πειραµάτων κλωνοποίησης του γονιδίου µε βάση τη θέση του 

στον γενετικό χάρτη (positional cloning). Είναι φανερό ότι το µέγεθος του διαστήµατος, στο οποίο µε βάση 

τις µελέτες γενετικής ανάλυσης σύνδεσης περιέχεται το υπεύθυνο γονίδιο, εξαρτάται απόλυτα από την πυ-
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κνότητα του χάρτη σε γενετικούς δείκτες. Εποµένως, η βελτίωση των γενετικών χαρτών των ανθρώπινων 

χρωµοσωµάτων ώστε να περιέχουν γενετικούς δείκτες σε αποστάσεις µικρότερες του 1Μb (~1cM) υπήρξε 

σηµαντική προϋπόθεση για την ταυτοποίηση µιας πληθώρας γονιδίων που ευθύνονται για γενετικές νόσους.  

 

  Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγµα της πορείας που ακολουθήθηκε για την ανακάλυψη της µορια-

κής βάσης της κυστικής ίνωσης (Cystic Fibrosis, CF), αποφρακτικής νόσου των πνευµόνων που συνοδεύεται 

από ανεπάρκεια παγκρεατικών ενζύµων και στειρότητα, εµφανίζοντας εξαιρετικά υψηλή συχνότητα στους 

Καυκάσιους (1/2000 ασθενείς και 1/22 ασυµπτωµατικοί φορείς). Η ερευνητική προσπάθεια για τη γενετική 

χαρτογράφηση του φαινοτύπου της νόσου ξεκίνησε στις αρχές της δεκαετίας του 1980, όταν ακόµα οι γενε-

τικοί χάρτες των ανθρώπινων χρωµοσωµάτων ήταν εξαιρετικά φτωχοί σε δείκτες. Μέχρι το 1985, εκατοντά-

δες γενετικών δεικτών ελέγχθηκαν για σύνδεση χωρίς επιτυχία, ώσπου διαπιστώθηκε η σύνδεση της νόσου 

µε έναν ενζυµικό πολυµορφισµό της πρωτεΐνης του ορού παραοξονάσης (ΡΟΝ). Στη συνέχεια, µελετώντας 

δεκάδες οικογένειες ασθενών ανιχνεύθηκε σύνδεση των γενετικών τόπων ΡΟΝ και CF µε γενετικούς δείκτες 

της περιοχής q31-q32 του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 7. Τελικά, µε τη βοήθεια των βελτιωµένων γενετικών 

χαρτών που κατασκευάστηκαν στα πλαίσια του διεθνούς προγράµµατος ανάλυσης του ανθρώπινου γονιδιώ-

µατος, το διάστηµα που περιείχε το υπεύθυνο για τη νόσο  CF γονίδιο περιορίστηκε από τα 15cM στα 500Kb, 

που κλωνοποιήθηκαν σε λ βακτηριοφάγους και κοσµίδια. Στη νουκλεοτιδική αλληλουχία των κλώνων ανι-

χνεύθηκαν 4 καινούρια γονίδια από τα οποία το ένα ήταν µεταγραφικά ενεργό στους ιστούς που κυρίως προ-

σβάλλονται από τη νόσο CF (πνεύµονες, πάγκρεας και ιδρωτοποιοί αδένες). Ήταν το γονίδιο CFTR, το οποίο 

ταυτοποιήθηκε ως υπεύθυνο για τη νόσο όταν σηµειακές µεταλλαγές του βρέθηκαν στους ασθενείς [Riordan 

et al, 1989]. Mε τις µοριακές και βιοχηµικές µελέτες που ακολούθησαν, διαπιστώθηκε ότι η πρωτεΐνη CFTR 

(µήκους 1480 αµινοξέων) είναι ένα διαµεµβρανικό κανάλι ιόντων χλωρίου, το οποίο λειτουργεί υδρολύοντας 

ATP και είναι απαραίτητο για την οµοιόσταση και τη φυσιολογική λειτουργία πολλών τύπων κυττάρων. Ελ-

λείψεις συγκεκριµένων αµινοξικών καταλοίπων, όπως της φαινυλαλανίνης 508 στο 70% των ασθενών µε CF, 

αναστέλλουν τον µεµβρανικό εντοπισµό της πρωτεΐνης ή τη δράση της ως ATPάσης, καθιστώντας την µη 

λειτουργική. Η κατανόηση της µοριακής βάσης της νόσου οδήγησε στην ανάπτυξη µεθόδων γονιδιακής θε-

ραπείας, µε στόχο την έκφραση της φυσιολογικής πρωτεΐνης CFTR στα επιθηλιακά κύτταρα των πνευµόνων 

των ασθενών [Rosenfeld et al, 1992].  

 

  Το παραπάνω είναι ένα από τα πολυάριθµα παραδείγµατα που καταδεικνύουν τη σηµασία της γενετι-

κής χαρτογράφησης στην ταυτοποίηση γονιδίων ασθενειών, και ιδιαίτερα εκείνων για τα οποία εκ των 

πρoτέρων αγνοείται το γονιδιακό προϊόν και η χρωµοσωµική θέση. Επιπλέον, πρόσφατες προσπάθειες εφαρ-

µόζουν την αρχή της  γενετικής ανάλυσης σύνδεσης για τον εντοπισµό των γονιδίων που ευθύνονται για συ-

χνές πολυπαραγοντικές νόσους, όπως σακχαρώδη διαβήτη, καρδιοπάθειες, άσθµα κλπ. Τα γονίδια αυτά δεν 

είναι εύκολο να εντοπιστούν µε µελέτες σύνδεσης στις οποίες χρησιµοποιούνται κλασσικοί γενετικοί δείκτες 

(µικροδορυφόροι). Η δυσκολία σε αυτές τις µελέτες έγκειται στο ότι υπάρχουν περισσότερες από µία χρωµο-

σωµικές θέσεις που συνεισφέρουν στην ασθένεια, χωρίς η κάθε µία από αυτές να εµφανίζει απαραίτητα 

ισχυρή σύνδεση µε τον φαινότυπο. ∆ηλαδή, η ασθένεια είναι αθροιστικό αποτέλεσµα ενός συνδυασµού αλ-

ληλοµόρφων γονιδίων. Για το σκοπό αυτό έχουν αναπτυχθεί νέοι γενετικοί δείκτες µε βάση µία από τις διαπι-
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στώσεις της πλήρους αλληλούχησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος, ότι µεταξύ διαφορετικών ανθρώπινων 

γονιδιωµάτων υπάρχουν διαφορές νουκλεοτιδίων µε συχνότητα περίπου 1/1000bp. Aυτές αντιπροσωπεύουν 

µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs). Ως γενετικοί δείκτες για τη 

διάκριση των χρωµοσωµάτων χρησιµοποιούνται οι απλότυποι που περιγράφουν τη νουκλεοτιδική σύσταση 

κάθε χρωµοσώµατος σε οµάδες γειτονικών SNPs. Το πλεονέκτηµα µε αυτούς τους γενετικούς δείκτες είναι η 

υψηλή τους συχνότητα στο γονιδίωµα, γεγονός που τους επιτρέπει ισχυρή ανισορροπία σύνδεσης (linkage 

disequilibrium) µε τα παθογόνα αλληλόµορφα γονιδίων, από τα οποία απέχουν απόσταση µερικών κιλοβά-

σεων, ώστε να µη διαχωρίζονται κατά τον µειωτικό ανασυνδυασµό. Με στόχο τη ‘σήµανση’ όλων των αν-

θρώπινων γονιδίων από γενετικούς δείκτες αυτού του είδους, αναπτύσσεται το πρόγραµµα χαρτογράφησης 

απλοτύπων (ΗapMap Project) των ανθρώπινων χρωµοσωµάτων [The Ιnternational HapMap Consortium, 

2003], το οποίο εκτός από την κατανόηση της µοριακής βάσης πολυπαραγοντικών ασθενειών είναι δυνατόν 

να συµβάλλει και στην αποκάλυψη των γενετικών παραγόντων που συνεισφέρουν σε φυσιολογικές καταστά-

σεις, όπως η ανθεκτικότητα σε παθογόνα, η προδιάθεση σε νοσήµατα και η απόκριση σε φάρµακα, αποτελώ-

ντας τη νέα ευρείας κλίµακας ερευνητική τάση στο πεδίο της γονιδιωµατικής ανάλυσης, µετά την ολοκλή-

ρωση της φυσικής χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος.       

   

  β. Φυσικοί χάρτες 

  Οι φυσικοί χάρτες χαρακτηρίζονται από µεγάλη ετερογένεια ως προς την αρχή κατασκευής τους. Τα 

διάφορα είδη φυσικών χαρτών διαφέρουν κυρίως ως προς τη διακριτική τους ικανότητα, δηλαδή το ελάχιστο 

διάστηµα ανάµεσα σε διαδοχικούς γενετικούς τόπους που διακρίνεται σε κάθε χάρτη. Για το ανθρώπινο γονι-

δίωµα, ο χάρτης ελάχιστης διακριτικής ικανότητας είναι το πρότυπο ζώνωσης µετά από χρώση των 24 δια-

φορετικών χρωµοσωµάτων του, ενώ η µέγιστη διακριτική ικανότητα επιτυγχάνεται µε την αλληλούχηση του 

γονιδιωµατικού DNA (Πίνακας 2). Συνολικά, οι φυσικοί χάρτες που έχουν κατασκευαστεί για το ανθρώπινο 

γονιδίωµα περιλαµβάνουν: 

  i) Κυτταρογενετικούς χάρτες, στους οποίους µε διάφορες τεχνικές χρώσης των χρωµοσωµάτων (πχ 

χρώση Giemsa) διακρίνονται µεταξύ τους τα διαφορετικά χρωµοσώµατα ενός ανθρώπινου µεταφασικού κυτ-

τάρου, αλλά και γειτονικές χρωµοσωµικές περιοχές µεγέθους 5-10 Mb. Aυτοί οι χάρτες έχουν χρησιµοποιηθεί 

για τη χαρτογράφηση στα χρωµοσώµατα γονιδιωµατικών κλώνων YAC, PAC ή ΒΑC, µε χρήση της φθορίζου-

σας υβριδοποίησης in situ (Fluorescence In Situ Hybridization, FISH) [Bray-Ward et al, 1996]. 

  ii) Χάρτες χρωµοσωµικών θραύσεων, οι οποίοι στηρίζονται στη χαρτογράφηση των τµηµάτων του 

χρωµοσωµικού DNA που προκύπτουν από φυσική (έλλειµµα ή µετατόπιση χρωµοσωµικής περιοχής) ή επα-

γώµενη χρωµοσωµική θραύση. Οι τελευταίοι περιλαµβάνουν τους χάρτες που προκύπτουν µε την τεχνολογία 

των ‘radiation hybrids’. Οι χάρτες αυτού του είδους είναι περιορισµένης διακριτικής ικανότητας, όµως υπήρ-

ξαν χρήσιµοι στη χαρτογράφηση µη πολυµορφικών γενετικών τόπων (Sequence Tagged Sites, STSs) και γο-

νιδίων (Expressed Sequence Tags, ESTs) [Ηudson et al, 1995]. 

  iii) Χάρτες επικαλυπτόµενων κλώνων γονιδιωµατικού DNA (contig maps), oι οποίοι κατασκευάζονται 

συλλέγοντας τους γονιδιωµατικούς κλώνους (YACs, BACs, PACs) που καλύπτουν µια χρωµοσωµική περιοχή 

και διατάσσοντάς τους µε βάση τη σειρά ήδη χαρτογραφηµένων γενετικών τόπων (STS, ΕST ή πολυµορφι-

σµών). Η σηµαντικότητα των χαρτών αυτού του είδους έγκειται στο ότι αυτοί προκύπτουν από την ενοποί-



Εισαγωγή 

 7

ηση των δεδοµένων όλων των παραπάνω χαρτών και τελικά προσφέρουν το DNA-µήτρα για την αλληλού-

χηση κάθε χρωµοσώµατος. Στην Εικ.1 παρουσιάζονται ενδεικτικά ενοποιηµένοι χάρτες του χρωµοσώµατος 

10 του ανθρώπου [Marzella, Kokkinaki et al, 1997/ Μ. Κοκκινάκη, Μεταπτυχιακή ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 

1996).  

 

 

Πίνακας 2. Μέθοδοι φυσικής γονιδιωµατικής χαρτογράφησης 

0.003 x106Λεπτοµερής χαρτογράφησηYβριδοποίηση in situ σε
µεσοφασικά χρωµοσώµατα

0.001 x106Λεπτοµερής χαρτογράφηση
Yβριδοποίηση in situ σε ινίδια
αποσυµπυκνωµένης
χρωµατίνης (fiber FISH)

0.01 x106Αδρή χαρτογράφηση
Ανάλυση περιοριστικών
ενζύµων µε σπάνιες θέσεις
αναγνώρισης

0.01 x106∆ηµιουργία contigΚλωνοποίηση σε BACs ή PACs

0.1-1 x106∆ηµιουργία contigΚλωνοποίηση σε YACs

1Νουκλεοτιδική αλληλουχίαAλληλούχηση

1-2 x106Αντιστοίχιση µε χρωµοσωµική
περιοχή

Yβριδοποίηση in situ σε
µεταφασικά χρωµοσώµατα

5-10 x106Αντιστοίχιση µε χρωµοσωµική
περιοχήRadiation hybrids

50-250 x106Αντιστοίχιση µε χρωµόσωµα
Yβρίδια σωµατικών κυττάρων
ανθρώπου και τρωκτικού
(somatic cell hybrids)

50-250 x106Αντιστοίχιση µε χρωµόσωµαΚαρυότυπος

∆ιακριτική
ικανότητα (bp)ΣτόχοςΜέθοδος

0.003 x106Λεπτοµερής χαρτογράφησηYβριδοποίηση in situ σε
µεσοφασικά χρωµοσώµατα

0.001 x106Λεπτοµερής χαρτογράφηση
Yβριδοποίηση in situ σε ινίδια
αποσυµπυκνωµένης
χρωµατίνης (fiber FISH)

0.01 x106Αδρή χαρτογράφηση
Ανάλυση περιοριστικών
ενζύµων µε σπάνιες θέσεις
αναγνώρισης

0.01 x106∆ηµιουργία contigΚλωνοποίηση σε BACs ή PACs

0.1-1 x106∆ηµιουργία contigΚλωνοποίηση σε YACs

1Νουκλεοτιδική αλληλουχίαAλληλούχηση

1-2 x106Αντιστοίχιση µε χρωµοσωµική
περιοχή

Yβριδοποίηση in situ σε
µεταφασικά χρωµοσώµατα

5-10 x106Αντιστοίχιση µε χρωµοσωµική
περιοχήRadiation hybrids

50-250 x106Αντιστοίχιση µε χρωµόσωµα
Yβρίδια σωµατικών κυττάρων
ανθρώπου και τρωκτικού
(somatic cell hybrids)

50-250 x106Αντιστοίχιση µε χρωµόσωµαΚαρυότυπος

∆ιακριτική
ικανότητα (bp)ΣτόχοςΜέθοδος

 
                  Σηµ:  Για κάθε µέθοδο φυσικής χαρτογράφησης φαίνεται ο σκοπός τον οποίο εξυπηρετεί και η διακριτική της ικανότητα.   
 

 

  γ. Aλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

  Η αναγκαιότητα της αλληλούχησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος υπήρξε εµφανής από τις πρώτες 

προσπάθειες µελέτης της µοριακής βάσης γενετικών νόσων που οφείλονταν σε αλλαγές στην αλληλουχία του 

DNA των ασθενών. Αυτή ήταν και η αφορµή για τη σύσταση το 1988 του προγράµµατος ανάλυσης του αν-

θρώπινου γονιδιώµατος (Ηuman Genome Project, HGP), µιας παγκόσµιας ερευνητικής προσπάθειας για τη 

χαρτογράφηση του γονιδιώµατος του ανθρώπου και τον προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας 

[Watson & Cook-Deegan, 1991].  

 

  Σύµφωνα µε τους στόχους αυτού του προγράµµατος, δόθηκε αρχικά προτεραιότητα στην αλληλού-

χηση των χρωµοσωµικών περιοχών που περιέχουν γονίδια, µε βάση την εκτίµηση ότι οι κωδικές περιοχές του 

γονιδιώµατος συγκεντρώνουν το µεγαλύτερο βιολογικό ενδιαφέρον και κυρίως λόγω του µικρού ποσοστού 
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Mδ &
ESTs ΜδΜδ

(α) (β) (γ) (δ) (ε)

Κυτταρογενετικός χάρτης

Radiation hybrids Γενετικός χάρτης Somatic cell hybrids
ContigsMδ &

ESTs ΜδΜδ

(α) (β) (γ) (δ) (ε)

Κυτταρογενετικός χάρτης

Radiation hybrids Γενετικός χάρτης Somatic cell hybrids
Contigs

 
Eικ.1 Ενοποιηµένοι χάρτες του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10 [Marzella, Kokkinaki et al, 1997].  (α) Κυτταρογενετικός 
χάρτης, (β) Χάρτης ακτινοβοληµένων υβριδίων σωµατικών κυττάρων (radiation hybrids), στα οποία έχουν χαρτογραφηθεί πολυ-
µορφικοί µικροδορυφόροι (Μδ) και γονίδια (ΕSTs), (γ) Γενετικός χάρτης µικροδορυφορικών (Μδ) γενετικών δεικτών, (δ) Χάρτης 
υβριδίων σωµατικών κυττάρων (somatic cell hybrids), στα οποία έχουν χαρτογραφηθεί οι µικροδορυφόροι του γενετικού χάρτη (γ), 
(ε) Χάρτης επικαλυπτόµενων κλώνων YAC (contig map), οι οποίοι περιέχουν µικροδορυφορικούς γενετικούς δείκτες.       
 

 τους (~3%) στο γονιδίωµα, που θα εξασφάλιζε χαµηλό κόστος στην αλληλούχηση. Συγκεκριµένα, εκτιµάται 

ότι στο ανθρώπινο γονιδίωµα η µέση συχνότητα εµφάνισης γονιδίων είναι 1 ανά 50 Κb (Πίνακας 1), ενώ 

στον Saccharomyces cerevisiae και στον Caenorhabditis elegans τα γονίδια εµφανίζονται πολύ πιο συχνά 

(1/2Κb και 1/5Κb, αντίστοιχα). Βέβαια, στη συνέχεια αναγνωρίστηκε η αναγκαιότητα αλληλούχησης ολόκλη-

ρου του γονιδιώµατος, εφόσον αυτή η προσέγγιση ευνοούσε την ανακάλυψη γονιδίων που υποαντιπροσω-
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πεύονταν στις βιβλιοθήκες cDNA λόγω χαµηλής ή εξειδικευµένης (χρονικά ή ιστοειδικά) έκφρασης αλλά και 

τον προσδιορισµό µη κωδικών αλληλουχιών DNA µε ιδιαίτερη βιολογική σηµασία για τη ρύθµιση της έκφρα-

σης των γονιδίων ή για τη λειτουργία των χρωµοσωµάτων. 

 

  Σηµαντικό βήµα στην πορεία αυτού του προγράµµατος ήταν η ίδρυση το 1988 του οργανισµού 

HUGO (Human Genome Organization), µε σκοπό τον συντονισµό της πειραµατικής διαδικασίας και την επι-

κοινωνία µεταξύ των οµάδων που είχαν αναλάβει τη χαρτογράφηση διαφορετικών χρωµοσωµάτων 

(www.gdb.org/hugo/). Καθοριστική ήταν και η επιλογή των ερευνητών του HGP να ακολουθήσουν τη µέ-

θοδο της αλληλούχησης βάσει χαρτών (map based) και όχι αυτήν της ολικής γονιδιωµατικής αλληλούχησης 

θραυσµάτων DNA (whole genome shotgun sequencing), που είχε εφαρµοστεί µέχρι τότε στην ανάλυση µι-

κρότερων γονιδιωµάτων όπως αυτά της E.coli K-12 (4.6 Mb) [Blattner et al, 1997] και αργότερα του 

Anοpheles gambiae (278 Mb) [Holt et al, 2002]. Πράγµατι, αν και πρόκειται για πολύ πιο αργή διαδικασία στα 

αρχικά στάδια κατασκευής γενετικών και φυσικών χαρτών, η αλληλούχηση χαρτογραφηµένων κλώνων 

γονιδιωµατικού DNA παρουσιάζει βασικά πλεονεκτήµατα έναντι της ολικής γονιδιωµατικής αλληλούχησης 

κατά την τελική φάση του προγράµµατος, στην οποία απαιτείται η στοίχιση των επιµέρους αλληλουχιών για 

την παραγωγή της oλοκληρωµένης νουκλεοτιδικής αλληλουχίας κάθε χρωµοσώµατος (Eικ.2). Στη φάση 

αυτή, η αλληλούχηση βάσει χαρτών επιτρέπει την ασφαλέστερη τοποθέτηση των επιµέρους αλληλουχιών 

κατά µήκος του χρωµοσώµατος, µε βάση τις επικαλύψεις των γονιδιωµατικών κλώνων και το περιεχόµενό 

τους σε ήδη χαρτογραφηµένες αλληλουχίες STS και EST. Εποµένως, η προσέγγιση αυτή είναι λιγότερο 

ευαίσθητη στις περιπτώσεις λανθασµένης στοίχισης των επιµέρους τµηµάτων, που οφείλονται κυρίως στην 

παρουσία επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών οι οποίες καταλαµβάνουν περισσότερο από 50% του 

ανθρώπινου DNA [Lander et al, 2001]. 

 

  Αποτέλεσµα της αρχικής προτεραιότητας στη χαρτογράφηση των κωδικών αλληλουχιών ήταν ο 

πρώτος χάρτης γονιδίων του ανθρώπου που κατασκευάστηκε χρησιµοποιώντας τη µέθοδο των 

ακτινοβοληµένων υβριδίων σωµατικών κυττάρων (radiation hybrids) για τη χαρτογράφηση περίπου 30.000 

αλληλουχιών EST (Expressed Sequence Tags) στα χρωµοσώµατα του ανθρώπου και δηµοσιεύθηκε τον 

Οκτώβριο του 1998 [Deloukas et al, 1998, www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap99/]. Εκτός από τις κωδικές 
αλληλουχίες, στον ίδιο χάρτη είχε ενσωµατωθεί και µεγάλος αριθµός πολυµορφικών γενετικών δεικτών, 

ιδιαίτερα χρήσιµων για το συσχετισµό του µε προηγούµενους γενετικούς χάρτες. 

 

  Μετά την κατασκευή γενετικών και φυσικών χαρτών, η αλληλούχηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

σε µεγάλη κλίµακα συνεχίστηκε µε ρυθµό που αυξήθηκε θεαµατικά τα τελευταία χρόνια, κυρίως λόγω του 

γεγονότος ότι η κλασσική µέθοδος αλληλούχησης DNA µε χρήση διδεοξυνουκλεοτιδίων [Sanger et al, 1977] 

που χρησιµοποιούνταν, υποστηρίχθηκε µε τροποποιήσεις που ευνοούσαν την αυτοµατοποίησή της, όπως η 

χρήση χρωστικών µε φθορισµό και η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε τριχοειδή [Starke et al, 1994]. Απο-

τέλεσµα αυτής της  προσπάθειας ήταν η δηµοσίευση από το International Human Genome Sequencing 

Consortium της προκαταρκτικής (draft) νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, που αντιστοιχεί σε περισσότερο από το 
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Γονιδίωµα

ΒACs

Aλληλούχηση

Επιµέρους
αλληλουχίες

Ολοκληρωµένη
αλληλουχία

Με βάση χρωµοσωµικούς χάρτες Ολική γονιδιωµατική αλληλούχηση

(Map based) (Whole genome shotgun)

Στρατηγική αλληλούχησης γονιδιώµατος

Γονιδίωµα

ΒACs

Aλληλούχηση

Επιµέρους
αλληλουχίες

Ολοκληρωµένη
αλληλουχία

Με βάση χρωµοσωµικούς χάρτες Ολική γονιδιωµατική αλληλούχηση

(Map based) (Whole genome shotgun)

Στρατηγική αλληλούχησης γονιδιώµατος

 
Eικ.2 Οι δύο εναλλακτικές προσεγγίσεις για την αλληλούχηση γονιδιωµάτων, συστηµατική αλληλούχηση µε βάση 
χρωµοσωµικούς χάρτες ή ολική γονιδιωµατική αλληλούχηση. 
 

 90% του γονιδιώµατος του ανθρώπου, περιέχοντας κενά µέσου µήκους 500bp στο 4% των κλώνων [Lander 

et al, 2001] και η σταδιακή δηµοσίευση της συνολικής αλληλουχίας των ανθρώπινων χρωµοσωµάτων 22 

[Dunham et al, 1999], 21 [Hattori et al, 2000], 20 [Deloukas et al, 2001], 6 [Mungall et al, 2003], 7 [Hillier 

et al, 2003], 14 [Heilig et al, 2003], της ειδικής για το Υ περιοχής [Skaletsky et al, 2003] και του χρωµοσώ-

µατος 10 [Deloukas et al, 2004].   

 

  H εναλλακτική µέθοδος της τυχαίας αλληλούχησης γονιδιωµατικού DNA (whole genome shotgun) 

δοκιµάστηκε και για το ανθρώπινο γονιδίωµα από την εταιρία Celera Genomics. Όπως είχε αρχικά υπολογι-

στεί, θα χρειαζόταν να ‘διαβαστεί’ το γονιδίωµα τουλάχιστον δέκα φορές για να προκύψει ολοκληρωµένη η 

αλληλουχία του µε τη συγκεκριµένη προσέγγιση [Weber & Myers, 1997]. Όµως, η διαθέσιµη πληροφορία γο-

νιδιωµατικής χαρτογράφησης από το διεθνές πρόγραµµα HGP φαίνεται ότι συνέβαλλε σηµαντικά στην τελική 

συναρµολόγηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των Venter et al (2001), για την οποία η οµάδα της Celera 

Genomics πραγµατοποίησε τρεις επαναλήψεις τυχαίας αλληλούχησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος 

[Waterston et al, 2002b]. Αξίζει επιπλέον να σηµειωθεί ότι για το αντίστοιχο διεθνές πρόγραµµα ανάλυσης 

του γονιδιώµατος του ποντικού (Μοuse Genome Project) χρησιµοποιήθηκε συνδυασµός των δύο µεθόδων, 

µε αποτέλεσµα η αρχική αλληλουχία που προέκυψε να καλύπτει επτά φορές το γονιδίωµα του στελέχους 

C57BL/6J και να αντιστοιχεί στο 96% της ευχρωµατίνης, περιέχοντας κενά µέσου µήκους 600bp στο 4% των 

κλώνων [Waterston et al, 2002a].  

 

  Αν και έχουν διατυπωθεί αντικρουόµενες απόψεις σχετικά µε τον σχεδιασµό της στρατηγικής που 

ακολουθήθηκε για την ανάλυση του ανθρώπινου γονιδιώµατος [Μyers et al, 2002 / Waterston et al, 2003], 
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το ωφέλιµο στοιχείο από αυτή την προσπάθεια είναι η ίδια η νουκλεοτιδική αλληλουχία αλλά και οι γενετικοί 

και φυσικοί χάρτες των ανθρώπινων χρωµοσωµάτων που κατασκευάστηκαν στα πλαίσια του προγράµµατος 

HGP και είναι διαθέσιµοι σε ηλεκτρονικές διευθύνσεις του διαδικτύου (Πίνακας 3), οι οποίες ενηµερώνονται 

συνεχώς για την εξέλιξη της αλληλούχησης στις διάφορες χρωµοσωµικές περιοχές. Mε αυτά τα δεδοµένα εί-

ναι πλέον δυνατή η ταυτοποίηση γονιδίων in silico, γεγονός που διευκολύνει τη λειτουργική τους ανάλυση 

αλλά και επιτρέπει συγκριτικές µελέτες µε γονιδιώµατα άλλων οργανισµών.  

  

 

 

3. Tαυτοποίηση γονιδίων 
  Οι δύο πιο διαδεδοµένες προσεγγίσεις για τον προσδιορισµό των γονιδίων σε µια αλληλουχία 

νουκλεοτιδίων γονιδιωµατικού DNA είναι η αλληλούχηση κλώνων cDNA και η χρήση βιοϋπολογιστικών προ-

γραµµάτων για την πρόβλεψη κωδικών αλληλουχιών. Πρόσφατα έχουν αναπτυχθεί και άλλες µέθοδοι ή συν-

δυασµοί µεθόδων που έχουν στόχο να αυξήσουν την αξιοπιστία και την απόδοση των προβλέψεων. 

  

  α. Αλληλούχηση κλώνων cDNA 

  Αποτελεί τον πιο κλασσικό τρόπο ταυτοποίησης γονιδίων και περιλαµβάνει την µερική ή πλήρη 

αλληλούχηση των µεταγράφων που έχουν κλωνοποιηθεί σε βιβλιοθήκες cDNA. H προσέγγιση αυτή έχει συµ-

Πίνακας 3.  Πηγές πληροφόρησης για το ανθρώπινο γονιδίωµα 

Online Mendelian Inheritance in Man (ΟΜΙΜ)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/
Πληροφορία για τη σχέση γονιδίων µε κληρονοµικές ασθένειες στον άνθρωπο.

RIKEN , University of Tokyo
http://hgrep.ims.u-tokyo.ac.jp/
Mια γενική επισκόπηση της δοµής του ανθρώπινου γονιδιώµατος

Oak Ridge National Laboratory
http://compbio.ornl.gov/channel/index.html
Γραφικές απεικονίσεις δεδοµένων χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος

Gene map 99
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genemap99/
Ο χάρτης γονιδίων ‘Gene map 99’, στον οποίο περιέχονται δεδοµένα και γραφικές απεικονίσεις για τη
θέση αλληλουχιών STS και ΕST βάσει χαρτών ακτινοβοληµένων υβριδίων σωµατικών κυττάρων 

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/
Γραφικές απεικονίσεις χρωµοσωµάτων, χαρτών και γενετικών τόπων, οι οποίες συνδέονται και µε 
άλλες πηγές πληροφόρησης του NCBI (πχ µε βιβλιογραφικές αναφορές)

EBI/Sanger Centre
http://www.ensembl.org
Γραφικές απεικονίσεις των χρωµοσωµάτων σε συνδυασµό µε τις αλληλουχίες DNA και πρωτεϊνών και 
βασικά χαρακτηριστικά στοιχεία για αυτές (annotation)

Washington University
http://genome.wustl.edu/gsc/ human/Mapping/
Συλλογή χαρτογραφηµένων γενωµικών κλώνων του ανθρώπινου γονιδιώµατος

University of California at Santa Cruz
http://genome.ucsc.edu/
Η προκαταρκτική (draft) µορφή της αλληλουχίας που δηµοσιεύτηκε το 2001 από τους Lander ES et 
al και οι επόµενες βελτιωµένες µορφές της. 

Online Mendelian Inheritance in Man (ΟΜΙΜ)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/
Πληροφορία για τη σχέση γονιδίων µε κληρονοµικές ασθένειες στον άνθρωπο.

RIKEN , University of Tokyo
http://hgrep.ims.u-tokyo.ac.jp/
Mια γενική επισκόπηση της δοµής του ανθρώπινου γονιδιώµατος

Oak Ridge National Laboratory
http://compbio.ornl.gov/channel/index.html
Γραφικές απεικονίσεις δεδοµένων χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος

Gene map 99
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genemap99/
Ο χάρτης γονιδίων ‘Gene map 99’, στον οποίο περιέχονται δεδοµένα και γραφικές απεικονίσεις για τη
θέση αλληλουχιών STS και ΕST βάσει χαρτών ακτινοβοληµένων υβριδίων σωµατικών κυττάρων 

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ genome/guide/
Γραφικές απεικονίσεις χρωµοσωµάτων, χαρτών και γενετικών τόπων, οι οποίες συνδέονται και µε 
άλλες πηγές πληροφόρησης του NCBI (πχ µε βιβλιογραφικές αναφορές)

EBI/Sanger Centre
http://www.ensembl.org
Γραφικές απεικονίσεις των χρωµοσωµάτων σε συνδυασµό µε τις αλληλουχίες DNA και πρωτεϊνών και 
βασικά χαρακτηριστικά στοιχεία για αυτές (annotation)

Washington University
http://genome.wustl.edu/gsc/ human/Mapping/
Συλλογή χαρτογραφηµένων γενωµικών κλώνων του ανθρώπινου γονιδιώµατος

University of California at Santa Cruz
http://genome.ucsc.edu/
Η προκαταρκτική (draft) µορφή της αλληλουχίας που δηµοσιεύτηκε το 2001 από τους Lander ES et 
al και οι επόµενες βελτιωµένες µορφές της. 
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βάλλει στην ταυτοποίηση χιλιάδων γονιδίων του ανθρώπου και άλλων οργανισµών [Hillier et al, 1996 / 

Strausberg et al, 2002], όµως οι δυνατότητές της περιορίζονται από το γεγονός ότι η ανίχνευση ενός γονι-

δίου εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τα επίπεδα έκφρασής του. Γονίδια µε υψηλά επίπεδα έκφρασης συνή-

θως υπεραντιπροσωπεύονται στις βιβλιοθήκες cDNA και στις βάσεις καταχώρησης των αλληλουχιών EST, ενώ 

γονίδια που εκφράζονται σε χαµηλά επίπεδα, σε περιορισµένο αριθµό κυττάρων ή υπό ειδικές συνθήκες επα-

γωγής, πιθανόν να απουσιάζουν. Για το λόγο αυτό, είτε χρησιµοποιούνται κανονικοποιηµένες βιβλιοθήκες 

[Patanjali et al, 1991 / Soares et al, 1994], είτε κατασκευάζονται βιβλιοθήκες από συγκεκριµένους κυτταρι-

κούς τύπους, όπως έγινε από το FANTOM Consurtium για το πρόγραµµα χαρακτηρισµού περισσότερων από 

60.000 πλήρους µήκους µεταγράφων του ποντικού [Okazaki et al, 2002]. Ένα επιπλέον πρόβληµα αυτής της 

προσέγγισης είναι ότι τα προγράµµατα αλληλούχησης κλώνων cDNA συνήθως µεροληπτούν εις βάρος της 

κωδικής αλληλουχίας, εφόσον αρχικά προσδιορίζεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία των άκρων των κλώνων 

cDNA, που συχνά αντιστοιχούν στις µη µεταφραζόµενες περιοχές 3’UTR και 5’UTR. Σε µια προσπάθεια να 

προσδιοριστεί η ενδιάµεση αλληλουχία ανθρώπινων µεταγράφων των οποίων τα άκρα έχουν αλληλουχηθεί, 

οι Camargo et al (2001) σχεδίασαν εκκινητές PCR από τη διαθέσιµη αλληλουχία των άκρων, ώστε τα ενδιά-

µεσα τµήµατα των µεταγράφων να ανακτηθούν µε RT-PCR σε δείγµατα RNA από 24 ανθρώπινους ιστούς. Το 

συγκεκριµένο πρόγραµµα  οδήγησε στην παραγωγή περίπου 7x105 κωδικών αλληλουχιών (ΟRESTES, Open 

Reading frame Expressed Sequence Tags). Εκτιµώντας τα επίπεδα έκφρασης µε βάση τον αριθµό των διαθέ-

σιµων ESTs για κάθε γονίδιο, οι Camargo et al υπολογίζουν ότι στις αλληλουχίες ORESTES αντιπροσωπεύο-

νταν το 80% των γονιδίων µε υψηλή ή µέτρια έκφραση και το 40-50% των γονιδίων µε περιορισµένη έκ-

φραση.          

 

  β. Πρόβλεψη γονιδίων µε βιοϋπολογιστικές µεθόδους 

  Η ανάπτυξη και η αξιολόγηση υπολογιστικών προγραµµάτων ικανών να αναγνωρίζουν τις κωδικές 

περιοχές µιας αλληλουχίας νουκλεοτιδίων γονιδιωµατικού DNA ξεκίνησε πριν ακόµα ολοκληρωθεί η αλληλού-

χηση του ανθρώπινου γονιδιώµατος [Burset & Guigo, 1996]. Βασικό χαρακτηριστικό αυτών των µεθόδων εί-

ναι ότι στηρίζονται µόνο στη νουκλεοτιδική αλληλουχία του DNA και εποµένως δεν επηρεάζονται άµεσα από 

το επίπεδο έκφρασης κάθε γονιδίου. Τα προγράµµατα που χρησιµοποιούνται διακρίνονται σε δύο κατηγορίες, 

ανάλογα µε την αρχή λειτουργίας τους:  

  i) Τα προγράµµατα που εκτελούν προβλέψεις γονιδίων µε βάση την οµολογία των θεωρητικά 

µεταφραζόµενων περιοχών γονιδιωµατικού DNA µε χαρακτηρισµένα γονίδια ή πρωτεΐνες του ίδιου ή άλλων 

οργανισµών. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν τα προγράµµατα GLASS/ROSETTA, GeneWise, Genie και 

ΕxoFish , που έχουν εφαρµοστεί σε µελέτες γονιδιωµατικής ανάλυσης στον άνθρωπο [Lander et al, 2001], 

στον ποντικό [Batzoglou et al, 2000], στη δροσόφιλα [Gopal et al, 2001] και στο ψάρι Fugu [Roest Crollius 

et al, 2000]. H µέθοδος αυτή βασίζεται σε πειραµατικά δεδοµένα, όµως τα αποτελέσµατά της επηρεάζονται 

από την παρουσία αλληλουχιών µη επεξεργασµένων mRNAs ή και γονιδιωµατικού DNA στις βάσεις 

δεδοµένων. Για τον λόγο αυτό, η δοµή των προβλεπόµενων γονιδίων επιβεβαιώνεται συγκρίνοντας την 

γονιδιωµατική µε τις διαθέσιµες κωδικές αλληλουχίες και αναζητώντας σαφείς ενδείξεις γεγονότων 

συναρµογής εξονίων (splicing). Η σπουδαιότητα του τελευταίου κριτηρίου για την επιβεβαίωση των 
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προβλέψεων αυτής της µεθόδου, καθιστά δύσκολη την πρόβλεψη γονιδίων µε ένα εξόνιο ή µε µεγάλα 

εξόνια, εφόσον αυτά δεν διακρίνονται από το γονιδιωµατικό DNA.      

  ii) Τα προγράµµατα που εκτελούν προβλέψεις ‘de novo’, προβλέπουν τις θέσεις των εξονίων σε µια 

γονιδιωµατική αλληλουχία DNA, µε βάση τη διαφορά της νουκλεοτιδικής σύστασης εξονίων και ιντρονίων, 

καθώς και τα συντηρηµένα νουκλεοτίδια που συµµετέχουν στη συναρµογή των εξονίων κατά την 

επεξεργασία του πρόδροµου µεταγράφου RNA. Επιπλέον, ορισµένα από τα προγράµµατα αυτής της 

κατηγορίας (πχ GenScan, Genie, GenFinder) ορίζουν τα άκρα των γονιδίων, αναγνωρίζοντας συντηρηµένα 

µοτίβα των υποκινητών (ΤΑΤΑ box, CAAT box), τη θέση έναρξης της µετάφρασης (συντηρηµένη αλληλουχία 

Kojak) και τα σήµατα τερµατισµού της µεταγραφής και πολυαδενυλίωσης. Οι de novo προβλέψεις είναι 

ανεξάρτητες τόσο από την έκφραση των γονιδίων όσο και από τη διαθεσιµότητα οµόλογων γονιδίων ή 

πρωτεϊνών. Όµως, επειδή τα αποτελέσµατά τους βασίζονται σε µεγάλο βαθµό σε στατιστικά δεδοµένα 

κατανοµής των νουκλεοτίδιων στο µόριο του DNA, αναγνωρίζεται η ανάγκη αυτές οι προβλέψεις να 

επιβεβαιώνονται πειραµατικά. Για την πειραµατική επιβεβαίωση της έκφρασης των γονιδίων που 

προβλέπονται από βιοϋπολογιστικά προγράµµατα έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι ανίχνευσης των θεωρούµενων 

κωδικών αλληλουχιών σε βιβλιοθήκες cDNA ή δείγµατα mRNA [Reboul et al, 2001] και ελέγχου της 

έκφρασής τους µε χρήση µικροσυστοιχιών (microarrays) [Penn et al, 2000, Shoemaker et al, 2001]. Oι 

µικροσυστοιχίες γονιδιωµατικού DNA έχουν αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιµες για τον προσδιορισµό των άκρων 

των προβλεπόµενων γονιδίων (πρώτο και τελευταίο εξόνιο), καθώς και των περιοχών 5’UTR και 3’UTR, που 

συνήθως δεν καθορίζονται µε ακρίβεια από τα βιοϋπολογιστικά προγράµµατα γονιδιακής πρόβλεψης [Βurge 

& Karlin, 1998]. Επιπλέον, προσφέρουν τη δυνατότητα ανίχνευσης γεγονότων εναλλακτικής συναρµογής 

(alternative splicing) εξονίων, φαινόµενο που αντιπροσωπεύει σηµαντικό τρόπο µεταγραφικής ρύθµισης για 

τουλάχιστον το 40% των γονιδίων του ανθρώπου [Μοdrek et al, 2001] και του ποντικού [Οkazaki et al, 

2002]. 

   

  
4. Οργάνωση γονιδιωµατικής πληροφορίας 
  H νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδιώµατος αποτελεί το υπόβαθρο στο οποίο είναι δυνατόν να 

οργανωθεί η συσσωρευµένη πληροφορία σχετικά µε τη βιολογία ενός οργανισµού. Οι γονιδιωµατικές βάσεις 

δεδοµένων κατασκευάζονται για να εξυπηρετήσουν τον παραπάνω στόχο και είναι απαραίτητες ιδιαίτερα για 

την οργάνωση των βιολογικών δεδοµένων που αφορούν οργανισµούς µε µεγάλα γονιδιώµατα, όπως αυτά 

των θηλαστικών. Μια τέτοια βάση δεδοµένων, η οποία συγκεντρώνει και οργανώνει στοιχεία για τη δοµή και 

τη λειτουργία των γονιδίων του ανθρώπου αλλά και άλλων οργανισµών, έχει αναπτυχθεί από το Ευρωπαϊκό 

Ινστιτούτο Βιοπληροφορικής (ΕMBL) και το Sanger Center (Hinxton, UK) και ονοµάζεται ‘Πρόγραµµα 

Ensembl’. Εποµένως, η βάση δεδοµένων Ensembl του ανθρώπινου γονιδιώµατος περιέχει ένα ευρύ φάσµα 

πληροφοριών για κάθε γονίδιο, από δοµικά ή λειτουργικά δεδοµένα µοριακής βιολογίας και συγκριτικής γονι-

διωµατικής ανάλυσης, έως στοιχεία κλινικής γενετικής της βάσης δεδοµένων ΟΜΙΜ (Οnline Mendelian 

Inheritance in Man) και λειτουργικού χαρακτηρισµού πρωτεϊνικών µορίων της βάσης InterPro [Hubbard et al, 

2002]. H παραπάνω πληροφορία έχει οργανωθεί µε βάση την αρχική πρόβλεψη του γονιδίου στην νουκλεο-
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τιδική αλληλουχία του γονιδιώµατος από το ίδιο το πρόγραµµα Ensembl. Το πρόγραµµα Ensembl χρησιµο-

ποιεί συνδυασµό µεθόδων γονιδιακών προβλέψεων (‘de novo’ και βάσει οµολογίας), περιλαµβάνοντας τρία 

βασικά στάδια. Αρχικά, πραγµατοποιούνται de novo προβλέψεις γονιδίων στη διαθέσιµη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία από το πρόγραµµα Genscan. Aκολουθεί η επιβεβαίωση ορισµένων από αυτές µε βάση την 

οµολογία µε γνωστές πρωτεΐνες, πρωτεϊνικά domains και mRNAs από τις βάσεις δεδοµένων SwissProt, Pfam 

και EMBL. Συγκεκριµένα, επιβεβαιώνονται τα ιντρόνια που γεφυρώνονται από γνωστές αλληλουχίες  και τα 

εξόνια που περιβάλλονται από επιβεβαιωµένα ιντρόνια. Η αυξηµένη αυστηρότητα αυτού του σταδίου οδηγεί 

συνήθως σε προβλέψεις τµηµάτων των ανθρώπινων γονιδίων, που χρησιµοποιούνται από το πρόγραµµα 

Genwise, το οποίο εκτελεί de novo προβλέψεις γύρω από αυτά τα τµήµατα, επεκτείνοντάς τα περισσότερο. 

Τέλος, τα παραπάνω αποτελέσµατα συνδυάζονται µε αυτά του προγράµµατος Genie, το οποίο βασίζεται στην 

οµολογία της γονιδιωµατικής αλληλουχίας µε γνωστά mRNAs και ESTs, όπως και τα προηγούµενα, όµως 

συνδέει τα ESTs των 5’ και 3’ άκρων κλώνων cDNA, ώστε να παράγει προβλέψεις γονιδιωµατικής οργάνωσης 

της πλήρους κωδικής αλληλουχίας, περιλαµβάνοντας συχνά και µη µεταφραζόµενες περιοχές (5’ και 3’ UTR) 

του κάθε γονιδίου, µε βάση τις διαθέσιµες αλληλουχίες κλώνων cDNA. Με αυτόν τον τρόπο, εξασφαλίζεται η 

ελάχιστη πιθανότητα λάθους στις προβλέψεις των γονιδίων. Με παρόµοιες προσεγγίσεις προσδιορίζεται η 

θέση και η οργάνωση στο γονιδίωµα παράλογων ή ορθόλογων πρωτεϊνών, οι οποίες αντιπροσωπεύουν ‘νέα’ 

(‘novel’) ανθρώπινα γονίδια. Με βάση τις παραπάνω µεθόδους, εκτιµάται ότι το ανθρώπινο γονιδίωµα 

περιέχει περίπου 11 γονίδια ανά Mb, ενώ υπολογίζεται ότι η ευαισθησία αυτών των προσεγγίσεων για την 

πρόβλεψη καινούριων γονιδίων είναι περίπου 68% [Lander et al, 2001].  

 

  Η παραπάνω πληροφορία για το γονιδίωµα του ανθρώπου και των άλλων οργανισµών είναι ελεύθερα 

διαθέσιµη στον δικτυακό τόπο του προγράµµατος Ensembl (www.ensembl.org/). Ένα παράδειγµα απεικόνι-

σης της πληροφορίας από το πρόγραµµα Ensembl για ένα γονίδιο του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10, πα-

ρουσιάζεται στην Εικ.3. Η βάση δεδοµένων δίνει τη δυνατότητα περιήγησης κατά µήκος των χρωµοσωµάτων 

και επιλογής συγκεκριµένων χρωµοσωµικών περιοχών για λεπτοµερέστερη παρουσίαση. Για την περιγραφή 

των προβλεπόµενων γονιδίων χρησιµοποιούνται όροι από εξωτερικές βάσεις δεδοµένων (πχ η ονοµατολογία 

‘HUGO’ για τα γνωστά γονίδια, τα ονόµατα γενετικών δεικτών και οι κωδικοί πρόσβασης ‘EMBL’ για κλώνους 

cDNA), αλλά και κωδικά ονόµατα της βάσης Ensembl για τα καινούρια γονίδια. Στον δικτυακό τόπο του 

προγράµµατος επιτρέπονται εναλλακτικές απεικονίσεις της διαθέσιµης πληροφορίας για κάθε γονίδιο (Εικ.3), 

οι οποίες περιλαµβάνουν: α) Τη συνολική απεικόνιση κάθε χρωµοσώµατος ή χρωµοσωµικής περιοχής 

(mapview), στην οποία το κυτταρογενετικό πρότυπο ζώνωσης συσχετίζεται µε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία 

µέσω γενετικών δεικτών, β) Την απεικόνιση κάθε προβλεπόµενου γονιδίου (geneview), στην οποία συσχετί-

ζεται η προτεινόµενη οργάνωση εξονίων και ιντρονίων µε τα µετάγραφα που την υποστηρίζουν, και γ) Την 

απεικόνιση κάθε προβλεπόµενης πρωτεΐνης (proteinview), στην οποία εµφανίζονται οι περιοχές οµολογίας µε 

συντηρηµένες δοµές της βάσης δεδοµένων InterPro. Επιπλέον, για κάθε γονίδιο αναφέρονται τα ορθόλογα 

που ανιχνεύονται στα γονιδιώµατα άλλων οργανισµών. Για τα ήδη γνωστά ανθρώπινα γονίδια, τα παραπάνω 

συνοδεύονται και από βιβλιογραφικές αναφορές, καθώς και στοιχεία της βάσης δεδοµένων ΟΜΙΜ, στις 

περιπτώσεις γονιδίων µε κλινικό φαινότυπο (Εικ.3,ε-στ). Τέλος, στον ίδιο δικτυακό τόπο παρέχεται η δυ-

νατότητα συγκρίσεων νουκλεοτιδικών ή αµινοξικών αλληλουχιών, µε χρήση των αλγορίθµων ΒLAST (Basic 
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Local Alignment Search Tool) [Altschul et al, 1997] και SSAHA (Sequence Search and Alignment by Hashing 

Algorithm, www.sanger.ac.uk/Software/analysis/SSAHA/). Είναι, εποµένως, φανερή η συµβολή των γονιδιω-

µατικών βάσεων δεδοµένων στην αξιοποίηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των γονιδιωµάτων και τη σύν-

δεσή της µε πειραµατικά δεδοµένα και συγκρίσεις µε άλλους οργανισµούς. 

 

 

5. Συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση 
  Η διαθεσιµότητα των αποτελεσµάτων της αλληλούχησης των γονιδιωµάτων πολλών οργανισµών 

παρέχει τη δυνατότητα συγκρίσεων, µε τη χρήση κατάλληλων βιοϋπολογιστικών προγραµµάτων. Η εξελι-

κτική συντήρηση των κωδικών αλληλουχιών DNA επιτρέπει την ταυτοποίηση ορθόλογων γονιδίων στα δια-

φορετικά  γονιδιώµατα.  

 

  Από τη σύγκριση τoυ γονιδιώµατος του ανθρώπου µε γονιδιώµατα µονοκύτταρων οργανισµών (πχ S. 

cerevisiae) εντοπίζονται γονίδια υπεύθυνα για στοχειώδεις κυτταρικές λειτουργίες (βασικός µεταβολισµός, 

µεταγραφή του DNA σε RNA, µετάφραση του RNA σε πρωτεΐνη, αντιγραφή του DNA κλπ), οι οποίες παρου-

σιάζονται συντηρηµένες κατά την εξέλιξη των ειδών. Ο υψηλός βαθµός συντήρησης τέτοιων λειτουργιών 

εκφράζεται και από το υψηλό ποσοστό (46%) των πρωτεϊνών του S. cerevisiae που εµφανίζουν οµοιότητα 

µε πρωτεΐνες του ανθρώπου. 

 

  Από τη σύγκριση µε τα γονιδιώµατα του C. elegans και της D. melanogaster διαπιστώνεται ότι το 

60% των προβλεπόµενων µε βιοϋπολογιστικά προγράµµατα πρωτεϊνών του ανθρώπου έχουν αντίστοιχες 

ορθόλογες πρωτεΐνες στα δύο είδη οργανισµών. Αντίστοιχα, το 61% των πρωτεϊνών της D. melanogaster και 

το 43% των πρωτεϊνών του C. elegans  εµφανίζουν οµολογία µε ανθρώπινες πρωτεΐνες. Στις ορθόλογες 

πρωτεΐνες µεταξύ των τριών ειδών συγκαταλέγονται µόρια που ελέγχουν λειτουργίες ενδοκυτταρικής ή δια-

κυτταρικής σηµατοδότησης, βασικούς αναπτυξιακούς µηχανισµούς, προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο και 

µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων. Επιπλέον, η σύγκριση των λειτουργικών περιοχών (domains) των πρωτεϊνών 

του ανθρώπου µε αυτές του νηµατώδη και της δροσόφιλας δείχνει ότι το 90% των domains των ανθρώπι-

νων πρωτεϊνών αναγνωρίζονται και στα άλλα δύο είδη. Όµως, στον άνθρωπο παρατηρείται σχεδόν διπλάσιος  

αριθµός διαφορετικών συνδυασµών αυτών των περιοχών, δηµιουργώντας έτσι µεγαλύτερη ποικιλία στην αρ-

χιτεκτονική και στα λειτουργικά χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών.  

 

  Εξαιρετικό ενδιαφέρον για τη συγκριτική γονιδιωµατική ανάλυση έχουν και οι οργανισµοί µε οµοιότη-

τες στη φυσιολογία και συµπεριφορά, των οποίων τα γονιδιώµατα έχουν εξελιχθεί τόσο ώστε τα µη λειτουρ-

γικά στοιχεία τους να έχουν αποκλίνει αρκετά. Αυτός είναι και ένας από τους λόγους που ο ποντικός (Mus 

musculus) ήταν το πρώτο θηλαστικό του οποίου το γονιδίωµα ολοκληρώθηκε µετά από αυτό του ανθρώπου. 

Ενδεικτικό της οµοιότητας των δύο οργανισµών είναι το υψηλό ποσοστό (80%) των γονιδίων του ποντικού 

για τα οποία υπάρχουν αντίστοιχα ορθόλογα στον άνθρωπο [Waterston et al, 2002a], όπως και οι παραπλή- 

σιες τιµές στο συνολικό µέγεθος του γονιδιώµατος και στον αριθµό των γονιδίων των δύο οργανισµών (Πί-
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νακας 1). Επιπλέον, οµοιότητες παρατηρούνται και στο επίπεδο της οργάνωσης των χρωµοσωµάτων (Εικ.4), 

εφόσον το 96% των ορθόλογων γονιδίων βρίσκονται σε συνταινικές χρωµοσωµικές περιοχές [Waterston et 

al, 2002a].  
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Eικ.3 Η βάση δεδοµένων Ensembl. Πρόβλεψη και χαρακτηρισµός του γονιδίου ΡΤΕΝ του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου. 
Παρουσιάζονται ενδεικτικά οι γραφικές απεικονίσεις της χρωµοσωµικής περιοχής (mapview) (α), του µεταγράφου (geneview) (β) και της 
πρωτεΐνης (proteinview) (γ). Επιπλέον, το πρόγραµµα Ensembl δίνει πληροφορίες για τις ορθόλογες πρωτεΐνες σε άλλους οργανισµούς 
(δ), για τη σχέση του γονιδίου ΡΤΕΝ µε γενετικές νόσους (δεδοµένα από ΟΜΙΜ) (ε), καθώς και τις σχετικές βιβλιογραφικές αναφορές 
(στ).  
 

  Αξιοσηµείωτη υπήρξε η συµβολή της συγκριτικής γονιδιωµατικής ανάλυσης στον προσδιορισµό της 

οργάνωσης εξονίων και ιντρονίων των γονιδίων του ανθρώπου. Συγκρίνοντας την νουκλεοτιδική αλληλουχία 

ανθρώπινων γονιδίων µε το γονιδίωµα του ποντικού, διακρίνονται περιοχές µε υψηλή συντήρηση, που συχνά 
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αντιστοιχούν σε εξόνια. Αυτή η προσέγγιση συµβάλλει στην περιγραφή της οργάνωσης γονιδίων που σπάνια 

αντιπροσωπεύονται σε βιβλιοθήκες cDNA ή εκείνων για τα οποία δεν υπάρχουν πειραµατικά δεδοµένα και δι-

ευκολύνει τη λειτουργία προγραµµάτων πρόβλεψης κωδικών αλληλουχιών από τα αντίστοιχα βιοϋπολογι-

στικά προγράµµατα. Επιπλέον, η σύγκριση των γονιδιωµάτων ανθρώπου και ποντικού µε αυτό του ψαριού 

Fugu rubripes, διευκολύνει τις µελέτες γονιδιακής οργάνωσης των θηλαστικών [Gilligan et al, 2002]. To ψάρι 

Fugu έχει ένα από τα µικρότερα γονιδιώµατα µεταξύ των σπονδυλωτών, µε µέγεθος που αντιστοιχεί στο 1/8 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος (400Mb), αλλά περίπου τον ίδιο αριθµό γονιδίων µε τον άνθρωπο [Βrenner et 

al, 1993 / Venkatesh et al, 2001]. H διαφορά στο µέγεθος των δύο γονιδιωµάτων οφείλεται στην έλλειψη 

επαναλαµβανόµενου DNA στο γονιδίωµα του Fugu και στην πιο συµπαγή οργάνωση των γονιδίων του. Για 

τους λόγους αυτούς, το γονιδίωµα του Fugu rubripes  είναι χρήσιµο µοντέλο συγκριτικής ανάλυσης, επιτρέ-

ποντας την ανίχνευση των συντηρηµένων κωδικών ή ρυθµιστικών αλληλουχιών στο ανθρώπινο γονιδίωµα. 

Για παράδειγµα, από τη σύγκριση των δύο γονιδιωµάτων έχουν βρεθεί ανθρώπινα γονίδια που είτε δεν είχαν 

προηγουµένως εντοπιστεί µε τις µεθόδους γονιδιακής πρόβλεψης, είτε αποτελούσαν λανθασµένες προβλέ-

ψεις [Gilligan et al, 2002]. Επιπλέον, η σύγκριση αυτή διευκολύνει την ταυτοποίηση των ρυθµιστικών αλλη-

λουχιών (υποκινητών, ενισχυτών), λόγω της συντήρησής τους στα δύο σπονδυλωτά, αλλά και της µικρότε-

ρης απόστασής τους από την κωδική περιοχή του κάθε γονιδίου στο ψάρι Fugu. Χαρακτηριστικό είναι το πα-

ράδειγµα της ρυθµιστικής περιοχής του γονιδίου PAX6, το οποίο στο γονιδίωµα του Fugu απέχει 14Κb από 

την κωδική αλληλουχία, ενώ στον άνθρωπο η αντίστοιχη περιοχή (µε ταυτότητα νουκλεοτιδίων 70%) βρί-

σκεται σε απόσταση 220Κb από το γονίδιο [Clark et al, 2001]. 

 

  α. Συγκριτική ανάλυση γονιδιωµάτων ανθρώπου και ποντικού 

  Η ολοκλήρωση της αλληλούχησης του γονιδιώµατος των δύο θηλαστικών [Lander et al, 2001/ 

Waterston et al, 2002a] επιτρέπει την πραγµατοποίηση συγκριτικών αναλύσεων µεγάλης κλίµακας για τη διε-

ρεύνηση του ποσοστού συντήρησης στη δοµή των χρωµοσωµάτων, στον αριθµό των γονιδίων, στην κωδική 

και σε µη κωδικές περιοχές των γονιδίων, στην οργάνωση εξονίων-ιντρονίων, σε ρυθµιστικές περιοχές του 

γονιδιώµατος καθώς και στη δοµή και τη λειτουργία των πρωτεϊνών. 

   

  Συνταινικές περιοχές των χρωµοσωµάτων ανθρώπου και ποντικού 

  Η κοινή καταγωγή των γονιδιωµάτων του ανθρώπου και του ποντικού διαπιστώνεται σε πρώτο επί-

πεδο στην οργάνωση των χρωµοσωµάτων των δύο οργανισµών. Αν και κατά τη διάρκεια των 75 εκατοµµυ-

ρίων ετών που πέρασαν από τον διαχωρισµό των δύο ειδών έχουν συµβεί και στα δύο γονιδιώµατα χρωµο-

σωµικές ανακατατάξεις, λόγω του χαµηλού ρυθµού αυτών των αλλαγών είναι δυνατόν σήµερα να αναγνωρί-

ζονται περιοχές των χρωµοσωµάτων µε την ίδια σειρά γονιδίων (συνταινικές) (Eικ.4). Στην πιο πρόσφατη 

µεγάλης κλίµακας συγκριτική µελέτη των δύο γονιδιωµάτων [Waterston et al, 2002a] ανιχνεύθηκαν 558.000 

περιοχές µέσου µήκους 500bp, οι οποίες απέχουν µεταξύ τους κατά µέσο όρο 4.4Κb και εµφανίζουν σηµα-

ντική οµοιότητα στα δύο είδη. Αξιοσηµείωτη είναι η συντήρηση στη διάταξη αυτών των περιοχών που παρα-

τηρείται συγκρίνοντας τα χρωµοσώµατα των δύο ειδών. Συνολικά, υπολογίζεται ότι το 90% του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος και το 93% του γονιδιώµατος του ποντικού αντιστοιχούν σε συνταινικές περιοχές. 
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Xρωµοσώµατα 
Ηomo sapiens

Xρωµοσώµατα 
Mus musculus

Xρωµοσώµατα 
Ηomo sapiens

Xρωµοσώµατα 
Mus musculus

 
Eικ.4 Συνταινικές περιοχές χρωµοσωµάτων στα γονιδιώµατα του ανθρώπου και του ποντικού. Τα 21 διαφορετικά χρώµατα 
αντιστοιχούν σε καθένα από τα χρωµοσώµατα του Μus musculus. Στα χρωµοσώµατα του Homo sapiens, οι συνταινικές περιοχές 
υποδεικνύονται µε το χρώµα του αντίστοιχου χρωµοσώµατος του ποντικού [Lander ES et al, 2001].  
 

  Μέγεθος γονιδιώµατος – Αριθµός γονιδίων 

  Το µέγεθος των γονιδιωµάτων του ανθρώπου και του ποντικού και ο αριθµός των γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες ή RNA στους δύο οργανισµούς ήταν τα πρώτα ερωτήµατα µετά τη σχεδόν πλήρη 

αλληλούχηση των δύο γονιδιωµάτων. Το µέγεθος της ευχρωµατίνης (~90% της χρωµατίνης)  στο ανθρώ-

πινο γονιδίωµα προσδιορίστηκε στα 2950 Μb, ενώ το αντίστοιχο µέγεθος στον ποντικό είναι 2500 Μb. Για 

τον αριθµό των γονιδίων είχαν διατυπωθεί πολλές προβλέψεις τα προηγούµενα χρόνια. Οι τελευταίες εκτιµή-

σεις λαµβάνουν υπόψη τα δεδοµένα από την αλληλούχηση των γονιδιωµάτων του ανθρώπου, του ποντικού 

αλλά και άλλων οργανισµών (δροσόφιλα, C.elegans κλπ), σε συνδυασµό µε τα αποτελέσµατα αλληλούχησης 

κλώνων cDNA και τις ‘de novo’ προβλέψεις υπολογιστικών προγραµµάτων. Σύµφωνα µε αυτές τις εκτιµήσεις, 

για το γονιδίωµα του ανθρώπου υπολογίζονται 30.000 – 40.000 γονίδια, ενώ για τον ποντικό 27.500 – 

30.000 [Lander et al, 2001 / Waterston et al, 2002a].  

  

  Συντήρηση σε περιοχές γονιδίων 

  Από τις συγκρίσεις µεταξύ των γονιδιωµάτων ανθρώπου και ποντικού διαπιστώνεται, όπως αναµένο-

νταν, µεγαλύτερη συντήρηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στις περιοχές των γονιδίων. Συγκεκριµένα, οι 

ερευνητές του ΜGSC (Μοuse Genome Sequencing Consortium) επέλεξαν 3165 γονίδια µε γνωστή θέση στο 

ανθρώπινο γονιδίωµα και για αυτά πραγµατοποίησαν συγκρίσεις κωδικών και µη κωδικών περιοχών µε το γο-

νιδίωµα του ποντικού [Waterston et al, 2002a]. Αποτελέσµατα αυτής της µελέτης φαίνονται στην Εικ.5. Στις 

κωδικές περιοχές των γονιδίων, το µέσο  ποσοστό ταυτότητας νουκλεοτιδίων είναι 85%. Αξιοσηµείωτο είναι    
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Εικ.5 Συντήρηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στην περιοχή των ορθόλογων γονιδίων µεταξύ των γονιδιωµάτων 
ανθρώπου και ποντικού. Παρουσιάζεται ο µέσος όρος των ποσοστών ταυτότητας νουκλεοτιδίων (µαύρη καµπύλη) κατά µήκος των 
ορθόλογων γονιδίων που συγκρίθηκαν στη µελέτη των Waterston et al (2002a). Μεγαλύτερα ποσοστά συντήρησης παρατηρούνται κατά 
µήκος των εξονίων και στα άκρα των ιντρονίων (ιδιαίτερα στο 5’ άκρο). 
 

 και το υψηλό ποσοστό (52%) των κωδικών αλληλουχιών που εµφανίζονται δύο φορές στο ανθρώπινο 

γονιδίωµα, το οποίο πιθανόν εκφράζει την παρουσία παράλογων γονιδίων ή ψευδογονιδίων. Αντίθετα, στα 

ιντρόνια δεν παρατηρήθηκε ιδιαίτερη συντήρηση. Συγκεκριµένα, το ποσοστό νουκλεοτιδικής ταυτότητας στα 

δύο γονιδιώµατα για τις περιοχές των ιντρονίων δεν διαφέρει σηµαντικά από αυτό που προκύπτει από τις γε-

νικευµένες συγκρίσεις των δύο γονιδιωµάτων (~70%). Υψηλά επίπεδα συντήρησης παρατηρούνται και στα 

σηµεία συναρµογής των εξονίων (splice junctions) κατά την επεξεργασία του ανώριµου mRNA, είτε όταν 

αυτά είναι κανονικά (GT-AG) ή µη κανονικά (GC-AG και 5’-RTATCCTY). Τέλος, οι περιοχές 5’UTR και 3’UTR 

εµφανίζουν ενδιάµεση συντήρηση, µε ποσοστό νουκλεοτιδικής ταυτότητας 75%. Σε µια ανάλογη σύγκριση 

95 πειραµατικά χαρακτηρισµένων ρυθµιστικών στοιχείων ιστοειδικής ή γενικευµένης γονιδιακής έκφρασης, 

παρατηρήθηκε συντήρηση σε επίπεδα συγκρίσιµα µε αυτήν των περιοχών 5’ και 3’ UTR. Οι περιοχές αυτές 

βρέθηκαν στο µεγαλύτερο ποσοστό τους (85%) σε απόσταση µικρότερη των 2Kb από τον υποκινητή του 

αντίστοιχου γονιδίου, σε ιντρόνια (10%) ή σε απόσταση µεγαλύτερη των 2Kb από τον υποκινητή (5%). 

Επιπλέον, το 19% των ρυθµιστικών στοιχείων που µελετήθηκαν επικαλύπτονταν και στα δύο γονιδιώµατα µε 

νησίδια CpG. 

 

  Συντήρηση στον αριθµό και το µέγεθος των εξονίων 

  Από ανάλογες συγκριτικές µελέτες, διαπιστώνεται σηµαντική συντήρηση στον αριθµό των κωδικών 

εξονίων µεταξύ ορθόλογων γονιδίων των δύο ειδών. Συγκεκριµένα, συγκρίνοντας 1506 ζεύγη ορθόλογων 

γονιδίων της βάσης δεδοµένων RefSeq (NCBI), διαπιστώνεται ότι το 86% των ζευγών έχουν ίδιο αριθµό κω-

δικών εξονίων. Αντίθετα, µελετώντας το σύνολο των εξονίων, το αντίστοιχο ποσοστό είναι 62%, λόγω της 

µειωµένης συντήρησης στον αριθµό των µη κωδικών εξονίων. Το συνολικό µήκος της κωδικής αλληλουχίας 

είναι ίσο για το 46% των ζευγών ορθόλογων γονιδίων, ενώ από τη σύγκριση των 10.061 ζευγών εξονίων που 

περιέχονται στα γονίδια µε ίσο αριθµό κωδικών εξονίων, βρέθηκε ότι το 91% των εξονίων έχουν ταυτόσηµο 

µήκος σε άνθρωπο και ποντικό. Από τα 930 ζεύγη εξονίων µε διαφορετικό µέγεθος, τα 858 έχουν διαφορά 

αριθµού νουκλεοτιδίων πολλαπλάσια του τρία, όπως αναµένονταν, λόγω των περιορισµών της µετάφρασης. 
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Αντίθετα, µόνο το 1% των ιντρονίων ορθόλογων γονιδίων έχουν ταυτόσηµο µήκος, αν και διατηρείται η 

αναλογία των µεγεθών των διαφορετικών ιντρονίων ενός γονιδίου στα δύο είδη. ∆ιαπιστώθηκε ότι το µέσο 

µέγεθος των ιντρονίων του ποντικού (3.9Kb) είναι µικρότερο από αυτό του ανθρώπου (4.6Κb), γεγονός που 

εν µέρει δικαιολογεί και τη διαφορά µεγέθους των δύο γονιδιωµάτων. 

 

  Συντήρηση σε µη κωδικές αλληλουχίες 

  Στα γονιδιώµατα του ανθρώπου και του ποντικού έχουν πρόσφατα εντοπιστεί αλληλουχίες που πα-

ρόλο που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνη ή RNA εµφανίζουν εξαιρετική συντήρηση µεταξύ των θηλαστικών. Συ-

γκεκριµένα, στο χρωµόσωµα 21 του ανθρώπου ανιχνεύθηκαν 191 αλληλουχίες CNG (Conserved Non-Genic), 

oι οποίες είναι συντηρηµένες στα 14 είδη θηλαστικών που µελετήθηκαν και τα οποία περιελάµβαναν αποµα-

κρυσµένες φυλογενετικές οµάδες, από πρωτεύοντα µέχρι µαρσιποφόρα και µονοτρήµατα [Dermitzakis et al, 

2003]. Σύµφωνα µε την ίδια µελέτη, η συντήρηση που παρατηρείται στις αλληλουχίες CNG είναι υψηλότερη 

από αυτήν των κωδικών αλληλουχιών και συγκρίσιµη µε αυτή γνωστών θέσεων πρόσδεσης πρωτεϊνών. Ο 

ρόλος των CNGs στο γονιδίωµα, που θα δικαιολογούσε και την υψηλή τους συντήρηση, είναι άγνωστος. 

Σύµφωνα όµως µε τα παραπάνω, είναι πιθανόν η λειτουργία αυτού του νέου είδους αλληλουχιών να σχετίζε-

ται µε την πρόσδεση πρωτεϊνών σε αυτές.    

 

 

6. Συγκριτική πρωτεωµική ανάλυση µε στόχο τη διευκρίνιση της  
     λειτουργίας 
 
  Η ολοκλήρωση της αλληλούχησης του γονιδιώµατος πολλών οργανισµών, σε συνδυασµό µε την 

οργάνωση αυτής της πληροφορίας σε βάσεις δεδοµένων και την επεξεργασία της µε κατάλληλα υπολογιστικά 

προγράµµατα, επιτρέπει την πραγµατοποίηση συγκρίσεων και στο επίπεδο των γονιδιακών προϊόντων και την 

ταξινόµηση των πρωτεϊνών ενός οργανισµού ανάλογα µε το είδος των λειτουργικών περιοχών (domains) που 

περιέχουν ή την εξελικτική τους συντήρηση κατά τη φυλογένεση, που υποδεικνύεται από την οµοιότητά 

τους µε πρωτεΐνες άλλων οργανισµών. Για τον σκοπό αυτό δηµιουργήθηκε η βάση δεδοµένων InterPro 

(www.ebi.ac.uk/interpro/), η οποία αποτελεί έναν κατάλογο των γνωστών οικογενειών πρωτεϊνών και των 

λειτουργικών πρωτεϊνικών περιοχών (domains). 

 

  α. Λειτουργική σύγκριση πρωτεϊνών ανθρώπου και ποντικού 

  Με βάση τα αποτελέσµατα της διερεύνησης της InterPro και τα τυχόν διαθέσιµα πειραµατικά δεδο-

µένα, οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονιδιώµατα του ανθρώπου και του ποντικού ταξινοµούνται 

σε λειτουργικές οµάδες σύµφωνα µε τους όρους του συστήµατος ταξινόµησης πρωτεϊνών ‘Gene Ontology’ 

(GO, www.geneontology.org/), που χρησιµοποιούνται για να περιγράψουν το κυτταρικό διαµέρισµα εντοπι-

σµού της κάθε πρωτεΐνης, τον µοριακό της ρόλο και τη βιολογική λειτουργία στην οποία συµµετέχει 

[Waterston et al, 2002a]. Συγκρίνοντας την κατανοµή των πρωτεϊνών του ανθρώπου και του ποντικού σε 

αυτές τις λειτουργικές οµάδες διαπιστώνουµε σηµαντικές οµοιότητες στα δύο είδη (Εικ.6). Aναλυτικότερα, 

παρατηρούνται και στα δύο είδη υψηλά ποσοστά (40-50%) µεµβρανικών πρωτεϊνών, ενώ οι περισσότερες 
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πρωτεΐνες και των δύο οργανισµών φαίνεται να συµµετέχουν σε µεταβολικές διαδικασίες. Τέλος, τόσο οι 

πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από το γονιδίωµα του ανθρώπου, όσο και αυτές που κωδικοποιούνται από το 

γονιδίωµα του ποντικού, προσδένουν ή µεταφέρουν µόρια-συνδέτες (ligands), σε ποσοστό 65% και 50% 

αντίστοιχα, ή εµφανίζουν ενζυµική δράση σε ποσοστό 40-45%.  

 

  β. Εξελικτική συντήρηση πρωτεϊνών ανθρώπου και ποντικού 

  Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς η εξέλιξη των πρωτεϊνών φαίνεται να είναι αποτέλεσµα κυρίως 

δύο µηχανισµών: ι) του συνδυασµού συντηρηµένων λειτουργικών περιοχών (domains) µε διαφορετικούς 

εναλλακτικούς τρόπους για τη δηµιουργία νέων δοµών, και ιι) της επέκτασης των γονιδιακών οικογενειών µε 

τη δηµιουργία νέων µελών, που προκύπτουν από διπλασιασµό των προγονικών γονιδίων. Η µελέτη και των 

δύο αυτών µηχανισµών διευκολύνεται συγκρίνοντας ‘συγγενικά’ γονιδιώµατα, όπως αυτά του ποντικού και 

του ανθρώπου. Η µεγάλη οµοιότητα των δύο γονιδιωµάτων επιτρέπει τη σύγκριση µεταξύ των ορθόλογων 

πρωτεϊνών, οι οποίες προέκυψαν από το ίδιο γονίδιο του κοινού προγόνου των δύο θηλαστικών, επιτρέπο-

ντας τη διερεύνηση των εξελικτικών πιέσεων που ασκήθηκαν στις διάφορες οµάδες αυτών των πρωτεϊνών 

κατά την ειδογένεση, και οι οποίες οδήγησαν στον διαχωρισµό των πρωτευόντων και των τρωκτικών. Ενδια-

φέρον παρουσιάζει και η σύγκριση των πρωτεϊνών του ανθρώπου ή του ποντικού µε τις πρωτεΐνες άλλων 

οργανισµών (πχ των βακτηρίων, του σακχαροµύκητα, του νηµατώδη ή της δροσόφιλας), από την οποία 

µπορούν να εντοπιστούν οι πρωτεΐνες µε συντηρηµένη λειτουργία κατά την εξέλιξη, αλλά και αυτές που δια-

φοροποιούν τα σπονδυλωτά από τα υπόλοιπα ζώα. Οι διαφοροποιήσεις µεταξύ των πρωτεϊνών του ανθρώ-

που και του ποντικού, κυρίως στον τοµέα της επέκτασης των γονιδιακών οικογενειών, είναι δυνατόν να προ-

βάλουν τις διαφορές στη φυσιολογία, ανατοµία και συµπεριφορά των δύο ειδών, στο επίπεδο του γονιδιώµα-

τος.  

 

  Με βάση τα παραπάνω, έχουν πραγµατοποιηθεί συγκρίσεις όλων των προβλεπόµενων ή γνωστών 

πρωτεϊνών του ποντικού µε τις πρωτεΐνες άλλων οργανισµών της βάσης δεδοµένων ‘nr’ (non-redundant) του 

NCBI [Waterston et al, 2002a], και αντίστοιχη ανάλυση για τις πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από το 

ανθρώπινο γονιδίωµα [Lander et al, 2001]. Oι οµόλογες πρωτεΐνες που εντοπίστηκαν στις δύο µελέτες, 

ταξινοµούνται ανάλογα µε τη φυλογενετική οµάδα του οργανισµού στον οποίο ανήκουν. Και οι δύο 

συγκριτικές µελέτες καταλήγουν σε συγκρίσιµα πρότυπα κατανοµής των οµόλογων πρωτεϊνών του 

ανθρώπου και του ποντικού στις διάφορες φυλογενετικές οµάδες. Κοινή διαπίστωση των δύο µελετών είναι ο 

χαµηλός ρυθµός ανακάλυψης νέων πρωτεϊνών ή νέων domains για κάθε φυλογενετική οµάδα. Ενδεικτικό 

είναι το εξαιρετικά χαµηλό ποσοστό (<1%) των πρωτεϊνών του ποντικού που εµφανίζονται αποκλειστικά και 

µόνο στα τρωκτικά (Εικ.7), αλλά και το µικρό ποσοστό (7%) των πρωτεϊνών του ανθρώπου που 

εµφανίζονται αποκλειστικά στα σπονδυλωτά, τα οποία στις συγκεκριµένες µελέτες αντιπροσωπεύονται από 

τον άνθρωπο και τον ποντικό. Η τελευταία κατηγορία των πρωτεϊνών που φαίνεται να ‘εφευρέθηκαν’ από τη 

φύση ειδικά για τα σπονδυλωτά, περιλαµβάνει µόρια µε δράση στο ανοσοποιητικό και στο νευρικό σύστηµα 

των ζώων [Lander et al, 2001].  
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  Σε αντίθεση µε τη χαµηλή συχνότητα ‘νεοεµφανιζόµενων’ πρωτεϊνών στα σπονδυλωτά, 

διαπιστώνεται υψηλή συχνότητα πρωτεϊνών µε καινούρια αρχιτεκτονική, οι οποίες εµφανίζουν νέους 

συνδυασµούς των προϋπάρχοντων συντηρηµένων domains. Συγκεκριµένα, στις πρωτεΐνες του ανθρώπου 

παρατηρούνται σχεδόν διπλάσιοι συνδυασµοί των domains σε σχέση µε αυτές της δροσόφιλας ή του 

νηµατώδη, και εξαπλάσιοι σε σχέση µε τις πρωτεΐνες του σακχαροµύκητα. Αυτή η διαφορά είναι περισσότερο 

εµφανής στην πρόσφατη εξέλιξη νέων διαµεµβρανικών ή εξωκυττάριων δοµών στις πρωτεΐνες του 

ανθρώπου και του ποντικού. 

 

  Η δεύτερη διαπίστωση για την εξέλιξη των πρωτεϊνών των σπονδυλωτών που προκύπτει από τις 

πρόσφατες συγκριτικές µελέτες είναι η µεγαλύτερη τάση επέκτασης γονιδιακών οικογενειών που παρατηρεί-

ται στα σπονδυλωτά σε σχέση µε τους υπόλοιπους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Συγκεκριµένα, διαπιστώνε-

ται ότι υψηλό ποσοστό (60%) των γονιδιακών οικογενειών που εµφανίζονται στα ευκαρυωτικά, απαρτίζονται 

από µεγαλύτερο αριθµό µελών σε σχέση µε τον αριθµό των µελών τους σε άλλα είδη. Εποµένως, φαίνεται 

ότι οι διπλασιασµοί γονιδίων αποτέλεσαν σηµαντικό εξελικτικό µηχανισµό για τα σπονδυλωτά. Πολλές από τις 

οικογένειες πρωτεϊνών που µε αυτόν τον µηχανισµό έχουν αποκτήσει περισσότερα µέλη στα σπονδυλωτά σε 

σχέση µε τη δροσόφιλα ή τον νηµατώδη, συµµετέχουν σε διαδικασίες που χαρακτηρίζουν τη φυσιολογία των 

σπονδυλωτών. Ενδεικτικό παράδειγµα είναι τα πολυάριθµα µέλη της οικογένειας των πρωτεϊνών µε domains 

ανοσοσφαιρίνης (Ig) στον άνθρωπο και στον ποντικό, σε σχέση µε την απουσία της συγκεκριµένης οικογέ-

νειας από τον σακχαροµύκητα και τα φυτά και την παρουσία τoυ domain Ig µόνο σε ορισµένα µόρια στην 

επιφάνεια των κυττάρων των ασπονδύλων. Η επέκταση αυτής της οικογένειας στα σπονδυλωτά συνοδεύτηκε 

και µε λειτουργική απόκλιση των µελών της, ώστε να δηµιουργηθεί µεγαλύτερη ποικιλία στη λειτουργία των 

πρωτεϊνών µε domain Ig, µε αποτέλεσµα αυτή η οικογένεια µορίων να ανταποκριθεί στην αυξηµένη πολυ-

πλοκότητα που απαιτείται στο ανοσοποιητικό σύστηµα των σπονδυλωτών για την αντιµετώπιση πολυάριθ-

µων αντιγόνων. Αντίστοιχα, το γονιδίωµα του ανθρώπου και του ποντικού κωδικοποιεί περίπου 30 µέλη της 

οικογένειας του αυξητικού παράγοντα ινοβλαστών (Fibroblast Growth Factor, FGF), σε αντίθεση µε τα δύο 

µέλη της οικογένειας στη δροσόφιλα και τον νηµατώδη. Τα µόρια αυτά στα σπονδυλωτά ρυθµίζουν την ορ-

γανογένεση πολλών διαφορετικών οργάνων, µεταξύ των οποίων και του πνεύµονα, ενώ στη µύγα η µία από 

τις δύο πρωτεΐνες–µέλη της οικογένειας FGF (η branchless) ρυθµίζει την ανάπτυξη του αναπνευστικού συ-

στήµατος των εµβρύων. Εποµένως, οι αναπτυξιακές διεργασίες που οδήγησαν στη µορφογένεση των σπον-

δυλωτών φαίνεται να έχουν εξελιχθεί από συγγενικά αλλά απλούστερα συστήµατα των ασπονδύλων. Τέλος, 

ενδιαφέρον παρουσιάζει και µια οµάδα πρωτεϊνών που αντιστοιχεί στο 1% περίπου του ανθρώπινου πρωτε-

ώµατος, οι οποίες εµφανίζονται κοινές µόνο µεταξύ σπονδυλωτών και προκαρυωτικών οργανισµών, χωρίς να 

υπάρχουν σε κανένα άλλο ευκαρυωτικό σύστηµα. Η θεωρία που επικρατεί για τα γονίδια που τις κωδικο-

ποιούν είναι ότι αυτά εισήλθαν στο γονιδίωµα των σπονδυλωτών ως αποτέλεσµα οριζόντιας µεταφοράς από 

τα βακτήρια [Lander et al, 2001]. Οι περισσότερες από αυτές τις πρωτεΐνες είναι ένζυµα που καταλύουν τον 

µεταβολισµό χηµικών ουσιών και πιθανώς να πρόσφεραν εξελικτικό πλεονέκτηµα στα κύτταρα που αρχικά 

δέχτηκαν τα αντίστοιχα γονίδια. Ένα παράδειγµα που δείχνει το πόσο έχει παγιοποιηθεί ο ρόλος αυτών των 

πρωτεϊνών στο σύστηµα των σπονδυλωτών ρυθµίζοντας κρίσιµες λειτουργίες είναι αυτό της οξειδάσης µονο-

αµινών (ΜΑΟ), ενζύµου της εξωτερικής µεµβράνης των µιτοχονδρίων, που ευθύνεται για τον µεταβολισµό 
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νευροδιαβιβαστών και είναι γνωστό για τις µεταλλαγές που προκαλούν νευρολογικές διαταραχές στον άν-

θρωπο.      
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Εικ.6 Συγκριτική ταξινόµηση πρωτεϊνών του
ανθρώπου και του ποντικού σε λειτουργικές
οµάδες, µε βάση τους όρους του συστήµατος
‘Gene Ontology’, που περιγράφουν το κυτταρικό
διαµέρισµα/συστατικό στο οποίο ανήκει η
πρωτεΐνη (α), τη µοριακή της λειτουργία (β) και τη
βιολογική διαδικασία στην οποία συµµετέχει (γ). H 
διαφορά που παρατηρείται στις πρωτεΐνες που
αποτελούν συστατικά του µηχανισµού
πρωτεϊνοσύνθεσης (αστερίσκος), θεωρείται πλαστή
επειδή οφείλεται στον µεγάλο αριθµό
ψευδογονιδίων ριβοσωµικών πρωτεϊνών του
ποντικού που εσφαλµένα συγκαταλέγονται µεταξύ
των γονιδίων από τα προγράµµατα ανίχνευσης
κωδικών αλληλουχιών [Waterston RH et al, 
2002a]. 

Πρωτεΐνες Mus musculus

Πρωτεΐνες Homo sapiens
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  Για τη διερεύνηση πιο πρόσφατων εξελικτικών γεγονότων, που οδήγησαν στη διαφοροποίηση των 

συστηµάτων του ανθρώπου και του ποντικού, είναι χρήσιµα τα συµπεράσµατα από τις συγκρίσεις ανάµεσα 

στις πρωτεΐνες των δύο ειδών. Στις µελέτες αυτές παρατηρείται περίπου ίδιος αριθµός µελών στις οικογένειες 

πρωτεϊνών ή λειτουργικών περιοχών (domains) µεταξύ των δύο ειδών, ενώ φαίνεται ότι ο µοριακός ρόλος 
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του κάθε είδους domain  επηρεάζει την εξελικτική του πορεία. Αναλυτικότερα, από τα συγκριτικά δεδοµένα 

των Waterston et al (2002a) προκύπτει ότι µεγαλύτερη συντήρηση στα δύο είδη εµφανίζουν οι καταλυτικές  

Ευκαρυωτικά
29% Άλλοι οργανισµοί

23%

Μετάζωα
27%

Χορδωτά
6%

Θηλαστικά
14%

Τρωκτικά
<1%

Ευκαρυωτικά
29% Άλλοι οργανισµοί

23%

Μετάζωα
27%

Χορδωτά
6%

Θηλαστικά
14%

Τρωκτικά
<1%

 
Εικ.7. Ταξινόµηση των πρωτεϊνών άλλων οργανισµών που εµφανίζουν οµολογία µε αυτές του ποντικού. Μόνο ένα µικρό 
ποσοστό πρωτεϊνών (<1%) είναι ειδικές για τα τρωκτικά, σε σύγκριση µε αυτές που είναι κοινές µεταξύ των θηλαστικών (και µη 
τρωκτικών, 14%), των χορδωτών (και µη θηλαστικών, 6%), των µεταζώων (και µη χορδωτών, 27%), των ευκαρυωτικών οργανισµών 
(και µη µεταζώων, 29%) και των προκαρυωτικών ή άλλων οργανισµών (και µη ευκαρυωτικών, 23%) [Waterston RH et al, 2002a]. Πα-
ρόµοιο πρότυπο κατανοµής ακολουθούν και οι οµόλογες πρωτεΐνες µε αυτές του ανθρώπου [Lander ES et al, 2001].   
 

  περιοχές των ενζύµων σε σχέση µε τις µη καταλυτικές, ενώ λιγότερο συντηρηµένες είναι οι λειτουργικές πε-

ριοχές εκκρινόµενων πρωτεϊνών, που αντιπροσωπεύουν κυρίως λειτουργίες του ανοσοποιητικού συστήµατος,  

 στις οποίες παρατηρείται διαφοροποίηση των δύο συστηµάτων λόγω διαφορετικής έκθεσης σε αντιγόνα κατά 

την εξέλιξη των δύο ειδών (Πίνακας 4). Μεγαλύτερες διαφορές µεταξύ των δύο ειδών παρατηρούνται σε οι-

κογένειες πρωτεϊνών µε λειτουργίες στο ανοσοποιητικό και στο αναπαραγωγικό σύστηµα των δύο οργανι-

σµών. Για παράδειγµα, στο γονιδίωµα του ποντικού έχουν εντοπιστεί 25 οικογένειες πρωτεϊνών, οι οποίες 

στον άνθρωπο αντιπροσωπεύονται από ένα µόνο µέλος. Σε αυτές περιλαµβάνονται 14 οικογένειες πρωτεϊνών 

που συµµετέχουν στην αναπαραγωγή των τρωκτικών. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν µόρια που ρυθµίζο-

νται µεταγραφικά από ανδρογόνα και συµµετέχουν στη βιοσύνθεση ή στον µεταβολισµό ορµονών, στην 

ανάπτυξη του πλακούντα, στην ωρίµανση των γονάδων και των σπερµατοζωαρίων ή στην σηµατοδότηση 

από φεροµόνες για την επιλογή συντρόφου. Το γεγονός ότι οι περισσότερες οικογένειες πρωτεϊνών που εµ-

φανίζουν επιλεκτική επέκταση στον ποντικό σχετίζονται µε την αναπαραγωγή πιθανόν αντικατοπτρίζει τις 

φυσιολογικές διαφορές των δύο ειδών, που είναι πολύ πιο εµφανείς στο συγκεκριµένο σύστηµα και αφορούν 

κυρίως τη δοµή του πλακούντα, τα µεγέθη των νεογέννητων και την περίοδο κύησης. Πιθανόν τα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά του αναπαραγωγικού συστήµατος του ποντικού να ήταν υπεύθυνα για την εξελικτική πίεση 

που ασκήθηκε στο γονιδίωµά του και η ανάγκη για δηµιουργία νέων γονιδίων να καλύφθηκε από τον διπλα-

σιασµό ήδη υπαρχόντων.   

 

 Συµπερασµατικά, οι συγκριτικές µελέτες υποδηλώνουν τη σηµαντική οµοιότητα τόσο στη δοµή όσο και στη 

λειτουργία των πρωτεϊνών του ανθρώπου και του ποντικού, η οποία εκφράζει και τις οµοιότητες στη φυσιο-

λογία των δύο οργανισµών. Οι αναλύσεις αυτές στηρίζουν περισσότερο την επιλογή του Mus musculus ως το 

ιδανικό πειραµατικό µοντέλο για τη µελέτη της λειτουργίας µεγάλου αριθµού γονιδίων του ανθρώπου, ιδιαί-

τερα εκείνων που σχετίζονται µε λειτουργίες χαρακτηριστικές των σπονδυλωτών. Επιπλέον, από τις συγκρί-

σεις των πρωτεϊνών σπονδυλωτών και ασπονδύλων διαπιστώνεται αυξηµένη πολυπλοκότητα του πρωτεώµα-

τος των σπονδυλωτών κατά 2-3 φορές, όχι µόνο λόγω του µεγέθους του γονιδιώµατός τους, αλλά και ως 
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συνέπεια επέκτασης συγκεκριµένων οικογενειών γονιδίων [Lander et al, 2001]. Το κατά πόσο αυτή η 

 αύξηση στην πρωτεωµική πολυπλοκότητα µπορεί να εξηγήσει και τη διαφορά στη φαινοτυπική πολυπλοκό- 

τητα των δύο συστηµάτων είναι ένα ενδιαφέρον ερώτηµα. Πιθανώς η πραγµατική εξήγηση να περιλαµβάνει 

µηχανισµούς που πολλαπλασιάζουν αυτές τις αρχικές διαφορές, όπως είναι η εναλλακτική συναρµογή των 

εξονίων κατά την ωρίµανση του πρόδροµου mRNA και ορισµένες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις των 

πρωτεϊνών, που συναντώνται µε µεγαλύτερη συχνότητα στα σπονδυλωτά, αυξάνοντας περισσότερο την 

πολυπλοκότητα σε αυτό το σύστηµα. 

 

Πίνακας 4. Οµοιότητα πρωτεϊνών ανθρώπου και ποντικού στις 
περιοχές των domains 
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Σηµ: O µοριακός ρόλος κάθε domain φαίνεται να επηρεάζει τη συντήρησή του µεταξύ των δύο ειδών. Περισσότερο συντηρηµένα είναι 
τα καταλυτικά σε σχέση µε τα µη καταλυτικά domains, όπως και τα domains των ενδοκυττάριων πρωτεϊνών σε σχέση µε αυτά των 
εκκρινόµενων. 
 

Εποµένως, είναι φανερό ότι η λειτουργική µελέτη πολλών γονιδίων των σπονδυλωτών για τα οποία 

υπάρχουν γνωστά ορθόλογα σε ασπόνδυλα δεν είναι αποτέλεσµα απλής αναγωγής. Είναι αναγκαίο να 

λαµβάνονται υπόψην πιθανά γεγονότα επέκτασης του συγκεκριµένου γονιδίου και να διερευνάται η ρύθµιση 

της έκφρασης και οι αλληλεπιδράσεις των αντίστοιχων πρωτεϊνών της οικογένειας, ώστε να κατανοηθεί 

πλήρως ο ρόλος τους στη φυσιολογία των σπονδυλωτών. Το σύστηµα του ποντικού προσφέρεται ως 

µοντέλο για τη λειτουργική µελέτη των ανθρώπινων γονιδίων, καθώς επιτρέπει την πραγµατοποίηση πειρα-

µάτων για την περιγραφή του αναπτυξιακού και ιστοειδικού προτύπου γονιδιακής έκφρασης, συγκριτικές µε-

λέτες µε πρότυπα έκφρασης άλλων γονιδίων αλλά και πειράµατα στοχευµένης απενεργοποίησης (knock-out) 

ή εισαγωγής τροποποιηµένων αλληλοµόρφων (knock-in) του γονιδίου [Μüller, 1999/ Sauer & Ηenderson, 

1988].  

 

  Στα πλαίσια αυτά, ασχοληθήκαµε µε την µελέτη της δοµής και τη λειτουργική ανάλυση του γονιδίου 

Neuralized  (Neurl) του ποντικού. Στη συνέχεια  παρουσιάζονται εισαγωγικά στοιχεία για το γονίδιο αυτό, η 

µελέτη του οποίου απετέλεσε ένα µεγάλο µέρος αυτής της διατριβής.  
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7. Το γονίδιο Neuralized   
 
  Ένα µεγάλο µέρος της παρούσας διατριβής αφορά τη δοµή και τη λειτουργία του γονιδίου Neuralized 

(Νeurl)  του ποντικού, ως µοντέλο ανάλυσης του ανθρώπινου γονιδίου NEURL. Το NEURL χαρτογραφείται στη 

ζώνη 10q24.33 και στην αντίστοιχη συνταινική ζώνη D2 του χρωµοσώµατος 19 του ποντικού (Εικ.8). Το Neurl  

αποτελεί µέλος της οικογένειας των γονιδίων Neuralized που εµφανίζονται συντηρηµένα στους πολυκύτταρους 

ζωικούς οργανισµούς. Τα µόρια Neuralized που έχουν χαρακτηριστεί µοριακά ή/και λειτουργικά µέχρι σήµερα 

είναι της δροσόφιλας [Price et al, 1993 / Pavlopoulos et al, 2001 / Lai et al, 2001], του ανθρώπου [Nakamura 

et al, 1998], του ποντικού [Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002], του αρουραίου [Τimmusk et al, 2002] και του 

βατράχου [Deblandre et al, 2001]. Επιπλέον, µε βάση τα αποτελέσµατα της αλληλούχησης γονιδιωµάτων 

άλλων οργανισµών, στις βάσεις δεδοµένων εντοπίζονται  και τα δοµικά οµόλογα µόρια του ψαριού Fugu 

rubripes, του εντόµου Anopheles gambiae και του νηµατώδη Caenorhabditis elegans. Εισαγωγικά, πα-

ρουσιάζονται παρακάτω τα γνωστά µόρια της οικογένειας Νeuralized και τα στοιχεία που είναι γνωστά για τη 

λειτουργία τους σε κάθε σύστηµα-µοντέλο. 

 

  α. Η αρχιτεκτονική της πρωτεΐνης Νeurl 

  H πρωτεΐνη Neurl εµφανίζεται αρκετά συντηρηµένη στους ζωικούς οργανισµούς από τον νηµατώδη 

και τη δροσόφιλα µέχρι τα θηλαστικά. Συγκρίνοντας τις ορθόλογες πρωτεΐνες Νeurl των θηλαστικών Μus 

musculus  ή Homo sapiens µε αυτές τoυ εντόµου Drosophila melanogaster και του νηµατώδη Caenorhabditis 

elegans, διαπιστώνεται ταυτότητα αµινοξέων σε ποσοστό 27% και 30% του συνολικού µήκους της πρωτεΐνης, 

αντίστοιχα (Εικ.9). Στις πρωτεΐνες της οικογένειας Neuralized διακρίνονται τρεις συντηρηµένες περιοχές. Οι 

δύο από αυτές είναι επαναλήψεις 122-124 αµινοξέων, γνωστές ως περιοχές ΝΕUZ1 και NEUZ2 ενώ η τρίτη 

περιοχή, µήκους 39-41 αµινοξέων στο C-τελικό άκρο του µορίου, αποτελεί χαρακτηριστικό µοτίβο πρόσδεσης 

ψευδαργύρου σε αµινοξικά κατάλοιπα κυστεϊνης (C) και ιστιδίνης (H), γνωστό ως ‘δακτύλιος RING’ µε δοµή 

C3HC4. 

 

  Περιοχές ΝΕUZ1 και ΝΕUZ2 

  O ακριβής ρόλος των περιοχών NEUZ1 και ΝΕUΖ2 στη λειτουργία των µορίων Νeuralized δεν είναι 

πλήρως γνωστός. Σύµφωνα µε πειράµατα παροδικής έκφρασης χιµαιρικών µορίων Neurl του ποντικού σε κύτ-

ταρα θηλαστικών COS7, η παρουσία της περιοχής NEUZ1 είναι απαραίτητη για το ειδικό πρότυπο υποκυτταρι-

κού εντοπισµού του µορίου κυρίως στο κυτταρόπλασµα και στην περιπυρηνική περιοχή [Pavlopoulos, 

Kokkinaki et al, 2002]. Επιπλέον, αποτελέσµατα πειραµάτων µελέτης πρωτεϊνικών συµπλόκων του neur της 

δροσόφιλας [Lai et al, 2001], σε συµφωνία και µε δικές µας παρατηρήσεις, υποστηρίζουν ότι οι περιοχές NEUZ 

είναι απαραίτητες για τις αλληλεπιδράσεις του µορίου neuralized (βλ. Αποτελέσµατα). 

  Περιοχές επαναλήψεων NEUZ συναντώνται και σε άλλες πρωτεΐνες εκτός της οικογένειας των µορίων 

Neuralized, όπως φαίνεται από την έρευνα στη βάση δεδοµένων SMART (Εικ.10). Συγκεκριµένα, 3-6 αντί-

γραφα των επαναλήψεων NEUZ συναντώνται σε πρωτεΐνες που έχουν προκύψει από τη µετάφραση ανοικτών 

πλαισίων ανάγνωσης των γονιδιωµάτων θηλαστικών, εντόµων και ψαριών. Αξιοσηµείωτη είναι και η παρουσία 

µίας τουλάχιστον πρωτεΐνης του Mus musculus (της Q9D0S4), η οποία φέρει την επανάληψη NEUZ σε συν-



Εισαγωγή 

 27

δυασµό µε την περιοχή SOCS (Suppressors Of Cytokine Signalling) [Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, 

Παν/µιο Κρήτης 2002]. H συντηρηµένη περιοχή SOCS ταυτοποιήθηκε πρωταρχικά στο καρβοξυτελικό άκρο 

οικογένειας πρωτεϊνών (SOCS 1-8), που έφεραν στο αµινοτελικό τους άκρο την περιοχή SH2, υπεύθυνη για τις 

αλληλεπιδράσεις µε τους ενεργοποιηµένους υποδοχείς κυτοκινών ή τις κινάσες που αλληλεπιδρούν µε αυτούς, 

καταστέλλοντας τη σηµατοδότηση από τις κυτοκίνες. Η περιοχή SOCS στα µόρια αυτά αλληλεπιδρά µε το 

πρωτεϊνικό σύµπλοκο VCB (VHL/Elongin B/Elongin C), το οποίο λειτουργεί ως Ε3 λιγάση ουβικουϊτίνης, 

επάγοντας την πρωτεόλυση σηµατοδοτικών µορίων του µονοπατιού των κυτοκινών [Rui et al, 2002]. 
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Εικ.8. Οι συνταινικές περιοχές των χρωµοσωµάτων του ανθρώπου (Α) και του ποντικού (Β), που περιέχουν το γονίδιο 
Neuralized. Φαίνεται η οµοιότητα στη διάταξη των γονιδίων της περιοχής. Με κόκκινο παρουσιάζονται τα γνωστά γονίδια σε κάθε οργα-
νισµό, ενώ µε πράσινο τα προβλεπόµενα βάσει οµολογίας µε τα αντίστοιχα ορθόλογα. 
 

 
Εικ.9. Η πρωτεΐνη Neuralized. Στα ορθόλογα µόρια των οργανισµών της εικόνας φαίνονται οι χαρακτηριστικές επαναλήψεις NEUZ1 και 
ΝEUZ2 (κίτρινο) και το µοτίβο δακτυλίου RING (κόκκινο). Τα ποσοστά αµινοξικής ταυτότητας µεταξύ των µορίων της δροσόφιλας και του 
νηµατώδη µε αυτά των θηλαστικών είναι 27% και 30%, αντίστοιχα [Pavlopoulos et al, 2002], σε όλο το µήκος των πρωτεϊνών. Μεγα-
λύτερη οµοιότητα των τριών µορίων παρατηρείται στις περιοχές ΝEUZ1 και RING (βλ. και Αποτελέσµατα).  
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Πρόσφατη λειτουργική µελέτη της πρωτεΐνης Q9D0S4 του ποντικού, την οποία οι Nastasi et al (2004) 

ονοµάζουν Ozz, δείχνει ότι επάγει την ουβικουϊτινιλίωση και πρωτεόλυση της µεµβρανικής β-κατενίνης των 

µυικών ινών κατά τη µυογένεση. Συγκεκριµένα, η Οzz αλληλεπιδρά µε την β-κατενίνη µέσω της αµινοτελικής 

περιοχής NEUZ και µε το υπερµοριακό σύµπλοκο Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης των Elongin B, Elongin C, Rbx1 και 

Cullin 5, µέσω του καρβοξυτελικού domain  SOCs, επάγοντας µε αυτόν τον τρόπο την ουβικουϊτινιλίωση της 

β-κατενίνης [Nastasi et al, 2004]. Αξίζει να σηµειωθεί, τέλος, και η παρουσία µιας πρωτεΐνης µήκους 254 

αµινοξέων στον άνθρωπο και στον ποντικό, η οποία φέρει µία περιοχή NEUZ στο αµινοτελικό της άκρο και µία 

περιοχή RING του τύπου C3HC4 στο καρβοξυτελικό. Η πρωτεΐνη αυτή ονοµάστηκε Lincr (Lung Inducible 

Neuralized Related C3HC4 RING), λόγω της επαγωγής της έκφρασης του αντίστοιχου γονιδίου στους 

πνεύµονες ποντικών µε φλεγµονή, µετά τη χορήγηση γλυκοκορτικοειδών [Smith JB et al, 2002]. Αν και η 

βιοχηµική λειτουργία του µορίου Lincr είναι άγνωστη, οι Smith et al (2002) προτείνουν ότι κατατάσσεται 

µεταξύ των παραγόντων που επάγονται από τα γλυκοκορτικοειδή, διευκολύνοντας την αντιφλεγµονώδη δράση 

τους. Η λειτουργία των υπόλοιπων πρωτεϊνών (Εικ.10) είναι άγνωστη, όµως η παρουσία των επαναλήψεων 

NEUZ ανεξάρτητα από την ύπαρξη ‘δακτυλίου RING’ σε αυτά τα µόρια υποδηλώνει µια γενικότερη λειτουργία 

αυτών των περιοχών που πιθανόν να σχετίζεται µε τη διευκόλυνση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων στα 

κύτταρα των σπονδυλωτών.  
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Εικ.10 Περιοχές ‘NEUZ’ σε πρωτεΐνες εκτός της οικογένειας των µορίων Neuralized [Pavlopoulos et al, αδηµοσίευτες παρα-
τηρήσεις]. (α-ζ): Γραφικές απεικονίσεις των µορίων που φέρουν NEUZ, σύµφωνα µε τη βάση δεδοµένων SMART (dylan.embl-
heidelberg.de). Στις παρενθέσεις φαίνονται στοιχεία για κάθε πρωτεΐνη (Οργανισµός προέλευσης, αριθµός αµινοξέων (αα), όνοµα, κωδικός 
πρόσβασης SMART).  
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  Περιοχή ‘RING’ 

  H τρίτη συντηρηµένη περιοχή των πρωτεϊνών Neuralized είναι ένα µοτίβο πρόσδεσης ψευδαργύρου 

του τύπου C3HC4, γνωστό ως ‘δακτύλιος RING’. H περιοχή RING αρχικά ταυτοποιήθηκε στο γονίδιο RING1 

(Really Interesting New Gene 1) και αποτελείται από 40-60 αµινοξέα, µεταξύ των οποίων και συντηρηµένα κα-

τάλοιπα κυστεΐνης και ιστιδίνης που προσδένουν δύο άτοµα ψευδαργύρου, σχηµατίζοντας την τριτοταγή δια-

µόρφωση που φαίνεται στην Εικ.11 [Borden, 2000]. Το µοτίβο αυτό έχει πρόσφατα συσχετιστεί µε τη 

διαδικασία µεταµεταφραστικής τροποποίησης πρωτεϊνών από ουβικουϊτίνη, λόγω της δράσης του ως Ε3 λιγά-

σης σε αυτή τη διαδικασία [Joazeiro et al, 1999]. Συγκεκριµένα, πρωτεΐνες µε µοτίβα RING όπως η Rbx1 και η 

Αpc11 αποτελούν υποµονάδες των υπερµοριακών συµπλόκων SCF (Skp1/Culin/F-box), ΑPC (Anaphase 

Promoting Complex)  και VCB (VHL/Elongin B/Elongin C), τα οποία εµφανίζουν δράση Ε3 λιγάσης, µεταφέρο-

ντας την ουβικουϊτίνη από το ένζυµο Ε2 στο υπόστρωµα [Τyers & Willems, 1999]. Eπιπλέον, µία µεγάλη οικο-

γένεια πρωτεϊνών µε µοτίβα RING, όπως οι Cbl, Siah-1 και Mdm2, οι οποίες δεν έχουν άλλη δοµική οµοιότητα 

µε τις Rbx1 και Αpc11, εµφανίζουν δράση Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης, για την οποία ευθύνεται η παρουσία του 

µοτίβου RING σε αυτές [Joazeiro et al, 1999/ Hu et al, 1997/ Lorick et al, 1999].   
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Εικ.11 Το µοτίβο δακτυλίου RING, τύπου C3HC4 [Borden, 2000], που υπάρχει στο µόριο Neuralized. Στο σχήµα φαίνεται η διάταξη 
των συντηρηµένων αµινοξικών καταλοίπων (7 κυστεϊνών και µίας ιστιδίνης), που προσδένουν δύο ιόντα ψευδαργύρου 
(Ζn),(Χ=οποιοδήποτε αµινοξύ). 
 

 
8. Βιολογικός ρόλος του neuralized  στη Drosophila melanogaster   
    και στον Xenopus laevis 
 
  Για το γονίδιο neuralized της Drosophila melanogaster (neur) είναι γνωστό από γενετικά πειράµατα 

ότι συµµετέχει σε αναπτυξιακές διαδικασίες αποφάσεων κυτταρικής τύχης, όπως αυτή της ‘πλευρικής αναστο-

λής’, που ρυθµίζονται από το σηµατοδοτικό µονοπάτι του υποδοχέα Notch, µέσω του δεσµευτή Delta. Πρό-

σφατα, αποδείχθηκε και για το ορθόλογο γονίδιο του Xenopus laevis (Xneur) ότι ρυθµίζει το σηµατοδοτικό µο-

νοπάτι των µορίων Notch και Delta. Mελέτες και στα δύο συστήµατα διαπιστώνουν ότι το µόριο neuralized 

ενεργοποιεί τη σηµατοδότηση του Notch επάγoντας την ενδοκύττωση του Delta, ενώ σε µοριακό επίπεδο διε-

ρευνάται η λειτουργία του ως Ε3 λιγάση ουβικουϊτίνης.  
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 Neurl και σηµατοδότηση Notch 

  Tο γονίδιο neur συγκαταλέγεται µεταξύ των νευρογόνων γονιδίων Notch, Delta, Enhancer of split, 

big brain, mastermind και almondex [Lehmann et al, 1983]. Tα γονίδια αυτά λειτουργούν κατά την εµβρυϊκή 

και προνυµφική ζωή της µύγας συµµετέχοντας στην επιλογή των νευροβλαστών ή των πρόδροµων κυττάρων 

αισθητηρίων οργάνων (Sensory Organ Precursors, SOPs) από κύτταρα µε ισοδύναµο αναπτυξιακό δυναµικό 

της νευρογόνου περιοχής των εµβρύων ή των ‘προνευρικών’ αθροισµάτων των αναπτυσσόµενων εµβρυϊκών 

δίσκων [Greenwald, 1998].  

 

  Τα νευρογόνα γονίδια ρυθµίζουν την αναπτυξιακή διαδικασία πλευρικής αναστολής (lateral 

inhibition), κατά την οποία τα πρόδροµα νευρικά κύτταρα (νευροβλάστες ή SOPs) αναστέλλουν το νευρικό 

δυναµικό των γειτονικών κυττάρων µέσω σηµατοδότησης του υποδοχέα Notch. Συγκεκριµένα, από τα αναπτυ-

ξιακά ισοδύναµα κύτταρα της νευρογόνου κοιλιακής περιοχής του εµβρύου της Drosophila, µόνο το 25% δια-

τηρούν την εξ ορισµού νευρική τους ταυτότητα και διαφοροποιούνται σε νευροβλάστες, ενώ τα υπόλοιπα 

διαφοροποιούνται σε επιδερµοβλάστες, ως αποτέλεσµα αναστολής της νευρικής αναπτυξιακής τους πορείας 

[Campos-Ortega, 1988]. Ο ίδιος µηχανισµός λειτουργεί και κατά την ανάπτυξη του περιφερικού νευρικού συ-

στήµατος στην προνύµφη και συγκεκριµένα στην αναπτυξιακή διαδικασία σχηµατισµού των αισθητηρίων ορ-

γάνων του ενηλίκου [Ηartenstein & Posakony, 1990 / Ghysen et al, 1993]. H σηµατοδότηση Notch στη διαδι-

κασία της πλευρικής αναστολής πραγµατοποιείται ανάµεσα στο µελλοντικό νευροβλάστη ή SOP (κύτταρο-

ποµπός) και τους µελλοντικούς επιδερµοβλάστες (κύτταρα-δέκτες). Συγκεκριµένα, ο µεµβρανικός υποδοχέας 

Notch του κυττάρου-δέκτη, ενεργοποιείται µε την αλληλεπίδραση της εξωκυττάριας περιοχής του µε τους δε-

σµευτές Delta ή Serrate του κυττάρου-ποµπού και την επαγώµενη πρωτεολυτική απελευθέρωση της κυτταρο-

πλασµατικής περιοχής του Notch [Αrtavanis-Tsakonas et al, 1991, 1995, 1999], η οποία µετατοπίζεται στον 

πυρήνα [Struhl & Adachi, 1998] και ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων, που κωδικοποιούν 

καταστολείς του νευρικού φαινοτύπου στο κύτταρο-δέκτη (Εικ.12,  πχ γονίδια του συµπλέγµατος E(spl), 

Bailey & Posakony, 1995 ).  

 

  Mεταλλαγές απώλειας λειτουργίας οποιουδήποτε από τα νευρογόνα γονίδια, συµπεριλαµβανοµένου 

του neur, προκαλούν υπερπλασία του νευρικού συστήµατος [Αrtavanis-Tsakonas et al, 1995]. H απώλεια λει-

τουργίας του γονιδίου neur οδηγεί σε εµβρυική θνησιµότητα λόγω του ισχυρού νευρογόνου φαινοτύπου της. 

Aπό πειράµατα γενετικών αλληλεπιδράσεων έχει διαπιστωθεί ότι η δράση του neur προηγείται της σηµατοδό-

τησης του υποδοχέα, εφόσον ο φαινότυπος απώλειας της λειτουργίας του διασώζεται µερικώς από την αύξηση 

της έκφρασης του Notch ή των γονιδίων στόχων (Ε(spl)) [de la Concha et al, 1988]. Πειράµατα απενεργοποί-

ησης του neur σε µιτωτικούς κλώνους δείχνουν ότι η ενεργότητά του είναι απαραίτητη σε ένα υποσύνολο των 

αναπτυξιακών διαδικασιών που ρυθµίζονται από το Notch [Lai & Rubin, 2001a / Pavlopoulos et al, 2001]. Επι-

πλέον, έχει παρατηρηθεί ότι η υπερέκφραση του neur σε εµβρυϊκούς δίσκους µπορεί να οδηγήσει σε ενίσχυση 

[Pavlopoulos et al, 2001] αλλά και σε καταστολή [Lai & Rubin, 2001a] της σηµατοδότησης από τον υποδοχέα 

Notch, διαφορά που πιθανόν οφείλεται στα επίπεδα της υπερέκφρασης του neur. Συγκεκριµένα, οι Lai και 

Rubin (2001a) έχουν προτείνει ότι σχετικά χαµηλά επίπεδα υπερέκφρασης του neur ενισχύουν τη σηµατοδό-

τηση, ενώ υψηλά επίπεδα neur την καταστέλλουν.   
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Εικ.12 Συνοπτική περιγραφή της σηµατοδότησης Notch-Delta κατά την πλευρική αναστολή. Η αλληλεπίδραση του δεσµευτή 
Delta µε τον υποδοχέα Notch διευκολύνει την πρωτεολυτική επεξεργασία του Notch και την απελευθέρωση της ενδοκυττάριας περιοχής 
του, η οποία εισέρχεται στον πυρήνα όπου ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων, όπως αυτά του συµπλέγµατος E(spl), σε 
συνεργασία µε τον παράγοντα πρόσδεσης στο DNA Suppressor of Hairless [Su(H)]. Oι πρωτεΐνες E(spl) καταστέλλουν τη µεταγραφή προ-
νευρικών γονιδίων (πχ του achaete, ac). Αντίθετα, στο κύτταρο-ποµπό το γονίδιο ac είναι ενεργό, προκαλώντας την ενεργοποίηση του 
Delta και άλλων νευρογόνων γονιδίων, µε αποτέλεσµα την εκδήλωση του νευρικού φαινοτύπου από το συγκεκριµένο κύτταρο. 
(EGF= επαναλήψεις ΕGF(Epidermal Growth Factor)-like, DBS=Delta Binding Site, NBS=Notch Binding Site, Ank= επαναλήψεις αγκυρίνης, 
PEST=µοτίβο PEST.)   
 

  α. Η πρωτεΐνη neuralized ρυθµίζει διαδικασίες πλευρικής αναστολής  

  To neur, όπως και τα νευρογόνα γονίδια Notch και Delta, συµµετέχει σε αναπτυξιακές διαδικασίες 

πλευρικής αναστολής τόσο στη δροσόφιλα όσο και στον βάτραχο. Επιπλέον, σε αντίθεση µε τα µόρια Notch 

και Delta που εκφράζονται οµοιόµορφα µεταξύ των κυττάρων των προνευρικών αθροισµάτων στη µύγα, η 

έκφραση του neur κατά την εµβρυογένεση περιορίζεται σταδιακά στο νευροεκτόδερµα και ειδικότερα στους 

πρόδροµους νευροβλάστες, ενώ κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος στο ενήλικο άτοµο µετάγραφα 

του neur ανιχνεύονται στα πρόδροµα κύτταρα αισθητηρίων οργάνων που εντοπίζονται στους προνυµφικούς 

δίσκους του φτερού, του ποδιού, της κεραίας και του µατιού, από τα οποία προκύπτουν τα αισθητήρια µηχανι-

κών ερεθισµάτων (σµήριγγες), τα χορδοτονικά αισθητήρια, το όργανο Johnston και οι φωτοϋποδοχείς, αντί-

στοιχα [Boulianne et al, 1991]. Επιπλέον, το γονίδιο είναι µεταγραφικά ενεργό στους νευροβλάστες του ενήλι-

κου κεντρικού νευρικού συστήµατος. Κατά ανάλογο τρόπο, η έκφραση του ορθόλογου γονιδίου Xneur στον 
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Xenopus laevis ανιχνεύεται οµοιόµορφη και σε χαµηλά επίπεδα στα έµβρυα πρώιµων σταδίων και βαθµιαία πε-

ριορίζεται στο αναπτυσσόµενο νευρικό σύστηµα και στο δέρµα, εντοπισµένη σε υψηλά επίπεδα στους πρωτο-

γενείς νευρώνες και τα πρόδροµα µαστιγοφόρα κύτταρα του δέρµατος [Deblandre et al, 2001], των οποίων η 

διαφοροποίηση ρυθµίζεται από τη σηµατοδότηση µέσω του υποδοχέα Notch [Chitnis et al, 1995 / Deblandre 

et al, 1999 / Wettstein et al, 1997].      

 

  Όπως έχει αποδειχθεί µε βάση πρόσφατες µελέτες στη δροσόφιλα, η παρουσία της πρωτεΐνης 

neuralized στο µελλοντικό κύτταρο του νευροβλάστη ενισχύει την ικανότητά του να στέλνει σήµατα αναστο-

λής του νευρικού δυναµικού µέσω του δεσµευτή Delta, προς τον υποδοχέα Notch των γειτονικών κυττάρων 

[Yeh et al, 2000/ Lai & Rubin, 2001b/ Pavlopoulos et al, 2001]. Συγκεκριµένα, από πειράµατα εκτοπικής      
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Eικ.13. Η πρωτεΐνη neur της δροσόφιλας επάγει ενδοκύττωση του Delta και της εξωκυττάριας περιοχής του Notch. 
Εγκάρσια οπτική τοµή σε επιθηλιακά κύτταρα της περιοχής ‘omb’ προνυµφικού δίσκου φτερού δροσόφιλας, όπου υπερεκφράζεται µέσω 
του συστήµατος GAL4-UAS ο δεσµευτής Delta (Dl), είτε µόνος του (α), είτε παρουσία υπερεκφρασµένου neur (β). Η υπερέκφραση του 
neuralized αυξάνει σηµαντικά των αριθµό των κυστιδίων που φέρουν Dl και την αλληλεπιδρούσα εξωκυττάρια περιοχή του Notch (Nec) 
και προέρχονται από την κορυφαία επιφάνεια (ΚΕ) των κυττάρων. Με κόκκινο φαίνεται η υπερεκφρασµένη πρωτεΐνη Delta (Dl) και µε 
πράσινο η χρώση ειδικού αντισώµατος για την εξωκυττάρια περιοχή του υποδοχέα Notch (Nec) [Pavlopoulos E et al, 2001].          
 

υπερέκφρασης των µορίων neur και Delta, διαπιστώνεται ότι το γονίδιο neur επάγει την ενδοκύττωση του 

Delta στο κύτταρο του νευροβλάστη (Εικ.13), γεγονός  που φαίνεται να διευκολύνει την πρωτεολυτική ενερ-

γοποίηση του Notch στο απέναντι κύτταρο και εποµένως καθορίζει το κύτταρο που εκφράζει neur ως κύτταρο-

ποµπό [Pavlopoulos et al, 2001/ Parks et al, 2000/ Le Borgne & Schweisguth, 2003b]. H εκτοπική έκφραση 

του neur σε µιτωτικούς κλώνους κυττάρων προνυµφικών δίσκων φτερού ενισχύει την ενδοκύττωση του Delta 

αλλά και του εξωκυττάριου τµήµατος του Notch (Ν-ΕC) στα ίδια κυστίδια, στις περιοχές όπου τα µόρια Notch 

και Delta συνεκφράζονται. Όπου εκφράζεται µόνο ο υποδοχέας Notch και όχι ο δεσµευτής Delta, η έκφραση 
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του neur δεν προκαλεί ενδοκύττωση του τµήµατος Ν-ΕC, γεγονός που αποδεικνύει ότι το neur επηρεάζει τη 

σηµατοδότηση µόνο µέσω του Delta και αποσαφηνίζει τον κυτταρικά µη αυτόνοµο µηχανισµό δράσης του στο 

κύτταρο-ποµπό του σήµατος (Εικ.13). Τέλος, η ενδοκύττωση του Delta φαίνεται ότι ακολουθείται από 

πρωτεόλυσή του, εφόσον η εκτοπική έκφραση της πρωτεΐνης neur σε εµβρυϊκούς δίσκους φτερού, ελαττώνει 

τα επίπεδα του ενδογενούς Delta [Pavlopoulos et al, 2001/ Lai et al, 2001]. Η ίδια παρατήρηση υποστηρίζεται 

και από πειράµατα συνέκφρασης των µορίων Delta και Xneur σε έµβρυα του Xenopus laevis [Deblandre et al, 

2001]. 

 

  β. Η πρωτεΐνη neuralized ρυθµίζει αποφάσεις κυτταρικής γενεαλογίας 

  Η διαδικασία της πλευρικής αναστολής καταλήγει στον καθορισµό του πρόδροµου κυττάρου 

(νευροβλάστη ή SOP) από τις διαιρέσεις του οποίου θα προκύψουν οι διαφοροποιηµένοι νευρώνες και τα κύτ-

ταρα των αισθητηρίων οργάνων. Σε κάθε µία από αυτές τις διαιρέσεις απαιτούνται αποφάσεις κυτταρικής γενε-

αλογίας που καθορίζουν ποιο από τα θυγατρικά κύτταρα θα ακολουθήσει τη νευρική πορεία. Το σύστηµα-

µοντέλο στο οποίο έχει µελετηθεί γενετικά και κυτταρολογικά ο ρόλος της σηµατοδότησης του Notch σε αυτά 

τα αναπτυξιακά γεγονότα είναι η διαφοροποίηση των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων των σµηρίγγων του 

ενηλίκου από τα πρόδροµα κύτταρα SOP που επιλέγονται µέσω πλευρικής αναστολής στους εµβρυικούς δί- 
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Eικ.14 Οι αποφάσεις κυτταρικής γενεαλογίας κατά την ανάπτυξη της σµήριγγας ρυθµίζονται από την ασύµµετρη κατανοµή 
των πρωτεϊνών neur και numb κατά τις διαιρέσεις του πρόδροµου (SOP) κυττάρου [Le Borgne & Schweisguth, 2003a]. Οι 
µιτωτικές διαιρέσεις του κυττάρου SOP που οδηγούν στον σχηµατισµό της σµήριγγας. Από τον οπίσθιο απόγονο της πρώτης ασύµµετρης 
διαίρεσης (κύτταρο pIIa) προκύπτουν µε µία επιπλέον ασύµµετρη διαίρεση τα κύτταρα ‘shaft’ (πρόσθιο) και ‘socket’ (οπίσθιο). Αντίστοιχα, 
από το πρόσθιο κύτταρο pIIb προκύπτει το πρόσθιο pIIIb κύτταρο και ένα οπίσθιο κύτταρο που διαφοροποιείται σε µεταναστευτικό 
κύτταρο γλοίας. Τέλος, η ασύµµετρη διαίρεση του pIIIb δίνει τον νευρώνα (πρόσθιο κύτταρο) και το κύτταρο ‘sheath’ (οπίσθιο). Ο 
επιλεκτικός εντοπισµός των πρωτεϊνών neur και numb στον πρόσθιο απόγονο κάθε µίτωσης φαίνεται µε κόκκινο. Οι τέσσερις τύποι κυττά-
ρων συνιστούν το αισθητήριο της σµήριγγας στην ενήλικη µύγα. Το διπλό βέλος δείχνει τον πρόσθιο(Α)-οπίσθιο(Ρ) άξονα του ζώου. 
(Dl=δεσµευτής Delta, Ν=υποδοχέας Notch).  
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σκους  του φτερού. Φαίνεται ότι η ασύµµετρη κυτταρική διαίρεση του SOP ευθύνεται για τον επιλεκτικό εντο-

πισµό στο κύτταρο που πρόκειται να γίνει νευρικό (κύτταρο-ποµπό) των πρωτεϊνών που επάγουν τη σηµατο-

δότηση αναστολής του νευρικού δυναµικού στον άλλο απόγονο της ίδιας µίτωσης. Συγκεκριµένα, πρόσφατες 

µελέτες δείχνουν ότι η επιλεκτική παρουσία της πρωτεΐνης neur στο κύτταρο-ποµπό είναι αποτέλεσµα της 

ασύµµετρης κατανοµής της στον διαιρούµενο πρόγονο αυτού του κυττάρου [Le Borgne & Schweisguth, 

2003a]. Αναλυτικότερα, κατά τη διαίρεση του προγονικού κυττάρου SOP κατά µήκος του πρόσθιο-οπίσθιου 

άξονα του ζώου, προκύπτει το πρόσθιο κύτταρο pIIb και το οπίσθιο pIIa, από τα οποία µόνο το πρώτο φέρει 

την πρωτεΐνη neur. Κατά συνέπεια, µόνο στο κύτταρο pIIb ενισχύεται η ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta. 

Στo ίδιο κύτταρο εντοπίζεται επιλεκτικά και η πρωτεΐνη numb, η οποία λειτουργεί ως αναστολέας του µεµβρα-

νικού υποδοχέα Notch επάγοντας την ενδοκύττωσή του. Η συγχρονισµένη δράση των πρωτεϊνών neur και 

numb για την ενεργοποίηση του δεσµευτή και την καταστολή του υποδοχέα αντίστοιχα, καθιστά το κύτταρο 

pIIb ποµπό του σήµατος καταστολής του νευρικού δυναµικού προς το οπίσθιο κύτταρο pIIa [Le Borgne & 

Schweisguth, 2003a / Υeh et al, 2000]. Σύµφωνα µε το επικρατέστερο µοντέλο που περιγράφει τη γενεαλογία 

των κυττάρων pI, η ασύµµετρη κατανοµή των πρωτεϊνών neur και numb κατά τις επόµενες διαιρέσεις των 

κυττάρων pIIa και pIIb, οδηγεί µε ανάλογο τρόπο στον καθορισµό της ταυτότητας των τεσσάρων κυττάρων 

που συνιστούν τη σµήριγγα, µεταξύ των οποίων και του νευρώνα, ο οποίος είναι µιτωτικός απόγονος του κυτ-

τάρου pIIb (Εικ.14). 

 
  γ. Το neuralized επάγει ‘ασυµµετρία’ ποµπού-δέκτη για την ενίσχυση της σηµατοδότησης 
      Notch-Delta 
  Αν και το neur είναι απαραίτητο συστατικό του µονοπατιού σηµατοδότησης από τον υποδοχέα Notch 

σε διαδικασίες πλευρικής αναστολής µεταξύ ισοδύναµων κυττάρων και σε αποφάσεις κυτταρικής γενεαλογίας 

που λαµβάνονται κατά την ανάπτυξη του περιφερικού νευρικού συστήµατος στη δροσόφιλα, ωστόσο η δράση 

του δεν είναι απαραίτητη σε άλλες αναπτυξιακές διαδικασίες που ρυθµίζονται µε σηµατοδότηση Notch–Delta 

και πλευρική αναστολή, όπως η ανάπτυξη φλεβών και ο καθορισµός του ραχιαιοκοιλιακού συνόρου του φτε-

ρού [Lai & Rubin, 2001a / 2001b] ή η διαφοροποίηση των θυλακοκυττάρων των ωοθηκών [Lopez-Schier & St 

Johnston, 2001]. Επιπλέον, η έκφραση των µορίων Notch και Delta προηγείται και είναι ευρύτερη από την έκ-

φραση του neur στα προνευρικά αθροίσµατα κυττάρων του εµβρυϊκού δίσκου του φτερού. Εποµένως, αλλη-

λεπίδραση Notch-Delta και πιθανόν χαµηλά επίπεδα σηµατοδότησης είναι δυνατόν να συµβαίνουν και απουσία 

του neur. Το neur, επάγοντας ασυµµετρία στις επιφάνειες των κυττάρων ποµπού και δέκτη µε την ενδοκύτ-

τωση του Delta στο κύτταρο-ποµπό, ταυτόχρονα ενισχύει και τη σηµατοδότηση προς τον δέκτη. Η ενίσχυση 

της σηµατοδότησης από το neur είναι απαραίτητη για τη µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων-στόχων 

E(spl), που κωδικοποιούν τους ισχυρότερους ανταγωνιστές των προνευρικών πρωτεϊνών και τα οποία δεν 

ενεργοποιούνται απουσία του neur [Jennings et al, 1994 / Pavlopoulos et al, 2001]. Είναι, εποµένως, πιθανόν 

η συµµετοχή του neur στη σηµατοδότηση Notch-Delta να µην είναι απαραίτητη στις περιπτώσεις που το neur 

αντικαθίσταται λειτουργικά από άλλο µόριο ή όταν τα µόρια Notch και Delta εκφράζονται εξ αρχής σε διαφο-

ρετικούς πληθυσµούς κυττάρων. Για παράδειγµα, για τον καθορισµό του ραχιαιοκοιλιακού ορίου του φτερού, η 

ασυµµετρία υποδοχέα-δεσµευτή επάγεται από την πρωτεΐνη Fringe, η οποία εκφράζεται ειδικά στα ραχιαία 

κύτταρα και γλυκοζυλιώνει τον υποδοχέα Νοtch, καθιστώντας τον ικανό να αλληλεπιδρά µόνο µε τον δε-

σµευτή Delta των κοιλιακών κυττάρων και όχι µε το Serrate των ραχιαίων [Blair, 2000]. Επιπλέον, επαγωγή 



Εισαγωγή 

 35

ασυµµετρίας δεν είναι απαραίτητη µεταµεταφραστικά κατά τη διαφοροποίηση των κυττάρων των φλεβών του 

φτερού γιατί η έκφραση των γονιδίων Notch  και Delta  σε αυτό το σύστηµα δεν είναι επικαλυπτόµενη [de 

Celis et al, 1997 / Huppert et al, 1997]. Τέλος, η διαπίστωση ότι η υπερέκφραση του πλήρους µήκους neur ή 

του ελλειµµατικού µορίου neur∆RING επηρεάζει την ενεργοποίηση του Notch ακόµα και στις περιπτώσεις που 

αυτή δεν εξαρτάται από την ενεργότητα του neur, δείχνει ότι το µόριο αυτό σχετίζεται µε βασικά συστατικά 

του µονοπατιού σηµατοδότησης Νotch-Delta.  

 

 Νeurl και ουβικουϊτινιλίωση 

  Σύµφωνα µε πρόσφατα δηµοσιευµένες µελέτες, η περιοχή RING των µορίων neuralized της 

Drosophila και του Xenopus εµφανίζει, όπως ήταν αναµενόµενο, ενεργότητα Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης σε πει-

ράµατα in vitro ουβικουϊτινιλίωσης. Η αυτο-ουβικουϊτινιλίωση της πρωτεΐνης neuralized και των δύο οργανι-

σµών και η συµµετοχή της στην αποικοδόµηση του Delta µέσω του πρωτεασώµατος υποστηρίζεται και από in 

vivo πειράµατα υπερέκφρασης σε έµβρυα ή σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών [Υeh et al, 2001/ Lai et al, 2001/ 

Deblandre et al, 2001/ Pavlopoulos et al, 2001]. 

 

  α. Ουβικουϊτινιλίωση        

  H oυβικουϊτινιλίωση είναι µετα-µεταφραστική τροποποίηση που οδηγεί σε µερική πρωτεόλυση ή 

αποικοδόµηση πρωτεϊνών των ευκαρυωτικών κυττάρων. Με αυτόν τον τρόπο ρυθµίζει µια ποικιλία βιολογικών 

διεργασιών, όπως ο κυτταρικός κύκλος και η σηµατοδότηση µέσω µεµβρανικών υποδοχέων [Ηershko & 

Ciechanover, 1998/ Levkowitz et al, 1999/ Tyers & Jorgensen, 2000]. H τροποποίηση πρωτεϊνικών 

υποστρωµάτων µε ένα ή περισσότερα µόρια ουβικουϊτίνης πραγµατοποιείται σε τρία βήµατα, τα οποία 

καταλύονται αντίστοιχα από το ενεργοποιητικό ένζυµο Ε1, τα συζευκτικά ένζυµα Ε2 και συνδετικά ένζυµα Ε3 

[Ηershko & Ciechanover, 1998]. Συγκεκριµένα, µόρια ελεύθερης ουβικουϊτίνης συνδέονται οµοιοπολικά και 

µεταφέρονται διαδοχικά από τα ένζυµα Ε1, Ε2 και Ε3 σε κατάλοιπα λυσίνης του υποστρώµατος (Εικ.15). Τα 

ένζυµα που έχουν ρόλο Ε3 λιγάσης προσφέρουν εξειδίκευση στη διαδικασία αναγνωρίζοντας το υπόστρωµα. 

 

  Eνδοκυττάριες πρωτεΐνες που τροποποιούνται µε αλυσίδες περισσότερων των τεσσάρων µορίων 

ουβικουϊτίνης οδηγούνται κατά κανόνα στο πρωτεάσωµα για αποικοδόµηση. Αντίθετα, η µονο- ή η ολιγο-

ουβικουϊτινιλίωση συνήθως ρυθµίζει τα επίπεδα µεµβρανικών πρωτεϊνών (πχ των υποδοχέων EGFR και ΜetR), 

προκαλώντας την ενδοκύττωση και την καταστροφή τους στο λυσόσωµα [Dupre et al, 2004/ Grovdal et al, 

2004/ Carter et al, 2004/ Hicke & Dunn, 2003]. Επιπλέον, αναφέρονται και µη πρωτεολυτικές λειτουργίες της 

µονο- ή ολιγο-ουβικουϊτινιλίωσης, που περιλαµβάνουν τη ρύθµιση του υποκυτταρικού εντοπισµού των 

υποστρωµάτων [Shcherbik & Haines, 2004] και της µεταγραφής [Muratani & Tansey, 2003]. Φαίνεται ότι η 

λυσίνη της ουβικουϊτίνης που επιλέγεται για τον πολυµερισµό της, είναι καθοριστική για το αποτέλεσµα της 

τροποποίησης. Έτσι, αλυσίδες ουβικουϊτίνης που συνδέονται στην Κ48 οδηγούν τα υποστρώµατα στο 

πρωτεάσωµα, ενώ οι 2-3 ουβικουϊτίνες συνδεδεµένες στην Κ63 έχουν, όπως και η µονο-ουβικουϊτινιλίωση, µη 

πρωτεολυτικές συνέπειες [Aguilar RC & Wendland B, 2003]. 
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Eικ.15α Η διαδικασία της ουβικουϊτινιλίωσης. Η ελεύθερη ουβικουϊτίνη (Ub) ενεργοποιείται παρουσία ΑΤΡ µε τον σχηµατισµό 
θειοεστερικού δεσµού ανάµεσα στο ένζυµο Ε1 και το καρβοξυτελικό της άκρο. Στη συνέχεια, η Ub µεταφέρεται σε ένα από τα πολλά δια-
φορετικά ένζυµα σύζευξης (Ε2). Τα ένζυµα Ε2 αλληλεπιδρούν µε διάφορα ένζυµα σύνδεσης (Ε3), τα οποία προσδένουν το υπόστρωµα 
(S). Για τα ένζυµα Ε3 που φέρουν περιοχή ΗΕCT (Homologous to E6-AP Carboxy-Terminus), η Ub µεταφέρεται από το Ε2 αρχικά στην 
κυστεΐνη του ενεργού κέντρου της περιοχής HECT και στη συνέχεια σε µία λυσίνη του υποστρώµατος, µε την οποία σχηµατίζει ισοπεπτι-
δικό δεσµό. Για τα ένζυµα Ε3 που φέρουν περιοχή RING, η µεταφορά της Ub από το Ε2 είναι δυνατόν να γίνει απευθείας στο υπόστρωµα. 
Η επανάληψη της παραπάνω διαδικασίας οδηγεί στον σχηµατισµό αλυσίδων πολύ-ουβικουϊτίνης, συνδεδεµένων µε το υπόστρωµα.            
 

  Τροποποιήσεις οµόλογες της ουβικουϊτινιλίωσης 

  Επιπρόσθετα, αναφέρονται και τροποποιήσεις πρωτεϊνών από µόρια οµόλογα της ουβικουϊτίνης 

(Ubiquitin Like molecules, UBLs). Οι πιο καλά µελετηµένες από αυτές αφορούν τα µόρια SUMO-1 (Small 

Ubiquitin-like Modifier 1) και Nedd8. Kαι αυτές οι τροποποιήσεις πραγµατοποιούνται σε τρία ενζυµικά στάδια, 

όπως και η ουβικουϊτινιλίωση, τα οποία καταλύονται από ειδικά ένζυµα Ε1, Ε2 και Ε3 (Εικ.15β). Η πρωτεΐνη 

SUMO-1 (101 αµινοξέα) είναι κατά 18% ταυτόσηµη της ουβικουϊτίνης και συντηρηµένη από τον 

σακχαροµύκητα µέχρι τα θηλαστικά. Οι συνέπειες της SUMOλίωσης διαφέρουν για κάθε υπόστρωµα, όµως 

γενικά επηρεάζουν τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις και τον υποκυτταρικό του εντοπισµό. Για παράδειγµα, η 

SUMOλίωση της RanGAP1 (Ran GTPase-Activating Protein 1) ευθύνεται για τον εντοπισµό της στους 

πυρηνικούς πόρους [Μatunis et al, 1998] , ενώ η ίδια τροποποίηση προκαλεί τη συγκέντρωση της PML 

(Promyelocytic Leukemia protein) σε πυρηνικές δοµές, γνωστές ως ‘PML bodies’ [Muller et al, 1998]. Eπιπλέον, 

η SUMOλίωση µεταγραφικών παραγόντων επηρεάζει την ενεργότητά τους, όπως έχει αποδειχθεί για τους 

παράγοντες c-Jun, p53 και c-Myb [Bies et al, 2002/ Muller et al, 2000/ Rodriguez et al, 1999]. Αν και το 

αποτέλεσµα της SUMOλίωσης διαφέρει σηµαντικά από αυτό της πολυ-ουβικουϊτινιλίωσης, σηµαντικός αριθµός 

πρωτεϊνών ρυθµίζεται και από τους δύο µηχανισµούς [Gill, 2004/ Johnson, 2004]. Οι κανόνες που καθορίζουν 

την συγχρονισµένη λειτουργία των µηχανισµών ουβικουϊτινιλίωσης και SUMOλίωσης δεν έχουν πλήρως 

περιγραφεί για τα περισσότερα υποστρώµατα. Για παράδειγµα, είναι γνωστό ότι η SUMOλίωση δρα 

ανταγωνιστικά µε την ουβικουϊτινιλίωση σε ορισµένα υποστρώµατα (IκΒα, PCNA, Smad4), ενώ σε άλλα (PML, 

PML-RARα) είναι αναγκαία προϋπόθεση για να ακολουθήσει η ουβικουϊτινιλίωσή τους [Kracklauer & Schmidt, 

2003/ Lallemand-Breitenbach et al, 2001]. Σε αυτή την εργασία ταυτοποιήσαµε την Ubc9, το µοναδικό γνωστό 

ένζυµο Ε2 της SUMOλίωσης, µεταξύ των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε το Neurl του ποντικού. 

Περισσότερα στοιχεία για τον ρόλο της αναφέρονται στη ‘Συζήτηση’. Τέλος, η τροποποίηση υποστρωµάτων µε 



Εισαγωγή 

 36.1

 
 

SUMO

Πρωτεάση SUMO

SUMO

E1

S

SUMOSUMO

Ubc9

Ubc9

S

SUMOSUMO

Υπόστρωµα Β
ΚUbc9

S

SUMOSUMO

Υπόστρωµα Β
Κ

SUMO

Υπόστρωµα Α
Κ

Ubc9

S

SUMOSUMO

Υπόστρωµα Α
Κ

SUMO

α

β

Πρωτεάση SUMO

Πρωτεάση SUMO

E3

SUMOλίωση

ΑΤΡ

E2

Ulp1
Ulp2 (Smt4)

Siz1
Siz2 (Nfi1)

Ubc9Aos1-Uba2S.c.

SENP1
SENP2 (Axam, SuPr-1, SMT3IP2)
SENP3 (SMT3IP1)
SENP6 (SUSP1)

PIAS1(GuBP)
PIAS3 (KChaP)
PIASxαβ (ARIP3, Miz1)
PIASy
RanBP2 (Nup358)
Pc2

Ubc9Aos1-Uba2 
(SAE1-SAE2)

H.s.
M.m.
R.n.

Πρωτεάση SUMOΕ3Ε2Ε1

αποSUMOλίωση

(α) Μηχανισµός SUMOλίωσης

(β) Ένζυµα SUMOλίωσης

αποSUMOλίωση

 
 
Εικ.15β Η διαδικασία τροποποίησης πρωτεϊνών από SUMO (SUMOλίωση). α) Τα τρία ενζυµικά στάδια (Ε1, Ε2, Ε3) του µηχανισµού 
SUMOλίωσης. Το SUMO ενεργοποιείται µε πρωτεόλυση του C-τελικού του άκρου και µεταφέρεται παρουσία ΑΤΡ διαδοχικά στα ένζυµα Ε1 
(διµερές SAE1-SAE2) και Ε2 (Ubc9), µε θειοεστερικό δεσµό. Από το Ε2 µεταφέρεται στη λυσίνη-στόχο του υποστρώµατος. Το υπόστρωµα Α 
αλληλεπιδρά µε το Ubc9 και τροποποιείται απουσία της λιγάσης Ε3, η οποία έχει ρόλο συνδετικό, διευκολύνοντας την αλληλεπίδραση του 
Ubc9 µε το υπόστρωµα Β. Η διαδικασία της SUMOλίωσης είναι αντιστρεπτή, λόγω της παρουσίας ισοπεπτιδασών του SUMO που 
αποSUMOλιώνουν τα τροποποιηµένα υποστρώµατα. β) Τα ένζυµα Ε1, Ε2, οι γνωστές λιγάσες Ε3 και οι ισοπεπτιδάσες (πρωτεάσες SUMO) 
που συµµετέχουν στον µηχανισµό της SUMOλίωσης, στον σακχαροµύκητα (S.c) και στα θηλαστικά (Η.s, M.m, R.n).  
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την πρωτεΐνη Nedd8, γνωστή και ως RUB (Related to Ubiquitin), προκαλεί την αποικοδόµησή τους. Τα µόνα 

γνωστά υποστρώµατα της Nedd8 είναι οι κουλίνες (cullins), βασικά συστατικά των πολυπρωτεϊνικών 

συµπλόκων λιγασών ουβικουϊτίνης SCF (Skp1/Culin/F-box). Για παράδειγµα, η τροποποίηση της Cul-1 από την 

Nedd8, ενεργοποιεί την πρωτεόλυση του IκΒ µέσω του συµπλόκου SCF [Read et al, 2000].    

 

  β. Η ουβικουϊτινιλίωση στη ρύθµιση της σηµατοδότησης από τον υποδοχέα Notch        

  Η ουβικουϊτινιλίωση αποτελεί ρυθµιστικό µηχανισµό και για τη σηµατοδότηση από τον υποδοχέα 

Notch. Tόσο στη δροσόφιλα όσο και σε άλλους οργανισµούς έχουν βρεθεί µέχρι τώρα 4 πρωτεΐνες που δρουν 

ως θετικοί ή αρνητικοί ρυθµιστές της σηµατοδότησης Notch, επάγοντας την ουβικουϊτινιλίωση και πρωτεόλυση 

σηµατοδοτικών µορίων αυτού του µονοπατιού. Επιπλέον, η παρουσία στο καρβοξυτελικό άκρο του υποδοχέα 

Notch ενός µοτίβου PEST (Εικ.12), το οποίο χαρακτηρίζει πρωτεΐνες µικρού χρόνου ηµιζωής [Rechsteiner & 

Rogers, 1996], υποδηλώνει τη ρύθµιση του ίδιου του υποδοχέα από το σύστηµα της ουβικουϊτίνης.  

 

  Αναλυτικότερα, στα θηλαστικά έχει βρεθεί η πρωτεΐνη SEL-10, η οποία επάγει την ουβικουϊτινιλίωση 

του Notch4, αλληλεπιδρώντας µε το φωσφορυλιωµένο καρβοξυτελικό του άκρο µέσω των επαναλήψεων 

WD40. Επιπλέον, αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα SKP1 του συµπλόκου Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης SCF (Skp1-

Cullin-F box), µέσω ενός F-box στο µόριο SEL-10 [Wu et al, 2001]. Eπίσης, η πρωτεΐνη Suppressor of deltex 

(Su(dx)) της δροσόφιλας, για την οποία είναι γνωστή η γενετική αλληλεπίδραση µε το Notch, φέρει την πε-

ριοχή HECT, χαρακτηριστική για πρωτεΐνες µε δράση Ε3 λιγάσης (Εικ.15) [Cornell et al, 1999]. Aν και δεν έχει 

αποδειχθεί άµεση σχέση του µορίου Su(dx) στην ουβικουϊτινιλίωση του Notch στη δροσόφιλα, ωστόσο η δο-

µικά οµόλογη πρωτεΐνη των θηλαστικών Ιtch αλληλεπιδρά µε το Notch και το ουβικουϊτινιλιώνει, τόσο in vitro 

όσο και σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές [Qiu et al, 2000]. Eπιπλέον, µεταλλαγές σε υποµονάδες του 20S 

πρωτεασώµατος προκαλούν φαινοτύπους υπερέκφρασης του Νοtch κατά την ανάπτυξη των αισθητηρίων ορ-

γάνων και αυξάνουν τη σταθερότητα της ενεργοποιηµένης µορφής του υποδοχέα σε έµβρυα δροσόφιλας 

[Schweisguth, 1999]. Αντίθετα, η πρωτεΐνη LNX των θηλαστικών λειτουργεί ως θετικός ρυθµιστής της σηµα-

τοδότησης από τον υποδοχέα Notch, επάγοντας την ουβικουϊτινιλίωση και πρωτεόλυση της πρωτεΐνης Numb, 

η οποία έχει κατασταλτική δράση για τον υποδοχέα Notch. Η δράση της LNX ως Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης 

οφείλεται στις περιοχές RING και PDZ στο αµινοτελικό της άκρο [Nie et al, 2002]. Τέλος, η πρωτεΐνη mind-

bomb (mib), η οποία είναι γνωστή για τον νευρογόνο φαινότυπο της µεταλλαγής της στο ψάρι Danio rerio, 

ρυθµίζει τη σηµατοδότηση από τον υποδοχέα Notch, κατά την επιλογή των πρόδροµων νευρικών κυττάρων 

στα έµβρυα µε πλευρική αναστολή [Bingham et al, 2003]. Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι η mib φέρει στο 

καρβοξυτελικό άκρο δύο µη τυπικούς και έναν τυπικό δακτύλιο RING, ο οποίος ευθύνεται για τη δράση της ως 

Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης. Συγκεκριµένα, πειράµατα διαµολύνσεων κυτταρικών σειρών θηλαστικών και in vitro 

δοκιµές δείχνουν ότι η πρωτεΐνη mib επάγει την ουβικουϊτινιλίωση και πρωτεόλυση του δεσµευτών deltaD 

(του Danio rerio) και Delta1 (του Xenopus laevis). Eπιπλέον, φαίνεται να συµµετέχει σε µηχανισµούς ενδοκύτ-

τωσης, προκαλώντας την ενδοκύττωση των µορίων Delta1 και deltaD [Itoh et al, 2003 / Chen & Casey Corliss, 

2004], ενισχύοντας µε αυτόν τον τρόπο τη σηµατοδότηση από τον υποδοχέα Notch [Le Borgne & 

Schweisguth, 2003b]. Για το ορθόλογο µόριο των θηλαστικών DIP-1 (DAPK kinase Interacting Protein 1), δεν 

έχει ακόµα διερευνηθεί ο πιθανός του ρόλος στη σηµατοδότηση Notch. Όµως, είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά 
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µε την πρωτεϊνική κινάση σερίνης/θρεονίνης DAPK (Death Associated Protein Kinase), την οποία και ρυθµίζει 

λειτουργώντας ως Ε3 λιγάση για την ουβικουϊτινιλίωσή της τόσο in vitro, όσο και σε κυτταρικές σειρές [Jin et 

al, 2002].  

 

  γ. ∆οµικά και λειτουργικά στοιχεία που υποστηρίζουν τη συµµετοχή του neuralized σε  
                   διαδικασίες ουβικουϊτινιλίωσης  

  Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, τα µόρια της οικογένειας Neuralized φέρουν τη συντηρηµένη πε-

ριοχή RING, η οποία πρόσφατα έχει συσχετιστεί µε τη λειτουργία των Ε3 λιγασών στη διαδικασία της ουβι-

κουϊτινιλίωσης [Lorick et al, 1999/ Jackson et al, 2000]. Επιπλέον, από γενετικά και βιοχηµικά πειράµατα µε τα 

ορθόλογα µόρια neuralized της Drosophila και του Xenopus  προκύπτουν τα εξής συµπεράσµατα: α) η περιοχή 

του RING είναι απαραίτητη για τη λειτουργία του neur, τουλάχιστον όσον αφορά στην ενίσχυση της ενδοκύτ-

τωσης του Delta και την ακόλουθη πρωτεόλυσή του [Pavlopoulos et al, 2001/ Lai et al, 2001/ Deblandre et al, 

2001], β) ελλειµµατικά µόρια neur∆RING εµφανίζουν αυξηµένη σταθερότητα όταν εκφράζονται σε κυτταρικές 

σειρές ή σε εµβρυϊκούς δίσκους σε σχέση µε το πλήρους µήκους neur [Lai et al, 2001 / Deblandre et al, 2001], 

γ) µεταλλαγή του Ε2 ενζύµου UbcD1 καταστέλλει µερικώς το φαινότυπο της εκτοπικής υπερέκφρασης των 

µορίων neur και neur∆RΙΝG [Lai et al, 2001], δ) η µείωση της ενεργότητας του προτεασώµατος µε κατευθυ-

νόµενη έκφραση µεταλλαγµένης υποµονάδας του σε εµβρυϊκούς δίσκους φτερού στη δροσόφιλα, αυξάνει τα 

επίπεδα του ενδογενούς Delta και µειώνει σηµαντικά το αποτέλεσµα της εκτοπικής έκφρασης του neur  [Lai et 

al, 2001], ε) σε in vitro πειράµατα ουβικουϊτινιλίωσης, οι πρωτεΐνες Neuralized της δροσόφιλας και του βατρά-

χου που έχουν εκφραστεί σε κύτταρα Ε.coli, εµφανίζουν δράση Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης, η οποία εξαρτάται 

από την παρουσία της περιοχής του RING και στα δύο µόρια [Υeh et al, 2001 / Lai et al, 2001 / Deblandre et 

al, 2001]. Tέλος, έχει ανιχνευθεί το πρωτεϊνικό σύµπλοκο στο οποίο συµµετέχουν οι πρωτεΐνες neur και Delta 

της δροσόφιλας in vivo. Η παρουσία του neur σε αυτό το σύµπλοκο οφείλεται σε αλληλεπιδράσεις που πραγ-

µατοποιούνται µέσω της περιοχής NEUZ1 [Lai et al, 2001]. 

 

  Τα παραπάνω υποστηρίζουν ότι η δράση της πρωτεΐνης neur στο µονοπάτι σηµατοδότησης του 

Νοtch περιλαµβάνει και διαδικασίες ουβικουϊτινιλίωσης για τη ρύθµιση των επιπέδων του ίδιου του µορίου 

neur, ή και για την τροποποίηση άλλων συστατικών του µονοπατιού, όπως του δεσµευτή Delta. Βέβαια, τα 

παραπάνω αποτελέσµατα δεν αποδεικνύουν άµεση αλληλεπίδραση των µορίων Neurl και Delta in vivo, ούτε 

συνδέουν άµεσα την παρατηρούµενη µείωση των επιπέδων του Delta µε ουβικουϊτινιλίωση του ίδιου µορίου 

στα κύτταρα της δροσόφιλας ή του βατράχου. Το στοιχείο ωστόσο που αποδεικνύεται είναι η αναγκαιότητα 

της παρουσίας του RING για τη ρύθµιση των επιπέδων της πρωτεΐνης neuralized.       

 

 

9. Υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης Neuralized 
  Οι ορθόλογες πρωτεΐνες της οικογένειας Neuralized δεν φέρουν χαρακτηριστικά µοτίβα ή σινιάλα 

υποκυτταρικού εντοπισµού. Η θέση της πρωτεΐνης Neurl υποκυτταρικά έχει διερευνηθεί τόσο στη δροσόφιλα 

όσο και στα θηλαστικά µε χρήση ανοσοϊστοχηµικών και βιοχηµικών µεθόδων. Συγκεκριµένα, χιµαιρικά πολυ-

πεπτίδια δροσοφιλικού neur που υπερεκφράζονται εκτοπικά σε κύτταρα εµβρυϊκών δίσκων, ανιχνεύονται στην 
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περιφέρεια της κυτταρικής µεµβράνης [Lai & Rubin, 2001b/ Yeh et al, 2000/ Pavlopoulos et al, 2001] (Εικ.16). 

Eπιπλέον, βιοχηµικά πειράµατα δείχνουν ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της κυτ-

ταρικής µεµβράνης και ότι αυτός ο εντοπισµός οφείλεται σε ασθενείς αλληλεπιδράσεις µε άλλα µόρια 

[Pavlopoulos et al, 2001]. 

 

  Αντίστοιχες µελέτες υποκυτταρικού εντοπισµού της πρωτεΐνης στα θηλαστικά δείχνουν ότι πρόκειται 

για ένα µόριο που µετακινείται από την κυτταροπλασµατική πλευρά της κυτταρικής µεµβράνης µέχρι και το 

εσωτερικό του πυρήνα. Συγκεκριµένα, σε πειράµατα υπερέκφρασης χιµαιρικών πολυπεπτιδίων Neurl 

[Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002], καθώς και ανοσοανίχνευσης του ενδογενούς Neurl σε κυτταρικές σειρές 

θηλαστικών [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα], η πρωτεΐνη κυρίως ανιχνεύεται σε στικτές δοµές, διά-

σπαρτες στο κυτταρόπλασµα, σχηµατίζοντας πολλές φορές ένα δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα, περισσότερο 

ή λιγότερο συµπαγή, ενώ σε σηµαντικό ποσοστό των κυττάρων παρατηρείται πυρηνικός εντοπισµός της πρω-

τεΐνης. Σε µικρότερο ποσοστό κυττάρων (5-10%), η ενδογενής πρωτεΐνη Νeurl εντοπίζεται στην πλασµατική 

µεµβράνη (Εικ.16). Βιοχηµικά πειράµατα δείχνουν ότι η πρωτεΐνη εντοπίζεται στο µεµβρανικό κλάσµα εκχυλί-

σµατος διαµολυσµένων κυττάρων και συγκεκριµένα στην κυτταροπλασµατική επιφάνεια µεµβρανικών κυστι-

δίων, όπου συγκρατείται µε ασθενείς αλληλεπιδράσεις. Ο εντοπισµός αυτός υποστηρίζει το µοντέλο της συµ-

µετοχής του µορίου Neurl σε µηχανισµούς ενδοκύττωσης, όπως προτείνεται µε βάση προκαταρκτικά πειρά-

µατα µικροσκοπίας σε συνθήκες καταστολής της ενδοκύττωσης [Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, 

Παν/µιο Κρήτης, 2002]. Επιπλέον, η ενδογενής πρωτεΐνη Neurl εντοπίζεται τόσο στο κυτταροπλασµατικό όσο 

και στο πυρηνικό κλάσµα κυττάρων θηλαστικών, µε βάση πρόσφατα βιοχηµικά πειράµατα κυτταρικής κλασµά-

τωσης [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα]. Ο πυρηνικός εντοπισµός της πρωτεΐνης έχει διερευνηθεί και 

από την οµάδα των Τimmusk et al (2002), οι οποίοι παρατήρησαν πυρηνικό εντοπισµό στο 40% των κυττά-

ρων της κυτταρικής σειράς Neuro2a που είχαν διαµολύνει µε χιµαιρικά πολυπεπτίδια Neurl. Με βάση παρατη-

ρήσεις της ίδιας οµάδας, τα αµινοξέα 60-120 που εντοπίζονται στην περιοχή NEUZ1 και είναι πλούσια σε αργι-

νίνη και λυσίνη, ευθύνονται για τον πυρηνικό εντοπισµό. Επιπλέον, παρατηρώντας τα διαµολυσµένα κύτταρα 

παρουσία λεπτοµυκίνης Β (Leptomycin B), η οποία δρα ως αναστολέας εξόδου από τον πυρήνα µέσω του συ-

στήµατος CRM1/exportin1 [Hood & Silver, 1999], διαπίστωσαν αποκλειστικά πυρηνικό πρότυπο υποκυτταρικού 

εντοπισµού της πρωτεΐνης Neurl, γεγονός που σηµαίνει ότι φυσιολογικά η πρωτεΐνη κυκλοφορεί µέσα και έξω 

από τον πυρήνα [Τimmusk et al, 2002], χωρίς ακόµα να έχει διερευνηθεί η βάση αυτού του φαινοµένου. Γε-

νική διαπίστωση σε όλες τις παραπάνω µελέτες ήταν ότι η περιοχή RING της πρωτεΐνης Νeuralized δεν επηρε-

άζει τον υποκυτταρικό της εντοπισµό. Αντίθετα, καθοριστική για τη θέση του µορίου στα κύτταρα είναι η πε-

ριοχή NEUZ1 [Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002/ Τimmusk et al, 2002]. 
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Εικ.16 Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού της πρωτεΐνης Νeuralized. (A). Aνοσοεντοπισµός χιµαιρικής πρωτεΐνης neur 
(κόκκινο) υπερεκφρασµένης σε κύτταρα σιελογόνων αδένων της D.melanogaster. Με κίτρινο φαίνεται ο συνεντοπισµός της πρωτεΐνης 
neur µε την α-σπεκτρίνη (πράσινο), µια περιφερειακή µεµβρανική πρωτεΐνη [Υeh E et al, 2000]. (Β). Χιµαιρική πρωτεΐνη EGFP-Neurl πο-
ντικού, εκφρασµένη στην κυτταρική σειρά θηλαστικών COS7 [Pavlopoulos et al, 2002]. (Γ,∆). Πειράµατα ανοσοεντοπισµού της ενδογε-
νούς πρωτεΐνης Neurl µε χρήση πολυκλωνικού αντισώµατος σε κύτταρα COS7, όπου παρατηρείται κυτταροπλασµατικό (Γ) ή πυρηνικό (∆) 
πρότυπο [Κουτέλου Ε, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα]. 

 
 

10. Λειτουργία του Νeuralized  στα θηλαστικά 
  Σύµφωνα µε τα δεδοµένα από τη λειτουργική µελέτη του neuralized στη δροσόφιλα και τις ενδείξεις 

για τη λειτουργία του ορθόλογου γονιδίου στον βάτραχο, το neur φαίνεται να ρυθµίζει θεµελιώδεις αναπτυξια-

κούς µηχανισµούς κυτταρικής επικοινωνίας, όπως αυτόν της σηµατοδότησης από τον υποδοχέα Notch, που 

συναντώνται σε εξελικτικά συντηρηµένες διαδικασίες διαφοροποίησης κυττάρων κατά την ανάπτυξη του εµ-

βρύου και τη ζωή του ενηλίκου. Η ίδια ένδειξη προκύπτει και από τη µελέτη του προτύπου έκφρασής του κατά 

την ανάπτυξη των θηλαστικών. Φαίνεται, εποµένως, ότι η λειτουργία του Νeurl  στα θηλαστικά σχετίζεται µε 

γεγονότα που συµβαίνουν νωρίς κατά την εµβρυογένεση. Η πιθανή συµµετοχή του Neurl  στη σηµατοδότηση 

Notch υποστηρίζεται από τη συγκριτική ανάλυση του προτύπου έκφρασης του Neurl και των συνδετών του 

Notch στα θηλαστικά Dll1, Dll4, Jag1 και Jag2 [E. Κουτέλου, Μεταπτυχιακή ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2001].  

  α. Πρότυπο έκφρασης 

  Η έκφραση του Neuralized  των θηλαστικών έχει µελετηθεί σε καλλιεργούµενες κυτταρικές σειρές, 

σε έµβρυα και σε ιστούς ενηλίκων στον άνθρωπο, στον αρουραίο και στον ποντικό. Το γονίδιο Neurl είναι µε-

ταγραφικά ενεργό από τα αρχικά στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης του ποντικού σε συγκεκριµένες κυτταρικές  

οµάδες, κυρίως επιθήλια, σε ποικιλία εσωτερικών και αισθητηρίων οργάνων καθώς και στο νευρικό και στηρι-

κτικό σύστηµα. Στο ενήλικο, το γονίδιο εµφανίζει πιο περιορισµένη έκφραση και ανιχνεύεται σε υψηλά επίπεδα 
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σε εγκέφαλο, ήπαρ, σκελετικό µυ και στους όρχεις. Ειδικότερα, µε ανάλυση Νοrthern  και RT-PCR παρατηρεί-

ται έντονη έκφραση του ανθρώπινου ορθόλογου (NEURL) σε φυσιολογικό εγκέφαλο και απουσία ή πολύ χα-

µηλά επίπεδα των µεταγράφων του σε κυτταρικές σειρές γλοιοβλαστώµατος, υποδεικνύοντας ενδεχόµενη συ-

σχέτιση της χαµηλής έκφρασης του NEURL µε την εξέλιξη των όγκων [Νakamura et al, 1998]. Υψηλά επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου στον αρουραίο (Rneu) έχουν ανιχνευθεί µε πειράµατα υβριδοποίησης in situ  σε τοµές 

ενήλικου εγκεφάλου. Επιπλέον, διαπιστώνεται ότι τα µετάγραφα του Rneu  σε συγκεκριµένες περιοχές του 

εγκεφάλου όπως είναι ο ιππόκαµπος, εντοπίζονται εκτός των νευρικών σωµατίων και στους δενδρίτες των 

νευρώνων, υποδηλώνοντας πιθανή συµµετοχή του Rneu στη λειτουργία των συνάψεων [Τimmusk et al, 

2002]. Στον ποντικό, πειράµατα υβριδοποίησης σε ολόκληρα έµβρυα ηλικίας Ε9.5–Ε14.5 δείχνουν ότι το γο-

νίδιο είναι µεταγραφικά ενεργό στα ραχιαία ριζικά γάγγλια, στα αναπτυσσόµενα άκρα και στην περιοχή του 

προσώπου [Pavlopoulos, Κokkinaki et al, 2002] (Εικ.17). Σε τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας Ε12.5–Ε18.5 

διαπιστώνεται έκφραση του Neurl  σε ιστούς νευρικής προέλευσης, όπως στην κοιλιακή ζώνη του µεσεγκεφά-

λου, στην επιθηλιακή στοιβάδα του χοριοειδούς πλέγµατος, στο τρίδυµο νεύρο, στον νευρικό σωλήνα και στα 

ραχιαία ριζικά γάγγλια. Υψηλά επίπεδα µεταγράφων ανιχνεύονται και σε αναπτυσσόµενα αισθητήρια όργανα 

και συγκεκριµένα στα επιθηλιακά κύτταρα των εκβλαστηµάτων των µουστακιών, στον αµφιβληστροειδή χι-

τώνα και στα κύτταρα του φακού του µατιού καθώς και στις επιθηλιακές στιβάδες της ρινικής κοιλότητας και 

των ρινικών αδένων. Επιπλέον, παρατηρείται έκφραση του Neurl  σε διακριτές κυτταρικές οµάδες των εσωτε-

ρικών οργάνων και συγκεκριµένα στο βρογχικό επιθήλιο των πνευµόνων, στη στιβάδα των σωληνοειδών επι-

θηλιακών κυττάρων των νεφρικών σπειραµάτων, στο βλεννογόνο επιθήλιο του στοµάχου, στο ήπαρ, στο επι-

θήλιο του µεσονεφρικού βολφιανού ουρογεννητικού αγωγού και στον καρδιακό ιστό. Μεταγραφική ενεργό-

τητα του γονιδίου ανιχνεύεται και στις επιθηλιακές στιβάδες του δέρµατος, σε επιθηλιακά και µεσεγχυµατικά 

κύτταρα της περιοχής των αναπτυσσόµενων δοντιών καθώς και στο αναπτυσσόµενο στηρικτικό σύστηµα, 

όπως σε µύες, στο περιχόνδριο των πλευρών, στα οστά των γνάθων και των πρόσθιων και οπίσθιων άκρων 

[Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002] (Εικ.17). Tέλος, µε χρήση της αντίδρασης  RT-PCR σε δείγµατα RNA από 

ιστούς ενήλικου ποντικού και από κυτταρικές σειρές, έχει διαπιστωθεί η έκφραση του γονιδίου στον εγκέφαλο, 

στο ήπαρ και στους όρχεις ενήλικου ποντικού, καθώς και στις εµβρυονικές κυτταρικές σειρές ινοβλαστών και 

τερατοκαρκινωµάτων ΝΙΗ/3Τ3 και Ρ19, αντίστοιχα [Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002]. Επιπλέον, έχει ανι-

χνευθεί ένα εναλλακτικό µετάγραφο Neurl  να εκφράζεται ειδικά σε σκελετικό µυ σε ανάλυση προστασίας από 

RNAse και σε ανάλυση Northern [Timmusk et al , 2002 /Vollrath et al, 2001]. 
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Eικ.17 Πειράµατα µελέτης του αναπτυξιακού προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl στον ποντικό, µε τη µέθοδο της 
υβριδοποίησης RNA in situ. (I) Υβριδοποίηση σε ολόκληρα έµβρυα ηλικίας Ε10.5 (ΙΑ) και Ε12.5 (ΙΒ, ΙC). Mετάγραφα του Neurl ανιχνεύο-
νται στα αναπτυσσόµενα πρόσθια και οπίσθια άκρα (ΙΑ: flb, hlb και ΙC: fl, hl), στα ραχιαία ριζικά γάγγλια (ΙΒ: drg) και σε δοµές του προ-
σώπου (ΙC: fp). (II) Yβριδοποίηση σε τοµές εµβρύων ηλικίας Ε12.5 – Ε18.5 (ΙΙΑ-Η) ή οργάνων ενηλίκων (ΙΙΙ). Έκφραση του Neurl  ανι-
χνεύεται στην κοιλιακή ζώνη του µεσεγκεφάλου (ΙΙΑ: mb), στην επιθηλιακή στοιβάδα του χοριοειδούς πλέγµατος (ΙΙΒ: cp), στο τρίδυµο 
νεύρο (ΙΙC: tgg), στα ραχιαία ριζικά γάγγλια (ΙΙD: drg), στον νευρικό σωλήνα (ΙΙΕ: nt), στο βρογχικό επιθήλιο των πνευµόνων (ΙΙF: lu), 
στο θυλακοειδές επιθήλιο των εκβλαστηµάτων των µουστακιών (ΙΙG: fe), στον αµφιβληστροειδή χιτώνα και στα κύτταρα του φακού του 
µατιού (ΙΙΗ: r και cr) [Pavlopoulos E et al, 2002]. Tέλος, εικονίζεται η έκφραση σε τοµή όρχεων ενήλικου ποντικού (ΙΙΙ:te) [Μπαζοπούλου 
Μ-∆, διπλωµατική εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 2002].  
  

 

  β. Στοχευµένη απενεργοποίηση (knock-out) του Neuralized στον ποντικό 

  H µέθοδος της στοχευµένης απενεργοποίησης (knock-out) στηρίζεται στη δυνατότητα οµόλογου 

ανασυνδυασµού ανάµεσα στη χρωµοσωµική περιοχή που φέρει το γονίδιο-στόχο και σε µια πλασµιδιακή κατα-

σκευή που φέρει κλωνοποιηµένες τις περιοχές εκατέρωθεν του γονιδίου-στόχου, µε αποτέλεσµα την αντικατά-

σταση ολόκληρης ή µέρους της κωδικής περιοχής του από ένα γονίδιο-µάρτυρα (πχ neoR). Ο οµόλογος ανα-

συνδυασµός συµβαίνει σε πολυδύναµα κύτταρα βλαστοκύστης ποντικού πριν την εµφύτευση (κύτταρα ES), τα 

οποία διατηρούν την ικανότητα ακόµα και µετά από καλλιέργεια να ενσωµατώνονται στη γαµετική σειρά χιµαι-

ρικών ποντικών [Bradley et al, 1984], όταν µεταφέρονται σε βλαστοκύστες. Από τη διασταύρωση των χιµαιρι-
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κών ζώων που φέρουν το µεταλλαγµένο αλληλόµορφο στη γαµετική τους σειρά, προκύπτουν άτοµα οµόζυγα 

για το απενεργοποιηµένο γονίδιο σε ποσοστό 25% των απογόνων της F1 γενεάς. Την τελευταία δεκαετία, η 

προσέγγιση αυτή γνωρίζει σηµαντική πρόοδο, λόγω των πειραµάτων στοχευµένης απενεργοποίησης (knock-

out) του 10-15% των γονιδίων του ποντικού [Bradley, 2002]. 

 

  Με στόχο τη διερεύνηση της λειτουργίας του Neurl, έχουν πραγµατοποιηθεί δύο ανεξάρτητα πειρά-

µατα στοχευµένης απενεργοποίησής του. Συγκεκριµένα, οι Ruan et al (2001) αντικατέστησαν το τµήµα του 

γονιδιώµατος που περιέχει τα τρία τελευταία εξόνια (Ε4-Ε6) του Neurl µε την κασέτα της νεοµυκίνης, ενώ οι 

Vollrath et al (2001) πραγµατοποίησαν ένθεση στο τέταρτο εξόνιο του Neurl της κασέτας που περιελάµβανε 

την αλληλουχία IRES (Internal Ribosome Entry Site) µπροστά από το γονίδιο δείκτη GFP (Green Fluorescent 

Protein) και το γονίδιο της νεοµυκίνης µε τα 5’ ρυθµιστικά του στοιχεία. Εποµένως, και στα δύο πειράµατα 

αφαιρέθηκε η περιοχή του µεταγράφου που προκύπτει από τα εξόνια Ε4-Ε6 και κωδικοποιεί την δεύτερη πε-

ριοχή NEUZ (NEUZ2) και το RING της πρωτεΐνης Neurl.  

 

  Φαίνεται ότι οι τροποποιήσεις στις πλασµιδιακές κατασκευές στόχευσης του γονιδίου, αλλά και το 

διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο των ζώων που χρησιµοποιήθηκαν από τις δύο οµάδες, οδήγησαν σε διαφορε-

τικούς φαινοτύπους έλλειψης του Neurl σε κάθε πείραµα. Συγκεκριµένα, στο πείραµα των Ruan et al, τα πολυ-

δύναµα κύτταρα ES του τύπου JM1 που έφεραν τον επιθυµητό οµόλογο ανασυνδυασµό µεταφέρθηκαν σε 

βλαστοκύστες στελέχους C57BL/6, από τις οποίες επιλέχθηκαν τα αρσενικά χιµαιρικά ποντίκια που εµφάνιζαν 

τον οµόλογο ανασυνδυασµό στη γαµετική σειρά. Στη συνέχεια, αυτά διασταυρώθηκαν µε αγρίου τύπου θη-

λυκά του ίδιου στελέχους (C57BL/6) για να δώσουν απογόνους ετερόζυγους για τη µεταλλαγή του Neurl. Από 

τη διασταύρωση των τελευταίων προέκυψαν τα οµόζυγα για τη µεταλλαγή ποντίκια (Νeurl -/-). Αντίστοιχα, 

στο πείραµα των Vollrath et al, τα πολυδύναµα κύτταρα ES του τύπου ΤC1 που έφεραν τον επιθυµητό οµό-

λογο ανασυνδυασµό µεταφέρθηκαν σε βλαστοκύστες στελέχους C57BL/J6, από τις οποίες επιλέχθηκαν τα αρ-

σενικά χιµαιρικά ποντίκια που εµφάνιζαν τον οµόλογο ανασυνδυασµό στη γαµετική σειρά. Στη συνέχεια, αυτά 

διασταυρώθηκαν µε αγρίου τύπου θηλυκά του στελέχους 129/SvEv για να δώσουν απογόνους ετερόζυγους για 

τη µεταλλαγή του Neurl. Από τη διασταύρωση των τελευταίων προέκυψαν τα οµόζυγα για τη µεταλλαγή πο-

ντίκια (Νeurl -/-). Επιπλέον, αξιοσηµείωτο είναι και το γεγονός ότι στο πείραµα των Ruan et al, µε ανάλυση 

Northern  δειγµάτων RNA από τα ποντίκια Νeurl -/- δεν ανιχνεύεται το µετάγραφο που παράγεται από τα εξό-

νια Ε1-Ε3 που δεν επηρεάζονται από τον οµόλογο ανασυνδυασµό, πράγµα που πιθανόν οφείλεται σε αστάθεια 

του ελλειµµατικού αυτού µορίου RNA. Aντίθετα, στο πείραµα των Vollrath et al, η παρουσία µιας εσωτερικής 

θέσης πρόσδεσης σε ριβόσωµα (αλληλουχία IRES) συντηγµένης µε την πρωτεΐνη GFP καθώς και σηµάτων 

τερµατισµού της µεταγραφής που ακολουθούν το γονίδιο GFP φαίνεται ότι σταθεροποιούν το µεταλλαγµένο 

µετάγραφο, µε αποτέλεσµα αυτό να ανιχνεύεται σε ανάλυση Northern. Κατά συνέπεια, από το πείραµα των 

Vollrath et al  δεν αποκλείεται να παράγεται υποµορφικό και όχι πλήρως απενεργοποιηµένο αλληλόµορφο του 

Neurl, πιθανότητα που η ίδια ερευνητική οµάδα θεωρεί εξαιρετικά µικρή µε βάση τη στρατηγική στόχευσης 

συντηρηµένων περιοχών του γονιδίου.    
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  Ενδεχοµένως, οι διαφορετικές στρατηγικές στόχευσης του γονιδίου που εφαρµόστηκαν από τις δύο 

οµάδες αλλά και η διαφορά του γενετικού υπόβαθρου στα στελέχη των ποντικών που χρησιµοποιήθηκαν σε 

κάθε πείραµα απενεργοποίησης του Neurl, οδήγησαν σε διαφορετικούς φαινοτύπους, αποκαλύπτοντας όµως 

έτσι διαφορετικές λειτουργίες στις οποίες απαιτείται η ενεργότητα της πρωτεΐνης Neurl, µε τρόπο που πιθανόν 

επηρεάζεται από τη διαφορική έκφραση άλλων τροποποιητικών γονιδίων (modifier genes) στα διαφορετικά 

στελέχη ποντικών Neurl -/-, ή από τη διαφορική παρουσία πρωτεϊνών που δρουν συµπληρωµατικά ή υποκαθι-

στούν τη λειτουργία του Neurl. Συγκεκριµένα, οι Ruan et al  προσδιόρισαν συγκεκριµένες λειτουργίες του 

εγκεφάλου για τις οποίες είναι απαραίτητη η ενεργότητα του Neurl. Αναλυτικότερα, τα ποντίκια Neurl -/- είναι 

βιώσιµα και χωρίς µεγάλες µορφολογικές ανωµαλίες, αλλά εµφανίζουν υστέρηση στη διάκριση οσµών και αδυ-

ναµία συντονισµού των κινήσεών τους παρουσία αιθανόλης στο αίµα τους. Επιπλέον, σύµφωνα µε τους Ruan 

et al,  αντιδρούν φυσιολογικά σε διάφορες δοκιµές µάθησης και µνήµης. Και στο πείραµα των Vollrath et al  τα 

ποντίκια Neurl -/- επιβιώνουν και αναπτύσσονται φυσιολογικά, χωρίς να παρουσιάζουν ανωµαλίες στην ανά-

πτυξη του εγκεφάλου, του σκελετού και των µυών, διαδικασίες που ρυθµίζονται από τη σηµατοδότηση Notch  

στα θηλαστικά. Όµως, τα αρσενικά ποντίκια Neurl -/- των Vollrath et al  εµφανίζουν στειρότητα, η οποία 

οφείλεται σε έλλειψη κινητικότητας των σπερµατοζωαρίων τους και όχι σε ανωµαλίες κατά τη διαδικασία της 

σπερµατογένεσης. Συγκεκριµένα, παρατηρείται διαταραγµένη δοµή του αξονήµατος στο κεντρικό τµήµα 

(principal piece) των µαστιγίων (Εικ.18). Τα θηλυκά ποντίκια Neurl -/- των Vollrath et al  είναι γόνιµα, όµως 

εµφανίζουν ανώριµους γαλακτοφόρους αδένες κατά το θηλασµό, µε αποτέλεσµα την αυξηµένη θνησιµότητα 

των απογόνων τους. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση του αριθµού των κυψελίδων του γαλα-

κτοφόρου αδένα που φυσιολογικά διαπερνούν τον λιπώδη ιστό του µαστού, αλλά και ελαττωµένος λιπώδης 

ιστός στους µαστούς των θηλυκών ζώων Neurl -/-, σε σχέση µε τα αγρίου τύπου (Εικ.18). Τέλος, στη µελέτη 

των Vollrath et al  τονίζεται ότι τόσο στα οµόζυγα µεταλλαγµένα ζώα Neurl -/- , όσο και στα ετερόζυγα Neurl 

+/-, δεν παρατηρείται αυξηµένη συχνότητα εµφάνισης νεοπλασιών του κεντρικού νευρικού συστήµατος σε 

σχέση µε τα αγρίου τύπου ζώα, γεγονός που δεν υποστηρίζει το προτεινόµενο µοντέλο των Nakamura et al 

(1998), για συσχέτιση της µειωµένης έκφρασης του γονιδίου µε την εµφάνιση γλοιοβλαστωµάτων στον άν-

θρωπο.             
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Εικ.18 Φαινότυπος των Neurl -/- ζώων. (Α): Σπερµατοζωάρια αποµονωµένα από ποντίκια αγρίου τύπου, (Β): Σπερµατοζωάρια των 
οµόζυγων µεταλλαγµένων ζώων Neurl -/-, τα οποία εµφανίζουν µειωµένη κινητικότητα και µορφολογικές ανωµαλίες (βέλη), (Γ-Ε): 
Παρατήρηση σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο εγκάρσιων τοµών του κεντρικού τµήµατος (principal piece) του µαστιγίου σπερµατοζωαρίων 
των Neurl -/- ζώων. Αν και σε ορισµένες τοµές (Γ2) εµφανίζεται η φυσιολογική δοµή (9+2) των µικροσωληνίσκων του αξονήµατος, στις 
περισσότερες παρατηρούνται αναδιατάξεις (Γ1, ∆, Ε) ή έλλειµµα του µισού αξονήµατος (Γ3). Συχνά λείπει µέρος του ινώδους περιβλήµα-
τος (ΙΠ) του µαστιγίου (∆) ή τα µαστίγια είναι διπλασιασµένα µε αποδιοργανωµένο αξόνηµα (Ε). (Ζ-Θ): Χρώση αιµατοξυλίνης-εοζίνης 
γαλακτοφόρων αδένων ποντικών αγρίου τύπου (Ζ) ή οµόζυγων µεταλλαγµένων (Η,Θ) κατά την πρώτη ηµέρα θηλασµού. Στα Neurl -/- 
ζώα παρατηρούνται είτε λιγότερες κυψελίδες των γαλακτοφόρων αδένων µέσα στον λιπώδη ιστό (Η), είτε µειωµένη παραγωγή λιπιδίων 
στους αγωγούς των αδένων (Θ), σε σχέση µε τα αγρίου τύπου ζώα. (Με βέλη υποδεικνύονται: ο λιπώδης ιστός (πράσινο), οι κυψελοειδείς 
αγωγοί του γαλακτοφόρου αδένα (µπλε) και τα συσσωµατώµατα των παραγόµενων λιπιδίων στο εσωτερικό των αγωγών (κίτρινο)).  
 

  Τα δεδοµένα από τη µελέτη του προτύπου έκφρασης και την απενεργοποίηση του γονιδίου στα 

θηλαστικά παρέχουν χρήσιµες πληροφορίες για το χρονικό και χωρικό πλαίσιο της λειτουργίας του Neurl σε 

επίπεδο οργανισµού, όµως δεν προσδιορίζουν τη λειτουργία του σε µοριακό επίπεδο. Για το σκοπό αυτό χρειά-

ζεται να ταυτοποιηθούν τα µόρια που συµµετέχουν στις ίδιες λειτουργίες αλληλεπιδρώντας µε την πρωτεΐνη 

Neurl.   

 

  Εδώ πρέπει να ληφθεί υπόψην η αυξηµένη πολυπλοκότητα σε σχέση µε το σύστηµα της δροσόφι-

λας. Μπορεί οι µηχανισµοί ανάπτυξης να περιλαµβάνουν συντηρηµένα σηµατοδοτικά µονοπάτια, όπως αυτό 

του υποδοχέα Notch, όµως τα σηµατοδοτικά µόρια είναι περισσότερα και κατά συνέπεια είναι µεγαλύτερος και 

ο αριθµός των διαφορετικών συνδυασµών µε τους οποίους αυτά αλληλεπιδρούν. Χαρακτηριστικό είναι το πα-

ράδειγµα των δεσµευτών του Notch, οι οποίοι στη δροσόφιλα αντιστοιχούν σε δύο µόρια (Delta και Serrate), 

ενώ στα θηλαστικά κωδικοποιούνται από πέντε διαφορετικά γονίδια (Jagged 1 [Lindsell et al, 1995], Jagged 2  

[Shawber et al, 1996], Delta-like 1 [Bettenhausen et al, 1995], Delta-like 3 [Dunwoodie et al, 1997] και Delta-

like 4 [Shutter et al, 2000]). Eποµένως, η πρωτεΐνη Neurl είναι δυνατόν να αλληλεπιδρά µε πολύ περισσότερα 

µόρια στο σύστηµα των θηλαστικών σε σχέση µε αυτό της δροσόφιλας, συµµετέχοντας σε πολυπλοκότερα ή 
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πολυπληθέστερα λειτουργικά συστήµατα. Επιπλέον, δεν αποκλείεται η πρωτεΐνη Neurl να επιτελεί µια συγκε-

κριµένη λειτουργία στα θηλαστικά αλλά µε πολλούς διαφορετικούς στόχους, ανάλογα µε τον ιστό και τον κυτ-

ταρικό τύπο στον οποίο εκφράζεται. Τέλος, είναι πιθανόν και ο ρόλος του Neurl στο σύστηµα των θηλαστικών, 

όπως συµβαίνει και µε άλλες πρωτεΐνες, να επικαλύπτεται από τη δράση λειτουργικά οµόλογων µορίων.  

 

 

11. Αντικείµενο της παρούσας διατριβής 
  Η χρονική περίοδος κατά την οποία διεξήχθη αυτή η διατριβή αλλά και το αντικείµενό της την εντάσ-

σουν στη µεταβατική εποχή µεταξύ γονιδιωµατικής και µεταγονιδιωµατικής ανάλυσης. Έχοντας συµβάλλει 

στην ολοκλήρωση του φυσικού και µεταγραφικού χάρτη υψηλής ευκρίνειας του χρωµοσώµατος 10 του αν-

θρώπου, µετά τη χαρτογράφηση της περιοχής 10q23-qter, η οµάδα µας εστιάζεται στην ανάλυση µιας σειράς 

γονιδίων της περιοχής 10q23.31-qter µε στόχο τη διερεύνηση της µοριακής βάσης µενδελικών νοσηµάτων 

(γονίδια LGI1 και FRA10AC1) [Θ. Σαραφίδου, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, υπό συγγραφή] και τη λειτουργική 

ανάλυση γονιδίων µε ιδιαίτερο βιολογικό ενδιαφέρον. H λειτουργία του γονιδίου Neuralized (NEURL) του 

ανθρώπου µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τα ετερόλογα συστήµατα της δροσόφιλας, του ποντικού και 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών (Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2002/ E. Kουτέλου, 

∆ιδακτορική ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, υπό εξέλιξη και παρούσα ∆ιδακτορική ∆ιατριβή). Σε αυτά τα πλαίσια, οι 

στόχοι για τη συγκεκριµένη διατριβή ήταν: 

 

• H συµβολή στην κατασκευή του φυσικού και µεταγραφικού χάρτη µιας από τις πιο πλούσιες σε γονίδια 

περιοχές του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου (10q23.31-q23.33), µεταξύ των δεικτών D10S541 και 

D10S583.  

• H ανάλυση της γονιδιωµατικής οργάνωσης και της δοµής του γονιδίου Neurl του ποντικού 

• Ο προσδιορισµός των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε την πρωτεΐνη Neurl. 

 



 
 

 
 
 

YΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ   
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1. Βακτηριακά στελέχη 
 Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής στελέχη του βακτηρίου Escherichia coli :  

 DH5a: Η χρήση τους πραγµατοποιήθηκε σε πειράµατα µετασχηµατισµού για την κλωνοποίηση θραυσµάτων 

DNA σε πλασµιδιακούς φορείς και την αποµόνωση υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA. Τα βακτήρια αυτού του 

στελέχους χαρακτηρίζονται από το ότι επιδέχονται µετασχηµατισµό σε υψηλό ποσοστό, καθώς και από τη µεταλλαγή που 

φέρουν στο γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης (LacZ), ώστε να επιτρέπεται η επιλογή των αποικιών που έχουν 

µετασχηµατιστεί µε πλασµίδια που φέρουν το γονίδιο [Sambrook et al, 1989].  

  BL21-Codon Plus-DE3-RIL (Stratagene Cat.no. 230245) : Χρησιµοποιήθηκε για την επαγώµενη από IPTG 

(Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside) έκφραση πεπτιδίων. Τα βακτήρια αυτού του στελέχους επιτρέπουν την 

έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών σε υψηλά επίπεδα, ιδιαίτερα εκείνων που ελέγχονται από υποκινητή T7, γιατί φέρουν 

γονίδιο που επάγεται από IPTG και εκφράζει Τ7 RNA πολυµεράση. Επιπλέον, φέρουν το πλασµίδιο RIL, το οποίο εκτός 

του γονιδίου ανθεκτικότητας σε χλωραµφαινικόλη, φέρει και τα γονίδια για τα tRNAs της αργινίνης (argU), της 

ισολευκίνης (ileΥ) και της λευκίνης (leuW), τα οποία συναντώνται σε χαµηλά επίπεδα στα βακτήρια. 

 K802 : χρησιµοποιήθηκαν για την ανάπτυξη λ βακτηριοφάγων. 

 ΚC8 (Clontech, Cat.no.640434): Χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα µετασχηµατισµού µε πλασµιδιακό DNA 

που είχε αποµονωθεί από τις διπλά µετασχηµατισµένες αποικίες σακχαροµύκητα που επιλέγονταν στο πείραµα των δύο 

υβριδίων. Aυτό το στέλεχος βακτηρίων παρουσιάζει αυξοτροφία σε oυρακίλη, τρυπτοφάνη, ιστιδίνη, αδενίνη και λευκίνη, 

επιτρέποντας την επιλογή των πλασµιδίων που φέρουν τα αντίστοιχα γονίδια, όταν αναπτύσσεται  σε ελάχιστο θρεπτικό 

µέσο Μ9. Tα βακτήρια στελέχους KC8 φέρουν τη µεταλλαγή hsdR, η οποία τους δίνει τη δυνατότητα να µεθυλιώνουν το 

DNA, γι’αυτό το πλασµιδιακό DNA που αποµονώνεται από τα κύτταρα KC8 είναι ακατάλληλο για πειράµατα 

προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ή τεµαχισµού µε περιοριστικά ένζυµα. Επιπλέον, τα βακτήρια KC8 φέρουν το 

µεταθετό στοιχείο Τn5, το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη. 

 
 

2. Στέλεχος Sacharomyces cerevisiae PJ69-4a 
 Για το πείραµα των δύο υβριδίων χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα σακχαροµύκητα του στελέχους PJ69-4a µε 

γονότυπο: ΜΑΤa  trp1-901  leu2-3,112  ura3-52  his3-200  gal4∆  gal80∆  GAL2-AD2 LYS2::GAL1-HIS3  met2::GAL7-lacZ  

[James et al, 1996]. To στέλεχος αυτό φέρει τρία διαφορετικά γονίδια αναφοράς, επαγώµενα από τον µεταγραφικό 

παράγοντα GAL4 µέσω διαφορετικών υποκινητών: 

i) Η κατασκευή GAL1-HIS3 έχει εντεθεί στην 3’ πλευρική περιοχή του γονιδίου LYS2. 

ii) H κατασκευή GAL2-ADE2 αντικατέστησε τον γενετικό τόπο ADE2, ώστε ο υποκινητής του γονιδίου ADE2 να 

αντικατασταθεί από τον υποκινητή GAL2. 

iii) H κατασκευή GAL7-lacZ έχει εντεθεί στην κωδική περιοχή του γονιδίου ΜΕΤ2, προκαλώντας έλλειµα του µεγαλύτερου 

µέρους του ΜΕΤ2. 

Η οµόλογη περιοχή µεταξύ των τριών υποκινητών (GAL1, GAL2, GAL7) περιορίζεται στις θέσεις πρόσδεσης του 

παράγοντα GAL4, επιτρέποντας τον ασφαλέστερο αποκλεισµό ψευδώς θετικών αποτελεσµάτων. 
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3. Κυτταρικές σειρές  
 Tα χαρακτηριστικά και οι συνθήκες ανάπτυξης των κυτταρικών σειρών που χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα 

διαµόλυνσης ή ανοσοανίχνευσης πρωτεϊνών αναφέρονται στον κατάλογο κυτταρικών σειρών και υβριδωµάτων ‘Αmerican 

Type Culture Collection’ (ATCC, 1992): 

 CV-1: H κυτταρική σειρά CV-1 προήλθε από κύτταρα νεφρού αρσενικού πράσινου Αφρικάνικου πιθήκου 

(Cercopithecus aethiops), που µετασχηµατίστηκαν από τον ιό RSV και επιτρέπει τον πολλαπλασιασµό πλασµιδίων που 

φέρουν αρχή αντιγραφής SV40. Aναπτύσσεται σε µονοστιβάδες κυττάρων µε µορφολογικά χαρακτηριστικά ινοβλαστών, 

σε θρεπτικό µέσο DΜΕΜ 90%, fetal bovine serum 10%, γενταµυκίνη 50µg/ml, στους 37οC και σε ατµόσφαιρα 5% CO2 

(ATCC, CCL 70). 

 COS-7: Κυτταρική σειρά µε µορφολογικά χαρακτηριστικά ινοβλαστών, προερχόµενη από τον µετασχηµατισµό 

κυττάρων CV-1 µε ιό SV40 µεταλλαγµένο στην περιοχή έναρξης της αντιγραφής του (ori), ο οποίος όµως παράγει Τ 

αντιγόνο. Η σειρά αυτή είναι κατάλληλη για πειράµατα διαµόλυνσης µε υψηλά ποσοστά επιτυχίας, ειδικά στην περίπτωση 

πλασµιδίων που φέρουν την αρχή αντιγραφής του SV40. Tα κύτταρα αναπτύσσονται σχηµατίζοντας µονοστιβάδες σε 

θρεπτικό µέσο DMEM 90%, fetal bovine serum 10%, γενταµυκίνη 50µg/ml, στους 37οC και σε ατµόσφαιρα 5% CO2 

(ΑΤCC, CRL 1651). 

 Caco-2: Είναι ανθρώπινη υπερτετραπλοειδής κυτταρική σειρά που προέρχεται από αδενοκαρκίνωµα άρρενος 

ατόµου της Καυκάσιας φυλής. Αναπτύσσεται σε µονοστιβάδες, µε µορφολογικά χαρακτηριστικά επιθηλιακών  κυττάρων, 

σε θρεπτικό µέσο DMEM 80%, fetal bovine serum 20%, γενταµυκίνη 50µg/ml στους 37οC και σε ατµόσφαιρα 5% CO2  

(ΑΤCC, HTB 37). 

 
 

4. Θρεπτικά µέσα 
 Για την ανάπτυξη των διαφόρων στελεχών βακτηρίων, των βακτηριοφάγων, των κυττάρων σακχαροµύκητα 

καθώς και των κυττάρων θηλαστικών, χρησιµοποιήθηκαν κατάλληλα θρεπτικά µέσα, των οποίων η σύσταση 

περιγράφεται παρακάτω. 

 

  α. Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης βακτηρίων 

 Για την ανάπτυξη διαφορετικών στελεχών E.coli χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω θρεπτικά µέσα: 

 

Για την ανάπτυξη των στελεχών E.coli  DH5a και BL21-Codon Plus-DE3-RIL 

Θρεπτικό µέσο LB: 1% NaCl, 1% Bacto-Tryptone, 0.5% Yeast extract, pH 7.0. Για στερεό θρεπτικό µέσο 

προστίθεται άγαρ τελικής συγκέντρωσης 1.5% [Sambrook et al, 1989]. 

Θρεπτικό µέσο ΤΥΜ: 0.6% NaCl, 0.25% ΜgSO4, 2% Bacto-Tryptone, 0.5% Yeast extract, pH 7.0. Λόγω της 

µικρής συγκέντρωσης αλάτων, αυτό το θρεπτικό µέσο χρησιµοποιείται για την παρασκευή δεκτικών κυττάρων 

στα πειράµατα µετασχηµατισµού µε τη µέθοδο της ηλεκτρικής εκκένωσης [Sambrook et al, 1989]. 

 

Eλάχιστο θρεπτικό µέσο Μ9 µε Leu, His, Ura, Ade (για την ανάπτυξη στελεχών KC8) 

Σε αποστειρωµένο διάλυµα 2% άγαρ προστίθεται διάλυµα 20% γλυκόζης (αποστειρωµένο µε φίλτρο 

διαµέτρου πόρων 0.2µm) µέχρι τελικής συγκέντρωσης γλυκόζης 0.4%. Στη συνέχεια, προστίθεται διάλυµα 

φωσφορικών (0.6% κβ Na2HPO4, 0.05% κβ ΚΗ2ΡΟ4, 0.1% κβ ΝΗ4Cl), 1mM MgSO4, 0.1mM CaCl2, Leu, His, 

Ura, Ade και αµπικιλλίνη 100µg/ml [Sambrook et al, 1989]. 

Θρεπτικό µέσο ανάπτυξης βακτηρίων για µόλυνση από λ βακτηριοφάγο (E.coli K802)  

Είναι το θρεπτικό µέσο LB, το οποίο περιέχει επιπλέον 0.2% µαλτόζη και 10mM MgSO4. 
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 β. Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης βακτηριοφάγων  

NZYM επιφάνειας: 0.5% NaCl, 0.25% MgSO4.7H2O, 0.5% yeast extract, 1% NZamine (casein 

hydrolysate), 0.7% άγαρ, pH 7.0-7.5, χρησιµοποιείται προθερµασµένο στους 45οC, ώστε να 

βρίσκεται σε ρευστή κατάσταση [Sambrook et al, 1989].  

NZYΜ βάσης: 0.5% NaCl, 0.2% MgSO4.7H2O, 0.5% yeast extract, 1% NZamine, 1.5% άγαρ, pH 

7.0-7.5.  

  

 γ. Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης κυττάρων σακχαροµύκητα*  

Η σύσταση των θρεπτικών µέσων που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάπτυξη κυττάρων σακχαροµύκητα 

περιγράφεται στα σχετικά εργαστηριακά εγχειρίδια [Αusubel et al, 2000 / Guthrie & Fink, 1991].  

Συνθετικό θρεπτικό µέσο SC: Yeast nitrogen base (χωρίς αµινοξέα) 0.67%, γλυκόζη 2%, µίγµα αµινοξέων 

0.2% (2gr από όλα τα αµινοξέα  εκτός : Leu, Trp, His). Άγαρ (για στερεό θρεπτικό µέσο) 2%. 

Στερεό θρεπτικό µέσο SC µε Xgal: Στο στερεό θρεπτικό µέσο SC προστίθεται µετά την αποστείρωση σε 

κλίβανο, διάλυµα φωσφορικού καλίου τελικής συγκέντρωσης 70mM (43.05mM K2HPO4 και 26.95mΜ KH2PO4) 

και Χ-gal 20µg / ml. 

Πλούσιο θρεπτικό µέσο ΥΕΡ: Yeast extract 1%, γλυκόζη 2%, bactopeptone 2%, άγαρ (για στερεό θρεπτικό 

µέσο) 2%. 

* Συγκεντρώσεις αµινοξέων και νουκλεοτιδίων στα θρεπτικά µέσα ανάπτυξης σακχαροµύκητα και βακτηρίων Ε.coli  KC8:  Αδενίνη (Αde) 
0.25 mM, Oυρακίλη (Ura) 0.20 mM, Iστιδίνη (His) 0.33 mM, Tρυπτοφάνη (Trp) 0.55 mM, Λευκίνη (Leu) 1.80 mM. 

 

 δ. Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης κυτταρικών σειρών θηλαστικών 

Για την ανάπτυξη των κυτταρικών σειρών θηλαστικών χρησιµοποιούνταν το θρεπτικό µέσο DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium: 4 mM L-glutamine, 0.45% glucose, 0.15% sodium bicarconate) σε συγκέντρωση 80 

ή 90% και ορός FCS (Fetal Calf Serum), CS (Calf Serum) ή FBS (Fetal Bovine Serum) της εταιρίας Gibco σε 

συγκέντρωση 20 ή 10%, ανάλογα µε τον τύπο των κυττάρων που αναπτύσσονταν. Για την παρεµπόδιση 

βακτηριακών µολύνσεων προσθέτονταν στο θρεπτικό µέσο γενταµυκίνη συγκέντρωσης 50µg/ml. Tα κύτταρα 

αναπτύσσονταν στους 37οC, σε ατµόσφαιρα 5% CO2.    

 
 

5. Πλασµιδιακοί φορείς 
Χρησιµοποιήθηκαν οι εξής πλασµιδιακοί φορείς: 

pcDNA3.1(+), (Invitrogen Cat. no. V79020). Πρόκειται για πλασµιδιακό φορέα που παρέχει τη δυνατότητα υψηλών 

επιπέδων έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών, µέσω του υποκινητή CMV (Cytomegalovirus), καθώς και in vitro 

µεταγραφής και µετάφρασης των ενθεµάτων από RNA πολυµεράση που αναγνωρίζει τον υποκινητή Τ7 (Εικ.19). 

pCDNA3.1mycHis(A,B,C) και pCDNA3.1His(A,B,C), Ιnvitrogen (Cat.no. V80020, V38520). Oι φορείς αυτοί φέρουν 

όλα τα χαρακτηριστικά του pcDNA3.1 και επιπλέον παρέχουν τη δυνατότητα παραγωγής ανασυνδυασµένων πεπτιδίων 

που φέρουν τους επίτοπους myc και His6 ή 6xHis και Χpress, αντίστοιχα, ώστε να επιτρέπεται η ανοσοανίχνευση (για 

τους επίτοπους myc, His6 και Χpress) ή ο βιοχηµικός καθαρισµός (για τον επίτοπο 6xHis) της παραγόµενης πρωτεΐνης 

(Εικ.19). 
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Εικ.19 Γραφική αναπαράσταση των πλασµιδίων pCDNA3.1, pcDNA3.1mycHis(A,B,C) και pCDNA3.1His(A,B,C). Οι φορείς 
φέρουν υποκινητή CMV για υψηλά επίπεδα έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών, υποκινητή Τ7 για in vitro µεταγραφή/µετάφραση, 
πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης των ενθεµάτων (MCS) και ανθεκτικότητα σε νεοµυκίνη και αµπικιλλίνη για επιλογή των µόνιµα 
διαµολυσµένων ευκαρυωτικών κυττάρων και των µετασχηµατισµένων βακτηριακών αποικιών, αντίστοιχα. Τα πλασµίδια 
pcDNA3.1mycHis και pCDNA3.1His φέρουν επιπλέον και τους επιτόπους myc και Ηis6 ή 6xHis και Xpress, αντίστοιχα. Kαι οι δύο φορείς 
παρέχονται σε τρία αναγνωστικά πλαίσια (Α, Β, C), για την κλωνοποίηση οποιουδήποτε ενθέµατος.  

         
pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech, Cat.no. 6084-1). Πρόκειται για φορέα που παρέχει τη δυνατότητα υψηλών 

επιπέδων έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών µέσω του υποκινητή CMV καθώς και σήµανσης του αµινοτελικού άκρου των 

παραγόµενων πεπτιδίων µε ενισχυµένη µορφή της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (ΕGFP), η οποία εµφανίζει µέγιστο 

απορρόφησης στα 488nm και εκποµπής στα 507nm (Eικ.20).                            

 
Εικ.20 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pEGFP-C1. O φορέας περιλαµβάνει ισχυρό υποκινητή (PCMV), 
πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης των ενθεµάτων (MCS), καθώς και γονίδια ανθεκτικότητας σε καναµυκίνη και νεοµυκίνη (Kanr / Neor) για 
την επιλογή των µόνιµα διαµολυσµένων κυττάρων θηλαστικών και των µετασχηµατισµένων βακτηρίων, αντίστοιχα. 

pGBT9 (BD Biosciences Clontech, Cat.no. K1605-A). Πρόκειται για φορέα χαµηλών επιπέδων έκφρασης σε κύτταρα 

σακχαροµύκητα. Από την κλωνοποίηση ενθεµάτων σ’αυτόν τον φορέα προκύπτουν υβριδικές πρωτεΐνες, οι οποίες 

περιέχουν στο αµινοτελικό τους άκρο την υποµονάδα πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4 (GAL4-

BD, 147 αµινοξέα). Η υβριδική πρωτεΐνη εκφράζεται σε κύτταρα σακχαροµύκητα από τον συστατικό υποκινητή ADH1 και 

pCDNA3.1mycHis(A,B,C)  

(5.5 Kb) 

pCDNA3.1His(A,B,C)  

(5.5 Kb) 

pCDNA3.1  

(5.4 Kb) 

MCSΜCS 
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κατευθύνεται στον πυρήνα των κυττάρων από σήµατα πυρηνικού εντοπισµού που βρίσκονται στην αµινοξική αλληλουχία 

της GAL4-BD. Το πλασµίδιο pGBT9 έχει ικανότητα αυτόνοµου διπλασιασµού τόσο σε κύτταρα S. cerevisiae (αρχή 

αντιγραφής 2µ), όσο και σε E. coli (αρχή αντιγραφής Col E1). Φέρει το γονίδιο Αmpr για ανθεκτικότητα σε αµπικιλλίνη και 

επιλογή των µετασχηµατισµένων βακτηρίων και το γονίδιο βιοσύνθεσης της τρυπτοφάνης ΤRP1, για την επιλογή του σε 

µεταλλαγµένα στελέχη σακχαροµύκητα που αναπτύσσονται σε επιλεκτικό συνθετικό µέσο, απουσία τρυπτοφάνης (Εικ. 

21)         

                                                           
Εικ.21 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pGBT9, o οποίος φέρει πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης των 
ενθεµάτων (ΜCS), στο αναγνωστικό πλαίσιο της υποµονάδας GAL4-BD. H έκφραση του υβριδικού πεπτιδίου στα κύτταρα S. cerevisiae 
πραγµατοποιείται µέσω του υποκινητή PADH1, ενώ η επιλογή του πλασµιδίου στα ανασυνδυασµένα κύτταρα σακχαροµύκητα ή E.coli 
γίνεται µέσω των γονιδίων TRP1 και Αmpr, αντίστοιχα. 
 

pBluescript II KS(+) (Stratagene). Ο φορέας αυτός χαρακτηρίζεται από τη µεγάλη ποικιλία θέσεων αναγνώρισης 

περιοριστικών ενζύµων για την κλωνοποίηση των ενθεµάτων και την παρουσία των υποκινητών/εκκινητών Τ3 και Τ7 

εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίησης (Εικ. 22). Γι’αυτό,  χρησιµοποιείται ευρέως για την κλωνοποίηση µορίων DNA µε 

σκοπό είτε την ανάλυση του προτύπου τεµαχισµού τους από περιοριστικές ενδονουκλεάσες, είτε τον προσδιορισµό της 

νουκλεοτιδικής τους σύστασης µε εκκινητές T3 και Τ7,  είτε την in vitro µεταγραφή τους από RNA πολυµεράσες που 

αναγνωρίζουν αυτούς τους υποκινητές. Επιπλέον, η θέση κλωνοποίησης βρίσκεται στην κωδική περιοχή του γονιδίου 

LacZ, µε αποτέλεσµα να επιτρέπεται η επιλογή των ανασυνδυασµένων βακτηριακών αποικιών ανιχνεύοντας τη β-

γαλακτοσιδάση (παρουσία Χ-gal) στις µη ανασυνδυασµένες αποικίες (µπλε χρώση). 
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Εικ.22 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pBluescript II KS(+). Ο φορέας φέρει πολλαπλές θέσεις 
κλωνοποίησης των ενθεµάτων (MCS) στην κωδική περιοχή του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης (LacZ), υποκινητές/εκκινητές Τ3 και Τ7, 
θέσεις έναρξης της αντιγραφής (f1 και PUC), υποκινητή του γονιδίου LacZ  και γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη (ampR), ως 
δείκτη επιλογής. 
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pGEX-3x (Amersham Biosciences Cat.no. 27-4803-01). Πρόκειται για φορέα που παρέχει τη δυνατότητα επαγόµενης 

έκφρασης πεπτιδίων σε βακτήρια και σύντηξης στο αµινοτελικό τους άκρο µε τη θειοτρανσφεράση της γλουταθειόνης 

(GST, 26ΚD), για τον βιοχηµικό καθαρισµό τους από χρωµατογραφία συγγένειας µε γλουταθειόνη. To παραγόµενο 

πεπτίδιο µπορεί στη συνέχεια να αποκοπεί από την GST µε επίδραση του παράγοντα Χa. H έκφραση των υβριδικών 

πεπτιδίων ελέγχεται από τον υποκινητή tac, ο οποίος σε συνθήκες µη επαγωγής καταστέλλεται από τον καταστολέα lacIq. 

H επαγωγή πραγµατοποιείται µε προσθήκη 0.1-1mM IPTG (χηµικό ανάλογο της γαλακτόζης), το οποίο προσδένεται στον 

καταστολέα και προκαλεί αλλοστερικά την αποσύνδεσή του από τον υποκινητή tac. Ο ίδιος ο φορέας φέρει και το γονίδιο 

που κωδικοποιεί τον καταστολέα, ώστε η επαγωγή να είναι δυνατή σε µεγάλη ποικιλία στελεχών E.coli. (Eικ.23). 

 

pGEX-3X
4.9 kb

AmpR

GST

lac Iq

 
Εικ.23 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pGEX-3x, o οποίος φέρει πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης των 
ενθεµάτων (MCS) στο 3’ άκρο του αναγνωστικού πλαισίου της πρωτεΐνης GST, για την έκφραση υβριδικών µορίων υπό τον έλεγχο του 
υποκινητή tac. Eπιπλέον, φέρει θέση αναγνώρισης του παράγοντα Xa, το γονίδιο που κωδικοποιεί τον καταστολέα (lacIq), θέση έναρξης 
της αντιγραφής (pBR322 ori) για τον αυτόνοµο διπλασιασµό του σε βακτήρια, καθώς και γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη 
(ΑmpR), ως δείκτη επιλογής.  
 

pGEM-T Εasy (Promega, Cat.no. A3600). Πρόκειται για φορέα ο οποίος χρησιµοποιείται ευρέως στην κλωνοποίηση και 

ανάλυση προϊόντων της αντίδρασης PCR. Κύριο χαρακτηριστικό του είναι ότι φέρει προεξέχοντα νουκλεοτίδια θυµιδίνης 

στα 3’ άκρα του. Kατά την κλωνοποίηση, αυτά υβριδοποιούνται µε τα προεξέχοντα νουκλεοτίδια αδενίνης που 

προστίθενται από πολλές θερµοανθεκτικές πολυµεράσες DNA στα 3’ άκρα των προϊόντων PCR. Επιπλέον, χαρακτηρίζεται 

από τη µεγάλη ποικιλία θέσεων αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων και την παρουσία των υποκινητών/εκκινητών Τ7 και 

SP6 εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίησης, η οποία βρίσκεται στην κωδική περιοχή του ενζύµου της β-γαλακτοσιδάσης, 

ώστε να επιτρέπεται η χρωµατική επιλογή των ανασυνδυασµένων βακτηριακών αποικιών (Eικ. 24). Για την κλωνοποίηση 

ενθεµάτων σ’αυτόν τον φορέα χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα της κατασκευάστριας εταιρίας (pGEM-T Vector System), 

σύµφωνα µε τις οδηγίες που αναφέρονται σε ειδικό εγχειρίδιο (Promega, Technical Manual No.042). 
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Ampr

 
 

Εικ.24 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pGEM-T Easy. Στην κωδική περιοχή του γονιδίου LacZ έχει γίνει η 
ένθεση προεξέχοντων νουκλεοτιδίων θυµιδίνης (Τ) στα 3’ άκρα. Εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίησης υπάρχουν πολλαπλές θέσεις 
αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων καθώς και οι υποκινητές/εκκινητές Τ7 και SP6. Το πλασµίδιο έχει δυνατότητα ανεξάρτητου 
διπλασιασµού και υψηλού αριθµού αντιγράφων (f1 ori) στα κύτταρα E.coli, στα oποία προσφέρει ανθεκτικότητα στην αµπικιλλίνη 
(Ampr).    
 

6. Βιβλιοθήκες 
  α. Γονιδιωµατική βιβλιοθήκη κλώνων PAC ανθρώπου  

  H βιβλιοθήκη κλώνων PAC (P1 bacteriophage Artificial Chromosomes) που χρησιµοποιήθηκε για την 

κατασκευή του φυσικού χάρτη του χρωµοσώµατος 10 ήταν η RPCI-1 (Roswell Park Cancer Institute–1), η προµήθεια της 

οποίας έγινε από το HGMPRC (Human Genome Mapping Project Resource Center, UK). H βιβλιοθήκη κατασκευάστηκε 

από γονιδιωµατικό DNA που αποµονώθηκε από κυτταρική σειρά ανθρώπινων ινοβλαστών (HSF7), τεµαχίστηκε µερικώς 

µε την περιοριστική ενδονουκλεάση MboI και κλωνοποιήθηκε στη συµβατή θέση BamHI του φορέα pCYPAC2N (Eικ.25) 

[Ioannou & de Jong, 1996]. Για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης µε ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές, χρησιµοποιήθηκε η 

διατεταγµένη (gridded) µορφή της σε 7 νάυλον φίλτρα διαστάσεων 22x22cm, που περιέχουν συνολικά 12.000 κλώνους 

µε µέσο µέγεθος ενθέµατος 110Κb, υπερκαλύπτοντας κατά 4 περίπου φορές το ανθρώπινο γονιδίωµα. Σύµφωνα µε 

πειράµατα ελέγχου που πραγµατοποιήθηκαν από τους κατασκευαστές, η βιβλιοθήκη δεν εµφανίζει φαινόµενα αστάθειας 

ή χιµαιρισµό των ενθεµάτων της. 

 
 

Eικ.25 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pCYPA2N. Tα ενθέµατα της βιβλιοθήκης RPCI-1 έχουν κλωνοποιηθεί 
στις θέσεις NotI, αντικαθιστώντας το τµήµα ‘PUC link’. O φορέας ανθεκτικότητα σε καναµυκίνη (ΚanR).  
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  β. Γονιδιωµατική βιβλιοθήκη κλώνων BAC ανθρώπου 

  H βιβλιοθήκη κλώνων BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) που χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή του 

φυσικού χάρτη του χρωµοσώµατος 10 ήταν η RPCI-11 (Roswell Park Cancer Institute–11), η οποία ήταν διαθέσιµη από 

το Sanger Center. H βιβλιοθήκη κατασκευάστηκε από γονιδιωµατικό DNA που αποµονώθηκε από τα λευκά αιµοσφαίρια 

ανδρός και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pBACe3.6 [Osoegawa et al, 2001]. Για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης µε 

ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές, χρησιµοποιήθηκε η διατεταγµένη (gridded) µορφή της σε 36 νάυλον φίλτρα διαστάσεων 

8x12cm, που περιέχουν συνολικά 220.000 κλώνους µε µέσο µέγεθος ενθέµατος 180Κb, υπερκαλύπτοντας κατά 30 

περίπου φορές το ανθρώπινο γονιδίωµα. Σύµφωνα µε πειράµατα ελέγχου, η συγκεκριµένη βιβλιοθήκη χαρακτηρίζεται 

από µεγάλη σταθερότητα των ενθεµάτων της, εµφανίζοντας µικρές αναδιατάξεις µόνο στο 11% των κλώνων της, ενώ 

δεν ανιχνεύονται σε αυτήν χιµαιρικοί κλώνοι. 

 

  γ. Γονιδιωµατική βιβλιοθήκη ποντικού (Stratagene 946305, προσφορά από  Γ.Μαυροθαλασσίτη)  

  Πρόκειται για βιβλιοθήκη του γονιδιώµατος του ποντικού σε βακτηριοφάγο Lambda FIXII (Eικ.26), η οποία 

έχει κατασκευαστεί από γονιδιωµατικό DNA ποντικού στελέχους 129SV, ηλικίας 4-8 εβδοµάδων και φύλου θηλυκού. Το 

στέλεχος 129SV χρησιµοποιείται ευρέως για την ανάπτυξη ποντικών µε απενεργοποιηµένα ενδογενή γονίδια (knock-out) 

µε τη µέθοδο του οµόλογου ανασυνδυασµού. Το DNA τεµαχίστηκε µερικώς µε τα ένζυµα ΒamHI, MboI, BglII ή Sau3A 

και κλωνοποιήθηκε στη θέση XhoI του φάγου, µετά από κατάλληλες τροποποιήσεις των άκρων. Η βιβλιοθήκη περιέχει 

κλώνους µε ενθέµατα µεγέθους 9-23Κb. Οι βακτηριοφάγοι Lambda FIXII αναπτύσσονταν µολύνοντας κύτταρα E.coli του 

στελέχους K802. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικ.26 Γραφική αναπαράσταση του φάγου λFIXII, στον οποίο κλωνοποιήθηκαν τα θραύσµατα γονιδιωµατικού DNA ποντικού για 
την κατασκευή της βιβλιοθήκης που χρησιµοποιήθηκε. Τα ενθέµατα (µεγέθους 9-23Κb) είχαν κλωνοποιηθεί ανάµεσα στους δύο 
βραχίονες του φάγου, στη θέση αναγνώρισης του ενζύµου XhoI, αφού προηγουµένως είχε αφαιρεθεί το κεντρικό τµήµα.   
 
 
 δ. cDNA βιβλιοθήκη εµβρύου ποντικού (προσφορά από Γ. Χαλεπάκη και P. Gruss)  

  Πρόκειται για κλώνους µορίων cDNA εµβρύου ποντικού E9.5 στον πλασµιδιακό φορέα pVP16 (Eικ.27). Η 

βιβλιοθήκη είχε κατασκευαστεί µε σύνθεση των µορίων cDNA από τυχαίους εκκινητές, σύνδεση των προϊόντων µε 

συνδέτες-ΝotI (Eικ.28), επιλογή των µορίων µεγέθους 350-700 νουκλεοτιδίων, πολλαπλασιασµό µε PCR, πέψη µε NotI 

και κλωνοποίηση στη θέση NotI του pVP16. Η βιβλιοθήκη περιέχει περίπου 5x106 διαφορετικούς κλώνους cDNA 

[Ηοllenberg et al, 1995].  

 Ο pVP16 είναι φορέας έκφρασης σε κύτταρα σακχαροµύκητα και τα ενθέµατα cDNA, που κλωνοποιούνται  στο 

αναγνωστικό πλαίσιο της υποµονάδας ενεργοποίησης της µεταγραφής του παράγοντα VP16 (VP16-AD), εκφράζονται ως 

υβριδικά µόρια σε σύντηξη µε αυτήν την υποµονάδα και κατευθύνονται στον πυρήνα των κυττάρων σακχαροµύκητα από 

σήµατα πυρηνικού εντοπισµού που βρίσκονται σε αυτήν. Τo πλασµίδιo pVP16 φέρει θέσεις έναρξης της αντιγραφής για 

τον αυτόνοµο διπλασιασµό του τόσο σε κύτταρα E.coli (f1, ColE1), όσο και σε S. cerevisiae (2µ). Eπιπλέον, φέρει το γο-

νίδιο LEU2, για την επιλογή του λόγω βιοσύνθεσης της λευκίνης στα LEU2- στελέχη σακχαροµύκητα που αναπτύσσονται 

Aριστερός βραχίονας 
(20Κb) 

∆εξιός 
βραχίονας 

(9Κb) 

Κεντρικό τµήµα 
(14Κb) 

Sa
l I

 
X

ho
 I

 
Ec

oR
 I

 
X

ba
 I

 

X
ba

 I
 

Sa
c 

I 
N

ot
 I

 
Sa

c 
I 

* *

T7
 

X
ba

 I
 

Ec
oR

 I
 

X
ho

 I
 

Sa
l I

 
T3

 
Sa

c 
I 

N
ot

 I
 

Sa
c 

I 
X

ba
 I

 



Υλικά και Μέθοδοι 

 55

απουσία λευκίνης, και το γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη (AmpR) για την επιλογή των µετασχηµατισµένων µε 

pVP16 βακτηρίων (Eικ.27). Tέλος, για την αλληλούχηση των ενθεµάτων της βιβλιοθήκης φέρει τους εκκινητές pVP16-F 

(5’-GAGTTTGAGCAGATGTTTACC-3’) και pVP16-R (5’-TGACCGGCAGCAAAATGTTG-3’), εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίη-

σης (NotI) (Eικ.28). 

 

LEU2
Υποκινητής SP6

Υποκινητής ADH

PacI 0.66

VP16 AD

ADH Term

2µ

ΑmpR

ColE1 ori

f1 ori

NarI 0.11

HindIII, XhoI 1.46

Polylinker 1.79 (BamHI, 
KpnI,
NotI,
EcoRI)

NsI 2.69

SnaBI 3.04

AatI 3.81

AlwNI 5.21

DraIII 6.01

PvuII 6.30

BstEII 6.93

XcmI 7.45

pVP16
8.10 Kb

LEU2
Υποκινητής SP6

Υποκινητής ADH
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ColE1 ori
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NarI 0.11

HindIII, XhoI 1.46

Polylinker 1.79 (BamHI, 
KpnI,
NotI,
EcoRI)

NsI 2.69

SnaBI 3.04

AatI 3.81

AlwNI 5.21

DraIII 6.01

PvuII 6.30

BstEII 6.93

XcmI 7.45

pVP16
8.10 Kb

 
 

Eικ.27 Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα pVP16, στον οποίο είχαν κλωνοποιηθεί τα cDNAs της βιβλιοθήκης 
εµβρύου ποντικού Ε9.5. Ο φορέας φέρει πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης (polylinker) στο 3’ άκρο του αναγνωστικού πλαισίου της 
υποµονάδας ενεργοποίησης της µεταγραφής του VP16 (VP16AD), υποκινητές ADH και SP6, θέσεις έναρξης της αντιγραφής (f1, ColE1, 
2µ), γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλλίνη (AmpR) και το γονίδιο για τη βιοσύνθεση της λευκίνης (LEU2).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Εικ.28 Κλωνοποίηση ενθεµάτων βιβλιοθήκης στον pVP16. (α) Οι συνδέτες-NotI (ΝotI linkers), µε τους οποίους συνδέθηκαν τα 
cDNAs για την κλωνοποίησή τους στη θέση NotI του pVP16. (β) Νουκλεοτιδική αλληλουχία των κλώνων της βιβλιοθήκης στη θέση 
κλωνοποίησης NotI. Φαίνονται τα κωδικόνια του γονιδίου VP16-AD και η κατεύθυνση των εκκινητών pVP16-F και pVP16-R, που 
χρησιµοποιήθηκαν για την αλληλούχηση των ενθεµάτων.  (Με έντονους χαρακτήρες παρουσιάζεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
ενθέµατος.) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NotI

 
5’…GGG TAC CGA GCT CAA TTG CGG CCG CTC A……ένθεµα…TGAGCGGCCGCTAGATAGAAGCTAGCT… 3’ 
3’…CCC ATG GCT CGA GTT AAC GCC GGC GAG T………………………ACTCGCCGGCGATCTATCTTCGATCGA… 5’ 
  …Gly-Tyr-Arg-Ala-Gln-Leu-Arg-Pro-Leu 

5’  ATCCT CTTAG ACTGC GGCCG CTCA   3’
3’     GA GAATC TGACG CCGGC GAGT   5’ 

(α) 

NotI NotI pVP16-F 

pVP16-R

(β) 
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7. O κλώνος cDNA του γονιδίου Neurl του ποντικού 
To cDNA ολικού µήκους του γονιδίου Neurl του ποντικού [Pavlopoulos et al, 2002], χρησιµοποιήθηκε για την 

παρασκευή των ανιχνευτών στα πειράµατα ανάλυσης της γονιδιωµατικής οργάνωσης του Neurl, καθώς και για την κλω-

νοποίηση της κωδικής περιοχής του γονιδίου σε πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης. Το µόριο cDNA του Neurl  είχε αποµο-

νωθεί από φαγική  βιβλιοθήκη (λΕxCell EcoRI CIP), της οποίας οι κλώνοι έφεραν ενθέµατα µε ‘συνδέτες’ (linkers) EcoRI-

NotI. Στη συνέχεια, κλωνοποιήθηκε στους πλασµιδιακούς φορείς pBluescript, pRSETC  και pEGFP (Η. Παυλόπουλος, διδα-

κτορική διατριβή 2002, Παν/µιο Κρήτης) ως εξής:  

 

α) Νeurl (2433)/pBluescript : To cDNA αποκόπηκε από τον φάγο µε ενζυµατικό τεµαχισµό στις θέσεις EcoRI των 

συνδετών και συγκολλήθηκε µε τον γραµµοποιηµένο φορέα pBluescript/EcoRI. Το ένθεµα του πλασµιδίου περιέχει 1713 

από τα 1725 νουκλεοτίδια κωδικής αλληλουχίας του γονιδίου γιατί φέρει στο 5’ άκρο του έλλειµα των 12 αρχικών 

νουκλεοτιδίων (4 κωδικόνια) του Neurl, τα οποία προσδιορίστηκαν σε ένα προϊόν RT-PCR της περιοχής [Pavlopoulos et 

al, 2002]. Η συνολική αλληλουχία (2445bp) του cDNA είναι διαθέσιµη στη βάση δεδοµένων Genbank (Εικ. 29) µε αριθµό 

καταχώρησης Υ15160. 

 

β) Νeurl (5-574)/pRSETC : Το cDNA αποκόπηκε (µε EcoRI) από τον pBluescript, τα προεξέχοντα άκρα του µετατράπηκαν 

σε τυφλά µε Klenow και συγκολλήθηκε µε το πλασµίδιο pRSETC (φορέας βακτηριακής έκφρασης που φέρει θέση έναρξης 

της µετάφρασης, Invitrogen-V35120), το οποίο είχε υποστεί γραµµοποίηση (µε HindIII) και κατασκευή τυφλών άκρων µε 

Klenow. Η κατασκευή αυτή κωδικοποιεί στα βακτήρια τα αµινοξέα 5-574 της πρωτεΐνης Neurl.  

 

γ) Neurl(5-574)/pEGFPC1 :  Το cDNA αποκόπηκε (µε EcoRI και KpnI) από τον pBluescript και συνδέθηκε στις ίδιες θέσεις 

του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης pEGFPC1, στο καρβοξυτελικό άκρο της φθορίζουσας πρωτεΐνης EGFP. H κατασκευή 

που προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-574). 

 

δ) Neurl(5-537)/pEGFPΝ3 : Το cDNA αποκόπηκε (µε BglII και MscI) από τον pRSETC και συνδέθηκε στις θέσεις BglII και 

SmaI του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης pEGFPN3, στο αµινοτελικό άκρο της φθορίζουσας πρωτεΐνης EGFP. H 

κατασκευή που προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-537). 

 

ε) Νeurl(5-269)/pEGFPΝ2 : Το cDNA αποκόπηκε (µε XhoI και NaeI) από τον pRSETC και συνδέθηκε στις θέσεις XhoI και 

SmaI του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης pEGFPN2, στο αµινοτελικό άκρο της φθορίζουσας πρωτεΐνης EGFP. H 

κατασκευή που προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-269). 

 

στ) Νeurl(227-574)/pEGFPC1 : Το cDNA αποκόπηκε (µε ΝotI και KpnI) από τον pBluescript και συνδέθηκε στις ίδιες 

θέσεις του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης pEGFPC1, στο καρβοξυτελικό άκρο της φθορίζουσας πρωτεΐνης EGFP. H 

κατασκευή που προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(227-574). 

 

 Από τη σύγκριση της αλληλουχίας του Νeurl cDNA (Genbank, Y15160) µε τη διαθέσιµη αλληλουχία του 

γονιδιώµατος του ποντικού, προκύπτει ότι ο κλώνος αυτός περιέχει την κωδική αλληλουχία του γονιδίου Neurl (1725bp), 

όπως φαίνεται από την ταυτότητα της αλληλουχίας 1-1749bp του cDNA µε ατελώς ή και πλήρως χαρακτηρισµένες 

περιοχές του χρωµοσώµατος 19 του ποντικού. Όµως, για το τµήµα του cDNA από το νουκλεοτίδιο 1750 µέχρι το 2445, 

δεν υπάρχει οµολογία µε το χρωµόσωµα 19, αλλά µε το χρωµόσωµα 2 του ποντικού. Αυτό σηµαίνει ότι το cDNA Y15160 

είναι χιµαιρικό στο 3’ άκρο του, περιέχοντας τα αρχικά 24bp της 3’ µη µεταφραζόµενης περιοχής του Neurl. 
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Eικ.29 Η καταχώρηση του cDNA του Neurl στη βάση δεδοµένων Genbank (απόσπασµα) 

 
  

8. Ολιγονουκλεοτίδια 
 Τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν σε αντιδράσεις PCR για την επιλογή και ανάλυση των 

κλώνων ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA (PAC, BAC), στα πλαίσια της φυσικής χαρτογράφησης του ανθρώπινου 

χρωµοσώµατος 10, παρουσιάζονται στους Πίνακες 5 και 6. Επιπλέον, συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια χρησιµοποιήθηκαν σε 

αντιδράσεις PCR ή προσδιορισµού νουκλεοτιδικής σύστασης µορίων DNA για την ανάλυση της οργάνωσης εξονίων και 

ιντρονίων του γονιδίου Neurl του ποντικού (Πίνακας 7). Τέλος, σχεδιάστηκαν κατάλληλοι εκκινητές PCR, οι οποίοι έφεραν 

στο 5’ άκρο τους θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων για την κλωνοποίηση ολόκληρου ή µέρους του cDNA του 

Neurl και άλλων γονιδίων σε διάφορους πλασµιδιακούς φορείς (Πίνακες 8, 9). Η σύνθεση των ολιγονουκλεοτιδίων έγινε 

από την εταιρία MWG-Βiotech, εκτός από τα ολιγονουκλεοτίδια του Πίνακα 5, που παραχωρήθηκαν από το Sanger Center 

(Hinxton, UK).  

LOCUS       MMNEURALI               2445 bp    mRNA    linear   ROD 07-JAN-2000 
DEFINITION  Mus musculus mRNA homologous to protein encoded by Drosophila 
            neuralized gene. 
ACCESSION   Y15160 
  ORGANISM  Mus musculus 
  AUTHORS   Pavlopoulos,E., Prinos,P., Kilpatrick,M., Tsipouras,P. and   
            Moschonas,N.K. 
            Submitted (17-OCT-1997) N.K. Moschonas, Dept of Biology, University 
            of Crete and IMBB-FORTH, P.O.Box 1527, Heraklion 711 10, Crete, 
            GREECE 
  REMARK    Revised by author 23-MAR-1998 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..2445 
                     /organism="Mus musculus" 
                     /tissue_type="brain" 
                     /clone_lib="E14.5" 
                     /dev_stage="embryonic" 
     CDS             1..1725 
                     /codon_start=1 
        1 atgggtaata acttctccag tgtctcctct ctgcagcgag gaaacccgag ccgcgcgtcg 
       61 cggggccacc cccagaacct caaagactcc atcgggggct ccttcccggt gccctctcac 
      121 cgatgccatc acaagcagaa gcattgcccg cctacgctgt caggtggggg gctcccggcc 
      181 acgccgctgc tcttccaccc ccacactaag ggctcccaga tcctcatgga cctcagccac 
      241 aaggccgtca agaggcaggc cagcttctgc aatgccatca ccttcagtaa ccgcccggtg 
      301 ctcatctacg agcaagtcag gctgaagatc accaagaagc aatgctgctg gagcggggcc 
      361 ctgcgacttg gcttcaccag caaggaccct tcccgcatcc accccgactc gctgcccaag 
      421 tacgcctgcc ctgacctggt gtctcagagt ggcttctggg ccaaagcatt gcctgaggag 
      481 tttgccaacg agggcaacat cattgccttc tgggtggaca agaagggccg cgtcttctac 
      541 cggatcaatg agtcagctgc tatgcttttc ttcagtgggg tccggacggc ggaccggctc 
      601 tgggccctgg tggacgtcta cggcctcacg cggggtgtcc agctgctaga cagcgagctg 
      661 gtgctgcccg actgcctgcg gccgcgctcc ttcaccgcgc tgcggcggcc gtcgctgcgg 
      721 tgcgaggcgg atgaggcgcg cctgtcggtg agcctgtgcg acctcaacgt gccgggagcc 
      781 gacggcgacg acggcgcacc gcctgccggc tgcccgatcc cgcagaactc gctcaattct 
      841 cagcacagcc gcgcgctgcc ggcgcagctc gacggcgacc tgcgcttcca cgcgcttcgc 
      901 cgccgcgcgc acgtccgcat cctggacgag cagacggtgg cgcgcgtgga gcacgggcgc 
      961 gacgagcgcg cgctcgtctt caccagccgg ccgttgcgcg tggccgagac catcttcatc 
     1021 aaggtcacgc gctcgggtgg cgcgcggccg ggcgcgctgt cgttcggggt caccacgtgt 
     1081 gaccccggca cgctgcggcc cgcggacctg cccttcagcc ccgaggccct ggtggaccgc 
     1141 aaggagttct gggcggtgtg tcgcgtgccc gggcctctgc acagcggcga catcctgggc 
     1201 ctggtggtca acgcggacgg agagctgcac ctgagtcaca acggcgcggc ggccggcatg 
     1261 cagctgtgcg tggatgcctc gcagcccctc tggatgctct tcagcctgca tggcgccatc 
     1321 acgcaggtcc gcatcctcgg ctccaccatc atgactgaac ggggtggccc atctctcccc 
     1381 tgctcacctg cctccactcc aacctcaccc agtgccctgg gcatccgcct ctctgacccc 
     1441 ctgctcagca cctgcggttc tgggccccta ggtggctctg ctggagggac agcccccaac 
     1501 tcacctgtga gcctgcccga gtcaccggtg accccaggtc tgggccagtg gagtgatgaa 
     1561 tgcaccattt gctatgaaca cgcagtggat acagtcatct acacgtgtgg ccacatgtgc 
     1621 ctgtgctact cctgtggcct gcgcctcaag aaggccctgc acgcctgctg ccccatctgc 
     1681 cgtcgcccca tcaaggacat catcaagacc taccgcagct cctagcccac tgcagagccc 
     1741 cacctgcaca acgtctccct catccacttt gctctgtggt ttgtagcatt gactttcctc 
     1801 ctttgtggta caccctgtcc cccacaatta ccagggagtc tggatagggt cacaagaaac 
     1861 tggcatgagc agactacatg atgccaactc ctcttgctgt atcctgcttg gctgctctgt 
     1921 gtcttggttt cacacacaca cacatacaca cacacactgc ccgaggctgg tcacagcaag 
     1981 catgtatgcc acccttgcac caggcaggaa ctgggtgtgt tacactagtg agccactggt 
     2041 actcagcctt gttggtgagg gggacacaaa acaacgtgtc caggtgacca ggtacccatg 
     2101 ggggccacac gggctgtgcc tgtgaactgg tggtataagg tttgaaggca gttggggtgt 
     2161 cttccaaatc cccttgacca gcagactggc tcatacagcc cacctgactc cctctgtacc 
     2221 ccctactcct ctactccacc cctcccactg ctgctcaaag tctgagggcc ctggattagg 
     2281 tagggtcagg gaaggactgc tgtttgacct aggcctataa ctggaccagc ctgggacttg 
     2341 agaagcagcc actctccacc atgctcactc tgggtgagca ccagcagggg gcgtggcagg 
     2401 tgcaggcagc taagttcaaa attcagaaca acctctagtt gtctg 



Υλικά και Μέθοδοι 

 58

 
 

CATGCCTGTGTGCATACATATG 

GCTTCTGAGTGGGAAACAGG 

TAAATAAATGTGCCCCCCAA 

AGCAAGCAACAAAATCCAGG 

CAACAAATCTTTGTTGCTGAGG 

AAATATTGGAAGGAGTGGCC 

TCAGGTTATACTACCTGACTAAA 

GGAGACCCTCTGAGGAGCTT 

GAAGCTTCTTTACTGGCCTCA 

TCCCGTTGACCTCAGGATAC 

CCAGATGGATGATCATGAAGG 

TGGAATTCCTGACCATGGAT 

TTCCGGTTGATATTCCGGTA 

AGCCATGCTATCTAATATGGCA 

TGAGGGAAGAACTGAGTCATCA 

ATTTGGTATTTTTCACGCACG 

GCTAGCTCCTCCCTGGTTG 

ATTCTCCCAGGGTCACACAG 

GTTTTGTAATCTGTGAGCACCG 

GGAAAATGTTTGCCTGTTGG 

GACACGCTGTGGCTCATCT 

GCGGGCATACCAAGTGTC 

CATTCATTGAGGGCCTGTTT 

TTGGACAATTAGCAACAAGTCA 

ACAGGATGCAAGTTCCAATG 

TAGATACTCCAGGAAGAGTTAA 

TGTGGCTGTCTCCCAATGT 

AATTCCTCACACCTTGCACC 

CACCGTCAACATCAGACACC 

TCCCATGCCACAGAATATGA 

TGGCTTAGTTCCTGTCTGCA 

CAGGCTTTATTTCAACCAGACA 

Εκκινητής 2

130 GGACCTGTGTTACCCAGGG R36999 Stsg 2803 

124 TGTTCCATGAACATGGTACATC AA194926Stsg 31710 

136 GGAGGCATTCATTTCAAGGA AA115498Stsg 31377 

222 GGCATTTTGAAGGCATGG SHGC-35401 Stsg 55850 

290 CGTTGCTTTATTTCAGCTACAAA H10009 Stsg 55704 

140 CTGTGGGTGGAGAGGACATT L21195 Stsg 39120 

125 AATGAAATATGATGTCTGGGGG H64542 Stsg 8438 

112 GAATGAGTGGGCGAGTGACT H57760 Stsg 12880 

164 ATGGGGACTCACTATGTTCCC N67037 Stsg 32004 

133 GTACAGCTGAGGTCTCGATGGTTG N68018 Stsg 35957 

115 TGGAAAAGTTGGAATGTGTGA H04015 Stsg 12559 

137 GTGAGCAAAACATCTCTGTTCG AA149620Stsg 30011 

121 CTGCCAGGATGTTATATTCCC R49668 Stsg 35189 

127 ATACTTGAAAGGTAAAGAAACTG A006A33 Stsg 55807 

175 GTTTATTGCAGGTTGGAGAAGG H60064 Stsg 8384 

191 ATTTAGGATTACCCTTCCCACC R63338 Stsg 15491 

166 TCTTTCAATTGACAGAGATGCC Z39336 Stsg 2551 

214 CATCAGAAGCAACATCTCTTGC R78938 Stsg 15752 

166 AACTTTGTTAAGCAGCTGAGGG H01317 Stsg 3666 

186 GCACCCTGATGACCTCAAAT N63988 Stsg 22113 

170 GAGCAGTTGTTTCGCTACAGG AA143609Stsg 29905 

129 CACAACAAACAGAGCCCCTT N51873 Stsg 21645 

162 TGGTACTGAGTGACTTTGGGC N51865 Stsg 21644 

190 CTTTCACGGCATTTGACAGA Z40249 Stsg 2721 

148 GCCAAGTGATTTTAATGGACC L16782 Stsg 55566 

139 TCAAAGAAACTACATTAGAGAAG A004R39 Stsg 55729 

207 CCTTAGAGTATGCAAGCACGC R97513 Stsg 16023 

154 GGATAATCAAGTTTTTGGCACA AA169811Stsg 30644 

168 CTTGACACAGAGCAACCCAA W95888 Stsg 32258 

131 TCTGACACCTCAACCCATGA H14604 Stsg 41741 

149 TTGTCTAAGTGAGAGATTGCGA D20012 Stsg 26781 

154 TGTTGAAAGGGATTTTTGAAGG D12036 Stsg 41319 

Μέγεθος 
(bp) 

Εκκινητής 1Genbank ID Sanger ID 

Σηµ: Tα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν για τη σύνθεση των ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών στο πείραµα 
διερεύνησης της βιβλιοθήκης ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA RPCI-11. Για κάθε ΕST φαίνεται το όνοµα µε βάση το Sanger 
Center (Sanger ID) και τη βάση δεδοµένων Genbank (Genbank ID), τα ζεύγη των εκκινητών PCR (εκκινητές 1 και 2) και το 
µέγεθος του αναµενόµενου προϊόντος (bp).    

Πίνακας 5. Εκκινητές PCR για ΕSTs του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10 
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Πίνακας 7. Ολιγονουκλεοτίδια του γονιδίου Neurl 
 

Eκκινητής 
 

Αλληλουχία (5’ – 3’) Κατεύθυνση 
(F ή R) 

Θέση στο Neurl cDNA 
(Y15160) 

 Neurl-1 CTTTGAGGTTCTGGGGGTG R 85-67 

Neurl-10 TCTCACCGATGCCATCACAAGC F 115-136 

Neurl-2 CAATGCTTCTGCTTGTGATGG R 146-126 

Neurl-3 CAATGAGTCAGCTGCTATGC F 546-565 

Neurl-5 GCATAGCAGCTGACTCATTG R 565-546 

Neurl-11 TGCTGAGAATTGAGCGAGTTC R 845-825 

Neurl-19 GTCAACGCGGACGGAGAG F 1207-1224 

Neurl-8 GCTCACCTGCCTCCACTCCAA F 1382-1402 

Neurl-20 GAGTGGAGGCAGGTGAGC R 1399-1382 

Neurl-7 GCACCATTTGCTATGAACAC F 1562-1581 

Neurl-12 TCCACTGCGTGTTCATAGC R 1589-1571 

Νeurl-A   GCAGCTCCTGCCCGGCCT F (-57) – (-40) 

Neurl-17  AAACGGAGATGGCCAAGC F EST AA667491 (11-26) 
 

Σηµ: Ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα ανάλυσης της γονιδιωµατικής οργάνωσης 
του Neurl. ‘Oλα υβριδοποιούνται στο Νeurl cDNA Υ15160, εκτός τα Νeurl -A και Νeurl -17, που έχουν 
σχεδιαστεί από την περιοχή του 5’UTR και από το ΕST AA667491, αντίστοιχα. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Πίνακας 6. Eκκινητές επαναλήψεων Αlu

Αλληλουχία εκκινητή (5’-3’)Εκκινητής Alu 

GAGGGTTTCACGACCCTAATGTCCAlu-4723

ACAGAGCGAGACTCCGTCTCAlu-end 

GAGGCTGCAGTGAGCCGTGATAlu-J 

GAGGTTGCAGTGAGCCGAGATAlu-S 

GTTGGCCAGGCTGGTCTCL3 

ACTGCACTCCAGCCTGGGCL2 

AGGGTTTCACGACCCTAATGTCCCL1 

Σηµ: Oι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σε αντιδράσεις Alu-PCR κατά τη σύνθεση ανιχνευ-
τών ειδικών για το ανθρώπινο γονιδίωµα ή για την ανάλυση των κλώνων YAC και PAC. 
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Πίνακας 8. Εκκινητές PCR για την κλωνοποίηση του Neurl 

Εκκινητής Αλληλουχία (5’ – 3’) Κατεύθυνση 
(F ή R) Θέση υβριδοποίησης 

ΒamΗΙ-pRSETC-F AAGGATCC ATGGATCCGACC F 190-209 

ΕcoRI-Neurl-R CCGAATTC GCGGTAGGTCTTGATGATG R 1716-1698 

Νeurl-2hyb-F 
AACAAAGGTCAAAGACAGTTGACTGTA 
TCGATGGGTAATAACTTCTCCAGTGTC 
TCCTCTCTGC 

F (845-874)  
(1-34) 

Νeurl-2hyb-R TAAGAAATTCGCCCGGAATTAGCTTGG 
CTGCTAGGAGCTGCGGTAGGTCTTGATG R (903-932)  

(1725-1701) 

EcoRI-Νeurldel-F CCGAATTC ATGGGTAATAACTTCTCC F 1-18 

BamHI-Νeurldel-R CGGGATCC GCATTCATCACTCCACTG R 1563-1546 

EcoRI-RZD-F CCGAATTC CAGTGGAGTGATGAATGC F 1545-1563 

 ΒamHI-RZD-R CGGGATCC CTAGGAGCTGCGGTAGGT R 1725-1708 

 
Σηµ: Tα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR για την κλωνοποίηση ολόκληρου ή µέρους του Νeurl cDNA 
στους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης. Παρουσιάζονται οι  αλληλουχίες και οι θέσεις υβριδοποίησης των  εκκινητών στο Νeurl cDNA 
Y15160 (κόκκινο), και στα πλασµίδια pGBT9 (U07646, πράσινο) και pRSETC (Ιnvitrogen V35120, µπλε). Mε υπογραµµισµένους 
χαρακτήρες φαίνονται οι θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων που έχουν προστεθεί στους εκκινητές.    

 
 
 
Πίνακας 9. Εκκινητές PCR για την κλωνοποίηση των γονιδίων Sumo-1 και Dlc-1 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία εκκινητή (5’-3’) Κατεύθυνση 
(F ή R) Θέση υβριδοποίησης 

 
BamHI -Sumo-F 

 
CGGGATCC TGTCTGACCAGGAGGCAAAAC F Sumo-1  

(120-140) 

 
ScaI -Sumo-R 

 
AAAAGTACT CTA ACCCCCCGTTTGTTCCTG  R Sumo-1  

(409-392) 

 
BamHI –DLC1-F 

 
CGGGATCC TGTGCGACCGAAAGGCCGTG  F Dlc-1 

(95-114) 

 
EcoRI –DLC1-R 

 
GGAATTC TTAACCAGATTTGAACAG R Dlc-1 

(363-346) 
 
Σηµ: Οι εκκινητές PCR που χρησιµοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση των κωδικών περιοχών των γονιδίων Sumo-1 και Dlc-1 του ποντικού σε 
πλασµιδιακούς φορείς (βλ.‘Πλασµιδιακές κατασκευές’). Με υπογραµµισµένους χαρακτήρες φαίνονται οι θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών 
ενζύµων. Οι θέσεις υβριδοποίησης των εκκινητών αναφέρονται στις αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων Genbank, µε αριθµούς πρόσβασης 
NM_009460 (Sumo-1) και NM_003746 (Dlc-1). Σηµειώνεται ότι οι εκκινητές για το γονίδιο Dlc-1 σχεδιάστηκαν µε βάση τη διαθέσιµη 
νουκλεοτιδική αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδίου (ΝΜ_003746), όµως χρησιµοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση του αντίστοιχου γονιδίου 
του ποντικού, λόγω της υψηλής τους οµολογίας.  
 
 
 

9. Ανιχνευτές γονιδίου Neurl 
 Στα πειράµατα αρχικής διερεύνησης της βιβλιοθήκης γονιδιωµατικού DNA ποντικού καθώς και σε ακόλουθα 

επιβεβαιωτικά πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές το ένθεµα του cDNA κλώνου Neurl(2433bp)/pBluescript, κα-

θώς και 10 επικαλυπτόµενα τµήµατά του, τα οποία κατασκευάστηκαν είτε µε ενζυµατικό τεµαχισµό του αρχικού κλώνου, 

είτε ως προϊόντα PCR µε κατάλληλους εκκινητές. Οι διαφορετικοί ανιχνευτές cDNA και γονιδιωµατικού DNA που χρησιµο-

ποιήθηκαν για τη διερεύνηση της φαγικής βιβλιοθήκης και την ανάλυση ολικού γονιδιωµατικού DNA αναφέρονται στον 

Πίνακα 10. Συγκεκριµένα, οι ανιχνευτές 1, 1Α, 2, 3, 4 και 5 προέκυψαν από τον τεµαχισµό του Neurl(2433bp)/pBluescript 
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µε τα ένζυµα που φαίνονται στην παρένθεση (Πίνακας 10). Οι ανιχνευτές 7, 8 και 9 αντιστοιχούν σε προϊόντα PCR που 

προκέκυψαν από τον κλώνο Neurl(2433bp)/pBluescript µε τους αντίστοιχους εκκινητές PCR. O ανιχνευτής 6 αντιστοιχεί 

στο προϊόν PCR των εκκινητών Α και 1, το οποίο παρασκευάστηκε από προϊόν αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής του 

εκκινητή 5 σε ολικό RNA εγκεφάλου ποντικού. Ο ανιχνευτής 10 (προϊόν PCR 17-2), προέκυψε από αντίδραση PCR µε 

τους εκκινητές 17 και 2 σε προϊόν αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής του εκκινητή 5. Ο ανιχνευτής SacII-PstI (400bp) 

(Πίνακας 10) προήλθε από γονιδιωµατικό κλώνο (1.4Κb PstI) που χαρτογραφείται στην περιοχή 5’UTR του γονιδίου (βλ. 

Αποτελέσµατα).  

 
Πίνακας 10. Ανιχνευτές cDNA και γονιδιωµατικού DNA 

126-10
(προϊόν PCR 17-2)

2081382 - 15899
(προϊόν PCR 8-12)

8051466-2270 bp (ApaI)3

861606-1466 bp (ApaI)2

20613-218 bp (EcoRI-BstYI)1A

60513-617 bp (EcoRI-AccI) 1

6321103-1734 (SacII – PstI)5

425679-1103 bp (NotI – SacII)4

451115 - 5657
(προϊόν PCR 5-10)

300546 - 8458
(προϊόν PCR 3-11)

142-57 - 856
(προϊόν PCR Α-1)

243313-2445 bp (ΕcoRI)2433

Mέγεθος (bp)Αντίστοιχο τµήµα Νeurl
cDNAΑνιχνευτής

126-10
(προϊόν PCR 17-2)

2081382 - 15899
(προϊόν PCR 8-12)

8051466-2270 bp (ApaI)3

861606-1466 bp (ApaI)2

20613-218 bp (EcoRI-BstYI)1A

60513-617 bp (EcoRI-AccI) 1

6321103-1734 (SacII – PstI)5

425679-1103 bp (NotI – SacII)4

451115 - 5657
(προϊόν PCR 5-10)

300546 - 8458
(προϊόν PCR 3-11)

142-57 - 856
(προϊόν PCR Α-1)

243313-2445 bp (ΕcoRI)2433

Mέγεθος (bp)Αντίστοιχο τµήµα Νeurl
cDNAΑνιχνευτής

400
To 3’ ακραίο τµήµα του

κλώνου
1.4Κb PstI

SacII-PstI

Mέγεθος (bp)ΠροέλευσηΑνιχνευτής
γονιδιωµατικού DNA

400
To 3’ ακραίο τµήµα του

κλώνου
1.4Κb PstI

SacII-PstI

Mέγεθος (bp)ΠροέλευσηΑνιχνευτής
γονιδιωµατικού DNA

(B)

(A)

 
Σηµ: Οι ανιχνευτές cDNA (A) και γονιδιωµατικού DNA (B) που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση και τον χαρακτηρισµό των 
γονιδιωµατικών κλώνων και για την ανάλυση ολικού γονιδιωµατικού DNA. Η αρίθµηση των θέσεων αναγνώρισης των περιοριστικών 
ενζύµων και υβριδοποίησης των εκκινητών PCR είναι µε βάση την αλληλουχία Νeurl cDNA Y15160. 
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10. Αντισώµατα 
 Tα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα ανοσοανίχνευσης πρωτεϊνών µονιµοποιηµένων σε 

µεµβράνες (ανάλυση Western) ή σε µονιµοποιηµένα κύτταρα (ανοσοφθορισµός in situ) και ανοσοκατακρήµνισης 

πρωτεϊνικών συµπλόκων από εκχυλίσµατα κυττάρων αναφέρονται στον Πίνακα 11. 

 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Πίνακας 11α.   Πρωτογενή αντισώµατα 

Αντίσωµα 
Πρωτεΐνη 
που 

ανιχνεύεται 
Αραίωση Χρόνος επώασης Προέλευση 

Rabbit anti- Neurl Νeurl 1: 1000 (W) 
1: 100 (AΦ) 

3 hrs (W) 
1hr (AΦ) 

Ε. Κουτέλου, 
∆ιπλωµατική Εργασία, 
Παν/µιο Κρήτης, 1999 

Mouse anti-Lamin 
A/C Lamin A/C 1: 500 (AΦ) 45 min (AΦ) Santa Cruz Biotech. 

(Cat.no. sc-7292) 

Mouse anti-Xpress 
Συνθετικός 
επίτοπος 
Xpress  

1: 2500 (W) 
1: 500 (AΦ) 1 hr (W, AΦ) Invitrogen  

(Cat.no. R910-25) 

Mouse anti-FLAG 
Συνθετικός 
επίτοπος 
FLAG 

1: 3000 (W) 
1: 250 (AΦ) 1 hr (W, AΦ) Sigma  

(Cat.no. F3165) 

Goat anti-Ubc9 Ubc9 1:2000 (W) 
1: 200 (AΦ) 2 hrs (W, AΦ) Santa Cruz Biοtech. 

(Cat.no. sc-5229) 

Rat anti-Dlc1 Dlc-1 1:100 -1:1000 (W) 
1: 100 (AΦ) 2 hrs (W, AΦ) Alexis Biochemicals 

(Cat.no. 804-341-C100) 

Mouse anti-NuMA Numa1 1:50 (AΦ) 90 min (ΑΦ) NeoMarkers  
(Cat.no. MS-496-P0) 

Mouse anti-β 
tubulin β-tubulin 1:100 (ΑΦ) 90 min (ΑΦ) Santa Cruz Biotech. 

(Cat.no. sc-5274) 

Mouse anti-SUMO-1 SUMO-1 1: 1000 (W) 
1 : 100 (AΦ) 2 hrs (W, AΦ) Santa Cruz Biotech. 

(Cat.no. sc-5308) 

Mouse anti-GST GST 1:5000 (W) 1hr (W) Santa Cruz Biotech. 
(Cat.no. sc-138) 

Mouse anti-GFP GFP 1:3000 (W) 1hr (W) Santa Cruz Biotech. 
(Cat.no. sc-9996) 

 
 
Σηµ: Τα χαρακτηριστικά των πρωτογενών αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν. Για κάθε αντίσωµα αναφέρεται η εφαρµογή στην 
οποία χρησιµοποιήθηκε (W= ανάλυση Western, ΑΦ=ανοσοφθορισµός σε µονιµοποιηµένα κύτταρα), η αραίωση και ο χρόνος 
επώασης. 
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11. ∆ιερεύνηση διατεταγµένων βιβλιοθηκών ανθρώπινου  
      γονιδιωµατικού DNA 
 Για τη δηµιουργία του φυσικού χάρτη του χρωµοσώµατος 10, συλλέχθηκαν κλώνοι ανθρώπινου γονιδιωµατι-

κού DNA από βιβλιοθήκες PAC (RPCI-1) και BAC (RPCI-11). Η διερεύνηση των βιβλιοθηκών πραγµατοποιήθηκε µε υβρι-

δοποίηση κατάλληλων ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών. Αναλυτικότερα, η βιβλιοθήκη RPCI-1 υβριδοποιήθηκε µε ραδιοση-

µασµένα προϊόντα αντιδράσεων Alu-PCR, στις οποίες εκκινητές που αναγνωρίζουν τις χαρακτηριστικές για το ανθρώπινο 

DNA επαναλήψεις Alu χρησιµοποιήθηκαν µε µήτρα το DNA κλώνων YAC που χαρτογραφούνται στην υπό µελέτη χρωµο-

σωµική περιοχή. Επιπλέον, η βιβλιοθήκη κλώνων BAC (RPCI-11) υβριδοποιήθηκε µε οµάδες ραδιοσηµασµένων αλληλου-

χιών EST που προέκυψαν από ανθρώπινο γονιδιωµατικό DNA ως προϊόντα αντιδράσεων PCR µε ειδικούς εκκινητές.  

 

 ∆ιερεύνηση βιβλιοθήκης κλώνων PAC (RPCI-1) 
 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης κλώνων PAC (RPCI-1) περιελάµβανε τα 

εξής στάδια: 

 

 

Πίνακας 11β.   ∆ευτερογενή αντισώµατα 

Αντίσωµα 
Πρωτεΐνη 
που 

ανιχνεύεται 
Αραίωση Χρόνος επώασης Προέλευση 

∆ΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

Συζευγµένα µε Ηοrse Radish Peroxidase (HRP) 

Donkey anti-mouse Mouse IgG 1:2500 (W) 2hrs (W) Jackson Immunores.  
(Cat.no. 715-035-150) 

Donkey anti-goat Goat IgG 1:1000 (W) 2hrs (W) Santa Cruz Biotech. 
(Cat.no. sc-2020) 

Goat anti-rabbit Rabbit IgG 1:12000 (W) 1hr (W) Jackson Immunores. 
(Cat.no. 111-005-003) 

Goat anti-rat Rat IgG 1:3000 (W) 2hrs (W) Jackson Immunores. 
(Cat.no. 112-035-003) 

Συζευγµένα µε φθορίζουσες ουσίες (Alexa Fluor) 

Alexa Fluor 488 
goat anti-mouse  Mouse IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-11029) 

Alexa Fluor 568 
goat anti-mouse  Mouse IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-11031) 

Alexa Fluor 568 
goat anti-rabbit  Rabbit IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-11036) 

Alexa Fluor 647 
goat anti-rabbit  Rabbit IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-21244) 

Alexa Fluor 488 
donkey anti-goat  Goat IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-11055) 

Alexa Fluor 568 
donkey anti-goat  Goat IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-11057) 

Alexa Fluor 488 
donkey anti-rat  Rat IgG 1:1000 (AΦ) 45min (AΦ) Molecular Probes  

(Cat.no. A-21208) 
 

 
Σηµ: Τα χαρακτηριστικά των δευτερογενών αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν. Για κάθε αντίσωµα αναφέρεται η εφαρµογή στην 
οποία χρησιµοποιήθηκε (W= ανάλυση Western, ΑΦ=ανοσοφθορισµός σε µονιµοποιηµένα κύτταρα), η αραίωση και ο χρόνος 
επώασης. 
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 α. Παραγωγή και σήµανση ανιχνευτών 

 Για τη δηµιουργία ραδιοσηµασµένων ανιχνευτών αντιπροσωπευτικών της µελετούµενης χρωµοσωµικής 

περιοχής, πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις PCR µε εκκινητές των επαναλαµβανόµενων στοιχείων Alu (Πίνακας 6) και 

µήτρα κλώνους YAC που είχαν χαρτογραφηθεί στη συγκεκριµένη περιοχή από προηγούµενη µελέτη [Μarzella, Kokkinaki 

et al, 1997]. Aναλυτικότερα, σε κάθε αντίδραση Alu-PCR χρησιµοποιήθηκαν 100ng DNA κλώνου YAC, 25µΜ από κάθε 

εκκινητή Alu, 1x ρυθµιστικού διαλύµατος Taq DNA πολυµεράσης της εταιρίας Minotech, 100µg/ml ΒSA, 1mM dNTPs, 

1.5mM MgCl2 και 3units ενζύµου, σε τελικό όγκο 100µl. Αρχική αποδιάταξη του DNA στους 96oC για 3 min, 

ακολουθούνταν από 30 κύκλους που περιελάµβαναν αποδιάταξη για 1 min στους 96oC, υβριδοποίηση των εκκινητών για 

30sec στους 58oC και ενζυµικό πολλαπλασιασµό των µεταξύ των επαναλήψεων Alu αλληλουχιών στους 72oC για 2 min. 

Ακολουθούσε στάδιο τελικής επέκτασης των προϊόντων PCR στους 72oC για 5 min. Στη συνέχεια, αποµακρύνονταν οι 

εκκινητές PCR χρησιµοποιώντας το σύστηµα καθαρισµού προϊόντων PCR της εταιρίας Millipore (Cat. No: UFC7PCR50). Τα 

µεγέθη των προϊόντων της αντίδρασης για κάθε συνδυασµό εκκινητή Alu και κλώνου YAC κυµαίνονταν από 100bp έως 

και 5Κb. Σε αντιδράσεις που προέκυπταν σχεδόν αποκλειστικά µικρού µεγέθους προϊόντα, η σήµανση 

πραγµατοποιούνταν στο 5’ άκρο τους µε πολυνουκλεοτιδική κινάση, ενώ για τη σήµανση µεγαλύτερων προϊόντων 

επιλέγονταν η µέθοδος των τυχαίων εκκινητών. Σε κάθε περίπτωση, για την υβριδοποίηση της βιβλιοθήκης 

χρησιµοποιήθηκαν ραδιοσηµασµένοι ανιχνευτές µε ειδική ενεργότητα τουλάχιστον 2x108cpm/µg, η οποία προσδιορίστηκε 

όπως περιγράφεται παρακάτω. 

   

 β. Υβριδοποίηση 

 Οι µεµβράνες της βιβλιοθήκης RPCI-1 επωάστηκαν αρχικά σε διάλυµα 2x SSC για 10 min και στη συνέχεια σε 

10 ml διαλύµατος προϋβριδοποίησης [50% φορµαµίδη, 10% διάλυµα Denhart’s (1% BSA, 1% PVP 40 και 1% Ficoll 400), 

6x SSC, 0.5% SDS] στους 42οC για 2 hrs σε γυάλινους κυλίνδρους υβριδοποίησης Hybaid (2 µεµβράνες / κύλινδρο) 

παρουσία µίγµατος αποδιαταγµένων θραυσµάτων γονιδιωµατικού DNA από E.coli  και σπέρµα σολωµού (100µg/ml 

διαλύµατος προϋβριδοποίησης) για την παρεµπόδιση µη ειδικής υβριδοποίησης. Ακολουθούσε προσθήκη 10ml 

διαλύµατος υβριδοποίησης ίδιας σύστασης µε το προηγούµενο, το οποίο περιείχε αποδιαταγµένο και τον ραδιοσηµασµένο 

ανιχνευτή (τουλάχιστον 106cpm/ml). Μετά από υβριδοποίηση για 16hrs στις ίδιες συνθήκες, για την αποµάκρυνση της 

περίσσειας ή των µη ειδικά δεσµευµένων ανιχνευτών ακολουθούσαν πλυσίµατα των µεµβρανών σε συνθήκες 

ελαττούµενης αλατότητας και αυξανόµενης θερµοκρασίας. Συγκεκριµένα, οι µεµβράνες επωάστηκαν δύο φορές για 10 

min µε ήπια ανακίνηση σε καθεµία από τις ακόλουθες συνθήκες:  α) διάλυµα 2x SSC σε θερµοκρασία δωµατίου, β) 

διάλυµα 2x SSC και 0.5% SDS, στους 65οC, γ) διάλυµα 0.5x SSC και 0.5% SDS, στους 65οC, δ) διάλυµα 0.1x SSC και 

0.5% SDS, στους 65οC. Ακολουθούσε αυτοραδιογραφία των µεµβρανών και έκθεση στους -80οC για περίπου 12hrs. Στη 

συνέχεια, προσδιορίζονταν οι συντεταγµένες κάθε σήµατος και καθορίζονταν ο αντίστοιχος κλώνος PAC, µε βάση τον 

κώδικα που παρέχονταν για τη συγκεκριµένη βιβλιοθήκη από το HGMP Resource Center. Για τη χρήση των µεµβρανών 

σε επόµενα πειράµατα υβριδοποίησης, η αποϋβριδοποίηση γινόταν σε διάλυµα 0.4Ν ΝaΟΗ µε ήπια ανακίνηση για 20min 

σε θερµοκρασία δωµατίου, ακολουθούσε εξουδετέρωση σε διάλυµα 5x SSC για 10 min και φύλαξη των µεµβρανών στους 

4oC. 

 

 γ. Ανάπτυξη κλώνων PAC  

 Η προµήθεια των θετικών κλώνων της προηγούµενης διαδικασίας έγινε από το HGMP Resource Center µε τη 

µορφή αποικιών βακτηριακών κυττάρων E.coli DH10B αναπτυγµένων σε θρεπτικό µέσο LB, παρουσία 25µg/ml 

καναµυκίνης. Aκολουθούσε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (PAC) µε αλκαλική λύση και ανάλυσή του µε διάφορες 

µεθόδους. 
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 δ. Ανάλυση κλώνων PAC 

 Οι κλώνοι PAC αναλύονταν µε στόχο να επιβεβαιωθεί η προέλευσή τους από τη συγκεκριµένη χρωµοσωµική 

περιοχή αλλά και να προσδιοριστούν οι µεταξύ τους επικαλύψεις, ώστε να οµαδοποιηθούν σε contigs. Η διαδικασία 

περιελάµβανε: i) Ενζυµικό τεµαχισµό των κλώνων µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες σπάνιας (ΝοtI) ή πιο συχνής (BamHI, 

EcoRI) θέσης αναγνώρισης και ανάλυσή τους σε ηλεκτροφόρηση παλλόµενου ηλεκτρικού πεδίου. ii) Αντιδράσεις PCR στις 

οποίες ανιχνεύονταν η παρουσία µικροδορυφορικών δεικτών του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10 (Πίνακας 12), για τους 

οποίους ήταν γνωστό από προηγούµενη µελέτη [Μarzella, Kokkinaki et al, 1997] ότι περιέχονταν στα YACs που είχαν 

χρησιµοποιηθεί για την παρασκευή των ανιχνευτών και την επιλογή των κλώνων PAC από τη βιβλιοθήκη. 

 

Πίνακας 12. Eκκινητές PCR πολυµορφικών µικροδορυφορικών δεικτών 

Eλάχιστο
µέγεθος

(bp)
Εκκινητής 2Εκκινητής 1Γενετικός

δείκτης

355CTCCTAACAATGATTATCACGTAAATGACGAGATAACAGGTGD10S2309

263CAAGTGGAGACTCGATGACACTGCTGCCACCAACCTAAD10S1753 *

262AGCTCTAACATAGAGGCCAGATTGGGAATGTGTCTTTATCCAD10S564 *

224GAGATACAATTCAAGTCGAGGAATGGGTTGAATAAACATGCD10S2311

Eλάχιστο
µέγεθος

(bp)
Εκκινητής 2Εκκινητής 1Γενετικός

δείκτης

355CTCCTAACAATGATTATCACGTAAATGACGAGATAACAGGTGD10S2309

263CAAGTGGAGACTCGATGACACTGCTGCCACCAACCTAAD10S1753 *

262AGCTCTAACATAGAGGCCAGATTGGGAATGTGTCTTTATCCAD10S564 *

224GAGATACAATTCAAGTCGAGGAATGGGTTGAATAAACATGCD10S2311

 
 
Σηµ: Για κάθε µικροδορυφορικό γενετικό δείκτη, φαίνεται το ζεύγος των αντίστοιχων εκκινητών PCR (Eκκινητές 1 και 2) και το ελάχιστο 
µέγεθος του προϊόντος PCR σε ανθρώπινο γονιδιωµατικό DNA. Στοιχεία από Genome Data Base (*) και δικά µας πειράµατα [Κοκκινάκη 
Μ, Μεταπτυχιακή διατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 1996] 
  
 

 ∆ιερεύνηση βιβλιοθήκης κλώνων BAC (RPCI-11) 
 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης κλώνων ΒAC (RPCI-11) περιελάµβανε τα 

εξής στάδια: 

 
 α. Παραγωγή και σήµανση ανιχνευτών 

 Ως ανιχνευτές για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης κλώνων BAC χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες EST (Expressed 

Sequenced Tags), οι οποίες χαρτογραφούνται στην υπό µελέτη περιοχή του χρωµοσώµατος 10, σύµφωνα µε τους 

διαθέσιµους χάρτες ακτινοβοληµένων κυτταρικών υβριδίων (radiation cell hybrids). Τα ΕSTs επελέγησαν ώστε να 

καλύπτουν οµοιόµορφα τη χρωµοσωµική περιοχή και να ανήκουν σε διαφορετικά γονίδια, σύµφωνα µε την οµαδοποίησή 

τους σε µεταγραφικές µονάδες της βάσης δεδοµένων ‘Unigene’. Τα ζεύγη των εκκινητών PCR για τα ESTs που 

χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη (Πίνακας 5) παραχωρήθηκαν από το Sanger Center (Hinxton, UK), στα πλαίσια της 

συνεργασίας µας για την αλληλούχηση του χρωµοσώµατος 10. Η ραδιοσήµανση των προϊόντων PCR περιγράφεται 

παρακάτω. Ο καθαρισµός από την περίσσεια ραδιενεργών νουκλεοτιδίων έγινε µε χρωµατογραφία Sephadex G-50. Στη 

συνέχεια, τα ραδιοσηµασµένα προϊόντα PCR χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης σε 

οµάδες των 10, ανά πείραµα υβριδοποίησης. Η ειδική ενεργότητα των ραδιοσηµασµένων µορίων ήταν της τάξεως του 

109 cpm/µg προϊόντος PCR, µετά από κατακρήµνιση µε τριχλωροοξικό οξύ. 

   

 β. Υβριδοποίηση 

 Tα φίλτρα της βιβλιοθήκης RPCI-11 επωάστηκαν αρχικά σε διάλυµα 2x SSC για 10min και στη συνέχεια σε 10 

ml διαλύµατος προϋβριδοποίησης [100mM NaH2PO4, 50mM Na4P2O7, 10mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA (pH 7.0-7.5)] 

στους 65οC για 2hrs σε γυάλινους κυλίνδρους υβριδοποίησης Hybaid (12 µεµβράνες / κύλινδρο) παρουσία µίγµατος 
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αποδιαταγµένων θραυσµάτων γονιδιωµατικού DNA από σπέρµα σολωµού (100µg/ml διαλύµατος προϋβριδοποίησης) και 

µε 10 ml διαλύµατος υβριδοποίησης ίδιας σύστασης, το οποίο περιείχε αποδιαταγµένο και τον ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή 

(τουλάχιστον 106 cpm/ml) για 16hrs στις ίδιες συνθήκες. Ακολουθούσε η ίδια διαδικασία πλυσίµατος που περιγράψαµε 

για τη βιβλιοθήκη RPCI-1. 

 

 γ. Ανάλυση κλώνων BAC 

 Οι θετικοί κλώνοι BAC, ενσωµατώθηκαν στην οµάδα των ειδικών για το χρωµόσωµα 10 κλώνων, που προέκυ-

ψαν από παρόµοιες µελέτες για άλλες περιοχές του ίδιου χρωµοσώµατος είτε στο εργαστήριό µας  είτε στο συνεργαζό-

µενο Sanger Center και απετέλεσαν το υλικό για τη δηµιουργία της σειράς φίλτρων µε διατεταγµένους (gridded) κλώνους 

του χρωµοσώµατος 10 (Sanger Center). Στη συνέχεια, οι κλώνοι αυτοί υβριδοποιήθηκαν µε κάθε EST ξεχωριστά και, επι-

πλέον, µε πολυµορφικούς γενετικούς δείκτες και STSs που σχεδιάστηκαν από τον προσδιορισµό των ακραίων αλληλου-

χιών των κλώνων BAC της συγκεκριµένης βιβλιοθήκης, που έγινε στο κέντρο αλληλούχησης του Πανεπιστηµίου της 

Washington (St. Louis). Στο Sanger Center πραγµατοποιήθηκε και η σύγκριση των προτύπων τεµαχισµού των κλώνων 

BAC µε την περιοριστική ενδονουκλεάση HindIII (fingerprinting), από τα αποτελέσµατα της οποίας δηµιουργούνταν η 

βάση δεδοµένων FPC για το χρωµόσωµα 10 (www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/fpcwebmap.cgi). Με βάση τα παρα-

πάνω, δηµιουργούνταν contigs επικαλυπτόµενων κλώνων, σταδιακά αυξανόµενου µεγέθους και επιλέγονταν οι κλώνοι 

που κάλυπταν επαρκώς την χρωµοσωµική περιοχή σχηµατίζοντας το ελάχιστο ‘tiling path’, ώστε να χρησιµοποιηθούν σε 

πειράµατα προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας µε τη µέθοδο της τυχαίας (shotgun) αλληλούχησης για 

κάθε κλώνο [Bentley et al, 2001].  

  

  

12. ∆ιερεύνηση βιβλιοθήκης βακτηριοφάγων 
 Για τη συλλογή κλώνων γονιδιωµατικού DNA ποντικού από την περιοχή του γονιδίου Neuralized (Neurl), 

διερευνήθηκε βιβλιοθήκη γονιδιωµατικών κλώνων ποντικού στελέχους 129SV, κλωνοποιηµένη σε βακτηριοφάγους 

λFIXII, µε µεγέθη ενθεµάτων 9-23Κb. Ο τίτλος της προσδιορίστηκε ότι ήταν της τάξεως του 108 πλάκες 

βακτηριοφάγων/ml. H διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται αναλυτικά στα σχετικά πρωτόκολλα [Sambrook et al, 

1989]. Αναπτύχθηκαν περίπου 6x105 βακτηριοφάγοι σε στερεό υπόστρωµα, µεταφέρθηκαν σε µεµβράνες και 

υβριδοποιήθηκαν µε ραδιοσηµασµένο ανιχνευτή. Τα θετικά σήµατα αναπτύχθηκαν εκ νέου σε στερεό µέσο και 

επαναϋβριδοποιήθηκαν µε τον ανιχνευτή, µέχρι να είναι δυνατή η αποµόνωση µοναδιαίων θετικών πλακών 

βακτηριοφάγων. 

 

 Ανάπτυξη της βιβλιοθήκης σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα 

 Ο βακτηριοφάγος λFIXII αναπτύχθηκε µολύνοντας κύτταρα Εscherichia coli στελέχους Κ802. Αρχικά 

παρασκευάστηκαν κύτταρα δεκτικά για µόλυνση από βακτηριοφάγο και στη συνέχεια τα µολυσµένα βακτήρια 

αναπτύχθηκαν σε στερεό θρεπτικό µέσο: 

 

 α. Παρασκευή κυττάρων δεκτικών για µόλυνση από βακτηριοφάγο λ  

 Μοναδιαία αποικία κυττάρων Ε. coli  στελέχους Κ802 καλλιεργήθηκε σε 50ml θρεπτικού µέσου LB µε 0.2% 

µαλτόζη και 10mM MgSO4, για 14-16 hrs (OD600~1-1.5). Aκολούθησε φυγοκέντρηση των κυττάρων στις 2000 rpm για 15 

min στους 4οC και επαναιώρηση του ιζήµατος σε 20ml (4/10 του όγκου της αρχικής καλλιέργειας) 10mM MgSO4, ώστε το 

κυτταρικό εναιώρηµα που προκύπτει να περιέχει περίπου 1.6x109 βακτήρια ανά ml, συγκέντρωση που αντιστοιχεί σε 

οπτική απορρόφηση OD600 περίπου ίση µε 2. 
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 β. Μόλυνση κυττάρων E.coli από βακτηριοφάγο λ 

 Πρόσληψη των λ φάγων από τα βακτήρια επιτυγχάνεται παρουσία ιόντων Mg+2, µέσω υποδοχέα της 

εξωτερικής µεµβράνης των βακτηρίων που κωδικοποείται από το γονίδιο LamB, το οποίο επάγεται από µαλτόζη. Η 

διείσδυση του φαγικού DNA στο βακτήριο γίνεται αποτελεσµατικά στους 37oC. Aναλυτικότερα, σε 4 δοκιµαστικούς 

σωλήνες Falcon 50ml, περίπου 2x109 δεκτικά βακτήρια (1.2ml εναιωρήµατος) αναµίχθηκαν µε 1.5x105 φάγους. Mετά από 

επώαση στους 37oC για 20 min, ακολούθησε προσθήκη 40ml θρεπτικoύ µέσου NZYM επιφάνειας προθερµασµένου στους 

45οC, ώστε να βρίσκεται σε ρευστή κατάσταση. Το µίγµα µεταφέρθηκε σε 4 τρυβλία διαστάσεων 23cm x 23cm µε 

στερεό θρεπτικό υπόστρωµα NZYΜ βάσης. Τα 4 τρυβλία επωάστηκαν για 12-14 hrs στους 37οC, όπου οι φάγοι 

πολλαπλασιάστηκαν λύνοντας τα βακτήρια και παράγοντας συνολικά 6x105 πλάκες και περίπου 6x1010 φαγικές µονάδες 

(pfus: plaque forming units, 1 πλάκα=~105 φαγικές µονάδες που φέρουν το ίδιο ένθεµα). 

 

 Μεταφορά των βακτηριοφάγων σε µεµβράνες υβριδοποίησης 
 Οι βακτηριοφάγοι µεταφέρθηκαν από τα τρυβλία σε µεµβράνες υβριδοποίησης (Hybond-N+, Amersham) 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Grunstein και Hogness (1975). Οι µεµβράνες τοποθετήθηκαν επάνω στα τρυβλία των φάγων 

για 2 min και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν για 5 min σε διάλυµα  1.5Μ NaCl και 0.5Μ NaOH για την αποδιάταξη του DNA 

των δεσµευµένων φάγων, για 7 min σε διάλυµα εξουδετέρωσης (1Μ Tris-Cl pH 8.0 και 1.5Μ NaCl) και τέλος σε 2x SSC 

για 5-10 min. Το δεσµευµένο DNA µονιµοποιήθηκε µε έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) και θέρµανση 

των µεµβρανών στους 800C για 2 hrs. Ακολούθησαν πειράµατα υβριδοποίησης. 

 

 Επιλογή θετικών κλώνων 
 Οι µεµβράνες υβριδοποιήθηκαν µε ανιχνευτές που είχαν σηµανθεί ραδιενεργά µε τη µέθοδο των τυχαίων 

εκκινητών ή µε PCR. Συγκεκριµένα, ανά µεµβράνη χρησιµοποιήθηκαν 10ml διαλύµατος υβριδοποίησης [100mM NaH2PO4, 

50mM Na4P2O7, 10mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA (pH 7.0-7.5)] και 1mg αποδιαταγµένου carrier DNA. Η περίσσεια 

ραδιενέργειας µετά την υβριδοποίηση αποµακρύνθηκε µε πλύσιµο των µεµβρανών σε διάλυµα 20mM NaH2PO4, 10mM 

Na4P2O7, 2mM EDTA, 0.3M NaCl, 5% SDS. Για κάθε θετικό σήµα εντοπίστηκε η αντίστοιχη θέση στο τρυβλίο και από 

αυτήν συλλέχθηκε ένα κυλινδρικό τεµάχιο στερεού θρεπτικού υποστρώµατος διαµέτρου περίπου 1cm, που περιείχε 

περίπου 200 πλάκες (~2x107 βακτηριοφάγους). Κάθε δείγµα βακτηριοφάγων µεταφέρθηκε σε 500µl διαλύµατος SM 

(0.1M NaCl, 8mM MgSO4, 50mM Tris-Cl pH 7.5), που περιείχε και 50µl χλωροφορµίου για την αποµάκρυνση 

υπολειµµάτων των βακτηριακών κυττάρων. Ακολούθησαν 2 ή και 3 πειράµατα υβριδοποίησης για κάθε µία από τις 

οµάδες κλώνων, στα οποία οι φάγοι αναπτύχθηκαν σε µικρότερα τρυβλία (διαµέτρου 10cm) και σε µικρότερη πυκνότητα 

(500-1000 φάγοι/τρυβλίο) µολύνοντας περίπου 1.5-2x108 βακτήρια (100µl εναιωρήµατος), ώστε τελικά να είναι δυνατή η 

αποµόνωση µοναδιαίας θετικής πλάκας. Στη συνέχεια, αποµονώθηκε DNA από τους θετικούς κλώνους, υδρολύθηκε µε 

περιοριστικές ενδονουκλεάσες, αναλύθηκε κατά Southern, ενώ συγκεκριµένα τεµάχια του φαγικού ενθέµατος 

υποκλωνοποιήθηκαν σε πλασµιδιακούς φορείς και προσδιορίστηκε µέρος της νουκλεοτιδικής τους σύστασης.   

 

 

13. Αποµόνωση και ανάλυση µορίων DNA 
 Χρησιµοποιήθηκαν οι εξής µέθοδοι αποµόνωσης: 1) DNA βακτηριοφάγων µε λύση των καψιδίων, 2) 

πλασµιδιακού DNA µε λύση βακτηριακών κυττάρων, 3) γονιδιωµατικού DNA κυττάρων θηλαστικού µε οµογενοποίηση και 

λύση του αντίστοιχου ιστού, καθώς και 4) µίγµατος γονιδιωµατικού και πλασµιδιακού DNΑ σακχαροµύκητα. Ακολούθη-

σαν πειράµατα ανάλυσης του DNA. 
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 α. Αποµόνωση DNA βακτηριοφάγων 

 Για την αποµόνωση DNA από βακτηριοφάγους εφαρµόστηκε ο καθαρισµός µε φυγοκέντρηση σε διαβάθµιση 

συγκεντρώσεων γλυκερόλης [Sambrook et al, 1989], µε κατάλληλες τροποποιήσεις. Αναλυτικότερα, η κάθε µοναδιαία 

πλάκα βακτηριοφάγων εκλούστηκε σε διάλυµα SM (0.1M NaCl, 8mM MgSO4, 50mM Tris-Cl pH 7.5), προσδιορίστηκε ο 

τίτλος του εναιωρήµατος και στη συνέχεια 6x105 βακτηριοφάγοι χρησιµοποιήθηκαν για τη µόλυνση και την πλήρη λύση 

περίπου 2x109 βακτηριακών κυττάρων E. coli, τα οποία απλώθηκαν σε τρυβλία διαστάσεων 23x23cm µε θρεπτικό µέσο 

ΝΖΥΜ. Μετά από 16 hrs επώασης στους 37οC και πλήρη λύση της βακτηριακής χλόης, προστέθηκαν στο τρυβλίο 50ml 

διαλύµατος SM. Ακολούθησε έκλουση των φάγων µε ανακίνηση στις 100 στροφές / min για 6 hrs στους 25οC και το 

εναιώρηµα που προέκυψε επωάστηκε στους 37οC για 30 min µε DNase I σε τελική συγκέντρωση 1µg/ml, για την 

υδρόλυση του βακτηριακού DNA. Στη συνέχεια, προστέθηκε στερεό NaCl σε τελική συγκέντρωση 1Μ και ακολούθησε 

επώαση στον πάγο για 1 hr και φυγοκέντρηση για 30 min στις 3000 rpm, για την αποµάκρυνση των υπολειµµάτων των 

βακτηριακών κυττάρων. Οι βακτηριοφάγοι κατακρηµνίστηκαν από το υπερκείµενο προσθέτοντας στερεά πολυαιθυλενική 

γλυκόλη µοριακού βάρους 8000 (PEG 8000) σε τελική συγκέντρωση 10% και επωάστηκαν για 1 hr στον πάγο. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και επαναιώρηση του ιζήµατος σε 3ml διαλύµατος ΤΜ (50mM Tris-Cl pH 

7.8 και 10mM MgSO4). Το εναιώρηµα των φάγων αρχικά εκχυλίστηκε 2-3 φορές µε χλωροφόρµιο για την αποµάκρυνση 

µεγάλου µέρους της PEG και στη συνέχεια τοποθετήθηκε στην κορυφή µιας διαβάθµισης συγκεντρώσεων γλυκερόλης, η 

οποία παρασκευάζονταν σε πολυανθρακικό σωλήνα υπερφυγοκέντρου Beckman SW41 προσθέτοντας διαδοχικά 3ml  

διαλύµατος 40% γλυκερόλης σε ΤΜ και 4ml διαλύµατος 5% γλυκερόλης σε ΤΜ. Ακολούθησε υπερφυγοκέντρηση στις 

35.000 rpm για 90 min στους 4οC. To υπερκείµενο αποµακρύνθηκε πλήρως και το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε 500µl TM. Το 

βακτηριακό RNA αποµακρύνθηκε επωάζοντας το εναιώρηµα στους 37οC για 30 min µε RNase A σε τελική συγκέντρωση 

1µg/ml. Στη συνέχεια προστέθηκαν διαλύµατα EDTA pH 8.0, SDS και πρωτεϊνάσης Κ σε τελικές συγκεντρώσεις 20mM, 

0.5% και 50µg/ml αντίστοιχα, και ακολούθησε επώαση στους 55 οC για 1 hr.  Το DNA των βακτηριοφάγων εκχυλίζονταν 

διαδοχικά µε φαινόλη, φαινόλη-χλωροφόρµιο (1:1) και χλωροφόρµιο και κατακρηµνίζονταν µε 0.1 όγκους 3Μ CH3COONa 

pH 7.0 και 2 όγκους απόλυτης αιθανόλης, µετά από επώαση για 30 min στον πάγο και φυγοκέντρηση για 20 min στις 

13.000 rpm στους 4οC. Τέλος, διαλυτοποιoύνταν σε 100µl διαλύµατος TE (10mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0).  

 

 β. Aποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτήρια 

 Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή (5-10µg) ή µεγαλύτερη (100–500µg) κλίµακα, 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης [Sambrook et al, 1989], µε ορισµένες τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, για 

την επαναιώρηση της βακτηριακής πάστας χρησιµοποιήθηκε το διάλυµα 1 (15mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0), 

για τη λύση των κυττάρων και την κατακρήµνιση των πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν τα διαλύµατα 2 (0.2N NaOH, 1% 

SDS) και 3 (3M CH3COOK pH 5.5), σε συνθήκες και όγκους διαλυµάτων που περιγράφονται αναλυτικά στην ίδια 

αναφορά. Στις περιπτώσεις που ήταν αναγκαία η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγαλύτερη κλίµακα (100-500µg), 

στο διάλυµα 1 προσθέτονταν επιπλέον λυσοζύµη σε τελική συγκέντρωση 1mg/ml και ακολουθούσε επώαση για 20 min 

στον πάγο, ενώ µετά την προσθήκη και του διαλύµατος 3, το υπερκείµενο µετά τη φυγοκέντρηση διάλυµα νουκλεϊκών 

οξέων διαχωρίζονταν από τη στερεή φάση µε διήθηση µέσα από υαλοβάµβακα. Ακολουθούσε κατακρήµνιση µε 0.7 

όγκους ισοπροπανόλης, επαναδιάλυση στον επιθυµητό όγκο διαλύµατος ΤΕ (10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8.0), 

διαδοχικές εκχυλίσεις µε µίγµα φαινόλης-χλωροφορµίου (1:1) και χλωροφορµίου, κατακρήµνιση µε διπλάσιο όγκο 

παγωµένης απόλυτης αιθανόλης και 0.1 όγκους 3Μ CH3COONa pH 5.2, επαναδιάλυση σε ΤΕ και επώαση για 30 min στους 

37οC παρουσία 10µg ριβονουκλεάσης Α (RΝase A), τελικής συγκέντρωσης 100ng/µl. Μετά από 1-2 επιπλέον εκχυλίσεις 

µε µίγµα φαινόλης-χλωροφορµίου (1:1) και κατακρήµνιση, το DNA επαναδιαλύονταν τελικά σε ΤΕ. 

 

 Για την παρασκευή πλασµιδιακού DNA υψηλότερης καθαρότητας, π.χ. για χρήση σε αντιδράσεις 

προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ή σε πειράµατα διαµόλυνσης ευκαρυωτικών κυττάρων, ακολουθήθηκε η 
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παραπάνω διαδικασία ξεκινώντας από βακτηριακή καλλιέργεια όγκου 0.8-1 lt και εφαρµόστηκε η διαδικασία αποµόνωσης 

µε προσθήκη ίσου όγκου 2x ρυθµιστικού διαλύµατος (0.04% SDS, 200mM NaCl, 25mM Tris-Cl pH 7.5, 4mM EDTA pH 

7.5) και  πρωτεϊνάσης Κ σε τελική συγκέντρωση 100ng/µl, ενώ ακολούθησε επώαση για 1 hr στους 55οC. Ακολουθούσαν 

1-2 εκχυλίσεις µε φαινόλη-χλωροφόρµιο (1:1) και χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε 2 όγκους απόλυτης αιθανόλης (χωρίς 

προσθήκη άλατος), ‘ψάρεµα’ του νήµατος DNA και επαναδιάλυσή του στον επιθυµητό όγκο διαλύµατος ΤΕ.  

 

 γ. Aποµόνωση µίγµατος γονιδιωµατικού και πλασµιδιακού DNA από σακχαροµύκητα 

 Ολονύκτια καλλιέργεια όγκου 2ml κυττάρων σακχαροµύκητα στελέχους pJ69-4a, µετασχηµατισµένων µε 

πλασµίδιο, φυγοκεντρήθηκε στις 10.000 rpm για 3 min, αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και το ίζηµα των κυττάρων 

ξεπλύθηκε µία φορά µε 500µl απιονισµένου H2O, επαναιωρήθηκε σε 200µl διαλύµατος λύσης (2% Triton X-100, 1% SDS, 

100mM NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0) και στη συνέχεια προστέθηκαν 200µl σφαιρίδια γυαλιού, 200µl 

διαλύµατος φαινόλης-χλωροφορµίου (1:1) και ακολούθησε ισχυρή ανάδευση (vortex) για 5 min. Τέλος, προστέθηκαν 

200µl απιονισµένου H2O και το δείγµα φυγοκεντρήθηκε (12.000 rpm) για 5 min. Τα νουκλεϊκά οξέα κατακρηµνίστηκαν 

από το υπερκείµενο µε 0.1 όγκους 3Μ CH3COONa pH 5.2, 2.5 όγκους παγωµένης απόλυτης αιθανόλης, παραµονή στους 

–80οC για 15 min και φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές/min για 30 min στους 4οC. To ίζηµα, µετά από ένα πλύσιµο µε 

70% αιθανόλη, επαναδιαλύθηκε σε 20µl απιονισµένου H2O. Το µίγµα νουκλεϊκών οξέων που προέκυψε µε αυτή τη 

µέθοδο, περιείχε κυρίως γονιδιωµατικό DNA σακχαροµύκητα και πολύ περιορισµένη ποσότητα πλασµιδιακού DNA, η 

οποία δεν ήταν δυνατόν να ανιχνευθεί µε ηλεκτροφόρηση. Ακολούθησε διαδικασία επιλογής του πλασµιδιακού DNA 

(plasmid rescue), µετασχηµατίζοντας βακτήρια E. coli DH5a µε 1-5µl του παραπάνω µίγµατος και αναπτύσσοντάς τα σε 

κατάλληλο θρεπτικό µέσο, παρουσία του κατάλληλου αντιβιοτικού, επιλεκτικού για το συγκεκριµένο πλασµίδιο.   

 

 δ. Aποµόνωση γονιδιωµατικού DNA από εγκέφαλο ποντικού 

 Ο ιστός αφαιρέθηκε από το ζώο, ξεπλύθηκε από το αίµα σε διάλυµα 1x PBS (40mM Na2HPO4, 5mM NaH2PO4, 

150mM NaCl, pH 7.4) και µεταφέρθηκε αµέσως σε υγρό άζωτο. Ακολούθησε κονιορτοποίηση του ιστού σε περιβάλλον 

υγρού αζώτου. Η παγωµένη σκόνη µεταφέρθηκε σε 2 όγκους διαλύµατος ΤSE (150mM NaCl, 100mM EDTA pH 8.0, 

20mM Tris-Cl pH 8.0) και αρχικά οµογενοποιήθηκε µηχανικά σε οµογενοποιητή Dounce. Στη συνέχεια, χρησιµοποιήθηκαν 

διαδοχικά σύριγγες 21g (5ml) και 26g (1ml) για την πλήρη οµογενοποίηση του ιστού. Σε περίπτωση που το εναιώρηµα 

ήταν πολύ ιξώδες ώστε να µη διέρχεται εύκολα από τις βελόνες των συριγγών, ο όγκος του αυξάνονταν µε προσθήκη  

επιπλέον διαλύµατος ΤSE. Στη συνέχεια, προσθέτονταν διαλύµατα SDS και πρωτεϊνάσης Κ σε τελικές συγκεντρώσεις 1% 

και 100µg/ml αντίστοιχα, και το δείγµα επωάζονταν για 6 hrs στους 65οC. Ακολουθούσαν διαδοχικές εκχυλίσεις µε ίσους 

όγκους φαινόλης, φαινόλης – χλωροφορµίου (1:1) και χλωροφορµίου – ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). Το γονιδιωµατικό 

DNA κατακρηµνίζονταν υπό µορφή νήµατος µε την προσθήκη 0.1 όγκων 3Μ CH3COONa pH 5.2 και 2 όγκων παγωµένης 

απόλυτης αιθανόλης στην υδατική φάση, απ’όπου συλλέγονταν µε περιτύλιξη σε πιπέττα Pasteur και ξεπλένονταν µε 

70% αιθανόλη. Στη συνέχεια, αφήνονταν να στεγνώσει στον αέρα και επαναδιαλυτοποιούνταν σε 5ml TE (10mM Tris-Cl, 

1mM EDTA, pH 8.0).  

 

 ε. Τεµαχισµός µορίων DNA µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 

 Για τον τεµαχισµό µορίων DNA χρησιµοποιήθηκαν περιοριστικές ενδονουκλεάσες, σύµφωνα µε τις οδηγίες των 

κατασκευαστριών εταιριών (Minotech και New England Biolabs). Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε αναλογία 1µg DNA µε 5 

µονάδες ενζύµου σε ρυθµιστικό διάλυµα όπου το ένζυµο παρουσίαζε την υψηλότερη ενεργότητα, σε συγκέντρωση DNA 

100ng/µl για περίπου 3-12 hrs (για τεµαχισµό µορίων DNA πλασµιδίων ή λ βακτηριοφάγων που προορίζονταν για 

κλωνοποίηση ή για τεµαχισµό µορίων γονιδιωµατικού DNA ποντικού ή DNA λ βακτηριοφάγου ή πλασµιδιακού κλώνου 

PAC, που προορίζονταν για ηλεκτροφόρηση και ανάλυση κατά Southern). Στις τελευταίες περιπτώσεις, στην αντίδραση 

τεµαχισµού προσθέτονταν σπερµιδίνη σε τελική συγκέντρωση 1mM.   
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 στ. Ανάλυση γραµµικών µορίων DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

 Τα µόρια DNA, λόγω του αρνητικού φορτίου τους, µεταναστεύουν σε πήκτωµα αγαρόζης υπό την επίδραση 

ηλεκτρικού πεδίου. Για τα γραµµικά µόρια DNA µεγέθους µέχρι 20Κb, η ταχύτητα µετανάστευσης είναι ανάλογη του 

µεγέθους τους. Οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης (πυκνότητα και µέγεθος του πηκτώµατος, εφαρµοζόµενη τάση πεδίου, 

διάρκεια ηλεκτροφόρησης) επιλέγονταν σε κάθε περίπτωση µε βάση τα µεγέθη των µορίων που επρόκειτο να 

διαχωριστούν [Sambrook et al, 1989]. Το διάλυµα ηλεκτροφόρησης που χρησιµοποιήθηκε ήταν το 1x ΤΑΕ (40mM Tris-

acetate, 1mM EDTA pH 8.0), µε προσθήκη βρωµιούχου αιθιδίου (125µg/lit διαλύµατος) για τη χρώση των µορίων DNA 

κατά την ηλεκτροφόρηση και την παρατήρησή τους σε υπεριώδη φωτισµό.  

 

 Ηλεκτροφόρηση παλλόµενου ηλεκτρικού πεδίου (PFGE) 

 Για την ανάλυση µορίων DNA µεγαλύτερων από 20Κb, όπως ήταν τα προϊόντα του τεµαχισµού κλώνων PAC 

ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA µε το περιοριστικό ένζυµο BamHI, εφαρµόστηκε η ηλεκτροφόρηση παλλόµενου 

ηλεκτρικού πεδίου (Pulse Field Gel Electrophoresis), η οποία στηρίζεται στην εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου διαδοχικά και 

επαναλαµβανόµενα σε δύο εναλλακτικές κατευθύνσεις κατά την διάρκεια της ηλεκτροφόρησης, πράγµα που ευνοεί τον 

διαχωρισµό µορίων µεγαλύτερων από 20Kb [Schwartz & Cantor, 1984]. Χρησιµοποιήθηκε η πειραµατική διάταξη του 

συστήµατος ηλεκτροφόρησης CHEF-DRII (Biorad), µε βάση το σχετικό πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρίας  και 

σε συνθήκες που ρυθµίζονταν ώστε να επιτευχθεί καλύτερος διαχωρισµός στα επιθυµητά µεγέθη. Αναλυτικότερα, η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 1% και διάλυµα 0.5x TBE (45mM Τris-Cl, 45mM βορικό οξύ, 

1mM EDTA, pH 8.0), υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου τάσεως 200V, για 12 hrs στους 4oC, µε συνεχή ανακύκλωση 

του διαλύµατος ηλεκτροφόρησης. O χρόνος εναλλαγής του ηλεκτρικού πεδίου (switch time) ρυθµίζονταν να κυµαίνεται 

µεταξύ 0.3sec (αρχική τιµή) και 1.3sec (τελική τιµή). Μετά την ηλεκτροφόρηση, ακολουθούσε χρώση του πηκτώµατος 

σε υδατικό διάλυµα βρωµιούχου αιθίδιου (125µg/lit διαλύµατος) για 30min µε ήπια ανακίνηση, 2-3 πλυσίµατα µε 

απιονισµένο νερό για 20min και παρατήρηση σε υπεριώδη φωτισµό.  

 

 ζ. Aνάλυση DNA κατά Southern  

 Μετά τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό σε πήκτωµα αγαρόζης, γραµµικά µόρια DNA µπορούν να µεταφερ-

θούν και να µονιµοποιηθούν σε µεµβράνες νάυλον µε τη βοήθεια τριχοειδών φαινοµένων [Southern, 1975], ώστε να 

ακολουθήσουν πειράµατα υβριδοποίησης µε ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές και αυτοραδιογραφία. Αναλυτικότερα, ο ρυθ-

µός µεταφοράς διαφορετικών τεµαχίων DNA εξαρτάται από το µέγεθός τους. Μικρά µόρια DNA (µικρότερα από 2Kb) µε-

ταφέρονται σε 1-3 hrs, ενώ για τα µεγαλύτερα ο χρόνος µεταφοράς αυξάνεται σε περισσότερες από 10 hrs, και στην πε-

ρίπτωση µορίων µεγαλύτερων από 10-15Κb, ένα πολύ µικρό ποσοστό µεταφέρεται στη µεµβράνη. Για την αντιµετώπιση 

αυτού του προβλήµατος, τα µόρια DNA αποδιατάσσονται πριν τη µεταφορά επωάζοντας το πήκτωµα αγαρόζης σε αλκα-

λικό διάλυµα. Επιπλέον, για τα µεγαλύτερα από 10kb θραύσµατα DNA, πραγµατοποιείται πριν την αποδιάταξη τεµαχισµός 

µε µερική αποπουρίνωση  σε ασθενές όξινο περιβάλλον [Sambrook et al, 1989]. 

 

 Σύµφωνα µε τα παραπάνω, διαχωρισµένα θραύσµατα µορίων DNA φωτογραφίζονται σε υπεριώδες φωτισµό 

δίπλα σε υποδεκάµετρο και στη συνέχεια αποδιατάσσονται µε επώαση του πηκτώµατος σε διάλυµα αποδιάταξης (1.5Μ 

NaCl και 0.5Μ NaOH) και ήπια ανακίνηση δύο φορές για 40 min. Ακολουθεί εξουδετέρωση σε διάλυµα 1Μ Tris-Cl pH 8.0 

και 1.5Μ NaCl, στις ίδιες συνθήκες. Στις περιπτώσεις που το µέγεθος των µελετούµενων θραυσµάτων DNA είναι 

µεγαλύτερο από 10Kb πραγµατοποιείται, πριν την αποδιάταξη, αποπουρίνωση σε διάλυµα  0.25Ν HCl για 5 min. Τα 

νουκλεϊκά οξέα µεταφέρονται σε νάυλον µεµβράνες (HybondTM-NX, Amersham) χρησιµοποιώντας διάλυµα µεταφοράς 2x 

SSC (0.3M NaCl, 30mM κιτρικό νάτριο). Tα δεσµευµένα στη µεµβράνη µόρια DNA µονιµοποιούνται µε έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) για 20 sec και µε θέρµανση της µεµβράνης στους 800C για 2 hrs. 
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 η. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 H µέθοδος εφαρµόστηκε τόσο για την ανάκτηση τεµαχίων DNA µε σκοπό την κλωνοποίησή τους, όσο και για 

τη ραδιοσήµανση τεµαχίων DNA.  Για κάθε αντίδραση, χρησιµοποιήθηκαν 50-100ng γονιδιωµατικού DNA ποντικού, 5-

10ng κλωνοποιηµένου DNA σε πλασµίδιο ή σε βακτηριοφάγο λ, ή 50-100ng DNA βιβλιοθήκης πλασµιδιακών κλώνων 

cDNA ως µήτρα.  Οι εκκινητές PCR είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια και χρησιµοποιήθηκαν σε συγκεντρώσεις 100ng 

ανά αντίδραση PCR. O όγκος των αντιδράσεων ήταν 15 – 50 µl και τυπικά περιελάµβανε: µίγµα dNTPs (250µΜ από κάθε 

νουκλεοτίδιο), 1x ρυθµιστικό διάλυµα Taq DNA πολυµεράσης (10mM Tris-Cl pH 8.5, 50mM KCl, 0.1% Triton X-

100,  1.5mM MgCl2), 1 ενζυµική µονάδα Taq DNA πολυµεράσης (3u/µl, Minotech) και 100µg/ml BSA (bovine serum 

albumin, fraction V, SIGMA). Oι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε αυτόµατο θερµοανακυκλωτή (Biometra, Perkin 

Elmer, Techne), που τυπικά ρυθµίζεται να εκτελέσει ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του DNA στους 95οC για 5 min και 

ένα στάδιο θερµικής ανακύκλωσης που επαναλαµβάνεται 35 φορές και περιελαµβάνει: ι) αποδιάταξη του DNA (95oC για 

45sec), ιι) υβριδοποίηση των εκκινητών στις συµπληρωµατικές αλληλουχίες στόχους για 45sec, σε θερµοκρασία που 

υπολογίζεται µε βάση το ποσοστό των βάσεων GC στην αλληλουχία των εκκινητών και εµπειρικά προκύπτει από τη 

σχέση: θ = Τm – (3-5)oC, όπου Τm η θερµοκρασία στην οποία το 50% των µορίων του εκκινητή έχουν υβριδοποιηθεί στις 

αλληλουχίες-στόχους [Τm= 2 x (ποσοστό βάσεων ΑΤ%) + 4 x (ποσοστό βάσεων GC%)], και ιιι) επέκταση των εκκινητών 

και σύνθεση της θυγατρικής αλυσίδας DNA σε θερµοκρασία όπου το ένζυµο παρουσιάζει την υψηλότερη ενεργότητα 

(72οC για την Taq DNA πολυµεράση της εταιρίας Minotech, 68-72oC για ένζυµα άλλων εταιριών) για χρόνο που κυµαίνε-

ται από 30sec για προϊόντα PCR µεγέθους µικρότερου των 200bp έως και 90sec για προϊόντα PCR µεγέθους 1-2Κb. 

Aκολουθεί ένα στάδιο τελικής επέκτασης για 2-5 min. Στις περιπτώσεις που οι εκκινητές PCR φέρουν θέσεις αναγνώρισης 

από περιοριστικές ενδονουκλεάσες, πραγµατοποιούνται αρχικά 5 κύκλοι σε θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών 

ελαττωµένη κατά 2-5oC. Eπιπλέον, για την ελαχιστοποίηση της πιθανότητας λάθους στην αλληλουχία του DNA, η οποία 

για τις συµβατικές Taq DNA πολυµεράσες είναι περίπου 1/1000nt, σε περιπτώσεις που το προϊόν της αντίδρασης 

επρόκειτο να κλωνοποιηθεί σε φορέα έκφρασης χρησιµοποιήθηκαν βελτιωµένα ένζυµα µε ικανότητα επιδιόρθωσης 

(proofreading) των σφαλµάτων (VentR DNA Polymerase της εταιρίας Νew England Biolabs και Εxpand Long Template 

PCR System από την εταιρία Roche) και πραγµατοποιήθηκε µικρότερος αριθµός κύκλων (25-30).  

 

 θ. Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µορίων DNA  

 Για τον σκοπό αυτό ακολουθήθηκαν διάφορες προσεγγίσεις που αποτελούν τροποποιήσεις της αρχικής 

µεθόδου, η οποία στηρίζεται στον τερµατισµό της επιµήκυνσης της αλυσίδας του DNA µέσω της ενσωµάτωσης 

τριφωσφορικών διδεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxy chain termination, Sanger et al, 1977). Χρησιµοποιήθηκαν ενθέµατα 

υπερελικωµένων πλασµιδίων, γραµµοποιηµένα µόρια DNA ή προϊόντα PCR. 

  

 Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε PCR (cycle-sequencing) 

 Εφαρµόστηκε η µέθοδος της PCR, όπου ένας εκκινητής χρησιµοποείται για την επιµύκηνση της 

νεοσυντιθέµενης αλυσίδας του DNA από την Taq DNA πολυµεράση παρουσία τριφωσφορικών διδεοξυνουκλεοτιδίων. 

Συγκεκριµένα, στο µίγµα της αντίδρασης προσθέτονται: ποσότητα DNA ανάλογη του µεγέθους του (200ng ανά Κb), 

25ng εκκινητή, 5 ενζυµικές µονάδες τροποποιηµένης Taq DNA πολυµεράσης (Sequencing Grade Taq DNA Polymerase, 

Promega) και 5µl 5x ρυθµιστικού διαλύµατος (250mM Tris-Cl pH 9.0, 10mM MgCl2), σε τελικό όγκο 17µl. Στη συνέχεια, 

4µl αυτού του µίγµατος αναµιγνύονται ξεχωριστά µε 2µl από κάθε διάλυµα δεοξυνουκλεοτιδίων (dNTPs) και 

διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs) τερµατισµού. Tα διαλύµατα τερµατισµού Α, G, C και Τ που χρησιµοποιούνται έχουν 

20µΜ από κάθε dNTP και, επιπλέον, 350µΜ ddATP στο διάλυµα Α, 30µΜ ddGTP στο διάλυµα G, 200µΜ ddCTP στο 

διάλυµα C και 600µM ddTTP στο διάλυµα Τ. Ακολουθεί αποδιάταξη στους 95οC (5 min) και 30 κύκλοι PCR σε αυτόµατο 

θερµοανακυκλωτή. H σήµανση των προϊόντων της αντίδρασης πραγµατοποιείται είτε προσθέτοντας στο µίγµα 5µCi 

ραδιοϊσοτόπου α[32P]-dATP ή α[32P]-dCTP, είτε χρησιµοποιώντας εκκινητή που έχει προηγουµένως ραδιοσηµανθεί στο 5’ 
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άκρο του µε γ[32P]-dATP. Τα προϊόντα των αντιδράσεων αναµιγνύονται µε 4µl διαλύµατος 95% φορµαµίδης, 20mM 

EDTA pH 8.0, 0.05% bromophenol blue και 0.05% xylene cyanol, αποδιατάσσονται µε θέρµανση στους 80οC για 2 min 

και ηλεκτροφορούνται σε αποδιατακτικό πήκτωµα ουρίας-πολυακρυλαµίδης [6% ακρυλαµίδη:δις ακρυλαµίδη (38:2), 8Μ 

ουρία, 1x long run ΤΒΕ] υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου σταθερής ισχύος 80Watt και χρησιµοποιώντας διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης 1x long run ΤΒΕ (133.8mM Tris-Cl, 44.5mM βορικό οξύ, 2.5mM EDTA, pH 8.3-8.7 στους 50οC). Το 

πήκτωµα µετά την ηλεκτροφόρηση µεταφέρεται σε χαρτί διήθησης (Whatman 3mm), στεγνώνει µε θέρµανση  σε κενό 

αέρος (BioRad Gel Dryer, Model 586) και ακολουθεί αυτοραδιογραφία και ανάγνωση της νουκλεοτιδικής σύστασης των 

µορίων DNA. 

 

 Αυτοµατοποιηµένη διαδικασία προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε PCR  

 Ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας πραγµατοποιείται µε PCR, µε τη διαφορά ότι τα προϊόντα δε 

σηµαίνονται ραδιενεργά, αλλά µε φθορίζουσες ουσίες. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιούνται εκκινητές σηµασµένοι µε τη 

φθορίζουσα ουσία IRD-800 (phosphoramidite, C59H75N4O6PS, LI-COR 4000-33), οι οποίοι παρασκευάζονται από την 

εταιρία MWG Biotech. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση της αντίδρασης, ταυτόχρονη σάρωση από ακτίνα laser και παράλληλη 

ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε κατάλληλο υπολογιστικό πρόγραµµα. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται µε 

τη χρήση του SequiTherm EXCELTM II Long-ReadTM DNA Sequencing Kit-LC (Epicentre Technologies, Cat. No SE7701LC), 

ηλεκτροφορούνται σε αυτόµατο αναλυτή τύπου GENE READIR 4200 (LI-COR) και αναλύονται µε τη χρήση του 

προγράµµατος BaseImageIR,v4.1, σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας LI-COR. 

 

 

14. Μέθοδοι ραδιοσήµανσης µορίων DNA 
 Ανιχνευτικά µόρια DNA µε µεγέθη που κυµαίνονται από 0.5 έως 1.5Κb ραδιοσηµαίνονται µε τη µέθοδο της 

επέκτασης τυχαίων εκκινητών (random priming), ενώ µικρότερα µόρια σηµαίνονται µε τη χρήση της αντίδρασης PCR. 

Τέλος, ολιγονουκλεοτίδια (18-25nt) ραδιοσηµαίνονται στο 5’ άκρο τους για να χρησιµοποιηθούν ως ανιχνευτικά µόρια σε 

υβριδοποιήσεις ή ως εκκινητές σε αντιδράσεις προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µορίων DNA. Οι 

αντιδράσεις ραδιοσήµανσης που πραγµατοποιήθηκαν περιγράφονται συνοπτικά παρακάτω: 

 

 α. Επέκταση τυχαίων εκκινητών 

 Η µέθοδος στηρίζεται στην ενεργότητα 5’→3’ πολυµεράσης DNA του κλάσµατος Κlenow της DNA 

πολυµεράσης Ι, µε την οποία ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια ενσωµατώνονται στη νεοσυντιθέµενη αλυσίδα DNA, 

χρησιµοποιώντας ως εκκινητές έναν συνδυασµό τυχαίων εξανουκλεοτιδίων (Ν6) που επαναδιατάσσεται στο DNA-µήτρα. 

Συγκεκριµένα, σε µια τυπική αντίδραση σήµανσης χρησιµοποιούνται 100ng γραµµικού τεµαχίου DNA (µεγέθους 0.5-

1.5kb) σε όγκο 7.5µl, 5 µονάδες ενζύµου Klenow, 11.5µl διαλύµατος 2x LS, 20µCi από κάθε ραδιενεργό ισότοπο [α-
32P]dATP και  [α-32P]dCTP (10µCi/µl, Amersham) και 10µg BSA σε τελικό όγκο αντίδρασης 25µl. To διάλυµα 2x LS 

προκύπτει αναµιγνύοντας τρία διαλύµατα : i) ρυθµιστικό διάλυµα 1M Ηepes pH 6.6, ii) διάλυµα DTM που περιέχει 0.1mM 

dGTP και 0.1mM dTTP σε ΤΜ (250mM Tris-Cl pH 8.0, 5mM MgCl2, 50mM β-µερκαπτοαιθανόλη) και ιιι) διάλυµα OL (1mM 

Tris-Cl pH 7.5, 1mM EDTA pH 7.5, 90 units/ml τυχαίων εξανουκλεοτιδίων), σε αναλογία 25 (Ηepes) : 25 (DTM) : 7 (OL). 

Αρχικά το DNA αποδιατάσσεται µε βρασµό για 5 min και µεταφέρεται αµέσως σε πάγο όπου προσθέτονται τα υπόλοιπα 

αντιδραστήρια και η αντίδραση επωάζεται για 2-3 hrs στους 37οC ή για 12-14 hrs στους 25οC. Η ειδική ενεργότητα του 

ραδιοσηµασµένου µορίου DNA που προκύπτει είναι 5x108-109 cpm/µg DΝΑ. 
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 β. Σήµανση 5’ άκρου 

 Η µέθοδος εφαρµόζεται για τη σήµανση ολιγονουκλεοτιδίων (18-25nt), ή προϊόντων PCR µικρού µεγέθους 

(100-500bp), χρησιµοποιώντας την ενζυµική δράση της πολυνουκλεοτιδικής κινάσης του βακτηριοφάγου Τ4 η οποία, στις 

συνθήκες της αντίδρασης, καταλύει τη µεταφορά µιας φωσφορικής οµάδας από τη θέση γ της τριφωσφορικής 

αδενοσίνης (ΑTP) στο 5’ άκρο πολυ- ή ολιγονουκλεοτιδίων (δίκλωνου και µονόκλωνου DNA και RΝΑ) των οποίων έχει 

αφαιρεθεί η 5’ φωσφορική οµάδα ενζυµικά (µε δράση φωσφατάσης ή κινάσης παρουσία περίσσειας ΑDP) ή κατά την in 

vitro σύνθεσή τους, όπως συµβαίνει για τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια [Sambrook et al, 1989]. Συγκεκριµένα, για τη 

σήµανση 100 ng συνθετικού ολιγονουκλεοτιδίου ή προϊόντος PCR, χρησιµοποιούνται 5 µονάδες ενζύµου κινάσης (Νew 

England Biolabs, 5u/µl), 1x ρυθµιστικό διάλυµα κινάσης (70 mM Tris-Cl pH 7.6, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT), 20µCi 

ραδιοϊσότοπο [γ-32Ρ]ΑΤΡ (10µCi/µl, Amersham) σε συνολικό όγκο 20µl και η αντίδραση επωάζεται στους 37οC για 45 

min. Η τυπική απόδοση της µεθόδου είναι 5x107-108 cpm/µg ολιγονουκλεοτιδίου ή προϊόντος PCR.  

 

 γ. Σήµανση µε PCR 

 H αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης ως µέθοδος σήµανσης, επιλέγεται σε περιπτώσεις που το µέγεθος των 

τεµαχίων DNA που πρόκειται να ραδιοσηµανθούν είναι µικρότερο του 0.5Κb (ιδανικά 100-150bp). Αρχικά, πραγµατοποι-

είται PCR (χωρίς ραδιοσήµανση) της οποίας το προϊόν (ποσότητα DNA 30-200ng) ηλεκτροφορείται, εξάγεται από το πή-

κτωµα αγαρόζης και εκλούεται σε 200µl απιονισµένου-αποστειρωµένου H2O, παραµένοντας στους 4οC για 6–12 hrs. Πε-

ρίπου 2µl από το διάλυµα που προκύπτει µετά την έκλουση χρησιµοποιούνται ως µήτρα σε µια δεύτερη αντίδραση PCR 

στην οποία προσθέτονται 10µCi (~20pM) ραδιοϊσοτόπου [α-32Ρ]dΑΤΡ (Amersham, 10µCi/µl, 370MBq/ml, ~3000Ci/mmol) 

και 12.5µΜ από κάθε νουκλεοτίδιο dCTP, dGTP και dTTP. Λόγω της περιορισµένης ποσότητας ραδιοσηµασµένου νουκλε-

οτιδίου [α-32Ρ]dΑΤΡ που χρησιµοποιείται σε αυτή την αντίδραση, η ποσότητα του τελικού προϊόντος είναι θεωρητικά της 

τάξεως του 1ng, όµως η ειδική ενεργότητα του ραδιοσηµασµένου µορίου που προκύπτει είναι της τάξεως του 109 cpm 

/µg προϊόντος PCR. Οι αντιδράσεις σήµανσης µε PCR πραγµατοποιούνται µε τις τυπικές συγκεντρώσεις ενζύµου και ρυθ-

µιστικού διαλύµατος, 35 κύκλους PCR και συνθήκες που ρυθµίζονται µε βάση την αλληλουχία των εκκινητών. 

 

 δ. Μέτρηση της ειδικής ενεργότητας ραδιοσηµασµένου µορίου DNA 

 H ειδική ενεργότητα εκφράζει το ποσοστό των ραδιενεργών φωσφορικών οµάδων 32Ρ που έχουν ενσωµατω-

θεί στο µόριο DNA που ραδιοσηµαίνεται µε τις παραπάνω µεθόδους. Για τη µέτρησή της, µια ποσότητα αντίστοιχη περί-

που του ενός εκατοστού των ραδιοσηµασµένων προϊόντων των παραπάνω αντιδράσεων κατακρηµνίζεται παρουσία πα-

γωµένου 10% τριχλωροοξικού οξέος (TCA) και τα µη ενσωµατωµένα ραδιενεργά νουκλεοτίδια αποµακρύνονται µε παγω-

µένη ακετόνη στις συνθήκες που περιγράφονται αναλυτικά από τους Sambrook et al. Στη συνέχεια, τα δείγµατα µετρώ-

νται σε σπινθηροµετρητή (Βeckman LS1701). 

 

 

15. Ανίχνευση τεµαχίων DNA µε υβριδοποίηση 
 Αποδιαταγµένα µόρια DNA που έχουν µεταφερθεί και µονιµοποιηθεί σε νάυλον µεµβράνη µπορούν, σε 

κατάλληλες συνθήκες, να υβριδοποιηθούν µε συµπληρωµατικά ραδιοσηµασµένα ανιχνευτικά µόρια DNA και στη συνέχεια 

να ανιχνευθούν µε αυτοραδιογραφία. Η σύσταση του διαλύµατος υβριδοποίησης, η διάρκεια και η θερµοκρασία της 

επώασης είναι συνθήκες που ρυθµίζονται σύµφωνα µε τα σχετικά πρωτόκολλα [Sambrook et al, 1989]. Τα πειράµατα 

υβριδοποίησης που πραγµατοποιήθηκαν περιγράφονται συνοπτικά παρακάτω: 
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 α. Υβριδοποίηση σε γονιδιωµατικό DNA ποντικού 

 Μετά τον τεµαχισµό µε περιοριστικά ένζυµα και την ανάλυση κατά Southern γονιδιωµατικού DNA ποντικού 

στελέχους C57BL, η µεµβράνη προϋβριδοποιείται µε συνεχή ανακίνηση για 6hrs στους 65οC σε 10ml διαλύµατος υβριδο-

ποίησης (100mM NaH2PO4, 50mM Na4P2O7, 10mM EDTA, 7% SDS, 1% BSA, pH 7.0-7.5), παρουσία αποδιαταγµένου και 

µηχανικά τεµαχισµένου DNA σπέρµατος σολοµού ή ρέγγας (carrier DNA), σε συγκέντρωση 100 µg/ml. Ακολουθεί αντικα-

τάσταση του διαλύµατος µε 10ml φρέσκου διαλύµατος υβριδοποίησης, στο οποίο προσθέτονται carrier DNA ίδιας συγκέ-

ντρωσης και περίπου 107cpm αποδιαταγµένου µε βρασµό ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή. Ακολουθεί επώαση µε συνεχή 

ανακίνηση στους  65οC για 12-16 hrs. Στη συνέχεια, η περίσσεια της ραδιενέργειας αποµακρύνεται µε πλύσιµο της µεµ-

βράνης σε διάλυµα 2xSSC (0.3M NaCl, 30mM κιτρικό νάτριο) αρχικά στους 25οC και στη συνέχεια στους 65οC για 20-30 

min και 3-4 επαναλήψεις, ελέγχοντας τις κρούσεις που παρέµεναν στη µεµβράνη µε µετρητή Geiger. Aκολουθεί αυτορα-

διογραφία µε χρόνους έκθεσης που κυµαίνονται από 12 έως και 48 hrs, ανάλογα µε την ένταση του σήµατος. 

 

 β. Υβριδοποίηση σε κλωνοποιηµένα τεµάχια DNA 

 Υβριδοποιήσεις σε κλωνοποιηµένα τεµάχια DNA πραγµατοποιούνται α) σε µεµβράνες που φέρουν DNA 

βακτηρίων µετασχηµατισµένων µε ανασυνδυασµένα πλασµίδια, για να ελεγχθεί η παρουσία ενθέµατος και β) σε 

µεµβράνες που φέρουν ηλεκτροφορητικά διαχωρισµένα θραύσµατα ανασυνδυασµένων πλασµιδίων ή λ βακτηριοφάγων. 

Aκολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι, λόγω της πολύ ελαττωµένης πολυπλοκότητας του µονιµοποιηµένου 

στη µεµβράνη DNA, η προϋβριδοποίηση και η υβριδοποίηση πραγµατοποιήθηκαν χωρίς προσθήκη carrier DNA και σε 

µικρότερους χρόνους. Συγκεκριµένα, η διάρκεια της προϋβριδοποίησης περιορίζεται στα 30 min, και της υβριδοποίησης 

στις 3-5 hrs. Ο χρόνος έκθεσης µετά την αυτοραδιογραφία ήταν συνήθως µικρότερος από 5 min. 

 

 

16. Κλωνοποίηση τεµαχίων DNA σε πλασµίδια 
 Χρησιµοποιήθηκαν κλασσικές µέθοδοι κλωνοποίησης θραυσµάτων DNA, µετά από τον ενζυµικό τεµαχισµό 

µεγαλύτερων µορίων, διαχωρισµό µε ηλεκτροφόρηση, αποµόνωση και (µερικές φορές) κατάλληλη τροποποίηση των 

άκρων τους, ώστε αυτά να είναι συµβατά για σύνδεση µε τα άκρα (συµπληρωµατικά ή τυφλά) του γραµµοποιηµένου 

πλασµιδιακού φορέα. Η πλασµιδιακή κατασκευή αναπτύσσεται µετασχηµατίζοντας βακτηριακά κύτταρα (E.coli DH5a) ή, 

σε ορισµένες περιπτώσεις, χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό κυττάρων σακχαροµύκητα του στελέχους PJ69-4a.  

 

 α. Αποµόνωση θραύσµατος DNA από  πήκτωµα αγαρόζης 

 Μετά την ηλεκτροφόρηση, το πήκτωµα παρατηρείται στο υπεριώδες φως και αποκόπτεται το τεµάχιο της 

αγαρόζης που περιέχει το συγκεκριµένο θραύσµα DNA. Η αγαρόζη πολτοποιείται µε τη βοήθεια νυστεριού και 

µεταφέρεται σε δοκιµαστικό σωληνάριο Εppendorf 0.5ml, το οποίο έχει τρυπηθεί στη βάση του µε βελόνα σύρριγγας 26g 

και περιέχει υαλοβάµβακα µέχρι το 1/3 του όγκου του. Το σωληνάριο µε την αγαρόζη τοποθετείται σε Εppendorf 1.5ml 

και φυγοκεντρείται στις 8.000 rpm για 10 min. Tο διάλυµα συλλέγεται από το σωληνάριο 1.5ml και η φυγοκέντρηση 

επαναλαµβάνεται όσες φορές χρειάζεται. Ίχνη αγαρόζης αποµακρύνονται εκχυλίζοντας το διάλυµα µε χλωροφόρµιο. Το 

DNA κατακρηµνίζεται µε προσθήκη 0.1 όγκου 3Μ CH3COONa pH 5.2 και 2 όγκων παγωµένης απόλυτης αιθανόλης, µετά 

από παραµονή στους -80οC για 15 min και φυγοκέντρηση (12.000 rpm για 30 min στους 4oC). Το ίζηµα ξεπλένεται µε 

70% αιθανόλη και επαναδιαλύεται στον επιθυµητό όγκο ΤΕ  (10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8.0). 

  

 β. Κατασκευή τυφλών άκρων σε γραµµικά µόρια DNA µε προεξέχοντα 5’ άκρα 

 Στις περιπτώσεις που τα γραµµοποιηµένα µόρια του πλασµιδιακού φορέα και του ενθέµατος που επρόκειτο να 

κλωνοποιηθεί είχαν προεξέχοντα µη συµπληρωµατικά 5’ άκρα, εφαρµόστηκε η µέθοδος κατασκευής τυφλών (blunt) 
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άκρων, ώστε να είναι δυνατή η αντίδραση σύνδεσης (ligation). Χρησιµοποιήθηκε το κλάσµα Klenow της DNA 

πολυµεράσης Ι, και συγκεκριµένα η 5’→3’ ενεργότητα πολυµερισµού (προσθήκη νουκλεοτιδίων στο υπολειπόµενο 3’ 

άκρο, µε µήτρα το προεξέχον 5’ άκρο), όπως περιγράφεται από τους Sambrook et al (1989). Συνοπτικά,  για µια τυπική 

αντίδραση µε 1.5µg γραµµοποιηµένου DNA µε 5’ προεξέχοντα άκρα, χρησιµοποιήθηκαν 5 µονάδες ενζύµου Klenow (New 

England Biolabs), 1x ρυθµιστικού διαλύµατος του ενζύµου Klenow (New England Biolabs), 50µM µίγµατος dNTPs 

(12.5µM για κάθε dNTP), σε τελικό όγκο 40µl, επώαση στους 25οC για 30 min και τερµατισµό µε προσθήκη 1µl 

διαλύµατος 0.5Μ ΕDΤΑ και θέρµανση στους 72οC για 10 min.  

 

 γ. Σύνδεση γραµµικών µορίων DNA (ligation) 

 Για τη σύνδεση γραµµικών µορίων DNA χρησιµοποιείται το ένζυµο λιγάση του DNA του βακτηριοφάγου Τ4 

(T4 DNA ligase), το οποίο καταλύει τη δηµιουργία φωσφοδιεστερικού δεσµού ανάµεσα στην υδροξυλική οµάδα του 3’ 

άκρου και τη φωσφορική οµάδα του παρακείµενου 5’ άκρου δίκλωνων µορίων DNA ή RNA. Tα άκρα των µορίων DNA 

που συνδέονται είναι είτε τυφλά (blunt) είτε προεξέχοντα και συµβατά ή συµπληρωµατικά, ενώ το τελικό προϊόν της 

αντίδρασης είναι επανακυκλοποιηµένο γραµµικό µόριο, ανασυνδυασµένο πλασµίδιο ή πολυµερές (γραµµικό ή κυκλικό) 

µόριο. Ο σχεδιασµός κάθε αντίδρασης εξαρτάται από το είδος των άκρων, τις σχετικές τους συγκεντρώσεις και το 

επιθυµητό προϊόν της αντίδρασης [Sambrook et al, 1989]. Οι αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν περιγράφονται 

παρακάτω: 

 
 Επανακυκλοποίηση πλασµιδιακού φορέα 

 Πλασµιδιακοί φορείς ή γραµµοποιηµένα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µεγέθους 3–15Κb και σε συγκέντρωση 1-

2ng/µl, επανακυκλοποιούνται χρησιµοποιώντας 6 ενζυµικές µονάδες (Weiss units) λιγάσης (T4 DNA ligase, 6 Weiss 

units/µl, New England Biolabs), 1x ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης της ίδιας εταιρίας (50mM Tris-Cl pH 7.5, 10mM MgCl2, 

10mM DTT, 1mM ATP, 25µg/ml BSA) σε τελικό όγκο αντίδρασης 20µl. Oι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται στους 16οC για 

12-16 hrs. 

 
 Κατασκευή ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

 Για την αντίδραση κατασκευής ανασυνδυασµένων πλασµιδίων χρησιµοποιήθηκε η ίδια συγκέντρωση 

ρυθµιστικού διαλύµατος και ενζύµου µε τις αντιδράσεις επανακυκλοποίησης, µε τη διαφορά ότι ο τελικός όγκος της 

αντίδρασης ήταν µικρότερος (10-15µl) και η συνολική ποσότητα DNA µεγαλύτερη (10-100 ng/µl). Η ποσότητα DNA του 

γραµµοποιηµένου φορέα διατηρείται σταθερή στα 30ng ανά αντίδραση, ενώ η ποσότητα του ενθέµατος ήταν τέτοια 

ώστε η αναλογία µορίων φορέα : ενθέµατος να είναι µεταξύ 1:5 (για προεξέχοντα άκρα και προσανατολισµένη 

κλωνοποίηση) και 1:20 (για τυφλά άκρα και µη προσανατολισµένη κλωνοποίηση). Oι αντιδράσεις έγιναν στους 16οC για 

12-16 hrs. 

 

 δ. Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA 

 Oι µέθοδοι µετασχηµατισµού βακτηρίων µε µόρια υπερελικωµένων πλασµιδίων βασίζονται στην παρατήρηση 

ότι η κατεργασία βακτηριακών κυττάρων µε παγωµένο διάλυµα χλωριούχου ασβεστίου που συνοδεύεται µε σύντοµη 

θέρµανση αυξάνει σηµαντικά την ικανότητά τους να προσλαµβάνουν DNA πλασµιδίου [Cohen et al, 1972]. 

Τροποποιήσεις της αρχικής µεθόδου µε τη χρήση βελτιωµένων στελεχών E. coli και διάφορων συνδυασµών δισθενών 

κατιόντων ή άλλων χηµικών ενώσεων (DMSO, αναγωγικά µέσα), οδήγησαν σε απόδοση µετασχηµατισµού της τάξης των 

108-109 µετασχηµατισµένων αποικιών ανά µg πλασµιδίου. 

 Υψηλότερη όµως απόδοση (109-1010 αποικίες / µg πλασµιδίου) επιτυγχάνεται µετασχηµατίζοντας τα βακτήρια 

µε ηλεκτρική εκκένωση. Η τελευταία µέθοδος [Dower et al, 1988], αν και προκαλεί θάνατο στο 50-75% των βακτηρίων, 

µπορεί να επιτύχει υψηλές συχνότητες µετασχηµατισµού ρυθµίζοντας την ισχύ του ηλεκτρικού πεδίου, τη διάρκεια του 
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παλµού και τη συγκέντρωση του DNA. Επιπλέον, η µέθοδος µετασχηµατισµού µε θερµικό σοκ φαίνεται να επηρεάζεται 

περισσότερο από το µέγεθος του πλασµιδίου (η απόδοση µειώνεται 10-100 φορές για πλασµίδια 10-20Κb) σε σχέση µε 

τη µέθοδο της ηλεκτρικής εκκένωσης, για την οποία πλασµίδια µεγέθους 25-130Κb έχουν αναφερθεί ότι µετασχηµατίζουν 

βακτήρια µε συγκρίσιµες αποδόσεις [Dower et al, 1988].   

 Σύµφωνα µε τα παραπάνω, για τον µετασχηµατισµό βακτηριακών κυττάρων µε DNA πλασµιδίου, αρχικά 

παρασκευάζονταν βακτηριακά κύτταρα δεκτικά (competent) για µετασχηµατισµό και χρησιµοποιούνταν και οι δύο 

µέθοδοι, ανάλογα µε τις απαιτήσεις του εκάστοτε πειράµατος. 

 

 Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε τη µέθοδο της ηλεκτρικής εκκένωσης 

(electroporation) 

 Η παράµετρος που λαµβάνεται υπόψην στην παρασκευή δεκτικών κυττάρων είναι η όσο το δυνατόν 

χαµηλότερη περιεκτικότητα του βακτηριακού εναιωρήµατος σε άλατα, τα οποία µπορούν να αυξήσουν την ιοντική ισχύ 

προκαλώντας αυξηµένο κυτταρικό θάνατο κατά την ηλεκτρική εκκένωση.   

 i) Παρασκευή δεκτικών (electrocompetent) βακτηρίων 

 Καλλιέργεια κυττάρων Escherichia coli κατάλληλου στελέχους (DH5a, KC8) αναπτύχθηκε σε 50ml του 

θρεπτικού µέσου ΤΥΜ, σχετικά φτωχού σε άλατα, µε ολονύκτια επώαση στους 37οC και ανακίνηση στις 200 στροφές / 

min. Στη συνέχεια, 500µl µεταφέρονται σε 500ml LB και η καλλιέργεια συνεχίζεται σε κωνική φιάλη όγκου 2 λίτρων στις 

ίδιες συνθήκες µέχρι να φτάσει σε πυκνότητα αντίστοιχη της οπτικής απορρόφησης OD600=0.65-0.70, ακολουθεί επώαση 

σε πάγο για 30 min και φυγοκέντρηση στις 3000 στροφές/ min για 15 min στους 40C. Το ίζηµα των κυττάρων 

επαναιωρείται αρχικά σε 500ml παγωµένου, αποστειρωµένου και απιονισµένου Η2Ο, φυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες 

και επαναιωρείται διαδοχικά σε  Η2Ο όγκου 250ml, 50ml και 10ml. Τέλος, επαναιωρείται σε 1.5ml παγωµένου υδατικού 

διαλύµατος γλυκερόλης 10% και τα δεκτικά για µετασχηµατισµό βακτηριακά κύτταρα αποθηκεύονται στους  -80οC σε 

όγκους 50µl και χρησιµοποιούνται σε χρονικό διάστηµα περίπου ενός έτους µε απόδοση µετασχηµατισµού 5x108-5x109 

αποικίες ανά µg υπερελικωµένου πλασµιδίου. 

 ii) ∆ιαδικασία µετασχηµατισµού 

 Αποθηκευµένα στους -80οC δεκτικά για µετασχηµατισµό βακτηριακά κύτταρα όγκου 50µl µεταφέρονται σε 

πάγο, αναµιγνύονται µε 0.001 – 1ng υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA ή 3µl αντίδρασης σύνδεσης (ligation) µορίων 

DNA  και παραµένουν στον πάγο για 15 min. Στη συνέχεια, µεταφέρονται σε παγωµένες κυψελίδες τύπου BTX P/N 610, 

διαστάσεων 1cm x 1cm, µε κενό διάστηµα (chamber gap) πάχους 1mm, και υποβάλλονταi σε ηλεκτρική εκκένωση τάσης 

1600V για 4-6msec στην ειδική συσκευή (Electro Cell Manipulator 600). Τα µετασχηµατισµένα βακτηριακά κύτταρα 

µεταφέρονται σε 1ml παγωµένου θρεπτικού µέσου LB, επωάζονται στους 37οC για 2-3 hrs µε ήπια ανακίνηση (100 - 150 

στροφές/min) και τέλος αναπτύσσονται σε στερεό θρεπτικό µέσο LB για 16-20 hrs στους 37οC, παρουσία του 

κατάλληλου αντιβιοτικού. 

 

 Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε τη µέθοδο του θερµικού σοκ 

 Για τη χηµική κατεργασία των βακτηρίων πριν το θερµικό σοκ χρησιµοποιείται συνδυασµός δισθενών 

κατιόντων Rb+2, Mn+2 και Ca+2 σε συγκεντρώσεις και χρόνους επώασης που προτείνονται σε σχετικά πρωτόκολλα 

[Sambrook et al, 1989].  

 i) Παρασκευή βακτηριακών κυττάρων δεκτικών για µετασχηµατισµό µε θερµικό σοκ 

 Καλλιέργεια κυττάρων Escherichia coli κατάλληλου στελέχους αναπτύσσεται σε 50ml θρεπτικού µέσου LB  µε 

ολονύκτια επώαση στους 37οC και ανακίνηση στις 200 στροφές / min. Στη συνέχεια, 500µl µεταφέρονται σε 100ml LB 

και η καλλιέργεια συνεχίζεται σε κωνική φιάλη όγκου 2 λίτρων στις ίδιες συνθήκες µέχρι να φτάσει σε λογαριθµική φάση 

ανάπτυξης (OD595=0.4-0.5), ακολουθεί επώαση σε πάγο για 15 min και φυγοκέντρηση στις 2000 στροφές / min για 10 
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min στους 40C. Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται αρχικά σε 40ml διαλύµατος TFB1 (100mM RbCl2, 50mM MnCl2, 

30mM CH3COOK, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, pH 5.8), επωάζεται στον πάγο για 20 min και στη συνέχεια σε 5ml 

διαλύµατος TFB2 (10mM MOPS, 10mM RbCl2, 80mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, pH 7.0). Τέλος, τα δεκτικά για 

µετασχηµατισµό βακτηριακά κύτταρα αποθηκεύονται στους -80οC σε όγκους 200µl και χρησιµοποιούνται σε χρονικό 

διάστηµα περίπου ενός έτους µε απόδοση µετασχηµατισµού 5x107-5x108 αποικίες µετασχηµατισµένων βακτηρίων ανά µg 

υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA.          

 ii) ∆ιαδικασία µετασχηµατισµού 

 Τα δεκτικά για µετασχηµατισµό βακτηριακά κύτταρα όγκου 200µl µεταφέρονται από τους -80οC, όπου 

αποθηκεύονται, σε πάγο 15 min πριν την προσθήκη του πλασµιδιακού υπερελικωµένου DNA. Η παραµονή στον πάγο 

συνεχίζεται για 20 min και ακολουθεί απότοµη µεταφορά των κυττάρων σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 42-43οC για 

90sec, επαναφορά στον πάγο για 2min, προσθήκη 800µl θρεπτικού µέσου LB και επώαση στους 37οC για 1-3 hrs µε ήπια 

ή και χωρίς ανακίνηση. Τέλος, τα µετασχηµατισµένα βακτήρια αναπτύσσονται σε στερεό θρεπτικό µέσο LB για 16-20 hrs 

στους 37οC, παρουσία του κατάλληλου αντιβιοτικού. 

 

 Σηµειώνεται ότι ο χρόνος επώασης σε LB µετά το θερµικό ή ηλεκτρικό σοκ, εξαρτάται από το γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό που φέρει το πλασµίδιο. Για ανθεκτικότητα σε αµπικιλλίνη ή χλωραµφαινικόλη, ο χρόνος 

επώασης ήταν 45-60 min, ενώ για ανθεκτικότητα σε καναµυκίνη ο χρόνος ήταν 2-3 hrs. Μετά τον µετασχηµατισµό των 

βακτηρίων έγιναν πειράµατα ταυτοποίησης των κλώνων που έφεραν ανασυνδυασµένα πλασµίδια. 

 

 ε. Ταυτοποίηση ανασυνδυασµένων βακτηριακών κλώνων  

 Oι βακτηριακές αποικίες που φέρουν ανασυνδυασµένα πλασµίδια επιλέγονται µε τις µεθόδους που 

περιγράφονται παρακάτω, και σε κάθε περίπτωση ακολουθεί αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA και ανάλυση µε 

ενδονουκλεάσες περιορισµού. 

 i) Επιλογή βάσει χρώµατος 

 Βασίζεται στην παρουσία του γονιδίου LacZ  το οποίο κωδικοποιεί την β-γαλακτοσιδάση και βρίσκεται σε 

ορισµένους φορείς κλωνοποίησης (π.χ pBluescript). Συγκεκριµένα, ο πλασµιδιακός φορέας περιέχει το γονίδιο, του 

οποίου το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης διακόπτεται, χωρίς να καταστρέφεται, από τις πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης 

ενθεµάτων. Στα ανασυνδυασµένα πλασµίδια το γονίδιο LacZ δεν κωδικοποιεί τη β-γαλακτοσιδάση και στις αντίστοιχες 

βακτηριακές αποικίες δεν πραγµατοποιείται αντίδραση χρώσης σε θρεπτικό µέσο που περιέχει το υπόστρωµα X-gal, µε 

αποτέλεσµα αυτές οι αποικίες να εµφανίζονται λευκές. 

 ii) Επιλογή µε υβριδοποίηση  των βακτηριακών αποικιών σε µεµβράνες 

 Για τη µεταφορά και µονιµοποίηση βακτηριακών κλώνων σε µεµβράνες υβριδοποίησης εφαρµόζονταν η 

µέθοδος των Grunstein and Hogness (1975). Μεµβράνες υβριδοποίησης (Hybond-N+, Amersham) τοποθετούνται στα 

τρυβλία για 30sec. Ακολουθεί αποδιάταξη του DNA σε διάλυµα 1.5Μ NaCl και 0.5Μ NaOH για 5 min, εξουδετέρωση  σε 

διάλυµα  1 Μ Τris-Cl pH 7.4 και 1.5 M NaCl, για 7 min και πλύσιµο σε 2x SSC  για 5 min. Το δεσµευµένο DNA 

µονιµοποιείται µε έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) και θέρµανση των µεµβρανών στους 800C για 2 

hrs. Ακολουθούν πειράµατα υβριδοποίησης στα οποία ως ανιχνευτής χρησιµοποιείται ραδιοσηµασµένο το επιθυµητό 

ένθεµα, ώστε να επιλεχθούν οι αντίστοιχοι κλώνοι. 

 iii) Επιλογή µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

 Στις περιπτώσεις που η επιλογή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων πραγµατοποιείται µε PCR, 

χρησιµοποιούνται εκκινητές που υβριδοποιούνται εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίησης. Συγκεκριµένα, κάθε βακτηριακή 

αποικία υπό εξέταση, µεταφέρεται σε 15µl αποστειρωµένου και απιονισµένου H2O και 5µl αυτού του εναιωρήµατος 
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χρησιµοποιείται ως ‘µήτρα’ σε αντιδράσεις PCR, ενώ µε το υπόλοιπο εµβολιάζεται µια υγρή καλλιέργεια.  Οι βακτηριακοί 

κλώνοι που φέρουν ανασυνδυασµένα πλασµίδια δίνουν προϊόν PCR µεγέθους µεγαλύτερου κατά το µέγεθος του 

ενθέµατος, σε σχέση µε αυτούς που φέρουν µη ανασυνδυασµένα πλασµίδια.  

 

 στ. Μετασχηµατισµός κυττάρων σακχαροµύκητα pJ69-4a µε πλασµιδιακό DNA 

 Για τον µετασχηµατισµό κυττάρων σακχαροµύκητα µε πλασµιδιακό DNA ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο των 

Αgatep et al (1998), µε ορισµένες τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, 50ml θρεπτικού µέσου ΥΕΡ, το οποίο περιείχε και 

0.25mM αδενίνης, εµβολιάζεται µε µία αποικία κυττάρων σακχαροµύκητα στελέχους pJ69-4a και επωάζεται για 16-20 hrs 

στους 30οC µε ανακίνηση (250 rpm). Στη συνέχεια, η καλλιέργεια αραιώνεται κατάλληλα µε θρεπτικό µέσο (µέχρι ΟD550= 

0.2-0.4) και η επώαση συνεχίζεται µέχρι την ΟD550 = 0.6-0.7 (συνολικός αριθµός κυττάρων:~109). Aκολουθεί φυγοκέ-

ντρηση, επαναιώρηση του κυτταρικού ιζήµατος σε 25ml αποστειρωµένου Η2Ο και δεύτερη επαναιώρηση σε 1ml φρέσκου 

διαλύµατος οξικού λιθίου συγκέντρωσης 100mM. Το δείγµα φυγοκεντρείται (4000 rpm / 5-10 min), αποµακρύνεται το 

υπερκείµενο και ακολουθεί νέα επαναιώρηση των κυττάρων σε 500µl διαλύµατος οξικού λιθίου 100mM. Για κάθε µετα-

σχηµατισµό, αναµιγνύονται: 0.5-1 µg πλασµιδιακού DNA και 500µg carrier DNA σε συνολικό όγκο 20µl και στη συνέχεια 

προσθέτονται 240µl διαλύµατος 50% πολυαιθυλενικής γλυκόλης µοριακού βάρους 3350 (PEG 3350). Τέλος, προσθέτο-

νται 100µl του κυτταρικού εναιωρήµατος σε 100mM οξικού λιθίου, το δείγµα αναδεύεται ήπια και ακολουθεί προσθήκη 

36µl πυκνού διαλύµατος οξικού λιθίου (1Μ), ήπια ανάδευση (σε vortex) και επώαση για 30 min στους 30οC. Ακολουθεί 

θερµικό σοκ στους 42οC για 25 min, φυγοκέντρηση (3000rpm/10min), αποµάκρυνση του υπερκείµενου, επαναιώρηση 

του ιζήµατος σε 100µl θρεπτικού µέσου SC και άπλωµα των κυττάρων σε κατάλληλο θρεπτικό µέσο. Η επιλογή των µε-

τασχηµατισµένων αποικιών πραγµατοποιείται λόγω των αυξοτροφιών του στελέχους pJ69-4a, που συµπληρώνονται από 

γονίδια των πλασµιδίων.    

 

 ζ. ∆ιαχωρισµός πλασµιδίου pVP16 από το πλασµίδιο pGBT9  

 Η µέθοδος εφαρµόζεται µε σκοπό να αποµονωθεί πλασµιδιακό DNA από τους κλώνους – ‘θηράµατα’ (prey) 

της βιβλιοθήκης cDNA (σε φορέα pVP16), οι οποίοι επιλέγονται µε βάση την αλληλεπίδραση που εµφανίζουν τα 

κωδικοποιούµενα από αυτούς πεπτίδια µε την πρωτεΐνη ‘δόλωµα’ (bait) που κωδικοποιείται από το πλασµίδιο cDNA-

bait/pGBT9 στο σύστηµα δύο υβριδίων σακχαροµύκητα. Επειδή κάθε επιλεγµένη αποικία κυττάρων σακχαροµύκητα 

περιέχει και τα δύο πλασµίδια (το ‘prey’ cDNA σε pVP16 και το ‘bait’ cDNA σε pGBT9), για την επιλογή µόνο του 

άγνωστου cDNA (cDNA-prey/pVP16) πραγµατοποιείται, µετά την αποµόνωση από σακχαροµύκητα, µετασχηµατισµός σε 

βακτήρια E.coli του στελέχους KC8, το οποίο παρουσιάζει αυξοτροφία σε oυρακίλη, τρυπτοφάνη, ιστιδίνη, αδενίνη και 

λευκίνη. Μετά τον µετασχηµατισµό, τα βακτήρια αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο Μ9 που περιέχει oυρακίλη, 

τρυπτοφάνη, ιστιδίνη, αδενίνη (στις συγκεντρώσεις που αναφέρονται στην §4γ) και δεν περιέχει λευκίνη. Η αυξοτροφία 

της λευκίνης συµπληρώνεται από την παρουσία στα βακτήρια του πλασµιδίου cDNA-prey/pVP16, το οποίο µε αυτόν τον 

τρόπο ‘διασώζεται’, σε αντίθεση µε το πλασµίδιο cDNA-bait/pGBT9 το οποίο, λόγω της παρουσίας τρυπτοφάνης στο 

θρεπτικό µέσο, δεν είναι απαραίτητο και αποβάλλεται από τα βακτήρια. Ακολουθεί αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε 

µικρή κλίµακα. Επειδή το πλασµιδιακό DNA που αποµονώνεται από το στέλεχος KC8 δεν είναι κατάλληλο για να 

χρησιµοποιηθεί σε αντιδράσεις αλληλούχησης, µετασχηµατίζονται µε αυτό βακτήρια E.coli  του στελέχους DH5a, από τα 

οποία αποµονώνεται τελικά πλασµιδιακό DNA κατάλληλο για χρήση σε αντιδράσεις προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής 

του σύστασης. 
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17. Σύστηµα δύο υβριδίων σακχαροµύκητα (yeast two-hybrid  
      system) 

 Πρόκειται για µια ευρέως διαδεδοµένη πειραµατική προσέγγιση, µε σκοπό την ανίχνευση άµεσων πρωτεΐνικών 

αλληλεπιδράσεων σε ένα in vivo σύστηµα. Χρησιµοποιείται τόσο για τη µελέτη της αλληλεπίδρασης δύο πρωτεϊνών, όσο 

και για την ταυτοποίηση πεπτιδίων που εµφανίζουν αλληλεπίδραση µε µία υπό µελέτη πρωτεΐνη που χρησιµοποιείται σαν 

‘δόλωµα’ (bait). Η αρχή της µεθόδου παρουσιάζεται διαγραµµατικά στην Εικ.30. H µέθοδος στηρίζεται στο ότι η 

µεταγραφική ενεργοποίηση ενός γονιδίου αναφοράς, η οποία λαµβάνει χώρα στον πυρήνα κυττάρων σακχαροµύκητα, 

εξαρτάται µόνο από την αλληλεπίδραση της υπό µελέτη πρωτεΐνης (‘δόλωµα’, ‘bait’) µε την πρωτεΐνη που προέκυψε από 

την επιλογή (‘θήραµα’, ‘prey’). 

 H παραπάνω προσέγγιση χρησιµοποιήθηκε για να ταυτοποιηθούν πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ (prey), που αλληλεπι-

δρούν µε την υπό µελέτη πρωτεΐνη (bait), ελέγχοντας µια βιβλιοθήκη κλώνων cDNA εµβρύου ποντικού. Για την πραγµα-

τοποίηση του πειράµατος ήταν απαραίτητη η κατασκευή υβριδικής πρωτεΐνης ‘bait’, συντηγµένης µε την υποµονάδα 

πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4 (GAL4-BD), και η χρησιµοποίηση µιας βιβλιοθήκης κλώνων 

cDNA, οι οποίοι κωδικοποιούσαν υβριδικά πεπτίδια µέσου µήκους 100-250 αµινοξέων, συντηγµένα µε την υποµονάδα 

ενεργοποίησης της µεταγραφής του παράγοντα VP16 (VP16-AD). Τα πρωτεϊνικά προϊόντα και των δύο παραπάνω κατα-

σκευών οδηγούνταν στον πυρήνα κυττάρων στελέχους σακχαροµύκητα (PJ69-4a), λόγω σηµάτων πυρηνικού εντοπισµού 

στην αµινοξική σύσταση των υποµονάδων GAL4-BD και VP16-AD. Eπειδή το στέλεχος του σακχαροµύκητα που χρησιµο-

ποιήθηκε στερείται ενδογενούς µεταγραφικού παράγοντα GAL4, η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης ‘bait’ και ενός πεπτιδίου 

‘prey’ ήταν αναγκαία και ικανή να οδηγήσει σε ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς (ΑDE2, HIS3, LacZ), που επάγονταν 

από GAL4 – ρυθµιζόµενους υποκινητές (GAL2, GAL1, GAL7). 

 H πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε περιλαµβάνει: 

1. Κλωνοποίηση του cDNA (oλόκληρου ή τµήµατος) της πρωτεΐνης ‘bait’  στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pGBT9, στο 

αναγνωστικό πλαίσιο 3’ της υποµονάδας πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4 (GAL4-BD). 

Mετασχηµατισµός κυττάρων σακχαροµύκητα του στελέχους pJ69-4a και επιλογή των ανασυνδυασµένων αποικιών. 

2. Μετασχηµατισµό του παραπάνω στελέχους (pJ69-4a: cDNA-bait/pGBT9) µε τους κλώνους µιας βιβλιοθήκης cDNA 

εµβρύου ποντικού Ε9.5, κλωνοποιηµένης στον πλασµιδιακό φορέα pVP16, στο 3’ άκρο της υποµονάδας ενεργοποίησης 

της µεταγραφής του µεταγραφικού ενεργοποιητή VP16 (VP16-AD). Aνάπτυξη των διπλά µετασχηµατισµένων κλώνων 

(pJ69-4a: cDNA-bait/pGBT9, cDNA-prey/pVP16) σε επιλεκτικό µέσο. 

3. Επιλογή των αποικιών, οι οποίες εµφανίζουν ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς (ADE2, HIS3, LacZ), εξαρτώµενη 

από την ταυτόχρονη παρουσία σ’αυτές των πλασµιδίων cDNA-bait/pGBT9 και cDNA-prey/pVP16.  

4. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τους επιλεγµένους κλώνους σακχαροµύκητα και µετασχηµατισµός βακτηρίων 

E.coli KC8. Aνάπτυξη των µετασχηµατισµένων βακτηρίων σε συνθήκες επιλογής για την απώλεια του πλασµιδίου cDNA-

bait/ pGBT9 και τη διατήρηση του cDNA-prey/pVP16. 

5. Μετασχηµατισµό βακτηρίων E.coli DH5a µε πλασµιδιακό DNA cDNA-prey/pVP16, µε σκοπό την αποµόνωση 

πλασµιδιακού DNA καλής ποιότητας. 

6. Προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των επιλεγµένων κλώνων cDNA-prey/pVP16. 
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Εικ.30 Η αρχή της µεθόδου των δύο υβριδίων. GAL4-BD= GAL4 DNA binding domain, VP16-AD= VP16 activation domain, UAS= 
Upstream Activating Sequence, X=πρωτεΐνη - ‘δόλωµα’ (bait), Y=πρωτεΐνη - ‘θήραµα’ (prey).  

  

 α. Ανάπτυξη του στελέχους σακχαροµύκητα PJ69-4a 

 Το στέλεχος σακχαροµύκητα PJ69-4a αναπτύσσεται στους 30οC ή στους 25οC σε υγρό ή στερεό θρεπτικό 

µέσο YEP ή SC. Η σύσταση των θρεπτικών µέσων και οι συγκεντρώσεις των αµινοξέων και νουκλεοτιδίων που 

προσθέτονται σ’αυτό αναφέρονται παραπάνω (§4γ). Το είδος των αµινοξέων ή νουκλεοτιδίων που προσθέτονται σε κάθε 

περίπτωση, καθορίζονται µε βάση το γονότυπο του στελέχους. 

- Στέλεχος αγρίου τύπου: Το στέλεχος PJ69-4a εµφανίζει αυξοτροφία για λευκίνη, ουρακίλη, ιστιδίνη, τρυπτοφάνη και 

αδενίνη. Αναπτύσσεται είτε σε πλούσιο θρεπτικό µέσο (ΥΕΡ), παρουσία αδενίνης, είτε στο συνθετικό µέσο SC, παρουσία 

Leu, Ura, His, Trp και Ade. 

- Στέλεχος PJ69-4a µετασχηµατισµένο µε το πλασµίδιο pGBT9: Το πλασµίδιο pGBT9 συµπληρώνει την αυξοτροφία του 

PJ69-4a για τρυπτοφάνη. Εποµένως, το µετασχηµατισµένο µε pGBT9 στέλεχος αναπτύσσεται σε SC παρουσία Leu, Ura, 

His και Ade. 

- Στέλεχος PJ69-4a µετασχηµατισµένο µε το πλασµίδιο pVP16: Το πλασµίδιο pVP16 συµπληρώνει την αυξοτροφία του 

PJ69-4a για λευκίνη. Εποµένως, το µετασχηµατισµένο µε pVP16 στέλεχος αναπτύσσεται σε SC παρουσία Ura, His, Trp 

και Ade. 
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- ∆ιπλά µετασχηµατισµένο στέλεχος PJ69-4a (µε τα πλασµίδια pGBT9 και pVP16): Στο διπλά µετασχηµατισµένο στέλεχος 

συµπληρώνονται και οι δύο αυξοτροφίες (για τρυπτοφάνη και για λευκίνη) από τα πλασµίδια pGBT9 και pVP16, 

αντίστοιχα. Εποµένως, αυτό το στέλεχος αναπτύσσεται σε SC παρουσία Ura, His και Ade. 

 

 β. Επιλογή αλληλεπιδρώντων 

 Η επιλογή των πεπτιδίων που αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη ‘bait’, πραγµατοποιείται στο διπλά 

µετασχηµατισµένο στέλεχος σακχαροµύκητα PJ69-4a, το οποίο φέρει τα πλασµίδια bait/pGBT9 και prey/pVP16. To 

στέλεχος αυτό αναπτύσσεται σε θρεπτικό µέσο SC παρουσία Ura, His και Αde. Για να ταυτοποιηθούν οι κλώνοι cDNA της 

βιβλιοθήκης οι οποίοι εµφανίζουν αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη ‘bait’, ελέγχεται η ικανότητά τους να αναπτύσσονται 

σε θρεπτικά µέσα επιλεκτικά για τη µεταγραφική ενεργοποίηση καθενός από τα τρία γονίδια αναφοράς του στελέχους 

PJ69-4a (ΗΙS3, ADE2, και LacZ). Τα θρεπτικά µέσα που χρησιµοποιούνται σε κάθε περίπτωση ελέγχου µεταγραφικής 

ενεργοποίησης ήταν: 

Θρεπτικό µέσο UA: SC µε Ura, Ade και 3mM ή 10mM 3-aminotriazol (3-AT), για τον έλεγχο της ενεργοποίησης του 

γονιδίου αναφοράς HIS3. H 3-αµινοτριαζόλη (ΑΤ) είναι τοξική για τα κύτταρα που δεν παράγουν ιστιδίνη ή παράγουν 

χαµηλά επίπεδα ιστιδίνης, λόγω µη ειδικής ενεργοποίησης του υποκινητή GAL1. 

Θρεπτικό µέσο UH: SC µε Ura και Ηis για τον έλεγχο ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς ADE2. 

Θρεπτικό µέσο UAH/X-gal: SC µε Ura, Ade, Ηis και X-gal, για τον έλεγχο της ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς LacZ.  

H διαδικασία επιλογής που ακολουθήθηκε διακρίνεται σε τρία στάδια: 

 1ο στάδιο επιλογής (διερεύνηση βιβλιοθήκης) 

 Περίπου 8x106 κλώνοι του διπλά µετασχηµατισµένου στελέχους απλώνονται σε 4 τρυβλία διαστάσεων 23x23 

cm σε στερεό θρεπτικό µέσο UA, το οποίο περιέχει µικρή συγκέντρωση αδενίνης (1.25mM), 20mM oυρακίλης, 5mM 3-AT 

και δεν περιέχει ιστιδίνη. Οι κλώνοι που αναπτύσσονται σ’αυτό το στάδιο επιλογής µεταφέρονται σε πρότυπα τρυβλία 

(master plates) µε µη επιλεκτικό θρεπτικό µέσο (SC µε Ura, Ade, His), όπου τοποθετούνται διατεταγµένοι. 

 2ο στάδιο επιλογής (έλεγχος θετικών κλώνων 1ου σταδίου) 

 Οι θετικοί κλώνοι του 1ου σταδίου, διατεταγµένοι στα πρότυπα τρυβλία, µεταφέρονται µε αποτύπωση (replica, 

Sambrook et al,1989), σε καθένα από τα παραπάνω επιλεκτικά θρεπτικά µέσα (UA, UH και UAH/X-gal), καθώς και σε µη 

επιλεκτικό θρεπτικό µέσο UAH (SC µε Ura, Ade, His), για πείραµα θετικού ελέγχου. Ως ‘θετικοί’ επιλέγονται : α) κλώνοι 

που εµφανίζουν ενεργοποίηση και των τριών γονιδίων αναφοράς και β) κλώνοι που εµφανίζουν ενεργοποίηση στα 

γονίδια ADE2 και HIS3  και δεν ενεργοποιούν το γονίδιο LacZ, επειδή η ενεργοποίηση του υποκινητή GAL7 απαιτεί 

περίπου τρεις φορές πιο ισχυρή αλληλεπίδραση σε σχέση µε τους άλλους υποκινητές. Στη συνέχεια, από τους θετικούς 

κλώνους αυτού του σταδίου αποµονώθηκε DNA του πλασµιδίου cDNA-prey/pVP16. που χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση 

προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής του σύστασης. Ακολουθούσε σύγκριση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των θετικών 

κλώνων τόσο µεταξύ τους, όσο και µε βάσεις δεδοµένων (GenBank, dbEST) ώστε να ταυτοποιηθούν οι θετικοί κλώνοι 

που αντιστοιχούν σε γνωστά γονίδια.    

 3ο στάδιο επιλογής 

 Χρησιµοποιήθηκε πλασµιδιακό DNA από τους διαφορετικούς θετικούς κλώνους του 2ου σταδίου, για να 

πραγµατοποιηθεί µε αυτό νέος µετασχηµατισµός του στελέχους σακχαροµύκητα PJ69-4a, παρουσία ή όχι του πλασµιδίου 

cDNA-bait/pGBT9. Στη συνέχεια, οι µετασχηµατισµένες αποικίες ελέγχθηκαν όπως  περιγράφεται για το 2ο στάδιο της 

επιλογής. Σκοπός αυτού του σταδίου  ήταν να αποδειχθεί ότι ο κάθε επιλεγµένος κλώνος cDNA (prey) από το 2ο στάδιο, 
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ήταν αυτός που κωδικοποιεί το πεπτίδιο που αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη ‘bait’ και να αποκλειστεί το ενδεχόµενο της 

παρουσίας περισσότερων του ενός  cDNA-prey/pVP16 πλασµιδίων στις επιλεγµένες αποικίες του 1ου και 2ου σταδίου.  

 

 γ. Πειράµατα αρνητικού ελέγχου 

 Τα πειράµατα αρνητικού ελέγχου είναι απαραίτητα στο πείραµα των δύο υβριδίων σακχαροµύκητα, ώστε να 

αποκλειστεί το ενδεχόµενο οι υποκινητές των γονιδίων αναφοράς να ενεργοποιούνται µόνο από την πρωτεΐνη που 

χρησιµοποιείται σαν ‘δόλωµα’ (bait) ή µόνο από την πρωτεΐνη – ‘θήραµα’ που επιλέγεται από τη βιβλιοθήκη (prey). Tα 

πειράµατα αρνητικού ελέγχου που πραγµατοποιήθηκαν ήταν:  

α) µετασχηµατισµός του στελέχους σακχαροµύκητα PJ69-4a µε το πλασµίδιο cDNA-bait/pGBT9 , 

β) µετασχηµατισµός του PJ69-4a µε τον πλασµιδιακό φορέα pGBT9, 

γ) µετασχηµατισµός του PJ69-4a µε τον πλασµιδιακό φορέα pVP16. 

Ακολούθησε έλεγχος ενεργοποίησης των τριών γονιδίων αναφοράς στις συνθήκες που περιγράφονται για το 2ο στάδιο 

ελέγχου. Τα παραπάνω πειράµατα αρνητικού ελέγχου πραγµατοποιήθηκαν πριν τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης, για να 

εξασφαλιστεί η αξιοπιστία των αποτελεσµάτων. 

δ) µετασχηµατισµός του PJ69-4a µε καθέναν από τους επιλεγµένους κλώνους cDNA-prey/pVP16 και έλεγχος 

ενεργοποίησης των τριών γονιδίων αναφοράς, µε σκοπό να αποκλειστεί το ενδεχόµενο ενεργοποίησης των γονιδίων 

αναφοράς αποκλειστικά και µόνο λόγω ικανότητας πρόσδεσης του κωδικοποιούµενου πεπτιδίου-‘θηράµατος’ (prey) στις 

θέσεις αναγνώρισης του µεταγραφικού παράγοντα GAL4, στους υποκινητές των τριών γονιδίων αναφοράς. 

 

 

18. Έκφραση, ανάλυση και ανίχνευση πρωτεϊνών 

 Χρησιµοποιήθηκαν διάφοροι µέθοδοι έκφρασης γονιδίων σε βακτήρια και σε κύτταρα θηλαστικών. 

Η έκφραση σε βακτήρια πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας το επαγώµενο σύστηµα έκφρασης του tac 

υποκινητή και του lacI καταστολέα, ενώ στα κύτταρα των θηλαστικών ετερόλογα πεπτίδια εκφράζονταν 

µετά από παροδική διαµόλυνση των κυττάρων COS7 µε τις αντίστοιχες πλασµιδιακές κατασκευές που έφε-

ραν περιοχή έναρξης της αντιγραφής SV40 και υποκινητή CMV (Cytomegalovirus). Ακολουθούσε α) αποµό-

νωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, β) καθαρισµός της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης ή των συµπλόκων που 

αυτή σχηµατίζει, γ) ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών µορίων και ανίχνευσή τους.  

 

 α. Παροδική διαµόλυνση κυτταρικών σειρών µε πλασµιδιακές κατασκευές 

 Η παροδική παραγωγή ανασυνδυασµένων πεπτιδίων σε κύτταρα θηλαστικών επιτυγχάνεται κλωνοποιώντας τα 

αντίστοιχα cDNAs σε κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς µε ρυθµιστικά στοιχεία που επάγονται ισχυρά στο κυτταρικό 

περιβάλλον, όπου εισάγονται οι πλασµιδιακές κατασκευές. Οι πρωτεΐνες που παράγονται µπορούν να ανιχνευθούν σε 

πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού, ή να αναλυθούν και να αποµονωθούν σε βιοχηµικά πειράµατα (ανάλυση Western, 

ανοσοκατακρήµνιση κλπ). 

 Η παροδική διαµόλυνση των κυτταρικών σειρών πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη µέθοδο των Graham και 

Van der Eb (1973), η οποία βασίζεται στην συγκατακρήµνιση του DNA µε κρυστάλλους φωσφορικού ασβεστίου 

(Ca3(PO4)2). Aναλυτικότερα, υπερελικωµένο πλασµιδιακό DNA αναµιγνύεται µε CaCl2 τελικής συγκέντρωσης 125mM και 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων HEBS 1x (140mM NaCl, 0.75mM Na2HPO4, 25mM HEPES pH 7.0), ώστε να 
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σχηµατιστεί λεπτόκοκκο κρυσταλλικό ίζηµα DNA-Ca3(PO4)2. Το εναιώρηµα των κρυστάλλων προστίθεται στα κύτταρα 

που βρίσκονται σε εκθετική φάση ανάπτυξης και οι κρύσταλλοι εισέρχονται µε κυτταροφαγία στο εσωτερικό τους, κατά 

τη διάρκεια επώασης για 7 έως 12 hrs σε θερµοκρασία 37οC και ατµόσφαιρα µε 5% CO2. H περίσσεια των κρυστάλλων 

αποµακρύνεται ξεπλένοντας τα κύτταρα 2-3 φορές µε 1xPBS ή µε 1x HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco BRL). 

Τέλος, µε την προσθήκη νέου θρεπτικού µέσου, συνεχίζεται η ανάπτυξη των κυττάρων στις ίδιες συνθήκες για 12-36 hrs. 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω, τα πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης που παραγµατοποιήθηκαν περιγράφονται συνοπτικά 

παρακάτω:  

i) Παροδική διαµόλυνση µε σκοπό την ανοσοανίχνευση της παραγόµενης πρωτεΐνης στο  
εσωτερικό των κυττάρων (µε in situ ανοσοφθορισµό) 

 Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε τρυβλία 6 θέσεων (διαµέτρου 3.5cm/θέση), στην επιφάνεια αντικειµενοφόρου 

µε 3ml θρεπτικού µέσου DMEM, 10% FCS), αναναωµένο 2 περίπου hrs πριν τη διαµόλυνση. Για κάθε πείραµα 

χρησιµοποιήθηκε 0.25–1µg DNA υπερελικωµένου ανασυνδυασµένου πλασµιδίου και κατάλληλη ποσότητα από carrier 

DNA (µηχανικά τεµαχισµένο DNA σολοµού), ώστε η συνολική ποσότητα του DNA να είναι 8µg. Ο συνολικός όγκος του 

διαλύµατος ρυθµίζεται µε απιονισµένο Η2Ο στα 135µl και στη συνέχεια προσθέτονται 15µl διαλύµατος CaCl2 2.5M. To 

µίγµα αναδεύεται ισχυρά (σε συσκευή Vortex) και σ’αυτό προσθέτονται σταγόνα-σταγόνα ίσος όγκος (150µl) διαλύµατος 

2x HEBS, µε παράλληλη ανάδευση, ώστε να σχηµατιστούν όσο το δυνατόν µικρότεροι κρύσταλλοι, οι οποίοι εισέρχονται 

ευκολότερα στα κύτταρα. Το λεπτόκκοκο ίζηµα προστίθεται µετά από 15min σε θερµοκρασία δωµατίου στα κύτταρα τα 

οποία επωάζονται στη συνέχεια (37οC, 5% CO2) για 7-12 hrs. Τα πλυσίµατα των κυττάρων γίνονται µε 3ml 1x PBS ή 1x 

HBSS, και η επώαση συνεχίζεται στις ίδιες συνθήκες για 24 hrs µε 5ml φρέσκου θρεπτικού µέσου DMEM. Ακολουθούν 

πειράµατα ανοσοεντοπισµού της παραγώµενης πρωτεΐνης στα διαµολυσµένα κύτταρα, που είναι συνήθως το 10-20% του 

συνόλου.  

 ii) Παροδική διαµόλυνση µε σκοπό την αποµόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος  

 Τα κύτταρα αναπτύσσονται στην ίδιες συνθήκες σε µεγαλύτερα τρυβλία (διαµέτρου 10cm ή 20cm), σε 10ml ή 

20ml θρεπτικού µέσου, αντίστοιχα. Για κάθε διαµόλυνση χρησιµοποιούνται 24µg πλασµιδιακού DNA (για τρυβλία 

διαµέτρου 10cm) ή 40µg (για τρυβλία διαµέτρου 20cm), χωρίς να προστεθεί carrier DNA. Tα υπόλοιπα συστατικά 

προσθέτονται στις ίδιες συγκεντρώσεις και µε τη σειρά που περιγράφεται παραπάνω. Ο τελικός όγκος του µίγµατος είναι 

1ml. Μετά την ολοκλήρωση της επώασης ακολουθεί αποµόνωση ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος.  

 

 β. Ανίχνευση πρωτεΐνης σε κύτταρα θηλαστικών µε in situ  ανοσοφθορισµό 

 Τα πειράµατα ανοσοεντοπισµού πραγµατοποιήθηκαν ως επί το πλείστον σε κύτταρα (COS7) που 

αναπτύσσονται προσκολληµένα σε καλυπτρίδα τοποθετηµένη µέσα σε τρυβλίο κυτταροκαλλιέργειας, χρησιµοποιώντας 

πρώτο αντίσωµα ειδικό για την υπό ανίχνευση πρωτεΐνη και δεύτερο αντίσωµα συζευγµένο µε φθορίζουσα ουσία, ικανό 

να αλληλεπιδράσει µε το πρώτο. Αναλυτικότερα, τα κύτταρα αναπτύσσονται σε µονοστιβάδες, που καλύπτουν την 

επιφάνεια καλυπτρίδων κατά 80-90%. Στη συνέχεια, πλένονται 3 φορές µε 1x PBS και µονιµοποιούνται µε 4% PFA 

(παραφορµαλδεϋδη) για 5 min. Ακολουθούν 3 πλυσίµατα µε  1x PBS και προσθήκη διαλύµατος 20mM γλυκίνης για 10 

min. Η γλυκίνη αποµακρύνεται µε 1x PBS και ακολουθεί επώαση σε διάλυµα 0.5% Τriton-X και 1x PBS για 20 min, το 

οποίο καθιστά τις µεµβράνες των κυττάρων διαπερατές. Στη συνέχεια, προστίθεται παρεµποδιστικό διάλυµα (2mM MgCl2, 

5% ΒSA σε 1x PBS) για 10 min. Tα κύτταρα επωάζονται µε το πρώτο αντίσωµα, αραιωµένο κατάλληλα σε 

παρεµποδιστικό διάλυµα (Πίνακας 11). Ο χρόνος επώασης κυµαίνεται από 45 min έως και 2 hrs, ανάλογα µε το αντίσωµα 

(Πίνακας 11). Στη συνέχεια, τα κύτταρα ξεπλένονται τρεις φορές µε παρεµποδιστικό διάλυµα χωρίς BSA και επωάζονται 

µε το δεύτερο (φθορίζον) αντίσωµα στο σκοτάδι για 45 min. Ακολουθεί πλύσιµο των κυττάρων τρεις φορές µε 

παρεµποδιστικό διάλυµα (χωρίς BSA) και µία φορά µε 1x PBS και µεταφορά της καλυπτρίδας µε την πλευρά των 

κυττάρων πάνω σε µια σταγόνα (~10µl) διαλύµατος 1% n-propyl-gallate και 80% γλυκερόλης σε 1x PBS. H καλυπτρίδα 
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σφραγίζεται αεροστεγώς και το δείγµα φυλάσσεται στους -20oC µέχρι να παρατηρηθεί σε απλό ή συνεστιακό (Leica TCS 

MP) µικροσκόπιο φθορισµού. 

 Στις περιπτώσεις πειράµατος ανοσοεντοπισµού σε κύτταρα που δεν προσκολλώνται στο υπόστρωµα, 

ακολουθείται η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι µετά το αρχικό πλύσιµο µε 1x PBS, τα κύτταρα µεταφέρονται στην επι-

φάνεια αντικειµενοφόρων µε επικάλυψη πολυλυσίνης (poly-D, O.Kindler GmbH & Co.) όπου παραµένουν για περίπου 1hr, 

µέχρι να προσκολληθούν στην αντικειµενοφόρο, λόγω του θετικού φορτίου της επίστρωσης poly-D.  

Χρώση DNA µε DAPI: Στις περιπτώσεις που υπήρξε ανάγκη να παρατηρηθούν οι πυρήνες των κυττάρων, πραγµατοποιή-

θηκε χρώση του DNA µε DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride). Συγκεκριµένα, µετά την επώαση των 

κυττάρων µε το φθορίζον αντίσωµα, ακολουθεί πλύσιµο µε 1x PBS και επώαση µε διάλυµα DAPI 1µg/ml σε 1x PBS για 7 

min. Η χρωστική αποµακρύνεται µε τρεις διαδοχικές πλύσεις µε 1x PBS, τα κύτταρα τοποθετούνται σε αντικειµενοφόρο, 

όπως προηγουµένως, και η παρατήρηση γίνεται σε µικροσκόπιο φθορισµού.  

   

 γ. Aποµόνωση ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από καλλιέργεια κυττάρων 
 θηλαστικών 
 Για την αποµόνωση πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος, µονοστιβάδες κυττάρων αναπτύχθηκαν σε τρυβλία 

καλύπτοντας το υπόστρωµα κατά 90%. Μετά από έκπλυση από το θρεπτικό υλικό µε παγωµένο 1x PBS που περιέχει και 

1mM EDTA pH 8.0, τα κύτταρα αποκολούνται από την επιφάνεια του τρυβλίου µε τη βοήθεια πλαστικής ξύστρας και 

µεταφέρονται σε σωληνάριο φυγοκέντρου. Ακολουθεί φυγοκέντρηση (1200rpm/4oC/20min), και επαναιώρηση των 

κυττάρων σε 5-6 όγκους διαλύµατος λύσης (Πίνακας 13). Τα κύτταρα επωάζονται αρχικά για 20 min (4οC) και στη 

συνέχεια σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα στους 4οC, µέχρι να παρατηρηθεί σχηµατισµός νηµατοειδούς ιζήµατος από 

µεµβρανικά υπολείµµατα και DNA. Aκολουθεί τεµαχισµός των µεγάλου µεγέθους συσσωµατωµάτων και του DNA, 

µηχανικά, περνώντας το παρασκεύασµα από σύριγγα 26g περίπου 20 φορές. Τέλος, το πρωτεϊνικό εκχύλισµα 

φυγοκεντρείται (10.000rpm / 4oC / 5min) και το υπερκείµενο φυλάσσεται στους -80oC µε 10% γλυκερόλη. 

 

 δ. Παραγωγή πρωτεΐνης σε βακτήρια µε επαγωγή  

 Για την παραγωγή πολυπεπτιδίων σε  βακτήρια στελέχους E. coli BL21-Codon Plus(DE3)-RIL, τα cDNAs 

κλωνοποιήθηκαν σε πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης (pGEX) στο καρβοξυτελικό άκρο του ενζύµου θειοτρανσφεράση της 

γλουταθειόνης (Glutathione-S-Transferase, GST). H έκφραση των χιµαιρικών γονιδίων πραγµατοποιήθηκε µε 

ενεργοποίηση του υποκινητή tac παρουσία IPTG (isopropyl-beta-D-1-thiogalactopyranoside, C9H18O5S) τελικής 

συγκέντρωσης 0.5mM στους 30oC για 4hrs. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται αναλυτικά σε διάφορα 

εργαστηριακά πρωτόκολλα [Sambrook et al, 1989/Cur. Prot. Molec. Biol., unit 16.7]. Συγκεκριµένα, 5-10 αποικίες 

ανασυνδυασµένων βακτηρίων αναπτύσσονται για 16-20 hrs στους 30οC, σε καλλιέργεια όγκου 50ml (LB, 100µg/ml 

αµπικιλλίνη, 25µg/ml χλωραµφαινικόλη) και στη συνέχεια 2ml βακτηρίων µεταφέρονται σε 200ml θρεπτικού υλικού για 

χρόνο επώασης µέχρι τη λογαριθµική φάση ανάπτυξης (OD600 = 0.65). Ακολουθεί επαγωγή µε προσθήκη 100µl 

διαλύµατος IPTG 1M για 4 επιπλέον hrs και, εν συνεχεία, λύση των κυττάρων, αποµόνωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

(βλ. παρακάτω) και διαγνωστική ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. 

 Μετά τη φυγοκέντρηση της βακτηριακής καλλιέγειας (2500 rpm, 20min, 4οC) και την επαναιώρηση του 

ιζήµατος σε 10ml διαλύµατος λύσης (50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5mg/ml BSA, 1mM 

PMSF), ακολουθεί επώαση σε πάγο για 10 min και λύση των κυττάρων µε επίδραση υπερήχων (3 επαναλήψεις διάρκειας 

1min, µε ενδιάµεση επώαση 1min σε πάγο). Το δείγµα φυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες και διαχωρίζεται το ίζηµα 

(κυτταρικό τοίχωµα, µεµβράνη και DNA των βακτηρίων, έγκλειστα σωµάτια) από το υπερκείµενο (διαλυτές πρωτεΐνες).  
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Πίνακας 13. ∆ιαλύµατα λύσης κυττάρων θηλαστικών 

150mM NaCl,
1% Triton X-100,
0.05% SDS,
0.05% DOC,
100mM Tris-Cl pH7.5
1mM PMSF   

∆ιάλυµα 3

Χρόνος επώασης: 1-3 hr

150mM NaCl, 
0.1% NP40,
50mM Hepes pH 7.0,
1mM PMSF 

∆ιάλυµα 4

Χρόνος επώασης: 10 hr

250mM NaCl, 
1mM EDTA, 
1% Triton X-100, 
50mM Tris-Cl pH 7.5, 
1mM PMSF 

∆ιάλυµα 2

Χρόνος επώασης : 1-3 hr

150mM NaCl
1% NP40,
0.5% DOC,
0.1% SDS,
50mM Tris-Cl pH 8.0
1mM PMSF

∆ιάλυµα 1 (RIPA)

Χρόνος επώασης : 30min

150mM NaCl,
1% Triton X-100,
0.05% SDS,
0.05% DOC,
100mM Tris-Cl pH7.5
1mM PMSF   

∆ιάλυµα 3

Χρόνος επώασης: 1-3 hr

150mM NaCl, 
0.1% NP40,
50mM Hepes pH 7.0,
1mM PMSF 

∆ιάλυµα 4

Χρόνος επώασης: 10 hr

250mM NaCl, 
1mM EDTA, 
1% Triton X-100, 
50mM Tris-Cl pH 7.5, 
1mM PMSF 

∆ιάλυµα 2

Χρόνος επώασης : 1-3 hr

150mM NaCl
1% NP40,
0.5% DOC,
0.1% SDS,
50mM Tris-Cl pH 8.0
1mM PMSF

∆ιάλυµα 1 (RIPA)

Χρόνος επώασης : 30min

 
 
Σηµ: Τα παραπάνω διαλύµατα (1-4) χρησιµοποιήθηκαν εναλλακτικά, µε βασικό κριτήριο τις ιδιότητες της πρωτεΐνης που πρόκειται να 
ανιχνευθεί στο κυτταρικό εκχύλισµα. Η λύση πρέπει να είναι αποτελεσµατική ώστε να επιτρέπει ικανή ποσότητα της υπό µελέτη 
πρωτεΐνης στην υδατική φάση του εκχυλίσµατος, πράγµα που εξασφαλίζεται από την παρουσία απορρυπαντικών στο διάλυµα. Σε 
πειράµατα όπου αποµονώνονται πρωτεϊνικά σύµπλοκα είναι συνήθως επιθυµητή η χρήση διαλυµάτων µε µικρότερη συγκέντρωση 
απορρυπαντικών, τα οποία επιτρέπουν την αποµόνωση όσο το δυνατό πιο άθικτων συµπλόκων. Στον Πίνακα φαίνεται η σύσταση των 
τεσσάρων διαφορετικών διαλυµάτων λύσης που χρησιµοποιήθηκαν. Ο απαιτούµενος χρόνος λύσης (επώαση στους 4οC) των κυττάρων, 
εξαρτάται από τη συγκέντρωση απορρυπαντικών στο διάλυµα λύσης. 
 

 Στις περιπτώσεις που σηµαντική ποσότητα της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης είχε παγιδευτεί στο ίζηµα, 

εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο των Frangioni και Νeel (1993). Συγκεκριµένα, το ίζηµα της βακτηριακής καλλιέργειας µετά 

την επαγωγή επαναιωρείται σε 10ml διαλύµατος STE (10mM Tris-Cl pH 8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA), στο οποίο προ-

στίθεται λυσοζύµη. Μετά από επωάση για 15min στον πάγο, προστίθεται DTT τελικής συγκέντρωσης 5mM και µετά από 

10min πραγµατοποιείται λύση µε 1.5% sarcosyl (N-laurylsarcosine, SIGMA), από αρχικό διάλυµα 10%. Ακολουθεί επώ-

αση για 30min σε πάγο και επίδραση υπερήχων για ~3min, µέχρι την πλήρη ρευστοποίηση του εκχυλίσµατος. Το δείγµα 

φυγοκεντρείται δύο φορές (12000rpm/4oC/15min) και µέρος του υπερκείµενου διαλύµατος ηλεκτροφορείται για την πο-

σοτικοποίηση της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης. Για τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα που υποβλήθηκαν σε χρωµατογραφία 

συγγένειας µε σφαιρίδια γλουταθειόνης για περαιτέρω καθαρισµό της πρωτεΐνης, στο υπερκείµενο µετά τη φυγοκέ-

ντρηση προστέθηκε Triton-X σε τελική συγκέντρωση 2%. Τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αποθηκεύονται στους -80oC, πα-

ρουσία 10% γλυκερόλης.   

 
 ε. Hλεκτροφορητικός διαχωρισµός πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος 

 Ακολουθήθηκε η µέθοδος ανάλυσης πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και SDS, 

όπως περιγράφεται αναλυτικά από τους Sambrook et al. Τα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης περιλαµβάνουν δύο µέρη: το 

πρώτο  για την ευθυγράµµιση των πρωτεϊνών σε ενιαίο µέτωπο (stacking gel) και το δεύτερο  για τον διαχωρισµό τους 

(separating gel). Η σύσταση και οι διαστάσεις των πηκτωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον Πίνακα 14. To 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης ήταν 25mM Tris-Cl, 192mM γλυκίνη, 1% SDS, pH 7.5. Tα δείγµατα πριν την ηλεκτροφόρηση 
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αποδιατάσσονται µε βρασµό για 5 min σε 1x Laemli buffer (50mM Tris-Cl pH6.8, 2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% 

γλυκερόλη, 5% β-µερκαπτοαιθανόλη). Aκολουθεί χρώση των πρωτεϊνών µε χρωστική Coomasie blue ή µεταφορά τους 

σε µεµβράνη (Western blot) και ανοσοανίχνευσή τους. 

 Χρώση πρωτεϊνών µε Coomasie blue 

 Mετά την ηλεκτροφόρηση, το πήκτωµα επωάζεται για περίπου 1 hr, µε ήπια ανακίνηση, σε διάλυµα χρώσης 

που περιέχει 0.16%(w/v) Coomasie  blue, 50% µεθανόλη και 12% οξικό οξύ και στη συνέχεια σε διάλυµα 

αποχρωµατισµού (30% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ, 3% γλυκερόλη), για 2 ή και περισσότερες ώρες. 

 

 στ. Ανάλυση  ‘Western blot’   

 H µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran, 0.2mm, Schleicher & 

Schuell) έγινε όπως περιγράφεται από τους Sambrook et al, µε την πειραµατική διάταξη που περιλαµβάνει η συσκευή 

Μini-PROTEAN 3 (Biorad). Για τη µεταφορά των πρωτεϊνών στη µεµβράνη χρησιµοποιήθηκε διάλυµα ίδιας σύστασης µε 

αυτό της ηλεκτροφόρησης (βλ. παραπάνω), παρουσία 20% µεθανόλης, εφαρµόζοντας 110mA για 12–16 hrs ή 110Volts 

για 2-3 hrs.  

 

Πίνακας 14. Σύσταση πηκτωµάτων SDS-PAGE 

0.05% TEMED0.2% TEMED 

0.1% APS0.1% APS

0.1% SDS0.1% SDS

375mM Tris-Cl, pH 8.8 125mM Tris-Cl, pH 6.8

8-20% πολυακρυλαµίδη 4.5% πολυακρυλαµίδη

Σύσταση πηκτώµατος
‘ανάλυσης’ 

(separating gel)

Σύσταση πηκτώµατος 
‘ευθυγράµµισης’ 

(stacking gel)

0.05% TEMED0.2% TEMED 

0.1% APS0.1% APS

0.1% SDS0.1% SDS

375mM Tris-Cl, pH 8.8 125mM Tris-Cl, pH 6.8

8-20% πολυακρυλαµίδη 4.5% πολυακρυλαµίδη

Σύσταση πηκτώµατος
‘ανάλυσης’ 

(separating gel)

Σύσταση πηκτώµατος 
‘ευθυγράµµισης’ 

(stacking gel)

 
 
Σηµ: Η συγκέντρωση της πολυακρυλαµίδης στο αναλυτικό πήκτωµα κυµαίνονταν από 8% έως 20%, ανάλογα µε το µέγεθος των 
πρωτεϊνών που διαχωρίζονταν σε κάθε πείραµα [Sambrook et al, 1989]. Χρησιµοποιήθηκαν ηλεκτροφορητικές συσκευές Biorad (Μini-
PROTEAN 3 Electrophoresis system), και πηκτώµατα διαστάσεων 8.0cm x 7.3cm x 0.15cm (πλάτος x ύψος x πάχος). To διάλυµα 
πολυακρυλαµίδης προκύπτει µε ανάµιξη ακρυλαµίδης και δισ-ακρυλαµίδης (bis acrylamide), σε αναλογία 29:1. APS = ammonium 
persulfate, TEMED = N,N,N',N' - tetramethylethylene diamine. 
 

 ζ. Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών µονιµοποιηµένων σε µεµβράνες 

 Μετά την επώαση της µεµβράνης σε παρεµποδιστικό διάλυµα ΤΒSTM [5% άπαχο γάλα σε 1x TBST (20mM 

Tris-Cl pH 7.6, 137mM NaCl, 0.1% Tween 20)] για 1-2 hrs σε θερµοκρασία δωµατίου, ακολουθεί επώαση µε το κατάλ-

ληλο αντίσωµα. Η συγκέντρωση του αντισώµατος, η ιδανική θερµοκρασία και η διάρκεια της επώασης  καθορίζεται 

εµπειρικά σε κάθε περίπτωση (βλ. Πίνακα 11). Στη συνέχεια, η µεµβράνη ξεπλένεται σε 1x TBST τρεις φορές για 10-20 

min, µε σκοπό την αποµάκρυνση του αντισώµατος που τυχόν είχε προσδεθεί µη ειδικά στη µεµβράνη. Ακολουθεί ανί-

χνευση του πρώτου αντισώµατος µε κατάλληλο δεύτερο αντίσωµα συζευγµένο µε το ένζυµο HRP (horse radish peroxi-

dase) σε διάλυµα TBSTM και σε συνθήκες που καθορίζονται για κάθε αντίσωµα (Πίνακας 11). Στη συνέχεια, η µεµβράνη 

ξεπλένεται µε διάλυµα TBST τρεις φορές για 10-20 min και τέλος επωάζεται της µεµβράνης µε µίγµα των αντιδραστηρίων 
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Supersignal WestPico Stable Peroxide και Luminol/Enhancer (PIERCE), τα οποία αποτελούν υπόστρωµα του ενζύµου 

HRP, σε αναλογία 1:1 για 5 min σε θερµοκρασία δωµατίου. To προϊόν της ενζυµικής αντίδρασης ανιχνεύεται µε αυτορα-

διογραφία.  

 

 η. Καθαρισµός της υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία συγγένειας  

 Τα χιµαιρικά πεπτίδια, υπερεκφρασµένα από τους πλασµιδιακούς φορείς της οικογένειας pGEX, καθαρίζονται 

µερικώς, µε βάση την ιδιότητα της πρωτεΐνης GST (glutathione-S-transferase) να προσδένεται ισχυρά στο υπόστρωµά 

της, την γλουταθειόνη. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν ειδικά σφαιρίδια σεφαρόζης, καλυµµένα εξωτερικά µε 

γλουταθειόνη (Glutathione Sepharose 4B, Amersham Biosciences Cat.no. 17-0756-01). Τα σφαιρίδια αρχικά εξισορρο-

πούνται µε 3 πλυσίµατα σε παγωµένο διάλυµα πρόσδεσης (50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% NP40, 

0.5mg/ml BSA, 1mM PMSF) και στη συνέχεια επωάζονται µε το πρωτεϊνικό εκχύλισµα στους 4οC για 2 hrs περίπου. 

Xρησιµοποιήθηκαν περίπου 100µl σφαιριδίων σε εναιώρηµα αιθανόλης 20% για 200-500µg υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης 

(ποσότητα που συνήθως αντιστοιχεί σε 0.5–1ml βακτηριακού εκχυλίσµατος). Aκολουθεί διαχωρισµός των σφαιριδίων 

από το υπερκείµενο µε φυγοκέντρηση (3000rpm/4oC /30sec), πλύσιµο των σφαιριδίων 2-3 φορές µε 1ml διαλύµατος 

πρόσδεσης χωρίς BSA, επαναιώρηση σε 1-2 όγκους του ίδιου διαλύµατος και φύλαξη στους 4οC παρουσία 10% γλυκερό-

λης. Σηµειώνεται ότι στις παραπάνω συνθήκες, το µεγαλύτερο µέρος (70-80%) της συντηγµένης µε GST πρωτεΐνης 

προσδένεται στα σφαιρίδια. Στις περιπτώσεις που χρειάστηκε να γίνει έκλουση της πρωτεΐνης από τα σφαιρίδια, ακολού-

θησε επώαση των σφαιριδίων µε ήπια ανακίνηση για 20 min σε θερµοκρασία δωµατίου παρουσία 50-100mM γλουταθειό-

νης, σε διάλυµα πρόσδεσης χωρίς BSA. H γλουταθειόνη αποµακρύνεται από το διάλυµα της εκλουσµένης πρωτεΐνης µε 

διαπίδυση (dialysis) µέσα από ηµιπερατή µεµβράνη (Visking Dialysis Membrane, size 3, Medicell Int. Ltd), σε 200-300ml 

διαλύµατος πρόσδεσης χωρίς BSA, παρουσία 10% γλυκερόλης και αναστολέα πρωτεασών (1mM PMSF) στους 4οC, µε 

ήπια ανακίνηση της µεµβράνης για 12-16 hrs.  

 

 θ. Ιn vitro  δοκιµή αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης µε πρωτεΐνη συντηγµένη µε GST, σε 
 χρωµατογραφία συγγένειας (GST-pulldown) 

 H µέθοδος στηρίζεται στην ιδιότητα των χιµαιρικών πρωτεϊνών που φέρουν την πρωτεΐνη GST (θειοτρανσφε-

ράση γλουταθειόνης) στο αµινοτελικό τους άκρο να καθαρίζονται από ένα πρωτεϊνικό εκχύλισµα, λόγω της συγγένειάς 

τους µε τη γλουταθειόνη, µε τη βοήθεια σφαιριδίων µε επικάλυψη γλουταθειόνης (Glutathione Sepharose 4B). Η µέθοδος 

εφαρµόζεται και στη µελέτη πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, ανιχνεύοντας πρωτεΐνες που συνκατακρηµνίζονται µε αυτές 

που φέρουν GST και, εποµένως, αλληλεπιδρούν µ’αυτές in vitro. Συγκεκριµένα, ελέγχθηκε η αλληλεπίδραση των συντηγ-

µένων µε GST πρωτεϊνών µε πρωτεΐνες που είχαν συντεθεί in vitro, χρησιµοποιώντας το σύστηµα συζευγµένης µεταγρα-

φής/µετάφρασης (ΤΝΤ Quick Coupled Transcription/Translation System) της εταιρίας Promega (βλ. παρακάτω), παρουσία 

ραδιενεργής µεθειονίνης (35S-Met). Αναλυτικότερα, για κάθε πεπτίδιο του οποίου ελέγχθηκε η αλληλεπίδραση µε µια 

χιµµαιρική GST - πρωτεΐνη, κλωνοποιήθηκε το αντίστοιχο cDNA στον πλασµιδιακό φορέα έκφρασης pCDNA3.1 ή 

pCDNA3.1mycΗis, o οποίος φέρει στο 5’άκρο της θέσης κλωνοποίησης τον υποκινητή Τ7 και θέση έναρξης της µετάφρα-

σης. Περίπου 1µg DNA πλασµιδίου χρησιµοποιείται για κάθε αντίδραση in vitro µεταγραφής/µετάφρασης, σύµφωνα µε τις 

οδηγίες της Promega. Για κάθε δοκιµή αλληλεπίδρασης, χρησιµοποιήθηκαν 8µl αντίδρασης in vitro µετάφρασης (συνολι-

κού όγκου 50µl) και 30µl σφαιριδίων γλουταθειόνης, στα οποία είχαν προηγουµένως προσδεθεί 5-10µg GST-πρωτεΐνης. 

H αλληλεπίδραση πραγµατοποιήθηκε για 5-12 hrs στους 4οC, σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα και σε διάλυµα αλληλεπί-

δρασης (50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5mg/ml BSA, 10% γλυκερόλη, 4mM PMSF) συ-

νολικού όγκου 300µl. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση (3000rpm/ 4οC/ 30sec), αποµάκρυνση του υπερκείµενου και πλύσιµο 

των σφαιριδίων 3 φορές σε διάλυµα αλληλεπίδρασης, χωρίς BSA και γλυκερόλη, παρουσία  PMSF τελικής συγκέντρωσης 

1mM, στους 4οC.   
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 Στη συνέχεια, πραγµατοποιείται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Τα δείγµατα των πρωτεϊνών 

εκλούονται από τα σφαιρίδια µε βρασµό των δειγµάτων για 5-10 min σε διάλυµα  1x Laemli (50mM Tris-Cl pH6.8, 2% 

SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% γλυκερόλη, 5% β-µερκαπτοαιθανόλη) και ηλεκτροφορούνται. Ακολουθεί σταθερο-

ποίηση του πηκτώµατος σε διάλυµα 30% µεθανόλης, 10% οξικού οξέος και 3% γλυκερόλης για 30 min, ενίσχυση του 

σήµατος µε επώαση του πηκτώµατος σε διάλυµα 1Μ σαλικιλικού νατρίου pH 6.6 για 1 hr, ξήρανση στους 80οC υπό κενό 

και έκθεση σε φιλµ αυτοραδιογραφίας για 12-48 hrs στους -80οC. Η ανίχνευση της ραδιοσηµασµένης πρωτεΐνης στο 

ίζηµα των σφαιριδίων σηµαίνει ότι αυτή αλληλεπιδρά µε την συντηγµένη µε GST πρωτεΐνη στο παραπάνω in vitro σύ-

στηµα. Για να ελεγχθεί η ειδικότητα της αλληλεπίδρασης, πραγµατοποιείται παράλληλα και πείραµα αρνητικού ελέγχου, 

στο οποίο δοκιµάζεται η αλληλεπίδραση της ραδιοσηµασµένης πρωτεΐνης µε την πρωτεΐνη GST. Αναλυτικότερα: 

 i) Πρόσδεση της GST - πρωτεΐνης στα σφαιρίδια γλουταθειόνης  

 Σφαιρίδια γλουταθειόνης (Glutathione Sepharose 4B, Pharmacia) όγκου περίπου 30µl εξισορροπούνται µε τρία 

πλυσίµατα σε 1ml διαλύµατος πρόσδεσης (50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5mg/ml BSA, 

1mM PMSF) στους 4οC και στη συνέχεια αναµιγνύονται µε 100–500µg ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος βακτηρίων 

(συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης: ~2µg/µl), που περιέχει περίπου 5-50µg υπερεκφρασµένης πρωτεΐνης συντηγµένης µε 

GST. Τα δείγµατα επωάζονται στους 4οC, σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα, για 2-5 hrs και στη συνέχεια φυγοκεντρούνται 

(3000rpm/ 4οC/ 30sec), αποµακρύνεται το υπερκείµενο και τα σφαιρίδια ξεπλένονται 3 φορές µε διάλυµα πρόσδεσης στις 

ίδιες συνθήκες. Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση όπως παραπάνω (1/20–1/10 του συνολικού όγκου), χρώση µε Coomasie και 

ποσοτικοποίηση της προσδεδεµένης στα σφαιρίδια πρωτεΐνης, συγκριτικά µε πρωτεΐνη γνωστής ποσότητας που έχει 

ηλεκτροφορηθεί.  

 ii) ∆οκιµή ‘GST pulldown’ σε πρωτεϊνικό εκχύλισµα από κύτταρα θηλαστικών 

 Μια τροποποίηση της µεθόδου εφαρµόστηκε για να δοκιµαστεί η αλληλεπίδραση µεταξύ ενός πεπτιδίου 

συντηγµένου µε GST και µιας ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης που παράγεται σε κύτταρα θηλαστικών (COS7) µετά την 

παροδική τους διαµόλυνση µε την αντίστοιχη πλασµιδιακή κατασκευή. Συγκεκριµένα, η λύση των κυττάρων COS7 

πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα λύσης: 50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0, 100mM NaCl, 0.5% NP40 και 1mM PMSF 

(~1ml διαλύµατος/τρυβλίο 10cm). Aκολούθησε επώαση 500µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος για 12 hrs, σε περιστρεφόµενο 

αναδευτήρα στους 4οC, µε 30µl σφαιρίδια γλουταθειόνης τα οποία είχαν προηγουµένως υποστεί χρωµατογραφία 

συγγένειας µε ~50µg GST–πρωτεΐνης, και εξισορροπηθεί στο ίδιο διάλυµα λύσης. Ακολούθησε η ίδια διαδικασία που 

περιγράφεται για τα βακτηριακά εκχυλίσµατα και τέλος πραγµατοποιήθηκε ανάλυση µε Western blot και ανοσοανίχνευση 

της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης για την οποία δοκιµάστηκε η αλληλεπίδραση. 

 

 ι. Συν-ανοσοκατακρήµνιση (co-immunoprecipitation) 

 Η µέθοδος εφαρµόστηκε για την ανίχνευση πρωτεϊνικών συµπλόκων που υπάρχουν in vivo, σε κύτταρα 

θηλαστικών. Για παράδειγµα, για την αποµόνωση του συµπλόκου των πρωτεϊνών Χ και Υ, σε 500-900µg πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος καλλιέργειας κυττάρων θηλαστικών, προστίθεται περίπου 0.5-2µg αντισώµατος ειδικού για την πρωτεΐνη Χ 

και το δείγµα επωάζεται για 2-3 hrs στους 4οC, σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα. Στη συνέχεια, προσθέτονται 8-20µl 

σφαιριδίων αγαρόζης  συζευγµένων µε µόρια πρωτεΐνης Α και πρωτεΐνης G (Protein A/G Plus Agarose, Santa Cruz 

Biotechnology Cat.no. sc-2003) και εξισορροπηµένων σε διάλυµα λύσης των κυττάρων (Πίνακας 13), και η επώαση 

συνεχίζεται στις ίδιες συνθήκες για 5-12 hrs. Στο διάστηµα αυτό, οι πρωτεΐνες Α και G αλληλεπιδρούν µε το Fc τµήµα του 

αντισώµατος. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του δείγµατος (3000rpm, 30sec, 4oC), αποµάκρυνση του υπερκείµενου και 

πλύσιµο των σφαιριδίων 3 φορές  µε το ίδιο διάλυµα. Τέλος, τα σφαιρίδια επαναιωρούνται σε µικρό όγκο (~50µl) 

διαλύµατος και ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό πήκτωµα (βλ. παραπάνω), ανάλυση µε Western blot και  

ανοσοανίχνευση  µε αντίσωµα ειδικό για την πρωτεΐνη Υ. 
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19. Ανάλυση αλληλουχιών DNA και πρωτεϊνών in silico 
  Παρακάτω αναφέρονται τα προγράµµατα και οι βάσεις δεδοµένων που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση 

αλληλουχιών DNA και πρωτεϊνών:  

 
  α. Ανάκτηση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών από τη βάση δεδοµένων GenBank 

  H GenBank είναι µια βάση δεδοµένων µε ελεύθερη πρόσβαση, η οποία περιέχει αλληλουχίες DNA και πρωτεϊ-

νών που είτε κατατίθενται από ανεξάρτητες ερευνητικές οµάδες είτε καταχωρούνται µαζικά ως αποτέλεσµα των διεθνών 

προγραµµάτων αλληλούχησης γονιδιωµάτων και κλώνων cDNA [Benson et al, 2003]. H πρόσβαση στην GenBank γίνεται 

µέσω του συστήµατος Entrez του ΝCBI (National Center for Biotechnology Information), το οποίο είναι διαθέσιµο στον 

δικτυακό τόπο www.ncbi.nlm.nih.gov. Για την ανάκτηση µιας αλληλουχίας DNA ή πρωτεΐνης χρησιµοποιείται ο αντίστοι-

χος αριθµός πρόσβασης της αλληλουχίας ή κατάλληλη λέξη-κλειδί.  

 
  β. Πηγές δεδοµένων αλληλούχησης γονιδιωµάτων (µε ελεύθερη πρόσβαση) 

  Για την ανάκτηση αλληλουχιών γονιδιωµατικού DNA ή χρωµοσωµικών χαρτών του ανθρώπου ή του ποντικού, 

χρησιµοποιήθηκε η εφαρµογή MapView του συστήµατος Εntrez για τον άνθρωπο ή τον ποντικό, αντίστοιχα 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) ή τα δεδοµένα της βάσης Ensembl [Hubbard et al, 2002] του ΕΒΙ (Εuropean Bioinfor-

matics Institute)  και του Sanger Centre (www.ensembl.org). 

 
  γ. Σύγκριση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών µε τις αλληλουχίες της GenBank 

  Oι συγκρίσεις µε τις νουκλεοτιδικές ή αµινοξικές αλληλουχίες της GenBank πραγµατοποιήθηκαν µε χρήση των 

προγραµµάτων της οικογένειας BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [Altschul et al, 1990], που είναι διαθέσιµα 

στον δικτυακό τόπο του ΝCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Τα προγράµµατα αυτά χρησιµοποιούνται µε σκοπό: 

- τη σύγκριση µιας νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε τις αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων (ΒLASTN), 

- τη σύγκριση µιας αµινοξικής αλληλουχίας µε τις αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων (BLASTP), 

- τη µετάφραση µιας αλληλουχίας DNA και τη σύγκριση µε τις πρωτεΐνες της βάσης δεδοµένων (BLASTX), ή 

- τη µετάφραση των αλληλουχιών DNA της βάσης δεδοµένων και τη σύγκριση µε µια αµινοξική αλληλουχία (ΤBLASTN). 

Το αποτέλεσµα της σύγκρισης απεικονίζεται από το λογισµικό BLAST µε τη µορφή νουκλεοτιδικών ή αµινοξικών 

αλληλουχιών (BLAST hits) στοιχηµένων µε την αλληλουχία που αποτελεί το ερώτηµα (Query) της σύγκρισης. Επιπλέον, 

αναφέρεται το ποσοστό ταυτότητας µεταξύ του κάθε BLAST hit και της αλληλουχίας Query, καθώς και η τιµή Ε, η οποία 

εκφράζει τη στατιστική σπουδαιότητα κάθε στοίχισης, δηλαδή την πιθανότητα η στοίχιση να είναι τυχαία. Για όλες τις 

συγκρίσεις χρησιµοποιήθηκε εξ ορισµού ως όριο η τιµή Ε=10 και οι µικρότερες από αυτήν τιµές θεωρήθηκαν από το 

πρόγραµµα στατιστικά σηµαντικές. Οι αποδεκτές στοιχίσεις είχαν σχεδόν µηδενική τιµή Ε.  

Για την ταυτοποίηση των συντηρηµένων περιοχών µιας πρωτεΐνης πραγµατοποιήθηκε σύγκριση της αµινοξικής της 

αλληλουχίας µε όλα τα γνωστά συντηρηµένα πρωτεϊνικά µοτίβα, µε χρήση της εφαρµογής CDS (Conserved Domain 

Search) του BLAST. Επιπλέον, για την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών µε ίδια ή παρόµοια σύνθεση συντηρηµένων 

περιοχών, χρησιµοποιήθηκε η εφαρµογή CDART (Conserved Domain Architecture Retrieval Tool).   

 
  δ. Στοίχιση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών και κατασκευή εξελικτικών δέντρων 

  Για τη στοίχιση δύο αλληλουχιών χρησιµοποιείται το πρόγραµµα Blast2seq (www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

blast/bl2seq/bl2.html). Για τη στοίχιση περισσότερων από δύο νουκλεοτιδικών ή αµινοξικών αλληλουχιών 

χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα ClustalW στον δικτυακό τόπο www.ebi.ac.uk/clustalw. Για την κατασκευή φυλογε-

νετικών δέντρων µε βάση τη στοίχιση αµινοξικών αλληλουχιών, χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα MEGA (Molecular Evolu-

tionary Genetics Analysis, version 2.1) [Kumar et al, 2001] και συγκεκριµένα η µέθοδος των αποστάσεων UPGMA 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean), µε βάση την οποία το µήκος των κλάδων του δέντρου 
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εκφράζουν τις αντικαταστάσεις αµινοξέων και οι εξελικτικές αποστάσεις που υπολογίζονται (p-distances) ανά ζεύγος 

συγκρινόµενων πρωτεϊνών εκφράζουν το ποσοστό των αµινοξέων που είναι διαφορετικά στις δύο πρωτεΐνες (p=Nd / L, 

όπου p είναι η εξελικτική απόσταση, Νd o αριθµός των διαφορετικών αµινοξέων και L o συνολικός αριθµός των αµινοξέων 

που συµµετέχουν στη στοίχιση). Το αποτέλεσµα της ανάλυσης αξιολογείται από τον ίδιο αλγόριθµο εφαρµόζοντας τη 

στατιστική δοκιµή ‘Bootstrap test’  [Kumar et al, 2001]. Ως ‘αξιόπιστη’ θεωρείται η τοπολογία του δέντρου µε ‘τιµή 

Bootstrap’ µεγαλύτερη από 90%. 

 
  ε. Μετάφραση αλληλουχιών DNA 

  Για να µεταφραστούν αλληλουχίες DNA in silico, χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα DNAMAN v.4.0 (Lynnon 

Biosoftware). 

 
  στ. Tαυτοποίηση θέσεων αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων  

  Για να βρεθούν οι θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων σε αλληλουχίες DNA, χρησιµοποιήθηκε το 

πρόγραµµα Webcutter v.2.0, στον δικτυακό τόπο www.firstmarket.com/cutter/cut2.html.   

 
  ζ. Tαυτοποίηση θέσεων SUMOλίωσης 

  Για να ταυτοποιηθούν πιθανές θέσεις µετα-µεταφραστικής τροποποίησης πρωτεϊνών µε τη σύζευξη σε αυτές 

του πεπτιδίου SUMO, χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα SUMOplot (www.abgent.com/sumoplot.html).  



 
 
 
 
 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ 
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1. Υποκλωνοποιήσεις γονιδιωµατικών κλώνων 
  Οι παρακάτω κλωνοποιήσεις τεµαχίων γονιδιωµατικού DNA πραγµατοποιήθηκαν στον φορέα 

pBluescript και χρησιµοποιήθηκαν για ανάλυση του προτύπου τεµαχισµού περιοριστικών ενζύµων και προσ-

διορισµό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου Νeurl του ποντικού. Αποτελούν υποκλώνους των βα-

κτηριοφάγων που προέκυψαν από διερεύνηση γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης ποντικού. 

 

α) 15.8kb EcoRI-NotI : To DNA του φάγου Dph12  τεµαχίστηκε  µε ΕcoRI και ΝοtΙ και υβριδοποιήθηκε µε 

το ραδιοσηµασµένο προϊόν PCR  A-1. H ζώνη 15.8Kb που έδινε θετικό σήµα στην υβριδοποίηση κλωνοποιή-

θηκε σε pBluescript / EcoRI-NotI. (Σηµειώνεται ότι η θέση αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης NotI ανήκει 

στον polylinker του φάγου) 

 

β) 4.4kb BamHI-NotI : Είναι το 3’ ακραίο κοµµάτι της παραπάνω κατασκευής, προέκυψε τεµαχίζοντας το 

DNA του φάγου Dph12 µε BamHI και NotI και υβριδοποιώντας µε το προϊόν PCR A-1. Kλωνοποιήθηκε σε 

pBluescript / BamHI-NotI. 

 

γ) 1.85kb BstYI : Προέκυψε µε τεµαχισµό του DNA του φάγου Dph12 µε ΒstYI και υβριδοποίηση µε τον 

ανιχνευτή Α-1. Αντιστοιχεί στο 5’ ακραίο τµήµα της κατασκευής 4.4Κb BamHI-NotI, µε άκρα ΒamΗΙ-BstYI. 

Περιέχει περίπου 1.4kb  γονιδιωµατικής αλληλουχίας πάνω από το σηµείο έναρξης της µετάφρασης, την κω-

δική αλληλουχία του πρώτου εξονίου (85bp) και 350bp από το 5’ άκρο του πρώτου ιντρονίου.  Κλωνοποιή-

θηκε σε pBluescript / BamHI. 

 

δ) 1.4kb PstI : Προέκυψε µε τεµαχισµό του DNA του φάγου Dph12 µε PstI και υβριδοποίηση µε τον ανι-

χνευτή Α-1. Περιέχει περίπου 1.35kb γονιδιωµατικής αλληλουχίας πάνω από το σηµείο έναρξης της µετά-

φρασης µέχρι την PstI(35), που βρίσκεται στο εξόνιο Ε1. Κλωνοποιήθηκε σε pBluescript / PstI. 

 

ε) 400bp SacII-PstI : Αντιστοιχεί στο 3’ ακραίο κοµµάτι της κατασκευής 1.4kb PstI και προέκυψε από τον 

τεµαχισµό αυτής µε SacII και PstI. Kλωνοποιήθηκε σε pBluescript / SacII-PstI.   

 

στ) 1.2kb BstYI : Προέκυψε µε τεµαχισµό του DNA των φάγων Cph1 και Dph42 µε BstYI και υβριδοποίηση 

µε τον ανιχνευτή 1Α. Περιέχει το 3’ άκρο του πρώτου ιντρονίου, µέχρι την ΒstYI (218), η οποία βρίσκεται 

στο εξόνιο Ε2. Κλωνοποιήθηκε σε pBluescript/BamHI, µε προσανατολισµό Τ7(5’ – 3’) Τ3. 
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ζ) 3.8kb PstI : Προέκυψε από τους φάγους Bph1 και Cph42, ύστερα από τεµαχισµό του DNA τους µε PstI, 

ανάλυση κατά Southern και υβριδοποίηση µε διάφορους ανιχνευτές. Περιέχει τα εξόνια Ε2 και Ε3. Κλωνο-

ποιήθηκε σε pBluescript / PstI, µε προσανατολισµό Τ3 (5’-3’) Τ7. 

 

η) 3.9kb BamHI : Προέκυψε από τους φάγους Bph1 και Cph42, ύστερα από πέψη του DNA τους µε 

BamHI, ανάλυση κατά Southern και υβριδοποίηση µε διάφορους ανιχνευτές. Περιέχει τα εξόνια Ε2 και Ε3, 

επικαλύπτεται µε την κατασκευή 3.8kb PstI και κλωνοποιήθηκε σε pBluescript / BamHI, µε προσανατολισµό 

Τ3 (5’-3’) Τ7.  

 

θ) 4.8kb PstI : Προέκυψε από τον φάγο Cph36, ύστερα από πέψη του DNA του µε PstI. Περιέχει τα εξόνια 

Ε4, Ε5 και το εξόνιο Ε6, µέχρι τη θέση PstI (νουκλεοτίδιο 1734 του cDNA Y15160) που βρίσκεται 9 νουκλεο-

τίδια 3’ του κωδικόνιου τερµατισµού της µετάφρασης. Κλωνοποιήθηκε σε pBluescript/PstI µε προσανατολι-

σµό Τ7 (5’-3’) Τ3. 

 

ι) 300bp PstI-NotI : Προέκυψε από την κατασκευή 4.8kb PstI, ύστερα από πέψη µε NotI. Περιέχει το 3’ 

άκρο του τρίτου ιντρονίου, µέχρι την ΝοtI(679) που βρίσκεται στο εξόνιο Ε4. Κλωνοποιήθηκε σε 

pBluescript/NotI, µε προσανατολισµό Τ3 (5’-3’) Τ7. 

 

κ) 4.8kb PstI/NotI-recycled : Προέκυψε από την κατασκευή 4.8kb PstI, ύστερα από πέψη µε NotI και 

επανακυκλοποίηση του πλασµιδίου. 

 

 

2. Κλωνοποίηση του  Neurl cDNA σε φορείς έκφρασης 
  To cDNA του Νeurl από τον κλώνο Νeurl (2433)/pBluescript κλωνοποιήθηκε σε διάφορους φορείς 

µε σκοπό την έκφρασή του σε κύτταρα θηλαστικών ή σακχαροµύκητα. Προέκυψαν οι εξής κατασκευές: 

 

α) Neurl/pCDNA3.1: Aπό τον κλώνο Νeurl(2433)/pRSETC αποκόπηκε θραύσµα µεγέθους 2082bp µε τα έν-

ζυµα BamHI και SpeI και συγκολλήθηκε µε τον φορέα pCDNA3.1, ο οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε τα ένζυµα 

BamHI και ΧbaI. H κατασκευή αυτή κωδικοποιεί την αλληλουχία των αµινοξέων 5-574 του Neurl. H θέση 

έναρξης της µετάφρασης και εννέα αµινοξικά κατάλοιπα στο αµινοτελικό άκρο προέρχονται από την κατα-

σκευή Neurl/pRSETC. 

 

β) Νeurl/pCDNA3.1mycHisA: To ένθεµα (1769bp) προέκυψε µε αντίδραση PCR, χρησιµοποιώντας ως 

DNA-µήτρα την κατασκευή Νeurl(2433)/pRSETC και εκκινητές τους ΒamΗΙ-pRSETC-F και ΕcoRI-Neurl-R (Πί-

νακας 8). Ο φορέας γραµµοποιήθηκε µε τα ένζυµα BamHI και ΕcoRI. H χιµαιρική πρωτεΐνη που κωδικοποιεί-

ται από αυτήν την κατασκευή περιλαµβάνει τα αµινοξέα 5-574 του Neurl καθώς και τους επιτόπους myc και 

6xHis, στο καρβοξυτελικό άκρο. H θέση έναρξης της µετάφρασης και εννέα αµινοξικά κατάλοιπα στο αµινο-

τελικό άκρο προέρχονται από την κατασκευή Neurl/pRSETC. 
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γ) Νeurl(5-390)/pCDNA3.1: To ένθεµα (1218bp) προέκυψε τεµαχίζοντας την κατασκευή 

Νeurl/pCDNA3.1 µε τα ένζυµα BamHI (5’ θέση κλωνοποίησης) και SmaI (µοναδική θέση στο νουκλεοτίδιο 

1170 του cDNA Y15160). H κλωνοποίηση έγινε σε φορέα pCDNA3.1 γραµµοποιηµένο µε BamHI και ΕcoRV. 

Aπό αυτήν την κατασκευή κωδικοποιούνται τα αµινοξέα 5-390 του Neurl.  

 

δ) Νeurl(391-574)/pCDNA3.1HisB: To ένθεµα (578bp) προέκυψε από τον τεµαχισµό της κατασκευής 

Νeurl/pCDNA3.1mycHisA µε τα ένζυµα SmaI (µοναδική θέση στο νουκλεοτίδιο 1170 του cDNA Y15160) και 

ΝotI (µοναδική θέση στην περιοχή πολλαπλών θέσεων κλωνοποίησης του pCDNA3.1mycHisA). Η κλωνοποί-

ηση έγινε σε φορέα pCDNA3.1HisB, ο οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε τα ίδια ένζυµα. 

 

ε) Neurl/pGBT9: To ένθεµα (1785bp) προέκυψε µε αντίδραση PCR χρησιµοποιώντας ως µήτρα το ένθεµα 

του πλασµιδίου Νeurl(2433)/pΒluescript και εκκινητές τα συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια Νeurl-2hyb-F και 

Νeurl-2hyb-R (Πίνακας 8), που στο 3’ άκρο τους φέρουν αλληλουχία Neurl και στο 5’ άκρο τους αλληλουχία 

συµπληρωµατική µε τις περιοχές 845-874bp και 903-932bp,αντίστοιχα, οι οποίες βρίσκονται εκατέρωθεν της 

πολλαπλής θέσης κλωνοποίησης του pGBT9 (Genbank ID: U07646, Cloning vector pGBT9, 5524bp).  Χρησι-

µοποιήθηκε το σύστηµα Εxpand Long Template PCR (System 3) της εταιρίας Roche, στο οποίο η αντίδραση 

PCR πραγµατοποιείται από βελτιωµένο ένζυµο, µε ικανότητα επιδιόρθωσης των σφαλµάτων (proofreading). 

Για κάθε αντίδραση, αναµίχθηκε το DNA-µήτρα (600ng) µε 1mM από κάθε dNTP, 300ng από κάθε εκκινητή, 

1x ρυθµιστικού διαλύµατος (system 3), 10% φορµαµίδης, ενώ η συγκέντρωση του ΜgCl2 ρυθµίστηκε σε 

6mM. H αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε 35 κύκλους θερµικής ανακύκλωσης, οι οποίοι περιελάµβαναν απο-

διάταξη στους 92οC για 45sec, υβριδοποίηση των εκκινητών στους 58οC για 45sec και σύνθεση DNA στους 

68οC για 90sec. Στη συνέχεια, το προϊόν της αντίδρασης ηλεκτροφορήθηκε, αποκόπηκε από το πήκτωµα 

αγαρόζης και χρησιµοποιήθηκε σε πείραµα µετασχηµατισµού κυττάρων σακχαροµύκητα PJ69-4a, για την 

κλωνοποίησή του στον πλασµιδιακό φορέα pGBT9 µε οµόλογο ανασυνδυασµό. Συγκεκριµένα, για τον µετα-

σχηµατισµό 108-5x109 κυττάρων  σακχαροµύκητα χρησιµοποιήθηκαν 3µg του προϊόντος PCR και 400ng 

γραµµοποιηµένου πλασµιδίου pGBT9.  

  Με αυτόν τον τρόπο, προστέθηκαν σε κάθε άκρο του ενθέµατος πλευρικές αλληλουχίες µήκους 

30bp, ταυτόσηµες µε αυτές του pGBT9, ώστε να είναι δυνατή η κλωνοποίηση µε οµόλογο ανασυνδυασµό 

στα κύτταρα του σακχαροµύκητα. Σηµειώνεται ότι επειδή από το DNA-µήτρα λείπουν τα πρώτα 12 νουκλεο-

τίδια του Νeurl cDNA Y15160, αυτά προστέθηκαν στον εκκινητή Neurl-2hyb-F, ώστε η κατασκευή αυτή να 

κωδικοποιεί το πλήρες µόριο Neurl (574 αµινοξέα) σε σύντηξη στο αµινοτελικό του άκρο µε την υποµονάδα 

πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4. 

 

στ) Νeurl (1-521)/pGBT9:  Ένα ελλειµµατικό µόριο Neurl που περιλαµβάνει τα αµινοξικά κατάλοιπα 1-521 

και κατασκευάστηκε ως προϊόν της αντίδρασης PCR µε τους εκκινητές EcoRI-Νeurldel-F  και BamHI-Νeurldel-

R. Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκε ένζυµo µε ικανότητα επιδιόρθωσης (proofreading) των σφαλµά-

των (VentR DNA Polymerase της εταιρίας Νew England Biolabs), στις συνθήκες που προτείνονται από την 

εταιρία, παρουσία MgSO4 τελικής συγκέντρωσης 6mM και 10% φορµαµίδης. Πραγµατοποιήθηκαν 5 κύκλοι 
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θερµικής ανακύκλωσης µε θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών στους 55οC και 30 κύκλοι µε υβριδο-

ποίηση στους 60οC. Κάθε κύκλος περιελάµβανε στάδιο αποδιάταξης στους 94 οC για 45sec και στάδιο σύνθε-

σης DNA στους 72 οC για 90sec.  

 

ζ) Νeurl (515-574)/pGBT9 : Ένα ελλειµατικό µόριο Neurl που περιλαµβάνει τα αµινοξικά κατάλοιπα 515-

574 και κατασκευάστηκε ως προϊόν της αντίδρασης PCR µε τους εκκινητές EcoRI-RZD-F  και ΒamHI-RZD-R. 

Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκε ένζυµo µε ικανότητα επιδιόρθωσης (proofreading) των σφαλµάτων 

(VentR DNA Polymerase της εταιρίας Νew England Biolabs), στις συνθήκες που προτείνονται από την εταιρία. 

Πραγµατοποιήθηκαν 2 κύκλοι θερµικής ανακύκλωσης µε θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών στους 

57οC και 32 κύκλοι µε υβριδοποίηση στους 67οC. Κάθε κύκλος περιελάµβανε στάδιο αποδιάταξης στους 94 οC 

για 45sec και στάδιο σύνθεσης DNA στους 72οC για 20sec.  

 

Ως µήτρα για τις αντιδράσεις PCR των κατασκευών (6) και (7) χρησιµοποιήθηκε πλασµιδιακό DNA της κατα-

σκευής πλήρους µήκους Neurl/pGBT9. Tα προϊόντα των αντιδράσεων PCR, ύστερα από κατεργασία των 

άκρων µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες EcoRI και ΒamHI, κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα 

pGBT9, ο οποίος είχε προηγουµένως γραµµοποιηθεί µε τα ίδια ένζυµα. 

 

η) Νeurl (227-404)/pΕGFPC1 : Η πλασµιδιακή κατασκευή Νeurl (227-404)/pΕGFPC1 (βλ. Υλικά και Με-

θόδους) τεµαχίστηκε µε EcoRI και ΗincII και αποµονώθηκε η ζώνη µήκους 530bp, που κλωνοποιήθηκε στον 

πλασµιδιακό φορέα pEGFPC1, o οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε EcoRI και SmaI. Η πλασµιδιακή κατασκευή που 

προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(227-404). 

 

θ) Νeurl (227-488)/pΕGFPC1 : Η πλασµιδιακή κατασκευή Νeurl (227-404)/pΕGFPC1 (βλ. Υλικά και Με-

θόδους) τεµαχίστηκε µε ApaI και αποµονώθηκε η ζώνη µήκους 5.5Kb, η οποία περιέχει τον φορέα pEGFPC1 

(4.7Kb) και τα 1466 νουκλεοτίδια από το 5’ του ενθέµατος. Από την επανακυκλοποίηση αυτής της ζώνης 

προέκυψε η πλασµιδιακή κατασκευή που κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(227-488). 

 

ι) Νeurl (404-574)/pΕGFPC1 : Η πλασµιδιακή κατασκευή Νeurl (227-404)/pΕGFPC1 (βλ. Υλικά και Μεθό-

δους) τεµαχίστηκε µε EcoRI και ΗincII και αποµονώθηκε η ζώνη µήκους 1Κb, που κλωνοποιήθηκε στον πλα-

σµιδιακό φορέα pEGFPC1, o οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε HindIII και µετατροπή των άκρων του σε τυφλά 

µε Klenow. Η πλασµιδιακή κατασκευή που προέκυψε κωδικοποιεί την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-

Neurl(404-574). 
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3. Κλωνοποίηση των cDNA-‘θηραµάτων’ που προέκυψαν από το   
     πείραµα δύο υβριδίων σε φορείς έκφρασης 
 

  Για την έκφραση των cDNAs που αποµονώθηκαν στο πείραµα δύο υβριδίων µε ‘δόλωµα’ την πρω-

τεΐνη Neurl σε βακτήρια και σε κύτταρα θηλαστικών, αυτά κλωνοποιήθηκαν στους φορείς έκφρασης pGEX-3x 

και pCDNA3.1HisA, αντίστοιχα. 

 

α) cDNA-prey / pGEX-3x : Τα ‘prey’ cDNAs αποκόπηκαν από τον πλασµιδιακό φορέα pVP16 µε BamHI 

και EcoRI και κλωνοποιήθηκαν στις ίδιες θέσεις του φορέα pGEX-3x, στο αναγνωστικό πλαίσιο της πρωτεΐ-

νης GST. Προέκυψαν οι κατασκευές: 

- 12(Lek1) / pGEX-3x, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεϊνη GST-Lek1(1349-1616) 

- 42(Ubc9) / pGEX-3x, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεϊνη GST-Ubc9(1-155) 

- 57(Numa1) / pGEX-3x, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεϊνη GST- Numa1(905-1057) 

- 26(Dlc-1) / pGEX-3x, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεϊνη GST- Dlc-1(51-89) 

 

β) cDNA-prey / pCDNA3.1His: Τα ακόλουθα ‘prey’ cDNAs αποκόπηκαν από τον πλασµιδιακό φορέα 

pVP16 µε BamHI και EcoRI και κλωνοποιήθηκαν στις ίδιες θέσεις του φορέα pCDNA3.1HisA, ο οποίος κωδι-

κοποιεί πεπτίδια σηµασµένα στο αµινοτελικό άκρο µε τον επίτοπο Xpress. Προέκυψαν οι κατασκευές: 

- 57(Numa1) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Numa1(905-1057) 

- 25(Numa1) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Numa1(984-1123) 

- 12(Lek1) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Lek1(1349-1616) 

- 42(Ubc9) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Ubc9(1-155) 

- 26(Dlc-1) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Dlc-1(51-89) 

- 36(Peg3) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Peg3(15-146) 

- 20(Gas8) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Gas8(125-235) 

- 41(Dnmt3a) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Dnmt3a(406-539) 

- 45(Evpl) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Evpl(270-372) 

- 55(Ankycorbin) / pCDNA3.1HisA, η οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Ankycorbin(461-

620). 

 Tέλος, το ένθεµα του κλώνου #34(Lek1), αποκόπηκε από τον pVP16 µε NotI και κλωνοποιήθηκε 

στην ίδια θέση του φορέα pCDNA3.1HisC, ώστε να προκύψει η κατασκευή 34(Lek1)/ pCDNA3.1HisC, η 

οποία κωδικοποιεί τη χιµαιρική πρωτεΐνη Xpress-Lek1(492-607). 
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4. Κλωνοποίηση του cDNA του γονιδίου Sumo-1 
 

α) Sumo-1/pGEM-T Easy : Μέρος της κωδικής περιοχής του γονιδίου Sumo-1 του ποντικού (Genbank ID: 

NM_009460, νουκλεοτίδια 120-409) παρήχθη µε αντίδραση PCR, στην οποία χρησιµοποιήθηκαν ως  DNA-µή-

τρα πλασµιδιακά DNAs (50ng) της cDNA βιβλιοθήκης εµβρύου ποντικού Ε9.5 και οι εκκινητές BamHI-Sumo-F 

και ScaI-Sumo-R (Πίνακας 9). Για την αντίδραση χρησιµοποιήθηκε Taq πολυµεράση µε ικανότητα επιδιόρθω-

σης σφαλµάτων (Expand High Fidelity PCR system, Roche, Cat.no 1732641). Πραγµατοποιήθηκαν 35 κύκλοι 

θερµικής αποδιάταξης στους 95οC για 45sec, υβριδοποίησης των εκκινητών στους 62οC για 45sec και ενζυµι-

κού πολυµερισµού στους 72οC για 30sec. To προϊόν PCR (300bp) κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM-T Easy, 

χρησιµοποιώντας το pGEM-T Vector System I (Promega Cat.no. A3600). 

  

β) Sumo-1(1-97)/pGEX-3x : To ένθεµα προέκυψε τεµαχίζοντας την κατασκευή Sumo-1/pGEM-T Easy µε 

τα ένζυµα BamHI και ScaI και αποµονώνοντας τη ζώνη µεγέθους 300bp, η οποία στη συνέχεια κλωνοποιή-

θηκε σε φορέα pGEX-3x, γραµµοποιηµένο µε τα ένζυµα BamHI και SmaI. H κατασκευή αυτή κωδικοποιεί την 

ενεργή µορφή του µορίου Sumo-1 (αµινοξέα 1-97) συντηγµένη στο αµινοτελικό της άκρο µε την πρωτεΐνη 

GST. 

 

γ) Sumo-1(1-97)/pEGFP-C1 : To ένθεµα προέκυψε τεµαχίζοντας την κατασκευή Sumo-1/pGEM-T Easy  

αρχικά µε BamHI, κατασκευή τυφλών άκρων µε Κlenow, τεµαχισµό µε ScaI, αποµόνωση της ζώνης µεγέθους 

300bp και κλωνοποίησή της στον  φορέα pEGFP-C1, ο οποίος είχε υποστεί γραµµοποίηση µε BglII και µετα-

τροπή των άκρων του σε τυφλά µε Klenow. H κατασκευή αυτή κωδικοποιεί την ενεργή µορφή του µορίου 

Sumo-1 (αµινοξέα 1-97) συντηγµένη στο αµινοτελικό της άκρο µε την πρωτεΐνη GFP. 

 

 

5. Κλωνοποίηση του cDNA του γονιδίου Dlc-1 
 

α) Dlc-1/pGEM-T Easy : Η κωδική περιοχή του γονιδίου Dlc-1 του ποντικού (Genbank ID: BC008106, νου-

κλεοτίδια 100-368) παρήχθη µε αντίδραση PCR, στην οποία χρησιµοποιήθηκαν ως  DNA-µήτρα πλασµιδιακά 

DNAs (50ng) της cDNA βιβλιοθήκης εµβρύου ποντικού Ε9.5 και οι εκκινητές BamHI-DLC1-F και ΕcoRII-DLC1-

R (Πίνακας 9). Για την αντίδραση χρησιµοποιήθηκε Taq πολυµεράση µε ικανότητα επιδιόρθωσης σφαλµάτων 

(Expand High Fidelity PCR system, Roche, Cat.no 1732641). Πραγµατοποιήθηκαν 5 κύκλοι θερµικής ανακύ-

κλωσης µε υβριδοποίηση των εκκινητών στους 50οC για 45sec και 30 κύκλοι µε υβριδοποίηση στους 62οC. 

Κάθε κύκλος περιελάµβανε στάδιο θερµικής αποδιάταξης στους 95οC για 45sec και σύνθεσης DNA στους 72oC 

για 30sec. To προϊόν PCR (280bp) κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM-T Easy, χρησιµοποιώντας το pGEM-T 

Vector System I (Promega Cat.no. A3600).  

 

β) Dlc-1/pGEX-3x : Το ένθεµα προέκυψε από τον τεµαχισµό της κατασκευής Dlc-1/pGEM-T Easy µε τα έν-

ζυµα BamHI και EcoRI, αποµόνωση του θραύσµατος µεγέθους 280bp και κλωνοποίησή του στον φορέα 
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pGEX-3x, οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε τα ίδια ένζυµα. H κατασκευή αυτή κωδικοποιεί την πρωτεϊνη Dlc-1 

(Dynein light chain 1, 8KD), συντηγµένη στο αµινοτελικό της άκρο µε την πρωτεΐνη GST. 

 

γ) Dlc-1/pCDNA3.1HisA : Το ένθεµα προέκυψε από τον τεµαχισµό της κατασκευής Dlc-1/pGEM-T Easy µε 

τα ένζυµα BamHI και EcoRI, αποµόνωση του θραύσµατος µεγέθους 280bp και κλωνοποίησή του στον φορέα 

pCDNA3.1HisA, o οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε τα ίδια ένζυµα. H κατασκευή αυτή κωδικοποιεί την πρωτεϊνη 

Dlc-1 (89 αµινοξέα), συντηγµένη στο αµινοτελικό της άκρο µε τoν συνθετικό επίτοπο Xpress. 

 

 



 
 
 
 
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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1. Συµβολή στη δηµιουργία του φυσικού χάρτη του χρωµοσώµατος 
10 του ανθρώπου 

 

 Για την αλληλούχηση του χρωµοσώµατος 10 από τα συνεργαζόµενα εργαστήρια του διεθνούς 

προγράµµατος ανάλυσης του ανθρώπινου γονιδιώµατος, ήταν απαραίτητη η δηµιουργία ενός φυσικού 

χάρτη διατεταγµένων κλώνων γoνιδιωµατικού DNA (contig map). Oι κλώνοι αυτοί αποτελούν την πρώτη 

ύλη για τα πειράµατα προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του χρωµοσώµατος. Οι κλώνοι τε-

χνητών χρωµοσωµάτων βακτηριοφάγου P1 (PACs) και βακτηρίων (BACs) είναι ιδανικοί για τον σκοπό αυτό, 

επειδή συνδυάζουν το µεγάλο µήκος ενθέµατος (100-200 Κb) µε αυξηµένη σταθερότητα [Βentley et al, 

2001].   

 

  Στα πλαίσια της δηµιουργίας του φυσικού χάρτη του χρωµοσώµατος 10, συλλέχθηκαν κλώνοι 

ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA από βιβλιοθήκες PAC (RPCI-1) και BAC (RPCI-11), για την περιοχή του 

χρωµοσώµατος ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες D10S541 και D10S583, η οποία χαρτογραφείται στη 

ζώνη 10q23.31–q23.33. Επιλέξαµε αυτή την περιοχή επειδή εµφανίζει υψηλή πυκνότητα σε γονίδια 

(Eικ.31). Η συλλογή κλώνων PAC και BAC στηρίχθηκε: α) σε κλώνους YAC (Υeast Artificial Chromosomes) 

της περιοχής του γενετικού δείκτη D10S2311, χαρτογραφηµένους από προηγούµενες µελέτες µας της αρχι-

κής φάσης του προγράµµατος φυσικής χαρτογράφησης του χρωµοσώµατος 10 [Marzella, Κokkinaki et al, 

1997], και β) σε αλληλουχίες ΕST (Εxpressed Sequence Tags), χαρτογραφηµένες µε την τεχνολογία των 

ακτινοβοληµένων κυτταρικών υβριδίων.   

 

  α. Επιλογή κλώνων PAC  

  H βιβλιοθήκη RPCI-1 υβριδοποιήθηκε µε ραδιοσηµασµένα προϊόντα αντιδράσεων Alu-PCR. Για τη 

σύνθεση των ανιχνευτών χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές που αναγνωρίζουν τις χαρακτηριστικές για το αν-

θρώπινο DNA επαναλήψεις Alu, σε συνδυασµό µε DNA κλώνων YAC (8ΕΗ2, 10ΒΑ1, 32GE7 και 37ΙF9) που 

χαρτογραφούνταν στην περιοχή του γενετικού δείκτη D10S2311. Τα YACs αυτά  είχαν αποµονωθεί προη-

γουµένως διερευνώντας µε PCR τη βιβλιοθήκη ΙCI των Αnand et al (1990) για τον γενετικό δείκτη 

D10S2311. Στη συνέχεια, διαπιστώθηκε ότι στα ίδια YACs περιέχονται και οι δείκτες D10S1753 και 

D10S564, οι οποίοι σύµφωνα µε τον γενετικό χάρτη CEPH-Genethon (www.cephb.fr/ceph-genethon-

map.html), καθώς και δεδοµένα γενετικής χαρτογράφησης του εργαστηρίου µας [Marzella, Kokkinaki et al, 

1997], εµφανίζουν µηδενική γενετική απόσταση από τον D10S2311 (Εικ.31). Για καθένα από τα ΥΑCs, 

πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις Alu-PCR µε τους εκκινητές CL1, CL2, AluS, AluJ, Alu-end και Alu-4723 

(Υλικά και Μέθοδοι). Τα προϊόντα των αντιδράσεων είχαν µέγεθος που κυµαίνονταν από 0.1 έως και 5Κb. 
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Aνάλογα µε το µέγεθός τους, ραδιοσηµάνθηκαν είτε στο 5’ άκρο τους, είτε µε τη µέθοδο των τυχαίων εκκι-

νητών και στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης RPCI-1. Από τα πειράµατα 

αυτά προέκυψαν 22 κλώνοι PAC (Πίνακας 15). Ακολούθησαν πειράµατα χαρτογράφησης των κλώνων. 

 

qter

cencen

qter

D10S541

D10S2309, D10S1753,
D10S2311, D10S564

D10S583

D10S200, D10S185, D10S4

D10S198, D10S184

D10S603

3.2

3.5

1.7

3.5

1

1

4

3

1

1
1

1

1

1

3

1

0 10 20

Αριθµός γονιδίων 
ανά Μb

Γενετικοί χάρτες

(cΜ) (cΜ)

Ιδεόγραµµα

Γνωστά γονίδια
Προβλεπόµενα γονίδια

CEPH-GenethonCrete

(α) (β) (γ)

qter

cencen

qter

D10S541

D10S2309, D10S1753,
D10S2311, D10S564

D10S583

D10S200, D10S185, D10S4

D10S198, D10S184

D10S603

3.2

3.5

1.7

3.5

1

1

4

3

1

1
1

1

1

1

3

1

0 10 200 10 20

Αριθµός γονιδίων 
ανά Μb

Γενετικοί χάρτες

(cΜ) (cΜ)

Ιδεόγραµµα

Γνωστά γονίδια
Προβλεπόµενα γονίδια

CEPH-GenethonCrete

(α) (β) (γ)

 
Eικ.31 Η περιοχή του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10 µεταξύ των δεικτών D10S541 και D10S583. Παριστάνονται δια-
γραµµατικά: α) η κατανοµή αφθονίας γνωστών ή προβλεπόµενων γονιδίων (γονιδιακή πυκνότητα), µε βάση τα πρόσφατα στοιχεία της 
βάσης δεδοµένων Ensembl (www.ensembl.org/Homo_sapiens/mapview?chr=10),  β) το ιδεόγραµµα του χρωµοσώµατος, µε βάση το 
πρότυπο ζώνωσης µετά από χρώση Giemsa, γ) Οι γενετικοί χάρτες της περιοχής, από το εργαστήριό µας (Crete, [Marzella, Kokkinaki 
et al, 1997]) και από τα κέντρα γονιδιωµατικής ανάλυσης CEPH και Genethon (www.cephb.fr/ceph-genethon-map.html). Φαίνονται οι 
αποστάσεις σε centiMorgan (cM) ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες.   
  

  Xαρτογράφηση των κλώνων PAC µε βάση το περιεχόµενό τους σε γενετικούς δείκτες  

  Για να χαρτογραφηθούν οι επιλεγµένοι κλώνοι PAC µε βάση το περιεχόµενό τους σε γνωστούς 

γενετικούς δείκτες, αποµονώθηκε από αυτούς πλασµιδιακό DNA, στο οποίο ανιχνεύθηκαν µε αντίδραση PCR 

οι γενετικοί δείκτες που περιέχονταν και στα YACs της περιοχής (D10S1753, D10S564 και D10S2311). Συ-

γκεκριµένα, o γενετικός δείκτης D10S1753 ανιχνεύθηκε σε δύο κλώνους PAC (Ρ15 και Ρ22), ο D10S564 σε 

οκτώ (Ρ1, Ρ7, Ρ8, Ρ11, Ρ12, Ρ14, Ρ17 και Ρ21), ενώ ο D10S2311 σε πέντε (Ρ7, Ρ13, Ρ14, Ρ17 και Ρ18). Οι 

γενετικοί δείκτες D10S564 και D10S2311 ανιχνεύθηκαν ταυτόχρονα σε τρεις κλώνους (Ρ7, Ρ14 και Ρ17), 

γεγονός που επιβεβαιώνει τη µικρή φυσική τους απόσταση. Οι υπόλοιποι δέκα κλώνοι δεν ήταν δυνατόν να 
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χαρτογραφηθούν µε αυτή την προσέγγιση επειδή δεν περιείχαν κανέναν από τους παραπάνω γενετικούς 

δείκτες αλλά ούτε και κάποιον από τους γειτονικούς (D10S2309, D10S1735).  

 

Πίνακας 15. Κλώνοι PAC της περιοχής του γενετικού δείκτη D10S2311 
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Σηµ: Για καθέναν από τους επιλεγµένους κλώνους PAC της βιβλιοθήκης RPCI-1, αναφέρεται ο αύξοντας αριθµός που του δόθηκε (#), 
το κωδικό του όνοµα (ΙD) και το µέγεθός του (Κb), όπως υπολογίστηκε από την ανάλυση µε ένζυµα περιορισµού. 
 

  Xαρτογράφηση των κλώνων PAC µε βάση τις οµοιότητες στο πρότυπο ενζυµικού τεµαχισµού 

  Για να χαρτογραφηθούν οι επιλεγµένοι κλώνοι PAC µε βάση τις µεταξύ τους οµοιότητες στο πρό-

τυπο τεµαχισµού τους από ένζυµα περιορισµού, το DNA κάθε κλώνου τεµαχίστηκε µε την περιοριστική εν-

δονουκλεάση BamHI. Eπειδή τα ενθέµατα των κλώνων κατά την κατασκευή της συγκεκριµένης βιβλιοθήκης 

είχαν προκύψει από µερικό τεµαχισµό ανθρώπινου γονιδιωµατικού DNA µε την περιοριστική ενδονουκλεάση 

MboI και είχαν κλωνοποιηθεί στη συµβατή µοναδική θέση BamHI του φορέα pCYPAC2N [Ioannou & de 

Jong, 1996], η ΒamΗΙ αναµένονταν να αναγνωρίσει αρκετές θέσεις στο εσωτερικό των ενθεµάτων, ώστε να 

µας επιτρέπει τέτοιου είδους ανάλυση. Tα τεµαχισµένα DNAs αναλύθηκαν σε ηλεκτροφόρηση παλλόµενου 

ηλεκτρικού πεδίου (PFGE), σε συνθήκες που ευνοούν τον διαχωρισµό µορίων DNA µεγέθους 5-50 Κb 

(Eικ.32). Στη συνέχεια, προσδιορίστηκαν οι οµάδες των κλώνων που εµφάνιζαν επικαλύψεις στο πρότυπο 

των ζωνών (Εικ.32,33). Η ηλεκτροφόρηση επαναλήφθηκε µε κατάλληλη σειρά των δειγµάτων, ώστε να 

επιβεβαιωθεί η παρουσία κοινών ζωνών σε αυτά. Από την ανάλυση αυτή επιβεβαιώθηκε η διάταξη των 

κλώνων που είχαν χαρτογραφηθεί µε βάση το περιεχόµενό τους σε γενετικούς δείκτες και επιπλέον χαρτο-

γραφήθηκαν 7 κλώνοι από τους 10 που δεν περιείχαν γνωστούς γενετικούς δείκτες (Εικ.33). Συγκεκριµένα, 

oι κλώνοι Ρ2, Ρ20, Ρ10 και Ρ5 εµφάνιζαν επικαλύψεις µεταξύ τους αλλά και µε τον κλώνο Ρ22, ο οποίος 

περιείχε τον γενετικό δείκτη D10S1753. Επιπλέον, οι κλώνοι Ρ6 και Ρ19 επικαλύπτονταν µε τον κλώνο Ρ13, 

ο οποίος περιείχε τον γενετικό δείκτη D10S2311, ενώ ο κλώνος Ρ16 επικαλύπτονταν µε τον Ρ14, αλλά και 

µε τους Ρ15 και Ρ22 (Eικ.33).  
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Eικ.32 Πρότυπο τεµαχισµού 18 κλώνων PAC µε την περιοριστική ενδονουκλεάση BamHI. Πλασµιδιακό DNA (~2µg) από 
κάθε κλώνο επωάστηκε µε 20units ενζύµου (ΒamHI, Minotech) για 3 hrs στους 37οC, παρουσία σπερµιδίνης 1mΜ και κατάλληλου 
ρυθµιστικού διαλύµατος (Minotech), σε τελικό όγκο 30µl. Ακολούθησαν εκχυλίσεις µε φαινόλη και χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε 
αιθανόλη, επαναδιάλυση σε 20µl TE (10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, pH 8.0), ηλεκτροφόρηση σε παλλόµενο ηλεκτρικό πεδίο (PFGE) και 
χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. Τέλος, το πήκτωµα φωτογραφήθηκε σε υπεριώδη φωτισµό (φαίνονται οι αντίστοιχες αρνητικές εικόνες). 
Τα κίτρινα βέλη υποδεικνύουν τις κοινές ζώνες µεταξύ των δειγµάτων, που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση των επικαλύψεων των 
κλώνων PAC.     
 

Με τις παραπάνω προσεγγίσεις, οι 19 από τους 22 κλώνους PAC τοποθετήθηκαν σε contig (Εικ.33). Από τον 

ενζυµατικό τεµαχισµό των 22 κλώνων µε BamHI ή µε ΝοtI υπολογίστηκαν και τα µεγέθη των ενθεµάτων, 

αθροίζοντας τις ζώνες κάθε πλασµιδίου και αφαιρώντας 16Κb που αντιστοιχούν στον πλασµιδιακό φορέα 

(Πίνακας 15).  
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Eικ.33 Χάρτης επικαλυπτόµενων κλώνων YAC και PAC (contig) της περιοχής του γενετικού δείκτη D10S2311. Oι 
κατακόρυφες γραµµές υποδεικνύουν τη θέση των αντίστοιχων γενετικών δεικτών στους γονιδιωµατικούς κλώνους YAC (µπλε) και PAC 
(κόκκινο). Οι κλώνοι PAC τοποθετούνται µε βάση τις επικαλύψεις στο πρότυπο ενζυµικού τεµαχισµού τους (βλ. Εικ ). Η ακριβής θέση 
του D10S2309 (αστερίσκος), ο οποίος δεν περιέχεται σε κανέναν από τους κλώνους, προσδιορίστηκε µε βάση τα πρόσφατα στοιχεία 
αλληλούχησης της περιοχής (GenBank ID: ΝΤ_030059).    
 

  β. Φυσικός χάρτης των κλώνων ΥΑC και PAC στην περιοχή του D10S2311 

  Με βάση το µέγεθος των κλώνων YAC και PAC, το περιεχόµενό τους σε γενετικούς δείκτες αλλά 

και πειράµατα µελέτης των µεταξύ τους επικαλύψεων, διαπιστώθηκε ότι οι κλώνοι καλύπτουν συνολικά ένα 

διάστηµα περίπου 800Κb στην περιοχή 10q23.31, περιέχοντας τους γενετικούς δείκτες D10S1753, D10S564 

και D10S2311 (Εικ.33). Λόγω της µηδενικής γενετικής απόστασης των συγκεκριµένων δεικτών (Εικ.31) δεν 

ήταν δυνατόν να προσδιοριστεί ο προσανατολισµός των κλώνων ως προς το κεντροµερές και το τελοµερές 

του µεγάλου βραχίονα του χρωµοσώµατος 10. Όµως, διαπιστώθηκε η διάταξη των τριών γενετικών 

δεικτών ως εξής: D10S1753 – D10S564 – D10S2311. Οι φυσικές αποστάσεις µεταξύ των δεικτών 

προσδιορίστηκαν µε βάση τα µεγέθη και τις επικαλύψεις των κλώνων PAC. Συγκεκριµένα, η απόσταση 

ανάµεσα στους δείκτες D10S1753 και D10S564 υπολογίζεται περίπου 200Κb, µε βάση το µέγεθος και τη 

θέση του κλώνου P8, ο οποίος περιέχει τον D10S564, αλλά όχι τον D10S1753 (Εικ.33). Αντίστοιχα, από το 
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µέγεθος του µικρότερου από τους κλώνους που ταυτόχρονα περιέχουν τους D10S564 και D10S2311 

(κλώνος P7, Eικ.33), προκύπτει ότι η µεταξύ τους απόσταση είναι µικρότερη των 100Κb. Mε βάση τα 

παραπάνω, δεν ήταν δυνατή η ακριβής τοποθέτηση στον φυσικό χάρτη του γενετικού δείκτη D10S2309, o 

oποίος εµφανίζει µηδενική απόσταση από τους παραπάνω δείκτες στον γενετικό χάρτη (Εικ.31). Όµως, 

επειδή δεν ανιχνεύεται στους κλώνους YAC και PAC που εξετάστηκαν, υποθέτουµε ότι τοποθετείται είτε σε 

απόσταση µεγαλύτερη από 200Κb από την πλευρά του δείκτη D10S1753, ή σε απόσταση µεγαλύτερη των 

400Κb από την πλευρά του D10S2311. 

 

  Τα παραπάνω συµπεράσµατα επιβεβαιώνονται µε βάση τα πρόσφατα στοιχεία από την ανάλυση 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος (βλ. νουκλεοτιδική αλληλουχία µε GenBank ID ΝΤ_030059). Πράγµατι, 

ισχύει η προβλεπόµενη διάταξη των τριών γενετικών δεικτών και οι ακριβείς µεταξύ τους φυσικές 

αποστάσεις είναι 186,7 Κb (ανάµεσα στους D10S1753 και D10S564) και 94.6 Κb (ανάµεσα στους D10S564 

και D10S2311). Eπιπλέον, ο γενετικός δείκτης D10S2309 τοποθετείται πριν τον D10S1753, σε απόσταση 

231.6 Κb, ενώ η διάταξη των τεσσάρων γενετικών δεικτών ως προς το κεντροµερές (cen) είναι: cen – 

D10S2309 - D10S1753 – D10S564 – D10S2311 (Εικ.33). 

 

  γ. Επιλογή κλώνων BAC  

  Στη συνέχεια επιλέχθηκαν κλώνοι BAC από τη βιβλιοθήκη RPCI-11, oι οποίοι περιείχαν γονίδια της 

περιοχής µεταξύ των γενετικών δεικτών D10S541 και D10S583. Η ιδιαίτερα υψηλή συχνότητα χαρτογραφη-

µένων αλληλουχιών EST στην περιοχή (Εικ.31) µας επέτρεπε τη συλλογή µεγάλου αριθµού κλώνων, οι 

οποίοι θα χρησιµοποιούνταν για την αλληλούχηση και τη λεπτοµερέστερη χαρτογράφηση αυτών των 

γονιδίων. Για την επιλογή των κλώνων BAC, η βιβλιοθήκη RPCI-11 υβριδοποιήθηκε µε οµάδες 

ραδιοσηµασµένων αλληλουχιών EST που προέκυψαν από ανθρώπινο γονιδιωµατικό DNA ως προϊόντα 

αντιδράσεων PCR µε ειδικούς εκκινητές (Υλικά και Μέθοδοι). H επιλογή των ESTs πραγµατοποιήθηκε µε 

βάση τη θέση τους στους χάρτες ακτινοβοληµένων κυτταρικών υβριδίων Genemap’99 (www.ncbi.nlm.nih. 

gov/genemap99) και ‘ΝCBI framework map’ (www.ncbi.nlm. nih.gov/genome/guide). Τα ESTs επιλέγονταν 

ώστε να ανήκουν σε διαφορετικά γονίδια, µε βάση την οµαδοποίησή τους σε µεταγραφικές µονάδες από τη 

βάση δεδοµένων Unigene (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene). Bέβαια, µε την παράλληλη πρόοδο στην 

αλληλούχηση κωδικών αλληλουχιών, για ορισµένα από τα ESTs που αρχικά κατατάσσονταν σε διαφορετικές 

οµάδες Unigene, στη συνέχεια διαπιστώσαµε ότι αντιπροσωπεύουν το ίδιο γονίδιο. Το γεγονός αυτό δεν 

ήταν αναγκαστικά πλεονασµός στην πειραµατική διαδικασία, εφόσον σε πολλά ανθρώπινα γονίδια έχει 

παρατηρηθεί µέγεθος που ξεπερνά τα 100Κb, ώστε να απαιτούνται δύο κλώνοι BAC για την πλήρη τους 

κάλυψη [Lander et al, 2001]. Στον Πίνακα 16 φαίνονται τα 32 ESTs που χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές 

και οι οµάδες Unigene τις οποίες εκπροσωπούν. Με βάση σηµερινά δεδοµένα, τα 32 αυτά ΕSTs αντι-

προσωπεύουν 26 διαφορετικά γονίδια, για 14 από τα οποία υπάρχουν στοιχεία για τη λειτουργία τους (βλ. 

Συζήτηση). 
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Πίνακας 16. Ανιχνευτές ESTs για τη βιβλιοθήκη RPCI-11 
 

Γνωστά γονίδιαUnigeneEMBL ID

ΟΜΑ∆Α Ι

Sanger ID

Hs.246914AA115498Stsg31377

tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose 
polymerase 2 (TNKS2)Hs.280776R63338Stsg15491

ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1)Hs.448589SHGC-35401Stsg55850

Hs.100960A006A33Stsg55807

Hs.37716H60064Stsg8384

Hs.71999AA149620Stsg30011

Hs.100960R49668Stsg35189

cytoplasmic polyadenylation element binding protein 3 (CPEB3)Hs.131945R36999Stsg2803

Hs.500529AA194926Stsg31710

B-TFIID transcription factor-associated (BTAF1), 170kDHs.180930N68018Stsg35957

B-TFIID transcription factor-associated (BTAF1), 170kDHs.180930H04015Stsg12559

ΟΜΑ∆Α ΙΙΙ

5-hydroxytryptamine (se rotonin) receptor 7 (adenylate cyclase-
coupled) (HTR7)Hs.73739 H10009Stsg55704

5-hydroxytryptamine (se rotonin) receptor 7 (adenylate cyclase-
coupled) (HTR7)Hs.73739L21195Stsg39120

Hs. 16369H64542Stsg8438

Hs. 37497H57760Stsg12880

glutamate dehydrogenase 1 (GLUD1)Hs.355697N67037Stsg32004

Hs.406224Z39336Stsg2551

actin, alpha 2 (ACTA2)Hs.208641R78938Stsg15752

3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 (PAPSS2)Hs.274230H01317Stsg3666

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 
(IFIT2)Hs.169274N63988Stsg22113

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 
(IFIT2)Hs.169274AA143609Stsg29905

cholestero l 25-hydroxylaseHs.47357N51873Stsg21645

ΟΜΑ∆Α ΙΙ

Hs.177162N51865Stsg21644

multiple inositol po lyphosphate histid ine phosphatase, 1 
(MINPP1)Hs.95907Z40249Stsg2721

M phase phosphoprotein 1 (MPP1)Hs. 240L16782Stsg55566

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 
(IFIT5)Hs.252839A004R39Stsg55729

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122R97513Stsg16023

Hs.274413AA169811Stsg30644

Hs.16229NP_065850Stsg32258

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122H14604Stsg41741

Hs.364441D20012Stsg26781

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122D12036Stsg41319

Γνωστά γονίδιαUnigeneEMBL ID

ΟΜΑ∆Α Ι

Sanger ID

Hs.246914AA115498Stsg31377

tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose 
polymerase 2 (TNKS2)Hs.280776R63338Stsg15491

ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1)Hs.448589SHGC-35401Stsg55850

Hs.100960A006A33Stsg55807

Hs.37716H60064Stsg8384

Hs.71999AA149620Stsg30011

Hs.100960R49668Stsg35189

cytoplasmic polyadenylation element binding protein 3 (CPEB3)Hs.131945R36999Stsg2803

Hs.500529AA194926Stsg31710

B-TFIID transcription factor-associated (BTAF1), 170kDHs.180930N68018Stsg35957

B-TFIID transcription factor-associated (BTAF1), 170kDHs.180930H04015Stsg12559

ΟΜΑ∆Α ΙΙΙ

5-hydroxytryptamine (se rotonin) receptor 7 (adenylate cyclase-
coupled) (HTR7)Hs.73739 H10009Stsg55704

5-hydroxytryptamine (se rotonin) receptor 7 (adenylate cyclase-
coupled) (HTR7)Hs.73739L21195Stsg39120

Hs. 16369H64542Stsg8438

Hs. 37497H57760Stsg12880

glutamate dehydrogenase 1 (GLUD1)Hs.355697N67037Stsg32004

Hs.406224Z39336Stsg2551

actin, alpha 2 (ACTA2)Hs.208641R78938Stsg15752

3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 (PAPSS2)Hs.274230H01317Stsg3666

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 
(IFIT2)Hs.169274N63988Stsg22113

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 
(IFIT2)Hs.169274AA143609Stsg29905

cholestero l 25-hydroxylaseHs.47357N51873Stsg21645

ΟΜΑ∆Α ΙΙ

Hs.177162N51865Stsg21644

multiple inositol po lyphosphate histid ine phosphatase, 1 
(MINPP1)Hs.95907Z40249Stsg2721

M phase phosphoprotein 1 (MPP1)Hs. 240L16782Stsg55566

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 
(IFIT5)Hs.252839A004R39Stsg55729

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122R97513Stsg16023

Hs.274413AA169811Stsg30644

Hs.16229NP_065850Stsg32258

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122H14604Stsg41741

Hs.364441D20012Stsg26781

pantothenate kinase  1 (PANK1)Hs.116122D12036Stsg41319

 
 

Σηµ: Tα ΕSTs επιλέχθηκαν µε βάση τη χαρτογράφησή τους στη συγκεκριµένη περιοχή στους διαθέσιµους χάρτες ακτινοβοληµένων 
κυτταρικών υβριδίων. Για κάθε EST αναφέρεται ο κωδικός Sanger και ΕΜBL και η οµάδα Unigene στην οποία ανήκει. Για κάθε γνωστό 
γονίδιο αναφέρεται το όνοµα της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί. Οι οµάδες ΕST I, II και ΙΙΙ αντιστοιχούν σε αυτές του Πίνακα 5.    

 

  Τα 32 ESTs τοποθετούνταν στους χάρτες ακτινοβοληµένων κυτταρικών υβριδίων ‘Genemap’99’ 

και ‘ΝCBI framework map’ στο διάστηµα µεταξύ των γενετικών δεικτών D10S541 και D10S583. Οι δείκτες 
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αυτοί περιέχονταν στους διαθέσιµους γενετικούς χάρτες του χρωµοσώµατος 10 και η µεταξύ τους γενετική 

απόσταση υπολογίζονταν στα 10cM (Eικ.31). Όπως διαπιστώθηκε και αργότερα µε την πλήρη αλληλούχηση 

της περιοχής [Lander et al, 2001], η φυσική απόσταση των δύο δεικτών δεν ξεπερνά τις 5Μb, γεγονός που 

υποδηλώνει αυξηµένο ποσοστό µειωτικών ανασυνδυασµών στο τµήµα αυτό του χρωµοσώµατος. 

 

  Πραγµατοποιήθηκαν τρία πειράµατα υβριδοποίησης της βιβλιοθήκης RPCI-11 µε τις οµάδες 

ανιχνευτών Ι, ΙΙ και ΙΙΙ (Πίνακας 16). Αντίστοιχα, από κάθε υβριδοποίηση προέκυψαν 108, 134 και 74 θε-

τικά σήµατα και ταυτοποιήθηκαν οι αντίστοιχοι κλώνοι BAC, µε βάση την ονοµατολογία των κλώνων της 

συγκεκριµένης βιβλιοθήκης. Επειδή σε κάθε οµάδα ανιχνευτών χρησιµοποιήθηκαν ESTs από διαφορετικές 

οµάδες Unigene, δεν παρατηρήθηκαν κοινοί κλώνοι µεταξύ των διαφορετικών υβριδοποιήσεων. Χρησιµο-

ποιώντας ως ανιχνευτές 26 διαφορετικά γονίδια, συλλέχθηκαν συνολικά 316 κλώνοι BAC (Πίνακας 17). 

 

  δ. Φυσικός χάρτης κλώνων BAC και αλληλούχηση της περιοχής D10S541-D10S583  

  Στη συνέχεια, οι κλώνοι PAC και BAC που επιλέχθηκαν από τη συγκεκριµένη χρωµοσωµική περι-

οχή, ενσωµατώθηκαν σε µεγαλύτερες οµάδες επικαλυπτόµενων κλώνων (contigs), µε στόχο την πλήρη κά-

λυψη του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου. Η κατασκευή των contigs στηρίχθηκε σε δεδοµένα σύγκρισης 

του προτύπου τεµαχισµού των κλώνων µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες (fingerprinting), αλλά και σε επι-

πλέον υβριδοποιήσεις, στις οποίες χρησιµοποιούνταν ως ανιχνευτές ακραίες αλληλουχίες κλώνων BAC, µι-

κροδορυφορικοί γενετικοί δείκτες καθώς και αλληλουχίες STS (Sequenced Tag Sites) ειδικές για το χρωµό-

σωµα 10. Τέλος, επιλέχθηκαν 35 κλώνοι ΒΑC που κάλυπταν την περιοχή σχηµατίζοντας το ελάχιστο ‘µονο-

πάτι’ (tiling path), oι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα τυχαίας (shotgun) αλληλούχησης. Τα πειρά-

µατα κατασκευής των contigs και η αλληλούχηση των γονιδιωµατικών κλώνων πραγµατοποιήθηκαν από το 

συνεργαζόµενο Ινστιτούτο Sanger (Hinxton, UK). Σύµφωνα µε τον φυσικό χάρτη που προέκυψε, η περιοχή 

του χρωµοσώµατος ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες D10S541 και D10S583 έχει µήκος 4.38Μb. Η επεξερ-

γασία της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας από τα προγράµµατα γονιδιακής πρόβλεψης της βάσης δεδοµένων 

Ensembl κατέληξε στην ταυτοποίηση 51 γονιδίων in silico, 23 από τα οποία είχαν χρησιµοποιηθεί ως ανι-

χνευτές για την ταυτοποίηση των κλώνων BAC. Αξίζει να σηµειωθεί ότι για τρεις από τους 26 διαφορετικούς 

ανιχνευτές (τα γονίδια ΜΙΝΡΡ1, ΡΑΡSS2 και GLUD1, βλ. Πίνακα 16), ενώ µε βάση τους χάρτες των ‘radia-

tion hybrids’  χαρτογραφούνταν ανάµεσα στους δείκτες D10S541 και D10S583, η πλήρης αλληλούχηση της 

περιοχής έδειξε ότι τοποθετούνται σε απόσταση µικρότερη των 2 Μb πριν τον D10S541, προς το κεντροµε-

ρές. Στην Εικ. 34 φαίνεται η θέση των 34 προβλεπόµενων γονιδίων της περιοχής που κωδικοποιούν πρω-

τεΐνη, από τα οποία 25 αντιστοιχούν σε γνωστές πρωτεΐνες και 9 αντιστοιχούν σε άγνωστες µέχρι τώρα κω-

δικές αλληλουχίες που χαρτογραφήθηκαν από προγράµµατα πρόβλεψης γονιδίων, λόγω της οµοιότητάς  

τους µε κλώνους cDNA. Επιπλέον, στην περιοχή χαρτογραφήθηκαν και 10 γονίδια που κωδικοποιούν RNA, 7 

θεωρητικά (putative) γονίδια και 17 ψευδογονίδια (Deloukas et al, 2004/ βλ. Συζήτηση). 
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Πίνακας 17.  Επιλεγµένοι κλώνοι BAC για την περιοχή D10S541-D10S583 

Kλώνοι BACESTs

74 BACs:
11P23, 21B1, 27I3, 30E16, 43D10, 67L13, 70C15, 71F8, 81N7, 88A22, 
90J1, 99P7, 112H11, 119K6, 126H3, 127J3, 160G7, 149I15, 150M17, 
158J11, 162B9, 164M14, 180I12, 180I13, 192O5, 231H4, 231M20, 
251A15, 254N8, 265L24, 267A16, 275G24, 291E10, 298H8, 303D7, 
304L15, 305E9, 307A13, 320F15, 325B17, 329B8, 349I10, 368O6, 
394H20, 402D21, 408A11, 412I14, 415L13, 420E3, 424D3, 430F14, 
430L14, 439A24, 441G1, 441G9, 453J9, 459I18, 481N24, 484K9, 
489M10, 492L22, 505K23, 508I18, 510B24, 530C19, 532L6, 534O5, 
534O13, 539D21, 541K9, 558K13, 567B5, 567L6, 568I23

Οµάδα ΙΙΙ
Stsg55850
Stsg31377
Stsg15491
Stsg8384
Stsg55807
Stsg35189
Stsg30011
Stsg31710
Stsg2803
Stsg12559
Stsg35957

134 BACs:
10B9, 11K21, 11O21, 15N11, 16A13, 18P4, 21I24, 30C6, 34D1, 35C6,
38O2, 41C12, 41M11, 57C13, 64K2, 64O14, 66I10, 66O15, 67N3, 
77F13, 92E19, 95A18, 96C23, 96E23, 98K15, 98K17, 103A2, 106M22, 
113H4, 115J15, 115N17, 119F19, 121L14, 122D20, 130D9, 131D2, 
136P13, 146I16, 148D8, 149I23, 149J19, 155M6, 155M14, 159F21, 
163J10, 163M19, 167H16, 168H1, 168M11, 175I5, 186P7, 187C5, 
187H10, 201M14, 219J20, 220B16, 220I11, 222G3, 223O16, 224L16, 
228A3, 231I18, 234L12, 235B19, 245A22, 245D15, 245J6, 249G24, 
253L6, 256F2, 260B2, 262D21, 264A1, 264D5, 264E2, 264I7, 266F19,
267E5, 276C24, 276D24, 287K24, 288J8, 289A23, 289F23, 293L10, 
303A10, 309B15, 319B14, 337H16, 338H11, 360H20, 362O4, 363B10, 
364F9, 368C20, 377D9, 377E16, 392P7, 399O19, 401P6, 416C1, 
421C21, 435J15, 442F10, 443N19, 448L14, 454J2, 460M16, 460N21, 
463K12, 474H4, 474I15, 477D14, 478D6, 481N24, 488C24, 489D4, 
491K20, 492L19, 494D18, 496G4, 498A22, 498B22, 498H16, 498I6, 
513B1, 517O8, 518M4, 527H8, 528M22, 560G4, 567B5, 570L24

Οµάδα ΙΙ
Stsg21645
Stsg29905
Stsg22113
Stsg3666
Stsg15752
Stsg2551
Stsg32004
Stsg12880
Stsg8438
Stsg39120
Stsg55704

108 BACs:
9C23, 21Ι24, 35C6, 40O16, 40N12, 47K24, 56N18, 57C13, 62J15, 64K2, 
66J10, 71Ο3, 72B17, 73Α16, 80H5, 85C24, 115J15, 115N17, 116F16, 
119F19, 122D20, 125J8, 129G17, 135H15, 136P13, 138O9, 148D8, 
159F21, 163J10, 163M19, 168O10 172I22, 175I5, 176F8, 181I8, 
188H10, 192D22, 199Α4, 204L12, 218E3, 219J20, 220I11, 222G3, 
233H8, 228A3, 229A6, 234L12, 248C1, 256D19, 257B22, 262D21, 
262L20, 263D23, 263J2, 266F3, 266P5, 269E3, 276C24, 276D24, 
300F14, 318P7, 319E5, 319G4, 322M19, 329L12, 332A11, 338H11, 
360H16, 368C20, 375N21, 377E16, 380L16, 384G14, 388M4, 399L7, 
400M3, 404P11, 408O9, 410H2, 410L2, 416B5, 425C21, 426L18, 
433G8, 435J1, 443N19, 446L8, 454J2, 457H8, 458G8, 458K23, 462K11, 
465M9, 469C6, 488G5, 489D4, 491K2, 498K17, 513B1, 518M4, 522E21,
525K6, 527H8, 528M22, 542J7, 545J24, 556N15, 575C13

Οµάδα Ι
Stsg41319
Stsg26781
Stsg41741
Stsg32258
Stsg30644
Stsg16023
Stsg55729
Stsg55566
Stsg2721
Stsg21644

Kλώνοι BACESTs

74 BACs:
11P23, 21B1, 27I3, 30E16, 43D10, 67L13, 70C15, 71F8, 81N7, 88A22, 
90J1, 99P7, 112H11, 119K6, 126H3, 127J3, 160G7, 149I15, 150M17, 
158J11, 162B9, 164M14, 180I12, 180I13, 192O5, 231H4, 231M20, 
251A15, 254N8, 265L24, 267A16, 275G24, 291E10, 298H8, 303D7, 
304L15, 305E9, 307A13, 320F15, 325B17, 329B8, 349I10, 368O6, 
394H20, 402D21, 408A11, 412I14, 415L13, 420E3, 424D3, 430F14, 
430L14, 439A24, 441G1, 441G9, 453J9, 459I18, 481N24, 484K9, 
489M10, 492L22, 505K23, 508I18, 510B24, 530C19, 532L6, 534O5, 
534O13, 539D21, 541K9, 558K13, 567B5, 567L6, 568I23

Οµάδα ΙΙΙ
Stsg55850
Stsg31377
Stsg15491
Stsg8384
Stsg55807
Stsg35189
Stsg30011
Stsg31710
Stsg2803
Stsg12559
Stsg35957

134 BACs:
10B9, 11K21, 11O21, 15N11, 16A13, 18P4, 21I24, 30C6, 34D1, 35C6,
38O2, 41C12, 41M11, 57C13, 64K2, 64O14, 66I10, 66O15, 67N3, 
77F13, 92E19, 95A18, 96C23, 96E23, 98K15, 98K17, 103A2, 106M22, 
113H4, 115J15, 115N17, 119F19, 121L14, 122D20, 130D9, 131D2, 
136P13, 146I16, 148D8, 149I23, 149J19, 155M6, 155M14, 159F21, 
163J10, 163M19, 167H16, 168H1, 168M11, 175I5, 186P7, 187C5, 
187H10, 201M14, 219J20, 220B16, 220I11, 222G3, 223O16, 224L16, 
228A3, 231I18, 234L12, 235B19, 245A22, 245D15, 245J6, 249G24, 
253L6, 256F2, 260B2, 262D21, 264A1, 264D5, 264E2, 264I7, 266F19,
267E5, 276C24, 276D24, 287K24, 288J8, 289A23, 289F23, 293L10, 
303A10, 309B15, 319B14, 337H16, 338H11, 360H20, 362O4, 363B10, 
364F9, 368C20, 377D9, 377E16, 392P7, 399O19, 401P6, 416C1, 
421C21, 435J15, 442F10, 443N19, 448L14, 454J2, 460M16, 460N21, 
463K12, 474H4, 474I15, 477D14, 478D6, 481N24, 488C24, 489D4, 
491K20, 492L19, 494D18, 496G4, 498A22, 498B22, 498H16, 498I6, 
513B1, 517O8, 518M4, 527H8, 528M22, 560G4, 567B5, 570L24

Οµάδα ΙΙ
Stsg21645
Stsg29905
Stsg22113
Stsg3666
Stsg15752
Stsg2551
Stsg32004
Stsg12880
Stsg8438
Stsg39120
Stsg55704

108 BACs:
9C23, 21Ι24, 35C6, 40O16, 40N12, 47K24, 56N18, 57C13, 62J15, 64K2, 
66J10, 71Ο3, 72B17, 73Α16, 80H5, 85C24, 115J15, 115N17, 116F16, 
119F19, 122D20, 125J8, 129G17, 135H15, 136P13, 138O9, 148D8, 
159F21, 163J10, 163M19, 168O10 172I22, 175I5, 176F8, 181I8, 
188H10, 192D22, 199Α4, 204L12, 218E3, 219J20, 220I11, 222G3, 
233H8, 228A3, 229A6, 234L12, 248C1, 256D19, 257B22, 262D21, 
262L20, 263D23, 263J2, 266F3, 266P5, 269E3, 276C24, 276D24, 
300F14, 318P7, 319E5, 319G4, 322M19, 329L12, 332A11, 338H11, 
360H16, 368C20, 375N21, 377E16, 380L16, 384G14, 388M4, 399L7, 
400M3, 404P11, 408O9, 410H2, 410L2, 416B5, 425C21, 426L18, 
433G8, 435J1, 443N19, 446L8, 454J2, 457H8, 458G8, 458K23, 462K11, 
465M9, 469C6, 488G5, 489D4, 491K2, 498K17, 513B1, 518M4, 522E21,
525K6, 527H8, 528M22, 542J7, 545J24, 556N15, 575C13

Οµάδα Ι
Stsg41319
Stsg26781
Stsg41741
Stsg32258
Stsg30644
Stsg16023
Stsg55729
Stsg55566
Stsg2721
Stsg21644

 
 

Σηµ: Oι κλώνοι της βιβλιοθήκης RPCI-11 που επιλέχθηκαν, υβριδοποιώντας µε τα ESTs της πρώτης στήλης, χωρισµένα σε τρεις οµάδες 
(Ι, ΙΙ, ΙΙΙ).     
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Εικ.34 Φυσικός χάρτης της περιοχής D10S541-D10S583. H περιοχή αυτή τοποθετείται µεταξύ των χρωµοσωµικών ζωνών 
q23.31 και q23.33 του χρωµοσώµατος 10 και έχει µήκος 4.38 Μb. Για την πλήρη αλληλούχησή της από το Ινστιτούτο Sanger, 
χρησιµοποιήθηκαν 35 ελάχιστα επικαλυπτόµενοι κλώνοι BAC της βιβλιοθήκης RPCI-11, των οποίων φαίνονται τα ονόµατα. Επιπλέον, 
παρουσιάζονται τα γονίδια της περιοχής, όπως προβλέπονται από το πρόγραµµα Ensembl. Συνολικά υπάρχουν 34 γονίδια που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνη στην περιοχή, από τα οποία 25 αντιστοιχούν σε γνωστές πρωτεΐνες (µπλε) και 9 αντιπροσωπεύουν νέα 
µετάγραφα (γαλάζιο). Στοιχεία από βάση δεδοµένων Εnsembl  και Deloukas et al, 2004. 
 

  

 

2. Aνάλυση γονιδιωµατικής οργάνωσης του γονιδίου Νeuralized 
(Νeurl) του ποντικού 

 

  Για τη µελέτη της οργάνωσης του Neurl στο γονιδίωµα του ποντικού αναλύθηκαν τµήµατα 

γονιδιωµατικού DNA κλωνοποιηµένα σε βακτηριοφάγους Lambda FIXII, τα οποία αποµονώθηκαν από φα-

γική βιβλιοθήκη, καθώς και ολικό γονιδιωµατικό DNA ποντικού στελέχους C57BL. Επιπλέον, µελετήθηκε η 

γονιδιωµατική οργάνωση in silico, αξιοποιώντας δεδοµένα από προγράµµατα αλληλούχησης κλώνων cDNA 

ή γονιδιωµατικού DNA του ποντικού, τα οποία έχουν καταχωρηθεί στις βάσεις dbEST, Εnsembl  και Gen-

bank.   

  

 α. Χαρακτηρισµός των επιλεγµένων γονιδιωµατικών κλώνων 

 Στα πειράµατα αρχικής διερεύνησης της βιβλιοθήκης καθώς και σε ακόλουθα επιβεβαιωτικά πειρά-

µατα χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές το ένθεµα του κλώνου cDNA Neurl(2433bp)/pBluescript, καθώς και 

10 επικαλυπτόµενα τµήµατά του, τα οποία παρασκευάστηκαν είτε µε ενζυµατικό τεµαχισµό του αρχικού 

κλώνου, είτε ως προϊόντα PCR µε κατάλληλους εκκινητές (Υλικά και Μέθοδοι). Συνολικά πραγµατοποιήθη-

καν τέσσερα πειράµατα διερεύνησης της φαγικής βιβλιοθήκης (Α, Β, C και D) σε καθένα από το οποία ελέγ-

χθηκαν 6x105 βακτηριοφάγοι µε διαφορετικούς κάθε φορά ανιχνευτές, ανάλογα µε την περιοχή του γονι-
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δίου για την οποία αναζητούσαµε γονιδιωµατικούς κλώνους. Από τα πειράµατα αυτά προέκυψαν 17 βακτη-

ριοφάγοι (Πίνακας 18). 

 

Πίνακας 18. Επιλεγµένοι βακτηριοφάγοι 
 

 
 

Σηµ: Οι βακτηριοφάγοι που προέκυψαν από κάθε πείραµα διερεύνησης της γονιδιωµατικής βιβλιοθήκης ποντικού. Συνολικά προέκυψαν 
21 φάγοι από τα τέσσερα πειράµατα. Με έντονα γράµµατα φαίνονται οι κλώνοι που στη συνέχεια βρέθηκε ότι αρκούν για να 
καλύψουν την αντίστοιχη γονιδιωµατική περιοχή (οι υπόλοιποι είναι όµοιοι ή σηµαντικά επικαλυπτόµενοι).  
 

 Οι επιλεγµένοι κλώνοι αναλύθηκαν λεπτοµερέστερα κατά Southern, µε ενζυµατικό τεµαχισµό του 

DNA τους και υβριδοποιήσεις µε κατάλληλους ανιχνευτές. Τα αποτελέσµατα αυτής της ανάλυσης  

παρουσιάζονται στον Πίνακα 19. Το µέγεθος του ενθέµατος κάθε βακτηριοφάγου (Πίνακας 19) προσδιορί-

στηκε µε ενζυµατικό τεµαχισµό DNA µε NotI και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης, παρουσία κατάλ-

ληλου δείκτη µοριακών µεγεθών. Από τον Πίνακα 19 είναι φανερό ότι ολόκληρη η κωδική αλληλουχία του 

Neurl (1725 νουκλεοτίδια) αντιπροσωπεύεται στους  επιλεγµένους γονιδιωµατικούς κλώνους. Οι κλώνοι που 

επιλέχθηκαν για την υποκλωνοποίηση γονιδιωµατικών υποπεριοχών µε σκοπό την ανάλυση µέρους της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και τη µελέτη της οργάνωσης εξονίων – ιντρονίων του γονίδίου ήταν: 

- Ο φάγος Cph42, oποίος περιέχει κωδική αλληλουχία από τον ανιχνευτή 1Α (νουκλεοτίδια 13-218) µέχρι 

τον εκκινητή 8 (νουκλεοτίδιο 1382). Από αυτόν υποκλωνοποιήθηκαν τα θραύσµατα 3.8Κb PstI και 3.9Κb 

ΒamΗΙ. 

- Ο φάγος Cph36, ο οποίος δεν υβριδοποιείται µε τους 5’ ανιχνευτές (Α-1, 1, 1Α και 5-10) αλλά επεκτείνεται 

καθοδικά του φάγου Cph42, εφόσον δίνει προϊόν PCR µε το ζεύγος εκκινητών 8-12. Από αυτόν  υποκλωνο-

ποιήθηκε ένα θραύσµα PstI µεγέθους 4.8Κb. 

- Ο φάγος Dph12, o oποίος είναι ο µοναδικός που δίνει προϊόν PCR µε το ζεύγος εκκινητών Α-1, περιέχει τα 

πρώτα 85 νουκλεοτίδια κωδικής αλληλουχίας (θέση εκκινητή 1) και επεκτείνεται κυρίως προς την 5’ πλευ-

ρική περιοχή του γονιδίου. Από αυτόν υποκλωνοποιήθηκε ένα θραύσµα ΕcoRI-NotI µήκους 15.8Κb καθώς 

και µικρότερα (1.4Κb PstI, 1.85Kb BstYI). 
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- Ο φάγος Αph3, από τον οποίο κλωνοποιήθηκε ένα θραύσµα XbaI µεγέθους 6Κb, που χρησιµοποιήθηκε για 

την αλληλούχηση τµήµατος της 3’ µη µεταφραζόµενης περιοχής του γονιδίου.  

 

Πίνακας 19. Χαρακτηρισµός των γονιδιωµατικών κλώνων 
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Σηµ: Το αποτέλεσµα της ανάλυσης των 17 γονιδιωµατικών κλώνων µε υβριδοποιήσεις ή αντιδράσεις PCR, για τους αντίστοιχους ανι-
χνευτές. Με + συµβολίζεται η παρουσία σήµατος στην υβριδοποίηση ή προϊόντος PCR  και µε  –  η απουσία. Για τα προϊόντα PCR που 
χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές σε υβριδοποιήσεις, συµβολίζεται µε + η ταυτόχρονη παρουσία σήµατος στην υβριδοποίηση αλλά 
απουσία προϊόντος PCR στους γονιδιωµατικούς κλώνους, µε τους αντίστοιχους εκκινητές. Το µέγεθος του ενθέµατος κάθε γονιδιωµατι-
κού κλώνου σε Kb φαίνεται στην τελευταία σειρά του πίνακα. Οι ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν περιγράφονται στο Κεφάλαιο 
‘Υλικά και Μέθοδοι’ (Πίνακας 10). 
 

 Tα θραύσµατα γονιδιωµατικού DNA που επιλέχθηκαν από τον ενζυµατικό τεµαχισµό των 

βακτηριοφάγων, κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript και στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν 

ως DNA-µήτρα σε αντιδράσεις προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε εκκινητές σχεδιασµένους 

από την αλληλουχία του Νeurl cDNA ή µε τους ‘εξωτερικούς’ εκκινητές Τ3 και Τ7 του πλασµιδίου 

pBluescript. Aπό αυτή την ανάλυση προσδιορίστηκαν τα όρια εξονίων-ιντρονίων του γονιδίου. Επιπλέον, σε 

αυτούς τους υπόκλωνους µελετήθηκε λεπτοµερώς το πρότυπο των θέσεων αναγνώρισης µιας σειράς περιο-

ριστικών ενζύµων, ώστε να χαρτογραφηθούν µε ακρίβεια τα εξόνια του γονιδίου και να υπολογιστούν τα 

µεγέθη των ιντρονίων. Το αποτέλεσµα της χαρτογράφησης των θέσεων αναγνώρισης περιοριστικών ενδο-
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νουκλεασών για τους υπόκλωνους 15.8Κb EcoRI-NotI, 3.9Kb BamHI, 3.8Kb PstI και 4.8Κb PstI φαίνεται 

στην Εικ.35. 
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Εικ.35 Ανάλυση των γονιδιωµατικών υποκλώνων µε ένζυµα περιορισµού. (α) Οι υπόκλωνοι 1.85Κb BstYI, 1.4Kb PstI και 
15.8Kb EcoRI-NotI περιέχουν το πρώτο εξόνιο (Ε1) του γονιδίου Neurl, oι υπόκλωνοι 3.9Κb BamHI και 3.8Κb PstI περιέχουν τα εξόνια 
Ε2 και Ε3, ενώ ο υπόκλωνος 4.8Κb PstI περιέχει τα εξόνια Ε4, Ε5 και Ε6. Η κλωνοποίηση κάθε υπόκλωνου περιγράφεται στο Κεφάλαιο 
‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’. T3 και Τ7 είναι εκκινητές του πλασµιδιακού φορέα pBluescript. (β) Χαρτογράφηση των θέσεων αναγνώρι-
σης περιοριστικών ενζύµων στους υπόκλωνους 15.8Kb EcoRI-NotI, 3.9Κb BamHI, 3.8Κb PstI και 4.8Κb PstI.     
 

 β. Ανάλυση γονιδιωµατικού DNA 

 Oλικό γονιδιωµατικό DNA ποντικού στελέχους C57BL αναλύθηκε κατά Southern και υβριδοποιή-

θηκε µε κατάλληλους ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές. Σκοπός µας ήταν να διαπιστωθεί σε αυτό η παρουσία 

των ίδιων θραυσµάτων DNA που είχαν υποκλωνοποιηθεί από τους βακτηριοφάγους, ώστε να αποκλειστεί το 

ενδεχόµενο ανασυνδυασµού στο ένθεµα των επιλεγµένων φάγων. Στην Εικ.36 παρουσιάζεται το αποτέλε-

σµα της ανάλυσης µε τους εξής ανιχνευτές: α) το τµήµα του γονιδιωµατικού κλώνου Dph12  SacII- PstI, 

µήκους 400bp, που αντιστοιχεί στο 3’ άκρο του υπόκλωνου 1.4Κb PstI (Εικ.35), β) Το προϊόν PCR A-1, γ) 

το προϊόν PCR 5-10, δ) το τµήµα του cDNA NotI(νουκλεοτίδιο 679) - SacII(νουκλεοτίδιο 1103), που αντι-

στοιχεί στο 4ο εξόνιο (ανιχνευτής 4, Πίνακας 10) και ε) To προϊόν RT-PCR 17-2, το οποίο αντιπροσωπεύει 

τα εξόνια Ε1α (1) και Ε2.  

 

 

 

                                                 
1 Ο εκκινητής 17 έχει σχεδιαστεί από τη διαθέσιµη αλληλουχία (EST ΑΑ667491) ενός εναλλακτικού εξονίου του Neurl, του Ε1α, το 
οποίο εντοπίστηκε in silico και χαρτογραφήθηκε στο πρώτο ιντρόνιο του γονιδίου. (βλ. παρακάτω) 
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Εικ.36 Το αποτέλεσµα της ανάλυσης ολικού γονιδιωµατικού DNA ποντικού στελέχους C57BL µε ΒamHI (B), PstI (P), XbaI (X), 
EcoRV (V) και EcoRI (E) και υβριδοποίησης µε τους ανιχνευτές που αναφέρονται κάτω από κάθε εικόνα. Κάτω από κάθε ζώνη φαίνεται 
το µέγεθός της σε Kb.    
 

 Ο ανιχνευτής Α-1 ανιχνεύει δύο θραύσµατα γονιδιωµατικού DNA τεµαχισµένου µε PstI  (Eικ.36β), 

µήκους 6.8 Kb και 1.4 Κb. H µικρότερη ζώνη αντιστοιχεί στον 1.4 Κb PstI υπόκλωνο του φάγου Dph12, που 

αντιπροσωπεύει τη γονιδιωµατική περιοχή 5’ της αρχής µετάφρασης, ενώ η µεγαλύτερη αποτελεί µέρος του 
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πρώτου ιντρονίου. Η περιοχή SacII-PstI αποτελεί µέρος του 1.4Kb PstI υπόκλωνου και γι’ αυτό το πρότυπο 

υβριδοποίησης µε αυτόν τον ανιχνευτή επικαλύπτεται σηµαντικά και επιβεβαιώνει το αποτέλεσµα του ανι-

χνευτή cDNA A-1 (Eικ.36α). Στην υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή 5-10 (εξόνια 2 και 3) επιβεβαιώνεται η 

παρουσία, στο γονιδιωµατικό DNA, των θραυσµάτων 3.9Κb BamHI και 3.8Κb PstI (υπόκλωνοι του φάγου 

Cph42) (Εικ.36γ). Στην υβριδοποίηση µε µέρος του εξονίου 4 (Εικ.36δ), επιβεβαιώνεται η παρουσία του 

θραύσµατος 4.8Kb PstI, (υπόκλωνος του φάγου Cph36). Τέλος, στην υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή 17-2 

(Εικ.36ε), αποκαλύπτεται ένα καινούριο θραύσµα ΒamHI µήκους 5.5Κb, το οποίο περιέχει το εξόνιο Ε1α. 

Από το τεµαχισµένο µε PstI γονιδιωµατικό DNA ανιχνεύεται το  αναµενόµενο θραύσµα 3.9Κb καθώς και ένα 

θραύσµα µήκους  7.2Κb. 

 

 γ. Προσδιορισµός ορίων εξονίων - ιντρονίων 

 i) Mε βάση το προϊόν PCR εκκινητών του Neurl cDNA (2ο και 5ο ιντρόνιο) 

 Στους γονιδιωµατικούς κλώνους και σε ολικό γονιδιωµατικό DNA ποντικού δοκιµάστηκε η αντί-

δραση PCR µε τα ζεύγη των εκκινητών Α-1, Α-2, 5-10, 3-11 και 8-12. Από αυτά, τα ζεύγη 5-10 και 8-12 δί-

νουν προϊόντα µεγαλύτερα σε σχέση µε αυτά που δίνουν στο cDNA, το ζεύγος Α-1 δίνει προϊόν µεγέθους 

ίσου µε το προβλεπόµενο από το cDNA µέγεθος (~140bp),  ενώ για τα Α-2 και 3-11 η αντίδραση δεν δίνει 

προϊόν. Eπιπλέον, σχεδιάστηκε ο εκκινητής 17 από τη διαθέσιµη νουκλεοτιδική αλληλουχία του εναλλακτι-

κού εξονίου Ε1α (βλ. παρακάτω) και δοκιµάστηκε η αντίδραση PCR σε γονιδιωµατικούς κλώνους, σε ολικό 

γονιδιωµατικό DNA καθώς και σε προϊόν αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής από ολικό RNA εγκεφάλου  

ποντικού µε τον εκκινητή 5. Η µόνη περίπτωση στην οποία η αντίδραση PCR έδωσε προϊόν (~130bp) ήταν 

µε µήτρα το προϊόν RT. Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία των προϊόντων PCR 5-

10 και 8-12 και συγκρίθηκε µε την αντίστοιχη αλληλουχία cDNA. Στα σηµεία συρραφής εξονίων-ιντρονίων 

αναγνωρίστηκαν τα χαρακτηριστικά συντηρηµένα νουκλεοτίδια GT (5’ άκρο ιντρονίου) και ΑG (3’ άκρο 

ιντρονίου). 
2ο ιντρόνιο: Η θέση και το µέγεθός του προσδιορίστηκε από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία των προϊόντων 

της αντίδρασης PCR µε τους εκκινητές 5 και 10 σε µεµονωµένους γονιδιωµατικούς κλώνους και σε ολικό γο-

νιδιωµατικό DNA. Oι εκκινητές αυτοί δίνουν σε γονιδιωµατικό DNA προϊόν µεγαλύτερο κατά 300 περίπου 

ζεύγη βάσεων σε σχέση µε αυτό που δίνουν στο cDNA. H θέση του ιντρονίου εντοπίζεται µεταξύ των νου-

κλεοτιδίων 327 και 328 του cDNA (Εικ.37).  

5ο ιντρόνιο: Η θέση και το µέγεθός του προσδιορίστηκε από τη νουκλεοτιδική αλληλουχία των προϊόντων 

της αντίδρασης PCR µε τους εκκινητές 8 και 12 σε µεµονωµένους γονιδιωµατικούς κλώνους και σε ολικό γο-

νιδιωµατικό DNA. Οι εκκινητές αυτοί δίνουν σε γονιδιωµατικό DNA προϊόν µεγαλύτερο κατά 500 περίπου 

ζεύγη βάσεων σε σχέση µε αυτό που δίνουν στο cDNA. H θέση του ιντρονίου εντοπίζεται µεταξύ των νου-

κλεοτιδίων 1486 και 1487 του cDNA (Εικ.37). 

 

 ii) Με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία υποκλωνοποιηµένων τµηµάτων των φάγων  

 Για τα ιντρόνια που δεν ήταν δυνατή η αντίδραση PCR, πραγµατοποιήθηκε υποκλωνοποίηση των 

τµηµάτων που περιέχουν τα άκρα τους σε pBluescript και προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής τους αλληλου-
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χίας µε εκκινητές του Neurl cDNA ή και ‘εξωτερικούς’ εκκινητές του pBluescript.  Το µέγεθός τους µπορούσε 

να εκτιµηθεί λαµβάνοντας υπόψην το πρότυπο τεµαχισµού και υβριδοποίησης των φάγων και του ολικού 

γονιδιωµατικού DNA. 

1ο ιντρόνιο: Το 5’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εκκινητή Α στον υπόκλωνο 1.85Kb BstYI του φάγου 

Dph12. Το 3’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εκκινητή 2 στον υπόκλωνο 3.8Κb PstI του φάγου Cph42. H 

θέση του προσδιορίστηκε µεταξύ των νουκλεοτιδίων 85 και 86 του cDNA. To µέγεθoς του 1ου ιντρονίου 

δεν ήταν δυνατό να προσδιοριστεί µόνο µε βάση τη χαρτογράφηση των φάγων, γιατί η περιοχή αυτή δεν 

καλύπτονταν πλήρως από γονιδιωµατικούς κλώνους. Μια εκτίµηση του µεγέθους αυτού του ιντρονίου έγινε 

µε βάση την ανάλυση ολικού γονιδιωµατικού DNA µε τους δύο ανεξάρτητους τρόπους που περιγράφονται 

παρακάτω (Εικ. 38). 
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GCTCACCTGCCTCCACTCCAACCTCACCCAGTGCCCTGGGCATCCGCCTCTCTGACCCCCTGCTCAGCACCT
GCGGTTCTGGGCCCCTAGGTGGCTCTGCTGGAG
1      GTGAGTACCA AGGCCCCCGT GGGTGGGTCA ATGCGTCTCT CGAAATCCTA TAGAGAGGGA
61     CGGTTGACAG AGCTCTCCAG ATGTGTAGCT GTGGCTTTTT TTTTTTCTTT TTAAAGATTT
121    ATTTTAAACT CTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT CTGTGTCTGT
181    GTGTGTGTAT GTAAGTATAA ATGCTCACGG AGCACAGAAG AGGGTATCTG ATCTTCCAGG
241    CGACTTCTTA AAGTGCATGT GGGGGATTCC AAGCGTTAGT GCAGTAGAAC CACGCCTGGA
301    AAGAATTAGA AAGTCCTTTC CTCCTTTCCT CTTTTCCTCT TTTCCTCCTT TCCTCTGACT
361    GCTGCTCTGG CTCTGTCTGG GGCTGTGTGG CTACAGCTCC TTCCTTGGGC AGGAAGGTGG
421    GTTGTCAGTG TGGAAAGGTG GCTTTGCGTA GTGGCAGAAG ACATGAGCTG GGGTGGGGTG
481    GGGGGGGCTT TTCTCTTGGG AGAAGGCCCC GTGCTGGGCT GGGTCCCATC CCCTTTTGAT
541 TGGTGCTCTT GCTCTCAG GGACAGCCCCCAACTCACCTGTGAGCCTGCC
CGAGTCACCGGTGACCCCAGGTCTGGGCCAGTGGAGTGATGAATGCACCATTTGCTATGAACACGCAGTGGA

TCTCACCGATGCCATCACAAGCAGAAGCATTGCCCGCCTACGCTGTCAGGTGGGGGGCTCCCGGCCACGCCCACACTA
AGGCTCCCAGATCCTCATGGACCTCAGCCACAAGGCCGTCAAGAGGCAGGCCAGCTCTGAATGCCATCACCTTCAGTA
ACCGCCCGGTGCTCATCTACGAGCAAGTCAGGCTGAAG
1   GTGGGCACCC CCGGACCCCT GCCTTTGACC TTTAATCTCT TTACTGCCAC GGTCTGCTGT
61  TCCACTACCA GCCTGCCCTT CTCCTTCTTG TCCATCTCAT CCTTTTCTCC TTTCCCAGCC
121 TTCCTGGGTA GCAAGATTCG GTGGGAGTGG CCTTCGCCAA CCTATAGGAA GGCCCGCCCC
181 CTGGGCTGGG TGGTGGGCGG GAATGAGCCA CTTAGTGAGT TTTCTTGCTG TAGAGCCCAC
241 CCCTTCCCCT CGGTCATCTG ACCAAGGGGG GAGAGGCAAG CTGAGGCTCC TCACTCCCTG
301 TGGCCAG
ATCACCAAGAAGCAATGCTGCTGGAGCGGGGCCCTGCGACTTGGCTTCACCAGCAAGGACCCTTCCCGCATCACCCCG
ACTCGCTGCCAGTACGCCTGCCCTGACCTGGTGTCTCAGAGTGGCTTCTGGGCCAAAGCATTGCCTGAGGAGTTTGCC
AACGAGGGCAACATTTGCCTTCTGGGTGGACAAGAAGGGCCGCGTCTTCTACCGGATCAATGAGTCAGCTGCTATGC
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GCTCACCTGCCTCCACTCCAACCTCACCCAGTGCCCTGGGCATCCGCCTCTCTGACCCCCTGCTCAGCACCT
GCGGTTCTGGGCCCCTAGGTGGCTCTGCTGGAG
1      GTGAGTACCA AGGCCCCCGT GGGTGGGTCA ATGCGTCTCT CGAAATCCTA TAGAGAGGGA
61     CGGTTGACAG AGCTCTCCAG ATGTGTAGCT GTGGCTTTTT TTTTTTCTTT TTAAAGATTT
121    ATTTTAAACT CTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT CTGTGTCTGT
181    GTGTGTGTAT GTAAGTATAA ATGCTCACGG AGCACAGAAG AGGGTATCTG ATCTTCCAGG
241    CGACTTCTTA AAGTGCATGT GGGGGATTCC AAGCGTTAGT GCAGTAGAAC CACGCCTGGA
301    AAGAATTAGA AAGTCCTTTC CTCCTTTCCT CTTTTCCTCT TTTCCTCCTT TCCTCTGACT
361    GCTGCTCTGG CTCTGTCTGG GGCTGTGTGG CTACAGCTCC TTCCTTGGGC AGGAAGGTGG
421    GTTGTCAGTG TGGAAAGGTG GCTTTGCGTA GTGGCAGAAG ACATGAGCTG GGGTGGGGTG
481    GGGGGGGCTT TTCTCTTGGG AGAAGGCCCC GTGCTGGGCT GGGTCCCATC CCCTTTTGAT
541 TGGTGCTCTT GCTCTCAG GGACAGCCCCCAACTCACCTGTGAGCCTGCC
CGAGTCACCGGTGACCCCAGGTCTGGGCCAGTGGAGTGATGAATGCACCATTTGCTATGAACACGCAGTGGA

TCTCACCGATGCCATCACAAGCAGAAGCATTGCCCGCCTACGCTGTCAGGTGGGGGGCTCCCGGCCACGCCCACACTA
AGGCTCCCAGATCCTCATGGACCTCAGCCACAAGGCCGTCAAGAGGCAGGCCAGCTCTGAATGCCATCACCTTCAGTA
ACCGCCCGGTGCTCATCTACGAGCAAGTCAGGCTGAAG
1   GTGGGCACCC CCGGACCCCT GCCTTTGACC TTTAATCTCT TTACTGCCAC GGTCTGCTGT
61  TCCACTACCA GCCTGCCCTT CTCCTTCTTG TCCATCTCAT CCTTTTCTCC TTTCCCAGCC
121 TTCCTGGGTA GCAAGATTCG GTGGGAGTGG CCTTCGCCAA CCTATAGGAA GGCCCGCCCC
181 CTGGGCTGGG TGGTGGGCGG GAATGAGCCA CTTAGTGAGT TTTCTTGCTG TAGAGCCCAC
241 CCCTTCCCCT CGGTCATCTG ACCAAGGGGG GAGAGGCAAG CTGAGGCTCC TCACTCCCTG
301 TGGCCAG
ATCACCAAGAAGCAATGCTGCTGGAGCGGGGCCCTGCGACTTGGCTTCACCAGCAAGGACCCTTCCCGCATCACCCCG
ACTCGCTGCCAGTACGCCTGCCCTGACCTGGTGTCTCAGAGTGGCTTCTGGGCCAAAGCATTGCCTGAGGAGTTTGCC
AACGAGGGCAACATTTGCCTTCTGGGTGGACAAGAAGGGCCGCGTCTTCTACCGGATCAATGAGTCAGCTGCTATGC

Εκκινητής 10

Εκκινητής 5

Εκκινητής 8

Εκκινητής 12

cD
N

A
M

G
D

B
ph

1
C

ph
42

5-10 PCR

450

750

(bp) cD
N

A
M

G
D

B
ph

1
C

ph
42

5-10 PCR

450

750

(bp)

cD
N

A
M

G
D

A
ph

1
C

ph
3

6

8-12 PCR

200

750

(bp) cD
N

A
M

G
D

A
ph

1
C

ph
3

6

8-12 PCR

200

750

(bp)
GCTCACCTGCCTCCACTCCAACCTCACCCAGTGCCCTGGGCATCCGCCTCTCTGACCCCCTGCTCAGCACCT
GCGGTTCTGGGCCCCTAGGTGGCTCTGCTGGAG
1      GTGAGTACCA AGGCCCCCGT GGGTGGGTCA ATGCGTCTCT CGAAATCCTA TAGAGAGGGA
61     CGGTTGACAG AGCTCTCCAG ATGTGTAGCT GTGGCTTTTT TTTTTTCTTT TTAAAGATTT
121    ATTTTAAACT CTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT CTGTGTCTGT
181    GTGTGTGTAT GTAAGTATAA ATGCTCACGG AGCACAGAAG AGGGTATCTG ATCTTCCAGG
241    CGACTTCTTA AAGTGCATGT GGGGGATTCC AAGCGTTAGT GCAGTAGAAC CACGCCTGGA
301    AAGAATTAGA AAGTCCTTTC CTCCTTTCCT CTTTTCCTCT TTTCCTCCTT TCCTCTGACT
361    GCTGCTCTGG CTCTGTCTGG GGCTGTGTGG CTACAGCTCC TTCCTTGGGC AGGAAGGTGG
421    GTTGTCAGTG TGGAAAGGTG GCTTTGCGTA GTGGCAGAAG ACATGAGCTG GGGTGGGGTG
481    GGGGGGGCTT TTCTCTTGGG AGAAGGCCCC GTGCTGGGCT GGGTCCCATC CCCTTTTGAT
541 TGGTGCTCTT GCTCTCAG GGACAGCCCCCAACTCACCTGTGAGCCTGCC
CGAGTCACCGGTGACCCCAGGTCTGGGCCAGTGGAGTGATGAATGCACCATTTGCTATGAACACGCAGTGGA

TCTCACCGATGCCATCACAAGCAGAAGCATTGCCCGCCTACGCTGTCAGGTGGGGGGCTCCCGGCCACGCCCACACTA
AGGCTCCCAGATCCTCATGGACCTCAGCCACAAGGCCGTCAAGAGGCAGGCCAGCTCTGAATGCCATCACCTTCAGTA
ACCGCCCGGTGCTCATCTACGAGCAAGTCAGGCTGAAG
1   GTGGGCACCC CCGGACCCCT GCCTTTGACC TTTAATCTCT TTACTGCCAC GGTCTGCTGT
61  TCCACTACCA GCCTGCCCTT CTCCTTCTTG TCCATCTCAT CCTTTTCTCC TTTCCCAGCC
121 TTCCTGGGTA GCAAGATTCG GTGGGAGTGG CCTTCGCCAA CCTATAGGAA GGCCCGCCCC
181 CTGGGCTGGG TGGTGGGCGG GAATGAGCCA CTTAGTGAGT TTTCTTGCTG TAGAGCCCAC
241 CCCTTCCCCT CGGTCATCTG ACCAAGGGGG GAGAGGCAAG CTGAGGCTCC TCACTCCCTG
301 TGGCCAG
ATCACCAAGAAGCAATGCTGCTGGAGCGGGGCCCTGCGACTTGGCTTCACCAGCAAGGACCCTTCCCGCATCACCCCG
ACTCGCTGCCAGTACGCCTGCCCTGACCTGGTGTCTCAGAGTGGCTTCTGGGCCAAAGCATTGCCTGAGGAGTTTGCC
AACGAGGGCAACATTTGCCTTCTGGGTGGACAAGAAGGGCCGCGTCTTCTACCGGATCAATGAGTCAGCTGCTATGC
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Εικ.37 Προσδιορισµός της θέσης και του µεγέθους των ιντρονίων 2 (Α) και 5 (Β), όπως αυτά προκύπτουν αναλύοντας τα 
προϊόντα PCR µε τα ζεύγη εκκινητών 5-10 και 8-12, αντίστοιχα. Bph1 και Cph42 είναι δύο από τους φάγους που δίνουν προϊόν PCR µε 
το ζεύγος εκκινητών 5-10. Αph1 και Cph36 είναι δύο από τους φάγους που δίνουν προϊόν PCR µε το ζεύγος εκκινητών 8-12. MGD και 
cDNA είναι τα προϊόντα PCR µε µήτρα 50ng γονιδιωµατικού DNA ποντικού ή 5ng πλασµιδίου Νeurl(2433)/pBluescript, αντίστοιχα.   
 

• Ο ανιχνευτής Α-1 (Εικ.36β) αναγνωρίζει ένα θραύσµα PstI 6.8Κb (5’ άκρο του 1ου ιντρονίου), το 

οποίο περιέχει µόνο 50bp κωδικής αλληλουχίας (εξόνιο 1). Αντίστοιχα, για το 3’ άκρο του ιντρονίου, 

ο ανιχνευτής 5-10 αναγνωρίζει στο γονιδιωµατικό DNA ένα θραύσµα EcoRI µεγέθους 10Kb 

(Eικ.36γ). Από τη χαρτογράφηση του υπόκλωνου 3.8Κb PstI προκύπτει ότι υπάρχει µία θέση 

αναγνώρισης EcoRI που απέχει 2.5Κb από το 3’ άκρο του εξονίου 2. Εποµένως, 7.5Κb του 

γονιδιωµατικού θραύσµατος EcoRI ανήκουν στο 1ο ιντρόνιο. Με την υπόθεση ότι τα δύο αυτά 

γονιδιωµατικά θραύσµατα δεν είναι επικαλυπτόµενα, το µέγεθος του 1ου ιντρονίου µπορεί να 

υπολογιστεί στα (7.5 + 6.8) 14.4 Κb τουλάχιστον. 
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• Ο ανιχνευτής  17-2 (προϊόν PCR από τα εξόνια Ε1α και Ε2) αναγνωρίζει δύο γονιδιωµατικά θραύ-

σµατα BamHI (Εικ.36ε): το 5.5Κb που περιέχει το εξόνιο Ε1α και το 3.9Κb που περιέχει τα εξόνια 2 

και 3 (3.9Κb BamHI, υπόκλωνος φάγου Cph42). Aπό το τελευταίο, 1.6Κb ανήκουν στο 1ο ιντρόνιο. 

Επιπλέον, ο ανιχνευτής Α-1 αναγνωρίζει το BamHI 7.3Κb θραύσµα, από το οποίο τµήµα µήκους 

5.8Κb ανήκει στο 1ο ιντρόνιο. Mε την υπόθεση ότι τα παραπάνω θραύσµατα BamHI είναι συγγρα-

µικά, το εκτιµώµενο µέγεθος του 1ου ιντρονίου είναι (5.5 + 1.6 + 5.8) 12.9Κb τουλάχιστον. 

Με βάση τα παραπάνω, το 1ο ιντρόνιο του γονιδίου πρέπει να είναι µεγαλύτερο από 13-15Κb. 

 

           

Εικ.38 Εκτίµηση του µεγέθους του πρώτου ιντρονίου µε δύο τρόπους (i και ii), από τους οποίους προκύπτει µέγεθος 
µεγαλύτερο από 13-15Κb. 
 

3ο ιντρόνιο: Το 5’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εκκινητή 3 στον υπόκλωνο 3.8Kb PstI του φάγου 

Cph42. To 3’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εξωτερικό εκκινητή Τ3 του υπόκλωνου 300bp PstI-NotI, o 

oποίος προέκυψε από το τµήµα PstI 4.8Κb του φάγου Cph36 ύστερα από τεµαχισµό µε ΝotI, η οποία ανα-

γνωρίζει το νουκλεοτίδιο 679 του cDNA (εξόνιο 4) και µια θέση στην Τ7 πλευρική περιοχή της  PstI. Η θέση 

του ιντρονίου προσδιορίστηκε µεταξύ των νουκλεοτιδίων 649 και 650 του cDNA. Το µέγεθός του προσδιο-

ρίστηκε στα 12Κb (Εικ.39). 

4ο ιντρόνιο: To 5’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εκκινητή 19 στον υπόκλωνο PstI 4.8Κb του φάγου 

Cph36, ενώ το 3’ άκρο του προσδιορίστηκε µε τον εκκινητή 20 στον ίδιο υπόκλωνο. Η θέση του 4ου ιντρο- 
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             4.8Κb PstI

Φάγος Cph42 , 19 KbΕ3 Ε4 Ε5

8

4o ιντρόνιο=2.8 Κb
3.8Κb PstI

NotI

3.5Kb 3.5Kb

3o ιντρόνιο = 12 Κb

19

20

 
Εικ.39 Προσδιορισµός µεγέθους του 3ου ιντρονίου,  µε βάση το µέγεθος του  βακτηριοφάγου Cph42, το οποίο είχε υπολογιστεί 
από ανάλυση ενζυµικού περιορισµού (19Kb). To 5’ ακραίο τµήµα του φάγου, µέχρι και το εξόνιο Ε3, έχει µήκος 3.5 Κb, όπως 
προκύπτει από τη χαρτογράφηση του υπόκλωνου 3.8Kb PstI. To 3’ ακραίο τµήµα του περιέχει τα εξόνια Ε4 και Ε5, το ιντρόνιο 4 και 
µέρος του ιντρονίου 5 (Πίνακας 19). Το µέγεθος του 3’ ακραίου τµήµατος είναι 3.5Kb, µε βάση τη χαρτογράφηση του υπόκλωνου PstI 
4.8Κb.       
 

νίου προσδιορίστηκε µεταξύ των νουκλεοτιδίων 1339 και 1340 του cDNA, ενώ το µέγεθός του υπολογί-

στηκε στα 2.8Κb (Εικ.40).  

 

                    

Εικ. 40 Προσδιορισµός µεγέθους του 4ου ιντρονίου. To µέγεθος του 4ου ιντρονίου υπολογίστηκε µε βάση τη χαρτογράφηση του  
υπόκλωνου 4.8Κb PstI. Σ’ αυτόν τον υπόκλωνο χαρτογραφείται θέση XbaI σε απόσταση 1.4Κb από τη θέση κλωνοποίησης PstI. To 
θραύσµα PstI-XbaI µήκους 1.4Kb περιλαµβάνει ολόκληρο το εξόνιο Ε4, όπως φαίνεται από την υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή cDNA 
ΝotI-SacII. Η θέση NotI του εξονίου Ε4 απέχει 0.3Κb από τη θέση κλωνοποίησης PstI. Το 3’ άκρο του κλώνου αντιστοιχεί στη θέση 
PstI που βρίσκεται 9bp 3’ της θέσης λήξης της µετάφρασης, η οποία απέχει 0.9Κb από το 3’ άκρο του 4ου ιντρονίου. Με βάση τα 
παραπάνω, το µέγεθος του 4ου ιντρονίου υπολογίζεται στα 2.8Κb. H θέση του προσδιορίστηκε µε αλληλούχηση αυτού του κλώνου 
χρησιµοποιώντας τους εκκινητές 19 και 20, που φαίνονται µε κόκκινα βέλη.  
         

 δ. Αλληλούχηση των περιοχών 5’UTR και 3’UTR 

 H αλληλούχηση στην περιοχή 5’UTR του γονιδίου πραγµατοποιήθηκε στον υπόκλωνο 1.4Κb PstI 

του φάγου Dph12 και στο θραύσµα του PstI-SacII µήκους 1Κb, µε εκκινητές Τ3 και Τ7 του pBluescript. Με 

αυτόν τον τρόπο προσδιορίστηκε αλληλουχία µήκους 786bp από την 5’ πλευρική περιοχή του γονιδίου. Σε 

αυτήν περιέχεται και η περιοχή 647bp που αντιστοιχεί στο 5’UTR, σύµφωνα µε το EST CA328532. H αλλη-

λούχηση της περιοχής 3’UTR δεν ήταν πλήρης. Πραγµατοποιήθηκε µε τον εκκινητή 7 στον υπόκλωνο 6Κb 

XbaI του φάγου Αph3. Προσδιορίστηκαν τα πρώτα 134 νουκλεοτίδια της 3’ µη µεταφραζόµενης περιοχής 

του γονιδίου.   

 Το συνολικό αποτέλεσµα του προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλουχίας από τους γονιδιωµατι-

κούς κλώνους και η γονιδιωµατική οργάνωση του Neurl φαίνεται στην Εικ. 41.  
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1     AGGAAAGGGA GACGCTCAAC CTCCGAAGCG CCCATCTACC CCTGACGTCA GGTCCGGAGC
61    AGTGCCGCCC CCAACCCTGG GTCCCGCGCG CCTTCGAGAA CTTATAGCCA GCGGGAACGC 
121   GGCGCGCCCC GAGACCCACA TCTGGCAGAG CGGGCGCGCG CGTGTCACTA AGACGCTCAT 
181   TAACCTGCGC AGCTGTCGCC ATAACAACCG GAGCCCCGGA GTCCTGGCGA CGCTAGGGCG 
241   GGGGTTGGGG GCGGCGGCCT CGGGAGGGAC CTGGCGGGAG CGGGGGCGGT CCACACGAGC 
301   CGGGCGCTGC AAGCTCACCC GCGGTCGGGA GGCGCCACGC ACGTCGCCTC GGCCGTCCCC 
361   GCGGGCGGGG ACCGAGCCCG CCTACGAGCC TCCGAGCAGC CGCGCGCCGA GCCCCGACTC 
421   TATGGCCCTC GGGGAGCGCG CCGCCCTGCG CCGCCCACCC GCAGCCGGAA TCCGAGCTCC 
481   AGCACCAGGC AGAGCGGCAG GCTCGCGCGG CGGGCCGGGG CCCAGGGGCC GGGCCGCKCC 
541   GGGCGCGGGG CATGGGAGCC CGGTAGCCGG GTGGCGCGAG GACCCCCACG GCGGGCAGGA 
601   CCCGCCGAGC GAAGACCGCC AAGCCCAGGG AGAGGGGGAG ACAGCAAACC GCCCGCCCCC 
661   GGTCGCAGCC CCGCCAGGGC CCTCCCCTGG CACGCGCACC TGCGCGCGCA CACACTTGCA 
721   CACCTTTCCT CCGCTCCTGC CCAGCCTTGC CTGGCTCCCG CCGGAGCACC CCCGGGGGGC 
781   GATGCCATGG GTAATAACTT CTCCAGTGTC TCCTCTCTGC AGCGAGGAAA CCCGAGCCGC 
841   GCGTCGCGGG GCCACCCCCA GAACCTCAAA GGTAGGCTTC GCTGACCGGG GAGCAAATTT 
901   GCAGGGAGGG TTGCGGCGCA GGTCACTGT……………………………………………………………………………………… 
      …………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
1     AGTCACGACC CACAGGTTGA GAACCAGTTG GGTGGCAGTG GTTGGGGACA AAGTGGAAGG 
61    TGGCAGGAAG GCTGGTGGTC ACAGCTGGCT GTGCTGGTGA AGGAGTAAAT GCCGAGCCGT 
121   GGGTGGTCCC GCTTCTTCCC TGGACCCTCC CCTAGGAGAC CCCAATCTGT CTCTTGGTCC 
181   TATTAGATTC TCTGACGCTA TGGCCTGTTC CTATTAGATT CTCTGACGCT ATGGCCTGTT 
241   CCTTTGCAGA CTCCATCGGG GGCTCCTTCC CGGTGCCCTC TCACCGATGC CATCACAAGC 
301   AGAAGCATTG CCCGCCTACG CTGTCAGGTG GGGGGCTCCC GGCCACGCCG CTGCTCTTCC 
361   ACCCCCACAC TAAGGGCTCC CAGATCCTCA TGGACCTCAG CCACAAGGCC GTCAAGAGGC 
421   AGGCCAGCTT CTGCAATGCC ATCACCTTCA GTAACCGCCC GGTGCTCATC TACGAGCAAG 
481   TCAGGCTGAA GGTGGGCACC CCCGGACCCC TGCCTTTGAC CTTTAATCTC TTTACTGCCA 
541   CGGTCTGCTG TTCCACTACC AGCCTGCCCT TCTCCTTCTT GTCCATCTCA TCCTTTTCTC 
601   CTTTCCCAGC CTTCCTGGGT AGCAAGATTC GGTGGGAGTG GCCTTCGCCA ACCTATAGGA 
661   AGGCCCGCCC CCTGGGCTGG GTGGTGGGCG GGAATGAGCC ACTTAGTGAG TTTTCTTGCT 
721   GTAGAGCCCA CCCCTTCCCC TCGGTCATCT GACCAAGGGG GGAGAGGCAA GCTGAGGCTC 
781   CTCACTCCCT GTGGCCAGAT CACCAAGAAG CAATGCTGCT GGAGCGGGGC CCTGCGACTT 
841   GGCTTCACCA GCAAGGACCC TTCCCGCATC CACCCCGACT CGCTGCCCAA GTACGCCTGC 
901   CCTGACCTGG TGTCTCAGAG TGGCTTCTGG GCCAAAGCAT TGCCTGAGGA GTTTGCCAAC 
961   GAGGGCAACA TCATTGCCTT CTGGGTGGAC AAGAAGGGCC GCGTCTTCTA CCGGATCAAT 
1021  GAGTCAGCTG CTATGCTTTT CTTCAGTGGG GTCCGGACGG CGGACCGGCT CTGGGCCCTG 
1081  GTGGACGTCT ACGGCCTCAC GCGGGGTGTC CAGCTGCTAG GTGAGTGGCT TCTTTCTGGT 
1141  CCGTTAGTTC AGGTCTGGGA CTAACCTTCA TTCCCATGAG TCGTGGTGGC TCTGGTGG…. 
      …………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
1     TTAGTGCTCA GGTGGCGCTT CTGCGACGAC CCCTGTGGGA CGGTGACAGT CGCCCTGTCT 
61    CTCGCCCTCC CCGTCGCAGA CAGCGAGCTG GTGCTGCCCG ACTGCCTGCG GCCGCGCTCC 
121   TTCACCGCGC TGCGGCGGCC GTCGCTGCGG TGCGAGGCGG ATGAGGCGCG CCTGTCGGTG 
181   AGCCTGTGCG ACCTCAACGT GCCGGGAGCC GACGGCGACG ACGGCGCACC GCCTGCCGGC 
241   TGCCCGATCC CGCAGAACTC GCTCAATTCT CAGCACAGCC GCGCGCTGCC GGCGCAGCTC 
301   GACGGCGACC TGCGCTTCCA CGCGCTTCGC CGCCGCGCGC ACGTCCGCAT CCTGGACGAG 
361   CAGACGGTGG CGCGCGTGGA GCACGGGCGC GACGAGCGCG CGCTCGTCTT CACCAGCCGG 
421   CCGTTGCGCG TGGCCGAGAC CATCTTCATC AAGGTCACGC GCTCGGGTGG CGCGCGGCCG 
481   GGCGCGCTGT CGTTCGGGGT CACCACGTGT GACCCCGGCA CGCTGCGGCC CGCGGACCTG 
541   CCCTTCAGCC CCGAGGCCCT GGTGGACCGC AAGGAGTTCT GGGCGGTGTG TCGCGTGCCC 
601   GGGCCTCTGC ACAGCGGCGA CATCCTGGGC CTGGTGGTCA ACGCGGACGG AGAGCTGCAC 
661   CTGAGTCACA ACGGCGCGGC GGCCGGCATG CAGCTGTGCG TGGATGCCTC GCAGCCCCTC 
721   TGGATGCTCT TCAGCCTGCA TGGCGCCATC ACGCAGGTCC GCATCCTCGG TGAGTTCCGG 
781   GTGCCATCCC CCAGTCCATG ATGCTCTTTC TAGGCTTAGG TGAGTTCTGG GTAGGGTGGA 
841   AGCATCTGTG TCCACGGATG CGGGAAGAGA GGAATGAACC TCAGAAGAAC CCAAAATGCA 
901   CACAAATTGG CCAGGCTTAC ACCCAGATGG TTGTATTAAG GGGCGAGGGC AGTGACTTTC 
961   TGGCTTGTTC CAGGCTGCTT GTTGGCCTAG GAAATAAGTA GCTGT………………………………………… 
      …………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
1     CCTACAAAAC TAGTAGAGCA ATGGACCGGG GACTCCATTC CTGAAGGCCA AAAGGATCCT 
61    AGGGAAAAGT TGGCTTGGAA ATTCGGGTGA TATAGAACAT GATACTACCT CCTGACCCTA 
121   ATAGGTGGGC TTCAGAGCAT GGGCGGAGAT GAACCAGCCT GTGGGGATCC TGCCTCAGCC 
181   TGTGGCTGTC CTCTGCCCTC AGCCTGTGGC TGCCCTCTGG GCAGGTGTTG AGCCCTGTGG 
241   GGCTGGAACT GAAACTTTCC TCCCTTTAGG CTAATGGCAA GTGTGACCAT CCACTTTCTC 
301   AGGCTCCACC ATCATGACTG AACGGGGTGG CCCATCTCTC CCCTGCTCAC CTGCCTCCAC 
361   TCCAACCTCA CCCAGTGCCC TGGGCATCCG CCTCTCTGAC CCCCTGCTCA GCACCTGCGG 
421   TTCTGGGCCC CTAGGTGGCT CTGCTGGAGG TGAGTACCAA GGCCCCCGTG GGTGGGTCAA 
481   TGCGTCTCTC GAAATCCTAT AGAGAGGGAC GGTTGACAGA GCTCTCCAGA TGTGTAGCTG 
541   TGGCTTTTTT TTTTTCTTTT TAAAGATTTA TTTTAAACTC TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG 
601   TGTGTGTGTG TGTGTGTGTC TGTGTCTGTG TGTGTGTATG TAAGTATAAA TGCTCACGGA 
661   GCACAGAAGA GGGTATCTGA TCTTCCAGGC GACTTCTTAA AGTGCATGTG GGGGATTCCA 
721   AGCGTTAGTG CAGTAGAACC ACGCCTGGAA AGAATTAGAA AGTCCTTTCC TCCTTTCCTC 
781   TTTTCCTCTT TTCCTCCTTT CCTCTGACTG CTGCTCTGGC TCTGTCTGGG GCTGTGTGGC 
841   TACAGCTCCT TCCTTGGGCA GGAAGGTGGG TTGTCAGTGT GGAAAGGTGG CTTTGCGTAG 
901   TGGCAGAAGA CATGAGCTGG GGTGGGGTGG GGGGGGCTTT TCTCTTGGGA GAAGGCCCCG 
961   TGCTGGGCTG GGTCCCATCC CCTTTTGATT GGTGCTCTTG CTCTCAGGGA CAGCCCCCAA 
1021  CTCACCTGTG AGCCTGCCCG AGTCACCGGT GACCCCAGGT CTGGGCCAGT GGAGTGATGA 
1081  ATGCACCATT TGCTATGAAC ACGCAGTGGA TACAGTCATC TACACGTGTG GCCACATGTG 
1141  CCTGTGCTAC TCCTGTGGCC TGCGCCTCAA GAAGGCCCTG CACGCCTGCT GCCCCATCTG 
1201  CCGTCGCCCC ATCAAGGACA TCATCAAGAC CTACCGCAGC TCCTAGCCCA CTGCAGAGCC 
1261  CCACCTGCAC GCCCACTTCT GCAGACTGCA GCCCAGCCAG CACCAGCTGA GGGCAAAGCC 
1321  AACAGGGTCC CTTCCTTCTA CAGTTTGCAA ACTCTTCCTC CTTTTCCATT AAACGTGGGA 
      …………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

5’ UTR 

I1 

E1 

E2 

I2 

E3 

I3 

E4 

E5 

I5 

E6 

3’ UTR 

I4 

 
Eικ.41 Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του γονιδίου Neurl, όπως προσδιορίστηκε από τα υποκλωνοποιηµένα τµήµατα και τα 
προϊόντα PCR των γονιδιωµατικών κλώνων. Τα τµήµατα της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που αντιστοιχούν σε κωδική αλληλουχία 
(εξόνια Ε1 – Ε6) φαίνονται µε κίτρινο. Η αλληλουχία του 5’UTR (σύµφωνα µε το EST CA328532) παρουσιάζεται µε µπλε, ενώ το 
τµήµα του 3’UTR που προσδιορίστηκε από αυτή τη µελέτη φαίνεται µε πράσινο.  
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 ε. Ανάλυση της γονιδιωµατικής οργάνωσης του Neurl  in silico 

 H οργάνωση του γονιδίου Neurl στο χρωµόσωµα 19 του ποντικού µελετήθηκε και in silico, 

χρησιµοποιώντας τις διαθέσιµες αλληλουχίες ΕST και cDNA, καθώς και τη γονιδιωµατική αλληλουχία που 

προέκυψε από το πρόγραµµα ανάλυσης του γονιδιώµατος του ποντικού.  

 

 i) Σύγκριση του Neurl cDNA (Y15160) µε άλλα cDNAs και ΕSTs του ποντικού 

 Το Νeurl cDNA Υ15160 συγκρίθηκε µε τα ESTs του ποντικού που έχουν καταχωρηθεί στη βάση 

δεδοµένων dbEST καθώς και µε πλήρη µόρια cDNA της βάσης δεδοµένων Genbank. Από τις συγκρίσεις αυ-

τές προσδιορίστηκε µέρος της 5’ µη µεταφραζόµενης περιοχής, ολόκληρη η 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή, 

ενώ διαπιστώθηκε η ύπαρξη ενός εναλλακτικού µεταγράφου του γονιδίου (βλ. παρακάτω).  

 

Προσδιορισµός της 5’ µη µεταφραζόµενης περιοχής (5’UTR) 

Συγκρίνοντας την κωδική αλληλουχία του Neurl (1725bp, Y15160) µε τα  ΕSTs του ποντικού στη βάση δε-

δοµένων dbΕST προκύπτουν µεταξύ άλλων και 3 ESTs (AK010787, CA750385 και CA328532), τα οποία φέ-

ρουν επιπλέον αλληλουχία στο 5’ άκρο (Εικ.42). To ΕST CA328532 εκτείνεται περισσότερο προς το 5’ UTR 

και µε βάση αυτό, το µήκος της 5’ µη µεταφραζόµενης περιοχής του γονιδίου πρέπει να είναι τουλάχιστον 

647bp. 

 

1 317 1060
AK010787

1 475 680
CA750385

1 1725

Neurl cDNA  (Y15160)

1 648 808
CA328532

(α)

(β)

156 1829

Neurl cDNA  (AF401228)

ATG TAG

ATG TAG

1

5’ UTR (647 nt)

3’ UTR (1779nt)

aaaaaaaaaa

3604

AATAAA

1 317 1060
AK010787

1 475 680
CA750385

1 1725

Neurl cDNA  (Y15160)

1 1725

Neurl cDNA  (Y15160)

1 648 808
CA328532

(α)

(β)

156 1829

Neurl cDNA  (AF401228)

ATG TAG

ATG TAG

1

5’ UTR (647 nt)

3’ UTR (1779nt)

aaaaaaaaaa

3604

AATAAA

 

Εικ.42 Προσδιορισµός των περιοχών 5’UTR και 3’UTR του Νeurl in silico, από τα ΕSTs του ποντικού στη βάση δεδοµένων 
dbEST. (α) Με βάση το EST CA328532, το µήκος της περιοχής 5’UTR είναι τουλάχιστον 647nt. (β) Με βάση τον κλώνο cDNA 
AF401228, το µήκος της περιοχής 3’ UTR είναι 1779nt. Στα διαγράµµατα των ESTs και κλώνων cDNA, µε κόκκινο φαίνεται η κωδική 
αλληλουχία, µε µπλε η περιοχή 5’ UTR και µε πράσινο η περιοχή 3’ UTR. 
 

Προσδιορισµός της 3’ µη µεταφραζόµενης περιοχής (3’UTR) 

Η χιµαιρική αλληλουχία του Neurl  cDNA Y15160 (βλ. Υλικά και Μέθοδοι), µήκους 2445bp, περιέχει 1749 

νουκλεοτίδια του Νeurl, από τα οποία τα 25 τελευταία ανήκουν στην περιοχή 3’UTR. H υπόλοιπη 3’ µη µε-

ταφραζόµενη περιοχή προέκυψε in silico από τον κλώνο cDNA ΑF401228, µήκους 3630bp, ο οποίος περι-

λαµβάνει 1779 νουκλεοτίδια 3’UTR, σήµα πολυαδενυλίωσης και ουρά poly-A (Εικ.42). 
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Προσδιορισµός του εναλλακτικού εξονίου Ε1α 

Από τη σύγκριση της κωδικής αλληλουχίας του Neurl (1725bp, Y15160) µε ΕSTs του ποντικού προέκυψαν 

µεταξύ άλλων και 7 ΕSTs (τα BY335481 και ΒΥ332875 από ινοβλάστες συνδετικού ιστού αρθρώσεων, τα 

ΒΥ342001 και BY345618 από συνολικό ιστό αρθρώσεων, τα AA667491 και AA518339 από καλλιέργεια µυι-

κών ινών και το BY133356 από έµβρυο Ε17.5), για τα οποία το σηµείο έναρξης της ταυτότητάς τους µε την 

αλληλουχία Y15160 ήταν πάντα το νουκλεοτίδιο 86 της αλληλουχίας Υ15160, που συµπίπτει µε το 5’ άκρο 

του δεύτερου εξονίου. Η αλληλουχία που δεν εµφάνιζε οµοιότητα µε την Υ15160 ήταν επικαλυπτόµενη στα 

ΕSTs (Eικ.43). Η αλληλουχία αυτή περιέχεται και στο πλήρους µήκους µετάγραφο του Νeurl ΑF401228, το 

οποίο εκφράζεται στους σκελετικούς µυες των ενηλίκων [Vollrath et al, 2001] και κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 

Neurl 557 αµινοξέων µε διαφορετικό αµινοτελικό άκρο από αυτό του πεπτιδίου Neurl Y15160 (574 αµινο-

ξέα), όπως φαίνεται στην Εικ.43. Eπειδή στις βάσεις δεδοµένων που ελέγχθηκαν δεν βρέθηκε κανένα EST ή 

πλήρες cDNA που να φέρει αλληλουχία του εξονίου Ε1 (νουκλεοτίδια 1-85 του Υ15160) σε συνδυασµό µε 

το εξόνιο Ε1α και επειδή στην αλληλουχία του Ε1α υπάρχει κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης και ανοικτό 

πλαίσιο ανάγνωσης 34 νουκλεοτιδίων, θεωρητικά υπάρχουν δύο µετάγραφα Neurl, της µορφής Ε1-Ε2-

….(~4.4Kb) και Ε1α-Ε2-…. (~3.7Kb), σύµφωνα και µε την ανάλυση Northern των Vollrath et al (2001). Το 

µέγεθος της περιοχής 5’UTRα του εναλλακτικού αυτού µεταγράφου είναι, µε βάση το ΕST ΒΥ342001, του-

λάχιστον 226bp (Eικ.43).  

 

 ii) Σύγκριση των Neurl  cDNAs  µε τη γονιδιωµατική αλληλουχία  του ποντικού 

 Αλληλουχίες cDNA του Neurl συγκρίθηκαν µε τη γονιδιωµατική αλληλουχία του ποντικού. 

Συγκεκριµένα, οι αλληλουχίες cDNA που χρησιµοποιήθηκαν για τη σύγκριση ήταν: α) η κωδική αλληλουχία 

του Neurl (νουκλεοτίδια 1-1725 του cDNA Y15160), β) η περιοχή 5’UTR  (νουκλεοτίδια 1-647 του EST 

CA328532), γ) Η περιοχή 3’ UTR (νουκλεοτίδια 1830-3630 του cDNA AF401228), δ) το εναλλακτικό εξόνιο 

Ε1α (νουκλεοτίδια 1-238 του EST ΒΥ335481). Και στις τέσσερις παραπάνω συγκρίσεις, οι αλληλουχίες που 

αναγνωρίστηκαν ανήκαν στη γονιδιωµατική αλληλουχία NW_000148 µήκους 2.17Μb, η οποία έχει προκύψει 

από συνδυασµό µικρότερων γονιδιωµατικών αλληλουχιών και περιέχει κενά γνωστού µήκους (0.2–3Κb). 

Συγκεκριµένα, το γονίδιο Neurl εντοπίζεται στην αλληλουχία ΝΤ_039692 µήκους 684.35 Κb, η οποία αποτε-

λεί µέρος της προηγούµενης. Το αποτέλεσµα της σύγκρισης φαίνεται στην Εικ.44. To πλήρες µετάγραφο 

Υ15160 (1725bp) αναγνωρίζει έξι περιοχές γονιδιωµατικού DNA, oι οποίες αντιστοιχούν στα εξόνια Ε1– Ε6. 

Στα άκρα των ιντρονίων αναγνωρίστηκαν τα συντηρηµένα νουκλεοτίδια GT (5‘) και ΑG (3’). Τα µεγέθη των 

εξονίων και των ιντρονίων είναι τα αναµενόµενα από την ανάλυση των γονιδιωµατικών κλώνων. Με διαθέ-

σιµη τη νουκλεοτιδική αλληλουχία ήταν δυνατή και η ακριβής περιγραφή του πρώτου ιντρονίου, του οποίου 

το µέγεθος προσδιορίστηκε στα 58.6Kb. Σε αυτό το ιντρόνιο και σε απόσταση 47.3Κb από το Ε1, βρίσκεται 

το εναλλακτικό εξόνιο Ε1α. Έλεγχος στις βάσεις δεδοµένων dbEST και Genbank για ΕSTs που επεκτείνονται 

µέχρι και 500bp από το εξόνιο Ε1α δεν έδωσε κανένα αποτέλεσµα, πράγµα που σηµαίνει ότι το µέγεθος αυ-

τού του εξονίου που περιλαµβάνει και περιοχή 5’UTR είναι περίπου 240bp.    
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Εικ.43 Ιn silico προσδιορισµός του εναλλακτικού εξονίου Ε1α. (α) Το cDNA Y15160 εµφανίζει οµοιότητα µε τα ΕSTs 
BY335481, BY342001, BY332875, BY133356, BY345618, AA667491, AA518339 και µε το πλήρες Neurl cDNA ΑF401228, µετά το νου-
κλεοτίδιο 85 (κόκκινο χρώµα). Τα πρώτα 85 νουκλεοτίδια (εξόνιο Ε1, µπλε χρώµα) αντικαθίστανται σε αυτά τα µετάγραφα από την 
αλληλουχία του εξονίου Ε1α (πράσινο). Τα πράσινα βέλη υποδεικνύουν τη θέση του εκκινητή 17, ο οποίος σχεδιάστηκε για τον 
πειραµατικό εντοπισµό του εξονίου Ε1α και τα κόκκινα βέλη τη θέση του εκκινητή 2 που χρησιµοποιήθηκε για τον ίδιο σκοπό. Στο 
εξόνιο Ε1α υπάρχει κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης στο αναγνωστικό πλαίσιο του Neurl, από το οποίο κωδικοποιείται η ισοµορφή 
AF401228. (β). Στο σχήµα (γ) παριστάνεται διαγραµµατικά το εναλλακτικό splicing των εξονίων Ε1 και Ε1α µε το εξόνιο Ε2 του Neurl. 
(Η σχετική θέση των εξονίων Ε1 και Ε1α προκύπτει από δεδοµένα του προγράµµατος αλληλούχησης του γονιδιώµατος του ποντικού). 
 

 To ΕST CA328532 αντιπροσωπεύει την 5’ µη µεταφραζόµενη περιοχή του κλώνου Νeurl Y15160, 

το τµήµα της γονιδιωµατικής αλληλουχίας ΝΤ_039692 που αντιστοιχεί στην περιοχή 5’ του εξονίου Ε1, το 

οποίο όµως περιλαµβάνει και ένα ‘κενό’ 350 νουκλεοτιδίων. Η περιοχή αυτή βρέθηκε στη βάση δεδοµένων 

των επιµέρους γονιδιωµατικών αλληλουχιών (Trace archive, www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/trace.cgi), µε 

κωδικό 85864620, ύστερα από σύγκριση µε το EST CA328532 και µε την αντίστοιχη περιοχή που είχε 

αλληλουχηθεί από τους γονιδιωµατικούς κλώνους του γονιδίου Neurl (βλ. παραπάνω).  
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Εικ.44 Σύγκριση γονιδιωµατικής αλληλουχίας ποντικού µε cDNAs του Νeurl. Για τον in silico προσδιορισµό της γονιδιωµατι-
κής οργάνωσης του Neurl, συγκρίθηκαν τα ΕSTs CA328532, BY335481 και τα πλήρους µήκους µετάγραφα Υ15160 και AF401228 µε 
την γονιδιωµατική αλληλουχία ΝΤ_039692 του χρωµοσώµατος 19 του ποντικού. Στο σχήµα φαίνονται διαγραµµατικά οι περιοχές 
οµοιότητας για κάθε EST και πλήρες µετάγραφο, που αναπαριστούν την οργάνωση του γονιδίου Neurl, σύµφωνα µε τον χρωµατικό 
κώδικα που φαίνεται στο πλαίσιο.      
 

 Περίπου 1Κb γονιδιωµατικής αλληλουχίας ανοδικά της 5’ πλευρικής περιοχής του Νeurl  διερευνή-

θηκε για το αν αντιπροσωπεύεται σε ESTs ή πλήρη µόρια cDNA των βάσεων δεδοµένων dbEST και 

Genbank και το αποτέλεσµα αυτού του ελέγχου ήταν αρνητικό, γεγονός που υποδηλώνει ότι το µήκος της  

5’UTR περιοχής του Neurl Y15160 είναι περίπου 647bp, όπως προκύπτει και από το EST CA328532.  Από τη 

σύγκριση της γονιδιωµατικής αλληλουχίας µε τα νουκλεοτίδια 1830-3630 του cDNA AF401228,  προσδιορί-

στηκε η περιοχή 3’UTR, µήκους 1779bp, η οποία περιλαµβάνει χαρακτηριστικό σήµα πολυαδενυλίωσης. Τέ-

λος, σε περιοχή γονιδιωµατικού DNA µήκους περίπου 97Κb, η οποία περιλαµβάνει το γονίδιο Neurl, εντοπί-

στηκαν οι θέσεις αναγνώρισης για τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες BamHI, EcoRI, PstI, XbaI, EcoRV και 

ΝotΙ και ο χάρτης που προέκυψε (Εικ.45) συγκρίθηκε µε αυτόν που είχε προκύψει από τις πειραµατικές 

προσεγγίσεις (χαρακτηρισµός βακτηριοφάγων και ανάλυση ολικού γονιδιωµατικού DNA). 

 

 Τα προβλεπόµενα µεγέθη των θραυσµάτων µε βάση την in silico  ανάλυση προσεγγίζουν τα µε-

γέθη των ζωνών που προέκυψαν  από τις πειραµατικές προσεγγίσεις, για τους ανιχνευτές που χρησιµοποιή-

θηκαν (Πίνακας 20). Στις περιπτώσεις που παρατηρούνται διαφορές, αυτές πιθανώς οφείλονται στις περιο-

χές της γονιδιωµατικής αλληλουχίας που δεν έχουν ακόµα αλληλουχηθεί (κενά). 
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Πίνακας 20. Σύγκριση πειραµατικής και in silico µεθόδου ανάλυσης 

ΠείραµαΙn silicoΠεριοριστικό
ένζυµοIχνηθέτης

17-2
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4,276
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7,3
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18,0
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16,202
5,602

16,710

BamHI
PstI
XbaI
EcoRV
EcoRI

ΠείραµαΙn silicoΠεριοριστικό
ένζυµοIχνηθέτης

17-2

NotI-SacII

5-10

A-1

SacII - PstI

3,9 / 5,5
3,8 / 7,2

4,276 / 5,491
4,227 / 7,174

BamHI
PstI

4,8
1,3
8,0

4,788
1,324
7,939

PstI
XbaI
EcoRI

3,9
3,8
14,0
5,5
10,0

4,276
4,227

13,145
25,778
9,892

BamHI
PstI
XbaI
EcoRV
EcoRI

7,3
1,4 / 6,8

16,0
5,5

18,0

7,743
1,268  /11388

16,202
5,602

16,710

BamHI
PstI
XbaI
EcoRV
EcoRI

7,3
1,4

16,0
5,5

18,0

7,743
1,268

16,202
5,602

16,710

BamHI
PstI
XbaI
EcoRV
EcoRI

 

Σηµ: Σύγκριση των ζωνών που προβλέπονται από την in silico ανάλυση της γονιδιωµατικής αλληλουχίας στην περιοχή του γονιδίου 
Neurl  (στήλη ‘In silico’) µε τα µεγέθη των ζωνών που προέκυψαν από την πειραµατική ανάλυση γονιδιωµατικού DNA (στήλη 
‘Πείραµα’) για τους συγκεκριµένους ανιχνευτές και τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες που αναφέρονται. Τα µεγέθη των προβλεπόµενων 
από την in silico ανάλυση ζωνών που εµφανίζουν µεγάλη διαφορά  από τις πειραµατικές τιµές φαίνονται µε πλάγια γράµµατα. Όλα τα 
µεγέθη είναι σε Kb.   
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Εικ.45 Θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενζύµων στην περιοχή του γονιδίου Neurl. Τα διαγράµµατα παρουσιάζουν εννέα 
διαστήµατα της γονιδιωµατικής αλληλουχίας του ποντικού ΝΤ_039692, που περιέχουν το γονίδιο Neurl. Οι αριθµοί στις παρενθέσεις 
αντιστοιχούν σε νουκλεοτίδια DNA της αλληλουχίας ΝΤ_039692. Μεταξύ των εννέα διαδοχικών διαστηµάτων υπάρχουν ‘κενά’ 
γνωστού µεγέθους (0.1-2.5Κb), λόγω ελλιπούς αλληλούχησης της περιοχής. Ε1-Ε6 είναι τα εξόνια του Neurl. Οι κύκλοι συµβολίζουν 
τους ανιχνευτές που χρησιµοποιήθηκαν στον πειραµατικό προσδιορισµό της οργάνωσης του Neurl, σύµφωνα µε τον χρωµατικό κώδικα 
που φαίνεται στο πλαίσιο (Υλικά και Μέθοδοι, Πίνακας 10). 

 

Λαµβάνοντας υπόψην τα παραπάνω, για την οργάνωση του γονιδίου Neurl του ποντικού προκύπτει η διά-

ταξη της Εικόνας 46. Από αυτήν συµπεραίνουµε ότι: 

Το γονίδιο Neurl  εκτείνεται σε περιοχή µήκους περίπου 79Κb στο γονιδίωµα του ποντικού. 

• Η κωδική του αλληλουχία (1725 νουκλεοτίδια, Y15160) διακρίνεται σε 6 εξόνια µε µεγέθη: 85, 242, 322, 

690, 147 και 239 bp, τα οποία διαχωρίζονται από 5 ιντρόνια µε µεγέθη: ~60, 0.3, 12, 2.8 και 0.5 Κb. 
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Yπάρχει ένα τουλάχιστον επιπλέον εξόνιο του γονιδίου (το E1α), το οποίο δεν συµπεριλαµβάνεται στην κω-

δική αλληλουχία των 1725 νουκλεοτιδίων (Y15160), αλλά υπάρχει σε άλλους κλώνους cDNA και ESTs. Το 

εξόνιο αυτό συµµετέχει σε εναλλακτικό µετάγραφο του Neurl και χαρτογραφείται στο ιντρόνιο µεταξύ των 

εξονίων Ε1 και Ε2, σε απόσταση 47.3Κb από το Ε1. 

• Η 5’UTR περιοχή του γονιδίου έχει µήκος περίπου 647bp , µε βάση το EST CA328532. 

• H 3’UTR περιοχή του γονιδίου έχει µήκος 1779bp, µε βάση τo cDNA AF401228. 

 

5’ UTR E2
(242)

E3
(322)

E1
(85)

ATG

(647)

E4
(690)

E5
(147)

3’ UTR (1779)

E6
(239)

TAG ΑΑΤΑΑΑ

58.6 Κb

0.307 Kb 12 Κb 2.8 Kb 0.5 Kb

~79 Kb

E1α
(34)

11.3 Κb

ιντρόνια

εξόνια

ATG

5’ UTRα
(226)

 
Εικ.46 Η οργάνωση του Neurl στο γονιδίωµα του ποντικού, όπως προέκυψε από τον χαρακτηρισµό των γονιδιωµατικών κλώ-
νων, την ανάλυση ολικού γονιδιωµατικού DNA, και την  in silico ανάλυση των διαθέσιµων αλληλουχιών cDNA και γονιδιωµατικού DNA. 
Σε παρένθεση φαίνεται ο αριθµός των νουκλεοτιδίων κωδικής αλληλουχίας κάθε εξονίου. 
 

 στ. Σύγκριση γονιδιωµατικής οργάνωσης των γονιδίων Neurl και ΝEURL 

 Όπως φαίνεται από µεγάλης κλίµακας γονιδιωµατικές συγκρίσεις [Waterston et al, 2002a], τα 

ορθόλογα γονίδια ανθρώπου και ποντικού εµφανίζουν οµοιότητες στο µήκος και τον συνολικό αριθµό των 

εξονίων τους, στην αναλογία µεγέθους των ιντρονίων τους, καθώς και στις ρυθµιστικές τους περιοχές (βλ. 

Εισαγωγή). Για να διαπιστωθεί η κοινή καταγωγή των γονιδίων Neurl του ποντικού και NEURL του ανθρώ-

που, πραγµατοποιήθηκε σύγκριση της γονιδιωµατικής τους οργάνωσης. Η οργάνωση του γονιδίου NEURL 

προσδιορίστηκε in silico, συγκρίνοντας τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του cDNA AF029729 (3634 nt) µε τη 

γονιδιωµατική αλληλουχία ΝΤ_030059 (~43 Μb) του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10. Μέρος της περιοχής 

5’UTR προσδιορίστηκε από το EST U87864, ενώ η παρουσία του εναλλακτικού εξονίου Ε1α διαπιστώθηκε 

µε βάση 16 ανθρώπινα ESTs (CB992271, U69206, CB992681, CB992205, CB991269, CB991009, BX098217, 

CA948745, CA941769, CA772780, CA771909, BQ631750, BQ286290, BI712632, BG656185, CB068968) από 

βιβλιοθήκες εγκεφάλου ή παγκρεατικού αδένα, στα οποία το εξόνιο Ε1α ακολουθείται από το Ε2, όπως 

συµβαίνει και στο γονίδιο του ποντικού. Σύµφωνα µε το EST CB992271 και την γονιδιωµατική αλληλουχία 

(ΝΤ_030059), το εξόνιο E1α περιέχει 34 νουκλεοτίδια κωδικής αλληλουχίας και τουλάχιστον 152 νουκλεοτί-

δια µη µεταφραζόµενης περιοχής (5’ UTRα, Εικ.47). 

 

 Από τη σύγκριση της γονιδιωµατικής οργάνωσης των NEURL και Neurl φαίνεται ότι ο αριθµός των 

εξονίων και των κωδικών νουκλεοτιδίων/εξόνιο διατηρούνται όµοια στα δύο ορθόλογα γονίδια. Τα ιντρόνια 

του ανθρώπινου γονιδίου (ιδιαίτερα το 1ο και το 4ο) είναι µεγαλύτερα από τα αντίστοιχα στο γονίδιο του 

ποντικού, όµως διατηρείται η σχετική αναλογία µεγεθών. Συγκρίσιµα είναι και τα µεγέθη των περιοχών 
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3’UTR των δύο ορθόλογων γονιδίων (Εικ.47). Όσον αφορά το µέγεθος της περιοχής 5’UTR, αυτό δεν µπο-

ρεί να προσδιοριστεί µε ακρίβεια in silico. Mε βάση το ανθρώπινο EST U87864, η περιοχή 5’UTR του NEURL 

είναι τουλάχιστον 410bp. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, το ανθρώπινο γονίδιο NEURL (~99Κb) είναι µεγαλύ-

τερο από αυτό του ποντικού (~79Κb), ενώ το µεγαλύτερο ποσοστό του µεγέθους και των δύο γονιδίων 

(~70-80%) αντιπροσωπεύεται από το πρώτο ιντρόνιο. 

 

 η. Σύγκριση γονιδιωµατικής αλληλουχίας ανθρώπου και ποντικού στις περιοχές των 
 γονιδίων Neurl και NEURL 
 
 Συγκρίσεις µεταξύ ορθόλογων γονιδίων του ανθρώπου και του ποντικού στο επίπεδο της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας είναι χρήσιµες για την αποκάλυψη ρυθµιστικών περιοχών, λόγω της µεγαλύτε-

ρης συντήρησης που εµφανίζουν αυτές σε σχέση µε την γενική νουκλεοτιδική οµοιότητα των δύο γονιδιω-

µάτων (60-70%). Με το δεδοµένο ότι δεν υπάρχει πληροφορία για τη µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου 

Neuralized στα θηλαστικά, µια τέτοια σύγκριση είναι αναγκαία για την οριοθέτηση των πιθανών ρυθµιστι-

κών περιοχών του. Στην ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν τα εξής τµήµατα των γονιδιωµατικών αλληλουχιών 

ΝΤ_030059 (H. sapiens) και ΝΤ_039692 (Μ. musculus): α) 1812 νουκλεοτίδια από την περιοχή 5’ του ση-

µείου έναρξης της µετάφρασης από το εξόνιο Ε1, β) Η κωδική αλληλουχία του εξονίου Ε1 (85bp) και 240 

νουκλεοτίδια από το 5’ άκρο του ιντρονίου Ι1, γ) 1986 νουκλεοτίδια που περιλαµβάνουν την κωδική αλλη-

λουχία του εναλλακτικού εξονίου Ε1α (34bp), µέρος της 5’ πλευρικής περιοχής της (1712bp) και το 5’ άκρο 

του ιντρονίου Ι1α (240bp)  δ) 240 νουκλεοτίδια από το 3’ άκρο του πρώτου ιντρονίου, το εξόνιο Ε2, το 

ιντρόνιο Ι2, το εξόνιο Ε3 και 240 νουκλεοτίδια από το 5’ άκρο του ιντρονίου Ι3, ε) το εξόνιο Ε4 και 240 

νουκλεοτίδια καθενός από τα ιντρόνια που το περιβάλλουν, στ) 240 νουκλεοτίδια από το 3’ άκρο του ιντρο-

νίου Ι4, το εξόνιο Ε5, το ιντρόνιο Ε5, το εξόνιο Ε6 και η περιοχή 3’ UTR. Για τις συγκρίσεις χρησιµοποιή-

θηκε το πρόγραµµα mVISTA (www-gsd.lbl.gov/vista/index.shtml), στο οποίο νουκλεοτιδική ταυτότητα µε 

ποσοστό µεγαλύτερο του 75% θεωρείται σηµαντική. 

 

 Όπως ήταν αναµενόµενο και από προηγούµενες συγκρίσεις [Pavlopoulos et al, 2002], διαπιστώ-

θηκε µεγάλη συντήρηση κατά µήκος των κωδικών περιοχών των δύο γονιδίων. Σηµαντική είναι και η συ-

ντήρηση στα σηµεία συναρµογής των εξονίων (splice junctions), ενώ η οµοιότητα των ιντρονίων µειώνεται 

σε απόσταση µικρότερη των 200 νουκλεοτιδίων από τα άκρα τους. Η περιοχή 3’ UTR των γονιδίων εµφανί-

ζει τη µικρότερη συντήρηση. Αντίθετα, στις 5’ πλευρικές περιοχές των εξονίων Ε1 και Ε1α παρατηρούνται 

διαστήµατα µε σηµαντικά ποσοστά νουκλεοτιδικής ταυτότητας (Εικ.48). Συγκεκριµένα, οι συντηρηµένες 

περιοχές Ι και ΙΙ (Εικ.48α) ανήκουν στην 5’UTR περιοχή, της οποίας το ελάχιστο µέγεθος εκτιµάται µε βάση 

τα ESTs, (βλ. παραπάνω), ενώ η περιοχή ΙΙΙ περιέχει έναν πιθανό εναλλακτικό υποκινητή (Ρα), µε βάση το 

πρόγραµµα πρόβλεψης που χρησιµοποιήθηκε. Σηµειώνεται ότι αυτές οι περιοχές δεν ανήκουν στο µετά-

γραφο RP11-225H22.5, το οποίο έχει εντοπιστεί στο πρώτο ιντρόνιο του Neurl από προγράµµατα γονιδια-

κής πρόβλεψης (βλ. Συζήτηση).  
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Εικ.47 Σύγκριση της οργάνωσης των γονιδίων Neurl και NEURL. (α) Η διάταξη εξονίων και ιντρονίων είναι ίδια στα δύο γονί-
δια. Από το εναλλακτικό splicing των εξονίων Ε1 ή Ε1α µε το Ε2 προκύπτουν οι ισοµορφές 574αα και 557αα που φαίνονται στο σχήµα. 
(β) Σύγκριση µεγεθών των µεταγραφόµενων και µη µεταγραφόµενων περιοχών. Τα εξόνια των δύο γονιδίων έχουν ίδιο µέγεθος, ενώ 
τα ιντρόνια του NEURL είναι συνολικά µεγαλύτερα. Τα µεγέθη των περιοχών 5’ και 3’ UTR είναι εκτιµήσεις µε βάση τα διαθέσιµα ESTs. 
Τα ιντρόνια συµβολίζονται µε Ι1-Ι5. (γ) Στα δύο γονίδια διατηρείται σταθερή η σχέση µεγεθών των ιντρονίων. 
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Εικ.48 Συγκριτική ανάλυση της γονιδιωµατικής περιοχής των γονιδίων Neurl και NEURL. Στα διαγράµµατα (α)-(στ) 

παρουσιάζεται το ποσοστό της νουκλεοτιδικής ταυτότητας (άξονας Υ) κατά µήκος κάθε συγκρινόµενης περιοχής (άξονας Χ). 

Συγκρίθηκαν οι περιοχές των εξονίων Ε1, Ε1α, Ε2-Ε6, καθώς και µη µεταφραζόµενες περιοχές (βλ. κείµενο). Μεγαλύτερη οµοιότητα 

παρατηρείται στην κωδική αλληλουχία. P και Pα είναι οι περιοχές των πιο πιθανών υποκινητών, σύµφωνα µε το πρόγραµµα πρόβλεψης 

ΝΝPP (www.fruitfly.org/seq_tools/pro-moter.html). Ι, ΙΙ και ΙΙΙ είναι µη µεταφραζόµενες περιοχές µε σηµαντική οµολογία µεταξύ των 

δύο γονιδίων. Τα πράσινα ορθογώνια στα διαγράµµατα (α), (γ) και (στ) συµβολίζουν περιοχές επαναλαµβανόµενου DNA. Όπως 

φαίνεται στο σχήµα της πρωτεΐνης Neurl, οι περιοχές DNA µε υψηλότερη συντήρηση κωδικοποιούν τα domains NEUZ1, NEUZ2 και 

RING.  

 

 

  Από το αποτέλεσµα της συγκριτικής αυτής ανάλυσης (Εικ.48) είναι φανερό ότι τα εξόνια που 

κωδικοποιούν τα διαφορετικά domains της πρωτεΐνης Neurl (Ε2, Ε3, Ε4 και Ε6) είναι περισσότερο συντηρη-

µένα σε σχέση µε τα υπόλοιπα που κωδικοποιούν το αµινοτελικό άκρο (Ε1, Ε1α) ή περιοχή µεταξύ των do-

mains (E5).   
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3. ∆ιερεύνηση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του Νeurl µε το σύ-
στηµα ‘δύο υβριδίων’ στον σακχαροµύκητα  

 
  Στην προσπάθεια να µελετήσουµε τη βιολογική λειτουργία της πρωτεΐνης Neuralized των 

θηλαστικών (Νeurl), ήταν αναγκαία η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών µε τις οποίες η Νeurl αλληλεπιδρά. 

Όπως ήδη έχει αναφερθεί, η πρωτεΐνη Neuralized ανήκει στην ετερογενή οικογένεια των πρωτεϊνών µε 

domain RING, δοµή που έχει επανειληµµένως συσχετιστεί µε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Πρωτεΐνες µε 

RING έχουν βρεθεί να συµµετέχουν σε µεγάλη ποικιλία βιολογικών λειτουργιών, ρυθµίζοντας πχ µηχανι-

σµούς ογκογένεσης, απόπτωσης, ανάπτυξης και ιικής µόλυνσης. Μεγάλος αριθµός αναφορών στην πρό-

σφατη βιβλιογραφία περιγράφουν το ρόλο του RING στις τροποποιήσεις πρωτεϊνών από ουβικουϊτίνη ή µό-

ρια οµόλογα της ουβικουϊτίνης, διαδικασίες που επιτελούνται από πολυπρωτεϊνικά ενζυµικά σύµπλοκα 

[Borden 2000 / Jackson et al, 2000 / Joazeiro & Weissman 2000]. Σε πρωτεΐνες που φέρουν RING έχει 

αποδοθεί ο ρόλος του ‘µεσολαβητή’ (adaptor), όσον αφορά τη σύνδεση πρωτεϊνικών υποστρωµάτων µε τα 

παραπάνω ενζυµικά σύµπλοκα. Συνήθως, ο ρόλος αυτός επιτυγχάνεται και από επιπλέον domains του ίδιου 

µορίου, που αναγνωρίζουν τα διαφορετικά υποστρώµατα, όπως συµβαίνει µε την πρωτεΐνη c-Cbl, της 

οποίας η δράση ως Ε3 λιγάσης ουβικουϊτίνης εξαρτάται εκτός από το RING και από το SH2 domain, που αλ-

ληλεπιδρά µε τις πρωτεϊνικές κινάσες RPTK (receptor protein tyrosine kinases), καταλύοντας την ουβικουϊ-

τινιλίωσή τους [Joazeiro et al, 1999]. Mε βάση τα παραπάνω, η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που αλληλεπι-

δρούν µε την πρωτεΐνη Neurl είναι ιδιαίτερα σηµαντική στην πορεία για την κατανόηση της βιολογικής της 

λειτουργίας.  

 

  Για τον σκοπό αυτό εφαρµόστηκε η µέθοδος του διυβριδικού συστήµατος σακχαροµύκητα (yeast 

two-hybrid system), σύµφωνα µε την οποία η πρωτεΐνη Neurl χρησιµοποιήθηκε ως ‘δόλωµα’ (bait) για να 

ταυτοποιηθούν πρωτεΐνες - θηράµατα (prey) που αλληλεπιδρούν άµεσα µε αυτήν, ελέγχοντας  µια βιβλιο-

θήκη κλώνων cDNA εµβρύου ποντικού Ε9.5. Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος ήταν απαραίτητη η 

κατασκευή υβριδικής πρωτεΐνης Neurl, συντηγµένης µε την υποµονάδα πρόσδεσης στο DNA του µεταγρα-

φικού παράγοντα GAL4 (GAL4-BD) και η χρησιµοποίηση µιας βιβλιοθήκης κλώνων cDNA, οι οποίοι κωδικο-

ποιούν υβριδικά πεπτίδια µέσου µήκους 100-250 αµινοξέων, συντηγµένα µε την υποµονάδα ενεργοποίησης 

της µεταγραφής (VP16-AD) του παράγοντα VP16 (Υλικά και Μέθοδοι). Τα πρωτεϊνικά προϊόντα και των δύο 

παραπάνω κατασκευών οδηγούνται στον πυρήνα κυττάρων σακχαροµύκητα, λόγω σηµάτων πυρηνικού 

εντοπισµού στην αµινοξική σύσταση των υποµονάδων GAL4-BD και VP16-AD. Eπειδή το στέλεχος του σακ-

χαροµύκητα που χρησιµοποιήθηκε (PJ69-4a) στερείται ενδογενούς µεταγραφικού παράγοντα GAL4, η αλ-

ληλεπίδραση της υβριδικής πρωτεΐνης Neurl και ενός υβριδικού πεπτιδίου της βιβλιοθήκης είναι αναγκαία και 

ικανή να προκαλέσει ενεργοποίηση των γονιδίων αναφοράς (ΑDE2, HIS3, LacZ), που επάγονται από GAL4–

ρυθµιζόµενους υποκινητές (GAL2, GAL1, GAL7). 
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  α. ∆ιερεύνηση της βιβλιοθήκης cDNA µε ‘δόλωµα’ το πλήρες Νeurl   

  1ο στάδιο επιλογής: Η κωδική περιοχή του γονιδίου Neurl (1725bp) κλωνοποιήθηκε στον 

πλασµιδιακό φορέα pGBT9 µε οµόλογο ανασυνδυασµό ενθέµατος και φορέα, στα κύτταρα σακχαροµύκητα 

pJ69-4a (βλ. Κεφ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’, Neurl/pGBT9). To προϊόν αυτής της κατασκευής είναι η χι-

µαιρική πρωτεΐνη GAL4-BD-Neurl (Εικ.49), η οποία, αφού πρώτα ελέγχθηκε ότι δεν είναι από µόνη της 

ικανή να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή των γονιδίων αναφοράς, χρησιµοποιήθηκε ως δόλωµα για τη διερεύ-

νηση της βιβλιοθήκης cDNA στα κύτταρα σακχαροµύκητα pJ69-4a. Eλέγχθηκαν 8x106 διπλά µετασχηµατι-

σµένες αποικίες σακχαροµύκητα και µετά την πρώτη επιλογή συλλέχθηκαν 63 αποικίες, οι οποίες µεταφέρ-

θηκαν διατεταγµένες σε δύο πρότυπα τρυβλία (master plates) µε µη επιλεκτικό θρεπτικό µέσο (SC µε Ura, 

Ade, His). 
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1 574NLS
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515

1

574

NLS 521

NLS
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GAL4-BD-Neurl(515-574)

Πρωτεΐνες – ‘δόλωµα’ (‘bait’)
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GAL4-BD-Neurl(1-521)
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Πρωτεΐνες – ‘δόλωµα’ (‘bait’)

 
 
Εικ.49 Πρωτεΐνες–‘δόλωµα’ (‘bait’) που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα δύο υβριδίων. Η GAL4-BD-Neurl(1-574) είναι η 
πλήρους µήκους πρωτεΐνη Neuralized του ποντικού, συντηγµένη µε την υποµονάδα GAL4-BD, που χρησιµοποιήθηκε στη διερεύνηση 
της βιβλιοθήκης. Τα τµήµατά της, Neurl(1-521) και Neurl(515-574) δοκιµάστηκαν ως ‘δόλωµα’ στα επιλεγµένα ‘θηράµατα’ (‘preys’). Η 
κλωνοποίηση των αντίστοιχων τµηµάτων cDNA του Neurl στον φορέα περιγράφεται στο Κεφ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’. (ΝLS= σήµα 
πυρηνικού εντοπισµού, GAL4-BD= υποµονάδα πρόσδεσης στο DNA του µεταγραφικού παράγοντα GAL4) 

 

  2ο στάδιο επιλογής: Χρησιµοποιήθηκαν τα θρεπτικά µέσα UA, UH και UAH/X-gal (Υλικά και 

Μέθοδοι). Για το θρεπτικό µέσο UA δοκιµάστηκαν δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις 3-αµινοτριαζόλης (3 και 

10mM). Aπό τις 63 επιλεγµένες αποικίες, οι 57 αναπτύχθηκαν στα τρυβλία επιλογής. Στο τρυβλίο ελέγχου 

ενεργοποίησης του γονιδίου LacZ, 17 από τις αποικίες εµφάνισαν µπλε χρώµα (Εικ.50, Πίνακας 21). Στη συ-

νέχεια, αποµονώθηκε πλασµιδιακό DNA από τις 57 αποικίες και επιλέχθηκε από κάθε αποικία το πλασµίδιο 

cDNA-prey/pVP16, µε µετασχηµατισµό κυττάρων E.coli του στελέχους KC8. Ακολούθησε µετασχηµατισµός 

κυττάρων E.coli του στελέχους DH5a για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA καλής ποιότητας και τον 

προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής σύστασης των 57 κλώνων cDNA-prey/pVP16. 
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Εικ.50 Τα δύο πρώτα στάδια επιλογής αλληλεπιδρώντων που πραγµατοποιήθηκαν στο πείραµα δύο υβριδίων µε ‘δόλωµα’ την 
πρωτεΐνη Neurl. Στο 1ο στάδιο, 8x106 διπλά µετασχηµατισµένες αποικίες ελέγχθηκαν κυρίως για τη µεταγραφική ενεργοποίηση του 
γονιδίου-µάρτυρα HIS3. Oι αποικίες που αναπτύχθηκαν (63) µεταφέρθηκαν διατεταγµένες στα πρότυπα τρυβλία του δεύτερου 
σταδίου επιλογής, όπου ελέγχθηκε η µεταγραφική ενεργοποίηση ξεχωριστά για κάθε γονίδιο-µάρτυρα, ADE2, HIS3 και LacZ, σε 
κατάλληλα θρεπτικά µέσα (Η, Α, ΑΗ, βλ. Κεφ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’). Από τις 57 αποικίες που αναπτύχθηκαν στο 2ο στάδιο, οι 17 
εµφάνιζαν ενεργοποίηση και των τριών γονιδίων-µαρτύρων, ενώ οι 40 ενεργοποιούσαν µόνο τα ADE2  και HIS3. Τα αποτελέσµατα 
αυτού του σταδίου φαίνονται αναλυτικά στον Πίνακα 21. 
 

  β. Ανάλυση νουκλεοτιδικής σύστασης των κλώνων cDNA-prey/pVP16 

  Κάθε πλασµίδιο cDNA-prey/pVP16 τεµαχίστηκε ενζυµικά µε NotI, προκειµένου να εκτιµηθεί το µέ-

γεθος του ενθέµατός του. ∆ιαπιστώθηκε ότι οι επιλεγµένοι κλώνοι έφεραν ενθέµατα µε εύρος µεγεθών από 

300 έως 900 νουκλεοτίδια. Στη συνέχεια, τα πλασµιδιακά DNAs αλληλουχήθηκαν µε τους εκκινητές pVP16-

F και pVP16-R (Υλικά και Μέθοδοι). Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που προέκυψαν συγκρίθηκαν αρχικά µε-

ταξύ τους για να βρεθούν οι επικαλύψεις µεταξύ των επιλεγµένων κλώνων cDNA και στη συνέχεια µε τις 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των βάσεων δεδοµένων dbEST και Genbank καθώς και µε αµινοξικές αλληλου-

χίες των βάσεων Swissprot, Genbank, pdb, αφού πρώτα µεταφράστηκαν in silico. Από τις συγκρίσεις αυτές 

προέκυψαν 5 οµάδες επικαλυπτόµενων κλώνων (Ι-V) και 15 µοναδιαίοι κλώνοι (Πίνακες 22,23). 
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Πίνακας 21. Αποτελέσµατα 2ου σταδίου επιλογής 
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Σηµ: Οι 57 αποικίες που αναπτύχθηκαν στο 2ο στάδιο επιλογής. Με (+) συµβολίζεται η ανάπτυξη στα διαφορετικά θρεπτικά µέσα. Με 
‘b’ ή ‘w’ (τελευταία στήλη) συµβολίζονται οι αποικίες που εµφανίζουν µπλε (b) ή λευκό (w) χρώµα παρουσία X-gal. UAH είναι µη 
επιλεκτικό θρεπτικό µέσο (πείραµα θετικού ελέγχου),  U= oυρακίλη, Α= αδενίνη, Η= ιστιδίνη. Η ακριβής σύσταση των θρεπτικών 
µέσων αναφέρεται στο Κεφ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’. 
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  γ. Oµάδες επικαλυπτόµενων κλώνων 

- Οµάδα I: 22 επικαλυπτόµενοι κλώνοι, οι οποίοι αντιπροσωπεύουν τµήµα της κωδικής περιοχής του γονι-

δίου Numa1 (Nuclear Mitotic Apparatus protein 1). 

- Οµάδες ΙΙα και ΙΙβ: 6 και 4 κλώνοι, αντίστοιχα, οι οποίοι αντιπροσωπεύουν δύο διαφορετικές περιοχές του 

mRNA του γονιδίου Lek1  (Leucine, glutamic acid, lysine family 1). 

- Οµάδα ΙΙΙ: 2 επικαλυπτόµενοι κλώνοι, που αντιπροσωπεύουν τµήµα της κωδικής περιοχής του γονιδίου 

Peg3 (Paternally expressed gene 3). 

- Οµάδα ΙV: 2 όµοιοι κλώνοι, που αντιπροσωπεύουν τµήµα του µεταγράφου του γονιδίου Cab140 (Calcium 

binding protein 140). 

- Οµάδα V: 6 κλώνοι που αντιπροσωπεύουν τµήµα της κωδικής περιοχής του γονιδίου Lam2b (Laminin B2), 

το οποίο κωδικοποιεί την Β2 υποµονάδα της  λαµινίνης. 

Για όλους τους παραπάνω κλώνους ελέγχθηκε ότι τα ενθέµατα έχουν κλωνοποιηθεί στο σωστό αναγνω-

στικό πλαίσιο του φορέα pVP16, ώστε να κωδικοποιούν τα αντίστοιχα πεπτίδια.  

   

  δ. Μοναδιαίοι κλώνοι 

  Από τους 15 µοναδιαίους κλώνους που αποµονώθηκαν, οι 13 αντιστοιχούν σε γνωστά mRNAs, 

από τα οποία 6 είναι κλωνοποιηµένα  στο σωστό αναγνωστικό πλαίσιο του πλασµιδιακού φορέα pVP16 

(Πίνακας 23), 5 είναι κλωνοποιηµένα σε λάθος αναγνωστικό πλαίσιο, ένας κλώνος (o #14) ανήκει στην 3’ 

µη µεταφραζόµενη  περιοχή και, τέλος, ο κλώνος #46 είναι προϊόν µεταγραφής µε κατεύθυνση αντίστροφη 

από αυτήν γνωστού γονιδίου του ποντικού. Συγκεκριµένα, οι έξι κλώνοι µε γνωστή νουκλεοτιδική 

αλληλουχία και σωστό πλαίσιο µετάφρασης είναι:  

- Ο κλώνος  #20, ο οποίος  αντιπροσωπεύει περιοχή του γονιδίου Gas8 (ή Gas11, G1 arrest – specific). 

- Ο κλώνος #26, ο οποίος αντιπροσωπεύει το γονίδιο Dlc-1 (Dynein, cytoplasmic, light chain 1) ή LC8 και 

κωδικοποιεί 39 αµινοξέα από το καρβοξυτελικό άκρο της ελαφριάς αλυσίδας (8KD) της κυτταροπλασµατικής 

δυνεΐνης. 

- Ο κλώνος #41, που κωδικοποιεί µέρος της  µεθυλτρανσφεράσης 3a του DNA  (γονίδιο Dnmt3a). 

- Ο κλώνος #42, που αντιπροσωπεύει το γονίδιο Ubc9 (Ubiquitin conjugating enzyme 9) και κωδικοποιεί 

155 από τα 158 αµινοξέα του γονιδιακού προϊόντος.  

- Ο κλώνος #45, που αντιστοιχεί στο γονίδιο Εvpl, το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη Envoplakin.  

- Tέλος, ο κλώνος #55 αντιπροσωπεύει το γονίδιο του ποντικού που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη ankycorbin. 
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Πίνακας 22. Οµάδες επικαλυπτόµενων κλώνων 

mRNA: Peg3  (AF038939, 5560nt), nt: 54-450
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Σηµ: Οµάδες επικαλυπτόµενων κλώνων cDNA, που προέκυψαν από τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης µε ‘δόλωµα’ το πλήρες µόριο Neurl. Mε 
κόκκινους χαρακτήρες (2η στήλη) αναφέρονται οι αριθµοί των κλώνων cDNA. Παρουσιάζεται διαγραµµατικά η σχετική επικάλυψη των 
κλώνων κάθε οµάδας. Στα άκρα κάθε κλώνου (οριζόντιες γραµµές) φαίνεται η αρίθµηση των αµινοξέων που κωδικοποιούνται, µε βάση τις 
αλληλουχίες αναφοράς. Τα κόκκινα βέλη υποδεικνύουν τους κλώνους κάθε οµάδας που επιλέχθηκαν για το 3ο στάδιο επιλογής. Οι κλώνοι 
#39, 53, 54 και 62 της οµάδας Ι ήταν χιµαιρικοί στο 3’ άκρο τους, το οποίο παρουσιάζεται µε διαφορετικό χρώµα. Σε κάθε οµάδα, 
αναφέρονται τα µετάγραφα (mRNAs) που αντιπροσωπεύονται, καθώς και οι αντίστοιχες πρωτεΐνες. Σε παρένθεση (2η στήλη) είναι οι 
αριθµοί πρόσβασης στη βάση δεδοµένων Genbank και το µέγεθος κάθε νουκλεοτιδικής (nt) ή αµινοξικής (aa) αλληλουχίας. Σε κάθε 
περίπτωση, υποδεικνύεται το συνολικό διάστηµα (µε πράσινο) της αλληλουχίας αναφοράς, που αντιπροσωπεύεται από τους κλώνους cDNA. 
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Πίνακας 23. Mοναδιαίοι γνωστοί κλώνοι 

mRNA: Ankycorbin mRNA (AF202315, 3024nt)
nt: 1407-1889
Πρωτεΐνη: Ankycorbin (AAG24483, 979aa) 
aa: 461-620

# 55

Γονίδιο: Evpl (envoplakin), εξόνια 8-10 (ΑJ319609 nt 620-727 και 868-963 –
ΑJ319610 nt 466-570)

Πρωτεΐνη: Εvpl (Q9D952, 2035aa )
aa: 270-372

# 45

mRNA: Ubc9 (Ubiquitin conjugating enzyme 9, X99739, 780nt )
nt: 47-550
Πρωτεΐνη: Ubc9 (CAA68072, 158aa  )
aa: 1-155

# 42

mRNA: Dnmt3a (DΝΑ methyltransferase 3A, NM_007872, 9637nt )
nt: 1431-1833
Πρωτεΐνη: Dnmt3a (NP_031898, 908aa) 
aa: 406-539

# 41

mRNA: Dlc-1 ή LC8 (Dynein, cytoplasmic, light chain 1, 8KD, BC008106, 657nt )
nt: 247-588
Πρωτεΐνη: Dlc-1 ή LC8 ( AAH08106, 89aa)
aa: 51-89

# 26

mRNA: Gas8 ή Gas11 (Growth arrest – specific 8 gene 8 ή 11, NM_018855, 1702nt) 
nt: 585-915
Πρωτεΐνη: Gas8 ή Gas11 (NP_061343, 489aa)
aa: 125-235

# 20

mRNA: Ankycorbin mRNA (AF202315, 3024nt)
nt: 1407-1889
Πρωτεΐνη: Ankycorbin (AAG24483, 979aa) 
aa: 461-620

# 55

Γονίδιο: Evpl (envoplakin), εξόνια 8-10 (ΑJ319609 nt 620-727 και 868-963 –
ΑJ319610 nt 466-570)

Πρωτεΐνη: Εvpl (Q9D952, 2035aa )
aa: 270-372

# 45

mRNA: Ubc9 (Ubiquitin conjugating enzyme 9, X99739, 780nt )
nt: 47-550
Πρωτεΐνη: Ubc9 (CAA68072, 158aa  )
aa: 1-155

# 42

mRNA: Dnmt3a (DΝΑ methyltransferase 3A, NM_007872, 9637nt )
nt: 1431-1833
Πρωτεΐνη: Dnmt3a (NP_031898, 908aa) 
aa: 406-539

# 41

mRNA: Dlc-1 ή LC8 (Dynein, cytoplasmic, light chain 1, 8KD, BC008106, 657nt )
nt: 247-588
Πρωτεΐνη: Dlc-1 ή LC8 ( AAH08106, 89aa)
aa: 51-89

# 26

mRNA: Gas8 ή Gas11 (Growth arrest – specific 8 gene 8 ή 11, NM_018855, 1702nt) 
nt: 585-915
Πρωτεΐνη: Gas8 ή Gas11 (NP_061343, 489aa)
aa: 125-235

# 20

 
Σηµ: Oι µοναδιαίοι κλώνοι, οι οποίοι ήταν κλωνοποιηµένοι σε σωστό αναγνωστικό πλαίσιο (in frame) και οι νουκλεοτιδικές και 
αµινοξικές αλληλουχίες, τις οποίες αντιπροσωπεύουν. Με πλάγιους χαρακτήρες αναφέρονται τα ονόµατα γονίδιων και µε κανονικούς 
χαρακτήρες τα ονόµατα πρωτεϊνών. Στις παρενθέσεις φαίνονται οι αριθµοί πρόσβασης κάθε αλληλουχίας στη βάση δεδοµένων 
Genbank και τα µεγέθη των αντίστοιχων αλληλουχιών. Για το γονίδιο Εvpl του ποντικού δεν είναι γνωστή η πλήρους µήκους 
αλληλουχία του µεταγράφου του, γι’αυτό οι αλληλουχίες που αναφέρονται είναι από ανάλυση γονιδιωµατικού DNA. (aa= αµινοξέα, 
nt= νουκλεοτίδια) 

 

  ε. 3ο στάδιο επιλογής 

   Σ΄ αυτό το στάδιο, η επιλογή πραγµατοποιήθηκε σε 13 κλώνους, αντιπροσωπευτικούς των 

επιλεγµένων του 2ου σταδίου (βλ. Πίνακες 22,23). Για να διαπιστωθεί ότι η µεταγραφική ενεργοποίηση των 

γονιδίων αναφοράς που παρατηρήθηκε στα προηγούµενα στάδια οφείλεται στην ταυτόχρονη παρουσία 

τόσο της υβριδικής πρωτεΐνης  GAL4-BD-Neurl, όσο και κάθε µίας από τις VP16-AD-prey πρωτεΐνες, πραγ-

µατοποιήθηκαν εκ νέου µετασχηµατισµοί κυττάρων σακχαροµύκητα pJ694a µε την κατασκευή 

Neurl/pGBT9, καθώς και µε καθέναν από τους 13 επιλεγµένους cDNA-prey/pVP16 κλώνους. Οι µετασχηµα-

τισµένες αποικίες ελέγχθηκαν για την ενεργοποίηση της µεταγραφής των τριών γονιδίων αναφοράς στα 

θρεπτικά µέσα Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Και οι 13 επιλεγµένοι κλώνοι ήταν ικανοί να ενεργοποιούν τη µεταγραφή των 

γονιδίων ADE2 και ΗΙS3, ενώ 3 από αυτούς [#4(Lek1), #25(Numa1) και #26(Dlc-1)], ενεργοποιούσαν και 

το LacZ γονίδιο. Γενικά, παρατηρήθηκε το ίδιο πρότυπο ενεργοποίησης των γονιδίων-µαρτύρων µε αυτό 

των προηγούµενων σταδίων επιλογής (βλ. Πίνακα 21). Είναι σηµαντικό να τονιστεί ότι η µεταγραφική ενερ-

γοποίηση που παρατηρήθηκε, εξαρτάται απόλυτα από την παρουσία της υβριδικής πρωτεΐνης  GAL4-BD-

Neurl στα κύτταρα του σακχαροµύκητα. Αυτό διαπιστώθηκε σε πειράµατα αρνητικού ελέγχου, στα οποία 

πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός µε τις κατασκευές cDNA-prey/pVP16, παρουσία µόνο του πλασµιδια-
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κού φορέα pGBT9. Στις µετασχηµατισµένες αποικίες που προέκυψαν, δεν παρατηρήθηκε ενεργοποίηση των 

γονιδίων-µαρτύρων. 

 

  στ. Έλεγχος αλληλεπίδρασης των επιλεγµένων πεπτιδίων µε τα ελλειµµατικά µόρια 
  Νeurl(1-521) και Νeurl(515-574) 

  Oι 13 επιλεγµένοι κλώνοι των προηγούµενων σταδίων ελέγχθηκαν για το αν προκαλούν µεταγρα-

φική ενεργοποίηση εξαρτώµενη από τον GAL4, παρουσία των ελλειµµατικών µορίων Neurl(1-521) και 

Νeurl(515-574), που χαρακτηρίζονται από την απουσία της περιοχής του RING στο πρώτο µόριο και την 

απουσία των δύο NEUZ επαναλήψεων στο δεύτερο, αντίστοιχα (Εικ.49). Για κάθε κλώνο cDNA-prey/pVP16, 

πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός σε κύτταρα σακχαροµύκητα pJ694a, παρουσία είτε της κατασκευής 

Νeurl(1-521)/pGBT9, είτε της Νeurl(515-574)/pGBT9 και οι µετασχηµατισµένες αποικίες µεταφέρθηκαν στα 

θρεπτικά µέσα επιλογής για τον έλεγχο της ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς (Πίνακας 24). Οι κλώνοι 

cDNA-prey/pVP16 που αντιπροσωπεύουν τα γονίδια Numa1, Lek1, Ubc9, Lam2b και Gas8  εµφάνισαν ίδιο 

πρότυπο ενεργοποίησης των γονιδίων αναφοράς παρουσία του υβριδίου GAL4-BD-Neurl(1-521), µε αυτό 

που εµφάνιζαν παρουσία του πλήρους µορίου GAL4-BD-Neurl (Πίνακας 21). Aντίθετα, οι κλώνοι των γονι-

δίων Dlc-1, Peg3, Dnmt3A, Evpl, Cab140 και Ankycorbin απέτυχαν να ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή των 

γονιδίων-µαρτύρων απουσία της υποµονάδας RΙΝG του Neurl. Όµως, όπως διαπιστώθηκε από τον έλεγχο 

της µεταγραφικής ενεργοποίησης παρουσία του µορίου GAL4-BD-Neurl(515-574), η περιοχή του RING δεν 

είναι αρκετή για να αλληλεπιδράσει µε κανένα από τα ‘θηράµατα’ που δοκιµάστηκαν, ώστε να ενεργοποιή-

σει τα γονίδια-µάρτυρες. Bέβαια, δεν αποκλείουµε την πιθανότητα η έκφραση της περιοχής RING να είναι 

τοξική για τον σακχαροµύκητα, όπως έχει παρατηρηθεί σε πειράµατα εκτοπικής υπερέκφρασης της αντί-

στοιχης περιοχής του δροσοφιλικού neur [Lai & Rubin, 2001b]. Τα αποτελέσµατα αυτά οδηγούν στο συ-

µπέρασµα ότι η παρουσία των επαναλήψεων NEUZ1 και ΝEUZ2 είναι αρκετή για την αλληλεπίδραση του 

Neurl µε τα ‘θηράµατα’ Numa1, Lek1, Ubc9, Lam2b και Gas8, αλλά όχι και για την αλληλεπίδρασή του µε 

τις πρωτεΐνες Dlc-1, Peg3, Dnmt3a, Evpl, Cab140 και Ankycorbin, για τις οποίες µόνο το πλήρες µόριο Neurl 

είναι ικανό προκαλέσει ενεργοποίηση των γονιδίων-µαρτύρων στον σακχαροµύκητα (Εικ.51). 

 

 ζ. Eπιλογή κλώνων για περαιτέρω ανάλυση 

 Το επόµενο βήµα µετά την ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε την πρωτεΐνη 

Neurl στα κύτταρα του σακχαροµύκητα ήταν η επιβεβαίωση αυτών των αλληλεπιδράσεων σε in vitro συν-

θήκες (µέθοδος GST-pulldown) αλλά και στα κύτταρα των θηλαστικών (συν-ανοσοκατακρήµνιση). Οι µέθο-

δοι αυτές απαιτούν την κλωνοποίηση των υπό µελέτη cDNAs σε πλασµιδιακούς φορείς κατάλληλους για έκ-

φραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών σε βακτήρια και σε κύτταρα θηλαστικών (Υλικά και Μέθοδοι). Με στόχο 

τη συλλογή όσο το δυνατόν περισσότερων πληροφοριών για τη λειτουργία του Neurl και λόγω του µεγάλου 

αριθµού των πρωτεϊνών που ταυτοποιήθηκαν στο σύστηµα δύο υβριδίων, επελέγησαν αρχικά ορισµένες 

µόνο από αυτές τις πρωτεΐνες για περαιτέρω ανάλυση. Τα κριτήρια της επιλογής ήταν ο αριθµός των αντι-

προσωπευτικών κλώνων cDNA που είχαν επιλεχθεί για κάθε πρωτεΐνη στο πείραµα των δύο υβριδίων, σε 
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Πίνακας 24. Πείραµα δύο υβριδίων µε ‘δόλωµα’ ελλειµµατικά µόρια Neurl 
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Σηµ: Οι 13 επιλεγµένοι κλώνοι cDNA δοκιµάστηκαν σε πείραµα δύο υβριδίων, µε δόλωµα το Neurl(1-521) (A) και το Νeurl(515-574) 
(B). Με (+) συµβολίζεται η ανάπτυξη στα θρεπτικά µέσα. Με ‘b’ ή ‘w’ συµβολίζονται οι αποικίες που εµφανίζουν µπλε (b) ή λευκό (w) 
χρώµα παρουσία X-gal. Με W@, οι αποικίες που ενώ εµφάνιζαν µπλε χρώµα στο πείραµα µε το πλήρες µόριο Neurl ή το Νeurl(1-521), 
εµφανίζουν λευκό χρώµα µε τo µόριο Neurl(1-521) ή το Νeurl(515-574), αντίστοιχα. UAH είναι µη επιλεκτικό θρεπτικό µέσο (πείραµα 
θετικού ελέγχου), U=oυρακίλη, Α=αδενίνη, Η=ιστιδίνη (βλ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’) 
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Εικ.51 Συνολική απεικόνιση των αποτελεσµάτων του πειράµατος των δύο υβριδίων. Για κάθε συνδυασµό πρωτεΐνης - ‘δό-
λωµα’ (Neurl) και πρωτεΐνης – ‘θήραµα’, απεικονίζεται η εµφάνιση (+) ή απουσία αλληλεπίδρασης (-), όπως αυτή ανιχνεύθηκε µε βάση 
τη µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων-µαρτύρων στα κύτταρα σακχαροµύκητα pJ69-4a, στα οποία εκφράστηκαν οι παραπάνω 
συνδυασµοί πρωτεϊνών. (Οι πρωτεΐνες – ‘θηράµατα’ εκφράστηκαν σε σύντηξη µε την υποµονάδα ενεργοποίησης της µεταγραφής 
VP16-AD.)       
 

συνδυασµό και µε τις υπάρχουσες πληροφορίες για τη λειτουργία της. Με βάση αυτά τα κριτήρια επιλέχθη-

καν οι πρωτεΐνες Numa1, Lek1, Dlc-1 και Ubc9. 

 Σύµφωνα µε αποτελέσµατα προηγούµενων µελετών µας για τη δοµή, το πρότυπο έκφρασης και 

τον υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Neurl του ποντικού [Pavlopoulos et al, 2002 και Εισαγωγή], τον 
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φαινότυπο της απενεργοποίησης του Neurl [Vollrath et al, 2001 / Ruan et al, 2001], αλλά και τις ενδείξεις 

από ορθόλογα µόρια Neuralized για τη βιοχηµική του δράση ως Ε3 λιγάση [Υeh et al, 2001/ Lai et al, 2001/ 

Deblandre et al, 2001], είναι δυνατόν να δικαιολογηθούν οι αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης Neurl µε κα-

θένα από τα παραπάνω µόρια (βλ. Συζήτηση). Eίναι όµως σηµαντικό να τονιστεί ότι κανένα από τα 11 ‘θη-

ράµατα’ δεν έχει αναφερθεί ως ‘ψευδώς θετικό’ αποτέλεσµα σε πείραµα δύο υβριδίων [Hengen, 1997 και 

www.fccc.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html]. Εποµένως, η επιλογή των παραπάνω 

µορίων στηρίχθηκε στην πιθανή συσχέτιση της λειτουργίας τους µε το Neurl, µε βάση τα διαθέσιµα για 

κάθε πρωτεΐνη στοιχεία (βλ. Συζήτηση). 

 

 

4. Έλεγχος αλληλεπιδράσεων της πρωτεΐνης Neurl in vitro  
  Από το πείραµα των δύο υβριδίων προέκυψαν οι υβριδικές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την 

πρωτεΐνη Neurl, προκαλώντας µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων-µαρτύρων του σακχαροµύκητα. 

Στη συνέχεια, για 4 από αυτές (Ubc9, Dlc-1, Lek1 και Νuma1) επιβεβαιώνουµε την άµεση αλληλεπίδραση µε 

την πρωτεΐνη Neurl, χρησιµοποιώντας την in vitro µέθοδο ‘GST-pulldown’  (Εικ.52). Συγκεκριµένα, ελέγχθη- 
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Εικ.52 Σχηµατική αναπαράσταση της in vitro µεθόδου ‘GST-pulldown’, που χρησιµοποιήθηκε. Η πρωτεΐνη Neurl 
παράγεται ραδιοσηµασµένη in vitro, παρουσία µεθειονίνης-35S. Oι συντηγµένες µε GST πρωτεΐνες (Χ-GST) παράγονται σε 
βακτήρια. Τα µόρια της πρωτεΐνης Neurl που αλληλεπιδρούν µε την Χ, δεσµεύονται στα σφαιρίδια µε επικάλυψη γλουταθειόνης, 
λόγω της συγγένειας του ενζύµου GST (Glutathione-S-tranferase) µε το υπόστρωµά του (γλουταθειόνη), κατακρηµνίζονται και 
ανιχνεύονται µε SDS/PAGE και αυτοραδιογραφία (Υλικά και Μέθοδοι). 
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καν οι αλληλεπιδράσεις τόσο του πλήρους µήκους µορίου Νeurl(5-574), όσο και των επιµέρους τµηµάτων 

του Νeurl(5-390) και Νeurl(391-574) µε τα πεπτίδια Ubc9, Dlc-1, Lek1 και Νuma1. Στα παρακάτω πειρά-

µατα ‘GST-pulldown’, τα µόρια Neurl έχουν προκύψει από in vitro σύνθεση και είναι ραδιοσηµασµένα µε 

Met-S35, ενώ τα πεπτίδια Ubc9, Dlc-1, Lek1 και Νuma1 εκφράστηκαν σε βακτήρια σε σύντηξη µε την Glu-

tathione-S-transferase (GST).   

 

 α. Έλεγχος αλληλεπιδράσεων του Νeurl πλήρους µήκους 

 Για να ελεγχθεί η άµεση αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης Neurl µε τα πεπτίδια Ubc9, Dlc-1, Lek1 και 

Numa1, βακτηριακά κύτταρα E.coli BL21-DE3-Codon Plus µετασχηµατίστηκαν µε κάθε µία από τις κατα-

σκευές 42(Ubc9)/pGEX-3x, 26(Dlc-1)/pGEX-3x, 12(Lek1)/pGEX-3x και 57(Numa1)/pGEX-3x (βλ. Κεφ. ‘Πλα-

σµιδιακές Κατασκευές’) και ακολούθησε επαγωγή µε 0.5mM IPTG για 4 ώρες στους 30oC. Aφού ελέγχθηκε 

η παραγωγή των πεπτιδίων, ακολούθησε καθαρισµός τους από το βακτηριακό εκχύλισµα µε χρωµατογρα-

φία συγγένειας σε σφαιρίδια γλουταθειόνης και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε η δοκιµή ‘GST-pulldown’, 

αναµιγνύοντας κάθε πεπτίδιο µε ραδιoσηµασµένη πρωτεΐνη Neurl (προϊόν in vitro µεταγραφής–µετάφρασης 

της κατασκευής Neurl/pCDNA3.1, παρουσία µεθειονίνης-35S), στις συνθήκες που περιγράφονται στην 

Εικ.53. Από αυτά τα πειράµατα, επιβεβαιώνεται η αλληλεπίδραση των πεπτιδίων Numa1, Lek1, Ubc9 και 

Dlc-1 µε την πρωτεΐνη Νeurl in vitro.  Συγκεκριµένα, στις συνθήκες αλληλεπίδρασης in vitro, παρατηρήθηκε 

ισχυρότερη δέσµευση του Neurl στην πρωτεΐνη Numa1, σε σχέση µε τις υπόλοιπες, πράγµα που επιβεβαιώ-

νεται και από τα αποτελέσµατα του πειράµατος των δύο υβριδίων. Aκολουθούν οι πρωτεΐνες Lek1 και Ubc9, 

ενώ µικρότερη συγγένεια σύνδεσης, η οποία ενισχύεται σε διάλυµα ελαττωµένης αλατότητας (50mM NaCl), 

διαπιστώθηκε µεταξύ των πρωτεϊνών Neurl και Dlc-1. 

 

 β. Έλεγχος αλληλεπίδρασης των ελλειµµατικών µορίων Neurl  

 Με σκοπό τη χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης στο µόριο Neurl, δοκιµάστηκαν οι 

αλληλεπιδράσεις των επιλεγµένων πεπτιδίων Ubc9, Dlc-1, Lek1 και Numa1 µε δύο ελλειµµατικά µόρια 

Neurl: α) το Neurl(5-390), που περιέχει την επανάληψη NEUZ1, την ενδιάµεση περιοχή NEUZ1-NEUZ2 και 

τα 100 N-τελικά αµινοξέα της NEUZ2 και β) το Νeurl(391-574), που περιέχει το υπόλοιπο µόριο Neurl (24 

C-τελικά αµινοξέα της NEUZ2, την ενδιάµεση περιοχή ΝΕUΖ2-RING και τo RING domain) (Εικ.54). Πραγµα-

τοποιήθηκαν πειράµατα in vitro δοκιµής ‘GST-pulldown’, στα οποία τα χιµαιρικά πεπτίδια Ubc9, Dlc-1, Lek1 

και Numa1 (προσδεδεµένα σε σφαιρίδια γλουταθειόνης) αναµίχθηκαν µε: α) το προϊόν της in vitro µετα-

γραφής–µετάφρασης της κατασκευής Νeurl(5-390)/pCDNA3.1, και β) το προϊόν της in vitro µεταγραφής–

µετάφρασης της κατασκευής Νeurl(391-574)/pCDNA3.1HisB (βλ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’).  

 Από αυτές τις δοκιµές αλληλεπίδρασης διαπιστώθηκε ελαττωµένη συγγένεια των ελλειµµατικών 

µορίων Neurl και µε τα 4 πεπτίδια (Ubc9, Dlc-1, Lek1, Numa1), σε σχέση µε το πλήρους µήκους Neurl. 

Όµως, φαίνεται ότι το αµινοτελικό τµήµα Neurl(5-391), που περιέχει τις επαναλήψεις NEUZ, διατηρεί σε 

σηµαντικό βαθµό τη συγγένεια και µε τα 4 πεπτίδια (Eικ.55). Αντίθετα, το συµπληρωµατικό C-τελικό τµήµα 

Neurl(391-574), που περιέχει την ενδιάµεση περιοχή NEUZ2-RING και το RING, αλληλεπιδρά µε ελαττω-
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µένη συγγένεια µόνο µε την πρωτεΐνη Ubc9, ενώ δεν αρκεί για την αλληλεπίδραση του Neurl µε τις πρωτεΐ-

νες Dlc-1, Lek1 και Numa1 (Εικ.55). 
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Εικ.53 Ιn vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης ‘GST-pulldown’  του Νeurl(5-574) µε τα πεπτίδια GST-Ubc9(1-155), GST-Dlc-1(51-
89) GST-Lek1(1347-1645) και GST-Νuma1(957-1109). Με (+) συµβολίζεται στον πίνακα η παρουσία της κάθε χιµαιρικής πρωτεΐνης, 
δεσµευµένης στα σφαιρίδια γλουταθειόνης, στο πείραµα του οποίου το αποτέλεσµα εικονίζεται στην αντίστοιχη διαδροµή. Στην 
πρώτη σειρά φαίνεται το 50% των δειγµάτων του συµπλόκου Neurl/GST-πρωτεΐνης, στα οποία ανιχνεύεται το δεσµευµένο (∆) 
Neurl. Στην δεύτερη σειρά φαίνεται το 10% των δειγµάτων του υπερκείµενου διαλύµατος (Ε= ελεύθερο Neurl) των αντίστοιχων 
πειραµάτων αλληλεπίδρασης. Για κάθε πείραµα, 5µg πρωτεΐνης GST (πείραµα αρνητικού ελέγχου) ή 5µg από κάθε συζευγµένο µε 
GST πεπτίδιο, δεσµεύτηκαν σε σφαιρίδια γλουταθειόνης και επωάστηκαν µε 8µl αντίδρασης in vitro µεταγραφής/µετάφρασης της 
πλασµιδιακής κατασκευής Neurl(5-574)/pCDNA3.1 σε διάλυµα αλληλεπίδρασης (50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM  EDTA, 50 ή 100mM 
NaCl, 0.5% NP40, 0.5 mg/ml BSA, 10% γλυκερόλη, 4mM PMSF), συνολικού όγκου 300µl. Με αστερίσκους (*) και στήλες µπλε 
χρώµατος συµβολίζονται τα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιήθηκε 50mM NaCl. Τα δείγµατα επωάστηκαν για 12 ώρες στους 4οC, σε 
περιστρεφόµενο αναδευτήρα. Ακολούθησε φυγοκέντρηση και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα SDS-πολυακρυλαµίδης 10%. Το 
πήκτωµα επωάστηκε για 30 λεπτά σε σταθεροποιητικό διάλυµα (30% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ, 3% γλυκερόλη) και για 1 ώρα σε 
διάλυµα 1Μ σαλικιλικού νατρίου pH 6.6. Ακολούθησε έκθεση σε φιλµ αυτοραδιογραφίας για 12 ώρες στους -80οC, στο οποίο 
ανιχνεύθηκε το ραδιενεργό µόριο Neurl (Neurl-S35), µεγέθους 62ΚD. Τέλος, παριστάνεται διαγραµµατικά το ποσοστό του 
δεσµευµένου Neurl σε κάθε πείραµα. 
 

 Για τις πρωτεΐνες Νuma1, Ubc9 και Lek1, τα αποτελέσµατα αυτά είναι συγκρίσιµα µε αυτά των 

πειραµάτων δύο υβριδίων στα οποία χρησιµοποιήθηκαν ως ‘δόλωµα’ τα ελλειµµατικά µόρια Neurl(1-521) και 

Neurl(515-574). Και οι τρεις πρωτεΐνες αλληλεπίδρασαν µε το Neurl(1-521) στα κύτταρα του σακχαροµύ-

κητα, όπως και στο in vitro πείραµα αλληλεπιδρούν µε το Neurl(5-390). Eποµένως, φαίνεται ότι τα αµινοξέα 

5-390 του Neurl είναι αρκετά για την αλληλεπίδρασή του µε τις πρωτεΐνες Νuma1, Ubc9 και Lek1. Η πρω-

τεΐνη Ubc9 δεν εµφάνισε αλληλεπίδραση µε το Νeurl(515-574), που περιέχει το RING domain, στα κύτταρα 
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του σακχαροµύκητα, ενώ στο in vitro πείραµα αλληλεπιδρά µε µικρή συγγένεια µε το Neurl(391-574). Αυτό 

πιθανόν να σηµαίνει ότι η αλληλεπίδραση του Ubc9 µε το Neurl δεν περιλαµβάνει το RING domain. H Dlc-1 

στο πείραµα των δύο υβριδίων δεν αλληλεπίδρασε µε κανένα από τα ελλειµµατικά µόρια Neurl, ενώ in vitro 

αλληλεπιδρά µε το Neurl(5-390). 
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Εικ. 55 Ιn vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης ‘GST-pulldown’ των ελλειµµατικών µορίων Neurl(5-390) και Neurl(391-574) 
µε τα χιµαιρικά πεπτίδια GST-Ubc9(1-155), GST-Dlc-1(51-89), GST-Lek1(1347-1645) και GST-Νuma1(957-1109). Με (+) 
συµβολίζεται στους πίνακες η παρουσία της κάθε χιµαιρικής πρωτεΐνης, δεσµευµένης στα σφαιρίδια γλουταθειόνης, στο πείραµα του 
οποίου το αποτέλεσµα εικονίζεται στην αντίστοιχη διαδροµή. Οι δοκιµές ‘GST-pulldown’ πραγµατοποιήθηκαν στις συνθήκες που 
περιγράφονται στην Εικ.53, µε τις ραδιοσηµασµένες πρωτεΐνες Neurl(5-390)-S35 και Neurl(391-574)-S35 και 5µg κάθε GST-πεπτιδίου, 
σε διάλυµα αλληλεπίδρασης συνολικού όγκου 300µl. Για κάθε in vitro δοκιµή αλληλεπίδρασης ηλεκτροφορήθηκε το 50% τoυ 
δεσµευµένου (∆) µορίου Neurl(5-390)-S35 ή Neurl(391-574)-S35 και το 10% του υπερκείµενου διαλύµατος (Ε= ελεύθερα µόρια 
Neurl(5-390)-S35 ή Neurl(391-574)-S35) σε πήκτωµα SDS-πολυακρυλαµίδης 15%. Ακολούθησε ενίσχυση του σήµατος µε σαλικιλικό 
νάτριο και αυτοραδιογραφία για 12 ώρες στους -80οC. Tα διαγράµµατα παριστάνουν τα ποσοστά των δεσµευµένων µορίων Neurl(5-
390)-S35 και Neurl(391-574)-S35 για κάθε πείραµα.   
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Η διαφορά αυτή πιθανόν οφείλεται στη διαφορετική φύση των δύο µεθόδων και ίσως να αντανακλά τη 

σχετικά χαµηλή συγγένεια σύνδεσης αυτής της πρωτεΐνης µε το Neurl, όπως διαπιστώθηκε και από το πεί-

ραµα ‘GST-pulldown’ µε ολόκληρο το Neurl cDNA.   
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Εικ. 54 Χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων στην πρωτεΐνη Neurl. Αποτελέσµατα αλληλεπίδρασης των GST-συντηγµένων 
πεπτιδίων Ubc9, Dlc-1, Lek1 και Νuma1 µε το πλήρες µήκους Neurl ή τα ελλειµµατικά µόρια Neurl(5-390) και Neurl(391-574), που 
εκφράστηκαν in vitro. Mε (+) και (-) συµβολίζεται η εµφάνιση ή η απουσία αλληλεπίδρασης, αντίστοιχα. H κλωνοποίηση των 
ελλειµµατικών µορίων Neurl περιγράφεται στο Κεφάλαιο ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’. 
 

 

 

5. ∆ιερεύνηση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων του Neurl µε    
    οπτική µικροσκοπία 
 

  Μια καλή ένδειξη αλληλεπίδρασης δύο ενδοκυττάριων πρωτεϊνών είναι να παρουσιάζουν επικά-

λυψη στο κυτταρικό/ιστικό πρότυπο έκφρασης. Μετά τον προσδιορισµό των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν 

µε τo Neurl στο σύστηµα δύο υβριδίων του σακχαροµύκητα και την επιβεβαίωση αυτών των αλληλεπιδρά-

σεων in vitro, ακολούθησαν πειράµατα συγκριτικής µελέτης του υποκυτταρικού εντοπισµού τους, καθώς και 

συγκριτικής ανάλυσης του προτύπου έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων. Από την τελευταία µελέτη διαπι-

στώθηκε σηµαντική επικάλυψη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων Ubc9, Numa1, Dlc-1 και Lek1 µε αυ-

τήν του Neurl κατά την ανάπτυξη του ποντικού (Μπαζοπούλου Μ∆, ∆ιπλωµατική Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 

2002, βλ. και Συζήτηση). Εδώ µελετάται ο υποκυτταρικός συνεντοπισµός της πρωτεΐνης Neurl µε τις αλλη-

λεπιδρούσες πρωτεΐνες Ubc9, Numa1 και Dlc-1 σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών και σε σπερµατοζωάρια 

ενήλικου ποντικού. Eπιπλέον, µετά την πρόσφατη διαπίστωση των Ling et al (2004) ότι η πρωτεΐνη Dnmt3a 

(το ‘θήραµα’ #41 του Νeurl) αλληλεπιδρά µε τη Ubc9 και τροποποιείται από SUMO-1, διερευνήσαµε το συ-

νεντοπισµό του Neurl και µε αυτή την πρωτεΐνη στα κύτταρα θηλαστικών.  

 

 Για την ανίχνευση του ενδογενούς Neurl χρησιµοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωµα a-Neurl 

(Εικ.56). Για την ανίχνευση των υπόλοιπων ενδογενών πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν τα αντίστοιχα µονο-

κλωνικά αντισώµατα και ακολούθησε ανοσοφθορισµός και παρατήρηση σε συνεστιακό ή σε οπτικό µικρο-

σκόπιο φθορισµού (‘Υλικά και Μέθοδοι’). Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν σε κυτταρικές σειρές 
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θηλαστικών (COS7, CV1, HeLa, Caco2). Η ανίχνευση της ενδογενούς πρωτεΐνης Numa1 ήταν δυνατή σε µία 

µόνο από τις κυτταρικές σειρές που δοκιµάστηκαν, γεγονός που πιθανόν σχετίζεται µε τη σταδιακή απώλεια 

της συγκεκριµένης πρωτεΐνης στις κυτταρικές σειρές µετά από συγκεκριµένο αριθµό διαιρέσεων ή συνεχιζό-

µενη καλλιέργεια [Τaimen et al, 2000]. Παρατηρώντας τον εντοπισµό του Neurl σε διάφορες φάσεις της 

κυτταρικής διαίρεσης διαπιστώσαµε συνεντοπισµό µε τους µικροσωληνίσκους, µε την υποµονάδα της κυτ-

ταροπλασµατικής δυνεΐνης Dlc-1 και µε τη Numa1. Τέλος, στα πειράµατα που ακολουθούν ανιχνεύονται και 

τα ανασυνδυασµένα µόρια GFP-Neurl(5-574), Xpress-Ubc9, GFP-SUMO-1 και Flag-Dnmt3a. Ως µοριακοί δεί-

κτες για ακριβέστερη περιγραφή του υποκυτταρικού εντοπισµού των υπό µελέτη πρωτεϊνών χρησιµοποιή-

θηκαν τα αντίσωµατα a-Lamin A/C και a-β-tubulin, που ανιχνεύουν τις λαµίνες A και C (πρωτεΐνες του εσω-

τερικού πυρηνικού φακέλου) και την β-tubulin (συστατικό των µικροσωληνίσκων), αντίστοιχα. 

 

GFP-Neurl a-Neurl merge

 

Εικ.56 Έλεγχος ειδικότητας του a-Neurl σε κύτταρα θηλαστικών. Κύτταρα COS7 που εκφράζουν παροδικά την 
ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl (πράσινο) επωάστηκαν µε το a-Neurl και ανιχνεύθηκαν µε ανοσοφθορισµό (κόκκινο). Από τον 
αναµενόµενο συνεντοπισµό (κίτρινο) ενδογενούς και ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης προκύπτει ότι το πολυκλωνικό αντίσωµα a-Neurl 
αναγνωρίζει ειδικά την πρωτεΐνη Νeurl. [E. Κουτέλου, ∆ιπλωµατική Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 1999]  
 

  α. Εντοπισµός του Neurl σε διάφορες φάσεις της κυτταρικής διαίρεσης  

  Από προηγούµενα πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού της πρωτεΐνης Neurl σε κύτταρα 

θηλαστικών, µε υπερέκφραση χιµαιρικών πολυπεπτιδίων Neurl [Pavlopoulos, Kokkinaki et al, 2002] καθώς 

και ανοσοανίχνευση του ενδογενούς Neurl [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα], διαπιστώθηκε ο 

εντοπισµός της πρωτεΐνης σε στικτές δοµές, διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα, οι οποίες πολλές φορές 

σχηµάτιζαν ένα δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα, ενώ σε σηµαντικό ποσοστό των κυττάρων παρατηρήθηκε 

και πυρηνικός εντοπισµός της πρωτεΐνης. Τα κύτταρα που παρουσιάζουν το παραπάνω πρότυπο έχουν 

πυρήνες µε οργανωµένη πυρηνική µεµβράνη και βρίσκονται σε φάσεις S ή G1, όπως διαπιστώνεται µε 

ταυτόχρονη χρώση του DNA µε DAPI. 

  

  Επειδή σηµαντικό ποσοστό των πρωτεϊνών–‘θηραµάτων’ του Neurl συµµετέχουν στη διαδικασία 

της κυτταρικής διαίρεσης και ιδιαίτερα στον σχηµατισµό της µιτωτικής ατράκτου (Νuma1, Dlc-1) ή έχουν 

ρόλους που σχετίζονται µε την κυτταρική διαίρεση (Lek1) [Goodwin et al, 1999/Ashe et al, 2004], µελετή-

σαµε τον εντοπισµό της πρωτεΐνης Neurl στις διάφορες φάσεις της κυτταρικής διαίρεσης, χρησιµοποιώντας 

την β-tubulin ως µοριακό δείκτη. Ανιχνεύοντας ταυτόχρονα τις δύο πρωτεΐνες, διαπιστώνουµε 

συνεντοπισµό κατά την διαίρεση των κυττάρων. Ο συνεντοπισµός είναι µεγαλύτερος στα σηµεία που 
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Εικ.57 Υποκυτταρικός εντοπισµός του Neurl συγκριτικά µε το δίκτυο των µικροσωληνίσκων (β tubulin) σε διάφορα 
στάδια της µίτωσης κυττάρων θηλαστικών. Σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών (COS7, CV1, Caco2) ανοσοανιχνεύθηκαν ταυτό-
χρονα οι πρωτεΐνες Neurl (κόκκινο) και β-tubulin (πράσινο) και παρατηρήθηκε συνεντοπισµός (κίτρινο, βέλη) κατά την πρώιµη (Α, Β) 
και όψιµη (Γ) µετάφαση, την ανάφαση (∆) και στα αρχικά στάδια της τελόφασης (Ε). Οπτικές τοµές των κυττάρων παρατηρήθηκαν σε 
συνεστιακό µικροσκόπιο (Α,Β,∆,Ε). Η εικόνα Γ προέκυψε από οπτικό µικροσκόπιο φθορισµού, µε ταυτόχρονη παρατήρηση της χρώσης 
DAPI του DNA. 
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Εικ.58 Συνεντοπισµός Νeurl και Dlc-1 σε διαιρούµενα κύτταρα κατά τη µετάφαση (1) και τελόφαση (2). Οπτικές τοµές 
κυττάρών COS7, µετά από ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl (Α), β-tubulin (Β) και Dlc-1 (Γ). (1): Στη 
µετάφαση τo Νeurl συνεντοπίζεται µε την Dlc-1 κυρίως στην περιφέρεια της µιτωτικής ατράκτου (βλ. ιώδες στα ΑΓ και ΑΒΓ, βέλη). Σε 
µεγαλύτερη µεγέθυνση (πλαίσιο) φαίνεται το µικρό ποσοστό µορίων Neurl που συνεντοπίζεται µε τη β-tubulin (γαλάζιο, ΑΒ) και µε τη 
Dlc-1 (ιώδες, ΑΓ) στους πόλους της µιτωτικής ατράκτου. (2): Κατά την τελόφαση, τo Νeurl συνεντοπίζεται µε την Dlc-1 κυρίως στην 
περιφέρεια των νεοσχηµατιζόµενων πυρήνων (βλ. ιώδες στα ΑΓ και ΑΒΓ, βέλη). Η Dlc-1 συνεντοπίζεται µε την β-tubulin κατά µήκος 
των µικροσωληνίσκων της ατράκτου (κίτρινο, ΒΓ), ενώ δεν παρατηρείται σηµαντικός συνεντοπισµός του Neurl µε την β-tubulin. 
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αρχίζουν να σχηµατίζονται οι ‘πολικοί αστέρες’ των µικροσωληνίσκων και κοντά στους πόλους της ατράκτου 

στη µετάφαση και ανάφαση. Αντίθετα, κατά την τελόφαση δεν παρατηρήθηκε σηµαντικός συνεντοπισµός 

της πρωτεΐνης Neurl µε την β-tubulin (Εικ.57). Τέλος, οι δύο πρωτεΐνες εντοπίζονται µαζί µε την Dlc-1 στην 

περιοχή του κεντροσώµατος (Εικ.58), όπου διαπιστώθηκε και η παρουσία της Numa-1 (βλ. παρακάτω). 

 

 β. Πυρηνικός εντοπισµός της πρωτεΐνης Neurl 

 Αρκετές από τις πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ του Neurl εντοπίζονται και στον πυρήνα ή είναι αποκλει-

στικά πυρηνικές. Συγκεκριµένα, η Νuma1 βρίσκεται στον πυρήνα ταχέως πολλαπλασιαζόµενων κυττάρων 

και στους πόλους της µιτωτικής ατράκτου κατά την κυτταρική διαίρεση [Taimen et al, 2000/Yang CH et al, 

1992], η Lek1 έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Rb στον πυρήνα κυττάρων θηλαστικών ρυθµί-

ζοντας την είσοδό τους στη φάση της µίτωσης [Ashe et al, 2004], η Ubc9 (SUMO conjugating enzyme) έχει 

εντοπιστεί στο εσωτερικό του πυρήνα και αλληλεπιδρά µε συστατικά του πυρηνικού φακέλου [Mingot et al, 

2001/ Zhang et al, 2002], η Dnmt3a (de novo DNA methyl transferase 3a) εντοπίζεται στην ετεροχρωµα-

τίνη [Bachman et al, 2001], αλληλεπιδρά µε απακετυλάσες ιστονών [Margot et al, 2001/Fuks et al, 2001] 

και προκαλεί µεταγραφική καταστολή, ενώ η Dlc-1 (υποµονάδα της κυτταροπλασµατικής και αξονηµικής 

δυνεΐνης και της µυοσίνης V) εντοπίζεται στον πυρήνα αλλά και στο κυτταρόπλασµα [Crepieux et al, 1997]. 

Όπως, λοιπόν, προκύπτει από το πρότυπο υποκυτταρικού εντοπισµού των πρωτεϊνών-‘θηραµάτων’ του 

Neurl, η αλληλεπίδραση των περισσότερων από αυτές (Νuma1, Lek1, Ubc9, Dnmt3a) µε την πρωτεΐνη 

Neurl πρέπει είτε να συµβαίνει κατά την κυτταρική διαίρεση, είτε σε αυτήν να συµµετέχει ένα ποσοστό της 

πρωτεΐνης Neurl που εντοπίζεται στο εσωτερικό του πυρήνα. Τέλος, δεν µπορεί να αποκλειστεί και το ενδε-

χόµενο αλληλεπίδρασης του Neurl µε αυτές τις πρωτεΐνες στις περιοχές των πυρηνικών πόρων, εφόσον 

τουλάχιστον για την Ubc9 είναι γνωστός ο εντοπισµός της στους πυρηνικούς πόρους και η µετακίνησή της 

από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα µέσω της importin 13 [Mingot JM et al, 2001], ενώ σύµφωνα µε προ-

ηγούµενες παρατηρήσεις µας το Neurl σχηµατίζει έναν δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα, λιγότερο ή περισ-

σότερο συµπαγή [Pavlopoulos et al, 2002]. Για να διερευνήσουµε τον ενδεχόµενο εντοπισµό του Neurl 

στον πυρήνα κυττάρων θηλαστικών µε µεθόδους ανοσοεντοπισµού, χρησιµοποιήσαµε ως µοριακούς δείκτες 

τις λαµίνες A και C, πρωτεΐνες του εσωτερικού πυρηνικού φακέλου. Στο µεγαλύτερο ποσοστό των µεσοφα-

σικών κυττάρων που παρατηρήθηκαν, ο δακτύλιος που σχηµάτιζε το Neurl γύρω από τον πυρήνα παρουσί-

αζε σε πολλά σηµεία επικάλυψη µε τον εσωτερικό πυρηνικό φάκελο, ενώ διαπιστώθηκε και χρώση του a-

Νeurl στο εσωτερικό του πυρήνα, η οποία ήταν περισσότερο έντονη σε µικρό ποσοστό των κυττάρων 

(Εικ.59), ενδείξεις που υποδηλώνουν παρουσία µέρους της πρωτεΐνης Νeurl στον πυρήνα και µπορούν να 

δικαιολογήσουν τις αλληλεπιδράσεις της µε τα συγκεκριµένα ‘θηράµατα’. Σηµειώνεται ότι οι παραπάνω πα-

ρατηρήσεις υποστηρίζονται και από βιοχηµικά πειράµατα κυτταρικής κλασµάτωσης, στα οποία σηµαντικό 

µέρος του Neurl εντοπίζεται στο πυρηνικό κλάσµα κυττάρων COS7 [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέ-

σµατα], καθώς και από τα πειράµατα των Timmusk et al (2002), στα οποία η χρήση λεπτοµυκίνης Β (ανα-

στολέας εξόδου από τον πυρήνα µέσω του συστήµατος CRM1/exportin1) οδήγησε στον σχεδόν αποκλει-

στικά πυρηνικό εντοπισµό της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης Neurl στα κύτταρα Neuro2a. 
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Εικ.59 Υποκυτταρικός εντοπισµός του Neurl συγκριτικά µε τις πρωτεΐνες του πυρηνικού φακέλου Lamin A/C. Οπτικές 
τοµές κυττάρων COS7, ύστερα από ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl (κόκκινο) και Lamin A/C (πράσινο). 
Σε µη διαιρούµενα κύτταρα (Α), το Νeurl εµφανίζει επικάλυψη µε τον εσωτερικό πυρηνικό φάκελο, στην περιφέρεια του πυρήνα. 
Αντίθετα, στους νέους πυρήνες που σχηµατίζονται κατά την τελόφαση (Γ), δεν υπάρχει σηµαντική επικάλυψη του Neurl µε τον 
πυρηνικό φάκελο. Σε πλαίσιο φαίνονται ενδεικτικές περιοχές σε µεγέθυνση. Τα βέλη υποδεικνύουν πιθανά σηµεία συνεντοπισµού Neurl 
και Lamin A/C (κίτρινο).   
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 γ. Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Νeurl και Ubc9  

 Για την πρωτεΐνη Ubc9 είναι γνωστό ότι συσσωρεύεται στον πυρήνα κυττάρων θηλαστικών, στον 

οποίο εισέρχεται µέσω του µεταφορέα Importin 13, µε µηχανισµό που ελέγχεται από την υδρόλυση του 

RanGTP [Mingot et al, 2001]. Επιπλέον, η Ubc9 ανιχνεύεται σε µικρότερο βαθµό σε στικτές δοµές στο κυτ-

ταρόπλασµα και στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα. Ως βασικό συστατικό του µηχανισµού SUMOλίωσης, η 

Ubc9 αλληλεπιδρά µε συστατικά των κυτταροπλασµατικών και πυρηνοπλασµατικών ινιδίων των πυρηνικών 

πόρων [Zhang et al, 2002]. To πρότυπο αυτό συµφωνεί µε αυτό που παρατηρούµε στα πειράµατα χρώσης 

κυττάρων COS7 µε τα αντισώµατα a-Ubc9 και a-Lamin A/C (Eικ.60Ε). Η Ubc9 συσσωρεύεται κυρίως στον 

πυρήνα, σχηµατίζοντας στικτές δοµές. ∆ιαπιστώνεται σηµαντική επικάλυψη µε τον πυρηνικό φάκελο. 

Μικρότερο ποσό της πρωτεΐνης Ubc9 ανιχνεύεται σε στικτές δοµές στο κυτταρόπλασµα (Εικ.60Ε). Ίδιο πρό-

τυπο εντοπισµού παρατηρήθηκε και σε πειράµατα ανοσοφθορισµού µε το αντίσωµα a-Xpress σε κύτταρα 

που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε την πλασµιδιακή κατασκευή 42(Ubc9)/pCDNA3.1HisA (Eικ.60Γ,∆). O 

υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης Ubc9 µελετήθηκε συγκριτικά µε αυτόν του Neurl (Εικ.60Α-∆). 

Ανιχνεύθηκαν είτε τα ενδογενή µόρια Neurl και Ubc9, είτε οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες GFP-Neurl(5-574) 

και Χpress-Ubc9. Και στις δύο περιπτώσεις παρατηρήθηκε συνεντοπισµός σε διακριτά σηµεία της περιπυρη-

νικής περιοχής ή και του εσωτερικού του πυρήνα. 

 

 δ. Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Νeurl και Dlc-1  

 Η πρωτεΐνη Dlc-1 είναι υποµονάδα των πρωτεϊνικών συµπλόκων της κυτταροπλασµατικής και 

αξονηµικής δυνεΐνης και της µυοσίνης V, τα οποία αλληλεπιδρούν µε τα ινίδια των µικροσωληνίσκων και της 

ακτίνης, αντίστοιχα. Κατά συνέπεια, το µονοκλωνικό αντίσωµα a-Dlc-1 ανιχνεύει την πρωτεΐνη Dlc-1 παντού 

στο κύτταρο, µε εντονότερη χρώση στο εσωτερικό του πυρήνα και στην περιπυρηνική περιοχή και ασθενέ-

στερη στην περιφέρεια του κυττάρου. Επιπλέον, διαπιστώθηκε η παρουσία της Dlc-1 στην περιοχή του κε-

ντροσώµατος, στη µιτωτική άτρακτο και ιδιαίτερα στην περιοχή των πόλων της ατράκτου κατά την κυττα-

ρική διαίρεση, σε συµφωνία και µε προηγούµενες παρατηρήσεις [Alonso et al, 2001/ Merdes et al, 2000/ 

Gaetz & Kapoor, 2004]. Τέλος, όπως έχει αναφερθεί από βιοχηµικά πειράµατα και παρατηρήσεις ηλεκτρονι-

κής µικροσκοπίας σε µαστιγοφόρους µονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισµούς του γένους Chlamydo-

monas [Yang et al, 2001], διαπιστώσαµε εντοπισµό της Dlc-1 στο αξόνηµα των µαστιγίων σπερµατοζωα-

ρίων ενήλικου ποντικού. 

  

 Στα πειράµατα που παρουσιάζονται παρακάτω, ανιχνεύονται οι ενδογενείς πρωτεΐνες Dlc-1 και 

Neurl σε κύτταρα COS7 και σε σπερµατοζωάρια. ∆ιαπιστώνουµε σηµαντική επικάλυψη των δύο πρωτεϊνών 

στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων COS7 και κυρίως στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα, όπου εντοπίζεται 

το µεγαλύτερο ποσοστό του Neurl (Eικ.61). Eπιπλέον, συνεντοπισµός των δύο πρωτεϊνών παρατηρήθηκε 

και στην περιοχή του κεντροσώµατος, όπως φαίνεται από τα πειράµατα τριπλής χρώσης κυττάρων COS7 µε 

τα αντισώµατα a-Neurl, a-Dlc-1 και a-β-tubulin (Εικ.62). Ο ταυτόχρονος συνεντοπισµός του Νeurl µε την 

Dlc-1 και τους µικροσωληνίσκους (β-tubulin) διατηρείται πιο περιορισµένος µέχρι και το στάδιο της µετά-

φασης, όπου µικρό ποσοστό Neurl εντοπίζεται στην περιοχή των µικροσωληνίσκων της ατράκτου (Εικ.58), 
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Eικ.60 Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Neurl και Ubc9 σε κύτταρα θηλαστικών. (A-E): Οπτικές τοµές κυττάρων 
COS7. (Α,Β): Ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl (κόκκινο) και Ubc9 (πράσινο). Στο κύτταρο Α, το 
ποσοστό του Neurl στο εσωτερικό του πυρήνα είναι µικρότερο και ο συνεντοπισµός µε Ubc9 είναι περιορισµένος σε σηµεία της 
περιφέρειας ή του εσωτερικού του πυρήνα (βέλη). Αντίθετα, το κύτταρο Β έχει µεγαλύτερο ποσοστό πυρηνικού Neurl, µε απο-
τέλεσµα αυξηµένο συνεντοπισµό µε την πρωτεΐνη Ubc9. Tα όρια του πυρήνα στο κύτταρο Β φαίνονται µε ταυτόχρονη χρώση 
µε το αντίσωµα a-Lamin A/C. (Γ,∆): Ταυτόχρονη παροδική διαµόλυνση µε τις πλασµιδιακές κατασκευές Neurl/pEGFPC1 και 
42(Ubc9)/pCDNA3.1HisA και ανίχνευση των παραγόµενων πρωτεϊνών GFP-Neurl (πράσινο) και Xpress-Ubc9 (κόκκινο). Όπως 
και µε τα ενδογενή µόρια (Α,Β), παρατηρούνται περιοχές συνεντοπισµού των ανασυνδυασµένων µορίων στην περιφέρεια και 
στο εσωτερικό του πυρήνα. Το κύτταρο 1 της εικόνας Γ εκφράζει χαµηλά επίπεδα GFP-Neurl, όµως εµφανίζει συνεντοπισµό 
των δύο πρωτεϊνών στην περιφέρεια του πυρήνα. Σε πλαίσιο φαίνονται χαρακτηριστικές περιοχές σε µεγέθυνση. (E): Πυρηνι-
κός εντοπισµός της πρωτεΐνης Ubc9. Οπτική τοµή κυττάρου COS7, ύστερα από ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση της ενδογενούς 
πρωτεΐνης Ubc9 (κόκκινο) και των πρωτεϊνών του εσωτερικού πυρηνικού φακέλου Lamin A/C. H Ubc9 εντοπίζεται κυρίως στο 
εσωτερικό του πυρήνα και σε µικρότερο ποσοστό στην περιφέρειά του, σχηµατίζοντας στικτές δοµές. Επιπλέον, σε αρκετά ση-
µεία παρατηρείται συνεντοπισµός µε τον πυρηνικό φάκελο (βέλη). 
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Eικ.61 Συνεντοπισµός Neurl και Dlc-1 σε κύτταρα θηλαστικών. (Α-Γ): Οπτικές τοµές κυττάρων COS7, ύστερα από ταυτόχρονη 
ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Dlc-1 (κόκκινο) και Neurl (πράσινο). Στην επικάλυψη των δύο τοµών (merge) φαίνεται 
σηµαντικός συνεντοπισµός (κίτρινο), στο κυτταρόπλασµα και κυρίως γύρω από τον πυρήνα.  
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Εικ.62 Συνεντοπισµός Νeurl, Dlc-1, β-tubulin σε κύτταρα θηλαστικών. Οπτική τοµή κυττάρων COS7 µετά από ταυτόχρονη 
ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl (Α), β-tubulin (Β) και Dlc-1 (Γ).  ΑΒ, ΑΓ και ΒΓ είναι επικαλύψεις ανά δύο των αντί-
στοιχων χρώσεων και ΑΒΓ είναι επικάλυψη και των τριών χρώσεων. To Νeurl συνεντοπίζεται µε την Dlc-1 στο µεγαλύτερο µέρος του 
κυτταροπλάσµατος (ιώδες, ΑΓ) και µε την β-tubulin (γαλάζιο, ΑΒ). Και οι τρεις πρωτεΐνες εµφανίζουν έντονη χρώση στην περιφέρεια 
των πυρήνων (βέλη) και συνεντοπίζονται στο κεντρόσωµα (ΚΣ) των κυττάρων (λευκό, ΑΒΓ). 
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ενώ στην τελόφαση το Neurl εντοπίζεται στην περιφέρεια των νεοσχηµατιζόµενων πυρήνων, παρουσιάζο-

ντας επικάλυψη µε την Dlc-1 (Εικ.58). Τέλος, παρατηρήσαµε σηµαντική επικάλυψη των πρωτεϊνών Neurl 

και Dlc-1 στο αξόνηµα σπερµατοζωαρίων ποντικού (Εικ.63), γεγονός που υποδηλώνει αλληλεπίδραση του 

Neurl, εκτός της κυτταροπλασµατικής, και µε τη αξονηµική δυνεΐνη και ενδεχοµένως συσχετίζεται µε την 

ανώµαλη δοµή αξονήµατος των σπερµατοζωαρίων των Neurl -/- ποντικών [Vollrath et al, 2001, βλ. Εισα-

γωγή]. 

 

 ε. Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Neurl και Numa1 

 Για τον υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Numa1 (Nuclear mitotic protein) των θηλαστικών 

είναι γνωστό ότι εξαρτάται από τη φάση της κυτταρικής διαίρεσης [Compton & Cleveland, 1993/ Merdes et 

al, 1996,2000/ Blagden & Glover, 2003]. Επιπλέον, παρά τον σηµαντικό της ρόλο στην κυτταρική διαίρεση, 

η Numa1 απουσιάζει από αρκετούς κυτταρικούς τύπους των θηλαστικών και από κυτταρικές σειρές. Ειδικά 

στις κυτταρικές σειρές, έχει αναφερθεί απώλεια της Numa1 σε µεγάλο ποσοστό των κυττάρων µετά από 

συνεχιζόµενη καλλιέργεια [Taimen et al, 2000]. Για αυτό το λόγο ήταν δυνατή η ανίχνευση της ενδογενούς 

Numa1 σε µικρό ποσοστό κυττάρων HeLa, ενώ η πρωτεΐνη δεν ήταν δυνατόν να  ανιχνευθεί σε κύτταρα 

COS7. Συγκεκριµένα, ισχυρό σήµα του µονοκλωνικού αντισώµατος a-Numa1 παρατηρήθηκε στο 2% των 

κυττάρων που παρατηρήθηκαν. Παρατηρώντας ταυτόχρονα τη χρώση του DNA (DAPI) διαπιστώθηκε ότι τα 

κύτταρα που έφεραν ανιχνεύσιµη ποσότητα Numa1 ήταν κατά κανόνα σε µίτωση, αντιπροσωπεύοντας το 

70% των συνολικών µιτώσεων. Στο 50% των θετικών για Numa1 µιτωτικών κυττάρων αυτή εντοπίζονταν 

σε δύο διακριτά σηµεία, συµµετρικά και κάθετα ως προς το ισηµερινό επίπεδο, σε συµφωνία µε τον γνωστό 

εντοπισµό της στους πόλους της µιτωτικής ατράκτου. Το 43% των θετικών για Numa1 µιτωτικών κυττάρων 

βρίσκονταν σε πρόφαση, µε εµφανώς συµπυκνωµένη χρωµατίνη. Αυτά έφεραν ισχυρό σήµα της Numa1 σε 

ένα σηµείο, πλευρικό του πυρήνα, σε συµφωνία µε προηγούµενες παρατηρήσεις εντοπισµού της Numa1 

στο κεντρόσωµα. Τέλος, µικρότερο ποσοστό µιτωτικών κυττάρων (7% των θετικών για Numa1) παρατη-

ρήθηκαν κατά την τελόφαση. Σε αυτά ανιχνεύθηκε η Numa1 στην περιφέρεια των σχηµατιζόµενων πυρή-

νων. Σε µικρό ποσοστό µεσοφασικών κυττάρων παρατηρήθηκε πολύ ασθενής και διάχυτη χρώση στον πυ-

ρήνα, υποδηλώνοντας την παρουσία µικρής ποσότητας Numa1 και σε αυτή τη φάση. Η ενίσχυση του σή-

µατος κατά τη µίτωση πιθανόν οφείλεται στη συγκέντρωση της πρωτεΐνης στο κεντρόσωµα ή στους πόλους 

της µιτωτικής ατράκτου ή σχετίζεται µε την προσβασιµότητα του συγκεκριµένου επιτόπου σε διαφορετικές 

φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Ανιχνεύοντας ταυτόχρονα και την πρωτεΐνη Neurl, διαπιστώσαµε ότι ένα 

σηµαντικό µέρος της συνεντοπίζεται µε τη Numa1 στο κεντρόσωµα κατά την πρόφαση (Εικ.64Α), επιβε-

βαιώνοντας και τον συνεντοπισµό του µε τις Dlc-1 και β-tubulin στην ίδια φάση. Επιπλέον, συνεντοπισµός 

Neurl και Numa1 παρατηρήθηκε και στην περιφέρεια των νέων πυρήνων κατά την τελόφαση (Εικ.64Β). 

Αντίθετα, κατά τη µετάφαση ο συνεντοπισµός Νeurl και Νuma1 ήταν πιο περιορισµένος και εντοπίστηκε 

στους πόλους του 60% των µεταφάσεων στις οποίες ανιχνεύθηκε η Numa1 (Eικ.64Γ).  
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Eικ.63 Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Νeurl και Dlc-1 στο αξόνηµα. Οι πρωτεΐνες Neurl (κόκκινο) και Dlc-1 (πράσινο) 
ανοσοανιχνεύθηκαν σε σπερµατοζωάρια ποντικού. Το Neurl εντοπίζεται κατά µήκος του σπερµατοζωαρίου, µε εντονότερη χρώση στο 
κεντρικό τµήµα του µαστιγίου, ενώ η Dlc-1 εµφανίζει πολύ πιο έντονη χρώση στο κεντρικό τµήµα του µαστιγίου σε σχέση µε το 
υπόλοιπο σπερµατοζωάριο. Τα σπερµατοζωάρια παρατηρήθηκαν σε οπτικό µικροσκόπιο φθορισµού. Ο συνεντοπισµός των δύο 
πρωτεϊνών στην περιοχή του αξονήµατος φαίνεται µε κίτρινο (merge). 
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Εικ.64 Συνεντοπισµός Neurl και 
Numa1 σε κύτταρα θηλαστικών.(Α-
Γ): Οπτικές τοµές κυττάρων COS7, µετά 
από ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση των 
ενδογενών πρωτεϊνών Νeurl (κόκκινο) και 
Numa1 (πράσινο). Στην επικάλυψη των 
δύο τοµών (merge) φαίνεται σηµαντικός 
συνεντοπισµός (κίτρινο), στο κεντρό-
σωµα (Α) και κατά τον σχηµατισµό πυρή-
νων στην τελόφαση (Β). Πιο περιορισµέ-
νος είναι ο συνεντοπισµός στους πόλους 
της µιτωτικής ατράκτου (Γ). 



Αποτελέσµατα 

 145

   στ. Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Neurl και Dnmt3a 

 H πρωτεΐνη Dnmt3a πρόσφατα βρέθηκε να αλληλεπιδρά µε την Ubc9 και να τροποποιείται από 

SUMO-1 [Ling et al, 2004], γεγονός που την καθιστά ενδιαφέρον ‘θήραµα’ του Neurl, δικαιολογώντας το 

µοντέλο σύµφωνα µε το οποίο το Neurl λειτουργεί ως ‘adaptor’ διευκολύνοντας τροποποιήσεις πρωτεϊνικών 

υποστρωµάτων, από SUMO ή ουβικουϊτίνη (βλ. Συζήτηση). Ο υποκυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης 

Dnmt3a µελετήθηκε ανιχνεύοντας την πλήρους µήκους ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη Flag-Dnmt3a σε κύτ-

ταρα που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε την πλασµιδιακή κατασκευή Flag-Dnmt3a(1-908) (προσφορά από 

τον Κ. D. Robertson, Univ. of Florida). Η Flag-Dnmt3a βρέθηκε κυρίως στο εσωτερικό του πυρήνα και σε 

µικρότερο ποσοστό στην περιπυρηνική περιοχή, σύµφωνα και µε τις παρατηρήσεις των Ling et al (2004). Ο 

συνεντοπισµός της Flag-Dnmt3a µε την ενδογενή πρωτεϊνη Neurl ή την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-

Neurl(5-574) διαπιστώθηκε κυρίως στην περιφέρεια του πυρήνα (Εικ.65). Επιπλέον, διαπιστώθηκε συνεντο-

πισµός της Flag-Dnmt3a µε την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-SUMO-1 στο εσωτερικό του πυρήνα, γεγο-

νός που πρέπει να σχετίζεται µε την τροποποίηση της Dnmt3a από SUMO-1 (Εικ.66). 

 

 ζ. Συνεντοπισµός Neurl και SUMO-1 

 Η πρωτεΐνη Ubc9, η οποία συγκαταλέγεται µεταξύ των ‘θηραµάτων’ του Neurl που ταυτοποιήθη-

καν σε αυτή την εργασία, είναι το µοναδικό γνωστό συζευκτικό ένζυµο (Ε2) της διαδικασίας οµοιοπολικής 

πρόσδεσης µορίων SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) σε πρωτεϊνικά υποστρώµατα (βλ. Συζήτηση). Κατά 

κανόνα, οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την Ubc9 είναι είτε ένζυµα που καταλύουν ή διευκολύνουν τη 

διαδικασία της SUMOλίωσης, είτε υποστρώµατα που SUMOλιώνονται [Johnson, 2004]. Eπιπλέον, από τα 

τρία µόρια SUMO (SUMO-1, SUMO-2 και SUMO-3) που συναντώνται στα κύτταρα των σπονδυλωτών, το 

SUMO-1 (11KD) είναι αυτό που κυρίως εµφανίζεται συζευγµένο µε υποστρώµατα (βλ. Συζήτηση). Για τους 

παραπάνω λόγους, διερευνήσαµε τον συνεντοπισµό της πρωτεΐνης Neurl µε το SUMO-1 των κυττάρων 

COS7. Aπό την ανοσοανίχνευση των ενδογενών µορίων Neurl και SUMO-1, εντοπίστηκαν διακριτά σηµεία 

συνεντοπισµού στο εσωτερικό και στην περιφέρεια του πυρήνα, τα οποία ήταν περισσότερα στα κύτταρα 

µε µεγαλύτερο ποσοστό πυρηνικού Neurl (Εικ.67). Ο συνεντοπισµός των πρωτεϊνών SUMO-1 και Νeurl επι-

βεβαιώθηκε και µε εγκάρσιες οπτικές τοµές των κυττάρων (Εικ. 67Β’). Τέλος, σηµειώνεται ότι επειδή το πο-

σοστό του ελεύθερου SUMO-1 είναι εξαιρετικά χαµηλό [Su & Li, 2002], η χρώση του αντισώµατος a-SUMO-

1 που παρατηρούµε, προέρχεται κατά κύριο λόγο από πρωτεϊνικά υποστρώµατα που έχουν SUMOλιωθεί. 

Κατά συνέπεια, το Νeurl συνεντοπίζεται µε ορισµένα από αυτά τα υποστρώµατα. 

 

 Tα πειράµατα ανοσοανίχνευσης που περιγράψαµε, αποτελούν σηµαντικό προκαταρκτικό βήµα 

στην πορεία κατανόησης της βιολογικής λειτουργίας της πρωτεΐνης Neurl. Χρησιµοποιώντας ως µοριακούς 

δείκτες τις πρωτεΐνες Lamin A/C και β-tubulin, οριοθετήσαµε υποκυτταρικά τις θέσεις εντοπισµού του Neurl 

στα κύτταρα θηλαστικών (διαιρούµενα και µη). Σηµαντικό εύρηµα είναι ο πυρηνικός εντοπισµός της πρω-

τεΐνης Neurl, που παρατηρήθηκε σε µικρό ποσοστό των κυττάρων και, σε συνδυασµό µε επιπρόσθετες εν-

δείξεις άλλων πειραµάτων [Timmusk et al, 2002 και Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα], ενδεχοµέ-

νως υποδηλώνει πυρηνο-κυτταροπλασµατική διακίνηση του Neurl. O εντοπισµός ενός ποσοστού των µο-
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Εικ.65 Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Neurl και Dnmt3a στα κύτταρα θηλαστικών. (Α): Οπτική τοµή κυττάρου COS7, 
ύστερα από ταυτόχρονη παροδική διαµόλυνση µε τις πλασµιδιακές κατασκευές που κωδικοποιούν τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες 
GFP-Neurl και Flag-Dnmt3a. Παρατηρείται συνεντοπισµός σε διακριτά σηµεία της περιπυρηνικής περιοχής και στο εσωτερικό του πυ-
ρήνα (merge, βέλη). (Β,Γ): Οπτικές τοµές κυττάρων COS7, στα οποία µετά την παροδική διαµόλυνση µε το πλασµίδιο που κωδικοποιεί 
την Flag-Dnmt3a, πραγµατοποιήθηκε ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση της Flag-Dnmt3a (πράσινο) και της ενδογενούς πρωτεΐνης Neurl 
(κόκκινο). Και το ενδογενές Neurl εµφανίζει σηµεία επικάλυψης (κίτρινο) µε την Flag-Dnmt3a στην περιφέρεια του πυρήνα. Σε πλαίσια 
φαίνονται ενδεικτικά οι αντίστοιχες περιοχές σε µεγέθυνση.    
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Εικ.66 Συνεντοπισµός Flag-Dnmt3a και GFP-SUMO-1 (Α): Κύτταρα COS7 διαµολύνθηκαν παροδικά µε τις πλασµιδιακές κατα-
σκευές που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες Flag-Dnmt3a και GFP-SUMO-1 (2µg και 1µg, αντίστοιχα). Aκολούθησε ταυτόχρονη ανίχνευση 
της χιµαιρικής πρωτεΐνης GFP-SUMO-1 (πράσινο) και ανοσοανίχνευση της Flag-Dnmt3a (κόκκινο). Tο GFP-SUMO-1 εντοπίζεται στον 
πυρήνα σε στικτές δοµές, εµφανίζοντας περισσότερο (κύτταρα 1 και 2) ή λιγότερο (κύτταρο 3) διάχυτο πρότυπο. Ο συνεντοπισµός 
του µε την Flag-Dnmt3a (κίτρινο) φαίνεται µε βέλη. (B): Συνεντοπισµός GFP-Dnmt3a και Ubc9 στο εσωτερικό του πυρήνα από τους 
Ling et al (2004).   
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Εικ.67  Συνεντοπισµός του Neurl µε SUMO-1 σε κύτταρα θηλαστικών. Οπτικές τοµές κυττάρων COS7, ύστερα από ταυτό-
χρονη ανοσοανίχνευση των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl (κόκκινο) και SUMO-1 (πράσινο). Η χρώση του SUMO-1 εντοπίζεται κυρίως 
σε διακριτές στικτές δοµές του πυρήνα. Β’ είναι εγκάρσια τοµή του κυττάρου Β. Σηµεία συνεντοπισµού Neurl και SUMO-1 (κίτρινο) 
που υποδεικνύονται µε βέλη παρατηρούνται στα δύο κάθετα µεταξύ τους οπτικά επίπεδα. Σε πλαίσιο φαίνονται ενδεικτικές περιοχές 
σε µεγέθυνση.  
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ρίων Neurl στο εσωτερικό ή στην περιφέρεια του πυρήνα, είναι δυνατόν να δικαιολογήσει τις αλληλεπιδρά-

σεις µε τα µόρια Ubc9, Numa1, Lek1 και Dnmt3a, ενώ είναι πιθανές και οι αλληλεπιδράσεις του Neurl µε τις 

πρωτεΐνες Numa1 και Dlc-1 κατά την κυτταρική διαίρεση. Eπιπλέον, συνεντοπισµός του Neurl µε την υπο-

µονάδα Dlc-1 της δυνεΐνης παρατηρήθηκε σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου που εξετάστηκαν και 

ενδεχοµένως να είναι σηµαντικός για τη µετακίνηση της πρωτεΐνης Neurl πάνω στο δίκτυο των µικροσωλη-

νίσκων. Τέλος, ο συνεντοπισµός µε SUMO-1, ενισχύει την υπόθεση ότι η πρωτεΐνη Neurl εµπλέκεται σε δια-

δικασίες SUMOλίωσης. Τα παραπάνω αποτελούν σηµαντικές ενδείξεις αλληλεπίδρασης του Neurl µε τα συ-

γκεκριµένα ‘θηράµατα’, οι οποίες µας οδήγησαν στον σχεδιασµό των βιοχηµικών πειραµάτων που ακολού-

θησαν. 

 

 

6. Έλεγχος και χαρτογράφηση αλληλεπιδράσεων του Neurl  
     σε κύτταρα θηλαστικών 
 

  Μετά την επιβεβαίωση της άµεσης αλληλεπίδρασης του Neurl µε τις πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ Ubc9, 

Dlc-1, Numa1 και Lek1 σε in vitro συνθήκες (πειράµατα ‘GST-pulldown’) και τις παρατηρήσεις συνεντοπι-

σµού του Neurl µε τις Ubc9, Dlc-1, Dnmt3a και Νuma1 δοκιµάστηκε η βιοχηµική αποµόνωση των συµπλό-

κων του πλήρους µήκους Neurl ή περιοχών του µε κάθε µια από αυτές τις πρωτεΐνες, από πρωτεϊνικά εκχυ-

λίσµατα κυττάρων θηλαστικών. Συγκεκριµένα, σε παροδικά διαµολυσµένα κύτταρα COS7 εκφράστηκαν οι 

πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ (πλήρες µήκος ή περιοχές αυτών, Eικ.68) σηµασµένες στο αµινοτελικό τους άκρο µε 

τον επίτοπο Xpress, µαζί µε χιµαιρικά (πλήρη ή ελλειµµατικά) µόρια Neurl (Eικ.72α), σε σύντηξη µε την GFP 

(Green Fluorescence Protein). Ακολούθησε ανοσοκατακρήµνιση µε αντίσωµα a-Xpress και ανοσοανίχνευση 

των συµπλόκων µε αντίσωµα a-GFP. Kαι για τις τέσσερις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες (Χpress-Ubc9, -Dlc-1, 

-Lek1, -Numa1) κατακρηµνίστηκαν πρωτεϊνικά σύµπλοκα µε την σχεδόν πλήρους µήκους πρωτεΐνη GFP-

Neurl(5-574) και την GFP-Neurl(5-537) (Εικ.69,73). Η χιµαιρική πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-269), που περιέχει 

το domain ΝΕUZ1, ανοσοκατακρηµνίστηκε µε τις πρωτεΐνες Χpress-Numa1, Xpress-Lek1 και Χpress-Dlc-1, 

αλλά όχι µε την Xpress-Ubc9 (Eικ.75). Τέλος, η GFP-Neurl(227-574), που περιέχει το καρβοξυτελικό τµήµα 

(domains NEUZ2 και RING) του Νeurl, αλληλεπιδρά µε τις Xpress-Ubc9, Χpress-Numa1 και Xpress-Lek1, 

αλλά όχι µε την Χpress-Dlc-1 (Εικ.74). Επιπλέον, για την πρωτεΐνη Ubc9, πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατα-

κρήµνιση και επιβεβαιώθηκε η παρουσία του ενδογενούς πρωτεϊνικού συµπλόκου Neurl-Ubc9, σε εκχυλί-

σµατα κυττάρων COS-7 (Εικ.71). Eιδικά για την πρωτεΐνη Dnmt3a, για την οποία πρόσφατα βρέθηκε από 

τους Ling et al (2004) ότι αλληλεπιδρά µε την Ubc9 και τροποποιείται µε SUMO-1, ανοσοκατακρηµνίστηκαν 

πρωτεϊνικά σύµπλοκα που περιείχαν την ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη πλήρους µήκους Flag-Dnmt3a και την 

GFP-Neurl(5-574), ύστερα από παροδική διαµόλυνση κυττάρων COS7 µε τις αντίστοιχες πλασµιδιακές κα-

τασκευές (Εικ.70). 

 

   Για τα θηράµατα Peg3(#36), Ankycorbin(#55), Gas8(#20) και Εvpl(#45), που αρχικά είχαν 

εξαιρεθεί από τη µελέτη λόγω ελλιπών στοιχείων για τη λειτουργία τους, αλλά στη συνέχεια προέκυψαν 

στοιχεία που τα συσχετίζουν µε τα παραπάνω (βλ. Συζήτηση), πραγµατοποιήθηκαν ανοσοκατακρηµνίσεις µε 
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a-Xpress, µετά από συνδιαµόλυνση κυττάρων COS7, όπως περιγράφεται παραπάνω. Και τα τέσσερα αυτά 

θηράµατα ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε τις χιµαιρικές πρωτεΐνες GFP-Neurl(5-574), GFP-Neurl(5-537) και 

GFP-Neurl(5-269), ενώ η πρωτεΐνη Xpress-Gas8 (‘θήραµα’ #20) ήταν η µόνη από τις πέντε που δεν κατα-

κρηµνίστηκε µε την GFP-Neurl(227-574) (Εικ.74). 

 
  α. Συνέκφραση της πρωτεΐνης Neurl και των πρωτεϊνών–‘θηραµάτων’ σε κύτταρα 
  COS7 
 
  Για τη µελέτη των αλληλεπιδράσεων του Neurl in vivo, ήταν αναγκαία η συνέκφραση της 

ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης Neurl µε τις πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ σε κύτταρα θηλαστικών. Για την έκφραση 

του Neurl αρχικά δοκιµάστηκε η παροδική διαµόλυνση κυττάρων COS7 µε την πλασµιδιακή κατασκευή 

Νeurl/pCDNA3.1mycHisA, η οποία κωδικοποιεί την σχεδόν πλήρους µήκους πρωτεΐνη Neurl (αµινοξέα 5-

574), σηµασµένη µε τον επίτοπο myc στο καρβοξυτελικό της άκρο (βλ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’). Η ανα-

συνδυασµένη όµως πρωτεΐνη Neurl(5-574)-myc ανιχνεύονταν σε εξαιρετικά χαµηλά επίπεδα στα κυτταρικά 

εκχυλίσµατα και δεν ήταν αρκετή για την πραγµατοποίηση πειραµάτων ανοσοκατακρήµνισης. Όπως φάνηκε 

στη συνέχεια µε πειράµατα διαµόλυνσης παρουσία του αναστολέα πρωτεασώµατος MG132, τα χαµηλά επί-

πεδα της πρωτεΐνης Neurl(5-574)-myc οφείλονται σε αστάθεια εξαρτώµενη από το πρωτεάσωµα (E. 

Koυτέλου, αδηµοσίευτες παρατηρήσεις). Αντίθετα, οι συντήξεις της πρωτεΐνης Neurl µε την πράσινη φθορί-

ζουσα πρωτεΐνη (GFP) δεν εµφάνιζαν παρόµοια αστάθεια, πιθανόν λόγω του µεγαλύτερου µεγέθους (29ΚD) 

αυτού του επιτόπου που ενδεχοµένως εµποδίζει συγκεκριµένες επαφές του ανασυνδυασµένου µορίου µε 

τον µηχανισµό αποικοδόµησης από το πρωτεάσωµα. Για τον λόγο αυτό, στα πειράµατα έκφρασης ανασυν-

δυασµένου Neurl που περιγράφονται παρακάτω, έχει πραγµατοποιηθεί παροδική διαµόλυνση κυττάρων 

COS7 µε τις πλασµιδιακές κατασκευές που κωδικοποιούν την πλήρη πρωτεΐνη Neurl ή τµήµατα αυτής, σε 

σύντηξη µε την GFP (Εικ.72α,76). 

 

  Για να εκφραστούν οι πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ του Neurl σε κύτταρα θηλαστικών, τα cDNAs που τις 

κωδικοποιούν αποκόπηκαν από τον πλασµιδιακό φορέα pVP16 µε BamHI-EcoRI ή ΝοtI και κλωνοποιήθηκαν 

στις ίδιες θέσεις των φορέων pCDNA3.1HisA ή pcDNA3.1HisC, αντίστοιχα (βλ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’). 

Οι ανασυνδυαµένες πρωτεΐνες που εκφράζονται από αυτά τα πλασµίδια φέρουν τον επίτοπο Xpress (34 ή 

48 αµινοξέα) στο αµινοτελικό τους άκρο. 
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Εικ.68 Έκφραση των πρωτεϊνών-‘θηραµάτων’ του Neurl σε κύτταρα COS7, µετά από παροδική διαµόλυνση µε τις αντίστοιχες 
πλασµιδιακές κατασκευές. Η διαµόλυνση έγινε σε τρυβλία 10cm, που καλύπτονταν από κύτταρα κατά ~80%, µε 6µg DNA από κάθε 
πλασµίδιο, ακολουθώντας τη µέθοδο του ‘φωσφορικού ασβεστίου’. Τα κύτταρα λύθηκαν 48hrs µετά τη διαµόλυνση, για 1hr στους 
4οC, σε 200µl διαλύµατος λύσης (50mM Tris-Cl pH 7.5, 250mM NaCl, 1% Triton-X, 1mM EDTA, 1mM PMSF). To 10% του πρωτεϊνικού 
εκχυλίσµατος ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης-SDS (15%) και ακολούθησε ανάλυση Western µε αντίσωµα a-Xpress 
(βλ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’). Το δείγµα αρνητικού ελέγχου του αντισώµατος (-) είναι 50µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος κυττάρων COS7 
αγρίου τύπου. Στις παρενθέσεις φαίνονται οι αριθµοί των αντίστοιχων κλώνων cDNA, µε βάση την αρίθµηση του Πίνακα 21. H 
πρωτεΐνη Dlc-1 εκφράστηκε από τον πλήρους µήκους κλώνο cDNA Dlc-1/pCDNA3.1HisA.   
 

 

 β. Οι πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ αλληλεπιδρούν µε το πλήρους µήκους Neurl 

 Μετά τη συνέκφραση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών-‘θηραµάτων’ και της πρωτεΐνης GFP-

Neurl στα κύτταρα COS7, πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση µε το αντίσωµα a-Xpress, αποµόνωση 

των πρωτεϊνικών συµπλόκων και ανοσοανίχνευση µε a-GFP. ∆ιαπιστώθηκε ότι όλες οι πρωτεΐνες–‘θηρά-

µατα’ είναι ικανές να αλληλεπιδρούν µε το Neurl στα κύτταρα θηλαστικών (Εικ.69). Αξίζει να σηµειωθεί το 

γεγονός ότι στις συνθήκες του παραπάνω πειράµατος, οι πρωτεΐνες–‘θηράµατα’ εµφανίζουν υψηλή συγγέ-

νεια για την πρωτεΐνη Neurl. Αυτό φαίνεται περισσότερο στην περίπτωση της Dlc-1, της οποίας η αλληλεπί-

δραση µε την Neurl ήταν ασθενής in vitro (Εικ.53, πειράµατα ‘GST-pulldown’). Η αυξηµένη συγγένεια in 

vivo της Dlc-1 µε την πρωτεΐνη Neurl πιθανόν οφείλεται στο ότι για το συγκεκριµένο πείραµα χρησιµοποιή-

σαµε το πλήρους µήκους µόριο Dlc-1, το οποίο είναι ικανό να σχηµατίζει οµοδιµερή, σταθεροποιώντας εν-

δεχοµένως τις αλληλεπιδράσεις του µε άλλα µόρια, όπως είναι η πρωτεΐνη Neurl (βλ. Συζήτηση). 

 

 H πρόσφατη διαπίστωση των Ling et al (2004) ότι η Dnmt3a αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη Ubc9 

και τροποποιείται µεταµεταφραστικά µε SUMO-1 καθιστά αυτή την πρωτεΐνη πολύ ενδιαφέρον ‘θήραµα’ του 

Neurl, εφόσον είναι πιθανόν το Neurl να συµµετέχει σε αυτή τη διαδικασία, αλληλεπιδρώντας και µε τις δύο 

πρωτεΐνες. Έτσι, δοκιµάσαµε επιπρόσθετα την αλληλεπίδραση του Neurl µε την πλήρους µήκους Dnmt3a 

(Εικ.70), συνδιαµολύνοντας κύτταρα COS7 µε τα πλασµίδια pEGFPC1-Neurl και Flag-Dnmt3a(1-908) (προ-

σφορά από τον Κ. D. Robertson, Univ. of Florida). Η εξακρίβωση της in vivo αλληλεπίδρασης των δύο πλή-

ρους µήκους πρωτεϊνών (Neurl και Dnmt3a) είναι σηµαντική συµβολή στην πορεία διερεύνησης της λει-

τουργίας του Neurl.  
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Εικ.69 . Aνοσοκατακρήµνιση του GFP-Neurl από τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες-‘θηράµατα’ σε κύτταρα COS7, µετά από 
παροδική συνδιαµόλυνση µε την πλασµιδιακή κατασκευή pEGFPC1/Neurl(5-574) και κάθε µία από τις πλασµιδιακές κατασκευές των 
‘θηραµάτων’ (βλ. ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’. Η διαµόλυνση έγινε σε τρυβλία 10cm, που καλύπτονταν από κύτταρα κατά ~80%, µε 18µg 
DNA pEGFPC1/Neurl(5-574) και 6µg από κάθε πλασµίδιο ‘θηράµατος’, ακολουθώντας τη µέθοδο του ‘φωσφορικού ασβεστίου’. Τα 
κύτταρα λύθηκαν 48hrs µετά τη διαµόλυνση (Εικ.68) και το 40% του δείγµατος (~500µg ολικής πρωτεΐνης) επωάστηκε µε 1µg 
αντισώµατος a-GFP για 3hrs στους 4oC. Ίση ποσότητα δείγµατος επωάστηκε στους 4oC, χωρίς αντίσωµα (πείραµα αρνητικού ελέγχου). 
Τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα δεσµεύτηκαν σε 20µl σφαιρίδια αγαρόζης Protein A/G (Santa Cruz, sc-2003) µε επώαση στους 4οC για 1 ώρα. 
Ακολούθησε έκλουση από τα σφαιρίδια µε βρασµό για 5min σε 1x διαλύµατος Laemli, ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης-
SDS (10%) και ανάλυση Western µε αντίσωµα a-GFP. Το δείγµα ‘i’ (input) είναι το 10% του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος πριν την 
ανοσοκατακρήµνιση. Το δείγµα ‘(-)’ είναι το πείραµα αρνητικού ελέγχου (κατακρήµνιση απουσία αντισώµατος). Στις παρενθέσεις 
φαίνονται οι αριθµοί των αντίστοιχων κλώνων cDNA, µε βάση την αρίθµηση του Πίνακα 21. H πρωτεΐνη Dlc-1 εκφράστηκε από τον 
πλήρους µήκους κλώνο cDNA Dlc-1/pCDNA3.1HisA. Σε πλαίσιο φαίνεται το πείραµα θετικού ελέγχου, στο οποίο η πρωτεΐνη Xpress-Ubc9 
κατακρηµνίζει την GFP-Sumo1, στις ίδιες συνθήκες. 
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Εικ.70 Οι πρωτεΐνες Neurl και Dnmt3a αλληλεπιδρούν στα κύτταρα των θηλαστικών. Κύτταρα COS7 διαµολύνθηκαν 
παροδικά µε τις πλασµιδιακές κατασκευές Flag-Dnmt3a(1-908) και pEGFPC1-Neurl(5-574) (12µg από κάθε πλασµίδιο σε ένα τρυβλίο 
10cm). Ακολούθησε λύση των κυττάρων σε 400µl διαλύµατος RIPA-1xPBS (1%ΝP40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 10% 
γλυκερόλη, 1x PBS, pH 7.5). Για την ανοσοκατακρήµνιση χρησιµοποιήθηκαν περίπου 800µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος αραιωµένου σε 
1ml, µετά την προσθήκη κατάλληλου όγκου διαλύµατος 0.5% ΝP40–1xPBS. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα επωάστηκαν µε 1µg a-Flag και 
20µl σφαιρίδια Protein A/G. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) σε πήκτωµα 8%  και ανοσοανίχνευση µε a-Flag (α) και a-GFP 
(β). Το δείγµα ‘i’ είναι το 10% του κυτταρικού εκχυλίσµατος που χρησιµοποιήθηκε στην ανοσοκατακρήµνιση και το δείγµα ‘ip’ είναι το 
50% του δείγµατος της ανοσοκατακρήµνισης. Στο πείραµα αρνητικού ελέγχου (γ) αποκλείστηκε η πιθανότητα αλληλεπίδρασης της 
Flag-Dnmt3a µε την GFP. Πραγµατοποιήθηκε ανοσοκατακρήµνιση µε a-Flag, όπως προηγουµένως, σε εκχύλισµα κυττάρων που είχαν 
διαµολυνθεί µε τα πλασµίδια Flag-Dnmt3a(1-908) και pEGFPC1. Όπως φαίνεται στην εικόνα (γ), η GFP (δείγµα ‘i’, βέλος) δεν 
ανοσοκατακρηµνίζεται από το a-Flag. Mε ‘Α’ και ‘G’ συµβολίζονται οι ζώνες των Protein A και G, αντίστοιχα, ενώ οι ζώνες ‘LC’ είναι οι 
µικρού µοριακού βάρους αλυσίδες του a-Flag. Eποµένως, η πρωτεΐνη GFP-Neurl ανιχνεύεται στο ίδιο πρωτεϊνικό σύµπλοκο µε την 
Flag-Dnmt3a, εφόσον και οι δύο κατακρηµνίζονται µε το αντίσωµα a-Flag. 
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  γ. Οι ενδογενείς πρωτεΐνες Νeurl και Ubc9 αλληλεπιδρούν στα κύτταρα θηλαστικών 

  Με σκοπό την ανίχνευση του πρωτεϊνικού συµπλόκου των ενδογενών πρωτεϊνών Neurl και Ubc9, 

εφαρµόστηκε η µέθοδος της ανοσοκατακρήµνισης σε εκχυλίσµατα κυττάρων COS7, χρησιµοποιώντας τα 

αντισώµατα a-Neurl και a-Ubc9 (Εικ.71). Στο ανοσοκατακρήµνισµα και των δύο αντισωµάτων ανιχνεύθηκε 

η ίδια ζώνη µε a-Ubc9, η οποία αντιστοιχεί στην ενδογενή πρωτεΐνη Ubc9 (~18KD). Για να αποκλειστεί το 

ενδεχόµενο το σήµα που ανιχνεύθηκε στις ανοσοκατακρηµνίσεις µε a-Neurl και a-Ubc9 να προκύπτει από 

την protein G που έχει παρόµοιο µοριακό βάρος (22ΚD), πραγµατοποιήθηκαν στα ίδια κυτταρικά εκχυλί-

σµατα παράλληλες ανοσοκατακρηµνίσεις µε τα αντισώµατα a-Numa1, a-Delta1 και a-GST (πειράµατα αρνη-

τικού ελέγχου, Εικ.71). Από τα πειράµατα αυτά διαπιστώνεται ότι στο πρωτεϊνικό σύµπλοκο που κατακρη-

µνίζεται από το αντίσωµα a-Neurl περιέχεται η πρωτεΐνη Ubc9, γεγονός που αποτελεί σηµαντική ένδειξη για 

την in vivo αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών. 
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Εικ.71 Αλληλεπίδραση των ενδογενών µορίων Neurl και Ubc9 στα κύτταρα θηλαστικών. Για κάθε ανοσοκατακρήµνιση 
χρησιµοποιήθηκαν 750µg πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος κυττάρων COS7 (διάλυµα λύσης: 150mM NaCl, 0.1% NP40, 50mM Hepes pH 7.0, 
10% γλυκερόλη, 1mM PMSF), 1µg αντισώµατος και 20µl σφαιρίδια αγαρόζης συζευγµένα µε Protein A (50ΚD) και Protein G (22KD). H 
ανοσοκατακρήµνιση πραγµατοποιήθηκε στο διάλυµα λύσης, σε όγκο 500µl, για 16 ώρες στους 4oC σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα. 
To 25% κάθε ανοσοκατακρήµνισης ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης-SDS (15%). Aκολούθησε ανάλυση Western µε a-
Ubc9. H ενδογενής πρωτεΐνη Ubc9 (18KD) ανιχνεύθηκε µόνο στις ανοσοκατακρηµνίσεις µε τα αντισώµατα a-Neurl και a-Ubc9. 
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  δ. Χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων σε περιοχές της πρωτεΐνης Neurl 

  Για τη διερεύνηση των περιοχών της πρωτεΐνης Neurl που ευθύνονται για τις αλληλεπιδράσεις της 

µε τα ‘θηράµατα’, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης µετά από από παροδική συνέκ-

φρασή τους σε κύτταρα COS7, µε τις χιµαιρικές πρωτεΐνες GFP-Neurl(5-537), GFP-Neurl(227-574) και GFP-

Neurl(5-269),  (Eικ.72α), στις ίδιες συνθήκες µε αυτές της Εικ.69. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται συνο-

λικά στην Εικ.72. 

 

 

Συµπερασµατικά, διαπιστώνουµε τα εξής: 

1) Το C-τελικό µισό του RING δεν είναι απαραίτητο για τις αλληλεπιδράσεις του Neurl µε τις πρωτεΐνες-

‘θηράµατα’. Αυτό προκύπτει από το γεγονός ότι το µόριο GFP-Neurl(5-537), στο οποίο έχει αποκοπεί το 

C-τελικό µισό του RING, αλληλεπιδρά µε όλες τις πρωτεΐνες–‘θηράµατα’, όπως και το πλήρους µήκους 

Neurl (Εικ.73). 

 

Περιοχή αλληλεπίδρασης του Neurl (aa)

-+++Dlc-1

++++Dnmt3a (41)

++++Evpl (45)

-+++Gas8 (20)

++++Ankycorbin (55) 

++++Numa1 (57)

++++Numa1 (25)

++++Lek1 (34)

++++Lek1 (12)

++++Peg3 (36)

+-++Ubc9 (42)

227-5745-2695-5375-574

Περιοχή αλληλεπίδρασης του Neurl (aa)

-+++Dlc-1

++++Dnmt3a (41)

++++Evpl (45)

-+++Gas8 (20)

++++Ankycorbin (55) 

++++Numa1 (57)

++++Numa1 (25)

++++Lek1 (34)

++++Lek1 (12)

++++Peg3 (36)

+-++Ubc9 (42)

227-5745-2695-5375-574

60 183 291 414 521 560

1 574
ΝΕUZ1 ΝΕUZ2 RING

5-574

5-537

5-269

227-574

Θ
Η
Ρ

A
Μ
Α
ΤΑ

α)

β)

 
Εικ.72 Χαρτογράφηση των περιοχών αλληλεπίδρασης του Neurl µε τις πρωτεΐνες-‘θηράµατα’. α) Οι περιοχές της πρωτεΐνης 
Neurl που εκφράστηκαν σε σύντηξη µε την GFP για τις δοκιµές της in vivo αλληλεπίδρασης µε τα ‘θηράµατα’. β) Το αποτέλεσµα της συν-
ανοσοκατακρήµνισης κάθε περιοχής του Neurl µε κάθε πρωτεΐνη-’θήραµα’. Με ‘+’ συµβολίζεται η αλληλεπίδραση των δύο ανασυνδυα-
σµένων µορίων στα κύτταρα COS7, ενώ µε ‘-’ η απουσία αλληλεπίδρασης. 
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Εικ.73 Aνοσοκατακρήµνιση του GFP-Neurl (5-537) από τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες-‘θηράµατα’ σε κύτταρα COS7, 
µετά από παροδική συνδιαµόλυνση µε την πλασµιδιακή κατασκευή pEGFPC1/Neurl(5-537) και κάθε µία από τις πλασµιδιακές κατα-
σκευές των ‘θηραµάτων’. Μετά την ανοσοκατακρήµνιση µε a-Xpress, ανιχνεύθηκε η πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-537) στο ανοσοκατακρή-
µνισµα, µε a-GFP.‘i’ (input) : 10% του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος πριν την ανοσοκατακρήµνιση, (-)1 : πείραµα αρνητικού ελέγχου (κα-
τακρήµνιση απουσία αντισώµατος), (-)2 : εκχύλισµα µη διαµολυσµένων κυττάρων COS7.  
 

 

2)  Tα 226 Ν-τελικά αµινοξέα του Neurl είναι απαραίτητα για την αλληλεπίδρασή του µε τις πρωτεΐνες Dlc-1 

και Gas-8. Το µόριο GFP-Neurl(227-574), στο οποίο λείπουν τα 226 Ν-τελικά αµινοξέα αλληλεπιδρά µε 

όλες τις πρωτεΐνες–‘θηράµατα’, εκτός των Dlc-1 και Gas8 (Eικ.74). 
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Εικ.74 Aνοσοκατακρήµνιση του GFP-Neurl (227-574) από τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες-‘θηράµατα’ σε κύτταρα 
COS7, µετά από παροδική συνδιαµόλυνση µε την πλασµιδιακή κατασκευή pEGFPC1/Neurl(227-574)  και κάθε µία από τις πλασµιδια-
κές κατασκευές των ‘θηραµάτων’. Μετά την ανοσοκατακρήµνιση µε a-Xpress, ανιχνεύθηκε η πρωτεΐνη GFP-Neurl(227-574) στο ανο-
σοκατακρήµνισµα, µε a-GFP. ∆είγµατα ‘i’, (-)1, (-)2 , όπως στην Εικ.73.  
 

3)  To domain ΝΕUZ1 του Neurl δεν είναι απαραίτητο για την αλληλεπίδρασή του µε την πρωτεΐνη Ubc9. 

Το GFP-Neurl(5-269), το οποίο περιέχει το domain NEUZ1 και τις πλευρικές του περιοχές, αλληλεπιδρά 

µε όλα τα ‘θηράµατα’, εκτός του Ubc9 (Εικ.75). 
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Εικ.75 Aνοσοκατακρήµνιση του GFP-Neurl (5-269) από τις ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες-‘θηράµατα’ σε κύτταρα COS7, 
µετά από παροδική συνδιαµόλυνση µε την πλασµιδιακή κατασκευή pEGFPC1/Neurl(5-269) και κάθε µία από τις πλασµιδιακές κατα-
σκευές των ‘θηραµάτων’. Μετά την ανοσοκατακρήµνιση µε a-Xpress, ανιχνεύθηκε η πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-269) στο ανοσοκατακρή-
µνισµα, µε a-GFP. ∆είγµατα ‘i’, (-)1, (-)2 , όπως στην Εικ.73. 
 

 Σηµειώνεται ότι σε όλα τα παραπάνω πειράµατα ελέγχθηκε η παρουσία και των δύο ανασυνδυασµέ-

νων πρωτεϊνών στο εκχύλισµα των κυττάρων που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοκατακρήµνιση.  

 

 Συνοψίζοντας, η δοµή του RING φαίνεται να µην επηρεάζει σηµαντικά τις αλληλεπιδράσεις του 

Neurl µε τα συγκεκριµένα ‘θηράµατα’, εφόσον η συγγένεια του Neurl(5-537) µε αυτά είναι συγκρίσιµη µε 

αυτήν του πλήρους µήκους Neurl. Tα περισσότερα ‘θηράµατα’ (όλα εκτός των Ubc9, Gas8 και Dlc-1) αλλη-

λεπιδρούν ισχυρά και µε τις δύο επαναλήψεις NEUZ του Neurl. Ειδικά για τα µόρια Dlc-1 και Gas8, η ακο-

λουθία των αµινοξέων 1-226 που περιέχει και το domain ΝΕUZ1, είναι απαραίτητη για την αλληλεπίδρασή 

τους µε την πρωτεΐνη Neurl. Αξίζει να σηµειωθεί ότι αυτή η περιοχή του Neurl καθορίζει και τον υποκυττα-

ρικό του εντοπισµό [Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική διατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2002]. Ενδεχοµένως, η αλλη-

λεπίδρασή τoυ µε τα συστατικά του κυτταροσκελετού Dlc-1 και Gas8 (βλ. Συζήτηση) να επιτρέπει τη συ-

γκεκριµένη τοπολογία του Neurl στα κύτταρα (βλ. Εισαγωγή). Αντίθετα, για την in vivo αλληλεπίδραση του 

Neurl µε την πρωτεΐνη Ubc9 δεν είναι απαραίτητο το NEUZ1, αλλά το τµήµα του µορίου που περιέχει τις 

περιοχές NEUZ2 και το Ν-τελικό µισό του RING (Eικ.75,74,73). Το αποτέλεσµα αυτό, σε συνδυασµό µε τις 

in vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης (Εικ.53-55) και το πείραµα των δύο υβριδίων (Πίνακας 24) υποδηλώνει ότι 

τα αµινοξικά κατάλοιπα του Neurl που είναι απαραίτητα για την αλληλεπίδραση µε το Ubc9 εντοπίζονται 

στο C-τελικό τµήµα του µορίου, που περιέχει τις περιοχές NEUZ2 και RING. 

  

 ε. Περαιτέρω ανάλυση των περιοχών του Neurl που αλληλεπιδρούν µε Ubc9 

  Από τη χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων του Neurl µε συν-ανοσοκατακρήµνιση των 

συντηγµένων µε GFP τµηµάτων του και των πρωτεϊνών-‘θηραµάτων’, προκύπτει ότι η αλληλεπίδραση του 

Neurl µε την πρωτεΐνη Ubc9 εντοπίζεται στην περιοχή του Neurl µετά το αµινοξύ 227, εποµένως οφείλεται 

στα domains ΝEUZ2 και RING. Επειδή η Ubc9 είναι το µοναδικό γνωστό συζευκτικό ένζυµο (Ε2) της τροπο-

ποίησης πρωτεϊνών µε SUMO (βλ. Συζήτηση), η µελέτη της αλληλεπίδρασης του Neurl µε αυτή είναι δυνα-

τόν να αποκαλύψει σηµαντικά στοιχεία για τη λειτουργία ή και τη ρύθµιση του µορίου.  
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Εικ.76 Το σχεδόν πλήρες  και τα ελλειµµατικά µόρια Neurl,  που εκφράστηκαν συντηγµένα µε την πράσινη φθορίζουσα 
πρωτεΐνη (GFP), για να χρησιµοποιηθούν στις δοκιµές GST-pulldown, µε σκοπό τη χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων του Neurl µε 
την πρωτεΐνη Ubc9. Οι αριθµοί αντιστοιχούν σε αµινοξέα της πρωτεΐνης Neurl. H κλωνοποίηση των αντίστοιχων cDNAs περιγράφεται 
στα Κεφάλαια ‘Υλικά και Μέθοδοι’ [για τo χιµαιρικό µόριο GFP-Neurl(5-574)] και ‘Πλασµιδιακές Κατασκευές’ [για τα µόρια GFP-
Neurl(227-404, 227-488 και 404-574)]. 
 

  Για να διερευνηθεί η συµµετοχή του κάθε ενός από τα δύο domains (NEUZ2 και RING) της 

πρωτεΐνης Neurl στην αλληλεπίδρασή της µε το Ubc9, δοκιµάστηκαν οι αλληλεπιδράσεις του Ubc9 µε τρία 

επιπλέον τµήµατα του Neurl, τα GFP-Neurl(227-404) και GFP-Neurl(227-488) που περιέχουν το NEUZ2, και 

το GFP-Neurl(404-574) που περιέχει το RING (Εικ.76). Οι δοκιµές αυτές πραγµατοποιήθηκαν σε in vitro 

συνθήκες, όπου ευνοείται η ανίχνευση ασθενών αλληλεπιδράσεων λόγω της µεγαλύτερης αντιπροσώπευσης 

των βακτηριακά εκφραζόµενων πρωτεϊνών. Συγκεκριµένα, εκχυλίσµατα κυττάρων COS7 που είχαν διαµο-

λυνθεί παροδικά µε τις πλασµιδιακές κατασκευές που κωδικοποιούν τα συντηγµένα µε GFP τµήµατα του 

Neurl αναµίχθηκαν µε 50µg πρωτεΐνης GST-Ubc9, η οποία είχε εκφραστεί σε βακτήρια και δεσµευθεί σε 

σφαιρίδια σεφαρόζης µε επικάλυψη γλουταθειόνης. Μετά τη δοκιµή αλληλεπίδρασης (Υλικά και Μέθοδοι), 

τα τµήµατα του Neurl που δεσµεύθηκαν στη Ubc9 ανιχνεύθηκαν σε ανάλυση Western µε a-GFP (Εικ.77). 

 

  Aπό την παραπάνω ανάλυση φαίνεται ότι η αλληλεπίδραση του Neurl µε την πρωτεΐνη Ubc9 

επιτυγχάνεται πιο αποτελεσµατικά µε την ταυτόχρονη παρουσία των domains NEUZ2 και RING στο µόριο 

του Neurl. Πιθανόν οι επαφές των δύο µορίων να οφείλονται σε αµινοξικά κατάλοιπα κατανεµηµένα σε 

αυτά τα δύο domains ή και σε ολόκληρο το Neurl. Αντίστοιχα, σε µελέτες αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊ-

νών που φέρουν RING και µορίων Ε2 έχει διαπιστωθεί ότι για την αλληλεπίδραση είναι απαραίτητες και πε-

ριοχές εκτός του RING [Ζheng et al, 2000]. Επιπλέον, πολλές από τις γνωστές πρωτεΐνες που αλληλεπι-

δρούν µε την Ubc9, δεν φέρουν RING (βλ. Συζήτηση).  
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Εικ.77 Η αλληλεπίδραση του Neurl µε την πρωτεΐνη Ubc9 οφείλεται κυρίως στα domains ΝΕUZ2 και RING του Neurl. In 
vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης (GST-pulldown) της πρωτεΐνης GST-Ubc9 µε το πλήρες (α) ή ελλειµµατικά (β-ε) µόρια Neurl, 
συντηγµένα µε GFP. Οι πρωτεΐνες GFP-Neurl(5-574), (227-574), (227-404), (227-488), (404-574) και η GFP εκφράστηκαν σε κύτταρα 
COS7, ύστερα από παροδική διαµόλυνση µε τις αντίστοιχες πλασµιδιακές κατασκευές ή µε τον πλασµιδιακό φορέα pEGFPC1 (στ). Τα 
κύτταρα λύθηκαν σε διάλυµα 50mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0, 100mM NaCl, 0.5% NP40, 1mM PMSF) και η δοκιµή 
αλληλεπίδρασης πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο Κεφ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’. Οι συντηγµένες σε GFP πρωτεΐνες ανιχνεύθηκαν 
σε ανάλυση Western µε a-GFP. Στις εικόνες (α) - (στ) οι συντηγµένες µε GFP (α-ε) πρωτεΐνες ή η GFP (στ) υποδεικνύονται µε βέλη. 
Τα δείγµατα ‘i’ (input) αντιστοιχούν στο 10% του κυτταρικού εκχυλίσµατος που χρησιµοποιήθηκε σε κάθε πείραµα. Τα δείγµατα ‘PD’ 
(pull down) αντιστοιχούν στο 50% των µορίων που δεσµεύθηκαν στην πρωτεΐνη Ubc9. Το δείγµα (-)GST (α) αντιπροσωπεύει το 
πείραµα αρνητικού ελέγχου που δείχνει ότι δεν υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ της πρωτεΐνης GFP-Neurl(5-574) και της GST στις ίδιες 
συνθήκες. Τέλος, στο πείραµα αρνητικού ελέγχου της εικόνας (στ) φαίνεται ότι η GFP δεν αλληλεπιδρά µε την GST-Ubc9. 
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 H εργασία αυτή εντάσσεται στα πλαίσια της συµµετοχής του εργαστηρίου µας στο Πρόγραµµα 

Ανάλυσης του Ανθρώπινου Γονιδιώµατος, µεταξύ των βασικών στόχων του οποίου ήταν α) η κατασκευή 

χρωµοσωµικών χαρτών µεγάλης ευκρίνειας και β) η διερεύνηση της λειτουργίας νέων γονιδίων. Η οµάδα µας 

έχει εστιαστεί στην ανάλυση µιας σειράς γονιδίων της περιοχής 10q23.31-qter µε στόχο τη διερεύνηση της 

µοριακής βάσης µενδελικών νοσηµάτων (γονίδια LGI1 και FRA10AC1) [Θ. Σαραφίδου, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, 

υπό συγγραφή] και τη µελέτη της λειτουργίας γονιδίων µε ιδιαίτερο βιολογικό ενδιαφέρον. Για τη λειτουργική 

ανάλυση του γονιδίου Neuralized (NEURL) του ανθρώπου, έχουν αξιοποιηθεί µέχρι τώρα τα ετερόλογα συ-

στήµατα της δροσόφιλας, του ποντικού και κυτταρικές σειρές θηλαστικών (Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ι-

ατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2002/ E. Κουτέλου, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, υπό εξέλιξη και πα-

ρούσα ∆ιδακτορική ∆ιατριβή). Βασικοί στόχοι αυτής της εργασίας ήταν η συµβολή στην κατασκευή του φυ-

σικού και γονιδιακού χάρτη του χρωµοσώµατος 10, η ανάλυση της γονιδιωµατικής οργάνωσης και της δοµής 

του γονιδίου Neurl του ποντικού και ο προσδιορισµός των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε την πρω-

τεΐνη Neurl.  

 

 

1. To χρωµόσωµα 10 του ανθρώπου 
  Το πρώτο µέρος της διατριβής συνέβαλλε στην αλληλούχηση του χρωµοσώµατος 10 του ανθρώ-

που µε 338 γονιδιωµατικούς κλώνους PAC και ΒΑC, οι οποίοι χαρτογραφήθηκαν στην περιοχή 10q23.31-

q23.33, µεταξύ των γενετικών δεικτών D10S541 και D10S583. Η πλήρης νουκλεοτιδική αλληλουχία της περι-

οχής αυτής (4.38 Μb) αλλά και ολόκληρου του χρωµοσώµατος (~135 Mb) που είναι σήµερα διαθέσιµη, απο-

τελεί σηµαντικό εργαλείο για την ταυτοποίηση και κλωνοποίηση νέων γονιδίων [Deloukas et al, 2004/ 

www.ensembl.org/Homo_sapiens/mapview?chr=10] και έχει ήδη συνεισφέρει στην ταυτοποίηση και τον χα-

ρακτηρισµό γονιδίων που σχετίζονται µε µενδελικά νοσήµατα (πχ. το γονίδιο της µερικής επιληψίας κροταφι-

κού λοβού LGI1, Θ. Σαραφίδου, ∆ιδακτορική διατριβή, υπό συγγραφή).   

 

  H συστηµατική προσπάθεια χαρακτηρισµού των γονιδίων (gene annotation) του χρωµοσώµατος 10 

είχε στόχο την ταυτοποίηση των µονάδων γενετικής πληροφορίας που περιέχονται στη νουκλεοτιδική αλλη-

λουχία, διαδικασία απαραίτητη για τη διερεύνηση της λειτουργίας τους σε µοριακό και κυτταρικό επίπεδο. 

Βασίστηκε κυρίως σε de novo προβλέψεις γονιδιακών δοµών από βιοϋπολογιστικά προγράµµατα της βάσης 

δεδοµένων Ensembl, που είχαν δοκιµαστεί και σε άλλα χρωµοσώµατα (GENESCAN, FGENESH, Mungall et al, 

2003). O διαφορετικός βαθµός στον οποίο οι προβλεπόµενες δοµές γονιδίων µπορούν να επιβεβαιωθούν από 

πειραµατικά δεδοµένα αποτελεί το κριτήριο της ταξινόµησής τους σε διάφορες κατηγορίες (Πίνακας 25). 
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Στον Πίνακα 25 παραβάλλονται οι γονιδιακές πυκνότητες κάθε κατηγορίας στην περιοχή 10q23.31-q23.33 µε 

αυτές του συνολικού χρωµοσώµατος 10.  

 

Πίνακας 25. Ταξινόµηση γονιδίων του χρωµοσώµατος 10 
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Σηµ: Σύγκριση της πυκνότητας κάθε κατηγορίας γονιδίων στην περιοχή 10q23.31-q23.33 µε αυτές του συνολικού χρωµοσώµατος 10. 
Στις παρενθέσεις φαίνονται οι γονιδιακές πυκνότητες (γονίδια/Mb). Για το σύνολο του χρωµοσώµατος αυτές υπολογίστηκαν µε βάση το 
µήκος της ευχρωµατίνης. 
 

  Tα γονίδια µε ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) ταξινοµούνται σε γνωστά (known) ή νέα (novel), 

µε βάση το αν αντιπροσωπεύουν ή όχι ήδη γνωστές αλληλουχίες πρωτεϊνών ή κλώνων cDNA. Συγκεκριµένα, 

τα γονίδια που χαρακτηρίζονται ως ‘γνωστά’ αντιστοιχούν σε κλώνους cDNA ή πρωτεΐνες του ανθρώπου που 

έχουν καταχωρηθεί στη βάση δεδοµένων LocusLink, ενώ τα προβλεπόµενα πεπτίδια που προκύπτουν από 

την in silico µετάφραση των ‘νέων’ µπορεί να είναι ταυτόσηµα ή οµόλογα µε πρωτεΐνες άλλων οργανισµών. 

Στη νουκλεοτιδική αλληλουχία µήκους ~130Mb, που αντιπροσωπεύει το 99.4% της ευχρωµατίνης του χρω-

µοσώµατος 10, προβλέφθηκαν 1357 λειτουργικά γονίδια. Συνεπώς, κατά µέσο όρο περιέχονται 10.4 λειτουρ-

γικά γονίδια ανά Mb του χρωµοσώµατος 10. Τα 816 από αυτά είναι πλήρως χαρακτηρισµένα γονίδια που κω-

δικοποιούν πρωτεΐνες και διακρίνονται σε 654 γνωστά και 162 νέα. Επιπλέον, διακρίνονται και τα θεωρητικά 

(putative) γονίδια, τα οποία εµφανίζουν οµολογία µε ανθρώπινα ESTs και οργάνωση εξονίων/ιντρονίων, όµως 

δεν έχουν ORF και συνήθως δεν είναι πλήρους µήκους (χωρίς χαρακτηρισµένες περιοχές 5’ και 3’ UTR). Αξίζει 
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να σηµειωθεί ότι το 18% (322/1787) των προβλεπόµενων γονιδίων του χρωµοσώµατος ανήκουν σε αυτή 

την κατηγορία [Deloukas et al, 2004]. Αντίστοιχα, η περιοχή q23.31-q23.33 είναι από τις πιο πλούσιες σε γο-

νίδια, εµφανίζοντας µεγαλύτερη πυκνότητα λειτουργικών γονιδίων σε σχέση µε το υπόλοιπο χρωµόσωµα. 

 

  α. Tα γονίδια της περιοχής D10S541-D10S583 (10q23.31-q23.33) 

  To µήκος αυτής της χρωµοσωµικής περιοχής, µε βάση την πλήρη αλληλούχησή της, είναι 4.38Mb 

και αντιστοιχεί στο 3% του συνολικού µήκους του χρωµοσώµατος 10. Στα πλαίσια ταυτοποίησης των γονι-

δίων του χρωµοσώµατος 10 [Deloukas et al, 2004], στη συγκεκριµένη περιοχή εντοπίστηκαν 51 λειτουργικά 

γονίδια, από τα οποία τα 34 είναι πλήρως χαρακτηρισµένα και κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Εικ.78). Από τα τε-

λευταία, τα 25 είναι γνωστά, ενώ 9 είναι επιβεβαιωµένες προβλέψεις νέων γονιδίων. Επιπλέον, ανιχνεύθηκαν 

και 10 νέα γονίδια που κωδικοποιούν ncRNAs, καθώς και 7 θεωρητικά (putative) γονίδια. Τα αποτελέσµατα 

αυτά δικαιολογούν τον χαρακτηρισµό της περιοχής ως ‘πλούσιας σε γονίδια’, όπως φαίνεται από τη σύγκριση 

της συχνότητας λειτουργικών γονιδίων της συγκεκριµένης περιοχής (11.4/Μb) και ολόκληρου του χρωµοσώ-

µατος (10.4/Μb). H διαφορά αυτή οφείλεται κυρίως στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, τα οποία εµ-

φανίζονται µε σαφώς µεγαλύτερη συχνότητα στη συγκεκριµένη περιοχή (7.8/Mb) σε σχέση µε το υπόλοιπο 

χρωµόσωµα (6.2/Μb), όπως φαίνεται στον Πίνακα 25. Αντίθετα, τα ψευδογονίδια συναντώνται µε την ίδια 

περίπου συχνότητα (~3/Μb).  

 

  Στην περιοχή χαρτογραφούνται 17 ψευδογονίδια (Εικ.78), από τα οποία δύο αποτελούν νέες προ-

βλέψεις, ενώ τα υπόλοιπα αντιπροσωπεύουν στην πλειονότητά τους (14/15) επεξεργασµένα µετάγραφα λει-

τουργικών γονιδίων που εντοπίζονται είτε σε άλλο χρωµόσωµα, είτε και στην ίδια χρωµοσωµική περιοχή (πχ 

το ψευδογονίδιο PANK1). Tα περισσότερα από τα ψευδογονίδια της περιοχής αντιπροσωπεύουν λειτουργικά 

γονίδια ριβονουκλεοπρωτεϊνών (RPL7, RPS27P11, SNRPD2 και RPL7), δοµικών πρωτεϊνών (κερατίνη KRT8), 

και ενζύµων του µεταβολισµού (δεϋδρογενάσες GAPD και SDHCytb560), οι οποίες αποτελούν τις πιο χαρα-

κτηριστικές κατηγορίες ‘housekeeping’ γονιδίων, µε υψηλά επίπεδα έκφρασης και µεγάλο αριθµό ψευδογονι-

δίων [Zhang & Gerstein, 2004]. 

  

  Ο αυξηµένος αριθµός γονιδίων που παρατηρείται στην περιοχή αυτή πιθανόν σχετίζεται µε τους 

διπλασιασµούς τµηµάτων της 10q23 που συνέβησαν κατά την εξέλιξη των πρωτευόντων. Αυτοί οδήγησαν 

στη δηµιουργία των δύο γονιδιακών αθροισµάτων της περιοχής (LIP και ΙFΙΤ). To άθροισµα γονιδίων LIP πε-

ριλαµβάνει 6 λειτουργικά γονίδια µε domain λιπάσης, από τα οποία µόνο τα 4 ήταν γνωστά πριν την πλήρη 

αλληλούχηση του χρωµοσώµατος. Το άθροισµα αυτό έχει ιδιαίτερη σηµασία λόγω του συσχετισµού της συ-

γκεκριµένης περιοχής µε τη νόσο Wolman ή CESD (Cholesteryl Ester Storage Disease, OMIM ID:278000), µια 

θανατηφόρα ασθένεια της βρεφικής ηλικίας που εκδηλώνεται µε ιστολογικές αλλοιώσεις των περισσότερων 

εσωτερικών οργάνων και σχετίζεται µε διαταραχές στον µεταβολισµό λιπιδίων. Αν και διάφορες µεταλλαγές 

του γονιδίου LIPA (Lysosomal acid lipase) έχουν βρεθεί σε ασθενείς της νόσου, δεν αρκούν για τον πλήρη 

συσχετισµό µε τα ετερογενή κλινικά και βιοχηµικά ευρήµατα [Redonnet-Vernhet et al, 1997], γεγονός που 

δεν αποκλείει τη συνεισφορά και άλλων γονιδίων του αθροίσµατος στην εκδήλωση του φαινοτύπου. Από τα 
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υπόλοιπα γονίδια του αθροίσµατος, το LIPF (γαστρική λιπάση) είναι αυτό µε αποδεδειγµένη λειτουργία λιπά-

σης, σηµαντικής για τον καταβολισµό τριγλυκεριδίων στον γαστρεντερικό σωλήνα [Lohse et al, 1997/ Lund 

et al, 1998], ιδιαίτερα σε άτοµα µε ανεπάρκεια της παγκρεατικής λιπάσης, η οποία κωδικοποιείται από το γο-

νίδιο PNLIP, ένα από τα τέσσερα µέλη του αντίστοιχου αθροίσµατος στην περιοχή 10q25.3. Τέλος, στην πε-

ριοχή του αθροίσµατος LIP βρίσκεται και το γονίδιο CH25H (Cholesterol-25 Hydroxylase), του οποίου το 

προϊόν, αν και δεν εµφανίζει δοµική οµοιότητα µε τις λιπάσες του αθροίσµατος LIP, λειτουργεί στον καταβο-

λισµό της χοληστερόλης αλλά και στη µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων που σχετίζονται µε τον µεταβολισµό 

λιπιδίων, ενισχύοντας το ρόλο της χρωµοσωµικής περιοχής 10q23.31 στη συγκεκριµένη µεταβολική διαδικα-

σία.  
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Εικ.78 Τα γονίδια της περιοχής 10q23.31-q23.33 (ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες D10S541 και D10S583). Οι διαφορετικές 
κατηγορίες γονιδίων συµβολίζονται µε βέλη διαφορετικών χρωµάτων. Φαίνεται η θέση, το µέγεθος (Mb) και η κατεύθυνση της µετα-
γραφής κάθε γονιδίου. Οι γενετικές ασθένειες που σχετίζονται µε γονίδια της περιοχής φαίνονται σε πλαίσιο. 
 

  Το άθροισµα IFIT (Interferon inducible with Tetratricopeptide repeats) αποτελείται από 5 γονίδια 

τοποθετηµένα πολύ κοντά ή και µέσα στο γονίδιο LIPA, τα οποία µεταγράφονται προς την αντίθετη κατεύ-

θυνση. Αξίζει να σηµειωθεί ότι έξι από τα οκτώ εναλλακτικά µετάγραφα του LIPA επικαλύπτονται µε µέλη 

του αθροίσµατος IFIT. Συγκεκριµένα, στα δύο πρώτα ιντρόνια του LIPA περιέχονται 4 IFIT γονίδια, από τα 

οποία το IFIT5 φαίνεται να µεταγράφεται από κοινό υποκινητή διπλής κατεύθυνσης µε τo εναλλακτικό µετά-

γραφο LIPA-004. Αυτό αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγµα επικαλυπτόµενων γονιδίων για το χρωµόσωµα 

10, στο οποίο έχουν εντοπιστεί 101 τέτοια ζεύγη, στα 38 από τα οποία το ένα γονίδιο περιέχεται σε ιντρόνιο 

του άλλου και µεταγράφεται προς αντίθετη κατεύθυνση. Στο 34% των µερικώς επικαλυπτόµενων γονιδίων, η 

επικάλυψη αφορά τα 5’ εξόνια, και σχετίζεται µε κοινή ρύθµιση από υποκινητές διπλής κατεύθυνσης [Delou-
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kas et al, 2004]. Από τα γονίδια του αθροίσµατος IFIT, περισσότερα πειραµατικά δεδοµένα υπάρχουν για τη 

λειτουργία του IFIT1. Η πρωτεΐνη IFIT1 (56ΚD) αρχικά αποµονώθηκε λόγω της υπερέκφρασής της σε αν-

θρώπινα κύτταρα µετά την επίδραση ιντερφερόνης [Wathelet et al, 1986]. Η ανάλυση των υποκινητών των 

γονιδίων IFIT1 και ΙFIT2 έδειξε ότι περιέχουν ρυθµιστικά στοιχεία απόκρισης σε ιντερφερόνη, αλλά µπορούν 

να επάγονται και από άλλα σήµατα (ιντερλευκίνη-1, δίκλωνο RNA, παρουσία ιών) [Wathelet et al, 1987]. Ο 

ακριβής ρόλος των επαναλήψεων TPR (tetratricopeptide repeats) σε αυτές τις πρωτεΐνες δεν έχει διερευνη-

θεί, όµως το µοτίβο αυτό συναντάται σε µεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών, των οποίων διευκολύνει τις αλληλεπι-

δράσεις µε άλλες πρωτεΐνες ή πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα [Das et al, 1998]. Το γονίδιο IFIT1 θεωρήθηκε 

πρόσφατα υποψήφιο για την εκδήλωση του συστηµατικού ερυθροµατώδους λύκου (System Lupus Erythro-

matosus, SLE), λόγω της υπερέκφρασής του στους ασθενείς µε SLE [Ye et al, 2003]. Στην ίδια µελέτη διαπι-

στώθηκε η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης IFIT1 µε την Rho/RacGEF (Rho/Rac Guanine Exchange Factor), δι-

ευρύνοντας το πεδίο έρευνας της µοριακής βάσης της νόσου.  

 

  Εκτός από τα παραπάνω γονιδιακά αθροίσµατα, στην περιοχή συναντώνται και τρεις oµάδες γονι-

δίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες µε κοινά domains: 1) τα γονίδια ΑΝΚRD22, ΑΝΚRD1 και ΤΝKS2, των 

οποίων τα πρωτεϊνικά προϊόντα φέρουν επαναλήψεις αγκυρίνης, 2) τα RNF159 και RNF153, που κωδικοποι-

ούν πρωτεΐνες µε RING domain και 3) τα γονίδια MPHOSPH1 και ΚΙF11, που κωδικοποιούν πολυπεπτίδια µε 

domain της πρωτεΐνης-κινητήρα κινεσίνης. Η λειτουργική σχέση των γονιδίων αυτών των οµάδων δεν έχει 

διερευνηθεί. Για την πρωτεΐνη TNKS2 (Tankyrase 2) είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα ΤRF-1 

(Telomere Repeat Binding Factor 1), ρυθµίζοντας το µήκος των τελοµερών, µε την πρωτεΐνη ΙRAP (Insulin 

Responsive Aminopeptidase) της εξωτερικής επιφάνειας µεµβρανικών κυστιδίων του Golgi, ρυθµίζοντας τον 

υποκυτταρικό τους προορισµό, αλλά σχηµατίζει και ολιγοµερή µε την Tankyrase-1, µε την οποία συνεργάζε-

ται στις παραπάνω λειτουργίες [Sbodio et al, 2002]. Η MPHOSPH1 (Μ phase phosphoprotein 1 ή ΜΡΡ1) 

προσδένεται σε µικροσωληνίσκους και κινείται προς τα (+) άκρα τους, ρυθµίζει τον κυτταρικό κύκλο κατά τη 

µετάβαση από τη φάση G2 στην Μ και είναι απαραίτητη στα τελικά στάδια της κυτοκίνησης [Abaza et al, 

2003]. Παρόµοια λειτουργία κινεσίνης έχει διαπιστωθεί και για την KIF11 (ή ΕG5), η οποία επιπλέον ρυθµίζει 

τον διαχωρισµό των κεντροσωµάτων και τη δηµιουργία των µιτωτικών αστέρων στα αρχικά στάδια της µί-

τωσης, αλλά είναι απαραίτητη και για τον διαχωρισµό των θυγατρικών κυττάρων µετά τη διαίρεση [White-

head & Rattner, 1998].        

 

  Για το γονίδιο TNFRSF6 (Τumour Necrosis Factor Receptor Superfamily 6), γνωστό και ως FAS ή 

CD95, υπάρχουν πολλαπλές αναφορές που το συσχετίζουν µε αυτοάνοσες ασθένειες και µε ογκογένεση. Συ-

γκεκριµένα, µεταλλαγές του έχουν ανιχνευθεί σε νεοπλασίες του δέρµατος που εκδηλώνονται µετά από 

εγκαύµατα (Burn-scar related squamous cell carcinoma, OMIM 134637), καθώς και σε ασθενείς συστηµατι-

κού ερυθροµατώδη λύκου (ΟΜΙΜ 152700) και του αυτοάνοσου συνδρόµου παιδικής ηλικίας ALPS (Autoim-

mune lymphoproliferative syndrome, OMIM 601859). Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί ότι ευθύνεται για την από-

πτωση των κερατινοκυττάρων του δέρµατος ασθενών της αυτοάνοσου νόσου ΤΕΝ (Τoxic Epidermal Necroly-

sis) [Viard et al, 1998]. 
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  Mεταξύ των γονιδίων της συγκεκριµένης χρωµοσωµικής περιοχής περιλαµβάνονται αρκετά επι-

πλέον που κωδικοποιούν πρωτεΐνες γνωστής λειτουργίας, όπως αυτό της υποµονάδας α2 της ακτίνης 

(ΑCTA2), της παντοθενικής κινάσης (PANK1) που καταλύει τη σύνθεση του συνενζύµου CoA, του υποδοχέα 

σεροτονίνης (HTR7, hydroxytryptamine receptor 7), της υποµονάδας 30KD της ριβονουκλεάσης Ρ (RPP30) η 

οποία καταλύει την ωρίµανση των tRNAs στον πυρηνίσκο των ευκαρυωτικών κυττάρων, της ρυθµιστικής 

υποµονάδας 3C της πρωτεϊνικής φωσφατάσης 1 (PPP1R3C) που ρυθµίζει διάφορες κυτταρικές λειτουργίες 

αποφωσφορυλιώνοντας µεγάλη ποικιλία πρωτεϊνικών υποστρωµάτων, του µεταγραφικού παράγοντα BTAF1 

(συστατικού του συµπλόκου TFIID, απαραίτητου για την έναρξη της µεταγραφής από την RNA πολυµεράση 

ΙΙ), της πρωτεΐνης CPEB3 (Cytoplasmic polyadenylation element  binding protein 3) για την οποία έχει διαπι-

στωθεί η συµµετοχή στη ρύθµιση της µετάφρασης σε αρχικά στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης και σε συγκε-

κριµένες περιοχές του ενήλικου εγκεφάλου και του ενζύµου αποικοδόµησης της ινσουλίνης IDE (insulin de-

grading enzyme), το οποίο θεωρείται υπεύθυνο για τον τερµατισµό της απόκρισης των κυττάρων σε ινσου-

λίνη. Τέλος, τα γονίδια LIPL(1-4), IFIT(2, 4, 5, 1L), ANKRD(22, 1), RNF(159, 153) και HECTD2 είναι άγνω-

στης λειτουργίας, όµως φέρουν χαρακτηριστικά domains (λιπάσης, ΤPR, Ankyrin repeats, RING και HECT, 

αντίστοιχα) που υποδηλώνουν την πιθανή λειτουργία τους. Επιπλέον, η πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας 

c10orf59 φέρει χαρακτηριστικά µοτίβα που συναντώνται σε ένζυµα µεταβολισµού (υδροξυλάσες και αναγω-

γάσες) και σε αντλίες καλίου, ενώ η ΝΡ_065850 φέρει το domain Μov34 που συναντάται συχνά σε ρυθµιστι-

κές υποµονάδες του πρωτεασώµατος και σε ρυθµιστές µεταγραφικών παραγόντων. Η ίδια πρωτεΐνη, όπως 

και οι Q8N2Z3 και c10orf13, πιθανόν εντοπίζονται στον πυρήνα λόγω της παρουσίας σε αυτές σηµάτων πυ-

ρηνικού εντοπισµού που ανιχνεύονται in silico, ενώ η ΝΡ_998771 φέρει 12 διαµεµβρανικές περιοχές. H 

c10orf13 φέρει επιπλέον και µια περιοχή που συναντάται συχνά σε πρωτεΐνες που προσδένονται στον FGF 

(Fibroblast Growth Factor).  

 

  β. Εξελικτική συντήρηση των γονιδίων της περιοχής 

  Στα πλαίσια της συγκριτικής ανάλυσης του χρωµοσώµατος 10 µε τα γονιδιώµατα τρωκτικών και 

ιχθύων, για την περιοχή 10q23.31-q23.33 εντοπίστηκαν οι συντηρηµένες περιοχές, οι οποίες αντιστοιχούν σε 

γονίδια ή σε διαγονιδιακές περιοχές. Όπως αναµένεται, οι συντηρηµένες περιοχές µεταξύ ανθρώπου και τρω-

κτικών είναι πολύ περισσότερες σε σχέση µε αυτές που εντοπίζονται µεταξύ ανθρώπου και ιχθύων (Εικ.79). 

Επιπλέον, ενώ στο γονιδίωµα των ιχθύων αυτές κυρίως εντοπίζονται σε γονίδια, στα τρωκτικά παρατηρείται 

συντήρηση και στις διαγονιδιακές περιοχές. 

 

  Μεγαλύτερη συντήρηση εµφανίζουν τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Από τα 34 γονίδια της 

περιοχής που κωδικοποιούν πρωτεΐνη, τα 22 έχουν ορθόλογα στους ιχθύες (Πίνακας 26), σύµφωνα µε στοι-

χεία της βάσης δεδοµένων Ensembl. Από αυτά, τα 11 υπάρχουν και στα έντοµα (Drosophila melanogaster 

και Anopheles gambiae), ενώ 4 υπάρχουν και στον C. elegans. Όπως είναι φανερό από το πρότυπο εξελικτι-

κής συντήρησης των γονιδίων γνωστής λειτουργίας της περιοχής, οι πιο συντηρηµένες πρωτεΐνες είναι αυτές 

που σχετίζονται µε τη διαδικασία της µετάφρασης, όπως οι CPEB3 και RPP30 ή αποτελούν συστατικά του 

βασικού µηχανισµού µεταγραφής (BTAF1). Ο µεταβολισµός των λιπιδίων που αντιπροσωπεύεται από τα γονι- 
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Εικ.79 Εξελικτική συντήρηση της περιοχής 10q23.31-q23.33 στα θηλαστικά και στους ιχθύες. Στο διάγραµµα πάνω από το 
ιδεόγραµµα της χρωµοσωµικής περιοχής, παριστάνεται µε κατακόρυφες γραµµές η συντήρηση της γονιδιωµατικής αλληλουχίας (ταυτό-
τητα >90%) στα τρωκτικά (καφέ) και στους ιχθύες (πράσινο). Οι συµβολισµοί των γονιδίων είναι σύµφωνα µε την Εικ.78. Σε κίτρινο 
υπόβαθρο παρουσιάζονται τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και είναι συντηρηµένα και στους πέντε οργανισµούς που συγκρίνονται. 
 

δια LIPF και LIPA, φαίνεται επίσης συντηρηµένη λειτουργία από τα θηλαστικά µέχρι και τα έντοµα, ενώ ορ-

θόλογο του LIPF συναντάται και στον νηµατώδη. Από τα γονίδια της περιοχής που λειτουργούν σε µονοπά-

τια κυτταρικής σηµατοδότησης, πιο συντηρηµένο είναι αυτό του υποδοχέα του νευροδιαβιβαστή σεροτονίνη 

(HTR7), που συναντάται ακόµα και στο απλούστερο νευρικό σύστηµα του C. elegans. Αντίθετα, το γονίδιο 

TNFRS6 του υποδοχέα ΤΝF (Tumour Necrosis Factor) σχετίζεται µε την ανοσολογική απόκριση, εξειδικευ-

µένη λειτουργία των θηλαστικών. Πιθανόν η αυξηµένη πολυπλοκότητα αλλά και οι φυσιολογικές διαφορές 

που χαρακτηρίζουν το σύστηµα των θηλαστικών να οδήγησαν στην επέκταση των γονιδιακών αθροισµάτων 

LIP και ΙFIT ειδικά σε αυτά (Πίνακας 26), δηµιουργώντας ενδεχοµένως νέες πρωτεΐνες µε πιο εξειδικευµένες 

λειτουργίες στον µεταβολισµό λιπιδίων (LIPL1-4) ή στην απόκριση σε ιντερφερόνη (ΙFIT2, -4, -1L). Ενδιαφέ-

ρον παρουσιάζει και το γεγονός της παρουσίας ορθόλογων γονιδίων Tankyrase 2 (ΤΝΚS2) στα θηλαστικά και 

στα έντοµα, αλλά όχι στους ιχθύες. Η λειτουργία της Tankyrase 2 στον καθορισµό του µήκους των τελοµε-

ρών στους ιχθύες πιθανόν υποκαθίσταται από την Tankyrase 1. Σύµφωνα µε τα δεδοµένα της βάσης δεδο-

µένων Ensembl, το γονίδιο TNKS που χαρτογραφείται στο ανθρώπινο χρωµόσωµα 8 και κωδικοποιεί την 

Tankyrase 1, έχει ορθόλογα στους ιχθύες αλλά όχι στα έντοµα. Το ίδιο ισχύει και για το γονίδιο της ακτίνης 
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ACTA2, που ανήκει σε µια µεγάλη οικογένεια γονιδίων (>100 µέλη στο ανθρώπινο γονιδίωµα), ορισµένα από 

τα οποία έχουν ορθόλογα και στα ασπόνδυλα. 

 

Πίνακας 26. Εξελικτική συντήρηση γονιδίων της περιοχής 10q23.31-q23.33 
που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 
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οµάδα των οργανισµών στους οποίους συναντώνται. Με (+) συµβολίζεται η παρουσία ορθόλογου γονιδίου σε
κάθε οργανισµό. 
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2. Συντήρηση της γονιδιωµατικής οργάνωσης του Neurl 
  Όπως διαπιστώσαµε µελετώντας την οργάνωση εξονίων-ιντρονίων στα ορθόλογα γονίδια Neurl 

(Mus musculus) και NEURL (Homo sapiens), και στα δύο είδη διατηρείται ο αριθµός και το µέγεθος των εξο-

νίων, όπως και τα σχετικά µεγέθη των ιντρονίων. Ειδικότερα, διαπιστώσαµε συντήρηση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας, τόσο στις κωδικές όσο και σε µη κωδικές περιοχές, η οποία υποδηλώνει την παρουσία συντη-

ρηµένων λειτουργικών στοιχείων. Χαρακτηριστική είναι η συντήρηση της εναλλακτικής συναρµογής εξονίων 

και στα δύο γονίδια, που  οδηγεί στη σύνθεση των δύο εναλλακτικών µεταγράφων, 4.4Κb και 3.7Κb. Αυτά 

κωδικοποιούν τις δύο ισοµορφές του Neurl των θηλαστικών (574 και 557 αµινοξέα, αντίστοιχα), οι οποίες 

διαφέρουν στο αµινοτελικό τους άκρο. Ο ίδιος µηχανισµός διατηρείται και στο ορθόλογο γονίδιο της δροσό-

φιλας, προκαλώντας και σε αυτό ετερογένεια του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης neur (Eικ.80) Αν και δεν 

έχουν πραγµατοποιηθεί αναλυτικές µελέτες σύγκρισης του προτύπου έκφρασης των εναλλακτικών ισοµορ-

φών κατά την ανάπτυξη των θηλαστικών, οι Vollrath et al (2001) αναφέρουν ότι το µικρότερο µετάγραφο 

εκφράζεται στους σκελετικούς µύες των ενήλικων ποντικών, ενώ το µεγαλύτερο στον εγκέφαλο. Άγνωστο 

παραµένει και το ενδεχόµενο λειτουργικής διάκρισης των δύο πρωτεϊνικών ισοµορφών του Neurl. Με βάση 

τα αποτελέσµατά µας, οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που ανιχνεύσαµε για την ισοµορφή των 574 αµινο-

ξέων πρέπει να ισχύουν και για αυτήν των 557 αµινοξέων, εφόσον στο αµινοτελικό τµήµα του Neurl δεν πε-

ριλαµβάνονται τα domains ΝΕUΖ1 και ΝΕUZ2 που καθορίζουν τις αλληλεπιδράσεις του. Όµως, δεν αποκλείε-

ται η ιστοειδική έκφραση ή ο διαφορετικός υποκυτταρικός εντοπισµός των δύο ισοµορφών. Μια ένδειξη που 

υποστηρίζει το τελευταίο ενδεχόµενο προκύπτει από την in silico πρόβλεψη θέσεων µυριστιλίωσης στις δύο 

πρωτεΐνες Neurl. Η Ν-µυριστιλίωση είναι πολύ συχνή τροποποίηση σε πρωτεΐνες που λειτουργούν σε σηµα-

τοδοτικά µονοπάτια, η οποία ενισχύει την αλληλεπίδρασή τους µε µεµβράνες, επηρεάζοντας τον υποκυττα-

ρικό τους εντοπισµό [McCabe & Berthiaume, 2001]. Το πρόγραµµα ‘Myristoylator’ (au.expasy.org/tools/ 

myristoylator) ανιχνεύει πιθανές θέσεις µυριστιλίωσης για τις γλυκίνες του αµινοτελικού άκρου πρωτεϊνών. 

Σύµφωνα µε αυτό, η µεγαλύτερη ισοµορφή του Neurl (574 αµινοξέα) περιέχει µια πιθανή θέση 

µυριστιλίωσης στην πρώτη γλυκίνη του N-τελικού της άκρου, ενώ η µικρότερη ισοµορφή (557 αµινοξέα) δεν 

µυριστιλιώνεται. Παρόµοια διάκριση ισχύει και για τις εναλλακτικές µορφές neur της δροσόφιλας (Εικ.80). Mε 

δεδοµένη τη συντήρηση αυτής της διάκρισης των ισοµορφών του Neurl από τη δροσόφιλα µέχρι τον 

άνθρωπο και τον µεµβρανικό συσχετισµό των δύο πρωτεϊνών [Pavlopoulos et al, 2001], θα ήταν ενδιαφέρον 

να διερευνηθεί πειραµατικά η λειτουργική της σηµασία. Αξίζει, όµως, να σηµειωθεί ότι προηγούµενα 

βιοχηµικά πειράµατα στα οποία είχε χρησιµοποιηθεί η ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη GFP-Neurl(5-574), έδειξαν 

ότι αυτή αλληλεπιδρά µε την εξωτερική επιφάνεια µεµβρανικών κυστιδίων, χωρίς να περιέχει την 

προβλεπόµενη θέση Ν-µυριστιλίωσης [H. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2001]. 
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Εικ.80 Σύγκριση γονιδιωµατικής οργάνωσης των γονιδίων neur (D.m) και Νeurl (M.m). Το γονίδιο των θηλαστικών (β) έχει 
περισσότερα και µεγαλύτερα ιντρόνια. Και στα δύο γονίδια συµβαίνει εναλλακτική συναρµογή εξονίων, που προκαλεί ετερογένεια στο 
αµινοτελικό άκρο των πρωτεϊνών neur και Νeurl. Στα σχήµατα των δύο γονιδίων σηµειώνονται οι περιοχές των εξονίων που κωδικοποι-
ούν τα domains NEUZ1, NEUZ2 και RING. Για κάθε εναλλακτική ισοµορφή των πρωτεϊνών neur και Neurl, φαίνεται το διαφορετικό N-
τελικό άκρο και σηµειώνονται οι προβλεπόµενες θέσεις µυριστιλίωσης, µε βάση το πρόγραµµα ‘Myristilator’.  
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3. Εξελικτική ιστορία της πρωτεΐνης Neuralized 
  H πρωτεΐνη Neuralized είναι συντηρηµένη στους πολυκύτταρους ζωικούς οργανισµούς. Προηγού-

µενη σύγκριση µεταξύ των ορθόλογων πρωτεϊνών των θηλαστικών Μus musculus και Homo sapiens µε αυ-

τές της Drosophila melanogaster και του Caenorhabditis elegans [Pavlopoulos et al, 2002] υπέδειξε ταυτό-

τητα αµινοξικών καταλοίπων µεταξύ των ορθόλογων µορίων σε ποσοστά 27% και 30%, αντίστοιχα. Τα πρό-

σφατα στοιχεία γονιδιωµατικής αλληλούχησης και άλλων οργανισµών µας επιτρέπουν επιπρόσθετες δοµικές 

συγκρίσεις των πρωτεϊνών Neuralized στα είδη Anopheles gambiae, Fugu rubripes, Danio rerio, Xenopus 

laevis και Rattus norvegicus. Eπιπλέον, συγκρίνοντας ξεχωριστά τις περιοχές των επαναλήψεων NEUZ1, 

NEUZ2 και το RING των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized, είναι δυνατόν να ελεγχθεί η αµινοξική συντήρηση 

σε αυτές, γεγονός που υποδηλώνει τη σηµασία της κάθε περιοχής στη λειτουργία του µορίου.  

Συγκρίνοντας τις ορθόλογες πρωτεΐνες Νeuralized των θηλαστικών µε αυτές άλλων σπονδυλωτών (Fugu ru-

bripes, Danio rerio, Xenopus laevis), εντόµων και του νηµατώδη προκύπτουν τα εξής: 

 

  α. ∆ιαφορά στο µήκος των πρωτεϊνών Neuralized µεταξύ σπονδυλωτών και   

             ασπονδύλων 

  Οι πρωτεΐνες των ασπονδύλων είναι κατά πολύ (100-200 αµινοξέα) µεγαλύτερες αυτών των 

σπονδυλωτών, µε χαρακτηριστικά µεγαλύτερη την περιοχή ανάµεσα στο NEUZ2 και το RING domain 

(Εικ.81). Οι επιπρόσθετες περιοχές που υπάρχουν στα µόρια των ασπονδύλων, είτε ευθύνονται για λειτουρ-

γίες ή αλληλεπιδράσεις του Neurl ειδικές για το σύστηµα των ασπονδύλων, είτε αποτελούν απλώς ‘συνδετι-

κές’ περιοχές µεταξύ των λειτουργικών περιοχών του Neurl που έχουν διατηρηθεί κατά την εξέλιξη στα 

σπονδυλωτά. 

     

  β. Αµινοξική συντήρηση κατά µήκος της πρωτεΐνης Neuralized 

   H πρωτεΐνη NEURL του ανθρώπου εµφανίζει ταυτότητα αµινοξέων σε ποσοστά 60-70% µε τις 

ορθόλογες πρωτεΐνες άλλων σπονδυλωτών (αµφιβίων και ιχθύων), 30% µε την πρωτεΐνη του νηµατώδη και 

ελάχιστα µικρότερο ποσοστό (27-28%) µε τις πρωτεΐνες των εντόµων (Εικ.81). Με βάση αυτά τα ποσοστά 

είναι αναµενόµενη και η συντήρηση της λειτουργίας του Neurl, ιδιαίτερα µεταξύ των σπονδυλωτών. Μεταξύ 

σπονδυλωτών και ασπονδύλων, αν και τα βασικά δοµικά χαρακτηριστικά του µορίου διατηρούνται, ενδεχο-

µένως υπάρχουν διαφοροποιήσεις στη λειτουργία του, αντανακλώντας τη διαφορά στην πολυπλοκότητα των 

δύο συστηµάτων. 
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Eικ.81 Τα ορθόλογα µόρια Neuralized. (α) ∆ιαγραµµατική απεικόνιση των πρωτεϊνών, στην οποία φαίνονται οι συντηρηµένες περι-
οχές NEUZ1, NEUZ2 και RING. (β) Το φυλογενετικό δέντρο και τα ποσοστά (%) ταυτότητας αµινοξέων που προκύπτουν από τη σύ-
γκριση των ορθόλογων µορίων Neuralized. (*) : ποσοτικοποίηση των εξελικτικών αποστάσεων ως διαφορά της αµινοξικής ακολουθίας 
κατά 5%. Οι αριθµοί στα κοµβικά σηµεία του δέντρου αντιστοιχούν σε βαθµούς του ‘Bootstrap test’, για τη στατιστική αξιολόγηση κάθε 
διακλάδωσης (βλ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’). Για τις συγκρίσεις χρησιµοποιήθηκαν οι αλληλουχίες των βάσεων δεδοµένων GenBank και 
Ensembl µε κωδικούς πρόσβασης: S35503 (D. melanogaster), XP_321060 (A. gambiae), U40945 (C. elegans), SINFRUP00000154136 
(F. rubripes), ENSDARG00000023281 (D.rerio), Q8UVQ6 (X. laevis), ENSRNOP00000027567 (R. norvegicus), Y15160 (Mus musculus) 
και AAC17474 (H. sapiens). 
 

  γ. Οι περιοχές NEUZ1 εµφανίζονται ιδιαίτερα συντηρηµένες µεταξύ των ορθόλογων  

  πρωτεϊνών Neuralized  

  Συγκεκριµένα, η περιοχή ΝΕUZ1 της πρωτεΐνης του Ηomo sapiens, εµφανίζει υψηλά ποσοστά 

ταυτότητας αµινοξέων µε τις αντίστοιχες πρωτεϊνικές περιοχές των πιο αποµακρυσµένων εξελικτικά ειδών 

F.rubripes (84%), D.melanogaster και C.elegans (44%). Aξίζει να σηµειωθεί ότι η ΝΕUZ1 είναι η πιο συντη-

ρηµένη περιοχή του µορίου στα σπονδυλωτά (Εικ.82). Αντίθετα, η περιοχή ΝEUZ2 εµφανίζει µικρότερη συ-

ντήρηση τόσο µεταξύ των σπονδυλωτών όσο και συγκρίνοντας σπονδυλωτά µε ασπόνδυλα, µε ποσοστά 

ταυτότητας αµινοξέων 62% µεταξύ Η. sapiens και F.rubripes και 32% ή 34% µεταξύ Η. sapiens και 
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D.melanogaster ή C.elegans (Εικ.82). Από τα 124 αµινοξέα της NEUZ1 που στοιχήθηκαν, τα 82 είναι συντη-

ρηµένα µεταξύ των ειδών (66%, Εικ.83), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για την NEUZ2 είναι 69 από τα 123 

αµινοξέα (56%, Εικ.84). Τέλος, συγκρίνοντας την ακολουθία των συντηρηµένων αµινοξέων (consensus) των 

περιοχών NEUZ1 και NEUZ2 προκύπτει το µοτίβο της Εικ.85, στο οποίο 62 αµινοξέα κατά µήκος του NEUZ 

domain διατηρούνται και στις δύο επαναλήψεις του µορίου Neuralized. Η υψηλή συντήρηση αυτών των αµι-

νοξέων µπορεί να οφείλεται στον καθοριστικό ρόλο της περιοχής των επαναλήψεων NEUZ για την υποκυττα-

ρική τοπογραφία του Neurl [Pavlopoulos et al, 2002] αλλά και για τις πρωτεϊνικές του αλληλεπιδράσεις. 
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Εικ.82 Σύγκριση των επιµέρους περιοχών των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized NEUZ1 (N1), NEUZ2 (N2) και RING (R). Στον 
πίνακα αναφέρονται τα ποσοστά ταυτότητας αµινοξέων για κάθε περιοχή των συγκρινόµενων µορίων. Με τα διαφορετικά χρώµατα 
παρουσιάζονται για κάθε ορθόλογη πρωτεΐνη τα ποσοστά συντήρησης των περιοχών µε την υψηλότερη (κόκκινο) και την δεύτερη υψη-
λότερη (πράσινο) συντήρηση, στις περιπτώσεις που αυτές είναι ευδιάκριτες (µε διαφορά >3%). H περιοχή NEUZ1 είναι η πιο συντηρη-
µένη περιοχή του µορίου µεταξύ των σπονδυλωτών, ενώ το RING εµφανίζεται αρκετά συντηρηµένο µέχρι και τα ασπόνδυλα. 
 

Συγκεκριµένα, η περιοχή NEUZ1 φαίνεται απαραίτητη για την αλληλεπίδραση του Neurl µε πρωτεΐνες που 

σχετίζονται µε τον κυτταροσκελετό (βλ. Αποτελέσµατα), γεγονός που ενδεχοµένως ρυθµίζει και τον υποκυτ-

ταρικό του εντοπισµό. Επιπλέον, όλα τα ‘θηράµατα’ του Neurl που χαρακτηρίσαµε αλληλεπιδρούν µε µία από 

τις δύο ή και µε τις δύο επαναλήψεις NEUZ. Έτσι, διαπιτώσαµε ότι η αλληλεπίδραση του Ubc9 απαιτεί την 

παρουσία του NEUZ2, το οποίο συνεισφέρει µαζί µε το RING στη συγκεκριµένη αλληλεπίδραση. 
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1        10        20        30       40        50        60    70        
Hs ATPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDP
Mm ATPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDP
Rn ATPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDP
Xl ITPLLFHPHAKGSQIIMDTSQKAVKRQASFCNAITFSNRPVVIHEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDP
Dr MSPLLFHPNAKGSQIVMDLAQRSVKRQASFCNAITFSNRPIALYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDP
Fr SVPLLFHPSTKGSQIVMDMSQRTVKRQASFCNAITFSNRPIAVYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTCKDP
Ce RGPLQFH-CIHGSNVVILKNGRLAKRRESFCKGLAFSNRPIEIDENVCLRLCEVGTNWSGVLRFGVTNDDP
Dm LPPLQFH-SVHGDNIRISRDGTLARRFESFCRAITFSARPVRINERICVKFAEISNNWNGGIRFGFTSNDP
Ag LPPLQFH-TVHGDNIRISREGTVAKRYESFCKGITFSARPVRVNERVCVKFLDISNNWSGVIRFGFTCNDP
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Xl SRINPDTLPKYACPDLVSQSGFWAKALPEEFANEGNIIAFWVDKKGRVFYRVN
Dr SRINPDSLPKYACPDLVSQSGFWAKALPEEFANEGNLISFWVDKKGRVFYRIN
Fr SRINPDTLPKYACPDLVSQSGFWAKALPEELSNEGTVIAFWVDKKGRVFYRIN
Ce EMYRDIPVPTFACPDLTTKDGYWAKALPERYSNEGNILHFYVNAHGELFYGIN
Dm VTLEGT-LPKYACPDLTNRPGFWAKALHEQYCEKDNILYYYVNGAGDVIYGIN
Ag ASLRGN-LPKYACPDLTNKPGFWAKALNERYCYRGNVLFYYVTPSGDVHFGIN
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Eικ.83 Σύγκριση των περιοχών NEUZ1 των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized. (α) Στοίχιση αµινοξικών αλληλουχιών (Clustal 
W). Τα αµινοξέα που φαίνονται µε κόκκινο είναι συντηρηµένα σε όλους τους οργανισµούς που συγκρίθηκαν. Τα µπλε είναι συντηρηµένα 
τουλάχιστον στο 70% των οργανισµών. (β) φυλογενετικό δέντρο (MEGA2.1). Στα κοµβικά σηµεία του δέντρου φαίνονται οι τιµές του 
‘Bootstrap test’ (βλ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’). Στην αλληλουχία Co (consensus) ισχύουν οι συµβολισµοί: ‘*’= υδρόφοβα (L,I,Y,F,W,V,M,A), 
‘!’=αλειφατικά (L,I,V,A,M), ‘$’=µικρά (G,A,S,N,T,C,P), ‘%’=φορτισµένα (S,T,N,R,E,Q,H,D,K), ‘+’=θετικά φορτισµένα (Κ,R), ‘-’= αρνητικά 
φορτισµένα αµινοξέα (D,E). 
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1        10        20        30        40        50        60   70        
Hs DGDLRFHALRAGAHVRILDEQTVARVEHGRDERALVFTSRPVRVAETIFVKVTRSGGARPGALSFGVTTCDP
Mm DGDLRFHALRRRAHVRILDEQTVARVEHGRDERALVFTSRPLRVAETIFIKVTRSGGARPGALSFGVTTCDP
Rn  DGDLRFHALRAGAHVRILDEQTVARLEHGRDERALVFTSRPVRVAETIFIKVTRSGGARPGALSFGVTTCDP
Xl ESDLRFHQLR-GAHIKTLDDQTVARLEHAREERTLVFTNRPLRINETIFVKINKSNSSRSGTLSYGVTSCDP
Dr ECDIRFHQLR-GAHIKILNEQTVARSEHNREERTLVFTDRPLRIGETIFIKVIKSSPARFGSLSYGVTSCDP
Fr DTDLHLHAVH-GVHVAALDKHTAARTDRRGDEQTLVFTSRPVHCSETVFVKV-KAVGTRPGSLSYGVTSCDP
Ce  KRPLRFHYVK-GCHITLNPSRNIATRDQAEYSQGYVFTERPIKNNEKVMIMISQVQRLYEGGLAFGVTCCDP
Dm LIPVPFHNTK-GRNVRLSQDRFVASRTESDFCQGYVFTARPIRIGEKLIVQVLKTEQMYVGALALGLTSCNP
Ag LLPLPFHPVR-GRNIKFSADRYVATRADTEFCQGYVFSPRPVKIGERLIIQILKTDSIFVGSLALGLTSCDP

Co ..d!rfH.*%.g.%!+*.%%%.!A%.-%.%..%$*VFt.RP!%!$E%!*!%!.%......G$L$*G!T%C%P

80        90        100       110       120    
Hs GTLRPADLPFSPEALVDRKEFWAVCR-VPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHN
Mm GTLRPADLPFSPEALVDRKEFWAVCR-VPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHN
Rn  GTLRPADLPFSPEALVDRKEFWAVCR-VPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHN
Xl STLRPSDLPYNPESLVDRKEFWAVCR-VLASLQSGDILGFVINAEGELHLSHN
Dr AVLRPSDLPYNPEALVDRKEFWAVCR-VPTALQSADILGFLVTQEGEVILSHN
Fr ATLRPSDLPANTEALVDRKEFWAVCR-VAVPLQNGDILGFMVNAEGEVRMSRN
Ce  ASIRVAGLPDDSSDLVEMPEYWVGIKDIALQPKANSILSFWITDSGEVKFEID
Dm AMLQPNDLPNDSDFLLDRPEYWVVSKDIAAAPQRGDEIAFFVAPNGEVSISKN
Ag ASLQLNDLPDDSDMLLDRPEYWVVSKDVASTLVRGDELCFSVTVNGEVQISKN

Co $.!%p$dLP.%$%.L!-rkE%W!v$+.!...l.%$di!$**!$.%GE!%*s%%

NEUZ2

(α)

(β)
Hs

Rn

Mm

Dr

Xl

Fr

Ce

Dm

Ag

100

93

94

100

100

5% διαφορές αα

Hs

Rn

Mm

Dr

Xl

Fr

Ce

Dm

Ag

100

93

94

100

100

5% διαφορές αα

 
Eικ.84 Σύγκριση των περιοχών NEUZ2 των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized. (α) Στοίχιση αµινοξικών αλληλουχιών (Clustal 
W). Τα αµινοξέα που φαίνονται µε κόκκινο είναι συντηρηµένα σε όλους τους οργανισµούς που συγκρίθηκαν. Τα µπλε είναι συντηρηµένα 
τουλάχιστον στο 70% των οργανισµών. (β) φυλογενετικό δέντρο (ΜEGA2.1). Στα κοµβικά σηµεία του δέντρου φαίνονται οι τιµές του 
‘Bootstrap test’ (βλ. ‘Υλικά και Μέθοδοι’). Στην αλληλουχία Co (consensus) ισχύουν οι συµβολισµοί: ‘*’= υδρόφοβα (L,I,Y,F,W,V,M,A), 
‘!’=αλειφατικά (L,I,V,A,M), ‘$’=µικρά (G,A,S,N,T,C,P), ‘%’=φορτισµένα (S,T,N,R,E,Q,H,D,K), ‘+’=θετικά φορτισµένα (Κ,R), ‘-’= αρνητικά 
φορτισµένα αµινοξέα (D,E). 
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..D!RFH.*%.G.%!+*.%%%.!A%.-%.%..%$*VFT.RP!%!$E%!*!%!.%......G$L$*G!T%C%P
1        10        20        30        40        50        60   70

1        10        20        30 40        50        60        70 
*$PLLFH.%.%G%%!!!%.%.+.!+R%.SFC_%$!TFSNRP!.!.E%!R!+*$%.%$$WSG!!R*GFT$%DPΝΕUZ1_Co

ΝΕUZ2_Co

ΝΕUZ1_Co

ΝΕUZ2_Co

NEUZ_ Co

NEUZ_ Co

Μοτίβο του ΝΕUZ domain

80        90       100       110       120
.%*%$%.!P%*ACPDL.%%$G*WAKALPE%*$%%GN!!.**V%.%G%!**R!N

$.!%P$DLP.%$%.L!-RKE%W!V$+.!...L.%$DI!$**!$.%GE!%*S%%
80        90       100       110       120    

1        10        20        30 40        50        60        70 
...!.FH....G.%!.*..%...!%.%.....%$*.F%.RP!.!.E%!.!%*.%......G.!.*G*T..%P

80        90       100       110       120    
..*%$..!P..$...!.%%..**!.........%$%!!.**!..%G%!.*%.%

..D!RFH.*%.G.%!+*.%%%.!A%.-%.%..%$*VFT.RP!%!$E%!*!%!.%......G$L$*G!T%C%P
1        10        20        30        40        50        60   70

1        10        20        30 40        50        60        70 
*$PLLFH.%.%G%%!!!%.%.+.!+R%.SFC_%$!TFSNRP!.!.E%!R!+*$%.%$$WSG!!R*GFT$%DPΝΕUZ1_Co

ΝΕUZ2_Co

ΝΕUZ1_Co

ΝΕUZ2_Co

NEUZ_ Co

NEUZ_ Co

Μοτίβο του ΝΕUZ domain

80        90       100       110       120
.%*%$%.!P%*ACPDL.%%$G*WAKALPE%*$%%GN!!.**V%.%G%!**R!N

$.!%P$DLP.%$%.L!-RKE%W!V$+.!...L.%$DI!$**!$.%GE!%*S%%
80        90       100       110       120    

1        10        20        30 40        50        60        70 
...!.FH....G.%!.*..%...!%.%.....%$*.F%.RP!.!.E%!.!%*.%......G.!.*G*T..%P

80        90       100       110       120    
..*%$..!P..$...!.%%..**!.........%$%!!.**!..%G%!.*%.%

 
Εικ.85. Η συντηρηµένη αλληλουχία αµινοξέων (consensus) του NEUZ domain (ΝΕUΖ_Co, σε πλαίσιο), που προκύπτει από τη 
σύγκριση των συντηρηµένων αµινοξέων των περιοχών NEUZ1 και ΝΕUZ2 του Neuralized (αλληλουχίες ΝΕUZ1_Co και NEUZ2_Co, αντί-
στοιχα). Στις αλληλουχίες Co (consensus) ισχύουν οι συµβολισµοί: ‘*’= υδρόφοβα (L,I,Y,F,W,V,M,A), ‘!’=αλειφατικά (L,I,V,A,M), 
‘$’=µικρά (G,A,S,N,T,C,P), ‘%’=φορτισµένα (S,T,N,R,E,Q,H,D,K), ‘+’=θετικά φορτισµένα (Κ,R), ‘-’=αρνητικά φορτισµένα αµινοξέα (D,E). 
 

  δ. To RING είναι η δεύτερη πιο συντηρηµένη περιοχή στα σπονδυλωτά 

  Το καρβοξυτελικό άκρο του Νeuralized που περιέχει το µοτίβο RING εµφανίζει τα µεγαλύτερα 

ποσοστά συντήρησης µετά από αυτά της περιοχής NEUZ1 στις συγκρίσεις µεταξύ σπονδυλωτών (Εικ.82). 

Επιπλέον, το RING είναι η πιο συντηρηµένη περιοχή της πρωτεΐνης Neuralized, στις συγκρίσεις µεταξύ σπον-

δυλωτών και ασπονδύλων. Εξελικτικά αποµακρυσµένα είδη όπως ο νηµατώδης και ο ποντικός απέχουν µόνο 

κατά 44% στην περιοχή του RING. Aπό τη σύγκριση των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized προκύπτει για 

την περιοχή του RING το µοτίβο: C1 T I C2 X7 V (Y/L) Y X C3 G H1 M C (L/M) C4 (Y/F) X C5 X9-11 C6 P (I/L) 

C7, µε βάση το οποίο επτά κατάλοιπα κυστεΐνης (C1-C7) και ένα κατάλοιπο ιστιδίνης (H1) προσδένουν δύο ιό-

ντα ψευδαργύρου (Εικ.86). Στο RING των ορθόλογων µορίων Neuralized, εµφανίζεται συντηρηµένος ο αριθ-

µός και το είδος των αµινοξέων µεταξύ των κυστεϊνών C1-C2 και C6-C7. Συνολικά, τα 20 από τα 40 αµινοξέα 

του RING εµφανίζονται συντηρηµένα µεταξύ των ορθόλογων µορίων που συγκρίθηκαν. Σε αυτά περιλαµβά-

νονται τα επτά συντηρηµένα κατάλοιπα κυστεΐνης και ιστιδίνης που συνιστούν το µοτίβο C3HC4, τα αµινοξέα 

Ile3, Val12, Tyr14, Gly17 και Pro38, καθώς και το τριπεπτίδιο Met-Cys-Leu στις θέσεις 19-21 (Εικ.86). Επι-

πλέον, υπάρχουν πέντε θέσεις στις οποίες παρατηρούνται δύο µόνο είδη αµινοξέων στα ορθόλογα µόρια που 

συγκρίνονται: η 6η (Asp στον C.elegans και Glu στα υπόλοιπα είδη), η 9η (Ile στα έντοµα και Val στα υπό-

λοιπα είδη), η 10η (Asn στον C.elegans και Asp στα υπόλοιπα είδη), η 21η (Leu στα σπονδυλωτά και Μet στα 

ασπόνδυλα) και η 23η (Phe στον C.elegans και Tyr στα υπόλοιπα είδη). Μεγαλύτερη ποικιλότητα στην περι-

οχή RING µεταξύ των ορθόλογων µορίων Neurl παρατηρείται ανάµεσα στην πέµπτη και έκτη συντηρηµένη 

κυστεΐνη, και ιδιαίτερα µεταξύ σπονδυλωτών και ασπονδύλων. Οι θέσεις 35-37 του RING εµφανίζουν ποικι-

λότητα ακόµα και µεταξύ των σπονδυλωτών (Ala-Leu-His στα θηλαστικά, Μet-Ala-Asn στα µη θηλαστικά). 
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1        10        20        30        40
Hs CTICYEHAVDTVIYTCGHMCLCYACGLR-LKKALHACCPIC
Mm CTICYEHAVDTVIYTCGHMCLCYSCGLR-LKKALHACCPIC
Rn   CTICYEHAVDTVIYTCGHMCLCYSCGLR-LKKALHACCPIC
Xl CTICYENLVDTVIYSCGHMCLCYTCGLK-LKKMNNACCPIC
Dr CSICYENTVDTVIYTCGHMCLCYTCGLR-LKKMANASCPIC
Fr CTICYENVVDTVLYACGHMCLCYTCGLK-LKKMANACCPIC
Ce   CTICMDAPVNSVLYTCGHMCMCFECGRR-LLTT-KGTCPIC
Dm CTICYENPIDSVLYMCGHMCMCYDCAIEQWRGVGGGQCPLC
Ag CTICFEKPIDSVLYMCGHMCMCYDCAIKQWRGIGGGHCPLC

Co CtICy#..!#tVlYtCGHMC$C%.Cglr.lkk...acCPiC

Mm

Rn

Hs

Dr

Fr

Xl

Ce

Dm

Ag

75

99

82

100

64

100

5% διαφορές αα

RING
(α)

(β)

 
Eικ.86 Σύγκριση των περιοχών RING των ορθόλογων πρωτεϊνών Neuralized. (α) Στοίχιση αµινοξικών αλληλουχιών (Clustal 
W). Τα αµινοξέα που φαίνονται µε κόκκινο είναι συντηρηµένα σε όλους τους οργανισµούς που συγκρίθηκαν. Τα µπλε είναι συντηρηµένα 
τουλάχιστον στο 50% των οργανισµών. Τα αµινοξέα Cys/His που συνιστούν το συντηρηµένο µοτίβο C3HC4 του RING φαίνονται µε 
µεγαλύτερους χαρακτήρες. (β) Εξελικτικό δέντρο (MEGA2.1). Στα κοµβικά σηµεία του δέντρου φαίνονται οι τιµές του ‘Bootstrap test’ 
(βλ. ‘Υλικά και Μέθoδοi’). Στην αλληλουχία Co (consensus) ισχύουν οι συµβολισµοί: ‘!’= αµινοξέα Ι ή V, ‘$’= αµινοξέα L ή Μ, ‘%’= αµι-
νοξέα F ή Υ και ‘#’= αµινοξέα Ν, D, Q ή Ε. 
 

Tα παραπάνω συνηγορούν στο ότι η λειτουργία του RING στο µόριο Neurl είναι συντηρηµένη και πιθανόν 

κοινή µεταξύ σπονδυλωτών και ασπονδύλων.  

 

 

4. Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το Neurl 
  Πρωτεΐνες που φέρουν RING συχνά συµµετέχουν σε ετερογενείς βιολογικές λειτουργίες 

αλληλεπιδρώντας µε µεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών, τις οποίες συνδέουν ως ‘adaptors’ µε πολυπρωτεϊνικά σύ-

µπλοκα [Borden, 2000/ Jackson et al, 2000/ Joazeiro & Weissman, 2000]. H ταυτοποίηση των πρωτεϊνών 

που αλληλεπιδρούν µε µια RING finger–πρωτεΐνη προσφέρει σηµαντικές ενδείξεις για το βιολογικό της ρόλο. 

Στην εργασία αυτή εντοπίσαµε συνολικά 9 πρωτεΐνες, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε το Neurl σε κύτταρα σακ-

χαροµύκητα, σε in vitro συνθήκες και σε κύτταρα θηλαστικών και οµαδοποιούνται σε τρεις βασικές καταγο-

ρίες. 
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 Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε τον κυτταροσκελετό ή αποτελούν συστατικά 

ινιδίων  

  Ένα σηµαντικό ποσοστό των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε το Neurl ανήκουν σε αυτή την 

κατηγορία. Είναι αξιοσηµείωτο το ότι η πρωτεΐνη Νuma1 αντιστοιχεί στο 40% των επιλεγµένων κλώνων 

cDNA του πειράµατος δύο υβριδίων. Τρεις από τις πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας (Νuma1, Evpl, Ankycor-

bin) έχουν µεγάλο µοριακό βάρος (>100ΚD) και αλληλεπιδρούν µε µικροσωληνίσκους ή ενδιάµεσα ινίδια, ενώ 

οι πρωτεΐνες µικρότερου µοριακού βάρους Dlc-1 (8KD) και Gas8 (50KD) αλληλεπιδρούν µε µεγαλοµοριακά 

σύµπλοκα πρωτεϊνών-κινητήρων. Χαρακτηριστική είναι η παρουσία της ελικοειδούς (coiled coil) διαµόρφω-

σης, η οποία συναντάται στις πρωτεΐνες Numa1, Evpl και Ankycorbin, εκτείνεται στο µεγαλύτερο µέρος αυ-

τών των µορίων και περιέχει τη θέση αλληλεπίδρασης µε το Neurl (Εικ.87). Πρόκειται για µια υπερελικωµένη 

δοµή α-ελίκων µε τη χαρακτηριστική επανάληψη 7 αµινοξέων, από τα οποία το 1ο και το 4ο είναι υδρόφοβα. 

Η δοµή αυτή συναντάται συχνά σε πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού που σχηµατίζουν ινίδια και συµµετέχουν 

σε υπερµοριακές δοµές, ευνοώντας τις αλληλεπιδράσεις τους µε άλλες πρωτεΐνες ή τον ολιγοµερισµό τους. 

Οι αλληλεπιδράσεις της στηρίζονται κυρίως στην παρουσία φορτισµένων αµινοξέων στην εξωτερική επιφά-

νεια της έλικας [Burkhard et al, 2001]. 

 

  Η σχέση της πρωτεΐνης Neurl µε τον κυτταροσκελετό δεν είχε έως τώρα διερευνηθεί. Όµως, τα 

δεδοµένα που έχουµε για τη λειτουργία του στη δροσόφιλα, όπου επάγει την ενδοκύττωση του Delta, και τα 

βιοχηµικά πειράµατα σε κύτταρα θηλαστικών, όπου ανιχνεύεται στην εξωτερική επιφάνεια µεµβρανικών κυ-

στιδίων, δεν αποκλείουν την αλληλεπίδρασή του µε πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού. Μέσω των πρωτεϊνών-

κινητήρων και των ινιδίων του κυτταροσκελετού είναι πιθανόν να διευκολύνεται η µετακίνηση του Neurl από 

την περιπυρηνική περιοχή µέχρι και την πλασµατική µεµβράνη και αντίστροφα, γεγονός που δικαιολογεί και 

τον εντοπισµό του σε διάφορες περιοχές του κυττάρου. Η πληροφορία που έχει συσσωρευτεί τα τελευταία 

χρόνια για τη λειτουργία κυρίως των πρωτεϊνών Numa1 και Dlc-1 συσχετίζει έµµεσα το Neurl και µε άλλες 

λειτουργίες εκτός της ενδοκύττωσης, διευρύνοντας το πεδίο δράσης αυτού του µορίου και παρέχοντας ση-

µαντικές ενδείξεις για τη µοριακή βάση του φαινοτύπου απενεργοποίησης της λειτουργίας του και τον βιολο-

γικό του ρόλο στα θηλαστικά. Παρακάτω αναφέρονται τα στοιχεία που υπάρχουν για κάθε µία από τις πρω-

τεΐνες αυτής της οµάδας και ο συσχετισµός τους µε το Neurl. 

 

  α. Νuma1 

  Η Numa1 (Νuclear mitotic apparatus protein 1) είναι µεγάλου µοριακού βάρους πρωτεΐνη 

(~230ΚD) µε µια κεντρική περιοχή ελικοειδούς (coiled-coil) διαµόρφωσης (Εικ.87), στην οποία οφείλει την 

ικανότητα ολιγοµερισµού και την ενσωµάτωσή της στα ινίδια του πυρηνοσκελετού [Yang et al, 1992/ Tang 

et al, 1994/ Harborth et al, 1999]. Όπως φαίνεται από τη χαρτογράφηση των επιλεγµένων κλώνων του πει-

ράµατος δύο υβριδίων, µέρος αυτής της περιοχής ευθύνεται και για την αλληλεπίδρασή της µε το Neurl.  

 

  Η αλληλεπίδραση των µορίων Numa1 και Neurl υποστηρίζεται εκτός από τις in vitro δοκιµές και τα 

βιοχηµικά πειράµατα κυτταρικών εκχυλισµάτων (βλ. Aποτελέσµατα) και από την επικάλυψη στο πρότυπο 
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έκφρασης των αντίστοιχων γονιδίων. Το αναπτυξιακό πρότυπο έκφρασης των γονιδίων Numa1 και Neurl του 

ποντικού επικαλύπτεται σε αρκετά σηµεία, στο νευρικό σύστηµα, σε αναπτυσσόµενα αισθητήρια όργανα και 

σε επιθήλια εσωτερικών οργάνων, όπως έχει δείξει συγκριτική τους µελέτη [Μπαζοπούλου Μ∆, ∆ιπλωµατική 

Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 2002], υποστηρίζοντας τη σηµασία αυτής της αλληλεπίδρασης στην ανάπτυξη των  
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Εικ.87 Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το Neurl. Απεικονίζονται οι λειτουργικές περιοχές (domains)  των πρωτεϊνών και η περι-
οχή αλληλεπίδρασης µε το Neurl (κόκκινο). Οι αριθµοί αντιστοιχούν σε αµινοξέα µε βάση τις καταχωρηµένες αµινοξικές αλληλουχίες. 
ΝLS: σήµα πυρηνικού εντοπισµού, ΜΤ: θέση πρόσδεσης σε µικροσωληνίσκους, Rb: πρωτεΐνη ρετινοβλαστώµατος.  
 

συγκεκριµένων ιστών. Είναι αξιοσηµείωτο το ότι µετάγραφα και των δύο γονιδίων ανιχνεύονται κυρίως σε 

επιθηλιακά κύτταρα, σε συµφωνία µε προηγούµενες αναφορές επιλεκτικής έκφρασης της Numa1 σε διαιρού-
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µενα κύτταρα µεγάλης ποικιλίας ιστών του ανθρώπου και του ποντικού [Taimen et al, 2000/ Tang et al, 

2004]. 

 

  Η λειτουργία που προτείνεται για τη Νuma1 προκύπτει από πειράµατα απενεργοποίησής της µε 

µικροενέσεις αντισωµάτων a-Numa και υπερέκφρασης ελλειµµατικών µορίων της σε κυτταρικές σειρές. Σύµ-

φωνα µε αυτά, η Νuma1 λειτουργεί στα αρχικά στάδια της πρόφασης, πριν τη διάλυση του πυρηνικού φακέ-

λου, όταν µεταφέρεται µέσω του δικτύου των µικροσωληνίσκων και του συµπλόκου δυνεΐνης-δυνακτίνης 

στους µελλοντικούς πόλους της µιτωτικής ατράκτου, όπου προσδένεται στα (-) άκρα των µικροσωληνίσκων 

του κεντροσώµατος [Merdes et al, 1996,2000/ Blagden & Glover, 2003]. Όπως παρατηρήσαµε, το Neurl συ-

νεντοπίζεται στην περιοχή του κεντροσώµατος µε τη Numa1, καθώς και µε τις πρωτεΐνες Dlc-1 και β-tubulin. 

Ενδεχοµένως, ο βιολογικός ρόλος της αλληλεπίδρασης Neurl και Νuma1 να σχετίζεται µε τη λειτουργία της 

Numa1 στη φάση αυτή του κυτταρικού κύκλου. Επιπλέον, θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί και ο πιθανός 

ρυθµιστικός ρόλος του Neurl κατά τη µετακίνηση της Numa1 προς το κεντρόσωµα ή γενικά για την οργά-

νωση των µικροσωληνίσκων γύρω από το κεντρόσωµα, µε δεδοµένη την ικανότητά του να αλληλεπιδρά 

άµεσα τόσο µε τη Numa1 όσο και µε την υποµονάδα Dlc-1 της κυτταροπλασµατικής δυνεΐνης, σύµπλοκο που 

λειτουργεί ως ‘κινητήρας’ για τη µεταφορά της Numa1 προς τα (-) άκρα των µικροσωληνίσκων [Merdes et al, 

2000].   

 

  Επίσης, η παρουσία της Numa1 έχει συσχετιστεί σε ορισµένες κυτταρικές σειρές θηλαστικών µε τη 

σταθεροποίηση της µιτωτικής ατράκτου [Compton & Cleveland, 1993/ Gaglio et al, 1995/ Zeng, 2000]. Συ-

γκεκριµένα, οι Du et al (2002) παρατηρούν ότι ένα µικρό τµήµα του καρβοξυτελικού άκρου της Numa1 (αµι-

νοξέα 1900-1971) είναι αρκετό για την πρόσδεσή της στους µικροσωληνίσκους και τη σταθεροποίηση της µι-

τωτικής ατράκτου. Επιπλέον, διαπιστώνουν το ρυθµιστικό ρόλο της πρωτεΐνης LGN (οµόλογης της δροσοφι-

λικής Pins, Partner of inscutable), στη λειτουργία της Numa1. H LGN, αλληλεπιδρώντας µε τη Numa1, ρυθµί-

ζει τη συνεχή σύνδεση και αποσύνδεσή της από τα δυναµικά αποπολυµεριζόµενα (-) άκρα των µικροσωληνί-

σκων, διαδικασία απαραίτητη για την οργάνωση της µιτωτικής ατράκτου. Επειδή τα σχετικά επίπεδα ελεύθε-

ρων µορίων Numa1 και LGN είναι κρίσιµα για τη λειτουργία τους στους πόλους της ατράκτου και µε δεδο-

µένη την αλληλεπίδραση της Numa1 µε το Neurl, θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί αν το Neurl επηρεάζει 

αυτή την τοπική στοιχειοµετρία µορίων Numa1, LGN και µικροσωληνίσκων.  

 

  H αλληλεπίδραση των LGN και Numa1 µε την προσδεδεµένη σε GDP µορφή της πρωτεΐνης Gαi και 

µε άλλους παράγοντες του κυτταρικού φλοιού και πρωτεΐνες-κινητήρες (πιθανόν δυνεΐνη), φαίνεται να είναι 

σηµαντική και για τον καθορισµό του προσανατολισµού της µιτωτικής ατράκτου και τις ασύµµετρες κυτταρι-

κές διαιρέσεις στα κύτταρα των σπονδυλωτών, σύµφωνα µε τα πειράµατα των Du & Macara (2004). Η 

ασύµµετρη κυτταρική διαίρεση είναι σηµαντικός µηχανισµός καθορισµού της κυτταρικής τύχης, συντηρηµέ-

νος  από τα ασπόνδυλα έως και τα θηλαστικά [Knoblich, 2001]. Ήδη για τη δροσοφιλική πρωτεΐνη neur είναι 

γνωστό ότι η επιλεκτική παρουσία της στο µελλοντικό νευρικό κύτταρο είναι αποτέλεσµα της ασύµµετρης 

κατανοµής της στον διαιρούµενο πρόγονο αυτού του κυττάρου, όπου συνεντοπίζεται µε την επίσης ασύµµε-
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τρα κατανεµηµένη πρωτεΐνη numb [Le Borgne & Schweisguth, 2003a] (βλ. Εισαγωγή). Ανιχνεύοντας το 

Neurl σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών δεν παρατηρήσαµε ασύµµετρη κατανοµή του κατά την κυτταρική 

διαίρεση. Αυτό όµως πιθανόν να µην αντιπροσωπεύει την in vivo κατάσταση, λόγω της πιθανής έλλειψης 

κυτταροειδικών παραγόντων στις κυτταρικές σειρές. Το ίδιο ισχύει και στην περίπτωση του LGN, του οποίου 

η ασύµµετρη κατανοµή επηρεάζεται από τη φάση του κυτταρικού κύκλου και τις συνθήκες καλλιέργειας και 

παρατηρείται µόνο σε ένα ποσοστό πρόδροµων νευρικών κυττάρων [Du et al, 2002]. Η περαιτέρω διερεύ-

νηση της συµµετοχής του Neurl σε ασύµµετρες κυτταρικές διαιρέσεις κρίνεται απαραίτητη µε βάση τα παρα-

πάνω αλλά και λόγω της αποδεδειγµένης ασύµµετρης κατανοµής της πρωτεΐνης Numb των θηλαστικών και 

των πτηνών κατά τη διαφοροποίηση νευρώνων του φλοιού του πρόσθιου εγκεφάλου [Zhong et al, 1996, 

2000/ Wakamatsu et al, 1999], καθώς και άλλων κυτταρικών τύπων που διαφοροποιούνται µέσω σηµατοδό-

τησης από τον υποδοχέα Notch [Cayouette et al, 2001/ Cayouette M & Raff, 2002] και στους οποίους παρα-

τηρείται έκφραση του Neurl σε πρώιµα αναπτυξιακά στάδια.         

    

  Στο τέλος της ανάφασης και κατά την τελόφαση, η Νuma1 παύει να είναι προσδεδεµένη στους πό-

λους της ατράκτου και φαίνεται ότι ρυθµίζει τον επανασχηµατισµό του πυρηνικού φακέλου [Price & 

Pettijohn, 1986]. Αυτό µπορεί να είναι έµµεσο αποτέλεσµα της οργάνωσης των χρωµοσωµάτων µέσω των 

πόλων της ατράκτου για την ένθεση συστατικών του πυρηνικού φακέλου γύρω από αυτά ή πιθανόν η 

Numa1, ως συστατικό του πυρηνοσκελετού, να οργανώνει τον επανασχηµατισµό του στρατολογώντας και 

άλλες πρωτεΐνες γύρω από αυτήν [Cleveland, 1995]. Στη φάση αυτή, και το Νeurl ανιχνεύεται µακριά από 

τους πόλους της ατράκτου και συνεντοπίζεται µερικώς µε τη Numa1. Η αλληλεπίδραση του Neurl µε τη 

Numa1 και πιθανόν και µε άλλες πυρηνικές πρωτεΐνες σε αυτή τη φάση, πιθανόν να είναι σηµαντική για την 

είσοδο µέρους των µορίων του στον πυρήνα. 

 

  Η παρουσία της Numa1 στους πόλους της ατράκτου των διαιρούµενων πρόδροµων 

σπερµατοκυττάρων και η απουσία της από τα διαφοροποιηµένα σπερµατοζωάρια ενδεχοµένως σηµαίνει ότι 

έχει παρόµοιο ρόλο και κατά τη µείωση [Taimen et al, 2004]. Όµως, η παρουσία της πρωτεΐνης Neurl τόσο 

στα πρόδροµα όσο και στα διαφοροποιηµένα σπερµατοζωάρια, δείχνει ότι ο ρόλος της στα συγκεκριµένα 

κύτταρα συνεχίζεται και µετά τη διαφοροποίηση και εποµένως δεν εξαρτάται αποκλειστικά από την παρουσία 

της Numa1. Παρά τον σηµαντικό της ρόλο στην κυτταρική διαίρεση, η Numa1 απουσιάζει από αρκετούς κυτ-

ταρικούς τύπους των θηλαστικών, ιδιαίτερα από τελικά διαφοροποιηµένα κύτταρα, ενώ στους ιστούς των 

ενηλίκων ανιχνεύεται κυρίως σε επιθήλια [Taimen et al, 2000]. Αυτό συµφωνεί και µε την πιο περιορισµένη 

έκφραση του Neurl στο ενήλικο ποντίκι σε σχέση µε το έµβρυο [Pavlopoulos et al, 2002]. Επιπλέον, έχει πα-

ρατηρηθεί απώλεια της Numa1 λόγω πρωτεόλυσης µετά από συνεχιζόµενη καλλιέργεια ή επαγωγή της δια-

φοροποίησης, χωρίς να έχει εξακριβωθεί πλήρως η µοριακή βάση αυτού του φαινοµένου [Gueth-Hallonet et 

al, 1997/ Taimen et al, 2000/ Taimen & Kallajoki, 2003]. H αλληλεπίδραση του Neurl µε µόρια όπως η Peg3, 

που σχετίζονται µε τον αποπτωτικό µηχανισµό, αλλά και οι ενδείξεις που υπάρχουν για τη σχέση του µε τον 

µηχανισµό ουβικουϊτινιλίωσης και πρωτεόλυσης µέσω πρωτεασώµατος [Εισαγωγή και Ε. Κουτέλου, αδηµοσί-
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ευτα αποτελέσµατα] το καθιστούν ένα ενδιαφέρον υποψήφιο για τον έλεγχο της πιθανής συµµετοχής του 

στη µετα-µεταφραστική ρύθµιση της Numa1.  

 

  Τέλος, σε µελέτες των σταδίων διαφοροποίησης νευρικών κυττάρων θηλαστικών, η πρωτεΐνη 

Numa1 έχει ανιχνευθεί στο κυτταρόπλασµα πριν τα τελικά στάδια διαφοροποίησης, σε κύτταρα που έχουν 

σταµατήσει να διαιρούνται, όπου φαίνεται να συµµετέχει στην οργάνωση των µικροσωληνίσκων για τον 

σχηµατισµό των δενδριτών του νευρικού κυττάρου [Ferhat et al, 1998]. O ακριβής της ρόλος στη ρύθµιση 

των αρχικών σταδίων σχηµατισµού κυτταρικών προεκβολών από µικροσωληνίσκους, όπως είναι ο άξονας 

των νευρώνων και το αξόνηµα των σπερµατοζωαρίων, κυτταρικοί τύποι που επηρεάζονται στην έλλειψη λει-

τουργικού Neurl [Vollrath et al, 2001/ Ruan et al, 2001], δεν έχει διερευνηθεί. Ο περαιτέρω έλεγχος του βιο-

λογικού ρόλου αυτής της αλληλεπίδρασης µπορεί να αποκαλύψει ενδιαφέρουσες πτυχές της λειτουργίας του 

Neurl στην κυτταρική διαίρεση, στoν καθορισµό της αναπτυξιακής τύχης και στη διαφοροποίηση κυττάρων, 

κυρίως κατά τη νευρογένεση και τη σπερµατογένεση των θηλαστικών. 

 

 β. Dlc-1 

 Η Dlc-1 (ή LC8, DLC8, hdlc1, PIN) είναι µία από τις µικρές υποµονάδες (light chains) της 

κυτταροπλασµατικής δυνεΐνης, της αξονηµικής δυνεΐνης και της µυοσίνης V. Eίναι µια πρωτεΐνη 89 αµινο-

ξέων, πολύ συντηρηµένη από την Chlamydomonas µέχρι τον άνθρωπο [Wilson et al, 2001]. Οι υποµονάδες 

µικρού µοριακού βάρους όπως η Dlc-1 (8KD), προσφέρουν στα σύµπλοκα πρωτεϊνών-κινητήρων εξειδίκευση 

για πρόσδεση σε µεγάλο αριθµό µορίων, τα οποία µεταφέρουν προς συγκεκριµένη κατεύθυνση κατά µήκος 

ινιδίων του κυτταροσκελετού. Ειδικότερα, η δυνεΐνη κινείται µέσω δύο µεγάλου µοριακού βάρους (~500ΚD) 

αλυσίδων (DHC, Dynein Heavy Chains), υδρολύοντας ΑΤΡ, κατά µήκος των µικροσωληνίσκων µε κατεύθυνση 

προς τα (-) άκρα τους. ∆ιαφορετικές ισοµορφές των υποµονάδων µικρού (8-22KD, DLCs), µικρού-ενδιάµεσου 

(53-59ΚD, DLICs) και ενδιάµεσου (70-74KD, DICs) µοριακού βάρους δηµιουργούν την ποικιλοµορφία µεταξύ 

των διαφορετικών ολοενζύµων δυνεΐνης που συναντώνται στα ευκαρυωτικά κύτταρα (Εικ.88). Με βάση το 

πείραµα των δύο υβριδίων και τις in vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης, το C-τελικό τµήµα της Dlc-1 (αµινοξέα 

51-89) αρκεί για την αλληλεπίδραση µε την πρωτεΐνη Neurl. Η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών φαίνεται 

να ενισχύεται στα κύτταρα των θηλαστικών, όπου χρησιµοποιήσαµε την ανασυνδυασµένη πλήρους µήκους 

Dlc-1 στα πειράµατα συν-ανοσοκατακρήµνισης µε το GFP-Neurl. 

 

 O όρος ‘κυτταροπλασµατική’ δεν χαρακτηρίζει όλες τις υποµονάδες της δυνεΐνης εφόσον αρκετές 

από αυτές, όπως η Dlc-1, εντοπίζονται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα κατά τη µεσόφαση. 

Aπό τα πειράµατα ανοσοανίχνευσης των ενδογενών µορίων Neurl και Dlc-1, διαπιστώνουµε συνεντοπισµό 

των δύο πρωτεϊνών κυρίως γύρω από τον πυρήνα κατά τη µεσόφαση. H αλληλεπίδραση του Neurl µε την 

κυτταροπλασµατική δυνεΐνη πιθανόν σχετίζεται µε τον ρόλο του στην ενδοκύττωση του Delta [Pavlopoulos 

et al, 2001] ή και άλλων µεµβρανικών πρωτεϊνών. Η κυτταροπλασµατική δυνεΐνη, σχηµατίζοντας σύµπλοκο 

µε την ενεργοποιητική της πρωτεΐνη δυνακτίνη, αποτελεί τον κυρίαρχο µηχανισµό µετακίνησης µεµβρανικών 

κυστιδίων και οργανιδίων προς την περιφέρεια του κυττάρου, διαδικασία απαραίτητη για την ανακύκλωση 
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µεµβρανών και µεµβρανικών υποδοχέων και τη βιογένεση πολλών οργανιδίων [Oda et al, 1995/ Hirokawa, 

1998]. Επιπλέον, συµµετέχει στον καθορισµό της θέσης του πυρήνα στα κύτταρα των µυκήτων, αλλά και σε 

µεταναστευτικούς νευρώνες του εγκεφάλου των θηλαστικών [Bloom, 2001], λειτουργία που σχετίζεται και µε 

τον καθορισµό του ισηµερινού επιπέδου της µιτωτικής ατράκτου.  

 

Dlc-1

(γ)   Κυτταροπλασµατική δυνεΐνη (δ) Αξονηµική δυνεΐνη
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Εικ.88 H πρωτεΐνη Dlc-1. α) Η περιοχή αλληλεπίδρασης µε το Neurl, β) ∆ευτεροταγής δοµή του µονοµερούς Dlc-1, (γ-ε) Κυτταρο-
πλασµατική δυνεΐνη, αξονηµική δυνεΐνη και µυοσίνη V. Η θέση της Dlc-1 φαίνεται µε κόκκινο βέλος (DHC: Dynein Heavy Chain, DLIC: 
Dynein Light Intermediate Chain, DIC: Dynein Intermediate Chain, DLCs: Dynein Light Chains, cc: coiled coil, MT: θέση πρόσδεσης 
στους µικροσωληνίσκους, ΤD: Tail Domain, HD: Head Domain) στ) Αξόνηµα (δοµή 9+2), εικόνα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας από εγκάρ-
σια τοµή µαστιγίου και γραφική αναπαράσταση. ΟDA: Outer Dynein Arm (περιέχει την υποµονάδα Dlc-1) και IDA: Inner Dynein Arm. 
 

 Αλληλεπιδρώντας µε την Dlc-1, όπως και µε τη Numa1, το Νeurl ενδεχοµένως συµµετέχει στον 

µηχανισµό της κυτταρικής διαίρεσης. Για την κυτταροπλασµατική δυνεΐνη του κυτταρικού φλοιού (cell cor-

tex) είναι γνωστό ότι συµµετέχει στον καθορισµό της θέσης της µιτωτικής ατράκτου κατά την ασύµµετρη 

κυτταρική διαίρεση στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς [Bloom, 2001/ Faulkner et al, 2000], ενώ  

ο ρόλος της στα µετάζωα περιλαµβάνει επιπλέον τη µετακίνηση ενδιάµεσων ινιδίων και πρωτεϊνών του κε-
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ντροσώµατος (πχ της πρωτεΐνης Numa1), τη διάλυση του πυρηνικού φακέλου κατά την κυτταρική διαίρεση, 

τη δηµιουργία της µιτωτικής ατράκτου και τη λειτουργία των κινητοχώρων [Karki & Holzbaur, 1999]. Πιθα-

νόν η πρωτεΐνη Neurl να παίζει ρόλο ενδιάµεσου ‘adaptor’ και να διευκολύνει την αλληλεπίδραση της Νuma1 

µε την κυτταροπλασµατική δυνεΐνη, απαραίτητη για τη µεταφορά της στο κεντρόσωµα. O συνεντοπισµός και 

των τριών πρωτεϊνών που παρατηρήσαµε στο κεντρόσωµα ενδεχοµένως σχετίζεται µε την ίδια διαδικασία.   

 

 Επιπλέον, διαπιστώσαµε συνεντοπισµό των πρωτεϊνών Neurl και Dlc-1 στο µαστίγιο σπερµατοζωα-

ρίων. Η Dlc-1 είναι υποµονάδα τόσο της κυτταροπλασµατικής όσο και της αξονηµικής δυνεΐνης. Η τελευταία 

λειτουργεί στο αξόνηµα των µαστιγίων ή των βλεφαρίδων µονοκύτταρων (Chlamydomonas) ή βλεφαριδο-

φόρων και µαστιγοφόρων κυττάρων πολυκύτταρων οργανισµών (σπερµατοζωάρια). Η αξονηµική δυνεΐνη 

αποτελείται από συγκεκριµένο συνδυασµό υποµονάδων DHC-DIC-DLIC-DLC, περιλαµβάνοντας και ορισµένες 

κοινές υποµονάδες µε την κυτταροπλασµατική δυνεΐνη [King et al, 1996]. Οι µηχανισµοί ρύθµισης της συ-

γκρότησης του ολοενζύµου από τις επιµέρους υποµονάδες δεν έχoυν διαλευκανθεί πλήρως, όµως σηµαντικός 

στη διαδικασία είναι ο ρόλος της υποµονάδας Dlc-1 [King, 2000/2003]. Η αλληλεπίδραση του Neurl µε την 

αξονηµική Dlc-1 πιθανόν εξηγεί τη διαταραγµένη δοµή του αξονήµατος των σπερµατοζωαρίων των Neurl -/- 

ζώων που αναφέρονται από τους Vollrath et al (2001). Η αξονηµική δυνεΐνη προσδένεται στους µικροσωλη-

νίσκους του εξωτερικού δακτυλίου του αξονήµατος (Εικ.88). και διευκολύνει της κινήσεις των µικροσωληνί-

σκων της δοµής (9+2). Εκτός από την αξονηµική δυνεΐνη που αποτελεί δοµικό συστατικό του αξονήµατος, 

τα µαστίγια και οι βλεφαρίδες κυττάρων θηλαστικών έχουν επίσης κυτταροπλασµατική δυνεΐνη και κινεσίνη, 

οι οποίες κινούνται κατά µήκος του αξονήµατος µεταφέροντας ‘φορτία’ (κίνηση IFT, Intraflagellar Transport). 

Συγκεκριµένα, η κυτταροπλασµατική δυνεΐνη µεταφέρει ‘φορτία’ µε κατεύθυνση προς το κυτταρικό σώµα 

(retrograde), ενώ η κινεσίνη προς το άκρο του µαστιγίου (anterograde). Τα ‘φορτία’ αυτά µπορεί να είναι 

µεµβρανικά κυστίδια ή πρωτεΐνες (κυρίως tubulin), των οποίων η συνεχής µετακίνηση κατά µήκος του αξο-

νήµατος είναι απαραίτητη για την επιµήκυνσή του και την κινητικότητα του µαστιγίου. Με δεδοµένο τον 

εντοπισµό του Neurl στην εξωτερική επιφάνεια µεµβρανικών κυστιδίων κυττάρων θηλαστικών και το ρόλο 

του στην µετακίνησή τους κατά την ενδοκύττωση [Pavlopoulos et al, 2001] είναι πιθανόν το Neurl να δρα µε 

παρόµοιο τρόπο και στο αξόνηµα. Μέσω της αλληλεπίδρασής του µε την Dlc-1 πιθανόν να διευκολύνει την 

κίνηση ορισµένων µεµβρανικών κυστιδίων. Η απουσία του Neurl ενδεχοµένως να επηρεάζει τον ρυθµό πολυ-

µερισµού των µικροσωληνίσκων του αξονήµατος, µε αποτέλεσµα να συντίθενται µικρότεροι µικροσωληνίσκοι 

και σε ορισµένες εγκάρσιες τοµές των µαστιγίων να παρατηρούνται οι αποκλίσεις από τη δοµή (9+2), όπως 

διαπιστώνουν οι Vollrath et al (2001). Ο ίδιος µηχανισµός ισχύει και για τη µετακίνηση ‘φορτίων’ (πχ µεµβρα-

νικών κυστιδίων νευροδιαβιβαστών) κατά µήκος του άξονα των νευρικών κυττάρων. Ο ρόλος του Neurl σε 

αυτό το σύστηµα δεν έχει µελετηθεί σε µοριακό επίπεδο, όµως οι Ruan et al (2001) διαπιστώνουν ότι η απε-

νεργοποίηση του Neurl στα ποντίκια σχετίζεται µε την αδυναµία τους να εκτελέσουν συγκεκριµένες λειτουρ-

γίες του νευρικού συστήµατος, όπως η διάκριση των οσµών και ο συντονισµός των κινήσεων. Εποµένως, οι 

δύο φαινότυποι της έλλειψης λειτουργίας του Neurl που έχουν αναφερθεί, δεν αποκλείουν τη δράση του 

µέσω της Dlc-1. To γεγονός ότι και οι δύο είναι πολύ πιο ‘ήπιοι’ σε σχέση µε αυτόν της έλλειψης της Dlc-1 
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[Dick et al, 1996], υποδηλώνει ότι υπάρχουν και άλλα µόρια που επιτελούν τις ίδιες ή ανάλογες λειτουργίες 

(πχ την κίνηση IFT) αλληλεπιδρώντας µε την Dlc-1 ή και µε άλλες υποµονάδες της δυνεΐνης. 

 

 Η Dlc-1 των σπονδυλωτών έχει ανιχνευθεί και ως υποµονάδα της µυοσίνης V. Και αυτή η πρω-

τεΐνη-κινητήρας χρησιµοποιείται στα κύτταρα, όπως και η δυνεΐνη, για µετακινήσεις οργανιδίων στο δίκτυο 

ινιδίων ακτίνης. Παραδείγµατα αποδεδειγµένου ρόλου της µυοσίνης V σε ενδοκυττάρια µεταφορά περιλαµ-

βάνουν την κίνηση του ενδοπλασµατικού δικτύου στο κυτταρόπλασµα νευρικών αξόνων κεφαλόποδων 

[Tabb et al, 1998] και την κατανοµή των µελανοφόρων κοκκίων στα µελανοκύτταρα του ποντικού [Reck-

Peterson et al, 2000]. Εκτός των ινιδίων ακτίνης, έχουν διαπιστωθεί αλληλεπιδράσεις της µυοσίνης V και µε 

το δίκτυο των µικροσωληνίσκων στο κυτταρόπλασµα νευρικών κυττάρων, στο κεντρόσωµα και στους πό-

λους της ατράκτου διαιρούµενων κυττάρων [Evans et al, 1997/ Espreafico et al, 1998]. Μελέτες µετακίνησης 

κυστιδίων του ενδοπλασµατικού δικτύου µέσω της µυοσίνης V προτείνουν ότι η αλληλεπίδρασή της µε τους 

µικροσωληνίσκους εξασφαλίζει τη µεταφορά της µέσω της κυτταροπλασµατικής δυνεΐνης από το κέντρο του 

κυττάρου µέχρι τον πλούσιο σε ινίδια ακτίνης κυτταρικό φλοιό, όπου λειτουργεί η µυοσίνη για µετακίνηση ή 

αγκυροβόληση των κυστιδίων [Tabb et al, 1998]. Η περαιτέρω διερεύνηση της λειτουργικής σχέσης του 

Neurl µε αυτό το σύµπλοκο ενδεχοµένως να αποκαλύψει και νέες λειτουργίες για το Neurl, πέρα από το ρόλο 

του στην ενδοκύττωση. Θα ήταν ιδιαίτερα ενδιαφέρον να συσχετιστεί η αλληλεπίδραση Νeurl και Dlc-1 µε το 

ρόλο της µυοσίνης και της δυνεΐνης στο κεντρόσωµα και στους πόλους της ατράκτου κατά την κυτταρική 

διαίρεση.     

 

 Εκτός από συνδεδεµένη στα παραπάνω σύµπλοκα, η Dlc-1 βρίσκεται και ελεύθερη σχηµατίζοντας 

οµοδιµερή και ρυθµίζοντας ετερογενείς βιολογικές διεργασίες µέσω των αλληλεπιδράσεών της µε µεγάλη 

ποικιλία πρωτεϊνών. Για παράδειγµα, διµερές της Dlc-1 των σπονδυλωτών αλληλεπιδρά µε τον προαποπτω-

τικό παράγοντα Bim [Fan et al, 2001], τον οποίο απελευθερώνει παρουσία σηµάτων επαγωγής της απόπτω-

σης [Puthalakath et al, 1999], µε τον αναστολέα του µεταγραφικού παράγοντα NFκΒ, ΙκΒ, επηρεάζοντας τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό του συµπλόκου NFκΒ-ΙκΒ [Crepieux et al, 1997], µε την πρωτεΐνη του νευρικού 

ιστού GKAP (Guanylate Kinase domain-Associated Post Synaptic Density-95), διευκολύνοντας τη µεταφορά 

της στην µετασυναπτική περιοχή των νευρώνων ασύµµετρων συνάψεων του εγκεφάλου [Naisbitt et al, 

2000], µε τη συνθάση nNOS (neuronal Nitric Oxide Synthase), ρυθµίζοντας τη λειτουργία της στα νευρικά 

κύτταρα [Jaffrey & Snyder, 1996/ Wiggins et al, 2003], µε τo mRNA της παραθυροειδούς ορµόνης [Epstein 

et al, 2000], ρυθµίζοντας τον υποκυτταρικό του εντοπισµό, µε µεταγραφικούς παράγοντες στον πυρήνα κυτ-

τάρων θηλαστικών και δροσόφιλας, επηρεάζοντας τον εντοπισµό και την ενεργότητά τους [Herzig et al, 

2000/ Kaiser et al, 2003] καθώς και µε πρωτεΐνες ιών των θηλαστικών (Lyssavirus, Rabies virus, African 

Swine Fever Virus), διευκολύνοντας ενδεχοµένως τη µετακίνησή τους από την περιφέρεια προς τον πυρήνα 

των κυττάρων στα αρχικά στάδια της µόλυνσης [Jacob et al, 2000/ Raux et al, 2000/ Alonso et al, 2001]. Εί-

ναι ενδιαφέρον ότι όλες οι παραπάνω πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την Dlc-1 εµφανίζουν µεγάλη ετερο-

γένεια στο µέγεθος, στον υποκυτταρικό εντοπισµό και στη λειτουργία τους, ενώ δεν εµφανίζουν σηµαντική 

οµολογία στην αµινοξική τους σύσταση. Όπως έδειξε η συγκριτική ανάλυση της δοµής των συµπλόκων του 
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διµερούς Dlc-1 µε τις πρωτεΐνες Bim και nΝΟS, το διµερές Dlc-1 σχηµατίζει δύο συµµετρικές κοιλότητες, οι 

οποίες λόγω της αµινοξικής τους σύστασης έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν ειδικά µε µεγάλη ποικιλία 

πρωτεϊνών [Fan et al, 2001]. Τα αποτελέσµατά µας δεν αποκλείουν την αλληλεπίδραση του Neurl µε την 

ελεύθερη Dlc-1. Όµως, σε πρόσφατα βιοχηµικά πειράµατα διαπιστώσαµε την παρουσία και άλλων υποµονά-

δων της κυτταροπλασµατικής και της αξονηµικής δυνεΐνης στα πρωτεϊνικά σύµπλοκα που κατακρηµνίζονται 

µε anti-Neurl [E. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα].   

 

  γ. Growth Arrest Specific protein 8 

  Η πρωτεΐνη Gas8 του ποντικού κωδικοποιείται από το γονίδιο Gas8, το οποίο είχε κλωνοποιηθεί αρ-

χικά από µια βιβλιοθήκη κλώνων cDNA κυττάρων ΝΙΗ3Τ3 εµπλουτισµένη σε µετάγραφα που εκφράζονται σε 

συνθήκες επαγωγής ‘G1 arrest’  [Schneider et al, 1988], αντιπροσωπεύοντας πρωτεΐνες που πιθανόν ρυθµί-

ζουν τη µετάβαση του κυττάρου στη µίτωση. Το ορθόλογο ανθρώπινο γονίδιο (GAS11) είχε εξεταστεί ως 

υποψήφιο ογκοκατασταλτικό σε µελέτη απώλειας ετεροζυγωτίας (Loss Of Heterozygosity), λόγω της χαρτο-

γράφησής του στη χρωµοσωµική θέση 16q24.3, ελλείµµατα της οποίας παρατηρούνται συχνά σε καρκίνους 

µαστού και προστάτη. Με βάση αυτή τη µελέτη, αποκλείστηκε ο ρόλος του GAS11 στον καρκίνο του µαστού, 

αλλά θεωρήθηκε πιθανός ο ρόλος του στον καρκίνο του προστάτη [Whitmore et al, 1998].  

 

  Πρόσφατες µελέτες του αναπτυξιακού προτύπου έκφρασης του Gas8 στον ποντικό και του 

υποκυτταρικού εντοπισµού της πρωτεΐνης συσχετίζουν το γονίδιο µε τα τελικά στάδια της σπερµατογένεσης 

και τον µηχανισµό κίνησης του ώριµου σπερµατοζωαρίου, γεγονός που καθιστά ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα την 

αλληλεπίδρασή του µε την πρωτεΐνη Neurl. Αναλυτικότερα, το mRNA και η πρωτεΐνη του Gas8 ανιχνεύονται 

κυρίως στους όρχεις ενήλικων ποντικών, όπου τα επίπεδά τους είναι υψηλότερα σε σύγκριση µε αυτά των 

νεογέννητων ή νεαρής ηλικίας ποντικών, υποδηλώνοντας τη σχέση του µε τα στάδια της διαφοροποίησης 

των σπερµατοκυττάρων που ακολουθούν τη µείωση. Η πρωτεΐνη Gas8 συσσωρεύεται στα πρόδροµα 

σπερµατοζωάρια, όταν αυτά πλησιάζουν στον αυλό των σπερµατικών σωληναρίων και εντοπίζεται στο κυτ-

ταρόπλασµα των στρογγυλών και στην ουρά των επιµηκυσµένων και ώριµων σπερµατίδων. Στα ώριµα σπερ-

µατοζωάρια της επιδιδυµίδας, η πρωτεΐνη Gas8 ανιχνεύεται στα µαστίγια. Το ίδιο διαπιστώνεται και σε αν-

θρώπινα σπερµατοζωάρια, τόσο υγιών όσο και ασθενών µε µη αποφρακτική αζωοσπερµία. Όµως, το ότι ο 

ρόλος της πρωτεΐνης αφορά αποκλειστικά τα γαµετοκύτταρα επιβεβαιώνεται από την απουσία της σε δείγ-

µατα βιοψίας ασθενών µε αζωοσπερµία συνδρόµου κυττάρων Sertoli, η οποία χαρακτηρίζεται από την απου-

σία σπερµατοζωαρίων στα σπερµατικά σωληνάρια [Yeh et al, 2002]. Ενδιαφέρουσα είναι και η παρατήρηση 

της ίδιας οµάδας ότι η Gas8 του ποντικού ανιχνεύεται επίσης και στις βλεφαρίδες του βρογχικού επιθηλίου 

των πνευµόνων και του επιθηλίου του αυλού των ωαγωγών, γεγονός που συµφωνεί µε τον προτεινόµενο 

ρόλο της στη λειτουργία του αξονήµατος, αλλά και ο εντοπισµός του ορθόλογου µορίου στο µαστίγιο µονο-

κύτταρων ευκαρυωτικών οργανισµών (Trypanosoma και Chlamydomonas). Το τελευταίο επιβεβαιώνει τη 

συµµετοχή του στην εξελικτικά συντηρηµένη λειτουργία των µαστιγίων. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη PF2 της 

Chlamydomonas (ορθόλογη της Gas8/GAS11 των θηλαστικών) έχει χαρακτηριστεί ως συστατικό του ρυθµι-

στικού συµπλόκου δυνεΐνης DRC (Dynein Regulatory Complex), το οποίο αποτελεί σηµαντικό ενδιάµεσο στο 
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µονοπάτι που ρυθµίζει την κινητικότητα του µαστιγίου. Το σύµπλοκο DRC της Chlamydomonas αποτελείται 

από τουλάχιστον 7 πολυπεπτίδια, στενά συνδεδεµένα µε τους µικροσωληνίσκους του εξωτερικού δακτυλίου 

του αξονήµατος, µεταξύ των οποίων και η PF2. Ρόλος του είναι να µεταφέρει σήµατα, η ταυτότητα των 

οποίων δεν έχει αποσαφηνιστεί, από το κεντρικό ζεύγος των µικροσωληνίσκων του αξονήµατος προς τους 

βραχίονες της δυνεΐνης, ρυθµίζοντας τη λειτουργία της ως κινητήρα και κατ’ επέκταση την κίνηση του µαστι-

γίου [Rupp & Porter, 2003]. To Neurl ενδεχοµένως παίζει ρόλο ‘γέφυρας’ αλληλεπιδρώντας ταυτόχρονα µε 

τις πρωτεΐνες Gas8 και Dlc-1, ώστε να συµβάλλει στην κινητικότητα των µαστιγίων.  

 

  δ. Envoplakin και Αnkycorbin 

  Για τη λειτουργία αυτών των δύο ‘θηραµάτων’ του Neurl υπάρχoυν περιορισµένες πληροφορίες. 

Είναι πρωτεΐνες µεγάλου µοριακού βάρους µε ελικοειδείς (coiled coil) περιοχές, που περιγράφτηκαν 

πρόσφατα, µετά την ολοκλήρωση της αλληλούχησης του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Η Envoplakin (EVPL) 

κατατάχθηκε λόγω οµολογίας µεταξύ των πρωτεϊνών της οικογένειας των πλακινών, που περιλαµβάνει 

επιπλέον τις πρωτεΐνες periplakin, desmoplakin, plectin και BPAG1 (Bullous pemphigoid antigen 1) [Leung et 

al, 2001] (Εικ.87). Το ελικοειδές κεντρικό τµήµα και οι επτά επαναλήψεις πλακίνης (Plakin Repeat Domain) 

στο C-τελικό της άκρο της ΕVPL είναι απαραίτητα για τον σχηµατισµό ετεροτετραµερών µε την periplakin και 

για τις αλληλεπιδράσεις µε ενδιάµεσα ινίδια, αντίστοιχα [Leung et al, 2001/ Määta et al, 2000]. Οι πλακίνες 

συνδέουν ινίδια του κυτταροσκελετού (µικροσωληνίσκους ή ενδιάµεσα ινίδια) µε θέσεις επαφής του κυττά-

ρου µε γειτονικά κύτταρα ή µε την εξωκυττάρια ουσία, λειτουργίες που δικαιολογούν τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό των µελών γνωστής λειτουργίας αυτής της οικογένειας (desmoplakin, plectin και BPAG1) στα δε-

σµοσώµατα και ηµιδεσµοσώµατα κυττάρων θηλαστικών. Σύµφωνα µε πρόσφατες µελέτες και τα νεότερα 

µέλη της οικογένειας (envoplakin και periplakin) εντοπίζονται στα δεσµοσώµατα, εκτελώντας ενδεχοµένως 

παρόµοια λειτουργία. Επιπλέον, έχουν ανιχνευθεί στον κερατινοποιηµένο φάκελο (cornified envelope) 

πλήρως διαφοροποιηµένων στρωµατοποιηµένων επιθηλιακών κυττάρων, όπως αυτά των ανώτερων 

στρωµάτων της επιδερµίδας [DiColandrea et al, 2000/ Kalinin et al, 2001].  

 

  H Ankycorbin περιγράφεται από τους Peng et al (2000) ως µια νέα πρωτεΐνη του κυτταροσκελετού 

των ινιδίων ακτίνης. Στο Ν-τελικό της άκρο φέρει έξι επαναλήψεις αγκυρίνης, γνωστές για την ιδιότητά τους 

να επιτρέπουν πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις µε µεγάλη ποικιλία µορίων, ενώ το µεγαλύτερο ποσοστό του µο-

ρίου καταλαµβάνεται από µια ελικοειδή (coiled coil) περιοχή, πολύ συνηθισµένη στις πρωτεΐνες του κυτταρο-

σκελετού, η οποία συνήθως ευνοεί τον διµερισµό τους ή την ενσωµάτωσή τους σε υπερµοριακές δοµές. Για 

τη λειτουργία της υπάρχει περιορισµένη πληροφορία. Το γονίδιο που την κωδικοποιεί εκφράζεται καθολικά 

στα όργανα των θηλαστικών. Η πρωτεΐνη συνεντοπίζεται µε τα ινίδια ακτίνης στα σηµεία διακυτταρικών 

συνδέσµων και στην περιφέρεια καλλιεργούµενων κυττάρων θηλαστικών. Επιπλέον, στους κυτταρικούς τύ-

πους που εµφανίζουν µικρολάχνες στην κορυφαία τους επιφάνεια, όπως τα κύτταρα του εντερικού επιθηλίου 

που ελέγχθηκαν από τους Peng et al (2000), η ankycorbin ανιχνεύεται στο τερµατικό δίκτυο (terminal web) 

ινιδίων, το οποίο διατρέχει την κορυφαία πλευρά των κυττάρων, κάθετα προς τις µικρολάχνες, καταλήγοντας 

σε συνδέσµους επαφής (adherent junctions) του πλευρικού τµήµατος των επιθηλιακών κυττάρων. Όπως 
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έδειξαν οι in vitro δοκιµές αλληλεπίδρασης των Peng et al (2000), η ankycorbin δεν αλληλεπιδρά άµεσα µε 

την ακτίνη, υποδηλώνοντας την παρουσία ενδιάµεσων µορίων που την συγκρατούν στα ινίδια της ακτίνης. 

Αν και ο ακριβής ρόλος αυτής της πρωτεΐνης δεν έχει πλήρως διαλευκανθεί, ο χαρακτηριστικός υποκυτταρι-

κός εντοπισµός της υποστηρίζει το ενδεχόµενο να συµµετέχει στη διατήρηση ή/και την οργάνωση του κυτ-

ταροσκελετού της ακτίνης. 

 

  Ο βιολογικός ρόλος της αλληλεπίδρασης του Neurl µε αυτά τα µόρια δεν µπορεί να εξηγηθεί πλή-

ρως µε βάση τα υπάρχοντα δεδοµένα. Χρειάζεται αρχικά να διερευνηθεί ο εντοπισµός του Neurl σε δεσµο-

σώµατα και στην κορυφαία επιφάνεια επιθηλιακών κυττάρων θηλαστικών, καθώς και ο συνεντοπισµός του µε 

αυτές τις πρωτεΐνες. Το γεγονός ότι µετάγραφα του Neurl ανιχνεύονται στα επιθήλια κατά την εµβρυϊκή ανά-

πτυξη του ποντικού [Pavlopoulos et al, 2002], αλλά και ο εντοπισµός του neur στην κορυφαία επιφάνεια επι-

θηλιακών κυττάρων προνυµφικών δίσκων δροσόφιλας (Η. Παυλόπουλος, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή, Παν/µιο 

Κρήτης, 2002) είναι ενδείξεις που υποστηρίζουν την αλληλεπίδραση του Neurl µε αυτές τις πρωτεΐνες.  

 

 Πρωτεΐνες που σχετίζονται µε διαδικασίες κυτταρικού πολλαπλασιασµού ή/και 
προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου 

 

  Εκτός από τις πρωτεΐνες Dlc-1 και Νuma1, των οποίων ο ρόλος στην κυτταρική διαίρεση 

περιγράφεται παραπάνω, η Lek1 που επίσης αλληλεπιδρά µε το Neurl, σχετίζεται µε τη ρύθµιση της µίτωσης 

και τη διαδικασία της απόπτωσης. Η αλληλεπίδραση µε την Peg3 συσχετίζει το Neurl µε αναπτυξιακές διαδι-

κασίες που ρυθµίζουν τη νευρογένεση και τη µυογένεση. 

 

  ε. Lek1 

 H πρωτεΐνη Lek1 είναι οµόλογη της ανθρώπινης µιτοσίνης (ή CENP-F). Aν και για την CENP-F είναι 

γνωστό ότι συνδέεται παροδικά µε το εξωτερικό πρωτεϊνικό περίβληµα των κινητοχώρων των χρωµοσωµά-

των, για τα ορθόλογα µόρια στον ποντικό (Lek1) και στο κοτόπουλο (CMF1), υπάρχουν αντικρουόµενες ανα-

φορές για την πρόσδεση στους κινητοχώρους [Goodwin et al, 1999/ Yang et al, 2003]. Όµως, τα ορθόλογα 

αυτά µόρια φαίνεται ότι συµµετέχουν στη διαφοροποίηση του µυϊκού συστήµατος [Goodwin et al, 1999 / 

Pabon-Pena et al, 2000]. To πρότυπο έκφρασης του Neurl επικαλύπτεται σε αρκετά σηµεία µε αυτό του Lek1 

κατά την ανάπτυξη του ποντικού. Και τα δύο γονίδια εκφράζονται πολύ νωρίς (πριν την E9.5) στο αναπτυσ-

σόµενο έµβρυο. Η έκφραση του Lek1 περιορίζεται στους ιστούς που διατηρούν έντονη µιτωτική δραστηριό-

τητα (καρδιά και ήπαρ) µέχρι την όψιµη εµβρυική ζωή (Ε16.5) [Yang et al, 2003]. H έκφραση του Neurl είναι 

ευρύτερη, όµως επικαλύπτεται µε αυτήν του Lek1 στον καρδιακό µυ και στο ήπαρ. Στα ενήλικα ζώα, τα µε-

τάγραφα του Lek1 δεν ανιχνεύονται [Yang et al, 2003], ενώ το Neurl εκφράζεται σε ορισµένους µόνο ιστούς 

(εγκέφαλο, ήπαρ, σκελετικό µυ και όρχεις) [Pavlopoulos et al, 2002].   

 

 Η πρωτεΐνη Lek1 επάγει τη µιτωτική διαδικασία στα κύτταρα που εκφράζεται. Έχει πρόσφατα 

αναφερθεί η αλληλεπίδραση του καρβοξυτελικού της άκρου µε τις πρωτεΐνες της οικογένειας του ρετινοβλα-

στώµατος (p107, p130 και pRb), µέσω του ‘pocket domain’ που αυτές φέρουν. Συγκεκριµένα, οι Αshe et al 
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(2004) προτείνουν ότι η Lek1 αναστέλλει την αντιµιτωτική δράση αυτών των πρωτεϊνών, παρεµποδίζοντας 

τις αλληλεπιδράσεις τους µε συγκεκριµένους στόχους. Αυτό το µοντέλο εξηγεί και τον φαινότυπο κυττάρων 

στα οποία έχει κατασταλεί η έκφραση της Lek1 µε antisense RNA, o οποίος χαρακτηρίζεται από αναστολή 

της µίτωσης, διακοπή του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1/S και απόπτωση [Αshe et al, 2004].  

 

 Σύµφωνα µε αδηµοσίευτες παρατηρήσεις τις ίδιας οµάδας, η πρωτεΐνη Lek1 υφίσταται µια µετα-

µεταφραστική τροποποίηση µε την οποία αποκόπτεται ένα µικρό καρβοξυτελικό της τµήµα, το οποίο φέρει 

NLSκαι εισέρχεται στον πυρήνα. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι στο πείραµα των δύο υβριδίων εντοπίσαµε 

στην Lek1 δύο περιοχές αλληλεπίδρασης µε την πρωτεΐνη Νeurl, (αµινοξέα 466-607 και 1349-1655 της αλλη-

λουχίας ΧP_129658), οι οποίες βρίσκονται αµινοτελικά του σήµατος πυρηνικού εντοπισµού (2647-2663) και 

της περιοχής αλληλεπίδρασης µε Rb (2664-2696), πράγµα που ενδεχοµένως σηµαίνει ότι η αλληλεπίδραση 

του Neurl µε το Lek1 πλήρους µήκους ή το Ν-τελικό του τµήµα γίνεται στο κυτταρόπλασµα (Εικ.87). Η αλ-

ληλεπίδραση της πρωτεΐνης Neurl µε µηχανισµούς µετα-µεταφραστικής τροποποίησης που προκαλούν πρω-

τεόλυση των υποστρωµάτων και είσοδό τους στον πυρήνα (ουβικουϊτινιλίωση/SUMOλίωση) πιθανόν να ρυθ-

µίζει αυτή τη διαδικασία. Θα ήταν, εποµένως, ενδιαφέρον να διερευνηθεί ο ρόλος της αλληλεπίδρασης των 

Νeurl και Lek1 κατά την είσοδο του Lek1 στον πυρήνα. Αυτός θα µπορούσε να είναι ένας µηχανισµός συµµε-

τοχής του Neurl στη διαδικασία επαγωγής ή διατήρησης της µίτωσης, εκτός του προτεινόµενου ρόλου του 

κατά την κυτταρική διαίρεση που επιτελείται µέσω της αλληλεπίδρασής του µε τη Νuma1 και την Dlc-1. Αξί-

ζει να σηµειωθεί και η παρατήρηση ότι το ανθρώπινο ορθόλογο της Lek1 (µιτοσίνη/CENP-F) µεταφέρεται 

κατά τη µίτωση στους πόλους της ατράκτου, µέσω της κυτταροπλασµατικής δυνεΐνης, µια µετακίνηση που 

παρατηρείται για την Numa1 και άλλες πρωτεΐνες που ρυθµίζουν τη διαδικασία της κυτταρικής διαίρεσης, 

υποδηλώνοντας ότι η Lek1 δρα και κατά τη διάρκεια της διαίρεσης [Βlagden & Glover, 2003/ Yang et al, 

2003]. 

  

 στ. Peg3 

 Η Peg3 χαρακτηρίζεται από τα 12 µοτίβα Zn-finger, τύπου C2HC2, τα οποία φέρει διάσπαρτα στο 

µόριό της (Εικ.87). Για αυτήν προτείνεται ο ρόλος του ρυθµιστή διαφοροποίησης κατά τη µυογένεση και τη 

νευρογένεση των θηλαστικών. Το αναπτυξιακό και ιστοειδικό πρότυπο έκφρασής της συµφωνεί µε το ρυθµι-

στικό αυτό ρόλο [Relaix et al, 1996], ενώ εµφανίζει επικαλύψεις µε αυτό του Neurl [Pavlopoulos et al, 2002]. 

Αναλυτικότερα, το γονίδιο Peg3 εκφράζεται καθολικά στο έµβρυο του ποντικού µέχρι το στάδιο του γαστρι-

δίου και στη συνέχεια η έκφρασή του περιορίζεται στους σκελετικούς µύες και σε περιοχές του ΚΝΣ. Ο σκε-

λετικός µυς είναι ο µόνος ιστός που παρουσιάζει συνεχώς έντονη έκφραση του γονιδίου κατά την ανάπτυξη 

και την ενήλικη ζωή. Έµβρυα Ε8-Ε9.5 εκφράζουν υψηλά επίπεδα µεταγράφων Peg3 σε όλο το µεσόδερµα, 

εκτός της καρδιάς, όπου τα µετάγραφα ανιχνεύονται σε χαµηλά επίπεδα. Από την ηλικία Ε10, η έκφραση του 

γονιδίου είναι πολύ ισχυρή στους σωµίτες, συµπεριλαµβανοµένου του σκληροτοµίου (πρόδροµο χόνδρου και 

οστών) και του µυοτοµίου (πρόδροµο µυών). Ακολουθεί καταστολή της έκφρασης σε όλο το µεσόδερµα 

εκτός των σκελετικών µυών, στους οποίους η έκφραση συνεχίζεται µέχρι και την ενήλικη ζωή. Έντονη έκ-

φραση του Peg3 και συνεντοπισµός µε τα µετάγραφα του Neurl ανιχνεύεται στις προεκβολές των αναπτυσ-
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σόµενων άκρων (limb buds), στο βλαστικό επιθήλιο του µουστακιού, στο εσωτερικό επιθήλιο του κοχλία και 

σε εσωτερικά επιθήλια των βρόγχων και των νεφρών, όπου παρατηρείται έκφραση και άλλων πρωτεϊνών-

‘θηραµάτων’ του Neurl (Ubc9, Dlc-1, Numa1) [Μπαζοπούλου Μ∆, ∆ιπλωµατική Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 

2002]. Το πρότυπο έκφρασης του Peg3 στο ΚΝΣ είναι πιο πολύπλοκο. Αρχικά (E9.5), καταστέλλεται η έκ-

φρασή του στο νευροεκτόδερµα και στη συνέχεια (E13) περιορίζεται στο ‘floor plate’ και σε κύτταρα του νω-

τιαίου µυελού και του εγκεφάλου, ενώ σε ενήλικα ποντίκια ανιχνεύεται ισχυρή έκφραση στον υποθάλαµο, 

στο χοριοειδές πλέγµα και στην υπόφυση. H συγκριτική µελέτη του προτύπου έκφρασης των Neurl και Peg3 

πραγµατοποιήθηκε σε έµβρυα Ε11.5-Ε14.5, στα οποία διαπιστώθηκε συνέκφραση των δύο γονιδίων στο 

νευροεπιθήλιο του νωτιαίου µυελού [Μπαζοπούλου Μ∆, ∆ιπλωµατική Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 2002]. Επι-

πλέον, οι Timmusk et al (2002) διαπιστώνουν ισχυρή έκφραση του Neurl σε ιστούς ενηλίκων ποντικών που 

εκφράζουν Peg3 (υποθάλαµος, υπόφυση, σκελετικοί µύες). Η διατήρηση της έκφρασης των Neurl και Peg3 

στο µυϊκό και νευρικό σύστηµα υποδηλώνει ότι ο βιολογικός ρόλος της αλληλεπίδρασής τους σχετίζεται όχι 

µόνο µε την ανάπτυξη αλλά και µε λειτουργίες µετά τη διαφοροποίηση των συγκεκριµένων κυτταρικών τύ-

πων. 

 

 Τα γονίδια PEG3 και NEURL του ανθρώπου έχoυν συσχετιστεί µε ογκοκαταστολή, λόγω της 

διαπίστωσης ότι η έκφρασή τους είναι µειωµένη σε κυτταρικές σειρές γλοιωµάτων, σε αντίθεση µε τον φυσι-

ολογικό εγκέφαλο, όπου παρατηρούνται υψηλά επίπεδα µεταγράφων [Maegawa et al, 2001/Nakamura et al, 

1998]. Ειδικότερα για το PEG3 έχει διαπιστωθεί ότι το µητρικό αλληλόµορφο του γονιδίου υφίσταται φυσιο-

λογικά imprinting και διερευνάται το ενδεχόµενο η εµφάνιση γλοιωµάτων να σχετίζεται µε επιγενετικά φαινό-

µενα υπερµεθυλίωσης των νησιδίων CpG της χρωµοσωµικής περιοχής 19q13.4, στην οποία αυτό χαρτογρα-

φείται [Maegawa et al, 2001]. Αν και δεν υπάρχουν σαφείς αποδείξεις για τον ρόλο των πρωτεϊνών Peg3 και 

Neurl στην ογκογένεση, η υπερέκφραση της  Peg3 σε κυτταρικές σειρές γλοιωµάτων προκαλεί απώλεια της 

ογκογενετικής τους ικανότητας σε ανοσοκατασταλµένα ποντίκια, υποστηρίζοντας τον προτεινόµενο ρόλο του 

γονιδίου Peg3 στην ογκοκαταστολή [Kohda et al, 2001]. Αντίστοιχη µελέτη υπερέκφρασης δεν έχει πραγµα-

τοποιηθεί για το Neurl. Όµως, η έλλειψη της λειτουργίας του δεν φαίνεται να προκαλεί εµφάνιση όγκων του 

ΚΝΣ στα Neurl -/- και Neurl +/- ζώα [Vollrath et al, 2001]. 

 

 Η πρωτεΐνη Peg3 ανιχνεύεται κατά κύριο λόγο στον πυρήνα καλλιεργούµενων κυττάρων θηλαστι-

κών, νευρώνων και κυττάρων γλοίας, ενώ ένα σηµαντικό ποσοστό της βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα [Relaix 

et al, 1996/ Deng & Wu, 2000]. Η παρουσία της επηρεάζεται από τον κυτταρικό κύκλο και συµπίπτει µε τη 

φάση της µίτωσης, γεγονός που συµφωνεί µε την παρατήρηση ότι και τα µετάγραφα του Peg3 ανιχνεύονται 

σε υψηλά επίπεδα, ειδικά κατά την τελόφαση της µιτωτικής διαίρεσης. Το γεγονός ότι το γονίδιο Peg3 απο-

τελείται από ένα µοναδικό εξόνιο θεωρείται ότι επιτρέπει την έκφρασή του κατά τη µίτωση [Relaix et al , 

1996]. Αντίστοιχα πειράµατα παρακολούθησης της έκφρασης του Neurl στις διαφορετικές φάσεις του κυττα-

ρικού κύκλου δεν έχουν πραγµατοποιηθεί, όµως από πειράµατα ανοσοφθορισµού σε κύτταρα COS7 µε τα 

αντισώµατα anti-Neurl και anti-CyclinA (προσφορά από Ζ. Λυγερού), διαπιστώσαµε παρουσία του Neurl τόσο 

σε κύτταρα θετικά για κυκλίνη Α (φάσεις S, G2 και αρχικά στάδια µίτωσης), όσο και σε απουσία της κυκλίνης 
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Α (τελικά στάδια µίτωσης και G1). Σε αντίθεση µε το Neurl,  οι Relaix et al (1996) παρατηρούν ότι η ένταση 

της χρώσης του Peg3 είναι ετερογενής στην ίδια καλλιέργεια κυττάρων και ένα ποσοστό των πυρήνων εµφα-

νίζονται αρνητικοί, χωρίς να έχει εξακριβωθεί η µοριακή βάση αυτής της ρύθµισης. Θα ήταν ενδιαφέρον να 

διερευνηθεί κατά πόσο η αλληλεπίδρασή του µε το Neurl συµβάλλει σε αυτή τη ρύθµιση, µε δεδοµένη και 

την πιθανή συµµετοχή του Neurl στον µηχανισµό ουβικουϊτινιλίωσης και πρωτεόλυσης µέσω του πρωτεασώ-

µατος [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα]. Έχει διαπιστωθεί ότι η Peg3 αλληλεπιδρά µε µέλη της οι-

κογένειας των Ε3 λιγασών µε RING finger Siah (οµόλογες της δροσοφιλικής Sina, Seven in absentia) [Relaix 

et al, 2000], χωρίς όµως να έχει αναφερθεί ουβικουϊτινιλίωσή µέσω των µορίων Siah. H αλληλεπίδραση Peg 

και Siah φαίνεται να οδηγεί σε απόπτωση. Συγκεκριµένα, µε βάση την παρατήρηση ότι η υπερέκφραση του 

Siah1a απουσία της Peg3 σταµατά τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G1, ενώ παρουσία της Peg3 ενεργοποιεί 

τον αποπτωτικό µηχανισµό που επάγεται από την p53, οι Relaix et al (2000) προτείνουν ότι η Peg3 δρα συ-

νεργατικά µε την Siah1a στο αποπτωτικό µονοπάτι που επάγεται από την p53. Επιπλέον, η Peg3 αλληλεπι-

δρά και µε τον παράγοντα TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2), µε τον οποίο δρα συνεργατικά για την 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα NFκΒ και ενδεχοµένως συµµετέχει στη ρύθµιση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, της διαφοροποίησης και του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου µέσω του σηµατο-

δοτικού µονοπατιού του TNF (Tumor Necrosis Factor) [Relaix et al, 1998].  

 

 Σε συµφωνία µε τον ρυθµιστικό ρόλο του γονιδίου Peg3 σε αναπτυξιακές διαδικασίες απόπτωσης 

και κυτταρικού πολλαπλασιασµού και το ειδικό πρότυπο έκφρασής του στον µυϊκό και νευρικό ιστό, η απε-

νεργοποίηση της λειτουργίας του προκαλεί βλάβες σε συγκεκριµένες νευρικές συνάψεις και απουσία ή µειω-

µένο αριθµό νευρώνων, ιδιαίτερα αυτών της περιοχής του υποθαλάµου που παράγουν οκυτοκίνη, οδηγώντας 

σε διαταραγµένη µητρική συµπεριφορά. Σηµειώνεται ότι στην περίπτωση του Peg3, η ανικανότητα θηλασµού 

στα θηλυκά οφείλεται σε ορµονικό αίτιο (έλλειψη οκυτοκίνης), σε αντίθεση µε τα Neurl-/- ζώα που εµφανί-

ζουν υποπλασµένους γαλακτοφόρους αδένες [Vollrath et al, 2001]. Επιπλέον, η υστέρηση στην αύξηση του 

σωµατικού βάρους των Peg3 –/- ζώων πιθανόν να συσχετίζεται µε διαταραχές σε διαδικασίες κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού [Li et al, 1999]. 

 

 Τέλος, ο µοριακός µηχανισµός µε τον οποίο η Peg3 συµβάλλει στην απόφαση του κυττάρου για 

την επαγωγή απόπτωσης ή ‘G1 arrest’ από την p53 έχει αρχίσει να αποκαλύπτεται, µε τη διαπίστωση των 

Deng & Wu (2000) ότι η Peg3 προκαλεί τη µετατόπιση της πρωτεΐνης Bax από το κυτταρόπλασµα στο εσω-

τερικό των µιτοχονδρίων. Η Bax, της οποίας η έκφραση επάγεται από την p53, βρίσκεται στο κυτταρόπλα-

σµα κατά το ‘G1 arrest’ και η µετατόπισή της στα µιτοχόνδρια είναι απαραίτητη για την απελευθέρωση του 

κυτοχρώµατος c και την ενεργοποίηση των κασπασών, βασικά βήµατα για την έναρξη της αποπτωτικής δια-

δικασίας. Το αποτέλεσµα αυτό στον υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Bax πιθανόν συνοδεύεται και µε 

ουβικουϊτινιλίωσή της, εφόσον προηγούµενες µελέτες αναφέρουν ότι η παρουσία αναστολέων του πρωτεα-

σώµατος προκαλεί συσσώρευση της Bax στα µιτοχόνδρια και απόπτωση [Li & Dou, 2000]. H συµµετοχή του 

Neurl σε αυτές τις διεργασίες δεν έχει διερευνηθεί, όµως µε δεδοµένη την ικανότητά του να αυτο-ουβικουϊτι-

νιλιώνεται in vitro [E. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα], η αλληλεπίδρασή του µε την Peg3 στα κύτ-
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ταρα των θηλαστικών θα µπορούσε να το φέρνει σε επαφή µε πρωτεΐνες-υποστρώµατα, των οποίων ενδε-

χοµένως να επάγει την ουβικουϊτινιλίωση.  

 

 Πρωτεΐνες που συµµετέχουν ή υπόκεινται σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις 
      από τον ενζυµικό µηχανισµό οµοιοπολικής σύνδεσης µορίων SUMO  

 

  ζ. Dnmt3a  

  Η Dnmt3a (DNA methyl transferase 3a) είναι µία από τις δύο de novo µεθυλ-τρανσφεράσες του 

DNA των θηλαστικών (Dnmt3a και Dnmt3b), οι οποίες µεθυλιώνουν εκ νέου το γονιδιωµατικό DNA των εµ-

βρύων, µετά τη γενική του αποµεθυλίωση που ακολουθεί τη γονιµοποίηση [Bestor, 2000]. Η µεθυλίωση του 

DNA επηρεάζει τη δοµή της χρωµατίνης και συµβάλλει στην καταστολή της µεταγραφής [Robertson, 2002]. 

Ο συσχετισµός του Neurl µε καταστολή της µεταγραφής [Timmusk et al, 2002] και η πρόσφατη διαπίστωση 

των Ling et al (2004) ότι η λειτουργία της Dnmt3a στην µεταγραφική καταστολή ρυθµίζεται µέσω τροποποί-

ησής της από SUMO-1, καθιστούν την Dnmt3a ένα από τα πιο ενδιαφέροντα ‘θηράµατα’ του Neurl. 

 

  H αλληλεπίδραση των δύο µορίων επιβεβαιώθηκε τόσο in vitro, όσο και στα κύτταρα θηλαστικών. 

Από το αποτέλεσµα του πειράµατος δύο υβριδίων στον σακχαροµύκητα φαίνεται ότι αρκεί µια µικρή περιοχή 

της Dnmt3a (αµινοξέα 406-539, Εικ) για την αλληλεπίδρασή της µε το Neurl. Η περιοχή αυτή επικαλύπτεται 

σηµαντικά µε το domain PHD (Plant Homeodomain), περιοχή που ευθύνεται και για την αλληλεπίδραση της 

Dnmt3a µε τον µεταγραφικό καταστολέα RP58, την απακετυλάση ιστονών HDAC1 [Fuks et al, 2001] και µε 

τις Ε3 λιγάσες του SUMO-1 PIAS1 και PIASxa [Ling et al, 2004]. Πρόσθετες ενδείξεις από τη µελέτη του ανα-

πτυξιακού προτύπου έκφρασης της Dnmt3a στα θηλαστικά [Okano et al, 1999] υποδηλώνουν ότι και αυτή η 

πρωτεΐνη, όπως και το Νeurl, είναι παρούσα νωρίς κατά την εµβρυογένεση (Ε7.5), εµφανίζοντας σχεδόν κα-

θολική έκφραση στο έµβρυο.  

 

  Oι Ling et al (2004) διαπιστώνουν ότι η τροποποίηση της Dnmt3a από SUMO-1 ρυθµίζει και τη λει-

τουργία της, αναστέλλοντας το κατασταλτικό αποτέλεσµά της στη µεταγραφή ενός γονιδίου αναφοράς. Για 

την τροποποίηση αυτή δεν έχει βρεθεί ακόµα το µόριο που µπορεί να την ενισχύει in vitro και in vivo δρώ-

ντας ως E3 λιγάση, αλλά τα µέλη της οικογένειας PIAS έχουν αποκλειστεί από αυτόν το ρόλο, παρόλο που 

συνεντοπίζονται σε µεγάλο βαθµό και αλληλεπιδρούν άµεσα µε την Dnmt3a [Ling et al, 2004]. Η τροποποί-

ηση των Dnmt3a και b από SUMO-1 είναι σηµαντικός τρόπος λεπτής ρύθµισης της λειτουργίας τους και κατ’ 

επέκταση της ιστοειδικής και αναπτυξιακής µεταγραφικής ρύθµισης γονιδίων των θηλαστικών και, εποµένως, 

η ανακάλυψη των µορίων που παίζουν ρυθµιστικό ρόλο σε αυτή τη διαδικασία έχει εξαιρετικό ενδιαφέρον. Το 

γεγονός ότι το Neurl αλληλεπιδρά άµεσα µε την Dnmt3a αλλά και µε την Ubc9, το µοναδικό γνωστό ένζυµο 

Ε2 της SUMOλίωσης, ενδεχοµένως σηµαίνει ότι ρυθµίζει τη SUMOλίωση της Dnmt3a δρώντας ως Ε3 λιγάση 

του SUMO-1. O έλεγχος αυτού του µοντέλου µε in vitro και in vivo δοκιµές SUMOλίωσης είναι κρίσιµος για 

την κατανόηση της λειτουργίας του Neurl.  
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  η. Ubc9 

  H Ubc9 (Ubiquitin Conjugating Enzyme 9) είναι µια πρωτεΐνη 158 αµινοξέων, η οποία φέρει τo do-

main UBC (Ubiquitin Conjugating), χαρακτηριστικό για όλα τα συζευκτικά ένζυµα που καταλύουν το δεύτερο 

βήµα (Ε2) στις διαδικασίες τροποποίησης πρωτεϊνικών υποστρωµάτων από ουβικουϊτίνη ή από µόρια οµό-

λογα της ουβικουϊτίνης. Η Ubc9 είναι ‘δότης’ του SUMO στο τελευταίο στάδιο της αντίδρασης, όπου αυτό µε-

ταφέρεται από την κυστεΐνη του ενεργού της κέντρου (Cys93) σε µια λυσίνη του υποστρώµατος (Eικ.89). Σε 

αντίθεση µε την ουβικουϊτινιλίωση, όπου πολλαπλά Ε2 χρησιµοποιούνται για την τροποποίηση συγκεκριµέ-

νων υποστρωµάτων από ουβικουϊτίνη, η Ubc9 είναι το µόνο Ε2 γνωστό ένζυµο της SUMOλίωσης. Είναι κατά 

κύριο λόγο πυρηνική πρωτεΐνη [Seufert et al, 1995], ενώ ένα ποσοστό της εντοπίζεται στα κυτταροπλασµα-

τικά και στα πυρηνοπλασµατικά ινίδια των πυρηνικών πόρων [Zhang et al, 2002]. Όπως διαπιστώσαµε, συ-

νεντοπίζεται µε την πρωτεΐνη Neurl σε διακριτές περιοχές της περιφέρειας του πυρήνα και αποµονώνεται σε 

σύµπλοκο µε το Neurl από εκχυλίσµατα κυττάρων θηλαστικών. Επιπλέον, η άµεση αλληλεπίδρασή της µε την 

πρωτεΐνη Neurl επιβεβαιώθηκε in vitro.   

 

  H αποδεδειγµένη αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών Neurl και Ubc9, σε συνδυασµό µε την πληροφο-

ρία από τη συνέκφρασή τους σε αρκετούς ιστούς του αναπτυσσόµενου εµβρύου όπως τα νευροεπιθήλια του 

προσθεγκεφάλου, του οπισθεγκεφάλου και του νωτιαίου µυελού, τα νωτιαία γάγγλια, το οσφρητικό επιθήλιο, 

κύτταρα του φακού κατά την πορεία διαφοροποίησής τους σε κρυσταλλικά και η ρίζα της αναπτυσσόµενης 

τρίχας [Μπαζοπούλου Μ∆, ∆ιπλωµατική Εργασία, Παν/µιο Κρήτης, 2002] συνεισφέρουν σηµαντικά στη λει-

τουργική διερεύνηση του Neurl γιατί το συσχετίζουν µε τον µηχανισµό τροποποίησης πρωτεϊνών από SUMO 

και µε συγκεκριµένες αναπτυξιακές διαδικασίες. Αυτό όµως που παραµένει άγνωστο είναι ο ακριβής βιοχηµι-

κός ρόλος του Neurl σε αυτόν τον µηχανισµό. Με βάση τον µηχανισµό της SUMOλίωσης (Εισαγωγή, 

Εικ.15β), οι πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την Ubc9 είναι είτε υποστρώµατα ή  Ε3 λιγάσες του SUMO.  

 

  Αξίζει να σηµειωθεί ότι για την Ubc9 έχουν προταθεί και λειτουργίες χωρίς εµφανή σχέση µε τη 

διαδικασία της SUMOλίωσης, όπως η συµµετοχή της στην µεταφορά της πρωτεΐνης Vsx-1 (Visual system 

homeobox 1) του Danio rerio στον πυρήνα, ανεξάρτητα από τον µηχανισµό SUMOλίωσης, αλληλεπιδρώντας 

µε το σήµα πυρηνικού εντοπισµού της [Kurtzman & Schechter, 2001] και η αλληλεπίδρασή της µε την πρω-

τεΐνη dynamin των θηλαστικών, της οποίας ολιγοµερή συµµετέχουν στον µηχανισµό ενδοκύττωσης. Ενώ η 

dynamin αλληλεπιδρά µε Ubc9, SUMO και την Ε3 λιγάση PIAS1, δεν SUMOλιώνεται, όµως αυτές οι αλληλεπι-

δράσεις της εµποδίζουν τον ολιγοµερισµό και το ρόλο της στην ενδοκύττωση [Mishra et al, 2004]. Τέτοιου 

είδους αλληλεπιδράσεις θεωρούνται είτε εξυπηρετούν τη γειτνίαση της πολυπρωτεϊνικής µηχανής 

SUMOλίωσης σε συγκεκριµένες θέσεις, κοντά σε πρωτεΐνες-υποστρώµατα, ενώ ταυτόχρονα συµβάλλουν 

στην αποκάλυψη άγνωστων ακόµα ρόλων των πρωτεϊνών Ubc9 και SUMO στη ρύθµιση βιολογικών 

διεργασιών.  
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5. O ρόλος του RING στις αλληλεπιδράσεις µε Ε2 
  Είναι γνωστό ότι η παρουσία του RING finger συσχετίζεται µε τη µετα-µεταφραστική τροποποίηση 

πολλών πρωτεϊνών από ουβικουϊτίνη και είναι απαραίτητη για την αλληλεπίδρασή τους µε ‘συζευκτικά’ (con-

jugating) ένζυµα Ε2 της διαδικασίας ουβικουϊτινιλίωσης (βλ. Εισαγωγή). H πρωτεΐνη Ubc9 είναι το µοναδικό 

γνωστό Ε2 ένζυµο της SUMOλίωσης, για την οποία έχουν αναφερθεί αλληλεπιδράσεις µε RING fingers (πχ µε 

το RING της πρωτεΐνης PML, ProMyelocytic Leukemia proto-oncoprotein, Duprez et al, 1999), µε εκφυλι-

σµένα RING-like domains των µορίων PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT) [Jackson, 2000/ Kahyo et 

al, 2001/ Verger et al, 2003], αλλά και µε περιοχές πρωτεϊνών που δεν έχουν οµολογία µε RING, όπως µε 

την πρωτεΐνη του πυρηνικού πόρου RanBP2 [Saitoh et al, 1998/ Pichler et al, 2002]. Τα µέχρι στιγµής γνω-

στά µόρια που αλληλεπιδρούν µε Ubc9 είναι είτε υποστρώµατα για τροποποίηση από SUMO (πχ η πρωτεΐνη 

PML), είτε λειτουργούν ως E3 λιγάσες για την τροποποίηση άλλων υποστρωµάτων (πρωτεΐνες PIAS και 

RanBP2), είτε δεν έχουν γνωστό ρόλο στη διαδικασία SUMOλίωσης (πχ η πρωτεΐνη dynamin των θηλαστικών 

και η Vsx-1 του Danio rerio) [Mishra et al, 2004/ Kurtzman & Schechter, 2001].  

 

  Όπως διαπιστώσαµε, η αλληλεπίδραση του Ubc9 µε το Neurl δεν εξαρτάται αποκλειστικά από το 

RING του Νeurl. Η παρατήρηση αυτή συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα κατευθυνόµενης µεταλλαξιγέννεσης και 

κρυσταλλογραφικής ανάλυσης της δοµής συµπλόκων πρωτεϊνών µε RING και των αντίστοιχων Ε2 (πχ της 

πρωτεΐνης c-Cbl και του UbcH7 ή της RAD5 και του Ubc13), µε βάση τα οποία τα συντηρηµένα αµινοξέα όχι 

µόνο του RING αλλά και της ευρύτερης περιοχής του είναι ιδιαίτερα σηµαντικά για τις αλληλεπιδράσεις µε τα 

ένζυµα Ε2 [Ζheng et al, 2000/ Ulrich, 2003]. Σηµαντικό ρόλο σε αυτή την αλληλεπίδραση παίζουν κυρίως 

φορτισµένα και υδρόφοβα αµινοξέα, που συµµετέχουν στη διαµόρφωση της τυπικής δευτεροταγούς δοµής 

(ββαβ) των RINGs του τύπου C3HC4, ενώ µια α έλικα που συνήθως προηγείται του RING αλλά και η ενδιά-

µεση περιοχή που σχηµατίζει θηλιά (loop) συνεισφέρουν στη αλληλεπίδραση µε το E2 [Zheng et al, 2000/ 

Ulrich 2003/ Joazeiro et al, 1999/ Meng et al, 1999/ Martinez-Noel et al, 2001]. Επιπλέον, οι ίδιες µελέτες 

δείχνουν ότι και τα στοιχεία δευτεροταγούς δοµής των ενζύµων Ε2 που συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση 

µε τα RINGs, είναι συντηρηµένα µεταξύ των διαφορετικών Ε2, συµβάλλοντας στη διατήρηση της οµολογίας 

των επιφανειών αλληλεπίδρασης µεταξύ διαφορετικών ζευγών Ε2-Ε3(RING) πρωτεϊνών. Η εξειδίκευση κάθε 

αλληλεπίδρασης Ε2-Ε3 οφείλεται σε µικρές διαφορές που αφορούν κυρίως το βαθµό συµµετοχής συγκεκρι-

µένων αµινοξέων στην αλληλεπίδραση και στο ηλεκτροστατικό δυναµικό των δύο επιφανειών, που καθορίζε-

ται από την κατανοµή φορτισµένων αµινοξέων στις επιφάνειες των Ε2 και Ε3 που έρχονται σε επαφή [Winn 

et al, 2004/ Winkler et al, 2004/ Gervais et al, 2001]. Τα θετικό ηλεκτροστατικό δυναµικό που διαφοροποιεί 

το Ubc9 από τα υπόλοιπα Ε2 [Winn et al, 2004] επιτρέπει την επιλεκτική αλληλεπίδρασή του µε το αρνητικά 

φορτισµένο SUMO [Saitoh et al, 1998/ Johnson, 2004] και ενδεχοµένως και µε άλλες πρωτεΐνες. 

 

  Από τις δοκιµές αλληλεπίδρασης των Neurl και Ubc9 συµπεραίνουµε ότι το RING είναι απαραίτητο 

αλλά όχι ικανό για την αποτελεσµατική αλληλεπίδραση των δύο µορίων. Με βάση και τα παραπάνω στοιχεία 

από αλληλεπιδράσεις άλλων RINGs µε µόρια Ε2, υποθέτουµε ότι το domain NEUZ2 και η περιοχή ανάµεσα 

στο NEUZ2 και το RING του Νeurl, δηµιουργούν µαζί µε το RING την επιφάνεια αλληλεπίδρασης µε το Ubc9 
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και ίσως και µε άλλα Ε2. Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται από το υψηλό ποσοστό φορτισµένων αµινοξέων στο 

µόριο Νeurl (Eικ.89), τα περισσότερα από τα οποία είναι συντηρηµένα στα ορθόλογα µόρια Neurl (Eικ.83-

86). Είναι αξιοσηµείωτο και το γεγονός ότι η πλειονότητα των αρνητικά φορτισµένων αµινοξέων (16/48) βρί-

σκονται στο NEUZ2, ενώ στο RING υπάρχουν κατά κύριο λόγο θετικά φορτισµένα αµινοξέα, όπως συνηθίζε-

ται στα RINGs των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τα E2 ένζυµα ουβικουϊτινιλίωσης. Πρόσφατα πειράµατα 

έχουν δείξει ότι και η πρωτεΐνη Neurl του ποντικού, όπως και oι ορθόλογες της δροσόφιλας και του βατρά-

χου, αυτο-ουβικουϊτινιλιώνεται in vitro [E. Kουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα]. Εποµένως, τα συντηρη-

µένα αµινοξικά κατάλοιπα της περιοχής του RING πρέπει να καθορίζουν τη λεπτή ρύθµιση αυτής της ουβι-

κουϊτινιλίωσης, διαµορφώνοντας µια τριτοταγή δοµή που αλληλεπιδρά εξειδικευµένα µε ορισµένα µόνο από 

τα διαθέσιµα στους διαφορετικούς ιστούς ένζυµα σύζευξης Ε2. Η συγκριτική µελέτη της αλληλεπίδρασης του 

Neurl µε το Ubc9 και µε τα Ε2 της ουβικουϊτινιλίωσης είναι πλέον απαραίτητη για την κατανόηση της λει-

τουργίας του γιατί υποδηλώνει τη συµµετοχή του σε δύο µηχανισµούς µετα-µεταφραστικής τροποποίησης 

πρωτεϊνών (βλ. παρακάτω). Για τον λεπτοµερή χαρακτηρισµό της αλληλεπίδρασης του Νeurl(227-574) µε το 

Ubc9, ή µε άλλα Ε2, είναι απαραίτητη η ανάλυση της δοµής του συµπλόκου των µορίων και η επιβεβαίωση 

του µοντέλου µε πειράµατα κατευθυνόµενης µεταλλαξιγένεσης. Ωστόσο, η πληροφορία που έχουµε από τις 

in vitro και in vivo δοκιµές αλληλεπίδρασης που πραγµατοποιήθηκαν µε ολόκληρα ή ελλειµµατικά µόρια Neurl 

είναι χρήσιµη στον σχεδιασµό αυτών των πειραµάτων. 

 

 (α) 
NEUZ1

NEUZ2

RING

1   MGNNFSSVSSLQRGNPSRASRGHPQNLKDSIGGSFPVPSHRCHHKQKHCPPTLSGGGLPA  60 
61  TPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGA 120 
121 LRLGFTSKDPSRIHPDSLPKYACPDLVSQSGFWAKALPEEFANEGNIIAFWVDKKGRVFY 180 
181 RINESAAMLFFSGVRTADRLWALVDVYGLTRGVQLLDSELVLPDCLRPRSFTALRRPSLR 240 
241 CEADEARLSVSLCDLNVPGADGDDGAPPAGCPIPQNSLNSQHSRALPAQLDGDLRFHALR 300 
301 RRAHVRILDEQTVARVEHGRDERALVFTSRPLRVAETIFIKVTRSGGARPGALSFGVTTC 360 
361 DPGTLRPADLPFSPEALVDRKEFWAVCRVPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHNGAAAGM 420 
421 QLCVDASQPLWMLFSLHGAITQVRILGSTIMTERGGPSLPCSPASTPTSPSALGIRLSDP 480 
481 LLSTCGSGPLGGSAGGTAPNSPVSLPESPVTPGLGQWSDECTICYEHAVDTVIYTCGHMC 540 
541 LCYSCGLRLKKALHACCPICRRPIKDIIKTYRSS                           574 

 

574aaNeurl
60 183 291 414 521 560

+

-

12 23 10 23 4 6 5

1 9 13 16 6 2 1

(K,R,H):

(D,E):

NEUZ1 NEUZ2 RING

83

48

(β)

 
Εικ.89 Κατανοµή φορτισµένων αµινοξέων στην πρωτεΐνη Neurl του ποντικού. (α) Με µπλε φαίνονται τα αρνητικά φορτισµένα 
αµινοξέα (D,E) και µε κόκκινο τα θετικά φορτισµένα (K,R,H) στην αλληλουχία αµινοξέων του Neurl. (β) Ο αριθµός θετικά  και αρνητικά 
φορτισµένων αµινοξέων σε κάθε περιοχή του Neurl. Παρατηρείται µεγαλύτερη συγκέντρωση φορτισµένων αµινοξέων στα NEUZ do-
mains και στο RING. Τα περισσότερα αρνητικά φορτία βρίσκονται στην περιοχή NEUZ2, ενώ το RING είναι θετικά φορτισµένο.  
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6. Ο βιολογικός ρόλος του Neuralized  στα θηλαστικά –     
    προτεινόµενα µοντέλα 
 
  Με βάση τις µέχρι τώρα γνώσεις µας σχετικά µε τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το Neurl, τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό και το αναπτυξιακό και ιστικό πρότυπο έκφρασής του, προτείνουµε για το Neurl τον 

γενικό ρόλο του ‘µεσολαβητή’ (adaptor), ενός ενδιάµεσου δηλαδή πολυπεπτιδίου που φέρνει σε γειτνίαση 

δύο ή περισσότερες πρωτεϊνες και  µε αυτό τον τρόπο, διευκολύνει ή/και τροποποιεί τη λειτουργία τους. 

Αλληλεπιδρώντας µε πρωτεΐνες-κινητήρες µέσω της Dlc-1, το Neurl µπορεί να διευκολύνει τις µετακινήσεις 

πρωτεϊνών κατά την κυτταρική διαίρεση (π.χ. Numa1) και να συµµετέχει στην κίνηση µεµβρανικών 

κυστιδίων κατά µήκος των µαστιγίων ή των νευραξόνων.  

 

  Επιπλέον, ο υποκυτταρικός του εντοπισµός στην περιφέρεια της πυρηνικής µεµβράνης, ο 

συνεντοπισµός του µε τροποποιηµένες από SUMO-1 πρωτεΐνες, οι αλληλεπιδράσεις του µε παράγοντες της 

ενζυµικής µηχανής SUMOλίωσης ή/και ουβικουϊτινιλίωσης και η παρουσία του RING finger, ενδεχοµένως 

προσδίδουν στο Νeurl ιδιότητες ‘µεσολαβητή’ σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, οι οποίες επιτελούνται 

µέσω των λιγασών Ε3. Τόσο οι λιγάσες Ε3 της ουβικουϊτινιλίωσης που φέρουν RING, όσο και αυτές της 

SUMOλίωσης, χαρακτηρίζονται ως ‘µεσολαβητές’, εφόσον δεν έχουν καταλυτική δράση, αλλά επιλέγουν και 

φέρνουν σε επαφή τα συζευκτικά ένζυµα Ε2 µε τα υποστρώµατά τους, ώστε να διευκολυνθεί η τελική 

µεταφορά της ουβικουϊτίνης ή του SUMO σε αυτά [Robinson & Ardley, 2004/ Johnson, 2004/ Gill, 2004]. 

Χαρακτηριστικό στοιχείο για τη διερεύνηση του ρόλου του Neurl στη SUMOλίωση είναι η αλληλεπίδρασή του 

µε την Dnmt3a, της οποίας η τροποποίηση από SUMO-1 δεν επάγεται in vivo από τις γνωστές λιγάσες Ε3 της 

οικογένειας PIAS µε τις οποίες επίσης αλληλεπιδρά [Ling et al, 2004]. Το ενδεχόµενο συµµετοχής του Neurl 

σε αυτή την τροποποίηση της Dnmt3a σχετίζεται και µε τον προτεινόµενο ρόλο του στην µεταγραφή 

[Timmusk et al, 2002]. Ο έλεγχος αυτής της υπόθεσης είναι εξαιρετικά κρίσιµος για την κατανόηση του 

βιοχηµικού ρόλου της πρωτεΐνης Neurl. Το πρώτο βήµα ελέγχου του ρόλου του Neurl ως Ε3 λιγάση του 

SUMO θα είναι η διερεύνηση της ικανότητάς του να αυξάνει τα επίπεδα της τροποποιηµένης µορφής της 

Dnmt3a σε κύτταρα θηλαστικών και σε in vitro αντιδράσεις SUMOλίωσης. Επίσης, θα πρέπει να ελεγχθεί το 

ενδεχόµενο τροποποίησης και άλλων ‘θηραµάτων’ του Neurl (κυρίως των Νuma1, Lek1, Dlc-1) από τον 

µηχανισµό SUMOλίωσης. Μια σηµαντική ένδειξη προς αυτήν την κατεύθυνση µπορεί να προκύψει έµµεσα, 

ελέγχοντας την πιθανή αλληλεπίδραση αυτών των µορίων µε την Ubc9. Tέλος, µε βάση και τον φαινότυπο 

απώλειας λειτουργίας του Neurl, πρέπει να ληφθεί υπόψην το ενδεχόµενο η λειτουργία του στις παραπάνω 

τροποποιήσεις να είναι ‘συνεργατική’ της δράσης άλλων Ε3 λιγασών ή να υποκαθίσταται πλήρως ή µερικώς 

από αυτές, γεγονός που θα προσθέσει πολυπλοκότητα στις in vivo δοκιµές. 

 

  Αν και δεν υπάρχουν αναφορές για SUMOλίωση άλλων από τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το 

Neurl, αυτό δεν αποκλείει ορισµένα από αυτά να είναι υποστρώµατα για SUMOλίωση. Στην αµινοξική 

αλληλουχία των Numa1, Lek1, Dlc-1, Gas8 και Evpl ανιχνεύεται in silico το χαρακτηριστικό συντηρηµένο 

τετραπεπτίδιο yKxE (y: υδρόφοβο αµινοξύ, x: οποιοδήποτε αµινοξύ), που συναντάται σε µεγάλο αριθµό 

χαρακτηρισµένων υποστρωµάτων και περιλαµβάνει τη λυσίνη–στόχο του SUMO [Sampson et al, 2001] 
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(Πίνακας 27). Για την Lek1 είναι γνωστό ότι η µετακίνησή της στον πυρήνα ρυθµίζεται µετα-µεταφραστικά, 

χωρίς να έχει διευκρινιστεί σε µοριακό επίπεδο η φύση αυτής της τροποποίησης [Αshe et al, 2004]. Επιπλέον, 

η δράση των µορίων Numa1, Dlc-1 και Lek1 σχετίζεται άµεσα µε τον µηχανισµό της κυτταρικής διαίρεσης, 

µια λειτουργία που αποδεδειγµένα ρυθµίζεται από τον µηχανισµό SUMOλίωσης. Η απενεργοποίηση της Ubc9 

στον S. cerevisiae προκαλεί σταµάτηµα του κυτταρικού κύκλου στα αρχικά στάδια της µίτωσης, µετά την 

εκβλάστηση [Seufert et al, 1995/ Johnson & Blobel, 1999], ενώ στα σπονδυλωτά οδηγεί σε προβλήµατα 

κυτοκίνησης κατά την κυτταρική διαίρεση και σε κύτταρα µε πολλαπλούς πυρήνες, ενώ αυξάνει σηµαντικά το 

ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων [Hayashi et al, 2002]. Αυτοί οι φαινότυποι παρατηρούνται και σε 

µεταλλαγές των Numa1, Dlc-1 και Lek1. Η προτεινόµενη λειτουργική σχέση των Numa1 και Dlc-1 µε την 

πρωτεΐνη Ubc9 υποστηρίζεται και από τη συγκριτική ανάλυση του αναπτυξιακού προτύπου έκφρασης των 

αντίστοιχων γονιδίων, στην οποία διαπιστώθηκε συνέκφραση των Ubc9 και Νuma1 σε διάφορα επιθήλια, µε 

υψηλότερα επίπεδα µεταγράφων κατά µήκος της επενδυµατικής στιβάδας του νωτιαίου µυελού και στην 

εσωτερική στιβάδα του βλενογόννου επιθηλίου του στοµάχου, ενώ συνέκφραση των Ubc9 και Dlc-1 

παρατηρήθηκε στο τρίδυµο γάγγλιο και στα νωτιαία γάγγλια. Σε όλους τους παραπάνω ιστούς εκφράζεται 

έντονα και το Neurl. 

 

  Η αλληλεπίδραση του Neurl µε την Ubc9 πιθανόν σχετίζεται και µε την τοπολογία της Ubc9 κατά 

την κυτταρική διαίρεση. Βασικά συστατικά του µηχανισµού SUMOλίωσης, όπως το SUMO, η λιγάση RanBP2 

και η πρωτεΐνη-υπόστρωµα RanGAP1 (Ran GTPase-activating protein) στρατολογούνται στη µιτωτική 

άτρακτο και στους κινητοχώρους των χρωµοσωµάτων κατά την κυτταρική διαίρεση [Joseph et al, 2002/ 

Ayaydin & Dasso, 2004]. Ο µηχανισµός και η βιολογική σηµασία του φαινοµένου δεν έχει εξακριβωθεί, όµως 

είναι πιθανό να εξυπηρετεί τη SUMOλίωση συγκεκριµένων πρωτεϊνών, ενδεχοµένως και αυτών που 

αλληλεπιδρούν µε τη µιτωτική άτρακτο και τους κινητοχώρους. Η έλλειψη αναφορών για SUMOλίωση άλλων 

‘θηραµάτων’ του Neurl ενδεχοµένως να οφείλεται σε χαµηλά επίπεδα των SUMOλιωµένων τους µορφών στα 

κύτταρα των θηλαστικών. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η ανίχνευση οποιασδήποτε τροποποιηµένης από SUMO 

πρωτεΐνης εκτός ελάχιστων εξαιρέσεων (πχ της πρωτεΐνης RanGAP1 του πυρηνικού πόρου) είναι εξαιρετικά 

δύσκολη, λόγω του πολύ µικρού ποσοστού των τροποποιηµένων µορίων (~1%) και της παρουσίας 

ισοπεπτιδασών ειδικών για αποSUMOλίωση [Johnson, 2004/ Gill, 2004]. Εναλλακτικά, το ενδεχόµενο το 

Neurl να αποτελεί υπόστρωµα του SUMO θα εξηγούσε την αλληλεπίδραση του Neurl µε το Ubc9 αλλά και 

τον πυρηνικό εντοπισµό που παρατηρείται σε µικρό ποσοστό των µορίων Neurl [Timmusk et al, 2002 και 

‘Αποτελέσµατα’], εφόσον η SUMOλίωση αποτελεί µηχανισµό ρύθµισης του πυρηνικού ή υποπυρηνικού 

εντοπισµού γνωστών υποστρωµάτων του SUMO (βλ. Εισαγωγή). Η απουσία από το Neurl του τυπικού 

τετραπεπτιδίου yKxE, που αποτελεί θέση SUMOλίωσης πολλών υποστρωµάτων, δεν αποκλείει το ενδεχόµενο 

να τροποποιείται από SUMO σε µια ‘µη τυπική’ θέση, όπως συµβαίνει και µε άλλα υποστρώµατα (πχ τις 

πρωτεΐνες Smad4, TEL, PML, Axin, Mdm2, Daxx, CREB και CTBP-2) που αλληλεπιδρούν µε Ubc9 [Johnson, 

2004]. Όπως έδειξε και η κρυσταλλογραφική ανάλυση του συµπλόκου της Ubc9 µε την RanGAP1, επαφές 

της Ubc9 και µε άλλες περιοχές της RanGAP1, εκτός αυτής του τετραπεπτιδίου yKxE, προσδίδουν εξειδίκευση 

στην επιλογή του υποστρώµατος [Bernier-Villamor et al, 2002]. Πάντως, η πιθανότητα το Neurl να 
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SUMOλιώνεται δεν αποκλείει τον ρόλο του ως λιγάση Ε3 του SUMO. Aντίστοιχα και η RanBP2 (Ran Binding 

Protein 2), γνωστή Ε3 που ευθύνεται για τη SUMOλίωση της RanGAP1, αποτελεί υπόστρωµα του SUMO-1 

[Pichler et al, 2002/ Saitoh et al, 1998]. H ενδεχόµενη τροποποίηση του Neurl µε SUMO πιθανόν να σχετίζε-

ται µε τη ρύθµιση του υποκυτταρικού του εντοπισµού, της πυρηνοκυτταροπλασµατικής του διακίνησης αλλά 

και των αλληλεπιδράσεών του µε άλλες πρωτεΐνες. Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγµα της RanGAP1, της 

οποίας η SUMOλίωση ευθύνεται για τον εντοπισµό της στους πυρηνικούς πόρους και στη µιτωτική άτρακτο 

[Mahajan et al, 1997/ Joseph et al, 2002]. Για τον έλεγχο αυτής της υπόθεσης απαιτείται η ανασύσταση του 

µηχανισµού SUMOλίωσης in vitro, χρησιµοποιώντας βακτηριακά εκφρασµένες πρωτεΐνες E1, E2, SUMO και 

Νeurl, καθώς και η ανίχνευση της SUMOλιωµένης µορφής του Neurl στα κύτταρα παρουσία αναστολέων των 

ισοπεπτιδασών του SUMO. 

Πίνακας 27. Πρόβλεψη θέσεων SUMOλίωσης 
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Σηµ: Αποτελέσµατα πρόβλεψης θέσεων SUMOλίωσης µε το πρόγραµµα SUMOplot για τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το Neurl. 
Φαίνονται οι προβλεπόµενες θέσεις των ’θηραµάτων’ του Neurl, µε βαθµό >0.91. Σε γκρίζο υπόβαθρο, τα αποτελέσµατα της ανάλυσης 
για τις πρωτεΐνες Vsx-1 και GLUD1 που δεν SUMOλιώνονται (αρνητικός έλεγχος της αξιολόγησης των θέσεων SUMOλίωσης). Η Dnmt3a, 
γνωστό υπόστρωµα του SUMO-1, αναγνωρίζεται από το πρόγραµµα. Στις παρενθέσεις (πρώτη στήλη), ο κωδικός πρόσβασης στην Gen-
bank και ο αριθµός αµινοξέων (aa) κάθε πρωτεΐνης.   
   

  Επίσης, δεν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα το Νeurl αλληλεπιδρώντας µε την Ubc9 να 

οδηγείται στον πυρήνα. Είναι γνωστό ότι η πρωτεΐνη Ubc9 εισέρχεται στον πυρήνα αλληλεπιδρώντας µε την 

Importin 13 [Mingot et al, 2001]. Η αλληλεπίδραση του Neurl µε αυτήν πιθανόν να σχετίζεται µε την 

παρουσία µικρού ποσοστού των µορίων του στον πυρήνα, όπως συµβαίνει και για την πρωτεΐνη Vsx-1 

[Kurtzman & Schechter, 2001]. Όπως διαπιστώσαµε, η πρωτεΐνη Neurl σχηµατίζει έναν δακτύλιο γύρω από 

τον πυρήνα, ενώ η Ubc9 είναι κυρίως πυρηνική (Εικ.60). Οι δύο πρωτεΐνες συνεντοπίζονται σε διακριτά 
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σηµεία του πυρηνικού φακέλου και του πυρηνοπλάσµατος, παρατήρηση που υποστηρίζει την παραπάνω 

υπόθεση. Αξίζει να τονιστεί ότι η πυρηνοκυτταροπλασµατική διακίνηση του Νeurl ενισχύει την πιθανότητα 

αυτό να συµµετέχει στον µηχανισµό SUMOλίωσης ως υπόστρωµα ή/και ως Ε3 λιγάση, εφόσον η ρύθµιση της 

µετακίνησης προς και από τον πυρήνα είναι µία από τις βασικές συνέπειες της τροποποίησης πρωτεϊνών από 

SUMO [Johnson, 2004].   

 

  Τέλος, η πρωτεΐνη Νeurl έχει συσχετιστεί και µε τον µηχανισµό ουβικουϊτινιλίωσης. Όπως δείχνουν 

πρόσφατα πειράµατα in vitro ουβικουϊτινιλίωσης του Neurl των θηλαστικών [E. Kουτέλου, αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα], σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες των ορθόλογων µορίων της Drosophila και του 

Xenopus [Υeh et al, 2001/ Lai et al, 2001/ Deblandre et al, 2001] (βλ. Εισαγωγή), το Neurl λειτουργεί ως Ε3 

λιγάση ουβικουϊτίνης, επάγοντας τουλάχιστον την αυτο-ουβικουϊτινιλίωσή του. Η αυτο-ουβικουϊτινιλίωση 

είναι σύνηθες φαινόµενο µεταξύ των Ε3 λιγασών ουβικουϊτίνης [Robinson & Ardley, 2004] και ενδεχοµένως 

αποτελεί µηχανισµό ρύθµισης των επιπέδων του Neurl στα κύτταρα. Προς το παρόν δεν υπάρχουν στοιχεία 

για τις πρωτεΐνες-υποστρώµατα των θηλαστικών, των οποίων η ουβικουϊτινιλίωση πιθανόν ρυθµίζεται µέσω 

του Neurl. Θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί το ενδεχόµενο ρύθµισης από το πρωτεάσωµα των πρωτεϊνών 

που ταυτοποιήθηκαν σε αυτή την εργασία ως ‘θηράµατα’ του Neurl. Ειδικότερα για τις Lek1, Numa1 και 

Peg3, τα δεδοµένα που υπάρχουν για τη ρύθµιση και τη λειτουργία τους υποστηρίζουν ένα τέτοιο µοντέλο. 

Συγκεκριµένα, η Lek1 υφίσταται µερική πρωτεόλυση για να εισέλθει στον πυρήνα [Ashe et al, 2004], τα 

επίπεδα της Νuma1 επηρεάζονται από τις διαφορετικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου και µειώνονται κατά 

την απόπτωση [Gueth-Hallonet et al, 1997/ Taimen et al, 2000/ Taimen & Kallajoki, 2003], ενώ η Peg3 

ανιχνεύεται µόνο στη φάση της µίτωσης [Relaix et al , 1996] και αλληλεπιδρά µε τις λιγάσες ουβικουϊτίνης 

της οικογένειας Siah [Relaix et al, 2000]. Η άµεση αλληλεπίδραση και η συνέκφρασή τους σε αρκετούς 

ιστούς µε το Neurl καθιστά αυτές τις πρωτεΐνες σηµαντικά υποψήφια υποστρώµατα που ενδεχοµένως 

ελέγχονται µετα-µεταφραστικά µέσω του Neurl.   

 

  Ο προτεινόµενος ρόλος ως Ε3 λιγάση ουβικουϊτίνης δεν αποκλείει τη συµµετοχή του Neurl και στον 

µηχανισµό SUMOλίωσης. Αντίθετα, φαίνεται ότι το Neurl είναι ικανό να αλληλεπιδρά τόσο µε την πρωτεΐνη 

Ubc9 (βλ. Αποτελέσµατα), όσο και µε ένζυµα Ε2 ουβικουϊτινιλίωσης [E. Kουτέλου, Μ. Κοκκινάκη, 

αδηµοσίευτες παρατηρήσεις] και πιθανόν συµµετέχει και στους δύο µηχανισµούς. Στο επίπεδο των Ε3 

λιγασών, ο µηχανισµός της τροποποίησης πρωτεϊνικών υποστρωµάτων µε ουβικουϊτίνη εµφανίζει οµολογία 

µε τροποποιήσεις από µόρια οµόλογα της ουβικουϊτίνης. Συγκεκριµένα, για την πρωτεΐνη Mdm2, η οποία 

φέρει RING finger και λειτουργεί ως Ε3 λιγάση για την ουβικουϊτινιλίωση της p53, πρόσφατα διαπιστώθηκε ο 

ρόλος της ως Ε3 λιγάση και για την τροποποίηση της p53 µε το οµόλογο της ουβικουϊτίνης µόριο Nedd8 

[Xirodimas et al, 2004]. Η ταυτοποίηση µορίων όπως το Neurl που δρουν και στους δύο αυτούς µηχανισµούς 

είναι δυνατόν να αποκαλύψει νέα στοιχεία για την λεπτή ρύθµιση αυτών των µετα-µεταφραστικών 

τροποποιήσεων πρωτεϊνών.   
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7. Συµπεράσµατα και προοπτικές 
  Τα συµπεράσµατα που προκύπτουν από αυτή την εργασία συνοψίζονται ως εξής: 

1. Η περιοχή  ανάµεσα στους γενετικούς δείκτες D10S541-D10S583 του ανθρώπινου χρωµοσώµατος 10 έχει  

  µήκος 4.38Μb και περιέχει 51 λειτουργικά γονίδια από τα οποία 34 κωδικοποιούν πρωτεΐνη. 

 

2. Το γονίδιο Neurl του ποντικού:  

- είναι το ορθόλογο του ανθρώπινου γονιδίου NEURL, καταλαµβάνει 79Κb γονιδιωµατικής   

 αλληλουχίας  & αποτελείται από 6 εξόνια  

- παράγει δύο εναλλακτικά µετάγραφα που κωδικοποιούν τις ετερογενείς στο αµινοτελικό άκρο,   

 ισοµορφές Neurl, µήκους 574 και 557 αµινοξέων  

-  εµφανίζει µεγαλύτερη συντήρηση στα εξόνια που κωδικοποιούν τις περιοχές NEUZ1,2  και RING  

 

3. H πρωτεΐνη Neurl αλληλεπιδρά και συνεντοπίζεται µε πρωτεΐνες που: 

  - σχετίζονται  µε τον κυτταροσκελετό ή αποτελούν συστατικά ινιδίων     

  - ρυθµίζουν τη διαδικασία της κυτταρικής διαίρεσης και της απόπτωσης     

  - συµµετέχουν ή υπόκεινται σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις  

 

4. Οι περιοχές ΝΕUZ1 και NEUZ2 είναι αναγκαίες για όλες τις αλληλεπιδράσεις της  πρωτεϊνης, ενώ το RING   

  finger συνεισφέρει στην αλληλεπίδραση του Neurl µε την Ubc9. 

     

  Η εργασία αυτή συνέβαλλε στην κατασκευή του φυσικού χάρτη υψηλής ευκρίνειας του 

χρωµοσώµατος 10 του ανθρώπου αλλά και στη µελέτη της λειτουργίας του γονιδίου Neurl των θηλαστικών. 

Ο φυσικός χάρτης των κλώνων PAC και BAC που δηµιουργήθηκε, χρησιµοποιήθηκε για την αλληλούχηση της 

αντίστοιχης χρωµοσωµικής περιοχής και την ταυτοποίηση των γονιδίων που περιέχονται σε αυτήν. Η πλήρης 

νουκλεοτιδική αλληλουχία και τα αποτελέσµατα του ‘gene annotation’ αυτής της περιοχής είναι διαθέσιµα 

στη βάση δεδοµένων Ensembl. Πρόσθετες πληροφορίες για τη ρύθµιση της έκφρασης καθενός από αυτά τα 

γονίδια ή για την εξελικτική τους ιστορία, µπορούν να προκύψουν µελετώντας την οργάνωση των κωδικών 

τους αλληλουχιών σε σχέση µε µη κωδικές και εξελικτικά συντηρηµένες, αλληλουχίες. Η συγκριτική 

γονιδιωµατική ανάλυση είναι δυνατόν να αποκαλύψει περιοχές πιθανών ρυθµιστικών στοιχείων και να 

επιταχύνει την πειραµατική επιβεβαίωση του ρόλου τους  στη γονιδιακή έκφραση. Στα πλαίσια αυτά, η 

συγκριτική ανάλυση της γονιδιωµατικής οργάνωσης των γονιδίων Neurl και NEURL, εξυπηρετεί τον ίδιο 

σκοπό. 

 

  Η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε την πρωτεΐνη Neurl συµβάλλει 

σηµαντικά στη µελέτη του βιολογικού της ρόλου στα θηλαστικά γιατί την συσχετίζει µε µεγάλο εύρος 

βιολογικών διεργασιών:  την κυτταρική διαίρεση, την ενδοκυττάρια κίνηση µέσω πρωτεϊνών-κινητήρων και 

τον ενζυµικό µηχανισµό µετα-µεταφραστικής τροποποίησης πρωτεϊνών από µόρια SUMO. Tα αποτελέσµατά 

µας για το Neurl συµφωνούν µε τον χαρακτηρισµό του ως ‘µεσολαβητή’, που αποδίδεται στις πρωτεΐνες µε 



Συζήτηση 

 196

RING [Borden, 2000/ Jackson et al, 2000/ Joazeiro & Weissman, 2000]. To γεγονός ότι µεταξύ των 

πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν άµεσα µε το Neurl δεν ανιχνεύσαµε πρωτεΐνες µε χαρακτηρισµένο ρόλο στο 

µονοπάτι σηµατοδότησης του υποδοχέα Notch (πχ τους δεσµευτές Delta των θηλαστικών), δεν διαφοροποιεί 

αναγκαστικά το ρόλο του Neurl των θηλαστικών από αυτόν του neur της δροσόφιλας στο συγκεκριµένο 

µονοπάτι. H απουσία του δεσµευτή Delta δικαιολογείται από το γεγονός ότι η αλληλεπίδραση του Neurl µε 

αυτόν in vivo, είναι πιθανότατα έµµεση όπως δείχθηκε µε πείραµα δύο υβριδίων και πειράµατα  

ανοσοκατακρήµνισης [Ε. Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα]. Η συντήρηση αυτού του σηµατοδοτικού 

µονοπατιού κατά την ανάπτυξη των ζωικών οργανισµών, αλλά και η συγκριτική ανάλυση του προτύπου 

έκφρασης του Neurl και των συνδετών του Notch στα θηλαστικά Dll1, Dll4, Jag1 και Jag2 [E. Κουτέλου, 

Μεταπτυχιακή ∆ιατριβή, Παν/µιο Κρήτης, 2001] υποστηρίζουν τη συµµετοχή του Neurl σε αναπτυξιακές 

διαδικασίες που ελέγχονται από το Notch. Ειδικότερα για τη νευρογένεση και την σπερµατογένεση, 

διαδικασίες που επηρεάζονται από την έλλειψη λειτουργικού Neurl στα θηλαστικά [Vollrath et al, 2001/ Ruan 

et al, 2001], υπάρχουν πολλαπλές αναφορές που καταδεικνύουν τη σηµασία της σηµατοδότησης Notch [Ha-

yashi et al, 2001/ Shen et al, 2002/ Chambers et al, 2001]. H αλληλεπίδραση του Neurl µε ορισµένες από τις 

πρωτεΐνες που ταυτοποιήσαµε, όπως η Numa1 και η Dlc-1, σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους κατά την 

ανάπτυξη των θηλαστικών, θα µπορούσε να συµβάλλει στη ρύθµιση της σηµατοδότησης του υποδοχέα 

Notch. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι και οι δύο αυτές πρωτεΐνες συµµετέχουν στον 

καθορισµό του ισηµερινού επιπέδου κατά την ασύµµετρη κυτταρική διαίρεση που αποτελεί βασικό µηχανισµό 

κυτταρικής διαφοροποίησης κατά τη νευρογένεση των σπονδυλωτών [Rogiers & Jan, 2004] και τη ρύθµιση 

της σηµατοδότησης του Notch [Shen et al, 2002]. Mε δεδοµένη την αλληλεπίδραση του Neurl µε τις Numa1 

και Dlc-1 στο κεντρόσωµα αλλά και την ασύµµετρη κατανοµή του δροσοφιλικού neur κατά τις διαιρέσεις των 

πρόδροµων κυττάρων αισθητηρίων οργάνων [Le Borgne & Schweisguth, 2003a], η διερεύνηση του ρόλου 

του Neurl στην ασύµµετρη κυτταρική διαίρεση µπορεί να βοηθήσει στην κατανόηση της λειτουργίας του στη 

σηµατοδότηση Notch των θηλαστικών. 

  

  Τέλος, ο προτεινόµενος ρόλος του Neurl ως Ε3 λιγάση καθορίζεται από την ικανότητά του να 

αλληλεπιδρά µε διαφορετικά µόρια Ε2 (SUMOλίωσης και ουβικουϊτινιλίωσης) αλλά και µε άλλες πρωτεΐνες, 

διευκολύνοντας ενδεχοµένως την τροποποίησή τους µέσω των δύο µηχανισµών. Η ταυτοποίηση των πρωτεϊ-

νών που αλληλεπιδρούν µε το Neurl συµβάλλει σηµαντικά στον έλεγχο αυτού του µοντέλου, προσφέροντας 

µια σειρά από πιθανά υποστρώµατα που θα δοκιµασθούν σε in vitro και in vivo πειράµατα SUMOλίωσης και 

ουβικουϊτινιλίωσης. 
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The finished sequence of human chromosome 10 comprises a total of 131,666,441 base pairs. It represents 99.4% of the
euchromatic DNA and includes one megabase of heterochromatic sequence within the pericentromeric region of the short and long
arm of the chromosome. Sequence annotation revealed 1,357 genes, of which 816 are protein coding, and 430 are pseudogenes.
We observed widespread occurrence of overlapping coding genes (either strand) and identified 67 antisense transcripts. Our
analysis suggests that both inter- and intrachromosomal segmental duplications have impacted on the gene count on
chromosome 10. Multispecies comparative analysis indicated that we can readily annotate the protein-coding genes with current
resources. We estimate that over 95% of all coding exons were identified in this study. Assessment of single base changes between
the human chromosome 10 and chimpanzee sequence revealed nonsense mutations in only 21 coding genes with respect to the
human sequence.

We report here the final clone map and sequence assembly of human
chromosome 10. This metacentric chromosome accounts for 4.5%
of the genome and is best known for harbouring the PTEN tumour
suppressor gene and the RET proto-oncogene.

With the human genome sequence in hand, the task ahead is to
identify the different units of genetic information embedded in the
sequence and understand their function both at the molecular and
cellular level. In this study we address the former by reporting a
comprehensive annotation of manually inspected gene structures
and their correlation to sequence variation and other features of the
genomic sequence. The annotation process is assessed by compara-
tive analysis to the genome sequence of two rodents, Mus musculus
and Rattus norvegicus, and three fishes, Tetraodon nigroviridis, Fugu
rubripes and Danio rerio. Finally, we report our preliminary findings
on the distribution of single base differences along human chromo-
some 10 in comparison to the chimpanzee genome.

The clone map and finished sequence
A clone map spanning the euchromatic regions of the short (p) and
long (q) arm of human chromosome 10 was assembled by restric-
tion fingerprint and sequence-tagged site (STS) content analysis1.
We identified clones by screening approximately 85 genomic
equivalents of P1-derived artificial chromosome (PAC), bacterial

artificial chromosome (BAC), yeast artificial chromosome (YAC),
cosmid and fosmid libraries. The tiling path consists of 1,144
minimally overlapping clones (Supplementary Table S1) organized
into 12 contigs (Table 1). Contig-1340 spans the entire p arm and
harbours the boundary between euchromatin and heterochromatin
with the proximal 250 kilobases (kb) extending into pericentro-
meric satellite repeats. In a detailed study of this region two further
clones carrying satellite 3 sequences, contig-2069, were identified
and mapped by pulse field gel electrophoresis (PFGE) ,50 kb
proximal to contig-1340 (ref. 2). Similarly, contig-43 harbours the
q-arm boundary with the proximal 240 kb composed of satellite
repeats3. In addition, clone RP11-745D9, 94% of which consists of
a-satellite repeats, was arbitrarily placed proximal to contig-43 as it
was suggested to map to human chromosome 10 (E. Eichler,
personal communication). A 9.75-megabase (Mb) PFGE map
spanning the chromosome 10 centromere4 places the core a-satellite
block (D10Z1) ,0.2 Mb distal to contig-102 and 1 Mb proximal to
contig-43.

In contrast with the p arm, nine gaps remain in the clone map
of the q arm. Five of them are clustered within a ,4-Mb region
(Table 1 and Fig. 1 (rollfold); see also Supplementary Fig. S1 for a
detailed view). Our inability to walk across these five gaps was due
to the extensive segmental duplications in this region (Fig. 2);
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however, we obtained a size estimate by fluorescent in situ hybrid-
ization (FISH) of RP11-172C24 (AL512595) and RP11-13E1
(AC013284) on metaphase chromosomes. We sized the remaining
four gaps by FISH with clones immediately flanking each gap to
extended DNA fibres. No gap was estimated to be larger than 50 kb
in size. Altogether the euchromatic gaps account for no more than
840 kb (Table 1). Finally, we defined the location of both telomeres.
Clone RP11-631M1 (AL713922) ends ,20 kb away from the
telomeric repeats of the p arm based on the telomeric half-YAC
XX-YAC22O3 (http://www.wistar.upenn.edu/Riethman/). At the
end of the q arm (qtel), clone XX-YAC2136 (BX322534) contains
part of the telomeric repeat block.

Each clone of the tiling path was subjected to random subcloning
and sequencing at either the Genome Therapeutics Corporation
(GENE) or the Sanger Institute—the initial draft sequence of a few
clones was carried out by other centres that are credited in the
corresponding submissions to the EMBL/GenBank/DDBJ data-
bases. We finished clones according to the international finishing
standard (http://genome.wustl.edu/Overview/g16stand.php). Of
the 1,144 clones in the human chromosome 10 tiling path, 221
and 913 were finished at GENE and the Sanger Institute, respect-
ively, and three elsewhere (Supplementary Fig. S1). The remaining
seven clones show persistent deletion of internal fragments. In total,
we finished 131,666,441 base pairs (bp) in 18 sequence contigs;
euchromatic coverage is estimated at 99.4%. Sequence accuracy was
estimated as described in ref. 5 and found to exceed 99.99%. The
sequence assembly comprises all known chromosome 10 messenger
RNAs (RefSeq set) and STS markers from available radiation
hybrid6 and genetic maps7,8 (T. Furey, personal communication).
In addition, the integrity of the sequence map was independently
assessed at the University of California, Santa Cruz, by alignment of
fosmid and BAC paired end sequences (http://genome.cse.ucsc.edu/).
Table 1 lists the size of each sequence contig, with the largest one
spanning 44,693,577 bp.

The gene and protein index
The Sanger Institute has established a standardized annotation
pipeline (outlined at http://vega.sanger.ac.uk/) in which gene struc-
tures are drawn on the basis of human interpretation of the
combined supportive evidence generated during sequence analysis.
Annotation of the human chromosome 10 sequence resulted in a
total of 1,787 gene structures that we then classified, as described in
ref. 9, into: (1) 654 ‘known’ genes; (2) 162 ‘novel genes’; (3) 219
‘novel transcripts’; (4) 322 ‘putative genes’; and (5) 430 ‘pseudo-
genes’. Pseudogenes were further subdivided into processed (371)
and unprocessed (59).

Excluding the pseudogenes, human chromosome 10 is a chromo-
some with an average gene density (10.4 genes Mb21). The 1,357
genes span 66,309,730 bp in total (mean 51,335 bp per gene).
Therefore, 50.6% of the analysed sequence is transcribed, matching
the figure reported for chromosome 22 (51%), which is gene-rich,
but appearing elevated in comparison with chromosomes 6, 7, 14
and 20 (42.2%, 46.5%, 43.6% and 42.4%, respectively), which have
gene densities similar to chromosome 10. The latter suggests that
the human chromosome 10 genes have on average a larger genomic
span than those on chromosomes 6, 7, 14 and 20. Gene size along
human chromosome 10 varies enormously, with the two extremes
being CTNNA3 (1,776,209 bp) and CALML5 (859 bp). Exons
account for only 2.3% of the sequence and the mean exon size is
313 bp. The longest and shortest exons annotated in this study have
a length of 9,763 (SH3MD1) and 3 bp (CDH23), respectively.
CDH23 is also the gene with most exons (69) on this chromosome.
Table 2 summarizes the features of each gene class.

Alternative splicing is a major contributor to the complexity of
the human transcriptome. We annotated a total of 4,204 transcripts
for 1,357 gene structures (Table 2). No splice variants were anno-
tated on the basis of alternative polyadenylation sites. Approxi-
mately 73% of the protein-coding genes have more than one
transcript and 5.8 on average. For ADD3 we annotated 22 variants.
Note that the use of partial expressed sequences (for example,
expressed sequence tags (ESTs)) may result in the annotation of
more than one transcript per splice variant. Given this caveat, our
analysis suggests a significantly higher level of alternative splicing
compared with previous estimates10. Approximately 50% of the
3,456 transcripts (known and novel) do not seem to encode a
protein. Annotation of these transcripts is largely based on ESTs,
many of which may correspond to aberrant transcripts. Their
precise role is largely unknown but they may be part of the
machinery of transcriptional regulation (for example, via non-
sense-mediated decay). Nevertheless, there are 1,837 transcripts
with an open reading frame (ORF). Of the 342 genes with at least
two transcripts having a complete ORF (that is, possess both a 5 0

and a 3
0

untranslated region (UTR)), 312 encode at least two
distinct peptides.

Identification of transcription start sites and promoter regions
remains a challenge in the annotation process. First, we scanned the
human chromosome 10 unmasked sequence and predicted a total of

Figure 1 The sequence map of chromosome 10 and its features (see rollfold). The current

sequence assembly (v1.1) and that used in the analysis presented in this study (v1.0)

are available at http://www.sanger.ac.uk/HGP/Chr10. Tracks from top to bottom are:

(1) the scale bar (in Mb); (2) the sequence map of human chromosome 10 represented by

a black solid bar interrupted by clone and sequence gaps (grey); (3) syntenic blocks in the

mouse (top track) and the rat (bottom track) where blocks are colour-coded per

chromosome and labelled with the chromosome number and coordinates (Mb) (for

example, 2: 3.1–11.3 Mb; unordered sequence contigs are tagged as random);

(4) predicted CpG islands (brown); (5) regions of sequence homology to Fugu (blue),

zebrafish (dark blue) and Tetraodon (dark pink); and (6) protein-coding genes. Gene

names are in dark blue for the known and black for the novel CDS.

Table 1 Clone and sequence contigs on chromosome 10

Clone contig Sequence contig Size
(bp)

Gap size
estimate (bp)

.............................................................................................................................................................................

Telomere – – 20,000
1340 BX32259–BX276080 5,574,992 10,000

AL365356–BX255924 12,337,510 10,000
AL928729–AL133216 20,793,917 –

Gap – – 50,000
2069 AL133173–AL590623 286,100 –
Gap – – 50,000
Centromere – – 2,380,000
Gap – – 50,000
102 BX322613 191,752 –
Gap – – 50,000
43 AL031601–AC012044 3,830,268 –
Gap* – – ND*
4000 AL831769–BX649215 952,201 –
Gap* – – ND*
3003 AL450388–AL603965 263,307 –
Gap* – – ND*
101 AL954360 163,321 –
Gap* – – ND*
14 BX547991–AL731733 989,826 –
Gap* – – ND*
15 AL603966–AL731572 1,941,839 10,000

AL672187 211,435 10,000
AL589822–AL132656 30,068,948 –

Gap – – 10,000
16 AC068139–AL731667 44,693,577 10,000

AL606510–AL772134 2,696,534 –
Gap – – 50,000
17 BX470155–AL607044 4,615,046 –
Gap – – 10,000
2493 (includes telomere) BX294094–BX511297 246,123 10,000

AL732395–BX322534 1,809,745 –
.............................................................................................................................................................................

*Cumulative gap size estimate of 750,000 for all five of the indicated gaps together. ND, not
determined.
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Figure 2 Chromosome 10 inter- and intrasegmental duplications. a, Interchromosomal

duplications across chromosome 10 showing blocks of 10 kb or greater. Duplicated

regions are colour-coded per chromosome and indicated as lines (thickness is

proportional to physical distance). Each chromosome other than 10 is represented by an

open black rectangle with a black line representing the centromere.

b, 10q11:10q22:10q23.1:10q23.3 intrasegmental duplications. Top row, ideogram of

chromosome 10; second row, positions of members of the six main gene families outside

10q11 (colour-coded per gene class; arrows indicate transcription); third row,

intrachromosomal duplications across the whole chromosome showing blocks of 10 kb or

greater; bottom row, enlarged view of the 10q11 region. Yellow bars represent sequence

(bottom row for sequences submitted in reverse orientation) contigs between AL358394

and AL589794 (complete clone list in Supplementary Fig. S1). From left to right the

members (where parentheses indicate members only appearing in the enlarged section)

of each family are: GLUD family, GLUDP5, (GLUDP7, GLUDP8, GLUDP6, GLUDP2 ),

GLUDP3, GLUD1; CTSLL family, (CTSLL5, CTSLL7, CTSLL2, CTSLL3, CTSLL4 ), CTSLL6,

CTSLL1; ANXA family, (ANXA8L1, ANXA8L2, ANXA8 ), ANXA2P3, ANXA7, ANXA11;

CTGLF family, (CTGLF10P, CTGLF1, CTGLF13P, CTGLF7, CTGLF11P, CTGLF6,

CTGLF9P, CTGLF12P, CTGLF5, CTGLF4, CTGLF3 ), CTGLF2 ; BMS1L family, BMS1L,

(BMSILP1, BMSILP2, BMSILP6, BMSILP5, BMSILP7 ), BMSILP4, BMSILP3 ; FAM25

family, (FAM25E, FAM25B, FAM25HP, FAM25G, FAM25C, FAM25D ), FAM25A. ANXA7

and ANXA11 were included owing to their proximity to the 10q22 and 10q23.1 locus,

respectively. Seven CTGLF1 paralogues (Supplementary Table S3) were annotated as

novel genes for consistency but probably represent expressed pseudogenes.
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1,025 CpG islands (Fig. 1), which are known to be associated with
the 5 0 end of an estimated 60% of human genes11.We then used
Eponine12 to predict transcription start sites and FirstEF13 to predict
regions that encompass the promoter and 5 0 exon. In total, FirstEF
and Eponine predicted 1,801 (rank ¼ 1, score $0.8) and 2,800
features, respectively (Supplementary Fig. S1). Notably, 62% of
FirstEF and 96% of Eponine features directly overlapped CpG
islands, suggesting a heavy bias towards this feature in both
algorithms. The distribution of CpG islands, FirstEF and Eponine
hits was also assessed relative to the first exon of each of the 4,635
annotated transcripts using a window of 5,000 bp upstream and
1,000 bp downstream of the exon. Table 3 summarizes the results
obtained per gene class. For example, in the ‘known’ class, 1,544
(49.6%) and 1,124 (36.1%) transcripts had a FirstEF and Eponine
feature, respectively. Not surprisingly, 89.9% of FirstEF and 96.7%
of Eponine transcripts were also associated with a CpG island. Note
that Eponine predicts multiple transcription start sites per tran-
script (4.24 on average).

Regulation of gene expression by antisense transcription is a
recognized mechanism with examples reported in species ranging
from bacteria to mammals14–16. We observed widespread occurrence
of overlapping coding genes (either strand) in human chromosome
10 (101 pairs in total). In 38 cases one of the genes is fully contained
within an intron of the other, typically on the opposite strand (34).
For example, the second intron of the splice variant LIPA-004
encompasses four members of the IFIT gene cluster (Supplementary
Table S3 and Fig. S2) and appears to be transcribed from the same
bidirectional promoter as IFIT5 (IFIT cluster member). Interest-
ingly, the LIPA-001 and -002 variants do not overlap any IFIT gene,
whereas LIPA-003 and LIPA-005 both overlap with IFIT2 and IFIT4
(Supplementary Fig. S2). Mutations in LIPA can cause Wolman and
cholesteryl ester storage disease (Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM) 278000). Among partially overlapping pairs (oppo-
site strands), 34% involve the respective 5

0
exons, which is indicative

in each case of a bidirectional promoter. We also searched for non-
coding transcripts located on the opposite strand of coding genes.
There are 67 antisense transcripts overlapping 63 coding genes. The
two most common patterns observed were intragenic with partial
overlap of one exon, and partial overlap with the most 5 0 exon of the
coding gene. For ZNF32, we found two antisense transcripts
(ZNF32OS1 and ZNF32OS2).

Finally, we looked at the distribution of known protein domains

in both human chromosome 10 (this study) and the whole genome
(Ensembl v.17.33.1) proteome using InterProScan. At the gene level,
70.6% of the human chromosome 10 peptides have at least one
InterPro match with a Pfam domain and 32% are multidomain
(1.37 distinct InterPros on average). Supplementary Table S2 shows
the top 24 domains in chromosome 10 alongside their genome-
wide ranking, suggesting that this chromosome is enriched in
peptides with a lipase (IPR000734), aldo/keto reductase
(IPR001395) or alpha/beta hydrolase (IPR000073) domain.
BLASTP analysis (e-values ,10215) showed that all six genes
encoding the peptides carrying the IPR001395 domain are clustered
(AKR1C cluster) at position 4.8–5.3 Mb, whereas there are two
lipase clusters, LIP (90.0–91.0 Mb; six members) and PNLIP
(117.9–118.1 Mb; four members). In total, we found 42 gene
clusters along human chromosome 10 (Supplementary Table S3).

Genomic landscape
The average GþC and repeat content of human chromosome 10
are 41.58% and 43.66%, respectively. The distribution of the main
classes of repeats (Supplementary Table S4), the GþC and CpG
density plots all seem to follow the known genome-wide trends.
For example, the GþC content fluctuates along the chromosome,
peaks at the qtel and is positively correlated to gene density
(Supplementary Fig. S1). Large genes tend to be located adjacent
to or within gene-poor regions, for example PRKG1 and PCDH15
(interval 52.0–59.0 Mb), whereas regions of high gene density seem
enriched in short interspersed elements (SINEs).

Segmental duplications are an important feature of the genomic
landscape, being an integral part of the evolutionary machinery.
Figure 2a illustrates the interchromosomal duplications along
human chromosome 10 (see also ref. 17 and http://humanparalo-
gy.cwru.edu/SDD). Figure 2b shows the extensive segmental dupli-
cations within a 5 Mb region at 10q11 with sequences further
dispersed at 10q22, 10q23.1 and 10q23.2. Using the draft genome
sequence Crosier and colleagues18 reported that 10q11 has been
subject to multiple rounds of local duplications in at least the last
30–40 million years (Myr); they also showed that a 10q11:10q23
paracentric inversion occurred after the divergence of orang-utan
from other great apes and hypothesized that the 10q22 locus
resulted from chromosome-specific duplicative transposition.
Bryce and colleagues19 characterized three cathepsin-L-like para-
logues, which are expressed pseudogenes, and reported FISH signals

Table 2 Structural characteristics of annotated gene structures on chromosome 10

Gene structure
class

Number of
genes

Total transcribed
length (bp)

Mean gene
length (bp)

Mean exon
length (bp)

Mean transcripts
per gene

Mean exons
per gene

...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Known genes 654 56,312,218 86,870 316 4.76 11.02
Novel CDS 162 3,615,155 22,435 344 2.12 4.96
Total protein coding 816 59,482,121 74,078 320 4.24 9.81
Novel transcript 219 6,123,588 29,166 272 1.77 4.06
Putative genes 322 2,798,239 8,780 287 1.12 2.15
Processed pseudogenes 371 328,131 887 638 1.00 1.19
Unprocessed 59 982,662 16,655 176 1.00 6.95
Total structures 1,787 67,353,917 39,717 322 2.59 5.84
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Note that transcribed length is not additive because some genes overlap. CDS, coding sequence.

Table 3 Correlation of CpG island, FirstEF and Eponine features with annotated transcripts

Gene class All Transcripts FirstEF transcripts Eponine transcripts

Complete Incomplete Complete Incomplete Complete Incomplete
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Known 1,490 (580) 1,623 (1,018) 593 (531) 951 (877) 421 (412) 703 (682)
Novel CDS 130 (57) 213 (75) 45 (43) 62 (57) 38 (38) 43 (41)
Novel transcript 388 (119) 0 (0) 120 (105) 0 (0) 83 (79) 0 (0)
Processed pseudogene 371 (32) 0 (0) 29 (22) 0 (0) 21 (19) 0 (0)
Unprocessed pseudogene 59 (11) 1 (2) 14 (10) 1 (1) 9 (8) 0 (0)
Putative 360 (74) 0 (0) 87 (64) 0 (0) 57 (50) 0 (0)
...................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

Values in parentheses are for transcripts associated with a CpG island.
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at 10q11, 10q22 and 10q23, a pattern previously seen with the
GLUD paralogues20 (Fig. 2b). The duplication of the CTSL locus
between chromosomes 9 and 10 was estimated to have occurred
some 40 Myr ago19. We identified four and three additional CTSLL
and GLUD pseudogenes, respectively (Fig. 2b), consistent with the
local duplication events involving BMS1L (known as KIAA0187)18

and CTGLF1 (this study). In total, we annotated 7 BMS1L and 11
CTGLF1 paralogues (Fig. 2b; functional genes in dark blue). Retro-
position of a truncated KIAA1099 (CENTG2; chromosome 2)
mRNA gave rise to a processed pseudogene on chromosome 10
(ref. 18). However, this pseudogene forms the 3

0
exon of CTGLF1,

suggesting that this gene resulted from a fusion between an ancestral
gene and the CENTG2 pseudogene, and the retroposition event
predated all segmental duplications. Note that there is also evidence
of transcripts combining exons of CTGLF1 and BMS1L paralogues.
Interestingly, we predicted a novel gene, FAM25A (based on mouse
complementary DNA AK008614 and without similarity to any
known protein), with seven human chromosome 10 paralogues
(Fig. 2b) that follow the pattern of GLUD, BMS1L, CTGLF and
CTSLL. In addition to these five types of low copy repeats, the
segmental duplications in 10q11:10q22:10q23 seem to have
impacted on the number of genes on this chromosome. Notably,
31% of all the functionally related gene clusters are located within
10q11 and 10q23 (Supplementary Fig. S1 and Table S3).

The average recombination rate across the chromosome is
1.32 cM Mb21 (Fig. 3, sex average). Note that ref. 7 used the draft
human chromosome 10 sequence (inflated by ,8%) and thus
obtained a lower figure (1.21 cM Mb21). The rate of male recombi-
nation is higher than the female rate near the telomeres, whereas
between D10S211 and D10S575 the female rate is higher (Fig. 3).
This comparison also indicates the presence of two female-specific
recombination hotspots (Fig. 3, arrows). As expected, pericentro-
meric regions display a low rate of recombination, more than
twofold below the chromosome average. In particular, the region
between D10S1247 and D10S1783 has a rate of 0.3 cM Mb21 and
contains the only human chromosome 10 recombination ‘desert’21.
The region of extensive segmental duplications at 10q11 shows a low

rate of recombination (0.72 cM Mb21). Thus, meiotic recombina-
tion is unlikely to have been the driving force in generating these
duplications. Our analysis confirmed the recombination ‘jungle’
between D10S1782–D10S1651, which we extended to D10S212
(3.4 cM Mb21); we refuted the one between D10S189 and
D10S1728 (2.3 cM Mb21), and identified a new one between
D10S1154 and D10S552 (4.55 cM Mb21).

Comparative sequence analysis
Many of the functional units in present-day vertebrate genomes
have been conserved through evolution. Coding regions are highly
conserved across all vertebrates, whereas non-coding regions are
conserved among more closely related species. The genome
sequences of three fishes (Tetraodon, Fugu and zebrafish) and two
rodents (mouse and rat) were publicly available at the time of
analysis. We compared the sequence of human chromosome 10 to
each of the above species and searched for conserved regions with
coding potential—distinguishing functional non-coding elements
above background sequence conservation requires the use of
additional genomes22. We then correlated the obtained hits in
each species with the annotated genes. As expected, each of the
fish genomes showed higher specificity (.0.82; that is, 82% of
sequences conserved in fish overlapped human annotated exons)
than the rodents (.0.29), whereas the highest specificity was
obtained using all genomes together (0.96). Sensitivity was higher
using a rodent genome (0.7; that is, 70% of all annotated exons had
matches in rodent) than a fish genome (0.4).

Of the 1,787 gene structures (16,765 exons), 84% (78% of exons)
had at least one exon supported by a conserved region in one of the
other genomes and 52% (32% of exons) in all genomes. Note that
the figures given for exons are underestimated owing to lower
sequence conservation in the untranslated regions. Protein-coding
genes are highly conserved (98.5%; 85% of exons). In contrast, 61%
(29% of exons) and 45% (27% of exons) of novel transcripts and
putative genes, respectively, have at least one match. Furthermore,
only 21% of novel transcripts and 8% of putative genes show
conservation with a fish (91% for protein-coding genes). Typically,
novel transcripts were annotated on the basis of solid experimental
evidence (that is, human mRNA) and may represent either genes
that have evolved more rapidly or non-coding RNAs.

On the basis of specificity, regions conserved in all six species can
serve as a measure of completeness of the gene annotation process
that occurred independently of the comparative analysis. We found
5,604 such evolutionarily conserved regions (ECRs) of which 5,292
mapped inside annotated exons (including pseudogenes). Of the
remaining 312 ECRs, 142 were intergenic and 170 intragenic. On
inspection, we found 79 of these ECRs with supportive evidence to
annotate a missed exon, most of which were part of a pseudogene
(79%). The remaining 233 ECRs provide the basis to estimate that
we have annotated at least 95.8% of all conserved coding exons on
human chromosome 10. This is a conservative estimate as 131 of
these ECRs are located in introns and may represent conserved non-
exonic sequences. Interestingly, 54 (41%) of them are associated
with just four genes: C10orf11 (26; also known as CDA017), EBF3
(20), TCF7L2 (5) and PAX2 (3). All but C10orf11 (unknown
function) are transcription factors. Figure 4 shows a MultiPip-
Maker23 alignment of the orthologous EBF3 loci and the relative
position of ECRs in the human gene. Note that sequence identity is
often higher in ECRs than in exons.

Sequence variation
During the human chromosome 10 project we discovered 35,882
single nucleotide polymorphisms (SNPs) by sequence alignment in
regions of clone overlaps. In total, we mapped 143,364 SNPs
(dbSNP release 115) to the chromosome 10 sequence. Supplemen-
tary Fig. S1 shows the density plots for randomly discovered24 and
all SNPs across the chromosome.

Figure 3 Alignment of the deCODE genetic map of chromosome 10 to the physical map

from the telomeric end of the short arm to the telomeric end of the long arm. The position

of each genetic marker on the female, male and sex-averaged genetic map is

indicated. Female-specific recombination hotspots are indicated by thick arrows (left,

D10S1732–D10S208; right, D10S599–D10S676). The location of markers flanking

recombination deserts (blue arrows) and jungles (black arrows) is shown. The asterisk

indicates the location of the refuted jungle (D10S189–D10S1728).
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There are 5,864 (4.1%) exonic and 65,973 (46%) intronic SNPs.
Of the 1,821 SNPs in coding exons 984 are non-synonymous.
MSMB has the most polymorphic coding region with 43 SNPs kb21;
it encodes a protein with inhibin-like activity and its expression is
decreased in prostate cancer25.

We also considered 729,553 human–chimpanzee single base
differences (SBDs) remapped on the current assembly of human
chromosome 10. These were high-confidence sequence differences
originally identified by aligning 14 million shotgun reads of the
chimpanzee genome, generated jointly by the Whitehead Institute
and Washington University Genome Centers, to the human genome
sequence assembly (NCBI build 31). We first removed all human–
chimpanzee SBDs that co-localized with known human SNPs.
Supplementary Fig. S1 shows the density plot of the remaining
703,338 SBDs. Of those, 55.3% are intergenic, 42.9% intronic and
1.8% exonic. The highest density of human–chimpanzee SBDs,
fourfold greater than the average level, was observed in a 200-kb
gene-poor region at 19.43–19.63 Mb. We then examined the 12,710
human–chimpanzee SBDs that lie in exons of the 816 human coding
genes. Of those, 3,972 were in coding regions and can be subdivided
further into 2,273 synonymous, 1,678 non-synonymous and 21
nonsense with respect to the human sequence. For each gene we
calculated the rate of evolution of non-synonymous (Ka) and
synonymous (K s) changes, and the ratio Ka/K s, which provides a
measure of evolutionary selection. Supplementary Table S5 lists the
1,413 transcripts with at least one coding human–chimpanzee SBD
sorted on the Ka/K s value. There are only 29 transcripts (21 genes)
that have a Ka/K s value $1, whereas there are 484 without non-
synonymous SBDs. Note that several caveats apply in this type of
analysis owing to the incomplete nature of both the chimpanzee
data and the list of human SNPs; we used the number of intronic
human–chimpanzee SBDs per base in comparison to the chromo-
some average of 0.005 as a possible estimate of coverage. The gene
with most non-synonymous human–chimpanzee SBDs is MKI67,
an antigen identified by monoclonal antibody Ki-67, which appears
to be fast evolving in humans (Ka/K s ¼ 1.038507; SNP data). The
expression pattern of MKI67 in gastric and other cancers is under
investigation as this gene is expressed in proliferating cells. Inter-
estingly, a nonsense human–chimpanzee SBD is present in both of
its coding transcripts. Among the 21 genes with nonsense human-
chimpanzee SBDs notable examples are the serotonin receptor
HTR7 (the neurotransmitter serotonin is thought to be involved

in cognition and behaviour), PSAP (prosaposin; involved in variant
Gaucher’s disease and metachromatic leukodystrophy) and the
developmental gene NODAL.

Medical implications
At the time of writing there were 85 disease loci reported on
human chromosome 10 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), a
47% increase since 1999 (ref. 26). Several of these loci account for
multiple disease phenotypes caused by mutations in the same gene;
notable examples are FGFR2 (OMIM 176943), PTEN (OMIM
601728) and the proto-oncogene RET (OMIM 164761). Since
PTEN was first shown to be mutated in brain, breast and prostate
cancers27, there has been an explosion of reported mutations (110
germline and 332 somatic mutations)28 and disease phenotypes29.
Human chromosome 10 harbours several other genes involved in
tumorigenesis; for example, deregulation of TLX1, NFKB2 or BMI1
caused by chromosomal translocations or amplifications has been
detected in lymphatic neoplasms. Mapping of allelic imbalances and
functional studies suggest the presence of additional tumour-
related genes. The finished and annotated sequence is key in the
process of cloning these and other hitherto unidentified disease-
associated genes.

The prompt release of both the clone and sequence map resources
throughout the project has accelerated the cloning of many disease-
causing genes. To this end we recently showed as part of the
European ADLTE consortium that mutations in the LGI1 gene
cause autosomal dominant lateral temporal epilepsy30. Notably, we
found that the FRA10A folate-sensitive fragile site is located close to
LGI1 and its expression is associated with the expansion of a
polymorphic CGG repeat located at the 5

0
UTR of FRA10AC1, a

gene encoding a novel nuclear protein31. There are seven fragile sites
mapping to human chromosome 10 (ref. 32).

The challenge ahead is to unravel the molecular basis of common
disease. An increasing number of susceptibility loci for complex
diseases is being mapped to human chromosome 10, including
metabolic diseases such as type I diabetes (IDDM10 and IDDM17),
psychiatric disorders such as schizophrenia, or neurodegenerative
illnesses such as Alzheimer’s disease26,32. In a case control study of
morbidly obese and healthy individuals Boutin and colleagues33

identified a SNP in the GAD2 gene that increases the risk for obesity
as well as a protective haplotype. Studies so far have mainly focused
on candidate genes. The construction of a comprehensive haplotype

Figure 4 Multispecies alignment of orthologous EBF3 loci. The human early B-cell factor

3 (EBF3 ) gene is represented by the arrow at the top. Alignments are displayed using

MultiPipMaker23. In the top panel, the first track shows the location of the ECRs (blue lines)

across the human locus, whereas the following four tracks show regions conserved in

mouse, rat, Fugu and zebrafish, respectively (green, aligned regions; orange, aligned

regions with at least 70% nucleotide identity and no gap over 100 bp). The bottom panel

shows a detailed view of the three regions with the highest number of ECRs. Vertical

black and grey numbered boxes represent coding and UTR exons, respectively. The scale

at the right indicates the percentage of sequence identity. Physical distance is given in

kilobases (kb).
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map of the human genome is well underway34, making it possible to
undertake a systematic approach to scanning the genome for
associations to disease-related and other phenotypes. A

Methods
The mapping and sequencing methods used in the assembly of the bacterial clone and
sequence map of chromosome 10, respectively, as well as the tools of the gene annotation
pipeline are described in refs 1 and 35 (see ref. 36 for detailed protocols). Manual
annotation of gene structures followed the guidelines agreed in the human annotation
workshop (HAWK; http://www.sanger.ac.uk/HGP/havana/hawk.shtml), whereas gene
symbols were approved where possible by the HUGO Gene Nomenclature Committee37.
Protein translations were analysed with InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/
scan.html), which was run via the Ensembl protein annotation pipeline, to obtain Pfam,
Prosite, Prints and Profiles domain matches.

Alignments for inter- and intrachromosomal duplications were performed with
WU-BLASTN (http://blast.wustl.edu) using the current sequence assembly of
chromosome 10 and the NCBI34 build for the rest of the genome. All sequences were
repeat masked with RepeatMasker (http://repeatmasker.genome.washington.edu) and
low-quality alignments (e-value .10230, sequence identity ,90%, length ,80 bp) were
discarded. For intrachromosomal duplications, self matches were discarded. For
interchromosomal duplications, the sequence was split into 400-kb segments. Adjacent
matches in the same orientation were joined together as described by ref. 38. Only blocks
of 10 kb or greater were retained.

The following sequence assemblies were used for comparative analysis: M. musculus
NCBI build 30 (Mouse Genome Sequencing Consortium; http://www.ensembl.org/
Mus_musculus/resources.html); R. norvegicus version 2.0 (Rat Genome Sequencing
Consortium; http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/rat); D. rerio Assembly version 1
(Sanger Institute; http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio); F. rubripes version 2
(International Fugu Genome Consortium; http://www.fugu-sg.org/project/info.html);
and T. nigroviridis version 6 (Genoscope and Whitehead Institute for Genome Research;
http://www.genoscope.cns.fr/externe/tetraodon/Ressource.html). The repeat-masked
sequence of chromosome 10 was aligned to the mouse and rat genome sequences using
BLASTZ39 and the resulting matches were post-processed by axtBest and subsetAxt
(W. J. Kent; http://www.soe.ucsc.edu/,kent/src) as described elsewhere35. Alignment of
the three fish genome sequences to chromosome 10 was performed with WU-TBLASTX
using the scoring matrix, parameters and filtering strategy applied by Exofish40.
Overlapping alignments to different sequences were merged to produce contiguous
regions of sequence conservation, analogous to the ECRs or ‘Ecores’, reported by Exofish.

SNPs in sequence overlaps were identified using a modification of the SSAHA
software41. The chromosome 10 SNPs (dbSNP release 115) were mapped to the
sequence assembly of this chromosome (this study) first with SSAHA and then Cross-
Match. Of the approximately 14 million chimpanzee reads (http://www.genome.gov/
11008056) mapped onto the human sequence assembly (NCBI build 31), those mapping
to chromosome 10 were remapped to our sequence assembly and used to identify human–
chimpanzee SBDs.
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Abstract

The Drosophila neuralized (neur) gene belongs to the neurogenic group of genes involved in regulating cell^cell interactions required for
neural precursor development. neur mutant phenotypes include strong overcommitment to neural fates at the expense of epidermal fates.
The human neuralized homolog (NEURL) has been recently determined and found to map to chromosome 10q25.1 within the region
frequently deleted in malignant astrocytomas. Because of its potential importance in developmental processes, we analyzed the structure of
the mouse homolog, Neurl, and its expression pattern in embryonic tissues. Neurl activity is detected from early developmental stages in
several tissues and organs including neural tissues, limbs, the skeletal system, sense organs and internal organs undergoing epithelial^
mesenchymal interactions. Neurl encodes a polypeptide associated with the plasma membrane but also detected in the cytoplasm. Similarly
to the Drosophila gene, mammalian neuralized may code for an important regulatory factor. ß 2001 Elsevier Science B.V. All rights
reserved.

Keywords: Neurogenic gene; NEUZ domain; RING ¢nger domain; Mouse embryo development; Malignant astrocytoma

Drosophila neuralized encodes a RING ¢nger polypep-
tide and belongs to the neurogenic genes which also in-
clude Notch, Delta, Enhancer of split, big brain, and mas-
termind [1,2]. These genes are involved in cell fate
determination of, among others, the neurogenic regions
of the Drosophila embryo [3] by mediating lateral inhibi-
tion, a process whereby neural precursor cells inhibit
neighboring cells from adopting a neural fate [4,5]. Loss-
of-function mutations of any of the neurogenic genes are
associated with hyperplasia of the embryonic nervous sys-

tem [6]. neur represents a strong neurogenic mutant. Re-
cent studies have suggested that neur participates in Notch-
Delta signaling during Drosophila peripheral neurogenesis
[7,8]. The human homolog, NEURL, has been identi¢ed
and mapped within the region of loss of heterozygosity at
chromosome 10q25.1, the most frequent chromosomal
aberration found in malignant astrocytomas ([9] and refer-
ences therein). Compared to normal brain tissue, NEURL
was found to be expressed at very low levels in astrocyto-
mas and several glioma cell lines examined [9]. Among
Drosophila, Caenorhabditis elegans ([10] ; Acc. No.
U40945) and human neuralized genes [9], extensive se-
quence homology is observed at the carboxy-terminal
C3HC4 RING ¢nger domain. Plenty of regulatory pro-
teins containing this domain are involved in important
biological processes including oncogenesis and develop-
ment (e.g. [11,12]). Recent evidence suggests that proteins
containing this domain participate in protein interactions
and regulate cellular protein levels serving as ubiquitin E3
ligases [13^15]. Based on Drosophila neur functional role in
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neurogenesis, it has been hypothesized that NEURL may
be involved in cell fate determination of the nervous sys-
tem, and its inactivation may be associated with progres-
sion of malignant neuroectodermal tumors in human [9].

Because of its potential contribution in important devel-
opmental processes in mammals, we isolated and analyzed
the mouse neur homolog, Neurl. Here, we present its struc-
ture and genomic organization, the subcellular localization
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and the expression pro¢le during mouse embryo develop-
ment.

An IMAGE human EST (#179548) was used to probe a
C57BL/6 mouse E14.5 VExCell EcoRI CIP cDNA library
(inserts containing EcoRI^NotI adaptors; a generous gift
of R. Wehr and P. Gruss) under standard conditions.
Overlapping restriction fragments of a positive 2433 bp
long cDNA clone, VNeurl, were appropriately subcloned

in pBluescript (pBS), sequenced on both strands on an
ABI 373 sequencer and evaluated in silico. Sequence align-
ment to the NEURL cDNA (GenBank Acc. Nos.:
NM_004210, [9] and AF029729; the latter corresponding
to a 3634 bp long NEURL cDNA, unpublished data of
our group) and in silico analysis (see also, below) revealed
a nearly full-length, 1710 bp long, open reading frame (i.e.
570 aa) followed by 723 bp of a 3P-untranslated region
(UTR) (Fig. 1). To generate the missing part of the coding
sequence, a Neurl primer (R1; Fig. 1) and a NEURL-
speci¢c primer (5P-GCAGCTCCTGCCCGGCCT-3P ;
AF029729) located at the 5P-UTR of the human gene
(data not shown) assumed to hybridize to the respective
region of the mouse gene, were employed to reverse tran-
scribe and PCR amplify (RT-PCR) an E14.5 BALB/C
mouse brain poly Aþ RNA sample (80 ng) pre-treated
by DNase I. The RT DNA product was ampli¢ed with
denaturation at 94‡C (1 min), annealing at 61‡C (45 s) and
extension at 72‡C (2 min). Indeed, the 140 bp product
included the missing Neurl translation initiation region
as well as the adjacent 55 bp of the putative 5P-UTR of
the gene (GenBank Acc. No. NM_021360). As suggested
by a recently submitted Neurl cap-trapper selected cDNA
clone ([16] ; GenBank Acc. No. AK010787), the transcrip-
tion initiation site extends 261 bp further upstream, thus
making 316 bp the overall size of Neurl 5P-UTR (not
shown).

Alignment between NEURL and the composite Neurl
cDNA sequence suggested a high degree of homology at
both the nucleotide and the cDNA-deduced polypeptide
level (Fig. 1). The length of the two putative polypeptides
is the same, i.e. 574 aa, sharing 97% sequence similarity
and 94% identity. Thirty-three amino acid changes may
cause slight variation of their physicochemical properties,
however, they possibly do not interfere with their func-
tional characteristics. Furthermore, comparison between
mouse/human and Drosophila neuralized suggested a pro-
tein sequence identity of about 33% and a similarity of
57% determined throughout the molecules (Fig. 1). This
is not an uncommon ¢nding when mammalian and insect
homologous polypeptides are compared [17]. Although the
molecules share the same overall architecture (see below),
there is a 180 aa di¡erence between the mammalian and
the Drosophila molecule (Fig. 1). The extra Drosophila
sequences may re£ect additional functional characteristics
of the insect molecule or, simply, represent unstructured
extra chain fragments linking adjacent polypeptide do-

6

Fig. 1. Upper part: Nucleotide (nt) and derived amino acid (aa) sequence of Neurl aligned to human NEURL gene and D. melanogaster neur protein.
Neurl is equivalent to the recently reported Neurl1 [26]. The alignment was done by using either the ‘GAP’ or the ‘BEST FIT’ software (GCG Wiscon-
sin Package, Accelrys). The proposed translation initiation codon [9] and the stop codon are underlined. The exon boundaries have remained the same
in mouse and human; they are indicated by vertical arrow heads. Boxed are the neuralized-speci¢c domains, NEUZ (open) and the RING ¢nger
(gray). Amino acid di¡erences between Neurl and NEURL are shown in black boxes. The D. melanogaster neur protein sequence is shown in italics.
Arrows indicate the position and orientation of synthetic oligonucleotides used as PCR primers for structural (R1, F2/R2) or expression pattern (F3/
R3) analysis. Lower part: Comparative schematic presentation of the mouse (Neurl) with the Drosophila (neur) proteins. The overall organization has
remained the same. Extra Drosophila protein regions are indicated by open boxes. Numbers show aa positions.

Fig. 2. Whole-mount in situ hybridization to a Neurl DIG-labeled
probe. Lateral view of E10.5^11.0 and E12.5 BALB/C mouse embryos.
Neurl transcripts are clearly detected in the forelimb and the hindlimb
bud (£b and hlb, respectively, A), and the dorsal root ganglia (drg; B,
zoom in of A). At E12.5 (C), Neurl activity is detected in the facial pro-
cesses (fp) and the distal parts of the developing limbs (£, forelimb; hl,
hindlimb). The Neurl antisense riboprobe was synthesized by T3 RNA
polymerase (Promega) from a 1275 bp SmaI/EcoRI Neurl cDNA tem-
plate cloned in pBS KSII/+ and linearized at the SmaI site. D is a con-
trol E12.5 embryo hybridized to the sense Neurl riboprobe.
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mains. Analysis of the putative Neurl polypeptide se-
quence using the SMART server tools (smart.embl-heidel-
berg.de/), identi¢ed a carboxy-terminal C3HC4 RING ¢n-
ger, a domain suggested to be involved in DNA^protein,
RNA^protein and protein^protein interactions which is
characteristic of a large variety of regulatory proteins
(e.g. [15,18]), and two NEUZ domains, in the same order
as in human, Drosophila and C. elegans homologs. NEUZ,
a recently introduced domain of unknown function, was
¢rstly identi¢ed as an internal neuralized-speci¢c repeat in
NEURL [9]. Interestingly, two novel cDNA-deduced pro-
tein groups have been predicted as containing NEUZ do-
mains but no RING ¢ngers (SMART server). The ¢rst
consists of two possibly orthologous genes, i.e. Drosophila
melanogaster Q9VUC2 and human Q9H0B0, containing
four and six NEUZ domains, respectively. The second
includes a D. melanogaster gene, Q9W113, and two highly
homologous mammalian genes, i.e. human Q9BRO9 and
mouse Q9D0S4, all containing a NEUZ domain accom-
panied by a SOCs (‘suppressor of cytokine signaling’) do-
main. Sequence similarity among the above and neuralized
proteins is limited to NEUZ (not shown) suggesting that it
is a well-conserved protein domain and that neuralized

belongs to a functionally diverged NEUZ superfamily
with members both in vertebrate and invertebrate species.

Neurl gene locus was mapped to mouse chromosome 19,
between Pitx3 and D19Mit1 [19], a region syntenic to
human chromosome 10q25.1 [20] associated with several
genetic defects of the nervous system and developmental
malformations (http://www3.ncbi.nlm.nih. gov/OMIM/).
To investigate whether Neurl exists in a single or multiple
copies in the mouse genome, we performed standard ge-
nomic DNA Southern analysis using three non-overlap-
ping Neulr cDNA probes sequentially hybridized, at high
stringency, to a nylon blot containing several lanes of
BALB/C mouse DNA digests. The simple hybridization
pattern detected, is consistent with the existence of a
unique Neurl gene (data not shown). To determine the
genomic organization of Neurl, we screened a mouse
(strain 129SV) liver VFIXII genomic library (Stratagene)
using as probes three cDNA fragments, i.e. the almost
full-length 2433 bp Neurl cDNA together with a 231 bp
EcoRI/BstYI and a 424 bp NotI/SacII fragment corre-
sponding to the 5P- and the 3P-end of the gene, respec-
tively. Three positive clones representing more than 52
kb covered the entire Neurl-speci¢c genomic region (data

Fig. 3. Representative cryosection in situ hybridization panels of E12.5, E13.5 and E18.5 Swiss mouse embryos. Neurl transcripts are detected in the
ventricular zone of the midbrain (mb), A; the choroid plexus (cp) epithelium, B; the trigeminal ganglion (tgg), C; the dorsal root ganglia (drg), D; the
neural tube (nt), E; the whisker follicular epithelium (fe), F and G; and the eye, retina (r) and crystalline or lens ¢bers (cr), H and I (detail of H). Ad-
ditional abbreviations: v, third ventricle ; rb, rib; m, mesenchyme; ae, aboral epithelium. All sections are sagital.
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not shown). Exon/intron boundaries, intron approximate
sizes and the full sequence of the second intron were de-
termined by Southern analysis and appropriate subcloning
and sequencing (GenBank Acc. Nos. AG271919^23).
Neurl coding sequence is embedded in a region of about
21 kb (not shown) and consists of six exons (Fig. 1). Map-
ping analysis suggested an intron of about 10 kb interrupt-
ing the 3P-UTR of Neurl (data not shown). In silico anal-
ysis of NEURL cDNA and genomic sequence (GenBank
Acc. Nos. AL139339 and AL121929) permitted us to de-
termine the respective structure of the human homolog.
Comparison with Neurl suggested that the two genes share
the same exon/intron organization; however the relative
sizes of most of the introns di¡er signi¢cantly (not shown).

Furthermore, NEURL 3P-UTR is not interrupted by an
intron suggesting an increased structural divergence in
the non-translated regions of the two genes.

Expression analysis of NEURL suggested that the gene
is transcriptionally active in normal human brain and at
much lower levels in malignant astrocytoma tissues [9].
Investigation of Neurl expression pattern by RNA in situ
hybridization on mouse embryo tissues permitted us to
identify sites potentially requiring Neurl function. A digox-
igenin (DIG)-labeled Neurl antisense riboprobe was used
under conditions previously described [21]. Neurl expres-
sion was detected at speci¢c sites and cell layers in several
organs of the developing embryo. In situ hybridization on
whole-mount E10.5 and E12.5 embryos, indicated expres-

Fig. 4. Representative cryosection in situ hybridization panels of E12.5, E13.5 and E18.5 mouse embryos. Neurl transcripts are detected in limb epitheli-
um (e), A; lung (lu) alveolar epithelium, B and C (detail of B); liver (li) parenchyma, D; mucosa epithelium (me) of stomach, E; kidney tubular epithe-
lium, F; epithelium (e) of mesonephric (Wol⁄an) urogenital duct, G; muscles (mu), H; perichondrium (pc) of the ribs (rb), I; nasal olfactory epitheli-
um (oe) and gland (gl) epithelium (e), J and K (detail of J); facial skin epithelium, L. Additional abbreviation: m, mesenchyme. All sections are sagital.
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sion of Neurl in the developing limb buds, dorsal root
ganglia and facial processes (Fig. 2A^C). Furthermore,
analysis of cryosections from E12.5, E13.5 and E18.5 em-
bryos (Figs. 3 and 4) revealed Neurl transcripts in neural
tissues, such as the ventricular (proliferative) zone of the
midbrain (Fig. 3A), the choroid plexus epithelium (Fig.
3B), the neural tube (Fig. 3E), the trigeminal ganglion
(Fig. 3C), the dorsal root ganglia (Fig. 3D) and sense
organs, i.e. the retina and eye lens cells (Fig. 3H, I), the
olfactory and gland epithelium of the nose (Fig. 4J, K)
and the whisker cells (Fig. 3F, G) undergoing epithelial^
mesenchymal interactions. Neurl is also expressed at dis-
tinct cell layers of internal organs, i.e. lung alveolar epi-
thelium (Fig. 4B, C), liver parenchyma (Fig. 4D), stomach
mucosa epithelium (Fig. 4E), kidney tubular epithelium
(Fig. 4F), mesonephric (Wol⁄an) urogenital duct epithe-
lium (Fig. 4G), limb epithelium (Fig. 4A), muscle (Fig.
4H), perichondrium of the ribs (Fig. 4I) and in facial
skin epithelium (Fig. 4L). In addition, RT-PCR applying
the F3/R3 set of primers (Fig. 1) to DNA-free poly Aþ

RNA showed that Neurl is also expressed in the adult
brain, testis and liver as well as in embryonal mouse
NIH 3T3 and teratocarcinoma P19 cells (not shown). Sim-
ilarly to mouse, in situ hybridization to 6 weeks human
embryo sections, showed NEURL expression throughout
the skin, the di¡erentiating cartilaginous elements of the
limb, rib and vertebrae, as well as in liver parenchyma,
lung and muscle (R. Kosher, C. Dealy and P. Tsipouras,
unpublished observations).

Finally, to assess the subcellular localization of Neurl,

we proceeded in transient expression of a green £uorescent
protein (GFP) Neurl chimera in African green monkey
COS-7 cells. The construct, pEGFP/Neurl, contained the
enhanced GFP open reading frame (Clontech) combined
at its 3P-end with the almost full-length Neurl translated
region (Neurl aa 5^574). The GFP tag Neurl was found
associated with the plasma membrane as well as in the
cytoplasm localized to punctate structures (Fig. 5A). The
same accumulation pattern was obtained when the GFP
tag was placed at the C-terminal region of the chimera
suggesting that GFP possibly does not interfere with Neurl
localization. In similar transfection experiments using
mouse neuroblastoma Neuro2a cells, Ruan et al. [26]
found Neurl throughout the cytoplasm. The di¡erence in
the accumulation pattern observed may be due to di¡erent
cell types employed. Notably, Drosophila epitope-tagged
neuralized protein has been recently shown by in vivo ex-
periments to be primarily associated with the plasma
membrane, also localized to punctate structures [7,8].
Since there are no recognizable signal peptide or trans-
membrane domains in either the mammalian or the Dro-
sophila molecules (SMART search), it is likely that Neurl
will have a peripheral membrane association. Biochemical
experiments are underway to elucidate the basis of Neurl
association with the membrane and the nature of the
punctate structures in the cytoplasm. The latter may be
relevant to the current generalized concept about RING
proteins function, i.e. their ability to form large macro-
molecular sca¡olds required for various complex molecu-
lar or enzymatic processes taking place in the cell [14]. To

Fig. 5. Confocal £uorescence optical sections of transfected COS-7 cells showing the subcellular localization of GFP tag Neurl chimeras. (A) Transfec-
tion performed by pEGFP/Neurl, generated by direct insertion of the 2083 bp EcoRI (at VExCell adaptor)/KpnI fragment of VNeurl to the EcoRI/KpnI
linearized pEGFPC1 vector. About 2U105 COS-7 cells were transfected with 0.5^1.0 ug of plasmid DNA using the calcium phosphate co-precipitation
method [22] and examined 24^36 h after transfection. (B) Transfection performed by pEGFP/vNeurl, made from pEFGP/Neurl by excision of a 677 bp
NotI (at VExCell adaptor)/NotI (at nt 693; Fig. 1) fragment.
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get a better understanding on Neurl subcellular localiza-
tion in relation to its structure, we extended our analysis
to a series of truncated Neurl GFP tag derivatives from
either the N- or the C-terminus. Our data revealed that the
absence of 226 aa from the Neurl N-terminus (chimeric
plasmid pEGFP/v Neurl) results in the abolishment of the
characteristic accumulation pattern and drives the mole-
cule to nucleo-cytoplasmic di¡usion (Fig. 5B) reminiscent
of the control GFP accumulation pattern [23]. Interest-
ingly, expression of a reciprocal Neurl (aa 1^269)/GFP
tag chimera containing the ¢rst NEUZ domain resulted
in a pattern comparable to that of the intact molecule
(not shown). This suggests the existence of a necessary
and su⁄cient element for the proper subcellular accumu-
lation of Neurl within its N-terminal 269 aa.

In conclusion, we have analyzed the structure and ge-
nomic organization of the mouse Neurl homolog and com-
pared its genomic organization to the human counterpart.
Orthologous neuralized genes encoding a subgroup of
RING proteins may, also, be considered as members of
a novel gene family characterized by the presence of one
or multiple NEUZ domains, the biological role of which
remains to be elucidated. The gene is active from early
embryonic stages, in several tissues (mostly epithelia) in
a variety of sense and internal organs as well as in the
nervous and skeletal system. The Drosophila homolog
seems to be intimately associated with the Notch-Delta
signaling [3,7,8,24]. Interestingly, in the developing mouse
embryo, the expression pattern of Delta1(Dll1), a homolog
of Drosophila Delta gene, includes several sites of activity,
e.g. nasal olfactory and gland epithelia, lung respiratory
epithelia, skeletal muscles, whiskers, central nervous sys-
tem [25], also exhibiting Neurl activity. Although extensive
experiments are needed for a de¢nitive proof, it is tempt-
ing to suggest a possible involvement of Neurl in Notch-
dependent processes during fetal mammalian develop-
ment.
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Abstract

Fragile sites appear visually as nonstaining gaps on chromosomes that are inducible by specific cell culture conditions. Expansion of CGG/

CCG repeats has been shown to be the molecular basis of all five folate-sensitive fragile sites characterized molecularly so far, i.e., FRAXA,

FRAXE, FRAXF, FRA11B, and FRA16A. In the present study we have refined the localization of the FRA10A folate-sensitive fragile site by

fluorescence in situ hybridization. Sequence analysis of a BAC clone spanning FRA10A identified a single, imperfect, but polymorphic CGG

repeat that is part of a CpG island in the 5VUTR of a novel gene named FRA10AC1. The number of CGG repeats varied in the population from

8 to 13. Expansions exceeding 200 repeat units were methylated in all FRA10A fragile site carriers tested. The FRA10AC1 gene consists of 19

exons and is transcribed in the centromeric direction from the FRA10A repeat. The major transcript off1450 nt is ubiquitously expressed and

codes for a highly conserved protein, FRA10AC1, of unknown function. Several splice variants leading to alternative 3Vends were identified
(particularly in testis). These give rise to FRA10AC1 proteins with altered COOH-termini. Immunofluorescence analysis of full-length,

recombinant EGFP-tagged FRA10AC1 protein showed that it was present exclusively in the nucleoplasm. We show that the expression of

FRA10A, in parallel to the other cloned folate-sensitive fragile sites, is caused by an expansion and subsequent methylation of an unstable CGG
0888-7543/$ - see front matter D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ygeno.2003.12.017
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trinucleotide repeat. Taking advantage of three cSNPs within the FRA10AC1 gene we demonstrate that one allele of the gene is not transcribed

in a FRA10A carrier. Our data also suggest that in the heterozygous state FRA10A is likely a benign folate-sensitive fragile site.

D 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Chromosomal fragile sites are loci that show gaps or

breaks in metaphase spreads of cells grown under specific

cell culture conditions. In general, common and rare fragile

sites are distinguished. To date, more than 80 common

fragile sites have been identified in the human genome

[1]. Some of these, like the most frequently seen fragile

site, FRA3B in 3p14.2, have been proposed to be regions of

genomic instability implicated in, e.g., breakage events

leading to recurrent chromosomal aberrations in cancer cells

[for review see 2 and 3]. Although some of these common

fragile sites were sequenced, no recognizable sequence

elements have been identified that would be sufficient to

confer fragility to these chromosomal sites.

According to the culture conditions under which

fragile sites are induced, rare fragile sites are classified

into folate-sensitive and distamycin A- or BrdU-requiring

fragile sites. Twenty-two folate-sensitive fragile sites have

been cytogenetically described, the best known being

FRAXA in Xq27.3. Expression of FRAXA is associated

with the fragile X syndrome (MIM309550), the most

frequent familial form of mental retardation [4]. Similarly,

expression of another rare gonosomal folate-sensitive

fragile site, FRAXE, leads to mild to borderline mental

retardation (MIM309548) [5]. To date, two autosomal

folate-sensitive fragile sites, FRA11B and FRA16A, have

been cloned [6,7], but only the former has been associ-
Fig. 1. Cytogenetic and FISH-mapping of the FRA10A site. (A) Fluorescence R-b

chromosomal band 10q23.3. (B) Partial metaphase of case I stained with DAPI (l

probe is split due to expression of the FRA10A site (arrow) and can be seen on bo

spans the fragile site. (C) Partial metaphase of case III stained with DAPI (left) and

distal to the gap, indicating that this clone is spanning the FRA10A site (arrow).
ated with a human disease, Jacobsen syndrome, which is

caused by terminal deletion of part of the long arm of

chromosome 11 [8].

The common molecular basis of the currently charac-

terized rare fragile sites is the expansion of repetitive DNA

elements. Expression of the distamycin A-inducible

FRA16B site in 16q22 and of the BrdU-requiring FRA10B

site in 10q25 is caused by expansion of 33- and 42-bp AT-

rich minisatellite repeats, respectively [9,10]. In contrast,

expression of all five folate-sensitive rare fragile sites

cloned so far, i.e., FRAXA, FRAXE, and FRAXF on the

X chromosome as well as FRA16A in 16p13.11 and

FRA11B in 11q23.3, is uniformly based on expansion of

CCG/CGG-trinucleotide repeats. The majority of charac-

terized folate-sensitive fragile site repeats are located in the

regulatory or 5Vuntranslated regions (UTRs) of transcribed

genes, probably with the exception of FRA16A for which

an associated gene has not yet been reported [7]. All of

these repeats follow the paradigm of expansion and hyper-

methylation with subsequent gene silencing as a result [for

review see 11]. The CGG-repeat expansion is the only

known molecular mechanism underlying expression of

folate-sensitive fragile sites. It is yet unknown why this

kind of genomic instability leading to chromosomal fragil-

ity affects only a very limited subset of all CGG-repeats

within the human genome.
anded metaphase of case I expressing the FRA10A as a clear gap (arrow) in

eft) and hybridized with YAC 912C7 (right). The red signal from the YAC

th the centromeric and the telomeric fragment, indicating that YAC 912C7

hybridized with BAC 437J2 (right), which produces a signal proximal and
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To learn more about the molecular basis of rare fragile

site expression, we have characterized FRA10A in 10q23.3,

the most prevalent among the rare folate-sensitive autoso-

mal fragile sites in the human genome [12]. It has been

estimated that about 1 in 500 individuals manifest

FRA10A. Similar to the other autosomal folate-sensitive

fragile sites, no distinct phenotype has been associated

with expression of FRA10A. Nevertheless, some studies

have proposed that fragile site expression in 10q23–q24

might be associated with mental retardation [12,13], tu-

morigenesis [14,15], or neurological disorders, including

schizophrenia [16]. It is likely that these associations can

be attributed to ascertainment bias. The 10q23–q24 chro-

mosomal region has also been shown to contain tumor

suppressor genes [17,18]; however their relation to the

FRA10A is not clear.

In the present work we have refined the localization of

the FRA10A fragile site and identified its molecular basis.

We show that expression of FRA10A is caused by an
Fig. 2. Mapping of the FRA10A locus and genomic organization of the FRA10AC

genes FRA10AC1, PDE6C, and LGI1 as well as two microsatellite markers. Genes

by the orientation of the arrow. BAC clones are represented by black lines. (B) Exo

FRA10AC1 is shown schematically (not drawn to scale). Exons are indicated by

regions are in gray. The number of each exon is depicted above and the size below t

the lower part, partial sequences of the exon– intron boundaries and the intron

sequences in lowercase. Exon is abbreviated by ‘‘E’’ and intron by ‘‘I’’. The ATG

bases at the intron boundaries are underlined. The polyadenylation signal ATTAA
expansion of a polymorphic CGG repeat within the 5VUTR
of a ubiquitously expressed gene, FRA10AC1, encoding a

novel nuclear protein.
Results

Fluorescence in situ hybridization (FISH) mapping of the

FRA10A site

To narrow down the locus containing FRA10A, a se-

quential FISH approach was applied to metaphase spreads

of the index patient (case I). In this patient, cytogenetic

expression of FRA10A resulted in chromosomal breakage

on one homolog at 10q23.3 in two-thirds of cells (Fig. 1A).

In a first step, double-color FISH was performed with YAC

clones from a recently established contig of 10q23–q24

using YAC 790H10 as an internal control that hybridizes to

the MXI1 gene in 10q25 ([18,19] and R.S., unpublished
1 gene. (A) Schematic representation of the genomic region containing the

are indicated by large arrows. The 5V! 3Vorientation of each gene is given

n– intron structure of FRA10AC1. In the upper part, the genomic structure of

boxes. Coding regions of exons are shown in black, whereas noncoding

he exon. Start as well as stop codons and the (CGG)n repeat are indicated. In

sizes are given. Exon sequences are given in uppercase letters and intron

and TGA codons are shown in black boxes. The conserved ‘‘ag’’ and ‘‘gt’’

A is in bold and underlined.
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data). YAC clones 905F4 and 912C7 showed signals distal

and proximal to the fragile site, indicating that these clones

span the fragile site in the index case (Fig. 1B and

Supplementary Table S1).

Based on the available physical map of 10q23–q24 that is

partially covered by the inserts of the breakpoint-spanning

YACs 905F4 and 912C7, contiguous BAC clones of the

chromosome 10 sequence tile path [12] were selected to

delineate the fragile site more precisely. FISH analysis

showed that BAC clones RP11-341B18 and RP11-30E16

hybridized proximally, whereas RP11-562K6, -237M6,

-76P2, -121A3, -162K11, and -397J18 were distal to the

fragile site. Clones RP11-568I23, -437J2, -512J3, -306O10,

and -367C3 spanned the fragile site in the index case

(Supplementary Table S2).

To verify mapping of the FRA10A fragile site, meta-

phase spreads of three additional FRA10A carriers (cases

II–IV) were analyzed by FISH (Supplementary Table S3).

As in the index case, BAC 437J2 was shown to span the

fragile site in all of them (Fig. 1C and Supplementary

Table S3).
Fig. 3. CGG-repeat polymorphism in FRA10A carriers and controls. (A) Analysis

CEPH families. Autoradiogram showing the four alleles (A1–A4) of the repeat

distribution of the polymorphic FRA10AC1 repeats in 81 unrelated individuals o

controls (lanes 1–7) and individuals expressing the FRA10A site (cases I, II, III, IV

cytogenetically express the fragile site show PCR fragments of larger size (labele

FRA10A CGG repeats. DNA from FRA10A heterozygous individuals (cases III, IV

enzyme, prior to PCR. The (CGG)n repeat was then PCR-amplified from the res

obtained only for the expanded (CGG)n repeats in individuals expressing FRA10

repeat is hypermethylated. Approximate sizes of DNA marker bands are indicate
Sequence analysis of the FRA10A locus

FISH mapping refined the FRA10A locus to an f50-

kb region. Interestingly, BAC clone RP11-437J2 spans

the entire FRA10A site (EMBL Accession No.

AL157396). The total length of the RP11-437J2 clone

insert is 162,840 bp. The true right end of this clone is at

position 128,796 in the reported sequence (AL157396).

The true left end of RP11-437J2 is at position 129,920 of

AL356214 (RP11-30E16). Database searches identified

the 3V end of the PDE6C gene encoding phosphodiester-

ase 6C as well as the first two 5V exons of the gene

encoding the leucine-rich, glioma inactivated 1 protein,

LGI1 (Fig. 2), within this FRA10A spanning BAC. A

single (CGG)8 repeat was identified in the very central

part of the sequence (kb 54.809–54.832 of AL157396).

Adjacent to it lies an incomplete and invariable CCA

repeat. Both repeats are part of a CpG island of a novel

gene, named FRA10AC1 (fragile site, folic acid type,

rare, fra(10) (q23.3) candidate 1), encoding a protein

with unknown function (see below).

ics 84 (2004) 69–81
of the CGG polymorphism in the 5VUTR of FRA10AC1 in individuals of the

detected by PCR. Seven representative genotypes are shown. (B) Allele

f the CEPH families. (C) Analysis of the (CGG)n trinucleotide repeat in

, and V). In addition to a normal allele (labeled with ‘‘N’’) individuals who

d with ‘‘F’’), indicating repeat expansion. (D) Methylation analysis of the

, and V) and controls (1 and 2) were digested with HpaII or MspI restriction

tricted and unrestricted genomic DNA (uncut). Hybridization signals were

A after digestion with HpaII, indicating that the region around the (CGG)n

d on the right.
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Analysis of the CGG repeat in controls and carriers of the

FRA10A site

PCR-based amplification of the identified CGG repeat in

the 5VUTR of FRA10AC1 in various individuals revealed this

repeat to be polymorphic. Testing of 81 unrelated individ-

uals from 40 CEPH families identified four alleles (A1–A4)

with repeat size n = 8, 9, 10, and 14. The most common

allele, A2, contained nine CGG repeats (Figs. 3A and 3B).

In contrast, individuals cytogenetically expressing the frag-

ile site showed much larger PCR fragments (detected as a

smear of higher molecular weight products), indicating

expansion of the repeat (Fig. 3C). One normal CGG allele

was detected in all FRA10A carriers, which is consistent

with the heterozygous status of the repeat expansion. To test

whether this expanded CGG repeat is subject to methylation

(as is the case for the other cloned folate-sensitive fragile

sites), we digested genomic DNA from FRA10A carriers and

controls with a methylation-sensitive (HpaII) or -insensitive

(MspI) restriction enzyme. Following digestion, PCR,

Southern blot, and hybridization with a GCC/GGC probe,

the expanded CGG repeats were detected only from the

undigested or HpaII-digested genomic DNA and not from

the MspI-digested DNA of FRA10A carriers (cases III, IV,

and V in Fig. 3D). These data indicate that the expanded

CGG repeat is hypermethylated. Control individuals showed

the presence of normal allele only. In all experiments, the

expanded alleles presented as a smear rather as a distinct
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Fig. 4. Expression pattern of FRA10AC1 in various human tissues and identificatio

Hybridization of a FRA10AC1 exon 19-containing probe to a human multiple-tissu

1450 nt was detectable in numerous tissues (top). The 1.35-kb band of the marke

(bottom). (B) RT-PCRs with human MTC cDNA panels. FRA10AC1-specific PCR

White and black dots indicate the three different transcript variants ‘‘a’’, ‘‘b’’, an

markers; sizes of marker bands are indicated. Control RT-PCR amplification of

Identification of alternative splice variants of the FRA10AC1 gene. Schematic rep

and their derived amino acid sequences (right). Exons are indicated by dark gray bo

encoded by exon 12, common to all FRA10AC1 variants, are underlined.
band, suggesting some difficulties for the Taq polymerase to

amplify across the expanded CGG repeat. The size of the

expanded alleles in FRA10A carriers exceeded that of the

normal alleles by at least 600–800 bp (up to several kilo-

bases). Thus, the number of CGG repeat units in FRA10A

can be estimated to be at least 200.

Full-length cDNA sequence and genomic organization of

the FRA10AC1 gene

By combining in silico data with results obtained from

RT-PCRs, we assembled the full-length FRA10AC1 cDNA

sequence of 1344 bp that contains an open reading frame

encoding a protein of 315 amino acids (GenBank Accession

No. AJ431721). The genomic organization of FRA10AC1

was established by BLASTN searches of the complete

cDNA sequence with the genomic sequence of clone

RP11-437J2 (GenBank Accession No. AL157396). In total,

this novel gene consists of 19 exons (Fig. 2B). Nonetheless,

4 exons (exons 13, 14, 15, and 16) are alternatively spliced

in (see below), and exon 17 has been identified at least once,

e.g., in the EST clone GKBABE07 (GenBank Accession

No. AV682434). FRA10AC1 spans a region of 33 kb and is

transcribed from telomere to centromere (Fig. 2A). All

intron boundaries follow the AG/GT rule of the consensus

splice site. The (CGG)n repeat is embedded in exon 1,

within the putative 5VUTR of the FRA10AC1 gene, and is

part of the CpG island. The ATG codon at position 195 (in
n of alternative splicing variants. (A) Northern blot analysis of FRA10AC1.

e Northern blot containing total RNA. A single transcript of approximately

r is indicated. The same blot was reprobed with a h-actin probe as control

product spanning exons 11 to 19 was amplified from all tissues tested (top).

d ‘‘c’’. pBluescript/HinfI (M1) and E/EcoRV (M2) were used as DNA size

a G3PDH product was done from the same cDNA samples (bottom). (C)

resentation of the alternatively spliced FRA10AC1 variants a, b, and c (left)

xes and are numbered. Introns are depicted as thick gray lines. Amino acids



Fig. 5. cSNP/RT-PCR on FRA10A carrier individual. Partial genomic and

cDNA sequence of exon 3 (c.90T ! C) and exon 5 (c.233G ! C) cSNPs

of the FRA10AC1 gene of a FRA10A carrier individual (case I) is shown.

While the genomic sequence shows heterozygosity for T/C and G/C alleles

at both positions, the cDNA sequence clearly shows the presence of only

one allele, c.90C–c.233G. This individual was not informative for the

c.47G ! A cSNP. The consensus FRA10AC1 sequence (GenBank

Accession No. AJ431721) is also shown.
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exon 2) was considered the most likely translation start site

conforming to the Kozak rule. The translation termination

codon, TGA, was identified in-frame with this start codon at

position 1140 bp in the cDNA sequence (in exon 19). By

using the ExPASy proteomics tools, the encoded protein

was calculated to have a theoretical pI of 8.25 and a

calculated molecular mass of 37.548 kDa. Its most basic

region lies between amino acids 200 and 275 (theoretical pI

f10.0), whereas the carboxy-terminus (aa 280–315) rep-

resents the most acidic region ( pI f3.70). Various serine

residues, particularly at the C-terminus (aa 250–313), are

potential sites for phosphorylation [20]. By database

searches using the Pfam and Smart software tools, we found

no significant similarities of FRA10AC1 to any known

protein domains or repeats. However, a bipartite nuclear

localization signal (NLS; at aa positions 223–238 and 245–

262), which is embedded within a larger lysine-rich region

(aa 129–269), was identified.

Expression analysis of FRA10AC1

For Northern blot analysis, we used a FRA10AC1-spe-

cific probe containing the first 616 bp of the 5Vcoding region

and a probe covering part of exon 19. We obtained identical

hybridization patterns for both probes. A single transcript of

approximately 1450 bp, which corresponds well to the

estimated cDNA size, was detected in all adult tissues

analyzed (Fig. 4A), indicating ubiquitous expression of

FRA10AC1. Strong expression of FRA10AC1 was found

in brain, heart, skeletal muscle, kidney, and liver, whereas

low expression was found in colon, thymus, spleen, small

intestine, placenta, and lung. In leukocytes, the transcript is

barely detectable (Fig. 4A). To investigate further the

expression profile of the FRA10AC1 gene, we employed

RT-PCR on normalized first-strand cDNAs of a panel of

human tissues using primers spanning exons 11 to 19.

Amplification was done under nonsaturating conditions

allowing semiquantitative estimation of the relative

FRA10AC1 transcript levels. In general, ubiquitous expres-

sion of FRA10AC1 was confirmed (Fig. 4B).

In addition to the tissues tested by Northern blot,

FRA10AC1-specific transcripts were detected in pancreas,

testis, ovary, and, at lower levels, prostate and leukocytes

(Fig. 4B). In the majority of the tissues examined, a fainter

and larger band (‘‘b’’ in Fig. 4B) was found in addition to

the abundant FRA10AC1 transcript (‘‘a’’ in Fig. 4B) indi-

cating the presence of a splice variant. Moreover, in ovarian

and particularly in testicular tissue, a third band with slower

mobility (variant ‘‘c’’ in Fig. 4B) appeared. Sequence

analysis showed that these transcript variants are due to an

alternative splicing of exons 13–16 (Fig. 4C). In the

abundant variant a, exon 12 is spliced directly to exon 18

(GenBank Accession No. AJ431721). The ubiquitously

expressed larger transcript variant b contains the 48-bp exon

16 spliced between exons 12 and 18 (GenBank Accession

No. AJ431725). The largest amplicon, c, turned out to be a
mixture of three different FRA10AC1 transcript variants, in

which exon 13, 14, or 15 is individually spliced in, in

addition to exon 16 (GenBank Accession Nos. AJ431722,

AJ431723, and AJ431724). Comparison of the derived

amino acid sequences of the five splicing variants showed

that the encoded C-terminal regions are different (Fig. 4C).

cSNP/RT-PCR analysis of FRA10AC1 in a FRA10A carrier

individual

To investigate that one allele of the FRA10AC1 gene is

transcriptionally silenced by the methylation at the

FRA10A fragile site, we performed cSNP/RT-PCR on

cDNA from one FRA10A carrier (case I, Fig. 3). First, at

least three cSNPs were detected within the FRA10AC1

open reading frame by analysis of available ESTs

(Hs.303727): one at position 47 in exon 2 (c.47G ! A,

17 ESTs with the G and 11 with the A allele), the second

at position 90 in exon 3 (c.90T ! C, 22 ESTs with T and

8 with C), and the third at position 233 in exon 5 (c.233G

! C, 21 ESTs with G and 9 with C). Second, FRA10A

carriers for whom we had cell lines available were tested

for these three cSNPs and one was found informative with

genotype g.47A–g.90T/C–g.233C/G (case I). When the

exon 2/5 RT-PCR product (primers available upon request)

of this FRA10A carrier was sequenced, only one allele was

detected: c.47A–c.90C–c.233G (see Fig. 5). This result

demonstrated that one FRA10AC1 allele (c.47A–c.90T–

c.233C in this case) was not transcribed. That the silenced

allele is the one with the FRA10A fragile site is highly

likely but was not formally established (due to the lack of

available family material).
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The FRA10AC1 protein is located to the nucleus

To examine the subcellular localization of the

FRA10AC1 protein and, thereby, the functional potential

of the predicted NLS, COS-7 cells were transiently trans-

fected with an enhanced green fluorescent protein

(EGFP)–FRA10AC1 expression plasmid. The cloned

FRA10AC1 cDNA corresponds to the most abundant splice

variant a (Fig. 4C). Upon transient transfection the green

fluorescence was diffusely detected in the nucleus (Figs.

6A and B-a). However, in about 10% of the transfected

cells a punctate pattern was found (Fig. 6B-d). Coimmu-

nostaining of cells with lamin A/C antibody, which marks

T. Sarafidou et al. / G
Fig. 6. Subcellular localization of FRA10AC1. (A) Subcellular localization of the

by fluorescence microscopy. Representative COS-7 cells from transient transfectio

patterns of subcellular localization. (B) The EGFP-tagged FRA10AC1 protein is ex

show fluorescence photomicrographs of nuclei with the green signal of FRA10AC

of (a) and (b). (e) Labeling of the nuclear envelope of the same cell as shown in
the nuclear envelope, suggested that FRA10AC1 is located

exclusively in the nucleoplasm (Fig. 6B-f).

FRA10AC1 is a conserved protein

We used the human FRA10AC1 cDNA sequence to

search for ortholog ESTs in the databases. Several over-

lapping ESTs were found. Three of them (GenBank

Accession Nos. BQ939866, AA840143, and BE946023)

were selected for the assembly of the mouse FRA10AC1

ortholog (size 1380 bp; GenBank Accession No.

BN000292). Fra10Ac1 maps to mouse chromosome

19C2–C3, between the genes Pde6c and Lgi1, in a
EGFP-tagged FRA10AC1 fusion protein (GATEWAY compatible) detected

ns were photographed. More than 95% of transfected cells showed identical

clusively detected in the nucleoplasm of transfected COS-7 cells. (a) and (d)

1. (b) Propidium iodide staining of the same cell as shown in (a). (c) Merge

(d) with a lamin A/C antibody. (f) Merge of (d) and (e).
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region syntenic to human chromosome 10q23–q24.

Fra10Ac1 encodes a protein of the same size (315 aa)

compared to human and both proteins share a sequence

identity of 86% and similarity of 92% (Fig. 7A).

BLASTP analysis revealed that numerous FRA10AC1

orthologs exist, in both animal and plant species (Fig.

7B). The FRA10AC1 proteins identified in plants (Ara-

abidopsis thaliana and Pimpinella brachycarpa) and

Caenorhabditis elegans show about 35% identity to the

human protein compared to 58% in insects (Anopheles

gambiae) (Fig. 7B). These data suggest that a common

ancestor gene had existed before plants and animals

diverged. It is interesting to note that the central portion

(aa 105–240 of human FRA10AC1; Fig. 7B) of the
Fig. 7. Conservation of the FRA10AC1 protein. (A) Amino acid sequence alignm

acids that differ between human and mouse are highlighted in gray. The bipartite

right indicate amino acid positions. (B) Schematic representation and conservatio

105–240) is depicted as a gray box. The bipartite NLS (aa 223–238 and 245–26

numbers of the orthologs are given. Amino acid identity within the conserved cen

identity is shown on the right.
protein is 45–67% identical among all orthologs ana-

lyzed, suggesting a highly conserved domain with an

important function.
Discussion

In the present study we have elucidated the molecular

basis of the most prevalent autosomal folate-sensitive

fragile site, FRA10A [12], to be an unstable CGG repeat.

The FRA10A repeat is similar to those identified at the

other five folate-sensitive fragile sites, FRAXA [21,22],

FRAXE [23], FRAXF [24,25], FRA11B [8], and FRA16A

[7], that have been cloned so far. Overall, the FRA10A
ent of the predicted human and mouse FRA10AC1 polypeptides. Amino

nuclear localization signals (NLS) are underlined. Numbers at the left and

n of the human FRA10AC1 protein. Top: The central conserved region (aa

2) is indicated by two black bars. Bottom: On the left, GenBank accession

tral part of FRA10AC1 is given in the middle, whereas the overall protein
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CGG repeat does not differ from the other known folate-

sensitive fragile site-associated CCG/CGG repeats. The

repeat is normally polymorphic with four alleles of 8, 9,

10, and 14 repeat units. In FRA10A carriers the repeat

expands beyond 200 repeats (600–800 bp) and in that

size it becomes also methylated. It appears to be somat-

ically stable, although this was not rigorously tested.

Among the 81 individuals (162 chromosomes) tested so

far we have not seen any premutations.

Similar to the other folate-sensitive fragile sites, per-

haps with the exception of FRA16A [7], FRA10A is

associated with a transcription unit. To investigate that

the expansion and methylation of the CGG repeat in the

5VUTR of the FRA10AC1 gene results in the loss of its

expression we tested RNA of one FRA10A carrier. For

this purpose we took advantage of the presence of three

cSNPs in the FRA10AC1 mRNA. While genomic PCR

showed heterozygosity for cSNPs at positions 90 (c.90T

! C) and 233 (c.233G ! C), only one FRA10AC1

mRNA allele (c.90C and c.233G) has been detected by

RT-PCR. This result clearly demonstrated that one allele

of the FRA10AC1 gene is not transcribed in this individ-

ual. It is highly likely that this FRA10AC1 allele is

transcriptionally silenced as a direct consequence of the

presence of the FRA10A fragile site on this chromosome.

To our knowledge this region of chromosome 10 is not

imprinted. Whether the lack of one FRA10AC1 mRNA

allele expression is compensated for at the posttranscrip-

tional level was not investigated.

While for the three X-linked folate-sensitive fragile sites

the association with a particular phenotype is more (FRAXA

and FRAXE) or less (FRAXF) resolved, the situation is not

clear-cut for the two autosomal sites, FRA11B and FRA16A.

Jones et al. [26] characterized an additional eight CCG

repeats from the 40-Mb region of Jacobsen patient deletion

breakpoints. These authors concluded that the nonrandom

clustering of chromosome deletion breakpoints with CCG

repeats suggests that they may play an important role in a

common mechanism of chromosome breakage, perhaps

including also the FRA11B CCG repeat. The great majority

of Jacobsen syndrome patients, however, do not have their

chromosome 11 deletion breakpoint at or near FRA11B [27].

As for the FRA16A site [28], there is no phenotype associated

with this fragile site reported yet.

Carrier individuals of FRA10A analyzed as part of this

study do have a clinical phenotype broadly defined as

learning difficulties or developmental delay. However,

this phenotype most likely cannot be attributed to the

expression of the fragile site and likely haploinsufficiency

of the FRA10AC1 gene expression, but rather to an

ascertainment bias (these individuals would have been

primarily screened for FRAXA). Additional evidence sup-

porting ascertainment bias as a likely cause comes (where

available) from the evaluation of the parents of FRA10A

carriers who did carry the fragile site, but did not display

any clinical phenotype similar to that found in their
offspring. On the other hand it is intriguing that lack

of one copy of the FRA10AC1 gene does not give any

obvious phenotype. The FRA10AC1 gene is highly con-

served and widely expressed and has no obvious paral-

ogs, which could indicate some redundancy of its

function. Recently, Shaw et al. [29] identified the

FAM11A gene, whose expression was silenced as a

consequence of the presence of the FRAXF fragile site.

Only one individual with FRAXF was analyzed for

FAM11A expression, which was extinguished. Although

this individual did not present with any obvious FRAXF-

related phenotype it is too early to speculate that the lack

of FAM11A does not cause any discernible phenotype

[29]. This also applies for FRA10A for which additional

cases together with further functional studies of the

FRA10AC1 gene will probably help to resolve this issue.

Similar early controversy about the existence of an

associated phenotype, debated for the FRAXE site and

mental retardation, has later been resolved by postulating

a minor and/or partly redundant function for the FMR2

gene [for review see 5]. For FRA10AC1 it is not clear

yet whether haploinsufficiency would have any patholog-

ic consequences in tissues where the gene is expressed. It

is interesting to observe that the highest FRA10AC1

expression is seen in metabolically active tissues like

heart, skeletal muscle, brain, kidney, and liver. Whether

the single copy of the FRA10AC1 gene in FRA10A

carriers can be sufficiently up-regulated in times of high

demand needs to be addressed.

Contrary to the fact that FRA10A is one of the most

frequently seen folate-sensitive fragile sites so far, to our

knowledge, there is no FRA10A homozygote reported.

Such a case would be very desirable (if not in utero

lethal) in addressing the function and associated pheno-

type (if any) of the FRA10AC1 gene. However, this could

be achieved by manipulating FRA10AC1 expression in

any of the model organisms with FRA10AC1 orthologs,

including fly, worm, or mouse.

The FRA10A fragile site lies about 50 kb from the 5Vend
of the LGI1 gene, which was recently implicated in auto-

somal-dominant partial epilepsy with auditory features

[30,31]. Moreover, down-regulation of LGI1 has been

shown during malignant progression of astrocytic gliomas

due to a hitherto unknown mechanism [32]. Although the

presence of some long-range regulatory elements of the

LGI1 gene affected by the expression of the FRA10A fragile

site can be speculated, such hypothesis has not been tested.

Neither an increased incidence of tumors nor such type of

epilepsy has been noticed in FRA10A carriers. There does

not seem to be any other gene present in the 50-kb region

containing FRA10AC1 and LGI1 (Fig. 2A).

In conclusion, FRA10A represents another unstable

CCG trinucleotide repeat-triggered folate-sensitive fragile

site. Although no phenotype can be associated with the

fragile site as yet, it is intriguing that the FRA10A-

associated FRA10AC1 gene is highly conserved and, thus,
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should serve an important function. Identification and

characterization of the FRA10A site and its associated

gene will allow the elucidation of any possible geno-

type–phenotype correlation in the future.
Materials and methods

Chromosome analysis

All cytogenetic studies were performed after obtaining

informed consent as part of a diagnostic workup. In the

index patient (case I), chromosome analysis was initiated

because of speech delay and autistic features and revealed

expression of FRA10A in 66% of the cells. The expres-

sion of the fragile site in 10q23 resulted in chromosomal

breakage in the majority of the patient’s cells, leading to

an acentric fragment of the distal part of 10q, which was

gained or lost in part of the metaphases. Another patient

(case II), a 1-week-old boy, who presented with mildly

dysmorphic features, expressed FRA10A in 5 of 20

metaphases. Three other unrelated FRA10A-positive indi-

viduals (cases III, IV, and V) were detected when tested

for the cause of their developmental delay (case V) or

developmental delay in another family member (cases III

and IV). In two instances the index case (case III and

case IV) did not present with FRA10A, while one of the

parents did. Follow-up studies on the parents and/or

siblings of the remaining FRA10A-positive patients

showed that the FRA10A site was inherited from one of

the parents, in each case, who was not affected. Chro-

mosome analyses from peripheral blood cells suitable for

the demonstration of folate-sensitive fragile sites as well

as harvesting, slide preparation, and G or R banding were

performed according to standard methods.

YAC and BAC clones

YAC clones were derived from the CEPH-mega-YAC

library. A detailed STS-based map of 10q23–q24 contain-

ing the YAC clones used in the present study has been

published previously [19,33]. BAC clones were derived

from the RPCI-11 library (http://www.chori.org/bacpac/

home.htm). They were part of the BAC contig covering

chromosome region 10q23–q24, which was assembled by

means of STS-content mapping and fingerprinting (http://

www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/fpcwebmap.cgi?mode =

map&map = bac.10.1.html) [34,35]. Shotgun sequencing

and finishing of clones from this contig including the clone

RP11-437J2 (GenBank Accession No. AL157396) was

performed as described previously [36].

FISH

BAC and YAC DNA was prepared using the Perfect-

prep Plasmid Maxi Kit (Eppendorf) or the Nucleon MiY
kit (Amersham Pharmacia). Indirect or direct labeling of

BAC DNA and Alu-PCR products from YACs was

performed with the BioPrime DNA labeling system

(Invitrogen) or by nick translation. Indirect and direct

FISH to metaphase spreads was performed as described

previously [37]. Chromosomes were counterstained with

DAPI.

Northern blot and RT-PCR analyses

The expression pattern of FRA10AC1 in human tissues

was studied using multiple-tissue Northern blots (BD

Biosciences Clontech). The probes used were a 129-bp

PCR product representing bp 1124–1252 of exon 19 and a

617-bp PCR product flanking the ATG start codon. The

exon 19 probe was radiolabeled directly by addition of

[a-32P]dCTP (Amersham) into the PCR. Fifty nanograms

of DNA from a human fetal liver cDNA library (Invitro-

gen) was amplified using primers F2 (5V-TCAG-

GATTTGTTTC TATGAGAC - 3 V) a n d R 2 ( 5 V-
CCACACAAGCTGTAACTTGCAGA-3V). The 5V coding
region probe was amplified with primers N19F (5V-GATG-
CATGGTCATGGAGGCTATG - 3 V) a n d N 1 9R

(5V-CAAGTGCATTTCTCTTCTCACCATG-3V) and radiola-

beled by random priming with hexanucleotides (Invitro-

gen; Amersham Biosciences) and [a-32P]dCTP (Amersham

Biosciences). Blots were hybridized according to the

manufacturer’s instructions, washed at high stringency,

and exposed to X-ray film. To control for RNA integrity

and loading amount, the blots were rehybridized with an

a-32P-labeled h-actin probe as described in the protocol

provided. For the analysis of the FRA10AC1 expression

profile, primers F3 (5V-GCAGAAGAGGCCTCCAA-3V) and
R2 were employed in PCRs using cDNA samples (1 ng)

from a multiple-tissue panel of normalized first-strand

cDNAs (MTC, BD Biosciences Clontech). PCR products

were separated by 1.5% agarose gel electrophoresis, visu-

alized using ethidium bromide, and sequence analyzed

either by direct sequencing or after subcloning into vector

pGEM-T Easy (Promega).

cSNP/RT-PCR analysis of FRA10AC1 in a FRA10A carrier

individual

Putative cSNPs within the FRA10AC1 open reading

frame were identified by sequence comparison of available

ESTs (Hs.303727). The presence of cSNPs in FRA10A

carriers was tested by sequencing of their genomic DNA.

The following primers were used: for c.47G ! A cSNP,

E2Fi, 5V-CCTGGACAATTGGCAACATAG-3V, and E2Ri, 5V-
CATTCACTAGAGCAATTGTCTTC-3V, 254-bp amplicon;

for c.90T! C cSNP, E3Fi, 5V-ATCTCATTAAAGATCAGT-
GAGTC-3V, and E3RI, 5V-AATCCGAAGCAACT-TAAAC-
CAAG-3V, 283-bp amplicon; and for c.233G ! C cSNP,

E5Fi, 5V-GACACCAAACAGCTCCTAAGAG-3V, and E5Ri,

5V-CATAACCCACATTCCCTTCTATG-3V, 170-bp ampli-
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con. cDNA was prepared from EBV-transformed lympho-

blastoid cell lines of FRA10A carriers using standard tech-

niques and tested for the presence of the cSNPs by direct

sequencing of an RT-PCR product encompassing exons 2–

5. The following primers were used: E2F, 5V-ATGCATGGT-
CATGGAGGCTATG-3V, and E5R, 5V-CCCAAACGCTT-
GAAGTCTTCT-3V, 296-bp amplicon. Dye terminator (Big

Dye Terminator) sequencing was performed according to

the instructions of the supplier of the kit (Perkin–Elmer).

Exon PCR products were purified using the UltraClean PCR

Clean-up DNA purification kit (MoBio Laboratories, Inc.).

All PCR products were sequenced in both forward and

reverse directions.

Construction of green fluorescence protein-tagged

FRA10AC1 cDNA expression plasmids

A cDNA fragment corresponding to the 315-aa-long

FRA10AC1 protein was obtained by PCR using as template

1 ng of human testis first-strand cDNA (MTC, BD Bioscien-

c e s C l on t e ch ) w i t h p r ime r s F, 5 V-CGGGATCC

GAAAGGATG CATGGTCATG-3V (BamHI site and ATG

start codon underlined), and R4, 5V-CGGAATTC GAAA-

CAAATCCTGAAAATACTC-3V (EcoRI site underlined).

The 964-bp agarose gel-purified PCR product was cloned

into pGEM-T Easy (Promega), sequence verified, excised as

a BamHI/EcoRI fragment, and ligated to pEGFP-N1 (BD

Biosciences Clontech) digested with the same enzymes. The

resulting pEGFP construct encoded a GFP-tagged

FRA10AC1 polypeptide. In an alternative approach, an

amplicon of the FRA10AC1 ORF compatible with the

GATEWAY cloning system (Invitrogen) was generated from

fetal brain cDNA with primers N19C3F (5V-GGGGA-

CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGCATGGT-

CATGGAGGCTATGAT TC - 3 V) a n d N 1 9 C 3 R

(5V-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGT-

TACTATAGAAACAAATCCTGAAAATACTCATC-3V) us-

ing cDNA Advantage polymerase (BD Biosciences

Clontech). PCR products were purified according to the

instructions. Plasmid pEGFP-C3 (BD Biosciences Clontech)

was digested with SmaI and purified, and 5Vphosphates were
removed by alkaline phosphatase. After a second purification

step by phenol/chloroform extraction, the plasmid was ligat-

ed to the GATEWAY Reading Frame Cassette C (RfC.1) of

the GATEWAY Vector Conversion System (Invitrogen)

according to the manufacturer’s instructions. The clones

obtained represent GATEWAY-compatible ‘‘destination vec-

tors’’ that were sequenced for integrity and correct orientation

of the cassette with primers 5VattR1 (5V-CACATTATAC-
G A G C C G G A A G C AT - 3 V) a n d 3 Va t t R 2 ( 5 V-
CAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCG-3V). These vectors

were propagated in Escherichia coli host DB3.1 (Invitrogen)

to compensate for expression of the ccdB gene present on the

cassette. Construction of the EGFP-FRA10AC1 plasmid

with the GATEWAY system expressing EGFP fused to the

N-terminus was carried out as previously described [38].
Cell culture, transfection, and immunocytochemistry

COS-7 cells were grown in DMEM containing 10%

fetal calf serum and gentamycin. About 3 � 104 cells

grown on glass coverslips were transfected with 0.5–1.0

Ag of GFP-tagged FRA10AC1 plasmid DNA using the

calcium phosphate coprecipitation method [39]. Thirty-six

hours after transfection, cells were washed with 1�
phosphate-buffered saline (PBS) and fixed for 10 min

with 4% paraformaldehyde followed by three washes

with PBS. After fixation, cells were treated for 5 min

with 20 mM glycine followed by three washes with PBS.

Cells were permeabilized with blocking buffer (0.2%

Triton X, 2 mM MgCl2, 1% fish gelatin in PBS) for 5

min and incubated with a lamin A/C mouse monoclonal

antibody (Santa Cruz Biotechnology) for 1 h at room

temperature, then washed three times in blocking buffer,

and incubated for 1 h with fluorescence-conjugated sec-

ondary antibody, Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG

conjugate (Molecular Probes). Primary and secondary

antibodies were used at dilutions of 1:500 and 1:1000,

respectively. After incubation, cells were washed three

times with blocking buffer and once with PBS. Cell

staining with propidium iodide was accomplished after

treatment of the cells with RNase A for 30 min at room

temperature. Processed cells were visualized with a Leica

SP confocal microscope.

For transient expression of the EGFP–FRA10AC1

GATEWAY-compatible plasmid, COS-7 cells were trans-

fected and analyzed as described in Martinez-Garay et al.

[38].

PCR analysis of the FRA10AC1 CGG repeat

Genotyping of the FRA10AC1 CGG repeat in 81 unre-

lated individuals, parents, or grandparents of the 40 CEPH

families was performed by amplification of 100 ng of

genomic DNA using 1 U of Taq polymerase (Minotech)

with primers F1 (5V-CCATTTAGATGTAACACGTG-3V) and
R1 (5V-GTCGTTTCCTTCTTTCCC-3V). Primer F1 was added

to the reaction after 5Vend-labeling with [a-32P]dATP. PCR

products were separated on a denaturing acrylamide–urea

DNA sequencing gel and visualized by X-ray autoradiogra-

phy.

To amplify across the CGG repeat in FRA10A carriers,

primers 5V-TCGGACCGGAAGTGGTGCCC-3V and 5V-
TCCCTGTGTGCCAAGTTCGC-3V were applied in a 20-

Al reaction containing 100 ng of genomic DNA; 1� buffer

(Expand Long Template Buffer 2; Roche); 200 AM each

dCTP, dTTP, and dATP; 500 AM 7-deaza dGTP; 10% (v/v)

DMSO; 20 pmol of each oligonucleotide; and 0.4 Al enzyme

mix (Expand Long Template; Roche). Ten microliters of

each PCR was run on a 1.5% agarose gel with 1� TBE.

The gel was then blotted on a nylon membrane (Amer-

sham) and hybridized with a GCC/GGC oligonucleotide

probe.
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Labeling and hybridization using the GCC/GGC probe

This was done essentially as described for the poly(AC)n/

(GT)n probe by Thompson et al. [40]. Briefly, reagents as for

random priming were used; however, the random hexamers

were omitted. Instead, two complementary synthetic CCG

oligonucleotides (30-mers; 10 copies of the CGG/CCG

repeat) were used. They prime off of each other to generate

the probe. Fifty nanograms of each oligonucleotide was used

in the labeling reaction followed by conventional hybridiza-

tion at 65jC and washing at 42–65jC. After a final stringent
wash (0.1� SSC at 65jC for 20 min), the X-ray films were

developed after an overnight exposure at room temperature.

For the PCR studies to assess the methylation status of the

expanded FRA10AC1 CGG repeat, 1 Ag of genomic DNA

was digested with HpaII or MspI restriction enzyme before

PCR amplification. Undigested and digested DNAwas PCR-

amplified using FRA10AC1 flanking oligonucleotides (see

above), run on a 1.5% agarose gel, blotted, and hybridized

using the GCC/GGC probe.

Sequence analysis

Analysis of DNA and protein sequences was performed

using BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/),

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/), http://www.

ebi.ac.uk/interpro/scan.html, Pfam (http://www.sanger.

ac.uk/Software/Pfam/search.shtml), Ensembl (http://www.

ensembl.org/), GoldenPath (http://genome.ucsc.edu/), Net-

Phos (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos), and ExPASy

(http://us.expasy.org/tools/#proteome) servers.
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