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Εισαγωγή 



Μοριακές και γενετικές µελέτες σε οργανισµούς µοντέλα όπως είναι η ∆ροσόφιλα, το 
ποντίκι, ο νηµατώδης, έχουν δείξει ότι βασικοί µηχανισµοί στην οργάνωση του προτύπου 
σώµατος είναι κοινοί ανάµεσα σε πολύ διαφορετικούς οργανισµούς και µάλιστα βασίζονται 
σε οµόλογες οµάδες αναπτυξιακών ρυθµιστικών γονιδίων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα 
αποτελούν τα οµοιοτικά ή Hox γονίδια, µία οικογένεια µεταγραφικών παραγόντων, υπεύθυνη 
για τον καθορισµό της ταυτότητας συγκεκριµένων περιοχών του σώµατος ενός οργανισµού. 
Τα γονίδια αυτά αρχικά µελετήθηκαν στην ∆ροσόφιλα, αλλά δεν άργησε να γίνει αντιληπτό 
ότι η ίδια οικογένεια γονιδίων βρίσκεται σε όλα τα ζώα που τέθηκαν υπό µελέτη. Συγκριτικές 
µελέτες των Hox γονιδίων σε αυτούς τους οργανισµούς φανέρωσε την ύπαρξη µίας πολύ 
στενής συσχέτισης µεταξύ των προτύπων έκφρασης των Hox γονιδίων και τον καθορισµό της 
ανάπτυξης των σωµατικών περιοχών το οποίο φάνηκε ιδανική βάση για περαιτέρω 
φυλογενετικές και αναπτυξιακές συγκριτικές µελέτες (Averof and Akam,1995, Averof et 
al,1996,  Gellon and McGinnis, 1998). 

Καρπός αυτών των παρατηρήσεων ήταν η ιδέα ότι µπορεί να συγκρίνει κανείς οµόλογα 
ρυθµιστικά αναπτυξιακά γονίδια διαφορετικών οργανισµών, για να κατανοήσει πώς αλλαγές 
στο πρότυπο έκφρασης και λειτουργίας αυτών των γονιδίων, µπορούν να οδηγήσουν στην 
ποικιλία των µορφολογιών που συναντάµε σήµερα στη φύση. Έτσι άρχισε να αναπτύσσεται ο 
καινούριος κλάδος της αναπτυξιακής εξελικτικής βιολογίας, που υπόσχεται να προσφέρει 
πολλά στην κατανόηση βασικών ερωτηµάτων της εξελικτικής βιολογίας (Raff, 2000). 

 
Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα ερωτήµατα στον κλάδο της εξελικτικής βιολογίας και 

συνάµα µία σηµαντική πρόκληση, είναι η κατανόηση της εξελικτικής προέλευσης των 
µορφολογικών νεωτερισµών. Τέτοιες δοµικές καινοτοµίες είναι άφθονες στην ιστορία της 
εξέλιξης, συχνά είναι κρίσιµες για την επιτυχία της επιβίωσης των οργανισµών που τις 
φέρουν, ενώ αποτελούν την βάση για περαιτέρω διαφοροποίηση καινούριων δοµών. Ένα 
τέτοιο απτό παράδειγµα συναντάµε στην εξελικτική πορεία των σπονδυλωτών. Τα βασικά 
χαρακτηριστικά του φύλου των σπονδυλωτών αποτελούν η παρουσία πρόσθιου εγκεφάλου, 
νευρικής ακρολοφίας και χόνδρου. Πρόκειται για βασικές καινοτοµίες οι οποίες υπήρξαν 
απαραίτητες για την επιτυχία της συγγενικής σειράς των σπονδυλωτών, ενώ επέτρεψαν την 
εξέλιξη και άλλων νεωτερισµών όπως είναι η γνάθος και τα δόντια (Shimeld and Ηolland, 
2000). 

∆οµικοί νεωτερισµοί, εµφανίζονται σε περιπτώσεις που οι οργανισµοί καλούνται να 
προσαρµοστούν σε νέες οικολογικές συνθήκες και γενικότερα σε αλλαγές στις συνθήκες 
διαβίωσής τους. Μια τέτοια αλλαγή αποτελεί και η µετάβαση των οργανισµών από την 
υδρόβια στη χερσαία ζωή, κατά την οποία οι οργανισµοί πρέπει να προσαρµοστούν σε νέα 
δεδοµένα κίνησης, αναπαραγωγής, αναπνοής και συλλογή τροφής. Πολύ ενδιαφέρουσα από 
πλευρά εξέλιξης δοµικών νεωτερισµών, ήταν η µετάβαση του φύλου των αρθροπόδων από το 
υγρό στοιχείο στην ξηρά. Μορφολογικές και παλαιοντολογικές µελέτες συµφωνούν ότι οι 
τελευταίοι κοινοί πρόγονοι των σηµερινών αρθροπόδων ήταν όλοι υδρόβια ζώα των οποίων η 
µετάβαση στην ξηρά έγινε πολλές φορές και ανεξάρτητα ανάµεσα στις διαφορετικές τάξεις 
των αρθροπόδων. Κατά την µετάβασή τους αυτή, επιτεύχθηκαν πολλές µορφολογικές 
αλλαγές, κυρίως στην δοµή των εξαρτηµάτων τους, που αποτελούν το κύριο µέσο µε το 
οποίο τα αρθρόποδα αλληλεπιδρούν µε το περιβάλλον τους (Shear, 1990). 

Τα προγονικά υδρόβια αρθρόποδα είχαν εξαρτήµατα τα οποία αποτελούνταν από πολλούς 
λοβούς/διακλαδώσεις. Οι λοβοί που βρίσκονταν στο κοιλιακό µέρος του εξαρτήµατος και 
ονοµάζονταν ενδοποδίτες χρησιµοποιούνταν ως πόδια, ενώ οι λοβοί που βρίσκονταν στο 
νωτιαίο µέρος και ονοµάζονταν εξωποδίτες ή επιποδίτες, χρησίµευαν ως αναπνευστικά 
όργανα/ βράγχια. Οι ενδοποδίτες έχουν διατηρηθεί σε όλα τα σηµερινά, σε αντίθεση µε τους 
επιποδίτες/ βράγχια τα οποία έχουν διατηρηθεί στα υδρόβια καρκινοειδή αλλά όπως είναι 



φυσικό, λόγω του προβλήµατος της εξάτµισης, έχουν τροποποιηθεί ή τελείως χαθεί στα 
χερσαία αρθρόποδα (Brusca and Brusca,1990, Xianguang and Bergstrom, 1997). 

Μια σηµαντική καινοτοµία, όµως, που εµφανίστηκε στην διάρκεια αυτής της µετάβασης 
ήταν η εξέλιξη των φτερών των εντόµων. Η εξέλιξη των φτερών και κατ’ επέκταση η 
ικανότητα της πτήσης αποτελούν το κλειδί της εξελικτικής επιτυχίας της συγγενικής σειράς 
των εντόµων, στην οποία ο αριθµός των ειδών ξεπερνά το 75% όλων των γνωστών ειδών στο 
ζωικό βασίλειο. Έδωσε τη δυνατότητα στα έντοµα να αποφεύγουν θηρευτές, να πιάνουν πιο 
εύκολα τη λεία τους και να µετακινούνται σε διαφορετικά οικοσυστήµατα. 

Η ερµηνεία απολιθωµάτων, καθώς και µορφολογικές µελέτες, σχετικά πρώιµων εντόµων 
που έχουν υδρόβιες προνυµφικές µορφές, οδήγησε τους ερευνητές σε δύο υποθέσεις για την 
εξελικτική προέλευση των φτερών των εντόµων. Η πρώτη υπόθεση υποστηρίζει ότι τα φτερά 
έχουν προκύψει ως νέες προεξοχές από το σώµα των εντόµων και δεν σχετίζονται µε καµία 
προϋπάρχουσα δοµή (Snodgrass, 1935). Η δεύτερη υπόθεση υποστηρίζει ότι τα φτερά 
εξελίχθηκαν µετά από τροποποίηση του επιποδίτη / βράγχιο των προγονικών υδρόβιων 
αρθροπόδων (Wigglesworth, 1976, Kukalova-Peck, 1991) 

Η κατανόηση της εξελικτικής προέλευσης τέτοιων δοµικών καινοτοµιών που λαµβάνουν 
χώρα σε διάστηµα εκατοµµυρίων ετών, αποτελεί µία δύσκολη πρόκληση, καθώς πολλές 
φορές συγκαλύπτεται από δευτερογενείς αλλαγές που συνέβησαν στο µεσοδιάστηµα, ή από 
φαινόµενα οµοπλασίας, όπου πολλές φορές υπάρχει οµοιότητα ανάµεσα σε άσχετες µεταξύ 
τους δοµές. Για τον λόγο αυτό παράλληλα µε τις παλαιοντολογικές και µορφολογικές 
πληροφορίες, για την εξακρίβωση τέτοιων αποµακρυσµένων εξελικτικών σχέσεων, µπορούν 
να χρησιµοποιηθούν συγκριτικές µελέτες των προτύπων έκφρασης ρυθµιστικών 
αναπτυξιακών γονιδίων τα οποία φαίνεται να έχουν συντηρηµένη λειτουργία στην ανάπτυξη 
συγκεκριµένων κυτταρικών τύπων και δοµών. 

Οι Averof και Cohen, προκειµένου να κατανοήσουν την προέλευση των φτερών των 
εντόµων, µελέτησαν το πρότυπο έκφρασης δύο ρυθµιστικών γονιδίων, του apterous και του 
pdm/nubbin γνωστά από µελέτες στην ∆ροσόφιλα για την ειδική λειτουργία τους στην 
ανάπτυξη του φτερού, σε δύο είδη σηµερινών υδρόβιων καρκινοειδών, στο βραχγιόποδο 
Artemia franciscana και στο µαλακόστρακο Pasifastacus leniusculus. Η ιδέα ήταν ότι αν τα 
φτερά των εντόµων προήλθαν από τα βράγχια των προγονικών υδρόβιων αρθροπόδων, θα 
πρέπει κάποια από τα στοιχεία της γενετικής πληροφορίας και των µηχανισµών ανάπτυξης 
του φτερού να προϋπήρχαν σε αυτές τις πρώιµες δοµές, καθώς και σε οµόλογες δοµές, όπως 
είναι τα βράγχια/ επιποδίτες των σηµερινών καρκινοειδών (Averof and Cohen,1997). 

Πράγµατι, στην Artemia franciscana, όπου µελετήθηκε το πρότυπο έκφρασης και των δύο 
γονιδίων, φάνηκε ότι και το apterous και το nubbin, κατά την διάρκεια της ανάπτυξης των 
εξαρτηµάτων του οργανισµού, παρουσιάζουν δυναµικό πρότυπο έκφρασης, το οποίο πριν την 
τελική διαφοροποίηση του ιστού, περιορίζεται αποκλειστικά στον πιο αποµακρυσµένο 
νωτιαίο επιποδίτη/ βράγχιο. Παροµοίως και στο µαλακόστρακο, βρέθηκε ότι η έκφραση του 
nubbin περιορίζεται στον επιποδίτη/ βράγχιο των θωρακικών εξαρτηµάτων. Η περιορισµένη 
και συνδυασµένη έκφραση αυτών των γονιδίων στον επιποδίτη της Αρτέµιας, καθώς και η 
συντήρηση του προτύπου έκφρασης του nubbin ανάµεσα σε διαφορετικές και 
αποµακρυσµένες τάξεις καρκινοειδών, σε συνδυασµό µε τα µορφολογικά και 
παλαιοντολογικά στοιχεία, ισχυροποιούν την υπόθεση ότι τα φτερά των εντόµων προήλθαν 
από τροποποίηση των βράγχιων των προγόνων τους κατά την µετάβασή τους στην ξηρά. 

Πρόσφατα, το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων apterous και nubbin, χρησιµοποιήθηκε για 
την µελέτη της τύχης αυτών των προγονικών βραγχίων σε µία άλλη µεγάλη οµάδα 
αρθροπόδων, τα χηλικεραιωτά (Damen et al, 2002). Στο πρώιµο υδρόβιο χηλικεραιωτό 
Limulus polyphemus, η έκφραση του nubbin περιορίζεται σε εξαρτήµατα του οπίσθιου 
µέρους του σώµατος, τα οποία λειτουργούν ως βράγχια και ονοµάζονται book gills 
(βιβλιοβράγχια). Στην αράχνη Cupenius salei, αντιπρόσωπο των χερσαίων χηλικεραιωτών, 



παρατηρήθηκε συνδυασµένη έκφραση του apterous και του nubbin σε µία σειρά οµόλογων 
εξαρτηµάτων στο οπίσθιο πάλι µέρος του σώµατός, τα οποία φαίνεται να έχουν 
προσαρµοστεί στο χερσαίο τρόπο ζωής και λειτουργούν ως αναπνευστικά όργανα, 
βιβλιοπνεύµονες και τραχείες, καθώς και ως όργανα µε τα οποία οι αράχνες υφαίνουν τον 
ιστό τους. Τα µοριακά αυτά δεδοµένα, σε συνδυασµό µε παλαιοντολογικές και µορφολογικές 
παρατηρήσεις του 19ου αιώνα (Lankester, 1885), σύµφωνα µε τις οποίες οι βιβλιοπνεύµονες 
των χερσαίων χηλικεραιωτών προήλθαν από την εγκόλπωση των βραγχίων των υδρόβιων 
προγόνων τους, υποστηρίζουν την υπόθεση ότι τα φτερά των εντόµων, τα οπίσθια 
εξαρτήµατα των χηλικεραιωτών και τα βράγχια των καρκινοειδών είναι οµόλογες δοµές που 
έχουν την προέλευσή τους στους επιποδίτες/ βράγχια των προγονικών υδρόβιων αρθροπόδων 
της Καµβρίου. 

 
Ένα πολύ ενδιαφέρον στοιχείο που προκύπτει από τις παραπάνω µελέτες είναι ότι η 

εξέλιξη των φτερών των εντόµων από τα βράγχια προγονικών υδρόβιων αρθροπόδων, θα 
πρέπει να συνδυάστηκε µε µία σειρά γενετικών και αναπτυξιακών αλλαγών απαραίτητων για 
την διαφοροποίηση και τον σχηµατισµό του προτύπου του φτερού. Τα προγονικά βράγχια 
των υδρόβιων αρθροπόδων, όπως φαίνεται στα απολιθώµατά τους, καθώς και τα βράγχια 
πολλών σηµερινών υδρόβιων καρκινοειδών, είναι δοµές χωρίς κανένα ίχνος διαφοροποίησης 
κυρίως όσον αφορά τον νωτιαίο/κοιλιακό τους άξονα. Αντίθετα, όπως θα αναφερθώ και στην 
συνέχεια τα φτερά των εντόµων είναι διαφοροποιηµένα νωτιαίο/κοιλιακά, αποτελούνται από 
επίπεδες και διακριτές νωτιαίες και κοιλιακές επιφάνειες και ένα επίσης διαφοροποιηµένο 
περιθώριο. Το νωτιαίο/κοιλιακό αυτό πρότυπο, καθορίζεται από µία ιεραρχία γονιδίων, η 
οποία είναι πολύ καλά µελετηµένη στον οργανισµό µοντέλο Drosophila melanogaster, και 
από πολύ αρχικά αναπτυξιακά στάδια διαφοροποιεί τον εµβρυϊκό δίσκο του φτερού σε 
νωτιαίο και κοιλιακό διαµέρισµα. 

Το ερώτηµα που θέλω να µελετήσω στην εργασία µου είναι το πότε και το πώς προέκυψε 
αυτή η ιεραρχία γονιδίων που οδήγησε στο νωτιαίο/κοιλιακό πρότυπο των φτερών των 
εντόµων. Για τον σκοπό αυτό θα µελετήσω το πρότυπο έκφρασης οµόλογων γονιδίων της 
ιεραρχίας αυτής, σε διαφορετικά είδη καρκινοειδών, τους πιο κοντινούς ζωντανούς συγγενείς 
των εντόµων. Η µελέτη αυτή θα µας δώσει πληροφορίες για το ποια από αυτά τα γονίδια 
συνεκφράζονταν ήδη στα βράγχια των κοινών προγόνων των εντόµων και των καρκινοειδών 
καθώς και για το ποια από αυτά  χρειάστηκε η επιπλέον στρατολόγησή της έκφρασής τους 
στα φτερά κατά την διάρκεια της εξέλιξης του κλάδου των εντόµων. Επιπλέον η 
χρονικοτοποπική έκφραση των γονιδίων που θα βρεθεί να συνεκφράζονται στα βράγχια των 
καρκινοειδών ίσως θα µας δώσει πληροφορίες για τον βαθµό στον οποίο προϋπήρχε η 
ρυθµιστική ιεραρχία που συναντάµε σήµερα στα φτερά καθώς και για τους επιπλέον 
ρυθµιστικούς µηχανισµούς που πρέπει να ‘ανακαλύφθηκαν’ στον κλάδο των εντόµων 
προκειµένου να πάρουµε το διαφοροποιηµένο νωτιαιο/κοιλιακό πρότυπο του φτερού. Τα 
γονίδια που επέλεξα να µελετήσω σε µία πρώτη φάση είναι τα οµόλογα  των apterous, fringe 
και serrate, τα οποία όπως θα αναφέρω στη συνέχεια έχουν καθορισµένο χρονικό και τοπικό 
πρότυπο έκφρασης στο νωτιαίο διαµέρισµα του δίσκου του φτερού της ∆ροσόφιλας, και είναι 
απαραίτητα για την δηµιουργία του νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου. Αλλά υποψήφια γονίδια 
είναι τα οµόλογα των tartan, capricious και msh. 

Η κλωνοποίηση των οµόλογων των γονιδίων αυτών και ο έλεγχος του προτύπου έκφρασής 
τους, αρχικά επιλέχτηκε να γίνει στο καρκινοειδές µαλακόστρακο Parhyale hawaiensis. Το 
υδρόβιο αυτό αµφίποδο σε αντίθεση µε την Αρτέµια στην οποία είχαν γίνει οι προηγούµενες 
µελέτες, έχει επιποδίτες/ βράγχια, τα οποία παρουσιάζουν κάπως διαφοροποιηµένη 
µορφολογία. ∆εν µοιάζουν µε σάκους αλλά αποτελούνται από δύο επίπεδες επιφάνειες στο 
περιθώριο των οποίων υπάρχει µία ζώνη κυττάρων µε διαφορετική µορφολογία. Το αµφίποδο 
αυτό, είναι ένας οργανισµός που έχει αρχίσει να προσελκύει το ενδιαφέρον για τέτοιου είδους 



συγκριτικές µελέτες. Χαρακτηρίζεται από µεγάλη ποικιλία εξαρτηµάτων καθ΄ όλο το µήκος 
του σώµατός του, γεγονός που το καθιστά ιδανικό οργανισµό για µελέτες τις εξέλιξης των 
εξαρτηµάτων στα αρθρόποδα. Καλλιεργείται και αναπαράγεται εύκολα στο εργαστήριο, 
έχοντας σχετικά µικρό χρόνο κάθε γενιάς, ενώ είναι δυνατή η µελέτη όλων των εµβρυϊκών 
σταδίων ανάπτυξής του. Στο αµφίποδο αυτό έχουν ήδη γίνει πειράµατα lineage tracing των 
εµβρυϊκών του σταδίων (Gerberding et al), ενώ έχουν αρχίσει να αναπτύσσονται στο 
εργαστήριο από τον Τάσο Παυλόπουλο τεχνικές γενετικής τροποποίησης του, οι οποίες θα 
φανούν πολύτιµες για περαιτέρω διερεύνηση του ερωτήµατος που έθεσα, καθώς και για την 
συστηµατική ανάλυση πολλών άλλων πτυχών της ανάπτυξης και εξέλιξης των καρκινοειδών. 

Οι φυλογενετικές σχέσεις στο φύλο των αρθροπόδων δεν έχουν επακριβώς διελευκανθεί. 
Μοριακές φυλογενετικές µελέτες των τελευταίων ετών, υποστηρίζουν την συγγενική σχέση 
των εντόµων και των καρκινοειδών και τοποθετούν την οµάδα των µυριάποδων πιο κοντά 
στα χηλικεραιωτά. Κάποιες µάλιστα από αυτές, υποστηρίζουν, ότι η συγγένεια των εντόµων 
µε τα µαλακόστρακα είναι µεγαλύτερη από αυτή των µαλακόστρακων µε τα υπόλοιπα 
καρκινοειδή (Wilson et al, 2000). Στην υπόθεση αυτή συνηγορούν και συγκριτικές 
µορφολογικές µελέτες που έχουν γίνει στο νευρικό σύστηµα και τα µατιών των δύο αυτών 
οµάδων (Averof and Akam, 1993). Τα στοιχεία αυτά, πιστεύω ότι προσθέτουν ένα επιπλέον 
ενδιαφέρον στη ιδέα να ξεκινήσει η µελέτη της εξελικτικής προέλευσης του 
νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου των φτερών των εντόµων σε έναν αντιπρόσωπο της οµάδας των 
µαλακόστρακων, όπως είναι το αµφίποδο Parhyale hawaiensis 

 
 
 
 
 
 

 

 
                       Bασικά δοµικά χαρακτηριστικά του αµφίποδου Parhyale hawaiensis 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
Καθορισµός του νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου στο φτερό της ∆ροσόφιλας 
 

Τα φτερά της ενήλικης ∆ροσόφιλας, παρουσιάζουν µορφολογική διαφοροποίηση στον 
νωτιαίο/κοιλιακό άξονα. Αποτελούνται από δύο επίπεδες επιφάνειες οι οποίες διακρίνονται 
µε βάση τέσσερα δοµικά χαρακτηριστικά σε νωτιαία και κοιλιακή. Τα χαρακτηριστικά αυτά 
είναι η µορφολογία των τριχών στο πρόσθιο µέρος του περιθωρίου του φτερού και η θέση 
συγκεκριµένων αισθητήριων οργάνων σε αυτό, η παρουσία ή απουσία τριχών στην alula και 
τέλος ο προσανατολισµός των πτυχώσεων που παρατηρούνται στις φλεβώσεις κατά µήκος 
του φτερού. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
∆οµικά χαρακτριστικά µε τα οποία διακρίνονται η νωτιαία και κοιλιακή επιφάνεια του ενήλικου φτερού της 

∆ροσόφιλας.  
 
Στο πρόσθιο µέρος τους περιθωρίου του φτερού υπάρχουν τρεις σειρές τριχών από τις 

οποίες δύο βρίσκονται στη νωτιαία επιφάνεια του φτερού και η τρίτη βρίσκεται στην 
κοιλιακή επιφάνεια. Στη νωτιαία επιφάνεια η µία σειρά τριχών αποτελείται από παχιές 
µηχανοαισθητήριες τρίχες, ενώ η δεύτερη από λεπτές και καµπυλωτές χηµειοαισθητικές. 
Στην κοιλιακή επιφάνεια του χείλους η σειρά τριχών αποτελείται από λεπτές τρίχες ανάµεσα 
στις οποίες και συγκεκριµένα σε κάθε πέµπτη θέση υπάρχει µία χηµειοαισθητική. Στην alula 
του φτερού υπάρχει µόνο µία σειρά τριχών, η οποία βρίσκεται αποκλειστικά στην κοιλιακή 
επιφάνεια.  Στο φτερό υπάρχουν επίσης διαφοροποιηµένες 5 διαµήκεις φλεβώσεις (L1-L5). Η 
L1 βρίσκεται ταυτόχρονα και στην κοιλιακή και στη νωτιαία επιφάνεια, ενώ οι υπόλοιπες 
βρίσκονται τοποθετηµένες και πτυχώνονται ασύµµετρα πάνω στις δύο επιφάνειες του 
φτερού. Η πτυχωµένη επιφάνεια της φλέβωσης αποτελείται από δύο µε τρεις σειρές 
κυττάρων που έχουν διαφορετικό χρωµατισµό, ενώ η απέναντι µη πτυχωµένη επιφάνεια 
αποτελείται από µία µόνο σειρά κυττάρων. Είναι χαρακτηριστικό ότι οι φλεβώσεις  L3 και 
L5, καθώς και το πιο αποµακρυσµένο κοµµάτι της L4 πτυχώνονται στην νωτιαία επιφάνεια 
του φτερού, ενώ η L2 και το υπόλοιπο κοµµάτι της L4 πτυχώνονται στην κοιλιακή (Milan et 
al, 2001a). 

Οι παραπάνω µορφολογικές παρατηρήσεις, βοηθούν τους ερευνητές στην µελέτη του 
καθορισµού του νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου, αλλά παράλληλα αποτελούν µία ένδειξη για το 
πόσο αυστηρά καθορισµένο είναι αυτό το πρότυπο στο φτερό της ∆ροσόφιλας. 



 
Το νωτιαίο/κοιλιακό αυτό πρότυπο του ενήλικου φτερού καθορίζεται στα πολύ πρώιµα 

αναπτυξιακά στάδια της ∆ροσόφιλας, στον εµβρυϊκό δίσκο του φτερού, ο οποίος στα µέσα 
περίπου της ανάπτυξής του έχει διαχωριστεί σε δύο διακριτά διαµερίσµατα το νωτιαίο και 
κοιλιακό. Πειράµατα γενετικών µωσαϊκών στον δίσκο του φτερού, έχουν δείξει ότι από την 
στιγµή που καθορίζονται αυτά τα διαµερίσµατα, τα όρια µεταξύ τους είναι ευθεία και 
αυστηρά καθορισµένα µε αποτέλεσµα να µην παραβιάζονται ποτέ από κλώνους κυττάρων 
που προέρχονται από το ένα ή το άλλο διαµέρισµα (Garcia-Bellido, 1973). Στο όριο αυτών 
των διαµερισµάτων σχηµατίζεται σε µία σειρά ειδικευµένων κυττάρων ένα σηµατοδοτικό 
κέντρο το οποίο είναι υπεύθυνο για την αύξηση του ιστού καθώς και για τον καθορισµό του 
νωτιαίο/κοιλιακού προτύπου στο ενήλικο φτερό. Είναι προφανές ότι παραβίαση αυτών των 
ορίων και ανάµειξη κυττάρων στην περιοχή αυτή έχει σαν αποτέλεσµα την αποδιοργάνωση 
του σηµατοδοτικού κέντρου, µε σοβαρές συνέπειες στον έλεγχο της αύξηση και τον 
σχηµατισµό του προτύπου στο φτερό. Τέλος τα κύτταρα του δίσκου του φτερού, ανάλογα µε 
την το διαµέρισµα στο οποίο ανήκουν, προγραµµατίζονται έτσι ώστε να διαφοροποιούνται σε 
κύτταρα µε κοιλιακή ή νωτιαία ταυτότητα. 

 
Το νωτιαιο/κοιλιακού αυτό πρότυπο του δίσκο του φτερού, ρυθµίζεται από µία ιεραρχία 

γονιδίων και αναπτυξιακών µηχανισµών, στην οποία κυρίαρχη θέση κατέχει το γονίδιο 
apterous.  

Το γονίδιο apterous ανήκει στην οικογένεια των LIM-homeodomain µεταγραφικών 
παραγόντων και είναι το γονίδιο επιλογέας (selector gene), για τον διαχωρισµό του δίσκου 
του φτερού σε νωτιαίο και κοιλιακό διαµέρισµα. Στα µέσα της ανάπτυξης του δίσκου αρχίζει 
η έκφραση του apterous σε µία οµάδα κυττάρων από τα οποία θα προκύψει το νωτιαίο 
διαµέρισµα. Καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης του φτερού, η έκφραση του apterous, 
περιορίζεται στο διαµέρισµα αυτό. Από τα κύτταρα που δεν θα εκφράσουν apterous, θα 
προκύψει το κοιλιακό διαµέρισµα. Το apterous, ως γονίδιο επιλογέας έχει τρεις βασικές 
λειτουργίες: είναι υπεύθυνο για την δηµιουργία του σηµατοδοτικού κέντρου στο όριο των 
δύο διαµερισµάτων (Irvine, 1999), για την εξασφάλιση του ορίου συνάφειας ανάµεσα στα 
δύο διαµερίσµατα (Milan and Cohen, 1999) και τέλος για τον καθορισµό της νωτιαίας 
ταυτότητας στα κύτταρα όπου εκφράζεται (Milan et al 2001a). 

Η δηµιουργία του σηµατοδοτικού κέντρου στο όριο των δύο διαµερισµάτων επιτυγχάνεται 
µε την ενεργοποίηση του Notch σηµατοδοτικού µονοπατιού σε µία πολύ µικρή λωρίδα 
κυττάρων, γύρω από το όριο αυτό. Το µονοπάτι αυτό επάγει µε την σειρά του την έκφραση 
γονιδίων στόχων όπως το wg, vg και cut, τα οποία είναι υπεύθυνα για την αύξηση του ιστού 
και την οργάνωση του νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου. Για την περιορισµένη ενεργοποίηση του 
Notch σε αυτή την λωρίδα των κυττάρων, είναι απαραίτητη η δράση του γονιδίου apterous, 
το οποίο ρυθµίζει την τοπική και χρονική έκφραση τριών γονιδίων, του fringe, του serrate και 
του delta. To serrate και το delta, κωδικοποιούν δύο διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, πλούσιες σε 
EGF repeats, οι οποίες λειτουργούν ως προσδέτες του υποδοχέα Notch. Το fringe 
κωδικοποιεί για µία γλυκοζυλτρανσφεράση, η οποία έχει την ικανότητα να τροποποιεί την 
ευαισθησία του Notch ως προς την ενεργοποίησή του από τους δύο προσδέτες καθιστώντας 
το περισσότερο ευαίσθητο για ενεργοποίηση από το delta και λιγότερο από το serrate 
(Bruckner et al, 2000) . 

Αρχικά, τόσο ο υποδοχέας Notch, όσο και ο προσδέτης του delta, εκφράζονται 
οµοιόµορφα και στα δύο διαµερίσµατα του δίσκου. Στο νωτιαίο διαµέρισµα του δίσκου, όµως 
η πρωτεΐνη apterous, καταστέλλει την έκφραση του delta και επάγει την έκφραση των serrate 
και fringe. Έτσι διαχωρίζεται το πρότυπο της έκφρασης των προσδετών του Notch στα δύο 
διαµερίσµατα του δίσκου. Το serrate εκφράζεται στο νωτιαίο διαµέρισµα και το delta στο 
κοιλιακό. Παράλληλα, ο Notch υποδοχέας τροποποιείται στο νωτιαίο διαµέρισµα από το 



fringe, έτσι ώστε να είναι περισσότερο ευαίσθητος για σηµατοδότηση από το Delta και όχι 
από το Serrate Το αποτέλεσµα είναι το Serrate να µπορεί να σηµατοδοτεί µόνο προς το 
κοιλιακό διαµέρισµα, το Delta µόνο προς το νωτιαίο και εποµένως το σηµατοδοτικό µονοπάτι 
του Notch να ενεργοποιείται ισχυρά µόνο σε µία στενή λωρίδα κυττάρων κατά µήκος του 
ορίου (Panin et al, 1997). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχηµατική, περιληπτική, αναπαράσταση του ρυθµιστικού µηχανισµού για τον περιορισµό της ενργοποίησης 

του Notch µονοπατιού στο όριο των δύο διαµερισµάτων στον δίσκο του φτερού.  
 
Υπάρχουν και άλλοι ρυθµιστικοί µηχανισµοί που περιορίζουν το σηµατοδοτικό κέντρο 

στο νωτιαιο/κοιλιακό όριο, όπως είναι η ενεργοποίηση του Dsh από το wg, το οποίο 
προσδένεται στον υποδοχέα Notch και µειώνει την ενεργότητά του (Axelrod et al, 1996), 
καθώς και η δράση της πρωτεΐνης nubbin η οποία περιορίζει το εύρος στο οποίο η 
ενεργοποίηση του Notch µπορεί να επάγει την έκφραση του wg (Neumann and Cohen, 1998). 
Επίσης από την στιγµή που εγκαθιδρυθεί το σηµατοδοτικό κέντρο, ξεκινά µία σειρά 
αµφίδροµων ρυθµιστικών µηχανισµών µεταξύ του wg και των προσδετών serrate και delta µε 
σκοπό την διατήρηση της έκφρασής τους στο όριο των διαµερισµάτων (deCelis and Bray, 
1997). Τέλος, τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει αρκετές µελέτες που φανερώνουν ότι υπάρχει 
µία πολύ αυστηρή χρονική ρύθµιση της ενεργότητας του ίδιου του apterous, η οποία είναι 
απαραίτητη για την δηµιουργία ενός φυσιολογικού φτερού (Milan and Cohen, 2000, Weihe et 
al, 2001). 

Παράλληλα µε την δηµιουργία του σηµατοδοτικού αυτού κέντρου, µεγάλη σηµασία έχει 
και η δηµιουργία του ορίου συνάφειας ανάµεσα στα δύο αυτά διαµερίσµατα, προκειµένου να 
αποφευχθεί η ανάµειξη κυτταρικών πληθυσµών. Και στην περίπτωση αυτή φαίνεται να είναι 
καταλυτική η δράση του επιλογέα γονιδίου apterous. Οι παρατηρήσεις των Milan και Cohen, 
1999, οι οποίοι έδειξαν ότι η ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µηχανισµού δεν είναι από 
µόνη της ικανή να υποστηρίξει το όριο συνάφειας, καθώς και το γεγονός ότι η σηµατοδότηση 
του Notch είναι συµµετρική και προς τις δύο κατευθύνσεις του ορίου, οδήγησε τους 
ερευνητές προς την αναζήτηση άλλων παραγόντων εξαρτώµενων από την πρωτεΐνη apterous. 
Πρόσφατα βρέθηκαν δύο γονίδια τα tartan και capricious, τα οποία φαίνεται να είναι 
υπεύθυνα για την ρύθµιση του ορίου συνάφειας. Η έκφραση των γονιδίων αυτών επάγεται 
από την πρωτεΐνη apterous και περιορίζεται στο νωτιαίο διαµέρισµα. Κωδικοποιούν για δύο 
διαµεµβρανικές πρωτεΐνες πλούσιες σε εξωκυττάρια LRR repeats, οι οποίες είναι ικανές να 
παρέχουν στα κύτταρα που εκφράζονται συνάφεια για κύτταρα του νωτιαίου διαµερίσµατος 
(Milan et al, 2001b).  

Τέλος όσον αφορά την ιδίοτητα του apterous να προσφέρει νωτιαία τύχη στα κύτταρα που 
το εκφράζουν, πρόσφατα βρέθηκε ότι επιτυγχάνεται µέσω της επαγωγής της έκφρασης της 



homeodomain πρωτεΐνης msh στα κύτταρα του νωτιαίου διαµερίσµατος του φτερού. (Milan 
et al, 2001a). 

 
Ελπίζω, ότι µέσα από αυτή την αναφορά των ρυθµιστικών µηχανισµών που καθορίζουν το 

νωτιαιο/κοιλιακό πρότυπο στο φτερό της ∆ροσόφιλας, να έγινε κατανοητή η αρχική επιλογή 
των γονιδίων apterous, fringe και serrate προκειµένου να µελετήσω την εξελικτική 
προέλευση του προτύπου αυτού. Τα γονίδια αυτά έχουν σαφώς καθορισµένο τοπικό και 
χρονικό πρότυπο έκφρασης στον δίσκο του φτερού της ∆ροσόφιλας η ακεραιότητα του 
οποίου είναι απαραίτητη για τον φυσιολογικό σχηµατισµό του ενήλικου φτερού.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υλικά και Μέθοδοι 



Κατασκευή εκκινητών 
Για την αποµόνωση και κλωνοποίηση των γονιδίων apterous, serrate και fringe από το 

αµφίποδο P.hawainesis, δηµιουργήθηκαν εκφυλισµένοι εκκινητές οι οποίοι 
χρησιµοποιήθηκαν στην συνέχεια σε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR). Αρχικά 
έγινε σύγκριση γνωστών αµινοξικών αλληλουχιών από οµόλογα γονίδια που έχουν 
αποµονωθεί από διαφορετικούς οργανισµούς, µε το πρόγραµµα CLUSTALW. Βρέθηκαν 
περιοχές που παρουσιάζουν µεγαλύτερο βαθµό συντήρησης και οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν 
για τον σχεδιασµό των εκφυλισµένων εκκινητών. 

Από τη αµινοξική αλληλουχία µπορούµε να συµπεράνουµε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία. 
Ωστόσο, λόγο εκφυλισµού του γενετικού κώδικα κάθε αµινοξύ αντιπροσωπεύεται από 
περισσότερες από µία τριπλέτες. Έτσι σε θέσεις όπου υπήρχαν δύο πιθανά νουκλεοτίδια 
τοποθετήθηκαν και τα δύο, ενώ σε θέσεις που υπήρχαν τρία ή τέσσερα πιθανά νουκλεοτίδια 
τοποθετήθηκε ινοσίνη. 
 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

Κάθε αντίδραση PCR είχε τελικό όγκο 25µl και την παρακάτω σύσταση: 10mM Tris-HCl 
(pH 8.5), 50mM KCl, 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl2, 200mM από κάθε dNTP και 25 
pmoles από κάθε εκκινητή. Για τις αντιδράσεις αυτές χρησιµοποιήθηκε η πολυµεράση 
Taq2000TM της εταιρείας STRATAGENE. Οι συνθήκες υβριδοποίησης που 
χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε αντίδραση PCR, επιλέχθηκαν µε βάση τις ανώτατες και 
κατώτατες Τm θερµοκρασίες των εκκινητών, οι οποίες υπολογίστηκαν µε τον απλό τύπο Tm= 
20C(Α+Τ)+40(G+C). Οι πέντε πρώτοι κύκλοι PCR γίνονται σε χαµηλή θερµοκρασία 
υβριδοποίησης, γιατί δεν λαµβάνονται υπόψη οι θέσεις περιορισµού στο 5΄-άκρο των 
εκκινητών, ενώ στους υπόλοιπους κύκλους η θερµοκρασία αυξάνεται γιατί 
συµπεριλαµβάνεται και το Tm των θέσεων περιορισµού 
 
Σύνθεση first strand cDNA από P.hawaiensis 

Τα αµφίποδα καλλιεργούνται στο εργαστήριο σε νερό µε 3% θαλασσινό αλάτι και συνεχή 
παροχή αέρα. Στην καλλιέργεια αυτή τα αµφίποδα αναπαράγονται κατά την διάρκεια όλου 
του χρόνου. Τα θηλυκά αµφίποδα µετά την γονιµοποίησή τους, διατηρούν τα έµβρύα πάνω 
στο σώµα τους, µέχρι τη στιγµή που αυτά θα εκκολαφθούν. Η εµβρυϊκή ανάπτυξη των 
αµφιπόδων είναι άµεση και διαρκεί 10.5 µέρες στους 26οC. Για την συλλογή των εµβρύων, 
θηλυκά άτοµα ακινητοποιούνται σε θαλασσινό νερό µε 1% γαρυφαλλέλαιο και τα έµβρυα 
αποµακρύνονται από το σώµα τους µε την χρήση λαβίδων µε γυρτά άκρα.    

Για την κατασκευή first strand cDNA αποµονώθηκε ολικό mRNA από έµβρυα αµφιπόδων 
σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης, εφόσον δεν είναι γνωστό το στάδιο στο οποίο στο οποίο 
εκφράζονται τα γονίδια που θέλω να αποµονώσω. Η αποµόνωση του ολικού mRNA έγινε µε 
την χρήση µαγνητικών κόκκων που φέρουν επάνω τους ολιγονουκλεοτίδια oligo-dT(25), 
σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του κατασκευαστή (Dynabeads mRNA DIRECTTM Kit). 
Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν περίπου 100µg εµβρύων, που αντιστοιχούν σε όγκο 50µl, 
και τα οποία οµογενοποιήθηκαν σε 500µl lysis/binding διάλυµα. 

Για τη σύνθεση του first strand cDNA χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα το ολικό mRNA, το 
οποίο ήταν προσδεδεµένο πάνω στα oligo-dTs των µαγνητικών κόκκων και 
πραγµατοποιήθηκε µε την αντίδραση της αντίστροφης µεταγραφάσης, όπως προτείνεται στο 
kit SuperscriptII (GIBCOBRL).  Η αποτελεσµατικότητα της σύνθεσης του first strand cDNA 
ελέγχθηκε µε αντίδραση PCR, όπου χρησιµοποιήθηκαν εκφυλισµένοι εκκινητές σχεδιασµένοι 
για την αποµόνωση του γονιδίου collier. Οι αντιδράσεις έγιναν µε βάση τις συνθήκες που 
προτείνονται στην πτυχιακή της Βάλιας Σταµατάκη, οπότε και κατάφερα  να κλωνοποιήσω 
ένα κοµµάτι ~900 βάσεων, το οποίο αλληλουχήθηκε και βρέθηκε ότι είναι το οµόλογο του 
collier στο αµφίποδο P.hawaiensis. 



Αυτή η first strand cDNA βιβλιοθήκη χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση ενός µικρού 
κοµµατιού του Ph apterous. 

 
 
cDNA φαγική βιβλιοθήκη του P. hawaiensis 

Για την αποµόνωση των γονιδίων apterous, fringe και serrate, χρησιµοποιήθηκε και cDNA 
φαγική βιβλιοθήκη του αµφιπόδου P.hawaiensis η οποία ήταν µία ευγενική προσφορά από 
τον Ν.Patel. Υλικό από την βιβλιοθήκη αυτή χρησιµοποιήθηκε σε αντιδράσεις PCR, καθώς 
και για την σάρωσή της µε ειδικoυς και ετερόλογους ανιχνευτές των παραπάνω γονιδίων. Η 
βιβλιοθήκη αυτή κατασκευάστηκε από την εταιρία CLONTECH µε το SMARTTM kit σε 
λTriplEX2 φαγµιδιακό φορέα στον οποίο η κλωνοποίηση των cDNA είναι 
προσανατολισµένη. Η µετατροπή των λTriplEX2 φαγµιδιακών φορέων σε pTriplEX 
πλασµιδιακούς φορείς, δεν χρειάζεται την χρήση φάγων βοηθών, αλλά βασίζεται στον cre-
recombinase mediated οµόλογο ανασυνδυασµό των loxP θέσεων που βρίσκονται εκατέρωθεν  
της θέσης κλωνοποίησης των cDNA κοµµατιών. Ως κύτταρα ξενιστές των φάγων λTriplex2 
χρησιµοποιήθηκε το   βακτηριακό στέλεχος XL1-Blue. Για την τιτλοδότηση, καθώς και για 
την σάρωση της βιβλιοθήκης χρησιµοποιήθηκαν τα πρωτόκολλα της εταιρείας CLONTECH 
(λTriplEX & λTriplEX2 Libraries User Manual). Για τις συνθήκες υβριδοποίησης που 
χρησιµοποιήθηκαν για την σάρωση της βιβλιοθήκης θα αναφερθώ πιο αναλυτικά για κάθε 
ένα από τα γονίδια που µελετήθηκαν.   
 
Κλωνοποίηση των PCR προϊόντων 

Η κλωνοποίηση των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, έγινε στον 
φορέα pGEM-Teasy της εταιρείας Promega. Όπως είναι γνωστό οι κοινές Ταq πολυµεράσες 
προσθέτουν ανεξάρτητα από το υπόστρωµα µία δεοξυ-αδενοσίνη στο 3΄ άκρο των PCR 
προϊόντων. Ο φορέας pGEM-Teasy είναι γραµµικός και έχει 3΄-Τ άκρα στην θέση 
κλωνοποίησης των PCR προϊόντων, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται η αποτελεσµατικότητα της 
αντίδρασης σύνδεσης. Επίσης η κλωνοποίηση στον φορέα αυτό έχει το πλεονέκτηµα της 
µπλε/λευκής επιλογής. Ο έλεγχος της ένθεσης των PCR προϊόντων στον φορέα αυτό, µπορεί 
να γίνει εύκολα µε διαγνωστικές πέψεις µε τα ένζυµα περιορισµού EcoRI ή NotI, 
περιοριστικές θέσεις των οποίων βρίσκονται εκατέρωθεν της θέσης κλωνοποίησης.  
 
Ραδιοσήµανση ανιχνευτών 

Η ραδιοσήµανση των αλληλουχιών που χρησιµοποιήθηκαν ως ανιχνευτές για την σάρωση 
της φαγικής βιβλιοθήκης έγινε µε την διαδικασία του nick-transcription, η οποία 
περιγράφεται στο κεφ.10 των Sambrook et al. Επίσης σε µικρότερα κοµµάτια για τα οποία 
είχα κατάλληλους εκκινητές, επιλέχτηκε να γίνει ραδιοσήµανση µε PCR. Στην διαδικασία 
αυτή χρησιµοποιούνται περίπου 100ng του κοµµατιού που θέλουµε να ραδιοσηµανθεί. Η 
αντίδραση πολυµερισµού έχει την εξής σύσταση: 80µΜ dCTP, dGTP και dTTP, 25pmole από 
κάθε εκκινητή, 2U Taq πολυµεράσης και 3µl P32 dATP. Ακολουθούν 5 κύκλοι αντίδρασης 
στις κατάλληλες συνθήκες υβριδοποίησης, στο τέλος των οποίων προσθέτουµε 80µΜ dATP 
και 1U Ταq πολυµεράσης. Μετά την προσθήκη αυτή ακολουθούν 2 ακόµα κύκλοι και ένα 
τελευταίο βήµα επέκτασης πέντε λεπτών. Η προσθήκη του κρύου dATP στο τέλος του 
πέµπτου κύκλου, γίνεται για να αποφευχθεί η περίπτωση στην οποία θα έχουν εξαντληθεί όλα 
τα ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια, προκειµένου να πάρουµε ένα µόνο ραδιοσηµασµένο 
προϊόν στην αντίδραση αυτή, το οποίο θα έχει το σωστό µέγεθος.     
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Αποτελέσµατα 



Κλωνοποίηση µέρους της αλληλουχίας του Ph apterous. 
 

PCR µε εκφυλισµένους εκκινητές: Για την κλωνοποίηση µέρους της συντηρηµένης 
αλληλουχίας του apterous από το αµφίποδο P. hawaiensis, έγιναν PCR αντιδράσεις µε 
εκφυλισµένους εκκινητές που είχαν ήδη κατασκευαστεί από τον M.Αβέρωφ στα πλαίσια 
προηγούµενης µελέτη του προτύπου έκφρασης του apterous στην Artemia franciscana. Ως 
µήτρα για αυτές τις αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκε η first strand cDNA βιβλιοθήκη που 
κατασκεύασα από τα αµφίποδα καθώς και η φαγική cDNA βιβλιοθήκη που µας προσέφερε ο 
N.Patel. 

Η επιλογή των εκφυλισµένων εκκινητών για το apterous έγινε µε βάση συντηρηµένες 
περιοχές που προέκυψαν από την σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας των πρωτεϊνών 
apterous του ανθρώπου και της ∆ροσόφιλας. Στην Εικόνα1, φαίνεται η σύγκριση των 
αλληλουχιών αυτών καθώς και οι συντηρηµένες περιοχές µε βάση τις οποίες 
κατασκευάστηκαν οι εκφυλισµένοι εκκινητές. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 
ap-F1 (AVeKrWH):  5΄- GGAATTC GCI GTI GAI AA(AG) C(AG)I TGG CA –3΄ 
ap-F2 (IYCKnDYY): 5΄-GGAATTC ATI TAT TGT AA(AG) (AG)AI GA(TC) TA(TC) TA-3΄ 
ap-F3 (TMKSYFA):  5΄-GGAATTC ACI ATGAA(AG) TCI TA(TC) TT(TC) GC –3΄ 
ap-R2 (WFQNARA): 5΄-GCTCTAGA C(GT)I GC(AG) TT(TC) TG(AG) AAC CA-3΄ 
 

Με υπογράµµιση είναι σηµειωµένα τα νουκλεοτίδια που σχηµατίζουν τις θέσεις 
περιορισµού του εκκινητή, σε παρένθεση βρίσκονται οι θέσεις στις οποίες λόγω εκφυλισµού 
του γενετικού κώδικα έπρεπε να χρησιµοποιηθούν δύο νουκλεοτίδια. Ινοσίνη (Ι) έχει µπει 
στις θέσεις, όπου έπρεπε να χρησιµοποιηθούν τρία ή τέσσερα νουκλεοτίδια. 

Μέχρι σήµερα έχουν δοκιµαστεί όλα τα ζεύγη εκκινητών και µε τις δύο µήτρες (first 
strand cDNA και φαγική cDNA βιβλιοθήκη), σε διαφορετικές συνθήκες υβριδοποίησης, οι 
οποίες υπολογίστηκαν µε βάση τα Τm των εκκινητών. Για τους πέντε πρώτους κύκλους η 
υβριδοποίηση γίνεται σε χαµηλότερη θερµοκρασία, εφόσον δεν συµπεριλαµβάνεται το Tm 
των θέσεων περιορισµού, ενώ για του υπόλοιπους τριάντα κύκλους η θερµοκρασία 
υβριδοποίησης αυξάνεται. Ο χρόνος της επέκτασης σε κάθε αντίδραση PCR κυµαίνεται από 
ένα µε ενάµιση λεπτό ανάλογα µε το µέγεθος της αλληλουχίας του προϊόντος που αναµένω. 

Το ζεύγος των εκκινητών που έχει δώσει προϊόν µέχρι σήµερα είναι το apF3/R2. Οι 
εκκινητές αυτοί έχουν σχεδιαστεί πάνω στην οµοιοτική περιοχή (homeodomain) του γονιδίου 
apterous η οποία χαρακτηρίζεται από µεγάλο βαθµό συντήρησης. Το µέγεθος της 
αλληλουχίας που περιµένω είναι ακριβώς 137 βάσεις  

Το πρόγραµµα PCR  που χρησιµοποιήθηκε ήταν το εξής:  
 

950C, 5min  
950C, 1min 
420C, 1min      x5 
720C, 1min 
950C, 1min 
600C, 1min      x30 
720C, 1min 
720C, 10min 

Η αντίδραση αυτή µου έδωσε ένα µεγάλο αριθµό ζωνών, από τις οποίες η µία είχε το 
αναµενόµενο µέγεθος. Η ζώνη αυτή κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM-Teasy και έγινε το 
διάβασµα της αλληλουχίας. Πράγµατι διαπιστώθηκε ότι η περιοχή αυτή είναι η οµοιοτική 
περιοχή του apterous του αµφιπόδου. Στην Εικόνα 2 φαίνεται η σύγκριση της αµινοξικής 



αλληλουχίας της περιοχής αυτή του Ph apterous, µε τις αντίστοιχες περιοχές των οµόλογων 
πρωτεϊνών από την ∆ροσόφιλα, την Αρτέµια και τον Άνθρωπο. 
 

Το κοµµάτι αυτό της αλληλουχίας είναι πολύ µικρό για να χρησιµοποιηθεί ως ανιχνευτής 
για in situ υβριδοποίηση προκειµένου να µελετηθεί το πρότυπο έκφρασης του apterous στο 
αµφίποδο. Με σκοπό να αποµονώσω ένα µεγαλύτερο κοµµάτι αλληλουχίας, έχω ξεκινήσει 
δύο εναλλακτικές προσεγγίσεις, σάρωση και 5΄RACE PCR στην cDNA φαγική βιβλιοθήκη  
 

5΄RACE PCR στην cDNA φαγική βιβλιοθήκη: Με βάση την νουκλεοτιδική αλληλουχία 
του Phapterous, σχεδιάστηκε ένας ειδικός εσωτερικός reverse εκκινητής. Η αλληλουχία του 
είναι η εξής: 

 
Ph apHD: 5’- CGGGATCCTAGATCTTTTGCGTCTGG- 3’ 
 
Ο φορέας λTriplex2 της cDNA φαγικής βιβλιοθήκης έχει εκατέρωθεν της θέσης 

κλωνοποίησης των cDNA ενθεµάτων, αλληλουχίες δύο εκκινητών των λTriplEX 3’LD-Insert 
Screening Αmplimer (TriplexR1)  και λTriplEX 5’LD-Insert Screening Αmplimer 
(TriplexF1) οι οποίοι λόγω του µεγέθους και της νουκλεοτιδικής τους σύστασης µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για αποµόνωση ενθεµάτων µεγάλου µεγέθους. Οι εκκινητές αυτοί 
χρησιµοποιήθηκαν για 5΄RACE PCR σε συνδυασµό µε τον ειδικό εκκινητή. Επειδή η 
κλωνοποίηση των ενθεµάτων στο φορέα αυτό είναι προσανατολισµένη, µπορώ να γνωρίζω 
εξαρχής τα ζευγάρια εκκινητών που πρέπει να χρησιµοποιήσω στις PCR αντιδράσεις. 

Αρχικά έγινε µία πρωτογενής αντίδραση PCR µε τον συνδυασµό εκκινητών 
TiplexF1/apR2, η οποία δεν έδωσε κανένα προϊόν. Υλικό από αυτή την αντίδραση 
χρησιµοποιήθηκε σε ένα semi-nested PCR TriplexF1/Ph apHD, το οποίο έδωσε ζώνες, οι 
οποίες αυτή την στιγµή εξετάζονται. Προς το παρόν δεν έχω πάρει ένα µεγαλύτερο κοµµάτι 
της αλληλουχίας του Ph apterous, αλλά η ανάλυση των κλώνων και των συνθηκών PCR, δεν 
έχει ακόµα ολοκληρωθεί. 

Προκειµένου να πάρω καλύτερα αποτελέσµατα από την τεχνική αυτή ίσως να χρειαστεί να 
σχεδιάσω και έναν δεύτερο εσωτερικό ειδικό εκκινητή από την γνωστή αλληλουχία του 
apterous. Με τον τρόπο αυτό θα επιτύχω τόσο οι πρωτογενείς όσο και οι δευτερογενείς 
αντιδράσεις να έχουν µεγαλύτερη ειδικότητα. 
 
Σάρωση της φαγικής βιβλιοθήκης:  Μία εναλλακτική προσέγγιση προκειµένου να 
αποµονώσω ένα µεγαλύτερο κοµµάτι αλληλουχίας του Ph apterous είναι η σάρωση της 
φαγικής βιβλιοθήκης χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή το γνωστό κοµµάτι της οµοιοτικής 
περιοχής του γονιδίου που έχω καταφέρει να κλωνοποιήσω. Η ραδιοσήµανση του ανιχνευτή 
γίνεται µε αντίδραση PCR, χρησιµοποιώντας P32 dATP και το ζεύγος εκκινητών apF3/R2. Η 
διαδικασία της σάρωσης γίνεται µε βάση το πρωτόκολλο της CLONTECH (λTriplEX & 
λTriplEX2 Libraries User Manual) και τα φίλτρα που χρησιµοποιώ είναι τα Hybond-N της 
εταιρείας Amersham, Pharmacia. Η σάρωση έγινε σε περίπου 300.000 πλάκες (6 πιάτα των 
150mm γεµάτα µε φαγικές πλάκες που µόλις η µία ακουµπά την άλλη). Επειδή ο ανιχνευτής 
έχει πολύ µικρό µέγεθος (120bp), η υβριδοποίηση των φίλτρων γίνεται µε βάση το 
πρωτόκολλο της Clontech για υβριδοποίηση χρησιµοποιώντας ανιχνευτές- ολιγονουκλεοτίδια 
µικρότερα από 200bp. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο αυτό, υπολογίζεται η θερµοκρασία 
αποσύνδεσης (dissociation Td) του ανιχνευτή µε βάση τον τύπο  
Τd= 81.50C +16.6 Log10 [Na+]+0.41(%G/C)-500/n, όπου n είναι ο αριθµός των 
νουκλεοτιδίων. 
Η υβριδοποίηση των φίλτρων προτείνεται να γίνει σε θερµοκρασία 200C µικρότερη από την 
θερµοκρασία αποσύνδεσης του ανιχνευτή και σε διάλυµα 6xSSPE. Εφόσον η θερµοκρασία 



Τd του ανιχνευτή ξεπερνά τους 800C, όπως στην δική µου περίπτωση όπου 
Τd(apHD)=94,70C η υβριδοποίηση πρέπει να γίνει σε διάλυµα 1xSSPE, το οποίο έχει 
µικρότερη συγκέντρωση αλάτων Να+ και µειώνει την Τd του ανιχνευτή περίπου κατά 130C. 
Τα φίλτρα στην συνέχεια πλένονται σε ήπιες συνθήκες µε διάλυµα 2xSSC και 0,05% SDS για 
µία ώρα, και σε θερµοκρασία 100C πιο χαµηλή από την θερµοκρασία υβριδοποίησης. 

Σύµφωνα, µε το πρωτόκολλο αυτό η υβριδοποίηση του apterous ανιχνευτή στα φίλτρα, 
πρέπει να γίνει σε 1xSSPE διάλυµα στους 600C και τα πλυσίµατα στων φίλτρων σε 500C 

Φαγικές πλάκες που δίνουν θετικό σήµα στην διαδικασία της πρώτης υβριδοποίησης 
συλλέγονται από τα µεγάλα πιάτα µε την φαρδιά πλευρά ενός µπλε tip. Οι φάγοι 
εκχειλίζονται σε διάλυµα SM µε την προσθήκη χλωροφόρµιου τιτλοδοτούνται και 
απλώνονται σε νέα πιάτα όπου σαρώνονται για δεύτερη φορά. Η δεύτερη σάρωση γίνεται σε 
500-1000 αποικίες. Στην δεύτερη αυτή σάρωση περιµένει κανείς να δει από 1 έως 3 θετικά 
σήµατα. Πολύ προσεκτικά µε την λεπτή πλευρά µιας γυάλινης Pasteur, αφαιρούνται από το 
πιάτο µεµονωµένες θετικές πλάκες και γίνεται δεύτερη έκλουση του φάγου σε µικρό αυτή 
την φορά όγκο. Στην συνέχεια ακολουθεί η διαδικασία της µετατροπής του φάγου σε 
πλασµίδιο (excision assay). Στις λTriplEX φαγικές βιβλιοθήκες η µετατροπή αυτή, όπως 
ανέφερα και στα υλικά-µέθοδοι γίνεται µε οµόλογο ανασυνδυασµό. 

Μέχρι αυτή την στιγµή, έχω προλάβει να δοκιµάσω διαφορετικές συνθήκες 
υβριδοποίησης, ενώ παράλληλα ελέγχονται κάποια σήµατα που µπορεί να είναι αληθινά σε 
δεύτερη σάρωση. Ούτε και µε αυτή την µέθοδο δεν έχω καταλήξει ακόµα σε µεγαλύτερη 
αλληλουχία του Ph apterous. 
 
 
 Κλωνοποίηση µέρους της αλληλουχίας του Ph fringe  
 

PCR µε εκφυλισµένους εκκινητές: Για την κλωνοποίηση µέρους της συντηρηµένης 
αλληλουχίας του fringe από το αµφίποδο P. hawaiensis, έγιναν αρχικά PCR αντιδράσεις µε 
εκφυλισµένους εκκινητές χρησιµοποιώντας ως µήτρα, υλικό από την φαγική cDNA 
βιβλιοθήκη που µας προσέφερε ο N.Patel. 

Η επιλογή των εκφυλισµένων εκκινητών για το fringe έγινε µε βάση συντηρηµένες 
περιοχές που προέκυψαν από την σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας των πρωτεϊνών 
Fringe της ∆ροσόφιλας, της Ακρίδας, του Ποντικού και του Zebrafish µε το πρόγραµµα 
CLUSTALW. Στην Εικόνα3, φαίνεται η σύγκριση των αλληλουχιών αυτών καθώς και οι 
συντηρηµένες περιοχές µε βάση τις οποίες κατασκευάστηκαν οι εκφυλισµένοι εκκινητές. Οι 
αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
 
fng-F1a (FIAVKTT):  5΄- CGGGATCC TT(CT) ATI GCI GTI AA(AG) ACI AC –3΄ 
fng-F1s (FISVKTT):  5΄-CGGGATCC TT(CT) ATI AG(CT) GTI AA(AG) ACI AC-3΄ 
fng-Frace1 (FWFATGG):  5΄-CGGGATCC TT(CT) TGG TT(CT) GCI ACI GGI GG –3΄ 
fng-Frace2 (DDDNYVN): 5΄-CGGGATCC GAT GA(CT) GA(CT) AA(CT) TA(CT) GTI AA-3΄ 
fng-R1 (FHSHLE): 5΄-GGAATTC TC IAG (GA)TG IGA (GA)TG (GA)AA-3΄ 
 

Με υπογράµµιση είναι σηµειωµένα τα νουκλεοτίδια που σχηµατίζουν τις θέσεις 
περιορισµού του εκκινητή, σε παρένθεση βρίσκονται οι θέσεις στις οποίες λόγω εκφυλισµού 
του γενετικού κώδικα έπρεπε να χρησιµοποιηθούν δύο νουκλεοτίδια. Ινοσίνη (Ι) έχει µπει 
στις θέσεις, όπου έπρεπε να χρησιµοποιηθούν τρία ή τέσσερα νουκλεοτίδια. 

Οι εκκινητές fng-F1α και fng-F1s είναι σχεδιασµένοι πάνω στην ίδια συντηρηµένη 
περιοχή. Επειδή όµως το αµινοξύ S (σερίνη) που υπάρχει µόνο στην αµινοξική αλληλουχία 
του fringe της ∆ροσόφιλας κωδικοποιείται από µία τριπλέτα τελείως διαφορετική από αυτή 
της A (αλανίνης) των υπόλοιπων αλληλουχιών, θεωρήθηκε σωστό να κατασκευαστούν δύο 



εκκινητές για την ίδια περιοχή προκειµένου να µην αυξηθεί πολύ ο βαθµός εκφυλισµού τους. 
Οι forward εκκινητές fng-Frace1 και fng-Frace2, ονοµάστηκαν έτσι γιατί έχουν σχετικά 
µεγάλο Τm (54±3 και 50±5 αντίστοιχα) και θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν σε 3’ RACE 
PCR.  

Μέχρι σήµερα έχουν δοκιµαστεί όλα τα ζεύγη εκκινητών στην φαγική cDNA βιβλιοθήκη, 
σε διαφορετικές συνθήκες υβριδοποίησης, οι οποίες υπολογίστηκαν µε βάση τα Τm των 
εκκινητών. Για τους πέντε πρώτους κύκλους η υβριδοποίηση γίνεται σε χαµηλότερη 
θερµοκρασία, εφόσον δεν συµπεριλαµβάνεται το Tm των θέσεων περιορισµού, ενώ για του 
υπόλοιπους τριάντα κύκλους η θερµοκρασία υβριδοποίησης αυξάνεται. Ο χρόνος της 
επέκτασης σε κάθε αντίδραση PCR κυµαίνεται από ένα µε ενάµιση λεπτό ανάλογα µε το 
µέγεθος της αλληλουχίας του προϊόντος που αναµένω. 

Ο συνδυασµός των εκκινητών fng-Frace2/R1, χρησιµοποιήθηκε για πρωτογενή αντίδραση 
PCR σε 1µl από την φαγική βιβλιοθήκη σε ένα εύρος θερµοκρασιών υβριδοποίησης και δεν 
έδωσε καθόλου προϊόν. Οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής:    

 
950C, 5min  
950C, 1min 

                       31-410C, 1min      x5 
720C, 1min 
950C, 1min 

                       55-650C, 1min      x30 
720C, 1min 
720C, 10min 
 

Από την αντίδραση που έλαβε χώρα στις πιο ήπιες συνθήκες χρησιµοποιήθηκε 1µl για µία 
ηµι-δευτερογενή αντίδραση (semi-nested) µε τον συνδυασµό εκκινητών fng-Frace1/R1. Στο 
προϊόν της αντίδρασης αυτής υπήρχαν αρκετές ζώνες µία από τις οποίες είχε το αναµενόµενο 
µέγεθος ~200bp.Η ζώνη αυτή κλωνοιποιήθηκε στον φορέα pGEM-Teasy και έγινε το 
διάβασµα της αλληλουχίας. Πράγµατι διαπιστώθηκε ότι η περιοχή αυτή αποτελεί µέρος του 
γονιδίου Ph fringe. Στην Εικόνα 4 φαίνεται η σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας της 
περιοχής αυτή του Ph fringe, µε τις αντίστοιχες περιοχές των οµόλογων πρωτεϊνών από την 
∆ροσόφιλα, την Ακρίδα και τον Άνθρωπο. 

Παράλληλα µε εµάς, µια περιοχή του Ph fringe, αποµονώθηκε στο εργαστήριο του 
N.Patel, η νουκλεοτιδική αλληλουχία της οποίας µας προσφέρθηκε για σύγκριση. Όπως 
φαίνεται στην Εικόνα 5 οι δύο αυτές αλληλουχίες επικαλύπτονται σε ένα µεγάλο κοµµάτι 
τους.  

Όπως και στην περίπτωση του apterous, το κοµµάτι αυτό της αλληλουχίας είναι πολύ 
µικρό (200bp) για να χρησιµοποιηθεί ως ανιχνευτής για in situ υβριδοποίηση προκειµένου να 
µελετηθεί το πρότυπο έκφρασης του fringe στο αµφίποδο. Με ανάλογο τρόπο προκειµένου 
να αποµονώσω ένα µεγαλύτερο κοµµάτι αλληλουχίας, έχω ξεκινήσει σάρωση και 3΄/5’RACE 
PCR στην cDNA φαγική βιβλιοθήκη  
 

3΄και 5΄RACE PCR στην cDNA φαγική βιβλιοθήκη: Όπως και στην περίπτωση του 
Phapterous, σχεδίασα πάνω στη γνωστή αλληλουχία του Ph fringe, δύο ειδικούς εκκινητές, 
έναν forward και ένα reversed. Οι αλληλουχίες των εκκινητών αυτών είναι οι εξής: 

 
fng-spF1: 5’- GACGTCCATCCGCGCTCCTCTCA- 3’ 
fng-spR1: 5’- CCAGCAATAGGCATCATGCGAAGGCC-3’ 
 



Οι εκκινητές αυτοί σχεδιάστηκαν χωρίς θέσεις περιορισµού και µε τέτοιο τρόπο ώστε οι 
συνθήκες υβριδισµού τους να ταιριάζουν µε αυτούς των εκκινητών της cDNA βιβλιοθήκης. 

Όπως και στην περίπτωση του apterous, δοκίµασα µία σειρά PCR αντιδράσεων 
χρησιµοποιώντας τους εκκινητές της βιβλιοθήκης TriplexF1 και TriplexR1 σε συνδυασµό µε 
τους εκφυλισµένου και ειδικούς εκκινητές του fringe. Οι θέσεις των εκκινητών πάνω στην 
αλληλουχία του fringe φαίνονται στην Εικόνα 5. 

Όσον αφορά την 5’ περιοχή του γονιδίου, δοκιµάστηκε αρχικά µία πρωτογενής αντίδραση 
µε το ζεύγος εκκινητών TiplexF1/fng-R1, η οποία µου έδωσε πάνω από µία ζώνες. Σε 
διαφορετικές αραιώσεις από το προϊόν της αντίδρασης αυτής έγιναν semi-nested αντιδράσεις 
PCR, µε τον συνδυασµό εκκινητών TriplexF1/fng-spR1. Και στην περίπτωση αυτή πήρα στο 
προϊόν περισσότερες από µία ζώνες. Κάποιες από αυτές τις ζώνες έχουν κλωνοποιηθεί και 
έχουν διαβαστεί, αλλά προκύπτει ότι δεν αντιστοιχούν στο γονίδιο fringe. Παρόλα αυτά λόγω 
του τρόπου της κατασκευής των cDNA βιβλιοθηκών, πολλές φορές η επέκταση κατά την 
αντίστροφη µεταγραφή προς το 5΄ των cDNA δεν είναι ολοκληρωµένη, µε αποτέλεσµα να 
µην είναι δυνατός ο υπολογισµός του αναµενόµενου µεγέθους του κοµµατιού που προσπαθεί 
κανείς να αποµονώσει. Η ανάλυση όλων των ζωνών δεν έχει ολοκληρωθεί ακόµα. Ένα θετικό 
στοιχείο είναι ότι όταν κάνω semi-nested PCR, στην πρωτογενή αντίδραση TriplexF1/fng-
spR1 µε τους ειδικούς εκκινητές fng-spF1/fng-spR1, παίρνω µία µόνο ζώνη ακριβώς στο 
αναµενόµενο µέγεθος. 

Όσον αφορά την 3’ περιοχή του γονιδίου, δοκιµάστηκε αρχικά ο συνδυασµός fng-spF1/ 
TriplexR1, στο προϊόν του οποίου έγινε semi-nested PCR µε τους εκκινητές fng-Frace1/ 
TriplexR1. Και σε αυτή την περίπτωση έχουν προκύψει ζώνες από τις οποίες κάποιες έχουν 
αναλυθεί χωρίς θετικό αποτέλεσµα., όµως και σε αυτή την περίπτωση η διαδικασία δεν έχει 
ολοκληρωθεί. 

Παρόλα αυτά πιστεύω, ότι θα πρέπει όπως και στην περίπτωση του apterous, να 
σχεδιαστούν και εσωτερικοί ειδικοί εκκινητές, ώστε οι πρωτογενείς και δευτερογενείς 
αντιδράσεις PCR να έχουν µεγαλύτερη ειδικότητα.  
 
Σάρωση της φαγικής βιβλιοθήκης: Όπως και στην περίπτωση του apterous εναλλακτικά 
προκειµένου να αποµονώσω ένα µεγαλύτερο κοµµάτι αλληλουχίας του Ph fringe  έχω 
αρχίσει την διαδικασία της σάρωση της φαγικής βιβλιοθήκης χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή 
το γνωστό κοµµάτι του γονιδίου που έχω καταφέρει να κλωνοποιήσω. Η ραδιοσήµανση του 
ανιχνευτή γίνεται µε αντίδραση PCR, χρησιµοποιώντας P32 dATP και το ζεύγος εκκινητών 
fng-Frace1/fngR1. Η διαδικασία της σάρωσης είναι η ίδια µε αυτήν που περιγράφεται και για 
το apterous. Και στην περίπτωση αυτή η υβριδοποίηση των φίλτρων γίνεται µε βάση το 
πρωτόκολλο της Clontech για υβριδοποίηση χρησιµοποιώντας ανιχνευτές- ολιγονουκλεοτίδια 
µικρότερα από 200bp. 

Η θερµοκρασία Τd του fringe ανιχνευτή είναι αρκετά µεγάλη Τd(fng)=980C, εφόσον το 
µέγεθος του ανιχνευτή βρίσκεται στο ανώτατο όριο των 200bp. Εποµένως σύµφωνα, µε το 
πρωτόκολλο αυτό η υβριδοποίηση του fringe ανιχνευτή στα φίλτρα, πρέπει να γίνει σε 
1xSSPE διάλυµα στους 650C και τα πλυσίµατα στων φίλτρων στους 550C και σε ήπιες 
συνθήκες µε διάλυµα 2xSSC και 0,05% SDS για µία ώρα 

Μέχρι αυτή την στιγµή, έχω προλάβει να δοκιµάσω διαφορετικές συνθήκες 
υβριδοποίησης, ενώ παράλληλα ελέγχονται κάποια σήµατα που µπορεί να είναι αληθινά σε 
δεύτερη σάρωση. Ούτε και µε αυτή την µέθοδο δεν έχω καταλήξει ακόµα σε µεγαλύτερη 
αλληλουχία του Ph fringe. 

 
 
 
 



Κλωνοιποίηση µέρους της αλληλουχίας του Ph serrate 
 

PCR µε εκφυλισµένους εκκινητές: Για την κλωνοποίηση µέρους της συντηρηµένης 
αλληλουχίας του serrate από το αµφίποδο P. hawaiensis, έγιναν αρχικά PCR αντιδράσεις µε 
εκφυλισµένους εκκινητές χρησιµοποιώντας ως µήτρα υλικό από την φαγική cDNA 
βιβλιοθήκη που µας προσέφερε ο N.Patel. 

Η επιλογή των εκφυλισµένων εκκινητών για το serrate έγινε µε βάση συντηρηµένες 
περιοχές που προέκυψαν από την σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας των οµόλογων 
πρωτεϊνών Serrate της ∆ροσόφιλας, του Xenopus και του Ποντικού µε το πρόγραµµα 
CLUSTALW. Στην Εικόνα 6, φαίνεται η σύγκριση των αλληλουχιών αυτών καθώς και οι 
συντηρηµένες περιοχές µε βάση τις οποίες κατασκευάστηκαν οι εκφυλισµένοι εκκινητές. Οι 
αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
 
ser-F1 (GnFELEI):  5΄- CGGGATCC GGI (AC)AI TT(CT) GA(AG) TTI GA(AG) AT –3΄ 
ser-F2 (CLKEYQ): 5΄-CGGGATCC TG(CT) TTI AA(AG) GA(AG) TA(CT) CA-3΄ 
ser-F3 (vCdTNW):  5΄-CGGGATCC TI TG(TC) GAI ACI AA(TC) TGG G –3΄ 
ser-R1 (DvNECE): 5΄- GGAATTC TC (GA)CA (TC)TC (GA)TT IGC (GA)TC -3΄ 
ser-R2 (CdTNWG): 5΄- GGAATTC CC CCA (GA)TT IGT ITC (GA)CA -3΄ 
ser-R3 (CqNGGT): 5΄- GGAATTC GT ICC ICC (GA)TT IT(GT) (GA)CA-3΄ 
 

Με υπογράµµιση είναι σηµειωµένα τα νουκλεοτίδια που σχηµατίζουν τις θέσεις 
περιορισµού του εκκινητή, σε παρένθεση βρίσκονται οι θέσεις στις οποίες λόγω εκφυλισµού 
του γενετικού κώδικα έπρεπε να χρησιµοποιηθούν δύο νουκλεοτίδια. Ινοσίνη (Ι) έχει µπει 
στις θέσεις, όπου έπρεπε να χρησιµοποιηθούν τρία ή τέσσερα νουκλεοτίδια. 

Μέχρι σήµερα έχουν δοκιµαστεί όλα τα ζεύγη εκκινητών στην φαγική cDNA βιβλιοθήκη, 
σε διαφορετικές συνθήκες υβριδοποίησης, οι οποίες υπολογίστηκαν µε βάση τα Τm των 
εκκινητών. Κάποιες ζώνες έχουν κλωνοποιηθεί και σταλεί για αλληλούχιση, χωρίς κάποιο 
θετικό αποτέλεσµα. Παρόλα αυτά η ανάλυση δεν έχει ακόµα ολοκληρωθεί. 

Όπως µπορεί να δει κανείς, αν εξαιρέσουµε την DSL (Delta/Serrate/Lag-2) περιοχή του 
serrate, η οποία είναι περισσότερο συντηρηµένη, οι υπόλοιπες περιοχές των οµόλογων serrate 
πρωτεϊνών, δεν παρουσιάζουν πολύ µεγάλο βαθµό συντήρησης και η επιλογή των εκκινητών 
ήταν αρκετά δύσκολη. Ο βαθµός εκφυλισµού τους είναι αρκετά µεγάλος και η θερµοκρασίες 
υβριδισµού για αυτόν τον λόγο είναι χαµηλές. Εποµένως αν και θα συνεχιστούν οι 
προσπάθειες κλωνοποίησης του γονιδίου αυτού µε εκφυλισµένο PCR, έχω ξεκινήσει µία 
εναλλακτική προσέγγιση µε σάρωση της  φαγικής cDNA βιβλιοθήκης. 
 
Σάρωση της φαγικής βιβλιοθήκης: Η διαδικασία της σάρωσης γίνεται, όπως περιγράφεται 
στην περίπτωση του apterous. Επειδή, όµως δεν έχει επιτευχθεί µέχρι σήµερα η κλωνοποίηση 
µέρους της αλληλουχίας του Ph serrate από το αµφίποδο, ως ανιχνευτής έχει χρησιµοποιηθεί 
κοµµάτι της αλληλουχίας του γονιδίου serrate από την ∆ροσόφιλα. 

Ο S.Cohen, µας προσέφερε το cDNA του serrate (5546bp) από την ∆ροσόφιλα 
κλωνοποιηµένο σε pBluescript πλασµιδιακό φορέα. Από την κατασκευή αυτή αποµόνωσα 
µετά από πέψη µε Kpn περιοριστικό ένζυµο ένα κοµµάτι 2410bp το οποίο θα χρησιµοποιήσω 
ως ανιχνευτή. Το κοµµάτι ξεκινά από την θέση 567 µέχρι την θέση 2978 του serrate cDNA 
και περιέχει την συντηρηµένη DSL περιοχή του γονιδίου. Η ραδιοσήµανση του κοµµατιού 
αυτού έγινε µε nick-translation (Sambrook et al.). 

Επειδή ο ανιχνευτή είναι ετερόλογος, οι συνθήκες υβριδοποίησης και πλυσίµατος των 
φίλτρων θα πρέπει να είναι ήπιες. Έχουν δοκιµαστεί και δοκιµάζονται αρκετές συνθήκες στον 
πρώτο γύρο της σάρωσης.  
 



∆οκιµή RNA in situ υβριδοποίησης στο αµφίποδο P.hawaiensis. 
 

Η τεχνική της RNA in situ υβριδοποίησης χρησιµοποιείται για την ανίχνευση του 
προτύπου έκφρασης του mRNA υπό µελέτη γονιδίων πάνω στον ιστό ενός οργανισµού. 
Μπορεί να χρησιµοποιηθεί σε τοµές ιστού ή και σε ολόκληρο τον οργανισµό και βασίζεται 
στην κατασκευή DIG-σηµασµένων anti-sense RNA ανιχνευτών, οι οποίοι υβριδοποιούνται µε 
το mRNA του γονιδίου στόχου. Η ανάλυση που µπορεί να πάρει κανείς µε την τεχνική αυτή 
είναι σε επίπεδο κυττάρου. 

Με αυτή την τεχνική, σκοπεύω να αναλύσω το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων apterous, 
fringe και serrate στο αµφίποδο P.hawaiensis, από την στιγµή που καταφέρω να 
κλωνοποιήσω αλληλουχίες κατάλληλου µεγέθους για την κατασκευή RNA ανιχνευτών 
(>500bp).  

Όπως αναφέρω στα Υλικά και Μέθοδοι, κατά την διάρκεια του ελέγχου της ποιότητας της 
first strand cDNA βιβλιοθήκης που κατασκεύασα από το αµφίποδο, είχα την τύχη να 
αποµονώσω µία µεγάλη περιοχή του γονιδίου Ph collier (~900bp), µε εκφυλισµένους 
εκκινητές που είχε σχεδιάσει η Βάλια Σταµατάκη, κατά την διάρκεια της Πτυχιακής της. Το 
κοµµάτι αυτό κλωνοποιήθηκε κατάλληλα στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript και 
χρησιµοποιήθηκε για την σύνθεση RNA ανιχνευτή προκειµένου να δοκιµάσω την τεχνική της 
in situ υβριδοποίησης στα αµφίποδα. Παράλληλα, και για τον ίδιο λόγο µας προσφέρθηκε 
από τον N.Patel, ένα κοµµάτι της αλληλουχίας του γονιδίου Ph hairy από το αµφίποδο, το 
πρότυπο έκφρασης του οποίου είχε ήδη αναλυθεί µε την τεχνική αυτή στο εργαστήριο του.  

Και για τα δύο αυτά γονίδια κατασκεύασα sense (για τον έλεγχο της ειδικότητας της 
υβριδοποίησης) και anti-sense RNA ανιχνευτές χρησιµοποιώντας τα MEGAscript T3 και T7 
kit της Ambion και δοκίµασα το πρωτόκολλο για in situ υβριδοποίηση µε DIG-σηµασµένους 
RNA ανιχνευτές και SDS το οποίο έχει τροποποιηθεί κατάλληλα για έµβρυα αµφιπόδων 
(Gleich et al.). Πράγµατι, κατάφερα να αναπαράγω το πρότυπο µεταµεριδίωσης του Ph hairy, 
το οποίο παρατηρείται σε πολύ πρώϊµα στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης του αµφιπόδου ενώ 
για το Ph collier, παίρνω ένα πρότυπο έκφρασης σε πρώϊµα επίσης στάδια το οποίο φαίνεται 
ειδικό, αλλά δεν έχει γίνει ακόµα αναλυτική µελέτη του. 

Με τις δοκιµές αυτές κατάφερα να εξοικειωθώ περισσότερο µε τον οργανισµό αυτό, τόσο 
στην συλλογή εµβρύων, όσο και για την προετοιµασία που χρειάζονται πριν 
χρησιµοποιηθούν για in situ. Τα έµβρυα αυτά περιβάλλονται από µία µε δύο µεµβράνες, 
ανάλογα µε το στάδιο στο οποίο βρίσκονται. Προκειµένου να γίνει αποτελεσµατική 
µονιµοποίηση του ιστού οι µεµβράνες αυτές πρέπει να αφαιρεθούν. Σε έµβρυα που 
βρίσκονται σε νωρίς στάδια ανάπτυξης η αφαίρεση πρέπει να γίνει µε πολύ προσεκτικούς 
χειρισµούς, ώστε να µην τραυµατιστεί ο ιστός, χρησιµοποιώντας πολύ µυτερές λαβίδες ή και 
tungsten βελόνες. Σε έµβρυα που βρίσκονται σε µεγαλύτερα στάδια ανάπτυξης, η αφαίρεση 
των µεµβρανών µπορεί να γίνει µε το ίδιο πρωτόκολλο που χρησιµοποιείται για την 
αποµάκρυνση της βιτελλινικής µεµβράνης στα έµβρυα ∆ροσόφιλας, µε την χρήση επτανίου 
και µεθανόλης.  

 
 
 
 



Εικόνα 1: Σύγκριση αµινοξικών αλληλουχιών οµόλογων apterous γονιδίων και θέσεις 
εκφυλισµένων εκκινητών 
 
 
Dm_ap          MGVCTEERPVMHWQQSARFLGPGAREKSPTPPVAHQGSNQCGSAAGANNNHPLFRACSSS 
Hs_ap           -----------------------------------------------------------
- 
                                                                             
 
Dm_ap          SCPDICDHSTKPFGNAYGTESFRSYETADRATFEDSAAKFSISRSRTDCTEVSDETTSGI 
Hs_ap           --------------------------MDRRAKSEAPAISSAIDRG--------------
- 
                                             **  *  *   .* *                 
              apF1 
Dm_ap          SFKTEPFGPPSSPESTSDSKITRNLDDCSGCGRQIQDRFYLSAVEKRWHASCLQCYACRQ 
Hs_ap           --DTETTMPSIS----SD----RAALCAGCGGKISDRYYLLAVDKQWHMRCLKCCECKL 
                   **   *  *    **         *.*** .* **.** **.*.**  **.*  *.  

LIM-1

       apF2 
Dm_ap          PLERESSCYSRDGNIYCKNDYYSFFGTRRCSRCLASISSNELVMRARNLVFHVNCFCCTV 
Hs_ap          NLESELTCFSKDGSIYCKEDYYRRFSVQRCARCHLGISASEMVMRARDLVYHLNCFTCTT 
                 ** * .*.*.** **** ***  *  .**.**   **. *.***** **.*.***.**  
 
Dm_ap          CHTPLTKGDQYGIIDALIYCRTHYSIAREGDTASSSMSATYPYSAQFGSPHNDSSSPHSD 
Hs_ap           CNKMLTTGDHFGMKDSLVYCRLHFEALLQG--------EYPAHFNHADVAAAAAAAAAA 
                *.  ** **..*. *.*.*** *.    .*          **   .       ...  .  
 
Dm_ap           PSRSIVPTGIFVPASHVINGLPQPARQKGRPRKRK-P---KDIEAFTANIDLNTEYVDF 
Hs_ap           KSAGLGAAGANPLGLPYYNGVGTVQ-KGRPRKRKSPGPGADLAAYNAALSCNENDAEHL 
                 *  .  .*         **.      ******** *    *. *..* .  * ..     
       apF3 
Dm_ap          GRGSHLSSSSRTKRMRTSFKHHQLRTMKSYFAINHNPDAKDLKQLSQKTGLPKRVLQVWF 
Hs_ap          DRDQPYPSSQKTKRMRTSFKHHQLRTMKSYFAINHNPDAKDLKQLAQKTGLTKRVLQVWF 
                 *     ** .**********************************.***** 
******** 
      apR2 
Dm_ap           QNARAKWRRMMMKQDGSGLLEKGEGALDLDSIS-VHSPTSFILGGPNSTPPLNLD---- 
Hs_ap          QNARAKFRRNLLRQENTGVDKSTDAALQTGTPSGPASELSNASLSPSSTPTTLTDLTSPT 

LIM-2

HD

LIM-2

HD 

                ****** ** ...*...*.    . **   . *   *  *     * ***    *      
 
Dm_ap           -------------------------------- 
Hs_ap           LPTVTSVLTSVPGNLEGHEPHSPSQTTLTNLF 
                                                 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2: Σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας της οµοιοτικής περιοχής του Ph apterous, 
µε τις οµοιοτικές περιοχές οµόλογων apterous γονιδίων. 
 
 
 
Dm_apHD         TKRMRTSFKHHQLRTMKSYFAINHNPDAKDLKQLSQKTGLPKRVLQVWFQNARAK 
Hs_apHD         TKRMRTSFKHHQLRTMKSYFAINHNPDAKDLKQLAQKTGLTKRVLQVWFQNARAK 
Af_apHD         TKRMRTSFKHHQLRTMKSYFAINQNPDAKDLKQLAQKTGLSKRVLQVW------- 
Ph_apHD         --------------TMKSYFALNQNPDAKDLKQLAQKTGLPKRVLQVWFQNAR-- 
                              *******.*.**********.***** *******        



Εικόνα 3: Σύγκριση αµινοξικών αλληλουχιών οµόλογων fringe γονιδίων και θέσεις 
εκφυλισµένων εκκινητών. 
 
 
 
Dm_fng                  
               MMSLTVLSPPQRFKRILQAMMLAVAVVYMTLLLYQSAYGYPGIQVPHSQVDALASEAVTT 
Sg_fng          ----------------------------------------------------------- 
Mm_mfng         --------MHCRLFRGMAGALFTLLCVGLLSLRYHSSLSQRMIQG------ALRLN--- 
Dr_lfng         ---MLKTYRGKVVVSLAGATVTCLGFLLFLSQHQRIQADGMQNESEVGLRSLQSLGDSE 
                                                                             
 
Dm_fng         HRDQLLQDYVQSSTPTQPGAGAPAASPTTVIIRKDIRSFNFSDIEVSERPTATLLTELAR 
Sg_fng          ----------------------------------------------------------- 
Mm_mfng         ----------------------------------------------------------- 
Dr_lfng         T------------------------------------DDGAQPEQNAKKGFSAYFSKLT 
                                                                             
          fng-F1a/s 
Dm_fng         RSRNGELLRDLSQRAVTATPQPPVTELDDIFISVKTTKNYHDTRLALIIKTWFQLARDQT 
Sg_fng          ----------------------------------------------------------- 
Mm_mfng         --QR-------------NPGPLELQLGDIFIAVKTTWAFHRSRLDLLLDTWVSRIRQQT 
Dr_lfng        RSRREADKPSEAPGAATDAPPAEDISADDIFIAVKTTKKFHRSRLDLLLDTWISRNMRQT 
                                                                             
                               
                                                                 Fng-Frace2 
Dm_fng         WFFTDTDDHYYQEKTKGHLINTKCSQGHFRKALCCKMSAELDVFLESGKKWFCHFDDDNY 
Sg_fng          ---------------GIRHETNCSSSHNRKALCCKMSVEFDVFLESNKKWFCHVDDDNY 
Mm_mfng        FIFTDSPDERLQERLGPHLVVTNCSAEHSHPALSCKMAAEFDAFLVSGLRWFCHVDDDNY 
Dr_lfng        YIFTDGEDEELKKKIGSHAINTNCSAAHSRQALSCKMAVEYDKFIESGKKWFCHVDDDNY 
                                    * **  * . **.***. * * *. *. .**** ***** 
           fng-Frace2 
Dm_fng         VNVPRLVKLLDEYSPSVDWYLGKPSISSPLEIHLDSKNTTTNKKITFWFATGGAGFCLSR 
Sg_fng          VNVPRLVRVLSGYNPQQDWYLGKPSIRAPLEILN--RDNTAQKISFWFATGGAGFCLSR 
Mm_mfng         VNPKALLQLLKTFPQDRDVYVGKPSLNRPIHASELQSKNRTKLVRFWFATGGAGFCINR 
Dr_lfng         VNTKTLVKLLSNYPHTQDMYIGKPSLDRPIEATERLGDNKMRPVNFWFATGGAGFCISR 
                **   *...*  .    * *.****.  *.         .  . . ***********.* 
             fng-R1 
Dm_fng         ALTLKMLPIAGGGKFISIGDKIRFPDDVTMGFIIEHLLKVPLTVVDNFHSHLEPMEFIRQ 
Sg_fng         ALALKMMPVASGGKFISIGEKIRLPDDVTMGYIIEHMLQKPLTVIEQFHSHLEPMKFLRP 
Mm_mfng        QLALKMVPWASGSHFVDTSALIRLPDDCTVGYIIECKLGGRLQPSPLFHSHLETLQLLGA 
Dr_lfng        GLALKMSPWASGGHFMNTAEKIRLPDDCTIGYIIESVLGVSLTRSSLFHSHLENLQQVSK 
                 *.*** * * * .*.     ** *** *.*.***  *   *     ****** .  .   
 
Dm_fng          DTFQDQVSFSYAHMKN-QWNVIKVDG-FDMKTDPKRFYSLHCQLFPYFSFCPPR--- 
Sg_fng          DTIQDQITFSYSHYSKDEMNVVKIDG-FDKRIDPTRFLSIHCFLFPYFSFCPR---- 
Mm_mfng         AQLPEQVTLSYGVFEG-KLNVIKLPGPFSHEEDPSRFRSLHCLLYPDTPWCPLLAAP 
Dr_lfng         SEVHKQITLSYGMFEN-KRNIINMKGAFSVEEDPSRFKSVHCLLYPDTPWCPPQVAY 
                     *.. **        *.. . * *    ** ** *.** *.*    **      
 



Εικόνα 4: Σύγκριση της αµινοξικής αλληλουχίας της περιοχής του Ph fringe, µε αντίστοιχες 
περιοχές οµόλογων fringe γονιδίων. 
 
 
Drome_fng      FWFATGGAGFCLSRALTLKMLPIAGGGKFISIGDKIRFPDDVTMGFIIEHLLKVPLTVVD 
Sch_fng        FWFATGGAGFCLSRALALKMMPVASGGKFISIGEKIRLPDDVTMGYIIEHMLQKPLTVIE 
Homo_m_fng     FWFATGGAGFCINRKLALKMAPWASGSRFMDTSALIRLPDDCTMGYIIECKLGGRLQPSP 
Ph_fng         FWFATGGAGFCISRSLGLRMMPIAGGGKLVSIGDKIRLPDDVTIGYVIEHLLRQKLTVVD 
                ***********. * * *.* * * * . .     ** *** *.*..**  *   *     
 
Drome_fng       NFHSHLE 
Sch_fng         QFHSHLE 
Homo_m_fng      LFHSHLE 
Ph_fng          LFHSHLE 
                 ****** 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5: Σύγκριση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του Ph fringe που αποµονώθηκε κατά 
την διάρκεια της εργασίας µου, µε την αλληλουχία του Ph fringe που µας προσφέρθηκε από 
τον N. Patel 
 
 
PhfngNP        CATCAATGCCCTTGTTGATACTCTGGGCAGCTATGATCACAAAAAATATTGGTATTTGGG 
PhfngTS        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
         fng-spF1 
PhfngNP        ACGGACGTCCATCCGCGCTCCTCTCAAAATTCTCAATAGAGATGATGTCACTCAACACAT 
PhfngTS        ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
        fng-Frace1 
PhfngNP        TGTGTTTTGGTTTGCTACGGGTGGTGCTGGCTTCTGTATATCTCGCTCGCTGGGCCTTCG 
PhfngTS        ----TTTTGGTTTGCTACGGGTGGTGCTGGCTTCTGTATATCTCGCTCGCTGGGCCTTCG 
                              
               ******************************************************** 
   
        fng-spR1 
PhfngNP        CATGATGCCTATTGCTGGAGGTGGAAAGCTGGTCAGTATTGGCGACAAGATACGTCTC-- 
PhfngTS        CATGATGCCTATTGCTGGAGGTGGAAAGCTGGTCAGTATTGGCGACAAGATACGTCTCCC 
                       
               **********************************************************   
 
PhfngNP        ------------------------------------------------------------ 
PhfngTS        TGATGACGTCACCATTGGCTACGTTATTGAGCATTTATTGCGGCAGAAGCTGACGGTCGT 
                                                                             
            fng-R1 
PhfngNP        ------------------------ 
PhfngTS        CGATCTCTTCCATTCCCACCTCGA 
                                          
 
 



Εικόνα 6: Σύγκριση αµινοξικών αλληλουχιών οµόλογων serrate γονιδίων και θέσεις 
εκφυλισµένων εκκινητών 
 
 
 
Dm_ser         MFRKHFRRKPATSSSSLSSLESTIESPDSLGMSKKTATKRQRPRHRVPKIATLPSTIRDC 
Xl_ser         --------------------------------------------MRFPRRALSP------ 
Mm_ser         --------------------------------------------MRSPRTRGRPGRP--- 
                                                             * *.    *       
           serF1  
Dm_ser         RSLKSACNLIALILILLVHKISAAGNFELEILEISNTNSHLLNGYCCGMPAELRATKTIG 
Xl_ser         ------LLVSALLCLLRIKVSIASGQFELEILSMQNPNGELQSGNCCDG---QRNPTDRK 
Mm_ser         -----LSLLLALLCALRAKVCGASGQFELEILSMQNVNGELQNGNCCGG---VRNPGDRK 
                        . **.  *  .   *.*.****** . * *  *  * **      *       
         serF2 
Dm_ser          CS--PCTTAFRLCLKEYQTTEQGASISTGCSFGNATTKILGGSSFVLSDP--GVGAIVL 
Xl_ser          CSRDECDTYFKVCLKEYQSRVSAG--GACSFGTGYTPVIGGNSFNLKYSRNNERNRIVL 
Mm_ser          CTRDECDTYFKVCLKEYQSRVTAG--GPCSFGSGSTPVIGGNTFNLKASRGNDRNRIVL 
                *.  * * *..******.          ****   * ..** .* *        . *** 
 
Dm_ser         PFTFRWTKSFTLILQALDMYNTSYPDAERLIEETSYSGVILPSPEWKTLDHIGRNARITY 
Xl_ser          PFSFAWPRSYTLVVEAWDYNNDTNDPGDLIDKALHSGMINPSRQWQTLKQNAGMTYFEY 
Mm_ser          PFSFAWPRSYTLLVEAWDSSNDTIQPDSIIEKASHSGMINPSRQWQTLKQNTGIAHFEY 
                **.* * .*.**...* *  * .     .*. .  **.* ** .*.** .    .   * 
 
Dm_ser         RVRVQCAVTYYNTTCTTFCRPRDDQFGHYACGSEGQKLCLNGWQGVNCEEAICKAGCDPV 
Xl_ser         QIRVICDEHYYGFGCNKFCRPRDDFFGHYTCDLNGNKTCLEGWMGPECSTAICRQGCSSK 
Mm_ser         QIRVTCDDHYYGFGCNKFCRPRDDFFGHYACDQNGNKTCMEGWMGPDCNKAICRQGCSPK 
                ..** *   **.  *. ******* ****.*   *.* *. ** *  *  ***. **    
             serF3/serR2 
Dm_ser         HGKCDRPGECECRPGWRGPLCNECMVYPGCKHGSCNGSAWKCVCDTNWGGILCDQDLNFC 
Xl_ser         HGTCKTPGECRCQYGWQGQYCDKCIPHPGCVHGTCNEPWQCLCETNWGGQLCDKDLNYC 
Mm_ser         HGSCKLPGDCRCQYGWQGLYCDKCIPHPGCVHGTCNEPWQCLCETNWGGQLCDKDLNYC 
               ** *  **.* *. **.*  *  *.  *** **.**   *.*.*.***** ***.***.* 
 
Dm_ser         GTHEPCKHGGTCENTAPDKYRCTCAEGLSGEQCEIVEHPCATRPCRNGGTCTLKTSNRTQ 
Xl_ser         GTYQPCLNGGTCSNTGPDKYQCSCPEGYSGQNCEIAEHACLSDPCHNGGSCLETSVG--- 
Mm_ser         GTHQPCLNRGTCSNTGPDKYQCSCPEGYSGPNCEIAEHACLSDPCHNRGSCKETSSG--- 
               ** .** . *** ** ****.*.* ** ** .*** ** * . **.* *.*   . .    
 
Dm_ser         AQVYRTSHGRSNMGRPVRRSSSMRSLDHLRPEGQALNGSSSSGLVSLGSLQLQQQLAPDF 
Xl_ser         -----------------------------------------------------------F 
Mm_ser         -----------------------------------------------------------F 
                                                                          * 
               serR1 
Dm_ser         TCDCAAGWTGPTCEINIDECAGGPCEHGGTCIDLIGGFRCECPPEWHGDVCQVDVNECEA 
Xl_ser         ECQCARGWTGPTCSINIDECSPNPCGYGGTCQDLIDGFKCICPSQWTGKTCQIDANECEA 
Mm_ser         ECECSPGWTGPTCSTNIDDCSPNNCSHGGTCQDLVNGFKCVCPPQWTGKTCQLDANECEA 
               * *. *******  ***.*. . *  **** **. **.* ** .* *  **.* ***** 
 
Dm_ser         PHSAGIAANALLTTTATAIIGSNLSSTALLAALTSAVASTSLAIGPCINAKECRNQPGSF 
Xl_ser         --------------------------------------------KPCVNANSCRNLIGSY 
Mm_ser         --------------------------------------------KPCVNARSCKNLIASY 
                                                            **.**  *.*   *. 
 
Dm_ser         ACICKEGWGGVTCAENLDDCVGQCRNGATCIDLVNDYRCACASGFTGRDCETDIDECATS 
Xl_ser         YCNCLPGWTGQNCDININDCLGQCQNGGTCKDLVNGFRCICPPGYAGERCEKDVNECVSN 
Mm_ser         YCDCLPGWMGQNCDININDCLGQCQNDASCRDLVNGYRCICPPGYAGDHCERDIDECASN 
                * *  ** * .*  *. **.***.*  .* **** .** *  *..*  ** *. ** .  
 



Dm_ser         PCRNGGECVDMVGKFNCICPLGYSGSLCEEAKENCTPSPCLEGHCLNTPEGYYCHCPPD 
Xl_ser         PCLNGGHCQDEINGFQCLCPAGFSGNLCQLDIDYCEPDPCQNGAQCFNLATDYFCNCSED 
Mm_ser         PCLNGGHCQNEINRFQCLCPTGFSGNLCQLDIDYCEPNPCQNGAQCYNRASDYFCKCPED 
               ** *** *   .. *.*.** *.** **.   . * * **  * .* *    *.* *  * 
 
Dm_ser         RAGKHCEQLRPLCSQPPCNEGCFANVSLATSATTTTTTTTTATTTRKMAKP---SG--- 
Xl_ser         YEGKNCSHLKDHCRTTPCEVIDSCTVAVASNSTPEGVRYISSNVCGPHGKCRSQSGGKFT 
Mm_ser         YEGKNCSHLKDHCRTTTCEVIDSCTVAMASNDTPEGVRYISSNVCGPHGKCKSQSGGKFT 
                **.* .*.  *    *     ..*..*.  *       ... .    *    **     
 
Dm_ser          --------------------LPCSGHGSCEMSDVGTFCKCHVGHTGTFCEHNLNECSPN 
Xl_ser         CECKKGFTGTYCHENINDCESNPCNNGGTCIDGVNSYKCICSNGWEGIYCETNINDCSKN 
Mm_ser         CDCNKGFTGTYCHENINDCESNPCKNGGTCIDGVNSYKCICSDGWEGAHCENNINDCSQN 
                                     ** . *.*        * *  *  *  ** *.*.** * 
           serR3 
Dm_ser         PCRNGGICLDGDGDFTCECMSGWTGKRCSERATGCYAGQCQNGGTCMPG----------- 
Xl_ser         PCYNGGTCRDLVNDFYCECKNGWKGKTCHSRDSQCDEATCNNGGTCYDEGDTFKCICSPG 
Mm_ser         PCHYGGTCRDLVNDFYCDCKNGWKGKTCHSRDSQCDEATCNNGGTCYDEVDTFKCMCPGG 
               **  ** * *  .** *.*  ** ** *  * . *    *.*****               
 
Dm_ser          --------APDKALQP---------------HCRCAPGWTGLFCAEAIDQCRGQPCHNG 
Xl_ser         WEGATCNIARNSSCLPNPCFNGGTCVVRGDSFTCVCKEGWEGPTCSQNTNDCSPHPCYNS 
Mm_ser         WEGTTCNIARNSSCLPNPCHNGGTCVVNGDSFTCVCKEGWEGPICTQNTNDCSPHPCYNS 
                        *   .  *                 * *  ** *  *..    *  .** *  
 
Dm_ser         GTCESGAGWFRCVCAQGFSGPDCRINVNECSPQPCQGGATCIDGIGGYSCICPPGRHGLR 
Xl_ser         GTCVDGDNWYRCECAPGFAGPDCRININECQSSPCAFGATCIDEINGYRCTCPPGRSGPR 
Mm_ser         GTCVDGDNWYRCECAPGFAGPDCRININECQSSPCAFGATCVDEINGYQCICPPGHSGAK 
               ***  * .*.** ** **.*******.***   **  ****.* *.** * ****. * . 
 
Dm_ser         CEILLSDPKSACQNASNTISPYTALNRSQNWLDIALTGRTEDDENCNACVCENGTSRCTN 
Xl_ser         CQEVTGRP---CITNGHMMP----------------DGEKWNDDCNSCQCLNGKVTCSK 
Mm_ser         CHEVSGRS---CITMGRVIL----------------DGAKWDDD-CNTCQCLNGRVACSK 
                *  .       * .    .                  *    *. **.* * **   *.  
 
Dm_ser         LWCGLPNCYKVDPLSKSSNLSGVCKQHEVCVPALSETCLSSPCNVRGDCRALEPSRRVAP 
Xl_ser         VWCG-PQRCDING-------DSECPAGQTCVPVRDNHCFVPPCTGLGECWPTNQP----- 
Mm_ser         VWCG-PRPCRLHKS------HNECPSGQSCIPVLDDQCFVRPCTGVGECRSSSLQ----- 
                .*** *    .            *   . *.*     *   **.  *.*            
 
Dm_ser         PRLPAKSSCWPNQAVVNENCARLTILLALERVGKGASVEGLCSLVRVLLAAQLIKKPAST 
Xl_ser          --PVKTKCNANASYQDASCANITFTFNKEMMSPGLTTESICNELRNLNILKNVSAEYSI 
Mm_ser          ---PVKTKCTSDSYYQDNCANITFTFNKEMMSPGLTTEHICSELRNLNILKNVSAEYSI 
                   * *. *          ** .*     * .  * . * .*  .* *   . .    *  
 
Dm_ser         FGQDPGMLMVLCDLKTGTNDTVELTVSSSKLNDPQLPVAVGLLGELLSSRQLNGIQRRKE 
Xl_ser          Y--------ITCELSPSASNEIHVAISVEENGDGRNPVKD-----ITERIIDLVSKRD- 
Mm_ser          Y--------IACEPSLSANNEIHVAISAEDIRDDGNPVKE-----ITDKIIDLVSKRD- 
                .        . *.    .   . ...*     *   **        .. . .  . .*   
 
Dm_ser         LELQHAKLAALTSIVEVKLETARVADGSGHSLLIGVLCGVFIVLVGFSVFISLYWKQRLA 
Xl_ser          -----ANNTFIASVAEVRVQTRHTKNGT-DFLVPLLSSILTVAWICCLVTAFYWCIRKR 
Mm_ser          -----GNSSLIAAVAEVRVQRRPLKNRT-DFLVPLLSSVLTVAWVCCLVTAFYWCVRKR 
                        . .... **...       .    *. .*. .  *    ..  . **  *   
 
Dm_ser         YRTSSGMNLTPSLDALRHEEEKSNNLQNEENLRRYTNPLKGSTSSLRAATGMELSLNPAP 
Xl_ser         RKQSSHSHTAS-------EDNTTNNVR--EQLNQIKNPIEKHGANTVPIKDYENKN---- 
Mm_ser         RKPSSHTHSAP-------EDNTTNNVR--EQLNQIKNPIEKHGANTVPIKDYENKN---- 
                 . **  . .        *.  .**..  *.* .  **.    .        *        
 
 



Dm_ser         ELAASAASSSALHRSQPLFPPCDFERELDSSTGLKQAHKRTSQILLHKTQNSDMRKNTVG 
Xl_ser          ----SKIAKIRTHNS--------EVEEDDMDKHQQKSRYVKQPAYSLVDRDEKPPNSTP 
Mm_ser          ----SKMSKIRTHNS--------EVEEDDMDKHQQKVRFAKQPVYTLVDREEKAPSGTP 
                    *  .    * *         * * *     .*  .   *         .        
 
Dm_ser          SLDSPRKDFGKRSINCKSMPPSSGDEGSDVLATTVMV 
Xl_ser          SK-QP--NWTNKQDNRDLETAQSLNRMEYIV------ 
Mm_ser          TK-HP--NWTNKQDNRDLESAQSLNRMEYIV------ 
                .   *      .  *       *      ..       
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Συζήτηση 



Το ερώτηµα που θέλω να απαντήσω στην εργασία µου είναι το πώς και πότε στην εξέλιξη 
εµφανίστηκε η ιεραρχία των γονιδίων που είναι υπεύθυνη για την δηµιουργία του 
νωτιαιο/κοιλιακού προτύπου των φτερών των εντόµων, τα οποία είναι γνωστό ότι προήλθαν 
από τους αδιαφοροποίητους επιποδίτες/ βράγχια προγονικών υδρόβιων αρθροπόδων. Η 
ιεραρχία αυτή είναι πολύ καλά µελετηµένη στον οργανισµό µοντέλο Drosophila 
melanogaster, όπου έχουν βρεθεί γονίδια των οποίων η τοπικό-χρονική έκφραση, καθώς και 
οι µεταξύ τους ρυθµιστικές σχέσεις είναι καθοριστικές για τον σχηµατισµό και την 
ακεραιότητα του προτύπου αυτού. Προκειµένου να µελετήσω αυτό το ερώτηµα, σε µία 
πρώτη φάση θέλω να αποµονώσω συντηρηµένες περιοχές των οµόλογων γονιδίων apterous, 
serrate και fringe από το µαλακόστρακο καρκινοειδές P.hawaiensis και να ελέγξω το 
πρότυπο έκφρασής τους µε RNA in situ υβριδοποίηση. 

Όπως έγινε κατανοητό, βρίσκοµαι ακόµα σε ένα πολύ αρχικό στάδιο της εργασίας αυτής, 
εφόσον δεν έχω καταφέρει ακόµα να µαζέψω τα αρχικά εργαλεία της µελέτης µου. Μέχρι 
αυτή την στιγµή έχω καταφέρει να κλωνοποιήσω µόνο δύο περιοχές από τα γονίδια apterous 
και fringe, χρησιµοποιώντας PCR µε εκφυλισµένους εκκινητές. Οι περιοχές αυτές, όµως, 
είναι πολύ µικρές για να χρησιµοποιηθούν ως ανιχνευτές για in situ υβριδοποίηση.  

Προκειµένου να αποκτήσω µεγαλύτερες αλληλουχίες από τα γονίδια αυτά, έχω ήδη 
ξεκινήσει εναλλακτικές προσεγγίσεις όπως είναι η πραγµατοποίηση 3΄ και 5΄ PCR 
αντιδράσεων χρησιµοποιώντας την φαγική cDNA βιβλιοθήκη του P.hawaiensis η οποία µας 
προσφέρθηκε σχετικά πρόσφατα από τον N.Patel. Για τον σκοπό αυτό έχω κατασκευάσει 
ειδικούς εκκινητές για τις γνωστές αυτές αλληλουχίες, τους οποίους χρησιµοποιώ σε 
συνδυασµό µε τους εκφυλισµένους εκκινητές καθώς και µε τους 3΄και 5΄ ειδικούς εκκινητές 
που προσφέρονται από την κατασκευάστρια εταιρεία της βιβλιοθήκης (CLONTECH). Η 
ανάλυση όλων των προϊόντων των PCR αντιδράσεων δεν έχει ακόµα ολοκληρωθεί. Από τις 
πρώτες ενδείξεις, όµως που έχω, πιστεύω ότι για να πάρω µεγαλύτερες αλληλουχίες, είναι 
απαραίτητος ο σχεδιασµός και κάποιων άλλων ειδικών εσωτερικών εκκινητών. Με τον τρόπο 
αυτό θα µπορώ να χρησιµοποιώ περισσότερο αυστηρές συνθήκες στις PCR αντιδράσεις και 
θα µπορέσω να απαλλαγώ από πολλά µη-ειδικά προϊόντα. 

Μία δεύτερη εναλλακτική προσέγγιση, είναι και η σάρωση της φαγικής cDNA 
βιβλιοθήκης, χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτές τις γνωστές αυτές αλληλουχίες. Το µικρό 
µέγεθος των αλληλουχιών αυτών, βέβαια, αποτελεί πρόβληµα τόσο για την επιτυχηµένη τους 
ραδιοσήµανση, όσο και για την εύρεση των κατάλληλων συνθηκών υβριδοποίησης. Σε αυτή 
την φάση χρησιµοποιώ την τεχνική της ραδιοσήµανσης µε PCR, η οποία φαίνεται να είναι 
πολύ αποτελεσµατική, ενώ παράλληλα δοκιµάζω διαφορετικές συνθήκες υβριδοποίησης που 
θα µου δώσουν θετικά σήµατα κατά την σάρωση. 

Μια άλλη προσέγγιση, την οποία δεν έχω ξεκινήσει αυτή την στιγµή είναι αυτή του 
inverse PCR. Στην τεχνική αυτή, αρχικά γίνεται πέψη µε περιοριστικά ένζυµα του γενωµικού 
DNA σε κατάλληλου µεγέθους κοµµάτια τα οποία στη συνέχεια κυκλοποιούνται µε µία 
αντίδραση αυτό-σύνδεσης. Με την χρήση ειδικών εκκινητών οι οποίοι σχεδιάζονται έτσι 
ώστε να ‘κοιτούν’ έξω από το κοµµάτι της γνωστής αλληλουχίας, µπορεί κανείς µε 
αντιδράσεις PCR, να αποµονώσει και να διαβάσει αλληλουχίες γύρω από το κοµµάτι που ήδη 
διαθέτει. Με την τεχνική αυτή ίσως να καταφέρω να κλωνοποιήσω µεγαλύτερες περιοχές των 
γονιδίων που ψάχνω, τις οποίες να µπορώ στη συνέχεια να χρησιµοποιήσω σε in situ 
υβριδοποίηση ή και για ανιχνευτές για πιο εύκολη και ειδική σάρωση της βιβλιοθήκης. 

Για το γονίδιο serrate, τέλος για το οποίο δεν έχω καταφέρει ακόµα να κλωνοποιήσω 
τµήµα της αλληλουχίας από το αµφίποδο, έχω ξεκινήσει την σάρωση της cDNA βιβλιοθήκης, 
χρησιµοποιώντας ετερόλογο ανιχνευτή. Προς το παρόν δοκιµάζω διαφορετικές συνθήκες 
υβριδοποίησης, προκειµένου να πάρω πραγµατικά θετικά σήµατα στην πρώτη σάρωση. 

Στο ενδιάµεσο, εξοικειώνοµαι µε τον χειρισµό των εµβρύων των αµφιπόδων και της 
τεχνικής της RNA in situ υβριδοποίησης, χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτές περιοχές του 



γονιδίου Ph collier που αποµόνωσα κατά την διάρκεια του ελέγχου της first strand cDNA 
βιβλιοθήκης που κατασκεύασα από το αµφίποδο, καθώς και του Ph hairy, το οποίο µας 
προσφέρθηκε από τον N. Patel.   

Ελπίζω µέσα σε ένα σύντοµο χρονικό διάστηµα, να έχω καταφέρει να µαζέψω τα 
απαραίτητα εργαλεία προκειµένου να προχωρήσω στο πολύ ενδιαφέρον κοµµάτι της 
ανάλυσης τους προτύπου της έκφρασης των γονιδίων αυτών, στο αµφίποδο. 
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