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ΠEPIΛHΨH 
Oι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας bHLH κατέχουν κεντρικό ρόλο στις 

διαδικασίες του κυτταρικού καθορισµού και διαφοροποίησης. Οι bHLH πρωτεΐνες έχουν 
κατηγοριοποιηθεί σε επτά τάξεις. Η πρώτη τάξη περιλαµβάνει πρωτεΐνες που 
εκφράζονται σε πολλούς ιστούς και σχηµατίζουν οµοδιµερή ή ετεροδιµερή, όπως οι 
ME1a, E2 και daughterless. Η δεύτερη τάξη περιλαµβάνει µόρια που έχουν ιστοειδικό 
πρότυπο έκφρασης όπως οι Mash1, Math1, NeuroD και  NSCL1, και σχηµατίζουν επί το 
πλείστον, ετεροδιµερή µε µόρια της πρώτης τάξης.  

Kατά τη διάρκεια αυτής της εργασίας έγινε δυνατή η αποµόνωση του γονιδίου 
cNscl1 της όρνιθας. H πρωτεΐνη chick NSCL1, µεγέθους 130 αµινοξέων, παρουσιάζει 
πολύ υψηλό βαθµό συντήρησης µε τις οµόλογες πρωτεΐνες NSCL1 του ανθρώπου και 
του ποντικού, οι οποίες αποτελούνται από 133 αµινοξέα. Στην περιοχή bHLH διαφέρουν 
µόνο κατά ένα αµινοξύ, έχοντας ποσοστό οµολογίας 98%. 

Kατά την εξέταση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου cNscl1 διαπιστώσαµε ότι 
η έκφρασή του περιορίζεται αποκλειστικά σε νευρικές δοµές τόσο του KNΣ όσο και του 
ΠNΣ, όπως συµβαίνει µε τα οµόλογα γονίδια του ανθρώπου και του ποντικού. 
Συγκεκριµένα, παρατηρήσαµε έκφρασή του σχεδόν σε όλες τις νευρικές δοµές, όπως: το 
νευρικό σωλήνα, τα κρανιακά και τα αισθητικά γάγγλια, τον ιππόκαµπο, το διεγκέφαλο, 
το νωτιαίο µυελό, τον οπίσθιο εγκέφαλο και την παρεγκεφαλίδα. Με πειράµατα in situ 
υβριδοποίησης παρατηρήσαµε ότι η έκφραση του cNscl1 εντοπίζεται σε µεταµιτωτικούς 
νευρώνες του εγκεφάλου και του νωτιαίου µυελού, που βρίσκονται στη φάση 
διαφοροποίησής τους, ενώ στην παρεγκεφαλίδα εντοπίζεται σε µιτωτικούς νευροβλάστες 
και µεταµιτωτικούς προµεταναστευτικούς νευρώνες της εξωτερικής κοκκώδους 
στοιβάδας.  
 Σε στελέχη µυών µε απώλεια δράσης του γονιδίου Hoxb1 διαπιστώσαµε ότι 
παύει η έκφρασή του mNscl1 στους προσωποκινητικούς νευρώνες, ενώ χρησιµοποιώντας 
µύες µε απώλεια δράσης του γονιδίου mNscl1 διαπιστώσαµε υστέρηση στη φυσιολογική 
εξέλιξη της έκφρασης των γονιδίων Hoxb1, Hoxb2, Plzf και Engrailed-1 στον οπίσθιο 
εγκέφαλο, η οποία είναι πολύ πιθανόν να οφείλεται σε επιβράδυνση της διαδικασίας 
διαφοροποίησης των περιοχών αυτών του οπίσθιου εγκεφάλου.  

Η µελέτη µας αποκάλυψε νέες περιοχές έκφρασης του Nscl1. ∆ιαπιστώσαµε ότι 
εκφράζεται στα ροµβοµερή και στα όρια των ροµβοµερών, καθώς και σε όρια τα οποία 
δηµιουργούνται µετά από µικροχειρουργική επέµβαση η οποία επιφέρει γειτνίαση ενός 
περιττού και ενός άρτιου ροµβοµερούς, ενώ δεν εκφράζεται στις περιπτώσεις γειτνίασης 
ροµβοµερών µε την ίδια αρτιότητα, οπότε δε δηµιουργείται νέο όριο. 

Προκαλέσαµε υπερέκφραση και έκτοπη έκφραση του chick Nscl1 µε τη χρήση 
του ρετροϊικού φορέα έκφρασης RCAS(BP)-cNSCL1, και παρατηρήσαµε ότι 
προκαλείται σµίκρυνση του µατιού και ανώµαλη ανάπτυξη του εγκεφάλου. 

Μελετήσαµε τη µεταγραφική ενεργότητα του µεταγραφικού παράγοντα NSCL1 
και βρήκαµε ότι οµοδιµερισµός του cNSCL1 που είναι σε σύντηξη µε την περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA του γονιδίου GAL4, επιφέρει καταστολή της µεταγραφής του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε ένα πλασµίδιο αναφοράς. Απεναντίας, ετεροδιµερή του 
mNSCL1 µε το ΜE1a προκαλούν ισχυρή µεταγραφική ενεργοποίηση προσδενόµενα σε 
Ε-boxes, τα οποία βρίσκονται ανοδικά του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης. Η 
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ενεργοποιητική ικανότητα του mNSCL1 πρέπει να εντοπίζεται σε µια πολύ βασική 
περιοχή (β’), η οποία βρίσκεται ανοδικά της bHLH περιοχής. 

 
 

SUMMARY 
Transcription factors of the bHLH family play a major role in cellular 

determination and differentiation. bHLH proteins have been classified in seven 
categories. Class I HLH proteins like ME1a, E2 and daughterless, are expressed in many 
tissues and are capable of forming either homo- or heterodimers. Class II HLH proteins, 
which include members such as Mash1, Math1, NeuroD and NSCL1, show a tissue-
restricted expression pattern. With few exceptions, they cannot form homodimers and 
preferentially heterodimerize with the class I proteins. 

In the present study, the chick Nscl1 gene has been isolated with the aim of 
performing functional experiments in ovo. Chick NSCL1 consists of 130 aminoacids and 
shows a significant conservation with the human and mouse homologs, which consist of 
133 aminoacids. They differ just in one aminoacid in the bHLH region, reaching 98% 
homology. 

Our experiments showed that cNscl1 is strictly expressed in neurons of the CNS 
and the PNS, like mouse and human homologs. Particularly, we observed that the Nscl1 
is expressed in almost all the tissues of the nervous system such as the neural tube, the 
cranial and sensory ganglia, the hippocampus, the spinal cord, the diencephalon, the 
hindbrain and the cerebellum. In situ hybridization experiments showed that cNscl1 is 
only expressed in differentiating postmitotic neurons of the brain and the neural tube, 
while it is expressed in the cerebellum, in mitotic neuroblasts and postmitotic 
premigratory neurons of the external granule layer (EGL). 

In Hoxb1-/- mice we observed that Nscl1 expression is ceased in facial 
branchiomotor neurons (fbm).  In Nscl1-/- mice a delay on the expression pattern  is 
observed for Hoxb1, Hoxb2, Plzf  and Engrailed-1 in the hindbrain, possibly due to a 
slowing down of  differentiation of this region. 

Our results reveal novel sites of Nscl1 expression in mouse and chick. Nscl1 is 
expressed in rhombomeres, rhombomere boundaries and regenerated boundaries that are 
formed when an even numbered rhombomere is grafted next to an odd numbered 
rhombomere. Grafting an even (odd) numbered rhombomere next to another even (odd) 
numbered rhombomere, results in a single enlarged rhombomere that lacks the 
interrhombomeric boundary, and no Nscl1 expression is detected. 

In ovo injection and electroporation of the replication competent retrovirus 
RCAS(BP)-cNSCL1, and subsequent cNscl1 misexpression, results in abnormal brain 
development and small eye production. 

We furthermore studied the transcriptional activity of NSCL1 as a homodimer or 
as a heterodimeric complex with ME1a protein. We found out that homodimers of 
cNSCL1 fused to GAL4-DBD resulted in a strong reporter gene repression. On the 
contrary, heterodimers of mNSCL1 with ME1a bind to specific E-boxes and behave as  
transcriptional activators in  reporter gene assays. The transcriptional capacity of NSCL1 
should be localized in a basic region (b’) upstream of the bHLH domain. 
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1.1. Μεταγραφική ρύθµιση 
Oι φαινοτυπικές διαφορές, που κάνουν διακριτά τα διάφορα είδη κυττάρων σε 

ένα πολυκύτταρο οργανισµό, οφείλονται, ως επί το πλείστον, στην διαφορετική 

έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν διάφορες πρωτεΐνες. H διαδικασία ελέγχου και 

ρύθµισης της µεταγραφής γονιδίων από την RNA πολυµεράση II κατέχει κοµβικό 

σηµείο στη διαδικασία παραγωγής των συγκεκριµένων πρωτεϊνών που θα 

προσδώσουν στο κάθε κύτταρο τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του. H ρύθµιση της 

έκφρασης ενός γονιδίου µπορεί να γίνει µε διάφορους τρόπους και σε όλα τα στάδια 

που µεσολαβούν από την "ενεργοποίηση" της περιοχής της χρωµατίνης, όπου 

βρίσκεται το συγκεκριµένο γονίδιο, µέχρι  την παραγωγή της λειτουργικής 

πρωτεΐνης. 

 Ένας πολύ συνηθισµένος, και αρκετά καλά µελετηµένος, τρόπος είναι η 

πρόσδεση πρωτεϊνών (µεταγραφικών παραγόντων) στην περιοχή του υποκινητή ενός 

γονιδίου ή γενικότερα στην ευρύτερή του περιοχή κατά τέτοιο τρόπο που να 

επηρεάζει θετικά ή αρνητικά τη µεταγραφή του εν λόγω γονιδίου. Oι µεταγραφικοί 

παράγοντες αναγνωρίζουν συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA στις οποίες και 

προσδένονται µε αποτέλεσµα να αλληλεπιδρούν είτε µε υποµονάδες της βασικής 

µεταγραφικής µηχανής είτε µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες (Mitchell and 

Tjian, 1989) 

Η µεταγραφή µπορεί να διακριθεί σε δύο µέρη: τη βασική µεταγραφή και τη 

ρυθµιστική µεταγραφή. Η βασική µεταγραφή για όλες τις τάξεις των γονιδίων 

κατευθύνεται από την RNA πολυµεράση καθώς και από µία οµόλογη οµάδα γενικών 

µεταγραφικών παραγόντων (general transcription factors, GTFs), ανεξάρτητα από τα 

γονίδια που µεταγράφονται.  

Όσον αφορά στη ρυθµιστική µεταγραφή, κάθε γονίδιο περιέχει µία οµάδα cis 

στοιχείων, τα οποία επιτρέπουν την αύξηση (ο ενισχυτής ή enhancer) ή τη µείωση (ο 

silencer ή dehancer)  της γονιδιακής έκφρασης. Αυτά τα στοιχεία µπορούν να 

βρίσκονται οπουδήποτε σε ένα γονίδιο και η διάταξη τους είναι χαρακτηριστική για 

κάθε γονίδιο. Ο ενισχυτής επηρεάζει την έκφραση του γονιδίου κατά έναν τρόπο 

ανεξάρτητο της κατεύθυνσης, της θέσης και του προσανατολισµού  και αποτελεί 

στόχο ρυθµιστικών µεταγραφικών παραγόντων υπεύθυνων για την κυτταροειδική 

γονιδιακή έκφραση. Επιπλέον, είναι σηµαντικός στην επαγόµενη γονιδιακή έκφραση. 
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Ένας ενισχυτής επιλέγει ένα συγκεκριµένο παράγοντα από ένα πλήθος συγγενών 

παραγόντων (Tamura et al, 1996). 

 Οι µεταγραφικοί ρυθµιστικοί παράγοντες ανήκουν στις πρωτεΐνες που 

προσδένονται στο DNA και γι’ αυτό το λόγο έχουν περιοχές πρόσδεσης στο DNA. 

Πολλοί από τους παράγοντες περιέχουν επίσης µία περιοχή σύνδεσης σε πρωτεΐνη  

και προσδένονται στο DNA σαν διµερή. Γενικά, αυτοί οι παράγοντες έχουν µια 

µεταγραφική ρυθµιστική περιοχή που µπορεί να συνδέεται άµεσα ή έµµεσα στους 

βασικούς παράγοντες της µεταγραφής. Επιπλέον, µερικοί ρυθµιστικοί παράγοντες 

των οποίων οι λειτουργίες τροποποιούνται από µέταλλα ή συστατικά χαµηλού 

µοριακού βάρους περιέχουν περιοχές που συνδέονται σε προσδέτες (ligands).  

 

1.2. Κατηγορίες µεταγραφικών παραγόντων  
Οι πολυάριθµοι ρυθµιστικοί µεταγραφικοί παράγοντες που έχουν αποµονωθεί 

έως τώρα ταξινοµούνται σε αρκετές κατηγορίες, οι κυριώτερες από τις οποίες είναι:  

α) Οι υποδοχείς στεροειδών (steroid receptors) κατατάσσονται σε µια οµάδα βάσει 

µιας λειτουργικής σχέσης: κάθε υποδοχέας ενεργοποιείται µε την πρόσδεση ενός 

συγκεκριµένου στεροειδούς. Ο υποδοχέας των γλυκοκορτικοειδών (glucocorticoid 

receptor) είναι αυτός που έχει αναλυθεί περισσότερο από όλους. Οι υποδοχείς των 

στεροειδών, καθώς και άλλοι υποδοχείς, όπως ο υποδοχέας της θυρεοειδούς ορµόνης 

(thyroid hormone receptor) ή ο υποδοχέας του ρετινοϊκού οξέος (retinoic acid 

receptor), είναι µέλη µιας µεγάλης οικογένειας προσδετοεξαρτώµενων ενεργοποιητών 

που έχουν τον ίδιο γενικό τρόπο λειτουργίας: ο ενεργοποιητής είναι ανενεργός 

εωσότου να δεσµεύσει ένα µικροµοριακό, ειδικό προσδέτη. 

 β) Οι  πρωτεΐνες µε δάκτυλο ψευδαργύρου (zinc finger) περιέχουν βρόγχους ~23 

αµινοξέων µε µια θέση συναρµογής ψευδαργύρου, η οποία σχηµατίζεται από 

αµινοξέα κυστεΐνης και ιστιδίνης. Το µοτίβο αυτό αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά 

στον παράγοντα TFIIIA, που είναι απαραίτητος για τη µεταγραφή των γονιδίων 5S 

του ριβοσωµικού RNA από την RNA πολυµεράση ΙΙΙ. Από τότε έχει εντοπιστεί σε 

πολλούς µεταγραφικούς παράγοντες. Μια διαφορετική παραλλαγή του µοτίβου αυτού 

έχει βρεθεί στους υποδοχείς των στεροειδών. 

γ) Οι πρωτεΐνες της µορφής έλικα-στροφή-έλικα (HTH, Helix-Turn-Helix).  Το 

µοτίβο αυτό αναγνωρίστηκε αρχικά στους φάγους. Η µια α-έλικα εφαρµόζει µέσα 

στη µεγάλη αύλακα του DNA, ενώ η άλλη προσανατολίζεται υπό γωνία εγκάρσια 
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προς το DNA. Μια συγγενική µορφή του µοτίβου αυτού είναι η homeodomain 

(οµοιοτική περιοχή ή οµοιοεπικράτεια), που αρχικά είχε χαρακτηριστεί σε διάφορες  

πρωτεΐνες οι οποίες κωδικοποιούνται από γονίδια που ρυθµίζουν την ανάπτυξη της 

Drosophila. Εντοπίζεται επίσης και σε µεταγραφικούς παράγοντες θηλαστικών. 

δ) Οι πρωτεΐνες µε µορφή αµφιπαθούς έλικας-θηλειάς-έλικας (HLH, Helix-Loop-

Helix). Το µοτίβο αυτό βρέθηκε σε πρωτεΐνες των ευκαρυωτών, πολλές από τις 

οποίες ρυθµίζουν την ανάπτυξη. Κάθε αµφιπαθής έλικα παρουσιάζει µια πλευρά µε 

υδρόφοβα κατάλοιπα και µια πλευρά µε φορτισµένα κατάλοιπα. Το µήκος του 

συνδετικού βρόγχου (θηλειάς) είναι 12-18 αµινοξέα. Το µοτίβο αυτό επιτρέπει το 

διµερισµό των πρωτεϊνών, ενώ µια βασική περιοχή της πρωτεΐνης, που βρίσκεται 

δίπλα του, έρχεται σε επαφή µε το DNA. 

ε) Οι πρωτεΐνες µε ¨φερµουάρ¨ λευκίνης (leucine zipper), περιλαµβάνουν µια 

αλληλουχία αµινοξέων στην οποία σε κάθε έβδοµη θέση, βρίσκεται ένα κατάλοιπο 

λευκίνης. Το φερµουάρ λευκίνης µιας πρωτεΐνης αλληλεπιδρά µε το φερµουάρ 

λευκίνης µιας άλλης πρωτεΐνης σχηµατίζοντας ένα διµερές. ∆ίπλα στο φερµουάρ 

λευκίνης µπορεί να υπάρχει µια αλληλουχία θετικά φορτισµένων καταλοίπων που 

ενέχονται στην πρόσδεση στο DNA. 

στ) Οι πρωτεΐνες που περιλαµβάνουν ένα ή περισσότερα HMG boxes (High Mobility 

Group) προσδένονται ως µονοµερή σε περιοχές του DNA που είναι πλούσιες σε 

Αδενίνη και Θυµίνη. Το µοτίβο HMG αποτελείται από τρεις α-έλικες, ενώ η κύρια 

αλληλεπίδραση µε το DNA υφίσταται στη µικρή αύλακα του DNA, επιφέροντας ένα 

εντυπωσιακό λύγισµα στην έλικα του DNA. Τα HΜG-boxes αποτελούνται από 80 

περίπου αµινοξέα, όµως η οµοιότητα µεταξύ διαφερετικών HMG-boxes προσεγγίζει 

µόλις το 25%. Πρωτεΐνες που περιέχουν ένα HMG-box προσδένονται στο DNA 

αναγνωρίζοντας συγκεκριµένες αλληλουχίες του, ενώ πρωτεΐνες που περιέχουν 

πολλα HMG-boxes προσδένονται στο DNA χωρίς να παρουσιάζουν ιδιαίτερη 

ειδικότητα πρόσδεσης σε συγκεκριµένες αλληλουχίες. 

Εκτός από τους µεταγραφικούς παράγοντες που συνδέονται στο DNA, υπάρχει και 

µία άλλη κατηγορία µεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι δεν συνδέονται στο DNA, 

αλλά εµπλέκονται άµεσα στη µεταγραφική ρύθµιση. Αυτοί οι παράγοντες, που 

ονοµάζονται ενδιάµεσες ενώσεις (mediators), µπορούν να συνδεθούν στους βασικούς 

παράγοντες της µεταγραφής και στους µεταγραφικούς ρυθµιστικούς παράγοντες και 

να τους ενώσουν (Tamura et al, 1996). Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι οι LIM-

πρωτεΐνες:  
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Οι  LIM-πρωτεΐνες πήραν το όνοµά τους από τα αρχικά των πρωτεϊνών Lin1, Isl-1 

και Mec-3 περιλαµβάνουν ένα συντηρηµένο µοτίβο, πλούσιο σε κυστεΐνη και 

ιστιδίνη, που αποτελείται από οµοιοτικές περιοχές σε σύντηξη µε ένα δάκτυλο 

ψευδαργύρου (zinc finger). Το µοτίβο αυτό δεν προσδένεται στο DNA αλλά 

επιτρέπει τη δηµιουργία πολλαπλών πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων και έχει βρεθεί 

τόσο σε πυρηνικές όσο και σε κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες. Κάποιες πυρηνικές 

LIM-πρωτεΐνες αποτελούνται πρωτίστως από δυο LIM-περιοχές και ονοµάστηκαν 

γι΄αυτό LMO-πρωτεΐνες (LIM only proteins) 

Πέραν των παραπάνω ρυθµιστικών µορίων, η µεταγραφή ενός γονιδίου ρυθµίζεται 

από επιπρόσθετα µόρια που σαν στόχο έχουν να διαµορφώσουν τη δοµή της 

οργανωµένης, σε νουκλεοσώµατα, ευχρωµατίνης ώστε αυτή να γίνει προσβάσιµη 

στην RNA-πολυµεράση και τους µεταγραφικούς παράγοντες. Αυτά τα µόρια ανήκουν 

σε δύο κατηγορίες: στα ΑΤP-εξαρτώµενα σύµπλοκα, όπως η SWI/SNF οικογένεια, 

και στα σύµπλοκα τροποποίησης των ιστονών, όπως οι ακετυλ-µεταφοράσες ιστονών 

(ΗΑΤs, µε αρκετά γνωστό το HAT σύµπλοκο SAGA) (Peterson and Cote, 2006).  

 Αποτέλεσµα της συνεργατικής δράσης µεταξύ των τροποποιητικών 

συµπλόκων και της µεταγραφικής µηχανής είναι η αυστηρά ρυθµιζόµενη µεταγραφή 

των γονιδίων τοπικά και χρονικά κατά την ανάπτυξη των οργανισµών 

 

1.3. Ο ρόλος των µεταγραφικών παραγόντων στην ανάπτυξη του  

νευρικού συστήµατος των σπονδυλωτών 
 Ο εγκέφαλος είναι το όργανο στο οποίο εκφράζεται, σε σύγκριση µε όλα τα 

άλλα όργανα ενός ανθρώπου, το µεγαλύτερο τµήµα των γενετικών πληροφοριών που 

είναι κωδικοποιηµένες στο DNA. Πιστεύεται ότι εκφράζονται 10 ως 20 φορές 

περισσότερες πρωτεΐνες από ό,τι στο νεφρό ή στο ήπαρ. Η ποικιλία αυτή οφείλεται εν 

µέρει στο µεγαλύτερο αριθµό και στην ποικιλοµορφία των κυτταρικών τύπων του 

εγκεφάλου. Πολλοί όµως πιστεύουν, επίσης, ότι καθένα από τα 100 δισεκατοµµύρια 

νευρικά κύτταρα του εγκεφάλου εκφράζει µεγαλύτερη ποσότητα γενετικών 

πληροφοριών από ένα ηπατικό ή νεφρικό κύτταρο.  

 Η ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος των σπονδυλωτών αποτελεί ένα 

ενδιαφέρον πρόβληµα για τους αναπτυξιακούς βιολόγους εξαιτίας του µεγάλου 

αριθµού των µορφολογικά ξεχωριστών τάξεων νευρώνων µε τα πολύπλοκα πρότυπα 

οργάνωσης και σύνδεσης. Το νευρικό σύστηµα των σπονδυλωτών περιέχει τεράστιο 
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αριθµό διαφορετικών νευρώνων που εκτελούν καθορισµένες λειτουργίες και 

αλληλοσυνδέονται µε τρόπους ιδιαίτερα ακριβείς και στερεότυπους, δηµιουργώντας 

τις συνάψεις που απαιτούνται για την άρτια λειτουργία του. Τα θεµέλια αυτής της 

ποικιλίας και εξειδίκευσης ορίζονται νωρίς κατά την ανάπτυξη του νευρικού 

συστήµατος κατά τον προσθιοπίσθιο και ραχιαιο-κοιλιακό άξονα του νευρικού 

σωλήνα (Lumsden and Krumlauf, 1996; Tanabe and Jessell, 1997). Η πρώιµη 

νευρογένεση και νευρωνική διαφοροποίηση είναι αποτέλεσµα αλυσιδωτής δράσης 

πολλών πρωτεϊνικών συµπλόκων, µεταξύ των οποίων εξέχουσα θέση καταλαµβάνουν 

πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες µε εξειδικευµένη και περιορισµένη έκφραση όπως 

η οικογένεια των Pax, των Hox και των bHLH πρωτεϊνών (Ericson et al, 1997; Osumi 

et al., 1997; Takahashi and Osumi, 2002; Davenne et al, 1999; Jungbluth et al, 1999; 

Studer et al, 1996). Τα κύτταρα του νευρικού συστήµατος επιλέγουν την µοίρα τους 

ως απάντηση σε εξωκυττάρια σήµατα που ενεργοποιούν οµάδες µεταγραφικών 

παραγόντων κατά τρόπο ειδικό για την περιοχή και το κύτταρο, προικίζοντας µε 

αυτόν τον τρόπο κάθε τύπο νευρώνα µε µοναδικά χαρακτηριστικά. Έχει 

αναγνωριστεί ο ρόλος των µεταγραφικών παραγόντων στη δηµιουργία των πρόδρο-

µων νευρικών κυττάρων, στον εντοπισµό των διαφόρων τµηµάτων του νευρικού 

συστήµατος και στην επακόλουθη διαφοροποίηση των συγκεκριµένων κυτταρικών 

τύπων εντός των περιοχών στις οποίες βρίσκονται (Bang and Goulding, 1996).  

Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος τα πρόδροµα 

νευρικά κύτταρα δηµιουργούνται σε συγκεκριµένα σηµεία και στη συνέχεια 

µεταναστεύουν διανύοντας πολλές φορές µεγάλες αποστάσεις, ώσπου να φτάσουν 

στις τελικές τους θέσεις. Εκεί συνεχίζουν τη διαφοροποίησή τους, εκτείνουν 

νευράξονες και δηµιουργούν τις απαραίτητες συνάψεις µε άλλους κυτταρικούς 

πληθυσµούς, ώστε να δηµιουργηθεί σωστά και µε ακρίβεια το εκτενές δίκτυο του 

νευρικού συστήµατος. 

 H προοδευτική απόκτηση των χαρακτηριστικών οργάνωσης του ενήλικου 

νευρικού συστήµατος είναι το αποτέλεσµα συνδυασµένης δράσης αντίρροπων 

αναπτυξιακών γεγονότων, τα οποία χαρακτηρίζονται αντιδιασταλτικά προοδευτικά 

(progressive) και υπόστροφα ή παλίνδροµα (regressive). Tα πρώτα έχουν αθροιστικό 

χαρακτήρα και καθορίζονται από γενετικούς κυρίως παράγοντες. Σ' αυτά 

περιλαµβάνονται ο πολλαπλασιασµός και η µετανάστευση των κυττάρων, η 

ανάπτυξη των επιµέρους φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των κυττάρων, καθώς και ο 

σχηµατισµός νευρωνικών συνδέσεων. Aντίθετα, τα υπόστροφα γεγονότα προκαλούν 
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απώλεια ενός µέρους των αποκτηθέντων χαρακτηριστικών του νευρικού συστήµατος, 

οδηγώντας σε επιλεκτική µείωση του αριθµού των νευρικών κυττάρων, εξάλειψη 

νευραξονικών ή δενδριτικών τµηµάτων και περιορισµό των αρχικών δυνατοτήτων 

των κυττάρων. H εκλεκτικότητα των υπόστροφων γεγονότων καθορίζεται σε µεγάλο 

βαθµό από επιγενετικούς παράγοντες, µεταξύ των οποίων κυρίαρχο ρόλο παίζουν ο 

ανταγωνισµός των νευρωνικών στοιχείων για εξασφάλιση κυτταρικών στόχων και 

τροφικών παραγόντων, καθώς και το είδος και η ποσότητα πληροφοριών που 

προσφέρονται σε συγκεκριµένες κυτταρικές οµάδες (Cowan et al, 1984). 

Μετά την ανακάλυψη από τους Spemann και Mangold το 1924 ότι ο οργανωτής, που 

βρίσκεται στο ραχιαίο χείλος του βλαστοπόρου των αµφιβίων, είναι ικανός να επάγει 

τη δηµιουργία ενός έκτοπου εµβρυϊκού άξονα µετά από µεταµόσχευση του σε 

κοιλιακό εξώδερµα, δοµές µε παρόµοιες ιδιότητες έχουν περιγραφεί στα πουλιά 

(Hensen’s node), στα ποντίκια (node) και στα ψάρια (embryonic shield). Ο 

οργανωτής ξεκινάει την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος, παρέχοντας σήµατα τα 

οποία επάγουν και σχεδιάζουν το νευρικό ιστό. Επιπλέον, παράγωγα του 

µεσοδέρµατος του οργανωτή παράγουν σήµατα που συνεισφέρουν στο σχεδιασµό 

του ραχιαίου/κοιλιακού άξονα του νευρικού σωλήνα. Πλήθος µεταγραφικών 

παραγόντων που έχουν αναγνω-

ριστεί στα σπονδυλωτά εκφρά-

ζονται ειδικά στον οργανωτή. 

Αυτοί περιλαµβάνουν τις 

πρωτεΐνες µε οµοιοτικές 

περιοχές (homeodomain) not 

και goosecoid, τις winged-helix 

πρωτεΐνες HNF-3β, pintallavis/ 

/XFH-1 και axial καθώς και την 

LIM-τύπου πρωτεΐνη µε 

οµοιοτική περιοχή Lim-1 (Bang 

and Goulding, 1996). Οι 

πρωτεΐνες µε οµοιοτικές περιο-

χές ανήκουν στην οικογένεια 

των µεταγραφικών παραγόντων 

που έχουν τη µορφή έλικας-
Εικόνα 1: Το συντηρηµένο µονοπάτι µεταγωγής 
σήµατος που ξεκινάει από τον υποδοχέα Notch.  
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στροφής-έλικας. Η οµοιοτική περιοχή αποτελείται από τρεις α-έλικες. Οι έλικες 2 και 

3 ενώνονται µε στροφή και είναι αυτές που παρουσιάζουν οµολογία µε τη δοµή 

έλικα-στροφή-έλικα.  

 Η νευρική επαγωγή είναι η διαδικασία µε την οποία το εξώδερµα 

µετατρέπεται σε νευρικό ιστό µέσω της αλληλεπίδρασης του µε το µεσόδερµα του 

οργανωτή. Μία από τις βασικές αποκρίσεις στη νευρική επαγωγή είναι η επιλογή της 

νευρικής µοίρας του κυττάρου έναντι της επιδερµικής του µοίρας. Η αλληλεπίδραση 

µε άµεση επαφή µεταξύ των κυττάρων είναι απαραίτητη για το σωστό διαχωρισµό 

αυτών των δύο κυτταρικών σειρών. Έτσι ένα µελλοντικό νευρικό κύτταρο εµποδίζει 

τα γειτονικά του κύτταρα από το να γίνουν και αυτά νευρώνες, ένας µηχανισµός που 

ονοµάζεται πλευρική αναστολή (lateral inhibition). Αυτός ο µηχανισµός ρυθµίζει 

ακόµα τον αριθµό των κυττάρων που θα γίνουν νευρώνες όπως επίσης και τη διάταξη 

τους στο χώρο. Τα προϊόντα των λεγόµενων νευρογόνων γονιδίων συµµετέχουν σ’ 

αυτή τη διαδικασία επικοινωνίας µεταξύ των κυττάρων. Τα γονίδια Delta (Dl), Notch 

(N), Suppressor of Hairless (Su(H)) και το Enhancer of split (E(spl)) σύµπλοκο, 

ανήκουν στην οµάδα των νευρογόνων γονιδίων της Drosophila. Όλα τα αρµόδια 

κύτταρα εκφράζουν τα Notch, Su(H), E(spl), achaete-scute (ac-sc) και Delta. Για τη 

µεταγωγή του σήµατος από τον Notch στον πυρήνα πιστεύεται ότι η σύνδεση του 

προσδέτη επάγει την πρωτεολυτική διάσπαση του Notch και τη µετατόπιση ενός 

τµήµατος του στον πυρήνα, όπου συνδέεται και ενεργοποιεί τον Su(H). Στην 

συνέχεια ενεργοποιούνται τα γονίδια του συµπλόκου E(spl) από τον Su(H), τα οποία 

απενεργοποιούν τα γονίδια ac-sc που ανήκουν στην τάξη των προνευρωνικών 

γονιδίων, γεγονός που οδηγεί στην δηµιουργία επιδερµοβλάστη. Έχει βρεθεί πως 

αυτό το µονοπάτι µεταγωγής σήµατος που ξεκινάει από τον Notch έχει διατηρηθεί 

στα θηλαστικά ενώ σε αυτό συµµετέχουν οµόλογες πρωτεΐνες αυτών της Drosophila 

όπως φαίνεται στην Εικόνα 1 (De la Pompa et al, 1997).      

 Ο εντοπισµός των επιµέρους τµηµάτων του νευρικού συστήµατος είναι ένα 

σηµαντικό πρώιµο βήµα στον καθορισµό της κυτταρικής τους µοίρας. Τα κύτταρα 

του νευρικού συστήµατος καθορίζονται σταδιακά, αρχικά µε το να αποκτούν 

συγκεκριµένη τοπική ταυτότητα και στη συνέχεια µε το να ενεργοποιούν διαφορετικά 

ρυθµιστικά γονίδια ειδικά για τον κάθε κυτταρικό τύπο εντός αυτών των περιοχών. 

Αλλαγές στη γονιδιακή µεταγραφή παρέχουν ένα µέσο, ώστε να µπορέσουν τα 

πρόδροµα νευρικά κύτταρα να ενεργοποιήσουν την κατάλληλη οµάδα γονιδίων 

αποκωδικοποιώντας µε αυτόν τον τρόπο την τοπική πληροφορία που δέχτηκαν. Η 



 11

έναρξη του σχεδιασµού του νευρικού συστήµατος σηµειώνεται µε τη διαίρεση του 

νευρικού σωλήνα σε πρόσθιο εγκέφαλο, µεσεγκέφαλο, οπίσθιο εγκέφαλο και νωτιαίο 

µυελό κατά µήκος του προσθιοπίσθιου άξονα και την παραπέρα διαίρεση αυτών των 

περιοχών σε ραχιαίες και κοιλιακές περιοχές (Bang and Goulding, 1996). 

 Τέλος, µελέτες στην Drosophila και στον C. elegans παρέχουν πληροφορίες 

ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες µπορούν να δράσουν σαν ¨διακόπτες ελέγχου¨ όσον 

αφορά στην εξειδίκευση των νευρικών κυτταρικών τύπων. Η απώλεια της 

λειτουργίας ή η έκτοπη έκφραση ενός µεταγραφικού παράγοντα µπορεί να είναι 

επαρκής για να τροποποιήσει τη µορφολογία του νευρικού κυττάρου, τον φαινότυπο 

του νευροδιαβιβαστή, τη σύναψη και το πρότυπο προβολής του νευρώνα. Για 

παράδειγµα τα γονίδια του C.elegans που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες µε οµοιοτικές 

περιοχές unc-4 και unc-30 δρουν έτσι ώστε να ρυθµίζουν τη σύναψη και την έκφραση 

του νευροδιαβιβαστή αντίστοιχα. Το unc-4 γονίδιο είναι απαραίτητο σε µία 

υποοµάδα κινητικών νευρώνων για να εξασφαλίσει ότι ο κατάλληλος διάµεσος 

νευρώνας εγκαθιστά τη συναπτική επαφή. Από την άλλη, το unc-30 γονίδιο είναι 

απαραίτητο για την έκφραση του τελικού φαινότυπου των GABAεργικών κινητικών 

νευρώνων  και µπορεί να επάγει την έκφραση του νευροδιαβιβαστή GABA όταν 

εκφράζεται έκτοπα σε αισθητικούς νευρώνες (Bang and Goulding, 1996). 

 

1.4. Οι πρωτεΐνες του τύπου έλικα-θηλειά-έλικα ως ρυθµιστές της 

µεταγραφής στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς 
 Μέχρι στιγµής έχουν αναγνωριστεί 240 πρωτεΐνες του τύπου έλικας-θηλειας-

έλικας (helix-loop-helix, HLH) σε οργανισµούς τόσο διαφορετικούς όπως ο 

Sacharomyces cerevisiae και ο άνθρωπος. Η βασική δοµή αυτών των πρωτεϊνών 

φαίνεται στην Εικόνα 2. Στο σακχαροµύκητα οι πρωτεΐνες HLH ρυθµίζουν την 

πρόσληψη του φωσφορικού, τη βιοσύνθεση της µεθειονίνης και τη σύνθεση των 

φωσφολιπιδίων (Hoshizaki et al, 1990). Στα θηλαστικά εµπλέκονται σε αναπτυξιακά 

γεγονότα όπως η νευρογένεση, η µυογένεση, η αιµατοποίηση και η ανάπτυξη του 

παγκρέατος (Massari and Murre, 2000) αλλά και σε πολλές άλλες κυτταρικές 

λειτουργίες όπως η κυτταρική αύξηση και απόπτωση. Ελέγχουν επίσης την ανάπτυξη 

αλλά και τη λειτουργία ζωτικών οργάνων όπως είναι το πάγκρεας, η καρδιά, τα 

αγγεία κ.α. (Naya et al, 1997; Firulli et al, 1998).  
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Οι bHLH πρωτεΐνες προσδένονται µέσω της βασικής τους περιοχής σε µια ειδική 

αλληλουχία DNA, γνωστή ως E-box –  CANNTG –  (Lee, 1997; Ephrussi et al, 

1985). Τέτοια E-box cis-στοιχεία έχουν βρεθεί σε υποκινητές και ενισχυτές που 

σχετίζονται µε την ειδική έκφραση γονιδίων στους µύες, στα νεύρα, στο πάγκρεας,  

 

Εικόνα 2: Η βασική δοµή 
των bHLH πρωτεϊνών 
αποτελείται από ένα 
µοτίβο αµφιπαθούς α-
έλικας, θηλειάς, αµφιπα-
θούς α-έλικας που συνο-
δεύεται από µία περιοχή 
πρόσδεσης στο DNA 
πλούσια σε βασικά αµι-
νοξέα. Το µοτίβο έλικας 
– θηλειάς – έλικας χρησι-
µεύει ως περιοχή διµερι-
σµού όπου βασικό ρόλο 
έχει η δοµή της 
αµφιπαθούς α-έλικας µε 
τις υδρόφοβες-υδρόφιλες 
ιδιότητες της. Παράλληλα 
όµως συνεισφέρει και 

στην πρόσδεση στο DNA, αφού αµινοξέα από τη θηλειά και την έλικα 2 έρχονται σε 
επαφή µε το DNA.  

 

στη βαριά και στις ελαφριές αλυσίδες κ, λ των αντισωµάτων  και αλλού (Massari and 

Murre, 2000; Ledent and Vervoort, 2001). 

Οι περιοχές Ε-box είναι στοιχεία που µεσολαβούν στην ειδική για τον κάθε 

κυτταρικό τύπο γονιδιακή µεταγραφή. Το µοτίβο αµφιπαθούς α-έλικας – θηλειάς – 

αµφιπαθούς α-έλικας φαίνεται να δρα σαν περιοχή διµερισµού µέσω των 

συντηρηµένων υδρόφοβων αµινοξέων στις έλικες (Lipkowitz et al, 1992). 

Σχηµατίζονται 4 παράλληλες α-έλικες που επιτρέπουν στη βασική περιοχή να 

προσδεθεί σε συγκεκριµένες αλληλουχίες του DNA στους υποκινητές των γονιδίων 

στόχων. Η βασική περιοχή εντοπίζεται, στα περισσότερα µέλη της HLH οικογένειας 

των µεταγραφικών παραγόντων, ανοδικά, ακριβώς δίπλα στην HLH περιοχή, περιέχει 

θετικά φορτισµένα αµινοξέα και καθορίζει την εξειδίκευση της σύνδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα στο DNA (Begley et al, 1992; Murdoch et al, 1999).  Εκτός 

από τη βασική περιοχή, κατάλοιπα αµινοξέων στη θηλειά και στην έλικα 2 επίσης 

συνδέονται µε το DNA. Οι HLH περιοχές κρατούνται στενά συνδεδεµένες µε 
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δεσµούς van der Waals µεταξύ συντηρηµένων υδρόφοβων αµινοξέων. Κάθε 

µονοµερές αλληλεπιδρά είτε µε την CAN είτε µε την NTG περιοχή του E-box. Ένα 

γλουταµινικό οξύ που είναι παρόν στη βασική περιοχή κάθε υποµονάδας έρχεται σε 

επαφή µε τις βάσεις C, A του E-box. Μία γειτονική αργινίνη σταθεροποιεί τη θέση 

του γλουταµινικού µε άµεση αλληλεπίδραση µε τα νουκλεοτίδια C, A καθώς και µε 

τη φωσφοδιεστερική ραχοκοκαλιά. Τα αµινοξέα glu και arg είναι συντηρηµένα στις 

περισσότερες bHLH πρωτεΐνες (basic HLH πρωτεΐνες, HLH πρωτεΐνες που περιέχουν 

τη βασική περιοχή), κάτι που είναι σύµφωνο µε ένα ρόλο στην ειδική σύνδεση στο 

DNA (Massari and Murre, 2000).  

Πρόσφατα προτάθηκε µια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα άποψη, σύµφωνα µε την οποία η 

δοµή των πολύπλοκων δικτύων που οι πρωτεΐνες bHLH σχηµατίζουν µέσω των 

πολλαπλών, πειραµατικά εµπεριστατωµένων, αλληλεπιδράσεών τους, απεικονίζει ότι 

βασικοί παράγοντες στη συγκρότησή τους είναι  φαινόµενα διπλασιασµού ενός 

γονιδίου (single gene duplication events), καθώς και φαινόµενα ανασυγκρότησης 

λειτουργικών τµηµάτων (domain rearrangement events), τουλάχιστον πριν το 

κοµβικό σηµείο εξελικτικής διαφοροποίησης (divergence) µεταξύ των αρθροπόδων 

και χορδοτών (Amoutzias et al, 2004). Ο µεγάλος αριθµός των bHLH πρωτεϊνών 

επιβάλλει την κατηγοριοποίησή τους. Oι ακόλουθες κατηγορίες έχουν καθοριστεί µε 

βάση το πρότυπο έκφρασής τους, την κατανοµή τους στους ιστούς, την ικανότητα 

διµερισµού τους, τη λειτουργία τους και την ικανότητα πρόσδεσης τους σε 

συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA (Fisher and Caudy, 1998; Massari and Murre, 

2000; Ledent and Vervoort, 2001) (Εικόνα 4): 

Στην τάξη Ι ανήκουν οι Ε-πρωτεΐνες που περιλαµβάνουν τις Ε12, Ε47, ME1 (ή ΗΕΒ 

ή REB ή HTF4), Ε2-2 και Daughterless. Οι πρωτεΐνες αυτής της τάξης εκφράζονται 

σε πολλούς ιστούς και σχηµατίζουν όµο- και έτερο-διµερή και η εξειδίκευση τους 

περιορίζεται στο Ε-box. Οι Ε-πρωτεΐνες αποτελούν ενεργοποιητές της µεταγραφής.  

Η τάξη ΙΙ περιλαµβάνει τις πρωτεΐνες MyoD, Μyogenin, Atonal, NeuroD/Beta2, το 

achaete-scute σύµπλοκο κ.α. Οι πρωτεΐνες αυτής της τάξης χαρακτηρίζονται από έναν 

ιστοειδικό τύπο έκφρασης  και µε λίγες εξαιρέσεις σχηµατίζουν ετεροδιµερή µε Ε-

πρωτεΐνες. 

 Η τάξη ΙΙΙ περιλαµβάνει τους µεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας Myc, τον 

TFE3, τον SREBP-1 και τον σχετιζόµενο µε τη µικροφθαλµία µεταγραφικό 

παράγοντα, Mi. Οι µεταγραφικοί παράγοντες αυτής της τάξης περιέχουν ένα 

φερµουάρ λευκίνης δίπλα στο HLH µοτίβο (Henthorn et al, 1990). 
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Οι πρωτεΐνες των τάξεων ΙΙ και ΙΙΙ, µε εξαίρεση τις πρωτεΐνες Tal1, ABF1 και Mist1 

της τάξης ΙΙ που αναστέλλουν τη µεταγραφή γονιδίων (Park and Sun, 1998; Massari 

et al, 1998; Lemercier et al, 1998; Massari and Murre, 2000), είναι γενικά 

ενεργοποιητές της µεταγραφής. 

 Η τάξη ΙV περιλαµβάνει τους µεταγραφικούς παράγοντες Mad, Max, Mxi1 οι οποίοι 

διµερίζονται µε τις πρωτεΐνες της οικογένειας myc ή µεταξύ τους (Blackwood and 

Eisenman, 1991). Όταν οι πρωτεΐνες Mad και Mxi1 ετεροδιµερίζονται µε την 

πρωτεΐνη Max και συνδέονται σε Ε-box στοιχεία αναστέλλουν τη µεταγραφή. 

 Η τάξη V αποτελείται από τους µεταγραφικούς παράγοντες Id και emc, από τους 

οποίους λείπει η βασική περιοχή και εξαιτίας αυτού είναι αρνητικοί ρυθµιστές των 

HLH πρωτεϊνών των τάξεων Ι και ΙΙ. Οι πρωτεΐνες της τάξης V συνδέονται µε τους 

HLH ενεργοποιητές και αναστέλλουν παθητικά τη µεταγραφή αφού το ετεροδιµερές 

δεν µπορεί να συνδεθεί στο DNA (Benezra, 1990). 

 Οι πρωτεΐνες HLH της τάξης VI είναι αναστολείς της µεταγραφής και έχουν 

προλίνη στη βασική τους περιοχή. Η τάξη αυτή περιλαµβάνει τις πρωτεΐνες της 

Drosophila Hairy, Enhancer of split και την οικογένεια HES των οµόλογων γονιδίων 

στα θηλαστικά (Sasai et al, 1992). 

Τέλος, οι HLH πρωτεΐνες της τάξης VII ξεχωρίζουν από την παρουσία της bHLH-

PAS περιοχής (Crews, 1998) και περιλαµβάνει τον υποδοχέα των αρωµατικών 

υδρογονανθράκων (Aromatic Hydrocarbon Receptor, AHR), τον παράγοντα 1α που 

επάγει την υποξία και τις πρωτεΐνες της Drosophila Single minded και Period 

(Massari and Murre, 2000).  

Ένας διαφορετικός τρόπος κατηγοριοποίησης των HLH πρωτεϊνών ανάλογα µε την 

ειδικότητα της πρόσδεσής τους, τις κατατάσσει στις παρακάτω οµάδες (Atchley and 

Fitch, 1997; Dang et al, 1992; Swanson et al, 1995) :  

Οµάδα A,  η οποία αποτελείται από τις κατηγορίες I και II. Oι πρωτεΐνες της οµάδας 

αυτής προσδένονται σε θέσεις E του τύπου CAGΝTG. Oι θέσεις αυτές ονοµάζονται 

E θέσεις τάξης A. 

Οµάδα B, η οποία αποτελείται από τις πρωτεΐνες των κατηγοριών III, IV και VI. H 

κατηγορία αυτή των πρωτεϊνών προσδένονται σε E αλληλουχίες τύπου CACGTG και 

CATGTG. Oι αλληλουχίες αυτές ονοµάζονται E θέσεις τάξης B. Eπιπρόσθετα, οι 

πρωτεΐνες της κατηγορίας VI προσδένονται σε θέσεις τύπου CACGCG και 

CACGAG, οι οποίες ονοµάζονται E θέσεις τάξης C και N αντίστοιχα (Oellers et al, 
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1994; Ohsako et al 1994; Tietze et al, 1992; Van Doren et al, 1994; Jennings et al, 

1999).  

Οµάδα Γ η οποία αποτελείται από τις πρωτεΐνες της κατηγορίας VII, που 

προσδένονται στις αλληλουχίες ACGTG ή GCGTG.  

Οµάδα ∆ που αποτελείται από τις πρωτεΐνες της κατηγορίας V, οι οποίες όπως 

προαναφέραµε δεν έχουν την ικανότητα πρόσδεσης στο DNA. 

 

 

Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση της δοµής ενός διµερούς bHLH περιοχών 
προσδεδεµένο στο DNA. Η βασική περιοχή (basic domain) προσαρµόζεται στη 
µεγάλη αύλακα του DNA και πολλά αµινοξέα έρχονται σε άµεση επαφή µε την 
αλληλουχία. Οι δύο α-έλικες από κάθε µονοµερές συµπλέκονται για να σχηµατίσουν 
ένα κόµβο από τέσσερις έλικες (από Bertrand et al, 2002). 
 
 
     Ένας άλλος διαχωρισµός που αναφέρεται κυρίως στις πρωτεΐνες της τάξης ΙΙ και 

αφορά τη λειτουργία τους, είναι σε παράγοντες καθορισµού (determination factors) 

και παράγοντες διαφοροποίησης (differentiation factors), (Lee, 1997). Στην πρώτη 

κατηγορία ανήκουν πρωτεΐνες που εκφράζονται στις βλαστικές ζώνες όπως οι 

MASH-1, MATH-1, MATH-4A και Ngns. Στη δεύτερη κατηγορία ανήκει η NeuroD  

η οποία εκφράζεται σε πολλές περιοχές του αναπτυσσόµενου νευρικού συστήµατος 

αλλά και στο ενήλικο. Σε αυτή την κατηγορία ανήκουν ακόµη τα neuroD2, MATH-2, 

NSCL1 και NSCL2. 

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα οι HLH πρωτεΐνες ρυθµίζουν σηµαντικά 

αναπτυξιακά γεγονότα στους πολυκύτταρους οργανισµούς όπως είναι ο καθορισµός 

του φύλου στη Drosophila, η µυογένεση, η ανάπτυξη της καρδιάς και του 

παγκρέατος, η νευρογένεση και τέλος η αιµατοποίηση. Όσον αφορά στη µυογένεση 

οι ρυθµιστικοί παράγοντές της (myogenic regulatory factors, MRF) είναι bHLH 
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πρωτεΐνες. Οι MRFs µετατρέπουν τα κύτταρα του µεσοδέρµατος σε αρχέγονα µυϊκά 

κύτταρα (µυοβλάστες) και εκφράζονται µόνο σε σκελετικούς µύες.  

Στη συνέχεια θα αναφερθούµε λεπτοµερέστερα στην ρύθµιση της 

νευρογένεσης στα σπονδυλωτά από τους HLH µεταγραφικούς παράγοντες (Massari 

and Murre, 2000). 

 

 
Εικόνα 4: Πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών και κατηγοριοποίηση µερικών από 
τους πιο αντιπροσωπευτικούς HLH µεταγραφικούς παράγοντες των θηλαστικών και 
της ∆ροσόφιλας. Το δενδρόγραµµα έχει δηµιουργηθεί µε τη χρήση του αλγόριθµου  
Clustal W (από Massari and Murre, 2000). 
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 1.5. Τα γονίδια bHLH στην ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος των 

σπονδυλωτών 
 Κατά τη διάρκεια της νευριδιοποίησης, οι  νευρικές αύλακες ανεβαίνουν από 

τη ραχιαία πλευρά του εµβρύου, πλησιάζουν µεταξύ τους στο µέσο και αρχίζουν να 

ενώνονται σχηµατίζοντας µε αυτόν τον τρόπο το νευρικό σωλήνα. Ο νευρικός 

σωλήνας αρχικά αποτελείται από µία µονή στοιβάδα νευρικών αρχέγονων κυττάρων, 

τα οποία στη συνέχεια θα δώσουν γένεση στους νευρώνες και στα κύτταρα γλοίας. 

Αυτές οι διαδικασίες στην ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος στα θηλαστικά 

φαίνονται να ελέγχονται θετικά ή αρνητικά από πολλαπλούς bHLH µεταγραφικούς 

παράγοντες, κατ’ αντιστοιχία µε τη Drosophila (Εικόνα 1). Στην Drosophila, γονίδια 

bHLH όπως τα achaete, scute, atonal και daughterless (da) καθορίζουν τη νευρική 

µοίρα στο εξώδερµα σαν προνευρικά γονίδια, ενώ γονίδια bHLH όπως τα hairy και 

Enhancer of split (E(spl)) ρυθµίζουν αρνητικά τη νευρογένεση. Ανωµαλία 

οποιουδήποτε από αυτά τα γονίδια έχει ως αποτέλεσµα υπερπλασία ή υποπλασία του 

νευρικού συστήµατος.  

Bάσιµες προσδοκίες για τον πιθανό ρόλο των bHLH γονιδίων στην ανάπτυξη του 

νευρικού συστήµατος των σπονδυλωτών δηµιουργήθηκαν, όταν σε πειράµατα που 

έγιναν στη ∆ροσόφιλα, βρέθηκε ότι µεταλλαγές στα γονίδια AS-C οδηγoύν στην 

απώλεια νευρώνων. Tα "προνευρικά" αυτά γονίδια είναι απαραίτητα για το νευρικό 

καθορισµό, δηλαδή τη δηµιουργία µη προκαθορισµένου εκτοδέρµατος, ικανού να 

δώσει νευρικά κύτταρα (Campuzano et al, 1992; Lee, 1997). 

 Tα πρώτα σχετικά αποτελέσµατα, για τα σπονδυλωτά, προήλθαν από 

πειράµατα στον Xenopus, καθώς σ' αυτόν τον οργανισµό τα πρώτα στάδια της 

νευρικής επαγωγής είναι πειραµατικώς προσιτά και αξιολογήσιµα. Στον Xenopus 

βρέθηκαν δύο αντίστοιχα AC-S γονίδια, τα: Xash1 και Xash3. Eκτοπη έκφραση της 

Xash3 σε έµβρυα Xenopus προκαλεί δραµατική επέκταση της νευρικής πλάκας 

(Ferreiro et al, 1994; Turner and Weintraub, 1994). Eκτοπη έκφραση ενός άλλου 

bHLH γονιδίου σε έµβρυα Xenopus, του XNeuroD, προκαλεί πρώιµη και έκτοπη 

νευρογένεση (Lee et al, 1995; McCormick et al, 1996; Ma et al, 1996). O φαινότυπος 

είναι διαφορετικός απ' αυτόν της έκτοπης έκφρασης του Xash3 καθώς δεν 

παρατηρείται επέκταση της νευρικής πλάκας. Tα οµόλογα γονίδια των AC-S στα 

θηλαστικά είναι τα Mash-1 και Mash-2. H έκφραση του Mash-1 εντοπίζεται στο 

αναπτυσσόµενο KNΣ και ΠNΣ. Kαταστροφή του γονιδίου Mash-1 έδειξε ότι είναι 
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απαραίτητο για τη σωστή ανάπτυξη, τόσο του αυτόνοµου νευρικού συστήµατος, όσο 

και των οσφρητικών νευρώνων (Hirsch et al, 1998). 

Στα θηλαστικά, οµόλογα των bHLH γονιδίων της Drosophila έχουν 

χαρακτηριστεί σαν ρυθµιστές της νευρικής ανάπτυξης. Ο µεταγραφικός παράγοντας 

Mash1, ένα οµόλογο των achaete και scute, σχηµατίζει ετεροδιµερές σύµπλοκο µε 

τον µεταγραφικό παράγοντα Ε2Α, ένα οµόλογο της πρωτεΐνης Da και ρυθµίζει θετικά 

τη νευρική διαφοροποίηση. Αντίθετα, οι µεταγραφικοί παράγοντες Hes1 και Hes5, 

οµόλογα των µεταγραφικών παραγόντων Hairy και E(spl), ανταγωνίζονται τις 

δραστηριότητες των θετικών bHLH παραγόντων (Mash1, Math1 και E2A) και 

ρυθµίζουν αρνητικά τη νευρική διαφοροποίηση (Guillemot, 1999).  Η ισορροπία 

µεταξύ αυτών των θετικών και αρνητικών bHLH παραγόντων είναι σηµαντική για τη 

µορφογένεση του νευρικού συστήµατος αφού, απουσία του Hes1, η νευρική 

διαφοροποίηση επιταχύνεται κάτι που έχει ως αποτέλεσµα σοβαρές ανωµαλίες του 

νευρικού συστήµατος όπως είναι η έλλειψη εγκεφάλου και ανωµαλίες των µατιών 

(Kageyama et al, 1997). 

 Όπως φαίνεται στην Εικόνα 1, τα µόρια που ρυθµίζουν την ανάπτυξη του 

νευρικού συστήµατος έχουν συντηρηθεί αρκετά, δοµικά και λειτουργικά, ανάµεσα 

στη Drosophila και στα θηλαστικά. Όπως στη Drosophila, έτσι και στα θηλαστικά το 

µονοπάτι µεταγωγής σήµατος Notch→ RBP-J→ Hes1 ┤Mash1 πιθανότατα 

διαδραµατίζει κρίσιµο ρόλο στην ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος. Όµως, 

υπάρχουν και κάποιες διαφορές ανάµεσα στα δύο είδη όπως το γεγονός ότι στη 

Drosophila, η πρωτεΐνη achaete δρα στη διαδικασία επιλογής µεταξύ της νευρικής και 

της επιδερµικής µοίρας του κυττάρου και οι πρωτεΐνες hairy και E(spl) εµπλέκονται 

στην ίδια διαδικασία ανταγωνιστικά. Αντίθετα, τα οµόλογα τους στα θηλαστικά δεν 

εµπλέκονται στην επιλογή µεταξύ της νευρικής και επιδερµικής µοίρας του κυττάρου 

αλλά ρυθµίζουν τη διαδικασία διαφοροποίησης των ήδη καθορισµένων κυτταρικών 

σειρών (Kageyama et al, 1997).  

Ένας µεγάλος αριθµός µεταγραφικών παραγόντων εκφράζονται διαδοχικά και 

παροδικά στα αρχέγονα νευρικά κύτταρα καθώς προχωράει η νευρογένεση. 

Πρωτεΐνες της bHLH τάξης κατέχουν έναν κεντρικό ρόλο στον καθορισµό των 

κυτταρικών σειρών των νευρικών κυττάρων στο Κ.Ν.Σ και στο Π.Ν.Σ και στην 

απόκτηση των παν-νευρικών χαρακτηριστικών από τους διαφοροποιούµενους 

νευρώνες. Πολλά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά ρυθµίζονται από πρωτεΐνες µε 

οµοιοτικές περιοχές, αλλά οι bHLH πρωτεΐνες εµπλέκονται επίσης στον καθορισµό 
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συγκεκριµένων χαρακτηριστικών του φαινοτύπου των νευρώνων, όπως είναι για 

παράδειγµα ο νευροδιαβιβαστής που θα εκφράζουν. Τα παν-νευρικά χαρακτηριστικά 

προέρχονται από την ενεργοποίηση των παν-νευρικών γονιδίων, τα οποία 

εκφράζονται σε όλα τα αρχέγονα νευρικά κύτταρα και θεωρείται ότι ρυθµίζουν 

γενικά τη διαδικασία της νευρικής διαφοροποίησης ενώ αντίθετα τα γονίδια επιλογής 

τύπου νευρικού κυττάρου εκφράζονται από διακριτές υποοµάδες αρχέγονων 

νευρικών κυττάρων και εµπλέκονται στον καθορισµό της νευρικής τους ταυτότητας. 

Μερικά γονίδια, όπως τα Mash1, Math1 και τα γονίδια της οικογένειας Neurogenin 

(Ngn) εκφράζονται σε διαιρούµενα κύτταρα κάτι που προτείνει ότι εµπλέκονται στον 

καθορισµό των πληθυσµών των αρχέγονων νευρικών κυττάρων, ενώ άλλα, όπως τα 

NeuroD και τα σχετικά µε αυτό γονίδια εκφράζονται κυρίως σε µεταµιτωτικά 

αρχέγονα κύτταρα ή σε διαφοροποιηµένους νευρώνες, κάτι που προτείνει γι’ αυτά 

ένα ρόλο στη διαφοροποίηση των αρχέγονων νευρικών κυττάρων ή στη διατήρηση 

της διαφοροποιηµένης κατάστασης. Τα γονίδια της οικογένειας Ngn ενεργοποιούν 

ένα πρόγραµµα διαφοροποίησης το οποίο περιλαµβάνει την επακόλουθη έκφραση 

των bHLH γονιδίων NeuroD, Math3, Nscl1 και Nscl2 σε πολύ διαφορετικές µεταξύ 

τους περιοχές του νευρικού συστήµατος όπως είναι τα κρανιακά αισθητικά γάγγλια, ο 

νωτιαίος µυελός, ο αµφιβληστροειδής χιτώνας και ο εγκεφαλικός φλοιός, ενώ η 

έκφραση των σχετικών µε το NeuroD γονιδίων, Math2 και NeuroD2 είναι κατά ένα 

µεγάλο βαθµό περιορισµένη στους ώριµους νευρώνες του Κ.Ν.Σ, ιδιαίτερα στον 

εγκεφαλικό φλοιό (Guillemot, 1999).  
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Εικόνα 5: Ακτινωτό φυλογενετικό δένδρο των νευρικών bHLH γονιδίων των 
σπονδυλωτών και των αντίστοιχων της ∆ροσόφιλας. ∆ώδεκα bHLH  γονίδια 
αντίστοιχα των προνευρικών γονιδίων της ∆ροσόφιλας εκφράζονται στο νευρικό 
σύστηµα των σπονδυλωτών (στην εικόνα παρουσιάζονται µόνο τα ορθόλογα του 
ποντικου, µε εξαίρεση τα Xash3 και Cash4). Αυτά τα γονίδια απαρτίζουν τέσσερις 
υποοικογένειες µε πολύ παρόµοιες bHLH περιοχές. Η µία απ’ αυτές περιλαµβάνει τα 
ορθόλογα των ac-sc γονιδίων: ash1(εκφράζεται σε όλα τα σπονδυλωτά που έχουν 
µελετηθεί),  Xash3 (έχει βρεθεί µόνο στον Xenopus), Cash4 (έχει βρεθεί µόνο στην 
όρνιθα). Η δεύτερη υποοικογένεια περιλαµβάνει τα ορθόλογα του atonal:  ath1 και 
ath5. Η τρίτη υποοικογένεια περιλαµβάνει τα γονίδια Neurogenins, τα οποία είναι πιο 
στενά σχετιζόµενα µε τα πρόσφατα χαρακτηρισµένα γονίδια tap/biparous της 
∆ροσόφιλας, από ότι τα  achaete-scute και atonal. Η τέταρτη υποοικογένεια 
περιλαµβάνει τα NeuroD και άλλα συγγενικά γονίδια, τα οποία δεν έχουν ορθόλογα 
στη ∆ροσόφιλα, αλλά είναι ασθενώς σχετιζόµενα µε το atonal. Τα νευρικά bHLH 
γονίδια Nscl1 και Nscl2 δε σχετίζονται µε προνευρικά  γονίδια αλλά µε το γονίδιο 
SCL το οποίο εκφράζεται σε πρόδροµα κύτταρα του αιµοποιητικού. Τα ονόµατα των 
γονιδίων της ∆ροσόφιλας είναι γραµµένα µε µαύρο χρώµα, τα γονίδια των 
σπονδυλωτών που εκφράζονται κατεξοχήν σε διαιρούµενα πρόδροµα νευρικά 
κύτταρα (γονίδια καθορισµού) είναι κόκκινα, ενώ αυτά που εκφράζονται σε 
µεταµιτωτικούς νευρώνες (γονίδια διαφοροποίησης) είναι σε πορτοκαλί (από 
Guillemot, 1999). 
 
 
 Μια έρευνα έδειξε ότι η παροδική έκφραση των bHLH πρωτεϊνών του νευρικού 

συστήµατος, NeuroD2, NeuroD, Mash1, ngn1-3, Math1-3 και NSCL1 είναι επαρκής 

για να ξεκινήσει ένα σταθερό πρόγραµµα νευρικής διαφοροποίησης σε πολυδύναµα 

Ρ19 κύτταρα εµβρυϊκού καρκινώµατος ποντικού (Farah et al, 2000). Αυτό το 
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πρόγραµµα περιλαµβάνει αλλαγές στη µορφολογία, επέκταση δενδριτών, έκφραση 

πρωτεϊνών ειδικών για τα νευρικά κύτταρα, παύση του κυτταρικού κύκλου και την 

ικανότητα για µεταγωγή ηλεκτρικού σήµατος. Η παύση του κυτταρικού κύκλου 

ανιχνεύθηκε µε την αυξηµένη έκφραση του αναστολέα της κινάσης που εξαρτάται 

από την κυκλίνη, p27kip1 όταν πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα συνδιαµόλυνσης των 

Ρ19 κυττάρων µε ένα πλασµίδιο έκφρασης της bHLH πρωτεΐνης και µε ένα 

πλασµίδιο έκφρασης της πρωτεΐνης Ε12, που αποτελεί την πρωτεΐνη µε την οποία 

διµερίζονται οι παραπάνω νευρογενείς bHLH πρωτεΐνες. Έτσι οι bHLH πρωτεΐνες 

του νευρικού συστήµατος µπορούν να λειτουργούν σαν βασικοί ρυθµιστές της 

νευρογένεσης στα θηλαστικά, από την άποψη ότι είναι ικανές να επάγουν ένα 

πρόγραµµα νευρικής διαφοροποίησης σε µη νευρικά κύτταρα. Οι µόνες άλλες 

γνωστές πρωτεΐνες που έχουν αυτή την ικανότητα σε κυτταρική καλλιέργεια είναι η 

οικογένεια MyoD των bHLH πρωτεϊνών, οι πρωτεΐνες της οποίας µπορούν να 

κατευθύνουν τη µυογένεση (Farah et al., 2000). Σε in vitro πειράµατα για διερεύνηση 

της µυικής διαφοροποίησης βρέθηκε ότι ένας µόνο µεταγραφικός παράγοντας, ο 

MyoD, ήταν αρκετός για να µετατρέψει µία κυτταρική σειρά ινοβλαστών από έµβρυο 

ποντικού σε µυοβλάστες. H έκφραση του MyoD έχει ως αποτέλεσµα την 

ενεργοποίηση µιας σειράς µυο-ειδικών γονιδίων και η επακόλουθη έκφρασή τους έχει 

ως αποτέλεσµα την µετατροπή των επιµολυσµένων κυττάρων µέσω σύντηξης σε 

λειτουργικούς µυοσωληνίσκους (Murre et al, 1989). 

 

1.6.  Nscl1 και Nscl2 
 Τα γονίδια Nscl1 και Nscl2 (ονοµάζονται επίσης και Hen1 και Hen2 ή Nhlh1 

και Nhlh2) κωδικοποιούν µια διακριτή υποοµάδα των bHLH πρωτεϊνών. Το γονίδιο 

Nscl1 (Neurological Stem Cell Leukemia gene) αναγνωρίστηκε βάσει της 

υβριδοποίησης του µε ένα ήδη γνωστό ανθρώπινο αιµοποιητικό γονίδιο της 

οικογένειας HLH, το SCL (Stem Cell Leukemia gene), από το οποίο πήρε και το 

όνοµα του. Οι παράγοντες SCL (ή όπως αλλιώς ονοµάζεται Tal-1 ή Hen-1) και LYL1 

εµπλέκονται σε χρωµοσωµικές ανωµαλίες που εντοπίζονται σε ασθενείς µε οξεία 

λεµφογενή λευχαιµία από Τ-κύτταρα (Brown et al, 1992). Ο NSCL1 ανήκει στην 

τάξη ΙΙ των HLH µεταγραφικών παραγόντων και έχει βρεθεί ότι λειτουργεί σαν 

ενεργοποιητής της µεταγραφής όταν ετεροδιµερίζεται µε την πρωτεΐνη ΜΕ1a της 

οικογένειας των Ε-πρωτεϊνών (Uittenbogaard et al, 1999). 
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Το ανθρώπινο Nscl1 γονίδιο εντοπίστηκε στο χρωµόσωµα 1, στο τµήµα 1q22, 

ενώ το οµόλογο του Nscl1 στον ποντικό χαρτογραφείται σε µία περιοχή του 

γενώµατος του ποντικού που είναι συνταινική µε τα ανθρώπινα χρωµοσωµικά 

τµήµατα 1q12-23 (Brown et al, 1992). Στην περιοχή αυτή εντοπίζεται και η “looptail” 

µετάλαξη (Lp), η οποία επιφέρει σε οµόζυγα Lp/Lp έµβρυα ποντικών αδυναµία 

κλεισίµατος του νευρικού σωλήνα, στην περιοχή του αυχένα/οπίσθιου εγκεφάλου 

(Copp et al, 1994; Mullick et al, 1995; Stanier et al, 1995). Εξαιτίας αυτού, 

θεωρήθηκε αρχικά πιθανό το γονίδιο Nscl1 να εµπλέκεται σ’ αυτή τη µετάλαξη και 

τον επακόλουθο φαινότυπο. Μεταγενέστερες, όµως, έρευνες έδειξαν ότι κάτι τέτοιο 

δεν είναι πολύ πιθανό, καθώς και η έκφραση του Nscl1 και η ανάλυση του γενωµικού 

τόπου του, σε Lp/Lp οµόζυγα έµβρυα ποντικών ήταν φυσιολογική (Murdoch et al, 

1999). Το γονίδιο Nscl2 εντοπίστηκε στο ανθρώπινο χρωµόσωµα 1, στο τµήµα 1p11-

1p12 καθώς και στο χρωµόσωµα 3 του ποντικού (Lipkowitz et al, 1992).  Η 

κωδικοποιούσα περιοχή του Nscl1 αποτελείται από 399 bp στον ποντικό και 

κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη 133 αµινοξέων µε Μ.Β. 14.8 kDa, ενώ η πρωτεΐνη NSCL2 

αποτελείται από 135 αµινοξέα µε Μ.Β. 15 kDa 

Παρότι η πρωτεΐνη NSCL1 έχει προβλεπόµενο Μ.Β 14.8 kDa, η 

ηλεκτροφορητική της κινητικότητα σε gel SDS-πολυακρυλαµίδης παρουσιάζει 

σηµαντική υστέρηση. Η κινητικότητά της αντιστοιχεί σε πρωτεΐνη µε Μ.Β περίπου 

20 kDa. Αυτό µπορεί να οφείλεται στην τριτοταγή διαµόρφωσή της ή/και σε 

εκτεταµένη φωσφορυλίωση της. Όσον αφορά τη φωσφορυλίωσή της αυτή έχει 

διαπιστωθεί ότι υφίσταται, και µάλιστα µόνο σε κατάλοιπα σερίνης (Brown and Baer, 

1994). 

 Η NSCL1 πρωτεΐνη περιέχει το τυπικό HLH µοτίβο καθώς και µία βασική 

περιοχή ανοδικά. Η βασική περιοχή του NSCL1 εκτείνεται 25 αµινοξέα ανοδικά της 

HLH περιοχής και περιλαµβάνει 6 συνεχόµενα κατάλοιπα αργινίνης. Η παρουσία 

αυτής της βασικής περιοχής προτείνει το NSCL1 σαν θετικό ρυθµιστή της HLH 

τάξης (Begley et al, 1992). Στη βασική περιοχή του NSCL1 υπάρχει ένα 

συντηρηµένο υδρόφοβο κατάλοιπο βαλίνης, στο 3’ άκρο της “βασικής περιοχής 2” 

BR2 (Εικόνα 6) το οποίο είναι υπεύθυνο για την επιλεκτικότητα πρόσδεσης του 

NSCL1 στο E-box µοτίβο “CAGCTG”. Την ίδια επιλεκτικότητα πρόσδεσης στο E-

box µοτίβο “CAGCTG”  παρουσιάζουν και οι bHLH µεταγραφικοί παράγοντες E12, 

E47, MyoD, AP4 και Tal1 οι οποίοι στην αντίστοιχη θέση έχουν ένα κατάλοιπο 

γλουταµίνης ή ένα αλειφατικό κατάλοιπο βαλίνης, λευκίνης ή µεθειονίνης. Αντίθετα 
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bHLH µεταγραφικοί παράγοντες που έχουν συντηρηµένο, στην αντίστοιχη θέση, ένα 

κατάλοιπο αργινίνης (c-Myc, USF, CBF1, MAX, TFE3, PHO4) προσδένονται 

επιλεκτικά στο E-box µοτίβο “CACGTG” (Dang, 1992). 

Τα ανθρώπινα γονίδια των Nscl1 και Nscl2 κωδικοποιούν πρωτεΐνες που 

αποτελούνται από 133 και 135 αµινοξέα αντίστοιχα και περιέχουν µακριές 5΄- 

αµετάφραστες περιοχές σε σύγκριση µε τα περισσότερα γονίδια. Οι µακριές 5΄- 

αµετάφραστες περιοχές είναι συχνές σε γονίδια αυξητικών παραγόντων, σε 

πυρηνικούς µεταγραφικούς παράγοντες και σε πρωτεΐνες θερµικού shock. Οι 3΄-

αµετάφραστες περιοχές των δύο γονιδίων είναι σχετικά πλούσιες σε Α+Τ και η 

αλληλουχία ΑΤΤΤΑ βρίσκεται περίπου 10-12 φορές σε αυτή την περιοχή. Αυτό το 

µοτίβο βρίσκεται συχνά σε 3΄- αµετάφραστες περιοχές κυτοκινών και µεταγραφικών 

παραγόντων και θεωρείται ότι αποσταθεροποιεί το κυτταροπλασµατικό mRNA. Οι 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των γονιδίων Nscl1 και Nscl2 είναι υψηλά συντηρηµένες 

µεταξύ των ανθρώπινων και των ποντικίσιων οµόλογων (κωδικοποιούν πρωτεΐνες µε 

αντίστοιχο αριθµό αµινοξέων), αλλά και µεταξύ τους, όπως φαίνεται στον πίνακα 1 

(Lipkowitz et al, 1992).  

Το οµόλογο γονίδιο των Nscl1 και Nscl2 στη δροσόφιλα ονοµάστηκε 

DroNHLH και κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 162 αµινοξέων. Το γονίδιο  DroNHLH 

παρουσιάζει ελαφρώς µεγαλύτερη οµοιότητα µε το γονίδιο Nscl1, αν και το ποσοστό 

οµολογίας της bHLH  περιοχής του, τόσο µε το NSCL1 όσο και µε το NSCL2, φτάνει 

στο ποσοστό 87%. Η έκφραση του DroNHLH ξεκινά κατά το εµβρυικό στάδιο 12, 

όταν οι νευροβλάστες έχουν ήδη διαµορφωθεί. Η έκφρασή του παρατηρείται µόνο σε 

ώριµους διαφοροποιηµένους νευρώνες (Varterasian, 1993). 

Στον Xenopus το οµόλογο γονίδιο XHEN1 κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 128 

αµινοξέων. Το ποσοστό οµολογίας της XHEN1 είναι 75% µε την πρωτεΐνη NSCL1 

και  65% µε την πρωτεΐνη NSCL2. Στην περιοχή bHLH το ποσοστό οµολογίας των 

πρωτεϊνών XHEN1 και NSCL1 είναι 99%, διαφέρουν δηλαδή µόνο σε ένα αµινοξύ 

(Bao et al, 2000). Υπερέκφραση, µάλιστα, του XHEN1 σε έµβρυα από Xenopus 

οδηγεί σε επαγωγή νευρογένεσης και πρώιµης νευρικής διαφοροποίησης. 
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Εικόνα 6: Στην εικόνα αυτή φαίνονται οι βασικές περιοχές BR1 και  BR2 (µε έντονη 
γραφή) καθώς και το πρώτο αµινοξύ αµέσως µετά την  BR2 περιοχή (µε κόκκινο), το 
οποίο ευθύνεται για την επιλεκτικότητα πρόσδεσης των bHLH  µεταγραφικών 
παραγόντων µεταξύ των “CAGCTG” και “CACGTG” E-boxes (Dang et al, 1992). 
 

 

 Human Nscl2 Mouse Nscl1 Mouse Nscl2 SCL  LYL  

Human Nscl1 89%,75% 

54% 

89% 

73% 

 63% 63% 

Human Nscl2   92% 

80% 

63% 63% 

      

Πίνακας 1. Ποσοστά  νουκλεοτιδικής οµολογίας µεταξύ των γονιδίων Nscl καθώς 
και µεταξύ των Nscl γονιδίων του ανθρώπου και των αιµατοποιητικών γονιδίων SCL 
και LYL (Lipkowitz et al, 1992). Οι έντονοι χαρακτήρες αντιστοιχούν σε ποσοστά 
οµολογίας κωδικών περιοχών, οι απλοί χαρακτήρες σε ποσοστά οµολογίας σε όλο το 
µήκος του cDNA και οι πλάγιοι χαρακτήρες σε ποσοστά οµολογίας bHLH περιοχών.   

 

 Το ανθρώπινο γονίδιο Nscl1 περιέχει 2 εξόνια ενώ το Nscl2 περιέχει 3 εξόνια 

ενώ όλη η µεταφραζόµενη περιοχή και στα δύο µόρια εντοπίζεται στο εξόνιο ΙΙ 

BASIC   REGIONS BINDING SITE

Class A 

Nscl1   AK YR TAHATR ERIR V
E12     KE RR VANNAR ERLR V 
E47     RE RR MANNAR ERVR V 
MyoD    AD RR KAATMR ERRR L 
AP4     RI RR EIANSN ERRR M 
Tal1    VV RR IFTNSR ERWR Q 
 
 
C-Myc   NV KR RTHNVL ERQR R 
USF     EK RR AQHNEV ERRR R 
CBF1    KQ RK DSHKEV ERRR R 
Max     AD KR AHHNAL ERRR R 
TFE3    RQ KK DNHNLI ERRR R 
PHO4    DD KR ESHKHA EQAR R 

BR1 BR2

Class B 

CAG CTG 

CAC GTG 
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(Murdoch et al, 1999). Παρά τη νουκλεοτιδική τους οµολογία οι πρωτεΐνες NSCL1 

και NSCL2 παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές οι οποίες προφανώς ευθύνονται για 

τη διαφορετική λειτουργία τους. Η πιο σηµαντική διαφορά τους έγκειται στην Ν-

τελική περιοχή τους, όπου στην NSCL1 βρίσκεται µια περιοχή πλούσια σε προλίνες, 

ενώ στην NSCL2 βρίσκεται µια περιοχή πλούσια σε όξινα αµινοξέα. Αυτές οι 

αλληλουχίες είναι πιθανές περιοχές µεταγραφικής ενεργοποίησης (Lipkowitz et al, 

1992).   

 

 

 

 

Eικόνα 7: Περιοριστικοί χάρτες και γενωµική οργάνωση των ανθρώπινων γονιδίων 
Nscl1 και Nscl2. Tα εξώνια (κουτάκια) φαίνονται κάτω από τους περιοριστικούς 
χάρτες. Oι κωδικές περιοχές είναι χρωµατισµένες µαύρες και οι bHLH περιοχές είναι 
σηµειωµένες πάνω από αυτές. H επικρατούσα µορφή του Nscl2 µατίζει το εξώνιο Ia 
στο εξώνιο Ib. H γραµµοσκιασµένη επιφάνεια στο 5’ άκρο του εξωνίου Ib στο Nscl2 
παριστά πιθανό εναλλακτικό µετάγραφο. Tα αρχικά των θέσεων περιοριστικών 
ενζύµων αντιστοιχούν στα παρακάτω ένζυµα: B, BamHI; Bg, Bgl II; R, EcoRI; H, 
Hind III; K, KpnI; S, SstI. 

 

 

Η έκφραση των ανθρώπινων γονιδίων Nscl1 και Nscl2 εξετάσθηκε σε πλήθος 

κυτταρικών σειρών µε ανάλυση κατά Northern και τα αποτελέσµατα αυτά φαίνονται 

στον παρακάτω πίνακα 2 (Lipkowitz et al, 1992) : 

 

 NS C L- 1

 I                                                         II

b H L H

B B B S B S B g S B B g B g BB gB gS

Ia Ib II
1 Kb

b H L H

H K B g B B B R H
NS C L-2
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Κυτταρική σειρά Έκφραση Nscl1 Έκφραση Nscl2 

Neuroblastoma   

SMS-KAN + + 

SK-N-LO + + 

SK-N-AS + - 

LA-N-1(5) + - 

SK-N-BE(2) ? - 

SMS-KCNR - + 

LA-N-1 - - 

SK-N-DZ - - 

SK-N-SH - - 

SK-N-SH (5YSY) - - 

SK-N-SH (SHEP) - - 

IMR 32 - - 

NCI-H1101 - - 

GI/CA/N - - 

   

PNET   

TC32 + - 

SK-N-DW + - 

SK-N-F1 + - 

CHP-100 - - 

SK-PN-L1 - - 

   

Small cell lung cancer   

NCI-H69 + ? 

NCI-H146 + ? 

NCI-H1417 + - 

NCI-H82 - - 

NCI-H209 - - 

NCI-H187 - - 

NCI-H592 - - 

NCI-H1092 - ∆εν ελέγχθηκε 

   

Carcinoid   
NCI-H727 ? - 
NCI-H720 - - 
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Κυτταρική σειρά Έκφραση Nscl1 Έκφραση Nscl2 

Non-small cell lung cancer   
NCI-H23 - - 

NCI-H125 - - 

NCI-H226 - - 

NCI-H460 - - 

NCI-H520 - - 

NCI-H661 - - 

NCI-H810 - - 

NCI-H1299 - - 

NCI-H1373 - - 

NCI-H1581 - - 

 

Πίνακας 2:  Έκφραση των ανθρώπινων γονιδίων Nscl1 και Nscl2 σε κυτταρικές 
σειρές διαφορετικής προέλευσης. Η ανάλυση κατά Northern έγινε µε τη χρήση δέκα 
µικρογραµµαρίων ολικού RNA 
 

Μεταγενέστερα (Manetopoulos et al, 2003) η έκφραση του Nscl1 διερευνήθηκε σε 

εννέα αδιαφοροποίητες κυτταρικές σειρές νευροβλαστώµατος µε τη χρήση RT-PCR 

(αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µετά από αντίστροφη µεταγραφή) η οποία 

διαθέτει πολύ µεγαλύτερη ευαισθησία ανίχνευσης από ότι η ανάλυση κατά Northern. 

Τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων φαίνονται συνοπτικά στην εικόνα 8. 

 

 
Εικόνα 8:  Έκφραση του (ανθρώπινου) Nscl1 γονιδίου σε εννέα αδιαφοροποίητες 
κυτταρικές σειρές νευροβλαστώµατος. Για κάθε κυτταρική σειρά αποµονώθηκαν δυο 
µικρογραµµάρια ολικό RNA, όπου πραγµατοποιήθηκε αντίδραση αντίστροφης 
µεταγραφής για την παραγωγή του cDNA και στη συνέχεια PCR µε τη χρήση ειδικών 
εκκινητών (RT-PCR). 
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1.7. Έκφραση του γονιδίου  Nscl1 
Το γονίδιο Nscl1 εκφράζεται µόνο σε κύτταρα του νευρικού συστήµατος. 

Ειδικότερα σε έµβρυα ποντικού  8.75 - 13.5 ηµέρες µετά τη σύλληψη τους 

εκφράζεται στην υποεπενδυµατική στοιβάδα του νευροεπιθηλίου σε ολόκληρο το 

Κ.Ν.Σ, ενώ στο Π.Ν.Σ εκφράζεται στα γάγγλια ραχιαίων ριζών (DRG, dorsal root 

ganglia), στο αισθητικό ρινικό επιθήλιο, στο γάγγλιο του τριδύµου και σε άλλα 

κρανιακά γάγγλια µε µέγιστα επίπεδα έκφρασης στις 10.5-12 ηµέρες (Begley et al, 

1992). Η ανάπτυξη του Κ.Ν.Σ λαµβάνει χώρα µέσω κυτταρικού πολλαπλα-σιασµού 

στην επενδυµατική στοιβάδα που ακολουθείται από µετανάστευση σε πιο εξωτερικά 

στρώµατα. Αυτή η µετανάστευση συνοδεύεται από κυτταρική διαφοροποίηση 

(Begley et al, 1992). 9.5 ηµέρες µετά τη σύλληψη, η έκφραση του Nscl1 είναι έντονη 

στην υποεπενδυµατική στοιβάδα του αναπτυσσόµενου Κ.Ν.Σ, όπως αναφέρθηκε και 

προηγουµένως, όπου βρίσκεται ένας υποπληθυσµός µεταµιτωτικών νευρικών 

κυττάρων που πρόκειται να µεταναστεύσουν και να διαφοροποιηθούν. Αυτό το 

πρότυπο έκφρασης του Nscl1 προτείνει ένα ρόλο του στη ρύθµιση της εξόδου των 

κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο ή της έναρξης της διαφοροποίησης από τη στιγµή 

που τα κύτταρα γίνουν µεταµιτωτικά (Murdoch et al, 1999).  

Παράλληλα µε τη δική µας εργασία, πραγµατοποιήθηκαν και έρευνες από 

άλλες ερευνητικές οµάδες, οι οποίες ασχολήθηκαν µε την έκφραση του Nscl1 σε 

συγκεκριµένες δοµές, όπως στην παρεγκεφαλίδα, στον αµφιβληστροειδή χιτώνα, στα 

κρανιακά και στα αισθητικά γάγγλια (Uittenbogaard et al, 1999; Kruger and Braun, 

2002). 

Σε όλα τα πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί η έκφραση του Nscl1 δεν 

παρουσιάζει κάποια κυτταρική εξειδίκευση (cell type specific expression), για 

νευρικά κύτταρα ή κύτταρα της γλοίας. Μονάχα κατά την ανάπτυξη του 

αµφιβληστροειδούς χιτώνα στο µάτι της όρνιθας έχει παρατηρηθεί κυτταρική 

εξειδίκευση στην έκφρασή του. Συγκεκριµένα έντονη έκφραση του cNscl1 

παρατηρείται αρχικά κατά την εµβρυική ηµέρα Ε7 σε διαφοροποιούµενα γαγγλιακά 

κύτταρα του αµφιβληστροειδούς, η οποία κατά τις επόµενες εµβρυικές ηµέρες φθίνει. 

Αντιθέτως η έκφραση του cNscl1 στα γλοιακά κύτταρα του αµφιβληστροειδούς 

αρχίζει κατά την εµβρυική ηµέρα Ε15, διατηρείται έντονη τις επόµενες ηµέρες, και 

συνεχίζει να υφίσταται τουλάχιστον για τις πρώτες τριάντα ηµέρες µετά την 

εκκόλαψη (Li et al, 1999). 
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1.8. Αλληλεπίδραση του NSCL1 µε άλλες bHLH πρωτεΐνες 

 Όντας µέλος της τάξης ΙΙ της οικογένειας των bHLH µεταγραφικών 

παραγόντων, ο NSCL1 δρα σχηµατίζοντας ετεροδιµερή κυρίως µε τις Ε-πρωτεΐνες. 

Λόγω της επικαλυπτόµενης έκφρασης της πρωτεΐνης ΜΕ1a και του NSCL1 στην 

αναπτυσσόµενη παρεγκεφαλίδα (Neuman et al, 1993), εξετάστηκε το ενδεχόµενο 

λειτουργικής αλληλεπίδρασής τους (Uittenbogaard et al, 1999). Βρέθηκε ότι όταν ο 

NSCL1 ετεροδιµερίζεται µε τον ME1a δρα ως θετικός ενεργοποιητής. Αυτό το 

ετεροδιµερές βρέθηκε να προσδένεται µε µεγάλη συγγένεια στο ολιγοµερές 5’-

AGCTGGCAGCAGCTGGCAGCA-3’ (µΕ2) (Uittenbogaard et al, 1999). Η µεγάλη 

συγγένεια πρόσδεσης του ετεροδιµερούς NSCL1/ME1a στο ολιγοµερές αυτό που 

περιέχει το E-box “CAGCTG” οφείλεται στην  πολύ ειδική αναγνώριση του 

ολιγονουκλεοτιδίου “CAG” από το NSCL1 καθώς και του ολιγονουκλεοτιδίου 

“CTG” από το ME1a (Chiaramello et al, 1995). 

 Σε αντίθεση µε τα περισσότερα µέλη της τάξης ΙΙ της οικογένειας των bHLH 

µεταγραφικών παραγόντων, η πρωτεΐνη NSCL1 σχηµατίζει και οµοδιµερή τα οποία 

αναγνωρίζουν και προσδένονται επιλεκτικά στο E-box της αλληλουχίας 

GGGNCGCAGCTGCGNCCC. Επίσης η πρωτεΐνη NSCL1 σχηµατίζει ετεροδιµερή 

µε την Ε-πρωτεΐνη Ε12, τα οποία αναγνωρίζουν την αλληλουχία TCGAAGGACG 

CAGCTGATCCCC (Brown and Baer, 1994). Όµως παρά τη δυνατότητα 

σχηµατισµού οµοδιµερών NSCL1/NSCL1  και ετεριδιµερών NSCL1/Ε12, τα οποία 

προσδένονται σε συγκεκριµένα E-boxes, σε πειράµατα ενεργοποίησης µε πλασµίδια 

αναφοράς δεν καταγράφηκε η ικανότητα  ενεργοποίησης των πλασµιδίων αναφοράς 

από τα διµερή αυτά.  Αυτό θα µπορούσε να σηµαίνει είτε την απουσία ενεργο-

ποιητικής δράσης, είτε την ανάγκη συνεργασίας µε άλλες ρυθµιστικές πρωτεΐνες 

προκειµένου να επιτευχθεί µεταγραφική ενεργοποίηση. 

Πράγµατι, παράλληλη έκφραση των XHEN1 και της “LIM-only” πρωτεΐνης XLMO-

3 σε κύτταρα θηλαστικών οδήγησε σε µεταγραφική ενεργοποίηση ενός πλασµιδίου 

αναφοράς το οποίο περιείχε τέσσερα E-boxes. Επίσης πειράµατα συνδιαµόλυνσης 

των XHEN1 και XLMO-3 στον Xenopus οδήγησαν στην έκφραση ενδογενούς X-

NGNR-1 (Xenopus Neurogenin-1), XNeuroD, N-CAM και N-tubulin (Bao et al, 

2000).  

Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης NSCL1 στην κυτταρική σειρά HiB5 

(αθανατοποιηµένα πρώιµα πολυδύναµα κύτταρα ιπποκάµπου)  οδηγεί στην ανάπτυξη 
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πολύ µακρών νευριτών, η οποία µπορεί να παρεµποδιστεί από την “LIM-only” 

πρωτεΐνη LMO-4 (Manetopoulos et al, 2003). 

Η πρωτεΐνη NSCL1 ενισχύει in vitro τη µεταγραφική ενεργότητα του υποκινητή του 

γονιδίου Id2 και επιπροσθέτως η έκφρασή του προλαµβάνει τη µείωση της έκφρασης 

του Id2 σε κυτταρικές σειρές F9 τερατοκαρκινώµατος, µετά από επαγωγή της 

διαφοροποίησης (Neuman et al, 1995). 

 Επιπλέον, ο NSCL1 αλληλεπιδρά τόσο µε άλλες Ε πρωτεΐνες όπως η  Ε47 

όσο και µε «LIM-only» πρωτεΐνες, όπως η LMO-1, LMO-2 και LMO-3 , LMO-4 

(Bao et al, 2000). Μέσω αυτών των αλληλεπιδράσεων ο NSCL1 εµπλέκεται σε 

µονοπάτια για τη θετική ρύθµιση της έκφρασης νεύρο-ειδικών bHLH πρωτεϊνών που 

επάγουν τα όψιµα στάδια διαφοροποίησης (Bao et al, 2000).  

Η έκφραση του Nscl1 στα εγγύς και άπω αισθητικά κρανιακά γάγγλια είναι ιδιαίτερη 

έντονη και µε µεγάλη διάρκεια κατά τη φάση της εµβρυικής  ανάπτυξης, και 

ελέγχεται από το σηµατοδοτικό µονοπάτι του Notch (Εικόνα 9), (Fode et al, 1998; 

Ma et al, 1998). 

 

 
Εικόνα 9:  Σύνοψη των ρυθµιστικών αλληλεπιδράσεων στα εγγύς και άπω αισθητικά 
κρανιακά γάγγλια, όπως έχει καταγραφεί µετά από ανάλυση ngn µεταλλαγµένων 
ποντικών. Η πρωτεΐνη ngn1 είναι απαραίτητη στα πρόδροµα κύτταρα των εγγύς 
αισθητικών κρανιακών γαγγλίων, ενώ η ngn2 στα πρόδροµα κύτταρα των άπω 
αισθητικών κρανιακών γαγγλίων. 
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1.9. Φαινότυπος Nscl1 -/- και Nscl2 -/- ποντικών 
 Πειράµατα επαγωγής οµόζυγων Nscl1 µεταλλαγών σε ποντίκια δεν είχαν 

κάποιο διακριτό φαινότυπο σε σχέση µε τα αγρίου τύπου και τα ετερόζυγα. 

Συγκεκριµένα, τα νευρικά κύτταρα του εγκεφαλικού φλοιού, των κρανιακών 

γαγγλίων και της παρεγκεφαλίδας, όπου και παρατηρείται εντονότερη η έκφραση του 

Nscl1, αναπτύχθηκαν χωρίς καµία προφανή µορφολογική ανωµαλία. Τόσο το 

πρόγραµµα διαφοροποίησης τους, όσο και η µεταναστευτική τους πορεία δεν 

παρουσίασαν κάποια µεταβολή. Αντίθετα,  τα Nscl2 -/- ποντίκια ήταν στείρα και είχαν 

τάσεις παχυσαρκίας.  

 Τα διπλά µεταλλαγµένα ποντίκια για τα Nscl1 και Nscl2 δεν παρουσιάζουν 

κάποια µορφολογική, κινητική ή αναπτυξιακή ανωµαλία σε σύγκριση µε τα Nscl1 -/- 

ποντίκια. Εποµένως, είναι πιθανό η διάσωση του φαινοτύπου σε Nscl1 -/- (και Nscl1 -/- 

x  Nscl2 -/-) ποντίκια να οφείλεται στη δράση άλλων bHLH πρωτεϊνών, εκτός του 

Nscl2, κατά τη διάρκεια της εµβρυικής ανάπτυξης (Kruger and Braun, 2002). Όµως 

τα Nscl1 -/- x  Nscl2 -/-  ποντίκια πεθαίνουν όλα µέσα στις πρώτες ηµέρες µετά τη 

γέννησή τους, γεγονός το οποίο µας ωθεί στην υπόθεση ότι µετά τη γέννηση, για 

κάποιο άγνωστο λόγο, η έκφραση του ενός τουλάχιστον από τα Nscl1 και Nscl2 είναι 

απαραίτητη για την επιβίωση. 

 Συστηµατική παρακολούθηση όµως των Nscl1-/- ποντικών για χρονικό 

διάστηµα µεγαλύτερο του ενός έτους οδήγησε στο συµπέρασµα, ότι τα Nscl1-/- ζώα 

παρουσιάζουν πολύ υψηλά ποσοστά θνησιµότητας σε σχέση µε τα φυσιολογικά. 

Συγκεκριµένα ενώ οι φυσιολογικοί ποντικοί παρουσιάζουν µηδενική θνησιµότητα 

ένα χρόνο µετά τη γέννησή τους, οι Nscl1-/- ποντικοί παρουσιάζουν θνησιµότητα 

25%, ενώ οι Nscl1 -/- x  Nscl2 +/-  ποντικοί παρουσιάζουν θνησιµότητα 45%. 

Επιπρόσθετα όπως αναφέρθηκε και παραπάνω οι Nscl1 -/- x  Nscl2 -/-  ποντικοί 

πεθαίνουν µέσα στις πρώτες µέρες µετά τη γέννησή τους από καρδιοαναπνευστική 

ανεπάρκεια (Cogliati et al, 2002). 

 

1.10. Πειράµατα εκτοπικής έκφρασης και υπερέκφρασης του γονι-

δίου cNscl1 
Πειράµατα εκτοπικής έκφρασης του οµόλογου γονιδίου cNscl1 στην όρνιθα 

µε χρήση ρετροϊικού συστήµατος είχαν ως τελικό αποτέλεσµα το θάνατο των 

εµβρύων µεταξύ Ε9 και Ε13, ενώ κανένα δεν κατάφερε να επιβιώσει για περισσότερο 
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από 13 εµβρυϊκές µέρες (Li et al 1999; Yan and Wang, 2001). Πριν το στάδιο αυτό, 

τα έµβρυα παρουσιάζουν σηµαντική καταστολή στην ανάπτυξη της παρεγκεφαλίδας 

και µεγέθυνση της οπτικής καλύπτρας (tectum). Παρά τη µεγέθυνση του tectum δεν 

παρατηρούνται αλλαγές στη µορφολογία του. Παρατηρείται αύξηση του  

πολλαπλασιασµού των κυττάρων στο στάδιο Ε9, ωστόσο αυτή µάλλον είναι 

δευτερογενής συνέπεια του αυξηµένου ελεύθερου χώρου και της µειωµένης πίεσης.                   

 Υπερέκφραση του cNscl1 στην εξωτερική κοκκώδη στιβάδα της 

παρεγκεφαλίδας έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση του πολλαπλασιασµού των κυττάρων 

(Li et al, 1999). Επίσης, υπερέκφραση του cNscl1 έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 

µικρών οφθαλµών στην όρνιθα, µειωµένο πολλαπλασιασµό κυττάρων και µαζικό 

κυτταρικό θάνατο στον αµφιβληστροειδή στο εµβρυϊκό στάδιο Ε8 (Li et al, 1999).  

Σε πειράµατα εκτεταµένης έκτοπης έκφρασης του cNscl1 παρατηρήθηκε 

µείωση της έκφρασης του γονιδίου BMP4 (οµόλογο στα σπονδυλωτά του 

decapentaplegic -dpp- της ∆ροσόφιλας), και παράλληλα καταγράφηκαν σοβαρές 

µυοσκελετικές ανωµαλίες και παρεµπόδιση στην ανάπτυξη-δηµιουργία του χόνδρου 

(Yan and Wang, 2001).  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα δε φαίνεται να προκύπτουν από γενικότερη 

αλλαγή της ισορροπίας έκφρασης των bHLH πρωτεϊνών εφόσον αντίστοιχα 

πειράµατα µε το  cNscl2 δεν έχουν ανάλογους δραµατικούς φαινοτύπους. 

 

1.11. Σκοπός και στόχοι 
Ο γενικότερος σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η διερεύνηση του λειτουργικού 

ρόλου, της σηµασίας της έκφρασης και των αλληλεπιδράσεων µε άλλες πρωτεΐνες 

του µεταγραφικού παράγοντα NSCL1. 

Για την επίτευξη αυτού του σκοπού οι κύριοι στόχοι που τέθηκαν κατά την 

έναρξη ή και κατά την πορεία αυτής της µελέτης ήταν επιγραµµατικά οι εξής: 

1) Η ανίχνευση και κλωνοποίηση του γονιδίου Nscl1 της όρνιθας (chick Nscl1 ή 

cNscl1). Η επιλογή της όρνιθας ως πειραµατόζωου (παράλληλα και 

συµπληρωµατικά µε τη χρήση του ποντικού), µας προσφέρει το πλεονέκτηµα 

της πραγµατοποίησης πειραµάτων σε έµβρυα µέσα στο αυγό (in ovo), όπου οι 

εµβρυολογικοί χειρισµοί είναι πολύ πιο εύκολοι σε σχέση µε αντίστοιχα 

πειράµατα στον ποντικό. 
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2) Η µελέτη του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Nscl1, τόσο στην όρνιθα όσο 

και στον ποντικό, σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια, η σύγκριση των προτύπων 

αυτών και η διερεύνηση του βαθµού συντήρησης τους, µεταξύ των δυο αυτών 

οργανισµών. 

3) Η συσχέτιση του προτύπου έκφρασης του Nscl1 σε διάφορες δοµές του ΚΝΣ 

και ΠΝΣ µε το πρότυπο έκφρασης του µορίου συνάφειας TAG1, προκειµένου 

να έχουµε µια πρώτη ένδειξη για την πιθανότητα ρύθµισης της έκφρασης του 

Tag1 από το Nscl1. 

4) Η καταγραφή του προτύπου έκφρασης των γονιδίων Hoxb1, Hoxb2, Plzf, 

Engrailed-1, Tag1 και Pax-6 στον οπίσθιο εγκέφαλο σε φυσιολογικούς και 

Nscl1-/- ποντικούς, και παράλληλα η σύγκριση του προτύπου έκφρασης του 

Nscl1 ανάµεσα σε φυσιολογικούς και Hoxb1-/- ποντικούς στον οπίσθιο 

εγκέφαλο. 

5) Η µελέτη των πιθανών επιπτώσεων (αναπτυξιακών, µορφολογικών, 

ανατοµικών, επιβίωσης) που θα έχει ως συνέπεια, η µη φυσιολογική έκφραση 

του cNscl1 (υπερέκφραση ή/και έκτοπη έκφραση). 

6) Η µελέτη της µεταγραφικής ενεργότητας του NSCL1 ως οµοδιµερoύς και ως 

ετεροδιµερούς µε το µεταγραφικό παράγοντα ΜΕ1α και η διερεύνηση του 

φυσιολογικού µεταγραφικού ρόλου της πολύ βασικής περιοχής b’, που 

βρίσκεται ανοδικά της bHLH περιοχής. 
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2.1. Προέλευση αντιδραστηρίων και υλικών 
Tα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την παρούσα µελέτη προήλθαν 

από τις ακόλουθες εταιρείες: Aldrich, Boehringer Mannheim, Biorad, Gibco-BRL,  

Merck, Pharmacia, Promega, Roche, Sigma, Stratagene, και United States 

Biochemicals corp. 

Tα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυµα προήλθαν από τις εταιρείες : Promega, 

Gibco-BRL, Minotech, Finnzymes, New England Biolabs, Pharmacia, Roche και 

Stratagene. 

Tα θρεπτικά υλικά καλλιέργειας βακτηριακών στελεχών αγοράστηκαν από τις 

εταιρείες Difco και Merck ενώ τα θρεπτικά και υλικά καλλιέργειας ευκαρυωτικών 

κυτταρικών σειρών από τις εταιρείες  Gibco-BRL, Sigma, Nalgene, Nunc και 

Biochrom. 

Tα ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια α[32P]-dATP, α[32P]-dCTP, α[35S]-dATP 

προήλθαν από την εταιρεία Amersham – Pharmacia. 

Oι νάϋλον µεµβράνες υβριδοποίησης αγοράστηκαν από τις εταιρείες Schleicher & 

Schuel και BDH, οι µεµβράνες διαπίδυσης από τη Medicell και τα φίλµ 

αυτοραδιογραφίας από την Kodak και Fuji. 

 

2.2. Πειραµατόζωα 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν: 

1)  Φυσιολογικοί ποντικοί  των στελεχών  CBAxC57B1/10. 

2)  Ποντικοί που εµφανίζουν απώλεια δράσης του γονιδίου Nscl1, οι οποίοι µας 

χορηγήθηκαν από το Dr. Marcus Kruger. 

3)  Ποντικοί (έµβρυα) που εµφανίζουν απώλεια δράσης του γονιδίου Hoxb1, οι οποίοι 

µας χορηγήθηκαν από το ∆ρ. Αντώνη Γαβαλά. 

Η ηµέρα της σύλληψης θεωρήθηκε η εµβρυϊκή ηµέρα 0.5 (Ε0.5). Τα έγκυα ζώα 

θυσιάστηκαν µε µεγάλη δόση αιθέρα ή χλωροφορµίου και τα έµβρυα συλλέχθηκαν 

σε φωσφορικό διάλυµα PBS (Phosphate Buffer Saline: 400mM Na2HPO4, 50mM 

NaH2PO4, 1,5M NaCl). Στη συνέχεια, ακολούθησε µονιµοποίηση του ιστού. 

Επίσης χρησιµοποιήθηκαν γονιµοποιηµένα αυγά όρνιθας (Gallus gallus domesticus) 

τα οποία επωάστηκαν οριζόντια στους 38 οC σε υψηλή υγρασία και η ηλικία των 

εµβρύων προσδιορίστηκε σύµφωνα µε τον πίνακα αναπτυξιακών σταδίων των 
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Hamburger και Hamilton, (1951). Για τα πειράµατα υπερέκφρασης και έκτοπης 

έκφρασης του γονιδίου cNscl1 µε τη χρήση του ρετροϊικού φορέα RCASBP(A) 

χρησιµοποιήθηκαν γονιµοποιηµένα white Leghorn αυγά, τα οποία είχαν ελεγχθεί 

ώστε να µην περιέχουν ενδογενείς ρετροϊούς για την αποφυγή οµόλογου 

ανασυνδυασµού µε το ρετροϊό που χρησιµοποιούµε. 

 

2.3. Bακτηριακά στελέχη, ιικοί και πλασµιδιακοί φορείς 
 Xρησιµοποιήθηκε µια cDNA βιβλιοθήκη εµβρύου όρνιθας 5 ηµερών της 

εταιρείας STRATAGENE µε φορέα τον Uni-ZAP XR. Ως θέσεις κλωνοποίησης των 

ενθεµάτων είχαν χρησιµοποιηθεί οι θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων 

XhoI και EcoRI. 

Για την εξαγωγή του pBluescript SK(+/-) από τον Uni-ZAP XR χρησιµοποιήθηκε ο 

βοηθητικός φάγος ExAssist   µε τη µέθοδο In Vivo Excision όπως αυτή περιγράφεται 

από τη STRATAGENE.   

Για τη δηµιουργία ανασυνδυασµένων κατασκευών χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός 

φορέας pBluescript SK(+/-)  της STRATAGENE, ο οποίος αναπτύχθηκε σε 

βακτηριακά στελέχη E.coli : DH5a , XL-1-blue MRF΄ και SOLR. 

Oι γονότυποι και οι σχετικές αναφορές αυτών των στελεχών ευρίσκονται στους 

Sambrook et al, και στη STRATAGENE. 

Για την υπερέκφραση του γονιδίου cNscl1 χρησιµοποιήθηκε ο ρετροϊικός 

πλασµιδιακός φορέας RCAS(BP)/Α στον οποίο κλωνοποιήθηκε το γονίδιο cNscl1, 

αφού πρώτα κλωνοποιήθηκε στο πλασµίδιο δέκτη Slax12. Στην οµάδα αυτών των 

πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν και τα πλασµίδια RCASBP(A)/AP , που εκφράζει 

αλκαλική φωσφατάση και RCASBP(A)/GFP που εκφράζει την πρωτεΐνη GFP, ως 

αρνητικά πειράµατα ελέγχου. 

Για την κατασκευή των χιµαιρικών πλασµιδιακών κατασκευών του cNscl1 µε την 

GAL4-DBD-(1-147), χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας pBxGI (προσφορά 

από το ∆ρ. Χ. ∆ελιδάκη), ενώ ως πλασµίδια αναφοράς (λουσιφεράσης) και 

κανονικοποίησης τιµών χρησιµοποιήθηκαν τα UAS-tk-Luc και CMV-LacZ (από ∆ρ. 

Χ. ∆ελιδάκη), pG5B-Luc, pCMV-βgal  (από ∆ρ. ∆. Καρδάση) , RSV-LacZ (από ∆ρ. 

Γ. Μαυροθαλασσίτη). Ως θετικό control χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο GAL4-

Smad3 (143-248)  (από ∆ρ. ∆. Καρδάση). 
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Για τη δηµιουργία πλασµιδίου αναφοράς που περιέχει Ε-boxes ανοδικά του γονιδίου 

της λουσιφεράσης χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο “AdML in pGL3-basic “ το οποίο 

περιέχει το minimal promoter του αδενοϊού (από ∆ρ. ∆. Καρδάση). 

Οι πλασµιδιακοί φορείς έκφρασης για τα γονίδια ΜΕ1a (ME1a in pCMV-Sport 6) και 

mNscl1 (mNscl1 in pCMV-Sport 6.1) αγοράστηκαν από την εταιρεία RZPD. 

Για τη δηµιουργία της ελλειπτικής πλασµιδιακής κατασκευής του mNscl1 χωρίς τη b’ 

περιοχή (mNscl1∆ in pcDNA3) χρησιµοποιήθηκαν οι φορείς pGEM T-easy και 

pcDNA3 

 

2.4 Μοριακές µέθοδοι 

2.4.1 Βακτηριακές καλλιέργειες 

Για την καλλιέργεια των βακτηριακών στελεχών Ε.coli (DH5a, DH10B, XL-

1blue MRF’ και SOLR) χρησιµοποιήθηκαν τα θρεπτικά υλικά LB (Luria-Bertani) και 

2XYT σε υγρή και στερεά µορφή και σε σύσταση όπως περιγράφεται από τη 

STRATAGENE. Ανάλογα µε τον πλασµιδιακό φορέα που χρησιµοποιήθηκε για το 

µετασχηµατισµό των βακτηρίων, έγινε και η προσθήκη των απαιτούµενων 

αντιβιοτικών, αµπικιλίνη 100µg/ml ή/και τετρακυκλίνη 10µg/ml. 

 

2.4.2 Μετασχηµατισµός (transformation) βακτηριακών κυττάρων µε τη χρήση 

χηµικών ουσιών. 

Ο µετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων έγινε µε τη µέθοδο LB-PEG. Η 

µέθοδος αυτή δίνει συχνότητα µετασχηµατισµού κυττάρων µεγαλύτερη από 1x107 

και περιλαµβάνει σε συντοµία τα παρακάτω στάδια: 

1.  Μεταφέρουµε µια βακτηριακή αποικία Ε.coli από ένα φρέσκο 2XΥΤ-άγαρ 

τρυβλίο σε υγρή καλλιέργεια µικρού όγκου (2-3 ml) και επωάζουµε 14-16 ώρες 

στους 37 οC. 

2. Εµβολιάζουµε 250ml 2XYT µε 2.5 ml από την παραπάνω καλλιέργεια και  

επωάζουµε, ώσπου η οπτική πυκνότητα των  κυττάρων στα 600nm να φτάνει έως 0.7. 

3.  Τοποθετούµε στον πάγο για 10 λεπτά. 

4. Φυγοκεντρούµε τα κύτταρα στους 4 οC, στις 5000 rpm για 15 λεπτά και 

επαναδιαλύουµε σε 2.5 ml κρύο 2XYT. 
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5.  Προσθέτουµε 12.5 ml διάλυµα LB-PEG (36%v/v γλυκερόλη, 12%w/v PEG 8000, 

12mM MgSO4 σε LB θρεπτικό) και αναδεύουµε καλά, αλλά όχι απότοµα. (Όσα από 

τα κύτταρα δεν χρησιµοποιηθούν αµέσως µπορούν να µοιραστούν σε µικρές 

ποσότητες και να διατηρηθούν στους –80 οC). 

6.  Αναµιγνύουµε 100 µl βακτήρια µε 1 µl DNA (περίπου 50ng) και αφήνουµε στον 

πάγο για 15 λεπτά.  

7.  Μεταφέρουµε τα βακτήρια στους 42 οC για 1 λεπτό και µετά ξανά στον πάγο για 5 

λεπτά. 

8.  Προσθέτουµε 900 µl 2XYT και επωάζουµε στους 37 oC για 1 ώρα αναδεύοντας. 

9. Απλώνουµε τα βακτήρια σε τρυβλία επιστρωµένα µε 2XYT + αντιβιοτικό  και 

επωάζουµε στους 37 οC για 15 περίπου ώρες.  

 

2.4.3. ∆ηµιουργία και µετασχηµατισµός βακτηριακών  κυττάρων µε την 

εφαρµογή ηλεκτροσόκ (electrocompetent)  

 Καλλιέργεια 3ml εµβολιάζεται µε αποικία κυττάρων E.coli  στελέχους 

DH10B και αφήνεται να αναπτυχθεί για ~16h στους 37 oC σε θρεπτικό µέσο LB (για 

1lt, 5gr yeast extract, 10gr bactotryptone, 10gr NaCl, ρύθµιση του pH στο 7.0). 

     Την επόµενη ηµέρα εµβολιάζονται 200ml θρεπτικού LB* (για 1lt: 5gr yeast 

extract, 10gr bactotryptone, 2gr NaCl, ρύθµιση του pH στο 7.0) µε 2ml καλλιέργειας 

DH10B κυττάρων και επωάζονται στους 37 oC  εωσότου η οπτική πυκνότητα των 

κυττάρων να είναι 0,6. Ακολουθεί: 

- Επώαση των κυττάρων στον πάγο για 15 min 

- Φυγοκέντρηση στις 4000 rpm στους 4 oC για 15min 

- Επαναδιάλυση πελέτας σε ίσο όγκο κρύο nanopure νερό 

- Φυγοκέντρηση στις 4000 rpm στους 4 oC για 15min 

- Επαναδιάλυση πελέτας σε 1/2 όγκο κρύο nanopure νερό 

- Φυγοκέντρηση στις 4000rpm στους 4 oC για 15min 

- Επαναδιάλυση πελέτας σε 1/4 όγκου κρύο nanopure νερό 

- Φυγοκέντρηση στις 4000 rpm στους 4 oC για 15min 

- Επαναδιάλυση πελέτας σε 1/10 όγκο κρύο nanopure νερό 

- Φυγοκέντρηση στις 3500 rpm στους 4 oC για 15min 

- Επαναδιάλυση σε ~1ml κρύο 10% v/v διάλυµα  γλυκερόλης 
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- Τα κύτταρα χρησιµοποιούνται αµέσως ή φυλάσσονται σε aliquots των 80µl 

στους -80 oC.   

-  Όλες οι παραπάνω διαδικασίες γίνονται, όσο το δυνατό, στον πάγο χρησιµο-

ποιώντας πάντα κρύες πιπέττες, falcons, tips. Για το µετασχηµατισµό των κυττάρων, 

προστίθενται 1-2µl της αντίδρασης ligation στα κύτταρα τα οποία στη συνέχεια 

τοποθετούνται σε ειδική κρύα κυψελίδα για να γίνει το electroporation (2000 V για 

5msec).  

     Στα κύτταρα προστίθενται ~800µl θρεπτικό µέσο 2XYT και αφήνονται να 

επωαστούν για 1h στους 37 oC. Τα κύτταρα στη συνέχεια απλώνονται σε τρυβλίο µε 

θρεπτικό LB ή 2XYT που φέρει το κατάλληλο αντιβιοτικό. 

 

 

2.4.4 Αποµόνωση πλασµιδιακών νουκλεϊκών οξέων 

 

Ι. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα 

 Για την παρασκευή σε µικρή κλίµακα (mini prep) υπερελικωµένου 

πλασµιδιακού DNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος αλκαλικής λύσης (alkaline lysis). Η 

µέθοδος αυτή αποδίδει υψηλής καθαρότητας και σχετικά µεγάλες ποσότητες 

πλασµιδιακού  DNA (10-15 µg) κατάλληλου για ανάλυση µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες. Η διαδικασία περιγράφεται από τους Sambrook et al, 1989. 

 

ΙΙ. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα 

 Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος αλκαλικής λύσης σε συνδυασµό µε διαδοχικές 

υπερφυγοκεντρήσεις διαβάθµισης χλωριούχου καισίου (CsCl gradient), παρουσία 

βρωµιούχου αιθιδίου (Sambrook et al, 1989). Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαµε 

είναι το εξής: 

1. Κατακρηµνίζουµε τα βακτηριακά κύτταρα από µία ολονύκτια καλλιέργεια των 

400 ml µε φυγοκέντρηση στους 4 ºC, στις 4000 rpm για 15 min σε έναν Sorvall GS3 

ρότορα (ή ισοδύναµό του) και αποµακρύνουµε όλο το υπερκείµενο υγρό. 

2. Επαναδιαλύουµε τη βακτηριακή πελλέτα σε 10 ml διαλύµατος #1 (GTE). 

3. Προσθέτουµε 1 ml διαλύµατος λυσοζύµης συγκέντρωσης 10 mg/ml σε 10 mM 

Tris·Cl [pH 8.0]. 

4. Προσθέτουµε 20 ml φρέσκου διαλύµατος #2 και ανακατεύουµε καλά. 

Φυλάσσουµε το δοχείο φυγοκέντρησης σε θερµοκρασία δωµατίου για 5-10 min. 
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5. Προσθέτουµε 15 ml κρύου διαλύµατος #3. Κλείνουµε το δοχείο φυγοκέντρησης 

και ανακινούµε καλά, αλλά όχι έντονα. Τοποθετούµε το δοχείο φυγοκέντρησης στον 

πάγο για 10 min. Το άσπρο ίζηµα που δηµιουργείται αποτελείται από χρωµοσωµικό 

DNA, υψηλού Μ.Β RNA καθώς και σύµπλοκα καλίου/SDS/πρωτεΐνης/ µεµβράνες. 

6. Φυγοκεντρούµε στους 4 ºC, στις 4000 rpm για 15 min σε έναν Sorvall GS3 

ρότορα (χωρίς την εφαρµογή φρένου). ∆ηµιουργείται συµπαγές άσπρο ίζηµα που 

περιέχει τα υπολείµµατα των βακτηρίων. 

7. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υγρή φάση σε  δοχείο φυγοκέντρησης των 250 ml 

µε ένα χωνί που περιέχει υαλοβάµβακα φιλτράροντας το παράλληλα. Προσθέτουµε 

60% του όγκου ισοπροπανόλη, ανακινούµε καλά και αφήνουµε το µπουκάλι σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 10 min. 

8. Φυγοκεντρούµε στις 5000 rpm για 15 min σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να 

κατακρηµνιστεί το πλασµιδιακό DNA. Ξεπλένουµε µε µερικά ml 70% αιθανόλης και 

αφήνουµε το DNA να στεγνώσει.  

9. Επαναδιαλύουµε το κατακρηµνισµένο DNA σε 3 ml αποστειρωµένο Η2Ο και 

προχωρούµε στον καθαρισµό ο οποίος αποτελείται από τα παρακάτω βήµατα: 

a. Υπολογίζουµε µε ακρίβεια τον όγκο του διαλύµατος του DNA και τα 

µεταφέρουµε σε νέο πλαστικό σωληνάριο. 

b. Για κάθε ml διαλύµατος προσθέτουµε 1.1 gr στερεού CsCl και ανακατεύουµε 

καλά ώσπου να διαλυθεί το CsCl.  

c. Προσθέτουµε 60-100 µl EtBr (συγκέντρωσης 10mg/ml σε Η2Ο). 

d. Μεταφέρουµε το διάλυµα ανακατεύοντας σε ειδικά σωληνάρια 

υπερφυγοκέντρησης (quick seal centrifuge tubes) και συµπληρώνουµε προσεκτικά µε 

διάλυµα CsCl περιεκτικότητας 1 gr/ml H2O. 

e. Κλείνουµε το σωληνάριο και τοποθετούµε ισοζυγισµένα τα δείγµατα στην 

υπερφυγόκεντρο στις 55000 rpm µέχρι την επόµενη ηµέρα. 

f. Την επόµενη ηµέρα έχουν δηµιουργηθεί δύο ζώνες DNA στο κέντρο περίπου του 

σωληναρίου υπερφυγοκέντρησης. Η κάτω ζώνη περιέχει το πλασµιδιακό DNA που 

µας ενδιαφέρει. Η πάνω ζώνη, αν υπάρχει, είναι λεπτή και αποτελείται από γραµµικό 

DNA καθώς και από κοµµένο κυκλικό πλασµιδιακό DNA (nicked DNA). Παίρνουµε 

το πλασµιδιακό DNA προσεκτικά µε µία σύριγγα και το µεταφέρουµε σε ένα καθαρό 

πλαστικό σωληνάριο. Κάνουµε διαδοχικές εκχυλίσεις µε κορεσµένο διάλυµα CsCl/ 

ισοπροπανόλης/ H2O ώσπου να µη διακρίνεται διαφορά στο χρώµα ανάµεσα στις δύο 

φάσεις. Η διαφορά χρώµατος δείχνει την παρουσία EtBr. 
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g. Μεταφέρουµε, µετρώντας τον όγκο, το διάλυµα του DNA σε γυάλινο σωληνάριο 

COREX και προσθέτουµε δύο όγκους H2O. Έπειτα προσθέτουµε διπλάσιο από το 

συνολικό  όγκο, αιθανόλη 100%. 

h. Φυγοκεντρούµε στις 12000 rpm για 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου (18 οC) για 

να κατακρηµνιστεί το DNA, το µεταφέρουµε σε σωληνάριο eppendorf και το 

διαλύουµε σε 500-1000 µl απιονισµένο, αποστειρωµένο νερό. 

i. Τέλος, µετράµε την απορρόφηση του δείγµατος µας στα 260 nm και 280 nm για 

να βρούµε τη συγκέντρωση του και να επιβεβαιώσουµε την καθαρότητα του.   

 

2.4.5 Aποµόνωση DNA βακτηριοφάγων 

 Ι. Aποµόνωση DNA βακτηριοφάγων σε µικρή κλίµακα από στερεή καλλιέργεια.  

Aκολουθήθηκε η µέθοδος της αποµόνωσης µετά από ανάπτυξη των 

βακτηριοφάγων σε χλόη βακτηρίων έως την πλήρη λύση τους (plate lysate). H 

µέθοδος περιγράφεται διεξοδικά στους Sambrook et al, 1989, και χρησιµοποιήθηκε 

για τον χαρακτηρισµό ανασυνδυασµένων βακτηριοφάγων.  H απόδοση είναι 15-40µg 

DNA, ποσότητα που επαρκεί για προκαταρκτική ανάλυση. 

 

ΙΙ. Aποµόνωση DNA βακτηριοφάγων σε µεγάλη κλίµακα 

Xρησιµοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες των κυττάρων-ξενιστών και για τον 

καθαρισµό των βακτηριοφάγων ακολουθήθηκε η µέθοδος της υπερφυγοκέντρησης σε 

διαβάθµιση χλωριούχου καισίου (CsCl gradient) όπως περιγράφεται στους Sambrook 

et al, 1989. 

 

2.4.6. Aποµόνωση γενωµικού DNA από ιστούς 

Για την αποµόνωση γενωµικού DNA από ιστούς (έµβρυα όρνιθας και 

ποντικού και ουρές ποντικού) ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 

1. Kατάλληλη ποσότητα ιστού οµογενοποιείται σε 400µl tail digestion buffer. 

Tail digestion buffer :   100 mM NaCl 

10 mM Tris HCl, pH:8.0 

25 mM EDTA, pH: 8.0 

0.5% SDS 

2. Aφήνουµε για 30 min στους 37 οC. 
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3. Προσθέτουµε 15 µl πρωτεϊνάση K (10 µg/µl) και αφήνουµε στους 55 οC για 

µερικές ώρες ή O/N. 

4. Προσθέτουµε RNAse (10 µg/µl) και αφήνουµε στους 37 οC για 10 λεπτά. 

5. Προσθέτουµε 400µl PhOH και ανακινούµε ήπια για 10 λεπτά. 

6. Προσθέτουµε 300 µl χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη (49:1), και ανακινούµε 

ήπια ξανά για 10 λεπτά. 

7. Φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις 12000 rpm, και αποµακρύνουµε την κάτω φάση. 

8. Kάνουµε ξανά εκχύλιση µε 300 µl χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη (49:1), και 

ανακινούµε ήπια για 10 λεπτά. 

8. Φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά στις 12000 rpm, και αποµονώνουµε την πάνω 

(υδατική) φάση. 

9. Προσθέτουµε 200 µl οξικό αµµώνιο 10 M και 800 µl EtOH. 

10. Aνακινούµε και φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά στις 12000 rpm. 

11. Ξεπλένουµε το ίζηµα του γενωµικού DNA µε 70% EtOH και επαναδιαλύουµε σε 

100 µl T.E. 

 

2.4.7. Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πήκτωµα αγαρόζης 

     Η αποµόνωση του DNA έγινε µε τη µέθοδο της ηλεκτροέκλουσης σε µεµβράνες 

διαπίδυσης και ο καθαρισµός µε κολώνα Sephadex G50, φαινόλη-χλωροφόρµιο και 

κατακρήµνιση µε αιθανόλη και άλας οξικού νατρίου. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση του DNA σε παρασκευαστικό gel αγαρόζης 0,8% - 1% 

αποµονώνεται η επιθυµητή ζώνη και τοποθετείται σε µεµβράνη διαπίδυσης µε 

κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (ΤΑΕ). Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση και στη συνέχεια 

αλλαγή της πολικότητας του ηλεκτρικού πεδίου για 30 sec ώστε να αποµακρυνθεί 

από τη µεµβράνη το DNA που πιθανόν έχει κολλήσει. 

     Το υγρό µεταφέρεται από τη µεµβράνη και υπόκειται σε εκχυλίσεις  µε 2-

βουτανόλη ώστε να µειωθεί ο όγκος του διαλύµατος του DNA. 

     Για τον καθαρισµό του DNA δηµιουργείται στήλη από Sephadex G50 σε σύριγγα 

του 1ml. Το διάλυµα περνά από τη στήλη µε φυγοκέντρηση στις 2500rpm για 5min. 

Ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου µίγµατος φαινόλης-χλωροφόρµιου, ανάδευση και 

φυγοκέντρηση για 5min στις 13000rpm. Στο υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος 

χλωροφορµίου και µετά από ανάδευση και φυγοκέντρηση το νέο υπερκείµενο 

κατακρηµνίζεται προσθέτοντας 1/10 του όγκου οξικό νάτριο 3Μ, pH 5.2 και διπλάσιο 
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όγκο 100% αιθανόλης. Ακολουθεί ψύξη για 10min στους -20  οC και φυγοκέντρηση 

για 15min στις 13000 rpm στους 4 οC. Το κατακρηµνισµένο DNA αφήνεται να 

στεγνώσει και επαναδιαλύεται στον επιθυµητό όγκο νερού. 

 

2.4.8.  Aποµόνωση ολικού RNA από ιστούς (έµβρυα όρνιθας και ποντικού) 

Xρησιµοποιήθηκαν πάντα φρέσκα και αποστειρωµένα διαλύµατα, µε 

ιδιαίτερη προσοχή σε  όλους τους χειρισµούς. 

Συνοπτικά η διαδικασία που ακολουθείται είναι : 

1. Πλένουµε τον ιστό, τον ζυγίζουµε και τον αποθηκεύουµε στους -80 οC. 

2. Προσθέτουµε buffer H (τα 200 µg ιστού επαναδιαλύονται σε 800 µl buffer H) και 

τον οµογενοποιούµε. Aφήνουµε O/N στους 4 οC. 

3. Φυγοκεντρούµε 10,000 rpm για 30'. 

4. Ξεπλένουµε δύο φορές το ίζηµα µε ίσο όγκο περίπου buffer W και ενδιαµέσως 

φυγοκεντρούµε, όπως και προηγουµένως. 

5. Aφήνουµε το ίζηµα του RNA να επαναδιαλύεται σε buffer S, σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 2-3 ώρες, υπό ανακίνηση. 

6. Φυγοκεντρούµε 10,000 rpm για 30'. 

7. Kαθαρίζουµε το υπερκείµενο µε όξινη φαινόλη: 2x όξινη φαινόλη: χλωροφόρµιο 

και 1x χλωροφόρµιο. 

8. Kατακρηµνίζουµε το RNA µε 2V αιθανόλη και 3M οξικό νάτριο pH 5.3. 

9. Tρέχουµε λίγο σε ένα gel αγαρόζης και ελέγχουµε την ποιότητά του. 

 

 

Buffer H   10 ml: 

3M LiCl   3 ml από 10M LiCl 

6M Urea   3.6 gr Urea 

0.1% SDS   50 µl από 20% SDS 

10mM NaOAc pH 5.2  33 µl από 3M NaOAc 

200 µg/ml Heparin (προαιρετικά) 

 

Buffer W   15 ml: 

4M LiCl   6 ml από 10M LiCl 

8 M Urea   7.2 gr Urea 
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Buffer S   10 ml: 

1% SDS   500 µl από 20% SDS 

50mM NaOAc pH 5.2  167 µl από 3M NaOAc 

 

2.4.9. Aποµόνωση poly(A+) RNA 

Oligo-dT κολώνα 

1. Eάν είναι σε υδατικό διάλυµα (και όχι υπό τη µορφή ξηρής σκόνης), την 

καθαρίζουµε αρχικά, µε πολλούς όγκους 0.1N NaOH. 

2. Ξεπλένουµε µε nanopure H2O. 

3. Ξεπλένουµε µε loading buffer, µέχρις ότου το pH της να γίνει <8.0. 

 

2.4.10. Eπιλογή των poly(A+) RNAs 

1.Kατακρηµνίζουµε το RNA (περίπου 500 µg) µε 2V αιθανόλη και 3M οξικό νάτριο 

pH 5.3. 

2.Eπαναδιαλύουµε σε 100-200 µl nanopure H2O και αφήνουµε 10' στους 70 οC για 

αποδιάταξη. 

3. Προθέτουµε ίσο όγκο 2x loading buffer. 

4. Φορτώνουµε στην κολώνα και µαζεύουµε τα κλάσµατα (flow-through). 

Φορτώνουµε και ίσο όγκο µε τον όγκο του δείγµατος, 1x loading buffer και 

συγκεντρώνουµε όλο το παραπάνω flow-through. 

5. Tο ζεσταίνουµε ξανά για 5' στους 70 οC. 

6. Φορτώνουµε πάλι στην κολώνα και µαζεύουµε τα κλάσµατα (flow-through). 

7. Ξεπλένουµε την κολώνα µε 6-8 ml loading buffer (µαζεύουµε κλάσµατα του 1 ml). 

9. Eκλούουµε µε ρυθµιστικό διάλυµα έκλουσης (elution buffer) και µαζεύουµε 5-6 

κλάσµατα των 500 µl. 

10. Προσθέτουµε σε όλα τα κλάσµατα (flow-through, wash και elution) αλάτι και 

αιθανόλη και αφήνουµε O/N στους -80 οC. 

11. Φυγοκεντρούµε στις 10,000 rpm, 30'. 

12. Eπαναδιαλύουµε τα κλάσµατα σε 20 µl nanopure H2O και ελέγχουµε σε gel 

αγαρόζης 2-5 µl από το καθένα.  
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Loading buffer  250 ml: 

10mM Tris-Cl pH 7.5  1.25 ml από 1M Tris-Cl 

0.5 M NaCl   25 ml από 5M NaCl 

1mM EDTA   500 µl από 0.5M EDTA 

0.1% SDS   1.2 ml από 20% SDS 

 

Elution buffer   100 ml: 

10mM Tris-Cl pH 7.5  1 ml από 1M 

1mM EDTA    200 µl από 0.5M 

0.05% SDS   250 µl από 20% 

 

2.4.11. ∆ηµιουργία cDNA µε αντίστροφη µεταγραφή πολυ(A)+ RNA 

 Aκολουθήθηκε το πρωτόκολλο που περιγράφεται από τους Sambrook et al, 

1989. 

 

2.4.12. Πέψη µορίων DNA µε ένζυµα περιορισµού 

 Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν από τις 

εταιρείες Promega, Minotech και Νew England Biolabs και οι πέψεις 

πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες της προµηθεύτριας εταιρείας και µε 

βάση τα πρωτόκολλα που περιγράφονται από τους Sambrook et al, 1989.  

2.4.13. Υβριδοποίηση (Annealing) ολιγονουκλεοτιδίων 

     Ισοµοριακή ποσότητα των δυο συµπληρωµατικών ολιγονουκλεοτιδίων µε τελική 

συγκέντρωση 20ng/µl, 10x T4 DNA Ligase buffer (Promega) και νερό σε τελικό όγκο 

50µl, τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο µε θερµοκρασία 95 οC και αφέθηκε να κρυώσει 

σταδιακά. Με αυτό τον τρόπο τα δυο ολιγονουκλεοτίδια ενώνονται λόγω 

συµπληρωµατικότητας. 

 

2.4.15. Pαδιοσήµανση µορίων DNA 

Xρησιµοποιήθηκε η µέθοδος Σήµανσης τµηµάτων DNA µε την βοήθεια 

τυχαίων εκκινητών (random priming labelling): H µέθοδος αυτή δίνει  

ραδιοσηµασµένα τµήµατα DNA υψηλής ειδικής ενεργότητας (1x109 cpm/µgr). H 

αρχή της µεθόδου είναι η εξής: γραµµικά δίκλωνα τµήµατα DNA αποδιατάσσονται 

παροδικά µε βράσιµο στους 100 οC για 5 λεπτά. Στη συνέχεια µία σειρά από 
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εξαµερείς εκκινητές αφήνονται να αναδιαταχθούν µε τυχαία τµήµατα του 

αποδιαταγµένου DNA, παρουσία της πολυµεριστικής ιδιότητας του ενζυµικού 

κλάσµατος Klenow, των dATP, dCTP, dGTP, dTTP και των α[32P]-dATP και 

α[32P]-dCTP ραδιενεργών νουκλεοτιδίων µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία 

ραδιοσηµασµένων γραµµικών τµηµάτων DNA διαφόρου µήκους. Xρησιµοποιήθηκε 

σε υβριδοποιήσεις για αναλύσεις γενωµικού DNA κατά Southern και στην επιλογή 

κλώνων από την  cDNA βιβλιοθήκη. H τεχνική αναπτύχθηκε από τους Feinberg and 

Vogelstein (1983), και το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε περιγράφεται από τους 

Sambrook et al, 1989. 

 

2.4.16. Mέθοδοι υποκλωνοποίησης µορίων DNA 

I. Tροποποίηση των άκρων τµηµάτων DNA: 

∆ηµιουργία τυφλών άκρων (blunt ends). Xρησιµοποιήθηκε το ενζυµικό κλάσµα 

Klenow της DNA πολυµεράσης, το οποίο έχει την ιδιότητα είτε να προσθέτει 

νουκλεοτίδια σε 3΄ υπολειπόµενα άκρα χάρη στην πολυµεριστική του ιδιότητα 5΄→ 

3΄, είτε να υδρολύει 3΄προεξέχοντα άκρα χάρη στην εξωνουκλεοτιδική του δράση 

3΄→ 5΄, (Sambrook et al, 1989). 

II. Σύνδεσεις µορίων DNA (ligation). Xρησιµοποιήθηκαν οι παρακάτω µέθοδοι 

ανάλογα µε το είδος των άκρων (προεξέχοντα ή τυφλά) και το είδος των µορίων που 

επρόκειτο να συνδεθούν : 

α) Eπανασύνδεση πλασµιδίου µε συµβατά άκρα (sticky ends). H συγκέντρωση του 

DNA δεν ξεπερνούσε τα 30-50µg/ml, ενώ η ποσότητα της T4 DNA λιγάσης 

(Promega) ήταν 1u Weiss για κάθε αντίδραση, σε συνθήκες 4 oC και χρόνο επώασης 

14-16 ώρες. 

β) Eπανασύνδεση πλασµιδίου µε τυφλά άκρα (blunt ends). Σε αυτή την περίπτωση 

χρησιµοποιήθηκε ανάλογο µε την προηγούµενη ποσό DNA, ενώ η ποσότητα της 

λιγάσης αυξήθηκε σε 2 Weiss units για κάθε αντίδραση, και οι συνθήκες ήταν 

επώαση για 12-16 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου (20 oC). 

γ) ∆ηµιουργία ανασυνδυασµένων πλασµιδίων µε συµβατά άκρα. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις η αναλογία µορίων φορέα (vector) : αναλογία µορίων ενθέµατος (insert) 

ήταν από 1:1 έως 1:5. H συνολική ποσότητα του DNA δεν ξεπερνούσε τα 150-200 ng 

και η συγκέντρωση της λιγάσης 1u Weiss για κάθε αντίδραση. 
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δ)∆ηµιουργία ανασυνδυασµένων πλασµιδίων µε τυφλά άκρα. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις η αναλογία µορίων φορέα : αναλογία µορίων ενθέµατος ήταν από 1:3 

έως 1: 8, ενώ το ποσό της λιγάσης αυξανόταν 2 έως 3 φορές. 

ε) ∆ηµιουργία ανασυνδυασµένων πλασµιδίων µε κατευθυνόµενη κλωνοποίηση 

ενθέµατος. H µοριακή αναλογία τροποποιείται σε 1:1 και η ποσότητα της λιγάσης 

όπως στη περίπτωση (γ). 

 

2.4.17. Προσδιορισµός της πρωτοταγούς νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µορίων 

DNA (DNA sequencing analysis) 

Xρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του τερµατισµού της επιµήκυνσης της 

ραδιοσηµασµένης αλυσίδας του DNA σε διάφορα µήκη, µε την ενσωµάτωση 

τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxy nucleotide chain termination 

method) των Sanger et al, 1977. H σήµανση των µορίων έγινε µε α[35S]-dATP και  

χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο Sequenase (USB) που είναι τροποποιηµένη T7 DNA 

πολυµεράση σύµφωνα µε τις οδηγίες της προµηθεύτριας εταιρείας (USB: Sequenase 

TM kit, Version 2.0). Oλες οι αντιδράσεις αναλύθηκαν σε 5-6% αποδιατακτικά 

πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης. 

 

2.4.18. Μεταφορά κατά Southern γενωµικού ή κλωνοποιηµένου DNA (Southern 

analysis) 

 H µέθοδος αυτή στηρίζεται στην µεταφορά του υδρολυµένου µε περιοριστικά 

ένζυµα DNA από πήκτωµα αγαρόζης σε νάυλον µεµβράνη τοποθετηµένη στην 

επιφάνεια του πηκτώµατος. H ανάλυση αυτή έγινε όπως περιγράφεται από τους 

Sambrook et al, 1989. 

 

2.4.19. Yβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων (hybridization) 

 Oι υβριδοποιήσεις των µεµβρανών έγιναν σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του 

Denhardt. 

Συνοπτικά στη µέθοδο Denhardt χρησιµοποιήθηκε ως διάλυµα υβριδοποίησης το 

ακόλουθo:  

 6x SSC 

 5x Denhardt 

 0.5% SDS 
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 100 µg/ ml αποδιαταγµένο DNA από σπέρµα σολωµού 

∆ιαλύµατα έκπλυσης της µη-ειδικής πρόσδεσης στην µεµβράνη: 

 2x SSC, 0.1% SDS 

 1x SSC, 0.1% SDS 

 0.1x SSC, 0.1% SDS 

Όλες οι εκπλύσεις γίνονται στην θερµοκρασία υβριδοποίησης. 

 

2.4.20. Aλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction-PCR) 

H µέθοδος αυτή δίνει τη δυνατότητα πολλαπλασιασµού τµηµάτων DNA in 

vitro µέσω διαδοχικών βηµάτων επώασης σε διάφορες θερµοκρασίες µε τη χρήση του 

θερµοανθεκτικού ενζύµου της Taq DNA πολυµεράσης. Oι συνθήκες για τις PCR 

αντιδράσεις εξαρτώνται από το αναµενόµενο προϊόν και τους εκκινητές που 

χρησιµοποιούµε και σχεδιάζονται πάντα σύµφωνα µε τις οδηγίες της προµηθεύτριας 

εταιρείας της Taq DNA πολυµεράσης. 

 

2.5. Μέθοδος ανοσοαποτύπωσης (Western blot analysis)  

2.5.1. Προετοιµασία δειγµάτων από τα κύτταρα  

1.  Αποµάκρυνση του θρεπτικού υλικού από την κυτταρική καλλιέργεια. 

2.  Ξέπλυµα των κυττάρων µε 1xPBS δύο φορές. 

3. Προσθέτουµε το διάλυµα λύσης των κυττάρων 1xRLB (150 -300 µl/ πηγαδάκι σε  

6-well plate) στα πηγαδάκια και τα µεταφέρουµε στους -80 ºC για 10 min και έπειτα 

στους 37 ºC για 2 min για να βοηθήσουµε τα κύτταρα να σπάσουν. 

4.  Στη συνέχεια ξεπλένουµε πολύ καλά τον πυθµένα όπου βρίσκονται 

προσκολληµένα τα κύτταρα µε το διάλυµα RLB, που ήδη υπάρχει µέσα, ώσπου η 

επιφάνεια του πυθµένα να γίνει λεία. 

5.  Μεταφορά των κυττάρων σε  eppendorf 1,5 ml. 

6.  Φυγοκέντρηση στις 13000 rpm, στους 4 οC  για 30 min. 

7.  Μεταφορά υπερκείµενου (lysate)  σε ένα καθαρό eppendorf. 

8.  Προσθήκη ίσου όγκου 2X sample loading buffer και 100 mM DTT σε 10 µl του 

δείγµατος. 

9.  Βράσιµο δειγµάτων για 5min. 

10.Μεταφορά στον πάγο µέχρι να ξεκινήσουµε το φόρτωµα του gel. 
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22..55..22..  ΗΗλλεεκκττρροοφφόόρρηησσηη  ττωωνν  δδεειιγγµµάάττωωνν  ((rruunnnniinngg))  

1. Προετοιµασία των gel πολυακρυλαµίδης και τοποθετησή τους στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης (Biorad). 

2. Προσθήκη 1L από το 1X running buffer (γεµίζουµε όλο τον ενδιάµεσο των gel 

χώρο και τον µισό από τον χώρο που βρίσκεται γύρω από τα gel).  

3. Φορτώνουµε τα δείγµατα στα πηγάδια (wells).     

4. Ρυθµίζουµε την συσκευή ηλεκτροφόρησης στα 80V για όσο χρόνο τα δείγµατα 

βρίσκονται στο stacking gel (πηκτή επιστοίβασης) για περίπου 30min και στην 

συνέχεια την  ρυθµίζουµε στα 100V µέχρι να φύγει η χρωστική από το  gel (σχεδόν 2 

hours). Αν θέλουµε να τρέξουµε το gel O/N ρυθµίζουµε την συσκευή στα 30V. 

 

2.5.3. Μεταφορά των πρωτεϊνών από το gel σε νάϋλον µεµβράνη (transfer) 

1. Φτιάχνουµε 1X transfer buffer, περίπου µια ώρα πριν τη χρήση, και το 

τοποθετούµε στους 4 οC. 

2. Κόβουµε στις διαστάσεις του gel  1 κοµµάτι  νάϋλον µεµβράνης και 6 κοµµάτια 

χαρτί whattman.  

3. Αδειάζουµε το  running buffer από την συσκευή και αποµακρύνουµε το gel. 

4. Κόβουµε το τµήµα που αντιστοιχεί στο stacking gel και κρατάµε το τµήµα που 

αντιστοιχεί στο separating gel (πηκτή διαχωρισµού). 

5. Εµποτίζουµε σε 1X transfer buffer τα χαρτιά whattman, τη νάϋλον µεµβράνη 

καθώς και τα ειδικά σφουγγαράκια 

6. Τοποθετούµε πρώτα το σφουγγάρι (στη µαύρη πλευρά της θήκης του sandwich), 

ενώ ακολουθούν µε τη σειρά 3 whattman  χαρτιά, το gel, η µεµβράνη, 3 χαρτιά 

wattman , και το σφουγγαράκι δηµιουργώντας έτσι ένα sandwich  

7. Χρησιµοποιούµε µια γυάλινη πιππέτα pasteur για να αποµακρύνουµε τον αέρα που 

έχει εγκλωβιστεί 

8. Κλείνουµε το sandwich και το τοποθετούµε στην συσκευή, έχοντας τη µαύρη 

πλευρά της θήκης του sandwich στη µαύρη πλευρά της συσκευής 

9. Γεµίζουµε τη συσκευή µε κρύο transfer buffer και τοποθετούµε πάγο γύρω από 

αυτή. 

10. Ρυθµίζουµε τη συσκευή της ηλεκτροφόρησης στα 310 mA για 1 hr ώστε να 

µεταφερθούν οι πρωτεΐνες από το gel στη µεµβράνη ή αν θέλουµε να κάνουµε την 

ηλεκτροφόρηση  O/N  την ρυθµίζουµε στα 30V. Η ηλεκτροφόρηση Ο/Ν γίνεται 

στους 4 οC. 
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2.5.4. Ανοσοαποτύπωση (Immunoblotting) 

1. Αποµακρύνουµε τη µεµβράνη από το sandwich και την επωάζουµε  σε PBSMT 

(5%  γάλα σε 0,1% PBST) για 1hr µε ανακίνηση.               

 500 ml 0,1% PBST ( φυλάσσεται στους 4 οC): 500ml 1xPBS και 500µl Tween 100% 

2. Βάζουµε το πρώτο αντίσωµα, διαλυµένο σε  PBSMT (PBST µε 5% γάλα) στην 

µεµβράνη και την αφήνουµε O/N στους 4 °C. Εναλλακτικά την αφήνουµε για 2hr σε 

θερµοκρασία δωµατίου (RT).  

3. Αποµακρύνουµε το αντίσωµα, το οποίο µπορούµε να φυλάξουµε στους -20 οC και 

να το ξαναχρησιµοποιήσουµε για 2-3 φορές. 

4.  Πλύσιµο  3x µε 1% PBS-T για 15min. 

5. Προετοιµάζουµε το δεύτερο αντίσωµα (συνδεδεµένο µε υπεροξειδάση) στην 

κατάλληλη συγκέντρωση, πάλι σε PBSMT, το οποίο και επωάζουµε για 1hr υπό 

ανακίνηση. 

6. Ξεπλένουµε µε  PBST  για 3x15min.   

7. Στεγνώνουµε την µεµβράνη ακουµπώντας την σε ένα κοµµάτι χαρτί wattman. 

8.Τοποθετούµε πάνω στην µεµβράνη  υπόστρωµα της υπεροξειδάσης για την 

αντίδραση χηµειοφωταύγειας (ECL της εταιρείας Chemicon) για 1΄, στεγνώνουµε τη 

µεµβράνη ξανά και στη συνέχεια εκθέτουµε την µεµβράνη σε φωτογραφικό φιλµ και 

εµφανίζουµε. 

 

10x RUNNING-TRANSFER BUFFER (1 Lt) : 

900 ml 10x Tris-Glycine                                                               

100 ml SDS 10% 

 (για το  1x TRANSFER BUFFER χρησιµοποιούµε 100ml 10x RUNNING-

TRANSFER BUFFER, 20% µεθανόλη και νερό µέχρι το 1lt). 

 

10x Tris-Glycine (1 Lt, pH 8.3): 30.2 gr Tris-base, 188 gr glycine 

 

2x Sample Buffer: 

100mM Tris-Cl pH 6.8 

4% SDS 

0.2% bromophenol blue 

20% glycerol 
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Πηκτή πολυακρυλαµιδίου 7.5% :  

α)Πηκτή διαχωρισµού (separating gel) 

2.5 ml dH2O 

1.25 ml 30% acrylamide 

1.25 separating gel buffer (1.5 M Tris-Cl pH 8.8 + 0.4% SDS) 

50 µl 10% APS 

2.5 µl TEMED 

 

β) Πηκτή επιστοίβασης (stacking gel) 

1.8 ml dH2O 

450 µl 30% acrylamide 

750 µl stacking gel buffer (1 M Tris-Cl pH 6.8 + 0.4%SDS) 

30 µl 10% APS 

3 µl TEMED 

 

2.6. In Situ Yβριδοποίηση 
H τεχνική της in situ υβριδοποίησης χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της 

έκφρασης των γονιδίων cNscl1, mNscl1, Tag1, Hoxb1 σε επίπεδο mRNA, 

επιτρέποντας µε αυτό τον τρόπο την αποτύπωση και παρατήρηση του προτύπου 

έκφρασής τους. Eφαρµόσθηκε σε ολόκληρα έµβρυα (whole mount) όρνιθας και 

ποντικού, σε εγκάρσιες και διαµήκεις τοµές εµβρύων όρνιθας και ποντικού καθώς και 

σε ποντικούς ολίγων ηµερών µετά τη γέννησή τους. O τρόπος παρασκευής του 

ανιχνευτή καθώς και οι λεπτοµέρειες στον τρόπο εφαρµογής της τεχνικής 

παρουσιάζονται αναλυτικά στο σχετικό εγχειρίδιο της Βoehringer Mannheim (Non 

radioactive In situ Hybridization Application manual, second edition). 

 

2.6.1. Παρασκευή του γραµµικού DNA προτύπου 

Yδρολύουµε για 3-4 ώρες µε κατάλληλο περιοριστικό ένζυµο στην 5΄ περιοχή της 

κωδικοποιού αλληλουχίας του γονιδίου ή µέρους του γονιδίου που θα χρησιµοποιηθεί 

σαν µήτρα για την in vitro µεταγραφή. Αυτό θα έχει σαν αποτέλεσµα η DNA 

κατευθυνόµενη RNA πολυµεράση να συνθέσει µόρια συµπληρωµατικά των 

µεταγράφων του γονιδίου. 
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Κατόπιν προσθέτουµε  50 µg/ml πρωτεϊνάσης K για 30 λεπτά στους 37 °C. 

Kάνουµε εκχυλίσεις µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και καταβύθιση µε NaAcet-EtOH. 

Ποσοτικοποίηση µε τρέξιµο µικρής ποσότητας σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 

2.6.2. Παρασκευή του ανιχνευτή (probe) µε "εκτός οργανισµού µεταγραφή" (In 

vitro transcription) 

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι πρόσφατα παρασκευασµένα και απαλλαγµένα 

από ριβονουκλεάσες (RNases) 

1) Σε eppendorf tubes (1.5 ml) τα οποία έχουν επικαλυφθεί µε σιλικόνη 

προσθέτουµε µε την ακόλουθη σειρά: 

   nuclease free H2O       7µl 

   5x transcription buffer        4 µl 

   0.1 M DTT                       2µl 

   10 mM  rGTP                   1µl 

   10 mM  rCTP                   1µl 

   10 mM  rATP                   1µl 

   10 mM  rUTP              0.65µl 

   10 mM  11-DIGrUTP     0.35µl 

   RNAsin                         1µl 

   RNA polymerase             1µl 

   1 µg/µl linear template DNA  1µl 

2) Επώαση για τουλάχιστον 2 ώρες στους 37 °C 

3) Τρέχουµε ποσότητα 1 µl σε πήκτωµα αγαρόζης για έλεγχο/ποσοτικοποίηση του  

(επιθυµητή DNA/RNA αναλογία:1/10). 

4) Προσθέτουµε 2 µl  DNAse απαλλαγµένης από RNAse (15 λεπτά,  37 °C). 

5) Tρέχουµε 1 µl σε πήκτωµα αγαρόζης για να ελέγξουµε ότι δεν υπάρχει DNA. 

6) Προσθέτουµε : 

   90 µl EDTA 

   12µl LiCl 4 M 

   360 µl EtOH 

τοποθετούµε για τουλάχιστον 30 λεπτά στους -20 °C. 

7) Φυγοκεντρούµε στις 12000 rpm, 15 λεπτά στους 4 °C. 

8) Πλύσιµο µε 70% αιθανόλη. 
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9) Φυγοκεντρούµε στις 12000 rpm, 5 λεπτά στους 4 °C. 

10)Στεγνώνουµε και επαναδιαλύουµε το RNA σε 100 µl T.E. 

∆ιατηρούµε το RNA στους -20 °C ή -80 °C µέχρι τη χρησιµοποίησή του. 

 

2.6.3. ∆ιαδικασία in situ υβριδοποίησης σε τοµές κρυοτόµου 

Η µέθοδος της in situ υβριδοποίησης εφαρµόζεται σε τοµές κρυοτόµου ως 

εξής:  

Οι αντικειµενοφόρες πλάκες µε τις τοµές φυλάσσονται στους   -20 °C µέχρι τη χρήση 

τους. Εφόσον είναι να χρησιµοποιηθούν τις ξεπαγώνουµε και τις αφήνουµε  να 

στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου για 20-30 λεπτά. Στη συνέχεια οι τοµές 

µονιµοποιούνται σε διάλυµα 4% παραφορµαλδεΰδης σε PBS, για 10 λεπτά, 

Ακολούθως, οι τοµές πλένονται µε PBS (3x5 λεπτά), επωάζονται µε διάλυµα 

ακετυλίωσης: 4 ml τριαιθανολαµίνη, 0.525 ml HCl (37%) και 0.75 ml οξικός 

ανυδρίτης σε 295 ml H2O, για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί  

εµβάπτισή τους σε διάλυµα PBT για 30 λεπτά και µετά από τρία δεκάλεπτα 

πλυσίµατα µε PBS, επώαση των τοµών για 6 ώρες, σε θερµοκρασία δωµατίου, µε το 

διάλυµα προϋβριδοποίησης, το οποίο περιέχει: 50% φορµαµίδιο, 5xSSC, 5xDenharts, 

250mg/ml yeast RNA, 500mg/ml herring sperm DNA. Ακολούθως, προσθέτουµε το 

διάλυµα υβριδοποίησης, που είναι διάλυµα προϋβριδοποίησης το οποίο περιέχει 200-

400 ng/ml από τον σηµασµένο µε διγοξυγενίνη ανιχνευτή (DIG-RNA probe). H 

υβριδοποίηση γίνεται στους 72 °C, για 14 µε 16 ώρες. Αξίζει να σηµειωθεί, πως για 

να αποφευχθεί η εξάτµιση του διαλύµατος υβριδοποίησης, οι τοµές πρέπει να 

καλύπτονται µε µεµβράνη parafilm. 

Την επόµενη ηµέρα, οι τοµές εµβαπτίζονται σε διάλυµα 5xSSC για 5 λεπτά, 

στους 72 °C, οπότε και αποµακρύνονται οι µεµβράνες parafilm, και στην συνέχεια, 

µεταφέρονται σε διάλυµα 0.2xSSC, στους 72 °C και για 1 ώρα. Μετά από δύο 

πεντάλεπτα πλυσίµατα µε διάλυµα που περιέχει 0.1M Tris pH7.5, 0.15 M NaCl 

(διάλυµα Β1), ακολουθεί επώαση των τοµών για δύο ώρες, σε θερµοκρασία 

δωµατίου, µε διάλυµα 10% FCS σε Β1, για να καλυφθούν οι µη ειδικές θέσεις 

δέσµευσης του αντισώµατος. Στην συνέχεια, οι τοµές επωάζονται µε πρωτογενές 

αντίσωµα έναντι της διγοξυγενίνης το οποίο είναι συνδεδεµένο µε αλκαλική 

φωσφατάση (anti-DIG-AP, Fab fragments, Roche), αραιωµένο 1/5000 σε διάλυµα 

1%FCS, για 14 µε 16 ώρες στους 4 °C. 
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Την επόµενη ηµέρα, οι τοµές πλένονται µε διάλυµα Β1 (3x5 λεπτά), και στη 

συνέχεια, µε διάλυµα το οποίο περιέχει: 0.1M Tris pH 9.5, 0.1M NaCl, 50mM MgCl2  

(διάλυµα Β2) (3x10 λεπτά), έτσι ώστε να εξισορροπηθεί το pH των τοµών. 

Ακολουθεί επώαση µε το χρωµογόνο διάλυµα: 75mg/ml NBT (Nitroblue tetrazolium 

chloride, Roche) και 50mg/ml BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate,4-

toluidine salt, Roche) σε διάλυµα B2. H αντίδραση πραγµατοποιείται στο σκοτάδι, 

µέχρι να µας δώσει ικανοποιητική χρώση.  

Τέλος, οι τοµές πλένονται µε διάλυµα ΡΒΤ πολλές φορές, και ακολουθεί 

σταδιακή αφυδάτωση, µε διαδοχικές εµβαπτίσεις σε: 70%, 80%, 95%, 100% 

αιθανόλη, και ακολούθως 3 φορές σε 100% ξυλόλη. Εφόσον, οι τοµές καλυφθούν µε 

Entellan και τοποθετηθούν καλυπτρίδες, είναι έτοιµες για παρατήρηση.  

 

2.6.4. ∆ιαδικασία in situ υβριδοποίησης σε τοµές µικροτόµου δόνησης ή σε 

ολόκληρα ιστοτεµάχια και έµβρυα 

Ι.  Mονιµοποίηση ιστού 

O ιστός µονιµοποιείται σε 4% PFA και διατηρείται στους 4 °C (2-3 µήνες) 

Για περαιτέρω φύλαξη αφυδατώνεται ως εξής: 

2x5 λεπτά σε PBT (PBT: PBS +0,1% Tween-20) 

5 λεπτά 25% Mεθανόλη/75% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά 50% Mεθανόλη/50% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά 75% Mεθανόλη/25% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά σε Mεθανόλη (3-4 φορές) 

φύλαξη στους -20 °C για αρκετούς µήνες.  

ΙΙ. Προετοιµασία ιστού για in situ υβριδοποίηση 

1) Για να επαναχρησιµοποιηθεί ο ιστός ακολουθείται ενυδάτωση κατά την 

αντίστροφη πορεία, ως εξής: 

5 λεπτά 75% Mεθανόλη/25% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά 50% Mεθανόλη/50% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά 25% Mεθανόλη/75% PBT (2 φορές κατά προτίµηση) 

5 λεπτά σε PBT (3-4 φορές) 

2) Προσθέτουµε H2O2  2% για µία ώρα. 

3) Ξεπλένουµε µε PBT, 3x5 λεπτά. 
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4) Προσθήκη πρωτεϊνάσης K (5 µg/ml) για 10 λεπτά. H πρωτεϊνάση διασπά τις 

πρωτεΐνες που περιβάλλουν τα νουκλεϊκά οξέα ώστε να διευκολυνθεί  η  πρόσβαση 

του ανιχνευτή στα νουκλεϊκά οξέα-στόχο. 

5) Σταµατάµε την αντίδραση προσθέτοντας γλυκίνη 5 mg/ml. 

6) Ξεπλένουµε µε PBT 3-4 φορές 

7) Mετα-µονιµοποίηση σε 0,2% γλουταραλδεΰδη / 4% PFA για 20 λεπτά. 

ΙΙΙ. Προϋβριδοποίηση 

Ξεπλένουµε µε PBT 2x5 λεπτά. 

Προσθέτουµε στο κάθε δείγµα ανάλογο όγκο διαλύµατος υβριδοποίησης. 

Προϋβριδοποιούµε στους 70 οC για µία ώρα τουλάχιστον. 

H σύσταση του διαλύµατος προϋβριδοποίησης-υβριδοποίησης είναι: 

  Formamide  50% 

  SSC   5X 

  Yeast RNA  50 µg/ml 

  SDS   1% 

  Heparin  50 µg/ml 

IV. Yβριδοποίηση 

Προσθέτουµε περίπου 1µg/ml από τον ανιχνευτή και επωάζουµε O/N στους 70 οC. 

V. Πλυσίµατα µετά την υβριδοποίηση - επώαση µε αντίσωµα 

Ξέπλυµα  2x30 λεπτά στους 70 οC µε "διάλυµα I" (50% φορµαµίδιο, 5xSSC, 

1%SDS). 

Ξέπλυµα 10 λεπτά στους 70 οC µε "διάλυµα I"/"διάλυµα II" (0.5 M NaCl, 10mM 

Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Tween 20).  

Ξέπλυµα 3x5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου µε "διάλυµα II". 

Προσθέτουµε 2x30 λεπτά RNAse A 100µg/ml διαλύµατος II στους 37 οC. 

Ξέπλυµα µε "διάλυµα II" , 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ξέπλυµα µε "διάλυµα III" (50% φορµαµίδιο, 2xSSC), 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

Ξέπλυµα µε "διάλυµα III" 2x30 λεπτά στους 65 οC. 

Ξέπλυµα µε TBST (για 50 ml: 8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 25ml Tris-HCl 1M pH7.5, 1ml 

Tween-20) για 3x5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Προσθέτουµε 10% FCS (ή NGS) σε 1X TBST και αφήνουµε σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 90 λεπτά. 
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Eπώαση µε αντίσωµα αντι-διγοξυγενίνης (1/2000) αραιωµένο σε TBST-1% FCS, για 

12-16 ώρες στους 4 °C.  

 

 

VI. Πλυσίµατα µετά τo αντίσωµα και ιστοχηµεία 

Ξεπλένουµε µε TBST αρχικά 3x5 λεπτά και στη συνέχεια 5x40 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

Πλύσιµο 3x10 λεπτά µε NTMT (100mM NaCl, 100mM Tris-HCl pH 9.5, 50mM 

MgCl2, 0.1% Tween-20) σε θερµοκρασία δωµατίου. 

H δράση της αλκαλικής φωσφατάσης ανιχνεύεται χρωµατοµετρικά µε τις ουσίες NBT 

και BCIP: 

Σε 10ml NTMT προσθέτουµε 45 µl NBT (stock 75mg/ml) και 35 µl BCIP (stock 

50mg/ml) και χρησιµοποιούµε για το κάθε δείγµα αρκετή ποσότητα ώστε να 

σκεπάζεται επαρκώς. 

Aφήνουµε για δύο ώρες τουλάχιστον έως O/N περιµένοντας την ανάπτυξη του 

χρώµατος. 

∆ιατηρούµε σε σκοτάδι ανακινώντας τα πρώτα 20 λεπτά και προαιρετικά µπορούµε 

να τοποθετήσουµε στους 37 °C όπου γίνεται γρηγορότερα η ανάπτυξη χρώµατος. 

Όταν το χρώµα αναπτυχθεί στην επιθυµητή έκταση, ξεπλένουµε 3x5 λεπτά µε PBT, 

στη συνέχεια 2x10 λεπτά µε PBT και αφήνουµε O/N στους 4 οC. 

Kατόπιν βάζουµε σε 50% γλυκερόλη σε PBS για 3 ώρες περίπου και µετά σε 80% 

γλυκερόλη σε PBS διατηρώντας στους 4  °C για όσο θέλουµε. 

 

2.7. Κυτταρικές σειρές 

 Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HEPG2, SHSY και HEK293 

(human embryonic kidney). Για την καλλιέργειά τους χρησιµοποιείται θρεπτικό µέσο 

DMEM (Sigma) µε προσθήκη 10% FCS, πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη και γλουταµι-

νικό (Gibco-BRL ή Sigma). Η επώαση των κυττάρων γίνεται στους 37 οC σε ατµό-

σφαιρα µε 5% CO2. 

2.7.1. Παροδική διαµόλυνση (transfection) ευκαρυωτικών κυττάρων  

Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι για την εισαγωγή πλασµιδιακών κατασκευών DNA σε 

καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών. Εµείς χρησιµοποιήσαµε τη µέθοδο της 
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κατακρήµνισης συµπλόκων DNA µε φωσφορικό ασβέστιο. Οι καλλιέργειες των 

κυττάρων έγιναν σε  έναν κλίβανο όπου οι συνθήκες είναι  37 οC/5% CO2. Η 

πρόσληψη του DNA από κύτταρα σε καλλιέργεια ενισχύεται σηµαντικά όταν το 

DNA παρουσιάζεται συµπλοκοποιηµένο µε φωσφορικό ασβέστιο. Το πρωτόκολλο 

που ακολουθήσαµε είναι το εξής: 

 

I. Προετοιµασία ευκαρυωτικών κυττάρων για παροδική διαµόλυνση 

(transfection) 

1. Περίπου 24 ώρες πριν το transfection αφαιρούµε όλο το θρεπτικό µέσο (DMEΜ)  

από την καλλιέργεια των κυττάρων που βρίσκονται προσκολληµένα στον πυθµένα 

της φιάλης. 

2. Προσθέτουµε τρυψίνη που βοηθάει τα κύτταρα να ξεκολλήσουν από τα τοιχώµατα 

της φιάλης αλλά και µεταξύ τους, καθώς τα συσσωµατώµατα των κυττάρων 

παρεµποδίζουν το transfection και τοποθετούµε τη φιάλη στους 37 οC/5% CO2 για 5-

10 min. 

3. Στη συνέχεια προσθέτουµε θρεπτικό υλικό (DMEΜ)  στη φιάλη µέχρι να καλυφθεί 

η επιφάνεια της και ανακατεύουµε ώσπου να ξεκολλήσουν τα κύτταρα και να 

διαλυθούν τα συσσωµατώµατα.  

4. Μετράµε τα κύτταρα µε τη βοήθεια του κυτταροµετρητή και βρίσκουµε το πλήθος 

των  κυττάρων/ml καλλιέργειας. 

5. 5. Σε πιάτα 6 θέσεων (6-well plates), ακτίνας 1.75 cm, βάζουµε 5·105 κύτταρα/well 

καθώς και περίπου 2 ml θρεπτικό/ well. Η αναλογία των κυττάρων/well διαφέρει 

ανάλογα µε το εµβαδόν της επιφάνειας του well. Στη συνέχεια τοποθετούµε τα 

κύτταρα στους 37 οC/5% CO2  µέχρι την εποµένη που θα γίνει το transfection. 

6.  

II. Transfection  

6. Ετοιµάζουµε τα δείγµατα του DNA που περιέχουν το πλασµίδιο της 

λουσιφεράσης, το πλασµίδιο της β-γαλακτοσιδάσης καθώς και το πλασµίδιο που 

περιέχει ολόκληρο ή τµήµα του προς µελέτη γονιδίου. Για τα 6-well plates η 

συνολική ποσότητα του DNA στο κάθε δείγµα ήταν 6 µg (συµπληρώνουµε µε το 

πλασµίδιο pBluescript KS).   

7.Στο σωληνάριο eppendorf που περιέχει το δείγµα του DNA προσθέτουµε 15.5 µl 

CaCl2 2M και συµπληρώνουµε ως τα 125 µl µε αποστειρωµένο H2O (οι τιµές αυτές 

είναι ειδικές για τα 6-well plates). 
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8. Ρίχνουµε το περιεχόµενο του προηγούµενου σωληναρίου eppendorf σταγόνα-

σταγόνα σε νέο σωληνάριο eppendorf  που περιέχει 125 µl 2xHBS και το αφήνουµε 

για 15-20 min σε θερµοκρασία δωµατίου ώστε να σχηµατιστεί το ίζηµα.. 

9. Ανακατεύουµε ελαφρά µε την πιπέττα και προσθέτουµε το µίγµα στάγδην στο 

πηγαδάκι µε τα κύτταρα . 

10. Τοποθετούµε και πάλι τα 6-well plates στους 37 οC/5% CO2 έως την επόµενη 

ηµέρα. 

11. Την επόµενη ηµέρα ξεπλένουµε τα κύτταρα 2 φορές µε θρεπτικό (DMEM, χωρίς 

πρόσθετα). Αφού τα ξεπλύνουµε προσθέτουµε θρεπτικό υλικό (DMEM µε πρόσθετα) 

και τα τοποθετούµε στους 37 οC/5% CO2 έως την επόµενη ηµέρα οπότε θα 

συλλέξουµε τα κύτταρα και θα κάνουµε τις µετρήσεις µας. 

 

 

2.7.2. Η τεχνική της λουσιφεράσης 

Η λουσιφεράση της πυγολαµπίδας χρησιµοποιείται ευρέως σαν γονίδιο αναφοράς 

για τους παρακάτω λόγους:  

1. Η πρωτεΐνη δεν απαιτεί µετα-µεταφραστική τροποποίηση και η δραστηριότητα 

της πρωτεΐνης είναι διαθέσιµη κατά τη µετάφραση. 

2. Πρόκειται για πολύ ευαίσθητη τεχνική µε µεγάλη απόδοση φωτός. 

3. Πρόκειται τέλος για µια γρήγορη τεχνική. 

 

Η αντίδραση που καταλύεται από τη λουσιφεράση της πυγολαµπίδας είναι η εξής: 

Beetle luciferin + ATP + O2 → oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + light 

 

Στην τεχνική της λουσιφεράσης από την Promega το φως διατηρείται για περίπου 

1 min από τη στιγµή που θα συνδυαστούν το ένζυµο µε το υπόστρωµα. Για 

µετασχηµατισµένα κύτταρα είναι απαραίτητο ένα ρυθµιστικό διάλυµα που προκαλεί 

τη λύση των κυττάρων για την προετοιµασία του δείγµατος πριν τον υπολογισµό της 

λουσιφεράσης. Εµείς χρησιµοποιήσαµε το διάλυµα RLB (Reporter Lysis Buffer), το 

οποίο είναι ήπιο και αποτελεσµατικό για προσκοληµµένα κύτταρα θηλαστικών όπως 

τα δικά µας. Το γονίδιο της λουσιφεράσης βρίσκεται κλωνοποιηµένο στον 

πλασµιδιακό φορέα pGL3-basic της εταιρείας Promega. Ο φορέας αυτός δεν περιέχει 

ευκαρυωτικό υποκινητή ούτε και ενισχυτές. Εµείς χρησιµοποιούµε αυτόν τον φορέα 

στον οποίο όµως έχει κλωνοποιηθεί µια περιοχή GAL4 UAS. Ο ανασυνδυασµένος 
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φορέας ονοµάζεται πλέον pG5B-luc. Επίσης χρησιµοποιήθηκε και το 

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο pUAS-tk-Luc ως φορέας του γονιδίου αναφοράς της 

λουσιφεράσης, το οποίο περιέχει εκτός από την περιοχή GAL4 UAS και τµήµατα της 

ρυθµιστικής περιοχής του γονιδίου της κινάσης της θυµιδίνης (tk, thymidine kinase). 

Το πρωτόκολλο που ακολουθήσαµε είναι το ακόλουθο: 

 

1. Αποµακρύνουµε το θρεπτικό υλικό από τα πηγαδάκια όπου έχουν αναπτυχθεί τα 

κύτταρα. 

2. Ξεπλένουµε τα κύτταρα µε 1xPBS (Phosphate Buffered Saline). 

3.Προσθέτουµε το διάλυµα 1xRLB (150 µl/ πηγαδάκι σε 6-well plate) στα πηγαδάκια 

και τα µεταφέρουµε στους -80 ºC για 10 min και έπειτα στους 37 ºC για 2 min για 

να βοηθήσουµε τα κύτταρα να σπάσουν. 

4.Στη συνέχεια ξεπλένουµε πολύ καλά τον πυθµένα όπου βρίσκονται προσκολληµένα 

τα κύτταρα µε το διαλύµα RLB που ήδη υπάρχει µέσα, ώσπου η επιφάνεια του 

πυθµένα να γίνει λεία. 

5. Μεταφέρουµε τα λυµµένα κύτταρα σε σωληνάρια τύπου eppendorf, τα 

ανακατεύουµε πολύ καλά και τα διατηρούµε στον πάγο. 

6. Φυγοκεντρούµε στις 11000 rpm για 2 min στους 4 ºC. 

7. Μεταφέρουµε το υπερκείµενο υγρό σε νέα σωληνάρια eppendorf και τα 

φυλάσσουµε στον πάγο ώσπου να ξεκινήσουµε τη µέτρηση. 

8. Προσθέτουµε 25 µl (µπορεί να διαφέρει) από το υπόστρωµα της τεχνικής της 

λουσιφεράσης (πρέπει να βρίσκεται σε θερµοκρασία δωµατίου πριν τη χρήση αλλά 

φυλάσσεται στους -80 ºC) σε 5 µl (ή και περισσότερα) από το δείγµα µας (cell 

extract). Αµέσως ανακινούµε, µετράµε την εκποµπή φωτονίων σε φωτόµετρο και 

καταγράφουµε τα αποτελέσµατα. 

 

2.7.3. Η τεχνική της β-γαλακτοσιδάσης 

Το γονίδιο LacZ από την E.coli, το οποίο κωδικοποιεί για το ένζυµο β-

γαλακτοσιδάση, βρίσκεται ανάµεσα στα πιο βασικά γονίδια αναφοράς. Η β-

γαλακτοσιδάση καταλύει την υδρόλυση ποικίλων β-γαλακτοζιτών. Χρησιµοποιήσαµε 

δυο πλασµίδια έκφρασης της β-γαλακτοσιδάσης, το pCMV-LacZ και το RSV-LacZ. 

Ανοδικά του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης υπάρχει ο αντίστοιχος υποκινητής που 

εξασφαλίζει ότι το γονίδιο θα εκφραστεί αν φυσικά εισέλθει στα κύτταρα των 

θηλαστικών. Η β-γαλακτοσιδάση χρησιµοποιείται για την κανονικοποίηση των 
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αποτελεσµάτων από την τεχνική της λουσιφεράσης αφού υποδεικνύει τον αριθµό των 

κυττάρων που µετασχηµατίστηκαν. Υποθέτουµε πως σε ότι ποσοστό κυττάρων 

εκφράζεται η β-γαλακτοσιδάση στο ίδιο ποσοστό κυττάρων έχει εισέλθει και το 

πλασµίδιο που περιέχει τη λουσιφεράση καθώς και τα υπόλοιπα πλασµίδια που 

χρησιµοποιήθηκαν για τη διαµόλυνση.  

 

Τα διαλύµατα που χρησιµοποιούνται είναι: 

 -Sodium Phosphate Buffer (Na2HPO4), 0.1 M, pH= 7.3 (προσαρµόζεται µε 0.1 

Μ NaH2PO4) 

 100x Salt buffer: 

3Μ KCl                               333 µl 

1M MgCl2                                        100 µl 

β-mercaptoethanol              352 µl 

H2O                                     215 µl 

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ     1000µl 

 -Na2CO3 1Μ 

 -OPNG 8mg/ml σε διάλυµα  0.1 M Na2HPO4  

Για την αντίδραση, προστίθενται διαδοχικά σε σωληνάριο eppendorf: 

- 0.1 M Na2HPO4              456µl 

- OPNG                             132µl 

- 100x Salt buffer                  6µl   

- εκχύλισµα κυττάρων          6µl       

- ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΟΓΚΟΣ  600µl     

 

     Τα δείγµατα επωάζονται (σε θερµοκρασία δωµατίου ή στους 37 οC) µέχρι να 

αποκτήσουν κιτρινωπή απόχρωση. Η αντίδραση σταµατά µε την προσθήκη 200µl 1Μ 

Na2CO3 τηρώντας τη σειρά των δειγµάτων µε την οποία ξεκίνησε η αντίδραση. Στη 

συνέχεια µετράται η οπτική πυκνότητα των δειγµάτων στα 410nm. Οι τιµές για να 

είναι αξιόπιστες πρέπει να κυµαίνονται µεταξύ  0,1-1. 

Επεξεργασία αποτελεσµάτων 

   Τα αποτελέσµατα των τιµών της τεχνικής της β-γαλακτοσιδάσης είναι απαραίτητα 

για την κανονικοποίηση των  αποτελεσµάτων που προκύπτουν από την τεχνική της 

λουσιφεράσης. Ουσιαστικά µε τη β-γαλακτοσιδάση µπορούµε να µετρήσουµε το 
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ποσοστό των επιτυχώς διαµολυσµένων κυττάρων και να αποκλείσουµε από τις 

τελικές τιµές τον παράγοντα της επιτυχίας της διαµόλυνσης που είναι διαφορετικός 

σε κάθε δείγµα. 

Για την επεξεργασία των αποτελεσµάτων ακολουθείται η εξής διαδικασία: 

- Από όλα τα δείγµατα τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε το ίδιο πλασµίδιο που 

κωδικοποιεί το γονίδιο της λουσιφεράσης σε ένα πείραµα, επιλέγουµε αυτό µε τη 

µεγαλύτερη τιµή οπτικής πυκνότητας για τη β-γαλακτοσιδάση. 

- Η τιµή αυτή διαιρείται στη συνέχεια µε τις τιµές οπτικής πυκνότητας των 

υπόλοιπων δειγµάτων. Έτσι προκύπτει για κάθε δείγµα ένας παράγοντας µεγαλύτερος 

του 1, εκτός από αυτό µε τη µεγαλύτερη τιµή που είναι ίσο µε 1. 

- Η τιµή κάθε δείγµατος από την τεχνική της λουσιφεράσης πολλαπλασιάζεται 

µε τον αντίστοιχο παράγοντα που προέκυψε από τη β-γαλακτοσιδάση και έτσι 

δηµιουργείται η κανονικοποιηµένη τιµή.  

- Επειδή σε κάθε πείραµα κάθε δείγµα πραγµατοποιείται εις διπλούν, η τελική 

τιµή προκύπτει από το µέσο όρο αυτών. 

- Σύµφωνα µε τις τελικές τιµές δηµιουργείται η γραφική παράσταση. 

 

2.8. Μικροχειρουργικές επεµβάσεις στον οπίσθιο εγκέφαλο σε έµβρυα 

όρνιθας µέσα στο αυγό (in ovo) 
Όλες οι επεµβάσεις έγιναν σε έµβρυα όρνιθας σταδίων ΗΗ10 – ΗΗ13 (~Ε2) τα οποία 

είχαν επωαστεί σε οριζόντια θέση προσέχοντας κατά τη µετακίνηση και τον χειρισµό 

τους να µην περιστραφούν. Πριν την επέµβαση καθαρίζουµε την επάνω επιφάνεια 

του αυγού (επιφάνεια εργασίας) µε οινόπνευµα και αφαιρούµε µε µια σύριγγα 2-4 ml 

αλβουµίνη. Στη συνέχεια ανοίγουµε µε ένα ψαλίδι ένα «παράθυρο» στο αυγό 

διαµέτρου περίπου 1.5-2 εκατοστών. Με ένα τριχοειδές ή σύριγγα ινσουλίνης 

εισάγουµε µαύρη µελάνη (Pelican no.16, αραιωµένο 1:1 µε PBS-Pen-Strep) µεταξύ 

βλαστοδέρµατος και λεκίθου για να είναι ορατές όλες οι εµβρυικές δοµές και ιστοί. 

Αφήνουµε 2-3 σταγόνες PBS-Pen-Strep πάνω στο σηµείο που βρίσκεται το έµβρυο. 

Για την επέµβαση χρησιµοποιούµε µικρονυστέρια από βολφράµιο ακονισµένα µε 

ηλεκτρόλυση σε διάλυµα 0.5 Μ ΚΟΗ ή λειαίνοντας τα µε τριβή πάνω σε ειδικό υλικό 

λείανσης (Oregon stone). Αρχικά αποµακρύνεται η βιτελλινική µεµβράνη και στη 

συνέχεια µε πολύ λεπτούς χειρισµούς αποµακρύνονται ένα ή δύο ροµβοµερή από το 

αριστερό τµήµα του οπίσθιου εγκεφάλου του εµβρύου. Κατόπιν κλείνουµε το 
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«παράθυρο» του αυγού µε ειδική κολλητική ταινία και συνεχίζουµε την επώαση για 

µία µέρα περίπου ακόµα. 

 

2.8.1. Υπερέκφραση και έκτοπη έκφραση του γονιδίου cNscl1 µε τη χρήση του 

πλασµιδίου RCAS(BP)-cNscl1 και την εφαρµογή τετραγωνικών ηλεκτρικών 

παλµών (in ovo electroporation) 

 

Τα πλασµίδια τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για αυτά τα πειράµατα (RCAS(BP)-cNscl1 

και RCAS(BP)-GFP) είχαν αποµονωθεί από βακτηριακές καλλιέργειες µεγάλης 

κλίµακας και στη συνέχεια τα DNAs καθαρίστηκαν µε υπερφυγοκέντριση σε 

διαβάθµιση CsCl. Με αυτή την τεχνική καθαρισµού παίρνουµε αρίστης ποιότητας 

DNA. Η συγκέντρωση του RCAS(BP)-cNscl1 ήταν 1µg/µl ενώ του RCAS(BP)-GFP 

300ng/µl.  Για την διάλυση των DNAs χρησιµοποιήσαµε διάλυµα 1xPBS στο οποίο 

προσθέτουµε και κάποια χρωστική ουσία (Fast Green 0.2%) προκειµένου να είναι πιο 

ευδιάκριτη η µικροένεση του DNA στο νευρικό σωλήνα. Η προσθήκη του 

RCAS(BP)-GFP γίνεται ώστε να είναι δυνατή η διαπίστωση του βαθµού επιτυχίας 

της όλης διαδικασίας µε την παρατήρηση των εµβρύων σε ένα µικροσκόπιο 

φθορισµού λίγες ώρες αργότερα. Συνήθως µετά από 14-18 ώρες είχαµε έντονο 

φθορισµό στα έµβρυα και κατά συνέπεια µπορούσαµε να συµπεράνουµε σε ποιες 

ακριβώς περιοχές είχε επιτευχθεί η υπερέκφραση ή έκτοπη έκφραση του cNscl1. Οι 

µικροπιπέττες που χρησιµοποιήσαµε για τις ενέσεις ήταν γυάλινοι τριχοειδείς 

σωλήνες εξωτερικής διαµέτρου 1mm και εσωτερικής 0.78mm, ενώ ο όγκος του 

διαλύµατος DNA κυµαινόταν από 0.2-1µl ανά µικροένεση. Οι γυάλινοι τριχοειδείς 

σωλήνες προκειµένου να αποκτήσουν την επιθυµητή διάµετρο (η οποία είναι 

αντιστρόφως ανάλογη της ταχύτητας εκροής του διαλύµατος DNA) ζεσταίνονταν και 

υποβάλλονταν σε εφελκυσµό µε τη χρήση ειδικού εφελκυστή (moving-coil 

microelectrode puller, GC100T-10). 

Για την παραγωγή των τετραγωνικών ηλεκτρικών παλµών χρησιµοποιήσαµε το 

τροφοδοτικό Electroporator T820 της εταιρείας BTX. Τα ηλεκτρόδια είχαν διάµετρο 

1 mm, ενώ το µήκος του οριζόντιου τµήµατος (όπου δηµιουργείται το ηλεκτρικό 

πεδίο) ήταν περίπου 5 mm, όση ήταν περίπου και η απόσταση των ηλεκτροδίων 

µεταξύ τους. 



 63

Για την διεξαγωγή αυτών των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν white Leghorn αυγά, 

τα οποία είχαν ελεγχθεί ώστε να µην περιέχουν ενδογενείς ρετροϊούς. Τα έµβρυα τα 

οποία υποβλήθηκαν σε in ovo electroporation ήταν σταδίων ΗΗ7 έως και ΗΗ13. 

Το ποσοστό θνησιµότητας ήταν µεγαλύτερο στα έµβρυα µικρότερων σταδίων (ΗΗ7 , 

ΗΗ8), λόγω µικρότερης ανθεκτικότητας στο ηλεκτρικό πεδίο καθώς και στα πιο 

µεγάλα (ΗΗ12, ΗΗ13) στα οποία υπήρχε εµφανής καρδιακή λειτουργία. Tο 

καταλληλότερο στάδιο για την έγχυση του DNA στο νευρικό σωλήνα είναι το στάδιο 

ΗΗ10 (στάδιο 10 σωµιτών) κατά το οποίο η νευρική αύλακα έχει κλείσει 

δηµιουργώντας ένα κλειστό σύστηµα σαν αυλό (lumen) στο οποίο είναι εύκολο να 

ενεθεί το DNA.  Η διαδικασία προετοιµασίας που ακολουθείται είναι όµοια µε αυτήν 

της προηγούµενης παραγράφου (καθάρισµα µε οινόπνευµα, αποµάκρυνση 

αλβουµίνης, άνοιγµα «παραθύρου», προσθήκη µελάνης και PBS-Pen-Strep). Στη 

συνέχεια αποµακρύνεται η βιτελλινική µεµβράνη και γίνεται η µικροένεση του DNA. 

Προκειµένου να ελέγχουµε τον όγκο του διαλύµατος του DNA που κάνουµε ένεση 

κάθε φορά, συνδέουµε τον τριχοειδή σωλήνα µε τη βοήθεια ενός λάστιχου µε 

αυτόµατα ρυθµιζόµενη διάταξη που ελέγχει τη ροή του DNA. 

Μετά τη µικροένεση του DNA τοποθετούµε τα δυο ηλεκτρόδια αριστερά και δεξιά 

του εµβρύου, στο ύψος που έγινε η ένεση του DNA προσέχοντας να µην έρθουν σε 

επαφή µε το έµβρυο και εφαρµόζουµε το ηλεκτρικό πεδίο.  

Συνήθως εφαρµόζαµε 4-5 ηλεκτρικούς παλµούς 25 V, διάρκειας 50 msec ο καθένας. 

Εάν αυξήσουµε την απόσταση µεταξύ των ηλεκτροδίων τότε πρέπει να εφαρµόσουµε 

µεγαλύτερη τάση προκειµένου να έχουµε παρόµοιο ποσοστό επιτυχίας. 

Μετά την εφαρµογή των ηλεκτρικών παλµών κλείνουµε το «παράθυρο» του αυγού µε 

ειδική κολλητική ταινία και συνεχίζουµε την επώαση. Την επόµενη ηµέρα ελέγχουµε 

σε ένα µικροσκόπιο φθορισµού ποια έµβρυα ενέθηκαν επιτυχώς, παρατηρώντας την 

έκφραση (φθορισµό) της GFP πρωτεΐνης. Τα έµβρυα τα οποία δεν παρουσιάζουν 

φθορισµό αποµακρύνονται, όπως κι αυτά που έχουν πεθάνει. Τα έµβρυα τα οποία 

συλλέξαµε και µελετήσαµε είχαν επωασθεί για 1-4 ηµέρες επιπλέον µετά  την 

µικροένεση του RCAS(BP)-cNscl1. Εξαιτίας του αρνητικού φορτίου του DNA, κατά 

την εφαρµογή του ηλεκτρικού πεδίου, το DNA κινείται προς την κατεύθυνση του 

θετικά φορτισµένου ηλεκτροδίου (άνοδος) µε αποτέλεσµα να εισέλθει και κατ΄ 

επέκταση  να εκφραστεί µόνο στα κύτταρα του µισού νευρικού σωλήνα, αφήνοντας 

τον υπόλοιπο µισό νευρικό σωλήνα ανέπαφο. Μ΄ αυτό τον τρόπο έχουµε τη 

δυνατότητα να παρατηρήσουµε άµεσα τις διαφορές ανάµεσα στα δυο αυτά τµήµατα. 
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2.9. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
 

2.9.1. Ρετροϊικοί φορείς Ικανοί για διπλασιασµό προερχόµενοι από τον RSV 

Οι πιο ευρέως χρησιµοποιούµενοι βασισµένοι σε RSV ρετροϊικοί φορείς, είναι 

αυτοί της σειράς RCAS(A). O RCAS(A) (Replication Competent ALSV LTR with 

Splice acceptor and subgroup A env gene) περιέχει ένα ρεπλικόνιο από E.coli, 

ενωµένο µε ένα στέλεχος RSV (Schmidt-Ruppin-A στέλεχος). Το γονίδιο v-src έχει 

αποµακρυνθεί και έχει αντικατασταθεί µε µια περιοχή πολλαπλών θέσεων 

κλωνοποίησης που περιέχει µια µοναδική Cla I περιοριστική θέση. Αυτή η Cla I 

περιοριστική θέση µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την κλωνοποίηση ξένων cDNA 

αλληλουχιών. Μια αλληλουχία θέσης δέκτη µατίσµατος, τοποθετηµένη αµέσως 

ανοδικά (5΄) της θέσης Cla I, καθιστά βέβαιη τη δηµιουργία υπογενωµικού mRNA 

που θα αντιστοιχεί στο κλωνοποιηµένο cDNA. Σε µια δεύτερη γενιά φορέων, το 

γονίδιο pol αντικαταστάθηκε από το pol γονίδιο του στελέχους Bryan του RSV, 

οδηγώντας στη σειρά φορέων RCAS(BP). Αυτοί αντιγράφονται πολύ πιο 

αποτελεσµατικά από τους RCAS φορείς (Hughes and Kosik, 1984) 

Ο Hughes και οι συνεργάτες του σχεδίασαν ένα πλασµίδιο δέκτη (Slax12, Slax13) 

που περιέχει πολλαπλές θέσεις κλωνοποίησης (polylinker) , οι οποίες περικλείονται 

ανάµεσα σε δύο Cla I περιοριστικές θέσεις (Hughes et al, 1987). H cDNA 

αλληλουχία που µας ενδιαφέρει, κλωνοποιείται στο πλασµίδιο δεκτη, εξάγεται από 

αυτό µέσω πέψης µε Cla I και εισάγεται στην Cla I θέση του RCAS(BP) φορέα. Οι 

RCAS και RCAS(BP) φορείς µπορούν να χρησιµοποιηθούν για µη-ελεγχόµενη 

υψηλών επιπέδων έκφραση των κλωνοποιηµένων αλληλουχιών. 

Σε RCAS(BP) φορείς µπορούν να κλωνοποιηθούν αλληλουχίες DNA µέχρι 2.4 Kb. 

Μεγαλύτερα τµήµατα έχουν ως αποτέλεσµα την αύξηση του ιικού γενώµατος ώστε 

να εµποδίζεται το πακετάρισµα σε ιικά σωµάτια (Bell and Brickell, 1997). 

Φαίνεται ότι µερικοί ιστοί ή όργανα είναι πιο δεκτικοί σε ιική µόλυνση, αλλά 

συστηµατική µελέτη δεν έχει αναφερθεί. Επίσης φαίνεται να υπάρχει ποικιλία στην 

αποτελεσµατικότητα µε την οποία ιοί από διαφορετική οµάδα µολύνουν ιστούς. Για 

παράδειγµα ιοί της οµάδας Β είναι πιο αποτελεσµατικοί στο να µολύνουν κύτταρα 

του κεντρικού νευρικού συστήµατος σε έµβρυα όρνιθας µικρότερα του σταδίου 12 

(Hamburger and Hamilton, 1951), σε σύγκριση µε ιούς από τις οµάδες Α και Ε. 

Η µόλυνση ενός ιστού χρησιµοποιώντας ρετροϊικούς φορείς γίνεται µε τρεις τρόπους: 
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1. Με ένεση ιικών σωµατίων (που φέρουν το γονίδιο που µας ενδιαφέρει) στο σηµείο 

του ιστού που θέλουµε να µολυνθεί. 

2. Με τοποθέτηση κυτταρικών συσσωµατωµάτων στην περιοχή που θέλουµε να 

µολυνθεί. 

3. Με ένεση της ρετροϊικής κατασκευής, και κατόπιν εφαρµογή ηλεκτρικού παλµού 

στην περιοχή (electroporation). 

O πρώτος και ο τρίτος τρόπος ενδείκνυνται στις περιπτώσεις όπου έχουµε κοιλότητες 

κατάλληλες για να γίνει η ένεση, όπως είναι ο νευρικός σωλήνας και οι κοιλίες του 

εγκεφάλου. Ο δεύτερος τρόπος ενδείκνυται στην περίπτωση συµπαγούς ιστού, όπου 

τα κύτταρα είναι πολύ πυκνά. Έτσι αυτό που γίνεται, είναι η µεταφορά µέρους της 

µολυσµένης µε ρετροϊούς καλλιέργειας από βακτηριακό τρυβλίο Petri, όπου τα 

κύτταρα λόγω έλλειψης υποστρώµατος στο πιάτο συγκολλώνται µεταξύ τους και 

συγκροτούν συσσωµατώµατα. Τα συσσωµατώµατα αυτά χρησιµοποιούνται ως 

µοσχεύµατα και εισάγονται στο έµβρυο in ovo.  

Παράλληλα µε τη διαµόλυνση για έκφραση του γονιδίου που µας ενδιαφέρει, γίνεται 

πάντα σε άλλα έµβρυα αντίστοιχων σταδίων διαµόλυνση µε τη ρετροϊική κατασκευή 

RCASBP(A)/AP που εκφράζει αλκαλική φωσφατάση. Αυτά τα διαµολυσµένα ζώα 

που προκύπτουν υπόκεινται στις ίδιες αναλύσεις µε αυτά στα οποία έχουµε 

υπερεκφράσει το υπο µελέτη γονίδιο και χρησιµεύουν ως control. Αν σε αυτά τα 

έµβρυα παρατηρείται αλλαγή του προτύπου έκφρασης του ενδογενούς υπό µελέτη 

γονιδίου ή άλλων γονιδίων, τότε σηµαίνει ότι η διαδικασία διαµόλυνσης επηρεάζει 

την έκφραση των γονιδίων και όχι η δράση της ανασυνδυασµένης πλασµιδιακής 

κατασκευής που περιέχει το γονίδιο που µας ενδιαφέρει. 
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2.9.2. ∆οµές του αναπτυσσόµενου νευρικού συστήµατος εµβρύου όρνιθας  

 

 
Εικόνα 10: Η δοµή του εγκεφάλου εµβρύου όρνιθας 8 ηµερών. Στο διάµεσο και στον 
οπίσθιο εγκέφαλο η τοµή έχει γίνει στη µέση γραµµή, ενώ ο δεξιός τελεγκέφαλος και 
η παρεγκεφαλίδα παρουσιάζονται σε παραοβελιαία τοµή. 
 
 

 
 

Εικόνα 11: Οι κύριες δοµές του αναπτυσσόµενου νωτιαίου µυελού 
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3.1. Ανίχνευση και κλωνοποίηση του γονιδίου cNscl1 της όρνιθας 
 Για την αποµόνωση του γονιδίου cNscl1 της όρνιθας χρησιµοποιήθηκε µία 

cDNA βιβλιοθήκη εµβρύου όρνιθας ηλικίας πέντε ηµερών κλωνοποιηµένη στο φάγο 

Uni-ZAP XR. Σαρώθηκαν συνολικά 106 βακτηριοφάγοι και χρησιµοποιήθηκε τµήµα 

περίπου 1800 νουκλεοτιδίων από το cDNA του ποντικού το οποίο ήταν στη διάθεσή 

µας ως ραδιενεργός ανιχνευτής των θετικών κλώνων. Tο τµήµα αυτό περιλάµβανε 

όλη την κωδική περιοχή, την 5΄-µη µεταφραζόµενη περιοχή και τµήµα της 3’-µη 

µεταφραζόµενης περιοχής. Aπό το κάθε τρυβλίο όπου απλώθηκαν περίπου 160.000 

φάγοι ελέγχθηκαν διπλά φίλτρα, ώστε τα αναµενόµενα σήµατα να έχουν µεγαλύτερη 

αξιοπιστία. Oι υβριδοποιήσεις έγιναν σε θερµοκρασία 55 °C, ενώ το πλύσιµο των 

ραδιενεργών φίλτρων έγινε σε ήπιες συνθήκες µειώνοντας διαδοχικά την 

συγκέντρωση του άλατος µέχρι 1x SSC. ∆υστυχώς από αυτή την προσπάθεια δεν 

έγινε δυνατή η επαλήθευση θετικών κλώνων µε τις διαδικασίες εµπλουτισµού 

πιθανών θετικών κλώνων που ακολούθησαν.  

 Για επιβεβαίωση του αρνητικού µας αποτελέσµατος επαναλήφθηκε εκ νέου η 

διαδικασία του απλώµατος 106 βακτηριοφάγων από την ίδια βιβλιοθήκη. Tο 

αποτέλεσµα ήταν και πάλι αρνητικό, αποκλείοντας έτσι, την πιθανότητα τεχνικού 

λάθους. 

 Στην συνέχεια σχεδιάσαµε εκκινητές (primers) για αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης (PCR) βασιζόµενοι στις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των γονιδίων 

Nscl1 του ανθρώπου και του ποντικού, οι οποίες µας ήταν γνωστές. Συνολικά 

σχεδιάστηκαν και χρησιµοποιήθηκαν, µε όλους τους δυνατούς συνδυασµούς, 12 

εκκινητές (Πίνακας 3) ειδικοί για την κωδική περιοχή του γονιδίου. Bασική ιδέα για 

τον σχεδιασµό τους ήταν η πιθανότητα να έχει συντηρηθεί σε µεγάλο βαθµό η 

πρωτοταγής δοµή της πρωτεΐνης µεταξύ του ανθρώπου, του ποντικού και της 

όρνιθας. Ως µήτρα (template) για το PCR χρησιµοποιήθηκε DNA από την cDNA 

φαγική βιβλιοθήκη εµβρύου όρνιθας ηλικίας πέντε ηµερών της εταιρείας Stratagene 

(#937405). Eπίσης, ως µήτρα, χρησιµοποιήθηκε cDNA το οποίο κατασκευάσαµε από 

έµβρυα όρνιθας τεσσάρων και πέντε ηµερών. Eπιπρόσθετα, δε, καθώς όλη η κωδική 

περιοχή του γονιδίου Nscl1, τόσο στον άνθρωπο όσο και στον ποντικό περιέχεται σε 

ένα εξώνιο, αξιολογώντας την πιθανότητα το ίδιο να συµβαίνει και στην όρνιθα, 

χρησιµοποιήσαµε και γενωµικό DNA όρνιθας ως µήτρα σε µεγάλο αριθµό 

αντιδράσεων. Παρά τον εξαιρετικά µεγάλο αριθµό αντιδράσεων PCR που έγιναν και 
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τη χρήση διαφόρων συνθηκών θερµοκρασίας, συγκεντρώσεων αλάτων, χρόνων κ.λ.π. 

δεν υπήρξε θετικό αποτέλεσµα. Aιτία γι’ αυτό, απ’ ότι διαπιστώθηκε  αργότερα, ήταν 

ο σχετικά µικρός βαθµός συντήρησης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας στο 5’ άκρο 

της κωδικής περιοχής του γονιδίου Nscl1, µε αποτέλεσµα οι εκκινητές που είχαµε 

σχεδιάσει για την περιοχή αυτή, και που χρησιµοποιούνταν σε κάθε αντίδραση PCR 

να µην µπορούν να προσδεθούν ικανοποιητικά στο DNA µήτρα. 

 Για να αυξήσουµε την πιθανότητα ενός θετικού αποτελέσµατος απο- 

φασίσαµε να χρησιµοποιήσουµε έναν εκκινητή ειδικό για την περιοχή bHLH του 

γονιδίου Nscl1, παρ’ όλο που µ’ αυτόν τον τρόπο αυξανόταν η πιθανότητα για µη 

ειδική πρόσδεση σε άλλα bHLH γονίδια. O εκκινητής αυτός ήταν ο “bNSCL” 

(Πίνακας 3 και Εικόνα 12 ). 

Έτσι αρχικά αποµονώθηκε µε PCR και κλωνοποιήθηκε το τµήµα της bHLH 

περιοχής που αντιστοιχεί στους εκκινητές bNSCL και 3’ NSCL και στη συνέχεια 

έγινε sequencing. Από την οµολογία που παρουσίαζε αυτό το τµήµα σε σχέση µε το 

γονίδιο  Nscl1 του ανθρώπου και του ποντικού συµπεράναµε, ότι µάλλον έχουµε 

εντοπίσει το οµόλογο cNscl1 της όρνιθας. Eπειδή το µέγεθός του ήταν µικρό (189 

νουκλεοτίδια) σχεδιάστηκε ένας νέος εκκινητής από την γνωστή πλέον αλληλουχία 

αυτού του προϊόντος. O εκκινητής αυτός (cbasF) χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις 

PCR µαζί µε τον εκκινητή T3 ο οποίος είναι ειδικός για πρόσδεση στους βραχίονες 

του Uni-ZAP XR βακτηριοφάγου. Ως µήτρα για το PCR χρησιµοποιήθηκε DNA από 

την προαναφερόµενη cDNA φαγική βιβλιοθήκη εµβρύου όρνιθας ηλικίας πέντε 

ηµερών. 

Mε αυτόν τον τρόπο έγινε δυνατή η αποµόνωση ενός τµήµατος περίπου 300 

νουκλεοτιδίων, το οποίο στην συνέχεια κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα T-

GEM Easy vector της εταιρείας Promega. Έγινε στην συνέχεια προσδιορισµός της 

νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας, από όπου διαπιστώθηκε ότι είχε µήκος 270 

νουκλεοτιδίων και ποσοστό οµολογίας 92.8% µε το γονίδιο Nscl1 του ανθρώπου 

στην κωδική περιοχή και 72.3% σε όλο το µήκος ενώ µε το γονίδιο Nscl1 του 

ποντικού τα αντίστοιχα ποσοστά ήταν 91% και 71%. Aπό τα 270 νουκλεοτίδια τα 

165 ανήκαν στην κωδική περιοχή, ενώ τα 105 στην 3΄-µη µεταφραζόµενη περιοχή.  

Στην Eικόνα 12 παρατίθεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία της κωδικής 

περιοχής του γονιδίου cNscl1 της όρνιθας και µε πλάγια γραφή, φαίνονται οι 

εκκινητές που είχαν σχεδιαστεί λαµβάνοντας υπόψη τη νουκλεοτιδική αλληλουχία 

του γονιδίου Nscl1 στον άνθρωπο και στον ποντικό. Oι εκκινητές είναι στοιχισµένοι 
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ακριβώς πάνω (µπλε, αυτοί που έχουν κατεύθυνση 5΄ προς 3΄ σε σχέση µε το γονίδιο 

Nscl1) ή κάτω (πράσινοι, αυτοί που έχουν την αντίθετη κατεύθυνση) από την 

αντίστοιχη περιοχή του cDNA. Οι εκκινητές bNSCL και 3΄ NSCL µε τους οποίους 

πήραµε το πρώτο ειδικό προϊόν της PCR είναι µε κόκκινο. 

 

 

 

N18 F 5΄ T NAAYWSNGAY ACNATGG 3΄ 

N20 F 5΄ATGATGYT NAAYWSNGAY AC 3΄ 

NBP 2F 5΄ AY ACNATGGARY TNGAYYTNCC 3΄ 

NBP 1F 5΄ATGATGYT NAAYWSNGAY ACNATG 3΄ 

F΄NSCL 5΄ ACCATGGAGC TGGACCTGCN 3΄ 

5΄NSCL 5΄ATGATGCT CAACTCCGAT ACCATGG 3΄ 

bNSCL 5΄G CCACGGCCAA GTACCGCACN 3΄   

cbasF 5’ GCCCACGCCA CGAGGGAACG CATCC 3΄ 

NBP 3R 5’ CDATYTTNS WNARYTTYTT RTC 3’ 

3’ NSCL 5’ TCAGACGT CCAGCACATG GTTCAG 3’ 

R’ NSCL 5’ GTAG GAGATATAGC AGATGN 3’ 

NBP 4R 5’ CRTG RTTNARRTAN SWDATRTARC 3’ 

 

Πίνακας 3 : Eκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις PCR αντιδράσεις. Oι µπλε 
εκκινητές είναι αυτοί που έχουν κατεύθυνση 5΄ προς 3΄ (σε σχέση µε το γονίδιο 
cNscl1), ενώ πράσινοι αυτοί που έχουν την αντίθετη κατεύθυνση. Οι εκκινητές 
bNSCL και 3΄ NSCL µε τους οποίους πήραµε το πρώτο ειδικό προϊόν της PCR είναι 
µε κόκκινο. 
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      5΄ T NAAYWSNGAY ACNATGG 3΄  (N18 F) 

5΄ATGATGYT NAAYWSNGAY AC 3΄  (N20 F) 

                5΄ AY ACNATGGARY TNGAYYTNCC 3΄  (NBP 2F) 

5΄ATGATGYT NAAYWSNGAY ACNATG 3΄  (NBP 1F) 

                   5΄ ACCATGGAGC TGGACCTGCN 3΄  (F΄NSCL) 

5΄ATGATGCT CAACTCCGAT ACCATGG 3΄  (5΄NSCL) 

CCACCATGCT CAACTCGGAG CAGACAGAGC TCGACCTCCC GCCCGGGCAC 

 

TCCGAGCCCG AATCCGTCTT CAGCGACTGC GGCCGCGTGG GCGGCGCGGA 

 

GGAGTCCGGC GTCGCTTTGT GCCCTCAGCC CCGCGGGGCC GAGCAGGCAG 

 

AGGCGGTGAA GAAGGACCTG CAGCACCTGA GCCGGGAGGA GCGGCGGCGG 

 

       5΄G CCACGGCCAA GTACCGCACN 3΄  (bNSCL) 

                  (cbasF)    5’  GCCCACGCCA CGAGGGAACG 

CGGCGGCGAG CCACGGCCAA GTACCGCACA GCCCACGCCA CGAGGGAACG 

 

CATCC 

CATCCGCGTG GAAGCCTTCA ACATGGCCTT CGCCGAGCTG CGCAAGCTGC 

 

TGCCCACGCT GCCGCCCGAC AAGAAGCTCT CCAAGATTGA GATCCTTCGC 

               3΄ CTR TTYTTYRANW SNTTYTADC 5΄  (NBP 3R) 

 

CTGGCTATCT GCTACATCTC CTACCTGAAC CACGTGCTGG ATGTCTGAGC 

           (3΄ NSCL)   3΄ GACTTG GTACACGACC TGCAGACT 5΄ 

 3΄ NGTAGA CGATATAGAG GATG 5΄  (R΄ NSCL) 

        3΄ CRATRTADWS NATRRANTTR GTRC 5΄  (NBP 4R) 

 

Εικόνα 12: Στοίχιση των εκκινητών σε σχέση µε την κωδική περιοχή του γονιδίου  
Oι εκκινητές είναι στοιχισµένοι ακριβώς πάνω (µπλε, αυτοί που έχουν κατεύθυνση 5΄ 
προς 3΄ σε σχέση µε το γονίδιο cNscl1) ή κάτω (πράσινοι, αυτοί που έχουν την 
αντίθετη κατεύθυνση) από την αντίστοιχη περιοχή του cDNA. Οι εκκινητές bNSCL 
και 3΄ NSCL µε τους οποίους πήραµε το πρώτο ειδικό προϊόν της PCR είναι µε 
κόκκινο. 
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Στη συνέχεια έγινε ραδιενεργή σήµανση του κλωνοποιηµένου τµήµατος των 270 

νουκλεοτιδίων του cNscl1 και προχωρήσαµε σε εκ νέου σάρωση της 

προαναφερθείσας cDNA βιβλιοθήκης. Σαρώθηκαν, ξανά, συνολικά 106  φάγοι σε έξι 

τρυβλία. Aπό το κάθε τρυβλίο όπου υπήρχαν περίπου 160.000 φάγοι ελέγχθηκαν πάλι 

διπλά φίλτρα. Oι υβριδοποιήσεις έγιναν σε θερµοκρασία 58 °C, ενώ το πλύσιµο των 

ραδιενεργών φίλτρων έγινε σε σχετικά αυστηρές συνθήκες µειώνοντας διαδοχικά την 

συγκέντρωση του άλατος µέχρι 0,5x SSC. Oι θετικοί κλώνοι που αποµονώθηκαν, 

οκτώ στο σύνολο, µεταφέρθηκαν σε τρυβλία µικρότερων διαστάσεων και χωριστά ο 

κάθε ένας. Mε τέτοιες διαδοχικές διαδικασίες εµπλουτισµού των θετικών κλώνων, 

καταλήξαµε στην ταυτοποίηση και αποµόνωση πλακών µε µοναδικούς φάγους. Aπό 

τους οκτώ αρχικά πιθανούς φάγους καταλήξαµε σε δύο, τους #1 και #5 (Εικόνα 13), 

καθώς τα σήµατα που αντιστοιχούσαν στους υπόλοιπους φάγους δεν επαληθεύτηκαν 

κατά τις διαδοχικές διαδικασίες εµπλουτισµού. 

 Για την κλωνοποίηση σε πλασµιδιακούς φορείς, των εµπεριεχοµένων στους 

φάγους τµηµάτων cDNA χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της in vivo excision 

(εξαγωγής). H τεχνική αυτή εφαρµόσθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες της εταιρείας 

Stratagene, όπως αυτή περιγράφεται αναλυτικά στο εγχειρίδιο της Uni-ZAP XR 

Library (#937405) την οποία χρησιµοποιήσαµε. Aποτέλεσµα αυτής της τεχνικής ήταν 

η κλωνοποίηση των αντίστοιχων εµπεριεχοµένων cDNAs στον πλασµιδιακό φορέα 

pBluescript SK(+/-). Oι πλασµιδιακές κατασκευές που προέκυψαν χαρακτηρίστηκαν 

µε τους αριθµούς #246 (περιέχει το cDNA του φάγου #1) και #247 (περιέχει το 

cDNA του φάγου #5). 

 Έγιναν αλεπάλληλες πέψεις, µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων, και 

διαπιστώθηκε ότι το cDNA που προερχόταν από το φάγο #1 είχε µέγεθος περίπου 

2500 νουκλεοτίδια, ενώ αυτό του φάγου #5 περίπου 1700. Mε τις πρώτες αυτές 

πέψεις διαπιστώθηκε ότι κάποια µικρά τµήµατα DNA που προέκυπταν µε τη χρήση 

µερικών περιοριστικών ενζύµων, π.χ. Bam HI, φαίνονταν όµοια, αφήνοντας ανοιχτό 

το ενδεχόµενο τα δύο cDNAs να έχουν κάποιες περιοχές µε µεγάλη ή απόλυτη 

οµολογία. 
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Φαγος #1                       Φάγος #5 
 

 
 

 
Εικόνα 13: ∆ιαδοχικά στάδια εµπλουτισµού των αρχικών πιθανών κλώνων, µέχρι το 
στάδιο επίτευξης “διακριτής πλάκας βακτηριοφάγου” (single bacteriophage plaque ).  
Στην εικόνα αυτή παρουσιάζονται οι #1 και #5 βακτηριοφάγοι, οι µόνοι από τους 
αρχικούς που επιβεβαιώθηκε ότι περιείχαν θετικούς κλώνους. 
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 Aκολούθησε προσδιορισµός της πρωτοταγούς δοµής του DNA των δύο 

ενθεµάτων που κλωνοποιήθηκαν στον pBluescript SK(+/-), µε τη µέθοδο 

ενσωµάτωσης τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxy nucleotide chain 

termination method, Sanger et al., 1977). 

 Για την αποτελεσµατικότερη διεξαγωγή του sequencing δηµιουργήθηκαν 

ελλειπτικές κατασκευές (deletion constructs) µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων και 

την αποκοπή τµηµάτων από το 5΄ άκρο τους και επανασύνδεσή τους στην συνέχεια 

(religation). Eκτός από τους εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για το sequencing και 

ήταν ειδικοί για πρόσδεση στους πολυσυνδέτες του pBluescript SK(+/-), 

χρησιµοποιήθηκαν και εκκινητές οι οποίοι σχεδιάστηκαν καθώς προχωρούσε η 

ανάγνωση της αλληλουχίας. 

Στις επόµενες σελίδες παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των cDNAs που περιέχονται 

στα πλασµίδια #246 (από το φάγο #1) και #247 (από το φάγο #5) καθώς και οι 

συγκρίσεις των πρωτεϊνών, µε υπογραµµισµένη την περιοχή bHLH, και των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της κωδικής περιοχής του γονιδίου chick Nscl1 και των 

αντίστοιχων γονιδίων στον άνθρωπο και στον ποντικό. Η σύγκριση της νουκλεοτι-

δικής αλληλουχίας των δυο cDNAs µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι αυτά πρέπει να 

προκύπτουν ως προϊόντα εναλλακτικού µατίσµατος αφού η κωδική τους περιοχή 

είναι πανοµοιότυπη, όµως οι 5΄ και 3΄ µη µεταφραζόµενες περιοχές τους 

παρουσιάζουν αρκετές διαφορές.  

 

 

Nουκλεοτιδική αλληλουχία του ενθέµατος του φάγου #1 

    1 CCTGCATGGT CCTTGAGCTC CTGCCCTATT CGTGGCATGC TCGGGCCCCA 

   51 AGGATCCCGG GGCTCATCCC ACCGAGCAGG TCGCCAACTT TCTGCCTCCT 

  101 CCATGGACGG ATGAGCAAGC AGTTCCCGGA TTACTTTGGG CTTCAGGAAG 

  151 AGGAAAGCTG GAGCCTGGGA ATGGTCGTCA ACTCAGGGTT TATTGCCGTC 

  201 GCCCCTCCAG CAAGAAAAAG GGAAGCACTC TGAAGTCGTG CAGAGACGCC 

  251 GTGTGATGAG GAGGAGGAGG AGAGCCAGTG GGGCAGTGCT GTGAGCAAGA 

  301 GGCCCTGTCC CAGTGGATTC GCTTCGCCTC ACTCCACCCC CAGCCCAGCA 

  351 TCTGTCCATC TGTCCATCCA TCCATCCGTC CATCCATCCG CACCCACCAT 

  401 GCTCAACTCG GAGCAGACAG AGCTCGACCT CCCGCCCGCG CACTCCGAGC 

  451 CCGAATCCGT CTTCAGCGAC TGCGGCCGCG TGGGCGGCGC GGAGGAGTCC 

  501 GGCGTCGCTT TGTGCCCTCA GCCCCGCGGG GCCGAGCAGG CAGAGGCGGT 
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  551 GAAGAAGGAC CTGCAGCACC TGAGCCGGGA GGAGCGGCGG CGGCGGCGGC 

  601 GAACCACGGC CAAGTACCGC ACAGCCCACG CCACGAGGGA ACGCATCCGC 

  651 GTGGAAGCCT TCAACATGGC CTTCGCCGAG CTGCGCAAGC TGCTGCCCAC 

  701 GCTGCCGCCC GACAAGAAGC TCTCCAAGAT TGAGATCCTT CGCCTGGCTA 

  751 TCTGCTACAT CTCCTACCTG AACCACGTGC TGGATGTCTG AGCCGCCCAG 

  801 CCTGTGTCTG TTTGTCTGTC CGTCCACCCG TCCGTCACCA ACCCAACCAA 

  851 CTTGCTGGGC TGAGGGTTTG AGTATGTCTG GTCCAGATGC GACCCAACAA 

  901 TGCTGCACCT GTATCTGTCT GACTGCTTGG ATGGACTGAA TCCCATCTGC 

  951 CTGCTCTGCC TCTATCCATA AACTGCATCT CCCCACCACC AAGCCCACAT 

 1001 CCATCTGTCT GTCCGTGCTG CCTGAGCCAG GCGGGCTGTT CAGCCCATCA 

 1051 GATGTCTGTC TGTCCTGCTG GACCTGCTGC CTGAAGCCCG TCTGTTCCCA 

 1101 ACGTCTGTCT GTCCTTCTGC TGCATGTCCC GCTGATAGTG CCAATGGGAT 

 1151 CCTGAGCCCA CATCTGTCCA TCTGTCCCCA CAGCCACGAC CTGGTCCACC 

 1201 TTCACCCATG TCACCTCTTT TCTACAAGCC ACAGACTGTG CCCATGAGGC 

 1251 ACCAAGCAGC CCACAGTCCC ATCCATCTGC CCCTCCAGCC ACAGGGCACC 

 1301 GCCTGGGGAC CACCCCACCT TCCCAGCGCT CTCCCCTGTG CACAGAGAAG 

 1351 CCTCTCCAGC TCCATCCTGG TGTGGCACAG AGTACTCAGC ATGCTGCAGA 

 1401 CGTAGGGCAG GATCCGGCCA CACTACACCA TGGACAGCTG CATGGTGCCC 

 1451 AAGGCCATAC TGACCTATGC CTGGCTGGAG CTGCTGTCAC CTGGGGCCTG 

 1501 GCTGAGCCCC TTCACTGCAC ACCCACCTCC CCAATGCATC CCACTCTGGG 

 1551 AGCACCTCAT CCCAGAGCTG TGCATCCCCA CCTGCACTAC CCTCAGCTCT 

 1601 GAGCAGAGTG AGCGTGGAAC CCCTAGCCCT TTACACGCCC TCTTCGCATC 

 1651 AATATCCCTG ACAGCCCCAG AGCAATCTTC ATACCCCACC TCTTCCTCTG 

 1701 TCTCCCCTGT TACTTTCTAA GAGTTAATTT TGCACTGGCG GTGGCAGGAG 

 1751 CACGAGCAGA GCTCCATGGG GACCGGGACA GAGCAGAAAG TGCCTGCTGT 

 1801 GCCCAAAGGC AGTGTGCTGC TCACTGCAGG GTGGAATATG GCCCAACTCC 

 1851 ATCCCCGTCC TGGCACTGCC CACAGCTCCA GACCCCATCT CCCTGCATCC 

 1901 CCAGAGCAGC CCACATCCCA TGGGACGTGC TCGGGGATGT GGCATCCCCA 

 1951 AGGGACACGG ACAGAGCAGG GCAGCCCACC CGTCCCCTCC ACTCAGCCCA 

 2001 CGGCCCTGCG CCACGAGGAT ATTTATTTGA ATTAATTTTA TTGATAAATG 

 2051 TTATTATTTA TTTGCTGTGT TGTGCACTTT TCGGAAAAGA AACCTAGGAA 

 2101 GCAAACAACA AACAGAAACA ACCACGGTGG AAAGCAGCCC AACCCACCCC 

 2151 TGTGTGCCCC AGCTTGCATT TCGTCTTGGC TGTTCGGACT GTGTGAGGAT 

 2201 TTATTATTTA TGAGTTCACG AGGAAGTCGG GGAGGGGGAA ATGAATTAAA 

 2251 CTGCCAGCAA AAGAGATCTT GAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

 2301 AAAAAAAAAA AAAAAA 
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Nουκλεοτιδική αλληλουχία του ενθέµατος του φάγου #5 

1    CTGCATGGTC CTTGAGCTCC TGCCCTATTC GTGGCATGCT CGGGCCCCAA 

51   GGATCCCGGG GCTCATCCCA CCGAGCAGGT CGCCAACTTT CTGCCTCCTC 

101  CATGGACGGA TGAGCAAGCA GTTCCCGGAT TACTTTGGGC TTCAGGAAGA 

151  GGAAAGCTGG AGCCTGGGAA TGGTCGTCAA CTCAGGGCTC GGCTCTGACA 

201  CCTGACAGCC CCTGACCCGG TTCAGCTGCA CGGGAGCTGC CGATGTTTGT 

251  GTTTTTGTTG TATTTTTATG CATCCTGCCC TTCTATCAGT TTATTGCCGT 

301  CGCCCTTCAG CAAGAAAAAG GGAAGCACTC TGAAGTCGTG CAGAGACGCC 

351  GTGTGATGAG GAGGAGGAGG AGGAGAGCCA GTBGGGCAGT GCTGTGAGCA 

401  AGAGTGCCTG TCCCAGTTGG ATTCGCTTCG CCTCACTCCA CCCCCAGCCC 

451  AGCATCTGTT CCATCTGTTC CATCCATCCA TCCGTTCCAT CCATCCGCAC 

501  CCACCATGCT CAACTCGGAG CAGACAGAGC TCGACCTCCC GCCCGGGCAC 

551  TCCGAGCCCG AATCCGTCTT CAGCGACTGC GGCCGCGTGG GCGGCGCGGA 

601  GGAGTCCGGC GTCGCTTTGT GCCCTCAGCC CCGCGGGGCC GAGCAGGCAG 

651  AGGCGGTGAA GAAGGACCTG CAGCACCTGA GCCGGGAGGA GCGGCGGCGG 

701  CGGCGGCGAG CCACGGCCAA GTACCGCACA GCCCACGCCA CGAGGGAACG 

751  CATCCGCGTG GAAGCCTTCA ACATGGCCTT CGCCGAGCTG CGCAAGCTGC 

801  TGCCCACGCT GCCGCCCGAC AAGAAGCTCT CCAAGATTGA GATCCTTCGC 

851  CTGGCTATCT GCTACATCTC CTACCTGAAC CACGTGCTGG ATGTCTGAGC 

901  CGCCCAGCCT GTGTCTGTTT GTCTGTCCGT CCACCCGTCC GTCACCAACC 

951  CAACCAACTT GCTGGGCTGA GGGTTTGAGT ATGTCTGGTC CAGATGCGAC 

1001 CCAACAATGC TGCACCTGTA TCTGTCTGAC TGCTTGGATG GACTGAATCC 

1051 CATCTGCCTG CTCTGCCTCT ATCCATAAAC TGCATCTCCC CACCACCAAG 

1101 CCCACATCCA TCTGTCTGTC CGTGCTGCCT GAGCCAGGCG GGCTGTTCAG 

1151 CCCATCAGAT GTCTGTCTGT CCTGCTGGAC CTGCTGCCTG AAGCCCGTCT 

1201 GTTCCCAACG TCTGTCTGTC CTTCTGCTGC ATGTCCCGCT GATAGTGCCA 

1251 ATGGGATCCT GAGCCCACAT CTGTCCATCT GTCCCCACAG CCACGACCTG 

1301 GTCCACCTTC ACCCATGTCA CCTCTTTTTT CCAAGCCACA GACTGTGCCC 

1351 ATGAGGCAAA AAAGCCCAAA GTCCCATCCA TCTGCCCCCC CAGCCAAAGG 

1401 GCACCCCCTG GGGACCACCC CACCTTCCCA GCCCCCCCCC CTGTGCAAAA 

1451 AAAAACCCCC CCAGCCCCAC CCTGTTTTGG CACAAAGTAC CCAACATTCT 

1501 TCAACCGTAG GGCAGGATCC GGCCACACTA CACCATGGAC AGCTGCAGGG 

1551 TGCCCAAGGC CATACTGACC TATGCCTGGC TGGAGCTGCT GTCACCTGGG 

1601 GCCTGGCTGA GCCCCTTCAC TGCACACCGT CACCCCCCCC AATAAACGTT 

1651 GTTGAGCAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

1701 AAAAAAAAAA AAAAAAAAA 
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        1                                                        50 

Human  MMLNSDTMEL DLPPTHSETE SGFSDCGGGA GPDGAGPGGP GGGQARGPEP 

Mouse  MMLNSDTMEL DLPPTHSETE SGFSDCGGGP GPDGAGSGDP GVVQVRSSEL 

Chick  .MLNSEQTEL DLPPAHSEPE SVFSDCGRVG GAEESGVA.. LCPQPRGAEQ 

 

       51                            basic         Helix1 100 

Human  GEPGRKDLQH LSREERRRRR RATAKYRTAH ATRERIRVEA FNLAFAELRK 

Mouse  GESGRKDLQH LSREERRRRR RATAKYRTAH ATRERIRVEA FNLAFAELRK 

Chick  AEAVKKDLQH LSREERRRRR RATAKYRTAH ATRERIRVEA FNMAFAELRK 

 

       101 Loop          Helix2         133 

Human  LLPTLPPDKK LSKIEILRLA ICYISYLNHV LDV 

Mouse  LLPTLPPDKK LSKIEILRLA ICYISYLNHV LDV 

Chick  LLPTLPPDKK LSKIEILRLA ICYISYLNHV LDV 

 

Εικόνα 14: Σύγκριση µεταξύ των πρωτεϊνών NSCL1 του ανθρώπου, του ποντικού 
και της όρνιθας. Οι πρωτεΐνες NSCL1 του ανθρώπου και του ποντικού αποτελούνται 
από 133 αµινοξέα, ενώ της όρνιθας από 130. Στην περιοχή bHLH διαφέρουν µόνο 
κατά ένα αµινοξύ, έχοντας ποσοστό οµολογίας 98%. 

 
 

 

 Human NSCL1 Mouse NSCL1 

Chick NSCL1 84.5 83.2 

Chick NSCL1 bHLH 98 98 

 

Πίνακας 4:  Ποσοστά οµολογίας των πρωτεϊνών NSCL1 της όρνιθας σε σχέση µε 
την αντίστοιχη πρωτεΐνη του ανθρώπου και του ποντικού. 

 

 

 

3.2. Κλωνοποίηση του cNscl1 σε  πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης 

Προκειµένου να εκφράσουµε και να αποµονώσουµε την πρωτεΐνη cNSCL1 σε 

βακτηριακά κύτταρα, κλωνοποιήσαµε την κωδική περιοχή του γονιδίου cNscl1 στον 

πλασµιδιακό βακτηριακό φορέα έκφρασης pRSET A, και δηµιουργήσαµε την 



 78

πλασµιδιακή κατασκευή cNscl1 - pRSET A. Στη συνέχεια έγινε µετασχηµατισµός 

(Transformation) στο στέλεχος E. coli BL21 (DE3) pLysS µε το πλασµίδιο cNscl1- 

pRSET A, εµβολιασµός καλλιεργειών µεγάλης κλίµακας και επαγωγή της έκφρασης 

της πρωτεΐνης µας µε τη χρήση ισοπρόπυλο-β-D-θειογαλακτοσιδίου (IPTG). 

∆υστυχώς όσες προσπάθειες κι αν έγιναν απέτυχαν. Μετά από αλλεπάλληλες 

προσπάθειες και τροποποιήσεις προτεινοµένων πρωτοκόλλων καταλήξαµε στο 

συµπέρασµα ότι η πρωτεΐνη µας είναι ιδιαιτέρως τοξική για τα βακτήρια E. coli BL21 

(DE3) pLysS. 

Την ίδια τύχη είχε και η µετέπειτα προσπάθεια κλωνοποίησης του cNscl1 στον 

πλασµιδιακό φορέα pGEX-4T-1, από όπου θα παίρναµε την πρωτεΐνη µας σε 

χιµαιρική µορφή µε την  πρωτεΐνη GST. 

Μετά την αποτυχία της κλωνοποίησης σε βακτηριακούς φορείς έκφρασης 

αποφασίσαµε να γίνει προσπάθεια κλωνοποίησης στον ευκαρυωτικό φορέα έκφρασης 

pcDNA3, στον οποίο επιπρόσθετα είχαν κλωνοποιηθεί τρία αντίγραφα της πρωτεΐνης 

– επιτόπου myc (3cmyc-pcDNA3, προσφορά του ∆ρ. Α. Μουστάκα). Με αυτό τον 

τρόπο θα ήταν δυνατή η ανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης 3cmyc - cNSCL1, που 

θα παραγόταν, µε τη χρήση ειδικού anti-myc αντισώµατος, που ήταν στη διάθεσή 

µας. Πράγµατι το πλασµίδιο 3cmyc-cNscl1-pcDNA3  κατασκευάστηκε µε σχετική 

ευκολία, χρησιµοποιήθηκε για διαµόλυνση κυττάρων ΗΕΚ 293Τ και αποµονώθηκαν 

τα κυτταρικά εκχυλίσµατα, στα οποία έγινε ανάλυση κατά Western µε τη χρήση 

µονοκλωνικού και πολυκλωνικού αντισώµατος α-myc (Εικόνα 15).  Όπως φαίνεται 

και στην εικόνα 15, η κινητικότητα της χιµαιρικής πρωτεΐνης 3cmyc - cNSCL1 δεν 

αντιστοιχεί απόλυτα στο προβλεπόµενο Μοριακό Βάρος, το οποίο υπολογίζεται 

περίπου σε 20 kDa. Υστέρηση στην κινητικότητα παρατηρείται και στην πρωτεΐνη 

mNSCL1 του ποντικού, η οποία αποδίδεται τόσο στη στερεοδιάταξή της, όσο και στη 

φωσφορυλίωση της σε κατάλοιπα σερίνης (Brown and Baer, 1994). 
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Εικόνα 15: Ανάλυση κατά Western σε κυτταρικά εκχυλίσµατα από κύτταρα ΗΕΚ 
293Τ, τα οποία έχουν διαµολυνθεί µε το πλασµίδιο 3cmyc-cNscl1-pcDNA3. Ως 
πρώτο αντίσωµα χρησιµοποιήθηκε, τόσο µονοκλωνικό, όσο και πολυκλωνικό 
αντίσωµα α-myc, το οποίο αναγνωρίζει την πρωτεΐνη – επίτοπο myc, η οποία 
εκφραζόταν σε σύντηξη µε την πρωτεΐνη chick NSCL1. 

 

3.3. ∆ηµιουργία σηµασµένων antisense RNA ανιχνευτών για την 

ανίχνευση του προτύπου έκφρασης του γονιδίου cNscl1 στο 

αναπτυσσόµενο έµβρυο όρνιθας 

Για τη διεξαγωγή των πειραµάτων της in situ υβριδοποίησης (HIS) κατασκευάστηκαν 

αρχικά, και χρησιµοποιήθηκαν διερευνητικά, τέσσερις ανιχνευτές από antisense 

mRNA. Aυτοί ήταν οι 246/BamHI, 246/SacII, 247/PstI και 247/SacII, οι οποίοι 

διακρίνονται στην εικόνα 16. Ύστερα από τα πρώτα πειράµατα που έγιναν µε αυτούς 

αποφασίσαµε να χρησιµοποιήσουµε για την συνέχιση των πειραµάτων µόνο τον 

ανιχνευτή 246/SacII. O antisense mRNA ανιχνευτής 246/SacII που χρησιµοποιήθηκε 

προέρχεται από τµήµα cDNA µεγέθους περίπου 1800 νουκλεοτιδίων, όπου περιέχεται 

όλη η 3’-µη µεταφραζόµενη περιοχή και σχεδόν όλη η κωδικοποιός περιοχή του 

γονιδίου, όπως φαίνεται και στην εικόνα 16. Η επιλογή του συγκεκριµένου ανιχνευτή 

έγινε διότι παρατηρήσαµε ότι δίδει έντονη ειδική χρώση πολύ γρηγορότερα σε σχέση 

µε τους άλλους τρεις, παρόλο που τελικά το πρότυπο έκφρασης είναι τελείως όµοιο. 

Σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός µάρτυρας (negative control) 

ανιχνευτής από νοηµατικό (sense) mRNA, κατασκευασµένος παράλληλα και µε τις 

ίδιες συνθήκες, όπως και οι antisense RNA ανιχνευτές. Σε καµία περίπτωση δε 

διαπιστώσαµε την ύπαρξη µη αναµενόµενου σήµατος. 
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Εικόνα 16: Απεικόνιση των antisense RNA ανιχνευτών που σχεδιάστηκαν για τα 

πειράµατα της in situ υβριδοποίησης. Α: Οι ανιχνευτές 246/BamHI και 246/SacII, 

προήλθαν από το cDNA του κλώνου #246,  Β: οι ανιχνευτές 247/PstI και 247/SacII 

προέκυψαν από το cDNA του κλώνου #247. Μετά τα πρώτα διερευνητικά πειράµατα, 

ο ανιχνευτής 246/SacII ήταν αυτός που χρησιµοποιήθηκε κατά κύριο λόγο. 

 

Η έκφραση του cNscl1 παρατηρήθηκε αποκλειστικά σε συγκεκριµένες δοµές του 

νευρικού συστήµατος και ειδικότερα στα κρανιακά γάγγλια, στα αισθητικά γάγγλια, 

στο νευροεπιθήλιο της παρεγκεφαλίδας, στο διεγκέφαλο, στον οπίσθιο εγκέφαλο, στο 
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ραχιαίο και νωτιαίο τµήµα του νευρικού σωλήνα, στα ροµβοµερή καθώς και στα όρια 

των ροµβοµερών. 

Παράλληλα µε τον ανιχνευτή 246/Sac II έγιναν και πειράµατα για την ανίχνευση της 

έκφρασης της axonin, στα ίδια ή σε ίδιου αναπτυξιακού σταδίου έµβρυα, για 

συγκριτικούς λόγους. Όπως έχουµε προαναφέρει η axonin εκφράζεται µόνο σε 

µεταµιτωτικούς νευρώνες, όπως τα νωτιαία αισθητικά γάγγλια, η παρεγκεφαλίδα και 

η γέφυρα. Όπως παρατηρήσαµε υπάρχει ένα παρόµοιο πρότυπο έκφρασης σε αρκετές 

δοµές του νευρικού συστήµατος (παρεγκεφαλίδα, νωτιαίος µυελός, οπίσθιος 

εγκέφαλος κ.α.), όµως υπάρχουν και αξιοσηµείωτες διαφορές. H έκφραση του cNscl1 

στα όρια των ροµβοµερών δεν είχε µέχρι τώρα αναφερθεί στον άνθρωπο και τον 

ποντικό όπου έχουν γίνει αντίστοιχα πειράµατα και χρειάζεται παραπέρα διερεύνηση 

καθώς έχουν βρεθεί ελάχιστοι µεταγραφικοί παράγοντες που εκφράζονται στις 

περιοχές αυτές. 

 

3.4. Πρότυπο έκφρασης του cNscl1 στην όρνιθα 

3.4.1. Γενικά 

Aπό τις µέχρι τώρα εργασίες που αναφέρονταν στο γονίδιο Nscl1 στον άνθρωπο και 

στον ποντικό είχαµε κάποιες κατ’ αρχήν πληροφορίες σχετικά µε το πρότυπο 

έκφρασής του και πιθανές ενδείξεις για τον φυσιολογικό του ρόλο (Lipkowitz et al, 

1992; Gobel et al, 1992). Aπό τα αποτελέσµατα της δικής µας εργασίας 

συµπεραίνουµε ότι όντως υπάρχει µία πολύ εξειδικευµένη έκφραση στο νευρικό 

σύστηµα σε πρώιµα στάδια ανάπτυξης η οποία αρχίζει να φαίνεται περί τη δεύτερη 

εµβρυική ηµέρα (στάδιο HH 10+) στο ραχιαίο τµήµα του νευρικού σωλήνα και στη 

συνέχεια εντείνεται και επεκτείνεται και σε άλλες δοµές, όπως: κρανιακά γάγγλια, 

αισθητικά γάγγλια, ιππόκαµπο, υποθάλαµο, οπίσθιο εγκέφαλο, ροµβοµερή και όρια 

ροµβοµερών, διεγκέφαλο, νωτιαίο µυελό, και παρεγκεφαλίδα. Συγκριτικά µε το 

πρότυπο έκφρασης του chick Nscl1 και του µορίου συνάφειας axonin παρατηρούµε 

αξιοσηµείωτες οµοιότητες αλλά και εµφανείς διαφορές σε πολλές δοµές, όπως στην 

παρεγκεφαλίδα, νωτιαίο µυελό και οπίσθιο εγκέφαλο. Oι διαφορές που µπορούµε να 

διαπιστώσουµε αφορούν υποοµάδες κυτταρικών τύπων των παραπάνω νευρικών 

δοµών που σαφέστατα κάνουν διακριτά τα δύο πρότυπα έκφρασης ελαχιστοποιώντας 

την πιθανότητα η έκφραση της axonin να εξαρτάται άµεσα από την έκφραση του 
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cNscl1. H έκφραση του cNscl1 στα ροµβοµερή και στα όρια των ροµβοµερών 

ενδεικνύει τον πιθανό του ρόλο στον καθορισµό της ταυτότητας των ροµβοµερών και 

του οπίσθιου εγκεφάλου, τα οποία µε τη σειρά τους έχουν σχέση µε την οργάνωση, 

τόσο των επιµέρους κινητικών πυρήνων του εγκεφαλικού στελέχους κατά τµήµατα, 

όσο και µη νευρικών ιστών στην περιφέρεια του σώµατος 

 

3.4.2. Έκφραση του chick Nscl1 στο νευρικό σωλήνα 

Προκειµένου να διαπιστώσουµε τη χρονική περίοδο κατά την οποία αρχίζει η 

έκφραση του cNscl1 προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε ολόκληρα 

έµβρυα όρνιθας (whole mount hybridization) και στη συνέχεια σε τοµές µικροτόµου 

δόνησης και κρυοτόµου. 

Για τα whole mount πειράµατα χρησιµοποιήσαµε έµβρυα τα οποία κάλυπταν τα 

αναπτυξιακά στάδια ΗΗ 8 έως και ΗΗ 26. Με τα πειράµατα αυτά διαπιστώσαµε ότι η 

έναρξη της έκφρασης του cNscl1 συµπίπτει µε το αναπτυξιακό στάδιο ΗΗ 10+ και 

εντοπίζεται σε κύτταρα που βρίσκονται στο πλάγιο ραχιαίο τµήµα του νευρικού 

σωλήνα (Εικονα 17, Α). Προχωρώντας σε µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια η 

έκφραση επεκτείνεται και προχωράει µε προσθιοπίσθια κατεύθυνση, όπως και η 

ωρίµανση του νευρικού σωλήνα. Κατά το στάδιο ΗΗ 24 έχει επεκταθεί σε όλο το 

µήκος του νευρικού σωλήνα, όπως και στα αισθητικά γάγγλια (DRGs – Dorsal Root 

Gagglia ή αισθητικά γάγγλια ραχιαίων ριζών), ενώ µετά από αυτό το στάδιο αρχίζει 

να φθίνει. 

Με την ολοκλήρωση των πρώτων whole mount πειραµάτων, προχωρήσαµε σε 

πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε τοµές µικροτόµου δόνησης και κρυοτόµου, 

προκειµένου να έχουµε λεπτοµερέστερη εικόνα του προτύπου έκφρασης του cNscl1. 

Παράλληλα µε τα πειράµατα in situ υβριδοποίησης για το γονίδιο cNscl1 

πραγµατοποιήσαµε αντίστοιχα πειράµατα για το γονίδιο axonin-1. Σκοπός µας ήταν 

να έχουµε µια πρώτη εικόνα για την πιθανότητα συνεντοπισµού της έκφρασης των 

δυο αυτών γονιδίων και κατ΄ επέκταση µια πρώτη ένδειξη για πιθανή σχέση τους. 

Πράγµατι, από τα πρώτα αποτελέσµατα διαπιστώσαµε ότι τόσο το cNscl1 όσο και η 

axonin-1 εκφράζονται σε συνδεσµικούς και κινητικούς νευρώνες του νευρικού 

σωλήνα, όµως δεν υπάρχει αλληλεπικάλυψη του προτύπου έκφρασης τους. Από το 

πρότυπο έκφρασής τους προκύπτει ότι εκφράζονται σε διαφορετικές υποοµάδες 

κινητικών και συνδεσµικών νευρώνων (Εικόνα 18). Από τα πειράµατα αυτά φάνηκε, 

επίσης, ότι παρόλο που και τα δυο αυτά γονίδια εκφράζονται στα αισθητικά γάγγλια 
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των ραχιαίων ριζών (DRGs), η έκφρασή τους δε συµπίπτει χρονικά. Επίσης πρέπει να 

αναφέρουµε ότι η έκφραση του cNscl1 στο νωτιαίο µυελό, σε όλα τα αναπτυξιακά 

στάδια που µελετήσαµε, περιορίζεται σε υποοµάδες πρόδροµων µεταµιτωτικών 

συνδεσµικών ή κινητικών νευρώνων (Εικόνα 18, Α,Γ,Ε) 

 

 
 

Εικόνα 17:  Η έναρξη της έκφρασης του chick Nscl1 παρατηρείται στο νευρικό 
σωλήνα κατά το εµβρυϊκό στάδιο ΗΗ 10+ (Α), δίδοντας στικτή χρώση σε 
µεµονωµένα κύτταρα ή οµάδες κυττάρων που εντοπίζονται µόνο στο πλάγιο ραχιαίο 
τµήµα του νευρικού σωλήνα, ενώ στο στάδιο ΗΗ 12 η έκφρασή του έχει πλέον 
επεκταθεί στο µεγαλύτερο τµήµα του νευρικού σωλήνα. Στο στάδιο ΗΗ 15 (Γ: 
ραχιαία όψη, ∆: πλάγια όψη), φαίνεται η πολύ έντονη έκφρασή του στο r4 (τέταρτο 
ροµβοµερές). Στα στάδια ΗΗ 24  (Ε) και ΗΗ 26 (Ζ) η έκφρασή του έχει επεκταθεί σε 
όλο το µήκος του νευρικού σωλήνα  και στα νωτιαία αισθητικά γάγγλια  (Ε, βέλος). 
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Εικόνα 18 : Έκφραση του cNscl1 σε σύγκριση µε την έκφραση της axonin-1 στον 
αναπτυσσόµενο νωτιαίο µυελό κατά τα εµβρυϊκά στάδια ΗΗ 19, ΗΗ 25 και ΗΗ 32. 
Όλες οι φωτογραφίες απεικονίζουν εγκάρσιες τοµές, οι οποίες έχουν υβριδοποιηθεί 
µε antisense RNA ανιχνευτή για το cNscl1 (Α,Γ,Ε) και για την  axonin-1 (Β,∆,Ζ). Στο 
στάδιο ΗΗ 19 παρατηρούµε εκτενή έκφραση του cNscl1 (Α) και της axonin-1 (Β) σε 
προγονικούς συνδεσµικούς (c) και κινητικούς νευρώνες (m). H έκφραση όµως της 
axonin-1 εντοπίζεται σε διαφορετικούς υποπληθυσµούς κυττάρων που κατέχουν πιο 
πλάγια θέση Στο στάδιο ΗΗ 25 η έκφραση του cNscl1 εντοπίζεται σε µεταµιτωτικούς 
νευρώνες στην υποεπενδυµατική στοιβάδα (subventricular). Σ’ αυτό το στάδιο η 
έκφραση της axonin-1 είναι πολύ ασθενής στο νωτιαίο µυελό, ενώ υπάρχει πολύ 
έντονη έκφραση στα αισθητικά γάγγλια (∆, βέλος). Στο στάδιο ΗΗ 32 η έκφραση του 
cNscl1 περιορίζεται σε ένα υποπληθυσµό της βλαστικής στοιβάδας στο ραχιαίο 
τµήµα του νωτιαίου µυελού (Ε, βέλος), ενώ στο ίδιο στάδιο η έκφραση της axonin-1 
έχει γίνει πολύ πιο ισχυρή στα αισθητικά γάγγλια (Ζ, βέλος). 
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3.4.3. Έκφραση του chick Nscl1 και mouse Nscl1 στον εγκέφαλο (ιππόκαµπος, 

υποθάλαµος, φλοιός εγκεφαλικών ηµισφαιρίων) 

Για να διαπιστώσουµε την έκφραση του chick Nscl1 σε συγκεκριµένες δοµές του 

εγκεφάλου προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε εγκάρσιες τοµές 

µικροτόµου δόνησης από εγκεφάλους εµβρύων όρνιθας που κάλυπταν τα εµβρυικά 

αναπτυξιακά στάδια ΗΗ8 (τέσσερα ζεύγη σωµιτών) έως ΗΗ36 (δέκατη εµβρυική 

ηµέρα). Τα ισχυρότερα επίπεδα έκφρασης τα παρατηρήσαµε κατά την όγδοη 

εµβρυϊκή ηµέρα (Εικόνα 19). Συγκεκριµένα κατά την Ε8 το cNscl1 είδαµε να 

εκφράζεται στην υποβλαστική στοιβάδα της οπτικής καλύπτρας, στον υποθάλαµο 

και στο µέσο και κοιλιακό ιππόκαµπο. 

 Προκειµένου να διερευνήσουµε το βαθµό συντήρησης στο πρότυπο έκφρασης του 

Nscl1 µεταξύ διαφορετικών οργανισµών, προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ 

υβριδοποίησης σε εγκάρσιες τοµές κρυοτόµου από εγκεφάλους εµβρύων ποντικών, 

αλλά και πρώιµων µεταγεννητικών σταδίων καθώς και ενήλικων ζώων. Η χρήση του 

ποντικού ως πειραµατόζωου, που χρησιµοποιείται παράλληλα και συµπληρωµατικά 

µε την όρνιθα, παρέχει το πλεονέκτηµα ότι υπάρχει πολύ περισσότερη γνώση 

σχετικά µε την ανάπτυξη, την ανατοµία, την ιστολογία και τη χρήση γνωστών 

γονιδίων – δεικτών που εκφράζονται σε συγκεκριµένες περιοχές – οµάδες κυττάρων.  

Όπως προέκυψε µετά από σύγκριση της έκφρασης του mNscl1 µε αυτή του tbr-1 και 

του neuroD, που εκφράζονται σε ανώριµους µεταµιτωτικούς πυραµιδικους νευρώνες 

της προφλοιϊκής πλάκας (Bulfone et al, 1995; Henver et al, 2006)  και του Ngn1 που 

εκφράζεται στην κοιλιακή (µιτωτική) ζώνη (Lee, 1997; Guillemot, 1999) (Εικόνα 20) 

φαίνεται ότι το mRNA του mNscl1 εµφανίζεται έντονα κατά το εµβρυϊκό στάδιο 

Ε12.5 στην προφλοιϊκή πλάκα (PPL, Plexiform Primordium Layer ή preplate zone). 

Λίγο αργότερα, στην ηλικία Ε14.5 το mNscl1 εµφανίζεται στην υποκοιλιακή 

(subventricular) ζώνη, περιοχή έκφρασης του γονιδίου Lhx-6 το οποίο εκφράζεται 

από τους ενδονευρώνες του φλοιού από την αρχή της διαφοροποίησής τους, κατά την 

οριζόντια µετανάστευσή τους, αλλά και µετεµβρυϊκά (Lavdas et al, 1999), (Εικόνα 

20). 

     Η έκφραση του mNscl1 συνεχίζεται και σε µετέπειτα αναπτυξιακά στάδια καθώς 

και στον ενήλικα ποντικό. Στο στάδιο P0 εµφανίζεται στον αναπτυσσόµενο 

ιππόκαµπο και σε πολύ χαµηλότερα επίπεδα στο φλοιό, στις στοιβάδες 2-5 (Εικόνα 

20). Παρόµοιο πρότυπο έκφρασης αλλά µε πιο έντονη και ευρύτερη χρώση στο φλοιό 

παρουσιάζεται στο στάδιο P10 αλλά και στον ενήλικα ποντικό. 
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Εικόνα 19: Έκφραση του cNscl1 και mNscl1 στον αναπτυσσόµενο εγκέφαλο. 
Πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε εγκάρσιες τοµές κρυοτόµου εµβρύων όρνιθας Ε8 
(Α,Β), νεογέννητων ποντικών Ρ0 (Γ), Ρ10 (∆ - πρόσθια τοµή, Ε - οπίσθια τοµή), Ρ20 
(Ζ) και ενήλικου (Η). Κατά την εµβρυική ηµέρα Ε8 το cNscl1 εκφράζεται στην 
υποβλαστική στοιβάδα της οπτικής καλύπτρας (Α, βέλος), στον υποθάλαµο (Α, 
αστερίσκος) και στον µέσο και κοιλιακό ιππόκαµπο (Β). Η έκφραση του mNscl1 
ακολουθεί ένα πολύ δυναµικό πρότυπο στον ιππόκαµπο ξεκινώντας από την ηµέρα 
γέννησης (Γ), και συνεχίζοντας σε όλα τα µεταγεννητικά στάδια Ρ10, Ρ20 (∆,Ε,Ζ) 
µέχρι και το ενήλικο ζώο (Η). 
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Εικόνα 20: Έκφραση του mNscl1 στο φλοιό των εγκεφαλικών ηµισφαιρίων. 
Πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε εγκάρσιες τοµές κρυοτόµου εγκεφάλων 
ποντικών εµβρυϊκής ηλικίας Ε12.5 και Ε14.5, Ρ0, Ρ10 και ενήλικου. Το mNscl1 
εκφράζεται στο φλοιό, στην προφλοιϊκή πλάκα στο εµβρυϊκό στάδιο Ε12.5 (Α) όπως 
προκύπτει από σύγκριση µε την έκφραση των µορίων  tbr-1(Β), neuroD (Γ) και Ngn1 
(∆). Στο στάδιο Ε14.5 εκφράζεται στην υποκοιλιακή (subventricular) ζώνη (Ε) όπου 
εκφράζεται και το Lhx-6 (Z). Στο στάδιο P0 εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα στο 
φλοιό, στις στοιβάδες 2-5 (Η, Θ). Η έκφραση του mNscl1 στο φλοιό αυξάνεται ξανά 
στη µεταγεννητική περίοδο, όπως φαίνεται και στις εικόνες  Ι, Κ και Λ. 
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3.4.4. Έκφραση του chick Nscl1 στην παρεγκεφαλίδα 

Την έκφραση του cNscl1 στην παρεγκεφαλίδα τη διαπιστώσαµε καταρχήν σε whole 

mount πειράµατα in situ υβριδοποίησης, που πραγµατοποιήσαµε σε έµβρυα όρνιθας 

διαφόρων ηλικιών. Μετά τη διαπίστωση αυτή, προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ 

υβριδοποίησης σε τοµές µικροτόµου δόνησης και κρυοτόµου, τόσο για τη 

διαπίστωση της έκφρασης του cNscl1, όσο και της axonin-1. Παράλληλα 

πραγµατοποιήσαµε πειράµατα για την ανίχνευση του προτύπου έκφρασης του mouse 

Nscl1 στην παρεγκεφαλίδα σε µεταγεννητικά στάδια, καθώς η ανάπτυξη της 

παρεγκεφαλίδας στον ποντικό αρχίζει κατά τα όψιµα εµβρυϊκά στάδια, συνεχίζεται 

και ολοκληρώνεται κατά τη µεταγεννητική περίοδο. 

Έκφραση του cNscl1 εµφανίζεται κατά την πέµπτη εµβρυϊκή µέρα (Ε5) στην 

πρόδροµη µορφή της παρεγκεφαλίδας (προπαρεγκεφαλιδικό επιθήλιο), και 

συγκεκριµένα στο ροµβικό χείλος της παρεγκεφαλίδας, αλλά όχι στο πιο οπίσθιο 

µυελεγκεφαλικό ροµβικό χείλος (Εικόνα 21, Α), όπως και κατά την ηµέρα Ε8 

(Εικόνα 21, Β). Η έκφραση του cNscl1 στη νεοδηµιουργούµενη παρεγκεφαλίδα κατά 

την εµβρυϊκή ηµέρα Ε14 περιορίζεται στην εξωτερική κοκκώδη στοιβάδα (EGL, 

external granule layer), και προσοµοιάζει πολύ µε την έκφραση της axonin-1 κατά 

την ίδια χρονική περίοδο (Εικόνα 21, Γ,∆,Ε) (Dodd et al, 1988; Furley et al, 1990). 

Στην ίδια περιοχή (EGL) παρατηρούµε και την έκφραση του mNscl1 στη 

µεταγεννητική  ηµέρα Ρ9 (Εικόνα 21, Ζ), η οποία αντιστοιχεί περίπου στο ίδιο 

αναπτυξιακό στάδιο ωρίµανσης µε την παρεγκεφαλίδα της όρνιθας κατά την 

εµβρυϊκή ηµέρα Ε14. 
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Εικόνα 21: Έκφραση του cNscl1, mNscl1 και axonin-1 στην παρεγκεφαλίδα.  
(Α,Β): Ραχιαία όψη από πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα 
όρνιθας σταδίου Ε5 (Α) και Ε8 (Β). Η έκφραση του cNscl1 εντοπίζεται στο ροµβικό 
χείλος της πρόδροµης παρεγκεφαλίδας, ενώ εκλείπει από το πιο οπίσθιο 
µυελεγκεφαλικό ροµβικό χείλος. (Γ, ∆, Ε): Η έκφραση του cNscl1 κατά την εµβρυϊκή 
ηµέρα Ε14 (Γ, Ε) σε τοµές κρυοτόµου (Γ) και µικροτόµου δόνησης (Ε) περιορίζεται 
στην εξωτερική κοκκώδη στοιβάδα (EGL), και προσοµοιάζει πολύ µε το πρότυπο 
έκφρασης της axonin-1 (∆). (Ζ): Η έκφραση του mouse Nscl1 σε τοµή µικροτόµου 
δόνησης κατά τη µεταγεννητική ηµέρα Ρ9 στην εξωτερική κοκκώδη στοιβάδα (EGL) 
δίνει το ίδιο πρότυπο όπως το cNscl1 στο αντίστοιχο αναπτυξιακό στάδιο ωρίµανσης 
της παρεγκεφαλίδας. 
 

3.4.5. Έκφραση του chick Nscl1 στον οπίσθιο εγκέφαλο 

Μια από τις πιο ενδιαφέρουσες περιοχές που ανιχνεύσαµε την έκφραση του cNscl1 

είναι ο οπίσθιος εγκέφαλος (hindbrain) ή ροµβοειδής εγκέφαλος και πιο 

συγκεκριµένα τα ροµβοµερή και τα όρια των ροµβοµερών, καθώς δεν υπήρχε καµία 

αναφορά για την έκφρασή του σ’ αυτή την περιοχή και µε δεδοµένο ότι πολύ λίγοι 

µεταγραφικοί παράγοντες έχουν ανιχνευθεί να εκφράζονται στα όρια των 

ροµβοµερών όπως ο Pax-6 (Heyman et al, 1995) και η πρωτεΐνη µε δάκτυλο 

ψευδαργύρου Plzf (Cook et al, 1995). 
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Ο ροµβοειδής εγκέφαλος είναι η περιοχή του αναπτυσσόµενου νευρικού συστήµατος 

που περιβάλλει την 4η κοιλία. Νωρίς κατά την ανάπτυξη, στην περιοχή του 

ροµβεγκεφάλου παρατηρείται διαµερισµατοποίηση (segmentation) του 

νευροεπιθηλίου και δηµιουργούνται τα  λεγόµενα  ροµβοµερή (Eικόνα 22). Τα 

ροµβοµερή  (1 έως 8)  είναι παροδικές δοµές, που παρουσιάζουν συνδυαστική 

έκφραση Hox γονιδίων και άλλων µεταγραφικών παραγόντων, που ευθύνονται για 

τον καθορισµό κυτταρικής µοίρας (Lumsden and Krumlauf, 1996). Επιπλέον, τα 

πρόδροµα νευρικά κύτταρα που ανήκουν σε καθένα από τα ροµβοµερή εµφανίζουν 

συγκεκριµένες ιδιότητες και δίνουν καθορισµένους κυτταρικούς πληθυσµούς (Kandel 

et al, 1991. Η δοµή του ροµβοειδούς εγκεφάλου χωρίζεται εµβρυολογικά στο 

µυελεγκέφαλο και στο µετεγκέφαλο. Ο µυελεγκέφαλος ωριµάζοντας δίνει τον 

προµήκη µυελό, ενώ από την ραχιαία περιοχή του µετεγκεφάλου δηµιουργείται η 

παρεγκεφαλίδα και από την κοιλιακή η γέφυρα (Patten and Carlson, 1974; Altman 

and Bayer, 1987). 

 

 

Εικόνα  22: Σχηµατική απεικόνιση εµβρύου όρνιθας, όπου διακρίνονται τα διάφορα 
τµήµατα του αναπτυσσόµενου νευρικού συστήµατος. 
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Τα πειράµατα που πραγµατοποιήσαµε κάλυψαν όλα τα αναπτυξιακά στάδια του 

εµβρύου όρνιθας, κατά τα οποία παρατηρείται έκφραση του cNscl1 στον οπίσθιο 

εγκέφαλο (ΗΗ12 έως ΗΗ25). Κατά το στάδιο ΗΗ14 (Εικόνα 23, Α) παρατηρούµε 

ισχυρή έκφραση του cNscl1 στο ροµβοµερές 4 (r4) , ενώ ασθενέστερη έκφρασή του 

παρατηρούµε στο r2 και στα r6, r7 και r8. Στα επόµενα στάδια η έκφρασή του 

εντοπίζεται κατεξοχήν στα όρια των ροµβοµερών (Εικόνα 23, Β, Γ, ∆, Ε), στα 

κρανιακά γάγγλια (Εικονα 23, Β) και σε δυο επιµήκεις κοιλιακές ζώνες εκατέρωθεν 

και παράλληλα µε το εδαφιαίο πέταλο. Η έκφραση του cNscl1 στο r4 παραµένει 

ισχυρότερη σε σχέση µε την έκφρασή του στα άλλα ροµβοµερή, και σε αντίθεση µε 

τα r3 και r5 όπου είναι ανύπαρκτη και ειδικά στο κοιλιακό τµήµα του r4 (Εικόνα 23, 

∆), περιοχή όπου εντοπίζονται πρόδροµα κύτταρα των προσωποκινητικών νευρώνων 

(facial branchiomotor neurons, fbm) πριν µεταναστεύσουν (Lumsden and Keynes, 

1989; Varela-Echavarria et al, 1996; Jacob and Guthrie, 2000; Studer, 2001). Η 

έκφραση του cNscl1 στο όρια των ροµβοµερών αρχίζει να φθίνει µετά το στάδιο 

ΗΗ20 και διακρίνεται µε δυσκολία στο στάδιο ΗΗ25 (Εικόνα 23, Ζ), το οποίο 

αντιστοιχεί και µε το τέλος της µορφολογικής υπόστασης των ροµβοµερών. Για 

συγκριτικούς λόγους πραγµατοποιήσαµε και πειράµατα in situ υβριδοποίησης για το 

γονίδιο axonin-1, σε έµβρυα όρνιθας αντίστοιχων σταδίων. Τα πιο ενδιαφέροντα 

αποτελέσµατα φαίνονται στην εικόνα 23, Η-Θ, όπου παρατηρούµε την έκφραση του 

axonin-1 στο κοιλιακό τµήµα του r4 κατά το στάδιο ΗΗ17+ (Η), η οποία µειώνεται 

µέχρι το στάδιο ΗΗ20, στο οποίο όµως διακρίνουµε και την έκφρασή του στα όρια 

r3/r4 και r4/r5 (Θ). Στο στάδιο ΗΗ20 διακρίνουµε και την πολύ έντονη έκφραση του 

axonin-1 κατά µήκος δυο ζωνών στο πιο πλάγιο τµήµα του οπίσθιου εγκεφάλου. 
 
 

 



 92

 
Εικόνα 23: Έκφραση του cNscl1 και της axonin-1 στον οπίσθιο εγκέφαλο.  
(Α, Β, Γ) Πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα όρνιθας σταδίου 
ΗΗ14 (Α), ΗΗ17+ (Β) και ΗΗ18 (Γ). Η έκφραση του cNscl1 στο σταδιο ΗΗ14 είναι 
εντοπισµένη στο ροµβοµερές 4 (A, βέλος) και λιγότερο στα r2, r6, r7 και r8. Κατά τα 
στάδια ΗΗ17+ και ΗΗ18 η έκφραση του cNscl1 είναι ιδιαιτερα έντονη στα όρια των 
ροµβοµερών (Γ) και στα κρανιακά γάγγλια (Β, βέλη). Η έκφραση του cNscl1 στα 
όρια των ροµβοµερών και σε δυο επιµήκεις κοιλιακές ζώνες εκατέρωθεν και 
παράλληλα µε το εδαφιαίο πέταλο (basal plate), προεξεχόντως του r4 (∆, βέλος) και 
στη συνέχεια του r2, διακρίνεται εύκολα σε φωτογραφίες επιπεδοποιηµένων (flat 
mount) εµβρύων όρνιθας σταδίων ΗΗ17+ (∆) και ΗΗ20 (Ε), ενώ κατά το στάδιο 
ΗΗ25 (Ζ) η έκφραση του cNscl1 ίσα που διακρίνεται στα όρια των ροµβοµερών. Η 
έκφραση της axonin-1 κατά το στάδιο ΗΗ17+ εντοπίζεται στο κοιλιακό τµήµα του r4 
(H, βέλος), ενώ κατά το στάδιο ΗΗ20 παρατηρείται στα όρια r3/r4 και r4/r5 και µε 
µεγαλύτερη πάλι ένταση στο κοιλιακό τµήµα του r4 (Θ, βέλος) και κατά µήκος δυο 
ζωνών στο πιο πλάγιο τµήµα του οπίσθιου εγκεφάλου (Θ, αστερίσκος). 
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3.5. Έκφραση του mNscl1 και σύγκρισή του µε την έκφραση του 

Tag1 στον οπίσθιο εγκέφαλο του ποντικού 
Θέλοντας να διερευνήσουµε το βαθµό συντήρησης του προτύπου έκφρασης του 

γονιδίου Nscl1 µεταξύ της όρνιθας και του ποντικού, προχωρήσαµε σε πειράµατα 

whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα ποντικού σταδίων Ε9.5, Ε10.5, Ε11.5 

και Ε12.5. Αντίστοιχα πειράµατα κάναµε και για το γονίδιο Tag1 (οµόλογο του 

axonin-1 στον ποντικό) (Dodd et al, 1988; Furley et al, 1990). ∆ιαπιστώσαµε ότι ή 

έκφραση του mNscl1 αρχίζει (για την περιοχή του οπίσθιου εγκεφάλου) κατά την 

εµβρυϊκή ηµέρα Ε9.5 (Εικόνα 24, Α)  από το r4 και τα κρανιακά γάγγλια, ενώ κατά 

την Ε10.5 (Εικόνα 24, Β) έχει την πιο µεγάλη έκφραση στα κρανιακά γάγγλια και σε 

όλα τα όρια των ροµβοµερών (εκτός του r7/r8). Κατά την Ε11.5 (Εικόνα 24, Γ) η 

έκφραση του mNscl1 εντοπίζεται κατεξοχήν σε µεταναστεύοντες πρόδροµους 

προσωποκινητικούς νευρώνες και σε δύο επιµήκεις περιοχές στο µέσο του 

ραχιαιοκοιλιακού άξονα. Η έκφραση στους πρόδροµους προσωποκινητικούς 

νευρώνες εξαφανίζεται κατά την Ε12.5 (Εικόνα 24, ∆), ενώ η έκφραση στις δύο 

επιµήκεις περιοχές παραµένει. 

Η έκφραση του mTag1 κατά την ηµέρα Ε9.5 εντοπίζεται στο κοιλιακό τµήµα του r2, 

r4 και πιο οπίσθια του r6 (Εικόνα 24, E). Kατά την ηµέρα Ε10.5 η έκφραση του 

mTag1 έχει επεκταθεί σε δυο επιµήκεις κοιλιακές ζώνες εκατέρωθεν του εδαφιαίου 

πετάλου, καθώς και σε δυο ζώνες στο πιο πλάγιο (και άρα ραχιαίο) τµήµα του 

οπίσθιου εγκεφάλου. Κατά την ηµέρα Ε11.5 και Ε12.5 (Εικόνα 24, Η-Θ), η έκφραση 

του  mTag1 περιορίζεται στο κοιλιακό τµήµα των r4, r5 και r6, όπου όπως είπαµε 

λαµβάνει χώρα η µετανάστευση των προσωποκινητικών νευρώνων. 
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Εικόνα 24: Σύγκριση του προτύπου έκφρασης µεταξύ mouse Nscl1 και mouse Tag1. 
Η έκφραση του mNscl1 αρχίζει να διακρίνεται κατά την εµβρυϊκή ηµέρα Ε9.5 στο r4, 
στο εδαφιαίο πέταλο και στα όρια r3/r4 και r4/r5 (Α, βέλος) και τα κρανιακά γάγγλια, 
ενώ κατά την Ε10.5 (Β) έχει πολύ έντονη έκφραση στα κρανιακά γάγγλια και σε όλα 
τα όρια των ροµβοµερών (εκτός του r7/r8). Κατά την Ε11.5 (Γ) η έκφραση του 
mNscl1 εντοπίζεται κατεξοχήν σε µεταναστεύοντες πρόδροµους προσωποκινητικούς 
νευρώνες (Γ, βέλος) και σε δύο παράλληλες επιµήκεις περιοχές στο µέσο του 
ραχιαιοκοιλιακού άξονα (Γ, ανάµεσα στους λευκούς δείκτες). Η έκφραση στους 
πρόδροµους προσωποκινητικούς νευρώνες δεν είναι πλέον ορατή κατά την Ε12.5 (∆), 
ενώ η έκφραση στις δύο επιµήκεις περιοχές παραµένει. 
Η έκφραση του mTag1 κατά την ηµέρα Ε9.5 εντοπίζεται στο κοιλιακό τµήµα των r2, 
r4 και πιο οπίσθια του r6 (E). Kατά την ηµέρα Ε10.5 η έκφραση του mTag1 έχει 
επεκταθεί σε δυο επιµήκεις κοιλιακές ζώνες εκατέρωθεν του εδαφιαίου πετάλου (Ζ, 
βέλος), καθώς και σε δυο ζώνες στο πιο πλάγιο τµήµα του οπίσθιου εγκεφάλου (Ζ, 
αστερίσκος), εκατέρωθεν πάλι του εδαφιαίου πετάλου. Κατά την ηµέρα Ε11.5 και 
Ε12.5 (Η-Θ), η έκφραση του mTag1 περιορίζεται στο κοιλιακό τµήµα µεταξύ των r4 
και r6, όπου λαµβάνει χώρα η µετανάστευση των προσωποκινητικών νευρώνων. 
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3.6. Λειτουργικός ρόλος του Nscl1  

 
3.6.1. ∆ιερεύνηση της σχέσης του mNscl1 µε τα γονίδια Hoxb1, Hoxb2, Plzf, 

Engrailed-1, Pax6 και Tag1 

Τα γονίδια Hox έχουν βρεθεί σε κάθε κατηγορία ζώων (µαλάκια, έντοµα, σκώληκες, 

υδροειδή, σπονδυλωτά) έως και τον άνθρωπο, και θεωρούνται ότι σε όλες αυτές τις 

κατηγορίες εµπλέκονται µε παρόµοια λειτουργία στη διαµόρφωση του κύριου 

σωµατικού άξονα (καφαλο-ουραίου) και στον καθορισµό των διαφορών ανάµεσα στα 

κύτταρα κατά µήκος του άξονα αυτού. Οι πιο σηµαντικές και ταυτόχρονα 

µελετηµένες περιοχές έκφρασης τους είναι ο οπίσθιος εγκέφαλος και ο νωτιαίος 

µυελός (McGinnis and Krumlauf, 1992; Krumlauf, 1994; Keynes and Krumlauf, 

1994; Lumsden and Krumlauf, 1996; Hirth et al, 1998; Pearson et al, 2005). 

 
Εικόνα 25: Σχηµατική παράσταση του προτύπου έκφρασης των πιο σηµαντικών Hox 
γονιδίων στα ροµβοµερή. Παρατηρούµε ισχυρή έκφραση του Hoxb1 στο r4 και του 
Hoxb2 στα r3, r4 και r5. 
 

Με αφορµή την πολύ ειδική έκφραση του Nscl1 στον οπίσθιο εγκέφαλο, στα 

ροµβοµερή και στα όρια των ροµβοµερών, αποφασίσαµε να εξετάσουµε την πιθανή 

σχέση του µε τα γονίδια Hoxb1, Hoxb2, αλλά και τα  Plzf, Engrailed-1 (En-1), Pax6 
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και  Tag1, τα οποία επίσης εκφράζονται στον οπίσθιο εγκέφαλο (Wurst et al, 1994; 

Cook et al, 1995; Goddard et al, 1996; Studer et al, 1996; Gavalas et al, 1998; Studer 

et al, 1998; Gaufo et al, 2000; Gavalas et al, 2003).  

 

3.6.2. Έκφραση του mNscl1 στον οπίσθιο εγκέφαλο σε ποντικούς µε απώλεια 

δράσης του γονιδίου Hoxb1 

Καταρχήν εξετάσαµε την έκφραση του mNscl1 σε έµβρυα ποντικών µε απώλεια 

δράσης του Hoxb1 γονιδίου (Hoxb1-/-, προσφορά του ∆ρ. Α. Γαβαλά). Είναι γνωστό 

ότι το Hoxb1 συµµετέχει στον καθορισµό της νευρωνικής µοίρας του τέταρτου 

ροµβοµερούς (r4) που καθορίζει τη δηµιουργία του προσωπικού κινητικού πυρήνα 

(Gavalas et al, 1998; Studer et al, 1998). Απαλοιφή του Hoxb1 οδηγεί σε ανώµαλη 

ανάπτυξη του πυρήνα αυτού (Gavalas et al, 2003, Gaufo et al, 2000; Goddard et al, 

1996; Studer et al, 1996). ∆εδοµένου του ότι το Nscl1 εκφράζεται στο r4, θέλαµε να 

ελέγξουµε εάν βρίσκεται στο γονιδιακό µονοπάτι που ελέγχει το Hoxb1. Σε 

πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης που πραγµατοποιήσαµε σε Hoxb1-/- 

έµβρυα ποντικών Ε10.5 και Ε11.5 διαπιστώσαµε ότι παύει η έκφραση του mNscl1 

στους προσωποκινητικούς νευρώνες (fbm) που παρατηρούµε σε φυσιολογικoύς και 

σε Hoxb1+/- ποντικούς (Εικόνα 26). 

Εικονα 26:Whole mount in situ υβριδοποίηση σε έµβρυα ποντικών Ε10.5, Hoxb1+/_ 
(A) και Hoxb1-/- (Β), µε antisense mNscl1 ανιχνευτή. Παρατηρούµε ότι η έκφραση 
του mNscl1 στους προσωποκινητικούς νευρώνες στο κοιλιακό τµήµα του 
ροµβοµερούς 4 στον Hoxb1-/-  ποντικό (Β) δεν υπάρχει , σε αντίθεση µε τον Hoxb1+/_   
ποντικό, όπου παρατηρούµε το αναµενόµενο πρότυπο έκφρασης (Α, βέλη). 
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3.6.3. Πρότυπο έκφρασης των Hoxb1, Hoxb2, Plzf και Engrailed-1 σε 

φυσιολογικούς και ποντικούς µε απενεργοποιηµένο το γονίδιο Nscl1 (Nscl1-/-) 

Προκειµένου να διερευνήσουµε τον πιθανό ρόλο του Nscl1 στην έκφραση των γονι-

δίων Hoxb1, Hoxb2, Plzf και Engrailed-1 στον οπίσθιο εγκέφαλο προχωρήσαµε σε 

πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα φυσιολογικών και Nscl1-/- 

(προσφορά του Dr. Kruger M.) ποντικών εµβρυϊκής ηλικίας Ε10.5 και Ε11.5, µε 

antisense RNA ανιχνευτές για τα γονίδια αυτά (Εικόνα 27 & 28). Τα αποτελέσµατα 

αυτών των πειραµάτων µας έδειξαν ότι το πρότυπο έκφρασης τόσο για το Hoxb1 όσο 

και για το Hoxb2, δεν παρουσιάζει κάποια εµφανή διαφορά κατά την εµβρυϊκή ηµέρα 

Ε10.5 µεταξύ των φυσιολογικών (F1) και των Nscl1-/- ποντικών. Κατά την εµβρυϊκή 

ηµέρα όµως Ε11.5 και για τα δυο αυτά γονίδια παρατηρούµε ότι η έκφρασή τους 

διατηρείται σε σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα στους Nscl1-/- ποντικούς σε σχέση µε 

τους φυσιολογικούς. 

 

 
 
Εικόνα 27: Whole mount in situ υβριδοποίηση για τα Hoxb1 και Hoxb2 γονίδια. 
Κατά την ηµέρα Ε10.5 τα επίπεδα έκφρασης του Hoxb1 (Α,Ε) και Hoxb2 (Γ,Η) δεν 
παρουσιάζουν κάποια αξιόλογη διαφορά µεταξύ των φυσιολογικών και  Nscl1-/-  

ποντικών. Αντιθέτως κατά την Ε11.5 τα επίπεδα έκφρασης για το Hoxb1(Ζ, βέλος) 
και Hoxb2 (Θ, βέλος) στους Nscl1-/-  ποντικούς διατηρούνται σε πολύ υψηλότερα 
επίπεδα σε σχέση µε αυτά των φυσιολογικών ποντικών (Β,∆).  



 98

Όσον αφορά την έκφραση του Plzf παρατηρούµε ότι κατά την εµβρυική ηµέρα Ε10.5 

στους Nscl1-/- ποντικούς έχει προκληθεί πολύ ειδική και πλήρης απώλεια της 

έκφρασής του, στην περιοχή των προσωποκινητικών νευρώνων, κάτι το οποίο δεν 

συµβαίνει στους φυσιολογικούς ποντικούς. Επίσης κατά την Ε11.5 η έκφραση του 

Plzf στους Nscl1-/- ποντικούς διατηρείται σε πολύ υψηλότερα επίπεδα σε σχέση µε τα 

φυσιολογικά ζώα, στα οποία η έκφραση του Plzf έχει περιοριστεί στα πιο πλάγια 

τµήµατα του οπίσθιου εγκεφάλου. Ανάλογη αύξηση της έκφρασης παρατηρούµε και 

για το γονίδιο En-1 κατά την Ε11.5, οπότε τα επίπεδα έκφρασης του στους Nscl1-/-  

ποντικούς διατηρούνται σε πολύ υψηλότερα επίπεδα σε σχέση µε αυτά των 

φυσιολογικών ποντικών, σε δυο γραµµές παράλληλες µε τη µέση γραµµή του 

εδαφιαίου πετάλου. 

Απεναντίας δεν παρατηρήσαµε καµιά διαφορά στο πρότυπο έκφρασης του Tag1 και 

του Pax6, µεταξύ των φυσιολογικών και των Nscl1-/- ποντικών. 

 

 
 
Εικόνα 28: Whole mount in situ υβριδοποίηση για τα γονίδια Plzf και En-1. 
Παρατηρούµε ότι κατά την ηµέρα Ε10.5 τα επίπεδα έκφρασης του Plzf στους 
φυσιολογικούς (Α) και Nscl1-/- ποντικούς (Ε) δεν παρουσιάζουν κάποια εµφανή 
διαφορά, εκτός από την περιοχή των προσωποκινητικών νευρώνων όπου 
παρατηρούµε ότι στους Nscl1-/- ποντικούς η έκφραση του Plzf έχει εξαφανισθεί 
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τελείως (Ε, βέλος). Αλλαγή στο πρότυπο έκφρασης του Plzf παρατηρούµε και κατά 
την ηµέρα Ε11.5, όπου είναι σαφής η µεγαλυτέρου βαθµού µείωση της έκφρασης του 
Plzf στους F1 ποντικούς (Β) σε σχέση µε τους Nscl1-/-. Για το γονίδιο En-1 δεν 
υπάρχει διαφορά στο πρότυπο έκφρασης κατά την Ε10.5 (Γ,Η)  µεταξύ των 
φυσιολογικών και  Nscl1-/- ποντικών. Αντιθέτως κατά την Ε11.5 τα επίπεδα έκφρασης 
για το En-1 στους Nscl1-/- ποντικούς (Θ) διατηρούνται σε πολύ υψηλότερα επίπεδα σε 
σχέση µε αυτά των φυσιολογικών ποντικών (∆), σε δυο γραµµές παράλληλες µε τη 
µέση γραµµή του εδαφιαίου πετάλου. 
 

3.6.4. Έκφραση του cNscl1 στα όρια των ροµβοµερών που δηµιουργούνται µετά 

από αφαίρεση δυο γειτονικών ροµβοµερών 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των ροµβοµερών είναι η «οµαδοποίησή» τους σε 

άρτια και περιττά ροµβοµερή µε πολλά κοινά χαρακτηριστικά, π.χ. διαφοροποιηµένοι 

νευρώνες παρουσιάζονται πρώτα στα ροµβοµερή 4, 2 και 6, ενώ στα περιττά 

ροµβοµερή αρκετά αργότερα (Lumsden et al, 1989). Ιδιαίτερo ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι τα όρια των ροµβοµερών δεν επιτρέπουν τη µετακίνηση 

και µίξη κυττάρων από γειτονικά ροµβοµερή, ενώ αν αφαιρέσουµε κάποιο(α) 

ροµβοµερές(ή), τότε τα ροµβοµερή που θα βρεθούν σε γειτονικές θέσεις 

«µετατρέπονται» σε ένα ενιαίο µεγάλο ροµβοµερές, αν και τα δυο είναι άρτια ή 

περιττά, ενώ αν το ένα είναι άρτιο και το άλλο περιττό τότε δηµιουργείται ένα νέο 

όριο µεταξύ τους (Fraser et al, 1990; Guthrie and Lumsden, 1991; Guthrie et al, 

1991). 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την έκφραση και τον πιθανό ρόλο του Nscl1 στις 

περιπτώσεις αυτές, κατά τις οποίες σχηµατίζεται, µετά από µικροχειρουργική 

επέµβαση, ένα νέο όριο (µετά τη γειτνίαση ενός περιττού µε ένα άρτιο ροµβοµερές) ή 

ένα ενιαίο µεγάλο ροµβοµερές (µετά τη «συνένωση» δυο άρτιων ή περιττών 

ροµβοµερών), προχωρήσαµε σε πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε 

έµβρυα όρνιθας στα οποία είχαµε αφαιρέσει ένα ή δυο ροµβοµερή. Τα αποτελέσµατα 

µας, σε σύνολο έντεκα µικροχειρουργικών επεµβάσεων έδειξαν ότι το cNscl1 

εκφράζεται στο νέο όριο το οποίο δηµιουργείται µετά τη γειτνίαση ενός περιττού και 

ενός άρτιου ροµβοµερούς, τα οποία φυσιολογικά δε γειτνιάζουν, ενώ δεν εκφράζεται 

κατά µήκος της ένωσης δυο ροµβοµερών µε την ίδια αρτιότητα (Εικόνα 29). 
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Εικόνα 29: Whole mount in situ υβριδοποίηση µε antisense RNA ανιχνευτή για το 
γονίδιο cNscl1 σε έµβρυο όρνιθας στο οποίο έχει γίνει αφαίρεση του r3 (Α), και σε 
έµβρυο στο οποίο έχουν αφαιρεθεί τα r2 και r3 (Β). Στο Β διακρίνεται καθαρά η 
έκφραση του cNscl1 στο όριο των r1/r4 (βέλος), κάτι το οποίο δεν παρατηρείται στο 
Α στο όριο των r2/r4 
 

3.6.5. Πειράµατα υπερέκφρασης – έκτοπης έκφρασης του chick Nscl1 µε τη 

χρήση του ρετροϊικού φορέα έκφρασης RCAS(BP)-cNscl1 

Η κωδική περιοχή του γονιδίου cNscl1 ως προϊόν PCR κλωνοποιήθηκε κατ’ αρχήν 

στο πλασµίδιο δέκτη Slax13/NcoIxSmaI που περιέχει πολλαπλές θέσεις 

κλωνοποίησης (polylinker), οι οποίες περικλείονται ανάµεσα σε δύο Cla I 

περιοριστικές θέσεις (Hughes et al, 1987).  

Στη συνέχεια έγινε εξαγωγή του από αυτό µέσω πέψης µε Cla I και κλωνοποιήθηκε 

στην Cla I θέση του RCAS(BP) φορέα, δίνοντας µας έτσι το πλασµίδιο-ρετροϊικοό 

φορέα έκφρασης RCAS(BP)-cNscl1. 

Ως αρνητικοί µάρτυρες στα πειράµατα που ακολούθησαν χρησιµοποιήθηκαν έµβρυα 

στα οποία έγινε έγχυση (injection) και ηλεκτροµετασχηµατισµός (electroporation) µε 

το ρετροϊικό φορέα (RCAS(BP) ή το ρετροϊικό φορέα έκφρασης της πρωτεΐνης GFP 

[RCAS(BP)/GFP]. Στα πειράµατα αυτά ουδέποτε παρατηρήσαµε αναπτυξιακές 

ανωµαλίες στα έµβρυα που χρησιµοποιήσαµε. 

Για τα πειράµατά µας έγινε έγχυση µε µικροπιπέττα των προαναφεροµένων 

πλασµιδίων σε διάφορες περιοχές του νευρικού σωλήνα εµβρύων όρνιθας ηλικίας 1-

2,5 ηµερών και στη συνέχεια µε ηλεκτρικούς παλµούς (electroporation) έγινε δυνατή 

η είσοδος των πλασµιδίων στα κύτταρα µέσω της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης. 

Η τεχνική αυτή (injection-electroporation) δίνει τη δυνατότητα να επιµολύνονται µε 

το πλασµιδιακό DNA µόνο τα κύτταρα που βρίσκονται προς τη µία ή την άλλη 
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πλευρά του νευρικού σωλήνα, ενώ η άλλη να µένει ανεπηρέαστη και να χρησιµεύει 

ως αρνητικό συγκριτικό στοιχείο (αρνητικό control). Στα πειράµατα που εµείς 

πραγµατοποιήσαµε το ηλεκτρικό πεδίο είχε τέτοια φορά ώστε η επιµόλυνση να 

συµβαίνει στο αριστερό τµήµα.  

Η συλλογή και η εξέταση των (επιβιωσάντων) εµβρύων µετά από 1-4 ηµέρες έδειξαν 

πολύ µεγάλη συχνότητα (µακροσκοπικών) αναπτυξιακών ανωµαλιών σε περιοχές 

κυρίως του πρόσθιου και µέσου εγκεφάλου, των µατιών και των άκρων. 

Στον πίνακα 5 καταγράφονται συνοπτικά τα µακροσκοπικά ευρήµατα που 

παρατηρήσαµε σε σαράντα οκτώ έµβρυα, από ένα σύνολο περίπου εκατόν σαράντα, 

στα οποία πραγµατοποιήσαµε τα πειράµατα υπερέκφρασης του cNscl1, ενώ στην 

Εικόνα 30 απεικονίζονται κάποια έµβρυα µε τις πιο χαρακτηριστικές αλλαγές. 

 

στάδιο 
injection/ 

electroporation 

ηµέρα 
παρατήρησης Παρατηρήσεις 

<ΗΗ 8 +2d αριστερή-δεξιά ασυµµετρία µέσου εγκεφάλου 

<ΗΗ 8 +4d µικρότερο αριστερό µάτι 

ΗΗ 8-9 +3d µικρότερο αριστερό µάτι, ασύµµ. µέσος εγκέφαλος 

ΗΗ 10 +3d σµίκρυνση του αριστ.  τµήµατος της οπτικής καλύπτρας 

ΗΗ 10 +3d µικρότερο αριστερό µάτι & (αριστ) τελεγκέφαλος 

ΗΗ 10-11 +3d µικρότερο αριστερό µάτι 

ΗΗ 11-12 +1d αριστερή-δεξιά ασυµµετρία µέσου εγκεφάλου 

ΗΗ 11-12 +3d µικρότερο αριστερό µάτι & τελεγκέφαλος-διεγκέφαλος 

ΗΗ 13-14 +3d µικρότερο αριστερό µάτι & οπτική καλύπτρα 

ΗΗ 13-14 +4d ανώµαλη ανάπτυξη αρ. άνω άκρου και οπτ. καλύπτρας 

HH 13-14 +4d ανώµαλη ανάπτυξη τελεγκεφάλου 

 

Πίνακας 5: Συνοπτική καταγραφή των µακροσκοπικών ευρηµάτων σε έµβρυα 
όρνιθας, στα οποία έχει γίνει υπερέκφραση του γονιδίου cNscl1. Η κατηγοριοποίηση 
έχει γίνει λαµβάνοντας υπόψη το στάδιο στο οποίο έγινε το injection/electroporation 
και η ηµέρα συλλογής-παρατήρησης των εµβρύων. 
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Εικόνα 30:  Α: Μια ηµέρα µετά το injection/electroporation η υπερέκφραση του 
cNscl1 είναι διακριτή, ενώ δυο ηµέρες µετά (Β) είναι ιδιαίτερα εκτεταµµένη. Γ,∆,Ε,Ζ: 
Έχει γίνει  injection/electroporation σε δυο έµβρυα στην περιοχή του αριστερού 
µατιού. Το δεξί µάτι (Γ,Ε) των δυο εµβρύων έχει το φυσιολογικό µέγεθος, σε 
αντίθεση µε το αριστερό τους µάτι (∆,Ζ) που έχει αρκετά µικρότερο µέγεθος.  
Η: Τέσσερις ηµέρες µετά το injection/electroporation η ασσυµετρία  µεταξύ 
αριστερού-δεξιού ηµισφαιρίου της οπτικής καλύπτρας είναι δραµατική. Σε άλλο 
έµβρυο (Θ, πλάγια αριστερή όψη) η υπερέκφραση του cNscl1 στο αριστερό 
ηµισφαίριο προκάλεσε τρεις ηµέρες µετά το injection/electroporation τον ίδιο 
φαινότυπο, όπως φαίνεται καθαρά και σε ραχιαία όψη (Ι) της οπτικής καλύπτρας που 
έχει αποκοπεί από το υπόλοιπο έµβρυο. 
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3.7. Μελέτη του µεταγραφικού ρόλου του γονιδίου Nscl1 
 

3.7.1.  Με τη χρήση του συστήµατος GAL4-UAS του σακχαροµύκητα 

Στο σύστηµα αυτό, χρησιµοποιείται πλασµίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης που 

φέρει ανοδικά του luc γονιδίου, την αλληλουχία πρόσδεσης UAS (upstream 

activating Sequense), του µεταγραφικού ενεργοποιητή GAL4 των γονιδίων GAL του 

σακχαροµύκητα. Θεωρητικά, αν ένα µόριο έχει ενεργοποιητική δράση και είναι σε 

σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA του GAL4 (GAL4 DNA binding 

domain ή GAL4 DBD), θα πρέπει να προκαλέσει ενεργοποίηση της έκφρασης του 

γονιδίου της λουσιφεράσης. 

Για τη δηµιουργία ανασυνδυασµένων κατασκευών χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός 

φορέας pBxGI, ο οποίος αναπτύχθηκε σε βακτηριακά στελέχη Escherichia coli 

(E.coli) DH10B. Ο πλασµιδιακός φορέας pBxGI περιέχει τον υποκινητή SV40 (ώστε 

να εκφράζεται στα κύτταρα των θηλαστικών) και εκφράζει τα πρώτα 147 αµινοξέα 

του γονιδίου GAL4. Στα 147 αυτά αµινοξέα περιλαµβάνεται η περιοχή που 

προσδένεται στην αλληλουχία UAS (αµινοξέα 1-65), η περιοχή διµερισµού (αµινοξέα 

65-94) η οποία το µετατρέπει σε ένα ισχυρώς προσδενόµενο διµερές και µία πολύ 

ασθενής ενεργοποιητική περιοχή (αµινοξέα 90-147). ∆εν περιλαµβάνονται οι 

κατεξοχήν ενεργοποιητικές περιοχές του γονιδίου GAL4 (αµινοξέα 148-196 και 768-

881). Οι ανασυνδυασµένες πλασµιδιακές κατασκευές που φτιάξαµε στον φορέα 

pBxGI εκφράζουν χιµαιρικές πρωτεΐνες που αποτελούνται από την περιοχή 

πρόσδεσης στο DNA (DNA Binding Domain, DBD) της πρωτεΐνης GAL4 της ζύµης 

(αµινοξέα 1-147) καθώς και από το προϊόν του τµήµατος του γονιδίου του cNscl1 που 

εισαγάγαµε. Αυτή η χιµαιρική πρωτεΐνη όταν εκφραστεί προσδένεται ως διµερές 

στην περιοχή GAL4 UAS (Upstream Activating Sequense) που βρίσκεται ανοδικά 

του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης. Η περιοχή GAL4 UAS δεν υπάρχει 

φυσιολογικά στο γονιδίωµα των θηλαστικών (West et al, 1984; Ma and  Ptashne, 

1987; Lin et al, 1988; Giniger and Ptashne, 1988; Lamphier and Ptashne, 1992; 

Marmorstein et al, 1992).  
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Η κωδική περιοχή του γονιδίου του µεταγραφικού παράγοντα cNSCL1 δίνεται 

παρακάτω: 

 

     ATGCT CAACTCGGAG CAGACAGAGC TCGACCTCCC GCCCGGGCAC 

TCCGAGCCCG AATCCGTCTT CAGCGACTGC GGCCGCGTGG GCGGCGCGGA 

GGAGTCCGGC GTCGCTTTGT GCCCTCAGCC CCGCGGGGCC GAGCAGGCAG 

AGGCGGTGAA GAAGGACCTG CAGCACCTGA GCCGGGAGGA GCGGCGGCGG 

CGGCGGCGAG CCACGGCCAA GTACCGCACA GCCCACGCCA CGAGGGAACG 

CATCCGCGTG GAAGCCTTCA ACATGGCCTT CGCCGAGCTG CGCAAGCTGC 

TGCCCACGCT GCCGCCCGAC AAGAAGCTCT CCAAGATTGA GATCCTTCGC 

CTGGCTATCT GCTACATCTC CTACCTGAAC CACGTGCTGG ATGTCTGA 

 

Σχεδιάστηκαν οι εκκινητές που φαίνονται στον Πίνακα 6 οι οποίοι 

χρησιµοποιήθηκαν σε αντιδράσεις PCR, όπου ως µήτρα DNA είχαµε την παραπάνω 

κωδική περιοχή του γονιδίου cNscl1. Το αποτέλεσµα ήταν να δηµιουργηθούν  

τέσσερις  ελλειπτικές µορφές (Β,Γ,∆,Ε) του γονιδίου cNscl1, καθώς και ολόκληρο 

(Α) το cNscl1, όπως φαίνονται στην Εικόνα 31.   Σε όλα αυτά τα PCR προϊόντα  

έχουν προστεθεί στα άκρα θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων EcoRI 

και BamHI, ώστε κατά την κλωνοποίησή τους στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα 

pBxGI/ EcoRI x BamHI να εισάγονται οι ελλείψεις ή ολόκληρο το γονίδιο  cNscl1 µε 

το ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης (in frame) σε σχέση µε το GAL4 DBD(1-147), που είναι 

ήδη κλωνοποιηµένο. 

 

#1 CCGGAATTCATGCTCAACTCGGAGCAGAC 
#2 CGCGGATCCCAGGTGCTGCAGGTCCTTC 
#3 CCGGAATTCGACCTGCAGCACCTGAGCC 
#4 CGCGGATTCGGCCGTGGTTCGCCGCCGC 
#5 CCGGAATTCCGGCGGCGAACCACGGCCAAG 
#6 CGCGGATCCTCAGACATCCAGCACGTGGTT 
Πίνακας 6: Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις PCR 
αντιδράσεις. Οι υπογραµµισµένες και µε έντονους χαρακτήρες αλληλουχίες 
απεικονίζουν τις θέσεις αναγνώρισης από τα περιοριστικά ένζυµα BamHI και EcoRI 
(GGATCC: θέση αναγνώρισης για το ένζυµο BamHI, GAATTC: θέση αναγνώρισης 
για το ένζυµο EcoRI). 
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Στη συνέχεια έγινε πέψη των PCR προϊόντων µε τα περιοριστικά ένζυµα 

BamHI και EcoRI και κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pBxGI/ EcoRI x 

BamHI. 

Οι πέντε αυτές πλασµιδιακές κατασκευές δόθηκαν για αλληλούχιση, επιβεβαιώθηκε 

ότι ήταν σωστές, έγινε διαµόλυνση κάθε πλασµιδιακής κατασκευής χωριστά και του 

φορέα κλωνοποιήσης pBxG1 σε κυτταρικές σειρές HEPG2 (Hepatic) και HEK 293Τ 

(Human Embryonic Kidney), από όπου και συλλεχθηκαν τα κυτταρικά εκχυλίσµατα 

(cell lysates) και έγινε ανάλυση κατά Western (Εικόνα 33) µε τη χρήση αντισώµατος 

ειδικού για την αναγνώριση της  περιοχής πρόσδεσης στο DNA (DBD) της πρωτεΐνης 

GAL4, η οποία περιέχεται στο φορέα κλωνοποίησης pBxG1 και σε όλες τις 

πλασµιδιακές κατασκευές Α, Β, Γ, ∆, Ε. 

 

 
  

 

Εικόνα 31: Ελλειπτικές κατασκευές της κωδικής περιοχής του cNscl1 γονιδίου 
(Ονοµάζονται Α-Ε). Η b’ περιοχή είναι µία περιοχή η οποία είναι πλούσια σε 
κατάλοιπα αργινίνης και έχει χαρακτηριστεί ως περιοχή πλούσια σε βασικά αµινοξέα. 
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Εικόνα 32: Ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης 1%. Τα προϊόντα Α-Ε που προέκυψαν 
από την PCR αντίδραση καθώς και τα προιόντα Α’-Ε’ που προέκυψαν έπειτα από 
πέψη των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI και 
BamHI. Από την πέψη των πλασµιδιακών κατασκευών προκύπτουν τα  προϊόντα Α-Ε 
και ο πλασµιδιακός φορέας pBxGI. p=pBxGI πλασµιδιακός φορέας, λ=DNA ladder 
λ/HindIII   

 
 
 

 
 
Εικόνα 33: Ανάλυση κατά Western κυτταρικών εκχυλισµάτων από κύτταρα ΗΕΚ 
293Τ, µετά από διαµόλυνση µε τα πλασµίδια pBxG1, A, B, Γ, ∆ και Ε. 
Χρησιµοποιήθηκε µονοκλωνικό αντίσωµα ειδικό για την αναγνώριση της  περιοχής 
DBD της πρωτεΐνης GAL4. 
 

Ακολούθως για τη µελέτη της µεταγραφικής ενεργότητας των πλασµιδίων 

αυτών πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα συνδιαµόλυνσης των κυτταρικών σειρών 

HEPG2 και HEK 293Τ µε τα εξής πλασµίδια: το πλασµίδιο που περιέχει το γονίδιο 

αναφοράς της β-γαλακτοσιδάσης (για κανονικοποίηση των τιµών της λουσιφεράσης), 
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το πλασµίδιο που περιέχει το γονίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης καθώς και το 

πλασµίδιο που περιέχει ολόκληρο το γονίδιο cNscl1 ή την ελλειπτική κατασκευή του 

γονιδίου του cNscl1 που µελετάµε κάθε φορά (Πίνακας 7). 

Τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων αποδίδονται συνοπτικά (ως Μ.Ο.) στο 

παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 34):  
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Εικόνα 34: Συγκριτικές τιµές µεταγραφικής ενεργοποίησης του πλασµιδίου 
αναφοράς τις λουσιφεράσης pG5B-luc, εκφρασµένες σε “folds of activation” – 
«φορές ενεργοποίησης», για τις ελλειπτικές κατασκευές Β, Γ, ∆, Ε, ολόκληρο το 
γονίδιο cNscl1 (A) και τον πλασµιδιακό φορέα κλωνοποίησης pBxG1. 
 

 

α/α pBxG1 A B Γ ∆ E pG5B-luc pCMV-lacZ pBlsc 
1 1 µg      1 µg 1 µg 3 µg 
2  1 µg     1 µg 1 µg 3 µg 
3   1 µg    1 µg 1 µg 3 µg 
4    1 µg   1 µg 1 µg 3 µg 
5     1 µg  1 µg 1 µg 3 µg 
6      1 µg 1 µg 1 µg 3 µg 

 
Πίνακας 7: Στον πίνακα αυτό αναγράφονται οι ποσότητες του κάθε πλασµιδίου που 
χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα των διαµολύνσεων σε κύτταρα HEPG2 (~500.000 
κύτταρα/well of 6-well plate) και HEK 293Τ (~250.000 κύτταρα/well of 6-well 
plate). 
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Από τα πειράµατα αυτά φαίνεται πως οι πλασµιδιακές κατασκευές Α, Γ, Ε επιφέρουν 

πολύ σηµαντική µείωση (περίπου 85%) της ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς 

της λουσιφεράσης σε σχέση µε το βασικό επίπεδο ενεργοποίησης που προκαλείται 

από το φορέα κλωνοποίησης pBxG1. Η πλασµιδιακή κατασκευή ∆, η οποία φέρει 

ολόκληρη την Ν-τελική περιοχή χωρίς την bHLH περιοχή, προκαλεί µείωση της 

ενεργοποίησης σε ποσοστό 20%. Αντιθέτως η πλασµιδιακή κατασκευή Β, η οποία 

περιέχει την Ν-τελική περιοχή χωρίς την πολύ βασική της υποπεριοχή  β΄  επιφέρει 

αύξηση της ενεργοποίησης σε ποσοστό 35%. Το συγκεκριµένο πείραµα λοιπόν 

δείχνει ότι οι πλασµιδιακές κατασκευές Α, Γ και Ε έχουν ισχυρά κατασταλτική δράση 

όσον αφορά στη µεταγραφή του γονιδίου της λουσιφεράσης. Η κοινή περιοχή σε 

αυτές τις κατασκευές είναι η περιοχή bHLH της κωδικής περιοχής του γονιδίου του 

cNscl1. 

Οι µεταβολές αυτές (ως % ποσοστά) παρέµειναν σταθερές ακόµα κι όταν 

χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές ποσότητες/well (100 ng, 500 ng, 1000 ng)  από όλα 

τα πλασµίδια (pBxG1, Α, Β, Γ, ∆, Ε). 

 

3.7.2. Με τη χρήση πλασµιδίου αναφοράς που περιέχει Ε-boxes ανοδικά του 

γονιδίου της λουσιφεράσης 
 

Ι) ∆ηµιουργία του πλασµιδίου αναφοράς 

Για την κατασκευή αυτού του πλασµιδίου αναφοράς έγινε κατ’ αρχήν  υβριδοποίηση 

(annealing) των δυο ολιγονουκλεοτιδίων (oligos) που φέρουν δυο φορές τις ειδικές E-

box αλληλουχίες για την πρόσδεση του ετεροδιµερούς ME1a/NSCL1 (βλ. §1.8): 

 
5’ CTAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAC 3’ 

 
5’ TCGAGTGCTGCCAGCTGCTGCCAGCTTGCTGCCAGCTGCTGCCAG 3’ 
 
 

Μετά την υβριδοποίηση των δυο ολιγονουκλεοτιδίων προκύπτει δίκλωνο 

DNA µε προεξέχοντα άκρα, όµοια µε αυτά που δίδουν τα περιοριστικά ένζυµα Nhe I 

και Xho I : 

 
  5’ CTAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAC  3’ 

    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3’  GACCGTCGTCGACCGTCGTTCGACCGTCGTCGACCGTCGTGAGCT 5’ 
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 Η υβριδοποιηµένη αυτή αλληλουχία κλωνοποιήθηκε στον pGL3-basic 

πλασιδιακό φορέα, στον οποίο είχε προηγουµένως εντεθεί η ελάχιστη περιοχή από 

τον υποκινητή του αδενοϊού AdML (minimal promoter of Adenovirus major late 

gene) το οποίο φέρει TATA box (προσφορά του ∆ρ. ∆. Καρδάση). Για την 

κλωνοποίηση της αλληλουχίας που φέρει τα δυο Ε-boxes στον φορέα pGL3-basic-

AdML έγινε πρώτα πέψη του φορέα µε τα περιοριστικά ένζυµα ένζυµα Nhe I και Xho 

I, ώστε να προκύπτουν προεξέχοντα άκρα συµβατά µε τα άκρα της αλληλουχίας που 

φέρει τα δυο Ε-boxes. Η κλωνοποίηση της αλληλουχίας αυτής έγινε ανοδικά του 

AdML minimal promoter. Στη συνέχεια, στελέχη DH5α του βακτηρίου E.coli 

χρησιµοποιήθηκαν για τη διαδικασία του µετασχηµατισµού. Με την παραπάνω 

διαδικασία ολοκληρώθηκε η κατασκευή του πλασµιδίου αναφοράς (Reporter) “2 E-

boxes-AdML-pGL3-basic” το οποίο περιέχει δυο ειδικές θέσεις πρόσδεσης για το 

ετεροδιµερές mNSCL1/ME1a του οποίου τη µεταγραφική ικανότητα θέλουµε να 

µελετήσουµε. 

 

ΙΙ) ∆ηµιουργία ελλειπτικής κατασκευής του γονιδίου mNscl1 µε απαλοιφή της b’ 

περιοχής του γονιδίου 

Προκειµένου να κατασκευαστεί η συγκεκριµένη ελλειπτική κατασκευή του 

γονιδίου mNscl1, έγινε σχεδίαση εκκινητών ειδικών για το αµινοτελικό και για το 

καρβοξυτελικό άκρο (Εικόνα 35). Με χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης έγινε παραγωγή και αποµόνωση της Ν-τελικής και C-τελικής περιοχής 

χωρίς να περιλαµβάνεται η b’ περιοχή. Για την Ν-τελική περιοχή κατασκευάστηκε 

ένας εκκινητής που φέρει περιοριστική θέση για την EcoRI (ο πρόσθιος εκκινητής-

forward), ενώ ο αντίστροφος εκκινητής (reverse) σχεδιάστηκε µε τέτοιο τρόπο ώστε 

να φέρει NotI περιοριστική θέση. Όσο για την C-τελική περιοχή, ο πρόσθιος 

εκκινητής φέρει περιοριστική θέση για το ένζυµο NotI, ενώ ο αντίστροφος φέρει 

περιοριστική θέση αναγνώρισης για το ένζυµο SmaI. Ο εκκινητής-reverse για την Ν-

τελική περιοχή όπως και ο εκκινητής-forward για την C-τελική περιοχή φέρουν την 

ίδια αλληλουχία αναγνώρισης από το περιοριστικό ένζυµο NotI προκειµένου να 

καταστεί δυνατή η δηµιουργία συνεκτικών συµπληρωµατικών άκρων  
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Εκκινητές για την Ν-τελική περιοχή 

Πρόσθιος (forward) εκκινητής: 

            EcoRI 
                        Met 

       5’ ccg gaa ttc atg atg ctc aac tcc gat ac 3’ 
    
 

Αντίστροφος (reverse) εκκινητής: 

    NotI    
 

5’cgg gcg gcc gcc aag tgc tgc agg tct tt 3’ 

Εκκινητές για την C-τελική περιοχή 

Πρόσθιος (forward) εκκινητής: 

       NotI 
  

5’cgg gcg gcc gcg aag tac cgc acg gca cac 3’ 

 

Αντίστροφος (reverse) εκκινητής: 

        Stop   
    SmaI codon 
 

   5’ tcc ccc ggg tca gac gtc cag cac atg 3’ 
 
 
 

 

Εικόνα 35: Οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την Ν-τελική περιοχή  και για τη C-
τελική περιοχή του γονιδίου mouse Nscl1. 
 

Η Ν-τελική και η C-τελική περιοχή παρήχθηκαν µέσω της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης σε µεγάλη κλίµακα. Στη συνέχεια κάθε προϊόν χωριστά 

κλωνοποιήθηκε στο φορέα pGEM Τ-easy. Ο φορέας pGEM Τ-easy φέρει άκρα στα 

οποία προεξέχει µια βάση θυµίνης (στο 3΄ άκρο κάθε αλυσίδας του DNA) έτσι ώστε 

τα προϊόντα από αντιδράσεις PCR που φέρουν άκρα µε 3-προεξέχουσα αδενίνη να 

είναι συµπληρωµατικά και να κλωνοποιούνται ευκολότερα. 

Ακολούθως, η Ν-τελική περιοχή αποµονώθηκε από τον pGEM Τ-easy φορέα µέσω 

παρασκευαστικής πέψης µε το περιοριστικό ένζυµο EcoRI και κλωνοποιήθηκε στον 

pcDNA3 φορέα, στην αντίστοιχη θέση, δίνοντας µας έτσι την πλασιδιακή 

κατυασκευή “N-terminus in pcDNA3”. Με όµοια λογική αποµονώθηκε και η C-

τελική περιοχή από τον pGEM Τ-easy φορέα χρησιµοποιώντας το περιοριστικό 

ένζυµο NotI. Παράλληλα έγινε πέψη του “N-terminus in pcDNA3” µε NotI  και 

ακολούθησε κλωνοποίηση της C-τελικής περιοχής (που είχε Not I άκρα).  

Έτσι επιτεύχθηκε η κατασκευή ενός ελλειπτικού µορίου mNSCL1, στο οποίο έχουν 

απαλειφθεί δώδεκα αµινοξέα (Ser-Arg-Glu-Glu-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ala-Thr) 

της πολύ βασικής περιοχής b’ του γονιδίου mNscl1 (Εικόνα 36). Εξαιτίας της 

αναγκαστικής ένθεσης της περιοριστικής θέσης NotI, στη θέση αυτών των δώδεκα 

αµινοξέων έχουν προστεθεί δυο κατάλοιπα Αλανίνης. 
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Εικόνα 36: Σχηµατική παράσταση του φυσιολογικού mNscl1 γονιδίου (133 αα) και 
του ελλειπτικού mNscl1∆ (123 αα). 
 

ΙΙΙ) Πειράµατα συνδιαµόλυνσης 

Για τη µελέτη της µεταγραφικής ενεργότητας των πλασµιδίων αυτών 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα συνδιαµόλυνσης των κυτταρικών σειρών HEPG2 και 

SHSY-5Y µε τα εξής πλασµίδια: i) το πλασµίδιο αναφοράς (Reporter) “2 E-boxes-

AdML-pGL3-basic”  ii) CMV-lacZ: φέρει το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης υπό τον 

υποκινητή CMV που εκφράζεται σε ευκαρυωτικά κύτταρα, για κανονικοποίηση των 

τιµών της λουσιφεράσης iii) ME1a in pCMV-Sport 6 iv) mNscl1 in pCMV-Sport 6.1 

v) mNscl1∆: φέρει την ελλειπτική κατασκευή του mNscl1 γονιδίου, που σχεδιάστηκε 

στην παρούσα εργασία και vi) pBluescript φορέας ο οποίος προστίθεται στα δείγµατα 

προκειµένου να υπάρχει ίση ποσότητα DNA µεταξύ των δειγµάτων που θα εισαχθούν 

στα κύτταρα. Οι ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν από το κάθε πλασµίδιο 

αναγράφονται στον Πίνακα 8. Τα πειράµατα αυτά έγιναν σε κύτταρα HEPG2 και 

SHSY-5Y, και τα αποτελέσµατα υπό µορφή ραβδογράµµατος φαίνονται στην Εικόνα 

37 (HEPG2) και στην Εικόνα 38 (SHSY-5Y) 

 

 

Πίνακας 8: Ποσότητες του κάθε πλασµιδίου που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα 

συνδιαµόλυνσης των κυτταρικών σειρών HEPG2 και SHSY-5Y. 

α/α Reporter Me1a mNscl1 mNscl1∆ b-gal pBlsc 
1 - - - 4µg 
2 1µg - - 3µg 
3 - 1µg - 3µg 
4 1µg 1µg - 2µg 
5 - - 1µg 3µg 
6 

 
 

1µg 

1µg - 1µg 

 
 

1µg 

2µg 
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Εικόνα 37: Συγκριτικές τιµές µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης από τα γονίδια ME1a, Nscl1, Nscl1∆,  ME1a/Nscl1 και ME1a/Nscl1∆ 
σε κύτταρα HEPG2, εκφρασµένες σε “folds of activation” – «φορές ενεργοποίησης». 
Οι τιµές αυτές έχουν προκύψει ως Μ.Ο. τριών διπλών πειραµάτων, όπου 
χρησιµοποιήθηκαν ~500.000 κύτταρα/well. 
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Εικόνα 38: Συγκριτικές τιµές µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης από τα γονίδια ME1a, Nscl1, Nscl1∆,  ME1a/Nscl1 και ME1a/Nscl1∆ 
σε κύτταρα SHSY-5Y, εκφρασµένες σε “folds of activation” – «φορές ενεργοποίη-
σης». Οι τιµές αυτές έχουν προκύψει ως Μ.Ο. τριών διπλών πειραµάτων, όπου 
χρησιµοποιήθηκαν ~250.000 κύτταρα/well. 
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Στη συνέχεια τα πειράµατα συνδιαµολύνσεων συνεχίστηκαν τόσο σε κύτταρα 

HEPG2 όσο και σε SHSY-5Y, χρησιµοποιώντας όµως τώρα περίσσεια από τα 

πλασµίδια mNscl1 και mNscl1∆. Οι ακριβείς ποσότητες αυτών φαίνονται στον 

Πίνακα 9, και τα αποτελέσµατα των πειραµάτων (για τα SHSY-5Y κύτταρα) στην 

Εικόνα 39. 

 

 
Πίνακας 9: Ποσότητες του κάθε πλασµιδίου που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα 
συνδιαµόλυνσης των κυτταρικών σειρών HEPG2 και SHSY-5Y, έχοντας σε 
περίσσεια τα πλασµίδια mNscl1 και mNscl1∆. 
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Εικόνα 39: Συγκριτικές τιµές µεταγραφικής ενεργοποίησης (εκφρασµένες σε “folds 

of activation” – «φορές ενεργοποίησης») του γονιδίου της λουσιφεράσης από τα 

γονίδια ME1a, Nscl1, Nscl1∆, ME1a/Nscl1 και ME1a/Nscl1∆ σε κύτταρα SHSY-5Y 

έχοντας σε περίσσεια τα πλασµίδια mNscl1 και mNscl1∆. Οι τιµές αυτές έχουν 

προκύψει ως Μ.Ο. τριών διπλών πειραµάτων, όπου χρησιµοποιήθηκαν ~250.000 

κύτταρα/well. 

α/α Reporter Me1a mNscl1 mNscl1∆ b-gal pBlsc 
1 - - - 5µg 
2 1µg - - 4µg 
3 - 4µg - 1µg 
4 1µg 4µg - - 
5 - - 4µg 1µg 
6 

 
1µg 

1µg - 4µg 

 
1µg 

- 
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4.1. Γενικά 
 Η οικογένεια των HLH µεταγραφικών παραγόντων κατέχει κοµβικό ρόλο 

κατά τη διάρκεια του “καθορισµού” και της διαφοροποίησης των κυττάρων ενός 

οργανισµού. Η διερεύνηση των µοριακών µηχανισµών που διέπουν διάφορες 

αναπτυξιακές διαδικασίες έδειξε ότι οι HLH πρωτεΐνες σχετίζονται µε µια πληθώρα 

αναπτυξιακών γεγονότων από το σακχαροµύκητα µέχρι τον άνθρωπο. Οι HLH 

µεταγραφικοί παράγοντες παρεµβαίνουν δυναµικά, σε όλες σχεδόν τις αναπτυξιακές 

διαδικασίες, ρυθµίζοντας τη µεταγραφή διαφόρων γονιδίων, µέσω της πρόσδεσής 

τους σε συντηρηµένες αλληλουχίες, τα Ε-boxes. Οι αλληλουχίες αυτές  εντοπίστηκαν 

για πρώτη φορά σε cis-ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου IgH της βαριάς αλυσίδας 

της ανοσοσφαιρίνης - πέντε στο σύνολο - (Staudt and Lenardo, 1991; Nelsen and Sen, 

1992) και στη συνέχεια ταυτοποιήθηκαν άλλες τρεις στην περιοχή του ενισχυτή της 

ελαφριάς - κ - αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών. 

Πολύ µεγάλος αριθµός ερευνητικών εργασιών, που έχει γίνει, έχει καταδείξει τον 

σηµαντικό ρόλο των HLH µεταγραφικών παραγόντων σε όλες σχεδόν τις κατηγορίες 

οργανισµών :  

Στο σακχαροµύκητα bHLH µεταγραφικοί παράγοντες ελέγχουν ζωτικές µεταβολικές 

διαδικασίες όπως  η βιοσύνθεση των φωσφολιπιδίων και της µεθειονίνης (Berben et 

al, 1990; Hoshizaki et al,1990; Cai and Davis, 1990). 

Στο  νηµατώδη σκώληκα έχουν βρεθεί 24 HLH πρωτεΐνες, κάποιες από τις οποίες 

είναι απαραίτητες για τη λειτουργία περιφερειακών αισθητηρίων οργάνων 

απαραίτητων για την αναπαραγωγή καθώς και τη σωστή ανάπτυξη του νευρικού 

συστήµατος (Zhao and Emmons, 1995; Wrischnik and Kenyon, 1997; Ruvkun and 

Hobert, 1998). 

Στη δροσόφιλα HLH γονίδια, όπως το daughterless (da) και το scute (sc) ή sisterless-

b (sis-b) εµπλέκονται στη διαδικασία καθορισµού του φύλου (Cronmiller and Cline, 

1987; Parkhurst and Meneely, 1994), ενώ και η νευρογένεση προαπαιτεί τη 

συνδυαστική δράση πολλών γονιδίων της ΗLH οικογένειας, όπως το achaete-scute 

complex (AS-C), το Extramacrochaetae (Emc), το Enhancer of split [E(spl)] κ.α. (Jan 

and Jan, 1993; Campos-Ortega, 1993; Jarman et al, 1993). 

Όσον αφορά τα θηλαστικά έχουν βρεθεί δεκάδες HLH µεταγραφικοί παράγοντες που 

ενέχονται στις διαδικασίες ανάπτυξης των περισσοτέρων σωµατικών οργάνων και 
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συστηµάτων, και έλλειψη των οποίων ή µη φυσιολογική λειτουργία τους επιφέρει το 

θάνατο ή σοβαρές δυσλειτουργίες.  

Κατά τη µυογένεση οι bHLH µεταγραφικοί παράγοντες MyoD, MRF-4, Myf-5 και 

myogenin ρυθµίζουν τη δηµιουργία και τη διαφοροποίηση των µυικών κυττάρων των 

σκελετικών µυών από το πρώιµο εµβρυικό µεσόδερµα. Οι τέσσερις αυτοί 

µεταγραφικοί παράγοντες παρουσιάζουν συµπληρωµατικότητα και αλληλεπικάλυψη 

στη λειτουργία τους. Ποντικοί, όµως, οι οποίοι παρουσιάζουν έλλειψη της 

λειτουργίας των MyoD και Myf-5 πεθαίνουν κατά τη γέννηση και παρουσιάζουν 

έλλειψη σκελετικών µυών (Braun et al, 1992; Olson, 1990; Rudnicki et al, 1992; 

Rudnicki et al, 1993; Weintraub et al, 1991). 

Κατά τη µορφογένεση της καρδιάς οι bHLH µεταγραφικοί παράγοντες dHAND και 

eHAND διαδραµατίζουν καθοριστικό ρόλο, αφού η έλλειψή τους προκαλεί σοβαρές 

βλάβες στο σχηµατισµό της καρδιάς µε επακόλουθη συνέπεια το θάνατο κατά την 

εµβρυική ηλικία (Srivastana et al, 1995; Srivastana et al, 1997; Riley et al, 1998; 

Firulli et al, 1998). 

Σηµαντικός αριθµός bHLH µεταγραφικών παραγόντων εκφράζεται στο πάγκρεας, 

του οποίου η φυσιολογική λειτουργία και ρόλος έχει άµεση σχέση µε τα επίπεδα 

παραγωγής ινσουλίνης. Σε ποντικούς µε έλλειψη λειτουργίας του BETA2/NeuroD 

γονιδίου παρατηρείται τετραπλάσια συγκέντρωση γλυκόζης στο αίµα, σε σύγκριση µε 

τα φυσιολογικά ζώα, γεγονός το οποίο οδηγεί στο θάνατο αυτών, λίγες µέρες µετά τη 

γέννησή τους. Η µειωµένη παραγωγή ινσουλίνης οφείλεται σε δραµατική µείωση του 

αριθµού των β-παγκρεατικών κυττάρων που παράγουν ινσουλίνη (German et al, 

1991; Naya et al., 1997; Nelson et al, 1990; Shieh et al, 1991). 

bHLH µεταγραφικοί παράγοντες συµµετέχουν και στη διαδικασία καθορισµού και 

διαφοροποίησης όλων των κυτταρικών τύπων του αιµοποιητικού συστήµατος. 

Έλλειψη της λειτουργίας του bHLH µεταγραφικού παράγοντα SCL/Tal1 οδηγεί σε 

πλήρη αδυναµία παραγωγής αίµατος και πρώιµο εµβρυικό θάνατο, ενώ η 

φυσιολογική του λειτουργία είναι απαραίτητη για την παραγωγή Β και Τ 

λεµφοκυττάρων (Shivdasani et al, 1995; Porcher et al, 1996). 

Σηµαντικός, όµως, είναι ο ρόλος των  bHLH µεταγραφικών παραγόντων και κατά τη 

νευρογένεση των θηλαστικών. HLH µεταγραφικοί παράγοντες είναι απαραίτητοι για 

την επιλογή της νευρικής µοίρας από πρόδροµα κύτταρα του εξωδέρµατος, του 

ελέγχου του πολλαπλασιασµού, της µετανάστευσης και της τελικής διαφοροποίησης 

τους. Έλλειψη της λειτουργίας του γονιδίου Mash1, έχει σοβαρή επίπτωση στη 
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διαφοροποίηση νευρώνων του αυτόνοµου νευρικού, του οσφρητικού και του 

αµφιβληστροειδούς. Στο αυτόνοµο νευρικό σύστηµα τα πρόδροµα νευρικά κύτταρα 

δεν µπορούν να διαφοροποιηθούν σε ώριµους νευρώνες, απουσία του Mash1, ενώ τα 

πρόδροµα νευρικά κύτταρα του οσφρητικού επιθηλίου πεθαίνουν. Στον 

αµφιβληστροειδή απουσία του Mash1, µειώνεται ο αριθµός των δίπολων (bipolar) 

νευρώνων, ενώ αυξάνεται ο αριθµός των Muller γλοιακών κυττάρων (Cau et al, 1997; 

Guillemot et al, 1993; Sommer et al, 1995; Blaugrund et al, 1996; Tomita et al, 1996). 

Επίσης έλλειψη της λειτουργίας του γονιδίου Hes1 οδηγεί σε αδυναµία σύντηξης 

(κλεισίµατος) του πρόσθιου τµήµατος του νευρικού σωλήνα, ανεγκεφαλία και 

ανώµαλη ανάπτυξη των µατιών (Ishibashi et al, 1995; Tomita et al, 1996). 

Στον άνθρωπο έχει δειχθεί ότι το bHLH γονίδιο Mnt είναι ένα από τα 20 µη 

λειτουργικά γονίδια του συνδρόµου Miller-Dieker (MDS), κατά το οποίο οι ασθενείς 

παρουσιάζουν «αγυρία», δηλαδή πλήρη έλλειψη του φλοιού των εγκεφαλικών 

ηµισφαιρίων και σοβαρή κρανιοπροσωπική δυσµορφία (Dobyns et al, 1983; Dobyns 

et al, 1991; Kazuhito et al, 2004). 

Όσον αφορά το bHLH γονίδιο Nscl1, έχει βρεθεί ότι οι Nscl1-/- ποντικοί 

παρουσιάζουν πολύ υψηλά ποσοστά θνησιµότητας σε σχέση µε τα φυσιολογικά ζώα. 

Συγκεκριµένα ενώ οι φυσιολογικοί ποντικοί παρουσιάζουν µηδενική θνησιµότητα 

ένα χρόνο µετά τη γέννησή τους, οι Nscl1-/- ποντικοί παρουσιάζουν θνησιµότητα 

25%, ενώ οι Nscl1 -/- x  Nscl2 +/-  ποντικοί παρουσιάζουν θνησιµότητα 45%. 

Επιπρόσθετα όπως αναφέρθηκε και παραπάνω οι Nscl1 -/- x  Nscl2 -/-  ποντικοί 

πεθαίνουν µέσα στις πρώτες µέρες µετά τη γέννησή τους από καρδιοαναπνευστική 

ανεπάρκεια (Cogliati et al, 2002). Η πιο πιθανή εξήγηση, για αυτά τα πολύ µεγάλα 

ποσοστά πρόωρης θνησιµότητας, είναι ότι η έλλειψη του Nscl1 γονιδίου επηρεάζει 

τον πυρήνα του πνευµονογαστρικού νεύρου (vagal nevre), και κατ΄ επέκταση τον 

τόνο του παρασυµπαθητικού συστήµατος. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τη διαταραχή 

της λειτουργίας των τασεοϋποδοχέων και της δυνατότητας της καρδιάς να λειτουργεί 

σε ένα µεγάλο εύρος συχνοτήτων. Το τελικό αποτέλεσµα είναι η καρδιακή αρρυθµία 

και ο θάνατος, λόγω κακής νεύρωσης της καρδιάς, παρότι δεν παρουσιάζει δοµική 

ανωµαλία. 
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4.2. Κλωνοποίηση του γονιδίου cNscl1 της όρνιθας  
Στην παρούσα εργασία επιτεύχθηκε, καταρχήν, η κλωνοποίηση του γονιδίου cNscl1 

της όρνιθας µε τη χρήση DNA εκκινητών οι οποίοι σχεδιάστηκαν λαµβάνοντας 

υπόψη την ήδη γνωστή αλληλουχία των οµόλογων γονιδίων του ποντικού και του 

ανθρώπου. Οι δυο διαφορετικοί κλώνοι που ταυτοποιήσαµε, µήκους 1719 και 2316 

νουκλεοτιδίων, κωδικοποιούν την πρωτεΐνη cNSCL1 µεγέθους 130 αµινοξέων, και 

προβλεπόµενου Μ.Β. 14.3 kDa. H περιοχή bHLH, η οποία ευθύνεται για την 

πρόσδεση στο DNA και το σχηµατισµό διµερών, διαφέρει µόνο κατά ένα αµινοξύ (σε 

σύνολο πενήντα τεσσάρων) σε σχέση µε την αντίστοιχη περιοχή στον ποντικό και 

στον άνθρωπο, κάνοντας φανερό τον πολύ µεγάλο βαθµό συντήρησης µεταξύ αυτών 

των οργανισµών. Η 5’ µη µεταφραζόµενη περιοχή του γονιδίου (5-UTR) έχει σχετικά 

µεγάλο µέγεθος, σε σύγκριση µε τα πιο πολλά γονίδια, κοινό χαρακτηριστικό 

µεταγραφικών παραγόντων, αυξητικών παραγόντων και πρωτεϊνών θερµικού σοκ 

(heat shock proteins) (Kozak, 1987). 

Όσον αφορά την αµινοξική αλληλουχία του γονιδίου Nscl1 (και στους τρεις αυτούς 

οργανισµούς), εντύπωση προκαλεί η ύπαρξη µιας πολύ βασικής περιοχής (την οποία 

ονοµάσαµε b’) ανοδικά της bHLH περιοχής και της οποίας τον πιθανό µεταγραφικό 

ρόλο θελήσαµε να µελετήσουµε εκτενέστερα. Αξιοσηµείωτο είναι ότι υπάρχουν επτά 

κατάλοιπα αργινίνης - τα έξι συνεχόµενα - σε σύνολο εννέα αµινοξέων. Όπως 

γνωρίζουµε, ορισµένες από τις αλληλεπιδράσεις των αµινοξέων µε τις νουκλεοτιδικές 

βάσεις φαίνεται να ευνοούνται έναντι άλλων, κατά την αλληλεπίδραση των 

πρωτεϊνών µε το DNA.  Συγκεκριµένα, µελέτες έχουν δείξει ότι η αλληλεπίδραση 

καταλοίπων αργινίνης µε τη βάση γουανίνη αποτελεί µια από τις πιο συχνά 

εµφανιζόµενες  αλληλεπιδράσεις (33%) (Luscombe et al, 2001). Αυτή η 

επιλεκτικότητα, στη δηµιουργία αλληλεπιδράσεων µεταξύ αµινοξέων και βάσεων, 

µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα είτε τη σταθεροποίηση των συµπλόκων µεταξύ DNA 

και πρωτεϊνών είτε να συµβάλλει στην εξειδίκευση της πρόσδεσης των πρωτεϊνών σε 

συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA.  

 Εποµένως, η περιοχή  b’-πλούσια σε αργινίνες- µπορεί να συµβάλλει στην 

σταθεροποίηση της πρόσδεσης του NSCL1 στο DNA κατά τέτοιο τρόπο ώστε η 

στερεοδιάταξη την οποία λαµβάνει τελικά η πρωτεΐνη να επιδρά θετικά ή αρνητικά 

στο µεταγραφικό της ρόλο. Σαν αποτέλεσµα, αφαίρεση της b’ περιοχής µπορεί να 
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ενισχύει τη θετική ή αρνητική ενεργοποίηση της µεταγραφής που προκαλείται από 

τον ΝSCL1. 

 Επιπρόσθετα, λαµβάνοντας υπόψη ότι οι πρωτεΐνες που προορίζονται να 

δράσουν στον πυρήνα φέρουν µια ειδική αλληλουχία σήµατος - εντοπισµού (NLS – 

Nuclear Localization Signal) µε θετικά φορτισµένα αµινοξέα, η παρουσία της πολύ 

θετικά φορτισµένης b’ περιοχής, ενδέχεται να ευθύνεται για συγκεκριµένο εντοπισµό 

του NSCL1. Ενδιαφέρον θα ήταν να ελεγχθει ο κυτταρικός εντοπισµός της 

ελλειπτικής πρωτεΐνης NSCL1∆ σε σχέση µε τον κυτταρικό εντοπισµό της NSCL1. 

Είναι πολύ πιθανό να φανεί ότι ο πυρηνικός εντοπισµός της NSCL1∆ είναι 

µικρότερος του αντίστοιχου της NSCL1, γεγονός το οποίο θα αποτελούσε και άλλη 

µια πιθανή ερµηνεία της µειωµένης ικανότητας της NSCL1∆ να προκαλέσει 

µεταγραφική ενεργοποίηση. 

 

4.3. H έκφραση του cNscl1 εντοπίζεται σε µεταµιτωτικούς νευρώνες 

του εγκεφάλου και του νωτιαίου µυελού, που βρίσκονται στη φάση 

διαφοροποίησής τους 
Για να διαπιστώσουµε την έκφραση του cNscl1 πραγµατοποιήσαµε, καταρχήν, 

πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα όρνιθας που κάλυπταν τα 

εµβρυικά αναπτυξιακά στάδια ΗΗ8 (τέσσερα ζεύγη σωµιτών) έως ΗΗ36 (δέκατη 

εµβρυική ηµέρα). Έτσι µπορέσαµε να ανιχνεύσουµε την εκτεταµένη έκφραση του 

cNscl1 σε κύτταρα του Κ.Ν.Σ. και του Π.Ν.Σ. Στον αναπτυσσόµενο εγκέφαλο η 

έκφρασή του εντοπίζεται σε όλες τις κύριες δοµές: τελεγκέφαλο, διεγκέφαλο, 

µεσεγκέφαλο και µυελεγκέφαλο. Η έκφραση σ’ αυτές τις περιοχές ξεκινά κατά την 

εµβρυική ηµέρα Ε5 και αυξάνεται έως και την Ε8, ενώ από την Ε9 µειώνεται και 

κατά την Ε15 δεν είναι πλέον ανιχνεύσιµη, εκτός από την περιοχή της 

αναπτυσσόµενης παρεγκεφαλίδας. Στη συνέχεια, µε πειράµατα in situ υβριδοποίησης 

σε τοµές µικροτόµου δόνησης και κρυοτόµου, διαπιστώσαµε ότι η έκφραση του 

cNscl1 σε όλες αυτές τις δοµές εντοπίζεται σε κύτταρα έξω από την βλαστική ζώνη, 

στην υποκοιλιακή ζώνη του νευροεπιθηλίου. Στην περιοχή αυτή εντοπίζονται 

πρώιµοι µεταµιτωτικοί νευρώνες, που βρίσκονται στα πρώτα στάδια της 

διαφοροποίησής τους. Η διαπίστωση αυτή έρχεται να συµφωνήσει και µε πειράµατα 

ανοσοϊστοχηµείας µετά από ενσωµάτωση βρωµο-δεοξυ-ουριδίνης (BrdU 

incorporation) σε µιτωτικά κύτταρα αυτών των περιοχών, των οποίων το πρότυπο δεν 
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επικαλύπτεται µε το πρότυπο των κυττάρων που εκφράζουν το cNscl1 (Li et al, 

1999).  

Αξιοπρόσεκτο ωστόσο είναι το γεγονός ότι η έκφραση του Nscl1 εντοπίζεται σε 

περιοχές του εγκεφάλου που ακόµα και στο ενήλικο άτοµο εµφανίζουν κάποια 

δυναµικότητα. Συγκεκριµένα, έκφραση υπάρχει στην περιοχή του ιππόκαµπου, µια 

περιοχή γνωστή για την παρουσία µιτωτικών κυττάρων και τη δυνατότητα 

δηµιουργίας και διαφοροποίησης νευρώνων στο ενήλικο άτοµο. Έκφραση του Nscl1 

εντοπίζεται και στο φλοιό των εγκεφαλικών ηµισφαιρίων, µια περιοχή για την οποία 

συνεχώς προστίθενται νέα δεδοµένα για την ύπαρξη ενός δεύτερου κύµατος 

µιτωτικής διαίρεσης στην υποκοιλιακή ζώνη. Για να διαπιστώσουµε την έκφραση 

του chick Nscl1 στον εγκέφαλο προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε 

εγκάρσιες τοµές µικροτόµου δόνησης από εγκεφάλους εµβρύων όρνιθας διαφόρων 

αναπτυξιακών σταδίων. Τα ισχυρότερα επίπεδα έκφρασης τα παρατηρήσαµε κατά 

την όγδοη εµβρυϊκή ηµέρα Συγκεκριµένα κατά την Ε8 το cNscl1 είδαµε να 

εκφράζεται στην υποκοιλιακή ζώνη της οπτικής καλύπτρας, στον υποθάλαµο και στο 

µέσο και κοιλιακό ιππόκαµπο.  

Παράλληλα µε τα πειράµατα στην όρνιθα, έγιναν και αντίστοιχα πειράµατα στον 

ποντικό καλύπτοντας όλες τις ηλικίες από τα εµβρυικά στάδια µέχρι και το ενήλικο 

ζώο. Τα πρότυπα έκφρασης που διαπιστώσαµε µεταξύ αυτών των δυο οργανισµών 

ήταν πολύ παρόµοια. 

Έτσι για την όρνιθα κατά την εµβρυική ηµέρα Ε8 το cNscl1 εκφράζεται στην 

υποκοιλιακή ζώνη (SVZ, subventricular zone) της οπτικής καλύπτρας, όπως 

αντίστοιχα εκφράζεται και στον ποντικό το mNscl1 κατά την εµβρυική ηµέρα Ε14.5, 

ενώ δυο µέρες νωρίτερα εκφράζεται στον ποντικό στην προφλοιϊκή πλάκα (PPL, 

Plexiform Primordium Layer). Όπως αναφέραµε και πρωτύτερα τόσο η SVZ όσο και 

η PPL θεωρούνταν ότι απαρτίζονταν αποκλειστικά από µεταµιτωτικά κύτταρα, όµως 

πλέον οι ενδείξεις για µιτωτική δραστηριότητα στην SVZ (ειδικά στα πρωτεύοντα 

και στα ενήλικα) συνεχώς αυξάνονται. Στα µεταγενετικά στάδια καθώς και στον 

ενήλικο ποντικό η έκφραση του mNscl1 εντοπίζεται στις στοιβάδες ΙΙ, ΙΙΙ και VI της 

φλοιϊκής πλάκας. 

Όσον αφορά την έκφραση του  Nscl1 στην περιοχή του ιππόκαµπου 

παρατηρήσαµε το πιο υψηλό επίπεδο έκφρασης στην όρνιθα κατά την εµβρυική 

ηµέρα Ε8 και στη συνέχεια αρχίζει να φθίνει χωρίς να έχουµε όµως δεδοµένα για τη 

µεταγενετική και ενήλικη περίοδο. Στον ποντικό δε διαπιστώσαµε έκφραση του 
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mNscl1 κατά την εµβρυική περίοδο, αλλά η έναρξη της έκφρασης του mNscl1 

εντοπίζεται περί την ηµέρα της γέννησης και συνεχίζεται καθ’ όλη την επόµενη 

περίοδο µέχρι και την ενηλικίωση. Τόσο στην όρνιθα όσο και στον ποντικό η 

εντονότερη έκφραση εντοπίζεται στην περιοχή της οδοντωτής έλικας (Dentate Gyrus) 

και στις περιοχές CA1, CA2 και CA3 όπου εντοπίζονται πλήθος πυραµιδικών 

νευρώνων. Η περιοχή της οδοντωτής έλικας είναι µια από τις δυο περιοχές, µαζί µε 

τους οσφρητικούς νευρώνες, όπου προστίθενται νέοι νευρώνες καθ’ όλη τη διάρκεια 

της ζωής των θηλαστικών. Αναφορικά µε το πρότυπο σχηµατισµού της περιοχής της 

οδοντωτής έλικας αρχικά καταλαµβάνεται από Cajal-Retzius κύτταρα και ακτινωτή 

γλοία, στοιχεία που προωθούν τη µορφογένεσή της (Rickmann et al, 1987). Σε 

αντίθεση όµως µε άλλες περιοχές του φλοιού, υπάρχουν κάποιοι µιτωτικοί πρόδροµοι 

κυτταρικοί πληθυσµοί που διατηρούν την ικανότητα να δηµιουργούν νευρώνες. 

Μεταγεννητικά, τα πρόδροµα αυτά κύτταρα σχηµατίζουν την υποκοκκιώδη ζώνη 

(subgranular zone - SGZ) (Altman and Bayer, 1990). Στην SGZ ζώνη υπάρχει µια 

συνεχής ανανέωση των πρόδροµων κοκκιωδών κυττάρων καθ’ όλη τη διάρκεια της 

ζωής. Επιπλέον, παράλληλα µε τον σχηµατισµό της SGZ, ξεκινάει µια σύνθετη 

µεταναστευτική πορεία προκειµένου να σχηµατιστούν οι CA1, CA2 και CA3 

περιοχές όπου εντοπίζονται οι πυραµιδικοί νευρώνες. 

Κατά τα εµβρυϊκά και µεταγεννητικά στάδια έχουν εντοπιστεί πλήθος HLH 

µεταγραφικών παραγόντων που φαίνεται να συµµετέχουν ρυθµιστικά στη 

µορφογένεση και το σχηµατισµό του ιππόκαµπου. Εστιάζοντας στις πρώτες δυο 

µεταγεννητικές εβδοµάδες στον επίµυ, ο Mash1 µεταγραφικός παράγοντας 

εκφράζεται από την πλειοψηφία των πρόδροµων κυττάρων που βρίσκονται στην 

SGZ. Χαρακτηριστικό είναι ότι στο ενήλικο άτοµο η έκφραση του Mash1 εντοπίζεται 

αποκλειστικά στην SGZ ζώνη και καθόλου στην κοκκιώδη στοιβάδα καθώς και ότι 

τα κύτταρα που εκφράζουν Mash1 διατηρούν το µιτωτικό τους χαρακτήρα. 

Αντίστοιχες µελέτες έδειξαν ότι τα κύτταρα που βγαίνουν από τη µίτωση και 

µεταναστεύουν προς την εσωτερική πλευρά της κοκκιώδους στοιβάδας, εκφράζουν 

έντονα τον HLH µεταγραφικό παράγοντα NeuroD. O ΝeuroD εκφράζεται από το 

σύνολο των κοκκιωδών κυττάρων, ακόµα και κατά τη διάρκεια της µετανάστευσής 

τους, αλλά µε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης να έχουν τα πρώιµα κοκκιώδη κύτταρα 

εκείνα δηλαδή της εσωτερικής πλευράς. Στο ενήλικο διατηρείται η έκφραση του 

NeuroD αν και υπάρχει σχετική µείωση της έκφρασης στην εσωτερική πλευρά της 

κοκκιώδους στοιβάδας (Pleasure et al, 2000). Από τα στοιχεία που προκύπτουν 
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φαίνεται ότι ο NSCL1 ακολουθεί σε µεγάλο βαθµό το ίδιο πρότυπο µε αυτό του HLH 

παράγοντα NeuroD. Αναφορικά µε την περιοχή της οδοντωτής έλικας και οι δυο 

παράγοντες εκφράζονται έντονα στην SGZ, αλλά και στην κοκκιώδη στοιβάδα. 

Ενδεχοµένως θα µπορούσε να ειπωθεί ότι το Nscl1 εκφράζεται εντονότερα στην SGZ 

όπως και το NeuroD (Pleasure et al, 2000). Με δεδοµένο ότι το γονίδιο NeuroD και 

το Nscl1 παρουσιάζουν λειτουργική αλληλεπικάλυψη κατά την ανάπτυξη άλλων 

συστηµάτων, όπως το λιθοειδές και το αιθουσαιοακουστικό γάγγλιο (Kruger et al, 

2006) είναι πιθανό να έχουν παρόµοιο ρόλο και στη διαδικασία δηµιουργίας, 

διαφοροποίησης ή µετανάστευσης των διαφόρων κυτταρικών πληθυσµών του 

ιππόκαµπου. 

Εδώ θα πρέπει να αναφέρουµε και ότι η υπερέκφραση του Nscl1 στην 

αθανατοποιηµένη κυτταρική σειρά HiB5 από πρόδροµα πολυδύναµα κύτταρα 

ιπποκάµπου οδηγεί σε σηµαντική αύξηση της επέκτασης νευριτών, ενδεικνύοντας 

έτσι ότι αυτά αποκτούν ένα πιο ώριµο νευρικό φαινότυπο (Manetopoulos et al, 2003). 

Η επαγωγή όµως της επέκτασης νευριτών σ’ αυτή  την ιπποκαµπική κυτταρική σειρά, 

εκµηδενίζεται απόλυτα, εάν γίνει συνδιαµόλυνση µε την LIM-only πρωτεΐνη LMO4, 

πιθανότατα µέσω πρόσδεσής της πάνω στην πρωτεΐνη NSCL1. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η συσχέτιση του λειτουργικού ρόλου του 

ιπποκάµπου σε σχέση µε τα επίπεδα και το πρότυπο έκφρασης του Nscl1. Γνωρίζουµε 

ότι ο ιππόκαµπος µετέχει σε όψεις της αποθήκευσης της µνήµης και στην 

αντιµετώπιση στρεσογόνων καταστάσεων. Ειδικά η περιοχή CA3 ενέχεται στον 

έλεγχο της ροής των πληροφοριών µέσα στον ιππόκαµπο και εµφανίζει τη 

µεγαλύτερη πλαστικότητα (έκφραση γονιδίων, δηµιουργία συναπτικών θέσεων κ.α.) 

σε στρεσογόνες καταστάσεις. Νεογεννηθέντες ποντικοί δεν αποκρίνονται σε 

καταστάσεις στρες, ενώ αρχίζουν να αποκρίνονται µετά τη δεύτερη βδοµάδα της 

ζωής τους. Από τα αποτελέσµατά µας παρατηρούµε ότι ενώ το γονίδιο Nscl1 

εκφράζεται έντονα σε διάφορες περιοχές του ιπποκάµπου του ποντικού (οδοντωτή 

έλικα, CA1, CA2) κατά την ηµέρα της γέννησης, εκλείπει τελείως η έκφρασή του από 

την περιοχή CA3. Η έκφρασή του στην CA3 αρχίζει µετά τη δεύτερη βδοµάδα της 

ζωής του, η οποία συµπίπτει µε την έναρξη της απόκρισης του ποντικού σε καταστά-

σεις στρες και συνεχίζεται σε όλη την υπόλοιπη διάρκεια της ζωής του. Γι’ αυτό το 

λόγο θεωρούµε ότι θα είναι πολύ χρήσιµη η διενέργεια πειραµάτων µελέτης της 

συµπεριφοράς φυσιολογικών και NSCL1-/- ποντικών υπό συνθήκες στρες και 

κανονικές συνθήκες. 
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Όσον αφορά την έναρξη της έκφρασης του cNscl1 στο νευρικό σωλήνα, αυτή 

ανιχνεύεται κατά το αναπτυξιακό στάδιο ΗΗ 10+ και επεκτείνεται µε προσθιοπίσθια 

κατεύθυνση σε µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια. Κατά το στάδιο ΗΗ 24 έχει 

επεκταθεί σε όλο το µήκος του νωτιαίου µυελού, όπως και στα αισθητικά γάγγλια και 

µετά από αυτό το στάδιο αρχίζει να φθίνει, πάλι µε προσθιοπίσθια κατεύθυνση, ενώ η 

έκφραση του cNscl1 αρχίζει να εξαφανίζεται πρώτα από το ραχιαίο τµήµα και στη 

συνέχεια από το κοιλιακό, αναφορικά µε το ραχιαιοκοιλιακό άξονα. Η προσθιοπίσθια 

και ταυτόχρονα ραχιαιοκοιλιακή εξέλιξη αυτού του φαινοµένου, ταυτίζεται µε την 

ωρίµανση του νωτιαίου µυελού, κατά τον προσθιοπίσθιο και ραχιαιοκοιλιακό άξονα. 

Με πειράµατα in situ υβριδοποίησης, σε εγκάρσιες τοµές µικροτόµου δόνησης 

και κρυοτόµου, διαπιστώσαµε ότι το cNscl1 εκφράζεται σε υποοµάδες συνδεσµικών 

και κινητικών νευρώνων του νωτιαίου µυελού. Συγκρίνοντας το πρότυπο έκφρασης 

του  cNscl1 µε το πρότυπο έκφρασης του axonin-1 και του γονιδίου Islet-1 (Ericson et 

al, 1992), τα οποία εκφράζονται σε µεταµιτωτικούς νευρώνες, καταλήγουµε στο 

συµπέρασµα ότι το cNscl1 εκφράζεται σε πρώιµους µεταναστεύοντες κινητικούς 

νευρώνες, που αποµακρύνονται από τη βλαστική ζώνη, αµέσως µετά την τελευταία 

µίτωσή τους. 

Τα συµπεράσµατα αυτών των πειραµάτων συµφωνούν µε αντίστοιχα πειράµατα σε 

έµβρυα ποντικών. Το γονίδιο mNscl1 στον ποντικό δεν εκφράζεται κατά την 

εµβρυική ηµέρα Ε8.5, όταν το νευροεπιθήλιο απαρτίζεται, κυρίως, από µιτωτικούς 

νευροβλάστες, αλλά η έναρξη της έκφρασής του συµπίπτει µε την εµβρυική ηµέρα 

Ε9.5 και την έναρξη της διαφοροποίησης των πρώτων µεταµιτωτικών νευρώνων 

(Murdoch et al, 1999). Σε συµφωνία µε τα παραπάνω έρχεται και η παρατήρηση ότι 

σε ποντικούς µε απώλεια δράσης του γονιδίου Hes1 (Hes1-/-), στους οποίους 

εµφανίζεται πρόωρη διαφοροποίηση, το γονίδιο mNscl1 εκφράζεται πρόωρα 

(Ishibashi et al, 1995). 

 

4.4. H έκφραση του Nscl1, στην παρεγκεφαλίδα της όρνιθας και του 

ποντικού, εντοπίζεται σε µιτωτικούς και προµεταναστευτικούς 

νευρώνες της εξωτερικής κοκκώδους στοιβάδας (ΕGL) 
Η παρεγκεφαλίδα αποτελεί ένα από τα επτά κύρια µέρη του εγκεφάλου και 

παρουσιάζει την ιδιαιτερότητα ότι προέρχεται από δυο πληθυσµούς βλαστικών 

κυττάρων διαφορετικής προέλευσης, του µεσεγκεφάλου και του µετεγκεφάλου 
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(Hallonet et al 1990; Fujita et al, 1966). Ο ένας πληθυσµός κυττάρων προέρχεται από 

το νευροεπιθήλιο, και είναι αυτός που δίνει τους “εν τω βάθει” πυρήνες της 

παρεγκεφαλίδας και τους νευρώνες Purkinje. Αργότερα, κατά την ανάπτυξη, ένας 

µικρός αριθµός κυττάρων µεταναστεύει από την κοιλιακή βλαστική ζώνη του 

µετεγκεφάλου, προς το ραχιαίο τµήµα του µετεγκεφάλου, σχηµατίζοντας το ροµβικό 

χείλος, από τα κύτταρα του οποίου θα προέλθουν τα κύτταρα της εξωτερικής 

κοκκώδους στοιβάδας (EGL) της παρεγκεφαλίδας (Hallonet et al, 1990). 

Η έκφραση του mNscl1 ανιχνεύεται στο προπαρεγκεφαλιδικό επιθήλιο κατά την 

εµβρυική ηµέρα Ε10.5, ενώ κατά την Ε14 η έκφρασή του εντοπίζεται στη βλαστική 

στοιβάδα του επιθηλίου της παρεγκεφαλίδας. Κατά τα όψιµα εµβρυικά στάδια η 

έκφραση του mNscl1 ανιχνεύεται σε µεταναστεύοντα πρόδροµα κύτταρα της 

εξωτερικής κοκκώδους στοιβάδας. 

Για την ανίχνευση του προτύπου έκφρασης του chick Nscl1 στην παρεγκεφαλίδα 

πραγµατοποιήσαµε πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα 

όρνιθας, που κάλυπταν τα αναπτυξιακά στάδια από την Ε2 έως και την Ε9, και στη 

συνέχεια προχωρήσαµε σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης σε τοµές µικροτόµου 

δόνησης και κρυοτόµου καλύπτοντας τα υπόλοιπα εµβρυικά αναπτυξιακά στάδια. 

Κατά την εµβρυική ηµέρα Ε5 η έκφραση του cNscl1 πρωτοεµφανίζεται στο 

προπαρεγκεφαλιδικό επιθήλιο, και η έκφρασή του είναι συνεχής κατά τις επόµενες 

εµβρυικές ηµέρες µέχρι την εκκόλαψη (Ε19). Το µέγιστο επίπεδο της έκφρασής του, 

ανιχνεύεται κατά τις εµβρυικές ηµέρες Ε14-Ε15, χρονικό διάστηµα που συµπίπτει µε 

την πιο δυναµική νευρογένεση αυτής της περιοχής, ενώ στη συνέχεια φθίνει. Η 

έκφραση του chick Nscl1, όπως και του mouse Nscl1, εντοπίζεται τόσο στη βλαστική 

(µιτωτική) έξω εξωτερική κοκκώδη στοιβάδα (outer EGL), όσο και στην 

προµεταναστευτική (µεταµιτωτική) έσω εξωτερική κοκκώδη στοιβάδα (inner EGL), 

στην οποία οι ανώριµοι µεταµιτωτικοι νευροβλάστες υπόκεινται τα πρώτα στάδια 

διαφοροποίησής τους, πριν µεταναστεύσουν στην εσωτερική κοκκώδη στοιβάδα 

(Internal Granule Layer-IGL). 

Στον ποντικό, ασθενής έκφραση του mouse Nscl1 ανιχνεύεται παροδικά και στη 

νεοδηµιουργούµενη εσωτερική κοκκώδη στοιβάδα (IGL), στην οποία µόλις έχουν 

µεταναστεύσει κύτταρα από την προµεταναστευτική έσω EGL (Duncan et al, 1997; 

Uittenbogaard et al, 1999). Η έκφραση όµως του mNscl1 δε συνεχίζεται στον ενήλικα 

ποντικό, ενδεικνύοντας και σε συµφωνία µε όλα τα παραπάνω, το ρόλο του Nscl1 

στις διαδικασίες πολλαπλασιασµού, µετανάστευσης και διαφοροποίησης των 
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κοκκωδών κυττάρων της παρεγκεφαλίδας, αλλά όχι στη διατήρηση της 

διαφοροποιηµένης τους κατάστασης. 

 

4.5. Η απώλεια δράσης του γονιδίου Nscl1 προκαλεί επιβράδυνση της 

διαφοροποίησης στον οπίσθιο εγκέφαλο, ενώ η έκφρασή του στους 

προσωποκινητικούς νευρώνες ελέγχεται από το γονίδιο Hoxb1 

Στα πρώτα στάδια σχηµατισµού του εγκεφάλου, και συγκεκριµένα κατά τη διάρκεια 

του σχηµατισµού των εγκεφαλικών κυστιδίων, ο µελλοντικός εγκέφαλος εµφανίζει 

διαδοχικές ελαφρές διογκώσεις, που ονοµάζονται νευροµέρη. Η διαµερισµατοποίηση 

αυτή (µεταµεριδίωση) είναι ιδιαίτερα εµφανής στον οπίσθιο εγκέφαλο (ή 

ροµβεγκέφαλος ή ροµβοειδής εγκέφαλος), όπου τα νευροµέρη ονοµάζονται 

ειδικότερα ροµβοµερή. Τα ροµβοµερή στην όρνιθα εµφανίζονται, διαδοχικά, µεταξύ 

των αναπτυξιακών σταδίων ΗΗ9 έως ΗΗ12 (λίγο πριν τη δεύτερη εµβρυική ηµέρα) 

και είναι διακριτά µέχρι το στάδιο ΗΗ24+, περί την τέταρτη εµβρυική ηµέρα (Vaage, 

1969). Ο οπίσθιος εγκέφαλος χωρίζεται σε 8 ροµβοµερή, από τα οποία το καθένα 

εκφράζει κάποιο συγκεκριµένο και πολύ ειδικό συνδυασµό γονιδίων, που του 

προσδίδει ορισµένα χαρακτηριστικά, που είναι µοναδικά για το κάθε ροµβοµερές. 

Κεντρικό ρόλο στον καθορισµό της νευρωνικής µοίρας κάθε ροµβοµερούς  κατέχουν 

τα γονίδια Hox, πολλών από τα οποία το πρόσθιο όριο έκφρασης συµπίπτει µε τα 

όρια που σχηµατίζονται µεταξύ των ροµβοµερών (Hunt et al, 1991; Noden, 1992). 

Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των ροµβοµερών είναι η κατηγοριοποίησή τους σε 

άρτια και περιττά, µε αρκετά κοινά χαρακτηριστικά ανά κατηγορία. 

∆ιαφοροποιηµένοι νευρώνες δηµιουργούνται πρώτα στα άρτια ροµβοµερή r4, r2 και 

r6, ενώ στα περιττά εµφανίζονται αργότερα. Παράλληλα, ενώ µέσα στο κάθε 

ροµβοµερές επιτρέπεται η µετακίνηση και η αλλαγή θέσης µεταξύ των κυττάρων, 

αυτό δεν µπορεί να γίνει µεταξύ κυτταρικών σωµάτων γειτονικών ροµβοµερών από 

τη στιγµή που θα δηµιουργηθούν τα όρια µεταξύ αυτών (Fraser et al, 1990). Η 

γενεαλογία των κυττάρων των κρανιακών νεύρων, όπως και των βραγχιακών τόξων 

(branchial arches) συνδέεται αυστηρά µε την ύπαρξη των ροµβοµερών. Έτσι το 

τρίδυµο νεύρο (V, trigeminal), απαρτίζεται από νευράξονες κυτταρικών σωµάτων 

που βρίσκονται στα r2, r1 και r3, αλλά η έξοδος όλων αυτών από τον οπίσθιο 

εγκέφαλο, προκειµένου να νευρώσουν τους περιφερικούς τους στόχους, βρίσκεται 

στο  r2. Οµοίως το προσωπικό νεύρο (VII, facial), που αποτελείται από άξονες 
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νευρώνων του r4 και r5, έχει την έξοδό του στο r4 και το γλωσσοφαρυγγικό (IX, 

glossopharyngeal), που συλλέγει άξονες, που προέρχονται από νευρώνες του r6 και 

r7, έχει έξοδο από το r6 (Εικόνα 40). Παρόµοια, αυστηρά καθορισµένα, 

µεταναστευτικά µονοπάτια ακολουθούν και τα κύτταρα της νευρικής ακρολοφίας 

κατευθυνόµενα προς τα βραγχιακά τόξα (Trainor and Krumlauf, 2001). 

Με τα πειράµατά µας διαπιστώσαµε ότι το πρότυπο έκφρασης του chick Nscl1 στον 

οπίσθιο εγκέφαλο, χρονικά και τοπολογικά, προσοµοιάζει µε την πορεία 

διαφοροποίησης των νευρώνων αυτής της περιοχής. Συγκεκριµένα παρατηρήσαµε ότι 

εκφράζεται πρώτα στο r4 µετά στο r2 και στη συνέχεια στα r6, r7 και r8. Η έκφρασή 

του, δε, στα r5, r3 και r1, εκτός από τη χρονική υστέρηση, παρουσιάζεται και 

ασθενέστερη. Ιδιαίτερα έντονο πρότυπο έκφρασης παρουσιάζει το cNscl1 στο r4 και 

συγκεκριµένα στην περιοχή του βασικού πετάλου, όπου γεννιούνται οι 

προσωποκινητικοί νευρώνες (fbm, facial branchiomotor neurons). Οι νευρώνες αυτοί 

εκτείνουν τους άξονές τους, ραχιαία προς το σηµείο εξόδου του προσωπικού νεύρου, 

ενώ λίγο αργότερα µεταναστεύουν πλαγιοπίσθια, µέχρι να καταλάβουν την τελική 

τους θέση, σχηµατίζοντας τον προσωποκινητικό πυρήνα. Είναι γνωστό ότι το Hox b1 

συµµετέχει στον καθορισµό της νευρωνικής µοίρας του τέταρτου ροµβοµερούς που 

καθορίζει τη δηµιουργία του προσωπικού κινητικού πυρήνα (Gavalas et al, 1998; 

Studer et al, 1998).  

Απαλοιφή του Hox b1 οδηγεί σε ανώµαλη ανάπτυξη του πυρήνα αυτού (Gavalas et 

al, 2003, Gaufo et al, 2000; Goddard et al, 1996; Studer et al, 1996). ∆εδοµένου του 

ότι το Nscl1 εκφράζεται στο r4 και στους µεταναστεύοντες προσωποκινητικούς 

νευρώνες θελήσαµε να ελέγξουµε εάν βρίσκεται στο γονιδιακό µονοπάτι που ελέγχει 

το Hox b1. Για το λόγο αυτό σε ποντικούς µε απώλεια δράσης του Hox b1 (Hox b1-/-, 

προσφορά του ∆ρ. Γαβαλα Α.) µελετήσαµε το πρότυπο έκφρασης του mNscl1 µε 

υβδριδοποίηση in situ. Πραγµατικά διαπιστώσαµε ότι η έκφραση του mNscl1, δεν 

υφίσταται κατά την εµβρυική ηµέρα Ε10.5, στους προσωποκινητικούς νευρώνες 

στους Hox b1-/- ποντικούς (σε αντίθεση µε τους Hox b1+/-), οδηγώντας µας στο 

συµπέρασµα ότι η έκφρασή του mNscl1 στους συγκεκριµένους νευρώνες βρίσκεται 

υπό τον άµεσο ή έµµεσο έλεγχο του Hox b1.  

 

 

 

 



 127

 
Εικόνα 40: Τµηµατική οργάνωση του 
οπίσθιου εγκεφάλου, των κινητικών νευρώ-
νων και µετανάστευση των κυττάρων της 
νευρικής ακρολοφίας. Τα σπλαχνοπροσω-
ποκινητικά νεύρα (V, VII, IX) συλλέγουν 
άξονες από κυτταρικά σώµατα (µικρές πορ-
τοκαλί σφαίρες) που βρίσκονται σε διάφορα 
ροµβοµερή, αλλά η έξοδος όλων από τον 
οπίσθιο εγκέφαλο βρίσκεται µόνο σε άρτια 
ροµβοµερή. Τα κύτταρα της νευρικής ακρο-
λοφίας (ncc, neural crest cells) τα οποία 
µεταναστεύουν προς τα βραγχιακά τόξα (ba, 
branchial arches) προέρχονται κατεξοχήν 
από τα r1, r2, r4, r6 και r7 (πράσινα έντονα 
βέλη), ενώ από τα ροµβοµερή r3 και r5, 
µεταναστεύει πολύ µικρότερος αριθµός κυτ-
τάρων προς τα βραγχιακά τόξα. OV: ωτικό 
κυστίδιο, V: τρίδυµο κινητικό νεύρο, VII: 
προσωποκινητικό νεύρο, IX: γλωσσοφα-
ρυγγικό κινητικό νεύρο                   

 
 

Στη συνέχεια, θέλοντας να διερευνήσουµε τον πιθανό γενικότερο ρόλο του Nscl1 

στην ανάπτυξη του οπίσθιου εγκεφάλου χρησιµοποιήσαµε ποντικούς µε απώλεια 

δράσης του Nscl1 (Nscl1-/-, προσφορά του ∆ρ. Kruger M). Στους ποντικούς αυτούς, 

και παράλληλα σε φυσιολογικούς ποντικούς, πραγµατοποιήσαµε  πειράµατα whole 

mount in situ υβριδοποίησης για τις εµβρυικές ηλικίες Ε10.5 και Ε11.5, για τα γονίδια 

Hoxb1, Hoxb2, Plzf, Tag1, Pax6 και Engrailed-1, που αποτελούν δείκτες µε γνωστό 

πρότυπο έκφρασης για τον οπίσθιο εγκέφαλο. ∆ιαπιστώσαµε ότι κατά την εµβρυική 

ηµέρα Ε11.5 το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων Hoxb1, Hoxb2, Plzf, και Engrailed-

1, παρουσιάζει εµφανή διαφορά συγκριτικά µε το πρότυπο έκφρασης στα 

φυσιολογικά ζώα. Συγκεκριµένα, τα επίπεδα έκφρασης αυτών των γονιδίων 

διατηρούνται σε σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα από ότι στα φυσιολογικά ζώα, όπου η 

έκφρασή τους έχει µειωθεί πολύ περισσότερο και σε σχέση µε την εµβρυική ηµέρα 

Ε10.5. Για τα γονίδια Tag1 και Pax6 δε διαπιστώσαµε κάποια µεταβολή. 

Συµπερασµατικά µπορούµε να πούµε ότι η απώλεια δράσης του γονιδίου Nscl1, 
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προκαλεί υστέρηση στη φυσιολογική εξέλιξη της έκφρασης των γονιδίων αυτών 

(Hoxb1, Hoxb2, Plzf, και Engrailed-1), η οποία πιθανόν να οφείλεται είτε σε 

καθυστέρηση της έναρξης είτε σε επιβράδυνση της διαδικασίας διαφοροποίησης των 

περιοχών αυτών του οπίσθιου εγκεφάλου. Επειδή όµως το πρότυπο έκφρασης αυτών 

των γονιδίων κατά την εµβρυική ηµέρα Ε10.5 δεν παρουσιάζει κάποια διαφορά, είναι 

πολύ πιο πιθανή η δεύτερη εκδοχή. 

Προκειµένου να ενδυναµώσουµε το συµπέρασµά µας, ότι η έκφρασή του mNscl1 

στους προσωποκινητικούς νευρώνες βρίσκεται υπό τον άµεσο ή έµµεσο έλεγχο του 

Hox b1 και παράλληλα θέλοντας να διερευνήσουµε περισσότερο τον πιθανό έλεγχο 

του Nscl1 από το Hox b1 θεωρούµε απαραίτητη την πραγµατοποίηση πειραµάτων 

υπερέκφρασης του γονιδίου Hox b1. Υποθέτουµε ότι εφόσον η έκφραση του Nscl1 

(τουλάχιστον στους προσωποκινητικούς νευρώνες) βρίσκεται υπό τον άµεσο ή 

έµµεσο έλεγχο του Hox b1, η υπερέκφραση του Hox b1 θα οδηγήσει και σε αύξηση 

της έκφρασης του Nscl1. 

Η υπόθεσή µας ότι η απώλεια δράσης του γονιδίου Nscl1, είναι πιθανό να προκαλεί 

καθυστέρηση της έναρξης της διαφοροποίησης είτε επιβράδυνση της διαδικασίας  

διαφοροποίησης των περιοχών αυτών του οπίσθιου εγκεφάλου, χρειάζεται παραπέρα 

πειραµατική διερεύνηση. Πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας µετά από ενσωµάτωση 

βρωµο-δεοξυ-ουριδίνης, σε φυσιολογικούς και Nscl1-/- ποντικούς θα µας δείξουν εάν 

υπάρχει κάποια διαφορά στον αριθµό των µιτωτικών κυττάρων σε αντίστοιχες 

ηλικίες. Επιπρόσθετες πληροφορίες µπορούµε να έχουµε µε τη χρήση γνωστών 

γονιδίων - δεικτών της νευρικής διαφοροποίησης και ωρίµανσης. 

 

4.6. Το γονίδιο chick Nscl1 εκφράζεται στα όρια των ροµβοµερών, 

καθώς και σε νεοδηµιουργούµενα όρια, µετά από µικροχειρουργική 

επέµβαση 
Tα όρια των ροµβοµερών χαρακτηρίζονται από ένα σύνολο ιδιοτήτων και 

µορφολογικών χαρακτηριστικών που τους προσδίδουν µία ιδιαίτερη ταυτότητα, ενώ ο 

φυσιολογικός τους ρόλος δεν έχει ακόµα διαλευκανθεί πλήρως. Στην όρνιθα 

δηµιουργείται πρώτα το όριο r5/r6, κατά το στάδιο ΗΗ9-, αµέσως µετά το r3/r4 

(ΗΗ9), στη συνέχεια τα r2/r3 και r4/r5 (ΗΗ10) και ακολουθούν τελευταία τα  r1/r2, 

r6/r7 και r7/r8 κατά το στάδιο ΗΗ12 (Guthrie, 1996). Στον οπίσθιο εγκέφαλο η 

νευρογένεση, και η επακόλουθη διαφοροποίηση, παρατηρείται πρώτα στο κέντρο των 
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ροµβοµερών, στη συνέχεια επεκτείνεται στις υπόλοιπες περιοχές του ροµβοµερούς 

για να καταλήξει στα όρια (Hanneman et al, 1988; Trevarrow et al, 1990).  Η 

δηµιουργία των ορίων επάγεται από παράγοντες γειτονικών ροµβοµερών, που έχουν 

ως συνέπεια τη δηµιουργία κυττάρων που εκφράζουν συγκεκριµένα µόρια και θα 

αποτελέσουν τα “δοµικά στοιχεία” του ορίου. Την πλειονότητα των κυττάρων αυτών 

αποτελούν εξειδικευµένα νευροεπιθηλιακά ή ακτινωτά νευρογλοιακά κύτταρα 

(Radial glial cells), τα οποία είναι γνωστό ότι χρησιµεύουν ως υπόστρωµα για την 

ακτινωτή µετανάστευση νευρικών κυττάρων (Kandel et al, 1991; Baek et al, 2006). 

Τα όρια των ροµβοµερών είναι περιοχές µε µειωµένο κυτταρικό πολλαπλασιασµό και 

χαµηλή κυτταρική πυκνότητα, µε την πλειονότητα των κυτταρικών σωµάτων να 

προβάλουν προς την κοιλιακή επιφάνεια αφήνοντας κενούς πολλούς χώρους στην πιο 

οροφιαία περιοχή η οποία µπορεί να πληρωθεί µε εξωκυττάρια συστατικά. O 

εξωκυττάριος αυτός κενός χώρος αυξάνει περίπου κατά τρεις φορές µεταξύ των 

σταδίων HH10 και HH18 (Heyman et al, 1993). Kάτω από τις πτυχές των ορίων των 

ροµβοµερών υπάρχουν οπές ή κοιλότητες οι οποίες γεµίζουν µε νευράξονες, καθώς 

προχωρά η νευρογένεση. Στα όρια των ροµβοµερών συναντώνται η γλυκοπρωτεΐνη 

του εξωκυττάριου υλικού Laminin, ενώ η µορφή της N-CAM που συναντάται σε 

ενήλικες παρουσιάζει µεγαλύτερα επίπεδα έκφρασης σε σχέση µε την εµβρυική η 

οποία εµφανίζει και ασθενέστερες συναπτικές ιδιότητες σε σχέση µε την N-CAM των 

ενηλίκων  (Lumsden and Keynes, 1989). Στα όρια των ροµβοµερών επίσης 

συναντάµε ακτίνη (Guthrie et al, 1991) καθώς και υψηλή συγκέντρωση λεκτίνης 

(Layer and Alber, 1990). Όπως προαναφέραµε, κυτταρικά σώµατα από διπλανά 

ροµβοµερή δεν έχουν τη δυνατότητα να διασχίσουν τα όρια, από τη στιγµή που αυτά 

θα δηµιουργηθούν και µετέπειτα, εκτός από ελάχιστες εξαιρέσεις (Guthrie et al, 1993; 

Birgbauer and Fraser, 1994; Fraser et al, 1990; Cooke et al, 2001; Mellitzer et al, 

1999). Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε τον ιδιαίτερα αυξηµένο αριθµό 

γλυκοπρωτεϊνών µε άµεση συµµετοχή σε συναπτικά φαινόµενα καθιστά τα µόρια, 

που εκφράζονται στις περιοχές αυτές και ιδιαίτερα τους µεταγραφικούς παράγοντες, 

υποψήφια για συµµετοχή σε διαδικασίες επέκτασης ή/και καθοδήγησης νευραξόνων.  

Mεταγραφικοί παράγοντες οι οποίοι έχουν βρεθεί ότι εκφράζονται στα όρια των 

ροµβοµερών ειναι οι Fgf-3 (Mahmood et al, 1995), ο zinc-finger Plzf (Cook et al., 

1995) και ο Pax-6 (Heyman et al, 1995). Πρόσφατα διαπιστώθηκε και η επίµονη 

έκφραση του bHLH µεταγραφικού καταστολέα Hes1 στα όρια των ροµβοµερών, η 
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οποία, πιθανότατα, συνδέεται άµεσα µε την παρεµπόδιση της νευρογένεσης και τον 

µειωµένο κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Baek et al, 2006). 

Με την παρούσα εργασία διαπιστώσαµε ότι το γονίδιο chick Nscl1, και το οµόλογο 

του στον ποντικό, τα οποία εκφράζονται αρχικά στα ροµβοµερή, σε µετέπειτα 

αναπτυξιακά στάδια περιορίζονται στα όρια των ροµβοµερών, µέχρι το τέλος της 

µορφολογικής τους υπόστασης. Η ακολουθία αυτή της έκφρασης του Nscl1 

συµπορεύεται µε τη νευρογένεση και διαφοροποίηση, την οποία παρατηρούµε στα 

ροµβοµερή αρχικά, ενώ στη συνέχεια φθίνει στα ροµβοµερή και εµφανίζεται στα 

όρια των ροµβοµερών. Η έκφραση του Nscl1 είναι διακριτή σε όλα τα όρια των 

ροµβοµερών, τόσο στην όρνιθα όσο και στον ποντικό. Παράλληλα µε την έκφραση 

του Nscl1, διαπιστώσαµε την έκφραση των axonin-1 και Tag1 στα όρια r3/r4 και 

r4/r5, στην όρνιθα και στον ποντικό αντίστοιχα, τα οποία περικλείουν το r4. Αυτό 

έχει ιδιαίτερη σηµασία καθώς γνωρίζουµε ότι το γονίδιο Tag1 εκφράζεται από τους 

µεταναστεύοντες προσωποκινητικούς νευρώνες που γεννιώνται στο r4 (Garel et al, 

2000; δικά µας αποτελέσµατα).  

Το µόριο συνάφειας Tag1 είναι µια πρωτεΐνη που ανήκει στην υπεροικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών και εµφανίζει παροδική έκφραση σε πληθυσµούς µεταµιτωτικών 

νευρώνων (Dodd et al, 1988; Furley et al, 1990; Karagogeos et al, 1991). Από 

παλαιότερες έρευνες ήταν γνωστό ότι εµπλέκεται στη διαδικασία επέκτασης 

νευραξόνων καθώς και στην συνάφεια των κυττάρων µεταξύ τους (Furley et al, 

1990). Επιπρόσθετα κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος είναι 

γνωστό ότι το γονίδιο Tag1 εκφράζεται παροδικά, από κυτταρικούς πληθυσµούς που 

βρίσκονται στη διαδικασία της µετανάστευσης (Dodd et al, 1988; Wolfer et al, 1994). 

Έως σήµερα, αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι η πρωτεΐνη Tag1 εµπλέκεται σε 

διαδικασίες επέκτασης και καθοδήγησης νευραξόνων αλλά και µεταναστευόντων 

νευρώνων συνήθως αλληλεπιδρώντας µε άλλα µόρια συνάφειας (Furley et al, 1990; 

Felsenfeld et al, 1994; Lustig et al, 1999; Stoeckli and Landmesser, 1995; Denaxa et 

al, 2001). 

Ένα κεντρικό θέµα σε σχέση µε τη δηµιουργία και το λειτουργικό ρόλο των 

ροµβοµερών και των ορίων τους, αποτέλεσε το ερώτηµα εάν τα ροµβοµερή 

δηµιουργούνται ως φυσικό επακόλουθο των ορίων που παρεµβάλλονται στον οπίσθιο 

εγκέφαλο ή αν τα ροµβοµερή επάγουν τη δηµιουργία των ορίων µεταξύ τους. Η 

κρατούσα άποψη αυτή τη στιγµή είναι η δεύτερη, η οποία υποστηρίζεται από 
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διάφορα πειραµατικά αποτελέσµατα: α) Σε περιπτώσεις που έχουµε απώλεια της 

µορφολογικής υπόστασης των ορίων, όπως στην περίπτωση επίδρασης µε ρετινοϊκό 

οξύ (Nittenberg et al, 1997), δεν παρατηρείται καµιά µεταβολή στην προσθιοπίσθια 

κατανοµή των διαφόρων κυτταρικών οµάδων, ούτε και παρατηρείται κάποια µίξη 

κυττάρων µεταξύ περιοχών που αντιστοιχούν σε πρώην διαφορετικά ροµβοµερή  

β) Μετά τη δηµιουργία των ορίων, εάν µεταφέρουµε µε µικροχειρουργική επέµβαση 

δυο ροµβοµερή σε διπλανές θέσεις τότε αυτά, εάν είναι διαφορετικής αρτιότητας, θα 

ξαναεπάγουν τη δηµιουργία ενός νέου ορίου µεταξύ τους, ενώ εάν έχουν την ίδια 

αρτιότητα, θα «ενοποιηθούν» σε ένα ενιαίο µεγάλο ροµβοµερές (Guthrie and 

Lumsden, 1991). 

Προκειµένου να διερευνήσουµε την έκφραση και τον πιθανό ρόλο του Nscl1 στην 

περίπτωση αυτή κατά την οποία σχηµατίζεται, µετά από µικροχειρουργική επέµβαση, 

ένα νέο όριο (µετά τη γειτνίαση ενός περιττού µε ένα άρτιο ροµβοµερές) ή ένα ενιαίο 

µεγάλο ροµβοµερές (µετά τη «συνένωση» δυο άρτιων ή περιττών ροµβοµερών), 

προχωρήσαµε σε πειράµατα whole mount in situ υβριδοποίησης σε έµβρυα όρνιθας 

σταδίων ΗΗ8+ έως ΗΗ12 στα οποία είχαµε αφαιρέσει ένα ή δυο ροµβοµερή και στη 

συνέχεια τα αφήσαµε να επωαστούν, για µια ηµέρα ακόµα. Τα αποτελέσµατά µας 

έδειξαν ότι το cNscl1 εκφράζεται στο νέο όριο το οποίο δηµιουργείται µετά την 

προκαλούµενη γειτνίαση ενός περιττού και ενός άρτιου ροµβοµερούς, ενώ δεν 

εκφράζεται στις περιπτώσεις γειτνίασης ροµβοµερών µε την ίδια αρτιότητα. 

Συµπεραίνουµε λοιπόν ότι η έκφραση του cNscl1 αποτελεί ένα από τα επαγόµενα 

επακόλουθα γεγονότα της συνάντησης κυτταρικών πληθυσµών µε διαφορετικά 

χαρακτηριστικά από γειτονικά ροµβοµερή και που έχουν ως τελικό αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία ενός ορίου µεταξύ τους. 

 

4.7. Μη φυσιολογική έκφραση του chick Nscl1 µε τη χρήση του 

ρετροϊικού φορέα έκφρασης RCAS(BP)-cNscl1 οδηγεί σε ανώµαλη 

ανάπτυξη του µατιού και του εγκεφάλου 
Προκειµένου να διερευνήσουµε τα αποτελέσµατα της µη φυσιολογικής έκφρασης 

(έκτοπης ή υπερέκφρασης) του chick Nscl1 κατασκευάστηκε ο ρετροϊικός φορέας 

έκφρασης RCAS(BP)-cNscl1 τον οποίο στη συνέχεια χρησιµοποιήσαµε για έγχυση 

(injection) µε µικροπιπέττα σε διάφορες περιοχές του νευρικού σωλήνα, εµβρύων 

όρνιθας ηλικίας 1,5 - 2,5 ηµερών, ενώ ακολούθως µε ηλεκτρικούς παλµούς 
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(electroporation) έγινε δυνατή η είσοδος του στα κύτταρα µέσω της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης. 

Όπως έχουµε προαναφέρει µε την τεχνική αυτή (injection-electroporation) µας 

παρέχεται η δυνατότητα να επιµολύνονται µε το πλασµιδιακό DNA µόνο τα κύτταρα 

που βρίσκονται προς τη µία ή την άλλη πλευρά του νευρικού σωλήνα, ενώ η άλλη να 

µένει ανεπηρέαστη και να χρησιµεύει ως αρνητικό συγκριτικό στοιχείο (αρνητικό 

control). 

Η συλλογή και η εξέταση των εµβρύων µετά από 1-4 ηµέρες έδειξαν πολύ µεγάλη 

συχνότητα (µακροσκοπικών) αναπτυξιακών ανωµαλιών σε περιοχές κυρίως των 

µατιών, του πρόσθιου και µέσου εγκεφάλου, του προπαρεγκεφαλιδικού επιθηλίου και 

των άκρων. 

Το γονίδιο chick Nscl1 εκφράζεται στον αµφιβληστροειδή σε όλα τα στάδια 

ανάπτυξής του κατά την εµβρυική ηλικία (από Ε6 έως και Ε18). Μάλιστα 

παρουσιάζει κυτταροειδικότητα στην έκφρασή του καθώς εκφράζεται πρώτα σε 

διαφοροποιούµενα γαγγλιακά κύτταρα, ενώ αργότερα (περί την Ε15) εκφράζεται σε 

γλοιακά κύτταρα που εντοπίζονται στο κέντρο της έσω µοριακής στοιβάδας (INL, 

Inner Nuclear Layer). Η έκφραση, µάλιστα, στα γλοιακά κύτταρα συνεχίζεται για 

τουλάχιστο τριάντα ηµέρες µετά την εκκόλαψη (Li et al, 1999,b). Σε όλα τα έµβρυα 

που συλλέξαµε και υπήρχε υπερέκφραση του cNscl1 στην περιοχή του µατιού, 

διαπιστώσαµε ότι αυτό είχε ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία µικρότερου µατιού. Αιτία 

γι’ αυτό είναι, πιθανότατα, ο αυξηµένος κυτταρικός θάνατος που προκαλείται, 

εξαιτίας της υπερέκφρασης του chick Nscl1, τόσο στα γαγγλιακά όσο και στα 

γλοιακά κύτταρα. Επιπρόσθετοι λόγοι θα µπορούσαν να είναι η πρόωρη έξοδος των 

νευροβλαστών του αµφιβληστροειδούς από τον κυτταρικό κύκλο και η πιθανή 

παρεµπόδιση των γλοιακών κυττάρων να εισέλθουν ξανά στον κυτταρικό κύκλο µετά 

από κάποιου είδους διέγερση, κάτι το οποίο δεν είναι ασυνήθιστο για γλοιακά 

κύτταρα, σε αντίθεση µε τους νευρώνες (Willbold and Layer, 1998). 

Από τα πειράµατά µας, επίσης, διαπιστώσαµε ότι η υπερέκφραση του chick Nscl1 

στον εγκέφαλο προκάλεσε σοβαρές αναπτυξιακές ανωµαλίες, µε αποτέλεσµα να 

υπάρχει εµφανής µακροσκοπική διαφορά µεταξύ του αριστερού και του δεξιού 

τµήµατος (που δεν υπερεκφράζει το cNscl1) του εγκεφάλου. Σε όλες τις περιπτώσεις 

εµείς παρατηρήσαµε σµίκρυνση των περιοχών αυτών, και συγκεκριµένα στον 
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πρόσθιο εγκέφαλο, στην οπτική καλύπτρα και στο προπαρεγκεφαλιδικό επιθήλιο. Η 

σπουδαιότητα αυτών των παρατηρουµένων µεταβολών ενισχύεται από το γεγονός ότι 

αντίστοιχα πειράµατα, για δυο άλλα bHLH γονίδια, το cNscl3 και το  neurogenin2 

δεν επέφεραν καµιά ορατή µορφολογική αλλαγή (Li et al, 1999). Αυτό µας ωθεί στο 

συµπέρασµα ότι τα αποτελέσµατα της υπερέκφρασης του chick Nscl1 δεν οφείλονται 

απλά στην τυχαία  “διατάραξη”  της πολύ λεπτής ισορροπίας που υφίσταται µεταξύ 

των HLH γονιδίων, αλλά σε κάποιο πολύ ειδικό ρόλο του chick Nscl1 για την 

ανάπτυξη του εγκεφάλου. 

Σε λίγες περιπτώσεις όπου η έκφραση του chick Nscl1 επεκτάθηκε σε περιοχές, όπου 

δεν εκφράζεται φυσιολογικά, όπως τα άνω άκρα, παρατηρήσαµε ανώµαλη ανάπτυξή 

τους. Αυτό πιθανόν να οφείλεται σε µείωση της έκφρασης του µορφογενετικού 

παράγοντα των οστών BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), η οποία έχει 

καταγραφεί σε αντίστοιχα πειράµατα (Yan and Wang, 2001). Αξίζει και εδώ να 

αναφερθεί ότι έκτοπη έκφραση στα άκρα του πολύ συγγενικού γονιδίου chick Nscl2 

δεν επιφέρει αντίστοιχα αναπτυξιακά προβλήµατα ή εµβρυικό θάνατο. Αντιθέτως όλα 

τα έµβρυα στα οποία γίνεται έκτοπη έκφραση ή υπερέκφραση του chick Nscl1 

πεθαίνουν το πολύ τη δέκατη τρίτη  εµβρυική ηµέρα. 

 

4.8. Ο µεταγραφικός παράγοντας cNSCL1, ως οµοδιµερές, επιφέρει 

καταστολή της µεταγραφής του γονιδίου αναφοράς της 

λουσιφεράσης 

Η πρωτεΐνη NSCL1, όπως και όλες οι bHLH πρωτεΐνες της τάξης ΙΙ σχηµατίζει 

ετεροδιµερή µε τις Ε- πρωτεΐνες Ε12, Ε47 και ΜE1a. Παράλληλα όµως, έχει τη 

δυνατότητα να σχηµατίζει και οµοδιµερή τα οποία προσδένονται σε ένα σχεδόν 

απόλυτα παλίνδροµο Ε-box : GGGNCGCAGCTGCGNCCC (Brown and Baer, 

1994). Αυτή την ικανότητα σχηµατισµού οµοδιµερών από bHLH πρωτεΐνες της τάξης 

ΙΙ έχει δειχτεί ότι την έχουν και οι πρωτεΐνες Mist1 και ABF-1 (Lemercier et al, 1998; 

Massari et al, 1998), οι οποίες έχει δειχθεί ότι εµφανίζουν δράση µεταγραφικών 

καταστολέων. Κατασταλτική µεταγραφική δράση εµφανίζει και η τάξης ΙΙ πρωτεΐνη 

Tal1, η οποία όµως δε φέρεται να έχει την ικανότητα σχηµατισµού οµοδιµερών (Park 

and Sun, 1998). 
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Προκειµένου να µελετήσουµε τη µεταγραφική ενεργότητα του cNSCL1, ως 

οµοδιµερές, δηµιουργήσαµε µια πλασµιδιακή κατασκευή του cNscl1, όπου είναι σε 

σύντηξη µε την περιοχή πρόσδεσης στο DNA του γονιδίου GAL4 (GAL4 DBD) και 

τέσσερις ελλειπτικές πλασµιδιακές κατασκευές του cNscl1, πάλι σε σύντηξη µε την 

GAL4 DBD. Αυτές οι χιµαιρικές πρωτεΐνες εκφράστηκαν σε ευκαρυωτικά κύτταρα 

οπότε και προσδέθηκαν ως οµοδιµερή στην περιοχή GAL4 UAS (Upstream 

Activating Sequense) ανοδικά του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ένα πλασµίδιο 

αναφοράς, δίνοντας µας τα αντίστοιχα επίπεδα ενεργοποίησης ή καταστολής της 

µεταγραφής που επιφέρουν.  

Από τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων φαίνεται πως τα οµοδιµερή των 

πλασµιδιακών κατασκευών Α, Γ και Ε παρουσιάζουν πολύ ισχυρή κατασταλτική 

δράση. Κοινό χαρακτηριστικό των πλασµιδιακών κατασκευών Α, Γ και Ε είναι ότι 

περιέχουν την περιοχή bHLH του cNSCL1. Συγκεκριµένα η µείωση της 

µεταγραφικής ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης σε σχέση µε 

το βασικό επίπεδο ενεργοποίησης που προκαλείται από το φορέα κλωνοποίησης 

pBxG1 είναι της τάξης του 85% και για τις τρεις πλασµιδιακές κατασκευές Α, Γ και 

Ε. Η πλασµιδιακή κατασκευή Β, η οποία περιέχει την Ν-τελική περιοχή χωρίς την 

πολύ βασική της υποπεριοχή  b΄  επιφέρει µικρή αύξηση της ενεργοποίησης σε 

ποσοστό 35%. Η πλασµιδιακή κατασκευή ∆, η οποία φέρει ολόκληρη την Ν-τελική 

περιοχή (όπως η Β) και την πολύ βασική υποπεριοχή  b΄, προκαλεί µείωση της 

ενεργοποίησης σε ποσοστό 20%. Συγκρίνοντας αυτά τα αποτελέσµατα µεταξύ τους 

και συσχετίζοντας τα µε τις αντίστοιχες περιοχές της πρωτεΐνης cNSCL1 που έχουν 

απαλειφθεί στις ελλειπτικές κατασκευές, µπορούµε να εξάγουµε τα παρακάτω 

συµπεράσµατα : 

Ο µεταγραφικός παράγοντας cNSCL1, στο συγκεκριµένο σύστηµα που τον 

µελετήσαµε, παρουσιάζει ισχυρή κατασταλτική δράση ως οµοδιµερές. Το Ν-τελικό 

του τµήµα (κατασκευή Β) παρουσιάζει κάποια ασθενή ενεργοποιητική ικανότητα, η 

οποία όµως εκµηδενίζεται και µετατρέπεται σε ασθενή κατασταλτική δράση µε την 

παρουσία της πολύ βασικής υποπεριοχής  b΄. Η ισχυρή κατασταλτική ικανότητα του 

cNSCL1, ως οµοδιµερές, πρέπει να εντοπίζεται στην περιοχή bHLH, καθώς 

οποιαδήποτε από τις πλασµιδιακές κατασκευές  (Α, Γ , Ε) την περιέχει, παρουσιάζει 

σχεδόν απολύτως τα ίδια επίπεδα κατασταλτικής ικανότητας. Θα πρέπει επίσης να 

λάβουµε υπόψη ότι οι πλασµιδιακές κατασκευές Α, Γ και Ε περιλαµβάνουν δυο 

περιοχές διµερισµού. Η πρώτη, προς το αµινοτελικό άκρο, αποτελεί την περιοχή 
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διµερισµού (αµινοξέα 65-94) του γονιδίου GAL4 και η δεύτερη, στο καρβοξυτελικό 

άκρο, αποτελεί την HLH περιοχή διµερισµου της πρωτεΐνης NSCL1. Οπότε είναι 

πολύ πιθανό η ύπαρξη δυο περιοχών διµερισµού (στην αρχή και στο τέλος της 

χιµαιρικής πρωτεΐνης) να επιφέρει πλήρη αδυναµία µεταγραφικής ενεργοποίησης, η 

οποία µπορεί να οφείλεται είτε στην αδυναµία πρόσδεσης στο DNA είτε στη 

δηµιουργία ανενεργού διµερούς. Στο γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται και η µείωση 

της ενεργοποιητικής ικανότητας σε σχέση µε τον πλασµιδιακό φορέα pBxG1, ο 

οποίος περιέχει µια πολύ ασθενή ενεργοποιητική περιοχή (αµινοξέα 90-147) της 

πρωτεΐνης GAL4. 

 

4.9. Η πολύ βασική περιοχή β’ του mNSCL1 ευθύνεται για την 

ενεργοποιητική ικανότητα του ετεροδιµερούς ME1a/mNSCL1 

H Ε-πρωτεΐνη Ε47 σχηµατίζει οµοδιµερή τα οποία εµφανίζουν σηµαντική 

ενεργοποιητική ικανότητα. Όταν όµως συνεκφράσουµε µαζί µε την Ε47 και το 

mNSCL1, παρατηρούµε µείωση της ενεργοποιητικής ικανότητας της Ε47, η οποία 

µάλιστα αυξάνεται όσο αυξάνεται η περίσσεια του mNSCL1 (Manetopoulos et al, 

2003). Mια άλλη Ε-πρωτεΐνη η ME1a, σχηµατίζει επίσης οµοδιµερή τα οποία 

εµφανίζουν ενεργοποιητική ικανότητα, προσδενόµενα σε δυο Ε-boxes τα οποία 

βρίσκονται ανοδικά ενός γονιδίου αναφοράς (Uittenbogaard et al, 1999). 

Παλαιότερες µελέτες είχαν δείξει ότι το γονίδιο ΜΕ1a εµφανίζει επικαλυπτόµενη 

έκφραση µε το mNscl1 στην αναπτυσσόµενη παρεγκεφαλίδα (Neuman et al, 1993). 

Αυτό στάθηκε αφορµή να διερευνηθεί η πιθανότητα να υπάρχει λειτουργική 

αλληλεπίδραση µεταξύ τους, οπότε και διαπιστώθηκε ότι όταν ο ME1a 

ετεροδιµερίζεται µε τον NSCL1 έχουµε αύξηση της ενεργοποίησης, σε σχέση µε το 

οµοδιµερές ME1a/ME1a. Το ετεροδιµερές NSCL1/ME1a προσδένεται, µέσω της 

βασικής περιοχής της κάθε πρωτεΐνης, µε µεγάλη συγγένεια στο ολιγοµερές µΕ2: 5’-

AGCTGGCAGCAGCTGGCAGCA-3’ (Uittenbogaard et al, 1999). Σύµφωνα µε την 

ίδια αναφορά το ετεροδιµερές ΜΕ1a/NSCL1 προκαλεί ενεργοποίηση της 

µεταγραφής, η οποία ενισχύεται µε την αύξηση της συγκέντρωσης του NSCL1. 

 Ένας από τους στόχους της δικής µας εργασίας ήταν και η διερεύνηση της συµβολής 

της πολύ βασικής b’ περιοχής του γονιδίου Nscl1 στο ρόλο του ως µεταγραφικού 

παράγοντα. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκε η ελλειπτική κατασκευή mNscl1∆ 

του γονιδίου mNscl1, από την οποία έχει αφαιρεθεί η b’ περιοχή. Παράλληλα 
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κατασκευάσαµε πλασµίδιο αναφοράς που περιέχει δυο Ε-boxes ανοδικά του γονιδίου 

της λουσιφεράσης :  

5’ CTAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAAGCTGGCAGCAGCTGGCAGCAC 3’ 

Οι συνδιαµολύνσεις που κάναµε σε ευκαρυωτικά κύτταρα µε τους συνδυασµούς των 

πλασµιδιακών κατασκεύων : ME1a µόνο του,  mNscl1 µόνο του,  MΕ1a/mNscl1,  

mNscl1∆ µόνο του και ME1a/mNscl1∆ µας οδηγούν στα παρακάτω συµπεράσµατα : 

To οµοδιµερές ΜE1a/ME1a παρουσιάζει χαµηλή ενεργοποιητική ικανότητα τόσο 

στην ηπατική κυτταρική σειρά HEPG2 όσο και στην κυτταρική σειρά 

νευροβλαστώµατος SHSY-5Y. 

Το οµοδιµερές  mNSCL1/mNSCL1 παρουσιάζει επίσης ενεργοποιητική ικανότητα, 

και µάλιστα υψηλότερη από αυτήν του ΜE1a/ME1a οµοδιµερούς. Επιπρόσθετα  ο 

ετεροδιµερισµός του ΜE1a µε το mNSCL1 προκαλεί παραπέρα αύξηση της 

ενεργοποιητικής τους ικανότητας. 

Για την ενεργοποιητική ικανότητα του mNSCL1, ευθύνεται σε πολύ µεγάλο βαθµό η 

πολύ βασική περιοχή b’, αφού η απαλοιφή της οδήγησε σε απώλεια της 

ενεργοποιητικής τους ικανότητας τόσο τα οµοδιµερή mNSCL1∆/mNSCL1∆, όσο και 

τα ετεροδιµερή mNSCL1∆/ ME1a.  

Η σχετικά µικρή µείωση της ενεργοποιητικής ικανότητας του mNSCL1 που 

παρατηρούµε στα κύτταρα SHSY-5Y, µε την απαλοιφή της b’ περιοχής είναι πολύ 

πιθανό να οφείλεται στο ενδογενώς παραγόµενο mNSCL1, καθώς όταν αυξήσουµε 

την ποσότητα του mNscl1∆ πλασµιδίου µε το οποίο διαµολύνουµε τα κύτταρα 

SHSY-5Y, το αποτέλεσµα είναι ανάλογο µε το αποτέλεσµα που παίρνουµε από τα 

αντίστοιχα πειράµατα στα ηπατικά κύτταρα HEPG2, τα οποία δεν εκφράζουν 

ενδογενές mNscl1.  

Οι παραπάνω παρατηρήσεις µας σε σχέση µε τη συµβολή της πολύ βασικής περιοχής 

b’ στην  ενεργοποιητική ικανότητα του mNSCL1 θα µπορούσαν ίσως να εξηγηθούν 

λαµβάνοντας υπόψη κάποια δεδοµένα, όσον αφορά την αλληλεπίδραση των 

καταλοίπων αργινίνης (στα οποία είναι πολύ πλούσια η b’ περιοχή) µε τις 

νουκλεοτιδικές βάσεις. 

Συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι ορισµένες από τις αλληλεπιδράσεις των αµινοξέων µε 

τις νουκλεοτιδικές βάσεις φαίνεται να ευνοούνται και να έχουν καθοριστικότερο 

ρόλο έναντι άλλων, κατά την αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε το DNA.  

Παλαιότερες µελέτες έχουν δείξει ότι η αλληλεπίδραση καταλοίπων αργινίνης µε τη 

βάση γουανίνη αποτελεί µια από τις πιο συχνά εµφανιζόµενες  αλληλεπιδράσεις 
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(33%) (Luscombe et al, 2001). Αυτή η ειδικότητα στη δηµιουργία αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ αµινοξέων και βάσεων µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα είτε τη σταθεροποίηση 

των συµπλόκων µεταξύ DNA και πρωτεϊνών ή να συµβάλλει στην εξειδίκευση της 

πρόσδεσης των πρωτεϊνών σε συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA.  

Εποµένως, η περιοχή  b’ - πλούσια σε αργινίνες - µπορεί να συµβάλλει στην 

σταθεροποίηση της πρόσδεσης του NSCL1 στο DNA κατά τέτοιο τρόπο ώστε η 

στερεοδιάταξη την οποία λαµβάνει τελικά η πρωτεΐνη να ενισχύει τη µεταγραφική 

της ικανότητα, µε αποτέλεσµα η αφαίρεση της να µειώνει σηµαντικά την 

ενεργοποίηση της µεταγραφής που προκαλείται από τον ΝSCL1. 

Επιπρόσθετα λαµβάνοντας υπόψη, ότι οι πρωτεΐνες που προορίζονται να δράσουν 

στον πυρήνα, όπως οι µεταγραφικοί παράγοντες, φέρουν µια ειδική αλληλουχία 

σήµατος (NLS) µε θετικά φορτισµένα αµινοξέα, η παρουσία της b’ περιοχής 

ενδέχεται να ευθύνεται, σε µεγάλο βαθµό, για τον πυρηνικό εντοπισµό του NSCL1. 

Οπότε, η έλλειψη της b’ περιοχής οδηγεί σε µείωση της µεταγραφής εξαιτίας της 

συγκράτησης της πρωτεΐνης NSCL1 εκτός του πυρήνα. 

Ακόµα όµως κι αν το ετεροδιµερές mNSCL1∆/ ME1a εισέρχεται στον πυρήνα, λόγω 

της ύπαρξης του NLS της πρωτεΐνης ME1a, το σύµπλοκο που δηµιουργείται δεν έχει 

ενεργοποιητική ικανότητα. Αυτό µπορεί να οφείλεται είτε σε αδυναµία πρόσδεσης 

στο DNA (αφού η b’ περιοχή είναι πολύ πιθανό να συνεισφέρει σηµαντικά στην 

πρόσδεση στο DNA) είτε σε αδυναµία αλληλεπίδρασης µε άλλα µόρια 

(συν)ενεργοποιητές. 

 

4.10. Συνοψίζοντας…… 
Τα αποτελέσµατα και τα συµπεράσµατα της παρούσας µελέτης θα µπορούσαν 

να συνοψιστούν ως εξής: 

H πρωτεΐνη chick NSCL1 µεγέθους 130 αµινοξέων παρουσιάζει πολύ υψηλό βαθµό 

συντήρησης µε τις οµόλογες  πρωτεΐνες NSCL1 του ανθρώπου και του ποντικού, οι 

οποίες αποτελούνται από 133 αµινοξέα. Στην περιοχή bHLH διαφέρουν µόνο κατά 

ένα αµινοξύ, έχοντας ποσοστό οµολογίας 98%. 

H έκφραση του cNscl1 εντοπίζεται σε µεταµιτωτικούς νευρώνες του εγκεφάλου και 

του νωτιαίου µυελού, που βρίσκονται στη φάση διαφοροποίησής τους, ενώ στην 

παρεγκεφαλίδα εντοπίζεται σε µιτωτικούς και προµεταναστευτικούς νευρώνες της 

εξωτερικής κοκκώδους στοιβάδας. 
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Η απώλεια δράσης του γονιδίου mNscl1 προκαλεί υστέρηση στη φυσιολογική εξέλιξη 

της έκφρασης των γονιδίων Hoxb1, Hoxb2, Plzf, και Engrailed-1 στον οπίσθιο 

εγκέφαλο, η οποία είναι πολύ πιθανόν να οφείλεται σε επιβράδυνση της διαδικασίας 

διαφοροποίησης των περιοχών αυτών του οπίσθιου εγκεφάλου, ενώ η έκφρασή του 

mNscl στους προσωποκινητικούς νευρώνες ελέγχεται από το γονίδιο Hoxb1. 

Το γονίδιο Nscl1 εκφράζεται στα όρια των ροµβοµερών, καθώς και σε 

νεοδηµιουργούµενα όρια τα οποία δηµιουργούνται µετά την προκαλούµενη γειτνίαση 

ενός περιττού και ενός άρτιου ροµβοµερούς, ενώ δεν εκφράζεται στις περιπτώσεις 

γειτνίασης ροµβοµερών µε την ίδια αρτιότητα, µετά από µικροχειρουργική επέµβαση. 

Μη φυσιολογική έκφραση του chick Nscl1 µε τη χρήση του ρετροϊικού φορέα 

έκφρασης RCAS(BP)-cNscl1 οδηγεί σε ανώµαλη ανάπτυξη του µατιού και του 

εγκεφάλου. 

Οµοδιµερισµός του µεταγραφικού παράγοντα cNSCL1 που είναι σε σύντηξη µε την 

περιοχή πρόσδεσης στο DNA του γονιδίου GAL4, επιφέρει καταστολή της 

µεταγραφής του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ένα πλασµίδιο αναφοράς.  

Τα ετεροδιµερή του ΜE1a µε το mNSCL1 προκαλούν ισχυρή µεταγραφική 

ενεργοποίηση προσδενόµενα σε Ε-boxes, τα οποία βρίσκονται ανοδικά του γονιδίου 

αναφοράς της λουσιφεράσης. 
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Abstract

We report on novel sites of expression of the bHLH transcription factor NSCL1 in the developing forebrain, hindbrain and spinal cord in

chick and mouse. In the hindbrain in particular, NSCL1 is the first bHLH transcription factor detected so far in rhombomere boundaries and

its expression is coincident with boundary formation and maintenance. Novel sites of expression of this gene include the hippocampus,

septum, tectum and hypothalamic nuclei. NSCL1 is thus expressed in various neuronal populations that are either not actively proliferating or

postmitotic. q 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Results and discussion

1.1. Expression pattern of avian and mouse NSCL1 in

rhombomere boundaries

We have isolated cNSCL1, the avian homologue of

mouse and human NSCL1 (neurologic stem cell leukemia,

Begley et al., 1992; Li et al., 1999a). NSCL1 is expressed in

various neuronal populations (Begley et al., 1992; Lipko-

witz et al., 1992; Li et al., 1999a). Some details of the

expression pattern of chick NSCL1 in the central nervous

system (CNS) have been described (Li et al., 1999a,b;

Uittenbogaard et al., 1999) with particular attention to the

retina and cerebellum. We have noticed novel sites of

expression of the gene that have not been described

previously, in the developing brain. In the hindbrain, a

strong NSCL1 signal is detected in rhombomere boundaries

in both chick and mouse (Fig. 1, B1, B2, C, D, H). In addi-

tion, a stronger NSCL1 signal is observed in r4, correspond-

ing to facial branchiomotor (fbm) neurons (Fig. 1, B1, G)

(Lumsden and Keynes, 1989; Varela-Echevarria et al.,

1996). NSCL1 signal is detected in stages HH15–HH20

(Fig. 1A–D) and is evident through HH24 (not shown),

when rhombomere boundaries are not morphologically

evident any more. NSCL1 is one of the few transcription

factors associated with rhombomere boundaries, together

with the zinc-finger protein PLZF (Cook et al., 1995) and

Pax-6 (Heyman et al., 1995). These structures consist of

specialized cells that form at the boundaries of rhombo-

meres and help in maintaining their segregation (Lumsden

and Keynes, 1989; Fraser et al., 1990; Guthrie et al., 1991a;

Guthrie and Lumsden, 1991b; Nittenberg et al., 1997;

Lumsden, 1999). They are characterized by large intercel-

lular spaces, early differentiation of radial glia, and preco-

cious development of an axon between rich marginal zone.

It will be of interest to further investigate the particular role

of NSCL1 in this region. The hindbrain expression of

NSCL1 described above for the chick is also conserved in

the mouse embryo (Fig. 1G–J). In both chick and mouse

tissues, the adhesion molecule TAG-1(rodent)/axonin-

1(chick) is used as a marker of the basal plate (Fig. 1E, F,

K–M), fbm (Fig. 1E, F, K–M) and the lateral part of the

neural tube (Fig. 1F, K–N).

1.2. Expression of NSCL1 in other CNS structures

NSCL1 is detected in the cerebellar rhombic lip (Fig. 2A,

B) but not in the posterior myelencephalic rhombic lip and

in postmitotic granule cells (Fig. 2C) (Li et al., 1999a;

Uittenbogaard et al., 1999). The expression of NSCL1 is

similar to the described pattern of TAG-1/axonin-1 in post-

mitotic granule cells (Fig. 2D) (Yamamoto et. al., 1986;

Furley et.al., 1990). We also noticed other sites of expres-
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Fig. 1. Chick and mouse NSCL1 expression pattern in the developing hindbrain in comparison to TAG-1/axonin-1. The developmental stages are indicated in

each panel. Whole mount in situ hybridization with cNSCL1 (A–D), axonin-1 (E–F), mNSCL1 (G–J), TAG-1 (K–N) antisense probes. In stage HH15 (A1 –

lateral view, A2 – dorsal view), punctate signal is detected in the lateral part of the neural tube. A strong cNSCL1 signal is detected in rhombomere 4 (r4) while

there is no remarkable signal in r3 and r5. In B1, cNSCL1 transcripts are present in rhombomere boundaries as well as in the basal plate, and are particularly

intense in r4 (arrow). In (B2), a strong cNSCL1 signal can be observed in the cranial ganglia (whole mount chick embryo HH171). In (C), the expression in the

rhombomere boundaries and basal plate is the highest and appears more uniform in all rhombomeres. The stronger signal in r4 is maintained. In (D), the

expression in the boundaries is reduced and in the basal plate has almost disappeared. This pattern of cNSCL1 expression is compared to axonin-1, expressed at

the basal plate of r4 in stage HH171 (arrow in E) and HH20 (arrow in F). In (F), a strong signal is detected in the lateral part of the neural tube (rhombic lip,

asterisk) while low level staining is observed at r3/r4 and r4/r5 boundaries and is barely visible at the r2/r3 boundary. In comparison to the chick, mouse NSCL1

at E9.5 (G) is detected in cranial ganglia and at r4 (arrow). At E10.5 (H), mouse NSCL1 is expressed in cranial ganglia and all rhombomere boundaries except

the r7/r8, albeit, less intensely than in chick. At E11.5, the signal is mainly detected in migrating fbm neurons located in r4 (arrow in I) and in two longitudinal

streams at the middle of the dorsoventral axis (between arrowheads). Faint signal is observed in some rhombomere boundaries. In E12.5 (J), the signal in fbm

neurons and boundaries is eliminated. In comparison, TAG-1 is expressed in the basal plate of r2 and r4 and posteriorly to r6 in E9.5. In E10.5 (L), TAG-1 is

expressed in the basal plate all along the AP axis, as well as in the lateral part of the neural tube. In E11.5 (M), the signal in the basal plate is restricted in r4 to r6

where the migration of fbm neurons is taking place. In E12.5 (N), the TAG-1 signal in fbm neurons persists contrary to the NSCL1 signal at the equivalent stage

(J). Scale bars in A: 200 mm; in B1,C,D: 300 mm; in E: 170 mm, in F,G: 450 mm, in H,I,L: 600 mm, in B2,J,M,N: 770 mm, in K: 370 mm.



sion of NSCL1 such as the hippocampus and septum (Fig.

2E) as well as the tectum and hypothalamic nuclei (Fig. 2F).

1.3. Expression of avian and murine NSCL1 in the

developing spinal cord and dorsal root ganglia and

comparison with TAG-1/axonin-1

In order to determine the expression of NSCL1 in the spinal

cord and dorsal root ganglia, we have compared it with that of

TAG-1/axonin-1, a well studied marker for this structure

(Dodd et al., 1988; Ruegg et. al, 1989). The spatial and

temporal pattern of expression of NSCL1 (Fig. 3A, D, G)

shows limited similarities with that of TAG-1/axonin-1 (Fig.

3B, E, H). Namely, while NSCL1 and TAG-1/axonin-1 are

expressed in commissural neurons at HH19 (Fig. 3A, B),

NSCL1 is still detected in postmitotic neurons later (Fig. 3D,

G) but TAG-1/axonin-1 is not detected in a likewise manner

(Fig. 3E, H). Another difference includes the stronger TAG-1/

axonin-1 signal in the dorsal root ganglia (Fig. 3D, E, G, H).

2. Experimental procedures

2.1. Cloning of avian NSCL1

A 271 bp fragment was first isolated by polymerase chain

reaction (PCR) using DNA from a Uni-ZAP cDNA library

from 5-day chick embryos (Stratagene #937405) and

primers: 5 0-GCCCACGCCACGAGGGAACGCATCC-3 0

and 5 0-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3 0. This fragment,

corresponding to 165 bp of the bHLH region and 106 bp of

the 3 0UTR, was used to screen the above cDNA library.

Three clones were obtained covering the entire coding

region of chick NSCL1 gene (Accession number AF

393850).
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Fig. 3. Expression pattern of cNSCL1 in comparison to axonin-1 in the

developing spinal cord at HH 19, HH 25 and HH32. All panels show trans-

verse cryostat sections hybridized with cNSCL1 (A,D,G), axonin-1 (B,E,H)

and both cNSCL1 and axonin-1 (C,F,I). At stage HH19 (A), the expression of

cNSCL1 is widespread at the neural tube in commissural (c) and motor

neuron progenitors (m). In comparison, axonin-1 is expressed by a different,

more laterally localized population of motor neurons at stages HH19 (B),

commissural neurons and dorsal root ganglia (arrows in B). The gap in the

double in situ image (C) observed in the ventral spinal cord indicates that

there is no overlap in the NSCL1 and axonin-1- positive motor neuron popu-

lations. The cNSCL1 signal is observed in postmitotic neurons in the subven-

tricular zone at stage HH25 and low level staining is observed in the dorsal

root ganglia (arrow in D). At this stage, axonin-1 expression is very faint in

the spinal cord (E), contrary to its very strong expression in the dorsal root

ganglia (arrow in E). At stage HH32 (G), cNSCL1 expression is restricted in a

subpopulation at the ventricular zone of the dorsal spinal cord (arrow in G).

Axonin-1 expression is much more intense in the dorsal root ganglia at this

stage (arrow in H). Scale bars in A: 170 mm; in B,C: 160 mm; D,E,F: 240

mm, in G,H: 300 mm, in I: 360 mm.

Fig. 2. Expression pattern of cNSCL1 and axonin-1 in the developing brain.

(A) Whole-mount in situ hybridization for cNSCL1 in E5 embryo brain,

dorsal side up. cNSCL1 is expressed in the cerebellar primordia. (B) Trans-

verse vibratome section of E8 chick embryo showing in situ hybridization

signal for cNSCL1 in the developing cerebellum. (C,D) In situ hybridization

for the detection of cNSCL1 (C) and axonin-1 (D) on sagittal cryostat

sections of E14 chick embryo. cNSCL1and axonin-1 are both expressed

by the postmitotic granule cells of the external granule layer. (E,F) In

situ hybridization for cNSCL1 on coronal vibratome sections of E8 chick

embryo brain. (E) cNSCL1 is expressed in the medial and ventral hippo-

campus and septum. (F) Signal is also detected in the tectum, the isthmic

region, the central gray (GC, griseum centrale), the raphe nuclei (nR) and

the hypothalamus. Scale bars in A, E: 300 mm; in B,D: 240 mm; in C:

160 mm, in F: 360 mm.



2.2. Eggs and embryos

Fertilized eggs were incubated in a humidified atmo-

sphere at 388C. The embryos were staged according to

Hamburger and Hamilton (1951). CBAxC57Bl/10 mice

were used and the day of vaginal plug detection was consid-

ered as embryonic day 0.5 (E0.5).

2.3. In situ hybridization

Full length chick NSCL1 cDNA clones were obtained in

pBluescript SK(1/2) by in vivo excision and recirculariza-

tion (Stratagene, in vivo excision protocol). A 1790 bp frag-

ment, obtained by digestion with SacII, was used as a probe

for in situ hybridization using T7 RNA polymerase (Scha-

ren-Wiemers and Gefrin-Moser, 1993). To test the specifi-

city of the probe, we also used a fragment encompassing

most of the 3 0 UTR (without any coding sequence) for in

situ hybridization experiments, giving identical results. No

staining was obtained with sense probes.

Acknowledgements

We are grateful to Drs C. Begley and P. Sonderegger for

providing reagents and to Drs S. Martinez and A. Stamatakis

for help with chick embryo anatomy and Drs A. Gavalas and

A. Pierani for comments on the manuscript. We thank L.

Vardouli for help with library screening and C. Rallis for

help with in situ hybridization. This work has been

supported by intramural grants from the University of

Crete and the IMBB-FORTH as well as the Greek–French

collaborative programme PLATON 2001 to D.K. and M.W.

References

Begley, C.G., Lipkowitz, S., Gobel, V., Mahon, K., Bertness, V., Green,

A.R., Gouch, N.M., Kirsch, I.R., 1992. Molecular characterization of

NSCL, a gene encoding a helix–loop–helix protein expressed in the

developing nervous system. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 38–42.

Cook, M., Gould, A., Brand, N., Davies, J., Strutt, P., Shaknovich, R., Licht,

J., Waxman, S., Chen, Z., Gluecksohn-Waelsch, S., Krumlauf, R.,

Zelent, A., 1995. Expression of the zinc-finger gene PLZF at rhombo-

mere boundaries in the vertebrate hindbrain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

92, 2249–2253.

Dodd, J., Morton, B., Karagogeos, D., Yamamoto, M., Jessell, T., 1988.

Spatial regulation of axonal glycoprotein expression on subsets of

embryonic spinal neurons. Neuron 1, 105–116.

Fraser, S., Keynes, R., Lumsden, A., 1990. Segmentation in the chick

embryo hindbrain is defined by cell lineage restrictions. Nature 344,

431–435.

Furley, A.J., Morton, S.B., Manalo, D., Karagogeos, D., Dodd, J., Jessell,

T.M., 1990. The axonal glycoprotein TAG-1 is an immunoglobulin

superfamily member with neurite outgrowth-promoting activity. Cell

61, 157–170.

Guthrie, S., Butcher, M., Lumsden, A., 1991a. Patterns of cell division and

interkinetic nuclear migration in the chick embryo hindbrain. J. Neuro-

biol. 22, 742–754.

Guthrie, S., Lumsden, A., 1991b. Formation and regeneration of rhombo-

mere boundaries in the developing chick hindbrain. Development 112,

221–229.

Hamburger, V., Hamilton, H.L., 1951. A series of normal stages in the

development of chick embryo. J. Morphol. 88, 49–92.

Heyman, I., Faissner, A., Lumsden, A., 1995. Cell and matrix specialisa-

tions of rhombomere boundaries. Dev. Dyn. 204, 301–315.

Li, C.-M., Yan, R.-T., Wang, S.-Z., 1999a. Misexpression of a bHLH Gene,

cNSCL1, results in abnormal brain development. Dev. Dyn. 215, 238–

247.

Li, C.-M., Yan, R-T., Wang, S-Z., 1999b. Misexpression of cNSCL1

disrupts retinal development. Mol. Cell. Neurosci. 14, 17–27.

Lipkowitz, S., Gobel, V., Varterasian, M.L., Nakahara, K., Tchorz, K.,

Kirsch, I.R., 1992. A comparative structural characterization of the

human NSCL-1 and NSCL-2 genes. J. Biol. Chem. 267, 21065–21071.

Lumsden, A., Keynes, R., 1989. Segmental patterns of neuronal develop-

ment in the chick hindbrain. Nature 337, 424–428.

Lumsden, A., 1999. Closing in on rhombomere boundaries. Nat. Cell Biol.

1, E83–E85.

Nittenberg, R., Patel, K., Joshi, Y., Krumlauf, R., Wilkinson, G.D., Brick-

ell, M.P., Tickle, C., Clarke, D.W.J., 1997. Cell movements, neuronal

organisation and gene expression in hindbrains lacking morphological

boundaries. Development 124, 2297–2306.

Ruegg, M.A., Stoeckli, E.T., Lanz, R.B., Streit, P., Sonderegger, P., 1989.

A homologue of the axonally secreted protein axonin-1 is an integral

membrane protein of nerve fiber tracts involved in neurite fasciculation.

J. Cell. Biol. 109, 2363–2378.

Scharen-Wiemers, N., Gefrin-Moser, A., 1993. A single protocol to detect

transcripts of various types and expression levels in neural tissue and

cultured cells: in situ hybridization using digoxigenin-labelled cRNA

probes. Histochemistry 100, 431–440.

Uittenbogaard, M., Peavy, D., Chiaramello, A., 1999. Expression of the

bHLH gene NSCL-1 suggests a role in regulating cerebellar granule cell

growth and differentiation. J. Neurosci. Res. 57, 770–781.

Varela-Echevarria, A., Pfaff, S.L., Guthrie, S., 1996. Differential expression

of LIM homeobox genes among motor neuron subpopulations in the

developing chick brain stem. Mol. Cell. Neurosci. 8, 242–257.

Yamamoto, M., Boyer, A.M., Crandall, J.E., Edwards, M., Tanaka, H.,

1986. Distribution of stage-specific neurite-associated proteins in the

developing murine nervous system recognized by a monoclonal anti-

body. J. Neurosci. 6, 3576–3594.

K. Theodorakis et al. / Mechanisms of Development 119S (2002) S103–S106S106



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




