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 Η παρούσα εργασία  µε θέµα τη δηµιουργία βλαστικών κυττάρων, 

οµόζυγων για την έλλειψη του γονιδίου του Erf, πραγµατοποιήθηκε στα 
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ενός ευχάριστου κλίµατος, και ιδιαίτερα το Μιχάλη και τη Maryline που, αν 

και τους κούραζα κάποιες φορές, µε βοήθησαν σε οτιδήποτε µε προβληµάτιζε. 
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από κοντά µας όµως είναι παντοτινά µέσα στην καρδιά µας.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

 

Το γονίδιο του Erf (Ets-2 Repressor Factor) κωδικοποιεί για ένα 

µεταγραφικό καταστολέα της Ets (E26 Transformation Specific) οικογένειας 

και έχει δειχθεί ότι αποτελεί µεσολαβητή του µιτογενετικού Ras/MAPK 

µονοπατιού. Η απενεργοποίηση του γονιδίου σε οµόζυγη κατάσταση στο 

ποντίκι έχει σαν αποτέλεσµα τον εµβρυϊκό θάνατο την ηµέρα Ε10 λόγω 

ανωµαλιών στον πλακούντα. Συγκεκριµένα, παρατηρείται πλήρης απουσία του 

λαβυρίνθου, εκτεταµένο χόριο και αύξηση του στρώµατος των τροφοβλαστικών 

γιγαντιαίων κυττάρων. 

Για την περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου του γονιδίου είναι απαραίτητη 

η δηµιουργία βλαστικών κυττάρων µε οµόζυγη έλλειψη του Erf. Ετερόζυγα 

βλαστικά κύτταρα, στα οποία το ένα αλλήλιο έχει απενεργοποιηθεί µέσω 

οµόλογου ανασυνδυασµού, χρησιµοποιήθηκαν σε ένα δεύτερο γύρο στόχευσης 

για την παραγωγή οµόζυγων κλώνων. Αποµονώθηκε ένας κλώνος ES κυττάρων, 

στον οποίο το δεύτερο λειτουργικό αλλήλιο έχει απαλοιφθεί µέσω 

αντικατάστασης από κασέτα υγροµυκίνης. Η καλλιέργεια αυτών των κυττάρων 

επιτρέπει τη µελέτη του αναπτυξιακού τους δυναµικού αλλά και την in vitro  

διαφοροποίησή τους προς µια από τις κυτταρικές τύχες. 

Περαιτέρω, ο φαινότυπος της έλλειψης του Erf στον πλακούντα του 

ποντικού  υποδεικνύει ότι το γονίδιο πιθανόν εµπλέκεται στην ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση των τροφοβλαστικών κυττάρων. Γι αυτό το σκοπό,  

προχωρήσαµε στην αποµόνωση βλαστοκύστεων και την καθιέρωση 

τροφοβλαστικών κυτταρικών σειρών. Από τη διαδικασία προέκυψε και 

καθιερώθηκε τελικά µια τροφοβλαστική κυτταρική σειρά αγρίου τύπου.  
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ABSTRACT   

 

The Erf (Ets-2 Repressor Factor) gene codes for a transcriptional 

repressor of the Ets2 (E26 Transformation Specific) family of transcriptional 

regulators and has been shown to be an effector of the mitogenic Ras/MAPK 

pathway. Homozygous deletion of the gene in mouse results in embryonic 

death at day 10p.c. due to placental defects. In particular, there is complete 

loss of the labyrinthe, expanded chorion and increase in the trophoblast giant 

cell layer.  

 In order to further investigate the role of the gene, it is necessary to 

create embryonic stem cells homozygous for the Erf gene deletion. 

Heterozygous ES cells lacking one functional allele have been used in a 

second round of targeting to obtain homozygous clones. We have isolated an 

ES clone in which the second allele has been deleted by the replacement of 

the hygromycin cassette.  Culture of these cells will allow the study of their 

developmental potential and in vitro differentiation towards the different cell 

fates.  

 Furthermore, the phenotype of Erf  knockout in the placenta of mouse 

syggests that the gene is involved in the maintenance and differentiation of 

trophoblast stem cells. For this reason, we have tried to isolate blastocysts 

and establish trophoblast stem cell lines. From the procedure, one wild type 

trophoblast stem cell line has been produced and established successfully.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
1.1  Η οικογένεια των Ets παραγόντων  
 

Η Ets (E26 Transformation-Specific) οικογένεια αποτελεί µια από τις 

µεγαλύτερες οικογένειες µεταγραφικών ρυθµιστών που περιλαµβάνει 

τουλάχιστον 30 οµόλογα µέλη σε όλους τους πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς. Το πρώτο µέλος των ets γονιδίων, το v-ets, ταυτοποιήθηκε ως ένα 

gag-myb-ets υβριδικό ογκογονίδιο του ρετροϊού Ε26 που προκαλεί 

µυελοβλαστικές και ερυθροβλαστικές λευχαιµίες στο κοτόπουλο. Το κοινό 

χαρακτηριστικό των µελών της οικογένειας είναι ότι περιέχουν µια εξελικτικά 

συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης στο DNA (Ets domain) µε δοµή έλικα-στροφή-

έλικα περίπου 85 αµινοξέων µε την οποία αναγνωρίζουν DNA ακολουθίες  µε 

το κεντρικό µοτίβο GGAA/T. Με βάση τη δοµή τους αλλά και την οµολογία τους 

ως προς την περιοχή πρόσδεσης στο DNA, οι Ets παράγοντες χωρίζονται σε 

υποοικογένειες (Εικόνα 1). 

 
 

 
 
 
Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση της δοµής των Ets  µεταγραφικών 

παραγόντων ανά υποοικογένεια. Ets, DNA-binding (Ets) domain; HLH, Helix-loop-
helix domain; AD, Activation domain; RD, Repressor domain; ID, Auto-inhibitory 
domain  (από Oikawa and Yamada, 2003) 
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  Οι Ets  µεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν ενδιάµεσους µεσολαβητές 

των Ras-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) σηµατοδοτικών 

µονοπατιών. Τα µονοπάτια αυτά  µεταδίδουν εξωκυττάρια ερεθίσµατα από 

αυξητικούς παράγοντες και µιτογόνα (ERK µονοπάτι) ή κυτοκίνες και 

κυτταρικό στρες (µονοπάτι JNK και p38) προς τον πυρήνα για τη ρύθµιση  

βασικών κυτταρικών λειτουργιών (Yordy and Muise-Helmericks, 2000). Έχει 

δειχθεί ότι κατά την ενεργοποίηση των MAPK µονοπατιών τα περισσότερα 

µέλη της Ets οικογένειας φωσφορυλιώνονται από ΜΕΚ κινάσες και το γεγονός 

αυτό µπορεί να ρυθµίζει την ικανότητα πρόσδεσής τους στο DNA, τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό τους, την αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες και 

τελικά  τη µεταγραφική τους δράση (Oikawa and Yamada, 2003). 

  Η δράση των Ets πρωτεϊνών έγκειται στη θετική ή αρνητική ρύθµιση  

της έκφρασης γονιδίων-στόχων που εµπλέκονται στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό, την επιβίωση, την ενδοκυτταρική σηµατοδότηση,  τη 

διαφοροποίηση και την απόπτωση   (Sementchenko and  Watson, 2000; Hsu et 

al., 2004).  Με τον τρόπο αυτό, διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο σε καίριες 

αναπτυξιακές διαδικασίες κατά την εµβρυογένεση και ενήλικη ζωή των 

θηλαστικών. Στην αιµοποίηση, ελέγχουν την επιβίωση, την ανάπτυξη, τον 

καθορισµό της κυτταρικής τύχης και τη διαφοροποίηση των αιµοποιητικών 

κυττάρων (Bories et al., 1995; Bartel et al., 2000). Η διαφοροποίηση των 

κυττάρων της µυελοειδούς σειράς ελέγχεται από το PU1 µαζί µε άλλους 

µεταγραφικούς παράγοντες, ενώ άλλα µέλη της οικογένειας (Ets1, Erg, Fli1, 

Elf1, SpiB) εκφράζονται  επιλεκτικά σε Β και Τ λεµφοκύτταρα και ρυθµίζουν 

τη διαφοροποίηση της λεµφοειδικής σειράς. Ο µεταγραφικός καταστολέας  TEL 

είναι απαραίτητος τόσο για την εµβρυϊκή αγγειογένεση (Wang et al., 1997), όσο 

και για την αιµοποιητική λειτουργία του µυελού των οστών στο ενήλικο (Wang 

et al, 1998).   

Άλλες λειτουργίες στις οποίες συµµετέχουν Ets παράγοντες είναι η 

αγγείωση του κεντρικού νευρικού συστήµατος (Ets1, Fli1), η λειτουργική 

σύνδεση µεταξύ κινητικών και αισθητικών νεύρων (Er81, PEA3) και η 

οστεογένεση (Maroulakou and Bowe, 2000). Το Ets2 είναι απαραίτητο κατά 

την εµβρυογένεση για την ανάπτυξη εξωεµβρυϊκών δοµών του 
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τροφοεκτοδέρµατος, όπως το άµνιο και το χόριο, αλλά και για τη µετανάστευση 

των τροφοβλαστικών κυττάρων (Yamamoto et al., 1998).Υπερέκφραση του Ets2  

προκαλεί αυξηµένη απόπτωση σε λεµφοκύτταρα και  κύτταρα του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος, µια κατάσταση που συµβαίνει κατά την εκδήλωση του 

συνδρόµου Down στον άνθρωπο (Wolvetang et al., 2003a,b).  

 Σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζουν Ets παράγοντες στην αγγειογένεση και 

λεµφαγγειογένεση, αφού µέλη της οικογένειας (Ets1, Fli1, Erg, TEL, NET) 

εκφράζονται σε ενδοθηλιακά κύτταρα και στους προγόνους τους (Ayadi et al., 

2001; Oikawa and Yamada, 2003). Η δράση τους συνίσταται στη µεταγραφική 

ρύθµιση γονιδίων όπως το  Tie, ο υποδοχέας VEGFR, η VE-καδερίνη, 

επηρεάζοντας έτσι την ανάπτυξη των αγγείων, την πυκνότητα, τη 

µεταναστευτικότητα και τον πολλαπλασιασµό των ενδοθηλιακών κυττάρων των 

αγγείων και λεµφαγγείων.  

Παράλληλα, οι Ets µεταγραφικοί παράγοντες εµπλέκονται σε 

παθολογικές καταστάσεις, όπως ο  κυτταρικός µετασχηµατισµός κατά την 

ογκογένεση, η µετάσταση, η εκδήλωση αυτοάνοσων ασθενειών, η ίνωση και η 

επούλωση πληγών (Trojanowska, 2000). Μέλη της οικογένειας  σχετίζονται µε 

περιπτώσεις καρκίνου στον άνθρωπο και σε ζώα, είτε επηρεάζοντας την 

έκφραση ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών γονιδίων ή µέσω πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων. Αυξηµένη έκφραση Ets γονιδίων (Ets1, ESE1, PEA3)  έχει 

βρεθεί σε αρκετούς τύπους ανθρώπινων καρκίνων. Γονίδια, όπως το Fli1 και 

TEL, ευθύνονται για καρκίνους όπως το σάρκωµα Ewing και χρόνιες 

µυελογενείς ή λεµφοβλαστικές λευχαιµίες, που προέρχονται από χρωµοσωµικές 

µετατοπίσεις, παράγοντας υβριδικές πρωτεΐνες µε τροποποιηµένες ιδιότητες 

(Mavrothalassitis and Ghysdael, 2000; Truong and Ben-David Y, 2000).  
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1.2  Ο  µεταγραφικός καταστολέας ERF  

 

 Ο ERF (Ets2 Repressor Factor) είναι ένας µεταγραφικός καταστολέας 

της οικογένειας Ets, που ταυτοποιήθηκε λόγω της ικανότητας του να 

αλληλεπιδρά in vitro µε το στοιχείο Η1 του υποκινητή του Ets2 γονιδίου. Το 

γονίδιο του Erf (περίπου 10kb) αποτελείται από 4 εξώνια και παρουσιάζει 90% 

οµολογία µεταξύ του ποντικού και του ανθρώπου (Liu et al., 1997).  

Κωδικοποιεί για µια 75kDa  πρωτεΐνη που περιέχει την συντηρηµένη Ets-

περιοχή πρόσδεσης στο DNA (Ν-τελικό άκρο) και  µια διακριτή περιοχή, µέσω 

της οποίας καταστέλλει τη µεταγραφή γονιδίων-στόχων (C-τελικό άκρο). Μια 

περιοχή υψηλής περιεκτικότητας σε προλίνη περιέχει θέσεις φωσφορυλίωσης 

από την Erk  και cdc2 κινάσες καθώς και θέσεις αναγνώρισης από SH3 µοτίβα. 

Πέρα από την DNA-binding  περιοχή, ο ERF δεν παρουσιάζει καµία ιδιαίτερη 

οµολογία µε άλλα µέλη της οικογένειας, παρά µόνο µε το ΡΕ-1/METS, µε το 

οποίο σχηµατίζουν µια υποοικογένεια.  

 Το γονίδιο του Erf εκφράζεται σε σταθερά επίπεδα σε όλους τους 

κυτταρικούς τύπους και ιστούς που έχουν εξεταστεί. Τα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης, ωστόσο, µεταβάλλονται στις διάφορες φάσεις 

του κυτταρικού κύκλου και ως απόκριση στην ενεργοποίηση του 

Ras/Raf/Mek/Erk µονοπατιού. Η Erk2 έχει δειχθεί ότι προσδένεται άµεσα στον 

ERF και τον φωσφορυλιώνει σε πολλαπλά κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης, 

γεγονός που ρυθµίζει τον υποκυτταρικό εντοπισµό του και άρα τη δυνατότητα 

µεταγραφικής δράσης του (Le Gallic et al., 1999). Ο φωσφορυλιωµένος  ERF 

µετακινείται συνεχώς µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος, περιέχει δύο 

σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (Nuclear Localization Signal, NLS) αλλά 

κανένα από τα γνωστά σήµατα πυρηνικής εξόδου (Le Gallic et al., 2004). Σε 

κύτταρα εκθετικά αυξανόµενα εντοπίζεται κυρίως στο κυτόπλασµα 

φωσφορυλιωµένος, ενώ µετά από στέρηση ορού συσσωρεύεται στον πυρήνα όπου 

αποφωσφορυλιώνεται. Σε αυτή τη φάση η Erk κινάση είναι επίσης πυρηνική 

και µη φωσφορυλιωµένη. Επαγωγή µε ορό έχει ως αποτέλεσµα την 

ενεργοποίηση της Erk  και την συνεπακόλουθη φωσφορυλίωση του  ERF από 

αυτήν  σε πολλαπλές θέσεις, γεγονός κριτικό για  την έξοδό του  από τον 
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πυρήνα µε CRM1-εξαρτώµενο µηχανισµό. Φαίνεται λοιπόν ότι ο ERF αποτελεί 

στόχο του MAPK/ERK µονοπατιού και µάλιστα η δράση του αντικατοπτρίζει 

την ενεργότητα ή µη της Erk κινάσης.  

Η γρήγορη µετατόπιση του ERF στον πυρήνα µετά από στέρηση 

αυξητικών παραγόντων και η άµεση έξοδός του µετά από µιτογενετικό ερέθισµα 

υποδηλώνουν ότι ο  ERF αποκρίνεται στα  ερεθίσµατα αυτά και συµµετέχει  

στον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Le Gallic et al., 2004). Έχει 

δειχθεί ότι µεταλλαγµένη µορφή του ERF που εντοπίζεται αποκλειστικά στον 

πυρήνα και δεν µπορεί να φωσφορυλιωθεί από Erk (µίµηση ανενεργούς Erk) 

επάγει δέσµευση του κυτταρικού κύκλου στη φάση G0/G1  σε ινοβλάστες (Ref-

1, MEFs, NIH 3T3). Μάλιστα, η δέσµευση αυτή εξαρτάται από την ύπαρξη 

λειτουργικού Rb, που ως γνωστό εµπλέκεται στη ρύθµιση  της G1/S µετάβασης. 

Ενδεικτικό του ρόλου του Erf στον πολλαπλασιασµό  είναι και η αδυναµία 

καθιέρωσης κυτταρικών σειρών που υπερεκφράζουν ERF ή να εκφράζουν 

σταθερά πυρηνικές µορφές του.  

Περαιτέρω, ο ERF µπορεί να καταστείλει τον νεοπλαστικό 

µετασχηµατισµό που προκαλείται σε κύτταρα από το ets-ογκογονίδιο του ΜΕ26 

ιού, και σε µικρότερο βαθµό το µετασχηµατισµό που προκαλείται από το v-fos 

ογκογονίδιο (Sgouras et al., 1995). Αντίθετα, δεν φαίνεται να επιδρά σε ras-

µετασχηµατισµένα κύτταρα, ενώ τα ενεργοποιηµένα Ha-ras και raf µπορούν να 

καταστέλλουν την ικανότητα µεταγραφικής καταστολής του. Ο νεοπλαστικός 

φαινότυπος  ras µετασχηµατισµένων κυττάρων αναστρέφεται µόνο όταν 

εκφραστούν µεταλλαγµένες µορφές του ERF που καταστρέφουν θέσεις 

φωσφορυλίωσής του.   

 

 

 

 

 

 

 

 9



1.3  Στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου του Erf στο ποντίκι 

 

Το ένα αλλήλιο του Erf έχει απενεργοποιηθεί σε εµβρυϊκά βλαστικά 

κύτταρα ποντικού (Embryonic Stem cells, ES) µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού 

µε κατάλληλα ανασυνδυασµένο ισογενές DNA. Συγκεκριµένα, τα εξώνια ΙΙ και 

ΙΙΙ που κωδικοποιούν για την περιοχή πρόσδεσης στο DNA καθώς και τµήµα 

του εξωνίου IV αντικαταστάθηκαν µε γονίδιο ανθεκτικότητας σε νεοµυκίνη 

κάτω από υποκινητή. Με τη µέθοδο της ένεσης εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων 

σε βλαστοκύστες  και επανεµφύτευσής τους σε ζώα  παρήχθησαν διαγονιδιακά 

ποντίκια που φέρουν τη µετάλλαξη στο γονίδιο του Erf.  

 Η απενεργοποίηση του γονιδίου σε οµόζυγη κατάσταση στο ποντίκι έχει 

σαν αποτέλεσµα τον εµβρυϊκό θάνατο την ηµέρα Ε10. Ο φαινότυπος 

εντοπίζεται στον πλακούντα, ένα όργανο απαραίτητο για την ανταλλαγή 

θρεπτικών, αερίων, ορµονών και υγρών που προκύπτει από τη συγχώνευση 

τροφοβλαστικών κύτταρων του εµβρύου  µε το ενδοµήτριο της µητέρας. 

Φυσιολογικά, την ηµέρα 8.5 της εµβρυϊκής ανάπτυξης, η αλλαντοΐδα, που 

προέρχεται από το εξωεµβρυϊκό µεσόδερµα συµφύεται µε το χόριο, 

τροφοεκτοδερµικής προέλευσης  σε µια δοµή, όπου αναπτύσσονται τα πρώτα 

εµβρυο-πλακουντικά αγγεία (Εικόνα 2). Ο τροφοβλάστης επιδέχεται εκτενείς 

πτυχώσεις και δηµιουργεί τη δοµή του λαβυρίνθου που υποστηρίζεται δοµικά 

και λειτουργικά από το περιβάλλον στρώµα των σπογγιοτροφοβλαστών. Τα 

πρόδροµα τροφοβλαστικά κύτταρα υπερκείµενα του χορίου, διαφοροποιούνται 

σε συγκυτιοτροφοβλάστες και συµµετέχουν στο σχηµατισµό του λαβυρίνθου. 

Άλλα τροφοβλαστικά κύτταρα δηµιουργούν το στρώµα των γιγαντιαίων 

τροφοβλαστικών κυττάρων, τα οποία είναι µεγάλα πολυπλοειδή κύτταρα που 

εισβάλλουν στη µήτρα και προωθούν τη σύνδεση του πλακούντα µε το µητρικό 

περιβάλλον. 
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Εικόνα 2. Οι βασικές δοµές που περιβάλλουν το έµβρυο και οι εξωεµβρυϊκοί ιστοί την 
ηµέρα Ε8.5 και Ε10.5 της εµβρυϊκής ανάπτυξης του ποντικού. ΕΠΚ, 
Εξωπλακουντικός κώνος. (Τροποποιηµένο από Rinkenberger and Werb, 2000). 
 
 
 

Τα  οµόζυγα ως προς την έλλειψη του Erf  ποντίκια  εµφανίζουν 

µορφολογικές ανωµαλίες σε δοµές του πλακούντα, και συγκεκριµένα πλήρη 

απουσία του λαβύρινθου, εκτεταµένο χόριο και αύξηση του στρώµατος των 

τροφοβλαστικών γιγαντιαίων κυττάρων. Βιοχηµικές αναλύσεις έδειξαν την 

απουσία µετα-µιτωτικών κυττάρων στις δοµές αυτές και την παρατεταµένη  

έκφραση γονιδίων-δεικτών της πρώιµης φάσης διαφοροποίησης των 

τροφοβλαστικών κυττάρων. Τα δεδοµένα αυτά  υποδεικνύουν  ότι ο ERF 

εµπλέκεται στη διαδικασία της τελικής διαφοροποίησης του τροφοεκτοδέρµατος 

προς  τους διάφορους υποπληθυσµούς τροφοβλαστικών κυττάρων (γιγαντιαία, 

συγκυτιοτροφοβλάστες και σπογγιοτροφοβλάστες).  
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1.4  Αντικείµενο της εργασίας  
 

Η στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου του Erf στο ποντίκι οδηγεί 

σε εµβρυϊκό θάνατο των οµόζυγων ζώων την ηµέρα Ε10, µε αποτέλεσµα να 

γίνεται δυνατή η ανάλυση µόνο του πρώιµου  φαινοτύπου, δηλαδή αυτού στον 

πλακούντα. Το γεγονός αυτό δεν επιτρέπει τη διερεύνηση του ρόλου του 

γονιδίου στα διαγονιδιακά ζώα σε µετέπειτα  στάδια της ανάπτυξης  και 

διαφοροποίησης. Ωστόσο, είναι γνωστό ότι  ο Erf φυσιολογικά εκφράζεται σε 

όλους τους ιστούς και όργανα του ενήλικου ζώου και όπως έχει δειχθεί, από 

πειράµατα µε κυτταροκαλλιέργειες, αποτελεί µεσολαβητή του Ras/Erk 

µονοπατιού µε πιθανό ρόλο στον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού (Le 

Gallic et al., 1999; 2004). Ταυτόχρονα η µελέτη του ρόλου άλλων ets γονιδίων 

καταδεικνύει ότι η Ets οικογένεια των µεταγραφικών παραγόντων ρυθµίζει 

καίριες κυτταρικές λειτουργίες, όπως η διαφοροποίηση, η επιβίωση, ο 

πολλαπλασιασµός, και η απόπτωση (Oikawa and Yamada, 2003). Η εµπλοκή 

της οικογένειας σε παθολογικές καταστάσεις, µε κυριότερη αυτή στον 

καρκινικό µετασχηµατισµό και τη µετάσταση, αλλά και τα µέχρι τώρα δεδοµένα 

σχετικά µε τη λειτουργία του Erf, κάνουν επιτακτική την ανάγκη περαιτέρω 

διερεύνησης του ρόλου του γονιδίου.  
 

 

1.4.1 Παραγωγή εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων µε οµόζυγη έλλειψη του Erf 

   

Για τη διερεύνηση του ρόλου του γονιδίου είναι απαραίτητο να 

δηµιουργηθούν πρόδροµα εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα  τα οποία θα φέρουν  

απενεργοποιηµένα και τα δυο αλλήλια του γονιδίου. Τα πολυδύναµα βλαστικά 

κύτταρα φυσιολογικά προέρχονται από την εσωτερική κυτταρική µάζα (EKM) 

της βλαστοκύστης. Ο πολυδύναµος χαρακτήρας τους συνίσταται στο γεγονός ότι 

δίνουν γένεση στους τρεις βλαστικούς τύπους του εµβρύου και συµµετέχουν 

στο σχηµατισµό των εµβρυϊκών ιστών και κάποιων εξωεµβρυϊκών µεµβρανών 

(αλλαντοΐδα, άµνιο).  Τα κύτταρα αυτά µπορούν να διατηρούνται επ’ άπειρον σε 

αδιαφοροποίητη µορφή σε κατάλληλες συνθήκες καλλιέργειας παρουσία της 
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κυτοκίνης LIF  (Leukemia Inhibitory Factor) και υποστρώµατος εµβρυϊκών 

ινοβλαστών (Evans and Kaufman, 1981). Η καλλιέργεια των πρόδροµων αυτών 

κυττάρων επιτρέπει τη µελέτη του αναπτυξιακού τους δυναµικού αλλά και την 

in vitro  διαφοροποίησή τους προς µια από τις αναπτυξιακές τύχες (Loebel et 

al., 2003). Με άλλα λόγια είναι δυνατή η κατευθυνόµενη διαφοροποίηση προς 

τους κυτταρικούς τύπους του µεσοδέρµατος, ενδοδέρµατος ή εξωδέρµατος. 

Εποµένως, η τεχνολογία αυτή αποτελεί ένα χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη 

του ρόλου που διαδραµατίζει ο µεταγραφικός καταστολέας  Erf τόσο στην 

διατήρηση του δυναµικού των πρόδροµων βλαστικών κυττάρων, στα οποία είναι 

γνωστό ότι φυσιολογικά εκφράζεται, όσο και στην πορεία διαφοροποίησης τους.  

Η  στρατηγική της στόχευσης γονιδίων µέσω οµόλογου  ανασυνδυασµού 

(Thomas and Capecchi, 1987; Mansour et al., 1998) έχει ήδη επιτρέψει την 

απενεργοποίηση του ενός λειτουργικού αλληλίου του Erf σε βλαστικά κύτταρα. 

Έχει δειχθεί ότι κύτταρα που έχουν στοχευτεί µε κασέτα ανθεκτικότητας σε 

νεοµυκίνη µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή οµόζυγα 

µεταλλαγµένων κυττάρων χωρίς τη µεσολάβηση δεύτερου γύρου στόχευσης µε 

νέο φορέα (Mortensen et al., 1992). Aπό την  καλλιέργεια των ετερόζυγων 

(neoR/+) κυττάρων  σε υψηλές συγκεντρώσεις νεοµυκίνης προκύπτουν 

ανθεκτικοί κλώνοι που φέρουν και τα δύο αλλήλια του γονιδίου 

απενεργοποιηµένα. Σε αυτή την περίπτωση, το δεύτερο λειτουργικό αλλήλιο 

απαλοίφεται µε µιτωτικό ανασυνδυασµό, χρωµοσωµική απώλεια και 

επαναδιπλασιασµό ή γονιδιακή µετατροπή (Lefebvre et al., 2001). Αυτή η 

µεθοδολογία ωστόσο προβλέπει την χρησιµοποίηση στο φορέα στόχευσης ενός 

µεταλλαγµένου γονιδίου νεοµυκίνης, το οποίο παρέχει χαµηλά επίπεδα 

ανθεκτικότητας των ετερόζυγων κυττάρων σε υψηλές συγκεντρώσεις 

νεοµυκίνης (Yenofsky et al., 1990). Καθώς τα ετερόζυγα Erf+/neo ES κύτταρα 

που έχουν παραχθεί φέρουν το αγρίου τύπου γονίδιο νεοµυκίνης, δεν µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή οµόζυγων κυττάρων µε αυτό τον τρόπο.  

Ένας εναλλακτικός τρόπος παραγωγής οµόζυγα µεταλλαγµένων 

βλαστικών κυττάρων από ετερόζυγα είναι η στόχευση του  λειτουργικού 

αλληλίου σε ένα δεύτερο γύρο απενεργοποίησης (Mortensen et al., 1991). Αυτό 

γίνεται µε τη µεταφορά στα κύτταρα ενός νέου φορέα στόχευσης, ο οποίος θα 
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φέρει ένα διαφορετικό γονίδιο επιλογής από το πρώτο. Το γονίδιο επιλογής 

ενσωµατώνεται µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού στην περιοχή στόχευσης, 

απαλοίφει τµήµα του λειτουργικού αλληλίου και ταυτόχρονα  προσδίδει στα 

ανασυνδυασµένα κύτταρα ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικό. Στόχος της παρούσας 

εργασίας είναι η παραγωγή  εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων στα οποία θα είναι 

απενεργοποιηµένα τα δύο αλλήλια του Erf ακολουθώντας την παραπάνω 

στρατηγική.  Αρχικό  υλικό αποτελούν τα ετερόζυγα ES κύτταρα που ήδη 

φέρουν ένα αλλήλιο απενεργοποιηµένο  µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού µε 

κασέτα ανθεκτικότητας σε νεοµυκίνη. Η δεύτερη στόχευση γίνεται µε φορέα 

που περιλαµβάνει κασέτα ανθεκτικότητας σε υγροµυκίνη.  

 

 

1.4.2 Παραγωγή τροφοβλαστικών κυττάρων µε έλλειψη του Erf 

 

 Όπως προαναφέρθηκε, ο εµβρυϊκός θάνατος των οµόζυγων Erf-/- ζώων 

οφείλεται σε ανωµαλίες του πλακούντα, και συγκεκριµένα στις δοµές του 

λαβυρίνθου και των τροφοβλαστικών στρωµάτων. Οι δοµές αυτές προκύπτουν 

φυσιολογικά από κύτταρα του τροφοεκτοδέρµατος της βλαστοκύστης (Εικόνα 

3). Τα κύτταρα αυτά είναι διπλοειδή επιθηλοειδή µε ανανεωτική ικανότητα 

που διαφοροποιούµενα προς διάφορους κυτταρικούς τύπους συµβάλλουν στη 

γένεση των επιθηλιακών δοµών του πλακούντα και άλλων εξωεµβρυικών δοµών 

(Rossant, 2001). Ταυτόχρονα, έχει δειχτεί ότι η έκφραση του γονιδίου του Erf 

στον πλακούντα εντοπίζεται στα τροφοβλαστικά κύτταρα του χορίου. Εποµένως 

είναι απαραίτητο να γίνει περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου του γονιδίου στην 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κυττάρων αυτών.  
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Τροφοεκτόδερµα 

Εσωτερική 
κυτταρική  

µάζα 

Υπόβλαστο 
Εξωεµβρυονικό 
ενδόδερµα

Ενδόδερµα 
λεκιθικού σάκου 

Επίβλαστο

Αµνιακό 
εξώδερµα

Τροφοβλαστικά 
γιγαντιαία κύτταρα 

Εµβρυονικό
επίβλαστο 

Εµβρυονικό 
εξώδερµα

Αρχική 
λωρίδα 

Εµβρυονικό 
ενδόδερµα 

Μεσόδερµα

Εξωµβρυονικό 
µεσόδερµα  

Εµβρυονικό 
µεσόδερµα 

Εξωεµβρυονικό 
εξώδερµα Χόριο

Πλακούντας  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3. Η προέλευση των ιστών του εµβρύου του ποντικού. ∆ιακρίνεται η µικτή 
προέλευση του πλακούντα από το τροφοβλαστικό χόριο και την αλλαντοΐδα του 
εξωεµβρυϊκού µεσοδέµατος. Οι ιστοί κοινής προέλευσης µετά το στάδιο της 
βλαστοκύστης χρωµατίζονται µε το ίδιο χρώµα. Ιστοί του τροφοεκτοδέρµατος, πράσινο; 
Ιστοί του επίβλαστου, µπλε; Ιστοί του υπόβλαστου, ανοιχτό κόκκινο.  

 
 
 

Τα πρόδροµα κύτταρα της τροφοβλαστικής σειράς εντοπίζονται το στάδιο 

της βλαστοκύστης, την ηµέρα Ε3.5 της εµβρυϊκής ανάπτυξης. Τα κύτταρα του 

τροφοεκτοδέρµατος που βρίσκονται σε επαφή µε την εσωτερική κυτταρική µάζα 

πολλαπλασιάζονται και δίνουν γένεση στον τροφοβλαστικό ιστό, ενώ τα 

υπόλοιπα διαφοροποιούνται σε γιγαντιαία τροφοβλαστικά κύτταρα. Για την  

διατήρηση της αδιαφοροποίητης µορφής των τροφοβλαστικών κυττάρων 

φαίνεται ότι καθοριστικό ρόλο διαδραµατίζει η σηµατοδότηση του αυξητικού 

παράγοντα FGF4 µε τον υποδοχέα FGFR2IIIc (Arman et al., 1998; Kunath et 

al., 2004) (Εικόνα 4). Η γνώση αυτή στην πράξη έχει επιτρέψει την αποµόνωση 

των πολυδύναµων κυττάρων του τροφοεκτοδέρµατος από έµβρυα 3.5 ηµερών 

και τη διατήρησή τους σε καλλιέργεια παρουσία του παράγοντα FGF-4  και 

ηπαρίνης πάνω σε υπόστρωµα πρωτογενών εµβρυϊκών ινοβλαστών (Tanaka et 

al., 1998). Καθιερωµένες σειρές τροφοβλαστικών κυττάρων µπορούν να 

καλλιεργούνται χωρίς την παρουσία των ινοβλαστών σε θρεπτικό 
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εµπλουτισµένο κατά 70% µε το υπερκείµενο της πρωτογενούς καλλιέργειας 

(Conditioned Medium, CM). Αυτό υποδεικνύει ότι εκτός από τον παράγοντα 

FGF4, υπάρχει και κάποιος άλλος παράγοντας που εκκρίνεται από τους 

εµβρυϊκούς ινοβλάστες και συµβάλλει στη διατήρηση των τροφοβλαστικών 

κυττάρων. Αποµάκρυνση από το θρεπτικό του παράγοντα FGF4 ή του 

εµπλουτισµένου CM επάγει τη διαφοροποίηση των τροφοβλαστικών κυττάρων 

προς τους διάφορους υποπλυθυσµούς, των συγκυτιο- και σπογγο- 

τροφοβλαστικών αλλά κυρίως των γιαγαντιαίων κυττάρων (Hemberger, 2004). 

Εποµένως, η καλλιέργεια τροφοβλαστικών κυττάρων και η δυνατότητα 

διαφοροποίησής τους αποτελούν χρήσιµα εργαλεία στην προσπάθεια 

διερεύνησης του ρόλου του Erf στην ανάπτυξη και το δυναµικό των κυττάρων 

αυτών.  

  
 
 

             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4. Μοντέλο διατήρησης της αδιαφοροποίητης µορφής τροφοβλαστικών 

κυττάρων στο έµβρυο του ποντικού. Ο FGF4 παράγεται από το επίβλαστο (κόκκινο) 
και σηµατοδοτεί στο υπερκείµενο εξωεµβρυονικό εξώδερµα (ExE) µέσω του υποδοχέα 
FGFR2 IIIc. Η Erk2 φαίνεται ότι είναι ο κύριος σηµατοδοτικός  µεσολαβητής που 
άµεσα ή έµµεσα ενεργοποιεί απαραίτητους µεταγραφικούς παράγοντες (TFs). Το 
εξωεµβρυονικό ενδόδερµα φαίνεται µε πράσινο (Από Kunath et al., 2004) 
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Σκοπός της εργασίας είναι να αποµονωθούν βλαστοκύστες από ποντίκια 

και µετά από καλλιέργειά τους  να καθιερωθούν κυτταρικές σειρές 

τροφοβλαστικών κυττάρων. Μάλιστα, από τη διασταύρωση ετερόζυγων ως προς 

την έλλειψη του Erf ζώων αναµένεται να προκύψουν έµβρυα αγρίου τύπου, 

ετερόζυγα και οµόζυγα σε αναλογία 1:2:1. Με αυτό το τρόπο είναι δυνατό να  

παραχθούν κυτταρικές σειρές στις οποίες το γονίδιο του Erf  θα είναι 

λειτουργικό ή απενεργοποιηµένο. Κάτι τέτοιο επιτρέπει τη συγκριτική 

ανάλυση  του φαινοτύπου και του αναπτυξιακού δυναµικού των κυττάρων 

ανάλογα µε το γενότυπο τους. Επιπλέον, είναι ενδιαφέρον να εξεταστεί κατά 

πόσο η έλλειψη του γονιδίου του Erf από τροφοβλαστικά κύτταρα σε in vitro 

καλλιέργεια επηρεάζει την πορεία διαφοροποίησης τους προς τους διάφορους 

κυτταρικούς τύπους του τροφοεκτοδέρµατος.   
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
   
 

2.1  Γενικές αρχές χειρισµού κυτταροκαλλιεργειών και ζώων 

 Όλα τα πλαστικά, τα θρεπτικά µέσα και τα  διαλύµατα που 

χρησιµοποιούνται στις κυτταροκαλλιέργειες είναι αποστειρωµένα. Τα χηµικά 

διαλύµατα παρασκευάζονται σε δις απιονισµένο νερό  (ddH2O) και µαζί µε τα 

γυαλικά αποστειρώνονται σε κλίβανο στους 121° C, 1.1Atm για 20λεπτά. Ο 

χειρισµός των κυτταροκαλλιεργειών γίνεται µέσα σε ειδικό απαγωγό που 

αποστειρώνεται, πριν από κάθε χρήση,  µε UV ακτινοβόληση για 10 λεπτά. Οι 

καλλιέργειες αναπτύσσονται σε επωαστήρα 37° C, 7% CO2. 

 Η µέτρηση των κυττάρων γίνεται σε αιµοκυτταρόµετρο τύπου Neubauer 

µετά από ανάµιξη ποσότητας του  κυτταρικού εναιωρήµατος µε διάλυµα trypan 

blue σε αναλογία 1:1. Ο συνολικός αριθµός κυττάρων υπολογίζεται µε βάση τον 

τύπο [Όγκος κυτταρικού εναιωρήµατος x παράγοντας διάλυσης x Μ.Ο κυττάρων x 104] 

ενώ η % βιωσιµότητα υπολογίζεται από το λόγο των ζωντανών κυττάρων προς το 

συνολικό αριθµό κυττάρων x 100%. 

Τα ποντίκια που χρησιµοποιούνται στα πειράµατα είναι του στελέχους 

129Sv/Ev (εκτός αν αναφέρονται εξαιρέσεις στο κείµενο) και  εκτρέφονται σε 

καραντίνα του IMBB, ΙΤΕ κάτω από αυστηρές συνθήκες. Η θανάτωση των ζώων 

για τη διεξαγωγή πειραµάτων γίνεται µε αυχενική εξάρθρωση. 

 

 

2.2  Αποµόνωση γενωµικού DNA  από κύτταρα ή ιστούς 

 Τα κύτταρα  ή ο ιστός  επαναδιαλύονται σε διάλυµα λύσης [50mM Tris, 

pH 8; 100mM EDTA; 100mM NaCl; 1% SDS] και 0,5mg/ml πρωτεϊνάση Κ και 

επωάζονται για 12 ώρες στους 55°C. Στο εναιώρηµα  προστίθενται 50µg/ml 

RNase  και επωάζεται στους 37°C για 10 λεπτά. Στη συνέχεια προστίθεται  ½ 

όγκου κορεσµένο NaCl (6M) και αφήνεται στον πάγο για 10 λεπτά. Το 

εναιώρηµα φυγοκεντρείται σε 12,500rpm, 4°C, 10min και το υπερκείµενο 

µεταφέρεται σε καθαρό σωληνάκι, όπου προστίθενται  0,6 όγκοι 

ισοπροπανόλης. Αναδεύεται και αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 

λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρείται σε 12,500rpm, 4°C, 10min. Το ίζηµα 
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πλένεται µε 70% αιθανόλη και τελικά επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο  

διαλύµατος TE [10mM Tris-HCl, pH 7.4; 1mM EDTA].  

 

 

 

2.3  Εµβρυϊκοί ινοβλάστες ποντικού 

 

2.3.1 Αποµόνωση και καλλιέργεια εµβρυικών ινοβλαστών ποντικού

 Οι εµβρυϊκοί ινοβλάστες αποµονώνονται από  14,5 ηµερών έµβρυα, τα 

οποία προέρχονται από τη διασταύρωση ποντικών αγρίου τύπου του στελέχους 

129Sv/Ev. Για την αποµόνωση των ανθεκτικών σε υγροµυκίνη ινοβλαστών 

έγιναν διασταυρώσεις  θηλυκών αγρίου τύπου ποντικών του στελέχους 

129Sv/Ev µε αρσενικά DR3 ποντίκια µικτού γενετικού υποβάθρου που 

εκφράζουν συστατικά τα γονίδια ανθεκτικότητας σε υγροµυκίνη, G418 και 

πυροµυκίνη (Tucker et al., 1997). Τα έµβρυα αποµονώθηκαν την ηµέρα 14.5 

της κύησης µε το πρωτόκολλο που παρατίθεται παρακάτω. 

  Συγκεκριµένα, το έγκυο θηλυκό ποντίκι θανατώνεται και γίνεται τοµή 

στο υπογάστριο. Από τη µήτρα αποµονώνονται τα έµβρυα και τοποθετούνται σε 

πιάτο µε 1xPBS, όπου αποκόπτεται η καρδιά και το συκώτι. Οι σάρκες 

ξεπλένονται σε φρέσκο 1xPBS και τοποθετούνται σε πιάτο µε πλήρες MEFs 

θρεπτικό µε τελική σύσταση:  

1x DMEM µε  υψηλή περιεκτικότητα  σε γλυκόζη (4500mg/l) (Gibco 

31966)  

10% εµβρυϊκός βοδινός ορός (θερµική απενεργοποίηση στους 56°C για 

30 λεπτά)  (Biochrom S0115)  

1x πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη (Gibco 15140) 

Οι σάρκες κοµµατιάζονται µε τη βοήθεια λαβίδας και το κυτταρικό 

εναιώρηµα µεταφέρεται σε φλάσκα κυτταροκαλλιέργειας. Το θρεπτικό 

ανανεώνεται µετά από 4 ώρες και  στο εξής  κάθε δεύτερη µέρα. Μετά το πρώτο 

πέρασµα, ποσότητα κυττάρων ελέγχεται για µόλυνση από το βακτήριο 

Mycoplasma µε τη µέθοδο χρώσης µε DAPI.   
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2.3.2  Χρώση µε DAPI για τη διαπίστωση βακτηριακής µόλυνσης των κυττάρων 

από mycoplasma 

 Η χρώση κυττάρων µε DAPI αποτελεί ένα τρόπο διαπίστωσης πιθανής  

µόλυνσης των ευκαρυωτικών κυτταρικών καλλιεργειών από το βακτήριο 

Mycoplasma. Συγκεκριµένα, τα κύτταρα που βρίσκονται σε καλλιέργεια µέσα 

σε πιάτο, πλένονται µε 1xPBS δύο φορές και µονιµοποιούνται µε µεθανόλη. 

Στη συνέχεια προστίθεται DAPI 1µg/ml διαλυµένο σε µεθανόλη και επωάζεται 

στους 37°C για 15 λεπτά. Τα κύτταρα ξεπλένονται αρχικά µε µεθανόλη και 

µετά µε 1xPBS, οπότε είναι έτοιµα για παρατήρηση κάτω από ανεστραµµένο 

µικροσκόπιο φθορισµού.   

 

 

2.3.3  γ-απενεργοποίηση εµβρυϊκών ινοβλαστών ποντικού

Η απενεργοποίηση των ινοβλαστών εξυπηρετεί τη χρησιµοποίησή τους 

ως τροφικών κυττάρων σε καλλιέργειες ES και TS κυττάρων αλλά και την 

παραγωγή εµπλουτισµένου TS θρεπτικού. Γι αυτούς τους σκοπούς, ινοβλάστες 

πρόωρου περάσµατος που βρίσκονται σε καλλιέργεια µε πυκνότητα 80-90% 

µέσα σε φλάσκες  τρυψινοποιούνται και το κυτταρικό εναιώρηµα συλλέγεται σε 

σωλήνα 15ml τύπου Falcon µε πλήρες θρεπτικό. Η ακτινοβόληση γίνεται στα 

4000-5000rad σε ραδιενεργή πηγή. Για τα πειράµατα η ακτινοβόληση έγινε σε 

πηγή  κοβαλτίου στο Τµήµα Βιολογίας. Τα ακτινοβοληµένα κύτταρα 

µετρούνται µετά από χρώση µε trypan blue και απλώνονται σε πιάτα 

κυτταροκαλλιεργειών. Στην περίπτωση καλλιέργειας ES κυττάρων, οι 

ινοβλάστες απλώνονται στα πιάτα  µε  πυκνότητα 6x104 ζωντανά κύτταρα/cm2, 

ενώ στην περίπτωση καλλιέργειας TS κυττάρων η πυκνότητα είναι 3x104 

ζωντανά κύτταρα/cm2.   

  

 

 

 

 

 20



2.4  Στόχευση  εµβρυικών βλαστικών κυττάρων 

 

2.4.1  Καλλιέργεια εµβρυικών βλαστικών κυττάρων 

Κλώνοι ES κυττάρων προέλευσης 129Sv/Ev στους οποίους τµήµα του 

ενός αλληλίου του Erf  έχει  απαλοιφθεί µε αντικατάσταση κασέτας νεοµυκίνης 

(Erf+/neo) έχουν παραχθεί από την Χ. Παπαδάκη. Οι ανασυνδυασµένοι κλώνοι 

c.130 και c.169 καθώς και τα πατρικά αγρίου τύπου PC3 ES κύτταρα 

προέλευσης 129Sv/Ev παραχωρήθηκαν για τα πειράµατα.  

Τα ES κύτταρα καλλιεργούνται σε πλήρες ES θρεπτικό µέσο µε τελική 

σύσταση: 

1x KnockOut DMEM (Gibco 10829) 

1x  L-Γλουταµίνη  (Gibco 25030) 

1x Πενικιλλίνη/Στρεπτοµυκίνη 

1x Μη απαραίτητα αµινοξέα (Gibco 11140) 

15% Εµβρυϊκός βοδινός ορός (Hyclone) 

100µM β-Μερκαπτοαιθανόλη (Gibco 31350) 

1000U/ml Leukaemia Inhibitory Factor (ESGRO) 

Η καλλιέργεια γίνεται πάνω σε στρώµα τροφικών γ-ακτινοβοληµένων 

εµβρυϊκών ινοβλαστών ή όταν αυτό δεν είναι δυνατό, σε πιάτα επικαλυµένα µε 

0,1% ζελατίνη. Το θρεπτικό ανανεώνεται κάθε µέρα. Τα κύτταρα αποκολλώνται 

µε 0.25% τρυψίνη/EDTA έως το επίπεδο µονού κυττάρου και περνώνται σε 

πιάτα σε αναλογία 1:3 µε 1:6 κάθε 2-3 µέρες.  

 

 

2.4.2  Πλασµιδιακός φορέας στόχευσης µε δείκτη επιλογής την υγροµυκίνη 

Ο φορέας KSTK9Lx59A/pMC-Hygro έχει κατασκευαστεί από την 

Χ.Παπαδάκη και παραχωρήθηκε για το πείραµα απενεργοποίησης του δεύτερου 

αλληλίου του Erf σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα. Συγκεκριµένα, σε πλασµίδιο 

pBluescript KS είναι κλωνοποιηµένο το γενωµικό τµήµα λ59*NotI του 

γονιδίου του mErf, στο οποίο τα εξώνια II, III και τµήµα του IV (συνολικά 

800bp) έχουν αντικατασταθεί µε κασέτα ανθεκτικότητας σε υγροµυκίνη. Η 

κασέτα pMC-Hygro, µεγέθους 1.6Kb, πλαισιώνεται εκατέρωθεν από θέσεις 
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LoxP. Στα άκρα του ανασυνδυασµένου τµήµατος µεγέθους 7.8Kb έχουν 

εισαχθεί δύο κασέτες κινάσης της θυµιδίνης  HSV-TK1 και HSV-TK2 για 

αρνητική επιλογή  µε Gancyclovir. Ο φορέας έχει συνολικό µέγεθος 14.8Kb, 

αποµονώθηκε σε µεγάλη κλίµακα από βακτηριακή καλλιέργεια και 

καθαρίστηκε µε τη µέθοδο της υπερφυγοκέντρησης σε διαβάθµιση χλωριούχου 

καισίου όπως περιγράφεται στους Sambrook et al, 1989. Για την ταυτοποίηση 

του φορέα έγιναν διαγνωστικές πέψεις µε κατάλληλα ένζυµα  ενώ η 

γραµµοποίησή του µε το ένζυµο PmeI. Το προϊόν καθαρίστηκε µε τη µέθοδο 

της φαινόλης-χλωροφορµίου και το DNA επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό TE 

 

 

2.4.3  Ηλεκτροµεταφορά DNA σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα και επιλογή των 

κλώνων 

 Κύτταρα Erf+/neo των κλώνων c.130 και c.169 και πατρικά PC3 σε 

καλλιέργεια, µέσα σε πιάτο διαµέτρου 10cm, ξεπλένονται µε 1xPBS και 

τρυψινοποιούνται µε 0.25% Τρυψίνη/EDTA. Αφού µετρηθούν τα κύτταρα, 

περίπου 107 κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση σε 1200rpm, 3λεπτά  και 

επαναδιαλύονται σε διάλυµα ηλεκτροµεταφοράς (Electroporation Buffer, EB) 

[6mM ∆εξτρόζη, 20mM Hepes, 1x PBS,  100µΜ β-µερκαπτοαιθανόλη] σε 

πυκνότητα 1.5x107 κύτταρα/ml διαλύµατος. Στο εναιώρηµα προστίθενται 27-

30µg DNA διαλυµένου σε ΤΕ, αναµιγνύεται   και µεταφέρεται µε πιπέττα 

Pasteur σε  κυψελίδα     0,4cm (BioRad 165-2081). Η ηλεκτροµεταφορά γίνεται 

στα  400V, 25µF σε συσκευή BioRad Gene Pulser II. Τα κύτταρα συλλέγονται 

από την κυψελίδα σε σωλήνα και εκτιµάται το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων 

µετά από χρώση µε trypan blue. Επαναδιαλύονται σε πλήρες ES θρεπτικό µέσο 

και στρώνονται σε 4 πιάτα 10-cm επικαλυµµένα µε ζελατίνη ή πάνω σε 

εµβρυϊκούς ινοβλάστες ανθεκτικούς σε υγροµυκίνη.  

 Η επιλογή των στοχευµένων κυττάρων  ξεκινάει µια ηµέρα µετά την 

ηλεκτροµεταφορά, προσθέτοντας στο θρεπτικό 150µg/ml Υγροµυκίνη Β (Sigma 

H-7772) και 2µM Gancyclovir (Roche). Το θρεπτικό ανανεώνεται κάθε µέρα 

και η επιλογή διαρκεί 7-8 ηµέρες, οπότε έχει πεθάνει ο µεγαλύτερος αριθµός 

κυττάρων και έχουν δηµιουργηθεί ανθεκτικές αποικίες. Καθεµία αποικία  
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αποµονώνεται χωριστά, µεταφέρεται  σε 30µl  τρυψίνης σε  πιάτο 96-well, όπου 

αποσυγκροτείται και το εναιώρηµα µεταφέρεται σε πιάτο 96-well µε πλήρες ES 

θρεπτικό πάνω σε στρώµα ινοβλαστών. Μετά από 2-3 µέρες καλλιέργειας, η 

µισή ποσότητα κυττάρων µεταφέρεται σε πιάτο 96-well και  ψύχεται για 

φύλαξη στους -80°C. Τα υπόλοιπα κύτταρα χρησιµοποιούνται για επέκταση της 

καλλιέργειας   προς αποµόνωση DNA και ανάλυση του γενοτύπου του κάθε 

κλώνου. 

 

 

 

2.5 Ανάλυση των στοχευµένων κυττάρων 

 

2.5.1  Ανάλυση  του γενοτύπου ανθεκτικών ES κλώνων µε PCR 

 Οι αποικίες ES κυττάρων που επιβιώνουν την επιλογή σε υγροµυκίνη 

και gancyclovir ανακαλλιεργούνται σε µεγάλη κλίµακα. Από κάθε κλώνο 

αποµονώνεται γενωµικό DNA για γονοτυπική ανάλυση µε PCR. 

Χρησιµοποιείται το σύστηµα πολυµεράσης  υψηλής πιστότητας Expand High 

Fidelity (Boehringer Mannheim) και οι εκκινητές 5mErf και Bam3. Ο 

εκκινητής 5mErf [5’-ATGCCCATACGGTTACTCTCA-3’] είναι εσωτερικός του 

διαγονιδίου και υβριδοποιείται στο 5΄άκρο του εξωνίου ΙΙ. Ο εκκινητής Bam3 

είναι εξωτερικός του ανασυνδυασµένου διαγονιδίου και υβριδοποιείται σε 

περιοχή του 3’ UTR. 

 Στην αντίδραση που πραγµατοποιείται µε hot start περιλαµβάνονται σε 

τελική συγκέντρωση: 

 100-750ng DNA διαλυµένου σε TE 

 200µΜ dNTPs 

 300nM εκκινητής 5mErf 

 300nM εκκινητής Bam3   

 1x Expand PCR ρυθµιστικό διάλυµα µε MgCl2

 2.6U Expand µίγµα ενζύµου 

 ddH2O έως τελικό όγκο 50µl 
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Το πρόγραµµα εκτέλεσης της αντίδρασης είναι:  

1. 94° C, 6min 

2. 94° C, 30sec 

3. 60° C, 30sec 

4. 68° C, 3min   [βήµατα 2-4 x10 κύκλοι] 

5. 94° C, 30sec 

6. 60° C, 30sec 

7. 68° C, 3min   [βήµατα 5-7 x25 κύκλοι µε 5sec επέκταση/κύκλο] 

8. 72° C, 7min 

Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης συγκέντρωσης 1,2% σε ρυθµιστικό TBE. Από το αγρίου τύπου 

αλλήλιο προκύπτει ζώνη 3.8Kb,  ενώ η απαλοιφή τµήµατος του Erf µε την 

κασέτα neo δίνει µια ζώνη 4.2Kb. Στοχευµένα κύτταρα στα οποία  το ένα 

αλλήλιο έχει αντικατασταθεί από κασέτα hygro αναγνωρίζονται από την 

ύπαρξη ζώνης 4.6Kb.  

 Η δοµή του διαγονιδίου στους θετικούς κλώνους επιβεβαιώνεται 

περαιτέρω µε ανάλυση κατά Southern.  

 

 

2.5.2  Χρωµοσωµική ανάλυση ES κυττάρων (καρυότυπος) 

 Σε ES κύτταρα που βρίσκονται σε καλλιέργεια µε πυκνότητα 50-75%  σε 

πιάτο διαµέτρου 60mm προστίθενται στο θρεπτικό µέσο 20ng/ml Demecolcine 

και αφήνεται για 2 ώρες. Τα κύτταρα στη συνέχεια πλένονται µε 1xPBS, 

τρυψινοποιούνται ως µονά κύτταρα και κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση σε 

1200rpm, 3min. Το ίζηµα πλένεται µε 1xPBS και επαναδιαλύεται σε 5ml 

0.56% (w/v) KCl. Το υποτονικό διάλυµα αφήνεται για 5 λεπτά και στη συνέχεια 

τα κύτταρα κατακρηµνίζονται σε 750rpm, 5min. Στο ιζηµα προστίθενται 5ml 

παγωµένου διαλύµατος µεθανόλη:οξικό οξύ (3:1) στάγδην µε ταυτόχρονη 

ανακίνηση του κυτταρικού εναιωρήµατος. Το µονιµοποιητικό αφήνεται για 5 

λεπτά και η διαδικασία επαναλαµβάνεται τρεις φορές, ώστε τελικά το ίζηµα 

επαναδιαλύεται σε 1ml µεθανόλης-οξικού οξέος. Το εναιώρηµα ρίχνεται µε 

πιπέττα Pasteur στάγδην και από ύψος πάνω σε αντικειµενοφόρους πλάκες 
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µέσα σε απαγωγό. Οι πλάκες αφού στεγνώσουν, βάφονται µε διάλυµα 10% 

Giemsa σε 1xPBS για 20 λεπτά και µετά ξεπλένονται σε νερό βρύσης και 

απεσταγµένο νερό. Οι αντικειµενοφόροι στεγνώνουν στους 37° C και 

καλύπτονται µε καλυπτρίδα. Κάτω από οπτικό µικροσκόπιο µετράται ο αριθµός 

χρωµοσωµάτων ανά κύτταρο σε ικανό αριθµό κυττάρων.   

 

 

2.6 Τροφοβλαστικά κύτταρα ποντικού 

 

2.6.1  Προετοιµασία θρεπτικού µέσου για την καλλιέργεια τροφοβλαστικών 

κυττάρων και βλαστοκύστεων

 Το  TS θρεπτικό έχει την  εξής τελική σύσταση :  

1x RPMI 1640 µε L-Γλουταµίνη  και Hepes (Gibco 52400) 

20% Εµβρυϊκός βοδινός ορός (Biochrom) 

1mM Πυροσταφυλικό οξύ (Gibco 11360) 

100µM β-Μερκαπτοαιθανόλη 

1x Πενικιλλίνη/Στρεπτοµυκίνη 

Ο παράγοντας FGF4 σε µορφή λυοφιλιοµένης σκόνης  επαναδιαλύεται σε 

PBS/0.1% BSA  σε συγκέντρωση 25µg/ml (1000x) και µοιράζεται σε ποσότητες 

των 100µl, οι οποίες φυλάσσονται στους  -80°C. Η ηπαρίνη επαναδιαλύεται σε 

PBS σε συγκέντρωση 10mg/ml (10,000x), µοιράζεται σε ποσότητες των 500µl 

και φυλάσσεται στους -80°C. Για την παρασκευή πλήρους TS θρεπτικού 

(TS+F4H)  προστίθενται σε τελική συγκέντρωση 25ng/ml FGF-4 (Peprotech 

100-31 ή Sigma F8424) και 1µg/ml Ηπαρίνη (Sigma H-3149). 

 Για την προετοιµασία εµπλουτισµένου θρεπτικού (Feeder-conditoned 

medium, CM), γ-ακτινοβοληµένοι εµβρυϊκοί ινοβλάστες περάσµατος 1 

(Passage1, P1) απλώνονται σε πυκνότητα 2x105 κύτταρα/ml θρεπτικού σε 

πιάτα διαµέτρου 10cm. Προστίθενται 10ml TS θρεπτικού και οι καλλιέργειες 

αφήνονται για 72 ώρες. Το θρεπτικό συλλέγεται, φυγοκεντρείται σε 1200rpm 

για 3λεπτά για την κατακρήµνιση των νεκρών κυττάρων και το υπερκείµενο 

εκλούεται µέσα από φίλτρα 0.45µm. Το CM θρεπτικό φυλάσσεται στους -20°C 

και ξεπαγώνεται πριν τη χρήση του, οπότε διατηρείται στους 4°C. Τα πιάτα µε 
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τους εµβρυϊκούς ινοβλάστες χρησιµοποιούνται για την παραγωγή µιας ακόµη 

σειράς θρεπτικού.   

 

2.6.2  Αποµόνωση και καλλιέργεια βλαστοκύστεων ποντικού 

 Θηλυκά ποντίκια του στελέχους 129Sv/Ev ηλικίας δύο µηνών 

υπόκεινται σε πρόκληση ωοθυλακιορρηξίας µε ορµόνες (superovulation). 

Συγκεκριµένα, µε ενδοπεριτοναϊκή ένεση χορηγούνται 5U γοναδοτροπίνης 

PMSG (Pregnant Mares Serum Gonadotrophin, Folligon) και 46ώρες αργότερα 

5U χοριονικής γοναδοτροπίνης (Chorionic Gonadotropin, Ghorulon). Τα 

θηλυκά αµέσως µετά τη δεύτερη ένεση τοποθετούνται µε αρσενικούς για 

ζευγάρωµα  και την επόµενη µέρα ελέγχονται για την ύπαρξη  κολπικής 

πλάκας. Η ηµέρα αυτή ορίζεται ως 0.5 µέρα της κύησης αν διαπιστωθεί 

κολπική πλάκα, οπότε τα ποντίκια αποχωρίζονται από τα αρσενικά και 

τοποθετούνται σε ένα κλουβί. Την ηµέρα 3.5 της κύησης τα θηλυκά ποντίκια 

θανατώνονται και γίνεται τοµή στη µεσοκοιλιακή χώρα. Από τη σπλαχνική 

κοιλότητα αποκόπτονται οι µήτρες και τοποθετούνται σε πιάτο 35mm µε 

θρεπτικό  RPMI. Με λαβίδες αποµακρύνονται οι αποθέσεις λίπους, 

ξεπλένονται οι µήτρες και τοποθετούνται σε πιάτο µε TS θρεπτικό µέσα στον 

απαγωγό.  Με σύριγγα που περιέχει TS θρεπτικό εκτοπίζονται οι 

βλαστοκύστεις από τον εσωτερικό αυλό της µήτρας στο πιάτο. Κάτω από το 

στερεοσκόπιο συλλέγεται κάθε µια βλαστοκύστη µε αναρρόφηση σε τριχοειδές 

(Borosilicate glass capillaries 1.2mm, Harvard Apparatus Inc.), ξεπλένεται σε 

θρεπτικό TS+F4H και µεταφέρεται σε πιάτο τύπου 24-well µε γ-

ακτινοβοληµένους ινοβλάστες.  

 Η καλλιέργεια και ανάπτυξη των βλαστοκύστεων παρακολουθείται 

καθηµερινά µε µικροσκοπική παρατήρηση. Το συσσωµάτωµα κυττάρων που 

δηµιουργείται µετά από 2-3 µέρες  καλλιέργειας διασπάται µε τρυψίνη και 

καλλιεργείται στο ίδιο πιάτο µε τον ακόλουθο τρόπο: Το θρεπτικό 

αποµακρύνεται και τα κύτταρα ξεπλένονται µε 1xPBS. Στο πιάτο προστίθενται 

100µl 0.1% τρυψίνη/EDTA και επωάζεται στους 37°C, 5%CO2  για 5 λεπτά. Με 

γυάλινη πιπέττα Pasteur το συσσωµάτωµα τρυψινοποιείται σε µικρότερα 

κοµµάτια λίγων κυττάρων. Στο πιάτο προστίθενται 400µl 70%CM+1.5xF4H και 
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η καλλιέργεια συνεχίζεται. Το θρεπτικό ανανεώνεται µε 70%CM+F4H  16 ώρες 

αργότερα και στο εξής  ανά δύο µέρες. 

 

 2.6.3  Kαλλιέργεια τροφοβλαστικών  κυττάρων ποντικού 

 Τα τροφοβλαστικά κύτταρα καλλιεργούνται πάνω σε γ-ακτινοβοληµένους 

ινοβλάστες σε θρεπτικό TS+F4H. Οι πρώτες αποικίες τροφοβλαστικών 

κυττάρων εµφανίζονται 7-11 ηµέρες µετά την αποµόνωση των βλαστοκύστεων. 

Το πρώτο πέρασµα γίνεται όταν οι αποικίες έχουν καλύψει το 50% του πιάτου.  

Τα κύτταρα περνώνται σε πιάτο µεγαλύτερης επιφάνειας (1:2 έως 1:5) 

όταν η πυκνότητα φτάσει περίπου στο 80%. Μετά από κάθε πέρασµα το 

θρεπτικό εµπλουτίζεται µε 1.5xF4H. Τα τροφοβλαστικά κύτταρα µπορούν να 

καλλιεργούνται µετά τα πρώτα κρίσιµα περάσµατα σε πιάτο χωρίς γ-

ακτινοβοληµένους ινοβλάστες αλλά µε εµπλουτισµένο θρεπτικό. Συγκεκριµένα  

η καλλιέργεια γίνεται σε 70% θρεπτικό CM, 30% πλήρες TS θρεπτικό, 

1xFGF4/Ηπαρίνη. Η ταυτοποίηση  του γενοτύπου των τροφοβλαστικών 

κυττάρων γίνεται µε ανάλυση PCR µε πρωτόκολλο που περιγράφεται σε 

επόµενη παράγραφο.  

Για το πάγωµα των κυττάρων παρασκευάζεται  2x θρεπτικό µέσο 

παγώµατος [30% πλήρες θρεπτικό, 50% ορός, 20% DMSO] και αναµιγνύεται µε 

πλήρες θρεπτικό µέσο  που περιέχει τα κύτταρα σε αναλογία 1:1.  

 

 

2.6.4 Ανάλυση του γενοτύπου των τροφοβλαστικών κυττάρων και των ποντικών

 Ο γενότυπος των τροφοβλαστικών κυττάρων και των ζώων γίνεται µε 

ανάλυση PCR σε γενωµικό DNA, το οποίο αποµονώνεται από τµήµα της ουράς 

του ζώου ή από κύτταρα. Η τελική σύσταση της αντίδρασης PCR είναι:  

50-100ng γενωµικό DNA 

1µΜ Primer 1930    [5’-ACAGCAGAGAAGAGAGAAGAG-3’] 

1µΜ Primer 898    [5’-GTGGGGCAGGACATAAAAACT-3’] 

1x PCR buffer (Minotech) 

2% DMSO 

200nM dNTPs 
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2,5U Taq Polymerase (Minotech) 

ddH2O εως τελικό όγκο 50µl 

και το πρόγραµµα που εκτελείται είναι:  

1. 94° C, 6min 

2. 94° C, 45sec 

3. 58° C, 45sec     

4. 72° C, 2min     [βήµατα 2-4   x35κύκλοι] 

5. 72° C, 7min 

         Τα προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίζονται µε βάση το µέγεθός τους µε 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1,2% TBE.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1 Παραγωγή στοχευµένων ES κυττάρων 
 

 Το ένα αλλήλιο του Erf έχει απενεργοποιηθεί προηγούµενα σε εµβρυϊκά 

βλαστικά κύτταρα (κλώνοι 130 και 169)  µέσω αντικατάστασης τµήµατος του 

γονιδίου µε κασέτα ανθεκτικότητας σε νεοµυκίνη. Οι κλώνοι αυτοί είναι 

ετερόζυγοι ως προς την απαλοιφή του γονιδίου του Erf, καθώς φέρουν ένα 

λειτουργικό αλλήλιο και ένα ανασυνδυασµένο, από το οποίο έχει ελεγχθεί ότι 

δεν προκύπτει µετάγραφο. Για την παραγωγή βλαστικών κυττάρων που θα 

έχουν απενεργοποιηµένα και τα δυο αλλήλια του γονιδίου χρησιµοποιούνται οι 

κλώνοι 130 και 169 ES κυττάρων σε ένα δεύτερο  γύρο απενεργοποίησης. 

 Ο φορέας στόχευσης είναι ο ίδιος µε αυτόν που χρησιµοποιήθηκε κατά 

τον πρώτο γύρο, µε τη διαφορά ότι η κασέτα αντθεκτικότητας αντικαταστάθηκε 

µε αυτή της υγροµυκίνης.  Συγκεκριµένα, το NotI-NotI γενωµικό τµήµα του 

Erf, στο οποίο τα εξώνια ΙΙ, ΙΙΙ και τµήµα του IV έχουν αντικατασταθεί από την 

κασέτα υγροµυκίνης pMC-Hygro, είναι κλωνοποιηµένο σε φορέα Bluescript 

KS. Ο φορέας, KSTK9L x59A/pMC-Hygro συνολικού µεγέθους 14.8kb, 

περιέχει 2 κασέτες κινάσης θυµιδίνης (HSV-TK) εκατέρωθεν του 

ανασυνδυασµένου γενωµικού τµήµατoς. Με µεταφορά της γραµµοποιηµένης 

πλασµιδιακής κατασκευής στα κύτταρα στοχεύεται η επαγωγή οµόλογου 

ανασυνδυασµού µεταξύ των θέσεων NotI  των δυο ισογενών τµηµάτων και 

αντικατάσταση του ενδογενούς τµήµατος του γονιδίου από το ανασυνδυασµένο 

τµήµα (Εικόνα 4).  
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Targeting vector 

IVII III
EcoRI EcoRI 

Primer 
5mErf

Primer 
Bam3 

Mouse Erf  
wt allele 

AvrII
Not I Not I 

800b

Neo    allele 

LoxP LoxP 

IV
EcoRI EcoRI 

EcoRI

pMC-neo

EcoRI

Primer  
5mErf

Not I  Not I

LoxP LoxP 

IV
EcoRI EcoRI

EcoRI

pMC-Hygro
Not I I Not 

Hygro  allele 

 
HSV-TK1 HSV-TK2 

LoxP LoxP 

IVEcoRI

pMC-Hygro
Not I I Not 1.6Kb

Primer 
Bam3 

Primer 
Bam3

Primer  
5mErf 

BamH

1.4Kb

 
 
Εικόνα 4.. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του ενδογενούς τµήµατος του γονιδίου 
του Erf του ποντικού, του  φορέα στόχευσης και των δυο ανασυνδυασµένων αλληλίων 
όπως προκύπτουν µετά τον οµόλογο ανασυνδυασµό. Φαίνονται τα εξώνια ΙΙ, ΙΙΙ, IV 
(ορθογώνια) µε τις ενδιάµεσες ιντρονικές περιοχές, οι θέσεις  εκκινητών 5mErf και 
Bam3 (βέλη). Με τις διακεκοµµένες γραµµές περικλείεται η περιοχή του οµόλογου 
ανασυνδυασµού µεταξύ των NotI θέσεων.  pMC-neo, η κασέτα ανθεκτικότητας σε 
νεοµυκίνη; pMC-Hygro, η κασέτα ανθεκτικότητας σε υγροµυκίνη; LoxP, οι θέσεις 
ανασυνδυασµού Cre/LoxP; HSV-TK1,2 οι κασέτες αρνητικής επιλογής κινάσης της 
θυµιδίνης. 
 
 
 
 

Για τη γραµµοποίηση του φορέα γίνεται πέψη ποσότητας του 

πλασµιδιακού DNA µε το ένζυµο PmeI, για το οποίο υπάρχει µόνο µία θέση 

αναγνώρισης στον πολυσυνδέτη της κατασκευής. Το προϊόν καθαρίζεται και 

επαναδιαλύεται σε ρυθµιστικό ΤΕ.   Κύτταρα των κλώνων 130 και 169 

ξεπαγώνουν και καλλιεργούνται σε υπόστρωµα ινοβλαστών µε θρεπτικό 

παρουσία LIF. 9x106 κύτταρα από κάθε κλώνο επαναδιαλύονται σε 0.7ml 

διαλύµατος ηλεκτροµεταφοράς και στο εναιώρηµα προστίθενται 27µg του 

γραµµοποιηµένου DNA (53µl ΤΕ). Η ηλεκτροµεταφορά γίνεται µε  ένα  παλµό 

τάσης 400V και χωρητικότητας  25µF. Παράλληλα στις ίδιες συνθήκες έγινε το 

πείραµα ελέγχου µε  αγρίου τύπου πατρικά ES PC3 κύτταρα (Πίνακας 1).   
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Πίνακας 1. Οι συνθήκες ηλεκτροµεταφοράς του πλασµιδιακού DNA στις τρεις  
κυτταρικές σειρές  των ES κλώνων 130, 169 και των πατρικών PC3. Φαίνεται ο 
αριθµός του περάσµατος των κυττάρων κατά τη στιγµή του πειράµατος. 
 

Κλώνος 
Συνολικός 
αριθµός 

κυττάρων (x106) 

Βιωσιµότητα 
% 

Σταθερά χρόνου 
(msec) 

130 (P7) 9,04 46% 0,52 
169 (P6) 9,8 45% 0,6 25

µF
, 4

00
V

 

PC3 (P16) 9,17 44% 0,68 
 
 
 Τα κύτταρα µετά την ηλεκτροµεταφορά καλλιεργούνται σε ένα πιάτο 

10cm επικαλυµµένο µε ζελατίνη και καλλιεργούνται σε πλήρες ES θρεπτικό 

µέσο χωρίς ινοβλάστες, καθώς δεν είναι ανθεκτικοί στο µέσο επιλογής µε 

αντιβιοτικά. Η επιλογή γίνεται 24 ώρες αργότερα προσθέτοντας στο θρεπτικό 

υγροµυκίνη (150µg/ml) και Gancyclovir (2µM). Η προσθήκη  Gancyclovir έχει 

ως στόχο την αρνητική επιλογή των κλώνων που έχουν ενσωµατώσει τυχαία το 

διαγονίδιο µε τις κασέτες κινάσης της θυµιδίνης. Την έβδοµη ηµέρα της 

επιλογής έχει πεθάνει ο µεγαλύτερος αριθµός κυττάρων στα πιάτα και έχουν 

σχηµατιστεί αποικίες ανθεκτικών κυττάρων, οι οποίες αποµονώνονται. 

Συνολικά αποµονώθηκαν 35 αποικίες από κάθε κλώνο. Ανθεκτικές αποικίες 

εµφανίστηκαν στα ίδια ποσοστά και στα πατρικά PC3 κύτταρα, αλλά δεν έγινε 

αποµόνωση και ανάλυση κλώνων. Τα κύτταρα από τη στόχευση  του κλώνου 

130 και 169 καλλιεργήθηκαν σε µεγαλύτερη κλίµακα, ενώ µια ποσότητά τους 

φυλάχτηκε στους -80°C.  

 Η αποµόνωση γενωµικού DNA έγινε επιτυχώς από τους 59 κλώνους και 

ο γενότυπος αναλύθηκε µε  αντίδραση PCR µε τους εκκινητές Bam3 και 

5mErf. Από τους δυο εκκινητές, ο ένας είναι εσωτερικός του NotI τµήµατος του 

διαγονιδίου και ο άλλος είναι εξωτερικός. Πολυµερισµός του αγρίου τύπου 

τµήµατος,  δίνει προϊόν PCR µεγέθους 3.8Kb, ενώ το αλλήλιο µε την κασέτα 

νεοµυκίνης (neo) 4.2Kb. Το ανασυνδυασµένο αλλήλιο που φέρει την κασέτα 

υγροµυκίνης (hygro) δίνει ένα προϊόν µεγέθους 4.6Kb. Από την ανάλυση 44 

κλώνων προέκυψε ότι ένας κλώνος, ο 130#9 δεν εµφανίζει την αγρίου τύπου 

ζώνη, αλλά τα δύο ανασυνδυασµένα προϊόντα (Εικόνα 5). Αυτό καταδεικνύει 

ότι στον κλώνο 130#9 έχει στοχευτεί και το δεύτερο αλλήλιο του Erf. Για να 
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γίνουν περαιτέρω αναλύσεις, κύτταρα του κλώνου που είχαν ψυχθεί 

κατάλληλα, ξεπάγωσαν και καλλιεργήθηκαν  σε µεγαλύτερη κλίµακα. Τα 

κύτταρα στην καλλιέργεια είχαν την τυπική µορφολογία ES αποικιών µε σαφή 

όρια, χωρίς έντονα σηµάδια διαφοροποίησης. Μία ποσότητα κυττάρων 

χρησιµοποιήθηκε για καρυοτυπική ανάλυση µε χρώση των χρωµοσωµάτων µε 

διάλυµα Giemsa (Εικόνα 6).  ∆ιαπιστώθηκε ότι  το 80% των κυττάρων του 

κλώνου είχαν 40 χρωµοσώµατα, ενώ το υπόλοιπο ποσοστό ήταν ανευπλοειδίες 

µε 39 ή 38 χρωµοσώµατα. Μια ποσότητα κυττάρων χρησιµοποιήθηκε για 

αποµόνωση γενωµικού DNA και επανάληψη της αντίδρασης της πολυµεράσης 

για επιβεβαίωση του αποτελέσµατος.   

 
 

 
                                                                                                               
 
Εικόνα 5. Ανάλυση του γενοτύπου  των  ES κλώνων µε 
ηλεκτροφόρηση  των  προϊόντων  της  PCR  σε  1,2% 
αγαρόζη/ΤΒΕ. Ο κλώνος 130#9 εµφανίζει τις ζώνες 
4.2Kb και  4.6Kb  που αντιστοιχούν  στα  neo και hygro 
ανασυνδυασµένα αλλήλια. Οι κλώνοι 130#31 και 
130#35 έχουν την αγρίου τύπου ζώνη 3.8Kb και το 
αλλήλιο µε την κασέτα νεοµυκίνης. nc, αρνητικό 
control της αντίδρασης PCR.  

 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 6. Καρυότυπος κυττάρων του διπλά 
ανασυνδυασµένου κλώνου 130#9 µετά από χρώση των 
χρωµοσωµάτων µε Giemsa. 
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3.2  Βελτιστοποίηση συνθηκών ηλεκτροµεταφοράς 
  
 Ένας από τους στόχους της εργασίας είναι να βελτιστοποιηθούν οι 

συνθήκες διεξαγωγής του πειράµατος στοχευµένης απενεργοποίησης του 

γονιδίου σε βλαστικά κύτταρα. Για το σκοπό αυτό έγιναν πειραµατικοί έλεγχοι 

τόσο στις συνθήκες τις ηλεκτροµεταφοράς, όσο και στις συνθήκες χειρισµού και 

καλλιέργειας των κυττάρων. Αρχικά ελέγχθηκε κατά πόσο ο τελικός όγκος και 

η σύσταση  του διαλύµατος επηρεάζει τις συνθήκες ηλεκτροµεταφοράς. 

∆ιαφορετικοί όγκοι σταθερής σύστασης του διαλύµατος ηλεκτροµεταφοράς EB 

µεταφέρθηκαν σε κυβέττες και υποβλήθηκαν σε ένα παλµό τάσης 400V και 

χωρητικότητας 25µF. Μετράται η βιωσιµότητα των κυττάρων και σηµειώνεται 

η αναγραφόµενη από τη συσκευή ηλεκτροµεταφοράς σταθερά χρόνου, που 

εκφράζει τη διάρκει του παρεχόµενου παλµού (Πίνακας 2). Τα κύτταρα δεν 

καλλιεργούνται περαιτέρω για επιλογή ανθεκτικών κλώνων. 

Σε ένα επόµενο πείραµα ελέγχθηκε κατά πόσο η σύσταση του διαλύµατος 

επηρεάζει τη σταθερά χρόνου. Συγκεκριµένα ελέγχθηκε αν η προσθήκη του 

διαλύµατος ΤΕ [10mM Tris-HCl, pH 7.4; 0,1mM EDTA], µέσα στο οποίο είναι 

επαναδιαλυµένο το πλασµιδιακό DNA, επιδρά στην αγωγιµότητα του µέσου και 

εποµένως στη σταθερά. ∆ιαφορετικοί όγκοι ΤΕ διαλύµατος αναµίχθηκαν µε 

διάλυµα EB και υποβλήθηκαν σε ένα παλµό τάσης 400V και χωρητικότητας 

25µF. Στο εναιώρηµα δεν περιέχονται κύτταρα, οπότε καταγράφεται µόνο η 

διάρκεια του παλµού. Από το πείραµα φαίνεται ότι το ΤΕ διάλυµα επηρεάζει 

την ηλεκτροµεταφορά  από ένα όριο και µετά (Πίνακας 3).  

 
Πίνακας 2. Σχέση του τελικού όγκου του διαλύµατος ηλεκτροµεταφοράς και της 
διάρκειας του παλµού. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν µε το ίδιο διάλυµα 
ηλεκτροµεταφοράς.   
 

 400V, 25µF, 0.4cm κυψελίδα 
Όγκος διαλύµατος 

 (µl) 
Σταθερά 

χρόνου (msec) 
100 2.90 
300 0.98 
500 0.66 
800 0.42 
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Πίνακας 3. Επίδραση της τελικής σύστασης του διαλύµατος ηλεκτροµεταφοράς στη 
σταθερά χρόνου. 
 

400V, 25µF, 0.4cm κυψελίδα, τελικός όγκος 800 µl 
Σύσταση διαλύµατος Σταθερά χρόνου (msec) 

800 µl ΕΒ 0.42 
  50 µl ΤΕ + 750 µl ΕΒ 0.42 
100 µl ΤΕ + 700 µl ΕΒ 0.42 
200 µl ΤΕ + 600 µl ΕΒ 0.58 
400 µl ΤΕ + 400 µl ΕΒ 0.68 

 
 

Σε ένα επόµενο στάδιο, θέλαµε να ελέγξουµε τη βιωσιµότητα των 

κυττάρων µετά την ηλεκτροµεταφορά σε σχέση µε τις συνθήκες τάσης και 

χωρητικότητας. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ηλεκτροµεταφοράς του 

πλασµιδιακού DNA KSTK9L σε κύτταρα του κλώνου 130, µε γενότυπο Erf+/neo, 

υπό διαφορετικές συνθήκες τάσης ρεύµατος και χωρητικότητας. Συγκεκριµένα, 

κύτταρα περάσµατος 6 (P6) επαναδιαλυµένα σε 700µl διαλύµατος 

ηλεκτροµεταφοράς και 27µg του φορέα στόχευσης σε 50µl TE µεταφέρονται σε 

κυψελίδα 0.4cm. Γίνονται διαφορετικές ηλεκτροδιατρήσεις ενός παλµού σε 

διαφορετικές συνθήκες τάσης και χωρητικότητας και µετράται η σταθερά 

χρόνου και η εκατοστιαία βιωσιµότητα των κυττάρων µετά την 

ηλεκτροµεταφορά. Η βιωσιµότητα των κυττάρων σε συνθήκες καλλιέργειας και 

πριν το πείραµα κυµαινόταν σε επίπεδα 95-97%. Τα αποτελέσµατα 

παρατίθενται στον πίνακα 4. 

 
Πίνακας 4. Μέτρηση της βιωσιµότητας και σταθεράς χρόνου µετά από 

ηλεκτροµεταφορά πλασµιδιακού DNA σε κύτταρα υπό διαφορετικές συνθήκες.  
 Τάση 

(volt) 

Συνολικός αριθµός 
κυττάρων σε  

0.75ml EB (x106) 

Βιωσιµότητα 
% 

Σταθερά χρόνου 
(msec) 

300 10,29 89,14 0,5 
400 8,82 83,15 0,52 25µF 
500 10,29 80,11 0,5 
300 10,2 87,7 0,98 50µF 400 7,4 84,75 1 
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Τέλος, πραγµατοποιήθηκε ένα πείραµα στόχευσης στο οποίο κατά τη 

διαδικασία της επιλογής  χρησιµοποιήθηκαν ινοβλάστες ανθεκτικοί σε 

υγροµυκίνη  ως υπόστρωµα καλλιέργειας των στοχευµένων κυττάρων. Αυτό 

έγινε για να εξεταστεί αν η παρουσία των ινοβλαστών παρέχει ένα καλύτερο 

υπόστρωµα στις ανθεκτικές αποικίες.  107 ES κύτταρα του κλώνου 130 

περάσµατος 5 (P5) επαναδιαλύθηκαν σε 0.5ml διαλύµατος ηλεκτροµεταφοράς 

και αναµίχθηκαν µε 30µg φορέα (45µl TE) µέσα σε κυψελίδα. Η 

ηλεκτροδότηση έγινε µε ένα παλµό τάσης 400V και χωρητικότητας 25µF. Η 

σταθερά χρόνου ήταν 0.62msec, ενώ η βιωσιµότητα των κυττάρων 85%. Το ένα 

τέταρτο των ES κυττάρων απλώθηκε σε ένα πιάτο µε  υπόστρωµα DR3 

ανθεκτικών  ινοβλαστών και πλήρες θρεπτικό  και καλλιεργήθηκε κατά τις 

κλασσικές συνθήκες. Η επιλογή έγινε µε 150µg/ml Υγροµυκίνη Β και 2µM 

Gancyclovir και την έβδοµη ηµέρα αποµονώθηκαν 24  ανθεκτικοί κλώνοι. Η 

ανάλυση του γενοτύπου έδειξε ότι κανένας κλώνος δεν έφερε το µεταλλαγµένο 

hygro αλλήλιο (Εικόνα 7).  

 
 
 

 
Εικόνα 7.  Ανάλυση  του  γενοτύπου   των   ES κλώνων  µε 
ηλεκτροφόρηση  των  προϊόντων  της  PCR.. Ο κλώνος  #13 
εµφανίζει µόνο  την  αγρίου  τύπου  ζώνη  3.8Kb, ενώ  οι 
υπόλοιποι  εµφανίζουν  επιπλέον   τη ζώνη  4.2Kb  που 
αντιστοιχεί   στο  neo ανασυνδυασµένο   αλλήλιο.  
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3.3  Καθιέρωση τροφοβλαστικών κυτταρικών σειρών 
 

 Ένας από τους στόχους της παρούσας εργασίας είναι η καθιέρωση 

σταθερών σειρών τροφοβλαστικών κυττάρων αγρίου τύπου, οµόζυγων ή 

ετερόζυγων   για την έλλειψη του Erf. Γι αυτό το σκοπό, έγιναν διασταυρώσεις 

µεταξύ ετερόζυγων ποντικών (Erf+/−) και αποµονώθηκαν έµβρυα την ηµέρα 3,5 

της κύησης. Συνολικά, από τρία έγκυα θηλυκά αποµονώθηκαν 34 έµβρυα και 

καλλιεργήθηκαν χωριστά το καθένα πάνω σε γ-ακτινοβοληµένους ινοβλάστες σε 

θρεπτικό  µε ηπαρίνη και FGF4. Τα έµβρυα την ηµέρα της αποµόνωσης (ηµέρα 

1) είχαν τη µορφή βλαστοκύστεων, περιβαλλόµενες από το κάλυµµα της 

διαφανούς ζώνης (Εικόνα 8). Η πορεία ανάπτυξης των βλαστοκύστεων 

παρακολουθούνταν µε µικροσκοπική παρατήρηση καθηµερινά. Τρεις από τις 

βλαστοκύστες που αποµονώθηκαν ήταν  εκφυλισµένες, δηλαδή δεν 

παρουσίαζαν την τυπική µορφολογία. Αυτές δεν αναπτύχθηκαν σε επόµενο 

στάδιο ανάπτυξης και η καλλιέργειά τους διακόπηκε. Οι υπόλοιπες 

βλαστοκύστες προχώρησαν στο επόµενο στάδιο της εκκόλαψης (hatching), κατά 

το οποίο γίνεται απελευθέρωση της βλαστοκύστης µέσα από  τη διαφανή ζώνη. 

Η εκκόλαψη έγινε 36-48 ώρες µετά την αποµόνωση, οπότε οι βλαστοκύστες 

αποδεσµεύτηκαν και επικάθισαν στο πιάτο της καλλιέργειας. Σ’ αυτή τη φάση, 

διακρίνεται η κοιλότητα του βλαστόκοιλου που δηµιουργείται από τα κύτταρα 

του τροφοεκτοδέρµατος και η εσωτερική κυτταρική µάζα.  
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Εικόνα 8. Μορφολογία βλαστοκύστεων µετά την αποµόνωσή τους από τη µήτρα. 
a) Βλαστοκύστη αµέσως µετά την αποµόνωση από τη µήτρα και b) αφότου έχει 
επικαθίσει στο πιάτο καλλιέργειας. c) Εκφυλισµένη βλαστοκύστη µε καθυστερηµένη 
ανάπτυξη και d) βλαστοκύστη που αποδεσµεύεται από τη διάφανη ζώνη κατά την 
εκκόλαψη. ΤΕ, Τροφοεκτόδερµα; ΕΚΜ, Εσωτερική κυτταρική µάζα; ∆Ζ, ∆ιάφανη ζώνη 
 
 
 

Αφότου οι βλαστοκύστες  προσκολληθούν, κατά την ηµέρα 4, 

σχηµατίζεται ένα συσσωµάτωµα κυττάρων (outgrowth), στην κορυφή του 

οποίου διακρίνεται ο πυρήνας µε τα κύτταρα της εσωτερικής κυτταρικής µάζας, 

ενώ  τα τροφοβλαστικά κύτταρα προσκολλώνται και αναπτύσσονται στον πάτο 

(Εικόνα 9). Το συσσωµάτωµα αποσυγκροτήθηκε µε τρυψίνη την ηµέρα 5. Οι 

πρώτες αποικίες  πρόδροµων τροφοβλαστικών κυττάρων µε επιθηλιοειδή µορφή 

και διακριτά όρια άρχισαν να διακρίνονται τις µέρες 8-11. Πολλές από τις 

αποικίες κυττάρων διαφοροποιούνταν έντονα, κυρίως µετά από κάθε πέρασµα, 

προς γιγαντιαία τροφοβλαστικά και δεν παρατηρούνταν περαιτέρω 

πολλαπλασιασµός τους.  Ενδεικτικό είναι ότι περίπου οι µισές καλλιέργειες 

εκφυλίστηκαν µέσα στις πρώτες 20 ηµέρες καλλιέργειας, ενώ άλλες συνέχιζαν 

να αυξάνονται περαιτέρω.  
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Εικόνα 9. Αποικίες τροφοβλαστικών κυττάρων.  
a) Συσσωµάτωµα κυττάρων 4 ηµέρες µετά την αποµόνωση της βλαστοκύστης. Αποικία 
πρόδροµων τραφοβλαστικών κυττάρων b) 3 µέρες µετά την τρυψινοποίηση του 
συσσωµατώµατος και  c) 7 µέρες µετά. d) ∆ιαφοροποιηµένα τροφοβλαστικά κύτταρα 
µετά από καλλιέργεια 1 µήνα (gtc, giant trophoblast cells). 
 
 
 
 

Η καλλιέργεια των κυττάρων διήρκησε 2 µήνες, διάστηµα στο οποίο 

τελικά επιβίωσε µια µόνο καλλιέργεια. Οι περισσότερες αποικίες που 

αναπτύσσονταν µετά από κάθε πέρασµα διαφοροποιούνταν και δεν ήταν δυνατή 

η επέκταση της καλλιέργειάς τους. ∆εν στάθηκε δυνατό να αποµονωθεί 

γενωµικό DNA  από τα κύτταρα αυτά, λόγω του µικρού αριθµού κυττάρων και 

άρα δεν έγινε γνωστός ο γενότυπος τους. Κύτταρα προερχόµενα από την 

βλαστοκύστη #14 είχαν τη µορφή αποικιών που διατηρούνταν σε 

αδιαφοροποίητη µορφή καθόλη τη διάρκεια της καλλιέργειας (Εικόνα 10). 

Κάποια σηµάδια διαφοροποίησης ήταν εµφανή κυρίως στις άκρες των αποικιών.  

Η ανάλυση του γενοτύπου των κυττάρων µετά από αποµόνωση γενωµικού DNA 
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έδειξε ότι πρόκειται για αγρίου τύπου τροφοβλαστικά κύτταρα (Εικόνα 11). Τα 

κύτταρα ψύχθηκαν και φυλάχτηκαν σε κατάλληλες συνθήκες για µελλοντική 

τους χρήση. 
 
              
 

                        
 
Εικόνα 10. Καθιέρωση τροφοβλαστικών κυττάρων από τη βλαστοκύστη αγρίου τύπου. 
a) Η βλαστοκύστη τη µέρα 1 της αποµόνωσης και αποικίες τροφοβλαστικών κυττάρων 
b) την ηµέρα 44,  c) την ηµέρα 60 µετά από πέρασµα και d) την ηµέρα 68. 
 
 
 
                                               
                      
         
                           Εικόνα 11. Ανάλυση του γενοτύπου των τροφοβλαστικών 

κυττάρων   προερχόµενα από τη βλαστοκύστη #14 µε PCR. Η 
ζώνη µεγέθους 1000bp αντιστοιχεί στο αγρίου τύπου αλλήλιο 
του Erf.  (nc, negative control; λΗΙΙΙ, λ HindIII δείκτης 
µεγεθών). 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

 

4.1  Η στόχευση του δεύτερου αλληλίου του Erf σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα 

 

 Το ένα αλλήλιο του γονιδίου του Erf έχει ήδη απενεργοποιηθεί σε 

εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα. Η απαλοιφή έγινε µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού 

των κριτικών εξωνίων ΙΙ, ΙΙΙ  και τµήµατος του IV του γονιδίου µε κασέτα 

ανθεκτικότητας σε νεοµυκίνη. Αναλύσεις ως προς τη δοµή του 

ανασυνδυασµένου τµήµατος και την παραγωγή µεταγράφου έχει δείξει ότι το 

ένα αλλήλιο στα βλαστικά κύτταρα των κλώνων 130 και 169 είναι 

απενεργοποιηµένο. Για την απαλοιφή του δεύτερου αλληλίου στα κύτταρα αυτά 

έγινε ένας δεύτερος γύρος απενεργοποίησης βασιζόµενος στην ίδια στρατηγική. 

Η στόχευση έγινε µε φορέα στον οποίο τµήµα του γονιδίου έχει αντικατασταθεί 

από κασέτα ανθεκτικότητας σε υγροµυκίνη. Μια από τις βασικές παραµέτρους 

που επηρεάζουν την αποτελεσµατικότητα των πειραµάτων στόχευσης είναι το 

µέγεθος του φορέα και το ποσοστό οµολογίας µε το ενδογενές γενωµικό τµήµα 

προς στόχευση (Muller, 1999).  Γι αυτό το σκοπό, η κατασκευή  και το µέγεθος 

του φορέα δεν µεταβλήθηκαν σηµαντικά, παρά µόνο κατά 200 νουκλεοτιδικές  

βάσεις. Τα άκρα του φορέα, εκατέρωθεν της κασέτας pMC-Hygro,  έχουν  3kb 

οµολογία στο 3’άκρο µε το ενδογενές αλλήλιο και  3.3kb  στο 5’ άκρο, δηλαδή 

όπως και στην περίπτωση της πρώτης στόχευσης.  

 Ο οµόλογος ανασυνδυασµός συµβαίνει περίπου 1000 φορές λιγότερο 

συχνά σε σχέση µε τα γεγονότα τυχαίας ενσωµάτωσης. Για να γίνει 

εµπλουτισµός των κλώνων που προκύπτουν από οµόλογο ανασυνδυασµό 

χρησιµοποιείται το σύστηµα της θετικής και αρνητικής επιλογής. Η θετική 

επιλογή γίνεται µε προσθήκη στο θρεπτικό υγροµυκίνης, οπότε επιλέγονται 

θετικά οι κλώνοι που εκφράζουν το γονίδιο ανθεκτικότητας. Οι δύο κασέτες 

αρνητικής επιλογής HSV-TK έχουν εισαχθεί στα άκρα του  γραµµοποιηµένου 

φορέα, γεγονός που έχει δειχθεί ότι δεν επηρεάζει την αποτελεσµατικότητα του 

οµόλογου ανασυνδυασµού. Κύτταρα στα οποία γίνεται οµόλογος ανασυνδυασµός 

µεταξύ του ενδογενούς τµήµατος µε την κατασκευή, χάνουν τις κασέτες, ενώ 

κύτταρα στα οποία έγινε τυχαία ενσωµάτωση διατηρούν τα δύο γονίδια. Οι 
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τελευταίοι κλώνοι πεθαίνουν σε µέσο επιλογής µε 2µM gancyclovir, καθώς 

µετατρέπουν το νουκλεοτιδικό ανάλογο σε τοξικό. Το gancyclovir όταν 

χρησιµοποιείται σε συγκεντρώσεις 0.01µΜ έως 10µΜ δεν είναι κυτοτοξικό για 

τα ES κύτταρα που δεν έχουν τις κασέτες (Mansour et al, 1988).  Με τον τρόπο 

αυτό γίνεται εµπλουτισµός των κλώνων που έχουν ανασυνδυαστεί µε οµόλογο 

ανασυνδυασµό έναντι των τυχαίων ενθέσεων κατά 5-10 φορές (Ledermann, 

2000).  

 Κατά το πρώτο πείραµα που πραγµατοποιήσαµε αποµονώθηκαν 35 

ανθεκτικές αποικίες από κάθε υποκλώνο (130 και 169) µετά από επταήµερη 

επιλογή. Από τους 44 κλώνους που αναλύθηκαν µε PCR βρέθηκε ένας κλώνος 

µε το επιθυµητό πρότυπο προϊόντων, δηλαδή να έχει χάσει την αγρίου τύπου 

ζώνη. Ανάλυση της δοµής του στοχευµένου αλληλίου µε τεχνικές Southern 

ανοσοαποτύπωσης και εκκινητές εκατέρωθεν του διαγονιδίου αναµένεται να 

δείξουν αν το αλλήλιο έχει µεταλλαχθεί µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού. 

Συνολικά, το ποσοστό επιτυχίας στο πείραµα από το οποίο προέκυψε ο οµόζυγα 

µεταλλαγµένος κλώνος αντιστοιχεί σε 2,3%. Παρόµοια πειράµατα που έχουν 

πραγµατοποιηθεί δείχνουν ότι η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου κυµαίνεται  

περίπου στο ποσοστό  5% (Mortensen et al., 1991).  Γι αυτό προκειµένου να 

αυξηθεί η αποδοτικότητα της µεθόδου, πραγµατοποιήθηκαν έλεγχοι ως προς τις 

συνθήκες ηλεκτροµεταφοράς.   
 

 

4.2  Βελτιστοποίηση του πειράµατος στόχευσης  σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα 
 

Η τεχνολογία της ηλεκτροµεταφοράς σε κύτταρα βασίζεται στη χρήση 

µικρών παλµών υψηλής τάσης προκειµένου να ξεπεραστεί ο φραγµός της 

κυτταρικής µεµβράνης (Gehl, 2003). Εφαρµόζοντας εξωτερικά ένα ηλεκτρικό 

πεδίο που µόλις  ξεπερνά τη χωρητικότητα της κυτταρικής µεµβράνης, είναι 

δυνατή η παροδική και αναστρέψιµη αύξηση της διαπερατότητας. Ο 

σχηµατισµός διαπερατών περιοχών στην µεµβράνη µε την ηλεκτροδιάτρηση 

συµβαίνει σε ένα χρονικό διάστηµα µικρότερο του δευτερολέπτου, ενώ η 

επαναφορά διαρκεί µερικά λεπτά.  Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η είσοδος 
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των επιθυµητών DNA µορίων στο εσωτερικό των κυττάρων. Η βελτιστοποίηση 

της τεχνικής συνίσταται στον καθορισµό των συνθηκών που συνδυάζουν τη 

µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα ως προς τη µεταφορά του DNA και τη 

µικρότερη θνησιµότητα των κυττάρων.   

Σε µια προσπάθεια µελέτης των παραµέτρων που επηρεάζουν την 

ηλεκτροµεταφορά, αρχικά ελέγχθηκε σε ποιο βαθµό ο τελικός όγκος και η 

σύσταση  του διαλύµατος επηρεάζουν τις συνθήκες του πειράµατος. Τα 

αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο τελικός όγκος του διαλύµατος επηρεάζει την 

διάρκεια του παλµού που  εκφράζεται από τη σταθερά χρόνου. Η σταθερά 

χρόνου αποτελεί συνάρτηση της αντίστασης του µέσου και της χωρητικότητας, 

και εκφράζει το χρόνο που απαιτείται για να µειωθεί η τάση στο 37% (1/e) της 

αρχικής τιµής. Όπως έχουν δείξει προηγούµενα πειράµατα η επιθυµητή τιµή 

της σταθεράς χρόνου κυµαίνεται µεταξύ 0.4-0.6 msec, τιµές που 

επιτυγχάνονται σε όγκο διαλύµατος 600-700µl. Σε ένα επόµενο πείραµα 

ελέγχθηκε κατά πόσο η σύσταση του διαλύµατος επηρεάζει τη σταθερά χρόνου. 

Η προσθήκη του διαλύµατος ΤΕ  µέσα στο οποίο είναι επαναδιαλυµένο το 

πλασµιδιακό DNA, επιδρά στην αγωγιµότητα του µέσου και εποµένως στη 

σταθερά. ∆ιαφορετικοί όγκοι ΤΕ διαλύµατος αναµίχθηκαν µε διάλυµα EB και 

υποβλήθηκαν σε ένα παλµό τάσης 400V και χωρητικότητας 25µF. Από το 

πείραµα προέκυψε ότι το ΤΕ διάλυµα επηρεάζει την ηλεκτροµεταφορά  όταν 

ξεπεράσει το 25% του τελικού όγκου.  

Σε ένα επόµενο στάδιο, θέλαµε να ελέγξουµε τη βιωσιµότητα των 

κυττάρων µετά την ηλεκτροµεταφορά σε σχέση µε τις συνθήκες τάσης και 

χωρητικότητας. Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ηλεκτροµεταφοράς του 

πλασµιδιακού DNA σε ES κύτταρα µε γενότυπο Erf+/neo, υπό διαφορετικές 

συνθήκες τάσης ρεύµατος και χωρητικότητας. Η µέτρηση των κυττάρων µετά 

την ηλεκτροδότηση δείχνει ότι η βιωσιµότητα δεν µεταβάλλεται σηµαντικά 

όταν η τάση  κυµαίνεται µεταξύ 300-500V.  Ωστόσο, ο διπλασιασµός της 

χωρητικότητας επηρεάζει σηµαντικά τη σταθερά χρόνου και µάλιστα την 

αυξάνει σχεδόν κατά δυο φορές από το επιθυµητό. Εποµένως, η χωρητικότητα 

των 25µF δίνει καλύτερα αποτελέσµατα από τα 50µF. 
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Τέλος, πραγµατοποιήθηκε ένα πείραµα στόχευσης στο οποίο κατά τη 

διαδικασία της επιλογής  χρησιµοποιήθηκαν DR3 ινοβλάστες ανθεκτικοί σε 

υγροµυκίνη  ως υπόστρωµα καλλιέργειας των στοχευµένων κυττάρων. Η 

ηλεκτροµεταφορά πραγµατοποιήθηκε στις ίδιες συνθήκες τάσης και 

χωρητικότητας.  Η παρουσία των ινοβλαστών αφενός συνέβαλε θετικά στην 

ανάπτυξη των αποικιών σε ότι αφορά τη µορφολογία των αποικιών, αλλά 

δυσχεραίνει τη διαδικασία αποµόνωσής τους από το πιάτο. Πάντως, από το 

πείραµα αυτό προέκυψαν περισσότεροι ανθεκτικοί σε υγροµυκίνη κλώνοι σε 

σχέση µε τα προηγούµενα πειράµατα. Συνολικά αποµονώθηκαν 24  αποικίες 

από την επίστρωση του ¼  των κυττάρων που ηλεκτροπορώθηκαν. Αυτό 

σηµαίνει ότι σε πραγµατικές συνθήκες θα προέκυπταν αναλογικά 24x4=96 

αποικίες, δηλαδή 2.2 φορές περισσότερες από το πρώτο πείραµα.  Αυτό σηµαίνει 

ότι η παρουσία του υποστρώµατος των ινοβλαστών κατά την επιλογή των 

κυττάρων πιθανόν να ενισχύει την ανάπτυξη των κυττάρων και άρα τη 

δηµιουργία αποικιών. Εποµένως, κάτω από τις συνθήκες αυτές αναπτύσσονται 

περισσότερες αποικίες και αυξάνεται η πιθανότητα να βρεθούν ανάµεσα στους 

ανθεκτικούς κλώνους κάποιοι οµόλογα ανασυνδυασµένοι.  

 

 

 

4.3  Καθιέρωση τροφοβλαστικής κυτταρικής σειράς  

 

 Στην προσπάθεια  µας να καθιερώσουµε σταθερές σειρές τροφοβλαστικών 

κυττάρων, αποµoνώσαµε βλαστοκύστες 3.5 ηµερών από έγκυα ποντίκια. Από τη  

διασταύρωση µεταξύ ετερόζυγων ως προς τη µετάλλαξη του Erf ποντικών 

προκύπτουν απόγονοι αγρίου τύπου, ετερόζυγοι και οµόζυγοι σε Μεντελική 

αναλογία 1:2:1. Εποµένως από τις 34 βλαστοκύστες που αποµονώθηκαν 

αναµένεται  περίπου 8 από αυτές να είναι οµόζυγες, 8 αγρίου τύπου και οι 

υπόλοιπες ετερόζυγες. Η καλλιέργεια των κυττάρων ήταν µια χρονοβόρα και 

λεπτή διαδικασία, κατά την οποία τελικά καθιερώθηκε µόνο µία τροφοβλαστική 

σειρά αγρίου τύπου. Στα πρώτα στάδια καλλιέργειας των βλαστοκύστεων, δεν 

παρατηρήθηκαν µορφολογικές διαφορές µεταξύ τους. Αυτό ήταν κάτι 
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αναµενόµενο, καθώς στα διαγονιδιακά ζώα, η έλλειψη του Erf δεν φαίνεται να 

επηρεάζει την ανάπτυξη των εµβρύων κατά την προ-εµφυτευτική περίοδο και 

λίγο αργότερα. Ωστόσο, οι αποικίες των τροφοβλαστικών κυττάρων που 

αναπτύχθηκαν κατά τις πρώτες δέκα ηµέρες µετά την τρυψινοποίηση του 

συσσωµατώµατος ήταν αρκετά ετερογενείς µεταξύ τους. ∆ηλαδή, υπήρχαν 

αποικίες µε επιθηλιοειδή µορφή  που αυξάνονταν πολύ και άλλες που 

διαφοροποιούνταν έντονα προς γιγαντιαία τροφοβλαστικά και σταµατούσαν να 

αναπτύσσονται.   

Από τα µέχρι τώρα δεδοµένα, υπάρχει η γνώση ότι ο Erf εµπλέκεται στον 

έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και στην διαφοροποίηση των 

τροφοβλαστικών κυττάρων. Η µελέτη του γονιδίου  σε άλλα κυτταρικά 

συστήµατα δείχνει ότι ο Erf επάγει δέσµευση του κυτταρικού κύκλου όταν 

εντοπίζεται στον πυρήνα, ενώ µετά από φωσφορυλίωση από την Erk2 

µετατοπίζεται στο κυτόπλασµα. Επίσης είναι γνωστό ότι η κινάση Erk2 

συµµετέχει στην ανάπτυξη του εξω-εµβρυονικού εκτοδέρµατος  και εκφράζεται 

στα τροφοβλαστικά κύτταρα (Corson et al., 2003; Saba El Leil et al., 2003). 

Μάλιστα φαίνεται ότι η Erk2 είναι µια από τις κύριες κινάσες που µεταδίδουν 

το σήµα ενεργοποίησης του υποδοχέα Fgfr2 από τον αυξητικό παράγοντα FGF4 

κατά την επαγωγή της τροφοβλαστικής σειράς. Αν δεχτούµε ότι ο Erf είναι 

στόχος της Erk2 σε αυτό το αναπτυξιακό µονοπάτι, τότε έλλειψη του γονιδίου 

από τα τροφοβλαστικά κύτταρα θα είχε ως πιθανή συνέπεια την αδυναµία 

δέσµευσης του  κυτταρικού κύκλου και άρα τη µη διαφοροποίηση προς τους 

τροφοβλαστικούς  τύπους. Το γεγονός ότι δεν αποµονώθηκε DNA  για την 

ανάλυση του γενοτύπου των κυττάρων δεν επιτρέπουν την εξαγωγή 

συµπερασµάτων. Επίσης, δεν είναι δυνατό να γνωρίζουµε κατά πόσο οι 

ετερόζυγες τροφοβλαστικές σειρές θα εµφάνιζαν κάποιο φαινότυπο. Παρολαυτά, 

η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου παραγωγής τροφοβλαστικών κυττάρων από 

βλαστοκύστες αναφέρεται ότι είναι περίπου 64% (Tanaka et al., 1998). Αυτό 

σηµαίνει ότι θα έπρεπε να είχαν επιβιώσει και καθιερωθεί περισσότερες από 

µία τροφοβλαστικές σειρές. Για το λόγο αυτό χρειάζεται να γίνει 

βελτιστοποίηση των συνθηκών καλλιέργειας, ως προς την επιλογή των 

κατάλληλων χρησιµοποιούµενων υλικών (ορός, ηπαρίνη), την ποιότητα του 
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εµπλουτισµένου από ινοβλάστες θρεπτικού αλλά και το γενικό πρωτόκολλο 

χειρισµού των κυττάρων.  

 

 

4.4   Μελλοντικές προοπτικές 

 

 Η δηµιουργία εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων µε οµόζυγη 

έλλειψη του Erf έχει επιτευχθεί. Τα κύτταρα αυτά χρειάζεται να ελεγχθούν 

περαιτέρω µε τεχνικές Southern ανοσοαποτύπωσης  για την απενεργοποίηση 

του γονιδίου µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού. Εφόσον αυτό επιβεβαιωθεί, τα 

κύτταρα είναι απαραίτητο να χρησιµοποιηθούν για τη διερεύνηση του ρόλου 

του γονιδίου του Erf. Αρχικά πρέπει να ελεγχθεί κατά πόσο επηρεάζεται η 

ανάπτυξή τους  και η διατήρηση του αδιαφοροποίητου χαρακτήρα τους από την 

έλλειψη του Erf. Αυτό θα γίνει µε τη συγκριτική φαινοτυπική ανάλυση των 

ES κλώνων αγρίου τύπου µε τους ετερόζυγους και οµόζυγους. Περαιτέρω, είναι 

απαραίτητη η in vitro διαφοροποίηση των κλώνων κάτω από τις κατάλληλες 

συνθήκες προς διάφορους ώριµους κυτταρικούς τύπους. H πορεία της 

διαφοροποίησης καθορίζεται από τις συνθήκες της καλλιέργειας και γίνεται 

µέσω της δηµιουργίας σφαιρικών µορφωµάτων κυττάρων που αποκαλούνται 

«εµβρυϊκά σώµατα» (embryoid bodies) και περιέχουν τους 3 βασικούς τύπους 

κυττάρων (Burdon et al., 2002). Aποδόµηση των «εµβρυϊκών σωµάτων» και 

καλλιέργεια στα κατάλληλα µέσα επιτρέπει την παραγωγή σε καλλιέργεια των 

περισσότερων ώριµων κυτταρικών τύπων  ενδοδερµικής, µεσοδερµικής και 

εξωδερµικής προέλευσης.  

Ο φαινότυπος της απενεργοποίησης του Erf στο ποντίκι δείχνει ότι το 

γονίδιο εµπλέκεται στα φαινόµενα ανάπτυξης και διαφοροποίησης των 

κυττάρων της τροφοβλαστικής σειράς. Εποµένως, επιβάλλεται να γίνει 

περαιτέρω διερεύνηση στο αναπτυξιακό δυναµικό αυτών των κυττάρων. Γι αυτό 

το σκοπό, χρειάζεται να γίνει  αποµόνωση και καθιέρωση τροφοβλαστικών 

κυττάρων ετερόζυγων και οµόζυγων για την έλλειψη του Erf. Στις σειρές αυτές 

προτείνεται να διεξαχθούν συγκριτικές αναλύσεις της µορφολογίας των 

κυττάρων αλλά και της έκφρασης γονιδίων-δεικτών. Τα γονίδια των  
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µεταγραφικών παραγόντων Cdx2, Eomes και του πυρηνικού υποδοχέα ορµονών 

Err2 αποτελούν δείκτες της πρόδροµης τροφοβλαστικής σειράς, καθώς  

απαιτούνται για την ανάπτυξη και διατήρηση των κυττάρων (Russ et al., 2000; 

Rossant and Cross, 2001).  Αποµάκρυνση του FGF4 από το θρεπτικό της 

καλλιέργειας θα επιτρέψει την αυθόρµητη διαφοροποίηση των κυττάρων προς 

τους διάφορους υποπληθυσµούς.  Τα διαφοροποιηµένα τροφοβλαστικά κύτταρα 

έχουν χαρακτηριστική µορφολογία και εκφράζουν γονίδια δείκτες, 

επιτρέποντας έτσι τη µελέτη της διαφοροποιητικής πορείας (Knofler et al., 

2001). Ενδεικτικά, ο µεταγραφικός παράγοντας Mash2 απαιτείται για τη 

διαφοροποίηση των σπογγιοτροφοβλαστών, ο Hand1 για τα γιαγαντιαία 

τροφοβλαστικά και ο Gcm1 για τους συγκυτιοτροφοβλάστες (Hughes et al., 

2004). Η στρατηγική αυτή θα επιτρέψει τη µελέτη της διαφοροποίησης των 

τροφοβλαστικών κυττάρων και τη διερεύνηση του ρόλου του Erf σε αυτή.  
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