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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 
 
 
 
 
 Η εκπόνηση αυτής της διατριβής αποτέλεσε ένα σηµαντικό σταθµό στη ζωή µου. ∆ε θα ξεχάσω 

ποτέ τη στιγµή που πρωτοήλθα σε αυτόν το χώρο, γεµάτος όρεξη για δουλειά αλλά και αβεβαιότητα για 

τις αντοχές µου και το τελικό αποτέλεσµα µίας τόσο σηµαντικής και δύσκολης προσπάθειας. Φθάνοντας, 

λοιπόν, στο τέλος νιώθω ότι όχι µόνο πήγαν όλα καλά, όσον αφορά τον όγκο και την ποιότητα των 

αποτελεσµάτων, αλλά ότι η εµπειρία που αποκόµισα, η γνώση που άντλησα και η συναισθηµατική 

φόρτιση που αντιµετώπισα πάµπολλες φορές δεν ανταλλάσσονται µε τίποτα.  Είχα την τύχη και τη χαρά 

να συνεργαστώ και να συναναστραφώ µε πολλούς ανθρώπους. Όλοι τους, ο καθένας µε το δικό του 

τρόπο, άµεσα ή έµµεσα, µε βοήθησαν και µε στήριξαν σηµαντικά σε αυτήν την προσπάθεια. Αυτούς τους 

ανθρώπους έχω την τιµή να τους ευχαριστήσω δηµόσια.  

 

 Αρχικά, ευχαριστώ τον επιβλέποντα καθηγητή µου Νίκο Μοσχονά για την επιστηµονική του 

καθοδήγηση και τις ευκαιρίες που µου προσέφερε. Από αυτόν έµαθα το σωστό προγραµµατισµό και την 

απαίτηση για υψηλής ποιότητας αποτελέσµατα. Η συµβολή του στη διαµόρφωση του τρόπου σκέψης 

µου ήταν ριζική. Εκτός όµως από όλα αυτά ο κ. Μοσχονάς αποτέλεσε συµπαραστάτη και φίλο σε 

κρίσιµες αποφάσεις µου και ιδιαίτερα δύσκολες στιγµές. Πάντα θα τριγυρνά στο µυαλό µου κάτι που µου 

έλεγε συνεχώς όταν γίνονταν οι καταστάσεις πιεστικές και µε κυρίευε η αµφιβολία για το αν θα τα 

καταφέρω : «κάποτε θα δεις ότι οι δυνατότητες του ανθρώπου είναι απεριόριστες και θα πιάσεις τον 

εαυτό σου να ξεπερνά εµπόδια που ποτέ δε φανταζόσουν». Αυτές οι κουβέντες, που τελικά 

αποδείχθηκαν σοφές, αποτέλεσαν και θα αποτελούν για πάντα συνοδό στη ζωή µου.   

 

 Είχα, επίσης, την χαρά να συνεργαστώ όλα αυτά τα χρόνια µε τον αναπλ. καθηγητή Χρήστο 

∆ελιδάκη, ο οποίος αποτέλεσε για µένα το δεύτερο επιβλέποντα  και φίλο µου. Η συµµετοχή του στη 

διεύρυνση της επιστηµονικής µου σκέψης ήταν ουσιαστική και ριζική. Οι ιδέες και η αξιοσηµείωτη 

επιστηµονική του κατάρτιση µε έµαθαν να σκέφτοµαι πολύ πιο ώριµα και να αξιολογώ βαθύτερα και 

πολυπλοκότερα τα εκάστοτε δεδοµένα.  

 

 Νιώθω την ανάγκη να πω ότι η συνεργασία και µε τους δύο προαναφερόµενους ήταν ότι 

καλύτερο θα µπορούσε να συµβεί σε έναν νέο επιστήµονα. Πραγµατικά, η συνεργασία αυτή δεν 

κλονίστηκε ποτέ, ήταν µακροχρόνια, προσοδοφόρα και θεωρώ ότι αποτελεί λαµπρό παράδειγµα για 

πολλούς. Βέβαια, πολλές φορές δυσκολεύτηκα να  αποδίδω συνεχώς στο µέγιστο των δυνατοτήτων 

µου, µιας και οι απαιτήσεις ήταν διπλές, αλλά τελικά τα κατάφερα έχοντας αντλήσει µοναδικές εµπειρίες 

και ανεκτίµητης αξίας εφόδια. Μέσα από αυτή τη συνεργασία έµαθα να µην εγκαταλείπω ποτέ τους 

στόχους µου. Έµαθα  να έχω έναν ευέλικτο τρόπο σκέψης και να µπορώ να διακρίνω και να δέχοµαι 

κριτική και συµβουλές για τη δουλειά µου, από εκείνους που πραγµατικά ενδιαφέρονταν για την ουσία. 

Μέσα από αυτή τη συνεργασία κατάφερα να ξεκινήσω από τα σπάργανα µία ερευνητική προσπάθεια την 

οποία έφθασα  σε πολύ υψηλά επίπεδα. Νιώθω υπερήφανος που αυτό που ξεκίνησα και πάλεψα µόνος 

µαζί µε τους  δύο επιβλέποντές µου,  εδώ και αρκετά χρόνια, έχει, τη στιγµή που εγώ παραδίδω τη 

σκυτάλη, τρεις νέους συνεχιστές και υποψήφιους διδάκτορες (Ευαγγελία Κουτέλου, Χρυσούλα 
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Πιτσούλη, Βασίλη Μπαούση), στους οποίους εύχοµαι  να είναι δυνατοί  και άξιοι να πάνε αυτήν την 

προσπάθεια ακόµα πιο ψηλά. Τελειώνοντας την παράγραφο, έχω την ανάγκη να ευχαριστήσω, µέσα 

από την καρδιά µου,  για µία ακόµη φορά τον κ. Μοσχονά και κ. ∆ελιδάκη. Θέλω να γνωρίζουν ότι 

νιώθω πολύ υπερήφανος που ήµουν πλάι τους. 

 

Θεωρώ, επίσης, τον εαυτό µου τυχερό που γνώρισα έναν ιδιαίτερα ξεχωριστό άνθρωπο, τον 

λέκτορα Αλέξανδρο Αργυροκαστρίτη. Ο Αλέξανδρος ήταν  ο δάσκαλος στην πρώτη µου επαφή µε τη 

µοριακή βιολογία «στον πάγκο». Η υποµονή και η διάθεσή του να µου διοχετεύσει γνώση και τρόπους 

σκέψης ήταν τα ισχυρά θεµέλια για τη µετέπειτα πορεία µου. Περισσότερο όµως από όλα ήταν ο πιστός 

και αγαπηµένος φίλος που ποτέ δε µε άφησε αβοήθητο, µε ανύψωνε και µε καυτηρίαζε όπου 

χρειαζόταν, και πάντα είχε µία σωστή και αντικειµενική συµβουλή στους προβληµατισµούς µου. Ο 

Αλέξανδρος, πράγµατι, αποτέλεσε τον άνθρωπο-ορόσηµο στη ζωή µου. Πάντα θα τον αγαπώ και δεν 

πρόκειται ποτέ να τον ξεχάσω. 

 

Μοναδικός φίλος ήταν και ο Dr. Ashraf al Madhoon. Ήµασταν όπως λένε «κολλητοί». ∆ε θα 

σβήσουν ποτέ τα έντονα συναισθήµατα που ζήσαµε και οι ατέρµονες συζητήσεις για τη δουλειά και άλλα 

πολλά. Αυτήν την προσπάθεια την ξεκινήσαµε παρέα και τη φέραµε εις πέρας µε επιτυχία. Του εύχοµαι 

να είναι πάντα καλά και ευτυχισµένος. 

 

Η πιο σηµαντική εµπειρία σε αυτή τη µακρόχρονη διαδροµή ήταν η προσπάθεια µεταβίβασης 

της γνώσης µου σε έναν νέο άνθρωπο που ξεκινούσε τη δική του προσπάθεια, όπως και εγώ κάποτε. 

Αυτό το «πνευµατικό µου παιδί» είναι η Ευαγγελία  Κουτέλου (το Λιάκι µου). Θέλω να της πω ότι τα 

τέσσερα χρόνια που συνεργαστήκαµε προσπάθησα να της δώσω όσα περισσότερα µπορούσα και την 

ευχαριστώ για την σηµαντική της βοήθεια και την υποµονή που έδειξε στις απίστευτες, µερικές φορές, 

απαιτήσεις µου. Την ευχαριστώ γιατί έµαθα και εγώ από αυτήν, βελτιώθηκα σηµαντικά και ωρίµασα και 

της ζητώ συγνώµη για τις στιγµές που τη στεναχώρησα. Πάντα θα είµαι δίπλα της. 

 

Ευχαριστώ τη Μαρία Κοκκινάκη και την Αγγέλα Πασπαράκη, µε τις οποίες µεγαλώσαµε, 

κυριολεκτικά, µαζί. Και οι δύο µε στήριξαν σηµαντικά σε αυτήν την προσπάθεια, όχι µόνο επιστηµονικά 

αλλά και ψυχολογικά. Θα µου λείψουν οι στιγµές που µοιράστηκα µαζί τους. Με τη Μαρία συνεργα-

στήκαµε υποδειγµατικά όλα τα χρόνια, αντλήσαµε γνώσεις και µάθαµε ο ένας από τον άλλο. Της εύχοµαι 

να µη χάσει ποτέ το χαµόγελο και την αθωότητά  της. Πάντα, όµως, θα απορώ για την ιώβεια υποµονή 

της. Κάποτε θα πρέπει να µου πει το µυστικό! Στην Αγγέλα θέλω να εκφράσω την τεράστια, επίσης, 

αγάπη µου και να της πω ότι η παρουσία της,η βοήθεια και ο δυναµισµός της όλα αυτά τα χρόνια 

αποτέλεσαν σηµαντικό στήριγµα στην προσπάθειά µου. Ευχαριστώ και τη Λιλίκα Σαραφίδου µε την 

οποία µολονότι δεν είχαµε την ευκαιρία να συνεργαστούµε εντούτοις συνέβαλλε µε το δικό της, αυθόρµη-

το, τρόπο σε αυτήν την προσπάθεια. Πρέπει να πω ότι στο γυναικοκρατούµενο εργαστήριο Μοριακής 

Γενετικής Ανθρώπου η Μαρία, η Αγγέλα και η Λιλίκα µε είχαν σαν πασά! ∆ε θα ξεχάσω ποτέ το πρωινό 

καφεδάκι που µε περίµενε πάντα ζεστό στο γραφείο µου. Θέλω να ευχαριστήσω, επίσης, τα υπόλοιπα 

µέλη του εργαστηρίου Μοριακής Γενετικής Ανθρώπου, τη ∆άφνη Μπαζοπούλου, τον Κώστα Οικονόµου, 

το Σωτήρη Μπανάκο για τις ευχάριστες ώρες που περάσαµε και την συµπαράσταση και υποµονή που 

έδειξαν όταν οι καταστάσεις για µένα γίνονταν ιδιαίτερα αγχωτικές, στην προσπάθεια να υπερβάλλω 

εαυτόν, κυρίως στο χρονικό διάστηµα που υπηρετούσα τη στρατιωτική µου θητεία και προσπαθούσα 

ταυτόχρονα να δουλεύω και στο εργαστήριο όσο το δυνατόν πιο εντατικά.  
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Αξέχαστες θα µου µείνουν και οι στιγµές που περάσαµε µε τη φίλη και λίαν συντόµως διδάκτορα 

Σοφία Βρόντου. Αµέτρητα τα ξενύχτια, οι συζητήσεις και η αδιάκοπη στήριξη του ενός προς τον άλλο. 

Εύχοµαι όλοι οι κόποι της, που πραγµατικά θα έπρεπε να έχουν γραφτεί στο βιβλίο Γκίνες, να 

ευοδωθούν και τη συµβουλεύω να είναι λιγότερο συγκαταβατική µε ανθρώπους και καταστάσεις. Είµαι 

σίγουρος ότι θα πάει πολύ ψηλά. 

 

Πολύτιµη φίλη ήταν και η Dr. Σµάρω Καµακάρη. Την ευχαριστώ για την παρέα της, τις 

συµβουλές της και την ώριµη και αντικειµενική στάση που κρατούσε πάντα όταν ώρες ατελείωτες 

συζητούσαµε για διάφορα που µε πονοκεφάλιαζαν. 

 

 Θέλω, επίσης, να ευχαριστήσω τη Χρυσούλα Πιτσούλη για τη συνεργασία µας. Εύχοµαι να 

συνεχίσει µε επιτυχία το έργο που της παρέδωσα. 

 

Είχα τη χαρά να συνεργαστώ µε την αναπλ. καθηγήτρια ∆όµνα Καραγωγέως, τον αναπλ. 

καθηγητή Γιώργο Χαλεπάκη και τον επικ. καθηγητή  Βασίλη Γαλανόπουλο οι οποίοι βοήθησαν 

σηµαντικά, τόσο µε την παροχή υλικοτεχνικής υποδοµής όσο και µε τις επιστηµονικές τους συµβουλές, 

στην ολοκλήρωση της παρούσας διατριβής. Τους ευχαριστώ θερµά. 

 

Ευχαριστώ, επίσης, τον καθηγητή Πέτρο Τσίπουρα (UCONN Health Center, USA), για τη 

συνεργασία και τη φιλοξενία  στο εργαστήριό του, στα πλαίσια της παρούσας διατριβής καθώς και τον 

επικ. καθηγητή Ευθύµιο Μιτσιάδη (Universite de la Mediterranee, Marseille, France) για την ουσιαστική 

συµβολή του στην εκµάθηση της τεχνικής υβριδοποίησης in situ σε έµβρυα ποντικού.  

 

Εκφράζω θερµές ευχαριστίες στους καθηγητές και µέλη της επταµελούς εξεταστικής µου 

επιτροπής, Χρήστο Λούη, Γιώργο Γιαννόπουλο και ∆έσποινα Αλεξανδράκη. Για όλους έχω κάτι να πω. 

Ευχαριστώ τον αγαπητό µου καθηγητή κ. Γιαννόπουλο για την τιµή που µου έκανε να παρίσταται στην 

εξέτασή µου. Οι διορθώσεις της διατριβής και οι συµβουλές του ήταν πολύτιµες.  Τον ευχαριστώ για την 

εµπιστοσύνη και την εκτίµηση που µου έδειξε και τη συµπαράσταση και βοήθεια που είχα κάποτε, σε 

κάποιες δύσκολες στιγµές. Ο κ. Λούης ήταν πάντα η µεγάλη µου συµπάθεια, µολονότι από την πρώτη 

στιγµή που τον γνώρισα φοβόµουν το επιβλητικό του ανάστηµα. Τον ευχαριστώ για τη συµµετοχή του 

στην εξέτασή µου και την αγχολυτική επίδραση που είχε εκείνη την ώρα. Επίσης, δε θα ξεχάσω ποτέ τα 

υπέροχα λουκούλλεια γεύµατα στην καθιερωµένη χριστουγεννιάτικη συνάντηση στο σπίτι του. Οµολογώ 

ότι είναι εξαίρετος µάγειρας. Όσον αφορά την κ. Αλεξανδράκη, την ευχαριστώ γιατί, αν και ποτέ δεν είχα 

τη χαρά να συνεργαστούµε, γνώριζε ευαίσθητες πτυχές του εαυτού µου, µε συµβούλευε και πίστευε στις 

ικανότητές µου. Πάντα θα θυµάµαι τις συζητήσεις µας. Ειλικρινά, ήταν µία σεβαστή σύµβουλος.  

 

Ευχαριστώ, επίσης, το διευθυντή του Ι.Μ.Β.Β. Γιώργο Θηραίο, για τη βοήθειά του σε πολύ 

σηµαντικές χρονικές περιόδους καθώς και το ενδιαφέρον του για την πορεία της δουλειάς µου.  Πάντα 

τον θαύµαζα για τη διαφορετική και πιο στοχαστική αντίληψη που είχε για τα διάφορα θέµατα. Λυπάµαι 

που δεν είχα την τύχη να συνεργαστώ µαζί του. Πιστεύω ότι θα µάθαινα ακόµη περισσότερα. Εύχοµαι να 

είναι πάντα καλά και ποτέ να µη χάσει όλα αυτά που τον κάνουν να ξεχωρίζει. 

 

 Ευχαριστώ και τον καθηγητή Χαράλαµπο Σαββάκη που έδρασε άµεσα όταν τον χρειάστηκα, 

λίγο πριν ξεκινήσει η θητεία µου στο στρατό (δεν είµαι βέβαιος αν θα το θυµάται!). Ο κ. Σαββάκης µου 
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έδωσε σαν θέµα στα qualifyings τη µελέτη της GFP. Που να ήξερα τότε ότι λίγο αργότερα όσα είχα µάθει 

για αυτήν την πρωτεΐνη θα τα έθετα σε πλήρη εφαρµογή (βλ. αποτελέσµατα). 

 

∆ε θα µπορούσα να ξεχάσω να ευχαριστήσω την Κατερίνα και τη Στέλλα Μιχελιδάκη που όλα 

αυτά τα χρόνια πάντα ενδιαφέρονταν για µένα και µε στήριζαν µε το δικό τους µοναδικό και αυθόρµητο 

τρόπο. Ευχαριστώ, επίσης, το Γιάννη Λειβαδάρα, τον πιο ικανό και γρήγορο στις µικροενέσεις εµβρύων 

Drosophila, για την πολύτιµη βοήθειά του και το συνεχές, πηγαίο, ενδιαφέρον του καθώς και όλους τους 

ανθρώπους του fly room (την κυρία Πόπη, τη Ντίνα, το Μιχάλη) για τη συµπαράσταση και την παρέα 

τους.  

 

Πώς θα µπορούσα να ξεχάσω να ευχαριστήσω τις γραµµατείς του Τµήµατος Βιολογίας Χαρά 

Ζαφειροπούλου, Βάνα Μακράκη, Ελευθερία Λαρεντζάκη και Φωτεινή Χειλαδάκη. Οµολογώ ότι ποτέ δε 

µου χάλασαν χατίρι και πάντα ενεργούσαν άµεσα σε οτιδήποτε χρειαζόµουν. Θα ήθελα να ξέρουν ότι το 

χαµόγελό µου, όταν τις επισκεπτόµουν για να ζητήσω κάτι, ήταν πάντα αυθόρµητο γιατί απλά τις αγαπώ 

πολύ. Ευχαριστώ και τις γραµµατείς του Ι.Μ.Β.Β. Γεωργία Χουλάκη και Νεκταρία Κελαϊδή, οι οποίες ήταν 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Ένας βασικός στόχος του Προγράµµατος Ανάλυσης του Ανθρώπινου 

Γονιδιώµατος  είναι η ταυτοποίηση και λειτουργική ανάλυση νέων γονιδίων. Στη 

χρωµοσωµική περιοχή 10q23.3-25.1 χαρτογραφούνται πολλά µη ταυτοποιηµένα και 

αρκετά σχετιζόµενα µε γενετικές ασθένειες, γονίδια.  Ένα από αυτά είναι το NEURL, το  

ανθρώπινο οµόλογο του γονιδίου neuralized (neur) της Drosophila, που χαρτογραφείται  

στη θέση 10q25.1, την περιοχή µε τις πιο συχνές χρωµοσωµικές ανωµαλίες σε καρκινικά 

αστροκυττώµατα. Το neur της Drosophila όπως και τα γονίδια Notch (N), Delta (Dl), 

Enhancer of split [E(spl)], big brain (bib), mastermind (mam) και almondex (amx), ανήκει 

στα νευρογόνα γονίδια.  Εκφράζεται σε πληθώρα ιστών σε πολλά αναπτυξιακά στάδια 

και  συµµετέχει σε διαδικασίες διακυτταρικής επικοινωνίας, όπου κύριος ρυθµιστής είναι ο 

διαµεµβρανικός υποδοχέας Notch. Με βάση τα χαρακτηριστικά του δροσοφιλικού neur, 

διατυπώθηκε η υπόθεση ότι το οµόλογο γονίδιο του ανθρώπου, NEURL, πιθανόν να 

εµπλέκεται στις διαδικασίες καθορισµού της κυτταρικής τύχης  στο νευρικό σύστηµα και 

ότι η απενεργοποίηση του σχετίζεται µε την δηµιουργία καρκινικών νευροεκτοδερµικών 

όγκων. Προκειµένου να διευκολυνθεί η λειτουργική διερεύνηση του neuralized στα 

θηλαστικά, αποµονώσαµε και µελετήσαµε το οµόλογο γονίδιο στον ποντικό, Neurl. Λόγω 

της περιορισµένης πληροφορίας που υπήρχε σχετικά µε τη λειτουργία της δροσοφιλικής 

πρωτεΐνης Neur, αλλά και για να εκµεταλλευτούµε το πρόσφορο λειτουργικό σύστηµα της 

Drosophila, θεωρήσαµε σκόπιµο να µελετήσουµε παράλληλα και τα δύο γονίδια neur και 

Neurl, ώστε η διαλεύκανση της λειτουργίας του neur να αξιοποιηθεί για τη διερεύνηση της 

λειτουργίας του γονιδίου των θηλαστικών.   

 

Οι πρωτεΐνες Neuralized του ποντικού και της Drosophila, έχουν συντηρηµένη 

αρχιτεκτονική δοµή καθ� όλο το µήκος των µορίων τους. Τα κύρια κοινά χαρακτηριστικά 

των πρωτεϊνών αποτελούν δύο επαναλαµβανόµενες περιοχές, NEUZ1 και NEUZ2, 

άγνωστης λειτουργίας και ο δάκτυλος ψευδαργύρου RING, που αποτελεί χαρακτηριστική 

δοµική περιοχή λιγάσης ουβικουϊτίνης Ε3.  Πειράµατα προσδιορισµού του προτύπου 

έκφρασης έδειξαν ότι το γονίδιο Neurl είναι ενεργό από τα αρχικά στάδια της 

εµβρυογένεσης του ποντικού, στο νευρικό και στηρικτικό σύστηµα, στα αναπτυσσόµενα 

άκρα και στα επιθήλια των εσωτερικών και αισθητηρίων οργάνων. Παροδική έκφραση 
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χιµαιρικών πολυπεπτιδίων Neur ή Neurl, αποτελούµενων από την πράσινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη (GFP) συνδυασµένη µε ολόκληρα µόρια ή υποπεριοχές τους, σε κυτταρικές 

σειρές θηλαστικών καθώς και πειράµατα κατευθυνόµενης υπερέκφρασης στη Drosophila, 

έδειξαν ότι οι πρωτεΐνες ανιχνεύονται στην κυτταρική µεµβράνη και πιθανότατα σε 

ενδοκυττωτικά κυστίδια. Από το συνδυασµό βιοχηµικών και ανοσο-ιστοχηµικών µεθόδων, 

επίσης, διαπιστώθηκε ότι η σύνδεση των µορίων  Νeuralized στη µεµβράνη του κυττάρου 

και στα κυστίδια δεν είναι άµεση αλλά οφείλεται σε αλληλεπιδράσεις µε διαµεµβρανικές 

πρωτεΐνες ή άλλους παράγοντες της κυτταροπλασµατικής περιφέρειας. Για την σωστή 

υποκυτταρική τοποθέτηση των πρωτεϊνών Neurl ή Neur, είναι ικανό και αναγκαίο ένα 

τµήµα της πρωτεΐνης που εκτείνεται από το αµινοτελικό άκρο µέχρι την περιοχή NEUZ1.  

 

Η λειτουργική συγγένεια των πρωτεϊνών διαπιστώθηκε µε επιπρόσθετα 

πειράµατα στο σύστηµα-µοντέλο της Drosophila. Κατευθυνόµενη υπερέκφραση του 

διαγονιδίου  neur ή Neurl είχε παρόµοια φαινοτυπικά αποτελέσµατα σε ενήλικα άτοµα. 

Παρατηρήθηκε διακοπή του ορίου του φτερού και πάχυνση των φλεβών, φαινότυποι που 

χαρακτηρίζουν την απώλεια λειτουργίας του σηµατοδοτικού µηχανισµού Notch. Επίσης 

παρατηρήθηκε καταστολή της έκφρασης του γονιδίου E(spl)m8, ενός µεταγραφικού 

στόχου του Notch. Όπως ήταν αναµενόµενο λόγω της εξελικτικής απόστασης, η 

επίδραση του θηλαστικού πολυπεπτιδίου στο µονοπάτι Notch ήταν µικρότερης έντασης. 

Αναλυτικότερη λειτουργική µελέτη της πρωτεΐνης της Drosophila έδειξε ότι παίζει 

σηµαντικό ρόλο τόσο στην ενίσχυση της ικανότητας του δεσµευτή Delta (Dl) να 

ενεργοποιεί τον υποδοχέα Notch (Ν) όσο και στην µετέπειτα ενδοκύττωση, in cis, και 

αποικοδόµησή του πρώτου. Επιπλέον, δείχθηκε ότι το  Dl συµπαρασύρει σε ενδοκύττω-

ση και την εξωκυττάρια περιοχή του Notch (NEC). Ακόµη, παρατηρήθηκε ότι ο δάκτυλος 

RING είναι υπεύθυνος για την ενδοκυτταρική µεταφορά του συµπλέγµατος Dl-NEC. 

Αντίθετα, αυτή η περιοχή δεν συµµετέχει στην ενίσχυση της επαγωγικής ικανότητας του 

δεσµευτή Delta. Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη Νeuralized 

παίζει σηµαντικό ρόλο στις διαδικασίες διαφοροποίησης λειτουργικά ισοδύναµων 

κυττάρων και στην υιοθέτηση της διαφορετικής αναπτυξιακής τους πορείας.  
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ABSTRACT 
 
 

A major task of the Human Genome Project is the detailed structural and 

functional analysis of novel genes. Within the chromosomal region 10q23.3-25.1 several, 

yet unidentified, disease-related gene loci have been localized. One of them is ΝEURL, 

the human homologue of Drosophila neuralized (neur) gene. NEURL has been mapped 

within 10q25.1, a region most frequently deleted in malignant astrocytomas. Drosophila 

neuralized belongs to the neurogenic genes also including Notch (N), Delta (Dl), 

Enhancer of split [E(spl)], big brain (bib), mastermind (mam) and almondex (amx). It is 

expressed in various tissues during development and participates in Notch receptor-

dependent intracellular communication. Because of its significant sequence similarity with 

the Drosophila protein, and its defects determined in astrocytoma cell lines, it has been 

hypothesized that NEURL may be involved in cell fate determination of the mammalian 

nervous system, and that its inactivation is associated with the progression of malignant 

neuroectodermal tumors. In order to contribute to the elucidation of the functional role of 

neuralized in mammals, we isolated and analyzed the structure and the expression of the 

mouse ortholog, Neurl. Furthermore, we decided to analyze in parallel, both the insect 

and the mouse molecules using the well-studied Drosophila experimental model system. 

This approach would offer us the opportunity to obtain particularly useful information 

regarding the biological role of the insect polypeptide and at the same time, extrapolate 

this information to the mammalian homolog. 

 

Mammalian and insect neuralized proteins share extensive structural similarities 

through-out the entire molecule. The most recognizable similarities are two neuralized-

specific sequence repeats, NEUZ1 and 2, of unknown function and a carboxy-terminal 

RING Zinc finger, characterizing proteins with E3 ubiquitin ligase activity. Expression 

profile determination in embryo and adult mouse tissues, suggested that Neurl is active 

from the earliest embryonal developmental stages in neural and skeletal system, in the 

developing limbs and in epithelial cell layers of sense and internal organs. Transient 

expression in mammalian cell lines of GFP-tagged neuralized polypeptides (using either 

full length or truncated molecules) as well as targeted over-expression of either Neur or 

Neurl in Drosophila tissues, showed that both proteins are localized in the cytoplasmic 
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side of the plasma membrane and possibly, in endocytotic vesicles. Biochemical 

experiments and immunofluorescence microscopy observations suggested that the 

association of neuralized protein with the membrane is possibly due to interactions with 

transmembrane proteins or with other molecules of the cytoplasmic periphery. 

Furthermore, it was shown that the amino-terminal part of the neuralized protein 

extended up to the first NEUZ domain, is necessary and sufficient for its subcellular 

localization.   

 

The functional similarities of the insect and the mammalian Νeuralized were 

further corroborated with extensive functional experimentation in the Drosophila model 

system. Targeted over-expression of a neur or Neurl transgenes in Drosophila embryos 

resulted in similar phenotypic consequences, i.e.: loss of Notch function in adults as 

manifested by cut wings and vein thickening. Down-regulation of E(spl)m8, a transcription 

target gene of the Notch signaling pathway, at the wing margin was also observed. 

Possibly due to the evolutionary distance between the two homologs, the phenotypic 

effects of the mammalian transgene were weaker than those observed with the 

Drosophila neur. Detailed functional analysis of the Drosophila gene was undertaken in 

order to elucidate the exact function of Neuralized protein in Notch signaling and to get as 

much information as possible concerning the role of the murine polypeptide. Thus, it was 

shown that Neur plays a significant role in enhancing the ability of Delta ligand to activate 

Notch receptor, as well as in subsequent endocytosis, in cis, and posttranslational 

degradation of the former. Moreover, Delta endocytosis is followed by Notch extracellular 

region co-internalization. Furthermore, the Neur RING domain is required for Dl 

internalization but is dispensable for Dl signaling activity. The potent modulatory effect of 

Neur on Dl activity makes Neur a good candidate for establishing signaling asymmetries 

and thus, different developmental fates within cellular equivalence groups.    

 

 

 

 

 

 
 

  

 



                                                                                                                                                                                     ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

5

 
 
 
 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
 
 

1. ΤΟ ΓΟΝΙ∆ΙΟ neuralized ΚΑΙ ΤΑ ΝΕΥΡΟΓΟΝΑ ΓΟΝΙ∆ΙΑ 

 

Ένας από τους βασικούς στόχους του Προγράµµατος Ανάλυσης του Ανθρώπινου 

Γονιδιώµατος  είναι η δοµική και λειτουργική ανάλυση νέων γονιδίων. Στη χρωµοσωµική 

περιοχή 10q23.3-25.1 χαρτογραφούνται πολλοί µη ταυτοποιηµένοι και σχετιζόµενοι µε 

ασθένειες γενετικοί τόποι. Στη θέση 10q25.1, στην οποία ανιχνεύονται οι πιο συχνές 

ανωµαλίες που παρατηρούνται σε καρκινικά αστροκυττώµατα (Nakamura et al., 1998), 

έχει χαρτογραφηθεί και ταυτοποιηθεί το γονίδιο Neurl που είναι το οµόλογο του γονιδίου 

neuralized (neur) της Drosophila. Το neur ανήκει στην κατηγορία των νευρογόνων 

γονιδίων και συµµετέχει σε διαδικασίες διακυτταρικής επικοινωνίας όπου κύριος 

ρυθµιστής είναι ο διαµεµβρανικός υποδοχέας Notch. Με βάση το ρόλο του γονιδίου 

neuralized στην Drosophila και των παρατηρήσεων ελάττωσης των µεταγραφικών 

επιπέδων του θηλαστικού οµολόγου σε καρκινικά αστροκυττώµατα (Nakamura et al., 

1998) είναι δυνατόν να υποτεθεί η συµµετοχή του τελευταίου στις διαδικασίες της 

νευρογένεσης και η συσχέτισή του µε τη δηµιουργία καρκινωµάτων νευροεκτοδερµικής 

προέλευσης. Χρησιµοποιώντας το πειραµατικό σύστηµα της Drosophila είναι δυνατό να 

αντλήσουµε χρήσιµες πληροφορίες για το λειτουργικό ρόλο του γονιδίου Νeuralized των 

θηλαστικών. 

  

Στην Drosophila, στην ίδια κατηγορία µε το neur ανήκουν και τα γονίδια Notch (N), 

Delta (Dl), Enhancer of split [E(spl)], big brain (bib), mastermind (mam) και almondex 

(amx) (Lehmann et al.,1983, Campos-Ortega,1988), τα οποία ταυτοποιήθηκαν σαν 

νευρογόνες µεταλλάξεις, οι οποίες προκαλούν υπερπλασία του εµβρυϊκού νευρικού 
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συστήµατος και απουσία επιδερµίδας (Lehmann et al.,1983, Campos-Ortega,1988, 

Campos-Ortega and Jan, 1991). Τα γονίδια αυτά, εκτός από τη συµµετοχή  τους στους 

µηχανισµούς της εµβρυϊκής νευρογένεσης παίζουν σηµαντικό ρόλο και στον καθορισµό 

της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος κατά τα  προνυµφικά στάδια της Drosophila 

καθώς επίσης και σε πλειάδα άλλων αναπτυξιακών διαδικασιών. 

 

 

2. Η ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΤΗΣ ΝΕΥΡΟΓΕΝΕΣΗΣ ΣΤΗΝ Drosophila 
 

Η ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος κατά την εµβρυογένεση της Drosophila 

ξεκινά στην κοιλιακή νευρογόνο περιοχή του εµβρύου, όπου µόνο το 25% των 

εκτοδερµικών κυττάρων θα διατηρήσει τελικά το νευρογόνο δυναµικό του (νευροβλάστες) 

ενώ το υπόλοιπο 75%  θα εξελιχθεί σε επιδερµικό ιστό (Hartenstein  and Campos-

Ortega., 1984). Αυτός ο καθορισµός της κυτταρικής τύχης πραγµατοποιείται µε µηχανι-

σµούς πλευρικής αναστολής (lateral inhibition). Συγκεκριµένα, τα εκτοδερµικά κύτταρα 

που θα διατηρήσουν το νευρικό τους δυναµικό και θα εξελιχθούν σε νευροβλάστες 

παρεµποδίζουν τα γειτονικά κύτταρα να ακολουθήσουν την ίδια αναπτυξιακή πορεία, τα 

οποία τελικά διαφοροποιούνται σε αρχέγονα επιδερµικά κύτταρα (επιδερµοβλάστες) που 

θα οδηγήσουν στο σχηµατισµό της επιδερµίδας (Doe and Goodman, 1985, Campos-

Ortega, 1988). Παρόµοιοι µηχανισµοί δρουν και κατά την ανάπτυξη του νευρικού 

συστήµατος στα προνυµφικά στάδια της Drosophila και συγκεκριµένα στις αναπτυξιακές 

διαδικασίες σχηµατισµού των αισθητηρίων οργάνων  (SO : sensory organs) του ενήλικου 

ατόµου  (Hartenstein and Posakony, 1989, Huang et al., 1991, Posakony, 1994). 

 

Τα νευρογόνα γονίδια αποτελούν βασικά συστατικά της διαδικασίας της πλευρικής 

αναστολής. Συγκεκριµένα, το κύτταρο που θα διατηρήσει το νευρογόνο δυναµικό του θα 

αναστείλει τα γειτονικά του µέσω άµεσης αλληλεπίδρασης των διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών Delta και Notch. Η  πρωτεΐνη Delta (δεσµευτής) δρα ως ποµπός του σήµατος 

αναστολής ενώ η πρωτεΐνη Notch αποτελεί τον υποδοχέα-δέκτη. Αυτή η αλληλεπίδραση 

έχει σαν αποτέλεσµα µία σειρά γεγονότων που οδηγούν στην πρωτεολυτική 

απελευθέρωση της ενδοκυττάριας περιοχής του υποδοχέα (Lecourtois and Schweisguth, 

1998, Rebay et al., 1991, Schoeter et al., 1998, Struhl and Adachi, 1998). Το πολύ-

πεπτίδιο αυτό µεταφέρεται στον πυρήνα και δρα συνεργατικά µε τον µεταγραφικό 

παράγοντα Suppresssor of Hairless [Su(H)] (Jarriault et al., 1995, Hsieh et al., 1996) για 

την ενεργοποίηση των κατάλληλων γονιδίων-στόχων, όπως τα νευρογόνα γονίδια του 

συµπλέγµατος E(spl) (Bailey and Posakony, 1995, Furukawa et al., 1995, Lecourtois and 

Schweisguth, 1995, Nellesen et al., 1999, Lai et al., 2000) που κωδικοποιούν µεταγραφι-
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κούς καταστολείς γονιδίων που ευνοούν το νευρικό καθορισµό (Jimenez and Ish-

Horowicz, 1997). 

 

 

3. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ neuralized ΣΤΗ Drosophila ΚΑΙ ΤΗ ΝΕΥΡΟΓΕΝΕΣΗ  
 
Το γονίδιο neuralized, όπως άλλωστε και όλα τα νευρογόνα γονίδια, συµµετέχει 

στο µονοπάτι Notch. Απώλεια λειτουργίας του neur προκαλεί τον ίδιο νευρογόνο 

φαινότυπο (υπερπλασία του νευρικού συστήµατος των εµβρύων και θνησιµότητα) που 

παρατηρείται όταν κατασταλεί η λειτουργία του υποδοχέα Notch (Lehmann et al., 1983). 

Επίσης, από πειράµατα γενετικών αλληλεπιδράσεων φάνηκε ότι το neuralized δρα πριν 

τη σηµατοδότηση του υποδοχέα αφού οι φαινότυποι που προκαλούνται από την απώλεια 

της λειτουργίας του διασώζονται µερικώς όταν αυξηθεί η έκφραση του Notch ή των 

γονιδίων-στόχων E(spl)  (de la Concha et al., 1988). 

 

Παράλληλα µε τα γενετικά δεδοµένα, πειράµατα υβριδοποίησης in situ έδειξαν ότι 

το neur εκφράζεται ευρέως από τα αρχικά στάδια της εµβρυογένεσης και τελικά 

περιορίζεται στους νευροβλάστες κατά τις αναπτυξιακές διαδικασίες καθορισµού της 

νευρικής κυτταρικής τύχης (Boulianne et al. 1991, Price et al., 1993) (Εικ.1). Αναλυτικά, 

µετάγραφα ανιχνεύονται σε όλο το έµβρυο στο στάδιο του συγκυτιακού βλαστοδέρµατος 

ενώ µετά την κυτταροποίηση εντοπίζονται κυρίως σε µία ζώνη πλάτους 18-20 κυττάρων 

στην κοιλιακή περιοχή του εµβρύου, που αντιστοιχεί στο µεσόδερµα. Στο στάδιο 6 όλα τα 

κύτταρα του µεσοδέρµατος εγκολπώνονται, ενώ τα ανιχνευόµενα στο εκτόδερµα 

µετάγραφα neur οργανώνονται σε ραχιαιοκοιλιακές ζώνες (Εικ.1Β,∆). Κατά την έναρξη 

της επιµήκυνσης της ζώνης του κορµού  η έκφραση του γονιδίου είναι οµοιόµορφη στην 

κοιλιακή περιοχή του εκτοδέρµατος (στο νευροεκτόδερα) (Εικ.1Ε) και στη συνέχεια γίνεται 

στικτή, περιοριζόµενη στους νευροβλάστες (Εικ.1Ζ-Θ). Πλευρικά παρατηρούνται µετά-

γραφα στους νευρικούς και επιδερµικούς προγόνους του περιφερικού νευρικού 

συστήµατος. Στα στάδια 11 και 12 (Εικ.1Ι,Κ) ανιχνεύεται υψηλή έκφραση του γονιδίου 

στην κοιλιακή χορδή, στους διαχωρισµένους νευροβλάστες και σε άλλες αρχέγονες 

νευρογόνες περιοχές  όπως οι τρεις εγκολπώσεις του εντέρου που θα δώσουν αργότερα 

το στοµατογαστρικό νευρικό σύστηµα. Από το στάδιο 12 και µετά παρατηρείται βαθµιαία 

ελάττωση των επιπέδων του neur  από την επιδερµίδα και τους νευροβλάστες (Boulianne 

et al. 1991, Price et al., 1993).  

 

Έκφραση του γονιδίου ανιχνεύεται και κατά την ανάπτυξη του νευρικού 

συστήµατος του ενήλικου ατόµου. Συγκεκριµένα, στους προνυµφικούς δίσκους του 

φτερού ανιχνεύονται  µετάγραφα στα πρόδροµα κύτταρα των εξωτερικών αισθητηρίων 
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οργάνων (στις µακροχαίτες του θώρακα και τα αισθητήρια όργανα του φτερού). Υψηλά 

επίπεδα παρατηρούνται και  στις κυτταρικές οµάδες των δίσκων του ποδιού που θα 

δώσουν τα χορδοτονικά αισθητήρια όργανα καθώς και στους δίσκους της κεραίας, στην 

περιοχή δηµιουργίας του οργάνου Johnston. Τέλος εντοπίζεται ισχυρή έκφραση πίσω 

από τη µορφογενετική αύλακα του προνυµφικού δίσκου του µατιού, όπου καθορίζονται οι 

φωτουποδοχείς (Boulianne et al., 1991). Επίσης, µετάγραφα ανιχνεύονται στους νευρο-

βλάστες του ενήλικου ΚΝΣ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.  Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου neuralized κατά την εµβρυογένεση της 
Drosophila.  Μετάγραφα του γονιδίου ανιχνεύονται πριν από το στάδιο του συγκυτιακού βλαστοδέρµατος.  
Μετά την κυτταροποίηση παρατηρείται έκφραση κατά µήκος της κοιλιακής επιφάνειας (στάδιο 5, Α-βέλος). 
Στα στάδια 6 και 7 (ΒΓ και ∆, αντίστοιχα) όλα τα κύτταρα που εκφράζουν neur εγκολπώνονται ενώ στη 
ραχιαία πλευρά του εµβρύου η έκφραση παρατηρείται σε ζώνες κατά µήκος του ραχιαιοκοιλιακού άξονα (Β,∆-
βέλη). Στο στάδιο 8 (Ε) η έκφραση είναι διάχυτη και στη συνέχεια γίνεται στικτή (στάδια 9 και 10-Ζ,Η και Θ, 
αντίστοιχα), εντοπισµένη στους νευροβλάστες (Ζ,Η-βέλη). Από το στάδιο 12 (Ι, Κ) τα µετάγραφα του γονιδίου 
είναι άφθονα στην κοιλιακή χορδή (vc, Ι), στις εγκολπώσεις του εντέρου (hg:hind gut, Ι) και συγκεκριµένα στις 
αρχέγονες περιοχές από όπου θα αναπτυχθεί το στοµατογαστρικό νευρικό σύστηµα, σε ένα τµήµα του 
εγκεφάλου (Ι-άσπρο βέλος), στους µύες και στο ραχιαίο εκτόδερµα (περιφερικό νευρικό σύστηµα, Κ-βέλη). 

 

 

Το χωροχρονικό πρότυπο έκφρασης του neur υποδηλώνει ότι ενδεχοµένως να 

συµµετέχει όχι µόνο στον καθορισµό αλλά και στη διατήρηση της αναπτυξιακής τύχης 

των νευροβλαστών και των απογόνων τους. Επιπρόσθετα, όπως και άλλα νευρογόνα 

γονίδια, το neuralized συµµετέχει και στον καθορισµό της αναπτυξιακής τύχης των 

µεσοδερµικών κυττάρων (Bate et al., 1993) επειδή µεταλλαγµένα στελέχη Drosophila 

παρουσιάζουν εκτός από νευρική υπερτροφία και µυϊκή δυσπλασία (Corbin et al., 1991). 

 

 

4. Η ΑΡΧΙΤΕΚΤΟΝΙΚΗ ΤΩΝ ΟΡΘΟΛΟΓΩΝ ΜΟΡΙΩΝ Neuralized  
 

Εκτός από το γονίδιο neur  της Drosophila και του ανθρώπου έχει ταυτοποιηθεί 

και το αντίστοιχο ορθόλογο γονίδιο  στον C. elegans. Και τα τρία ορθόλογα πολυπεπτίδια 
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παρουσιάζουν την ίδια δοµική οργάνωση. ∆ιαθέτουν δύο εσωτερικές επαναλήψεις, 

χαρακτηριστικές της πρωτεΐνης Neuralized (Nakamura et al., 1998), που πρόσφατα 

ονοµάστηκαν περιοχές NEUZ (http://smart.embl-heidelberg.de/), ενώ στο καρβοξυτελικό 

τους άκρο διαθέτουν έναν δάκτυλο ψευδαργύρου τύπου C3HC4 RING (Really Interesting 

New Gene, Saurin et al., 1996) (Εικ.2Α). Και τα τρία πολυπεπτίδια παρουσιάζουν την 

υψηλότερη οµολογία σε αυτές τις περιοχές. Ο δάκτυλος RING (Εικ.2Β)  είναι 

χαρακτηριστικός  πολλών   ρυθµιστικών πρωτεϊνών που συµµετέχουν σε βασικές βιολο-  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 2.  Α : Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής της πρωτεΐνης Νeur της Drosophila. Η 
πρωτεΐνη χαρακτηρίζεται από δύο ειδικές εσωτερικές επαναλήψεις (NEUZ1 και NEUZ2) και έναν δάκτυλο 
ψευδαργύρου τύπου C3HC4 RING B : Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του δακτύλου ψευδαργύρου 
τύπου C3HC4 RING . Χ : οποιοδήποτε αµινοξικό κατάλοιπο, C: κυστείνη, H : ιστιδίνη, Zn : ιόν ψευδαργύρου.  

 
 
 

γικές διαδικασίες, όπως η ανάπτυξη και η ογκογένεση  (Μiki et al., 1994, Bardos et al., 

2000), παίζοντας ρόλο σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Πρόσφατα δεδοµένα υποδει-

κνύουν τη συµµετοχή του RING στη διαδικασία ουβικουτινιλίωσης πολυπεπτιδίων όπου 

φαίνεται να αλληλεπιδρά µε συζευκτικά ένζυµα ουβικουιτίνης E2. Οι πρωτεΐνες που 

περιέχουν δάκτυλο RING αποτελούν λιγάσες ουβικουιτίνης Ε3 (Lorick et al., 1999, 

Borden, 2000, Jackson et al., 2000, Freemont, 2000). Αναλυτικότερα, οι λιγάσες Ε3 

αλληλεπιδρούν µε διάφορα υποστρώµατα, επιλέγοντας µε αυτόν τον τρόπο ποιες 

πρωτεΐνες θα ουβικουιτινιλιωθούν. Συγχρόνως αλληλεπιδρούν και µε τα συζευκτικά 

ένζυµα Ε2, τα οποία είναι συνδεδεµένα µε ένα µόριο ουβικουιτίνης και καταλύουν τη 

µεταφορά της τελευταίας από την πρωτεΐνη Ε2 στο υπόστρωµα (Εικ. 3)  (Ciechanover et 

al., 2000). Να σηµειωθεί ότι οι λιγάσες Ε3 δρουν είτε µόνες τους είτε αποτελούν 

συστατικά ενός υπερµοριακού συµπλέγµατος, το οποίο συνολικά λειτουργεί ως λιγάση 

ουβικουιτίνης Ε3. Επιπρόσθετα, η αλληλεπίδραση µε το υπόστρωµα µπορεί να 

πραγµατοποιείται απευθείας ή µέσω βοηθητικών πρωτεϊνών (Ancillary proteins) 

(Ciechanover et al., 2000). 
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Με βάση, λοιπόν, τα δεδοµένα συµµετοχής του neur στη νευρογένεση της 

Drosophila και στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του υποδοχέα Notch καθώς και την 

αποδεδειγµένη εξελικτική συντήρηση του τελευταίου (Artavanis-Tsakonas et al., 1995, 

Weinmaster, 1997, Greenwald, 1998), είναι δυνατόν το ορθόλογο γονίδιο στον  άνθρωπο 

να  είναι λειτουργικά συγγενές. Ενδεχοµένως το NEURL συµµετέχει στους µηχανισµούς 

καθορισµού της κυτταρικής τύχης κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος µε 

αποτέλεσµα η απενεργοποίησή του να οδηγεί στη δηµιουργία καρκινικών όγκων 

νευροεκτοδερµικής προέλευσης (Nakamura et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Σχηµατική αναπαράσταση της διαδικασίας ουβικουιτινιλίωσης πολυπεπτιδίων. 
Στη διαδικασία αυτή συµµετέχουν τρεις κατηγορίες ενζύµων : Το ένζυµο ενεργοποίησης της ουβικουιτίνης 
(Ε1), τα συζευκτικά ένζυµα (Ε2) και οι λιγάσες ουβικουιτίνης (Ε3).   Α : η πρωτεΐνη Ε1 αλληλεπιδρά µε την 
ουβικουιτίνη (Ub) και την ενεργοποιεί. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη δηµιουργία ενός θειεστερικού δεσµού υψηλής 
ενέργειας ανάµεσα σε ένα κατάλοιπο κυστείνης (Cys) της Ε1 και ενός COOH-τελικού καταλοίπου γλυκίνης 
(Gly) της ουβικουιτίνης. Β: η ενεργοποιηµένη ουβικουιτίνη συνδέεται ακολούθως µε τις πρωτεΐνες Ε2, κατά 
παρόµοιο τρόπο, προκειµένου να µεταφερθεί στη συνέχεια στο υπόστρωµα-στόχο. Γ. Οι λιγάσες Ε3 
αλληλεπιδρούν τόσο µε το υπόστρωµα, απευθείας ή µέσω βοηθητικών πρωτεϊνών (An), όσο και µε τις Ε2-Ub 
και καταλύουν τη µεταφορά της ουβικουιτίνης στο πρώτο. ∆ : ύστερα από πολλές επαναλήψεις της 
διαδικασίας το υπόστρωµα είναι συνδεδεµένο µε µία αλυσίδα µορίων Ub, η οποία αναγνωρίζεται από τα 
συστατικά του πρωτεασώµατος 26S µε αποτέλεσµα την τελική αποικοδόµηση ή τροποποίηση του 
υποστρώµατος και την απελευθέρωση των µορίων Ub στο ενδοκυτταρικό περιβάλλον προκειµένου να 
ξαναχρησιµοποιηθούν.    

Σηµείωση : στη συγκεκριµένη σχηµατική αναπαράσταση η πρωτεΐνη Ε3 περιέχει µία περιοχή RING  (γκρι).   
Η περιοχή RING  αλληλεπιδρά µε το ένζυµο Ε2.  
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5. Η ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗ Notch ΣΤΗΝ Drosophila ΚΑΙ ΑΛΛΟΥΣ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥΣ 
 

O συνεχώς αυξανόµενος αριθµός αναπτυξιακών διαδικασιών στην Drosophila στις 

οποίες φαίνεται να απαιτείται το σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch οδηγεί στη διαπίστωση ότι 

δεν υπάρχει κάποιος ιστός που να µην εξαρτάται σε κάποιο στάδιο της ανάπτυξής του 

από το συγκεκριµένο µηχανισµό. Οι διαδικασίες στις οποίες συµµετέχει αυτή η 

σηµατοδότηση εµπίπτουν σε τρεις κατηγορίες : α) τον καθορισµό της διαφορετικής  ανα-

πτυξιακής πορείας µεταξύ ισοδύναµων κυττάρων (πλευρική αναστολή), β) τις αποφάσεις 

γενεαλογίας και γ) τον καθορισµό και τη διατήρηση συνόρων ανάµεσα σε κυτταρικές 

οµάδες (Εικ.4) (Bray, 1998).  

 

α. Καθορισµός διαφορετικής  αναπτυξιακής τύχης ισοδύναµων κυττάρων : 
πρόκειται για  πλευρικές αλληλεπιδράσεις που λαµβάνουν χώρα σε έναν πληθυσµό 

αναπτυξιακά ισοδύναµων κυττάρων και οδηγούν στη δηµιουργία διαφορετικών 

κυτταρικών τύπων. Αποτελούν συνεπώς µία διαδικασία ανταγωνισµού για την απόκτηση 

µίας συγκεκριµένης τύχης, µε ένα κύτταρο (κύτταρο ποµπός) να υιοθετεί ένα 

συγκεκριµένο δυναµικό παρεµποδίζοντας ταυτόχρονα τα γειτονικά του (κύτταρα-δέκτες) 

να ακολουθήσουν την ίδια αναπτυξιακή πορεία (Greenwald,1998). Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αποτελεί η ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος κατά την εµβρυογένεση της 

Drosophila και η επιλογή του πρόδροµου κυττάρου των εξωτερικών αισθητηρίων 

οργάνων (SOP : sensory organ precursor) τόσο στο έµβρυο όσο και στην προνύµφη  

(Εικ.4Α). Η διαφοροποίηση ενός SOP λαµβάνει χώρα σε µία οµάδα κυττάρων µε το ίδιο 

νευρογόνο δυναµικό που αποκαλείται προνευρικός συναθροισµός (proneural cluster) 

(Simpson, 1990). Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης ένα µόνο κύτταρο διατηρεί το νευρικό 

δυναµικό και παρεµποδίζει τα γειτονικά του να αποκτήσουν την ίδια αναπτυξιακή τύχη, 

κατευθύνοντας µε αυτόν τον τρόπο τη διαφοροποίησή τους σε επιδερµοβλάστες (Ghysen 

et al., 1993).  Αρχικά όλα τα κύτταρα εκφράζουν τον υποδοχέα  Notch  και το δεσµευτή 

Delta και έχουν ισοδύναµη ικανότητα να σηµατοδοτούν το ένα το άλλο. Σύµφωνα µε το 

επικρατέστερο µοντέλο, σε κάποια χρονική στιγµή µία µικρή διαφορά µεταξύ των 

κυττάρων ενισχύεται και γίνεται µόνιµη µέσω µηχανισµών ανάδρασης (Greenwald, 1998). 

Συγκεκριµένα, αν ο υποδοχέας ενεργοποιηθεί περισσότερο σε ένα κύτταρο τότε τα 

ενδογενή επίπεδα του δεσµευτή του ελαττώνονται µε συνέπεια να µην είναι πλέον 

αποτελεσµατικό στην εκποµπή σήµατος αλλά καλύτερο στη λήψη. Αντίστοιχα, αν ένα 

κύτταρο έχει υψηλά επίπεδα Delta  κάπως παρεµποδίζει τη λήψη σήµατος και γίνεται 

καλύτερος ποµπός παρά δέκτης. Το τελευταίο είναι ο SOP, ενώ όλα τα υπόλοιπα 

κύτταρα του προνευρικού συναθροισµού καταστέλλονται µέσω της σηµατοδότησης Notch 

(Kopan and Turner, 1996). Πραγµατικά, κάθε προνευρικός συναθροισµός περιέχει ένα 

κύτταρο που εκφράζει neur, το µελλοντικό SOP, ενώ όλα τα υπόλοιπα εκφράζουν E(spl), 
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που όπως προαναφέρθηκε είναι απευθείας µεταγραφικοί στόχοι του Notch. Μολονότι η 

µη-αλληλεπικαλυπτόµενη έκφραση των neur και E(spl) φανερώνει ποιο κύτταρο εκπέµπει 

και ποια κύτταρα δέχονται το σήµα Notch εντούτοις δεν ανιχνεύονται ποσοτικές διαφορές 

στα επίπεδα των πρωτεϊνών N και Dl ανάµεσα στα κύτταρα του προνευρικού 

συναθροισµού. Αυτό έρχεται σε αντίφαση µε τον προτεινόµενο µηχανισµό ανάδρασης, 

όπου τα επίπεδα N και Dl επηρεάζουν την ικανότητα κάποιου κυττάρου να στέλνει ή να 

λαµβάνει σήµα. Τα αποτελέσµατά µας προτείνουν κάποια λύση σε αυτό το παράδοξο 

(βλ. συζήτηση). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Οι αναπτυξιακές διαδικασίες στις οποίες συµµετέχει η σηµατοδότηση µέσω του 
υποδοχέα Notch.   Α : Καθορισµός διαφορετικής  αναπτυξιακής τύχης µεταξύ ισοδύναµων κυττάρων 
(πλευρική αναστολή). Κύτταρα µπλε χρώµατος : κύτταρα που έχουν το ίδιο αρχικό δυναµικό (ισοδύναµα) και 
εκφράζουν τόσο το δεσµευτή όσο και τον υποδοχέα. EPL : επιδερµοβλάστες (epidermoblasts)-δέκτες 
σήµατος. NRL : νευροβλάστης (neuroblast)-ποµπός σήµατος. Β : Αποφάσεις γενεαλογίας. SOPs (sensory 
organ precursors) : αρχέγονα κύτταρα των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων. pIIa και pIIb : θυγατρικά 
κύτταρα (δευτερεύοντα SOPs) που προέρχονται από ασύµµετρη διαίρεση του αρχικού SOP.  Το κύτταρο pIIa 
θα διαιρεθεί επίσης ασύµµετρα και θα δώσει τα κύτταρα της θήκης και του στελέχους (shaft � socket, 
αντίστοιχα) ενώ το κύτταρο pIIb θα διαιρεθεί, κατά αντίστοιχο τρόπο, σε ένα κύτταρο γλοίας (glia) και σε ένα 
θυγατρικό, που ονοµάζεται pIΙIb από το οποίο θα προέλθουν ανάλογα το νευρικό κύτταρο (neuron) και το 
περίβληµα (sheath). Η απόκτηση διαφορετικής αναπτυξιακής τύχης από τα θυγατρικά κύτταρα 
πραγµατοποιείται µέσω σηµατοδότησης Notch. Και τα δύο θυγατρικά κύτταρα που προέρχονται από µία 
διαίρεση µπορούν να σηµατοδοτήσουν το Notch του γειτονικού τους κυττάρου. Εντούτοις, το µονοπάτι µπορεί 
να ενεργοποιηθεί στο ένα από αυτά (καφέ). Αυτό οφείλεται στην παρουσία της πρωτεΐνης Numb (κίτρινο 
ηµικύκλιο), η οποία κληρονοµείται στον ένα απόγονο και δρα κατασταλτικά στην ενεργοποίηση του υποδοχέα 
αυτού του κυττάρου. Γ : Καθορισµός και διατήρηση συνόρων ανάµεσα σε κυτταρικές οµάδες. Το 
µονοπάτι Notch ενεργοποιείται  αµφίπλευρα στη µεσογραµµή (διακεκοµµένη γραµµή) των δύο κυτταρικών 
οµάδων (µπλε). Η σηµατοδότηση έχει σαν αποτέλεσµα τα κύτταρα στο σύνορο (µπλε) να αποκτήσουν τα 
χαρακτηριστικά ενός οργανωτικού κέντρου που είναι υπεύθυνο για την ενεργοποίηση γονιδίων-στόχων και τον 
επακόλουθο συντονισµό και διατήρηση του διαφορετικού αναπτυξιακού προτύπου ανάµεσα στα δύο 
διαµερίσµατα. 

 

 

β. Αποφάσεις γενεαλογίας (lineage decisions) : λαµβάνουν χώρα κατά τις 

διαιρέσεις και τις µετέπειτα διαφοροποιήσεις προγονικών κυττάρων, όπως π.χ. των 

µυϊκών και νευρικών. Η υιοθέτηση διαφορετικής αναπτυξιακής πορείας από τα θυγατρικά 

κύτταρα πραγµατοποιείται µε σηµατοδότηση του  Notch, η οποία λαµβάνει χώρα σε ένα 

µόνο από τα δύο κύτταρα (Guo et al., 1996, Spana and Doe, 1996, Ruiz-Gomez and 
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Bate, 1997, Park et al., 1998).  Για παράδειγµα, τα εξωτερικά αισθητήρια όργανα των 

σµηρίγγων, τα οποία είναι και τα πιο καλά µελετηµένα, αποτελούνται από πέντε 

κυτταρικούς τύπους: τη θήκη (socket), το στέλεχος (shaft), το γλοιακό κύτταρο, το 

περίβληµα (sheath) και το νευρώνα (Jan and Jan, 1993). Αυτοί οι κυτταρικοί τύποι είναι 

µιτωτικοί απόγονοι ενός αρχέγονου κύτταρου (SOP) (Εικ.4Β). Το SOP αφού καθορισθεί 

µέσω πλευρικής αναστολής, διαιρείται ασύµµετρα και παράγει δύο θυγατρικά κύτταρα 

(δευτερεύοντα SOPs) που ονοµάζονται pIIa και pIIb. Το κύτταρο pIIa θα διαιρεθεί επίσης 

ασύµµετρα και θα δώσει τα κύτταρα της θήκης και του στελέχους (Hartenstein and 

Posakony, 1989) ενώ το κύτταρο pIIb θα διαιρεθεί, κατά αντίστοιχο τρόπο, σε ένα 

κύτταρο γλοίας και σε ένα θυγατρικό, που ονοµάζεται pIΙIb, από το οποίο θα προέλθουν 

ανάλογα το νευρικό κύτταρο και το περίβληµά του (Gho et al., 1999).  Η απόκτηση διαφο-

ρετικής τύχης από τα θυγατρικά κύτταρα πραγµατοποιείται µέσω της σηµατοδότησης 

Notch, η οποία λαµβάνει χώρα τόσο µεταξύ των αρχικών θυγατρικών κυττάρων  pIIa και 

pIIb όσο και στους απογόνους τους. Η σηµασία της διαδικασίας αυτής στις  �αποφάσεις� 

γενεαλογίας κατά το σχηµατισµό των αισθητηρίων οργάνων αποδείχθηκε µε πειράµατα 

καταστολής της (απώλειας λειτουργίας ενός από τα συστατικά του µονοπατιού Νotch). 

∆ιαπιστώθηκε ότι παράγονται µόνο νευρώνες και κανένας από τους υπόλοιπους τέσσερις 

κυτταρικούς τύπους (Hartenstein and Posakony, 1990), υποδηλώνοντας διατάραξη των 

αναπτυξιακών διαδικασιών από την πρώτη κιόλας θυγατρική γενιά. Αυτό οφείλεται στη 

µεταβίβαση, σε κάθε ασύµµετρη διαίρεση, της πρωτεΐνης Numb σε ένα µόνο από τα 

θυγατρικά κύτταρα. Ο συγκεκριµένος παράγοντας δρα ανταγωνιστικά στο Νotch, που 

υπάρχει στην µεµβρανική επιφάνεια και των δύο θυγατρικών κυττάρων, µε αποτέλεσµα 

µόνο το κύτταρο που δεν κληρονοµεί το µόριο Numb να είναι ικανός δέκτης σήµατος, 

οδηγώντας το σε διαφορετική αναπτυξιακή πορεία από το αδελφό γειτονικό του (Spana 

and Doe, 1996). 

 

γ. Καθορισµός και διατήρηση ορίων (boundary formation) : χαρακτηριστική 

περίπτωση απαίτησης της σηµατοδότησης Notch  για τη δηµιουργία και την εγκαθίδρυση 

συνόρων αποτελεί ο σχηµατισµός του ραχιαιο-κοιλιακού συνόρου στον προνυµφικό 

δίσκο του φτερού, µια αναπτυξιακή διαδικασία ιδιαίτερα µελετηµένη, η οποία είναι 

εξελικτικά συντηρηµένη µέχρι τα ανώτερα θηλαστικά (Irvine and Vogt, 1997). 

Συγκεκριµένα, ο υποδοχέας  σηµατοδοτείται στη µεσογραµµή (σύνορο) των κυτταρικών 

οµάδων της ραχιαίας και της κοιλιακής πλευράς του προνυµφικού δίσκου. Η σηµατοδότη-

ση έχει σαν αποτέλεσµα : 1) το διαχωρισµό των δύο πληθυσµών κυττάρων (απαγόρευση 

ανάµιξης) και 2) τα κύτταρα στο όριο να αποκτήσουν τα χαρακτηριστικά ενός οργανωτι-

κού κέντρου που είναι υπεύθυνο για τον καθορισµό του αναπτυξιακού προτύπου του 

φτερού κατά µήκος του ραχιαιοκοιλιακού άξονα (Εικ.4Γ). Αυτό επιτυγχάνεται µε την 

έκφραση, στα εν λόγω συνοριακά κύτταρα, του µορφογόνου Wingless (Wg) που διαχέεται 
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και επηρεάζει όλα τα πρόδροµα κύτταρα του φτερού. Για τον καθορισµό του ραχιαιο-

κοιλιακού ορίου ο υποδοχέας σηµατοδοτείται αµφίπλευρα και από διαφορετικό δεσµευτή 

σε κάθε πλευρά. Πιο αναλυτικά, τα κοιλιακά κύτταρα ενεργοποιούν το µονοπάτι Notch 

στη ραχιαία πλευρά µέσω του δεσµευτή Delta, ενώ η αντίστροφη σηµατοδότηση 

επιτυγχάνεται από τον άλλο δεσµευτή του Notch, το Serrate (Ser). Αυτό οφείλεται στην 

παρουσία της πρωτεΐνης Fringe (Fng), η οποία εκφράζεται µόνο στο ραχιαίο διαµέρισµα 

(Εικ. 5). Συγκεκριµένα, το Fringe γλυκοσυλιώνει τον υποδοχέα Notch και αυτή η µετα-

µεταφραστική τροποποίηση έχει σαν αποτέλεσµα να ενισχύεται η αλληλεπίδρασή του 

τελευταίου µε το Delta των κυττάρων του κοιλιακού διαµερίσµατος και να παρεµποδίζεται 

η σηµατοδότησή του από το Serrate (Βlair, 2000, Bruckner et al., 2000, Moloney et al., 

2000, Munro and Freeman, 2000). Αντίθετα, το Notch των κοιλιακών κυττάρων δεν 

υφίσταται γλυκοσυλίωση και ενεργοποιείται από το Serrate που δρα ανταγωνιστικά, 

απουσία του Fringe,  και είναι πιο ισχυρό από το δεσµευτή Delta (Εικ. 5). Αυτή η 

αµφίδροµη σηµατοδότηση έχει σαν αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της έκφρασης του 

αντίστοιχου δεσµευτή σε κάθε πλευρά και τη συνεχή ενεργοποίηση του µονοπατιού στο 

ραχιαιο-κοιλιακό σύνορο. Η ενεργοποίηση του µονοπατιού περιορίζεται αποκλειστικά στο  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Η σηµατοδότηση Notch στον καθορισµό και τη διατήρηση του ραχιαιοκοιλιακού 
ορίου στον προνυµφικό δίσκο του φτερού στη Drosophila. Ο υποδοχέας Notch (N) και ο δεσµευτής 
Delta  (Dl) εκφράζονται  στην επιφάνεια των κυττάρων και στα δύο διαµερίσµατα του δίσκου του φτερού. 
Αντίθετα, ο δεσµευτής Serrate (S) εκφράζεται µόνο στα ραχιαία κύτταρα. Η πρωτεΐνη Fringe (Fng), η οποία 
εντοπίζεται στο ραχιαίο διαµέρισµα και γλυκοσυλιώνει τον υποδοχέα Notch (κίτρινο ηµικύκλιο), δρα θετικά 
στη σηµατοδότησή του από το Delta των κοιλιακών κυττάρων και κατασταλτικά στη µετάδοση σήµατος από 
το Serrate, το οποίο είναι ικανό να σηµατοδοτήσει µόνο τα κοιλιακά κύτταρα. Η ενεργοποίηση του Notch και 
στις δύο πλευρές του ορίου έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση των επιπέδων των δεσµευτών του (του Serrate 
στο ραχιαίο διαµέρισµα και του Delta στα κοιλιακά κύτταρα). Αυτή η επαγωγική ικανότητα του υποδοχέα 
εξασφαλίζει τη διάρκεια τη σηµατοδότησης στην περιοχή και το διαχωρισµό των δυο διαµερισµάτων . 
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όριο του φτερού. Αυτό επιτυγχάνεται λόγω της µη ικανότητας του Serrate να σηµατο-

δοτήσει  τον γλυκοσυλιωµένο υποδοχέα Notch στα ραχιαία κύτταρα και του Delta να 

επεκτείνει τη σηµατοδότηση πιο κοιλιακά, λόγω απουσίας της πρωτεΐνης Fng (Εικ.5). 
 
 
Στην Drosophila, άλλες περιοχές στις οποίες συµµετέχει ο υποδοχέας Notch για το 

σχηµατισµό ορίων αποτελούν ο ισηµερινός  στο αναπτυσσόµενο µάτι (Papayannopoulos 

et al., 1998)  και οι αρθρώσεις των ποδιών του εντόµου (de Celis et al., 1998, Bishop et 

al., 1999). Η συγκεκριµένη σηµατοδοτική διαδικασία είναι εξελικτικά συντηρηµένη µέχρι 

τα ανώτερα θηλαστικά και λαµβάνει χώρα στις αναπτυξιακές διαδικασίες σχηµατισµού 

των άκρων και των σωµιτών (Zeller and Duboule, 1997, Moran et al., 1999).   

 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι η βιολογική δράση του Notch εξαρτάται κυρίως από το 

κυτταρικό/αναπτυξιακό υπόβαθρο, µέσα στο οποίο λαµβάνει χώρα. Εκτός από την 

ιδιαίτερα µελετηµένη και αποδεδειγµένη συµµετοχή του σηµατοδοτικού µηχανισµού στις 

διαδικασίες διαφοροποίησης, πρόσφατες µελέτες δείχνουν και την εµπλοκή του στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Αrtavanis-Tsakonas et al., 1999). Εντούτοις, δεν έχει 

αποδειχτεί αν η εµπλοκή αυτή είναι άµεση ή έµµεση. Πειράµατα σε προνυµφικούς 

δίσκους του φτερού της Drosophila έδειξαν ότι η ενεργοποίησή του Notch επηρεάζει τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό έµµεσα, ενδεχοµένως µέσω της τροποποίησης της λειτουρ-

γίας του εκκρινόµενου µορίου Wingless (Johnson and Edgar, 1998). Άλλες όµως µελέτες 

υποδηλώνουν πιο άµεση δράση (Baonza and Garcia-Bellido, 2000).  Επίσης, αναλύσεις 

της ενεργοποίησης του υποδοχέα σε διαφορετικούς δίσκους δείχνουν ότι η ικανότητά του 

να επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο είναι αποτέλεσµα συνεργατικής δράσης µε άλλους 

παράγοντες και εξαρτάται από το εκάστοτε αναπτυξιακό πλαίσιο δράσης του (Go et al., 

1998). Ανάλογες ενδείξεις υπάρχουν και από µελέτες σε θηλαστικά σύµφωνα µε τις 

οποίες τα ορθόλογα του Notch επηρεάζουν τον κυτταρικό κύκλο (Ronchini and 

Capobianco, 2001) και κάποια από αυτά (π.χ. Notch 1) ενέχονται στην ανάπτυξη του 

προστάτη και στην καρκινογένεση (Shou et al., 2001). 

 

Ο µηχανισµός σηµατοδότησης µέσω του υποδοχέα Notch είναι εξελικτικά 

συντηρηµένος  από τον C. elegans, τη Drosophila και τον αχινό µέχρι τα ανώτερα 

σπονδυλωτά και τον άνθρωπο (Artavanis-Tsakonas et al., 1995, Weinmaster, 1997, 

Greenwald, 1998, Artavanis-Tsakonas et al., 1999, Mumm and Kopan, 2000). Καταστολή 

της λειτουργίας του υποδοχέα Notch ή των γονιδίων-στόχων οδηγεί σε θνησιµότητα κατά 

την εµβρυϊκή ηλικία. Έµβρυα ποντικού οµόζυγα για µεταλλάξεις απώλειας λειτουργίας 

του  Notch (null mutants) παρουσιάζουν ποικίλες ανωµαλίες, όπως  διατάραξη της ανά-

πτυξης του κεντρικού νευρικού συστήµατος και των σωµιτών (Swiatek et al., 1994, 

Conlon et al., 1995, de la Pompa et al., 1997). Επιπλέον, η συνεχής σηµατοδότηση, µε 
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την έκφραση συνεχώς ενεργοποιηµένων µορφών του υποδοχέα ή γονιδίων-στόχων, 

επηρεάζει τις αποφάσεις γενεαλογίας κατά τη νευρογένεση και µυογένεση, όπως 

συµβαίνει και στην Drosophila (Nye et al., 1994, Shawber et al., 1996, Wang et al., 1998, 

Nofziger et al., 1999).  Εκτός από το ρόλο του µονοπατιού Notch στις αποφάσεις της 

κυτταρικής αναπτυξιακής τύχης, υπάρχουν ενδείξεις συµµετοχής του και στη διατήρηση 

και οµοιόσταση διαφοροποιηµένων κυττάρων. Για παράδειγµα, έχει παρατηρηθεί ότι η 

ανάπτυξη των απολήξεων  των νευρώνων του φλοιού του εγκεφάλου ρυθµίζεται από το 

συγκεκριµένο µηχανισµό, υποδηλώνοντας βασικό ρόλο όχι µόνο στην ανάπτυξη του 

νευρικού συστήµατος αλλά και στη διατήρησή του ή την πλαστικότητά του (Sestan et al., 

1999).  

 

Από τις πολυάριθµες µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί είναι φανερό ότι η 

µεταβίβαση σηµάτων µέσω του υποδοχέα Notch, σε συνδυασµό µε άλλους κυτταρικούς 

παράγοντες, επηρεάζει και κατευθύνει τη διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό και τις 

αποπτωτικές διαδικασίες σε όλα τα στάδια της ανάπτυξης (Artavanis-Τsakonas et al., 

1999). Συνεπώς, θα µπορούσε να θεωρηθεί ότι η σηµατοδότηση Notch αποτελεί ένα 

γενικό και παράλληλα βασικό αναπτυξιακό µηχανισµό που κατευθύνει την κυτταρική τύχη 

και τελικά την κατασκευή ενός οργανισµού. 

 

 

6. ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ NOTCH ΚΑΙ ∆ΕΣΜΕΥΤΕΣ : ∆ΟΜΙΚΗ ΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΑΝΑΜΕΣΑ 
ΣΤΑ ΕΙ∆Η 

 
A.  Οι υποδοχείς Notch 

 

Η ονοµασία του γονιδίου Notch προήλθε από τα κοψίµατα (notching) στο όριο των 

φτερών των ενηλίκων ατόµων Drosophila που προκαλoύνται από µερική έλλειψη της 

λειτουργίας του (απλοανεπάρκεια) (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Στο C. elegans 

έχουν ανιχνευτεί 2 ορθόλογα γονίδια (lin-12 και glp-1) ενώ στα θηλαστικά είναι ταυτο-

ποιηµένες τέσσερις πρωτεΐνες της οικογένειας Notch/lin12 (Notch1-4), οι οποίες παρου-

σιάζουν τα ίδια δοµικά χαρακτηριστικά µε τον υποδοχέα της Drosophila (Εικ.6)  

(Greenwald and Rubin, 1992, Greenwald, 1994).  

 

Ένας τυπικός υποδοχέας Notch  αποτελεί µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη µονής 

διέλευσης (single-pass), µεγάλου µοριακού µεγέθους (το Notch της Drosophila έχει 

µέγεθος 300kDa), της οποίας η εξωκυττάρια και η ενδοκυττάρια περιοχή αποτελούν 

διακριτές λειτουργικές µονάδες (Rebay et al., 1993). Η εξωκυττάρια αµινοτελική περιοχή 

(NEC) δρα ρυθµιστικά συµµετέχοντας στην αλληλεπίδραση µε το δεσµευτή. Το ενδο-
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κυττάριο καρβοξυτελικό τµήµα του υποδοχέα (NIC) αποτελεί το λειτουργικό µέρος του 

µορίου. Οι υποδοχείς Notch συντίθενται σαν µονές πολυπεπτιδικές αλυσίδες, οι οποίες 

κατά την πορεία τους προς την κυτταρική επιφάνεια πρωτεολύονται στο εξωκυττάριο 

τµήµα τους και φτάνουν στον τελικό τους προορισµό ως ετεροδιµερή (Blaumueller et al., 

1997, Logeat et al., 1998). Μολονότι υπάρχουν σηµαντικές διακυµάνσεις στο µέγεθος 

των υποδοχέων ανάµεσα στα είδη η δοµική τους αρχιτεκτονική παραµένει εξαιρετικά 

συντηρηµένη (Εικ.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. ∆οµικά χαρακτηριστικά των υποδοχέων της οικογένειας Notch/LIN-12. Τα µόρια 

χαρακτηρίζονται από την ίδια αρχιτεκτονική δοµή. Η εξωκυττάρια περιοχή διαθέτει πολλαπλές επαναλήψεις 

τύπου EGF (10-36), 3 επαναλήψεις πλούσιες σε κυστείνες (LNR : LIN-12/Notch Repeats) και δύο συντηρη-

µένες κυστείνες (C). Ακολουθεί µία µονή διαµεµβρανική περιοχή (ΤΜ). Το ενδοκυττάριο τµήµα αποτελείται 

από έξι επαναλήψεις αγκυρίνης (ΑΝΚ) και µία περιοχή που είναι πλούσια σε προλίνη, γλουταµικό οξύ, σερίνη 

και θρεονίνη (PEST). F : θέση πρωτεόλυσης των υποδοχέων Notch από τη φουρίνη. 
 

 

Η εξωκυττάρια περιοχή των υποδοχέων Notch χαρακτηρίζεται από διαδοχικές 

επαναλήψεις τύπου EGF (EGFRs : Epidermal Growth Factor like Repeats/επαναλήψεις 

του παράγοντα αύξησης επιδερµίδας), ο αριθµός των οποίων ποικίλει στα διάφορα µόρια 

της οικογένειας και κυµαίνεται από 36 στη δροσοφιλική πρωτεΐνη  και στις ορθόλογες 

Notch1 και Notch2, 34 στο Notch3, 29 στο Notch4 έως 10 στο πολυπεπτίδιο glp-1 του   

C. elegans (Εικ. 6) (Weinmaster, 1997). Οι EGFRs  συµµετέχουν στις διαµοριακές 

αλληλεπιδράσεις και στη σταθερότητα της πρωτεΐνης Notch. Πειράµατα σε κυτταροκαλ-

λιέργειες έδειξαν ότι οι επαναλήψεις 11 και 12, οι οποίες είναι εξαιρετικά συντηρηµένες σε 

όλα τα ορθόλογα πολυπεπτίδια,  είναι ικανές και αναγκαίες για την αλληλεπίδραση του 

Notch της Drosophila µε τους δεσµευτές του, Delta και Serrate (Fehon et al., 1990, Rebay 

et al., 1991). Οι υπόλοιπες επαναλήψεις, ειδικότερα οι 14 και 24-30, πιθανόν να 

σταθεροποιούν αυτές τις αλληλεπιδράσεις επειδή αλλαγές σε αυτές επηρεάζουν τη 

δεσµευτική ικανότητα του υποδοχέα (Lieber et al., 1992) και µάλιστα µε διαφορετικό 

τρόπο, ενδεχοµένως µέσω αλληλεπιδράσεων µε ιστοειδικούς παράγοντες που επηρεά-
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ζουν διαφορετικά την λειτουργικότητά του (Rebay et al., 1991). Τέλος, ανάµεσα στη 

διαµεµβρανική περιοχή και τις EGFRs του Notch εντοπίζονται και άλλες επαναλήψεις, 

πλούσιες σε κυστείνες (LNRs : Lin12/Notch Repeats), που είναι σηµαντικές για τη 

διατήρηση της σταθερότητας του µορίου (Fleming, 1998). 

 

Το ενδοκυττάριο τµήµα των υποδοχέων Notch απελευθερώνεται πρωτεολυτικά 

ύστερα από την αλληλεπίδραση µε το δεσµευτή και µεταφέρεται στον πυρήνα όπου δρα 

ως µεταγραφικός συνενεργοποιητής των γονιδίων-στόχων (Schroeter et al., 1998, 

Lecourtois and Schweisguth, 1998). Το τµήµα αυτό των µορίων χαρακτηρίζεται από 

τέσσερις  διακριτές δοµικές περιοχές: την περιοχή RAM23, η οποία βρίσκεται πολύ κοντά 

στη µεµβράνη, τις έξι επαναλήψεις τύπου αγκυρίνης (ANKRs), µία περιοχή που είναι 

πλούσια σε γλουταµίνες (opa) και µία αλληλουχία PESΤ. Το ενδοκυττάριο τµήµα της 

πρωτεΐνης Notch αλληλεπιδρά µε πολυάριθµους παράγοντες από τους οποίους οι πιο 

σηµαντικοί φαίνεται είναι αυτοί που ανήκουν στην οικογένεια των µεταγραφικών 

παραγόντων CSL (CBF1 στα θηλαστικά, Su(H) στην Drosophila και Lag-1 στο C. 

elegans) (Fortini and Artavanis-Tsakonas, 1994, Tamura et al., 1995). Οι συγκεκριµένες 

πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε τις περιοχές RΑΜ23 και ANKR των υποδοχέων και είναι 

βασικές, αλλά όχι απαραίτητες, σε όλες τις αναπτυξιακές διαδικασίες στις οποίες 

συµµετέχει η σηµατοδότηση Notch (Shawber et al., 1996β, Matsuno et al., 1997). 

Υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε περιοχές του ενδοκυττάριου 

τµήµατος των πρωτεϊνών Notch και παρουσιάζουν ιστοειδική δράση, επηρεάζοντας 

θετικά ή αρνητικά τη σηµατοδότηση. Συγκεκριµένα, η πρωτεΐνη Numb αλληλεπιδρά µε 

την  περιοχή RAM23 και δρα ανταγωνιστικά στην ενεργοποίηση του Notch, παίζοντας 

σηµαντικό ρόλο στις αποφάσεις γενεαλογίας κατά το σχηµατισµό των προγονικών 

κυττάρων των εξωτερικών αισθητηρίων οργάνων (Guo et al., 1996). Με την ίδια περιοχή 

αλληλεπιδρά και η πρωτεΐνη Disabled (Dab) που συµµετέχει στην επέκταση των 

νευρικών αξόνων (Giniger, 1998). Επιπρόσθετα, οι επαναλήψεις αγκυρίνης αποτελούν 

θέσεις δέσµευσης θετικών ρυθµιστών των υποδοχέων Notch, όπως η πρωτεΐνη Deltex, η 

οποία εκφράζεται ευρέως και συµµετέχει στη µεταγραφική επαγωγική ικανότητά τους, 

πιθανόν αλληλεπιδρώντας µε τα µόρια CSL (Matsuno et al., 1995, Matsuno et al., 1998). 

∆ιαπιστώνεται συνεπώς ότι τα πολυπεπτίδια Notch αλληλεπιδρούν µε διάφορους 

κυτταρικούς παράγοντες, δικαιολογώντας  την ικανότητά τους να παίζουν πρωταγωνιστι-

κό ρόλο σε ένα τεράστιο εύρος διαφορετικών αναπτυξιακών διαδικασιών καθώς και την 

εξελικτική τους επιλογή και συντήρηση  ανάµεσα στα είδη ως µόρια-κλειδιά για την 

κατασκευή ενός οργανισµού. 
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B.  Οι δεσµευτές των υποδοχέων Notch 
 

Οι δεσµευτές που ενεργοποιούν τους υποδοχείς της οικογένειας Notch/Lin12 

ανήκουν στην οικογένεια DSL (Delta � Serrate �Lag-2) (Henderson et al., 1994, Mello et 

al., 1994, Tax et al., 1994). Όλα τα µέλη της συγκεκριµένης οικογένειας αποτελούν 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες µονής διέλευσης, µε το µεγαλύτερο αµινοτελικό τµήµα τους να 

βρίσκεται στον εξωκυττάριο χώρο. Η ενδοκυττάρια περιοχή έχει µικρό µέγεθος και 

κυµαίνεται ανάµεσα στα είδη από 70-215 a.a. Όπως στις πρωτεΐνες Notch, η εξωκυττάρια 

περιοχή των πρωτεϊνών DSL χαρακτηρίζεται από την παρουσία επαναλήψεων τύπου 

EGF µε τη διαφορά της ύπαρξης µίας εκφυλισµένης αµινοτελικής επανάληψης (περιοχή 

DSL) (Εικ. 7), η οποία είναι µοναδική σε αυτά τα µόρια και απαραίτητη για τη λειτουργία 

τους (Henderson et al., 1994, Muskavitch, 1994, Fleming, 1998).  Η άµεση αλληλεπί-

δραση µε τις EGFRs 11-12 του Notch γίνεται µέσω αυτής της περιοχής (Fleming, 1998). 

 

Στην Drosophila οι δεσµευτές του Notch είναι οι πρωτεΐνες Delta και Serrate. Τα 

δύο µόρια εκτός από το µέγεθος (Delta : 832 aa, Serrate : 1404 aa) και τον αριθµό των 

επαναλήψεων EGF (Delta : 9 επαναλήψεις, Serrate : 14 επαναλήψεις) διαφέρουν  σε µία 

περιοχή πλούσια σε κυστείνες, µεγέθους 100 περίπου αµινοξέων  (περιοχή CR), η οποία 

είναι χαρακτηριστική µόνο στο Serrate και στις ορθόλογες µε αυτό πρωτεΐνες (Εικ.7). Η 

λειτουργία της περιοχής CR παραµένει άγνωστη αλλά πιστεύεται ότι συµµετέχει σε 

διαφορετικές αποκρίσεις του σηµατοδοτικού µονοπατιού Notch από αυτές που πραγµα-

τοποιούνται από το Delta (Fleming, 1998). Εξάλλου, οι δύο δεσµευτές έχουν διαφορετικό 

πρότυπο έκφρασης, µεταλλαγές τους προκαλούν διαφορετικούς φαινότυπους και 

φαίνεται να παίζουν ρόλο σε διαφορετικές αναπτυξιακές αποφάσεις µέσω ενεργοποίησης 

του ίδιου υποδοχέα (Doherty et al., 1996, Jonsson and Knust, 1996). Οι επαναλήψεις 

EGF του Ser και του Dl συµµετέχουν ενδεχοµένως στις αλληλεπιδράσεις µε τον 

υποδοχέα Notch αφού µεταλλαγές τους επηρεάζουν τη δεσµευτική τους ικανότητα (Lieber 

et al., 1992).  

 

Ορθόλογα µόρια των Ser και Dl έχουν ταυτοποιηθεί στον C. elegans (Lag-2, APX-

1, ARG-1) (Henderson et al., 1994, Mello et al., 1994, Tax et al., 1994, Fitzgerald and 

Greenwald, 1995) και στα σπονδυλωτά, από το βάτραχο (Chitnis et al., 1995, Jen et al., 

1997) µέχρι τα ανώτερα θηλαστικά (Delta-1, Delta-3, Delta-4 και Jagged-1, Jagged-2-

σχήµα 5) και παρουσιάζουν συντηρηµένη αρχιτεκτονική δοµή (Bettenhausen et al., 1995, 

Lindsell et al., 1995, Shawber et al., 1996α, Dunwoodie et al., 1997, Shutter et al., 2000). 

Οι πρωτεΐνες Jagged 1 και Jagged 2, παρόµοια µε το δροσοφιλικό ορθόλογο Serrate, 

έχουν µεγαλύτερο αριθµό επαναλήψεων EGF από τους δεσµευτές Delta και χαρακτη-

ρίζονται από την παρουσία της περιοχής CR. 
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∆ιαπιστώνεται συνεπώς ότι  τα βασικά συστατικά του σηµατοδοτικού µηχανισµού 

Notch παραµένουν δοµικά συντηρηµένα. Επίσης, από τις πολυάριθµες µελέτες που 

αναφέρονται παρακάτω, φαίνεται ότι ο κύριος µηχανισµός αλληλεπίδρασης δεσµευτή-

υποδοχέα καθώς και τα βασικά γεγονότα που ακολουθούν αυτήν την αλληλεπίδραση 

παραµένουν αναλλοίωτα κατά την εξέλιξη, ενώ ο µεγάλος αριθµός των δοµικών τους 

περιοχών και οι αλληλεπιδράσεις τους µε ένα τεράστιο εύρος παραγόντων εξασφαλίζουν 

την σωστή πορεία των αναπτυξιακών διαδικασιών σε πολυάριθµα επίπεδα. Η σηµατοδό-

τηση Notch  αποτελεί χαρακτηριστικό παράδειγµα επιλογής από τη φύση ενός βασικού 

µηχανισµού που λειτουργεί σχεδόν γενικευµένα αλλά ρυθµίζεται διαφορετικά ανάλογα µε 

το αναπτυξιακό πλαίσιο δράσης του.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Σχηµατική αναπαράσταση των πρωτεϊνών της οικογένειας DSL. Όλα τα µέλη της 
οµάδας έχουν τη ίδια διάταξη συντηρηµένων δοµικών περιοχών. Η εξωκυττάρια περιοχή τους αποτελείται 
από επαναλήψεις τύπου EGF (2-16). Στις πρωτεΐνες που είναι ορθόλογες µε το Serrate της Drosophila 
κάποιες επαναλήψεις διακόπτονται από ενδιάµεσες αλληλουχίες, ενώ το µόριο LAG-2 έχει και δύο µισές 
EGFRs. Επιπρόσθετα, διαθέτουν µία χαρακτηριστική περιοχή που είναι πλούσια σε κυστείνες (CR), η οποία 
απουσιάζει από τα πολυπεπτίδια Delta. Τα κυτταροπλασµατικά τµήµατα δεν παρουσιάζουν συγκεκριµένες 
δοµές και δεν είναι εξελικτικά συντηρηµένα. ΤΜ : διαµεµβρανική περιοχή. 
 

 

 

7. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗΣ ΤΩΝ ΥΠΟ∆ΟΧΕΩΝ NOTCH : 
ΠΡΩΤΕΟΛΥΤΙΚΑ ΚΑΙ ΕΝ∆ΟΚΥΤΤΩΤΙΚΑ ΓΕΓΟΝΟΤΑ 

 
Ένα σηµαντικό ερώτηµα που παραµένει αναπάντητο αποτελεί ο µηχανισµός µε 

τον οποίο ο υποδοχέας Notch ενεργοποιείται από τους δεσµευτές του. Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, το ώριµο µόριο Νotch φτάνει στην κυτταρική επιφάνεια σαν ετεροδιµερές 
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λόγω της πρωτεόλυσης που συµβαίνει στο δίκτυο Golgi από µία φουρίνη (θέση πρωτεό-

λυσης S1), περίπου 70 αµινοξέα έξω από τη διαµεµβρανική περιοχή (Blaumueller et al., 

1997, Logeat et al., 1997). Οι δύο λειτουργικά διακριτές µονάδες συνδέονται µεταξύ τους 

µε µία γέφυρα ασβεστίου  (Rand et al., 2000).  

 

Πρόσφατα έχει βρεθεί ότι το κρίσιµο γεγονός που προκαλεί την ενεργοποίηση του 

υποδοχέα Notch είναι  η ενδοµεµβρανική του πρωτεόλυση από τη διαµεµβρανική πρω-

τεάση πρεσενιλίνη που έχει σαν αποτέλεσµα την απελευθέρωση του ενδοκυττάριου 

τµήµατός του και την επακόλουθη ενεργοποίηση γονιδίων-στόχων (Brou et al., 2000, 

Rand et al., 2000, Struhl and Adachi, 2000). Η πρεσενιλίνη µπορεί να τεµαχίσει µία 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη µονής διέλευσης, µέσα ή έξω από τη µεµβρανική της περιοχή, 

ανεξάρτητα από την αµινοξική αλληλουχία του εξωκυττάριου τµήµατος αλλά σε άµεση 

εξάρτηση από το µέγεθός του, το οποίο δεν πρέπει να ξεπερνά τα 300 αµινοξέα(Struhl 

and Adachi, 2000). Πράγµατι, βρέθηκε ότι ο υποδοχέας Notch εκτός από τη φουρίνη 

(θέση πρωτεόλυσης S1) πρωτεολύεται και σε µία δεύτερη θέση  (S2), µεταξύ της S1 και 

της διαµεµβρανικής περιοχής (Brou et al., 2000, Mumm et al., 2000).  Από βιοχηµικές 

µελέτες σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών διαπιστώθηκε ότι αυτή η πρωτεόλυση εξαρτάται 

από την αλληλεπίδραση µε το δεσµευτή Delta και λαµβάνει χώρα στην εξωκυττάρια 

περιοχή του υποδοχέα, µεταξύ των αµινοξέων Ala1710 και Val1711, περίπου 12 αµινοξέα 

µακριά από την διαµεµβρανική περιοχή (Brou et al., 2000, Mumm et al., 2000). Υπεύθυνη 

για αυτήν την πρωτεόλυση θεωρείται η µεταλλοπρωτεάση TACE/ADAM17 (Brou et al., 

2000, Mumm et al., 2000). Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται η αποµάκρυνση του 

µεγαλύτερου τµήµατος της εξωκυττάριας περιοχής του  Notch (ectodomain shedding), 

έτσι ώστε να παραµείνει ένα µικρό µόνο τµήµα αυτής και να αποτελέσει συνεπώς ο 

υποδοχέας καλό υπόστρωµα για την πρεσενιλίνη. 

 

Από πολυάριθµες µελέτες φαίνεται ότι τα πρωτεολυτικά γεγονότα που οδηγούν 

στην ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Notch σχετίζονται µε ενδοκυττωτικά γεγονότα.  Έχει 

προταθεί από τον Parks και τους συνεργάτες του (Parks et al., 2000) ότι η σηµατοδότηση 

του µονοπατιού Notch από το δεσµευτή Delta εξαρτάται από ενδοκυττωτικές διαδικασίες. 

Παρατήρησαν ότι η εξωκυττάρια περιοχή του υποδοχέα, ύστερα από την πρωτεόλυση 

στη θέση S2, αποµακρύνεται µε ενδοκύτωση in trans στο κύτταρο-ποµπό, συµπαρασυ-

ρόµενη από το δεσµευτή Delta ο οποίος ενδοκυττώνεται in cis. Πιο συγκεκριµένα, 

υποστηρίζουν ότι τα ενδοκυττωτικά γεγονότα στο κύτταρο-ποµπό ξεκινούν πριν την 

έναρξη των πρωτεολυτικών γεγονότων που λαµβάνουν χώρα στο κύτταρο-δέκτη και είναι 

απαραίτητα για την πρωτεόλυση του Notch στις θέσεις S2 και S3 και την επακόλουθη 

ενεργοποίησή του. Το προτεινόµενο µοντέλο σχετικά µε τη σπουδαιότητα της 

ενδοκύττωσης στη σηµατοδότηση Notch βασίζεται στις εξής παρατηρήσεις : α) η ανα-
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στολή της λειτουργίας της δυναµίνης, η οποία είναι υπεύθυνη για την έναρξη της 

ενδοκυττωτικής διαδικασίας και την αποκοπή των κυστιδίων από τη µεµβράνη, αναστέλ-

λει τόσο την ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta  όσο και τη σηµατοδότηση του Notch, β) η 

αποδέσµευση της εξωκυττάριας και ενδοκυττάριας περιοχής του υποδοχέα κατά τη 

σηµατοδότηση εξαρτώνται από τη δράση της δυναµίνης και την ενδοκύττωση του Delta, 

γ) κυτταρικές σειρές που έχουν µειωµένη δράση δυναµίνης εµφανίζουν ελαττωµένη 

ενδοκύττωση του δεσµευτή in cis και του υποδοχέα in trans και δ) µία σηµειακή 

µεταλλαγή στο Delta, η οποία παρεµποδίζει σε κυτταρικές σειρές την ενδοκύττωση του 

Notch in trans, αναστέλλει και in vivo την ενδοκύττωση του δεσµευτή καθώς και την 

εξαρτώµενη από τον τελευταίο σηµατοδότηση της πρωτεΐνης Notch.  

 

Η παραπάνω συσχέτιση της σηµατοδότησης Notch µε την ενδοκύττωση  

συµφωνεί µε την παρατήρηση ότι στελέχη Drosophila που φέρουν µεταλλαγές του 

γονιδίου shibire (shi), που κωδικοποιεί τη δυναµίνη, εµφανίζουν φαινοτύπους παρό-

µοιους µε αυτούς που λαµβάνονται σε περιπτώσεις καταστολής της λειτουργίας του 

µονοπατιού Notch (Poodry, 1990). Επίσης φαίνεται ότι η δραστικότητα συνεχώς ενεργο-

ποιηµένων µορφών του υποδοχέα, στις οποίες απουσιάζει το εξωκυττάριο τµήµα, δεν 

επηρεάζεται από την απώλεια της λειτουργίας της δυναµίνης (Seugnet et al., 1997, Struhl 

and Adachi, 2000).  

 

Το επικρατέστερο µοντέλο του µηχανισµού ενεργοποίησης του µονοπατιού Notch, 

το οποίο υποστηρίζεται και από τα δικά µας δεδοµένα (βλ. συζήτηση),  είναι το εξής  

(Εικ.8) :  ο υποδοχέας φτάνει στην κυτταρική επιφάνεια σαν ετεροδιµερές, ύστερα από 

πρωτεόλυση που υφίσταται στο δίκτυο Golgi από τη δράση µίας φουρίνης (θέση S1). Η 

αλληλεπίδραση µε το δεσµευτή του Delta ενεργοποιεί µε κάποιον τρόπο την έναρξη της 

ενδοκύττωσης του τελευταίου συµπαρασύροντας την εξωκυττάρια περιοχή του Notch και 

προκαλώντας ενδεχοµένως αλλαγές της διαµόρφωσής της, οι οποίες αποκαλύπτουν τη 

θέση πρωτεόλυσης S2 στη µεταλλοπρωτεάση TACE/ADAM17. H εξωκυττάρια περιοχή 

στη συνέχεια αποµακρύνεται, συµπαρασυρόµενη από το δεσµευτή στο κύτταρο-ποµπό. 

Αυτό το πρωτεολυτικό γεγονός έχει ως αποτέλεσµα τη σηµαντική ελάττωση του µεγέθους 

του εξωκυττάριου τµήµατος του υποδοχέα Notch και επιτρέπει την επακόλουθη 

πρωτεόλυσή του από την πρεσενιλίνη (θέση S3). Η ενδοκυττάρια υποµονάδα του 

υποδοχέα απελευθερώνεται και ακολουθεί πορεία για τον πυρήνα προκειµένου να 

ενεργοποιηθεί η έκφραση των κατάλληλων γονιδίων-στόχων. 

 

Αν και είναι προφανής η εξάρτηση της ενεργοποίησης του µονοπατιού Notch από 

ενδοκυττωτικά γεγονότα και τη λειτουργία της δυναµίνης εντούτοις δεν έχει επιβεβαιωθεί 

αν η τελευταία χρειάζεται στο κύτταρο-ποµπό ή στο κύτταρο-δέκτη του σήµατος ή και στα  
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Εικόνα 8. Σχηµατική αναπαράσταση του επικρατέστερου µοντέλου του µηχανισµού 
ενεργοποίησης  του υποδοχέα Notch. Ο υποδοχέας πρωτεολύεται στο δίκτυο Golgi από τη φουρίνη (1) και 
φτάνει στην κυτταρική επιφάνεια σαν ετεροδιµερές. Ο δεσµευτής Delta αλληλεπιδρά µε την εξωκυττάρια 
περιοχή του Notch (2). Αυτή η αλληλεπίδραση πιθανόν σηµατοδοτεί την έναρξη της ενδοκύττωσης του 
πρώτου, συµπαρασύροντας την εξωκυττάρια περιοχή του υποδοχέα  και σηµατοδοτώντας µε αυτόν τον 
τρόπο την πρώτη πρωτεόλυσή της από την µεταλλοπρωτεάση TACE (3). Η εξωκυττάρια περιοχή του Notch 
αποµακρύνεται µέσω ενδοκύττωσης, in trans, στο κύτταρο-ποµπό (4). Αυτή η σηµαντική ελάττωση του 
µεγέθους του εξωκυττάριου τµήµατος του υποδοχέα τον µετατρέπει σε ιδανικό υπόστρωµα της πρεσενιλίνης, 
η οποία τον πρωτεολύει ενδοµεµβρανικά (5). Η ενδοκυττάρια υποµονάδα του Notch απελευθερώνεται και 
ακολουθεί πορεία για τον πυρήνα προκειµένου να ενεργοποιηθούν τα γονίδια-στόχοι (6). 

 

 

δύο (Seugnet et al., 1997). Η Seugnet και οι συνεργάτες της (Seugnet et al., 1997) 

υποστηρίζουν ότι η δυναµίνη απαιτείται και στους δύο τύπους κυττάρων, ερχόµενοι σε 

αντίθεση µε το προαναφερόµενο µοντέλο. Μία εξήγηση που δίνουν είναι ότι ολόκληρη η 

πρωτεΐνη Delta ενδοκυττώνεται µαζί µε τον υποδοχέα στο κύτταρο-δέκτη και αυτό 

επιτυγχάνεται µε τη δηµιουργία µεµβρανικών προεκβολών στο κύτταρο-ποµπό και 

επακόλουθη αποκοπή και έγκλισή τους σε ενδοκυττωτικά κυστίδια του κυττάρου-δέκτη. 

Σε αυτή τη διαδικασία η δυναµίνη απαιτείται και στα δύο γειτονικά κύτταρα.  Επιπλέον, 

από πειράµατα σε κυτταροκαλλιέργειες παρατηρήθηκε και ενδοκύττωση της πρωτεΐνης 

Delta, in trans, στο κύτταρο-δέκτη του σήµατος Notch (Klueg and Muskavitch, 1999). 

Ενδεχοµένως, οι αλληλεπιδράσεις Delta-Notch να είναι διπλής κατεύθυνσης και σε 

ορισµένες περιπτώσεις ο δεσµευτής να λειτουργεί ως υποδοχέας, κάτι που φαίνεται να 

ισχύει και σε άλλα παραδείγµατα διαµεµβρανικών δεσµευτών, όπως στην περίπτωση 

Notch

---

Εξωκυτταρική περιοχή
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των δεσµευτών της οικογένειας των υποδοχέων EPH (Holland et al., 1996). Αυτό έρχεται 

σε συµφωνία µε την παρατηρούµενη, σε ορισµένες περιπτώσεις, µη κυτταρική αυτονοµία 

της δράσης του Notch (Technau and Campos-Ortega, 1987, Baker and Schubiger, 1996). 

 

 

 

8. ΣΤΟΧΟΙ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΑΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

Ο συνδυασµός λειτουργικής ανάλυσης σε οργανισµούς-µοντέλα και η ανάλυση 

της προκύπτουσας πληροφορίας στα πλαίσια της προσπάθειας προσδιορισµού της  

λειτουργίας του NEURALIZED και της πιθανής συσχέτισής του µε γενετικές ασθένειες 

αποτέλεσε τη βάση της παρούσας εργασίας. Η εξελικτική συντήρηση µηχανισµών αποτε-

λεί ένα γεγονός στο οποίο βασίζονται πλέον πολλές προσπάθειες για την απάντηση 

βιολογικών ερωτηµάτων που έχουν ως απώτερο στόχο τη βελτίωση της υγείας και των 

συνθηκών διαβίωσης του ανθρώπου. Οι εξελικτικά κατώτεροι οργανισµοί-µοντέλα, όπως 

η Drosophila, είναι ιδιαίτερα µελετηµένοι, γενετικά και αναπτυξιακά, και πειραµατικά 

εύχρηστοι,  αποτελώντας βασική πηγή δεδοµένων που βοηθούν σηµαντικά τις µελέτες 

που πραγµατοποιούνται στα θηλαστικά. Οι προσπάθειες λειτουργικής ανάλυσης ενός 

µορίου ή και ενός ολόκληρου σηµατοδοτικού µηχανισµού σε διάφορους οργανισµούς-

µοντέλα είναι αλληλένδετες και αλληλοβοηθούµενες. Ο συνδυασµός της προκύπτουσας 

πληροφορίας αποτελεί ίσως τον πιο γρήγορο και ασφαλή τρόπο στην πορεία 

διαλεύκανσης ποικίλων βιολογικών ερωτηµάτων. 

 

Για να διευκολυνθεί η διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου του γονιδίου NEURL, 

αποµονώθηκε και µελετήθηκε το οµόλογο στον ποντικό (Neurl). Μελετήσαµε το µόριο 

Neurl σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών αλλά εκµεταλλευτήκαµε και το εύχρηστο λειτουρ-

γικό σύστηµα της Drosophila. Επίσης, λόγω της περιορισµένης πληροφορίας που 

υπήρχε σχετικά µε το µηχανισµό λειτουργικής δράσης της δροσοφιλικής πρωτεΐνης Neur 

θεωρήσαµε σκόπιµο να µελετήσουµε παράλληλα και τα δύο γονίδια neur και Neurl.  H 

διαλεύκανση της λειτουργίας του neur θα µπορούσε να αποτελέσει τον οδηγό για τη 

διερεύνηση της λειτουργίας του γονιδίου Neurl των θηλαστικών.   

 

Οι στόχοι της παρούσας µελέτης ήταν : 

 

• Η µελέτη της αρχιτεκτονικής δοµής του πολυπεπτιδίου Neurl και η σύγκρισή του 

µε άλλες πρωτεΐνες µε τις οποίες έχει κοινά δοµικά χαρακτηριστικά.   

 

• Η µελέτη του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neurl.  
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• Η ανίχνευση της ενδοκυτταρικής τοπολογίας τόσο της πρωτεΐνης Neurl όσο και 

της πρωτεΐνης της Drosophila (Neur) και η συσχέτιση του υποκυτταρικού εντοπι-

σµού των µορίων µε τις δοµικές περιοχές τους.  

 

• Η διερεύνηση της συµµετοχής των πρωτεϊνών Neurl και Neur σε ενδοκυττωτικούς 

µηχανισµούς.  

 

• Η λειτουργική ανάλυση των  πολυπεπτιδίων Neurl και Νeur στην Drosophila, η 

διερεύνηση της συσχέτισής τους µε τη σηµατοδότηση του υποδοχέα Notch και η 

λεπτοµερής µελέτη του αντίστοιχου µηχανισµού.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
 
 
 
 
1. ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ cDNA   
 

 
∆ιερευνήθηκε βιβλιοθήκη cDNA ποντικού σε βακτηριοφάγο/φορέα λExCell EcoR I/ 

CIP, η οποία προσφέρθηκε από τους Dr. R. Werh και Dr. P. Gruss (Department of 

Molecular Cell Biology, Max-Planck for Biophysical Chemistry, Gottingen, Germany). Τα 

ενθέµατα της βιβλιοθήκης προέρχονταν από πειράµατα αντίστροφης µεταγραφής RNA 

από εγκέφαλο εµβρύου ποντικού ηµέρας  Ε14.5 (στέλεχος C57ΒL/6).  Η αποµόνωση 

θετικών κλώνων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση ραδιενεργά σηµασµένου ανιχνευτή και 

υβριδοποίηση µεµβρανών στις οποίες είχαν µεταφερθεί, µε υψηλό ποσοστό αντιπρο-

σώπευσης, οι φάγοι-φορείς των ενθεµάτων της βιβλιοθήκης, αφού πρώτα αναπτύχθηκαν 

σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα (Sambrook et al., 1989).  

 
 
 

A. Ανάπτυξη της βιβλιοθήκης cDNA σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα  
 

Για την ανάπτυξη της βιβλιοθήκης cDNA χρησιµοποιήθηκε το βακτηριακό 

στέλεχος Escherichia coli  ΝΜ522. Συγκεκριµένα, κύτταρα ΝΜ522 που αναπτύχθηκαν 

από µία βακτηριακή αποικία,  ύστερα από ολονύκτια επώαση στους 370C σε 50 ml 

θρεπτικού µέσου LB (Luria-Bertani medium : 0.8% NaCl, 1% Bacto-Tryptone, 0.5% Yeast 

extract, pH 7.00) που περιείχε 0.2% µαλτόζη και 10mM MgSO4, φυγοκεντρήθηκαν στις 

1000 rpm και επαναιωρήθηκαν σε 20 ml διαλύµατος 10mM MgSO4. Σε καθέναν από 

τέσσερις βακτηριολογικούς σωλήνες τοποθετήθηκε κυτταρικό εναιώρηµα 3 ml (~2x109 

κύτταρα) το οποίο επιµολύνθηκε µε 2Χ105 βακτηριοφάγους της βιβλιοθήκης και 

επωάστηκε στους 370C για 20 λεπτά (πρόσδεση φάγων στα βακτηριακά τοιχώµατα). 

Ακολούθησε προσθήκη 40 ml θρεπτικού µέσου ΝΖΥ [0.5% NaCl, 0.2% MgSO4.7H2O, 
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0.2% Yeast extract, 1% NZ Amine (casein hydrolysate), pH 7.00]  που περιείχε 0.7% 

αγαρόζη  και είχε προθερµανθεί στους 450C ώστε να βρίσκεται σε ρευστή κατάσταση. Το 

µίγµα προστέθηκε σε τρυβλία διαστάσεων 24cm x 24 cm µε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα 

(NZY και 1.5% άγαρ) και στερεοποιήθηκε. Ακολούθως τα τρυβλία τοποθετήθηκαν στους 

370C για 12-14 ώρες προκειµένου να επιτευχθεί ο πολλαπλασιασµός των φάγων, η 

απελευθέρωσή τους µε την λύση των βακτηριακών κυττάρων (φαγικές πλάκες) και τελικά 

η συνολική αναπαραγωγή, περίπου, 8Χ105 φαγικών µονάδων (pfus : plaque forming 

units) που σχηµατίζουν αντίστοιχο αριθµό πλακών. Ο µεγάλος αριθµός pfus που 

αναπτύχθηκε εξασφαλίζει την υψηλή αντιπροσώπευση των ενθεµάτων cDNA της 

βιβλιοθήκης (αύξηση της πιθανότητας ανίχνευσης του επιθυµητού ενθέµατος) αλλά 

αποκλείει την αποµόνωση µοναδιαίων πλακών από την πρώτη προσπάθεια 

διερεύνησης.  

 
 

B. Μεταφορά των  βακτηριοφάγων σε µεµβράνες υβριδοποίησης 
 

Οι βακτηριοφάγοι που αναπτύχθηκαν µεταφέρθηκαν σε µεµβράνες υβριδοποίη-

σης (Hybond-N+, Amersham) οι οποίες τοποθετήθηκαν στα τρυβλία για 2 λεπτά. 

Ακολούθησε αποµάκρυνση των µεµβρανών, αποδιάταξη του DNA των δεσµευµένων 

βακτηριοφάγων (0.5 Ν NaOH, 1.5 Μ NaCl) για 2 λεπτά, εξουδετέρωση  σε διάλυµα 0.5 Μ 

Τris-Cl pH 7.4 και 1.5 M NaCl για 10 λεπτά και πλύσιµο σε 2Χ SSC  για 5 λεπτά. Το 

δεσµευµένο DNA µονιµοποιήθηκε µε έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) 

και θέρµανση των µεµβρανών στους 80 0C για 2 ώρες (Grunstein and Hogness, 1975). 

 
 
Γ. Ανίχνευση θετικών κλώνων 

 
Για την ανίχνευση θετικών κλώνων πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα υβριδο-

ποίησης των µεµβρανών. Χρησιµοποιήθηκε διάλυµα Denhardt�s και ανιχνευτής που είχε 

σηµανθεί ραδιενεργά µε την µέθοδο των τυχαίων εκκινητών. Για κάθε θετικό σήµα 

υβριδοποίησης εντοπίστηκε η αντίστοιχη θέση στα τρυβλία που αναπτύχθηκε η βιβλιο-

θήκη και ακολούθησε περισυλλογή µιας οµάδας 200 περίπου πλακών  που κάλυπτε µία 

περιοχή διαµέτρου ~1cm και αντιπροσώπευε 200 (το µέγιστο) διαφορετικά ενθέµατα, τα 

οποία περιλαµβάνονταν συνολικά σε 2x107 βακτηριοφάγους (1πλάκα=~105 φάγοι που 

φέρουν το ίδιο ένθεµα). Καθεµία από τις  οµάδες τοποθετήθηκε σε 500 µl διαλύµατος  SM 

(0.2M NaCl, 10mM MgSO4, 50mM Tris-Cl pH 7.5 και 0.01% ζελατίνη) που περιείχε 6% 

CHCl3 (~4x104 φάγοι/µl). Για την επιβεβαίωση του αποτελέσµατος της διερεύνησης της 

βιβλιοθήκης καθώς και για την αποµόνωση µοναδιαίων θετικών πλακών-κλώνων, για 

καθεµία από τις αρχικές οµάδες που ελήφθησαν, έγιναν επαναληπτικά πειράµατα 

ανίχνευσης, σε µικρότερα τρυβλία (διαµέτρου 10cm), επιµολύνοντας κύτταρα NM522 µε 

διαφορετικές αραιώσεις βακτηριοφάγων. Ακολούθησαν µεγάλης κλίµακας καλλιέργειες 
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των επιλεγµένων φάγων, εκχυλίσεις του DNA τους και υποκλωνοποιήσεις των ενθεµάτων 

cDNA σε πλασµιδιακούς φορείς.    

 
 
 

 2. ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΕΣ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗΣ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ 
 
 

Α.  Τεµαχισµός µορίων DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 
 
Σε µία τυπική αντίδραση τεµαχισµού  DNA, συγκέντρωσης 50-100ngr/µl, χρησιµο-

ποιήθηκαν  1-5 µονάδες ενδονουκλεάσης ανά 1 µg DNA σε ρυθµιστικό διάλυµα όπου το 

ένζυµο παρουσίαζε την υψηλότερη ενεργότητα. Τα διαλύµατα, οι µονάδες των ενζύµων, 

οι θερµοκρασίες των αντιδράσεων καθώς και οι δυνατοί συνδυασµοί ενδονουκλεασών, 

στην περίπτωση ταυτόχρονου τεµαχισµού DNA µε δύο ενδονουκλεάσες, περιγράφονται 

στις οδηγίες των κατασκευαστριών εταιριών (New England Biolabs και Minotech). 

 
 
Β. Ηλεκτροφορητικός διαχωρισµός γραµµικών µορίων DNA σε πήκτωµα  

αγαρόζης 
 

Τα γραµµικά µόρια DNA µεταναστεύουν  σε πήκτωµα αγαρόζης υπό την επίδρα-

ση ηλεκτρικού πεδίου και µε ταχύτητα ανάλογη του µεγέθους τους. Η πυκνότητα του 

πηκτώµατος καθώς και η εφαρµοζόµενη τάση πεδίου (volts/cm πηκτώµατος) καθορίζο-

νται από τα µεγέθη των µορίων που θα διαχωριστούν (Sambrook et al., 1989). Τα 

διαλύµατα ηλεκτροφόρησης που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 1Χ ΤΒΕ (45mM Tris-borate, 

2mM EDTA pH 8.0) ή 1Χ ΤΑΕ (40mM Tris-acetate, 1mM EDTA pH 8.0).  

 
 
Γ. Αποµόνωση και καθαρισµός γραµµικών µορίων DNA από πήκτωµα 
αγαρόζης 

 
Χρησιµοποιήθηκε είτε η µέθοδος ηλεκτροέκλουσης σε µεµβράνες διαπίδυσης, µε 

επακόλουθες εκχυλίσεις µε φαινόλη και χλωροφόρµιο (Sambrook et al., 1989) είτε το 

Qiaex II gel extraction kit της εταιρίας Qiagen (Cat. No. 20021). 

 
 

∆.  Κατασκευή τυφλών (blunt) άκρων σε γραµµικά µόρια DNA µε προεξέχοντα  
      5� άκρα 
 

Η µέθοδος εφαρµόσθηκε στην περίπτωση που τα γραµµοποιηµένα µόρια του 

πλασµιδιακού φορέα και του ενθέµατος που επρόκειτο να κλωνοποιηθεί είχαν προεξέ-

χοντα µη συµπληρωµατικά 5� άκρα µε αποτέλεσµα να είναι αδύνατη η αντίδραση 

σύνδεσής τους (βλ. παρακάτω). Η κατασκευή τυφλών άκρων σε γραµµικά µόρια DNA 
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που έχουν προεξέχοντα 5� άκρα πραγµατοποιείται µε τη δράση του κλάσµατος Klenow 

της DNA πολυµεράσης Ι (DNA Pol I) (Jacobsen et al., 1974, Joyce and Grindley, 1983). 

Χρησιµοποιήθηκε είτε η 5�→3� ενεργότητα πολυµερισµού (προσθήκη νουκλεοτιδίων στο 

υπολειπόµενο 3� άκρο, έχοντας ως µήτρα το  προεξέχον 5� άκρο) είτε η 3�→5� ενεργότητα 

εξωνουκλεάσης του ενζύµου (υδρόλυση των νουκλεοτιδίων του 5� άκρου), σε συνθήκες 

που περιγράφονται αναλυτικά στους Sambrook et al., 1989.   

 
 
Ε.  Αντίδραση σύνδεσης γραµµικών µορίων DNA (ligation) 

 
Η αντίδραση πραγµατοποιείται µε τη δράση της λιγάσης του DNA του 

βακτηριοφάγου Τ4  (T4 DNA ligase), η οποία καταλύει το σχηµατισµό φωσφοδιεστερικού 

δεσµού µεταξύ της φωσφορικής οµάδας του 5� άκρου και της υδροξυλικής οµάδας του 

παρακείµενου 3� άκρου δίκλωνων µορίων DNA ή RNA. Οι συνθήκες στις οποίες 

πραγµατοποιείται η διαδικασία σύνδεσης ποικίλουν και εξαρτώνται από τα άκρα των 

γραµµικών µορίων DNA που πρόκειται να ενωθούν (συµπληρωµατικά ή τυφλά άκρα), το 

µέγεθός τους και από το επιθυµητό προϊόν της αντίδρασης, όπως επανακυκλοποίηση 

γραµµικού µορίου, κατασκευή ανασυνδυασµένου πλασµιδίου ή δηµιουργία γραµµικών ή 

κυκλικών πολυµερών (Sambrook et al., 1989). Οι αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν 

περιγράφονται συνοπτικά παρακάτω : 

 

I) Επανακυκλοποίηση πλασµιδιακού φορέα : Επανακυκλοποιήθηκαν πλασµι-

διακοί φορείς, µεγέθους 2.9-11.5 Kbp, σε συγκεντρώσεις που δεν ξεπερνούσαν τα 5ng/µl. 

Το διάλυµα της αντίδρασης [50mM Tris-HCl pH 7.5, 10mM MgCl2, 10mM dithiothreitol 

(DTT), 1mM ATP και 25µg/ml BSA] προερχόταν από την κατασκευάστρια εταιρία της 

λιγάσης. Η ποσότητα του ενζύµου που χρησιµοποιήθηκε κυµαινόταν από  0.2 Weiss 

units (T4 DNA ligase, 6 Weiss units/µl, New England Biolabs), στην περίπτωση 

πλασµιδίων µε συµβατά  προεξέχοντα άκρα, έως 2.0 Weiss units, στην περίπτωση που 

τα άκρα ήταν τυφλά. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε θερµοκρασία 160C για 10-14 

ώρες.  

 
II) Κατασκευή ανασυνδυασµένων πλασµιδίων : Η συγκέντρωση του DNA 

(φορέα και ενθέµατος συνολικά) στην αντίδραση ήταν 10-25ng/µl, ο τελικός όγκος 

αντίδρασης 10-20µl και η ελάχιστη ποσότητα φορέα 80ngr.  Οι συνθήκες αποτελούσαν 

συνάρτηση του µεγέθους των µορίων και του είδους των άκρων τους. Στην περίπτωση 

που πλασµίδιο και ένθεµα είχαν συµβατά (συµπληρωµατικά) προεξέχοντα άκρα, το 

καθένα χωριστά αλλά και µεταξύ τους (µη προσανατολισµένη κλωνοποίηση), η αναλογία 

µορίων πλασµιδίου/ενθέµατος ήταν 1:3-5 (ανάλογα µε τα µοριακά τους µεγέθη) και η 

ποσότητα της Τ4 DNA λιγάσης 0.2-1.0 Weiss units. Η θερµοκρασία αντίδρασης ήταν 

160C ή 250C και ο χρόνος αντίδρασης 10-14 ώρες ή 3 ώρες, αντίστοιχα. Αν η κλωνοποίη-
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ση του ενθέµατος στο φορέα ήταν προσανατολισµένη, οι συνθήκες παρέµεναν οι ίδιες 

εκτός από την µοριακή αναλογία (1:1). Τέλος, στην περίπτωση που τα άκρα των µορίων 

ήταν τυφλά χρησιµοποιήθηκαν µοριακές αναλογίες φορέα/ενθέµατος 1:3-10, ποσότητα 

Τ4 DNA λιγάσης 2-4 Weiss units, θερµοκρασία 160C και χρόνος αντίδρασης 10-14 ώρες.  

 
 

ΣΤ.  Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων 
 

Ο µετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων είναι απαραίτητος τόσο για τον 

πολλαπλασιασµό και την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA όσο και για την ανίχνευση 

ανασυνδυασµένων πλασµιδιακών κατασκευών που προέρχονται από αντίδραση σύνδε-

σης. Οι πλασµιδιακοί φορείς διαθέτουν θέση έναρξης αντιγραφής (origin of replication) 

που επιτρέπει τον αναδιπλασιασµό τους στο βακτήριο. Επιπρόσθετα, φέρουν γονίδια 

που κωδικοποιούν παράγοντες που προσδίδουν ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά (π.χ 

αµπικιλλίνη, καναµυκίνη). Κατά συνέπεια, τα µετασχηµατισµένα βακτήρια  είναι τα µόνα 

που αναπτύσσονται σε θρεπτικό υπόστρωµα που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό για 

το οποίο  το πλασµίδιο προσφέρει ανθεκτικότητα. Ο µετασχηµατισµός τον κυττάρων 

πραγµατοποιήθηκε µε θερµικό σοκ (Sambrook et al., 1989). 

 
I) Προετοιµασία δεκτικών κυττάρων (competent cells) : Κύτταρα Escherichia 

coli DH5a, που είχαν αναπτυχθεί στους 370C σε 50 ml θρεπτικού µέσου LB  και 

βρίσκονταν σε λογαριθµική φάση ανάπτυξης (OD595=0.4-0.45), φυγοκεντρούνταν στις 

2.000 rpm στους 40C για 5 λεπτά. Τα κύτταρα επαναιωρούνταν σε 20ml διαλύµατος TFB1 

(100mM RbCl2, 50mM MnCl2, 30mM CH3COOK, 10mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, pH 5.80) 

και επωάζονταν στους 40C για 20 λεπτά. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση, επαναιώρηση σε 

3 ml διαλύµατος TFB2 (10mM MOPS, 10mM RbCl2, 75mM CaCl2, 15% γλυκερόλη, pH 

7.00) και αποθήκευση, σε όγκους των 300µl, στους -800C για 6-8 µήνες. Η απόδοση της 

µεθόδου, όσον αφορά τη δεκτικότητα των κυττάρων για µετασχηµατισµό, κυµαινόταν από 

4x107-5x108 µετασχηµατισµένες βακτηριακές αποικίες ανά 1 µg πλασµιδιακού υπερελι-

κωµένου DNA. 

 
II) Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli : 300µl δεκτικών κυττάρων 

επωάζονταν για 30 λεπτά στους 40C παρουσία του πλασµιδιακού DNA µε το οποίο θα 

µετασχηµατίζονταν. Ακολουθούσε θερµικό σοκ στους 420C για 90 δευτερόλεπτα, επώαση 

2 λεπτών στους 40C και προσθήκη 800µl θρεπτικού µέσου LB. Τα κύτταρα επωάζονταν 

για 60 λεπτά στους 370C και στη συνέχεια καλλιεργούνταν σε στερεό θρεπτικό υπόστρω-

µα που περιείχε το κατάλληλο επιλεκτικό µέσο (αµπικιλλίνη 10µgr/ml) και αναπτύσσονταν 

στους 370C για 14-16 ώρες. Στην περίπτωση που το µέσο επιλογής ήταν καναµυκίνη 

(30µgr/ml) η διάρκεια της επώασης των κυττάρων, πριν καλλιεργηθούν στο στερεό 

θρεπτικό µέσο, αυξανόταν στις 3 ώρες.  
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Z. Ταυτοποίηση ανασυνδυασµένων βακτηριακών κλώνων  
 

Η ανίχνευση βακτηριακών αποικιών που είχαν µετασχηµατιστεί µε ανασυν-

δυασµένα πλασµίδια, προϊόντα αντιδράσεων σύνδεσης, γινόταν  µε  διάφορες µεθόδους 

που περιγράφονται συνοπτικά παρακάτω. Ακολουθούσε υγρή καλλιέργεια των επιλεγ-

µένων κλώνων, εκχύλιση του πλασµιδιακού τους DNA και ανάλυση µε ενδονουκλεάσες 

περιορισµού : 

 
I) χρωµατική επιλογή : βασίζεται στην ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης (αν 

παρέχεται από το φορέα, π.χ pBluescript). Συγκεκριµένα, ο πλασµιδιακός φορέας 

περιέχει το γονίδιο αναφοράς lacZ του οποίου το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης διακόπτε-

ται, χωρίς να καταστρέφεται, από τις θέσεις κλωνοποίησης ενθεµάτων (polylinker). Στα 

ανασυνδυασµένα πλασµίδια το γονίδιο lacZ δεν κωδικοποιεί τη β-γαλακτοσιδάση και στις 

αντίστοιχες βακτηριακές αποικίες δεν πραγµατοποιείται αντίδραση χρώσης σε θρεπτικό 

µέσο που περιέχει το υπόστρωµα X-gal. 

 
II) Μεταφορά των βακτηριακών αποικιών σε µεµβράνες :  Οι µετασχηµατι-

σµένες βακτηριακές αποικίες µεταφέρονται σε µεµβράνες υβριδοποίησης (Hybond-N+, 

AMERSHAM) οι οποίες τοποθετούνται στα τρυβλία για 2 λεπτά. Ακολουθεί αποµάκρυνση 

των µεµβρανών, λύση των βακτηρίων σε 10% SDS  για 5 λεπτά, αποδιάταξη του DNA 

(0.5Ν NaOH, 1.5Μ NaCl) για 5 λεπτά, εξουδετέρωση  σε διάλυµα που περιέχει 0.5 Μ 

Τris-Cl pH 7.4 και 1.5 M NaCl, για 10 λεπτά και πλύσιµο σε 2Χ SSC  για 5 λεπτά 

(Grunstein and Hogness, 1975). Το δεσµευµένο DNA µονιµοποιείται µε έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) και θέρµανση των µεµβρανών στους 800C για 2 

ώρες. Ακολουθούν πειράµατα υβριδοποίησης µε ραδιενεργά σηµασµένο ανιχνευτή, που 

αναµένεται να υβριδοποιηθεί µε το επιθυµητό ένθεµα και επιλογή των ανασυνδυασµένων 

κλώνων.  

 

 

3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥ DNA 
 

Για την αποµόνωση µικρής ποσότητας πλασµιδιακού DNA (10-15µgr) χρησιµο-

ποιήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης κυττάρων (Sambrook et al., 1989) µε ορισµένες 

τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, 3ml ολονύκτιας καλλιέργειας µετασχηµατισµένων 

βακτηριακών κυττάρων φυγοκεντρούνταν και επαναιωρούνταν σε 200µl διαλύµατος 

25mM Τris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA και 25mM glucose. Η λύση των βακτηρίων πραγµατο-

ποιείται µε την προσθήκη 400µl διαλύµατος 0.2Μ NaOH και 1% SDS, επώαση για 5 

λεπτά στους 40C και επακόλουθη προσθήκη 300 µl 3M CH3COOK pH 5.5. Ακολουθεί 

επώαση 20 λεπτών στους 40C και φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στην ίδια θερµοκρασία. Το 

υπερκείµενο, εµπλουτισµένο σε νουκλεικά οξέα, επωάζεται µε ριβονουκλεάση Α (RΝase 
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A), τελικής συγκέντρωσης 140ngr/µl, στους 370C για 30 λεπτά. Tο πλασµιδιακό DNA 

εκχυλίζεται µε φαινόλη και χλωροφόρµιο και κατακρηµνίζεται µε ίσο όγκο ισοπροπα-

νόλης.  

 
Στην περίπτωση απαίτησης πλασµιδιακού DNA πολύ υψηλής καθαρότητας, 

ιδιαίτερα σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών και κατασκευής 

διαγονιδιακών στελεχών Drosophila, χρησιµοποιήθηκε µοριακή διήθηση µε στήλες 

διαχωρισµού Qiagen. Κατά την µέθοδο αυτή το πλασµιδιακό DNA, που εµπεριέχεται στο 

υπερκείµενο αλκαλικής λύσης βακτηρίων, δεσµεύεται στη ρητίνη (ιονικής ανταλλαγής) της 

στήλης υπό συνθήκες χαµηλής ιονικότητας και pH. Οι πρωτεΐνες, οι µεταβολίτες και οι 

υπόλοιπες προσµίξεις εκλούονται µε διάλυµα µεσαίας ιονικότητας ενώ το καθαρό 

πλασµιδιακό DNA εκλούεται σε διάλυµα 1.25Μ NaCl και κατακρηµνίζεται µε 

ισοπροπανόλη. Η µέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στο αντίστοιχο πρωτόκολλο της 

εταιρίας.   

 
 
 

4. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΒΑΚΤΗΡΙΟΦΑΓΟΥ  
 

Για την αποµόνωση DNA σε µεγάλη κλίµακα οι βακτηριοφάγοι αναπτύχθηκαν σε 

υγρές καλλιέργειες. Αντίθετα, στην περίπτωση αποµόνωσης µικρών ποσοτήτων DNA, 

χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες βακτηριοφάγων σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα. 

 
 
Α.  Αποµόνωση DNA βακτηριοφάγου από υγρή καλλιέργεια  
 
 Ακολουθήθηκε η µέθοδος αποµόνωσης µε κλίσεις γλυκερόλης (Sambrook et al., 

1989). Συγκεκριµένα, βακτηριακά στελέχη Escherichia coli  ΝΜ522 (~2x1010 κύτταρα) 

επιµολύνθηκαν µε βακτηριοφάγους  (2x107 pfus) και καλλιεργήθηκαν σε 500ml υγρού 

θρεπτικού µέσου NZY στους  370C έως ότου επιτευχθεί πλήρης βακτηριακή λύση (12-14 

ώρες). Τα βακτηριακά νουκλεϊκά οξέα υδρολύθηκαν παρουσία δεοξυριβονουκλεάσης Ι και 

ριβονουκλεάσης Α , σε τελικές συγκεντρώσεις 1mg/ml,  στους 250C για 30 λεπτά. Ο από-

χωρισµός των φαγικών σωµατιδίων από τα κυτταρικά τοιχώµατα γινόταν παρουσία 1Μ 

NaCl στους 40C για 1 ώρα. Οι βακτηριοφάγοι λαµβάνονταν στο υπερκείµενο ύστερα από 

φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm (40C για 10 λεπτά) και κατακρηµνίζονταν µε προσθήκη 

1Μ NaCl και 10% πολυαιθυλενογλυκόλης (PEG, Μ.Β. 8.000) και επώαση για 3 ώρες 

στους 40C. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm στους 40C για 10 λεπτά και 

επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος PEG/φάγων σε 5-10ml διαλύµατος ΤΜ (50mM Tris-Cl 

pH 7.8 και 10mM MgSO4). Η πολυαιθυλενογλυκόλη αποµακρυνόταν µε την προσθήκη 

ίσου όγκου χλωροφορµίου, ισχυρή ανάδευση (vortex) για 1 λεπτό και φυγοκέντρηση 

στους 40C για 15 λεπτά. Οι φάγοι, που αιωρούνταν στην υδάτινη φάση, αποµονώνονταν 

µε υπερφυγοκέντρηση (κεφαλή Beckman SW41, 35.000rpm, 40C για 60 λεπτά) σε κλίσεις 
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γλυκερόλης (3 ml και 4ml διαλύµατος ΤΜ µε τελική συγκέντρωση γλυκερόλης 40% και 

5%, αντίστοιχα). Το βακτηριοφαγικό ίζηµα επαναιωρούνταν σε 500 µl διαλύµατος ΤΜ. 

Ακολουθούσε επίδραση µε δεοξυριβονουκλεάση Ι (5µg/ml) και ριβονουκλεάση Α (1µg/ml) 

στους 370C για 30 λεπτά, επακόλουθη προσθήκη EDTA σε τελική συγκέντρωση 20mM 

και υδρόλυση των πρωτεϊνών παρουσία πρωτεϊνάσης Κ (τελική συγκέντρωση 50µg/ml) 

παρουσία 0.5% SDS στους 560C για 1 ώρα. Το DNA των βακτηριοφάγων εκχυλίζόταν µε 

φαινόλη και χλωροφόρµιο και κατακρηµνιζόταν µε 0.3Μ οξικό νάτριο και 2.5 όγκους 

αιθυλικής αλκοόλης. Είναι αξιοσηµείωτο ότι η αποδοτικότητα της µεθόδου είναι τόσο 

υψηλή που δεν γινόταν φυγοκέντρηση για την αποµόνωση του DNA αλλά αυτό 

συλλεγόταν µε περιτύλιξη σε πιπέτα pasteur. Ακολουθούσε επαναδιαλυτοποίηση στον 

επιθυµητό όγκο διαλύµατος TE pH 8.0. 

 

 

Β.  Αποµόνωση DNA βακτηριοφάγου από στερεή καλλιέργεια  
 
Βακτηριακά στελέχη Escherichia coli  ΝΜ522 επιµολύνονταν µε βακτηριοφάγους 

σε αναλογία 1:1.000 (φάγοι/βακτήρια) και αναπτύσσονταν σε τρυβλία, διαµέτρου 10cm, 

µε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα. Ακολουθούσε προσθήκη διαλύµατος SM, ανακίνηση 

των τρυβλίων για 1-2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου, προσθήκη CHCl3 τελικής 

συγκέντρωσης 0.15% και επώαση για 5 λεπτά στις ίδιες συνθήκες. Το φαγικό εναιώρηµα 

συλλεγόταν και καθαριζόταν από τα βακτηριακά υπολείµµατα µε φυγοκέντρηση στις 

5.000 rpm για 10 λεπτά. Τα βακτηριακά νουκλεϊκά οξέα υδρολύονταν παρουσία 

δεοξυριβονουκλεάσης Ι (3mg/ml) και ριβονουκλεάσης Α (1mg/ml) στους 250C για 30 

λεπτά. Ακολουθούσε κατακρήµνιση παρουσία 1Μ NaCl και 10% πολυαιθυλενογλυκόλης 

(Μ.Β. 8.000), υπό ανάδευση και επώαση για 1 ώρα στους 40C, επακόλουθη φυγοκέ-

ντρηση στις 10.000 rpm στους 40C για 10 λεπτά και επαναδιαλυτοποίηση του ιζήµατος 

PEG και βακτηριοφάγων σε διάλυµα SM (1/20 του αρχικού όγκου). Η πολυαιθυλενο-

γλυκόλη αποµακρυνόταν µε εκχύλιση µε ίσο όγκο χλωροφορµίου και στη συνέχεια το 

φαγικό DNA αποµονωνόταν µε διαδοχικές εκχυλίσεις µε φαινόλη και χλωροφόρµιο και 

κατακρηµνιζόταν παρουσία 0.3Μ οξικού νατρίου και 2.5 όγκων αιθυλικής αλκοόλης. 

 

 

5. ΡΑ∆ΙΟΣΗΜΑΝΣΗ ΓΡΑΜΜΙΚΩΝ ΜΟΡΙΩΝ DNA  
 

Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος ραδιοσήµανσης µε τη χρήση τυχαίων εκκινητών 

(Feinberg and Vogelstein, 1983). Τα ραδιοσηµασµένα µόρια που παράγονται έχουν 

υψηλή ειδική ενεργότητα (> 2x108cpm/µg DNA). Η µέθοδος βασίζεται στην παροδική 

αποδιάταξη γραµµικού δίκλωνου DNA (150-800bp) και την επακόλουθη σύνθεση 

συµπληρωµατικών αλυσίδων από το κλάσµα Klenow της DNA πολυµεράσης Ι παρουσία 

τυχαίων εξαµερών-εκκινητών και ραδιενεργά σηµασµένων νουκλεοτιδίων  α[32P]-dATP 
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και α[32P]-dCTP. Συγκεκριµένα, 50-80ng DNA, σε µέγιστο όγκο 7.5µl διαλύµατος ΤΕ pH 

8.0, αποδιατάσσoνταν στους 1000C για 3 λεπτά. Ακολουθούσε προσθήκη 11.4µl  διαλύ-

µατος LS 2X (1M HEPES pH 6.6, διάλυµα DTM και διάλυµα OL, σε αναλογία 25:25:7, 

αντίστοιχα), 1µl BSA (αρχική συγκέντρωση 10mg/ml), 20µCi α[32P]-dATP (2µl από α[32P]-

dATP ειδικής ενεργότητας 800Ci/mmol, Amersham), 20µCi α[32P]-dCTP (2µl από α[32P]-

dCTP ειδικής ενεργότητας 800Ci/mmol, Amersham)  και 5 units του κλάσµατος Klenow 

(5u/µl, New England Biolabs). Η αντίδραση γινόταν στους 370C για 3 ώρες ή στους 250C 

για 12-14 ώρες και διακοπτόταν µε προσθήκη EDTA τελικής συγκέντρωσης 10mM. Τα 

ραδιοσηµασµένα µόρια αφαλατώνονταν και καθαρίζονταν από την περίσσεια µη ενσωµα-

τωµένων ραδιενεργών νουκλεοτιδίων µε µοριακή διήθηση από στήλη Sephadex G-50 

(Pharmacia), όγκου 1 ml, αφού προηγουµένως ο όγκος της αντίδρασης είχε αυξηθεί στα 

100µl µε την προσθήκη διαλύµατος ΤΕ pH 8.0. H ειδική ενεργότητα των ραδιοσηµα-

σµένων προϊόντων υπολογιζόταν µε µέτρηση των ραδιενεργών κρούσεων του 1/100 της 

αντίδρασης, το οποίο είχε κατακρηµνιστεί παρουσία 10% τριχλωροξικού οξέως (TCA). Οι 

µετρήσεις πραγµατοποιούνταν σε  µετρητή σπινθηρισµού (Liquid Scintillation Counter LS 

1701, Beckman) και ακολουθούσε αναγωγή των µετρήσεων στους αντίστοιχους όγκους 

της αντίδρασης και επακόλουθα στο 1µg  DNA (Sambrook et al., 1989). 

 
Πίνακας 1. ∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση ραδιοσήµανσης µε τη µέθο-

δο των  τυχαίων εκκινητών 
 

∆ιάλυµα DTM ∆ιάλυµα OL Ρυθµιστικό διάλυµα LS 
(2Χ) 

250 mM Tris-Cl pH 8.0 
25mM MgCl2 

50mM β-µερκαπτο-αιθανόλη 
100µM dGTP 
100µM dTTP 

1mM Tris-Cl pH 7.5 
1mM EDTA 

90uOD/ml τυχαία εξανουκλεοτίδια 
[pd(N)6, Pharmacia, cat. N. 27-2166-01] 

1M HEPES pH 6.6 
∆ιάλυµα DTM 
∆ιάλυµα OL 

Αναλογία 25:25:7, 
αντίστοιχα 

 
 

6. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗΣ ΝΟΥΚΛΕΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 
 

Σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν ραδιενεργά σηµασµένοι ανιχνευτές 

υψηλής ειδικής ενεργότητας (>2x108cpm/µg DNA) οι οποίοι είχαν παρασκευαστεί µε 

αντίδραση ραδιοσήµανσης µε τυχαίους εκκινητές. Στο διάλυµα υβριδοποίησης  η τελική 

συγκέντρωση ραδιενεργών κρούσεων  ήταν 1-1.5x106cpm/ml.  
 
 

Α.  Πειράµατα υβριδοποίησης µε τη µέθοδο Denhardt�s  
 
 Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε στη διερεύνηση βακτηριοφαγικής βιβλιοθήκης 

cDNA. Συγκεκριµένα, οι µεµβράνες που έφεραν ακινητοποιηµένα τα νουκλεικά οξέα των 

βακτηριοφάγων επωάστηκαν σε διάλυµα 0.3X SSC και 0.1% SDS στους 650C για 30 

λεπτά και προϋβριδοποιήθηκαν σε διάλυµα υβριδοποίησης [3Χ SSC, 0.1% SDS και 10X 
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Denhardt�s (0.2% Ficoll, 0.2% BSA Fraction V, 0.2% Polyvinyl pyrollidone)] στους 650C 

για 30 λεπτά. Ακολούθησε προσθήκη του ραδιενεργά σηµασµένου ανιχνευτή αφού είχε 

προηγηθεί αποδιάταξή του στους 1000C για 3 λεπτά. Η υβριδοποίηση πραγµατοποιήθηκε 

στους 650C για 16-18 ώρες. Τα µη ειδικά προσδεδεµένα ραδιοσηµασµένα µόρια 

αποµακρύνθηκαν µε διαδοχικές πλύσεις των µεµβρανών στους 650C σε περίσσεια 

διαλυµάτων 3Χ SSX, 0.1% SDS (2 φορές για 20 λεπτά), 0.3Χ SSC, 0.1% SDS (2 φορές 

για 20 λεπτά) και 0.1X SSC, 0.1% SDS (2 φορές για 20 λεπτά). 

 
 
Β.  Υβριδοποίηση µε τη µέθοδο των Church και Gilbert  
     (Church and Gilbert, 1984) 
 
Οι υβριδοποιήσεις πραγµατοποιήθηκαν στους 650C για 16-18 ώρες σε διάλυµα 

που περιείχε 0.5M Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.2, 1mM EDTA, 7% SDS και 1% BSA 

Fraction V. Τα µη ειδικά προσδεδεµένα ραδιοσηµασµένα µόρια αποµακρύνονταν µε 

πλύσεις των µεµβρανών στους 650C σε περίσσεια διαλύµατος 5% SDS, 40mM 

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.2 και 1mM EDTA (3 φορές για 20-30 λεπτά).  

 

 

7. ΑΝΑΛΥΣΗ DNA ΚΑΤΑ SOUTHERN 
 

Η µέθοδος βασίζεται στη µεταφορά νουκλεϊκών οξέων, τα οποία έχουν 

διαχωριστεί ηλεκτροφορητικά σε πηκτή αγαρόζης, σε µεµβράνες µε τη βοήθεια 

τριχοειδών φαινοµένων (Southern, 1975). Ο ρυθµός µεταφοράς εξαρτάται από το 

µέγεθος των µορίων DNA και από την πυκνότητα της πηκτής αγαρόζης. Τα µόρια µικρού 

µεγέθους (µικρότερα από 1kb) µεταφέρονται εύκολα σε 1-2 ώρες ενώ µεγαλύτερα µόρια 

καθυστερούν περισσότερο. Επιπρόσθετα, η µετακίνησή τους παρεµποδίζεται µε το 

πέρασµα του χρόνου και από την αφυδάτωση της πηκτής. Για αυτό το λόγο πριν τη 

µεταφορά τους πραγµατοποιείται αποδιάταξή σε αλκαλικό περιβάλλον. Στην περίπτωση 

τεµαχίων  DNA που το µέγεθός τους ξεπερνά τα 15kb ο χρόνος µεταφοράς αυξάνεται 

σηµαντικά (περισσότερο από 15 ώρες) και είναι δυνατόν να µεταφερθεί τελικά ένα πολύ 

µικρό ποσοστό µορίων. Το πρόβληµα λύνεται µε τεµαχισµό τους µε µερική αποπου-

ρίνωση, πριν την αποδιάταξη,  σε ασθενές όξινο περιβάλλον (Wahl et al. 1972, Meinkoth 

and Wahl 1984). Την µεταφορά των νουκλεικών οξέων στη µεµβράνη ακολουθούν 

πειράµατα υβριδοποίησης µε ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές και αυτοραδιογραφία.  

 
Συνοπτικά, τα διαχωρισµένα τεµαχισµένα µόρια DNA αποδιατάσσονταν µε 

τοποθέτηση της πηκτής αγαρόζης σε διάλυµα 0.75Μ NaCl και 0.25Μ NaOH, 2 φορές για 

40 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούσε εξουδετέρωση σε διάλυµα 0.5Μ Tris-

Cl pH 7.4 και 0.75Μ NaCl στις ίδιες συνθήκες. Στην περίπτωση που τα τεµάχια DNA που 

επρόκειτο να µελετηθούν είχαν µέγεθος µεγαλύτερο από 15kb, πριν την αποδιάταξη 
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γινόταν αποπουρίνωση σε διάλυµα 0.2Ν HCl για 5-7 λεπτά. Τα νουκλεϊκά οξέα 

µεταφέρονταν σε µεµβράνες (HybondTM-NX, Amersham) χρησιµοποιώντας σαν διάλυµα 

µεταφοράς 2X SSC. Η µονιµοποίηση του δεσµευµένου DNA γινόταν µε έκθεση σε 

υπεριώδη ακτινοβολία (UV cross-linking) και θέρµανση των µεµβρανών στους 80 0C για 2 

ώρες, σύµφωνα µε τους  Sambrook et al., 1989. Ακολουθούσαν πειράµατα υβριδοποίη-

σης και αυτοραδιογραφίας. 

 
 
 

8. ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR: POLYMERASE CHAIN 
REACTION) 

 
Με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης επιτυγχάνεται πολλαπλασιασµός 

περιοχών του DNA οι οποίες οριοθετούνται  από δύο , µικρές συνήθως, µοναδιαίες 

αλληλουχίες που ανήκουν σε συµπληρωµατικές αλυσίδες και µε βάση τις οποίες 

κατασκευάζονται πανοµοιότυπα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιούνται σαν εκκινητές 

(Mullis et al., 1987). Η σωστή επιλογή των εκκινητών αποτελεί βασική προϋπόθεση για 

την επιτυχία της αντίδρασης (Lowe et al., 1990). Για τον πολλαπλασιασµό του DNA 

απαιτείται µία σειρά επαναλαµβανόµενων κύκλων που περιλαµβάνουν αποδιάταξη των 

νουκλεϊκών οξέων (στους 940C), επανασύνδεση των εκκινητών στις κατάλληλες-

συµπληρωµατικές θέσεις (σε θερµοκρασία που καθορίζεται από τα σηµεία τήξης των 

εκκινητών) και επακόλουθη ενσωµάτωση νουκλεοτιδίων (στους 720C) µε την ενζυµική 

δράση της θερµοανθεκτικής DNA πολυµεράσης Taq (πολυµεράση του DNA του 

µικροοργανισµού Thermus aquaticus). Οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε αυτόµατους 

θερµικούς κυκλοποιητές. Η δυνατότητα πολλαπλασιασµού αµελητέας ποσότητας DNA, η 

ταχύτητα, η ευκολία καθώς και η πληθώρα εφαρµογών της αντίδρασης  αποτελούν 

βασικό της πλεονέκτηµα έναντι άλλων συµβατικών µεθόδων ανάλυσης νουκλεϊκών οξέων 

(Ιnnis et al., 1990, Gibs, 1991).  

 
Η µέθοδος χρησιµοποιήθηκε κυρίως για την κατασκευή και τον πολλαπλασιασµό 

δίκλωνων µορίων cDNA που προήλθαν από πειράµατα αντίστροφης µεταγραφής, 

προκειµένου να αναλυθεί το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Neurl. Επιπρόσθετα, έγινε 

χρήση της αντίδρασης σε πειράµατα προσδιορισµού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

µορίων DNA. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν επιλέχθηκαν µε ιδιαίτερη προσοχή. 

Συγκεκριµένα, το µέγεθος των εκκινητών κυµαινόταν από 17-24 νουκλεοτίδια, τα ζεύγη 

των εκκινητών είχαν παραπλήσια σηµεία τήξης, το περιεχόµενο σε G+C ήταν 40-60% και 

υπήρχε G ή C στο 3� άκρο. Επιπρόσθετα, γινόταν εκτεταµένη διερεύνηση της 

πιθανότητας ανάπτυξης ισχυρών δεσµών µε άλλους εκκινητές, µε µη ειδικές περιοχές του 

DNA καθώς και µε τον εαυτό τους, χρησιµοποιώντας τα υπολογιστικά προγράµµατα DNA 

OligoAnalyzer version 2-2.5 (http://www.idtdna.com/program/main/home.asp) και BEST 

http://www.idtdna.com/program/main/home.asp
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FIT (GCG Winsconsin Package, Accelrys). Μία τυπική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµερά-

σης είχε ως εξής : 

 
                                                         5 λεπτά στους 940C (αρχική αποδιάταξη του DNA) 

 

                                                                   1 λεπτό στους 940C (αποδιάταξη) 

 

                                                         45 δευτερόλεπτα σε Χ0C (σύνδεση εκκινητών)            

                                                    [καθορίζεται από τα σηµεία τήξης (Tm) των εκκινητών] 

 

                                                                      2 λεπτά στους 720C (επέκταση) 

 

                                                              10 λεπτά στους 720C (τελική επέκταση) 

 

         40C 

 

 Σε κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνταν 10-20ng DNA , 25pmoles από κάθε εκκι-

νητή (~100 ng εκκινητή ανά αντίδραση), δεοξυνουκλεοτίδια (Promega, Cat. No. U1240), 

το καθένα σε τελική συγκέντρωση 0.25mM και 2 units πολυµεράσης Taq (Roche, 5u/µl). 

Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα πολυµεράσης Taq (100mM 

Τris-Cl pH 8.3, 100mM MgCl2, 100mM KCl, 0.1% gelatin και 100µg/ml BSA), τελικού 

όγκου 25µl. Οι αυτόµατοι θερµικοί κυκλοποιητές ήταν των εταιριών Cetus-Perkin Elmer® 

(Thermal cycler 460) και Βiometra® (UNO II Thermocycler). Τα ζεύγη των εκκινητών που 

χρησιµοποιήθηκαν, οι θερµοκρασίες σύνδεσής τους καθώς και οι διαφοροποιηµένες 

συνθήκες, στην περίπτωση πειραµάτων ανάλυσης γονιδιακής έκφρασης και προσδιορι-

σµών νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, αναφέρονται λεπτοµερώς σε επόµενα κεφάλαια. 

 

 
9. ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΜΟΡΙΩΝ DNA 

 
Εφαρµόστηκαν διάφορες προσεγγίσεις οι οποίες βασίζονται στη µέθοδο 

τερµατισµού της επιµήκυνσης της αλυσίδας του DNA µέσω της ενσωµάτωσης 

τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxy chain termination method) (Sanger et 

al., 1977). Προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική σύσταση ενθεµάτων σε υπερελικωµένους 

πλασµιδιακούς φορείς, γραµµικών ενθεµάτων που είχαν αποµονωθεί ύστερα από πέψεις 

µε περιοριστικά ένζυµα καθώς και προϊόντων που προήλθαν από αντιδράσεις PCR.  

 

 
Α.  Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε τη δράση του ενζύµου 

Sequenase   
 
Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τη δράση του ενζύµου Sequenase (USB) 

(τροποποιηµένη πολυµεράση DNA του βακτηριοφάγου T7). Η σήµανση των µορίων έγινε 

µε α[32P]-dATP ή α[35S]-dATP και σαν µήτρα χρησιµοποιήθηκαν είτε υπερελικωµένο 

35 κύκλοι 
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πλασµιδιακό DNA είτε γραµµικό DNA, προϊόν πέψης µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες ή 

αντίδρασης PCR. Χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές ευρείας χρήσης (T7, Τ3, Μ13F, Μ13R) 

καθώς και ολιγονουκλεοτίδια (17-22bp) που είχαν κατασκευαστεί µε βάση γνωστές 

αλληλουχίες των υπό µελέτη γονιδίων Neurl και neur. Οι συνθήκες των αντιδράσεων 

καθώς και τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν αναγράφονται λεπτοµερώς στο σχετικό 

εγχειρίδιο της προµηθεύτριας εταιρίας (Sequenase® Version 2.0 DNA Sequencing Kit, 

USB, Cat. No. 70770). 

 

 

Β.  Προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µε αντίδραση PCR 
 
 Ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας επιτυγχάνεται µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης  στην οποία χρησιµοποιείται ένας µόνο εκκινητής και η 

επιµήκυνση της αλυσίδας του DNA από την πολυµεράση Taq τερµατίζεται µε την 

ενσωµάτωση τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων. Η µέθοδος εφαρµόστηκε στην 

περίπτωση ανίχνευσης της αλληλουχίας δίκλωνων µορίων cDNA τα οποία είχαν 

παραχθεί και πολλαπλασιαστεί µε πειράµατα RT-PCR. Για τον προσδιορισµό της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας  χρησιµοποιήθηκαν 1-2µg δίκλωνου cDNA και η σήµανση  

των µορίων έγινε µε α[32P]-dATP. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τη δράση 

τροποποιηµένης πολυµεράσης Taq (Sequencing Grade Taq DNA Polymerase, 

Promega). Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και η συνθήκες των αντιδράσεων 

αναγράφονται στον Πίνακα 2 : 

 

Πίνακας 2. Οι εκκινητές και οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
προσδιορισµού νουκλεοτιδικών αλληλουχιών µε PCR. 

  30 κύκλοι 

Εκκινητής (5�→→→→3�) Αρχική 
αποδιάταξη DNA Αποδιάταξη Σύνδεση εκκινητή  επέκταση 

CAA TGC TTC TGC TTG TGA TGG (R2) 570C  
30 δευτερόλεπτα 

GAT GGA GTC TTT GAG GTT CTG G (R1) 610C  
30 δευτερόλεπτα 

GCA GCT CCT GCC CGG CCT (F1) 

950C  
2 λεπτά 

950C  
30 δευτερόλεπτά 

610C  
30 δευτερόλεπτα 

700C 
1 λεπτό 

 

Τα υλικά, οι συγκεντρώσεις των διαλυµάτων  και των συστατικών της αντίδρασης 

καθώς και όλες οι απαραίτητες πληροφορίες περιγράφονται αναλυτικά στο αντίστοιχο 

εγχειρίδιο (fmol®DNA Sequencing System, Promega). 

 
 
 Γ. Αυτοµατοποιηµένη διαδικασία προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλουχίας  
 
 Ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας επιτυγχάνεται µε αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης µε τη διαφορά ότι τα προϊόντα δε σηµαίνονται ραδιενεργά αλλά 
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µε φθορίζουσες ουσίες. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση τριφωσφορικών δι-δεοξυ-

νουκλεοτιδίων που είναι σηµασµένα µε διαφορετική φθορίζουσα ουσία (Dye Terminator 

Cycle Sequencing). Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση της αντίδρασης, ταυτόχρονη σάρωση από 

ακτίνα laser και παράλληλη ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε κατάλληλο 

υπολογιστικό πρόγραµµα. Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση του FS Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Norwalk, CT), ηλεκτροφορήθηκαν  σε 

αυτόµατο αναλυτή τύπου ABI 373 Stretch Sequencer (Perkin Elmer, Norwalk, CT) και 

αναλύθηκαν µε τη χρήση του προγράµµατος ΑΒΙ PRISMTM, Model version 2.1.1.  

 
Σε όλες τις περιπτώσεις τα προϊόντα των αντιδράσεων ηλεκτροφορήθηκαν σε 

αποδιατακτικές πηκτές ουρίας-πολυακρυλαµίδης [6% ακρυλαµίδη : δις ακρυλαµίδη (38:2) 

και 8Μ ουρίας (σε διάλυµα 1Χ ΤΒΕ)] υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου σταθερής 

ισχύος 80Watt χρησιµοποιώντας διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1Χ ΤΒΕ. Εκτός από την 

αυτοµατοποιηµένη διαδικασία προσδιορισµού νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, οι πηκτές 

µετά την ηλεκτροφόρηση µεταφέρονταν σε χαρτί διήθησης (Whatman 3mm), 

στεγνώνονταν µε θέρµανση  σε κενό αέρος (BioRad Gel Dryer, Model 586) και ακολου-

θούσε αυτοραδιογραφία και ανάγνωση της νουκλεοτιδικής σύστασης των αλληλουχιών 

DNA. 

 

 

10.  ΕΚΧΥΛΙΣΗ RNA ΑΠΟ ΙΣΤΟΥΣ 
 

Για την εκχύλιση ολικού RNA από ιστούς χρησιµοποιήθηκε ισοθειοκυανική 

γουανιδίνη και εφαρµόστηκε η �µέθοδος αποµόνωσης RNA σε ένα βήµα� (Chomczynski 

and Sacchi, 1987) µε ορισµένες τροποποιήσεις. Η µέθοδος αυτή προσφέρει τη 

δυνατότητα εκχύλισης µεγάλης ποσότητας RNA υψηλής καθαρότητας σε µικρό χρονικό 

διάστηµα. Επιπρόσθετα, η υψηλή αποδοτικότητα της µεθόδου καθιστά  δυνατή την 

αποµόνωση ριβονουκλεϊκών οξέων από µικρές ποσότητες ιστών ή κυττάρων, 

επιτρέποντας ακόµα και την ανάλυση των προτύπων γονιδιακής έκφρασης σε 

περιπτώσεις που είναι διαθέσιµες ελάχιστες ποσότητες βιολογικού υλικού. H µέθοδος 

χρησιµοποιήθηκε για την εκχύλιση RNA από ιστούς και όργανα εµβρύων και ενηλίκων 

ατόµων ποντικού. Ακολούθησε αποµόνωση του πολυαδενυλιωµένου RNA [poly(A)+RNA], 

το οποίο χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα αντίστροφης µεταγραφής.  

 
 Aναλυτικά, οι ιστοί οµογενοποιήθηκαν µηχανικά σε σύριγγα 1ml και σε διάλυµα 

αποδιάταξης (4M ισοθειοκυανική γουανιδίνη, 25mM κιτρικό νάτριο, 0.5% Sarcosyl και 

0.1Μ 2-µερκαπτο-αιθανόλη), ο όγκος του οποίου κυµαινόταν ανάλογα µε την µάζα του 

ιστού. Συγκεκριµένα, ο όγκος αυξανόταν µέχρις ότου το εναιώρηµα να µην είναι ιξώδες 

και να είναι εφικτή η πλήρης οµογενοποίηση του ιστού  (να διέρχεται µε ευκολία µέσα 

από τη βελόνα της σύριγγας). Ακολούθως προσθέτονταν, CH3COONa pH 4.0 σε τελική 
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συγκέντρωση 0.2Μ, όξινη φαινόλη ίσου όγκου µε το οµογενοποίηµα και ακολουθούσε 

ισχυρή ανάδευση (vortex) για 1-2 λεπτά. Στη συνέχεια, γινόταν προσθήκη  µίγµατος 

χλωροφορµίου και ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1), όγκου ίσου µε το 1/5 του οµογενο-

ποιήµατος, το δείγµα αναδευόταν ισχυρά και επωαζόταν στους 40C για 15 λεπτά. 

Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 10 λεπτά, συλλογή της υδάτινης φάσης 

(εκχυλισµένο RNA), εκχυλίσεις µε ουδέτερη φαινόλη και χλωροφόρµιο στις ίδιες συνθήκες 

και τελική κατακρήµνιση  του RNA µε 2.5 όγκους αιθυλικής αλκοόλης ή ίσο όγκο ισοπρο-

πανόλης. Η αποµόνωση poly(A)+RNA επιτεύχθηκε µε χρωµατογραφία συγγένειας, µε τη 

χρήση σφαιριδίων κυτταρίνης προσδεδεµένων µε ολιγονουκλεοτίδια θυµίνης [oligo(dT)-

cellulose, Pharmacia] (Edmonds et al., 1971, Aviv et al., 1972), όπως περιγράφεται 

αναλυτικά από τους Sambrook et al.,1989 και ακολουθήθηκε χωρίς τροποποιήσεις. 

 

 
 

11.  ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗΣ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ (REVERSE TRANSCRIPTION) 
 

Στην αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής πολυαδενυλιωµένα µόρια RNA 

χρησιµοποιούνται σαν µήτρα για την κατασκευή συµπληρωµατικών µονόκλωνων µορίων 

DNA (µονόκλωνο cDNA). Αυτό επιτυγχάνεται µε την ενζυµική δράση της αντίστροφης 

µεταγραφάσης (reverse trancsriptase), η οποία ενσωµατώνει δεοξυνουκλεοτίδια στο 3� 

άκρο ενός εκκινητή που έχει προσδεθεί στην συµπληρωµατική του αλληλουχία στο RNA. 

Η κατασκευή της συµπληρωµατικής αλυσίδας των µονόκλωνων µορίων cDNA 

πραγµατοποιείται µε την δράση του ενζύµου DNA πολυµεράση Ι. Εκτός από την 

παρασκευή βιβλιοθηκών cDNA η µέθοδος έχει αρχίσει να βρίσκει µεγάλη εφαρµογή σε 

πειράµατα ανίχνευσης του προτύπου έκφρασης γονιδίων. Συγκεκριµένα, αποµονώνεται 

RNA από διάφορους ιστούς και ακολουθεί αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής 

χρησιµοποιώντας, συνήθως,  µη ειδικούς εκκινητές, όπως τυχαία εξαµερή ή ολιγονου-

κλεοτίδια από θυµίνη (oligo-dT primers). Η ανίχνευση και ταυτοποίηση ενός µεταγράφου 

γίνεται µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, χρησιµοποιώντας ως µήτρα τα προϊόντα 

της αντίστροφης µεταγραφής και εκκινητές ειδικούς για το υπό µελέτη γονίδιο. Με τον 

τρόπο αυτό κατασκευάζεται και πολλαπλασιάζεται µόνο το αντίστοιχο δίκλωνο cDNA. Η 

αποδοτικότητα της µεθόδου ενισχύεται αν χρησιµοποιηθεί στην αντίδραση της 

αντίστροφης µεταγραφής εκκινητής ειδικός για το υπό µελέτη µετάγραφο.  

 
Η µέθοδος πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια πειραµάτων  ανίχνευσης της έκφρα-

σης του γονιδίου Neurl καθώς και στην προσπάθεια προσδιορισµού του 5� άκρου της 

µεταφραζόµενης αλληλουχίας του. Τα δείγµατα RNA είχαν αποµονωθεί από διάφορους 

ιστούς και όργανα εµβρύων και ενηλίκων ατόµων ποντικού και η αντίστροφη µεταγραφή 

πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση εκκινητή ειδικού για το υπό µελέτη γονίδιο.  
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Α.  Πέψη µε δεοξυριβονουκλεάση Ι  
 
Προκειµένου να απαλειφθεί η πιθανότητα �µόλυνσης� των εκχυλισµάτων RNA µε 

DNA πραγµατοποιήθηκε αρχικά επίδραση µε δεοξυριβονουκλεάση Ι. Συγκεκριµένα, 

εκχυλίσµατα που περιείχαν 1µg poly(A)+RNA επωάζονταν µε 20 units  δεοξυριβονου-

κλεάσης Ι (DNase I, RNase free, 20u/µl, Boehringer Mannheim) παρουσία  40 units 

αναστολέα ριβονουκλεασών (RNasin, 40u/µl, Promega). Η πέψεις πραγµατοποιούνταν 

σε ρυθµιστικό διάλυµα για DΝase I (200mM Tris-Cl pH 8.0, 50mM NaCl και 30mM 

MgCl2), τελικού όγκου 130 µl και σε θερµοκρασία 370C για 1 ώρα. Ακολουθούσε εκχύλιση 

του RNA µε φαινόλη και χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε 3.5 όγκους µίγµατος αιθυλικής 

αλκοόλης και οξικού αµµωνίου 7.5M (αναλογία µίγµατος 6:1) και επαναδιαλυτοποίηση σε 

20µl Η2Ο  παρουσία 40 units RΝasin. 

 

 

Β. Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής  
 
 Όλα τα εκχυλίσµατα poly(A)+RNA που χρησιµοποιήθηκαν είχαν υποστεί πέψη µε 

δεοξυριβονουκλεάση Ι, σύµφωνα µε τη διαδικασία που προαναφέρθηκε. Σε κάθε 

αντίδραση χρησιµοποιήθηκε 1µg poly(A)+RNA  και 500ng  εκκινητή, ο οποίος ήταν ειδικός 

για το µετάγραφο του γονιδίου Νeurl. Αρχικά, το µίγµα RNA και εκκινητή θερµαινόταν 

στους 650C για 10 λεπτά. Ακολουθούσε προσθήκη δεοξυνουκλεοτιδίων, τελικής 

συγκέντρωσης 0.5mM το καθένα, 20 units RNasin και 200 units αντίστροφης 

µεταγραφάσης [M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), 

200u/µl, Promega]. Η αντίδραση γινόταν στους 370C, για 4 ώρες, σε ρυθµιστικό διάλυµα 

αντίστροφης µεταγραφάσης 1X (5Χ M-MLV RT reaction buffer : 200mM Tris-Cl pH 8.3, 

375mM KCl, 15mM Mg2Cl και 50mM DTT, Promega) τελικού όγκου 40µl. Για να 

επιτευχθεί η υψηλότερη δυνατή απόδοση, η αντίδραση διακοπτόταν στις 2 ώρες, 

ακολουθούσε αποδιάταξη των µορίων στους 650C για 5 λεπτά, προσθήκη 200 επιπλέον 

units αντίστροφης µεταγραφάσης και επώαση για άλλες 2 ώρες στους 370C. Μετά το 

τέλος της αντίδρασης γινόταν τεµαχισµός των ριβονουκλεϊκών αλυσίδων των υβριδίων 

DNA-RNA µε τη χρήση 15 units ριβονουκλεάσης Η (RΝase H, 15u/µl, Promega) στους 

370C για 30 λεπτά. Τα προϊόντα της αντίδρασης αφαλατώνονταν και καθαρίζονταν από 

την περίσσεια µη ενσωµατωµένων νουκλεοτιδίων µε µοριακή διήθηση από στήλη 

Sephadex G-50 (Pharmacia), όγκου 1 ml, αφού προηγουµένως ο όγκος της αντίδρασης 

έχει αυξηθεί στα 100µl µε την προσθήκη Η20. Η ανίχνευση του µεταγράφου στους ιστούς 

που µελετήθηκαν γινόταν µε αντίδραση PCR, χρησιµοποιώντας σαν µήτρα το 1/3-1/2 της 

αντίδρασης αντίστροφης µεταγραφής. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν  καθώς και οι 

συνθήκες που εφαρµόσθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης αναφέρονται 

αναλυτικά στον Πίνακα 3.  
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Πίνακας 3. Οι εκκινητές και οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
αντίστροφης µεταγραφής και PCR. 

 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ 

 Εκκινητής (5�→→→→3�) (R3) GAC TCC CTG GTA ATT GTG (R3) 

 
 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 

    35 κύκλοι  

 Εκκινητής (5�→→→→3�) Αρχική 
αποδιάταξη Αποδιάταξη Σύνδεση 

εκκινητή Επέκταση Τελική 
επέκταση 

CAA TGC TTC TGC TTG TGA TGG (R2) 1ο 
ζεύγος 

GCA GCT CCT GCC CGG CCT (F1) 

610C  
45 δευτερόλεπτα 

GCA CCA TTT GCT ATG AAC AC (F3) 2ο 
ζεύγος 

GAC TCC CTG GTA ATT GTG (R3) 

950C  
5 λεπτά 

950C  
1 λεπτό 

570C  
45 δευτερόλεπτα 

720C  
2 λεπτά 

720C  
10 λεπτά 

 
 
 
 

12. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΥΒΡΙ∆ΟΠΟΙΗΣΗΣ in situ ΣΕ ΕΜΒΡΥΑ ΠΟΝΤΙΚΟΥ 
 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε ολόκληρα έµβρυα και τοµές εµβρύων 

ποντικού, αναπτυξιακών σταδίων-ηµερών Ε8.0-Ε18.5. Στην πλειονότητα των πειραµάτων 

η ανίχνευση των µεταγράφων του γονιδίου έγινε µε τη χρήση σηµασµένου µε 

διγοξυγενίνη (DIG) RNA, το οποίο ήταν συµπληρωµατικό του ενδογενούς µεταγράφου και 

είχε κατασκευαστεί µε αντίδραση µεταγραφής in vitro. Οι διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν  

µε βάση τα πρωτόκολλα των  Henrique et al., 1995, Mitsiadis et al., 1995 και Myat et al., 

1996, µε ορισµένες τροποποιήσεις.  

 

 

Α.  Αντίδραση µεταγραφής in vitro : Κατασκευή ανιχνευτή RNA σηµασµένου 
µε διγοξυγενίνη  

 
Η αντίδραση µεταγραφής in vitro βασίζεται στην ενζυµική δράση πολυµεράσης η 

οποία αναγνωρίζει ειδικά έναν υποκινητή και συνθέτει RNA, έχοντας ως µήτρα τη µία από 

τις αλυσίδες δίκλωνου DNA. Ο ανιχνευτής RNA που χρησιµοποιείται για την ανίχνευση 

των ενδογενών µεταγράφων στα πειράµατα υβριδοποίησης in situ είναι συµπληρωµατικός 

του ενδογενούς mRNA που πρόκειται να µελετηθεί (anti-sense probe). Προκειµένου να 

κατασκευαστεί ο ανιχνευτής RNA για τη µελέτη της έκφρασης ενός γονιδίου, του οποίου το 

cDNA έχει αποµονωθεί και κλωνοποιηθεί σε πλασµιδιακό φορέα, συµβαίνουν τα εξής : 

αρχικά πραγµατοποιείται γραµµοποίηση του ανασυνδυασµένου φορέα µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες και σε σηµείο πλησίον του 5� άκρου της αλυσίδας του ενθέµατος cDNA 

που είναι ταυτόσηµη µε το ενδογενές µετάγραφο (sense strand). Με τον τρόπο αυτό 

επιτυγχάνεται µόνο η µεταγραφή του cDNA και όχι επιπρόσθετων αλληλουχιών του 

φορέα, οι οποίες πιθανόν να δηµιουργήσουν �θόρυβο� στα πειράµατα υβριδοποίησης. Η 
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µεταγραφή ξεκινά  από τον κατάλληλο υποκινητή του πλασµιδίου (Τ3, Τ7 ή SP6) µε τη 

χρήση πολυµεράσης ειδικής για τη συγκεκριµένη αλληλουχία και συντίθεται RNA µε µήτρα 

την αλυσίδα του cDNA που είναι όµοια µε το mRNA του γονιδίου (Εικ. 9).  

 

Tα ενθέµατα cDNA του γονιδίου Neurl που επρόκειτο να µεταγραφούν ήταν 

κλωνοποιηµένα στον φορέα pBlueScript® KS II +. Το ανασυνδυασµένο πλασµιδιακό DNA 

γραµµοποιήθηκε µε το κατάλληλο περιοριστικό ένζυµο, ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή 

αγαρόζης και αποµονώθηκε µε τη χρήση του Qiaex II gel extraction kit της εταιρίας 

Qiagen. Σε κάθε αντίδραση µεταγραφής χρησιµοποιήθηκαν 1µg γραµµοποιηµένου DNA, 

µίγµα σήµανσης DIG RNA 1X (10X  DIG RNA labeling mix : 10mM ATP, 10mM CTP, 

10mM GTP, 6.5mM UTP, 3.5mM DIG-11-UTP, pH 7.5, Boehringer Mannheim, Cat. No. 

1277073), 40 units αναστολέα ριβονουκλεασών (RNasin, 40u/µl, Promega) και 40 units  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Εικόνα 9. Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής ανιχνευτή RNA  µε αντίδραση 

µεταγραφής in vitro. Ο ανασυνδυασµένος πλασµιδιακός φορέας γραµµοποιείται, µε πέψη µε ενδονου-
κλεάση περιορισµού, σε σηµείο κοντά στο 5� άκρο της αλυσίδας του cDNA η οποία είναι ταυτόσηµη µε το 
µετάγραφο του γονιδίου (γκρι ράβδος). Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται µεταγραφή µε δράση της T3 
πολυµεράσης RNA και συνεπώς κατασκευή ριβονουκλεοτιδικής αλυσίδας συµπληρωµατικής του ενδογενούς 
µεταγράφου (anti-sense probe) (στικτή ράβδος). Για τον έλεγχο του �θορύβου� των πειραµάτων 
υβριδοποίησης in situ παρασκευάζεται  ανιχνευτής ταυτόσηµος µε το ενδογενές mRNA. Σε αυτήν την 
περίπτωση η γραµµοποίηση του πλασµιδιακού φορέα πραγµατοποιείται µε πέψη σε σηµείο πλησίον του 5� 
άκρου  της αλυσίδας που είναι συµπληρωµατική του γονιδιακού µεταγράφου (µαύρη ράβδος). Η αντίδραση 
µεταγραφής πραγµατοποιείται µε τη χρήση Τ7 πολυµεράσης RNA. 

 
 

Τ3 ή Τ7 πολυµεράσης RNA (20u/µl, Promega). Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε 

ρυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής (40mM Tris-Cl pH 7.9, 6mM Mg2Cl, 10mM DTT, 10mM 

NaCl και 1mM σπερµιδίνη) τελικού όγκου 20 µl και σε θερµοκρασία 370C για 2 ώρες. Στη 

συνέχεια, γινόταν πέψη του DNA παρουσία 20 units DNase I (DNase I, RNase free, 

20u/µl, Boehringer Mannheim) στους 370C για 15 λεπτά και η οποία σταµατούσε µε 

προσθήκη EDTA pH 8.0 τελικής συγκέντρωσης 25mM. To RNA κατακρηµνιζόταν µε την 

προσθήκη 75µl αιθυλικής αλκοόλης και 2.5 µl 4M LiCl (τελική συγκέντρωση 100mM) 

στους -200C για τουλάχιστον 2 ώρες. Ακολουθούσε επαναδιαλυτοποίηση σε 100µl H2O ή 

3�5� ATG 

5� 3� 

υποκινητής T7

υποκινητής T3
Τεµαχισµός µε περιοριστική 

ενδονουκλεάση 

3�5� ATG 

5� 3� 

3�5� ATG 

5� 3� UAC 

 
Μεταγραφή in vitro 

Τ3 Πολυµεράση RNA 
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διαλύµατος TE pH 8.0. Ο έλεγχος της ποσότητας και της ποιότητας του RNA γινόταν µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης πυκνότητας 1.2%. 

 
 

Β. Πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε ολόκληρα έµβρυα ποντικού  
    (whole mount in situ) 

 
       Ι) Μονιµοποίηση και επεξεργασία των εµβρύων : Τα έµβρυα αφαιρούνταν 

από τη µήτρα του θηλυκού ποντικού, σε 1X PBS (40mM Na2HPO4, 5mM NaH2PO4 και 

150mM NaCl) σε πάγο, και µονιµοποιούνταν σε διάλυµα 4% παραφορµαλεύδης (PFA) σε 

1Χ PBS στους 40C για 12-24 ώρες, ανάλογα µε την ηλικία τους. Η PFA αποµακρυνόταν 

µε 3-4 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε διάλυµα 1Χ PBT (1X PBS και 0.1% Tween-20) στους 40C 

και ακολουθούσε σταδιακή αφυδάτωση των εµβρύων µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις 

µεθανόλης (25%, 50%, 75% και 100% σε 1Χ ΡΒΤ), ανά 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου (τα έµβρυα είναι δυνατόν να διατηρηθούν σε 100% µεθανόλη, στους -200C, για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα). Στη συνέχεια, γινόταν προσθήκη Η2Ο2, σε τελική 

συγκέντρωση 6% και επώαση για µία ώρα, προκειµένου να απενεργοποιηθούν οι  

ενδογενείς αλκαλικές φωσφατάσες που θα δηµιουργούσαν �θόρυβο� κατά την αντίδραση 

αποκάλυψης (βλ. αντίστοιχη ενότητα). Το Η2Ο2 αποµακρυνόταν µε 3 πεντάλεπτα 

πλυσίµατα µε 1Χ PBT και ακολουθούσε επανενυδάτωση των εµβρύων µειώνοντας 

σταδιακά τις συγκεντρώσεις µεθανόλης (100%, 75%, 50% και 25% σε 1Χ ΡΒΤ) ανά 5 

λεπτά στις ίδιες συνθήκες και επανατοποθέτηση σε 1Χ ΡΒΤ αφού προηγούνταν 3 

πεντάλεπτες πλύσεις στο ίδιο διάλυµα. Στη συνέχεια, γινόταν πέψη µε πρωτεϊνάση Κ, 

τελικής συγκέντρωσης 5-10µg/ml, για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Η αντίδραση 

διακοπτόταν µε την προσθήκη γλυκίνης, τελικής συγκέντρωσης 2mg/ml για 5 λεπτά, η 

πρωτεϊνάση Κ αποµακρυνόταν µε 2-3 πλύσεις µε 1Χ ΡΒΤ και ακολούθως τα έµβρυα 

µονιµοποιούνταν ξανά σε 4% PFA (σε 1Χ PBS) για 20 λεπτά στην ίδια θερµοκρασία. 

Έπειτα από πλήρη αποµάκρυνση της PFA, µε συνεχείς πλύσεις σε διάλυµα 1X PBT, τα 

έµβρυα ήταν κατάλληλα προετοιµασµένα για υβριδοποίηση in situ. Να σηµειωθεί ότι 

παραπάνω διαδικασίες  πραγµατοποιούνταν µε ήπια και συνεχή ανάδευση των εµβρύων. 

 
ΙΙ) Υβριδοποίηση του ανιχνευτή RNA µε το mRNA-στόχο : Τα έµβρυα 

προϋβριδοποιούνταν για τουλάχιστον 1 ώρα στους 650C, υπό ήπια και συνεχή ανά-

δευση, σε διάλυµα υβριδοποίησης αποτελούµενο από 50% φορµαµίδη, 2Χ SSC, 5mM 

EDTA pH 8.0, 50µg/ml Yeast RNA και 0.2% Tween-20. Ακολουθούσε αντικατάσταση του 

διαλύµατος υβριδοποίησης µε νέο, που περιείχε σηµασµένο ανιχνευτή RNA τελικής 

συγκέντρωσης 1-1.5µg/ml και το οποίο έχει προθερµανθεί στους 650C για 5 λεπτά, 

προκειµένου να αποδιαταχθούν οι δευτεροταγείς δοµές των µορίων του ανιχνευτή. Η 

υβριδοποίηση γινόταν στους 650C για 14-18 ώρες υπό συνεχή και ήπια ανάδευση. 
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ΙΙΙ) Επώαση µε το αντίσωµα anti-DIG-ΑΡ : Το µίγµα υβριδοποίησης αποµα-

κρυνόταν και τα έµβρυα ξεπλένονταν 2-3 φορές, στους 650C, σε διάλυµα αποτελούµενο 

από 50% φορµαµίδη, 1Χ SSC και 0.1% Tween-20 (κάθε πλύσιµο διαρκούσε 30-60 λεπτά 

ανάλογα µε την ηλικία των εµβρύων). Ακολουθούσαν επωάσεις σε διάλυµα ΜΑΒΤ  

(20mM µαλεϊκό οξύ pH 7.5, 30mM NaCl και 0.02% Tween-20), 2-3 φορές σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, τα έµβρυα τοποθετούνταν σε ΜΑΒΤ που περιείχε 

10% φυσιολογικό ορό κατσίκας (NGS : Normal Goat Serum, Gibco BRL) και επωάζονταν 

για 1-2 ώρες στην ίδια θερµοκρασία (παρεµπόδιση της µη ειδικής σύνδεσης του 

αντισώµατος στους ιστούς).  Το τελευταίο διάλυµα αποµακρυνόταν και γινόταν προσθήκη 

νέου που περιείχε το αντίσωµα anti-DIG, προσδεδεµένο µε αλκαλική φωσφατάση, σε 

αραίωση 1:5000 (anti-DIG-AP, Fab fragments, Boehringer Mannheim, Cat. No. 1093274). 

Η επώαση γινόταν σε θερµοκρασία δωµατίου για 2-4 ώρες ή στους 40C για 14-18 ώρες, 

υπό συνεχή ήπια ανάδευση των εµβρύων. Η περίσσεια του αντισώµατος αποµακρυνόταν 

µε διαδοχικές πλύσεις των εµβρύων (2-3 φορές) σε διάλυµα MABT σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  

 

ΙV) Αντίδραση αποκάλυψης: Στην αντίδραση αποκάλυψης η αλκαλική 

φωσφατάση, που είναι συνδεδεµένη µε το αντίσωµα  anti-DIG, αντιδρά µε τα υποστρώ-

µατά  της BciP ( 5-Bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate, 4-toluidine salt) και ΝΒΤ (Nitroblue 

Tetrazolium Cloride). Αποτέλεσµα της αντίδρασης είναι η εµφάνιση χρώσης στα σηµεία 

πρόσδεσης του αντισώµατος και κατά συνέπεια στα σηµεία υβριδοποίησης του ανιχνευτή 

RNA µε το mRNA-στόχο. Αναλυτικά, µετά την αποµάκρυνση του µη ειδικά συνδεδεµένου 

αντισώµατος πραγµατοποιούνταν πλύσεις των εµβρύων σε διάλυµα ΝΤΜΤ (100mM 

NaCl, 100mM Tris-Cl pH 9.5, 50mM Mg2Cl και 0.1% Tween-20), 2-3 φορές σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  Η αντίδραση γινόταν  µε την προσθήκη διαλύµατος NTMT που 

περιείχε ΝΒΤ (100 mg/ml, Boehringer Mannheim, Cat. No. 1383213) και BciP (50mg/ml, 

Boehringer Mannheim, Cat. No. 1383221) σε τελικές συγκεντρώσεις 337.5µg/ml και 

175µg/ml, αντίστοιχα, λάµβανε χώρα στο σκοτάδι, σε θερµοκρασία δωµατίου και 

διαρκούσε αρχικά 1-2 ώρες. Αν δεν εµφανιζόταν χρώση η επώαση συνεχιζόταν στους 

40C για 1-3 ηµέρες, χρησιµοποιώντας µικρότερες συγκεντρώσεις  NBT και BciP. Μετά την 

ολοκλήρωση της αντίδρασης τα έµβρυα ξεπλένονταν σε 1Χ ΡΒΤ (2-3 φορές), µονιµοποι-

ούνταν ξανά σε 4% PFA για 14-18 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου (για διατήρηση της 

χρώσης) και συντηρούνταν, στους 40C, σε διάλυµα 1Χ ΡΒΤ που περιείχε γλυκερόλη 

τελικής συγκέντρωσης 50%. 
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Γ.  Πειράµατα υβριδoποίησης in situ σε τοµές εµβρύων  
 
 

Ι) Επεξεργασία εµβρύων για τοµές σε κρυοστάτη : Τα έµβρυα 

αφαιρούνταν από τη µήτρα του θηλυκού σε διάλυµα 1X PBS σε πάγο και 

µονιµοποιούνταν σε διάλυµα 4% PFA (σε 1X PBS) στους 40C για 12-24 ώρες ανάλογα µε 

την ηλικία τους. Μετά την αποµάκρυνση της PFA (2-3 πλυσίµατα µε 1Χ PBS) τα έµβρυα 

επωάζονταν σε διάλυµα 30% σουκρόζης, σε 1X PBS, στους 40C για τουλάχιστον 24 

ώρες, έως ότου επιτευχθεί πλήρης καθίζησή τους. Ακολουθούσε µερικό στέγνωµα, 

στερέωσή τους σε εκµαγεία που περιείχαν µέσο Polyfreeze (Tissue freezing medium, 

Polysciences INC. Cat. No.  19636) ειδικό για τοµές σε κρυοστάτη και τοποθέτηση στους 

-800C για στερεοποίηση (διατήρηση για µεγάλο χρονικό διάστηµα). Εναλλακτικά του 

µέσου Polyfreeze µπορεί να χρησιµοποιηθεί και διάλυµα που περιέχει 15% σουκρόζη και 

7.5% ζελατίνη.  Στη συνέχεια, πραγµατοποιούνταν τοµές πάχους 12-20µm, σε θερµοκρα-

σία -230C, οι οποίες συλλέγονταν  σε ειδικές αντικειµενοφόρους πλάκες (Superfrost/Plus 

Lanes Porte-Objects, O. Kindler Gmbh & Co) και διατηρούνταν στους -800C για µεγάλο 

χρονικό διάστηµα. 

 

II) Υβριδοποίηση του ανιχνευτή RNA µε το mRNA-στόχο : Οι τοµές των 

εµβρύων αφού προηγουµένως ξεπάγωναν και στέγνωναν πλήρως (3-5 ώρες), σε 

θερµοκρασία δωµατίου, ήταν έτοιµες για υβριδοποίηση. Σε κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα 

τοποθετούνταν 70-100µl διαλύµατος υβριδοποίησης (50% φορµαµίδη, 2Χ SSC, 5mM 

EDTA pH 8.0, 50µg/ml Yeast RNA και 0.2% Tween-20) που περιείχε τον ανιχνευτή RNA 

(DIG-RNA) σε τελική συγκέντρωση 1-2µg/ml και είχε προθερµανθεί στους 650C για 5 

λεπτά. Η υβριδοποίηση γινόταν στους 650C για 14-18 ώρες και σε περιβάλλον κορεσµένο 

σε φορµαµίδη.  Στη συνέχεια τα δείγµατα πλένονταν σε διάλυµα 50% φορµαµίδης, 5Χ 

SSC και 0.1% Tween-20, για 15 λεπτά στους 650C υπό συνεχή και ήπια ανάδευση σε 

ειδικά γυάλινα δοχεία. Ακολουθούσαν διαδοχικές πλύσεις µε διάλυµα 50% φορµαµίδης, 

1Χ SSC, 0.1% Tween-20 και διάλυµα 50% φορµαµίδης, 0.1X SSC και 0.1% Tween-20 

(30 λεπτά επί 3 φορές για κάθε διάλυµα) στις ίδιες συνθήκες. 

 
III) Επώαση µε το αντίσωµα anti-DIG-ΑΡ : Οι τοµές ξεπλένονταν µε  

διάλυµα MABT, σε θερµοκρασία δωµατίου µε ήπια ανάδευση και στη συνέχεια 

τοποθετούνταν σε οριζόντια θέση. Ακολουθούσαν 2 επιπλέον πλύσεις (διάρκειας 30 

λεπτών η καθεµία) µε  το ίδιο διάλυµα, στην ίδια θερµοκρασία. Στη συνέχεια, οι τοµές 

επωάζονταν 1-2 ώρες σε ΜΑΒΤ  που περιείχε 10% NGS, στις ίδιες συνθήκες. Η επώαση 

µε το αντίσωµα anti-DIG-ΑΡ γινόταν όπως και στην περίπτωση των υβριδισµών in situ σε 

ολόκληρα έµβρυα µε τη διαφορά ότι χρησιµοποιήθηκε υψηλότερης συγκέντρωσης 

αντίσωµα (αραίωση 1:500). Η αποµάκρυνση της περίσσειας του αντισώµατος γινόταν µε 
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πλύσεις σε διάλυµα MABT, σε θερµοκρασία δωµατίου, µία φορά µέσα σε γυάλινα δοχεία 

υπό ήπια ανάδευση και δύο φορές για 30 λεπτά σε οριζόντια θέση.  

 

IV) Αντίδραση αποκάλυψης: Οι τοµές πλένονταν µε διάλυµα ΝΤΜΤ 

(100mM NaCl, 100mM Tris-Cl pH 9.5, 50mM Mg2Cl και 0.1% Tween-20) 2-3 φορές σε 

θερµοκρασία δωµατίου διατηρώντας τις αντικειµενοφόρους σε οριζόντια θέση. Ακολου-

θούσε αντικατάσταση του διαλύµατος ΝΤΜΤ µε διάλυµα αντίδρασης αποκάλυψης (100µl 

διαλύµατος ανά αντικειµενοφόρο) και κάλυψη των τοµών µε καλυπτρίδες. Οι συνθήκες 

της αντίδρασης έχουν ήδη περιγραφεί στα πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε ολόκληρα 

έµβρυα. Μετά το τέλος της αντίδρασης οι τοµές πλένονταν µε διάλυµα 1X PBT (2-3 φορές 

σε θερµοκρασία δωµατίου) και ακολουθούσε προσθήκη µικρής ποσότητας Aquamount 

improved (BDH Laboratory, Cat. No. 362262H), σκέπασµα των τοµών µε καλυπτρίδες, 

ολονύκτιο στέγνωµα σε απαγωγό και παρατήρηση σε οπτικό µικροσκόπιο.   

 
 
 

13. ΠΑΡΟ∆ΙΚΗ ∆ΙΑΜΟΛΥΝΣΗ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΕΙΡΩΝ 
 
 

Με αυτή τη διαδικασία επιτυγχάνεται η παροδική παραγωγή πολυπεπτιδίων ως 

αποτέλεσµα της έκφρασης των αντιστοίχων µορίων cDNA που τα κωδικοποιούν. Τα 

cDNAs έχουν εντεθεί σε κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς υπό τον έλεγχο υποκινητών 

οι οποίοι ενεργοποιούνται ισχυρά στο εσωτερικό περιβάλλον των διαµολυσµένων 

κυττάρων. Το βασικό πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η  παραγωγή µίας ή περισσοτέρων 

πρωτεϊνών σε µικρό χρονικό διάστηµα, σε ικανοποιητικό ποσοστό κυττάρων και σε 

υψηλά επίπεδα, επιτρέποντας την περαιτέρω ανάλυσή τους, όπως βιοχηµικές µελέτες, 

πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού και ανίχνευση πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Η 

παροδική διαµόλυνση πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της συγκατακρίµνησης DNA µε 

Ca3(PO4)2 (Graham and Van der Eb, 1973). Σύµφωνα µε τη µέθοδο, το ανασυνδυασµένο 

πλασµιδιακό  DNA αναµειγνύεται µε διάλυµα CaCl2 τελικής συγκέντρωσης 125mM και 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων (HEBS 1X :140mM NaCl, 5mM KCl, 0.75mM 

Na2HPO4, 6mM Dextrose και 25mM HEPES pH 7.0) µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό 

λεπτόκοκκου κρυσταλλικού ιζήµατος DNA-Ca3(PO4)2. Οι κρύσταλλοι προστίθενται σε 

κύτταρα που βρίσκονται σε εκθετική φάση ανάπτυξης και ενσωµατώνονται µε επώαση 

των κυττάρων στους 370C, σε ατµόσφαιρα 5-8% CO2 (ανάλογα µε την κυτταρική σειρά) 

για 7-12 ώρες. Η αποµάκρυνση των µη ενσωµατωµένων κρυστάλλων πραγµατοποιείται 

µε διαδοχικές πλύσεις µε 1X PBS ή HBSS (Hank�s Balanced Salt Solution, Gibco BRLTM). 

Ακολουθεί προσθήκη νέου θρεπτικού µέσου και συνέχιση της ανάπτυξης, στις ίδιες 

συνθήκες, για 12-24 ώρες προκειµένου να εκφραστεί στα διαµολυσµένα κύτταρα το 

ένθεµα του πλασµιδιακού φορέα. 
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Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα COS-7, NIH 3T3, CV1, CaCo2, 

K562 και HeLa, που αναπτύσσονταν σε τρυβλία διαµέτρου 30mm ή 100mm σε 

κατάλληλο θρεπτικό µέσο όγκου 3ml και 9ml, αντίστοιχα, το οποίο είχε ανανεωθεί 2-3 

ώρες πριν τη διαµόλυνση. Ο αριθµός των κυττάρων κυµαινόταν από 3-6x103,  για 

τρυβλία διαµέτρου 30mm έως 1-1.5x104, για τρυβλία διαµέτρου 100mm. Οι ποσότητες 

ανασυνδυασµένου DNA που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 0.6-6µg ανάλογα µε τον αριθµό 

των κυττάρων και το σκοπό της πειραµατικής διαδικασίας. H διαδικασία περιγράφεται 

στην Εικόνα 10. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 10. Σχηµατική αναπαράσταση παροδικής διαµόλυνσης κυτταρικών σειρών 
θηλαστικών. Χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που αναπτύσσονταν σε τρυβλία διαµέτρου 30mm (δεξί σχήµα) ή 
100mm (αριστερό σχήµα). Το θρεπτικό µέσο είχε όγκο 3ml και 9ml, αντίστοιχα και  είχε ανανεωθεί 2-3 ώρες 
πριν τη διαµόλυνση.  Χρησιµοποιούνταν συνολικά 8 ή 18µg DNA  ανάλογα µε το µέγεθος των τρυβλίων και 
κατά συνέπεια τον αριθµό των κυττάρων. Αν η ποσότητα του πλασµιδιακού DNA δεν ήταν επαρκής γινόταν 
προσθήκη τεµαχισµένου DNA σολωµού (carrier DNA).  Η ανάµιξη του  διαλύµατος 2Χ HEBS (τελική συγκέ-
ντρωση 1Χ) µε το αρχικό µίγµα DNA και CaCl2 γινόταν σταδιακά, σταγόνα-σταγόνα, προκειµένου 
σχηµατιστούν κρύσταλλοι DNA-Ca3(PO4)2 όσο το δυνατόν µικρότερης διαµέτρου  και κατά συνέπεια να 
επιτευχθεί το υψηλότερο δυνατό ποσοστό κυτταρικής διαµόλυνσης. 
 

 

14.  ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΣΕ ΑΠΟ∆ΙΑΤΑΚΤΙΚΑ ΠΟΛΥΜΕΡΗ ΑΚΡΥΛΑΜΙ∆ΗΣ 
(SDS-PAGE) 

 
Η µέθοδος βασίζεται στην ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτές ακρυλαµίδης 

υπό συνθήκες που εξασφαλίζουν  την αποδιάταξη στις επιµέρους υποµονάδες τους και 

αποκλείουν τη δηµιουργία πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων. Αυτές οι συνθήκες 

επιτυγχάνονται µε την παρουσία του ισχυρού ανιονικού απορρυπαντικού SDS (Sodium-

Dodecyl-Sulfate) σε συνδυασµό µε αναγωγικούς παράγοντες και τη θέρµανση των 

πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων σε υψηλή θερµοκρασία (1000C) (Laemmli, 1970). Τα αποδια-

Επώαση : 370C και 5-8% CO2  για 10-48 ώρες 

20 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου
[δηµιουργία κρυσταλλικού ιζήµατος DNA-Ca3(PO4)2] 

Επώαση : 370C και 5-8% CO2  για 7-12 ώρες 

Αφαίρεση του θρεπτικού  µέσου και πλυσίµατα µε 
1X PBS ή HBSS 15ml 

θρεπτικού 
µέσου  

3-6µg πλασµιδιακού DNA 
Χ µg  τεµαχισµένο DNA σολωµού 
CaCl2 (τελική συγκέντρωση 125mM) 
ddH2O µέχρι 500µl 

Συνολική ποσότητα DNA : 18µg 

Προσθήκη 500µl 2Χ HEBS 

Προσθήκη του κρυσταλλικού 
ιζήµατος  

9 ml θρεπτικού µέσου  

Τρυβλίο 100mm  

Συνολική ποσότητα DNA : 8µg 

Προσθήκη 150µl 2Χ HEBS 

Προσθήκη του κρυσταλλικού  
ιζήµατος  

 3 ml θρεπτικού µέσου 

Τρυβλίο 30mm  

5ml 
θρεπτικού 

µέσου  

0.6-1µg πλασµιδιακού DNA
Χ µg  τεµαχισµένο DNA σολωµού 
CaCl2 (τελική συγκέντρωση 125mM) 
ddH2O µέχρι 150µl 



                                                                                                                                                             ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 49

ταγµένα πολυπεπτίδια προσδένουν SDS και φορτίζονται αρνητικά. Επειδή το ποσό του 

δεσµευµένου SDS είναι σχεδόν πάντα ανάλογο του µοριακού µεγέθους των πολυπεπτι-

δίων και ανεξάρτητο από την αµινοξική αλληλουχία, τα συµπλέγµατα SDS-πρωτεϊνών 

µεταναστεύουν και διαχωρίζονται σε πηκτές πολυακρυλαµίδης µε βάση το µέγεθος της 

πεπτιδικής αλυσίδας. Το µέγεθος των πρωτεϊνών µπορεί να υπολογιστεί µε τη παράλλη-

λη ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνικών δεικτών γνωστού µοριακού µεγέθους. 

 
Η ανάλυση των πρωτεϊνών που µελετήθηκαν βασίστηκε στην παραπάνω µέθοδο. 

Συγκεκριµένα, τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτικές πηκτές 

ακρυλαµίδης παρουσία SDS (τελική συγκέντρωση 0.1%). Τα πολυµερή ακρυλαµίδης 

αποτελούνταν από δύο φάσεις : την πηκτή ευθυγράµµισης των πρωτεϊνών σε ένα ενιαίο 

µέτωπο (stacking gel) και την πηκτή διαχωρισµού τους µε βάση το µοριακό τους µέγεθος 

(separating gel). Η πηκτή ευθυγράµµισης αποτελούνταν από διάλυµα ακρυλαµίδης:δις-

ακρυλαµίδης (29:1) τελικής συγκέντρωσης 5%, 125mM Tris-Cl pH 6.8 και 0.1% SDS ενώ 

η πηκτή διαχωρισµού περιείχε 375mM Tris-Cl pH 8.8, 0.1% SDS και διάλυµα ακρυλα-

µίδης:δις-ακρυλαµίδης (29:1) σε τελική συγκέντρωση που κυµαινόταν από 8% έως 12%  

ανάλογα µε το µέγεθος των πολυπεπτιδίων που επρόκειτο να διαχωριστούν. H πηκτές 

πολυµερίζονταν µε την προσθήκη TEMED (N,N,N�,N�-tetramethyl-ethylenediamine)  και 

υπερθειϊκού αµµωνίου  (Ammonium persulfate, APS) σε τελικές συγκεντρώσεις 0.04% και 

0.1%, αντίστοιχα. Οι πρωτεΐνες των εκχυλισµάτων αποδιατάσσονταν σε διάλυµα Laemmli 

1X (50mM Tris-Cl pH 6.8, 100mM DTT ή  5% 2-µερκαπτο-αιθανόλη,  2% SDS, 0.1% 

Bromophenol blue και 10% γλυκερόλη) και µε θέρµανση για 5-8 λεπτά στους 1000C. Η 

ηλεκτροφόρηση γινόταν σε 25mM Tris-Cl pH 8.3, 250mM γλυκίνης και 0.1% SDS, σε 

συσκευές της εταιρίας BIO-RAD (Mini PROTEAN 3 Cell, Cat. Νο. 165-3301-02), υπό την 

επίδραση ηλεκτρικού πεδίου σταθερής έντασης αρχικά 35mA, έως ότου εισέλθουν οι 

πρωτεΐνες στην πηκτή διαχωρισµού και στη συνέχεια 45mA. Την ηλεκτροφόρηση 

ακολουθούσε ταυτόχρονη µονιµοποίηση και χρώση των διαχωρισµένων πολυπεπτιδίων 

µε τοποθέτηση της πηκτής σε διάλυµα 10% οξικού οξέος, 20% µεθανόλης, 0.25%  

Coomassie Brilliant Blue R250 και 3% γλυκερόλης, για 1-2 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου υπό ήπια συνεχή ανάδευση. Οι πρωτεϊνικές ζώνες γίνονταν ορατές ύστερα από 

τοποθέτηση της πηκτής σε διάλυµα αποχρωµατισµού (10% οξικό οξύ, 30% µεθανόλη και 

3% γλυκερόλη) και ανάδευση στην ίδια θερµοκρασία για µεγάλο χρονικό διάστηµα 

προκειµένου να αποµακρυνθεί πλήρως η χρωστική που δεν ήταν  δεσµευµένη στις πρω-

τεΐνες.   
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15. ΑΝΟΣΟΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΣΕ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ 
(WESTERN BLOT)  

 
Κατά τη µέθοδο αυτή, οι πρωτεΐνες που έχουν διαχωριστεί ηλεκτροφορητικά 

µεταφέρονται σε µεµβράνες και ανιχνεύονται µε τη χρήση αντισωµάτων που 

αλληλεπιδρούν ειδικά µε αντιγονικούς επίτοπους των πολυπεπτιδίων-στόχων (Towbin et 

al., 1979, Burnette, 1981). Με τον τρόπο αυτό είναι δυνατή η ανίχνευση και 

ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών που περιέχονται σε διάφορα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα.  Πιο 

συγκεκριµένα, οι µεµβράνες µε τις ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες επωάζονται  µε αντίσωµα 

ειδικό για την πρωτεΐνη-στόχο (πρωτεύον αντίσωµα). Το προσδεδεµένο αντίσωµα και 

κατά συνέπεια η αντίστοιχη πρωτεΐνη-στόχος ανιχνεύεται µε τη χρήση ειδικού 

δευτερεύοντος αντισώµατος (πρόσδεση στο πρωτεύον αντίσωµα), συνδεδεµένου µε 

αλκαλική φωσφατάση ή περοξειδάση ραπανιού (HRP : Horse Radish Peroxidase) και 

επακόλουθη αντίδραση µε χρωµογόνα υποστρώµατα ή αντίδραση χηµειοφωταύγειας. Η 

ευαισθησία της µεθόδου αυξάνεται µε την ελάττωση του �θορύβου� που προέρχεται από 

τη µη ειδική σύνδεση των αντισωµάτων. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση διαλυµάτων 

πλούσιων σε πρωτεΐνες που εµποδίζουν τη σύνδεση του αντισώµατος µε µη σχετιζόµενα 

πολυπεπτίδια. Τα διαλύµατα που χρησιµοποιούνται περιέχουν, συνήθως, ως µέσο 

παρεµπόδισης ξηρό άπαχο γάλα (Johnson et al., 1984) το οποίο πλεονεκτεί έναντι άλλων 

γιατί είναι φθηνό και συµβατό µε όλα τα συστήµατα ανοσοανίχνευσης.  

 

 

Α.  Μεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης  
 
 Οι πρωτεΐνες που µελετήθηκαν ηλεκτροφορήθηκαν αρχικά σε αποδιατακτικά 

πηκτώµατα ακρυλαµίδης. Στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης 

(PROTRAN®, 0.45µm, Schleicher & Schuell, Cat. No. CH0778-1) µε τη µέθοδο υγρής 

ηλεκτροµεταφοράς (Sambrook et al., 1987) και µε τη χρήση συσκευών της εταιρίας  BIO-

RAD (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, BIO-RAD, Cat. No. 170-3930, 170-

3935). Χρησιµοποιήθηκε διάλυµα µεταφοράς αποτελούµενο από 20% µεθανόλη, 25mM 

Tris-Cl pH 8.3, 250mM γλυκίνη και 0.1% SDS  και εφαρµόστηκε ηλεκτρικό πεδίο σταθε-

ρής έντασης 110mA για 14-16 ώρες στους 40C ή 30mA για 3 ώρες σε θερµοκρασία 

δωµατίου.  

 
 
Β. Πειράµατα ανοσοανίχνευσης   
 
Oι µεµβράνες µε τις ακινητοποιηµένες πρωτεΐνες επωάζονταν σε παρεµποδιστικό 

διάλυµα. Ακολουθούσε επώαση µε το πρωτεύον αντίσωµα, αποµάκρυνση της περίσσειας 

του αντισώµατος, επώαση µε το κατάλληλο δευτερεύον αντίσωµα, το οποίο είχε 
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προσδεδεµένη HRP, πλύσεις των µεµβρανών και ανοσοανίχνευση. Χρησιµοποιήθηκαν 

διάφορα παρεµποδιστικά διαλύµατα και χρόνοι επώασης ανάλογα µε το είδος και την 

ποσότητα των µελετούµενων πρωτεϊνών. Οι συνθήκες που εφαρµόστηκαν καθώς και τα 

διαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν περιγράφονται στον Πίνακα 4.  

 

Τα πρωτεύοντα και δευτερεύοντα αντισώµατα, η προέλευσή τους και οι αραιώσεις 

τους αναφέρονται αναλυτικά σε επόµενη ενότητα. Η ανοσοανίχνευση γινόταν µε το 

σύστηµα χηµειοφωταύγειας SuperSignal (SuperSignal® West Substrates, PIERCE) και 

σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας. 

 

Πίνακας 4. Συνθήκες που εφαρµόστηκαν στα πειράµατα ανοσοανίχνευσης πρωτεϊνών  
   ακινητοποιηµένων σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης 
 

1η ΜΕΘΟ∆ΟΣ 

∆ιαλύµατα 

1X PBS Παρεµποδιστικό διάλυµα Α (Π∆-Α)  

40mM Na2HPO4, 5mM NaH2PO4 και 150mM NaCl 1X PBS  
 5% ξηρό άπαχο γάλα 

Συνθήκες 

Π∆-Α Π∆-Β + πρωτεύον 
αντίσωµα 1Χ PBS  Π∆-A + δευτερεύον 

αντίσωµα 1X PBS  

Θερµοκρασία δωµατίου (Θ.∆)   
1 ώρα 

Θ.∆ για 3-5 ώρες ή 
40C για 14-18 ώρες 

Θ.∆ για 15λεπτά 
5-7 φορές  Θ.∆ για 1-2 ώρες Θ.∆ για 15 λεπτά 

5-7 φορές  

2η ΜΕΘΟ∆ΟΣ 

∆ιαλύµατα 

Παρεµποδιστικό διάλυµα Α (Π∆-Α)  Παρεµποδιστικό διάλυµα Β (Π∆-Β) 

1X PBS  
5% ξηρό άπαχο γάλα 

1Χ TBS (20mM Tris-Cl pH 7.5, 500mM NaCl) 
 1% ξηρό  άπαχο γάλα + 0.1% Tween-20  

Συνθήκες 

Π∆-Α Π∆-Α + πρωτεύον 
αντίσωµα Π∆-Β Π∆-Β + δευτερεύον 

αντίσωµα  Π∆-Β 

Θ.∆   για 1 ώρα Θ.∆ για 3-5 ώρες ή 
40C για 14-18 ώρες 

Θ.∆ για 15 λεπτά 
4-5 φορές Θ.∆ για 1-2 ώρες Θ.∆ για 15 λεπτά 

4-5 φορές 

 

 

 

16. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΗΣ ΥΠΕΡΕΚΦΡΑΣΗΣ ∆ΙΑΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΣΤΗ 
Drosophila  

 
Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος κατευθυνόµενης υπερέκφρασης µέσω του 

µεταγραφικού ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4 (Brand and Perrimon, 1993). 

Κατά τη µέθοδο αυτή, στελέχη Drosophila µετασχηµατίζονται µε ένθεση στο γονιδίωµά 

τους αλληλουχιών cDNA, οι οποίες βρίσκονται υπό τον έλεγχο υποκινητή που φέρει 
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θέσεις πρόσδεσης για τον παράγοντα GAL4. Συνεπώς, τα διαγονίδια παραµένουν 

µεταγραφικά ανενεργά εκτός από την περίπτωση της ταυτόχρονης παρουσίας του GAL4, 

η έκφραση του οποίου βρίσκεται υπό τον έλεγχο χαρακτηρισµένων ενδογενών 

ρυθµιστικών περιοχών. Αυτό επιτυγχάνεται σε απογόνους που προέρχονται από 

διασταυρώσεις στελεχών που φέρουν το υπό µελέτη διαγονίδιο µε στελέχη που φέρουν 

στο γονιδίωµά τους το διαγονίδιο GAL4, το οποίο έχει εντεθεί σε ενδογενείς ρυθµιστικές 

περιοχές (Εικ.11Β,Γ). Υπάρχουν διάφορα στελέχη-οδηγοί GAL4, σε καθένα από τα οποία 

το διαγονίδιο έχει εντεθεί κοντά σε διαφορετική ρυθµιστική περιοχή. Με τον τρόπο αυτό, 

ελέγχοντας την ενεργοποίηση της έκφρασης ενός θετικού µεταγραφικού ρυθµιστή 

ετερόλογου συστήµατος είναι δυνατόν να κατευθύνουµε αντίστοιχα και την υπερέκφραση 

διαγονιδίων που βρίσκονται υπό τον έλεγχό του και να µελετήσουµε τα φαινοτυπικά τους 

αποτελέσµατα.  

 
Για την κατασκευή διαγονιδιακών στελεχών χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος ένθεσης 

διαγονιδίων µέσω της δράσης ενεργού µεταθετού στοιχείου Ρ (P-element transformation). 

Τα ενθέµατα cDNA κλωνοποιούνται σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα και βρίσκονται 

υπό τον έλεγχο υποκινητή που έχει θέσεις πρόσδεσης για τον ενεργοποιητή GAL4.  Ο 

φορέας φέρει επιπλέον και το γονίδιο-δείκτη αναφοράς mini white, για την επιλογή των 

µετασχηµατισµένων στελεχών. Πλευρικά του υποκινητή και του γονιδίου αναφοράς 

υπάρχουν οι  5� και 3� ακραίες αλληλουχίες του µεταθετού στοιχείου Ρ, καθιστώντας έτσι 

δυνατή την ένθεση στο γονιδίωµα ολόκληρης της κατασκευής που βρίσκεται ανάµεσά 

τους (υποκινητής-cDNA-γονίδιο αναφοράς) (Εικ.11). Ταυτόχρονα µε το ένθεµα cDNA  

εκφράζεται  και το γονίδιο mini white, επιτρέποντας µε αυτόν τον τρόπο την επιλογή των 

ατόµων που έχουν ενσωµατώσει στο DNA τους το διαγονίδιο. Αυτό συµβαίνει γιατί οι 

πειραµατικές διαδικασίες γίνονται σε στελέχη µε γονότυπο yw (άσπρα µάτια, κιτρινωπό 

σώµα) και κατά συνέπεια µόνο τα ενήλικα άτοµα που έχουν µετασχηµατιστεί δε θα έχουν 

άσπρο χρώµα οµµατιδίων (χρώµα από υποκίτρινο  έως σκούρο πορτοκαλί ανάλογα µε τη 

θέση ένθεσης της διαγονιδιακής κατασκευής) (Εικ. 11Α). 

 

Η εισαγωγή του ανασυνδυασµένου DNA γινόταν στην πολική περιοχή 

προβλαστοδερµικών εµβρύων µε τη χρήση υδραυλικού συστήµατος µικροενέσεων, σε 

θερµοκρασία 180C. Συγκεκριµένα, γινόταν µικροένεση µίγµατος αποτελούµενο από την 

ανασυνδυασµένη πλασµιδιακή κατασκευή (pP[UAST]-cDNA), τελικής συγκέντρωσης 300-

400ng/µl, πλασµίδιο που έφερε την κωδικοποιούσα αλληλουχία ενεργού µεταθετού 

στοιχείου P (p∆2.3 w.c), σε τελική συγκέντρωση  60-100ng/µl και διάλυµα µικροενέσεων 

1Χ (10X injection buffer : 1mM NaP pH 6.8 και 50mM HCl). Τα έµβρυα αποχοριοποιού-

νταν σε χλωρίνη 50%, ξεπλένονταν µε νερό και αφυδατώνονταν µερικώς πριν τη 

µικροένεση, ενώ στη συνέχεια τοποθετούνταν σε Halocarbon oil (Sigma) και αναπτύσσο- 
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Εικόνα 11. Σχηµατική παράσταση της ένθεσης διαγονιδίων σε στελέχη Drosophila και της 

επακόλουθης κατευθυνόµενης υπερέκφρασής τους µε το σύστηµα GAL4. Α : Τα ενθέµατα cDNA 
κλωνοποιούνται στον φορέα pP[UAST] και βρίσκονται υπό τον έλεγχο υποκινητή µε θέσεις πρόσδεσης για 
τον µεταγραφικό ενεργοποιητή GAL4. Ο φορέας διαθέτει επιπλέον το γονίδιο αναφοράς mini white για την 
επιλογή των µετασχηµατισµένων στελεχών. Πλευρικά του υποκινητή και του γονιδίου αναφοράς υπάρχουν οι  
5� και 3� ακραίες αλληλουχίες του µεταθετού στοιχείου Ρ, καθιστώντας δυνατή την ένθεση στο γονιδίωµα 
ολόκληρης της ενδιάµεσης κατασκευής. Β : Τα διαγονιδιακά στελέχη διασταυρώνονται µε στελέχη που έχουν 
ενσωµατωµένο στο DNA τους το γονίδιο GAL4, το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενδογενών ρυθµιστικών 
περιοχών. Γ : Οι απόγονοι των διασταυρώσεων εκφράζουν τον ενεργοποιητή GAL4 σε συγκεκριµένες 
κυτταρικές οµάδες (ανάλογα µε τη ρυθµιστική περιοχή ελέγχου). Ο GAL4 ενεργοποιεί την έκφραση του  υπό 
µελέτη διαγονιδίου (cDNA). 

 
 
 

νταν στους 250C για 16-24 ώρες. Οι προνύµφες µεταφέρονταν σε  στερεό θρεπτικό µέσο 

και ο κύκλος ανάπτυξης συνεχιζόταν στην ίδια θερµοκρασία. Τα ενήλικα άτοµα που 

προέκυπταν, και που κάποια από αυτά είχαν µωσαϊκά διαγονιδιακά γαµετικά κύτταρα, 

διασταυρώνονταν µε το πατρικό στέλεχος (Εικ. 11Β). 

 

3�P5�P

Ιστοειδικός ενισχυτής 
Ιστοειδική 

έκφραση του GAL4

hsp70 term 

mini  white

GAL4

5�P   έκφραση διαγονιδίου

hsp70 TATA

SV40 term

mini white 3�P 

θέσεις πρόσδεσης GAL4 

προβλαστοδερµικό έµβρυο Drosophila  
Στέλεχος yw 

pUAST-cDNA

µετασχηµατισµένο στέλεχος 

 

Χ 
ενήλικο µε µωσαϊκά 

µετασχηµατισµένα γαµετικά κύτταρα 

πατρικό στέλεχος yw 

5�P

hsp70 

SV40 

mini 3�P

θέσεις πρόσδεσης GAL4

cDNA

Χ Στέλεχος GAL 4 µετασχηµατισµένο στέλεχος 

A 

B 

Γ
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Η ανίχνευση µετασχηµατισµένων ενηλίκων γινόταν στη θυγατρική γενιά µε βάση 

το χρώµα των οµµατιδίων. Ακολουθούσε πολλαπλασιασµός των διαγονιδιακών στελε-

χών, χρωµοσωµική χαρτογράφηση του ενθέµατος που έφεραν στο γονιδίωµά τους και 

χρήση τους σε πειράµατα κατευθυνόµενης υπερέκφρασης (Εικ. 11Γ). Τα διαγονίδιαNeurl 

και Neur υπερεκφράστηκαν εκτοπικά µε τη χρήση διαφόρων σειρών-οδηγών GAL4 και 

πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της επίδρασής τους σε εξωτερικά µορφολογικά χαρακτηρι-

στικά των ενηλίκων απογόνων. Επιπλέον, µελετήθηκε η επίδραση των διαγονιδίων, σε 

εµβρυϊκά ή προνυµφικά στάδια, στην έκφραση και στoν υποκυτταρικό εντοπισµό πρω-

τεϊνών που αποτελούσαν συστατικά ή στόχους του σηµατοδοτικού µηχανισµού Notch. Τα 

στελέχη GAL4 που χρησιµοποιήθηκαν αναφέρονται αναλυτικά σε επόµενη ενότητα. 

 
 
 

17. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ ∆ΙΑΜΕΜΒΡΑΝΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΚΑΙ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ 
ΠΟΥ ΣΧΕΤΙΖΟΝΤΑΙ  ΜΕ ΜΕΜΒΡΑΝΕΣ ΚΥΤΤΑΡΟΥ 

 
Πρόκειται για πειράµατα διαχωρισµού  µεµβρανών από τα υπόλοιπα κυτταρικά 

συστατικά, προκειµένου να διερευνηθεί η µεµβρανική συσχέτιση µίας πρωτεΐνης και να 

διαπιστωθεί αν οφείλεται σε πρόσδεση στη µεµβράνη ή σε αλληλεπιδράσεις µε 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες ή µόρια που εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική 

περιφέρεια. Αυτό επιτυγχάνεται µε εκχυλίσεις µεµβρανών σε εξειδικευµένες συνθήκες 

που αποκλείουν την αποµόνωση πρωτεϊνών που δεν είναι διαµεµβρανικές. Στην 

περίπτωση που διαπιστωθεί ότι µία πρωτεΐνη δεν προσδένεται στη µεµβράνη, ο έλεγχος 

και η επιβεβαίωση της µεµβρανικής της συσχέτισης γίνεται µε νέα πειράµατα  

κλασµατοποίησης σε ήπιες συνθήκες, οι οποίες επιτρέπουν την αποµόνωση όλων των 

πρωτεϊνών που εντοπίζονται στις µεµβράνες είτε είναι προσδεδεµένες σε αυτές είτε όχι. 

 
 
Α. Πειράµατα αποµόνωσης διαµεµβρανικών πρωτεϊνών  
 
 Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε βασιζόταν στην εκχύλιση διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών µε τη χρήση αλκαλικού pΗ (Fujiki et al. 1982α) και εφαρµόστηκε σε κυτταρικές 

σειρές θηλαστικών και προνύµφες Drosophila melanogaster. Υπό αυτές τις συνθήκες 

επιτυγχάνεται πλήρης διαχωρισµός των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. αφού πραγµατο-

ποιείται γραµµοποίηση των µεµβρανών, απελευθέρωση των διαλυτών συστατικών του 

εσωτερικού των ενδοκυττάριων µεµβρανικών διαµερισµάτων (π.χ δίκτυο golgi, 

ενδοπλασµατικό δίκτυο, υπεροξειδιοσώµατα, µιτοχόνδρια, κυστίδια κ.λ.π.) και όλων των 

πρωτεϊνών που σχετίζονται µε µεµβράνες αλλά δεν είναι διαµεµβρανικές (Fujiki et al., 

1982α,β, James et al., 1989, Scherer et al., 1992, Scherer et al., 1996).  Συγκεκριµένα,  

1-3x107 κύτταρα, από κυτταρικές σειρές θηλαστικών, ή 40-50 προνύµφες Drosophila, 

ύστερα από εκτοµή και αφαίρεση του οπίσθιου τµήµατός τους, οµογενοποιούνταν σε 1ml 
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διαλύµατος 100mM Na2CO3 pH. 11.5,  παρουσία αναστολέων πρωτεασών (Pepstatin, 

Leupeptin, Aprotinin και PMSF σε τελικές συγκεντρώσεις 1µg/ml, 2mg/ml, 10µg/ml και 

3mM, αντίστοιχα), µε τη χρήση οµογενοποιητή Dounce (τύπου Β) και επωάζονταν για 45 

λεπτά στους 40C. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 1 λεπτό και λήψη του 

υπερκείµενου (µεµβρανικό + κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα). Ο διαχωρισµός του µεµ-

βρανικού ιζήµατος από το κυτταροπλασµατικό κλάσµα (µη διαµεµβρανικές πρωτεΐνες) 

γινόταν µε υπερφυγοκέντρηση στις 68.000 rpm (rotor TLA-120, Beckman ultra-

microcentrifuge) στους 40C για µία ώρα. Το µεµβρανικό ίζηµα επαναδιαλυτοποιούταν σε 

όγκο ίσο µε τον όγκο του υπερκείµενου. Προκειµένου να αποκλειστεί η πιθανότητα 

ύπαρξης παγιδευµένων µη διαµεµβρανικών πρωτεϊνών στο ίζηµα, γινόταν νέα 

επαναδιαλυτοποίησή του και επαναδιαχωρισµός µε υπερφυγοκέντρηση στις ίδιες 

συνθήκες. Η διαδικασία επαναλαµβανόταν συνολικά 3 φορές. Το τελικό διαµεµβρανικό 

καθώς και τα προκύπτοντα τρία κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα (υπερκείµενα) 

ηλεκτροφορούνταν σε αποδιατακτικές πηκτές ακρυλαµίδης και ακολουθούσαν πειράµατα 

ανοσοανίχνευσης των µελετούµενων πρωτεϊνών Neurl και Neur.  

 
 
Β.  Πειράµατα αποµόνωσης όλων των πρωτεϊνών (διαµεµβρανικών και µη)  

που σχετίζονται µε κυτταρικές µεµβράνες   
 
  Εφαρµόστηκαν οι ίδιες ακριβώς συνθήκες και πειραµατικές διαδικασίες µε τη 

διαφορά ότι οι οµογενοποιήσεις και εκχυλίσεις πραγµατοποιήθηκαν σε υποτονικό 

διάλυµα ουδέτερου pH (25mM HEPES pH 7.9, 1.5mM MgCl2 και 10mM KCl). 

 

 

18.  ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΠΕΨΗΣ ΠΡΟΝΥΜΦΙΚΩΝ ∆ΙΣΚΩΝ ΦΤΕΡΟΥ Drosophila  
       ΜΕ ΠΡΩΤΕΙΝΑΣΗ Κ 

 
Τα πειράµατα πέψης µε πρωτεϊνάση Κ (Strigini and Cohen, 2000) εφαρµόζονται 

σε διάφορα κύτταρα ή ιστούς και παρέχουν τη δυνατότητα να διαπιστωθεί αν µία 

πρωτεΐνη που σχετίζεται µε την πλασµατική µεµβράνη βρίσκεται στην εξωκυττάρια ή 

κυτταροπλασµατική πλευρά της ή είναι διαµεµβρανική.  Συγκεκριµένα, άθικτα κύτταρα ή 

ιστοί επωάζονται µε πρωτεϊνάση Κ. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται υδρόλυση των 

πρωτεϊνών που βρίσκονται στην εξωκυττάρια πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης καθώς 

και των εξωκυττάριων περιοχών των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, σε αντίθεση µε τα 

πολυπεπτίδια που βρίσκονται στην κυτταροπλασµατική πλευρά και τα οποία 

προστατεύονται. Ακολουθούν κυτταρική λύση και ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνικών 

εκχυλισµάτων σε αποδιατακτικά πολυµερή ακρυλαµίδης. Μια πρωτεΐνη που σχετίζεται µε 

την πλασµατική µεµβράνη οριοθετείται, σε σχέση µε τις πλευρές της µεµβράνης, µε 

επακόλουθα πειράµατα ανοσοεντοπισµού (western blots), αφού αυτή δεν θα ανιχνευτεί 
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αν βρίσκεται στην εξωκυττάρια πλευρά ενώ αν είναι διαµεµβρανική θα ανιχνευτεί µε 

µικρότερο µέγεθος, εξαιτίας της υδρόλυσης του εξωκυττάριου τµήµατός της. Απαραίτητη 

προϋπόθεση είναι η χρήση αντισώµατος ειδικού για επίτοπο που εντοπίζεται στο 

κυτταροπλασµατικό τµήµα της µελετούµενης πρωτεΐνης. Αν ολόκληρο το πολυπεπτίδιο 

βρίσκεται στην κυτταροπλασµατική επιφάνεια  της µεµβράνης θα εντοπιστεί µεµβρανική 

ζώνη πλήρους µήκους.   

 

Η µέθοδος εφαρµόστηκε σε προνυµφικούς δίσκους φτερού Drosophila, 

προκειµένου να ανιχνευτεί η τοπολογία των πρωτεϊνών Neur και Neurl. Αναλυτικά, 

συλλέγονταν 45-50 άθικτοι προνυµφικοί δίσκοι, στους οποίους υπερεκφράζονταν τα 

µελετούµενα πολυπεπτίδια και επωάζονταν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις πρωτεϊνάσης 

Κ (20µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml και 100µg/ml), σε διάλυµα 1Χ PBS, απουσία αναστολέων 

πρωτεασών, για 10 λεπτά στους 300C ή 30-45 λεπτά στους 40C. Να σηµειωθεί ότι η 

συλλογή των προνυµφικών δίσκων γινόταν στους 40C και δεν ξεπερνούσε τα 40 λεπτά 

προκειµένου να διατηρούνται οι δίσκοι ζωντανοί και να αποφευχθεί το ενδεχόµενο 

πρωτεϊνικής υδρόλυσης πριν την πέψη µε την πρωτεϊνάση Κ. Ακολουθούσε προσθήκη 

PMSF σε τελική συγκέντρωση 3mM, διαλύµατος Laemmli (τελική συγκέντρωση 1Χ),  

οµογενοποίηση, ηλεκτροφόρηση και  ανοσοανίχνευση των πρωτεϊνών  Neur και Neurl.  

 
 
 

19. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΜΙΤΩΤΙΚΩΝ ΚΛΩΝΩΝ ΕΚΤΟΠΙΚΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ∆ΙΑΓΟΝΙ∆ΙΩΝ 
ΣΕ Drosophila   (ΤΕΧΝΙΚΗ Flip-out)                   

 
Εφαρµόστηκε η µέθοδος µιτωτικού ανασυνδυασµού in cis (Flip-out technique, de 

Cellis and Bray, 1997). H συγκεκριµένη τεχνική χρησιµοποιείται προκειµένου να 

επιτευχθεί η οµοιογενής  έκφραση ενός γονιδίου σε µία κυτταρική οµάδα (ίδια επίπεδα 

έκφρασης σε όλα τα κύτταρα), κάτι που δεν είναι εφικτό όταν πραγµατοποιούνται 

πειράµατα κατευθυνόµενης έκφρασης µε τη χρήση στελεχών-οδηγών GAL4, µιας και 

είναι δυνατόν να υπάρχουν αυξοµειώσεις ή διαβαθµίσεις µεταγραφικής ενεργότητας µέσα 

στην ίδια περιοχή έκφρασης.  

 

Η µέθοδος βασίζεται στη δράση του ενζύµου του σακχαροµύκητα φλιπάση, η 

οποία αναγνωρίζει ειδικές αλληλουχίες (FRT sites, σύµβολο : �>�) και προκαλεί µιτωτικό 

ανασυνδυασµό µεταξύ των συγκεκριµένων αλληλουχιών.  Η τεχνική χρησιµοποιήθηκε για 

την κατασκευή µιτωτικών κλώνων εκτοπικής έκφρασης του ενεργοποιητή GAL4 και κατ� 

επέκταση των συνυπαρχόντων διαγονιδίων που µελετούνταν και που βρίσκονταν υπό 

τον έλεγχό του. Συγκεκριµένα, η φλιπάση επαγόταν µε θερµικό σοκ (380C για 30-45 

λεπτά) σε προνύµφες 1ου και 2ου σταδίου που προέρχονταν από διασταυρώσεις του 

στελέχους hs-FLP;CyO/Adv;act>CD2>GAL4 µε διάφορα διαγονιδιακά στελέχη. Λόγω 
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µιτωτικού ανασυνδυασµού γινόταν ενεργοποίηση της έκφρασης του GAL4 αφού η 

κωδικοποιούσα αλληλουχία του προσέγγιζε τον ενισχυτή  του γονιδίου της ακτίνης, 

εξαιτίας της αποµάκρυνσης του παρεµβαλλόµενου γονιδίου CD2 (Εικ. 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 12. Γραφική αναπαράσταση της τεχνικής µιτωτικού ανασυνδυασµού in cis.            

Τα στελέχη που φέρουν τα υπό µελέτη διαγονίδια διασταυρώνονται µε το στέλεχος hs-FLP; 
CyO/Adv;act>CD2>GAL4, το οποίο φέρει στο χρωµόσωµα X την κωδικοποιούσα αλληλουχία της φλιπάσης 
του σακχαροµύκητα. Στο 3ο  χρωµόσωµα του ίδιου στελέχους υπάρχουν τα διαγονίδια GAL4 (το οποίο παρα-
µένει ανενεργό) και  CD2, που βρίσκεται υπό τον έλεγχο του ενισχυτή της ακτίνης. Πλευρικά του γονιδίου 
CD2 βρίσκονται θέσεις αναγνώρισης από την φλιπάση (FRT). Οι προνύµφες 1ου-2ου σταδίου υφίστανται 
θερµικό σοκ µε αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της έκφρασης της φλιπάσης, η οποία µε τη σειρά της 
αναγνωρίζει  αλληλουχίες FRT και επάγει µιτωτικό ανασυνδυασµό.  Με αυτόν τον τρόπο το διαγονίδιο GAL4 
έρχεται κοντά στον ενισχυτή της ακτίνης, ενεργοποιείται και επάγει µε τη σειρά του την έκφραση των 
µελετούµενων διαγονιδίων, τα οποία βρίσκονται υπό τον έλεγχό του και πριν τον ανασυνδυασµό ήταν και 
αυτά ανενεργά.   
 
 

Ο ενισχυτής της ακτίνης είναι ενεργός σε πληθώρα ιστών, εξασφαλίζοντας τη 

δυνατότητα δηµιουργίας µιτωτικών κλώνων σε διάφορα σηµεία του σώµατος των 

απογόνων της διασταύρωσης. Ο εντοπισµός των κλώνων ήταν εφικτός λόγω της 

συνέκφρασης διαγονιδίου που κωδικοποιούσε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green 

Fluorescent Protein, GFP) και βρισκόταν υπό τον έλεγχο του ρυθµιστή GAL4 (Εικ.12). 
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Κατά συνέπεια η GFP εκφραζόταν µόνο στους παραγόµενους µιτωτικούς κλώνους, όπως 

άλλωστε  και όλα τα υπό µελέτη διαγονίδια. Τα διαγονιδιακά στελέχη που χρησιµοποιή-

θηκαν και µελετήθηκαν αναγράφονται σε επόµενη ενότητα. 

 

 

20.  ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΑΝΟΣΟΕΝΤΟΠΙΣΜΟΥ ΜΕ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ΦΘΟΡΙΣΜΟΥ 
 

Τα πειράµατα ανοσοφθορισµού παρέχουν τη δυνατότητα υποκυτταρικής 

ανίχνευσης πρωτεϊνών σε ιστούς ή κυτταρικές σειρές. Οι πρωτεΐνες ανιχνεύονται µε 

µικροσκοπία φθορισµού αφού προηγουµένως έχουν αναγνωριστεί από πρωτεύοντα 

ειδικά αντισώµατα, τα οποία στη συνέχεια αλληλεπιδρούν µε δευτερεύουσες ανοσο-

σφαιρίνες προσδεδεµένες µε φθορίζουσες ουσίες. Η µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για την 

ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών σε παροδικά µετασχηµατισµένες κυτταρικές σειρές θηλαστι-

κών καθώς και σε προνυµφικούς δίσκους Drosophila melanogaster. 

 

 

Α. Πειράµατα ανοσοφθορισµού σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών  
 
 Χρησιµοποιήθηκαν παροδικά διαµολυσµένα κύτταρα COS-7 που είχαν 

πολλαπλασιαστεί πάνω σε καλυπτρίδες. Συγκεκριµένα, οι καλυπτρίδες τοποθετούνταν σε 

τρυβλία, διαµέτρου 30mm, που περιείχαν  3-6x103 κύτταρα και ακολουθούσαν πειράµατα 

παροδικής διαµόλυνσης. Στη συνέχεια, οι καλυπτρίδες συλλέγονταν, τα προσκολληµένα 

κύτταρα ξεπλένονταν 2-3 φορές σε 1X PBS και µονιµοποιούνταν σε 4% PFA (σε 1X PBS) 

για 10-15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούσε αποµάκρυνση της PFA, µε 

διαδοχικές πλύσεις µε 1X PBS  και επώαση σε παρεµποδιστικό διάλυµα 1Χ PBT (1Χ 

PBS που περιείχε 5% BSA και 0.2% Triton X-100) για 15 λεπτά. Γινόταν αφαίρεση του 

τελευταίου διαλύµατος και προσθήκη νέου που περιείχε το πρωτεύον αντίσωµα. Τα 

κύτταρα επωάζονταν  για 2-3 ώρες σε υγρή ατµόσφαιρα . Η περίσσεια του αντισώµατος 

αποµακρυνόταν (4-5 πλύσεις µε 1X PBS) για να ακολουθήσει επώαση, για 1 ώρα στις 

ίδιες συνθήκες, µε το δευτερεύον αντίσωµα. Τα κύτταρα πλένονταν µε 1X PBS και στη 

συνέχεια οι καλυπτρίδες τοποθετούνταν, µε την πλευρά που ήταν προσκολληµένα τα 

κύτταρα,  σε αντικειµενοφόρους στις οποίες είχε προστεθεί µικρή ποσότητα διαλύµατος 

1X PBS που περιείχε 80% γλυκερόλη και 1% n-propyl-gallate. Τα δείγµατα στεγανο-

ποιούνταν και διατηρούνταν στους -200C.  

 

 

Β. Πειράµατα ανοσοφθορισµού σε προνυµφικούς δίσκους Drosophila  
 
 Αρχικά γινόταν εκτοµή προνυµφών σε 1X PBS και συγκεκριµένα αφαίρεση του 

οπίσθιου τµήµατός τους, αναστροφή του εµπρόσθιου µισού και αποµάκρυνση του 
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λιπαρού σώµατος (fat body). Οι προνύµφες στη συνέχεια µονιµοποιούνταν σε διάλυµα 

4%PFA σε 1Χ ΡΕΜ (100mM PIPES, 2mM EGTA και 1mM MgSO4, pH 7.0), για 20 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια ξεπλένονταν µε 1X PBS. Ακολουθούσε 

επώαση των µονιµοποιηµένων ιστών σε διάλυµα 1X PBT, στην ίδια θερµοκρασία για 

τουλάχιστον 3 ώρες, αφαίρεση του παρεµποδιστικού διαλύµατος και προσθήκη νέου µε 

την κατάλληλη αραίωση πρωτεύοντος αντισώµατος. Η επώαση γινόταν στους 40C και 

διαρκούσε 16-20 ώρες. Η περίσσεια του αντισώµατος αποµακρυνόταν µε 6-7 

πεντάλεπτες πλύσεις µε διάλυµα PT (1X PBS και 0.2% Triton X-100). Στη συνέχεια 

γινόταν επώαση µε το δευτερεύον αντίσωµα σε 1X PBT για τουλάχιστον 3 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου και επακόλουθη αποµάκρυνσή του κατά τρόπο ανάλογο µε το 

πρωτεύον αντίσωµα. Οι προνυµφικοί δίσκοι συλλέγονταν, τοποθετούνταν αρχικά σε 50% 

γλυκερόλη (σε 1X PBS), ακολούθως σε αντικειµενοφόρους και σε διάλυµα 1X PBS που 

περιείχε 80% γλυκερόλη και 1% n-propyl-gallate, καλύπτονταν µε καλυπτρίδες, 

στεγανοποιούνταν και συντηρούνταν στους   -200C.   

 
Και στις δύο πειραµατικές διαδικασίες ο ανοσοεντοπισµός των πρωτεϊνών 

γινόταν µε  µικροσκοπία φθορισµού και λήψη οπτικών τοµών µε τη χρήση συνεστιακού 

µικροσκοπίου Leica TCS NT/SP. Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν, οι αραιώσεις 

που εφαρµόστηκαν και όλες οι απαραίτητες πληροφορίες αναφέρονται λεπτοµερώς σε 

επόµενη ενότητα. 

 

 

21.  ΧΡΩΣΕΙΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ∆ΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑΣ Β-ΓΑΛΑΚΤΟΣΙ∆ΑΣΗΣ  
 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για τη µελέτη της έκφρασης ενδογενών γονιδίων 

της Drosophila και βασίζεται στην χρήση στελεχών που φέρουν το γονίδιο της β-

γαλακτοσιδάσης (lacZ), το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο ενισχυτών των αντίστοιχων 

ενδογενών γονιδίων (στελέχη παγίδες ενισχυτών-enhancer trap  lines). Στα στελέχη αυτά 

το γονίδιο lacZ εκφράζεται στους ίδιους ιστούς και αναπτυξιακά στάδια µε τα αντίστοιχα 

ενδογενή γονίδια. Κατά συνέπεια, η έκφραση των τελευταίων µπορεί να µελετηθεί, 

εύκολα και γρήγορα, ανιχνεύοντας την έκφραση του γονιδίου αναφοράς, η οποία γίνεται 

ορατή µε χρώση δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης. Η µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για 

την διερεύνηση της επίδρασης των υπό µελέτη πρωτεϊνών Neurl/Neur στο πρότυπο 

έκφρασης γονιδίων-στόχων του µονοπατιού Notch, σε δίσκους φτερού προνυµφών 

τρίτου σταδίου. Αρχικά γινόταν εκτοµή των προνυµφών και µονιµοποίησή τους σε 

διάλυµα 1% γλουτεραλδεύδης (σε 1Χ PBS) σε θερµοκρασία δωµατίου για 8 λεπτά. Η 

γλουτεραλδεύδη αποµακρυνόταν µε 4 πλύσεις σε 1X PBS. Ακολουθούσε ανίχνευση της 

δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης µε την προσθήκη των ιστών σε διάλυµα χρώσης 

που περιείχε 10mM PB (10mM Na2HPO4, NaH2PO4), 150mM NaCl, 1mM MgCl2, 3mM 

K4[Fe2CN6], 3mM K4[Fe3CN6], 0.3% Triton X-100 και 0.2% Χ-gal [αρχική συγκέντρωση 
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5% σε DMF (dimethyl-formamide), Promega]. Η επώαση γινόταν στους 370C και η 

χρονική της διάρκεια ήταν συνάρτηση των διαγονιδιακών στελεχών που χρησιµοποιού-

νταν. Όταν η χρώση είχε φτάσει στα επιθυµητά επίπεδα η αντίδραση διακοπτόταν µε την 

τοποθέτηση των ιστών σε 1X PBS. Οι προνυµφικοί δίσκοι συλλέγονταν, τοποθετούνταν 

αρχικά σε 50% γλυκερόλη (σε 1X PBS), ακολούθως σε αντικειµενοφόρους και σε διάλυµα 

1X PBS που περιείχε 80% γλυκερόλη, καλύπτονταν µε καλυπτρίδες και στεγανοποιού-

νταν. Ακολουθούσε παρατήρηση σε µικροσκόπιο Leica Diaplan µε διερχόµενο φως και 

οπτικά Nomarski.  

 

 
22. ΑΝΟΣΟΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΣΕ ΕΜΒΡΥΑ Drosophila ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟ-

ΝΙΚΗ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΙΕΛΕΥΣΗΣ  
 
  Οι πρωτεΐνες ανιχνεύονται αφού προηγουµένως έχουν αναγνωριστεί από 

πρωτεύοντα ειδικά αντισώµατα, τα οποία στη συνέχεια αλληλεπιδρούν µε δευτερεύουσες 

ανοσοσφαιρίνες που είναι προσδεδεµένες σε σφαιρίδια χρυσού. Η µέθοδος χρησιµοποιή-

θηκε για τον υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Neuralized της Drosophila, η οποία 

είχε υπερεκφραστεί εκτοπικά µε τη χρήση του συστήµατος GAL4.  

 
 

Α. Επεξεργασία εµβρύων για τοµές σε µικροτόµο  
 
 Τα έµβρυα, ηλικίας 8-16 ωρών, συλλέγονταν, αποχοριοποιούνταν σε υδατικό 

διάλυµα χλωρίνης, τελικής συγκέντρωσης 50% και µονιµοποιούνταν σε µίγµα που 

περιείχε διάλυµα µονιµοποίησης (100mM PIPES, 2mM EGTA και 1mM MgSO4, pH 7.0 

και 4% PFA ή 3.7% φορµαλδεΰδη) και ίσο όγκο επτανίου, για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου και υπό ήπια ανάδευση. Ακολουθούσε αφαίρεση της υδάτινης φάσης, 

προσθήκη ίσου όγκου µεθανόλης και ισχυρή ανάδευση για 1-2 λεπτά, µε αποτέλεσµα την 

αποµάκρυνση της βιτελλινικής µεµβράνης και καθίζηση των εµβρύων. Η πλήρης 

αποµάκρυνση του επτανίου επιτυγχανόταν µε 3 διαδοχικά πλυσίµατα µε µεθανόλη και 

ήπιες αναδεύσεις. Τα έµβρυα στη συνέχεια ξεπλένονταν µε 1X PBS για 10-15 λεπτά και 

µονιµοποιούνταν ξανά σε διάλυµα 4% PFA και 1% γλουτεραλδεύδης σε 1Χ PBS, για µία 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούσαν δύο εικοσάλεπτες πλύσεις µε 1X PBS 

στους 40C και σταδιακή αφυδάτωση µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις  αιθυλικής αλκοόλης 

(50% και 70% σε 1Χ ΡΒS), δύο φορές ανά 15 λεπτά στους 40C. Η έγκλιση των εµβρύων 

γινόταν αρχικά σε µίγµα 70% αιθυλικής αλκοόλης και ρητίνης (LRWhite), σε αναλογία 

όγκων 1:2, για δύο ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου και επακόλουθα σε καθαρή ρητίνη, 

στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια, τα δείγµατα τοποθετούνταν σε ειδικές κάψουλες και η 

ρητίνη πολυµεριζόταν µε επώαση στους 500C για 24 ώρες. Ακολουθούσαν, παρασκευή 

τοµών  και πειράµατα ανοσοεντοπισµού. 
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Β. Πειράµατα ανοσοεντοπισµού σε τοµές εµβρύων  
 
 Γινόταν πλύση των τοµών σε παρεµποδιστικό διάλυµα Α (1% BSA σε 1X PBS) 

για 30 λεπτά, το οποίο στη συνέχεια αποµακρυνόταν και γινόταν προσθήκη διαλύµατος Β 

(1Χ PBS και 0.2% BSA) µε το πρωτεύον αντίσωµα σε κατάλληλη αραίωση. Η επώαση 

διαρκούσε 2 ώρες, σε θερµοκρασία δωµατίου και σε υγρό περιβάλλον. Ακολουθούσαν 

τρία εικοσάλεπτα πλυσίµατα µε παρεµποδιστικό διάλυµα Α και επώαση µε το δευτερεύον 

αντίσωµα, αραιωµένο σε διάλυµα B. Οι συνθήκες επώασης και επακόλουθης 

αποµάκρυνσης της περίσσειας του αντισώµατος ήταν οι ίδιες µε αυτές που εφαρµό-

στηκαν στην περίπτωση του πρωτεύοντος αντισώµατος. Στη συνέχεια γινόταν χρώση 

των τοµών µε διάλυµα οξικού ουρανύλιου, τελικής συγκέντρωσης 2% και παρατήρηση σε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διέλευσης τύπου JEOL JEM-100C. Τα αντισώµατα που χρησι-

µοποιήθηκαν και οι αραιώσεις που εφαρµόστηκαν αναφέρονται σε επόµενη ενότητα. 

 

 

23. ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΙ ΦΟΡΕΙΣ 
 

pBluescript KS II + (Stratagene) : χρησιµοποιείται ευρέως για την κλωνοποίηση 

και ανάπτυξη ενθεµάτων DNA. Ο φορέας φέρει το γονίδιο lacZ, καθιστώντας εύκολη την 

επιλογή ανασυνδυασµένων βακτηριακών κλώνων (χρώση αντίδρασης β-γαλακτοσιδά-

σης). Επιπρόσθετα, η ύπαρξη υποκινητών Τ3 και Τ7 επιτρέπει τον προσδιορισµό 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των κλωνοποιηµένων ενθεµάτων, µε τη χρήση των 

αντίστοιχων εκκινητών. Είναι επίσης δυνατή η πραγµατοποίηση µεταγραφής in vitro από 

RNA πολυµεράσες που αναγνωρίζουν τους παραπάνω υποκινητές  (Εικ. 13).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 13. Γραφική αναπ
περιοχή κλωνοποίησης ενθεµάτων 
περιοριστικών ενζύµων, γεγονός που
ενθεµάτων DNA. Το γονίδιο lacZ  επιτ
υποκινητών Τ7 και Τ3 επιτρέπει τόσ
µεταγραφής in vitro. Τα πλασµίδια  
αµπικιλλίνη.  
pBluescript II KS 
(+/-) 

phagemid vector 
 

αράσταση του πλασµιδιακού φορέα pBluescript 
(MCS) χαρακτηρίζεται από πολυάριθµες θέσεις 
 καθιστά το φορέα ιδανικό για την κλωνοποίηση 
ρέπει την εύκολη επιλογή ανασυνδυασµένων κλώνω
ο πειράµατα προσδιορισµού νουκλεοτιδικής αλληλο
pBluescript φέρουν κασέτα ανθεκτικότητας στελεχών
Sac II 
BstX I 
Eag I 
Not I 
Xba I 
Spe I 
Bam 
HI 
Sma I 
Pst I 
EcoR I
EcoR 
V 
Hind III 
Cla I 
Hinc II 
Sal I 
Xho I 
KS II + :  Η 
αναγνώρισης 
και ανάπτυξη 
ν. Η παρουσία 
υχίας όσο και 
  E. coli  σε 
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pRSET (Invitrogen) : πρόκειται για φορέα που έχει σχεδιαστεί να παρέχει υψηλά 

επίπεδα έκφρασης σε προκαρυωτικά κύτταρα, λόγω του ισχυρού υποκινητή του 

βακτηριοφάγου Τ7. Η έκφραση επάγεται σε στελέχη Escherichia coli BL21, µε την 

προσθήκη IPTG. Το πλασµίδιο φέρει έξι αµινοτελικές ιστιδίνες για εύκολο καθαρισµό της 

παραγόµενης πρωτεΐνης καθώς και τον επίτοπο Xpress για πειράµατα ανοσοεντοπισµού, 

µε τη χρήση αντισώµατος που κατασκευάζεται από την ίδια εταιρία. Επιπρόσθετα, 

υπάρχουν πολλαπλά κωδικόνια έναρξης µετάφρασης και πολυάριθµες θέσεις 

κλωνοποίησης. ∆ιατίθενται τρεις τύποι pRSET (A, B και C), προκειµένου να είναι δυνατή  

η µετάφραση του ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης οποιουδήποτε ενθέµατος cDNA. Τα 

µόρια cDNA που µελετήθηκαν κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pRSET-C (Εικ. 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 14. Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδιακού φορέα έκφρασης pRSETC :  Ο 
φορέας διαθέτει τον ισχυρό υποκινητή Τ7, παρέχοντας υψηλά επίπεδα  παραγωγής ανασυνδυασµένης 
πρωτεΐνης. Ο αµινοτελικός επίτοπος Xpress και οι 6 ιστιδίνες καθιστούν δυνατή την ανοσοανίχνευση και τον 
εύκολο καθαρισµό της παραγόµενης πρωτεΐνης, αντίστοιχα. Οι πλασµιδιακοί φορείς  pRSET φέρουν κασέτα 
ανθεκτικότητας στελεχών  E. coli  σε αµπικιλλίνη. 

 
 
 
 
pP[UAST] : πρόκειται για πλασµιδιακό φορέα που χρησιµοποιείται στο 

µετασχηµατισµό στελεχών Drosophila, µέσω του µεταθετού στοιχείου P. Τα ενθέµατα 

cDNA που κλωνοποιούνται βρίσκονται υπό τον έλεγχο υποκινητή που ενεργοποιείται 

παρουσία του µεταγραφικού ενεργοποιητή GAL4. Ο φορέας φέρει επιπλέον και το 

pRSET-C
2.9 kbp 
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γονίδιο-δείκτη αναφοράς mini white, για την επιλογή των µετασχηµατισµένων στελεχών. 

Πλευρικά του υποκινητή και του γονιδίου αναφοράς υπάρχουν οι  5� και 3� ακραίες 

αλληλουχίες του µεταθετού στοιχείου Ρ, καθιστώντας δυνατή την ένθεση στο γονιδίωµα 

ολόκληρης της κατασκευής που βρίσκεται ανάµεσά τους (Εικ. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 15. Γραφική αναπαράσταση του πλασµιδίου pP[UAST] :  ο υποκινητής ελέγχου 

έκφρασης των κλωνοποιηµένων ενθεµάτων (UAS-promoter) έχει πέντε θέσεις πρόσδεσης για τον 
µεταγραφικό ενεργοποιητή του σακχαροµύκητα GAL4. Το γονίδιο αναφοράς mini white  είναι απαραίτητο για 
την επιλογή µετασχηµατισµένων µυγών.  Οι 5� και 3� ακραίες αλληλουχίες του µεταθετού στοιχείου P καθι-
στούν δυνατή την ένθεση της παρεµβαλλόµενης κατασκευής στο γονιδίωµα της Drοsophila. Ο pP[UAST] 
πολλαπλασιάζεται σε βακτηριακά στελέχη E. coli και φέρει κασέτα ανθεκτικότητας σε αµπικιλλίνη.  
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pEGFP-C1-3 και pEGFP-N1-3 (Clontech) : πρόκειται για πλασµιδιακούς φορείς 

που παρέχουν υψηλά επίπεδα έκφρασης σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών καθώς και τη  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 16. Γραφικοί χάρτες τω

φορείς διαθέτουν τον ισχυρό υποκινητή P
πολυπεπτιδίων. Υπάρχει κασέτα ανθεκτικότη
επιλογή µόνιµα µετασχηµατισµένων ευκαρυ
E.coli, αντίστοιχα. Οι περιοχές κλωνοποίηση
αναγνώρισης περιοριστικών ενδονουκλεασώ
µε το κατάλληλο πλαίσιο ανάγνωσης, επιτρέπ

pEGFP-C1 MCS 

pEGFP-N1 MCS 

pEGFP-N2 MCS 

pEGFP-N3 MCS 
pEGFP-C1
4.7 kbp
 

 

pEGFP-N1-3
4.7 kbp
ν πλασµιδίων έκφρασης pEGFP-C1 και pEGFP-N1-3 :  Οι 
CMV IE, παρέχοντας υψηλά επίπεδα παραγωγής χιµαιρικών 
τας σε νεοµυκίνη και καναµυκίνη (Kanr/Neor), επιτρέποντας την 
ωτικών σειρών και ανασυνδυασµένων βακτηριακών στελεχών 
ς ενθεµάτων (MCS) χαρακτηρίζονται από πολυάριθµες θέσεις 
ν, οι οποίες σε συνδυασµό µε την δυνατότητα επιλογής φορέα, 
ουν την κλωνοποίηση οποιουδήποτε ενθέµατος. 
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δυνατότητα κατασκευής χιµαιρικών πολυπεπτιδίων µε την ενισχυµένη πράσινη φθορίζου-

σα πρωτεΐνη (ΕGPF). Η EGFP αποτελεί ισχυρότερη φθορίζουσα µορφή της αγρίου 

τύπου GFP, µε µέγιστο απορρόφησης στα 488nm και εκποµπής στα  507nm. Η ενίσχυση 

του φθορισµού οφείλεται σε αντικαταστάσεις των αµινοξικών καταλοίπων Phe64 και 

Ser65από λευκίνη και θρεονίνη, αντίστοιχα. Η EGFP είναι ιδιαίτερα σταθερή πρωτεΐνη και 

ο φθορισµός της διατηρείται για µεγάλα χρονικά διαστήµατα ακόµα και αν χρησιµο-

ποιηθούν ισχυρά µονιµοποιητικά διαλύµατα (π.χ διάλυµα µονιµοποίησης αποτελούµενο 

από 1% γλουτεραλδεύδη και 4% PFA). Η κλωνοποίηση ενθεµάτων είναι δυνατή τόσο στο 

αµινοτελικό άκρο της GFP (pEGFP-N1-3) όσο και στο καρβοξυτελικό της άκρο (pEGFP-

C1-3), σε όλα τα πλαίσια ανάγνωσης. Χρησιµοποιήθηκαν οι φορείς pEGFP-C1 και όλοι οι 

τύποι pEGFP-N (Εικ. 16). 
 
Κλωνοποιήθηκαν ενθέµατα των cDNAs των γονιδίων neur και Neurl, τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κυτταρικές σειρές θηλα-

στικών, ενώ κάποιες από τις χιµαιρικές κατασκευές αποµονώθηκαν, εντέθηκαν στον 

πλασµιδιακό φορέα pP[UAST] και χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα κατευθυνόµενης 

υπερέκφρασης σε στελέχη D. melanogaster. 

 

 

24.  ΣΤΕΛΕΧΗ Drosophila melanogaster 
 

 
Προκειµένου να διερευνηθεί η λειτουργική δράση των γονιδίων Neurl και neur 

καθώς και η επίδραση τους στην έκφραση και την τοπολογία διαφόρων πρωτεϊνών-

στόχων του µονοπατιού Notch κατασκευάστηκαν διαγονιδιακά στελέχη τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα κατευθυνόµενης έκφρασης και δηµιουργίας µιτωτικών 

κλώνων. Για το σκοπό αυτό, πραγµατοποιήθηκαν διασταυρώσεις µε σειρές GAL4 καθώς 

και µε στελέχη που έφεραν το γονίδιο της φλιπάσης, η έκφραση του οποίου ελεγχόταν 

από υποκινητή θερµικού σοκ. Τα διαγονίδια χαρτογραφήθηκαν µε τη χρήση στελεχών 

που έφεραν εξισορροπητές χρωµοσωµάτων (chromosomal balancers). Επιπρόσθετα, 

κατασκευάστηκαν και ανασυνδυασµένα στελέχη τα οποία χρησιµοποιήθηκαν σε 

πειράµατα συνέκφρασης των υπό µελέτη πρωτεϊνών µε πρωτεΐνες-στόχους τους. Όλα τα 

στελέχη Drosophila που χρησιµοποιήθηκαν περιγράφονται στον Πίνακα 5. 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                             ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 66

Πίνακας 5. Στελέχη Drosophila melanogaster που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
λειτουργικής ανάλυσης των γονιδίων Neurl και neur. 

 
 Γενότυπος Περιγραφή 

yw67c23 ; CyO/Sco Στελέχη για 
χρωµοσωµική 
χαρτογράφηση  yw ; TM3/TM6B 

Χρήση στη χρωµοσωµική χαρτογράφηση των 
διαγονιδίων Neurl και neur και στην κατασκευή 
ανασυνδυασµένων στελεχών. 

omb-GAL4/FM7 

Κατευθυνόµενη έκφραση από τον υποκινητή του 
γονιδίου optomotor-blind. Έκφραση στην κεντρική 
περιοχή του δίσκου του φτερού, εκατέρωθεν του 
προσθιο-oπίσθιου ορίου. Παρατηρείται σταδιακή 
ελάττωση των επιπέδων έκφρασης όσο αυξάνεται η 
απόσταση από το προσθιo-οπίσθιο όριο.  

ptc-GAL4 
Αντιστοιχεί στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου 
patched. Έκφραση στο πρόσθιο τµήµα του 
προσθιο-οπίσθιου ορίου. Η έκφραση ελαττώνεται 
όσο αυξάνει η απόσταση από το όριο. 

w;neur-GAL4  
Αντιστοιχεί στις περιοχές έκφρασης του γονιδίου 
neuralized. Στο δίσκο του φτερού εκφράζεται στα 
προγονικά κύτταρα των αισθητηρίων οργάνων. 

w;da.G32-GAL4UH1 
Αντιστοιχεί στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου 
daughterless. Έκφραση από τα πρώιµα στάδια 
εµβρυογένεσης.. 

Στελέχη-οδηγοί 
GAL4 

CyO/+;hs-GAL4 
Στέλεχος που φέρει  διαγονίδιο που κωδικοποιεί τον 
GAL 4, το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο υποκι-
νητή που επάγεται µε θερµικό σοκ. 

yw;wg-lacZ/CyO Παγίδα ενισχυτή του γονιδίου wingless. 
m8-lacZ-9 Παγίδα ενισχυτή του γονιδίου E(spl)m8. 

vg-lacZ (boundary) 
Παγίδα ενισχυτή του γονιδίου vestigial. Κατεύθυνση 
της έκφρασης στο ραχιαιο-κοιλιακό και προσθιο-
oπίσθιο όριο του δίσκου του φτερού. 

mβ-lacZ Παγίδα ενισχυτή του γονιδίου E(spl)mβ. 

Στελέχη-παγίδες 
ενισχυτών  

(enhancer traps) 

m4-lacZ Παγίδα ενισχυτή του γονιδίου E(spl)m4. 

yw;UAS-DxDB40 Στέλεχος  κατευθυνόµενης έκφρασης του διαγονι-
δίου Delta. 

yw;UAS-GFP-Z Στέλεχος κατευθυνόµενης έκφρασης διαγονιδίου 
που κωδικοποιεί µία πυρηνική µορφή της GFP. 

yw;UAS-neur12.4 
yw;UAS-neur27.1 

Στελέχη κατευθυνόµενης έκφρασης του διαγονιδίου 
neuralized της D.melanogaster. 

yw,UAS-Neurl Στέλεχος κατευθυνόµενης έκφρασης του διαγονιδί-
ου Νeuralized του ποντικού. 

yw;UAS-DxD,UAS-neur12.4 Στέλεχος κατευθυνόµενης συνέκφρασης των διαγο-
νιδίων neuralized  και Delta.  

yw;UAS-DxD,UAS-GFP Στέλεχος κατευθυνόµενης συνέκφρασης των διαγο-
νιδίων GFP  (πυρηνική GFP)  και Delta. 

yw,UAS-Neurl;UAS-DxD Στέλεχος κατευθυνόµενης συνέκφρασης των 
διαγονιδίων Neuralized  και Delta. 

yw;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β 
yw;UAS-neur∆RING-EGFP∆A17A 
yw;UAS-neur∆RING-EGFP∆Α9Α 
yw;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ21B 

Στελέχη κατευθυνόµενης έκφρασης διαγονιδίου που 
κωδικοποιεί χιµαιρική πρωτεΐνη, αποτελούµενη από 
την EGFP και την πρωτεΐνη Neuralized της 
D.melanogaster, στην οποία απουσιάζει ο δάκτυλος 
RING. 

yw;UAS-Neurl-EGFP∆Θ15 

yw;UAS-Neurl-EGFPΜΘ12 

Στελέχη κατευθυνόµενης έκφρασης διαγονιδίου που 
κωδικοποιεί χιµαιρική πρωτεΐνη, αποτελούµενη από 
την EGFP και την πρωτεΐνη  Neuralized του ποντι-
κού. 

yw;UAS-DxD, UAS-neur∆RING-EGFP∆θ32Β 

Στελέχη 
υπερέκφρασης 

yw;UAS-DxD, UAS-neur∆RING-EGFP∆Α9Α 
Στελέχη κατευθυνόµενης συνέκφρασης των διαγο-
νιδίων Delta και neur∆RING-EGFP. 

Στελέχη για τη 
δηµιουργία 

µιτωτικών κλώνων 
hs-FLP;CyO/Adv;act>CD2>GAL4 

Στέλεχος που φέρει  διαγονίδιο που κωδικοποιεί τη 
φλιπάση. Το διαγονίδιο βρίσκεται υπό τον έλεγχο 
υποκινητή που επάγεται µε θερµικό σοκ. Το 
στέλεχος φέρει επιπλέον το διαγονίδιο GAL4, η 
έκφραση του οποίου επάγεται ύστερα από µιτωτικό 
ανασυνδυασµό και ελέγχεται από τον υποκινητή της 
ακτίνης.  
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25. ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ ΘΗΛΑΣΤΙΚΩΝ  
 
 

Χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης και υποκυτταρικού 

εντοπισµού των πρωτεϊνών Neurl και Neur. Επιπρόσθετα, από παροδικά µετασχη-

µατισµένες κυτταρικές σειρές αποµονώθηκαν µεµβρανικά εκχυλίσµατα και διερευνήθηκε 

η συσχέτιση των υπό µελέτη πολυπεπτιδίων µε την πλασµατική µεµβράνη ή εσωτερικές 

µεµβράνες του κυττάρου. Οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν και οι συνθήκες 

ανάπτυξής τους περιγράφονται στον Πίνακα 6. 

 
Πίνακας 6. Πληροφορίες για τις κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 

υποκυτταρικού εντοπισµού των πρωτεϊνών Neurl και Neur.  
 

Κυτταρική σειρά Tύπος κυττάρων-Προέλευση Θρεπτικό µέσο ανάπτυξης Συνθήκες 
 ανάπτυξης 

COS-7 
νεφρικά κύτταρα µετασχηµατισµένα µε SV-40 

 
πράσινος αφρικάνικος πίθηκος  

(Cercopithecus aethiops) 

CV1 
νεφρικά κύτταρα 

 
πράσινος αφρικάνικος πίθηκος 

 (Cercopithecus aethiops) 

Hela 
Καρκίνωµα επιθηλίου τραχήλου µήτρας 

 
Homo sapiens 

DMEM 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 52100039) 

 
10%  Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Gibco  BRLTM, Cat. No. 10106-169) 

 
50µg/ml γενταµυκίνη (Gentamycin) 

37 0C 
 

5% CO2 

NIH 3T3 Εµβρυϊκοί ινοβλάστες ποντικού 

DMEM 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 52100039) 

 
8%  calf serum (CS) 

(Gibco BRLTM, Cat. No. 16170-086) 
 

50µg/ml γενταµυκίνη (Gentamycin) 

37 0C 
 

8% CO2 

CaCo2 
Αδενοκαρκίνωµα εντέρου 

 
Homo sapiens 

DMEM 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 52100039) 

 
20%  Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 10106-169) 

 
50µg/ml γενταµυκίνη (Gentamycin) 

K562 
Χρόνια µυελογενής λευχαιµία 

 
Homo sapiens  

RPMI 1640 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 51800035) 

 
10%  Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Gibco BRLTM, Cat. No. 10106-169) 

 
50µg/ml γενταµυκίνη (Gentamycin) 

37 0C 
 

5% CO2 

 
 
 
 

26.  ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 
 

Χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα για πειράµατα ανοσοεντοπισµού σε προνυµφι-

κούς δίσκους Drosophila melanogaster και κυτταρικές σειρές θηλαστικών, σε πειρα-

µατικές διαδικασίες διερεύνησης της συσχέτισης των πρωτεϊνών Neurl και Neur µε 

κυτταρικές µεµβράνες και σε πειράµατα υβριδοποιήσεων in situ σε έµβρυα ποντικού. Τα 

αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν, η προέλευσή τους καθώς και οι αραιώσεις που 

εφαρµόστηκαν συνοψίζονται παρακάτω (Πίνακας 7).  

 



                                                                                                                                                             ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 68

Πίνακας 7. Περιγραφή των αντισωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη.   
 

 
ΠΡΩΤΕΥΟΝΤΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

 
 

Αντίσωµα 
 

Αραίωση  
(ανοσοϊστοχηµεία) 

Αραίωση 
(western blots) 

Ειδικότητα Προέλευση 

Mouse-anti-Delta 
(mAb9B ή mAb202) 

1 : 5000 
(40C, 16-20 ώρες) 

1 : 3000  
  έως 
1 : 5000 

(40C, 12-16 ώρες) 

Εξωκυττάρια περιοχή της 
πρωτεΐνης Delta της Drosophila 

Σπύρος 
Αρταβάνης 

(HARVARD, MGH) 

Rabbit-anti-GFP 

1 : 200  
  έως 

  1 : 300  
(250C, 2 ώρες) 

 (ΤΕΜ) 

1 : 3000 
(250C, 4-5 ώρες) 
1 : 5000 

(40C, 12-16 ώρες) 

Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη Invitrogen 

Mouse-anti-β tubulin  
1 : 2000 

(250C, 4-5 ώρες) 
1 : 4000 

(40C, 12-16 ώρες) 

β-σωληνίνη 

Mouse-anti-human p115 1 : 50 
(250C, 3 ώρες) 

1 : 500 
(40C, 12-16 ώρες) 

Πρωτεΐνη που σχετίζεται µε τη 
µεµβράνη του δικτύου Golgi 
µοριακού, µεγέθους 115 Kda.  

Rabbit-anti-calnexin 1 : 80 
(250C, 3 ώρες) 

1 : 1000 
(40C, 12-16 ώρες) 

∆ιαµεµβρανική πρωτεΐνη 
ενδοπλασµατικού δικτύου 

Molecular 
probes 

Rabbit-anti-ER proteins 1 : 500 
(40C, 12-16 ώρες) 

Μεγάλος αριθµός πρωτεϊνών 
ενδοπλασµατικού δικτύου 

Daniele Louvard 
(Institut Curie,Paris,) 

Mouse-anti-wg 1 : 10 
(40C, 16-20 ώρες) 

Πρωτεΐνη Wingless Stephen Cohen 
(EMBL, Heidelberg) 

Mouse-anti-Notchec 1 : 100 
(40C, 16-20 ώρες) 

Εξωκυττάρια περιοχή της 
πρωτεΐνης Notch της Drosophila 

Guinea pig-anti-Delta 1 : 4000 
(40C, 16-20 ώρες) 

Εξωκυττάρια περιοχή της 
πρωτεΐνης Delta της Drosophila 

Σπύρος 
Αρταβάνης 

(HARVARD, MGH) 

Mouse-anti-Fas III 1 : 500 
(40C, 16-20 ώρες) 

Φασικλίνη ΙΙΙ (διαµεµβρανική 
πρωτεΐνη) DSHB 

Mouse-anti-DIG-AP 
1 : 5000 

(250C, 2-4 ώρες)  
   (40C, 14-18 ώρες) 

∆ιγοξιγενίνη Boehringer 
mannheim 

Mouse-anti-myc 1 : 100 
(250C, 3 ώρες) 

 

Επίτοπος myc Santa Cruz 

 
∆ΕΥΤΕΡΕΥΟΝΤΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 

 
 

Αντίσωµα 
 

Αραίωση  
(ανοσοϊστοχηµεία) 

Αραίωση 
(western blots) 

Χαρακτηριστικά-
Ιδιότητες Προέλευση 

Donkey anti-mouse IgG -HRP  
(DaM-HRP) 

1 : 5000 
(250C, 1-3 ώρες) 

Goat anti-rabbit IgG �HRP 
(GaR-HRP) 

 
1 : 15000 
(250C, 1ώρα) 

Προσδεδεµένη περοξειδάση 
ραπανιού 

(Horseradish peroxidase) 

Goat anti-mouse IgG �FITC 
(GaR-FITC) 

Πράσινο µ.κ.: 488nm 
(Fluorescein) 

Goat anti-rabbit IgG �CyΤΜ3 
(GaR-Cy3) 

Ερυθρό µ.κ.: 568nm 
(Cyanine-3) 

Goat anti-rabbit IgG �CyΤΜ5 
(GaR-Cy5) 

1 : 250 
(250C, 3-5 ώρες) 

Ερυθρό µακρού µ.κ.: 647nm 
(Cyanine-5) 

Jackson 
Immunoresearch 

Alexa Fluor® 488 goat anti-guinea pig IgG (H+L)  
highly cross-adsorbed 

Πράσινο µ.κ.: 488nm 
(Alexa Fluor® 488) 

Alexa Fluor® 647 goat anti-guinea pig IgG (H+L)  
highly cross-adsorbed 

Ερυθρό µακρού µ.κ.: 647nm 
(Alexa Fluor® 647) 

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L)  
highly cross-adsorbed 

Πράσινο µ.κ.: 488nm 
(Alexa Fluor® 488) 

Alexa Fluor® 568 goat anti-mouse IgG (H+L) 
 highly cross-adsorbed 

1 : 1000 
(250C, 3-5 ώρες) 

Ερυθρό µ.κ.: 568nm 
(Alexa Fluor® 568) 

Molecular 
Probes 

EM Goat anti-rabbit IgG (20nm Gold) 1 : 40 
(250C, 2 ώρες) 

 

Προσδεδεµένα σφαιρίδια χρυσού 
(διάµετρος σφαιριδίων : 20nm) 

British BioCell 
International 
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Στον ακόλουθο πίνακα (Πίνακας 8) αναφέρονται τα παρεµποδιστικά διαλύµατα 

που χρησιµοποιήθηκαν για κάθε πρωτεύον αντίσωµα, ανάλογα µε την πειραµατική 

διαδικασία που ακολουθήθηκε. Τα δευτερεύοντα αντισώµατα αραιώνονταν στο ίδιο 

παρεµποδιστικό διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε και για το αντίστοιχο πρωτεύον 

αντίσωµα.  

 
Πίνακας 8. Περιγραφή των παρεµποδιστικών διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν, για 

κάθε πρωτεύον αντίσωµα, στα πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας και western blots. 
 

 
Παρεµποδιστικά διαλύµατα 

 Πρωτεύον αντίσωµα 
ανοσοϊστοχηµεία western blots 

Mouse-anti-β tubulin  
1Χ TBS  

 1% άπαχο γάλα  
 0.1% Tween-20 

Rabbit-anti-GFP 

 
1Χ PBS  

0.2% BSA 
(TEM) 

 
Mouse-anti-myc 

Rabbit-anti-ER proteins 

 

Mouse-anti-human p115 

Rabbit-anti-calnexin 
Mouse-anti-Delta 

(mAb9B ή mAb202) 

1X PBS  
 5% άπαχο γάλα 

Mouse-anti-wg 

Mouse-anti-Notchec 

Guinea pig-anti-Delta 

Mouse-anti-Fas III 

1Χ PBS 
5% BSA 

0.2% Triton X-100 

Mouse-anti-DIG-AP 

 
20mM µαλεϊκό οξύ pH 7.5 

30mM NaCl 0.02% 
 Tween-20 
10%NGS 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
 
 
 
ΤΟ ΓΟΝΙ∆ΙΟ Neuralized ΣΤΟΝ ΠΟΝΤΙΚΟ 
 
 
 
 
 
 
   1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΟΥ cDNA ΠΟΥ ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΕΙ ΤΗΝ ΠΡΩΤΕΙΝΗ Neuralized  ΤΟΥ  

ΠΟΝΤΙΚΟΥ 
 
 
 

Προκειµένου να αποµονωθούν µόρια cDNA που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη 

Neuralized του ποντικού διερευνήθηκε βιβλιοθήκη cDNA από εγκέφαλο εµβρύου 

ποντικού ηµέρας  Ε14.5 (στέλεχος C57ΒL/6). Συγκεκριµένα, διερευνήθηκαν, κατά προ-

σέγγιση, 8Χ105 φαγικές µονάδες (pfus)-φορείς ενθεµάτων. Για την ανίχνευση θετικών 

κλώνων χρησιµοποιήθηκε ανθρώπινο EST (expressed sequence tag), µεγέθους 734 

νουκλεοτιδίων, το οποίο παρουσίαζε υψηλή οµολογία µε το γονίδιο neuralized της 

Drosophila melanogaster  και ήταν χαρτογραφηµένο στη χρωµοσωµική περιοχή 10q25.1 

(Banfi et. al., 1996). Το συγκεκριµένο EST είχε αποµονωθεί από βιβλιοθήκη ενθεµάτων 

cDNA, προερχόµενη από εγκέφαλο ενηλίκου ατόµου (I.M.A.G.E #179548, GenBank No. 

H51467-H51423). Από τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης προέκυψε ένθεµα cDNA,  

µεγέθους 2.433 bp,το οποίο αποµονώθηκε από το DNA του βακτηριοφάγου, ύστερα από 

πέψη µε την ενδονουκλεάση EcoR I και κλωνοποιήθηκε σε πλασµιδιακό φορέα 

pBluescript KS IΙ+ (Stratagene) στην αντίστοιχη θέση ένθεσης. Ακολούθησε ανάλυση µε 

τη χρήση ποικίλων περιοριστικών ενζύµων και επακόλουθες υποκλωνοποιήσεις 

προκειµένου να γίνει εφικτός ο προσδιορισµός της πλήρους νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 
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του. Υποκλωνοποιήθηκαν τέσσερα θραύσµατα µεγέθους 373bp, 246bp, 860bp, 804bp 

(Εικ.17α), τα οποία προέκυψαν ύστερα από τεµαχισµό µε την ενδονουκλεάση Apa Ι και 

δύο ζεύγη συµπληρωµατικών ενθεµάτων µεγέθους 2084bp/348bp (Εικ.17β), 1158bp/ 

1275bp (Εικ.17γ), επικαλυπτόµενα µεταξύ τους καθώς και µε τα προηγούµενα, τα οποία 

αποµονώθηκαν µετά από τεµαχισµό µε τα περιοριστικά ένζυµα Kpn I και Sma I, 

αντίστοιχα. Η ανάλυση, η συγκριτική µελέτη των αλληλουχιών που ταυτοποιήθηκαν, η 

σύνθεση της πλήρους νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του κλώνου καθώς και η σύγκρισή του 

µε τα cDNAs των οµολόγων γονιδίων στον άνθρωπο (NEURL, Genbank accession Nos. 

NM_004210, Nakamura et al., 1998 και AF029729, Prinos et al., αδηµοσίευτα αποτελέ-

σµατα) και στη Drosophila (neur, Genbank accession No. S62583, Price et al., 1993) 

πραγµατοποιήθηκαν in silico µε τη χρήση των υπολογιστικών προγραµµάτων BESTFIT, 

GAP και BLAST του πακέτου GCG (Genetics Computer Group-www.accelrys.com). 

 

Από τις αναλύσεις in silico διαπιστώθηκε ότι ο κλώνος που αποµονώθηκε 

αποτελούταν από ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, µεγέθους 1710bp, που 

κωδικοποιούσε ένα πολυπεπτίδιο 570 αµινοξέων, ακολουθούµενο από 723bp µη 

µεταφραζόµενης αλληλουχίας του 3� άκρου (Εικ.18). Συγκριτική µελέτη  µε το πλήρους 

µήκους cDNA του γονιδίου NEURALIZED του ανθρώπου έδειξε ότι το 5� άκρο του 

ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του κλώνου ήταν ελλιπές κατά τέσσερα αµινοξέα (Εικ.19). 

Προκειµένου να προσδιοριστεί η απουσιάζουσα νουκλεοτιδική αλληλουχία και να 

εντοπιστεί το εναρκτήριο κωδικόνιο µετάφρασης πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα RT-

PCR. Αναλυτικά, πραγµατοποιήθηκε αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής σε poly(A)+ 

RNA από εγκέφαλο εµβρύου ποντικού ηµέρας Ε14.5 (στέλεχος BALB/C). Χρησιµοποιή-

θηκε εκκινητής ειδικός για το mRNA του γονιδίου Neuralized, ο οποίος επιλέχθηκε µε 

βάση την ήδη υπάρχουσα αλληλουχία του cDNA που αποµονώθηκε (5�-GACTCCCTGG 

TAATTGTG-3�, reverse, R3) και υβριδοποιούταν στη 3� µη µεταφραζόµενη αλληλουχία 

του µεταγράφου (Εικ.18). Το µονόκλωνο προϊόν της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκε ως 

µήτρα σε  αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) για τη σύνθεση και τον 

πολλαπλασιασµό δίκλωνου προϊόντος, αναµενόµενου µεγέθους 213bp, µε τη χρήση 

εκκινητή ειδικού για το cDNA του Νeuralized του ποντικού (5�-CAATGCTTCTGCTTGTG 

ATGG-3�,reverse, R2) και ενός εκκινητή (5�-GCAGCTCCT-GCCCGGCCT-3�, forward, F1) 

που συντέθηκε µε βάση την 5� µη µεταφραζόµενη αλληλουχία του ανθρώπινου οµολόγου 

(Genbank accession No. AF029729). Στο προϊόν που προέκυψε και που είχε, πράγµατι, 

µέγεθος 213bp προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική του αλληλουχία µε αντίδραση PCR και τη 

χρήση ενός µόνο εκκινητή που ήταν ειδικός για το συγκεκριµένο γονίδιο (5�-

GATGGAGTCTT-TGAGGTTCTGG-5�, reverse, R1 ή 5�-CAATGCTTCTGCTTGTGAT 

GG-3�, reverse, R2) (Εικ.18). Από την ανάλυση της αλληλουχίας του προϊόντος 

εντοπίστηκε το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης (ATG) και προσδιορίστηκε µέρος 

(55bp) της 5� µη µεταφραζόµενης αλληλουχίας (Εικ.19). Το πλήρες ανοιχτό πλαίσιο 
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ανάγνωσης, συνεπώς, είχε µέγεθος 1722bp  και κωδικοποιούσε ένα πολυπεπτίδιο 574 

αµινοξικών καταλοίπων, µεγέθους ίσου µε το µέγεθος της οµόλογης πρωτεΐνης του 

ανθρώπου (Genbank accession No. ΝΜ_021360). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17. Γραφική απεικόνιση των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων που κατασκευά-
στηκαν από επιµέρους τεµάχια του cDNA του γονιδίου Neuralized του ποντικού για τον προσδιορι-
σµό της νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας. Ο κλώνος cDNA που ανιχνεύτηκε από τη διερεύνηση της 
βιβλιοθήκης κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript KS II+ στη θέση ένθεσης EcoR I. 
Ακολούθησε τεµαχισµός του ενθέµατος µε τα περιοριστικά ένζυµα Apa I (α), Kpn I (β) και Sma I (γ). Τα 
νουκλεικά τεµάχια που αποµονώθηκαν κλωνοποιήθηκαν στον ίδιο φορέα, στις αντίστοιχες θέσεις ένθεσης. Οι 
ανασυνδυασµένοι φορείς µε τα παραµένοντα, από τις πέψεις, τµήµατα του αρχικού κλώνου επανακυκλο-
ποιήθηκαν (self ligation). Ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των επιµέρους ενθεµάτων καθώς 
και του πλήρους µήκους cDNA πραγµατοποιήθηκε  µε τη χρήση των εκκινητών T3 και Τ7. Οι νουκλεοτιδικές 
αλυσίδες αναλύθηκαν, εντοπίστηκαν οι αλληλεπικαλύψεις τους και ακολούθως προσδιορίστηκε η πλήρης 
νουκλεοτιδική σύσταση του κλώνου. Το 5� άκρο της κωδικοποιούσας αλυσίδας του cDNA οριοθετείται από το 
νουκλεοτίδιο 1. 
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Εικόνα 18. Συγκριτική ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του cDNA του γονιδίου 
Neuralized του ποντικού (Neurl) µε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του cDNA του οµολόγου γονιδίου 
του ανθρώπου (NEURL). Σηµειώνονται οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα RT-PCR για 
την εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του απουσιάζοντος 5΄άκρου της µεταφραζόµενης περιοχής 
του γονιδίου Neurl, η οποία απουσίαζε από τον κλώνο που αποµονώθηκε, καθώς και οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα προσδιορισµού του προτύπου έκφρασης του γονιδίου.         
R : reverse, F : forward.
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Εικόνα 19. Η υπάρχουσα γνωστή νουκλεοτιδική αλληλουχία (2500bp) του cDNA του 
γονιδίου Neuralized του ποντικού. Στη σηµασµένη περιοχή (γκρι πλαίσιο) περιλαµβάνονται τα πρόσθετα 
67 νουκλεοτίδια που απουσίαζαν από τον κλώνο cDNA που αποµονώθηκε και που τελικά προσδιορίστηκαν 
µε πειράµατα RT-PCR, µε βάση την υπάρχουσα πλήρους µήκους αλληλουχία του ταυτοποιηµένου 
ανθρώπινου οµολόγου NEURL. Εντοπίστηκε το κωδικόνιο έναρξης µετάφρασης (πράσινο) και επιβεβαιώθηκε 
ότι το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης είχε µέγεθος 1722bp και κωδικοποιούσε ένα πολυπεπτίδιο µεγέθους 574 
αµινοξικών καταλοίπων, κατ� αντιστοιχία µε την ανθρώπινη οµόλογη πρωτεΐνη.  

 

 

Ο κλώνος Neurl που αποµονώθηκε από τη διερεύνηση της βιβλιοθήκης 

χρησιµοποιήθηκε σε πειράµατα λειτουργικής ανάλυσης του γονιδίου. Προκειµένου να 

επιλυθεί το πρόβληµα της απουσίας εναρκτήριου κωδικονίου µετάφρασης ενσωµατώθηκε 

�κασέτα� αποτελούµενη από την τριπλέτα ATG και εννέα πρόσθετες τριπλέτες που 

κωδικοποιούσαν αµινοξέα που, θεωρητικά, δεν επηρέαζαν τις ιδιότητες της πρωτεΐνης. 

Αυτό επιτεύχθηκε µε κλωνοποίηση του πλήρους 

1 ..GCTCCTGCCCAGCCTTGCCTGGCTCCCGCCGGAGCACCCCCGGGGGGCCGATGCCATGGGTAATAACTTCTCCAGTGTCTCCTCTCTGCAGCGA
1 M G N N F S S V S S L Q R

95 GGAAACCCGAGCCGCGCGTCGCGGGGCCACCCCCAGAACCTCAAAGACTCCATCGGGGGCTCCTTCCCGGTGCCCTCTCACCGATGCCATCACAAG
14 G N P S R A S R G H P Q N L K D S I G G S F P V P S H R C H H K

191 CAGAAGCATTGCCCGCCTACGCTGTCAGGTGGGGGGCTCCCGGCCACGCCGCTGCTCTTCCACCCCCACACTAAGGGCTCCCAGATCCTCATGGAC
46 Q K H C P P T L S G G G L P A T P L L F H P H T K G S Q I L M D

287 CTCAGCCACAAGGCCGTCAAGAGGCAGGCCAGCTTCTGCAATGCCATCACCTTCAGTAACCGCCCGGTGCTCATCTACGAGCAAGTCAGGCTGAAG
78 L S H K A V K R Q A S F C N A I T F S N R P V L I Y E Q V R L K

383 ATCACCAAGAAGCAATGCTGCTGGAGCGGGGCCCTGCGACTTGGCTTCACCAGCAAGGACCCTTCCCGCATCCACCCCGACTCGCTGCCCAAGTAC
110 I T K K Q C C W S G A L R L G F T S K D P S R I H P D S L P K Y

479 GCCTGCCCTGACCTGGTGTCTCAGAGTGGCTTCTGGGCCAAAGCATTGCCTGAGGAGTTTGCCAACGAGGGCAACATCATTGCCTTCTGGGTGGAC
142 A C P D L V S Q S G F W A K A L P E E F A N E G N I I A F W V D

575 AAGAAGGGCCGCGTCTTCTACCGGATCAATGAGTCAGCTGCTATGCTTTTCTTCAGTGGGGTCCGGACGGCGGACCGGCTCTGGGCCCTGGTGGAC
174 K K G R V F Y R I N E S A A M L F F S G V R T A D R L W A L V D

671 GTCTACGGCCTCACGCGGGGTGTCCAGCTGCTAGACAGCGAGCTGGTGCTGCCCGACTGCCTGCGGCCGCGCTCCTTCACCGCGCTGCGGCGGCCG
206 V Y G L T R G V Q L L D S E L V L P D C L R P R S F T A L R R P

767 TCGCTGCGGTGCGAGGCGGATGAGGCGCGCCTGTCGGTGAGCCTGTGCGACCTCAACGTGCCGGGAGCCGACGGCGACGACGGCGCACCGCCTGCC
238 S L R C E A D E A R L S V S L C D L N V P G A D G D D G A P P A

863 GGCTGCCCGATCCCGCAGAACTCGCTCAATTCTCAGCACAGCCGCGCGCTGCCGGCGCAGCTCGACGGCGACCTGCGCTTCCACGCGCTTCGCCGC
270 G C P I P Q N S L N S Q H S R A L P A Q L D G D L R F H A L R R

959 CGCGCGCACGTCCGCATCCTGGACGAGCAGACGGTGGCGCGCGTGGAGCACGGGCGCGACGAGCGCGCGCTCGTCTTCACCAGCCGGCCGTTGCGC
302 R A H V R I L D E Q T V A R V E H G R D E R A L V F T S R P L R

1055 GTGGCCGAGACCATCTTCATCAAGGTCACGCGCTCGGGTGGCGCGCGGCCGGGCGCGCTGTCGTTCGGGGTCACCACGTGTGACCCCGGCACGCTG
334 V A E T I F I K V T R S G G A R P G A L S F G V T T C D P G T L

1151 CGGCCCGCGGACCTGCCCTTCAGCCCCGAGGCCCTGGTGGACCGCAAGGAGTTCTGGGCGGTGTGTCGCGTGCCCGGGCCTCTGCACAGCGGCGAC
366 R P A D L P F S P E A L V D R K E F W A V C R V P G P L H S G D

1247 ATCCTGGGCCTGGTGGTCAACGCGGACGGAGAGCTGCACCTGAGTCACAACGGCGCGGCGGCCGGCATGCAGCTGTGCGTGGATGCCTCGCAGCCC
398 I L G L V V N A D G E L H L S H N G A A A G M Q L C V D A S Q P

1343 CTCTGGATGCTCTTCAGCCTGCATGGCGCCATCACGCAGGTCCGCATCCTCGGCTCCACCATCATGACTGAACGGGGTGGCCCATCTCTCCCCTGC
430 L W M L F S L H G A I T Q V R I L G S T I M T E R G G P S L S P

1439 TCACCTGCCTCCACTCCAACCTCACCCAGTGCCCTGGGCATCCGCCTCTCTGACCCCCTGCTCAGCACCTGCGGTTCTGGGCCCCTAGGTGGCTCT
462 C P A S T P T S P S A L G I R L S D P L L S T C G S G P L G G S

1535 GCTGGAGGGACAGCCCCCAACTCACCTGTGAGCCTGCCCGAGTCACCGGTGACCCCAGGTCTGGGCCAGTGGAGTGATGAATGCACCATTTGCTAT
494 A G G T A P N S P V S L P E S P V T P G L G Q W S D E C T I C Y

1631 GAACACGCAGTGGATACAGTCATCTACACGTGTGGCCACATGTGCCTGTGCTACTCCTGTGGCCTGCGCCTCAAGAAGGCCCTGCACGCCTGCTGC
526 E H A V D T V I Y T C G H M C L C Y S C G L R L K K A L H A C C

1727 CCCATCTGCCGTCGCCCCATCAAGGACATCATCAAGACCTACCGCAGCTCCTAGCCCACTGCAGAGCCCCACCTGCACAACGTCTCCCTCATCCAC
558 P I C R R P I K D I I K T Y R S S  

1823 TTTGCTCTGTGGTTTGTAGCATTGACTTTCCTCCTTTGTGGTACACCCTGTCCCCCACAATTACCAGGGAGTCTGGATAGGGTCACAAGAAACTGG

1919 CATGAGCAGACTACATGATGCCAACTCCTCTTGCTGTATCCTGCTTGGCTGCTCTGTGTCTTGGTTTCACACACACACACATACACACACACACTG

2015 CCCGAGGCTGGTCACAGCAAGCATGTATGCCACCCTTGCACCAGGCAGGAACTGGGTGTGTTACACTAGTGAGCCACTGGTACTCAGCCTTGTTGG

2111 TGAGGGGGACACAAAACAACGTGTCCAGGTGACCAGGTACCCATGGGGGCCACACGGGCTGTGCCTGTGAACTGGTGGTATAAGGTTTGAAGGCAG

2207 TTGGGGTGTCTTCCAAATCCCCTTGACCAGCAGACTGGCTCATACAGCCCACCTGACTCCCTCTGTACCCCCTACTCCTCTACTCCACCCCTCCCA

2303 CTGCTGCTCAAAGTCTGAGGGCCCTGGATTAGGTAGGGTCAGGGAAGGACTGCTGTTTGACCTAGGCCTATAACTGGACCAGCCTGGGACTTGAGA

2399 AGCAGCCACTCTCCACCATGCTCACTCTGGGTGAGCACCAGCAGGGGGCGTGGCAGGTGCAGGCAGCTAAGTTCAAAATTCAGAACAACCTCTAGT

2495 TGTCTG
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Εικόνα 20.  Γραφική αναπαράσταση της ένθεσης συνθετικού κωδικoνίου έναρξης µετάφρα-
σης στον κλώνο cDNA του γονιδίου Neuralized του ποντικού. Το cDNA αποµονώθηκε από τον 
πλασµιδιακό φορέα pBluescriptKSII+ µε πέψη µε EcoR I.Τα προεξέχοντα άκρα του ενθέµατος µετατράπηκαν 
σε τυφλά µε την 5�→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow της DNA Pol Ι και ακολούθησε 
ένθεση στον φορέα pRSETC. Ο pRSETC είχε γραµµοποιηθεί µε Hind III και είχε επίσης τροποποιηµένα 
(τυφλά) άκρα, κατ� αντίστοιχο τρόπο µε το ένθεµα. Από την αντίδραση σύνδεσης επιλέχθηκαν οι 
ανασυνδυασµένοι φορείς στους οποίους το 5� άκρο της κωδικοποιούσας αλυσίδας του cDNA είχε εντεθεί 
πλησίον της θέσης Kpn I. Με τον τρόπο αυτό η κωδικοποιούσα αλληλουχία του κλώνου είχε το ίδιο πλαίσιο 
ανάγνωσης µε µία τριπλέτα ATG του φορέα, η οποία βρισκόταν παρακείµενα της θέσης Kpn I (κίτρινο 
πλαίσιο). Ανάµεσα στην τριπλέτα ATG και το πρώτο κωδικόνιο του κλώνου (TTC : F) παρεµβάλλονταν 27 
νουκλεοτίδια τα οποία κωδικοποιούσαν 9 αµινοξέα (Ε-F-D-A-N-S-R-P-L) που, θεωρητικά τουλάχιστον, δεν 
επηρέαζαν τις ιδιότητες της πρωτεΐνης Neurl. Το  cDNA µε το συνθετικό εναρκτήριο κωδικόνιο µετάφρασης 
χρησιµοποιήθηκε εκτενώς στη λειτουργική µελέτη του µορίου.  

 

 

µήκους ενθέµατος στον πλασµιδιακό φορέα pRSETC. Συγκεκριµένα, το cDNA αποµονώ-

θηκε µε τεµαχισµό της κατασκευής pBSKS II+/Neurl µε EcoR I. Τα άκρα του γραµµικού 

ενθέµατος µετατράπηκαν σε τυφλά µε τη 5�→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος 

Klenow της DNA Pol Ι και ακολούθησε κλωνοποίηση στο φορέα pRSETC, ο οποίος 

γραµµοποιήθηκε µε Hind III και είχε τροποποιηµένα µη προεξέχοντα άκρα, κατ� ανάλογο 

τρόπο µε το ένθεµα (Εικ.20).   

 

 

 

 

 

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACC ATG GAA TTC GAT GCT AAT TCG CGG CCG CTC TTC 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGG TAC CTT AAG CTT CGA TTA AGC GCC GGC GAG AAG 5’

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGA 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGGTACCTTAAGCTTCGA 5’

5’ AATTCGCGGCCGCTCTTC 3’
3’ GCGCCGGCGAGAAG 5’

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGATGCT 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGGTACCTTAAGCTTCGA 5’

5’ AATTCGCGGCCGCTCTTC 3’
3’ TTAAGCGCCGGCGAGAAG 5’

Bgl II Kpn I

5�→→→→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow της DNA πολυµεράσης Ι

Bgl II Kpn I

Αντίδραση σύνδεσης (ligation)

Bgl II Kpn I

M E F D A N S R P L F

Neurl

Hind III

EcoR I
pRSETCpRSETC NeurlNeurl

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACC ATG GAA TTC GAT GCT AAT TCG CGG CCG CTC TTC 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGG TAC CTT AAG CTT CGA TTA AGC GCC GGC GAG AAG 5’

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGA 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGGTACCTTAAGCTTCGA 5’

5’ AATTCGCGGCCGCTCTTC 3’
3’ GCGCCGGCGAGAAG 5’

5’CGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGATGCT 3’
3’GCTCTAGACGTCGACCATGGTACCTTAAGCTTCGA 5’

5’ AATTCGCGGCCGCTCTTC 3’
3’ TTAAGCGCCGGCGAGAAG 5’

Bgl II Kpn I

5�→→→→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow της DNA πολυµεράσης Ι

Bgl II Kpn I

Αντίδραση σύνδεσης (ligation)

Bgl II Kpn I

M E F D A N S R P L F

Neurl

Hind III

EcoR I
pRSETCpRSETC NeurlNeurl
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2. ∆ΟΜΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ Neuralized 
 
 

Συγκριτική µελέτη της πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού µε την οµόλογη στον 

άνθρωπο  έδειξε ότι υπάρχει υψηλή οµολογία σε νουκλεοτιδικό και αµινοξικό επίπεδο. 

Συγκεκριµένα και τα δύο γονίδια κωδικοποιούν πολυπεπτίδια του ίδιου µεγέθους (574 

αµινοξέα), τα οποία εµφανίζουν αµινοξική οµολογία 95.65% και  ταυτότητα 94.25%. 

Συνολικά εντοπίζονται 33 αντικαταστάσεις αµινοξέων (Εικ.21), εκ των οποίων µόνο πέντε 

είναι µη συντηρητικές . Αναλυτικά, τα αµινοξέα   Cys241, Arg301,302, Gly456  και Ile475 του πο-

λύπεπτιδίου του ποντικού έχουν αντικατασταθεί στο ανθρώπινο οµόλογο µόριο από Arg, 

Ala, Gly, Ile και Ser, αντίστοιχα. Και οι δύο πρωτεΐνες έχουν συγκρίσιµα θεωρητικά 

µοριακά µεγέθη (Neurl : 62.033 da, NEURL : 61.860 da, http://www.expasy.ch/tools/ 

pi_tool.html), είναι ιδιαίτερα βασικές και έχουν παρόµοια ισοηλεκτρικά σηµεία (Neurl pI : 

8.97, NEURL pI : 8.89). 

 

Η συγκριτική ανάλυση των πρωτεϊνών Νeuralized ανθρώπου/ποντικού και της 

Drosophila έδειξε αµινοξική οµολογία 57% και ταυτότητα 33%, σε όλο το µήκος των 

πολυπεπτιδίων. Αντίστοιχες οµολογίες έχουν διαπιστωθεί στις περισσότερες περιπτώσεις 

που συγκρίνονται  πολυπεπτίδια ανάµεσα σε θηλαστικά και έντοµα (Sasai et al., 1992). 

Και τα τρία µόρια χαρακτηρίζονται από την ίδια δοµική αρχιτεκτονική (http://smart.embl-

heidelberg.de/). Συγκεκριµένα, στο καρβοξυτελικό άκρο των πολυπεπτιδίων εντοπίζεται ο 

δάκτυλος ψευδαργύρου τύπου C3HC4 RING, µεγέθους 40 αµινοξέων καθώς και δύο 

περιοχές NEUZ (NEUZ1 και NEUZ2), µεγέθους 124 αµινοξέων (Εικ.21,22). Στις τρεις 

αυτές περιοχές παρατηρείται και η υψηλότερη οµολογία µεταξύ των θηλαστικών και  του 

δροσοφιλικού οµολόγου. Αναλυτικά, στo δάκτυλο RING τα µόρια παρουσιάζουν οµολογία 

66% και ταυτότητα 49% ενώ στις επαναλήψεις NEUZ1 και NEUZ2 η οµολογία και η 

ταυτότητα ανέρχονται σε 52%, 45% (NEUZ1) και 43%, 32% (NEUZ2), αντίστοιχα. 

Μολονότι τα τρία οµόλογα χαρακτηρίζονται από την ίδια αρχιτεκτονική, η πρωτεΐνη της 

Drosophila είναι µεγαλύτερη κατά 180 αµινοξέα (Εικ.21,22). Αυτή η διαφορά µεγέθους 

ενδεχοµένως να αντικατοπτρίζει πρόσθετα λειτουργικά χαρακτηριστικά στο δροσοφιλικό 

µόριο ή απλά τα αµινοξικά τεµάχια που απουσιάζουν από τα οµόλογα 

ανθρώπου/ποντικού να αποτελούν αδιαµόρφωτες αλυσίδες που συνδέουν τις 

παρακείµενες δοµές (δάκτυλος RING και περιοχές NEUZ) και δεν έχουν καµία 

λειτουργική σηµασία. Η δεύτερη πιθανότητα ενισχύεται από το γεγονός ότι  οι περιοχές 

που απουσιάζουν από τα θηλαστικά πολυπεπτίδια δεν εντοπίζονται στις κοινές και 

µοναδικές δοµικές περιοχές των µορίων. Επιπλέον, από υπολογιστικά προγράµµατα 

πρόβλεψης δευτεροταγούς δοµής πρωτεϊνών (http://cubic.bioc.columbia.edu/predict pro-

tein/) φαίνεται ότι τα πρόσθετα τµήµατα  αποτελούν αδιαµόρφωτες αλυσίδες, αφού δεν 

ανιχνεύεται κάποια συγκεκριµένη διαµόρφωση (έλικα ή β-έλασµα). 

http://www.expasy.ch/tools/ pi_tool.html
http://www.expasy.ch/tools/ pi_tool.html
http://cubic.bioc.columbia.edu/predict pro-tein/
http://cubic.bioc.columbia.edu/predict pro-tein/
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Εικόνα 21. Συγκριτική ανάλυση της αµινοξικής αλληλουχίας της πρωτεΐνης Neuralized 
(Neurl) του ποντικού µε τις οµόλογές της στον άνθρωπο (ΝEURL) και τη Drosophila melanogaster 
(Neur). Οι πρωτεΐνες των θηλαστικών έχουν την ίδια αρχιτεκτονική, αποτελούµενες από δύο περιοχές NEUZ 
(κίτρινη περιοχή) και από ένα δάκτυλο ψευδαργύρου C3HC4 RING (πράσινη περιοχή). Έχουν το ίδιο µέγεθος 
(574aa) και παρουσιάζουν 33 αµινοξικές αλλαγές (µαύρο-κόκκινο) εκ των οποίων µόνο 5 (κόκκινο) είναι µη 
συντηρητικές. Η πρωτεΐνη της Drosophila,  µολονότι  είναι µεγαλύτερη κατά 180 αµινοξέα από τα θηλαστικά 
οµόλογα πολυπεπτίδια, χαρακτηρίζεται από την ίδια αρχιτεκτονική  και εµφανίζει αµινοξική ταυτότητα 33% 
(γκρι). Η υψηλότερη οµολογία µεταξύ των τριών µορίων εντοπίζεται στο δάκτυλο ψευδαργύρου και στην 
περιοχές NEUZ (ιδιαίτερα στην περιοχή NEUZ1), γεγονός που ενδεχοµένως υποδηλώνει κοινά λειτουργικά 
χαρακτηριστικά των συγκεκριµένων δοµών και κατ� επέκταση των πρωτεϊνικών µορίων. 
 

 

 

Neurl 1 M G . . . . . N N F S S V S . . . . S L Q R G N P S R A S R G H P Q N L K . . D
neur 1 M G L S D I P A N Y M Q G S H P H L T L H P Q Q Q H H Q N Q Q H L Q H L Q Q M Q
NEURL 1 M G . . . . . N N F S S I P . . . . S L P R G N P S R A P R G H P Q N L K . . D

Neurl 30 S I G G S F P V P S H R C H H . . . . . . . . . . . . . K Q K H C . . . . . . .
neur 41 Q L H N A M P T P A Q Q A A Q V L A M E S N E L L M S T K D K L S S K K K M H L
NEURL 30 S I G G P F P V T S H R C H H . . . . . . . . . . . . . K Q K H C . . . . . . .

Neurl 50 . . . . . . . . . . . . . P P T L S G G G L P A T P L L F H P H T K G S Q I L M
neur 81 L K K I K K R F G L V R R S P S S C P G P N N L P P L Q F H S . V H G D N I R I
NEURL 50 . . . . . . . . . . . . . P A V L P S G G L P A T P L L F H P H T K G S Q I L M

Neurl 77 D L S H K A V K R Q A S F C N A I T F S N R P V L I Y E Q V R L K I T K K Q C C
neur 120 S R D G T L A R R F E S F C R A I T F S A R P V R I N E R I C V K F A E I S N N
NEURL 77 D L S H K A V K R Q A S F C N A I T F S N R P V L I Y E Q V R L K I T K K Q C C

Neurl 117 W S G A L R L G F T S K D P S R I H P D S L P K Y A C P D L V S Q S G F W A K A
neur 160 W N G G I R F G F T S N D P V T L E . G T L P K Y A C P D L T N R P G F W A K A
NEURL 117 W S G A L R L G F T S K D P S R I H P D S L P K Y A C P D L V S Q S G F W A K A

Neurl 157 L P E E F A N E G N I I A F W V D K K G R V F Y R I N E S A A M L F F S G V R T
neur 199 L H E Q Y C E K D N I L Y Y Y V N G A G D V I Y G I N N E E K G V I L T G I D T
NEURL 157 L P E E F A N E G N I I A F W V D K K G R V F H R I N D S A V M L F F S G V R T

Neurl 197 A D R L W A L V D V Y G L T R G V Q L L D S E L V L . . . . . . . . . . . . . .
neur 239 R S L L W T V I D I Y G N C T G I E F L D S R I Y M Y Q Q Q P A A I P M A T V P
NEURL 197 A D P L W A L V D V Y G L T R G V Q L L D S E L V L . . . . . . . . . . . . . .

Neurl 223 . . . . . . . . . . . . . P D C L R P R S F T A L R R P S L R C E A D . . . . .
neur 279 A Q Q Q Q M P Q P A A N A S S A L N S H H P H Q Q S R R S L P G H T A A I E H D
NEURL 223 . . . . . . . . . . . . . P D C L R P R S F T A L R R P S L R R E A D . . . . .

Neurl 245 . E A R L S V S L C D L N V P G A D G D D G A P P A G C P I P Q N S L N S Q H S
neur 319 L E R H V M P S L Q S L H L A G . N G G S V A S V E Q A A I A H D L A N G L . .
NEURL 245 . D A R L S V S L C D L N V P G A D G D E A A P A A G C P I P Q N S L N S Q H S

Neurl 284 R A L P A Q L D G D L . . . R F H A L R R R A H V R I L D E Q T V A R V E H G R
neur 356 P P L R Y N A N G R L I P V P F H N T K G R . N V R L S Q D R F V A S R T E S D
NEURL 284 R A L P A Q L D G D L . . . R F H A L R A G A H V R I L D E Q T V A R V E H G R

Neurl 321 D E R A L V F T S R P L R V A E T I F I K V T R S G G A R P G A L S F G V T T C
neur 395 F C Q G Y V F T A R P I R I G E K L I V Q V L K T E Q M Y V G A L A L G L T S C
NEURL 321 D E R A L V F T S R P V R V A E T I F V K V T R S G G A R P G A L S F G V T T C

Neurl 361 D P G T L R P A D L P F S P E A L V D R K E F W A V C R . V P G P L H S G D I L
neur 435 N P A M L Q P N D L P N D S D F L L D R P E Y W V V S K D I A A A P Q R G D E I
NEURL 361 D P G T L R P A D L P F S P E A L V D R K E F W A V C R . V P G P L H S G D I L

Neurl 400 G L V V N A D G E L H L S H N G A A A G M Q L C V D A S Q P L W M L F S L H G A
neur 475 A F F V A P N G E V S I S K N N G P A V V V M H V D Q S L Q L W A F L D V Y G S
NEURL 400 G L V V N A D G E L H L S H N G A A A G M Q L C V D A S Q P L W M L F G L H G T

Neurl 440 I T Q V R I L . . . . . . . . G S T I M T E R G G P S . . . . . . . . . L P C S
neur 515 T Q S L R M F aa 522-616 G G T V L V V N L P P A S S S H D I N G Q L A A R
NEURL 440 I T Q I R I L . . . . . . . . G S T I L A E R G I P S . . . . . . . . . L P C S

Neurl 463 P A S T P T S P S A L . G I R L S D P L L S T C G S G P L G G S A G G T A P N S
neur 642 P T A T V T S S G V L A G A C S S G T L I S T T S S Q Y I E Q P I A N S T N N A
NEURL 463 P A S T P T S P S A L . G S R L S D P L L S T C S S G P L G S S A G G T A P N S

Neurl 502 P V S L P E S P V T P G L G Q W S D E C T I C Y E H A V D T V I Y T C G H M C L
neur 682 A N K W K D S L S D Q Q S T D S S A E C T I C Y E N P I D S V L Y M C G H M C M
NEURL 502 P V S L P E S P V T P G L G Q W S D E C T I C Y E H A V D T V I Y T C G H M C L

Neurl 542 C Y S C G L R L K K A L H A C C P I C R R P I K D I I K T Y R S S
neur 722 C Y D C A I E Q W R G V G G G Q C P L C R A V I R D V I R T Y T T
NEURL 542 C Y A C G L R L K K A L H A C C P I C R R P I K D I I K T Y R S S
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Εικόνα 22. Γραφική αναπαράσταση της συγκριτικής δοµικής µελέτης µεταξύ των πολυπε-
πτιδίων Neurl του ποντικού και Neur της D. melanogaster. Η πρωτεΐνη Neur είναι µεγαλύτερη κατά 180 
αµινοξέα. Εντοπίζονται συνολικά 10 θέσεις πρόσθετων αµινοξικών αλληλουχιών, εκ  των οποίων τέσσερις 
έχουν ιδιαίτερα σηµαντικό µέγεθος που κυµαίνεται από 14 έως 95 κατάλοιπα. Μπλε : περιοχές οµολογίας 
<35%, Κόκκινο : Περιοχές Neuz, πράσινο : δάκτυλος RING, γκρι : περιοχές που απουσιάζουν από τη 
πρωτεΐνη Neurl.  
 
 
 
 
3. ΤΟ ΠΡΟΤΥΠΟ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ Neuralized ΚΑΤΑ ΤΗΝ   ΑΝΑΠΤΥΞΗ 

ΤΟΥ ΠΟΝΤΙΚΟΥ 
 
 

Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου neur της Drosophila καθώς και γενετικά 

δεδοµένα υπεδείκνυαν ένα γονίδιο που συµµετέχει σε ποικίλες αναπτυξιακές διαδικασίες 

της µύγας, µε ιδιαίτερη συµµετοχή στο καθορισµό της κυτταρικής τύχης κατά διάρκεια της 

νευρογένεσης (Boulianne et al., 1991, Price et al., 1993). Επιπρόσθετα, από µελέτες  του 

οµόλογου γονιδίου στον άνθρωπο παρατηρήθηκαν υψηλά επίπεδα µεταγράφων στον 

εγκέφαλο φυσιολογικών ατόµων, τα οποία ελαττώνονταν σηµαντικά στους ιστούς µε 

καρκινικά αστροκυττώµατα (Nakamura et al., 1998). Η διερεύνηση, συνεπώς, του 

προτύπου έκφρασης του Neuralized κατά τις αναπτυξιακές διαδικασίες της εµβρυο-

γένεσης καθώς και της ενήλικης ζωής του ποντικού και ο εντοπισµός των ιστών και των 

οργάνων όπου παρατηρούνται υψηλά επίπεδα µεταγράφων και κατά συνέπεια εν 

δυνάµει λειτουργικής συµµετοχής του γονιδίου, θα αποτελούσε µία εναρκτήρια πηγή 

πληροφορίας για τη σηµαντικότητα και την πιθανή συσχέτισή του µε άλλα γνωστά 

συνεκφραζόµενα γονίδια. Οι προκύπτουσες παρατηρήσεις, η αναδροµή στο ιδιαίτερα 

µελετηµένο ετερόλογο σύστηµα της Drosophila  καθώς και η ενδεχόµενη συσχέτιση µε το 

σηµατοδοτικό µηχανισµό Notch ή άλλα γνωστά αναπτυξιακά µονοπάτια θα αποτελούσαν 

σηµαντικό εφόδιο στην προσπάθεια διερεύνησης της λειτουργικής δράσης του γονιδίου 

από τη µύγα µέχρι τον άνθρωπο. 

 

Η µελέτη του προτύπου έκφρασης του γονιδίου Neuralized στον ποντικό 

πραγµατοποιήθηκε µε πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε ολόκληρα έµβρυα καθώς και 
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σε τοµές εµβρύων από διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Χρησιµοποιήθηκε ανιχνευτής RNA, 

συµπληρωµατικός του ενδογενούς µεταγράφου (anti-sense probe), ο οποίος παρασκευά-

στηκε µε µεταγραφή in vitro και είχε σηµανθεί µε διγοξιγενίνη. Ως µήτρα στην αντίδραση 

χρησιµοποιήθηκε τµήµα του κλώνου cDNA του Neuralized που περιελάµβανε το 3� άκρο 

της µη µεταφραζόµενης αλληλουχίας και 551 νουκλεοτίδια του ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης του γονιδίου (νουκλεοτίδια 1159-2433, Εικ.18). Το συγκεκριµένο ένθεµα ήταν 

κλωνοποιηµένο στον πλασµιδιακό φορέα  pBluescript KS II+ (Εικ.17γ) και είχε προέλθει 

από την αρχική κατασκευή pBluescript KS II+/Neurl (1-2433bp) η οποία επανακυ-

κλοποιήθηκε αφού προηγουµένως είχε πραγµατοποιηθεί τεµαχισµός µε Sma I και είχαν 

αφαιρεθεί τα 1158 νουκλεοτίδια του 5� άκρου του κλώνου (Εικ. 18). Το ανασυνδυασµένο 

πλασµίδιο γραµµοποιήθηκε µε BamH I (πλησίον του 5� άκρου της κωδικοποιούσας 

αλυσίδας του ενθέµατος) και η αντίδραση µεταγραφής πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 

της Τ3 πολυµεράσης του RNA. Για τον έλεγχο της αξιοπιστίας της µεθόδου και των 

λαµβανόµενων αποτελεσµάτων  πραγµατοποιήθηκαν και πειράµατα υβριδοποίησης in 

situ µε τη χρήση ανιχνευτή RNA που ήταν ταυτόσηµος µε το ενδογενές µετάγραφο (sense 

probe). Στην περίπτωση αυτή χρησιµοποιήθηκε σαν µήτρα το ίδιο ένθεµα µε τη διαφορά 

ότι ο φορέας γραµµοποιήθηκε µε Hind III (πλησίον του 3� άκρου της κωδικοποιούσας 

αλυσίδας του ενθέµατος) και η µεταγραφή πραγµατοποιήθηκε µε Τ7 πολυµεράση του 

RNA.  

 

Παρατηρήθηκε ότι το Neuralized στον ποντικό εκφράζεται σε συγκεκριµένες 

περιοχές και κυτταρικές οµάδες, σε διάφορους ιστούς και όργανα του αναπτυσσόµενου 

εµβρύου. Στα πειράµατα υβριδοποίησης σε ολόκληρα έµβρυα, ηλικίας Ε8.0 έως Ε14.5, 

ανιχνεύτηκε έκφραση του γονιδίου στα ραχιαία ριζικά γάγγλια (Εικ.23Α-Γ), στα 

αναπτυσσόµενα άκρα (εικ. 1Α-∆, Η-Θ) και  στην περιοχή του προσώπου (Εικ.23Γ-∆). 

Λεπτοµερέστερη µελέτη του προτύπου έκφρασης πραγµατοποιήθηκε σε τοµές εµβρύων 

ποντικού ηλικίας Ε12.5, Ε13.5 και Ε18.5 (Εικ.24-26). ∆ιαπιστώθηκε ότι το γονίδιο 

εκφράζεται σε ιστούς νευρικής προέλευσης  όπως στη κοιλιακή  (πολλαπλασιαζόµενη) 

ζώνη του µεσεγκεφάλου (Εικ.24 Α,Β), την επιθηλιακή στοιβάδα του χοριοειδούς 

πλέγµατος(Εικ. 24Γ), το τρίδυµο νεύρο (Εικ.24∆), το νευρικό σωλήνα (Εικ.24Ε) και τα 

ραχιαία ριζικά γάγγλια (Εικ.24Ε,Ζ). Υψηλά επίπεδα έκφρασης παρατηρήθηκαν σε 

αισθητήρια όργανα και συγκεκριµένα στα επιθηλιακά κύτταρα των εκβλαστηµάτων των 

µουστακιών (Εικ.24Θ-Κ), στον αµφιβληστροειδή χιτώνα και στα κύτταρα του φακού του 

µατιού (Εικ.24Λ-Μ) καθώς και στις επιθηλιακές στοιβάδες της ρινικής κοιλότητας και των 

ρινικών αδένων (Εικ.24Ν-Ο).  Μετάγραφα ανιχνεύτηκαν, επίσης, σε διακριτές κυτταρικές 

οµάδες των εσωτερικών οργάνων. Αναλυτικά, παρατηρήθηκε έκφραση στο βρογχικό 

επιθήλιο των πνευµόνων (Εικ. 25Α,Β), στη στοιβάδα των σωληνοειδών επιθηλιακών 

κυττάρων των νεφρικών σπειραµάτων (Εικ.25Γ,∆), στο βλεννογόνο επιθήλιο του 
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στοµάχου (Εικ.25Ε), στο ήπαρ (Εικ.25Ζ), στο επιθήλιο του µεσονεφρικού βολφιανού 

ουρογεννητικού αγωγού (Εικ.25Η) και στον καρδιακό ιστό (Εικ.25Θ.). Το γονίδιο Neurl 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 23. Πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε έµβρυα ποντικού (στέλεχος BALB/C).                 
Α-∆ : ανίχνευση  µεταγράφων του γονιδίου Neuralized  σε έµβρυα αναπτυξιακών ηµερών Ε8.0 - Ε12.5.          
Ε-Ζ : Πειράµατα ελέγχου σε έµβρυα σταδίων Ε9.5 (Ε) και Ε12.5 (Ζ). Η-Θ : ανίχνευση του mRNA του γονιδίου 
Neuralized σε πρόσθια και οπίσθια άκρα εµβρύων Ε13.5 (Η) και Ε14.5 (Θ). Στα αναπτυξιακά στάδια Ε8.0 (Α), 
Ε9.5 (Β) και Ε10.5 (Γ) ανιχνεύονται µετάγραφα του Neuralized στα αναπτυσσόµενα εκβλαστήµατα των 
πρόσθιων (flb : fore limb buds) και οπίσθιων (hlb : hind limb buds) άκρων καθώς και στα ραχιαία ριζικά 
γάγγλια (drg : dorsal root ganglia). Στα έµβρυα ηλικίας  E9.5  παρατηρείται έκφραση  και στον µεσεγκέφαλο 
(mb : midbrain) και πρόσθιο εγκέφαλο (fb : forebrain). Στην εµβρυϊκή ηλικία E12.5 (∆) το γονίδιο Neurl  
εξακολουθεί να είναι ενεργό στα ραχιαία ριζικά γάγγλια καθώς και στα αναπτυσσόµενα πρόσθια (fl) και 
οπίσθια (hl) άκρα και συγκεκριµένα στα ακραία (distal) τµήµατα κατά µήκος του άξονα επιµήκυνσης. Το Neurl 
φαίνεται, επίσης, ότι συµµετέχει και στις αναπτυξιακές διαδικασίες της ρινικής περιοχής (fp : facial processes). 
Η  ανίχνευση µεταγράφων του γονιδίου κατά την  διαδικασία ανάπτυξης των άκρων συνεχίζεται και στις 
εµβρυϊκές ηλικίες Ε13.5 (Η) και Ε14.5 (Θ).  
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Εικόνα 24. Πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε επιµήκεις τοµές εµβρύων ποντικού 
(στέλεχος BALB/C) ηλικίας Ε12.5, Ε13.5 και Ε18.5. Έκφραση του γονιδίου Neuralized σε νευρικούς 
ιστούς και αισθητήρια όργανα. Μετάγραφα του γονιδίου Neuralized ανιχνεύονται στην κοιλιακή ζώνη του 
µεσεγκεφάλου (vz : ventricular zone - Α, Β : µεγέθυνση), στο χοριοειδές πλέγµα (cp : choroid plexus � Γ), στο 
τρίδυµο νεύρο (tgg : trigeminal ganglion � ∆), στο νευρικό σωλήνα (nt : neural tube � Ε), στα ραχιαία ριζικά 
γάγγλια (drg : dorsal root ganglia �Ζ, Η : µεγέθυνση). Αυξηµένα επίπεδα mRNA ανιχνεύονται και στις 
αναπτυξιακές διαδικασίες του προσώπου και συγκεκριµένα στο θυλακοειδές επιθήλιο των εκβλαστηµάτων 
των µουστακιών (fe : follicular epithelium, Θ, Ι-Κ : µεγεθύνσεις) και στο εξωστοµατικό επιθήλιο (ae: aboral 
epithelium � Θ, K : µεγέθυνση). To Neuralized εκφράζεται επίσης και σε αισθητήρια όργανα όπως στον 
αναπτυσσόµενο οφθαλµό και στη ρινική περιοχή (Λ-Ο). Συγκεκριµένα, ανιχνεύονται µετάγραφα του γονιδίου 
σε κυτταρικές οµάδες του φακού κατά την πορεία διαφοροποίησής τους σε κρυσταλλικά (cr : crystalline cells), 
στον αµφιβληστροειδή χιτώνα (r : retina) (Λ, Μ : µεγέθυνση) καθώς και στο ρινικό οσφρητικό επιθήλιο (oe : 
olfactory epithelium � N,O : µεγέθυνση) και στους οσφρητικούς αδένες (gl : glands � Ν, Ξ : µεγέθυνση).  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : m (mesenchyme) : µεσέγχυµα, v (ventricle) : τρίτη κοιλία εγκεφάλου.   
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Εικόνα 25.  Πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας Ε13.5. 
Ανίχνευση µεταγράφων του γονιδίου Neurl σε εσωτερικά όργανα. Μετάγραφα του γονιδίου Neuralized 
ανιχνεύονται στους βρόγχους των πνευµόνων (br : bronchus � A, B : µεγέθυνση), στη βρογχική επιθηλιακή 
στοιβάδα (be : bronchial epithelium-B), στα νεφρικά σπειράµατα (gl : glomeruli Γ, ∆ : µεγέθυνση) και 
συγκεκριµένα στο σωληνοειδές επιθήλιο (te : tubular epithelium, ∆), στο βλεννογόνο επιθήλιο του στοµάχου 
(mu : mucosa epithelium � Ε), στο παρέγχυµα του ήπατος (li : liver parenchyma � Z) και στο επιθήλιο του  
µεσονεφρικού βολφιανού ουρογεννητικού αγωγού (wde : Wolffian duct epithelium�H). Μετάγραφα του 
γονιδίου ανιχνεύτηκαν επίσης και στην καρδιά (he : heart). 
Πρόσθετες συντοµογραφίες : m (mesenchyme) : µεσέγχυµα, lu (lung) : πνεύµονας, ki (kidney) : νεφρός. 

 
 
ήταν µεταγραφικά ενεργό και στις επιθηλιακές στοιβάδες του δέρµατος (Εικ.26Α-∆) ενώ 

παρατηρήθηκε συµµετοχή και στις αναπτυξιακές διαδικασίες σχηµατισµού των δοντιών, 

σε επιθηλιακές και µεσεγχυµατικές κυτταρικές οµάδες (Εικ.26Ε,Ζ). Υψηλά επίπεδα 

µεταγράφων ανιχνεύτηκαν και στο αναπτυσσόµενο στηρικτικό σύστηµα, όπως σε µύες 

(Εικ.26Η), στο περιχόνδριο των πλευρών (Εικ.26Θ), στα οστά των γνάθων (Εικ.26Ι) και 

των πρόσθιων και οπίσθιων άκρων. 
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Εικόνα 26.  Πειράµατα υβριδοποίησης in situ σε τοµές εµβρύων ποντικού ηλικίας Ε12.5, 
Ε13.5 και Ε18.5. Ανίχνευση µεταγράφων του γονιδίου Neurl σε επιθηλιακές στοιβάδες του δέρµατος 
(Α-∆), στο αναπτυσσόµενο µασητικό σύστηµα (Ε-Ζ) και σε στηρικτικούς ιστούς (Η-Ι). Παρατηρείται 
έκφραση του γονιδίου στις επιθηλιακές στοιβάδες του δέρµατος, όπως στα άκρα (Α), στην ουρά (Β), στη 
ράχη (Γ) και στο πρόσωπο (∆). Μετάγραφα του γονιδίου ανιχνεύονται, επίσης, στις αναπτυξιακές διαδικασίες 
σχηµατισµού των δοντιών, όπως στο εσωτερικό επιθήλιο της αδαµαντίνης (iee : inner enamel epithelium � E, 
Ζ : µεγέθυνση) και στο µεσέγχυµα της οδοντικής θηλής (dpm : dental papilla mesenchyme � E, Z). Αυξηµένα 
επίπεδα έκφρασης ανιχνεύονται και στο αναπτυσσόµενο στηρικτικό σύστηµα και συγκεκριµένα σε µύες      
(mu : muscle - H), στο περιχόνδριο των πλευρών (pc : perichondrium � Θ) και στις γνάθους (mb : mandibular 
bone � Ι). 
Πρόσθετες συντοµογραφίες : e (epithelium) : επιθήλιο, m (mesenchyme) : µεσέγχυµα, md (mandible) : 
γνάθος, rb (rib) : πλευρά.  

 
 
 

Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Neuralized ανιχνεύτηκε, επίσης, µε 

πειράµατα αντίστροφης µεταγραφής και PCR µε µήτρα poly(A)+RNA από τα ανα-

πτυσσόµενα άκρα και τον εγκέφαλο εµβρύων ποντικού, ηλικίας Ε12.5, Ε13.5, Ε14.5, 

Ε17.5, καθώς επίσης και από εσωτερικά όργανα ενήλικων ατόµων (στελέχη BALB/C) 

(εγκέφαλο, σκελετικό µυ, ήπαρ, καρδιά, πνεύµονα, όρχεις, εντερικό σωλήνα, σπλήνα και 

νεφρό) χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών R3 και F3  και λαµβάνοντας ένα προϊόν 

µεγέθους 279bp (νουκλεοτίδια 1550-1828, Εικ.18). Οι αντιδράσεις PCR επαναλήφθηκαν 

µε τη χρήση του ζεύγους F1/R2 προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα. 

∆ιαπιστώθηκε ότι το Neuralized εκφράζεται σε όλα τα αναπτυξιακά εµβρυϊκά στάδια που 

µελετήθηκαν, σε συµφωνία µε τα πειράµατα υβριδοποίησης in situ, ενώ το γονίδιο 

παραµένει ενεργό µόνο στον εγκέφαλο και στους όρχεις ενηλίκου (Εικ.27).  
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ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ ΑΝΑΜΕΣΑ ΣΕ ΕΝΤΟΜΑ ΚΑΙ  ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ 
 
 

Η διερεύνηση της λειτουργίας του γονιδίου Neurl πραγµατοποιήθηκε παράλληλα 

µε τη λειτουργική µελέτη του ορθολόγου της D. melanogaster. Το πλεονέκτηµα της 

Drosophila ως ένα σύστηµα ιδιαίτερα µελετηµένο, πειραµατικά εύχρηστο, µε πολύ καλή 

γενετική καθώς και η εξελικτική συντήρηση πολυάριθµων αναπτυξιακών σηµατοδοτικών 

µηχανισµών από τα ασπόνδυλα µέχρι τα ανώτερα θηλαστικά δίνει τη δυνατότητα 

διερεύνησης των βασικών λειτουργικών ιδιοτήτων του γονιδίου και κατ� επέκταση της 

πρωτεΐνης Neurl. Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν µελέτες υποκυτταρικού εντοπισµού 

και των δύο  πρωτεϊνών Neur και Neurl, τόσο σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών  όσο και 

σε διαγονιδιακά στελέχη D. melanogaster που είχαν µετασχηµατιστεί µε το cDNA του 

ενδογενούς γονιδίου neur ή του γονιδίου του ποντικού. Ακολούθησαν πειράµατα 

εκτοπικών υπερεκφράσεων κατά την εµβρυϊκή και προνυµφική ανάπτυξη της µύγας, 

παρατήρηση των  φαινοτυπικών αποτελεσµάτων, διερεύνηση της επίδρασης της 

έκφρασης των µορίων στο µονοπάτι Notch και πειράµατα συνέκφρασης καθενός από τα 

δύο οµόλογα πολυπεπτίδια µε πιθανές πρωτεΐνες-στόχους. Με τον τρόπο αυτό θα 

µπορούσε να διαλευκανθεί, όσο το δυνατόν περισσότερο, η λειτουργία των δύο 

µελετούµενων πολυπεπτιδίων και να διερευνηθεί η λειτουργική τους συγγένεια. 

 

 
 
1. ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΤΟΠΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ Neuralized ΤΟΥ 

ΠΟΝΤΙΚΟΥ ΚΑΙ ΤΟΥ ΟΡΘΟΛΟΓΟΥ ΜΟΡΙΟΥ ΤΗΣ D. melanogaster  
 

 
Α.  Μελέτες µε τη χρήση µικροσκοπίας 

 
 

I)  Συναρµολόγηση και κλωνοποίηση του cDNA του γονιδίου neuralized της 
D. melanogaster 

 
Το cDNA του γονιδίου neuralized της D. melanogaster  κατασκευάστηκε από 

τρία επιµέρους τµήµατα του µορίου (προσφορά του Dr. A. Laughon, University of 

Wisconsin). Τα ενθέµατα αυτά είχαν αποµονωθεί από βακτηριοφαγικό φορέα βιβλιοθήκης 

cDNA µε πέψη µε την ενδονουκλεάση EcoR I και στη συνέχεια κλωνοποιήθηκαν στο 

πλασµίδιο  pBluescript KS II+, στην αντίστοιχη θέση ένθεσης, έχοντας το 5� άκρο της 

κωδικοποιούσας αλυσίδας πλησίον του υποκινητή Τ7 του πλασµιδίου. Με βάση την 

αλληλουχία του πλήρους µήκους cDNA του γονιδίου [Genbank accession No. S62583 

(Price et al., 1993)], τις προβλεπόµενες ενδογονιδιακές περιοριστικές θέσεις EcoR I 

(Εικ.28-1) και τον προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής σύστασης των ενθεµάτων επιβεβαιώ-
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θηκε η οριοθέτησή τους σε σχέση µε το µόριο πλήρους µήκους. Αναλυτικά, το πρώτο 

ένθεµα [pBSKS II+/neur(1-765), Εικ.28-2Α] περιελάµβανε 765 bp, εκ των οποίων οι 

πρώτες 277 αποτελούσαν µη κωδικοποιούσα αλληλουχία του 5� άκρου του cDNA (5� 

UTR). Το δεύτερο ένθεµα [pBSKS II+/neur(766-1162), Εικ.28-2Β] περιείχε τις επόµενες 

398 bp του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης (νουκλεοτίδια 765-1162), ενώ το τρίτο [pBSKS 

II+/neur(1163-3999), Εικ.28-2Γ] ήταν η υπόλοιπη αλληλουχία  του κλώνου, αποτελούµενη 

από 1380 bp του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης και 1457 νουκλεοτίδια µη µεταφρα-

ζόµενης αλληλουχίας του 3� άκρου (3� UTR). Η σύνθεση του cDNA του neur επιτεύχθηκε 

µε κλωνοποιήσεις  των ενθεµάτων 766-1162bp και 1163-3999bp στην κατασκευή pBSKS 

II+/neur(1-765). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται αναλυτικά στην Εικόνα 28. 

 

Το  cDNA του neur που κατασκευάστηκε περιείχε ολόκληρη την κωδικοποιούσα 

αλληλουχία του γονιδίου ενώ απουσίαζαν τµήµατα των 5� και 3� µη µεταφραζόµενων 

άκρων (νουκλεοτίδια 131-3123). Η αρτιότητα του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης 

επιβεβαιώθηκε από τον προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής σύστασης του κατασκευα-

σθέντος κλώνου που ακολούθησε, µε τη χρήση εκκινητών, συµπληρωµατικών των 

ενδογενών αλληλουχιών, καθώς και των εκκινητών Τ3 και Τ7 (Εικ.29). Το µειονέκτηµα της 

συγκεκριµένης κατασκευής, λόγω των αλλεπάλληλων  πέψεων στο ίδιο, αρχικό, πλασµί-

διο pBSKS II+/neur(1-765), ήταν ο σηµαντικά ελαττωµένος  αριθµός περιοριστικών 

θέσεων που βρίσκονταν εκατέρωθεν του ενθέµατος, γεγονός που περιόριζε τη 

δυνατότητα υποκλωνοποιήσεων που απαιτούνταν στα πειράµατα λειτουργικής ανάλυσης. 

Το πρόβληµα λύθηκε µε πέψη µε Dra I (νουκλεοτίδια  247-2637). Το ένθεµα που 

αποµονώθηκε περιείχε το πλήρες ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης και κλωνοποιήθηκε σε 

pBSKS II+, ο οποίος είχε γραµµοποιηθεί µε EcoR V (Εικ.28-2). Με αυτόν τον τρόπο 

κατορθώθηκε να υπάρχει εκατέρωθεν του ενθέµατος πληθώρα περιοριστικών θέσεων για 

τις επικείµενες κλωνοποιήσεις που απαιτούνταν στην προσπάθεια  διερεύνησης της 

δράσης του γονιδίου. Το 5� άκρο της µεταφραζόµενης αλυσίδας του cDNA 

κλωνοποιήθηκε πλησίον του υποκινητή Τ7. 

 

Εκτός από την τελευταία πλασµιδιακή κατασκευή, βασικά εργαλεία για όλες 

τις επακόλουθες υποκλωνοποιήσεις σε φορείς έκφρασης αποτέλεσαν και οι ενθέσεις του 

κλώνου cDNA του γονιδίου του ποντικού στα πλασµίδια pBSKSII+ και pRSETC. Μια 

ακόµα κατασκευή, για την εξυπηρέτηση του ίδιου σκοπού, ήταν η δηµιουργία χιµαιρικού 

ενθέµατος µεταξύ υποπεριοχών των δύο οµολόγων γονιδίων. Συγκεκριµένα, το 

πλασµίδιο  pBSKS II+/neur(247-2637) γραµµοποιήθηκε µε BamH I και EcoR I. Στη θέση 

του εκτµηθέντος cDNA (νουκλεοτίδια 247-1162) κλωνοποιήθηκε  ένθεµα του κλώνου 

Neurl που αποµονώθηκε από την κατασκευή pRSETC/Neurl, έπειτα από πέψη µε τα 

περιοριστικά ένζυµα BamH I και Νae I. Το συγκεκριµένο ένθεµα περιείχε την κασέτα µε το 

συνθετικό κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης (Εικ.20)  και τα επόµενα  820 νουκλεοτίδια 
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Εικόνα 28. Γραφική αναπαράσταση της συναρµολόγησης και κλωνοποίησης του cDNA του 

γονιδίου neuralized της Drosophila melanogaster. 1 : Σχηµατική αναπαράσταση του cDNA του γονιδίου 
neur. Η πλήρης αλληλουχία του γονιδίου έχει µέγεθος 3999bp. Σηµειώνονται οι ενδογενείς θέσεις 
αναγνώρισης για την ενδονουκλεάση EcoR I, οι οποίες εντοπίζονται στο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF : 
open reading frame, περιοχή µπλε χρώµατος). Στις µη µεταφραζόµενες αλληλουχίες (περιοχές µε κόκκινο 
χρώµα) σηµειώνονται, επίσης, οι θέσεις αναγνώρισης των ενζύµων Xmn I, Dra I και Hind III.  Το cDNA  
κατασκευάστηκε από τρία επιµέρους τµήµατα του µορίου (Α, Β και Γ), τα οποία ήταν κλωνοποιηµένα στη θέση 
EcoR I του πλασµιδίου pBluescript KSII+, έχοντας το 5� άκρο της κωδικοποιούσας αλυσίδας πλησίον του 
υποκινητή T7 του πλασµιδίου.  2 : Στα τεµάχια A και Γ η µία από τις δύο θέσεις EcoR I αποτελούσε ενδογενή 
περιοριστική θέση του cDNA ενώ η δεύτερη (υπογραµµισµένη) ήταν συνθετική (adaptor), προερχόµενη από το 
βακτηριοφάγο της βιβλιοθήκης από την οποία αποµονώθηκε το cDNA. Αρχικά, από την κατασκευή A 
αποµακρύνθηκε η συνθετική περιοριστική θέση EcoR I, ύστερα από διπλή πέψη µε τα ένζυµα Xmn I και Sma I 
και επανακυκλοποίηση της κατασκευής (Α1). Η αντίστοιχη θέση του ενθέµατος Γ αποµακρύνθηκε µε υδρόλυση 
µε Hind III (µία ενδογενής θέση αναγνώρισης και µία θέση στο φορέα) και επανακυκλοποίηση (Γ1). Το ένθεµα 
της κατασκευής Γ1 αποµονώθηκε από το φορέα, µε διπλή πέψη µε EcoR I και Hind III και εντέθηκε 
προσανατολισµένα στην κατασκευή Α1 (Α2). Το τεµάχιο Β αποµονώθηκε µε πέψη µε EcoR I και 
ενσωµατώθηκε στην κατασκευή Α2, κατασκευάζοντας µε αυτόν τον τρόπο cDNA που περιείχε το πλήρες 
ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης του γονιδίου neuralized (Α3). Για πρακτικούς λόγους, τµήµα το ενθέµατος της 
κατασκευής Α3, το οποίο περιείχε ολόκληρο το ORF αποµονώθηκε µε πέψη µε Dra I και κλωνοποιήθηκε σε 
pBluescript KSII+ στη θέση EcoR V και µε το 5� άκρο της κωδικοποιούσας αλυσίδας προσανατολισµένο στον 
υποκινητή Τ7 (τελική κατασκευή Α4). 
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1 AAAAAAAACT CAGCGAAAGG TTGTCTCGAA GTTGTCGTCG TCGGTCTTTG TGTTTCGTAT CGTTTCGTTT CGTTTGTTCC CGTTGCGCGC AGACAAACAA

101 CCAACCAAAT TCAAAATGTT TTAACGGAAA ACATTCAAAT TCGAAGAAGA ACTCTATCGC TAAATTTAAT GCCAAATAAA ATACGCAAGC AGCTTGTGCA

201 TTTTCATTAG CATTACGCGT GTTCGTTTAG TTCGTCTGTT TTAATTTAAA TAACGAAATA AGAAATAATC CACTACCATG GGTCTATCGG ATATACCAGC

301 CAACTATATG CAGGGCAGCC ATCCGCACCT AACTCTCCAT CCGCAGCAGC AGCACCACCA GAATCAGCAG CACTTGCAGC ATCTGCAACA GATGCAGCAG

401 CTGCACAACG CCATGCCCAC TCCCGCCCAG CAGGCCGCCC AGGTCCTGGC CATGGAGTCC AACGAGCTGC TCATGAGCAC CAAGGACAAG CTCTCTAGCA

501 AGAAGAAAAT GCACTTGCTC AAGAAGATCA AGAAGCGCTT TGGATTGGTT CGCCGCTCAC CCTCTTCATG TCCTGGCCCC AACAACCTGC CTCCGCTGCA

601 ATTCCACTCC GTACATGGCG ACAACATCCG AATTTCAAGG GACGGAACCC TGGCCCGTCG CTTTGAGAGC TTCTGCAGGG CCATCACCTT TTCAGCGCGT

701 CCGGTTCGCA TCAACGAGAG GATCTGCGTG AAGTTTGCTG AGATCTCGAA CAACTGGAAC GGTGGAATTC GCTTTGGATT CACCAGCAAC GATCCTGTAA

801 CGCTGGAGGG AACGCTGCCC AAGTACGCCT GTCCGGATCT GACCAACAGG CCTGGCTTCT GGGCCAAGGC TCTGCACGAG CAGTACTGCG AGAAGGACAA

901 CATACTTTAC TACTATGTCA ATGGAGCTGG CGATGTGATC TATGGTATAA ACAACGAGGA GAAGGGTGTG ATACTGACCG GCATCGATAC GAGAAGCCTG

1001 CTGTGGACGG TGATCGATAT CTATGGCAAC TGCACGGGCA TTGAGTTTCT CGATTCTCGC ATTTACATGT ACCAGCAGCA GCCAGCGGCT ATACCAATGG

1101 CCACTGTGCC CGCCCAGCAA CAGCAAATGC CCCAGCCAGC TGCCAATGCC TCCTCCGCCC TGAATTCCCA TCACCCGCAT CAGCAGTCGA GGAGATCCCT

1201 GCCAGGACAC ACTGCGGCCA TCGAGCACGA TCTGGAGCGC CATGTGATGC CGTCCCTGCA ATCCCTGCAC TTGGCAGGAA ACGGTGGAAG CGTGGCTAGC

1301 GTAGAACAGG CGGCCATTGC TCATGATTTG GCCAATGGAC TGCCTCCTCT GCGCTACAAT GCCAACGGAC GACTGATTCC AGTGCCCTTC CACAACACCA

1401 AGGGCCGGAA TGTGCGGCTC TCGCAGGATC GCTTTGTGGC TTCTCGTACG GAATCTGACT TCTGCCAGGG ATATGTGTTC ACTGCCCGTC CCATTCGCAT

1501 TGGTGAGAAG CTGATTGTGC AAGTCCTGAA AACGGAACAG ATGTACGTGG GTGCCTTGGC TTTGGGTCTG ACCTCCTGCA ATCCGGCCAT GTTGCAGCCC

1601 AATGATTTGC CCAATGATTC GGATTTCCTG CTCGATCGCC CCGAGTACTG GGTGGTGAGC AAGGATATTG CAGCTGCTCC TCAGCGCGGC GATGAGATTG

1701 CCTTCTTCGT GGCGCCCAAC GGTGAAGTGA GCATCAGCAA GAACAACGGA CCAGCTGTGG TGGTGATGCA TGTGGACCAG TCCCTCCAGC TGTGGGCCTT

1801 CCTGGATGTC TACGGCTCGA CGCAGTCTCT GAGGATGTTC CGCCAGCAGT TACCCAACAT GGTTGCGTAT CCATCGCAGC CGCAGGTCAA TGTGAATGCC

1901 AGCAGCTCGT CCGCCTGCAA CGCTGCCTCC ACGTCCCGCA TGCTGCCCAT GACCGAGTCG ATGAGCAGTC TGAATGCCGG AGCCACTGCC AAGCTGTTGC

2001 ATCATCCCTC GCAGCTGAGC GTAGCCCAGA GTACGAGCAC TTTGGCCTCA GCTGGCGGAG TCAATGGCAG CCGCATGATC AGCATGCCCT CCAACGGAGA

2101 TATTCTCCAG ATCCAGCCGA ATGGTGGTGG CACCGTTCTG GTGGTCAACC TGCCACCTGC TAGCAGCTCG CACGATATAA ACGGCCAACT CGCGGCCAGG

2201 CCAACGGCCA CGGTAACCTC CAGCGGTGTT CTGGCCGGAG CCTGCTCCAG CGGCACCCTT ATCAGCACCA CCAGCAGCCA GTACATCGAG CAGCCCATTG

2301 CCAATAGCAC AAATAATGCG GCCAACAAGT GGAAGGACAG CCTGAGCGAC CAGCAGAGCA CCGATTCGAG TGCCGAATGC ACCATCTGCT ACGAGAATCC

2401 CATCGACTCG GTGCTGTACA TGTGCGGACA CATGTGCATG TGCTACGACT GCGCCATCGA GCAGTGGCGC GGAGTGGGTG GTGGCCAGTG CCCACTGTGC

2501 CGGGCGGTGA TCCGGGACGT CATCCGCACC TACACCACGT AGAAAGGTCG CGGGCGTTTC CTAGCCAAGC AACATTTACT CGCAATCAAA CCTACTAAAG

2601 CTACACATTA TACCATACAC ACAAGTTGTT GCATTTTAAA CGCAATTGAG CGCAAAGAAT ATTATATTGG AGAGATAGGC ATTATTTTTG CAGACTAAAG

2701 ATTAGATAGT TTACGCAGCT AGATTAGTGT ATGAAACTAT CAACTAATTT ATCACACGTA TGTTTAATTT TTTTGTGATG TTATAAGTAA GTGCGCCCCA

2801 GAGCCAAAAC TATGTATTGT TCAATCCAAC AAAGATATCT TCGTTTTTTC AATTTTTTTC AAACCTTGAA TCGCCCATTT GTGCGTTGTA TACTGAAAAA

2901 CCAAAGTATT GTATAGGAGT TTATAGTATT TTGAATTTAA ATTGGAATTA ATTGAAAGTT GTTGCAAATT TACTTAGTTT TTCTCTATGT CTAAATTCCA

3001 AACGATGTGC AAAATTAACA AACACAAAGT ACAAGGATTC TTTATTTGGC GATTAATCAT TTTGGTGCTA AATGTTTTGA AAGGCAAAAT AAAATTGTTA

3101 ACGGATTTGA AAAGTTATGT TTAAGCTTGC AGCAACTACG AATGACCTTA ATTTGATATG AAATCACAAG AAGCAAATAT TGACTACTTT CCAGCAAGGA

3201 AATGGATATC GACGCAACTC AAATAAGTTT GCAGCACAAA TTAATGAACA AAGATTGATC AGAAAACACT TATGCACGTA AACCAAAATA GAAAACTGCA

3301 AGAGCGTGTT TGTTTAAAGT TAATATTAGT CTAGCCCTAA GTACTTAAGT TAATTTCTAG TCAACGAATT ATGCTGAAGT TAAATCTAAA CCGGACTTCA

3401 TCCAACAAAG ACACCACAAA AAAGACGTAT TAAGCACGCT AAGCTATTTT AATGAAGCCG CATTTTAAAT TACACTTAAG TAGTGCACGT ATTTTAATGG

3501 AGACTTAAAT ATATTTAACT ATAAACATAG AACAAAAGAC TTGTATGTTG TACCAACAGC TTGAATGAAA TATGGAAAAT GGAATGCCCA TCTAAATAAA

3601 CCATGCAGTT AGAAAATTGC CAATAATTAA TTAACAATAC CAAGCAGATT TAACATGAAG GACAAGCAAA GCGGATAAAA CTTTACCTAA GATTGTATTA

3701 AAACTGAAAA AATGTAATAA GCAAAGAACA CAAAGAAATA TGCGAAATGG AATAAAGCGC AAGCTTACTA TTTTGTTATA AGAATGCATC CGGATAGGAG

3801 TAAATGAAGA CATGTTATTG CCACTAATAA TAAACTTTTA ATTTTTTAAA CAATCATAGT TCGTAAAATT ACGATACTGC GCCTAGTTAT GACTAAACAT

3901 TTAAATGTAT TTATGAAATT ATATTTGATA TATGTAAGAA AACGCAATGC TGTAATACCA TTAAATACTG ACAACAATAT CAGAAACAAA AAAAAAAAA

 
 

Εικόνα 29. Η πλήρης νουκλεοτιδική αλληλουχία του cDNA του γονιδίου neuralized της 
Drosophila melanogaster. Το τελικό ένθεµα που κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα pBluescript      
KS II+ (νουκλεοτίδια 247-2637) αποτελείται από την αλληλουχία που βρίσκεται ανάµεσα στις περιοχές µε 
µπλε χρώµα (κατασκευή Α4, Εικ. 28). Οι ενδογενείς περιοριστικές θέσεις EcoR I είναι χρωµατισµένες κίτρινες. 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό και την επαλήθευση της αλληλουχίας του ανοιχτού 
πλαισίου ανάγνωσης του τελικού κλωνοποιηµένου ενθέµατος του cDNA του neur είναι σκιασµένοι µε πράσινο 
χρώµα. 
Περιοχή γκρι χρώµατος : η 3� µη µεταφραζόµενη αλληλουχία που αφαιρέθηκε από την κατασκευή Γ 
(προκύπτουσα κατασκευή Γ1, Εικ.28). Περιοχές µπλε χρώµατος : οι µη µεταφραζόµενες αλληλουχίες που 
αφαιρέθηκαν από το ένθεµα της κατασκευής Α3 (Εικ.28), ύστερα από πέψη µε την ενδονουκλεάση Dra I (για 
τη δηµιουργία  της τελικής κατασκευής Α4).  
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δια του 5� άκρου του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του κλώνου (κωδικοποιούµενα 

αµινοξέα 5-269, Εικ.19). Το συγκεκριµένο cDNA, που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη σύντηξης 

µεταξύ των αµινοξέων 5-269 του µορίου Neurl και των αµινοξέων 295-754 του 

πολυπεπτιδίου Neur, χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού των 

µελετούµενων πρωτεϊνικών µορίων. Στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 9) 

αναγράφονται αναλυτικά οι βασικές πλασµιδιακές κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν για 

τις περαιτέρω κλωνοποιήσεις ολόκληρων ή υποπεριοχών των  αρχικών ενθεµάτων σε 

ποικίλους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης. 

 

 Πίνακας 9. Περιγραφή των αρχικών πλασµιδιακών κατασκευών που χρησιµοποιήθηκαν 
στα πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού και λειτουργικής ανάλυσης των πρωτεϊνών Neurl και 
Νeur. 

 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΗ ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ 
(αρίθµηση σε bp) 

ΦΟΡΕΑΣ 
(θέση ένθεσης) 

ΕΝΘΕΜΑ 
(κατασκευή που 
αποµονώθηκε) 

 
ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ 
ΕΝΘΕΜΑΤΟΣ 

 

ΑΜΙΝΟΞΕΑ 
ΠΟΥ 

ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ 

pBSKS II+/Neurl EcoR I EcoR I 68-2500 
(βάση αλληλουχίας Εικ.19) 5-574 

pRSETC/Neurl Hind III*  
 

EcoR I*  
(pBSKS II+/Neurl) 

68-2500 
(βάση αλληλουχίας Εικ.19) 5-574 

pBSKS II+/neur(247-2637) EcoR V Dra I 247-2637 1-754 

pBSKS II+/ Neurl (68-820)- neur (1162-2637) Bam HI - EcoR I * 
(pBSKS II+/neur) 

Bam HI � Nae I (Neurl) 
(pRSETC/Neurl) 

68-820 (Neurl) / 
1162-2637 (neur) 

5-269 (Neurl) / 
295-754 (Neur) 

* : µη προεξέχον άκρο (5�→→→→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow) 

 
 

      II) Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών 
 
Τα πειράµατα προσδιορισµού του υποκυτταρικού εντοπισµού των πρωτεϊνών 

Neurl και Neur βασίστηκαν στην έκφραση χιµαιρικών πολυπεπτιδίων, αποτελούµενων 

από τα πλήρους µήκους πολυπεπτίδια ή υποπεριοχές αυτών και την ενισχυµένη πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (ΕGFP : Enhanced Green Fluorescent Protein, υλικά και µέθοδοι). 

Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν παροδικές διαµολύνσεις διάφορων κυτταρικών 

σειρών και ακολούθησε υποκυτταρικός εντοπισµός  των χιµαιρικών πολυπεπτιδίων µε 

µικροσκοπία φθορισµού. Αρχικά, εκφράστηκαν χιµαιρικές πρωτεΐνες της EGFP µε 

ολόκληρη της πρωτεΐνη της Drosophila (αµινοξέα 1-754, Εικ. 31) και το πολυπεπτίδιο που 

κωδικοποιούσε ο κλώνος cDNA του γονιδίου Neuralized του ποντικού (αµινοξέα 5-574, 

Εικ.30).  Η κλωνοποίηση και των δύο ενθεµάτων πραγµατοποιήθηκε στον πλασµιδιακό 

φορέα pEGFPC1 [κατασκευές pEGFPC1/Neur, pEGFPC1/Neurl, Πίνακας 10], στο 3� άκρο 

του cDNA της EGFP, η οποία έτσι συντήκεται στο αµινοτελικό άκρο του Neurl ή Neur. 

Ακολούθησε παροδική διαµόλυνση της κυτταρικής σειράς COS-7 και µικροσκοπία 

φθορισµού.  
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Παρατηρήθηκε ότι και οι δύο εκφραζόµενες χιµαιρικές πρωτεΐνες Neurl/EGFP 

και Neur/EGFP ανιχνεύονταν σε στικτές δοµές, διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα, 

σχηµατίζοντας πολλές φορές ένα δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα, περισσότερο 

(Εικ.32Α1,Α2 και Γ1) ή λιγότερο συµπαγή (Εικ.32 Α3-Α5 και Γ2-Γ4), ενώ υπήρχαν και  

 

Πίνακας 10. Αναλυτική περιγραφή των χιµαιρικών πλασµιδιακών κατασκευών που χρησι-
µοποιήθηκαν στα πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού των πρωτεϊνών Neurl και Neur σε 
κυτταρικές σειρές θηλαστικών.  

 
ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΧΙΜΑΙΡΙΚΩΝ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ  

ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ  Neurl ΜΕ ΤΗΝ EGFP 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΗ 
ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ 
(αρίθµηση σε a.a) 

ΦΟΡΕΑΣ 
(θέση ένθεσης) 

ΕΝΘΕΜΑ 
(κατασκευή που 
αποµονώθηκε) 

ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ 
ΕΝΘΕΜΑΤΟΣ 

(βάση αλληλουχίας- 
Εικ.19) 

ΑΜΙΝΟΞΕΑ  
ΠΟΥ 

ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ 
ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ 
ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ 

pEGPC1/Neurl (5-574) 
(ή pEGFPC1/Neurl) EcoR I � Kpn I EcoR I � Kpn I 68-2150 5-574 

pEGPN3/Neurl (5-537) 
(ή pEGPN3/Neurl∆RING) Bgl II � Sma I Bgl II � Msc I 

(pRSETC/Neurl) 68-1665 5-537 

pEGPC1/Neurl (5-390) EcoR I � Sma I EcoR I � Sma I 68-1225 5-390 

pEGPN2/Neurl (5-269) Xho I � Sma I Xho I-Nae I 
(pRSETC/Neurl) 68-862 5-269 

pEGPN3/Neurl (5-226) Xho I-Sma I Xho I-Not I* 
(pRSETC/Neurl) 68-734 5-226 

Στικτές δοµές στο 
κυτταρόπλασµα και 
στην πλασµατική 

µεµβράνη 
 

pEGPC1/Neurl (226-574) Not I � Kpn I Not I � Kpn I 734-2150 226-574 

pEGPC1/Neurl (72-574) Bgl II* � EcoR I BstY I*� EcoR I 273-2500 72-574 

pEGPC1/Neurl (5-71) EcoR I � Bam HI EcoR I�BstY I 68-273 5-71 

pEGPN2/Neurl (72-269) Bgl II � Sma I BstY I-Nae I 
(pRSETC/Neurl) 273-862 72-269 

∆ιάχυτος εντοπισµός 
(πυρήνας 

+ 
κυτταρόπλασµα) 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΧΙΜΑΙΡΙΚΩΝ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ  
ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ Neur ΜΕ ΤΗΝ EGFP 

pEGPC1/Neur (1-754)** 
(ή pEGFPC1/Neur) Bgl II-KpnI BamH I-Kpn I 247-2637 1-754 

pEGPN2/Neur (1-623) 
(ή pEGFPN2/Neur∆RING) Bgl II-Sma I BamH I-Hinc II 247-2146 1-623 

pEGPN2/Neur (1-330) Bgl II-Sma I Bam HI-EcoR V 247-1018 1-330 

pEGPN1/Neur (1-246) Bgl II �EcoR I Bam HI-EcoR I 247-765 1-246 

Στικτές δοµές στο 
κυτταρόπλασµα και 
στην πλασµατική 

µεµβράνη 

pEGPC1/Neur (295-754) EcoR I-Kpn I EcoR I-Kpn I 765-2637 296-754 

pEGPN1/Neur (1-162) Bgl II-EcoR I Bam HI-EcoR I 1-765 1-162 

 
∆ιάχυτος εντοπισµός 

(πυρήνας 
+ 

κυτταρόπλασµα) 
 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΕΣ ΚΑΤΑΣΚΕΥΕΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΡΙΠΛΩΝ ΧΙΜΑΙΡΙΚΩΝ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ 
ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ  Neur-Neurl ΚΑΙ EGFP 

pEGPN3/Neur (1-246)/ 
               Neurl (391-537) 

Bgl II � Sma I 
[pEGPN3/Neurl (5-537)] Bam HI � EcoR V (neur) 247-1018 (neur) / 

1226-1665 (Neurl) 

 
1-246 (neur) / 

391-537 (Neurl) 
 

pEGPN2/ Neurl (5-269)/ 
                Neur (295-623) 

Bgl II � Sma I 
 

Bam HI � Hinc II 
[(pBSKS II+/ Neurl (5-269)- 

                     Neur (295-754)] 
68-820 (Neurl) / 
1162-2146 (neur) 

 
5-269 (Neurl) / 
295-623 (neur) 

 

 
Στικτές δοµές στο 
κυτταρόπλασµα και 
στην πλασµατική 

µεµβράνη 
 

* : µη προεξέχον άκρο (5�→→→→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow) 
 
** : Το ένθεµα ελήφθη  ύστερα από PCR µε τη χρήση των εκκινητών  5�-CGCGGATCCATGGGTCTATCGGATATAC-3� (Forward-ενδογενής άλλη-

λουχία)   και  5�-CAAAAGCTGGGTACCGGG-3� (Reverse- αλληλουχία του polylinker του pBSKSII+), προκειµένου να αφαιρεθεί ένα κωδικό-
νιο λήξης της µετάφρασης, το οποίο εντοπιζόταν στη 5� UTR του cDNA. Με αυτόν τον τρόπο ήταν δυνατή η παραγωγή της χιµαιρικής 
πρωτεΐνης EGPC1/Neur. Οι θέσεις αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύµων Bgl II και Kpn I, οι οποίες σχεδιάστηκαν στους εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν  για την  κλωνοποίηση του ενθέµατος, είναι χρωµατισµένες µε κόκκινο και πράσινο χρώµα, αντίστοιχα. Το κωδικόνιο 
έναρξης µετάφρασης του cDNA είναι σκιασµένο µπλε. 
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κύτταρα στα οποία τα πολυπεπτίδια σχετίζονταν µε την πλασµατική µεµβράνη (Εικ.32Α5 

και Γ5). Ο συγκεκριµένος υποκυτταρικός εντοπισµός ήταν ειδικός και σαφώς διαφορετικός 

από τον µη ειδικό και διάχυτο εντοπισµό της EGFP, στον πυρήνα και στο κυτταρόπλα-

σµα, όταν αυτή εκφραζόταν µόνη της στα κύτταρα (Εικ. 32Β, ∆). Επιπρόσθετα, 

παρατηρήθηκε ότι όταν µεταβαλλόταν το χρονικό διάστηµα που µεσολαβούσε από τη 

διαµόλυνση των κυττάρων µέχρι την παρατήρηση (8, 12, 16 και 24 ώρες µετά τη διαµό- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30. Σχηµατική αναπαράσταση των χιµαιρικών κατασκευών της EGFP, µε υποπε-
ριοχές του cDNA του γονιδίου Neurl του ποντικού, που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
υποκυτταρικού εντοπισµού σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών. Λόγω απουσίας του κωδικονίου έναρξης 
µετάφρασης από τον κλώνο cDNA του γονιδίου, όσες υποπεριοχές του µορίου κλωνοποιήθηκαν στο 
αµινοτελικό άκρο της EGFP περιείχαν συνθετική κασέτα ATG και αποµονώθηκαν από την πλασµιδιακή 
κατασκευή pRSETC/Neurl. Περιοχές κόκκινου χρώµατος : περιοχές NEUZ, περιοχή κίτρινου χρώµατος :        
δάκτυλος ψευδαργύρου τύπου C3HC4 RING. 
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Εικόνα 31. Σχηµατική αναπαράσταση των χιµαιρικών κατασκευών της EGFP, µε υποπε-
ριοχές του cDNA του γονιδίου neuralized της Drosophila melanogaster, που χρησιµοποιήθηκαν στα 
πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κυτταρικές σειρές θηλαστικών. Περιοχές κόκκινου χρώµατος : 
περιοχές NEUZ, περιοχή κίτρινου χρώµατος : o δάκτυλος ψευδαργύρου τύπου RING. Περιοχές γκρι 
χρώµατος : οι περιοχές που απουσιάζουν από την οµόλογη πρωτεΐνη του ποντικού. Β : Τριπλές χιµαιρικές 
κατασκευές µεταξύ υποπεριοχών της πρωτεΐνης Νeuralized της Drosophila, του θηλαστικού οµόλογου και της 
EGFP.  Στην περίπτωση του χιµαιρικού πολυπεπτιδίου που αποτελούταν από τα 269 αµινοτελικά κατάλοιπα 
του θηλαστικού µορίου η αντίστοιχη κωδικοποιούσα αλληλουχία αποµονώθηκε από την πλασµιδιακή 
κατασκευή pRSETC/Neurl και περιείχε συνθετική κασέτα ATG. 
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Εικόνα 32. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κύτταρα COS-7. Ανίχνευση 

χιµαιρικών πολυπεπτιδίων αποτελούµενων από την EGFP και την πρωτεΐνη Neurl του ποντικού (Α1-
Α5) ή το οµόλογο µόριο Neur της D. melanogaster (Γ1-Γ5). Οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου. 
Και οι δύο εκφραζόµενες χιµαιρικές πρωτεΐνες ανιχνεύονται σε στικτές δοµές, οι οποίες εντοπίζονται 
διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα και σχηµατίζουν πολλές φορές ένα δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα (Π), 
περισσότερο (Α1, Α2 και Γ1) ή λιγότερο συµπαγή (Α3-Α5 και Γ2-Γ4). Ανιχνεύονται, επίσης, και κύτταρα στα 
οποία οι συγκεκριµένες δοµές σχετίζονται µε την πλασµατική µεµβράνη (Α3, Α5 και Γ2, Γ5-βέλη).  Β και ∆ : µη 
ειδικός και διάχυτος εντοπισµός της EGFP, στον πυρήνα (Π) και στο κυτταρόπλασµα, όταν αυτή εκφράζεται 
µόνη της στα κύτταρα.  
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λυνση) άλλαζε το πρότυπο εντοπισµού των στικτών δοµών στο κυτταρόπλασµα. 

Συγκεκριµένα, όσο µικρότερος ήταν ο χρόνος παρατήρησης τόσο µεγαλύτερο ήταν το 

ποσοστό των κυττάρων που οι συγκεκριµένες δοµές εµφανίζονταν διάσπαρτες στο 

κυτταρόπλασµα και όχι σε ένα συµπαγή περιπυρηνικό δακτύλιο. Αυτή η µεταβολή, µε την 

αύξηση του χρόνου παρατήρησης, του εντοπισµού των µελετούµενων µορίων προς το 

εσωτερικό του κυττάρου και γύρω από τον πυρήνα υποδήλωνε ενδεχοµένως ότι οι 

ανιχνευόµενες πρωτεΐνες συµµετείχαν σε µία ενδοκυτταρική πορεία µε τη συγκεκριµένη 

κατεύθυνση. Αναλυτικότερα, στις 24 ώρες παρατήρησης τα ποσοστά των κυττάρων που 

οι στικτές δοµές σχηµάτιζαν δακτύλιο γύρω από τον πυρήνα, βρίσκονταν διάσπαρτες στο 

κυτταρόπλασµα ή σχετίζονταν µε την πλασµατική µεµβράνη ήταν, κατά προσέγγιση, 65-

75%, 15-30% και 1-10%, αντίστοιχα. Αντίθετα, στις 8 ώρες παρατήρησης, τα ποσοστά 

µεταβάλλονταν σε 20-40%, 50-80% και 5-20%, αντίστοιχα.  

 

Ταυτόσηµο πρότυπο εντοπισµού ανιχνεύτηκε και στις περιπτώσεις διαµόλυνσης, 

µε τις ίδιες κατασκευές, των κυτταρικών σειρών CV1 (νεφρικά κύτταρα πιθήκου), HeLa 

(καρκινικά επιθηλιακά κύτταρα µήτρας ανθρώπου), ΝIH 3T3 (εµβρυϊκοί ινοβλάστες 

ποντικού), CaCo2 (κύτταρα αδενοκαρκινώµατος ανθρώπινου εντέρου) και Κ562 

(µυελογενή λευχαιµικά κύτταρα ανθρώπου). Από πειράµατα ανοσοφθορισµού 

διαπιστώθηκε ότι ο παρατηρούµενος υποκυτταρικός εντοπισµός δεν σχετιζόταν µε το 

ενδοπλασµατικό δίκτυο (Ε∆) ή το σύµπλεγµα Golgi. Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν 

διαµολύνσεις κυττάρων COS-7 µε τις κατασκευές pEGFPC1/Neur και pEGFPC1/Neurl 

(Πίνακας 10). Τα κύτταρα µονιµοποιήθηκαν και επωάστηκαν µε αντισώµατα ειδικά για 

πρωτεΐνες που εδρεύουν στο Ε∆ (Εικ.33) (προσφορά του Dr. D. Louvard, Cellular 

Morphogenesis and Signalisation, UMR 144 CNRS-Institut Curie, Paris, France)  και στο 

σύµπλεγµα  Golgi (αντίσωµα ειδικό για την πρωτεΐνη p115) (Εικ.34). Σε καµία περίπτωση 

δεν φάνηκε συνεντοπισµός των χιµαιρικών πρωτεϊνών και του αντισώµατος. 

 

 Ο αποκλεισµός της πιθανότητας τα  υπό µελέτη πολυπεπτίδια  να αποτελούν 

συστατικά των  δύο παραπάνω ενδοµεµβρανικών  οργανιδίων καθώς και το γεγονός ότι 

το συγκεκριµένο πρότυπο υποκυτταρικού εντοπισµού παρατηρείται σε διάφορες 

πρωτεΐνες που εδρεύουν σε λυσοσώµατα και κυστίδια µεταφοράς (από και προς την 

πλασµατική µεµβράνη ή µεταξύ  ενδοκυττάριων διαµερισµάτων) ενισχύει την πιθανότητα 

τα µόρια να εντοπίζονται σε κάποια από αυτές τις δοµές. Ένα αρχικό πιλοτικό πείραµα 

που πραγµατοποιήθηκε προκειµένου να διερευνηθεί η πιθανότητα να συµµετέχουν οι 

µελετούµενες πρωτεΐνες σε µηχανισµούς κυστιδιακής µεταφοράς  και ενδεχοµένως 

ενδοκύττωσης, βασίστηκε στην επίδραση που έχει η θερµοκρασία σε αυτούς τους 

µηχανισµούς (Incardona et al., 2000). Συγκεκριµένα, κύτταρα COS-7 διαµολύνθηκαν µε 

την κατασκευή pEGFPC1/Neurl και επωάστηκαν αρχικά  5 ώρες στις κανονικές συνθήκες 

ανάπτυξης και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στους 40C για 2 ώρες. Παρατηρήθηκε ότι σε  
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Εικόνα 33. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κύτταρα COS-7. Ανοσοανίχνευση του 
ενδοπλασµατικού δικτύου (Ε∆) και συγκριτικές παρατηρήσεις µε τον εντοπισµό των χιµαιρικών 
πολυπεπτιδίων EGFP/Neurl (Α) και EGFP/Neur (Β). Οπτικές τοµές από συνεστιακό µικροσκόπιο. Για 
την ανίχνευση του ενδοπλασµατικού δικτύου (κόκκινο) χρησιµοποιήθηκε µίγµα αντισωµάτων για ένα µεγάλο 
εύρος πρωτεϊνών που εδρεύουν στο συγκεκριµένο ενδοκυτταρικό διαµέρισµα, επιτρέποντας την ανίχνευσή 
του σε όλη του την έκταση. Παρατηρείται ότι δεν υπάρχει αλληλοεπικάλυψη µε τον εντοπισµό των 
µελετούµενων χιµαιρικών πρωτεϊνών (Α3 και Β3). Ο πυρήνας των κυττάρων (Π) οριοθετείται µε διακεκοµµένη 
γραµµή.   

 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 34. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κύτταρα COS-7. Ανοσοανίχνευση του 
δικτύου Golgi και συγκριτικές παρατηρήσεις µε τον εντοπισµό των χιµαιρικών πολυπεπτιδίων 
EGFP/Neurl (Α) και EGFP/Neur (Β). Οπτικές τοµές από συνεστιακό µικροσκόπιο. Για την ανίχνευση του 
δικτύου Golgi χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα για την πρωτεΐνη p115.  Παρατηρείται ότι δεν υπάρχει 
αλληλοεπικάλυψη µε τον εντοπισµό των µελετούµενων χιµαιρικών πρωτεϊνών (Α3 και Β3). Ο πυρήνας των 
κυττάρων (Π) οριοθετείται µε διακεκοµµένη γραµµή. 
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ένα πολύ µεγάλο ποσοστό των κυττάρων (περίπου 60-70%) η εκφραζόµενη πρωτεΐνη 

εντοπιζόταν στην πλασµατική µεµβράνη (ή πλησίον αυτής) καθώς και στις γνωστές 

στικτές δοµές, οι οποίες ήταν διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα αλλά δε συσσωρεύονταν 

ποτέ γύρω από τον πυρήνα (απουσία του περιπυρηνικού δακτυλίου) (Εικ.35). 

Ενδεχοµένως, η σπάνια ανίχνευση της χίµαιρας EGFP/Neurl  στην πλασµατική µεµβρά-

νη, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονταν υπό φυσιολογικές συνθήκες, πιθανόν να οφείλεται 

σε ταχείες ενδοκυττωτικές διαδικασίες µε αποτέλεσµα την µη παραµονή της 

εκφραζόµενης πρωτεΐνης  στην κυτταρική επιφάνεια και τον εντοπισµό της σε κυστίδια, 

που είχαν ήδη ξεκινήσει την πορεία τους προς το ενδοκυτταρικό περιβάλλον. Φυσικά, οι 

παρατηρήσεις αυτές αποτελούν ενδείξεις αλλά δεν είναι ικανές να υποστηρίξουν επαρκώς 

µία τέτοια υπόθεση. Απαιτείται εµπεριστατωµένη µελέτη µε τη χρήση κατάλληλων δεικτών 

για ενδοκυττωτικά, εξωκυττωτικά κυστίδια και λυσοσώµατα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 35. Επίδραση της θερµοκρασίας ανάπτυξης των κυττάρων στον εντοπισµό της 
πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κύτταρα COS-7 τα οποία 
εκφράζουν το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο EGFP/Neurl και έχουν επωαστεί  για 2 ώρες στους 40C, ύστερα από 5 
ώρες ανάπτυξης στις φυσιολογικές συνθήκες µετά την παροδική διαµόλυνση. Οπτικές τοµές συνεστιακού 
µικροσκοπίου. Η χιµαιρική πρωτεΐνη ανιχνεύεται  σε στικτές δοµές, διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα και µε 
υψηλή συσσώρευση στην πλασµατική µεµβράνη  (ΠΜ).  
 

 

Προκειµένου να αποκλειστεί η πιθανότητα επίδρασης της EGFP στην τοπολογία 

των πρωτεϊνών, λόγω της ενσωµάτωσής της στο αµινοτελικό τους άκρο, κατασκευά-

στηκαν χιµαιρικά πολυπεπτίδια στα οποία η EGFP ενσωµατώθηκε στο καρβοξυτελικό 

Α Β

Γ ∆

ΠΜ
ΠΜ

ΠΜ

Α Β

Γ ∆

ΠΜ
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άκρο των µορίων. Συγκεκριµένα, δηµιουργήθηκαν οι κατασκευές pEGPN3/Neurl∆RING 

και pEGPN2/Neur∆RING (Πίνακας10). Οι διαµολύνσεις πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα 

COS-7 και ανιχνεύτηκε το ίδιο πρότυπο υποκυτταρικού εντοπισµού, διαπιστώνοντας 

επιπρόσθετα  ότι αυτό δεν επηρεαζόταν από την  απουσία του δακτύλου RING από τις 

συγκεκριµένες χίµαιρες (Εικ.30, 31). Επίσης, το ενδεχόµενο παραπλανητικών 

παρατηρήσεων, λόγω επίδρασης της EGFP στην στερεοδιαµόρφωση των µελετούµενων 

πρωτεϊνών, ελέγχθηκε µε πειράµατα έκφρασης της πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού 

που είχε ενσωµατωµένο στο καρβοξυτελικό της άκρο τον επίτοπο myc [pcDNA3/ Neurl(5-

574)-myc, προσφορά της Μαρίας Κοκκινάκη]. Πειράµατα ανοσοανίχνευσης, µε τη χρήση 

αντισώµατος ειδικό για τον επίτοπο, παρουσίασαν παρόµοια αποτελέσµατα (Εικ.36). 

 

 

Εικόνα 36. Πειράµατα ανοσοεντοπισµού του πολυπεπτιδίου Neurl(5-574)-myc σε κύτταρα 
COS-7. Οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου. Η εκφραζόµενη πρωτεΐνη ανιχνεύεται  σε στικτές 
δοµές, διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα ή συσσωρευµένες γύρω από τον πυρήνα. Το πρότυπο του 
υποκυτταρικού εντοπισµού είναι ταυτόσηµο µε εκείνο που παρατηρήθηκε όταν στα κύτταρα COS-7 
εκφραζόταν το ίδιο  πολυπεπτίδιο που ήταν όµως συνδεδεµένο µε την EGFP.  
 
 

 

Στην προσπάθεια ανίχνευσης της περιοχής που είναι υπεύθυνη για το 

παρατηρούµενο πρότυπο υποκυτταρικού εντοπισµού των δύο οµολόγων πρωτεϊνών 

Neurl/Neur πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα διαµολύνσεων µε τη χρήση ενός µεγάλου 

αριθµού χιµαιρικών πολυπεπτιδίων, αποτελούµενων από την EGFP και υποπεριοχές 

τόσο της πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού όσο και της οµόλογης της Drosophila 

(συνεργασία µε Ευαγγελία Κουτέλου) (Εικ.30, 31). Όλες οι ανασυνδυασµένες πλασµι-

διακές κατασκευές που µελετήθηκαν, ο τρόπος κατασκευής τους καθώς και πρόσθετες 

πληροφορίες αναγράφονται λεπτοµερώς στον Πίνακα 10. Αρχικά αφαιρέθηκαν τµήµατα 

από το καρβοξυτελικό άκρο των µορίων τα οποία περιλάµβαναν µέρος [pEGPC1/Neurl(5-

390] ή και ολόκληρη την περιοχή NEUZ2 [pEGPN2/Neurl(5-269), pEGPN2/Neur(1-330)]. 

∆ιαπιστώθηκε ότι οι πρωτεΐνες εξακολουθούσαν να εντοπίζονται στις ίδιες δοµές ακόµα 

και στην περίπτωση που αφαιρέθηκαν µεγαλύτερα  τµήµατα, αφήνοντας άθικτο σχεδόν 

µόνο το 1/3 των µορίων που περιελάµβανε µόνο τα πρώτα αµινοτελικά αµινοξέα και την 

Α Β

Neurl-myc Neurl-myc
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περιοχή NEUZ 1 [pEGPN3/Neurl(5-226), pEGPN1/Neur(1-246)]. Αντίθετα, όταν αφαιρού-

νταν περιοχές από το αµινοτελικό άκρο των πολυπεπτιδίων [pEGPC1/Neurl(226-574), 

pEGPC1/Neurl(72-574), pEGPC1/Neur(295-754)] ο εντοπισµός ήταν ταυτόσηµος µε 

εκείνον της EGFP (διάχυτος στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα). ∆ιαπιστώθηκε ότι τα 

226 αµινοξέα του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης Neuralized του ποντικού και τα 246 

αντίστοιχα αµινοξέα  του οµόλογου µορίου της D. melanogaster είναι ικανά να καθοδη-

γούν την EGFP στις συγκεκριµένες ενδοκυττάριες δοµές, ενώ ο εντοπισµός γίνεται 

διάχυτος όταν τα τµήµατα αυτά αφαιρεθούν από τα αρχικά, πλήρους µήκους, 

πολυπεπτίδια. Προκειµένου να µειωθεί ακόµα περισσότερο το µέγεθος της υποψήφιας 

περιοχής, δηµιουργήθηκαν χιµαιρικές κατασκευές αποτελούµενες από την EGFP και 

επιµέρους τµήµατα των προαναφερόµενων περιοχών [pEGPC1/Neurl(5-71), pEGPN2/ 

Neurl(72-269), pEGPN2 /Neur(1-162)]. Και στις τρεις περιπτώσεις δεν παρατηρήθηκε  

εξειδικευµένος εντοπισµός της EGFP.  

 

Η αυτονοµία των περιοχών οι οποίες  διαπιστώθηκε ότι είναι υπεύθυνες για τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό των πρωτεϊνών Neurl και Neur επιβεβαιώθηκε και µε την 

κατασκευή τριπλών χιµαιρικών πολυπεπτιδίων που αποτελούνταν από την EGFP και 

συνδυασµό υποπεριοχών των δύο οµολόγων µορίων (Εικ.31Β). Αναλυτικότερα,  

εκφράστηκε πολυπεπτίδιο αποτελούµενο από τα πρώτα 246 αµινοτελικά κατάλοιπα της 

πρωτεΐνης Neur και τα αµινοξέα 391-537 του οµολόγου µορίου του ποντικού, 

ακολουθούµενο από την EGFP [pEGPN3/Neur(1-246)/Neurl(391-537)]. Επιπλέον, 

κατασκευάστηκε πολυπεπτίδιο που περιλάµβανε τα πρώτα 269 αµινοξέα του µορίου 

Neurl, τα κατάλοιπα 296-623 της δροσοφιλικής πρωτεΐνης και την EGFP 

[pEGPN2/Neurl(5-269)/Neur(295-623)]. Οι διαµολύνσεις πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα 

CΟS-7 και τα πολυπεπτίδια εντοπίστηκαν, ξανά, σε στικτές δοµές στο κυτταρόπλασµα 

και στη µεµβράνη. Να σηµειωθεί ότι όλες οι χιµαιρικές κατασκευές που µελετήθηκαν 

χρησιµοποιήθηκαν και σε πειράµατα διαµόλυνσης των κυτταρικών σειρών CV1 και HeLa 

και ελήφθησαν τα ίδια ακριβώς αποτελέσµατα (Εικ.37).  

 

Συνοψίζοντας, από τα πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κυτταρικές σειρές 

θηλαστικών συµπεραίνουµε ότι και οι δύο οµόλογες πρωτεΐνες Neurl/Νeur ανιχνεύονται 

σε στικτές δοµές οι οποίες εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα και σχετίζονται µε την 

πλασµατική µεµβράνη. Αυτές οι δοµές ενδεχοµένως να αποτελούν κυστίδια που 

συµµετέχουν στους µηχανισµούς ενδοκυττωτικής µεταφοράς. Η περιοχή που είναι 

υπεύθυνη για το συγκεκριµένο εντοπισµό των µορίων αποτελείται από τα πρώτα 226 

αµινοτελικά αµινοξέα στην πρωτεΐνη του ποντικού και τα 246 αντίστοιχα αµινοξέα στην 

πρωτεΐνη της Drosophila melanogaster. Τα συγκεκριµένα τµήµατα των µορίων 

περιλαµβάνουν την περιοχή NEUZ1 και είναι ικανά αλλά και αναγκαία για να οδηγούν τα 
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πολυπεπτίδια στις συγκεκριµένες κυτταροπλασµατικές δοµές. Αντίθετα, ο δάκτυλος RING 

και η περιοχή NEUZ2 δε φαίνεται να παίζουν ρόλο στον εντοπισµό των µορίων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 37. Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού σε κύτταρα HeLa (Α-Γ) και CV1 (∆-Z).  
Οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου. Και στις δύο κυτταρικές σειρές πραγµατοποιήθηκαν παροδικές 
διαµολύνσεις και επακόλουθη µικροσκοπία φθορισµού µε όλες τις πλασµιδιακές κατασκευές που 
χρησιµοποιήθηκαν στα αντίστοιχα πειράµατα στα κύτταρα COS-7. H µελέτη πραγµατοποιήθηκε και για τα δύο 
µόρια Neur και Neurl. Σε όλες τις περιπτώσεις χιµαιρικών κατασκευών που ανιχνευόταν ο ειδικός στικτός 
υποκυτταρικός εντοπισµός  στα κύτταρα COS-7, διαπιστώθηκε παρόµοιο πρότυπο και στα κύτταρα HeLa  (Α 
και Β) και στα CV1 (∆ και Ε). Και στις δύο κυτταρικές σειρές ανιχνεύτηκαν στικτές δοµές και στην πλασµατική 
µεµβράνη [Α και Ε (βέλη)]. Όσον αφορά τις χιµαιρικές κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν στα κύτταρα COS-
7 και ανιχνεύτηκε πρότυπο µη ειδικό και ταυτόσηµο µε εκείνο της EGFP, ελήφθησαν τα ίδια ακριβώς 
αποτελέσµατα (Γ, Ζ).   

 
 

 
 

III)  Πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού στην Drosophila melanogaster 
 

Κατά τη διάρκεια των πειραµάτων υποκυτταρικού εντοπισµού στις κυτταρικές 

σειρές θηλαστικών δηµοσιεύτηκαν δύο εργασίες στις οποίες είχε µελετηθεί ο εντοπισµός 

της πρωτεΐνης Νeur στην Drosophila (Yeh  et al., 2000, Lai  et al., 2001) και των οποίων 

οι παρατηρήσεις συµφωνούσαν µερικώς µε τα δικά µας αποτελέσµατα. Συγκεκριµένα, 

από πειράµατα εκτοπικής υπερέκφρασης του πλήρους µήκους πολυπεπτιδίου, 

συνδεδεµένου µε τον επίτοπο myc, παρατηρήθηκε ότι το µόριο σχετιζόταν µε την  

πλασµατική µεµβράνη των κυττάρων της µύγας.  

 

Βασιζόµενοι στα δεδοµένα µας και στις ανωτέρω δηµοσιεύσεις, πραγµατοποιή-

σαµε πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού της πρωτεΐνης Neurl των θηλαστικών στην 

Drosophila, σε µία προσπάθεια διερεύνησης του ενδεχόµενου παρόµοιου ρόλου των 
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µορίων, των οποίων ο κοινός υποκυτταρικός εντοπισµός και στα  δύο συστήµατα  που 

µελετούνταν  θα αποτελούσε την πρώτη ένδειξη εξελικτικής συντήρησης της λειτουργικής 

τους δράσης. Συγκεκριµένα, έγιναν πειράµατα κατευθυνόµενης υπερέκφρασης χιµαιρικού 

πολυπεπτιδίου αποτελούµενου από τη θηλαστική πρωτεΐνη (αµινοξέα 5-574) και την 

EGFP. Επιπλέον, κατασκευάστηκε και χίµαιρα της EGFP µε το δροσοφιλικό πρωτεΐνη 

από την οποία είχαν αφαιρεθεί τα 131 καρβοξυτελικά αµινοξέα, που περιείχαν το δάκτυλο 

RING, προκειµένου να διερευνηθεί αν η απουσία του τελευταίου επηρεάζει τον εντοπισµό 

του µορίου. Τα χιµαιρικά ενθέµατα EGFPC1/Neurl(5-574) (ή EGFP/Νeurl) και 

EGFPN2/Νeur(1-623) (ή Νeur∆RING/EGFP) κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα 

pP[UAST] και ενσωµατώθηκαν στο γονιδίωµα στελεχών D. melanogaster µε τη βοήθεια 

του µεταθετού στοιχείου P (Υλικά και Μέθοδοι, ενότητα 16). Η κατασκευή pP[UAST] 

Νeur∆RING/EGFP χρησιµοποιήθηκε και στα πειράµατα λειτουργικής ανάλυσης στην 

Drosophila. Tα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων αναλύθηκαν συγκριτικά µε εκείνα 

που χρησιµοποιήθηκε το ολόκληρο πολυπεπτίδιο, προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος 

του δακτύλου RING στη λειτουργική δράση του µορίου στο κύτταρο. Τα ανασυνδυασµένα 

πλασµίδια που κατασκευάστηκαν και όλες οι απαραίτητες πληροφορίες αναγράφονται 

στον Πίνακα 11. 

 

Πίνακας 11. Πλασµιδιακές κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
υποκυτταρικού εντοπισµού των πρωτεϊνών Neurl και Neur∆RING στη Drosophila melanogaster. 

 
ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΗ 
ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ 

(η αρίθµηση σε a.a) 

 
ΦΟΡΕΑΣ 
pP[UAST] 

ΕΝΘΕΜΑ 
(κατασκευή που 
αποµονώθηκε) 

ΑΜΙΝΟΞΕΑ 
ΠΟΥ 

ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ 
ΧΡΗΣΗ 

pP[UAST]EGFPN2/Neur(1-623) 
(ή pP[UAST]Neur∆RING/EGFP)  EcoR I*-Νοt I  Sma I-Not I 

[pEGPN2/Neur (1-623)] 

1-226 (EGFP) - 
1-623 (Neur) 

 

Υποκυτταρικός εντοπισµός 
στη D. melanogaster 

+ 
Πειράµατα διερεύνησης του 
ρόλου του δάκτυλου RING 

pP[UAST]EGFPC1/Neurl(5-574) 
(ή pP[UAST]EGFP/Neurl) 

EcoR I*-Kpn I 
 

Nhe I*-Kpn I 
[pEGPC1/Neurl (5-574)] 

5-574 (Neurl)- 
1-226 (EGFP) 

Υποκυτταρικός εντοπισµός 
στη D. melanogaster 

* : µη προεξέχον άκρο (5�→→→→3� ενεργότητα πολυµερισµού του κλάσµατος Klenow) 

 

Η κατευθυνόµενη υπερέκφραση των διαγονιδίων πραγµατοποιήθηκε µέσω του 

συστήµατος GAL4 (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 16). Η έκφραση των  χιµαιρικών 

πρωτεϊνών κατευθύνθηκε  σε δίσκους φτερού προνυµφών τρίτου σταδίου (third instar 

larvae) και συγκεκριµένα στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb, η οποία καλύπτει µία 

µεγάλου εύρους ζώνη κατά µήκος του προσθιο-οπίσθιου άξονα των προνυµφικών 

δίσκων. Πιο αναλυτικά, διασταυρώθηκαν τα στελέχη yw;UAS-neur∆RING-ΕGFP∆Θ32Β και 

yw;UAS-Neurl-ΕGFP∆Θ15 µε το στέλεχος οδηγό omb-GAL4/FM7. Στη συνέχεια, 

αποµονώθηκαν δίσκοι φτερού από θηλυκές προνύµφες µε γενότυπο omb-GAL4/+;UAS-

EGFP-Neurl∆Θ15/+ και omb-GAL4/+;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+, αντίστοιχα, µονιµο-

ποιήθηκαν κατάλληλα και παρατηρήθηκαν σε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού. 
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Εικόνα 38. Η απουσία του δακτύ
Neur. Οπτικές τοµές προνυµφικών δίσκων 
Neur∆RING/EGFP. Α-∆ : ανίχνευση της χιµαιρι
θηλυκές προνύµφες τρίτου σταδίου µε γενότυ
πρωτεΐνη ανιχνεύεται στην πλασµατική µεµβρά
επιβεβαιώθηκε µε ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση 
Β2). Α3 και Β3 : συµπροβολή των οπτικών τοµώ
συνεντοπισµού (κίτρινο χρώµα). Σε µεγαλύτερη
στικτές δοµές που σχετίζονται µε την πλασµατικ
επιθηλίου του προνυµφικού δίσκου, στην περιο
µεµβρανικός εντοπισµός είναι συσσωρευµένος
πλασµατικής µεµβράνης των επιθηλιακών κυττ
χίµαιρας Neur∆RING/EGFP σε προνυµφικό  δίσ
πρωτεΐνης στην περιοχή έκφρασης του γονιδίο
(SOPs), σε δίσκους φτερού προνυµφών τρ
EGFP∆Θ32Β/+. Πραγµατοποιήθηκε ταυτόχρονη α
των Z1 και Z2. Πρόσθετες συντοµογραφίες 
προνυµφικού δίσκου του φτερού. 

neur(1-623)-EGFP + fas III 

neur(1-623)-EGFP + fas III 

Α1 

Β1 

Γ ∆ Ε

Ζ1 Ζ2 

Α2 Α3 

Β2 Β3 

Νeur∆RING/EGFP Fas III 

Νeur∆RING/EGFP Fas III 

Νeur∆RING/EGFP Νeur∆R

Γ

B

ΚΕ 

SOPs 
SOPs 

BB

Νeur∆RING/EGFP Fas III 
λου RING δεν επηρεάζει την τοπολογία της πρωτεΐνης 
φτερού που εκφράζουν εκτοπικά τη χιµαιρική πρωτεΐνη 
κής πρωτεΐνης στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb, σε 
πο omb-GAL4/+;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+. Η χιµαιρική 
νη των κυττάρων (Α1 και Β1). Ο µεµβρανικός εντοπισµός 
της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης φασικλίνης ΙΙΙ (Fas III, Α2 και 
ν Α1-Α2 και Β1-Β2, αντίστοιχα (overlay) και επιβεβαίωση του 

 µεγέθυνση (Γ) το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο ανιχνεύεται και σε 
ή µεµβράνη (κεφαλή βέλους). ∆ : Εγκάρσια οπτική τοµή του 
χή έκφρασης της χιµαιρικής πρωτεΐνης. Παρατηρείται ότι ο 
 σε σηµαντικό βαθµό στην κορυφαία επιφάνεια (ΚΕ) της 
άρων του δίσκου. Ε : µιτωτικός κλώνος υπερέκφρασης της 
κο φτερού τρίτου σταδίου.  Ζ1-Ζ3 : ανίχνευση της χιµαιρικής 
υ neuralized, στους προγόνους των αισθητηρίων οργάνων 
ίτου σταδίου µε γενότυπο neur-GAL4/+;UAS-neur∆RING-
νοσοανίχνευση για την φασικλίνη ΙΙΙ (Ζ2). Ζ3 : συµπροβολή 
: ΒΕ : βασική επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων του 
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∆ιαπιστώθηκε ότι η πρωτεΐνη Νeuralized της Drosophila, παρά την απουσία του 

δάκτυλου RING, σχετίζεται µε την πλασµατική µεµβράνη των κυττάρων (Εικ.38Α-∆), 

παρουσιάζοντας την υψηλότερη συσσώρευση στην κορυφαία επιφάνεια (Εικ.38∆). 

Ανιχνεύτηκαν, επίσης, στικτές δοµές πλησίον αυτής (Εικ.38Γ) οι οποίες ενδεχοµένως να 

αποτελούσαν κυστίδια. Ο µεµβρανικός εντοπισµός του χιµαιρικού πολυπεπτιδίου επιβε-

βαιώθηκε µε ταυτόχρονη ανοσοανίχνευση της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης φασικλίνης ΙΙΙ 

(Εικ.38Α,Β). Όσον αφορά την πρωτεΐνη Neuralized του ποντικού, ανιχνεύτηκε στην 

πλασµατική µεµβράνη µε τη διαφορά ότι δεν διαπιστώθηκαν περιοχές υψηλότερης 

συσσώρευσης, ενώ παρατηρήθηκαν και σηµαντικά επίπεδα συσσώρευσης στο κυτταρό-

πλασµα (Εικ. 39Α,Β). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 39. H πρωτεΐνη Neuralized του ποντικού εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη 
και στο κυτταρόπλασµα των επιθηλιακών κυττάρων του δίσκου του φτερού της Drosophila. Οπτικές 
τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου προνυµφικών δίσκων φτερού που εκφράζουν εκτοπικά τη 
χιµαιρική πρωτεΐνη EGFP/Neurl (Α, Β) και την GFP (Γ, ∆). Α1-Α3 : µιτωτικός κλώνος υπερέκφρασης της 
χίµαιρας EGFP/Neurl σε προνυµφικό  δίσκο φτερού τρίτου σταδίου. Πραγµατοποιήθηκε ταυτόχρονη ανοσο-
ανίχνευση µε την πρωτεΐνη φασικλίνη ΙΙΙ (Α2).  Α3 : συµπροβολή των οπτικών τοµών Α1 και Α2  (overlay) και 
επιβεβαίωση του συνεντοπισµού (κίτρινο χρώµα). Β : ανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης στην περιοχή 
έκφρασης του γονιδίου omb, σε θηλυκές προνύµφες τρίτου σταδίου µε γενότυπο omb-GAL4/+;UAS-EGFP-
NeurlΜΘ15/+. Το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο ανιχνεύεται στην πλασµατική µεµβράνη και στο κυτταρόπλασµα (Α,Β-
κεφαλή βέλους). ∆εν παρατηρήθηκαν περιοχές υψηλότερης συσσώρευσης στην πλασµατική µεµβράνη. Ο 
υποκυτταρικός εντοπισµός τόσο του θηλαστικού µορίου Neuralized όσο και του δροσοφιλικού οµολόγου ήταν 
ειδικός και σαφώς διαφορετικός από την περίπτωση που η GFP εκφραζόταν µόνη της (Γ και ∆). ∆ : εγκάρσια 
οπτική τοµή του Γ.  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΚΕ + BE : κορυφαία και βασική επιφάνεια, αντίστοιχα, των επιθηλιακών 
κυττάρων του προνυµφικού δίσκου του φτερού.  
 

 

Η µεµβρανική συσχέτιση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Νeur∆RING/EGFP ανιχνεύτηκε 

και στην περίπτωση εκτοπικής έκφρασής της στις κυτταρικές οµάδες που εκφράζεται το 

ενδογενές γονίδιο neuralized. Συγκεκριµένα, το διαγονίδιο UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β 

ενεργοποιήθηκε στα προγονικά κύτταρα των αισθητηρίων οργάνων (SOPs) του φτερού, 
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σε δίσκους προνυµφών τρίτου σταδίου, οι οποίες προήλθαν από τη διασταύρωση του 

στελέχους που έφερε το διαγονίδιο µε το στέλεχος οδηγό w;neur-GAL4 (Εικ.38Ζ).  

 

Οι παρατηρήσεις που έγιναν µε τη χρήση µικροσκοπίας φθορισµού 

επιβεβαιώθηκαν και µε πειράµατα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διέλευσης (συνεργασία µε 

∆ρ. Βασίλη Γαλανόπουλο) σε έµβρυα στα οποία το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο 

Νeur∆RING/EGFP εκφράστηκε µε τη χρήση της σειράς οδηγού daG32-GAL4UH1 (Εικ.40). 

Συγκεκριµένα, διασταυρώθηκαν τα στελέχη yw;UAS-neur∆RING-ΕGFP∆Θ32Β και 

w;da.G32-GAL4UH1. Ακολούθησαν τοµές σε έµβρυα µε γενότυπο daG32-GAL4/+;UAS- 

neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+, ηλικίας  12-16 ωρών και πειράµατα ανοσοανίχνευσης µε τη 

χρήση αντισώµατος ειδικού για την EGFP και δευτερογενούς ανοσοσφαιρίνης προσδε-

δεµένης σε σφαιρίδια χρυσού (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 40. Ανοσοανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης Neur∆RING/EGFP. Hλεκτρονική 
µικροσκοπία διέλευσης σε τοµές εµβρύων Drosophila melanogaster. Η χιµαιρική πρωτεΐνη εκφράστηκε 
εκτοπικά σε έµβρυα µε γενότυπο  daG32-GAL4/+;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+, ηλικίας 12-16 ωρών. Η 
ανοσοανίχνευση  πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση αντισώµατος ειδικού για την EGFP και δευτερογενούς 
ανοσοσφαιρίνης προσδεδεµένης σε σφαιρίδια χρυσού, διαµέτρου 20nm. Α : µεγέθυνση x 43.000, B : µεγέ-
θυνση x82.500. Συντοµογραφίες : ΠΜ : πλασµατική µεµβράνη, Κ : κυτταρόπλασµα, ΕΠ : εξωκυτταρικό 
περιβάλλον. 

 

 

Όλα τα παραπάνω αποτελέσµατα συµφωνούσαν µε τα δηµοσιευµένα πειράµατα 

ανοσοεντοπισµού ολόκληρης της πρωτεΐνης Νeur και επισφράγισαν την αρχική 

διαπίστωση, στις κυτταρικές σειρές θηλαστικών, ότι ο δάκτυλος RING και η περιοχή 

NEUZ2 δεν ευθύνονται για τον εντοπισµό του µορίου. Αντίστοιχες παρατηρήσεις µε αυτές 

των πειραµάτων κατευθυνόµενης υπερέκφρασης µε το σύστηµα GAL4 ελήφθησαν και 

στην περίπτωση εκτοπικής ενεργοποίησης των δύο µελετούµενων  χιµαιρικών διαγονι-

δίων Neur∆RING/EGFP και EGFP/Neurl σε µιτωτικούς κλώνους δίσκων φτερού, τρίτου 

προνυµφικού σταδίου (Εικ.38Ε και 39Α), οι οποίοι κατασκευάστηκαν µε την τεχνική Flip-

out (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 19).  
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Η ανίχνευση των  µελετούµενων µορίων Neuralized στη µεµβράνη δε σηµαίνει ότι 

πρόκειται για διαµεµβρανικές πρωτεΐνες. Άλλωστε, η µη πρόβλεψη διαµεµβρανικών 

περιοχών και θέσεων πρόσδεσης λιπιδικών αλυσίδων από τα υπολογιστικά 

προγράµµατα(http://dodo.cpmc.columbia.edu/predictprotein/,http://ww.ch. mbnet.org/soft-

ware/TMPREDform.html,http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/, http: //sosui.Prote-

ome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html, http://smart.embl-heidelberg.de/) ενισχύουν την υπό-

θεση ότι ο εντοπισµός των πρωτεϊνών στην περιφέρεια του κυττάρου πιθανόν να 

οφείλεται στην αλληλεπίδρασή τους µε διαµεµβρανικά πολυπεπτίδια ή εδρεύοντα στην 

µεµβρανική περιφέρεια υπερµοριακά συµπλέγµατα. Επιπρόσθετα, η µη ανίχνευση 

στικτών δοµών στο κυτταρόπλασµα, σε αντίθεση µε τις κυτταρικές σειρές, θα µπορούσε 

να δικαιολογηθεί από τη φύση των πειραµάτων τα οποία δίνουν µεν σηµαντική 

πληροφορία αλλά δεν αντικατοπτρίζουν πάντα και την πραγµατική κατάσταση της 

ενδογενούς πρωτεΐνης, αφού το διαγονίδιο εκφράζεται σε διαφορετικές από τις 

φυσιολογικές (ενδογενείς) συνθήκες. Για παράδειγµα, είναι δυνατόν το µόριο κατά τη 

διάρκεια του κύκλου ζωής του στο κύτταρο να εντοπίζεται ως περιφερειακή πρωτεΐνη της 

πλασµατικής µεµβράνης, χωρίς αυτό να συνεπάγεται ότι τοπολογικά βρίσκεται πάντα εκεί 

αλλά να αποτελεί ενδιάµεσο σταθµό ενός ενδοκυτταρικού µονοπατιού στο οποίο 

συµµετέχει. 

 

 Εν κατακλείδι, τα αποτελέσµατα των κατευθυνόµενων υπερεκφράσεων επιβε-

βαιώνουν την αρχική υπόθεση ότι τόσο η πρωτεΐνη Νeuralized της Drosophila όσο και η 

οµόλογή της στα θηλαστικά σχετίζονται µε την πλασµατική µεµβράνη και ότι αυτή η 

συσχέτιση δεν εξαρτάται από το δάκτυλο RING και την περιοχή NEUZ2, αλλά µόνο από 

την περιοχή NEUZ1. Η ερµηνεία για τις αποκλίνουσες παρατηρήσεις (στικτές δοµές στο 

κυτταρόπλασµα των θηλαστικών κυττάρων) δεν είναι ακόµα δυνατή µε αυτού του είδους 

τα πειράµατα επειδή πρόκειται για δύο διαφορετικά ετερόλογα συστήµατα-µοντέλα στα 

οποία λαµβάνουν χώρα πολλές διαφορετικές παράµετροι.   

 

 

B. Βιοχηµικές µελέτες 
 

Προκειµένου να ελεγχθεί αν τα πολυπεπτίδια Νeur∆RING/EGFP  και EGFP/Neurl 

εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική ή στην εξωκυττάρια πλευρά της πλασµατικής 

µεµβράνης, όταν εκφράζονται εκτοπικά στην Drosophila, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

πέψης µε πρωτεϊνάση Κ σε δίσκους φτερού  προνυµφών τρίτου σταδίου µε γενότυπο 

omb-GAL4/+;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+ και omb-GAL4/+;UAS-EGFP-NeurlΜΘ15/+, 

αντίστοιχα (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 18). Πιο αναλυτικά, άθικτοι προνυµφικοί δίσκοι 

επωάστηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις πρωτεϊνάσης Κ (20µg/ml, 50µg/ml, 75µg/ml 

και 100µg/ml) για 10 λεπτά στους 300C. Ακολούθησε οµογενοποίηση, ηλεκτροφόρηση και 

http://dodo.cpmc.columbia.edu/predictprotein/
http://ww.ch. mbnet.org/soft-ware/TMPREDform.html
http://ww.ch. mbnet.org/soft-ware/TMPREDform.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http: //sosui.Prote-ome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html
http: //sosui.Prote-ome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html
http://smart.embl-heidelberg.de/
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ανοσοανίχνευση των χιµαιρικών πρωτεϊνών,  µε τη χρήση αντισώµατος ειδικού για την 

EGFP. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα υπό µελέτη πολυπεπτίδια προστατεύονταν από τη δράση της 

πρωτεϊνάσης, σε όλες τις συγκεντρώσεις που δοκιµάστηκαν, ενώ  υδρολύονταν όταν τα 

κύτταρα γίνονταν διαπερατά µέσω της παρουσίας Triton X-100 (Εικ.41). Η ανίχνευση των  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 41.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης των χιµαιρικών πρωτεϊνών Neur∆RING/EGFP (Ι) 
και EGFP/Neurl (ΙΙ) σε εκχυλίσµατα προνυµφικών δίσκων φτερού D. melanogaster που είχαν υποστεί 
πέψη µε πρωτεινάση Κ.  Τόσο το δροσοφιλικό όσο και το θηλαστικό χιµαιρικό πολυπεπτίδιο εκφράστηκαν 
στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb. Για τα πειράµατα ανοσοανίχνευσης ηλεκτροφορήθηκε ολικό 
πρωτεϊνικό εκχύλισµα από 16 δίσκους φτερού που είχαν επωαστεί σε διάλυµα 1X PBS, παρουσία 
πρωτεϊνάσης Κ (δείγµατα Γ-Ζ). Γ και ∆ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 16 δίσκων φτερού που επωάστηκαν µε 
πρωτεινάση Κ τελικής συγκέντρωσης 20µg/ml. Ε και Ζ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 16 δίσκων φτερού που 
επωάστηκαν µε πρωτεινάση Κ τελικής συγκέντρωσης 50µg/ml. Γ και Ε : η επώαση των προνυµφικών δίσκων 
µε την πρωτεινάση  Κ πραγµατοποιήθηκε  σε 1X PBS που περιείχε Triton X-100, τελικής συγκέντρωσης 1%. 
A : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα εµβρύων µε γενότυπο  daG32-GAL4/+;UAS-neur∆RING-EGFP∆Θ32Β/+ (ΙΑ) 
και daG32-GAL4/+;UAS-EGFP-NeurlΜΘ15/+ (ΙΙΑ). Β : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα 16 άθικτων προνυµφικών 
δίσκων φτερού (δείγµα ελέγχου του µεγέθους των χιµαιρικών µορίων). Μ : πρωτεϊνικός µάρτυρας. Για τον 
έλεγχο της αρτιότητας των προνυµφικών δίσκων (αποκλεισµός της πιθανότητας να είναι διαπερατοί στην 
πρωτεινάση Κ) πραγµατοποιήθηκε ανοσοανίχνευση της β-σωληνίνης. 
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χιµαιρικών πολυπεπτιδίων Neur∆RING/EGFP και EGFP/Neurl καθώς και το γεγονός ότι 

εµφάνιζαν το αναµενόµενο θεωρητικό µέγεθος αποτελούν ένδειξη ότι πρόκειται για µη 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που βρίσκονται εξ� ολοκλήρου στην κυτταροπλασµατική 

περιφέρεια της µεµβράνης των κυττάρων. Η αρτιότητα των προνυµφικών δίσκων (µη 

διαπερατότητα των κυττάρων στην πρωτεϊνάση Κ) ελέγχθηκε µε ταυτόχρονη ανίχνευση 

της β-σωληνίνης (β-tubulin), η οποία ως γνωστόν εντοπίζεται στο ενδοκυτταρικό 

περιβάλλον (Εικ.41). Για να διερευνηθεί αν η µεµβρανική τοπολογία των µελετούµενων 

πρωτεϊνών οφειλόταν σε απευθείας δέσµευσή τους στη µεµβράνη ή σε αλληλεπιδράσεις 

µε άλλα διαµεµβρανικά ή περιφερειακά  µόρια, πραγµατοποιήθηκαν εκχυλίσεις 
µεµβρανών σε ιδιαίτερα περιοριστικές συνθήκες, µε τη χρήση αλκαλικού pΗ (διάλυµα 

εκχύλισης αποτελούµενο από 100mM Na2CO3 pH. 11.5), προκειµένου να αποµονωθούν 

αποκλειστικά διαµεµβρανικές πρωτεΐνες (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 17A).  

 

Για να ελεγχθεί ότι η µέθοδος εξασφαλίζει την αποδέσµευση από τη µεµβράνη 

των πρωτεϊνών που σχετίζονται έµµεσα µε αυτή, και συνεπώς λαµβάνονται στα 

κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα, πραγµατοποιήθηκαν κλασµατοποιήσεις και ακολούθη-

σε ανοσοανίχνευση της σχετιζόµενης µε τις µεµβράνες του δικτύου Golgi πρωτεΐνης 

p115. Οι εκχυλίσεις έγιναν τόσο στις προαναφερόµενες περιοριστικές συνθήκες όσο και 

σε συνθήκες που επέτρεπαν την αποµόνωση στο µεµβρανικό ίζηµα και των πρωτεϊνών 

που σχετίζονται µε µεµβράνες αλλά δεν έχουν διαµεµβρανική περιοχή [λύση σε 

υποτονικό διάλυµα ουδέτερου pH (25mM HEPES pH 7.9, 1.5mM MgCl2 και 10mM KCl � 

υλικά και µέθοδοι, ενότητα 17B]. Πράγµατι, διαπιστώθηκε ότι η p115 εντοπίζεται στο 

µεµβρανικό κλάσµα µόνο όταν χρησιµοποιηθούν ήπιες συνθήκες εκχύλισης (Εικ.42). Τα 

πειράµατα  πραγµατοποιήθηκαν τόσο στη Drosophila  και για τα δύο οµόλογα µόρια, όσο 

και στην κυτταρική σειρά COS-7, για την πρωτεΐνη του ποντικού. Στη Drosophila οι 

εκχυλίσεις έγιναν σε προνύµφες τρίτου σταδίου, µε γενότυπο hs-GAL4/+;UAS- 

neur∆RING-EGFP/+ και hs-GAL4/+;UAS-EGFP-Neurl /+, αντίστοιχα, ύστερα από θερµικό 

σοκ, στους 380C για 50 λεπτά, µε αποτέλεσµα την οµοιογενή έκφραση του µεταγραφικού 

ενεργοποιητή GAL4 και κατ� επέκταση των χιµαιρικών διαγονιδίων.  

 

Προκειµένου να αποκλειστεί η πιθανότητα ύπαρξης στο µεµβρανικό εκχύλισµα 

παγιδευµένων κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών, η διαδικασία επαναλήφθηκε τρεις φορές 

(υλικά και µέθοδοι, ενότητα 17Α). Το τελικό µεµβρανικό καθώς και τα τρία µη µεµβρανικά 

κλάσµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτικές πηκτές ακρυλαµίδης και ακολούθησαν 

πειράµατα ανοσοανίχνευσης µε τη χρήση αντισώµατος ειδικού για την EGFP. 

∆ιαπιστώθηκε ότι και τα δύο χιµαιρικά πολυπεπτίδια Neur∆RING/EGFP και EGFP/Neurl 

ανιχνεύονταν αποκλειστικά στα κυτταροπλασµατικά δείγµατα (Εικ.43Α, 44Α). Αντίθετα, 
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Εικόνα 42.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης της πρωτεΐνης p115 του δικτύου Golgi σε 
µεµβρανικά εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7 που εξέφραζαν  το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο EGFP/Neurl.   
Ο αποκλεισµός των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών από το µεµβρανικό ίζηµα επιτεύχθηκε µε επαναιώρηση 
του αρχικού  µεµβρανικού δείγµατος και επανάληψη της κλασµατοποίησης. Η διαδικασία επαναλήφθηκε στο 
νέο µεµβρανικό εκχύλισµα. Ηλεκτροφορήθηκαν συνεπώς 3 κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα (ΚΕ1-ΚΕ3) και 
ένα τελικό µεµβρανικό εκχύλισµα (ΜΕ). Α : εκχύλιση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών (αυστηρά περιοριστικές 
συνθήκες, διάλυµα εκχύλισης αποτελούµενο από 100mM Na2CO3 pH. 11.5). Β : εκχύλιση διαµεµβρανικών 
και σχετιζόµενων έµµεσα µε την µεµβράνη πρωτεϊνών (ήπιες συνθήκες εκχύλισης-υποτονικό διάλυµα µε 
ουδέτερο pH). Η p115 ανιχνεύεται στο µεµβρανικό δείγµα όταν οι συνθήκες των εκχυλίσεων είναι ήπιες (Β) 
ενώ σε συνθήκες υψηλού pH εντοπίζεται στα κυτταροπλασµατικά κλάσµατα (Α). ΟΕ : ολικό πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων. ΚΕ1-ΚΕ3 : κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα.   ΜΕ : τελικό 
µεµβρανικό εκχύλισµα. Μ : µάρτυρας µοριακού µεγέθους. Να σηµειωθεί ότι οι ποσότητες των δειγµάτων ΚΕ1-
ΚΕ3 και ΜΕ που ηλεκτροφορήθηκαν αντιστοιχούν στον ίδιο αριθµό κυττάρων.  

 
 
 

όταν εφαρµόστηκαν ήπιες συνθήκες εκχύλισης διαπιστώθηκε ότι οι πρωτεΐνες 

ανιχνεύονταν στο µεµβρανικό κλάσµα (Εικ.43Β, 44Β). Σε αντίθεση µε το δροσοφιλικό 

µόριο, το θηλαστικό οµόλογο εξακολουθούσε να εντοπίζεται και στο κυτταροπλασµατικό 

εκχύλισµα, όπως άλλωστε είχε παρατηρηθεί και στα πειράµατα µικροσκοπίας 

φθορισµού. Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαίωσαν την υπόθεση ότι ο εντοπισµός 

των δύο οµολόγων πρωτεϊνών στην  κυτταροπλασµατική περιφέρεια της πλασµατικής 
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µεµβράνης οφειλόταν σε αλληλεπιδράσεις  µε άλλους παράγοντες και όχι σε άµεση 

σύνδεση µε αυτή.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 43.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης της χιµαιρικής πρωτεΐνης  Νeur∆RING/EGFP σε 

µεµβρανικά εκχυλίσµατα προνυµφών Drosophila melanogaster. Οι πειραµατικές διαδικασίες κλασµατο-
ποίησης πραγµατοποιήθηκαν σε προνύµφες τρίτου σταδίου µε γενότυπο hs-GAL4/+;UAS-neur∆RING-
EGFP∆Θ32Β/+, που είχαν υποστεί θερµικό σοκ. Α : εκχύλιση υπό αυστηρά περιοριστικές συνθήκες. Β : ήπιες 
συνθήκες εκχύλισης. Για την ανοσοανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα ειδικό για 
την EGFP.  ΟΕ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα  των µελετούµενων προνυµφών. Ε1 : ολικό πρωτεϊνικό 
εκχύλισµα κυττάρων COS-7 που είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε την αντίστοιχη κατασκευή Neur∆RING- 
EGFPC1(δείγµα ελέγχου του µεγέθους της χιµαιρικής πρωτεΐνης). Ε2 : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα  
προνυµφών που δεν είχαν υποστεί θερµικό σοκ και συνεπώς δεν εκφράζανε τη χιµαιρική πρωτεΐνη (δείγµα 
αρνητικού ελέγχου). Οι ποσότητες των ηλεκτροφορηµένων δειγµάτων ΟΕ, ΚΕ1-ΚΕ3, ΜΕ και Ε2 αντιστοιχούν 
στον ίδιο αριθµό προνυµφών (ίδιος αριθµός κυττάρων ). ΚΕ1-ΚΕ3 : κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα, ΜΕ : 
τελικό µεµβρανικό εκχύλισµα. 
 
 

 

Ανάλογες παρατηρήσεις έγιναν και στις αντίστοιχες µελέτες που πραγµατοποιή-

θηκαν σε κύτταρα COS-7, τα οποία είχαν διαµολυνθεί παροδικά µε την κατασκευή 

pEGFPC1/Neurl (Εικ.45). ∆ιαπιστώθηκε ότι µόνο σε ήπιες συνθήκες η χιµαιρική πρωτεΐνη 

εντοπιζόταν στο µεµβρανικό ίζηµα. Η µεµβρανική συσχέτιση του πολυπεπτιδίου 

EGFP/Neurl  αποτελεί απόδειξη ότι οι στικτές δοµές που ανιχνεύονται µε µικροσκοπία 

φθορισµού είναι µεµβρανικές. Αξίζει να σηµειωθεί  ότι η πρωτεΐνη EGFP/Neurl δεν 

ανιχνευόταν όταν το εκχύλισµα των µεµβρανών επωαζόταν µε πρωτεινάση Κ (Εικ.45). Η 

παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι οι ανιχνευόµενες µεµβρανικές δοµές, οι οποίες 

αποτελούν πιθανόν, σύµφωνα µε τις υπάρχουσες ενδείξεις, κυστίδια, έχουν επανακυ-

κλοποιηθεί κατά την εκχύλιση. Το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο EGFP/Neurl δεν εντοπίζεται 

116.000

97.000
α-GFP

ΟΕ ΚΕ2ΚΕ1 ΚΕ3 ΜΕ Ε1Μ
(dalton)

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ : 
100mM Na2CO3 pH  11.5

Ε2

10% SDS-PAGE

Α

10% SDS-PAGE

α-GFP

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ :
25mM Hepes pH 7.9+1.5mM MgCl2+ 10mM KCl

116.000

97.000

ΟΕ ΚΕ2ΚΕ1 ΚΕ3 ΜΕ Ε2Μ
(dalton)

Β

116.000

97.000
α-GFP

ΟΕ ΚΕ2ΚΕ1 ΚΕ3 ΜΕ Ε1Μ
(dalton)

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ : 
100mM Na2CO3 pH  11.5

Ε2

10% SDS-PAGE

Α

10% SDS-PAGE

α-GFP

∆ΙΑΛΥΜΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ :
25mM Hepes pH 7.9+1.5mM MgCl2+ 10mM KCl

116.000

97.000

ΟΕ ΚΕ2ΚΕ1 ΚΕ3 ΜΕ Ε2Μ
(dalton)

Β



                                                                                                                                                                    ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 109

στον εσωτερικό χώρο αυτών των κυστιδίων αλλά στην κυτταροπλασµατική τους 

επιφάνεια. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 44.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης της χιµαιρικής πρωτεΐνης EGFP/Neurl σε 
µεµβρανικά εκχυλίσµατα προνυµφών Drosophila melanogaster. Οι κλασµατοποιήσεις πραγµατοποιή-
θηκαν σε προνύµφες τρίτου σταδίου µε γενότυπο  hs-GAL4/+;UAS-EGFP-NeurlΜΘ15/+, αφού προηγήθηκε 
θερµικό σοκ. Α : εκχύλιση υπό αυστηρά περιοριστικές συνθήκες. Β : εκχύλιση υπό ήπιες συνθήκες. Για την 
ανοσοανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα ειδικό για την EGFP. ΚΕ1-ΚΕ3 : 
κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα, ΜΕ : τελικό µεµβρανικό εκχύλισµα. ΟΕ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα  των 
µελετούµενων προνυµφών. Ε1 : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα κυττάρων COS-7 που είχαν διαµολυνθεί 
παροδικά µε την κατασκευή pEGFPC1/Neurl (δείγµα ελέγχου του µεγέθους της χιµαιρικής πρωτεΐνης). Ε2 : 
ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα  προνυµφών που δεν είχαν υποστεί θερµικό σοκ. Οι ποσότητες των 
ηλεκτροφορηµένων δειγµάτων ΟΕ, ΚΕ1-ΚΕ3, ΜΕ και Ε2 αντιστοιχούν στον ίδιο αριθµό προνυµφών (ίδιος 
αριθµός κυττάρων ). 

 
 

 

Επειδή κατά την κυτταρική λύση υπό ήπιες συνθήκες οι γραµµοποιηµένες 

µεµβράνες επανακυκλοποιούνται, κάτι που, όπως προαναφέρθηκε, διαπιστώθηκε στην 

ανίχνευση του πολυπεπτιδίου EGFP/Neurl, ήταν απαραίτητο να διαπιστωθεί αν 

διατηρείται ο αρχικός τους (ενδογενής) προσανατολισµός. Για το σκοπό αυτό πραγµατο-

ποιήθηκαν  πειράµατα ανοσοανίχνευσης της πρωτεΐνης καλνεξίνης, η οποία εντοπίζεται 

στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Πρόκειται για µία διαµεµβρανική πρωτεΐνη µεγέθους 592 

αµινοξέων (90kda), της οποίας τα 492, περίπου, αµινοτελικά αµινοξέα βρίσκονται στην 

κοιλότητα του ενδοπλασµατικού δικτύου. ∆ιαπιστώθηκε, πράγµατι, εντοπισµός της 

καλνεξίνης στο µεµβρανικό κλάσµα των διαµολυσµένων κυττάρων COS-7. Όταν έγινε 
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πέψη αυτού του δείγµατος µε πρωτεινάση Κ παρατηρήθηκε µείωση του µεγέθους του 

πολυπεπτιδίου κατά το µέγεθος της κυτταροπλασµατικής του περιοχής, υποδηλώνοντας 

ότι οι επανακυκλοποιηµένες µεµβράνες του Ε∆, κατ� επέκταση και όλες οι µεµβράνες των 

ενδοκυτταρικών δοµών, είχαν διατηρήσει τον προσανατολισµό που παρουσιάζουν µέσα 

στο κύτταρο (Εικ.46). Από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων διαµολύνσεων µε την 

πρωτεΐνη Neurl των θηλαστικών και των τελευταίων πειραµάτων ελέγχου, βγαίνει το 

συµπέρασµα ότι η πρωτεΐνη Neurl εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική επιφάνεια 

µεµβρανικών κυστιδιακών δοµών και αυτό επιτυγχάνεται  µέσω αλληλεπιδράσεων µε 

άλλα µόρια. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 45.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης της χιµαιρικής πρωτεΐνης  EGFP/Neurl σε 
µεµβρανικά εκχυλίσµατα παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων COS-7. Η ανοσοανίχνευση πραγµατο-
ποιήθηκε στα ίδια ηλεκτροφορηµένα εκχυλίσµατα που χρησιµοποιήθηκαν και για την ανίχνευση της 
πρωτεΐνης p115 (εικ. 42). Α : εκχύλιση διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Β : εκχύλιση διαµεµβρανικών και 
σχετιζόµενων έµµεσα µε την µεµβράνη πρωτεϊνών. Για την ανοσοανίχνευση της χιµαιρικής πρωτεΐνης 
χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα ειδικό για την EGFP. ΟΕ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα παροδικά διαµολυσµένων 
κυττάρων. ΚΕ1-ΚΕ3 : κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα.   ΜΕ : τελικό µεµβρανικό εκχύλισµα. Μ : µάρτυρας 
µοριακού µεγέθους. Ε: ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα µη  διαµολυσµένων κυττάρων COS-7. ΜΕ+ΠΚ : τελικό 
µεµβρανικό εκχύλισµα ύστερα από πέψη µε πρωτεινάση Κ τελικής συγκέντρωσης 50µg/ml. Οι ποσότητες των 
ηλεκτροφορηµένων δειγµάτων ΟΕ, ΚΕ1-ΚΕ3, ΜΕ και ΜΕ+ΠΚ αντιστοιχούν στον ίδιο αριθµό διαµολυσµένων 
κυττάρων. 
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Εικόνα 46.  Πειράµατα ανοσοανίχνευσης της καλνεξίνης (calnexin) σε µεµβρανικά 
εκχυλίσµατα κυττάρων COS-7 που εκφράζουν το χιµαιρικό πολυπεπτίδιο EGFP/Neurl.  Η ανοσοανί-
χνευση πραγµατοποιήθηκε στα εκχυλίσµατα που είχαν αποµονωθεί υπό ήπιες συνθήκες. Η πρωτεΐνη 
ανιχνεύεται στο µεµβρανικό εκχύλισµα πριν (ΜΕ) και µετά (ΜΕ+ΠΚ) από πέψη µε πρωτεινάση Κ, µε τη 
διαφορά ότι στη δεύτερη περίπτωση έχει µικρότερο µέγεθος (~72kda). Η διαφορά µεγέθους είναι ίση µε το 
µέγεθος της περιοχής της πρωτεΐνης που βρίσκεται στην κυτταροπλασµατική πλευρά της µεµβράνης του 
ενδοπλασµατικού δικτύου. ΟΕ : ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων. ΚΕ1-ΚΕ3 : 
κυτταροπλασµατικά εκχυλίσµατα. Μ : µάρτυρας µοριακού µεγέθους. Ε: ολικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα µη  
διαµολυσµένων κυττάρων COS-7. ΜΕ+ΠΚ : τελικό µεµβρανικό εκχύλισµα ύστερα από πέψη µε πρωτεινάση 
Κ τελικής συγκέντρωσης 50µg/ml. Οι ποσότητες των ηλεκτροφορηµένων δειγµάτων αντιστοιχούν στον ίδιο 
αριθµό  κυττάρων .  
 

 

Τα αποτελέσµατα υποκυτταρικού εντοπισµού έδειξαν ότι τόσο η πρωτεΐνη 

Neuralized της Drosophila όσο και η θηλαστική οµόλογή της εντοπίζονται, τουλάχιστον 

για κάποιο χρονικό διάστηµα του κύκλου ζωής τους, στην κυτταροπλασµατική επιφάνεια 

της πλασµατικής µεµβράνης και αυτή η τοπολογική τους θέση οφείλεται σε 

αλληλεπιδράσεις µε άλλα διαµεµβρανικά ή περιφερειακά µόρια.  Για τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό των πρωτεϊνών ευθύνονται τα πρώτα 226 και 246 αµινοτελικά αµινοξέα του 

θηλαστικού και του δροσοφιλικού µορίου, αντίστοιχα, τα οποία περιλαµβάνουν την 

περιοχή NEUZ1. Αντίθετα, ο δάκτυλος RING και η περιοχή NEUZ2 δεν παίζουν ρόλο 

στον εντοπισµό των πολυπεπτιδίων. Επιπρόσθετα, η ανίχνευση των πρωτεϊνών, στο 

σύστηµα των θηλαστικών, στην κυτταροπλασµατική επιφάνεια κυστιδίων, συγκλίνει µε 

την υπόθεση της πιθανής συµµετοχής των µορίων σε µηχανισµούς ενδοκυτταρικής 

διακίνησης, ίσως ενδοκύττωσης, µε ενδιάµεσο σταθµό την πλασµατική µεµβράνη. 
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2. ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΗ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΗ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΙΝΗΣ  Neuralized  ΣΤΙΣ 
ΑΝΑΠΤΥΞΙΑΚΕΣ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΕΣ ΚΑΙ ΣΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗ ΤΟΥ ΥΠΟ∆ΟΧΕΑ 
Notch 

 
 
Α.  Η υπερέκφραση των διαγονιδίων UAS-neur και UAS-Neurl  επηρεάζει το  

σηµατοδοτικό µηχανισµό του υποδοχέα Notch 
 

Τη µελέτη του υποκυτταρικού εντοπισµού των δύο οµολόγων πρωτεϊνών Neurl και 

Νeurl ακολούθησαν νέα πειράµατα κατευθυνόµενων υπερεκφράσεων, προκειµένου να 

εντοπιστούν στα ενήλικα άτοµα Drosophila πιθανοί µορφολογικοί φαινότυποι και να 

διερευνηθεί η επίδραση της έκφρασης των µορίων στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch. 

Κατασκευάστηκαν στελέχη τα οποία έφεραν διαγονίδια που κωδικοποιούσαν τις 

αντίστοιχες πρωτεΐνες, οι οποίες ήταν πλήρους µήκους και δεν συνδέονταν µε κάποιον 

επίτοπο ή πρωτεΐνη αναφοράς (EGFP), έτσι ώστε να εξασφαλιστεί ότι η λειτουργία τους 

δεν επηρεάζεται από παρακείµενες πρόσθετες πεπτιδικές αλληλουχίες. Οι κλωνοποιήσεις 

που πραγµατοποιήθηκαν περιγράφονται στον Πίνακα 11. 

 

Πίνακας 11. Περιγραφή των πλασµιδιακών κατασκευών που χρησιµοποιήθηκαν για την 
δηµιουργία διαγονιδιακών στελεχών Drosophila melanogaster. 

 

ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΗ 
ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ 

ΦΟΡΕΑΣ 
(θέση ένθεσης) 

ΕΝΘΕΜΑ 
(κατασκευή που 
αποµονώθηκε) 

 
ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ 
ΕΝΘΕΜΑΤΟΣ 

 

ΑΜΙΝΟΞΕΑ 
ΠΟΥ 

ΚΩ∆ΙΚΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ 

pP[UAST]/Neurl Bgl II � Xba I 
 

Bgl II � Spe I 
(pRSETC/Neurl) 

  

68-2500 
(βάση αλληλουχίας Εικ.19) 5-574 

pP[UAST]/neur Bgl II � Kpn I 
 

BamH I � Kpn I 
pBSKS II+/neur(247-2637) 247-2637 1-754 

 

Με βάση τα υπάρχοντα γενετικά δεδοµένα που υποδήλωναν πιθανή συµµετοχή 

του neuralized  στο σηµατοδοτικό µονοπάτι του υποδοχέα Notch, η έκφραση των δύο 

οµολόγων διαγονιδίων κατευθύνθηκε σε προνυµφικούς δίσκους φτερού (wing pouch), 

όπου είναι εύκολη η ανίχνευση της ενεργοποίησης ή καταστολής του συγκεκριµένου 

µονοπατιού µιας και είναι γνωστή µία πληθώρα γονιδίων-στόχων που επάγονται σε 

αυτήν την περιοχή [Enhancer of split Complex [E(spl)], wingless (wg), vestigial (vg) 

(Doherty et al., 1996)].  Να σηµειωθεί ότι στον προνυµφικό δίσκο του φτερού δεν 

εκφράζεται το ενδογενές γονίδιο neuralized παρά µόνο σε λίγα κύτταρα που αποτελούν 

τους προδρόµους των αισθητηρίων οργάνων (SOPs). Το καθένα από τα δύο διαγονίδια 

ενεργοποιήθηκε στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb (περιοχή omb). Οι 

διασταυρώσεις έγιναν στους 250C και στους 290C, όπου ο GAL4 είναι πιο ενεργός και 

συνεπώς παράγονται αυξηµένα επίπεδα των µελετούµενων πολυπεπτιδίων.  

∆ιαπιστώθηκε ότι οι ενήλικοι απόγονοι µε γονότυπο omb-GAL4/+;UAS-neur/+ και  omb-
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GAL4/UAS-Neurl εµφάνιζαν φαινοτυπικές αλλοιώσεις και συγκεκριµένα κοµµένο  όριο 

φτερού (wing margin) και παχύνσεις φλεβών (Εικ. 47Β-Ε). Οι αλλοιώσεις αυτές είναι 

χαρακτηριστικές της απώλειας λειτουργίας του σηµατοδοτικού µηχανισµού µέσω του 

υποδοχέα Notch. Ο φαινότυπος ήταν συγκρίσιµος και για τα δύο οµόλογα διαγονίδια 

αλλά παρουσίαζε υψηλότερη ένταση στην περίπτωση του γονιδίου neur αφού 

εµφανιζόταν όταν το διαγονίδιο εκφραζόταν και στους 250C, σε αντίθεση µε το µόριο του 

ποντικού του οποίου η έκφραση έπρεπε να ενισχυθεί σηµαντικά (290C) για να εκδηλωθεί 

στο φαινότυπο. 

 
Εικόνα 47. Η υπερέκφραση των διαγονιδίων UAS-neur και UAS-Neurl σε προνυµφικούς 

δίσκους φτερού, στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb, καταστέλλει το σηµατοδοτικό µονοπάτι 
Notch. Τα διαγονιδιακά στελέχη yw; UAS-neur και yw; UAS-Neurl διασταυρώθηκαν µε το στέλεχος οδηγό 
omb-GAL4/FM7. Οι απόγονοι µε γενότυπο omb-GAL4/+;UAS-neur/+ (Β και Γ) και  omb-GAL4/UAS-Neurl (∆  
και Ε) εµφανίζουν φαινοτυπικές αλλοιώσεις και συγκεκριµένα κοµµένο  όριο φτερού (κεφαλή βέλους) και 
παχύνσεις ή κόψιµο φλεβών (βέλη). Τα φαινοτυπικά αποτελέσµατα είναι λιγότερο έντονα στους απογόνους 
που εκφράζουν το θηλαστικό µόριο αφού παρουσιάζονται µόνο όταν η διασταύρωση πραγµατοποιείται στους 
290C, σε αντίθεση µε τη δροσοφιλική πρωτεΐνη, η έκφραση της οποίας δίνει φαινοτυπικές αλλοιώσεις σε 
χαµηλότερες θερµοκρασίες (250C). Α : φτερό ενηλίκου ατόµου αγρίου τύπου. 
 

 

Η διαφαινόµενη επίδραση της εκτοπικής υπερέκφρασης των µελετούµενων 

γονιδίων στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch ελέγχθηκε µε ανίχνευση της έκφρασης 

γονιδίων-στόχων του µονοπατιού. Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 

Α

Β Γ 

∆ Ε
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ανίχνευσης δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 21). Η 

µελέτη του προτύπου έκφρασης των γονιδίων-στόχων του µονοπατιού Notch πραγµατο-

ποιήθηκε σε δίσκους φτερού από προνύµφες τρίτου σταδίου, στους οποίους εκφράζο-

νταν στην περιοχή omb τα µελετούµενα διαγονίδια (neur και Neurl) καθώς και το γονίδιο 

αναφοράς (lacZ) που βρισκόταν υπό τον έλεγχο των ρυθµιστικών στοιχείων του 

αντίστοιχου γονιδίου-στόχου. Αρχικά ανιχνεύτηκε η έκφραση του γονιδίου E(spl)m8 και 

παρατηρήθηκε ότι αυτή διακοπτόταν στην περιοχή έκφρασης των πρωτεϊνών  Neur  και 

Neurl (Εικ. 48). Η ένταση του φαινοτυπικού αποτελέσµατος, όπως αναµενόταν,  ήταν 

µικρότερη στην περίπτωση του γονιδίου του ποντικού, µιας και η καταστολή της 

έκφρασης του E(spl)m8-lacZ ήταν µικρότερης έκτασης απ� ότι στο οµόλογο της 

Drosophila και παρατηρήθηκε µόνο όταν η διασταύρωση έγινε σε υψηλή θερµοκρασία. 

Εκτός από το γονίδιο E(spl)m8 µελετήθηκε η έκφραση και άλλων γονιδίων-στόχων 

[E(spl)m4, E(spl)mβ, vestigial, wingless] αλλά δεν ανιχνεύτηκε αλλοίωση του προτύπου 

έκφρασής τους. Αυτό πιθανόν να οφειλόταν σε διαφορετική απόκριση της µεταγραφικής 

τους ενεργότητας στις µεταβολές της σηµατοδότησης Notch. 

 

 
Εικόνα 48.  Η υπερέκφραση των διαγονιδίων UAS-neur και UAS-Neurl σε προνυµφικούς 

δίσκους φτερού, στην περιοχή έκφρασης του γονιδίου omb, καταστέλλει την έκφραση του γονιδίου 
E(spl)m8, η οποία ενεργοποιείται από το σηµατοδοτικό µηχανισµό µέσω του υποδοχέα Notch. 
Πραγµατοποιήθηκε αντίδραση ανίχνευσης δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης (X-gal stainings) σε δίσκους 
φτερού, σε προνύµφες τρίτου σταδίου, µε γενότυπο omb-GAL4;UAS-neur; E(spl)m8-lacZ (B) και omb-
GAL4/UAS-Neurl; E(spl)m8-lacZ (Γ). ∆ιαπιστώνεται ότι η έκφραση του γονιδίου E(spl)m8-lacZ διακόπτεται 
στο όριο του φτερού, στα σύνορα της περιοχής omb (διακεκοµµένες γραµµές). Επίσης παρατηρείται 
καταστολή της έκφρασης του γονιδίου σε περιοχές εκτός του ορίου του φτερού, οι οποίες βρίσκονται µέσα 
στην περιοχή omb (Α, κεφαλές βέλους). Στην περίπτωση του Neuralized (Γ) η καταστολή στο όριο του 
φτερού είναι µικρότερης έντασης. Το E(spl)m8-lacZ εκφράζεται ως ένα βαθµό και µέσα στην περιοχή 
έκφρασης του θηλαστικού διαγονιδίου (βέλη). Οι διασταυρώσεις σε αυτήν την περίπτωση πραγµατο-
ποιήθηκαν στους 290C. Α : χρώση δραστικότητας β-γαλακτοσιδάσης σε προνυµφικούς δίσκους φτερού 
αγρίου τύπου που φέρουν το διαγονίδιο lacZ υπό τον έλεγχο των ρυθµιστικών στοιχείων του  γονιδίου 
E(spl)m8. 
 

Α Β Γ 

E(spl)m8-lacZ omb-GAL4;UAS-neur; E(spl)m8-lacZ omb-GAL4/UAS-Neurl; E(spl)m8-lacZ 

omb omb 
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    Β.   Η παρουσία της πρωτεΐνης  Νeur ενισχύει τη σηµατοδοτική ικανότητα  του 
δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα Notch 

 

Η υποδηλούµενη εµπλοκή του γονιδίου neur και του θηλαστικού οµολόγου του 

στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch σε συνδυασµό µε τον παρόµοιο υποκυτταρικό 

εντοπισµό τους αποτελούσαν σηµαντικές ενδείξεις της λειτουργικής τους συγγένειας. Τα 

παρατηρούµενα αποτελέσµατα καθώς και η «τοποθέτηση», από γενετικά δεδοµένα, της 

δράσης του neuralized πριν από τη σηµατοδότηση του υποδοχέα Notch και την έναρξη 

του µονοπατιού (de la Concha et al., 1988), οδήγησαν στην πραγµατοποίηση σειράς 

πειραµάτων κατευθυνόµενης συνέκφρασης καθενός από τα µελετούµενα γονίδια µε το 

δεσµευτή Delta και επακόλουθης ανίχνευσης της έκφρασης γονιδίων-στόχων του 

µονοπατιού Notch. Με αυτόν τον τρόπο διερευνήθηκε η επίδραση της παρουσίας των 

µελετούµενων πολυπεπτιδίων στη σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή προς τον 

υποδοχέα.  

 

Οι µελέτες πραγµατοποιήθηκαν στο δίσκο του φτερού όπου η απόκριση του 

Notch στο Delta είναι διαµερισµατοποιηµένη κατά µήκος του ραχιαιο-κοιλιακού άξονα. 

Συγκεκριµένα, η σηµατοδοτική ικανότητα του Dl προς τον υποδοχέα είναι ισχυρή στο 

ραχιαίο διαµέρισµα, ενώ αντίθετα στο κοιλιακό διαµέρισµα η σηµατοδότηση του Notch 

είναι µηδαµινή. Η αιτία είναι η προτίµηση του Delta για γλυκοσυλιωµένο υποδοχέα Notch, 

διαδικασία που πραγµατοποιείται µόνο στα κύτταρα του ραχιαίου διαµερίσµατος από τη 

δράση της πρωτεΐνης Fringe (βλ. εισαγωγή). Αντίθετα, στα κοιλιακά κύτταρα ο υποδοχέας 

δεν γλυκοσυλιώνεται µε αποτέλεσµα η σηµατοδότησή του να πραγµατοποιείται από τον 

ανταγωνιστικά, στη συγκεκριµένη περίπτωση, ισχυρότερο δεσµευτή Serrate που 

εντοπίζεται στα γειτονικά ραχιαία κύτταρα (Βlair, 2000, Bruckner et al., 2000, Moloney et 

al., 2000,  Munro and Freeman, 2000). Κατασκευάστηκαν στελέχη που έφεραν στο 

γονιδίωµά τους τόσο το διαγονίδιο UAS-Delta όσο και καθένα από τα διαγονίδια UAS-

neur (yw; UAS-Delta UAS-neur) και UAS-Neurl (UAS-Neurl/FM7; UAS-Delta). Η συνέκ-

φραση κατευθύνθηκε στην περιοχή omb. Η σηµατοδότηση του µονοπατιού 

παρατηρήθηκε µε ανίχνευση της έκφρασης του γονιδίου-στόχου wingless, µε τη χρήση 

του αντίστοιχου στελέχους-παγίδας ενισχυτή (yw; wg-lacZ) ή αντισώµατος αντι-Wg. Η 

διερεύνηση της ενδεχόµενης µεταβολής της σηµατοδοτικής ικανότητας του Delta 

πραγµατοποιήθηκε συγκριτικά µε την αντίστοιχη ικανότητά του όταν συνεκφραζόταν µε το 

�ουδέτερο� διαγονίδιο UAS-GFP, προκειµένου να διατηρηθεί σταθερός ο αριθµός των 

στόχων UAS. ∆ιαπιστώθηκε ότι όταν ο δεσµευτής εκφραζόταν µαζί µε την GFP το 

αποτέλεσµα ήταν το αναµενόµενο, δηλαδή όπως στην περίπτωση που αυτός εκφραζόταν 

µόνος του. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε εκτοπική  έκφραση του wg  µόνο στο ραχιαίο 

διαµέρισµα του φτερού (Εικ. 49-Γ2 και 50-Α). Αντίθετα, στην περίπτωση της συνέκφρα- 
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Εικόνα 49. Η παρουσία της πρωτεΐνης Νeuralized ενισχύει τη σηµατοδοτική ικανότητα του 

δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα Notch. Η πρωτεΐνη Delta εκφράστηκε µόνη της (Α2, Β2 και Γ2) ή µαζί 
µε την πρωτεΐνη Neur (A3, B3 και Γ3) σε προνυµφικούς δίσκους φτερού, στην περιοχή omb. Η σηµατοδό-
τηση του υποδοχέα Notch ανιχνεύτηκε µε µελέτη της έκφρασης  γονιδίων-στόχων, όπως  E(spl)m8 (A1-Α3), 
vgB (B1-B3) και wingless (Γ1-Γ3). Η ανίχνευση της έκφρασής τους πραγµατοποιήθηκε έµµεσα, µε 
κατάλληλες διασταυρώσεις µε τα αντίστοιχα στελέχη παγίδες-ενισχυτών. Ακολούθησαν χρώσεις ανίχνευσης 
δραστικότητας της β-γαλακτοσιδάσης. Παρατηρείται ότι όταν ο δεσµευτής Delta εκφράζεται µόνος του 
προκαλεί εκτοπική σηµατοδότηση µόνο στο ραχιαίο (ΡΧ) διαµέρισµα του προνυµφικού δίσκου (βέλη). 
Αντίθετα, η παρουσία της πρωτεΐνης Neur ενισχύει σηµαντικά τη σηµατοδοτική του ικανότητα, αφού 
ανιχνεύεται ισχυρότατη εκτοπική έκφραση και των τριών γονιδίων-στόχων και στο κοιλιακό (ΚΛ) διαµέρισµα 
(κεφαλή βέλους). A1, B1 και Γ1 : ανίχνευση της έκφρασης των γονιδίων �στόχων σε προνυµφικούς δίσκους 
φτερού των αντίστοιχων στελεχών παγίδων ενισχυτών (προνυµφικοί δίσκοι αγρίου τύπου).  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΟΦ : Όριο φτερού. 
 

A1 A2 A3 

B1 B2 B3 

Γ1 Γ2 Γ3 

omb-GAL4;UAS-neur UAS-Dl; E(spl)m8-lacZ omb-GAL4;UAS-Dl; E(spl)m8-lacZ E(spl)m8-lacZ 

vgB-lacZ omb-GAL4;UAS-Dl; vgB-lacZ omb-GAL4;UAS-neur UAS-Dl; vgB-lacZ 

wg-lacZ omb-GAL4;UAS-Dl; wg-lacZ omb-GAL4;UAS-neur UAS-Dl; wg-lacZ 

ΡΧ 

ΚΛ 

ΡΧ 

ΡΧ 

ΚΛ 
ΚΛ 

ΡΧ 
ΡΧ 

ΡΧ 

ΚΛ 
ΚΛ 

ΚΛ 

ΡΧ ΡΧ ΡΧ 

ΚΛ 
ΚΛ ΚΛ 

ΟΦ 

ΟΦ 

ΟΦ 
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σης του Dl µε το Νeur ο τοπικός περιορισµός της σηµατοδοτικής ικανότητας του 

δεσµευτή εξαφανιζόταν αφού ανιχνεύονταν υψηλά επίπεδα έκφρασης του wg και στο 

κοιλιακό διαµέρισµα (Εικ.49-Γ3 και 50-Β). Σε αντιδιαστολή µε το πολυπεπτίδιο Neur της 

Drosophila, το θηλαστικό οµόλογο Neurl δεν επηρέαζε τη σηµατοδοτική ικανότητα του 

δεσµευτή, σε οποιαδήποτε θερµοκρασία και αν πραγµατοποιήθηκαν οι διασταυρώσεις 

συνέκφρασης (Εικ. 50Γ). Η ενίσχυση της σηµατοδοτικής ικανότητας του Delta από την 

παρουσία της πρωτεΐνης Νeur επιβεβαιώθηκε και από αντίστοιχα πειράµατα ανίχνευσης 

της έκφρασης και άλλων γονιδίων-στόχων του µονοπατιού Notch, όπως vestigial [vgBE- 

lacZ (ενισχυτής ειδικός για την έκφραση του γονιδίου vestigial στο ραχιαιο-κοιλιακό 

σύνορο-όριο φτερού)] και E(spl)m8  [E(spl)m8-lacZ)] (Εικ. 49Α,Β). 

 

 Παρόµοια αποτελέσµατα ελήφθησαν και στην περίπτωση κατασκευής µιτωτικών 

κλώνων υπερέκφρασης µε την τεχνική FLP-out (υλικά και µέθοδοι, ενότητα 19) και 

επακόλουθης ανίχνευσης της έκφρασης του γονιδίου wingless (Εικ. 51Α,Β). Πιο 

αναλυτικά, ο συνδυασµός Dl +GFP είχε σαν αποτέλεσµα την µη αυτόνοµη επαγωγή 

έκφρασης του wg στα κύτταρα που γειτνίαζαν µε τα όρια των κλώνων, µόνο όταν αυτοί 

βρίσκονταν στο ραχιαίο διαµέρισµα του δίσκου του φτερού. Επιπρόσθετα, η 

σηµατοδότηση εξασθενούσε βαθµιαία όσο αυξανόταν η απόσταση των κλώνων  από το  

ραχιαιοκοιλιακό σύνορο (Εικ. 51Α,Β). Αντίθετα, η συνέκφραση Delta και neuralized 

οδηγούσε σε µη αυτόνοµη επαγωγή του wingless και στα δύο διαµερίσµατα του δίσκου, 

ανεξάρτητα από την απόσταση από το ραχιαιο-κοιλιακό σύνορο υποδεικνύοντας 

σηµαντικότατη αύξηση της σηµατοδοτικής ικανότητας του δεσµευτή, ξεπερνώντας 

οποιοδήποτε τοπικό περιορισµό (Εικ. 51Γ,∆). Η µόνη διαφορά που παρατηρήθηκε µε τα 

πειράµατα κατευθυνόµενης υπερέκφρασης µε το στέλεχος-οδηγό omb-GAL4 ήταν η 

επαγωγή έκφρασης wg και σε κύτταρα που βρίσκονταν στο εσωτερικό της περιοχής omb, 

όπου συνεκφράζονταν οι πρωτεΐνες Dl και Neur (Εικ. 50Β), κάτι που δεν παρατηρήθηκε 

στους κλώνους FLP-out. Αυτό θα µπορούσε να δικαιολογηθεί ως αποτέλεσµα σηµαντικής 

µείωσης των επιπέδων του Delta σ� αυτά τα κύτταρα (που έχει δειχθεί ότι συµβαίνει, 

Χρυσούλα Πιτσούλη) µιας και είναι γνωστό ότι τα ενδογενή επίπεδα έκφρασης της 

συγκεκριµένης πρωτεΐνης σ� ένα κύτταρο επηρεάζουν την ικανότητά του να 

σηµατοδοτηθεί από τον ίδιο δεσµευτή ενός γειτονικού κυττάρου  (Doherty et al., 1996, 

Jacobsen et al. 1998). Πιο αναλυτικά, σε δύο γειτονικά κύτταρα που εκφράζουν το 

δεσµευτή Dl και τον υποδοχέα Notch λαµβάνουν χώρα δύο ειδών αλληλεπιδράσεις : α) in 

trans, µεταξύ δεσµευτή και υποδοχέα, οι οποίοι βρίσκονται σε διαφορετικά κύτταρα και  

β) in cis, µεταξύ µορίων του ίδιου κυττάρου. Είναι προφανές ότι υπάρχει ανταγωνισµός 

ανάµεσα σε αυτές τις αλληλεπιδράσεις. Συνεπώς, αν τα δύο κύτταρα (ποµπός και δέκτης) 

είναι ισοδύναµα τότε δεν είναι δυνατή η σηµατοδότηση in trans του υποδοχέα του 

κυττάρου-δέκτη και η έναρξη του µονοπατιού Notch. Αντίθετα, στην περίπτωση που η 

έκφραση του Delta ελαττώνεται στο κύτταρο δέκτη τότε το µονοπάτι ενεργοποιείται. Έτσι 
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θα µπορούσε να εξηγηθεί η ανίχνευση σηµατοδότησης στο εσωτερικό της περιοχής omb 

µιας και υπάρχει βαθµιαία εξασθένηση της έκφρασης της πρωτεΐνης Delta όσο πλησιάζει 

τα όρια της συγκεκριµένης περιοχής. 

 

 
Εικόνα 50. Η πρωτεΐνη Neur ενισχύει τη σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή Delta προς 

τον υποδοχέα Notch. Οπτικές τοµές συνεστιακού µικροσκοπίου. Προνυµφικοί δίσκοι φτερού στους 
οποίους υπερεκφράζεται, στην περιοχή omb, ο δεσµευτής Delta (πράσινο) παρουσία GFP (Α, Α1-Α2) 
είτε µαζί µε την πρωτεΐνη Neur (Β, Β1-Β2) ή το θηλαστικό οµόλογο µόριο (Γ, Γ1-Γ2). Πραγµατοποιήθηκε 
ανοσοεντοπισµός της πρωτεΐνης Wingless (κόκκινο). ∆ιαπιστώνεται ότι η σηµατοδοτική ικανότητα του Delta 
δεν µεταβάλλεται παρουσία GFP (A) ενώ ενισχύεται µόνο παρουσία της πρωτεΐνης Neur (Β). Παρατηρείται ότι 
η επαγωγή έκφρασης wg στο κοιλιακό διαµέρισµα (ΚΛ) του δίσκου δεν περιορίζεται  µόνο στα όρια της 
περιοχής omb (διακεκοµµένες γραµµές), όπως παρατηρείται στο ραχιαίο τµήµα (ΡΧ)  αλλά επεκτείνεται και σε 
κύτταρα που βρίσκονται στο εσωτερικό της περιοχής, υποδηλώνοντας κυτταρική αυτονοµία της 
ενεργοποίησης του wingless (Β2). Η συνέκφραση του θηλαστικού οµολόγου δεν επηρεάζει την επαγωγική 
ικανότητα του δεσµευτή (Γ). Να σηµειωθεί ότι παρουσία του δροσοφιλικού µορίου  αλλάζει και ο αναµε-
νόµενος µεµβρανικός υποκυτταρικός εντοπισµός του Dl (Α και Γ), ο οποίος εντοπίζεται σε κυστιδιακές δοµές 
(Β1, βέλη) και ενδεχοµένως σχετίζεται µε την παρατηρούµενη ενίσχυση της σηµατοδοτικής του ενεργότητας. 
Α1-Α2, Β1-Β2 και Γ1-Γ2 : µεγεθύνσεις των εικόνων Α, Β και Γ, αντίστοιχα.  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΟΦ : όριο φτερού. 
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omb-GAL4; UAS-Dl UAS-neur 

omb-GAL4; UAS-Dl UAS-Neurl 

 ΟΦ 

ΟΦ 

ΟΦ 

Delta + Wingless Delta + Wingless Wingless 



                                                                                                                                                                    ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

119

 
Εικόνα 51. Η πρωτεΐνη Neur ενισχύει τη σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή Delta προς 

τον υποδοχέα Notch. Οπτικές τοµές, συνεστιακού µικροσκοπίου, µιτωτικών κλώνων υπερέκφρασης 
σε προνυµφικούς δίσκους φτερού. Η επαγωγή της σηµατοδότησης Notch ανιχνεύτηκε ως επαγωγή της 
έκφρασης της πρωτεΐνης Wingless (ανοσοανίχνευση, κόκκινο). Α, Β : µιτωτικοί κλώνοι µε γενότυπο 
act>>GAL4;UAS-Dl;UAS-GFP (πράσινο). Παρατηρείται µη αυτόνοµη επαγωγή έκφρασης wg, µόνο στο ραχιαίο 
διαµέρισµα (ΡΧ),  στα κύτταρα που γειτονεύουν  µε τα όρια των κλώνων . Επιπρόσθετα, η σηµατοδότηση 
εξασθενεί βαθµιαία όσο αυξάνεται η απόσταση από το  ραχιαιο-κοιλιακό σύνορο του φτερού (βέλη). Γ : µιτω-
τικοί κλώνοι µε γενότυπο act>>GAL4;UAS-Dl UAS-neur;UAS-GFP (πράσινο). ∆ : µιτωτικοί κλώνοι µε 
γενότυπο act>>GAL4;UAS-Dl UAS-neur. Ο εντοπισµός τους πραγµατοποιήθηκε µε ανοσοανίχνευση της 
πρωτεΐνης Delta (κυστιδιακές πράσινες δοµές). ∆ιαπιστώνεται µη αυτόνοµη επαγωγή του wingless και στα δύο 
διαµερίσµατα του δίσκου, ανεξάρτητα από την απόσταση των κλώνων από το ραχιαιο-κοιλιακό σύνορο, 
υποδεικνύοντας σηµαντικότατη αύξηση της σηµατοδοτικής ικανότητας του δεσµευτή, ξεπερνώντας 
οποιοδήποτε τοπικό περιορισµό.  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΚΛ : κοιλιακό διαµέρισµα του δίσκου του φτερού. 
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   Γ. Η πρωτεΐνη  Νeur επάγει την ενδοκύττωση του δεσµευτή  Delta 

 
 

Στα προηγούµενα πειράµατα παρατηρήθηκε ότι η παρουσία της πρωτεΐνης Νeur 

όχι µόνο ενίσχυε τη σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα 

Notch αλλά ταυτόχρονα επηρέαζε και τον υποκυτταρικό του εντοπισµό. Συγκεκριµένα, 

στην περίπτωση που η πρωτεΐνη Dl εκφραζόταν µόνη της (ή παρουσία της GFP) 

ανιχνευόταν στην κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής µεµβράνης των επιθηλιακών 

κυττάρων του δίσκου του φτερού (Εικ. 50Α1). Η συνέκφρασή της µε την πρωτεΐνη Neur  

είχε σαν αποτέλεσµα ελάχιστη ανοσοανίχνευση στη πλασµατική µεµβράνη και υψηλά 

επίπεδα εντοπισµένα σε πολλαπλά κυστίδια κατά µήκος του κορυφαιο-βασικού άξονα 

των κυττάρων (Εικ. 50Β1, 52∆-Ζ), τα οποία διαπιστώθηκε στη συνέχεια ότι ανήκουν σε 

ενδοκυττωτικό µονοπάτι (Χ. Πιτσούλη, προσωπική επικοινωνία). Η ενδοκύττωση του 

Delta από το Νeur ήταν ειδική αφού δεν παρατηρήθηκε αλλαγή του εντοπισµού άλλων 

διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, όπως η φασικλίνη ΙΙΙ, η οποία εξακολουθούσε να εντοπίζεται 

στην πλασµατική µεµβράνη όταν υπερεκφραζόταν neuralized (Εικ. 52∆-Ζ). Το γεγονός 

της αλλαγής του προτύπου του κυτταρικού εντοπισµού του Delta αποτελούσε µετα-

µεταφραστική τροποποίηση αφού το διαγονίδιο που το κωδικοποιούσε (UAS-Delta) ήταν 

υπό τον έλεγχο ετερόλογων και όχι ενδογενών ρυθµιστικών στοιχείων (θέσεις πρόσδεσης 

του GAL4).   

 

Καθώς η πρωτεΐνη Neur φαινόταν να επάγει την ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta 

το ερώτηµα που ετίθετο ήταν αν αυτό το γεγονός συνοδεύεται και από αλλαγή των 

επιπέδων του τελευταίου. Πράγµατι,  από πειράµατα ανοσοεντοπισµού σε πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα προνυµφικών δίσκων φτερού που συνέκφραζαν στην περιοχή omb τα 

πολυπεπτίδια Delta και Neur, διαπιστώθηκε σηµαντική ελάττωση των επιπέδων του 

µορίου Dl (Χ. Πιτσούλη). Αναλυτικότερα, σε προνυµφικούς δίσκους τρίτου σταδίου η 

πρωτεΐνη Dl ανιχνεύεται σε δύο ισοµορφές, το µόριο πλήρους µήκους και ένα µικρότερο 

πολυπεπτίδιο που αντιστοιχεί στην εξωκυττάρια περιοχή του δεσµευτή. Η  επίδραση του 

µορίου Neur µελετήθηκε σε δίσκους φτερού οι οποίοι συνέκφραζαν το διαγονίδιο UAS-Dl 

µε το διαγονίδιο UAS-GFP ή UAS-neur. Παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα και των δύο 

ισοµορφών του δεσµευτή ελαττώθηκαν σηµαντικά όταν συνεκφράζονταν Dl+Neur, σε 

αντίθεση µε την συνέκφραση Dl+GFP όπου δεν παρατηρήθηκε καµία µεταβολή. Κατά 

συνέπεια,  η παρουσία της πρωτεΐνης Neuralized επάγει την ενδοκύττωση του δεσµευτή 

και την επακόλουθη αποικοδόµησή του. 

 

Σε αντίθεση µε την πρωτεΐνη Neur της Drosophila, η πρωτεΐνη Neurl του ποντικού 

δεν επηρέαζε τον εντοπισµό του δεσµευτή  (Εικ. 50Γ), όπως άλλωστε και την επαγωγική 
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του ικανότητα. Εντούτοις, όταν συνεκφράστηκε  µαζί µε το δροσοφιλικό ορθόλογο 

πολυπεπτίδιο και την πρωτεΐνη Delta παρατηρήθηκε ότι το µεγαλύτερο ποσοστό του 

δεσµευτή ήταν εντοπισµένο σε κυστίδια, στην κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής 

µεµβράνης (Εικ. 53Α,Β, σύγκριση µε Εικ.52Α). Η επαγωγική ικανότητα του Dl δε φαινόταν 

να αλλοιώνεται όπως συνέβη  στην περίπτωση συνέκφρασής του µόνο µε το µόριο Νeur 

της Drosophila (Εικ.53Γ). Ενδεχοµένως, η θηλαστική πρωτεΐνη να ανταγωνίζεται το 

δροσοφιλικό ορθόλογο σε πρώιµο στάδιο της ενδοκύττωσης. Η διαφορετική 

συµπεριφορά των δύο µορίων Neurl και Neur πιθανόν να οφείλεται σε εξελικτική 

απόκλιση της λειτουργίας τους, ενώ δεν µπορεί να αποκλειστεί και το ενδεχόµενο να 

έχουν το ίδιο λειτουργικό ρόλο, συµµετέχοντας πιθανόν σε µηχανισµούς ενδοκύττωσης, 

αλλά να �στοχεύουν� διαφορετικά υποστρώµατα ή να αποτελούν µέλη υπερµοριακών 

συµπλόκων, των οποίων η σύσταση είναι δυνατόν να διαφέρει στους διάφορους 

οργανισµούς. Πρέπει να ληφθεί υπόψη το γεγονός ότι η πρωτεΐνη του ποντικού αναλύεται 

σε ένα ετερόλογο σύστηµα, το οποίο ενδεχοµένως δεν  παρέχει όλες τις προϋποθέσεις 

(π.χ. άλλους πρωτεϊνικούς παράγοντες) για πλήρη λειτουργική δράση του µορίου. Όσον 

αφορά τη λειτουργία του δροσοφιλικού πολυπεπτιδίου, τα δεδοµένα συγκλίνουν στην 

υπόθεση ότι η παρουσία του σηµατοδοτεί την κυστιδίωση και αποικοδόµηση του Delta, 

ενισχύοντας συγχρόνως την επαγωγική του ικανότητα προς τον υποδοχέα Notch.    

 

Επίσης, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοανίχνευσης της ενδογενούς 

πρωτεΐνης Notch και συγκεκριµένα της εξωκυττάριας περιοχής της, σε δίσκους φτερού 

στους οποίους συνεκφράζονταν Delta και Νeur στην περιοχή omb. Παρατηρήθηκε ότι η 

παρουσία της πρωτεΐνης  Νeur επάγει ενδοκύττωση του υποδοχέα, ο οποίος µάλλον 

παρασύρεται από το δεσµευτή του (Εικ.54), βασιζόµενοι στα ήδη υπάρχοντα δηµο-

σιευµένα δεδοµένα (Parks et al., 2000). Πιο αναλυτικά, η εξωκυττάρια περιοχή του 

ενδογενούς Νotch ανοσοανιχνευόταν ως επί το πλείστον σε ενδοκυττωτικά κυστίδια που 

ήταν θετικά και για το δεσµευτή του (Εικ. 54Γ,∆), σε αντίθεση µε το µεµβρανικό κυρίως 

πρότυπο τόσο έξω από την περιοχή υπερέκφρασης (Εικ. 54Γ3,∆3) όσο και σε δίσκους 

που υπερεκφραζόταν µόνο της η πρωτεΐνη Delta  (Εικ. 54Α,Β). Στην τελευταία περί-

πτωση τα υψηλότερα επίπεδα του υποδοχέα ανιχνεύονταν στη κορυφαία επιφάνεια της 

πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων ενώ εντοπιζόταν και σε κυστίδια στα οποία 

απουσίαζε ο δεσµευτής (Εικ. 54Β1). ∆ιαπιστώθηκε ακόµα ότι τα ελάχιστα ενδοκυττωτικά 

κυστίδια που υπήρχε ο δεσµευτής ήταν θετικά και στην ανοσοανίχνευση της 

εξωκυττάριας περιοχής του Notch (Εικ. 54Β1). Η έµµεσα επαγόµενη ενδοκύττωσή του 

υποδοχέα από την παρουσία του Νeur, λόγω ενδοκύττωσης του δεσµευτή του, 

αποδείχτηκε µε πειράµατα υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Νeur στην περιοχή omb και 

ανοσοεντοπισµού της εξωκυττάριας περιοχής του πρώτου. Ο εντοπισµός του Notch σε 

αυτή την περίπτωση παρέµενε ο ίδιος τόσο µέσα όσο και έξω από την περιοχή 

υπερέκφρασης. Επίσης, από πειράµατα της Χ. Πιτσούλη  διαπιστώθηκε ότι η επίδραση  
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Εικόνα 52. Η πρωτεΐνη Neur επηρεάζει τον υποκυτταρικό εντοπισµό του δεσµευτή Delta. 

Οπτικές τοµές από προνυµφικούς δίσκους φτερού στους οποίους ο δεσµευτής Delta εκφράζεται στην 
περιοχή omb, µόνος του (Α-Γ) ή παρουσία του µορίου Neur (∆-Z). Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα 
ανοσοεντοπισµού του Delta (πράσινο) και της διαµεµβρανικής πρωτεΐνης φασικλίνη III (Fas III, κόκκινο).      
Α-Γ :  (Α) : οπτική τοµή σε δίσκο φτερού προνύµφης µε  γονότυπο omb-GAL4/+;UAS-Dl. Η τοµή πραγµατο-
ποιήθηκε στο επίπεδο της κορυφαίας επιφάνειας (ΚΕ) της επιθηλιακής στοιβάδας. Παρατηρείται ότι ο 
δεσµευτής Delta συνεντοπίζεται µε την Fas III στην πλασµατική µεµβράνη. (Β) : οπτική τοµή σε επίπεδο 
πλησίον της βασικής επιφάνειας (ΒΕ) των επιθηλιακών κυττάρων. Ο ανοσοεντοπισµός του Delta περιορίζεται 
σε έναν µικρό αριθµό κυστιδίων (κύκλοι). (Γ) : Εγκάρσια οπτική τοµή. Ο προσανατολισµός υποδεικνύεται από 
τη διακεκοµµένη γραµµή που φαίνεται στα Α3 και Β3. ∆ιαπιστώνεται ότι η πρωτεΐνη Delta ανοσοανιχνεύεται 
στην κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής µεµβράνης (βέλη) µε  µικρή συγκέντρωση σε ενδοκυττωτικά 
κυστίδια (κύκλοι). ∆-Ζ :  οπτικές τοµές σε προνυµφικό δίσκο φτερού, µε  γενότυπο omb-GAL4/+;UAS-Dl UAS-
neur , και σε επίπεδο πλησίον της κορυφαίας (∆) ή της βασικής επιφάνειας (Ε) της πλασµατικής µεµβράνης 
του επιθηλίου. (Ζ) : Εγκάρσια οπτική τοµή (διακεκοµµένη γραµµή στα ∆3 και Ε3). Παρατηρείται 
ανοσοεντοπισµός, σχεδόν εξ� ολοκλήρου, σε ενδοκυτωτικά κυστίδια σε όλο το µήκος του άξονα µεταξύ της 
κορυφαίας και βασικής επιφάνειας της πλασµατικής µεµβράνης των επιθηλιακών κυττάρων (βέλη).                
Η κυστιδίωση του Delta είναι ειδική αφού δεν παρατηρείται µεταβολή στην τοπολογία της πρωτεΐνης Fas III.  
Η αγκύλη στα Ζ2 και Ζ3 δείχνει την περιποδική µεµβράνη του δίσκου του φτερού. 
Σηµείωση : τα µεγάλα κύτταρα στο A2 είναι αυτά της περιποδικής µεµβράνης, µίας δεύτερης στοιβάδας 
κυττάρων που καλύπτει το καθ� αυτό επιθήλιο του φτερού από την κορυφαία του πλευρά (στην περιποδική 
µεµβράνη δεν εκφράζεται omb-GAL4).  

A1 

Β2 B1 

A3A2 

Β3 

Γ3

Γ2 

Γ1 

∆3 ∆2 ∆1 Ζ1

Ε3 Ε2Ε1 

Ζ3

Ζ2 

ΒΕ 

ΚΕ 

ΚΕ 

ΒΕ 

Delta Fas III Delta + Fas III 

Delta Fas III Delta + Fas III 
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Εικόνα 53. H πρωτεΐνη Neuralized του ποντικού ανταγωνίζεται στις ενδοκυττωτικές 

διαδικασίες το ορθόλογο µόριο Νeur της Drosophila. A-B : Οπτικές τοµές από προνυµφικούς δίσκους 
φτερού στους οποίους συνεκφράζονται,  στην περιοχή omb, οι πρωτεΐνες Delta (πράσινο), Νeur και Neurl.    
Α: οπτική τοµή πλησίον της κορυφαίας επιφάνειας (KE) της πλασµατικής µεµβράνης του επιθηλίου του δίσκου 
του φτερού. Β : εγκάρσια τοµή (διακεκοµµένη γραµµή στο Α1).Γ: αντίστοιχη εγκάρσια τοµή προνυµφικού 
δίσκου στον οποίο συνεκφράζονται ο δεσµευτής Delta (πράσινο) και το µόριο Νeur της Drosophila.  
∆ιαπιστώνεται ότι η παρουσία του θηλαστικού µορίου Neurl έχει σαν αποτέλεσµα να ανοσοανιχνεύεται υψηλό 
ποσοστό του Delta στην κορυφαία επιφάνεια (ΚΕ) των επιθηλιακών κυττάρων (Β). Ο εντοπισµός  του 
δεσµευτή δεν είναι µεµβρανικός (Α σύγκριση µε Εικ.52Α1). Συνεπώς, δηµιουργούνται κυστίδια τα οποία 
φαίνεται ότι δεν αποχωρίζονται από την πλασµατική µεµβράνη, πιθανόν λόγω ανταγωνισµού του µορίου 
Neurl στη δράση του δροσοφιλικού οµολόγου του (σύγκριση Β και Γ). κόκκινη χρώση : πρωτεΐνη Wingless.   
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΚΛ + ΡΧ  : κοιλιακό και ραχιαίο διαµέρισµα του ελάσµατος του φτερού, 
αντίστοιχα.  ΒΕ : Βασική επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων.  
 
 
 

του Νeur στο Notch ήταν µετα-µεταφραστική και εξαρτώµενη από τη συνέκφραση του 

Delta. Με βάση τα  παραπάνω αποτελέσµατα µπορούµε να υποθέσουµε ότι η πρωτεΐνη 

Νeur σηµατοδοτεί την ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta, ο οποίος µε τη σειρά του 

συµπαρασύρει σε ενδοκύττωση την εξωκυττάρια περιοχή του υποδοχέα Notch, µε 

επακόλουθη έναρξη των πρωτεολυτικών γεγονότων και ενεργοποίηση του αντίστοιχου 

µονοπατιού στο κύτταρο-δέκτη. Αυτή η υπόθεση ερµηνεύει και την ενίσχυση της 

επαγωγικής ιδιότητας του δεσµευτή από το πολυπεπτίδιο Νeur. 

Α1 Α2 Α3 

Β Γ 

Wingless Delta Delta+Wingless 

Delta+Wingless Delta 

KE KE 

BE BE 

ΡΧ 

ΚΛ 
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Εικόν
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Α1 Β1 ΚΕ 

ΒΕ 
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Α2 

Α3 

Β2 

Β3 

Γ1 ∆1 ΚΕ 

ΒΕ 

omb 
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Dl/Nec 

 

 

 

Dl + NEC
Dl 
Γ2 ∆2 

omb 

 
Dl 
NEC
Γ3 ∆3 
omb 

 
NEC
  
α 54. Η συνέκφραση των πρωτεϊνών Delta και Neur επηρεάζει τον υποκυτταρικό 

 υποδοχέα Notch . Οπτικές τοµές από προνυµφικούς δίσκους φτερού στους οποίους ο 
ta εκφράζεται στην περιοχή omb, µόνος του (Α-Β) ή παρουσία του µορίου Neur (Γ-∆). 
ηκαν πειράµατα ανοσοεντοπισµού του Delta (πράσινο) και  της εξωκυτταρικής περιοχής του  
δοχέα Notch (NEC,  κόκκινο). Α-Β :  (Α) : οπτική τοµή σε δίσκο φτερού προνύµφης µε  

GAL4/+;UAS-Dl. Η τοµή πραγµατοποιήθηκε στο επίπεδο της κορυφαίας επιφάνειας (ΚΕ) της 
ιβάδας. (Β) : Εγκάρσια οπτική τοµή. Ο προσανατολισµός υποδεικνύεται από τη διακεκοµµένη 
ίνεται στο Α1. Παρατηρείται ότι τα υψηλότερα επίπεδα του υποδοχέα Notch ανιχνεύονται στη 
νεια της πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων ενώ εντοπίζεται και σε  κυστίδια, στα οποία 
ι δεσµευτής. Επιπρόσθετα, διαπιστώθηκε ότι τα ελάχιστα ενδοκυττωτικά κυστίδια που 
σµευτής είναι θετικά και στην ανοσοανίχνευση της εξωκυττάριας περιοχής του Notch (κύκλοι).  
κή τοµή σε προνυµφικό δίσκο φτερού, µε  γενότυπο omb-GAL4/+;UAS-Dl UAS-neur  και σε 
ν της κορυφαίας επιφάνειας της πλασµατικής µεµβράνης του επιθηλίου. (∆) : Εγκάρσια 
κεκοµµένη γραµµή στο Γ1). ∆ιαπιστώνεται ότι η εξωκυττάρια περιοχή του ενδογενούς Νotch 
αι σχεδόν αποκλειστικά σε ενδοκυττωτικά κυστίδια που είναι θετικά και για το δεσµευτή του 
ίθετα, εξωτερικά της περιοχής omb (διακεκοµµένη γραµµή στα Γ1 �Γ3) παρατηρείται ο 
εντοπισµός στην κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής µεµβράνης και σε κυστίδια.   
φάνεια πλασµατικής µεµβράνης. 
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∆. Μελέτη της λειτουργικής δράσης του δακτύλου RING της πρωτεΐνης Neur : 
απαραίτητος για την ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta αλλά όχι για την 
ενίσχυση της  σηµατοδοτικής του ικανότητας 

 
 

Προκειµένου να διερευνηθεί ο ρόλος  του δακτύλου RING, που εντοπίζεται σε όλα 

τα οµόλογα µόρια της οικογένειας Νeuralized, µελετήθηκε η λειτουργική δράση του 

πολυπεπτιδίου της Drosophila στο οποίο είχε αφαιρεθεί µία περιοχή που περιελάµβανε 

το δάκτυλο RING (αµινοξέα 624-754) και είχε αντικατασταθεί από την EGFP 

(Νeur∆RING/EGFP). Η συγκεκριµένη χιµαιρική πρωτεΐνη χρησιµοποιήθηκε ήδη στα 

πειράµατα υποκυτταρικού εντοπισµού και είχε διαπιστωθεί ότι ο δάκτυλος ψευδαργύρου 

δεν είναι απαραίτητος για τον εντοπισµό του µορίου στην κυτταροπλασµατική περιφέρεια 

της πλασµατικής µεµβράνης. 

 

Αρχικά το χιµαιρικό µόριο Νeur∆RING/EGFP υπερεκφράστηκε µόνο του σε 

προνυµφικούς δίσκους φτερού στην περιοχή omb.  Ανοσοανιχνεύοντας την πρωτεΐνη 

Wingless παρατηρήθηκε πλήρης και αυτόνοµη καταστολή της έκφρασής της στο ραχιαιο-

κοιλιακό σύνορο του φτερού (Εικ. 55Α). Αυτό έρχεται σε αντίθεση µε τη µη ανιχνεύσιµη 

καταστολή στην περίπτωση υπερέκφρασης του πλήρους µήκους πολυπεπτιδίου Neur. 

Αυτό πιθανότατα να οφείλεται σε παρεµπόδιση του µηχανισµού σηµατοδότησης Notch σε 

πολύ υψηλότερα επίπεδα από ότι συνέβη µε το αγρίου τύπου Νeur, τα οποία ήταν ικανά 

να καταστείλουν την ενεργοποίηση του γονιδίου wingless. Από την κατασκευή µιτωτικών 

κλώνων υπερέκφρασης Νeur∆RING/EGFP διαπιστώθηκε ότι η καταστολή ήταν δυνατή 

µόνο όταν οι κλώνοι βρίσκονταν στο ραχιαίο ήµισυ της ζώνης έκφρασης του µορίου Wg 

(Εικ. 55Β-∆). ∆ε γνωρίζουµε ποια είναι η µηχανιστική βάση αυτού του φαινοµένου. 

 
Είναι γνωστό ότι ο δάκτυλος RING συναντάται και σε άλλες πρωτεΐνες στις οποίες 

έχει αποδειχτεί ότι σχετίζεται µε τη δράση λιγάσης ουβικουιτίνης τύπου E3 (Lorick et al., 

1999, Borden, 2000, Jackson et al., 2000, Freemont, 2000). Με βάση το γεγονός ότι η 

ουβικουιτινιλίωση αποτελεί έναν από τους µηχανισµούς ρύθµισης ενδοκυττωτικών 

διαδικασιών (Hicke, 2001, Hershko et al., 2000, Hirsch and Ploegh, 2000, Ciechanover et 

al., 2000, Di Fiore and De Camilli, 2001) το ερώτηµα που αναµενόταν να απαντηθεί ήταν 

εάν και κατά πόσο καταστέλλεται η ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta. Οι πρωτεΐνες  Delta 

και Νeur∆RING/EGFP συνεκφράστηκαν στην περιοχή omb και ακολούθησε ανοσο-

ανίχνευση τόσο του δεσµευτή όσο και του υποδοχέα Notch. Πράγµατι, παρατηρήθηκε ότι 

και τα δύο µόρια εξακολουθούσαν να εντοπίζονται στην κορυφαία επιφάνεια της 

πλασµατικής µεµβράνης, όπως και στην περίπτωση συνέκφρασης Delta και GFP και σε 

αντίθεση µε τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν όταν ο δεσµευτής συνεκφραζόταν µε την 

πλήρους µήκους πρωτεΐνη Νeur (Εικ. 56, σύγκριση µε Εικ. 54Γ,∆). 
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Εικόνα 55. Η πρωτεΐνη Νeur∆RING/EGFP αναστέλλει την έκφραση του γονιδίου wingless 

στο ραχιαιο-κοιλιακό όριο του  φτερού µόνο όταν αυτή εκφράζεται στο ραχιαίο διαµέρισµα των προ-
νυµφικών δίσκων. Η έκφραση του wingless ανιχνεύτηκε µε ανοσοεντοπισµό της κωδικοποιούµενης 
πρωτεΐνης (κόκκινο). Α1-Α3 : Οπτική τοµή, συνεστιακού µικροσκοπίου, προνυµφικών δίσκων φτερού στους 
οποίους η χιµαιρική πρωτεΐνη (πράσινο) υπερεκφράζεται στην περιοχή omb. Παρατηρείται  καταστολή της 
έκφρασής του wingless. Β-∆ : Οπτικές τοµές µιτωτικών κλώνων act>>GAL4; UAS-neur∆RING-EGFP. Η 
έκφραση του wingless καταστέλλεται όταν οι κλώνοι βρίσκονται στο ραχιαίο διαµέρισµα (ΡΧ) του φτερού (Β). 
Αντίθετα δεν παρατηρείται καµία µεταβολή στο πρότυπο έκφρασης όταν οι κλώνοι εντοπίζονται στο κοιλιακό 
διαµέρισµα (ΚΛ) (Γ και ∆).  

Α1 Α3 Α2 

Β3 Β2 Β1 

Γ2 Γ3 Γ1 

∆3∆2 ∆1 

ΡΧ 

ΡΧ 

ΡΧ 

ΡΧ 

ΚΛ 

ΚΛ 

ΚΛ 

ΚΛ 

Neur∆RING/EGFP + Wingless Neur∆RING/EGFP  Wingless 

Neur∆RING/EGFP + Wingless Neur∆RING/EGFP  Wingless 
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Εικόνα 56. Η απουσία του δακτύλου RING από την πρωτεΐνη Neur αναστέλλει την 

ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta και κατ� επέκταση την ενδοκύττωση της εξωκυττάριας περιοχής του 
ενδογενούς υποδοχέα Notch.   Οπτικές τοµές από προνυµφικούς δίσκους φτερού όπου ο δεσµευτής 
Delta εκφράζεται, στην περιοχή omb, παρουσία του πολυπεπτιδίου Νeur∆RING/EGFP. Πραγµατοποιή-
θηκαν πειράµατα ανοσοεντοπισµού του Delta (κόκκινο) και  της εξωκυττάριας περιοχής του  ενδογενούς 
υποδοχέα Notch (NEC,  µπλε). Α : οπτική τοµή σε δίσκο φτερού προνύµφης µε  γενότυπο  omb-GAL4/+; UAS-
Dl UAS-neur∆RING-EGFP. Η τοµή πραγµατοποιήθηκε στο επίπεδο της κορυφαίας επιφάνειας (ΚΕ) της 
επιθηλιακής στοιβάδας. Β : Εγκάρσια οπτική τοµή. Ο προσανατολισµός υποδεικνύεται από τη διακεκοµµένη 
γραµµή που φαίνεται στο Α4. Παρατηρείται ότι και ο δεσµευτής και ο υποδοχέας δεν ανιχνεύονται σε κυστίδια, 
όπως συνέβαινε όταν το Delta συνεκφραζόταν µε την πλήρους µήκους πρωτεΐνη Neur, αλλά  συνεντοπίζονται 
µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη (πράσινο) στην κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής µεµβράνης. Ανοσοεντοπισµός 
NEC

 παρατηρείται και σε ενδοκυττωτικά κυστίδια (B3 και Β4), στην πλειονότητα των οποίων δεν ανιχνεύεται 
Delta, όπως και στην περίπτωση που ο δεσµευτής εκφραζόταν εκτοπικά µόνος του ή µαζί µε την GFP. 
Κίτρινη διακεκοµµένη γραµµή (Α) : ραχιαιο-κοιλιακό όριο φτερού. 
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΡΧ  και ΚΛ: ραχιαίο  και κοιλιακό διαµέρισµα, αντίστοιχα, του δίσκου του φτερού. 
ΒΕ : βασική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης των επιθηλιακών κυττάρων του δίσκου του φτερού. 
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Εικόνα 57. Η απουσία του δακτύλου RING από την πρωτεΐνη Neur αναστέλλει την 

ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta και κατ� επέκταση την ενδοκύττωση της εξωκυττάριας περιοχής του 
ενδογενούς υποδοχέα Notch. Εγκάρσιες οπτικές τοµές µιτωτικών κλώνων act>>GAL4; UAS-Dl UAS- 
GFP (Α) και act>>GAL4; UAS-Dl UAS-neur∆RING-EGFP  (Β). Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοεντο-
πισµού του Delta (κόκκινο) και  της εξωκυττάριας περιοχής του  ενδογενούς υποδοχέα Notch (NEC,  µπλε).    
Α : ∆εσµευτής και υποδοχέας συνεντοπίζονται στη κορυφαία επιφάνεια της πλασµατικής µεµβράνης των 
κυττάρων του κλώνου. Επιπρόσθετα, παρατηρείται ότι όλα τα κυστίδια που ανοσοανιχνεύονται για την 
πρωτεΐνη Delta είναι θετικά και για την εξωκυττάρια περιοχή του Notch (κύκλοι) ενώ υπάρχουν και κυστίδια 
που φέρουν µόνο το NEC. Το υποκυτταρικό πρότυπο του υποδοχέα είναι ταυτόσηµο και έξω από τα όρια του 
µιτωτικού κλώνου. Β : Παρατηρείται ότι και ο δεσµευτής και  ο υποδοχέας (σε µικρότερο βαθµό) δεν 
ενδοκυττώνονται, αντίθετα µε ότι συνέβαινε  όταν το Delta συνεκφραζόταν µε την πλήρους µήκους πρωτεΐνη 
Neur, αλλά  συνεντοπίζονται µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη  Νeur∆RING/EGFP (πράσινο) στην κορυφαία επιφά-
νεια της πλασµατικής µεµβράνης των κυττάρων του κλώνου.  
Πρόσθετες συντοµογραφίες : ΚΕ και ΒΕ  : κορυφαία και βασική πλευρά της πλασµατικής µεµβράνης των 
επιθηλιακών κυττάρων του δίσκου του φτερού, αντίστοιχα. 
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Dl-FL

Dl-EC 

α-Delta  

α-β-σωληνίνη 

10% SDS-PAGE 

Ταυτόσηµα αποτελέσµατα υπήρξαν και όταν κατασκευάστηκαν µιτωτικοί κλώνοι 

συνέκφρασης (Εικ. 57). Άρα ο δάκτυλος RING είναι απαραίτητος για την ενδοκύττωση 

του συµπλόκου Dl-NEC. Επίσης, πειράµατα ανοσοεντοπισµού σε πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

προνυµφικών δίσκων φτερού που συνέκφραζαν Delta και Νeur∆RING/EGFP (περιοχή 

omb) έδειξαν, όπως άλλωστε αναµενόταν, ότι η παρεµπόδιση της ενδοκύττωσης του 

δεσµευτή συνοδευόταν και από παρεµπόδιση της αποικοδόµησής του (Εικ.58).  

 

 

 

 
 

 
Εικόνα 58. Η πρωτεΐνη Νeur∆RING/EGFP παρεµποδίζει την αποικοδόµηση του δεσµευτή 

Delta. Ανάλυση Western σε ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα προνυµφικών δίσκων φτερού Drosophila που 
εκφράζανε, στην περιοχή omb, είτε την πρωτεΐνη Delta µόνη της (A) είτε µαζί µε το πολυπεπτίδιο Neur (B) ή 
Νeur∆RING/EGFP (Γ). Και στις τρεις περιπτώσεις ελήφθη πρωτεϊνικό εκχύλισµα από 16 προνυµφικούς 
δίσκους. Για την ποσοτικοποίηση των δειγµάτων έγινε ανοσοανίχνευση της β-σωληνίνης. ∆ιαπιστώνεται ότι η 
απουσία του δακτύλου RING από την πρωτεΐνη Neur παρεµποδίζει την αποικοδόµηση του µορίου Delta     
(Γ, σύγκριση µε B). Dl-FL : το πλήρες µήκους πολυπεπτίδιο Delta, Dl-EC : η εξωκυττάρια περιοχή του 
δεσµευτή Delta.  

 

 

Προκειµένου να διερευνηθεί αν η παρεµπόδιση της ενδοκύττωσης του Delta 

επηρεάζει τη σηµατοδοτική του ικανότητα προς τον υποδοχέα Notch, πραγµατοποιή-

θηκαν πειράµατα ανοσοανίχνευσης της πρωτεΐνης Wingless σε δίσκους φτερού, τόσο 

στην περιοχή omb όσο και σε µιτωτικούς κλώνους, υπερεκφράζοντας Delta και 

Νeur∆RING/EGFP. ∆ιαπιστώθηκε ότι ο δεσµευτής, παρά την αναστολή της ενδοκύτ-

τωσής του, ήταν ικανός να επάγει σηµατοδότηση, κατά µη αυτόνοµο τρόπο, ανεξάρτητα 

από τοπικούς περιορισµούς και σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα πειράµατα συνέκφρασης 

της πρωτεΐνης αγρίου τύπου (Εικ. 59 και 60, σύγκριση µε Εικ. 50,51). Στα πειράµατα 

κατασκευής µιτωτικών κλώνων διαπιστώθηκε ότι στο ραχιαίο διαµέρισµα του 

προνυµφικού δίσκου όλοι οι κλώνοι σηµατοδοτούσαν, µη αυτόνοµα, έκφραση Wingless 

ενώ στο κοιλιακό διαµέρισµα η σηµατοδότηση ήταν εφικτή στο 95% περίπου των κλώνων 

που συνέκφραζαν τις δύο πρωτεΐνες Dl+EGFP/Νeur∆RING. Όσοι κλώνοι δεν σηµατοδο-

Α Β Γ
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τούσαν το µονοπάτι Notch εντοπίζονταν µακριά από το ραχιαιο-κοιλιακό όριο του δίσκου 

του φτερού. Τα παραπάνω δεδοµένα συγκλίνουν στην υπόθεση ότι η  ενεργοποίηση του 

δεσµευτή Delta επιτυγχάνεται από την πρωτεΐνη Neur ανεξάρτητα (και µάλλον χρονικά 

πριν)  από την ενδοκύττωση του συµπλόκου Dl-NEC. 

 

 
Εικόνα 59. Η απουσία του δακτύλου RING από την πρωτεΐνη Neuralized της Drosophila 

αναστέλλει την ενδοκύττωση του δεσµευτή Delta αλλά δεν επηρεάζει την ενίσχυση της επαγωγικής 
του ικανότητας προς τον υποδοχέα Notch. Οπτικές τοµές από προνυµφικό δίσκο φτερού στον οποίο 
ο δεσµευτής Delta εκφράζεται στην περιοχή omb µαζί µε τη χιµαιρική πρωτεΐνη  Νeur∆RING/EGFP 
(πράσινο). Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοεντοπισµού του Delta (κόκκινο). Η σηµατοδότηση του 
µονοπατιού Notch ανιχνεύτηκε µε ανοσοεντοπισµό της πρωτεΐνης Wingless (µπλε). ∆ιαπιστώνεται ότι ο 
δεσµευτής παρά την καταστολή της ενδοκύτωσής του (Α3) είναι ικανός να επάγει σηµατοδότηση (Α4) 
ανεξάρτητα από χωρικούς περιορισµούς και σε επίπεδα συγκρίσιµα µε τα πειράµατα συνέκφρασης της 
πρωτεΐνης αγρίου τύπου (σύγκριση µε εικ. 24Β). Η µόνη διαφορά µε την περίπτωση υπερέκφρασης της 
πρωτεΐνης Neur αγρίου τύπου είναι ότι η επαγωγή σηµατοδότησης  από το Delta γίνεται αποκλειστικά κατά 
µη αυτόνοµο τρόπο (έκφραση wingless στα σύνορα της περιοχής omb και ελάχιστα ή καθόλου µέσα στη 
συγκεκριµένη περιοχή, σύγκριση µε εικόνα 24Β). 
Συντοµογραφίες : ΡΧ και ΚΛ  : ραχιαίο και κοιλιακό διαµέρισµα του ελάσµατος του φτερού, αντίστοιχα. ΟΦ : 
ραχιαιο-κοιλιακό όριο του φτερού. 

 

 

 

 

A1 

A3 

A2

A4

ΡΧ 

ΚΛ 

ΟΦ 

Νeur∆RING/EGFP 

Delta Wingless 
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Εικόνα 60. Η απουσία του δακτύλου RING από την πρωτεΐνη Neur δεν επηρεάζει την 

ενίσχυση της επαγωγικής ικανότητας του δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα Notch. Οπτικές τοµές 
µιτωτικών κλώνων act>>GAL4; UAS-Dl UAS-neur∆RING/EGFP.  Η σηµατοδότηση Notch ανιχνεύτηκε µε 
ανοσοεντοπισµό της πρωτεΐνης Wingless (κόκκινο). Παρατηρείται ότι ο δεσµευτής είναι ικανός να επάγει 
σηµατοδότηση κατά µη αυτόνοµο τρόπο, ανεξάρτητα από τοπικούς περιορισµούς, όπως και στα πειράµατα 
συνέκφρασης της πρωτεΐνης αγρίου τύπου. ∆ιαπιστώνεται ότι µόνο ένα µικρό ποσοστό κλώνων (~5%), που 
βρίσκονται στο κοιλιακό διαµέρισµα του προνυµφικού δίσκου και µακριά από το όριο του φτερού (B1,B2-
κεφαλή βέλους), δεν είναι ικανό να επάγει έκφραση του γονιδίου wingless.  
Συντοµογραφίες : ΡΧ και ΚΛ  : ραχιαίο και κοιλιακό διαµέρισµα του ελάσµατος του φτερού, αντίστοιχα.           
ΟΦ : ραχιαιο-κοιλιακό όριο του φτερού. 
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Το σηµατοδοτικό µονοπάτι µέσω του υποδοχέα Notch αποτελεί ένα βασικό 

µηχανισµό καθορισµού της αναπτυξιακής µοίρας κυτταρικών οµάδων  από τα 

ασπόνδυλα µέχρι να ανώτερα θηλαστικά. Τα βασικά συστατικά αυτής της διαδικασίας 

σηµατοδότησης, οι υποδοχείς και οι δεσµευτές τους, εµφανίζουν εξαιρετική δοµική 

συντήρηση µεταξύ των µεταζώων  ενώ αρχίζει να διαφαίνεται ότι και τα ενδοκυττωτικά και 

πρωτεολυτικά γεγονότα που λαµβάνουν χώρα προκειµένου να µεταβιβαστεί από το 

δεσµευτή το σήµα για την ενεργοποίηση του υποδοχέα  παραµένουν αναλλοίωτα κατά 

την εξέλιξη.  

 

Μολονότι η συµµετοχή του γονιδίου neuralized στη σηµατοδότηση της πρωτεΐνης  

Notch είχε αποδειχθεί µε γενετικά δεδοµένα στη Drosophila εντούτοις δεν υπήρχε καµία 

ένδειξη για τον επακριβή λειτουργικό του ρόλο. Επιπρόσθετα, το ορθόλογο µόριο που 

ταυτοποιήθηκε στον άνθρωπο και που η ελάττωση των επιπέδων έκφρασής του 

σχετίστηκε µε τη δηµιουργία καρκινικών αστροκυττωµάτων δεν είχε διερευνηθεί όσον 

αφορά τη συσχέτισή του µε το συγκεκριµένο µονοπάτι (Nakamura et al., 1998). Στην 

παρούσα εργασία αποµονώθηκε το οµόλογο του γονιδίου στο ποντίκι, προκειµένου να 

µελετηθεί η συµµετοχή του στις αναπτυξιακές διαδικασίες των θηλαστικών, να 

διερευνηθεί  ο ενδεχόµενος λειτουργικός του ρόλος στη σηµατοδότηση του υποδοχέα 

Notch και να διαπιστωθεί η εξελικτική του συντήρηση. Σηµαντική πληροφορία αντλήθηκε 

από την παράλληλη ανάλυση του γονιδίου της Drosophila η οποία πραγµατοποιήθηκε 

προκειµένου να αναλυθεί εις βάθος η λειτουργική δράση του µορίου στο συγκεκριµένο 
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µονοπάτι και να αξιοποιηθεί ως οδηγός για τη διερεύνηση της λειτουργίας του γονιδίου 

των θηλαστικών.   

 

 

1. ΜΙΑ ΝΕΑ ΥΠΕΡΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ NEUZ 
 

Το cDNA του γονιδίου Νeurl του ποντικού κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη µεγέθους 574 

αµινοξέων η οποία χαρακτηρίζεται από την ίδια αρχιτεκτονική δοµή  που παρουσιάζουν 

και τα υπόλοιπα ταυτοποιηµένα ορθόλογα µόρια, αποτελούµενη από έναν δάκτυλο 

ψευδαργύρου τύπου C3HC4 RING, εντοπισµένο στο καρβοξυτελικό της άκρο και δύο 

περιοχές NEUZ, χαρακτηριστικές της συγκεκριµένης οµάδας µορίων. Σε αντίθεση µε την 

πρωτεΐνη Neuralized της Drosophila τα θηλαστικά ορθόλογα µόρια είναι µικρότερα σε 

µέγεθος κατά 180 αµινοξέα. Η διαφορά µεγέθους µεταξύ των πολυπεπτιδίων οφείλεται 

στην απουσία αµινοξικών αλληλουχιών που διαφαίνεται από τα υπολογιστικά προγράµ-

µατα πρόβλεψης δευτεροταγούς δοµής ότι αποτελούν αδιαµόρφωτες αλυσίδες που 

συνδέουν τις  δοµικές, εξελικτικά συντηρηµένες, περιοχές των µορίων.  

 

Χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών της οικογένειας Νeuralized αποτελούν οι 

περιοχές NEUZ. Η περιοχή NEUZ είχε αρχικά χαρακτηριστεί ως εσωτερική ειδική 

επανάληψη της πρωτεΐνης NEURALIZED του ανθρώπου (Nakamura et al., 1998) και στη 

συνέχεια εντοπίστηκε σε 2 επιπλέον διακριτές πρωτεϊνικές οµάδες (http://smart.embl-

heidelberg.de/ - Εικ. 61). Η πρώτη οµάδα αποτελείται από δύο νέα οµόλογα πολυπεπτί-

δια άγνωστης λειτουργίας, στον άνθρωπο (#QBH0B0, EMBL acc. No. AL136870, µερικού 

µήκους πολυπεπτίδιο, 1524 aa) και τη Drosophila (#Q9VUC2, EMBL acc. No. AE003536, 

πλήρους µήκους πολυπεπτίδιο, 1780 aa), τα οποία παρουσιάζουν αµινοξική ταυτότητα 

41%, σε όλο το µήκος της αλληλουχίας και χαρακτηρίζονται από την παρουσία 6 και 4 

περιοχών NEUZ, αντίστοιχα ενώ δεν εντοπίζεται δάκτυλος ψευδαργύρου ή κάποια άλλη 

γνωστή δοµή. Η δεύτερη οµάδα απαρτίζεται από τρεις ορθόλογες πρωτεΐνες, στον 

άνθρωπο (#Q9BRO9, EMBL acc. No. AL008726, πλήρους µήκους πολυπεπτίδιο, 285 

aa), στο ποντίκι (#9D0S4, EMBL acc. No. AK004524, πλήρους µήκους πολυπεπτίδιο, 

285 aa) και στη Drosophila (#Q9w113, EMBL acc. No. AE003465, πλήρους µήκους 

πολυπεπτίδιο, 322 aa). Τα θηλαστικά πολυπεπτίδια έχουν µεταξύ τους αµινοξική οµολο-

γία 90% και ταυτότητα 85% ενώ µε το ορθόλογό τους στη Drosophila 48% και 39%, 

αντίστοιχα, σε όλο το µήκος των πολυπεπτιδίων. Και τα τρία µόρια χαρακτηρίζονται από 

µία περιοχή NEUZ και µία περιοχή SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) (Nicholson 

and Hilton, 1998, Chen et al., 2000, Zhang et al., 2001), µεγέθους 44 αµινοξέων, 

εντοπισµένη στο καρβοξυτελικό τους άκρο. Είναι αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι η 

οµοιότητα µεταξύ των δύο προαναφερθέντων πρωτεϊνικών οµάδων και της οµάδας 

Neuralized περιορίζεται στην περιοχή NEUZ, γεγονός που ενδεχοµένως υποδηλώνει ότι 

http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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η συγκεκριµένη περιοχή είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη και ότι τα γονίδια neuralized µπορεί 

να θεωρηθούν ότι ανήκουν σε υπεροικογένεια NEUZ, η οποία έχει µέλη από τα 

ασπόνδυλα µέχρι τα σπονδυλωτά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 61. Σχηµατική αναπαράσταση των τριών διακριτών πρωτεϊνικών οµάδων που 
χαρακτηρίζονται από την παρουσία  περιοχών NEUZ. Οµάδα 1 : αποτελείται από  δύο οµόλογα µη 
ταυτοποιηµένα πολυπεπτίδια. Q9Η0Β0 : ανθρώπινο πολυπεπτίδιο µε ατελή αµινοξική αλληλουχία. Q9VUC2 : 
πρωτεΐνη της Drosophila. Πλήρους µήκους αµινοξική αλληλουχία. Και τα δύο οµόλογα χαρακτηρίζονται από 
πολυάριθµες περιοχές NEUZ ενώ δεν έχει ανιχνευτεί κάποια άλλη δοµή. Οµάδα 2 : αποτελείται από  τρία 
οµόλογα, µικρού µεγέθους, πολυπεπτίδια. Q9BRO9 : ανθρώπινη πρωτεΐνη. Q9D0S4 : οµόλογο µόριο στο 
ποντίκι. Q9W113 : πρωτεΐνη της Drosophila. Για όλα τα µόρια έχει προσδιοριστεί η πλήρης αµινοξική 
αλληλουχία. Χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη µίας περιοχής NEUZ και µίας περιοχής SOCS η οποία 
εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο.  Το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης της Drosophila είναι µεγαλύτερο 
κατά 37 αµινοξέα. Η υψηλότερη οµολογία των µορίων εντοπίζεται στις περιοχές NEUZ και SOCS. Οµάδα 3 : 
οι πρωτεΐνες Neuralized.  
Και στις τρεις οµάδες οι πρόσθετες αµινοξικές αλληλουχίες που υπάρχουν σε ένα µόριο και απουσιάζουν στα 
υπόλοιπα οµόλογα είναι χρωµατισµένες γκρι. 

 

 

Ανάµεσα στα µόρια της οικογένειας Νeuralized παρατηρείται ότι η  περιοχή 

NEUZ1 είναι πιο συντηρηµένη σε σχέση µε την περιοχή NEUZ2, υποδηλώνοντας 

ενδεχοµένως σηµαντικό λειτουργικό ρόλο. Πράγµατι διαπιστώθηκε στη συνέχεια ότι είναι 

απαραίτητη για τον υποκυτταρικό εντοπισµό των πρωτεϊνών και κατ� επέκταση για 

αλληλεπιδράσεις µε άλλα µόρια. Είναι αξιοσηµείωτο ότι η αντίστοιχη περιοχή NEUZ που 

εντοπίζεται στην υποοµάδα των πρωτεϊνών SOCS παρουσιάζει ιδιαίτερα υψηλή οµολογία 

µε την περιοχή NEUZ1 και όχι µε την περιοχή NEUZ2 (Εικ.62). Οι πρωτεΐνες αυτές 

αποτελούν πρόσφατα νέα µέλη µιας υπεροικογένειας πρωτεϊνών οι οποίες 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία της περιοχής SOCS (SOCS box) στο καρβοξυτελικό 

τους άκρο  και παίζουν κατασταλτικό ρόλο στις διαδικασίες σηµατοδότησης µέσω 

κυτοκινών (Chen et al., 2000, Nicola and Greenhalgh, 2000, Krebs and Hilton, 2000,  
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Q9D0S4 : PPPTRFHR-VHGANIRVDPSGTRATRVESFAHGVCFSREPLAPGQVFLVEIEEKELGWCGHLRLGLTALDP----ASLAPVPE : 78
Q9BRO9 : PPPTRFHQ-VHGANIRMDPSGTRATRVESFAHGVCFSREPLAPGQVFLVEIEEKELGWCGHLRLGLTALDP----ASLAAVPE : 78
Q9w113 : RQLSRFHP-YHGSNIQLGDDATVAYRRASFADALTFSERPLAPGDIFLVEIEKIERGWSGHMRLGLTELAPNVIRTSSEGLPH : 82
Neurl : ATPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDPSRIHPDS--LPK : 81
NEURL : ATPLLFHPHTKGSQILMDLSHKAVKRQASFCNAITFSNRPVLIYEQVRLKITKKQCCWSGALRLGFTSKDPSRIHPDS--LPK : 81
neur : LPPLQFH-SVHGDNIRISRDGTLARRFESFCRAITFSARPVRINERICVKFAEISNNWNGGIRFGFTSNDPVTLE-GT--LPK : 79

Q9D0S4 : FSLPDLVNLGHTWVFAITRHHNRVPREGR~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 107
Q9BRO9 : FSLPDLVSLGHSWVFAITRHHNRVPREGQPEAEAAVPSGPQ~~~~~~ : 119
Q9w113 : FALPDLANLGNSWIYPISKFEMNQRQDANDIIEPETDDAPHRNLLGD : 129
Neurl : YACPDLVSQSGFWAKAL---PEEFANEGNIIAFWVDKKGRVFYRIN~ : 124
NEURL : YACPDLVSQSGFWAKAL---PEEFANEGNIIAFWVDKKGRVFHRIN~ : 124
neur : YACPDLTNRPGFWAKAL---HEQYCEKDNILYYYVNGAGDVIYGIN~ : 122

Q9D0S4 : PPPTRFHQVH-GANIRMDPSGTRATRVES-FAHGVCFSREPLAPGQVFLVEIEEKELGWCGHLRLGLTALDP----ASLAAVP : 77
Q9BRO9 : PPPTRFHRVH-GANIRVDPSGTRATRVES-FAHGVCFSREPLAPGQVFLVEIEEKELGWCGHLRLGLTALDP----ASLAPVP : 77
Q9w113 : RQLSRFHPYH-GSNIQLGDDATVAYRRAS-FADALTFSERPLAPGDIFLVEIEKIERGWSGHMRLGLTELAPNVIRTSSEGLP : 81
Neurl : DGDLRFHALRRRAHVRILDEQTVARVEHGRDERALVFTSRPLRVAETIFIKVTRSGGARPGALSFGVTTCDPGTLRP--ADLP : 81
NEURL : DGDLRFHALRAGAHVRILDEQTVARVEHGRDERALVFTSRPVRVAETIFVKVTRSGGARPGALSFGVTTCDPGTLRP--ADLP : 81
neur : LIPVPFHNTK-GRNVRLSQDRFVASRTESDFCQGYVFTARPIRIGEKLIVQVLKTEQMYVGALALGLTSCNPAMLQP--NDLP : 80

Q9D0S4 : EFSLPDLVSLGHSWVFAITRHHNRVPREGQPEAEAAVPSGPQ~~~~~~ : 119
Q9BRO9 : EFSLPDLVNLGHTWVFAITRHHNRVPREGR~~~~~~~~~~~~~~~~~~ : 107
Q9w113 : HFALPDLANLGNSWIYPISKFEMNQRQDANDIIEPETDDAPHRNLLGD : 129
Neurl : -FSPEALVDRKEFW--AVCR-VPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHN~ : 124
NEURL : -FSPEALVDRKEFW--AVCR-VPGPLHSGDILGLVVNADGELHLSHN~ : 124
neur : -NDSDFLLDRPEYW--VVSKDIAAAPQRGDEIAFFVAPNGEVSISKN~ : 124

Εικόνα 62. Συγκριτική στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας των περιοχών NEUZ1 (A) και 
NEUZ2 (B) µε την αντίστοιχη περιοχή NEUZ των πρωτεϊνών της οικογένειας SOCS. 
Q9BRO9 : ανθρώπινη πρωτεΐνη. Q9D0S4 : οµόλογο µόριο στο ποντίκι. Q9W113 : πρωτεΐνη της Drosophila. 
∆ιαπιστώνεται ότι η το υψηλότερο ποσοστό ταυτόσηµων αµινοξικών καταλοίπων (µαύρο) εντοπίζεται στην 
περιοχή NEUZ 1.

 

Krebs and Hilton, 2001). Ο  διαχωρισµός τους σε υποοµάδες βασίζεται στην παρουσία 

πρόσθετων περιοχών που συµµετέχουν σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, όπως η 

περιοχή SH2 (Src Homology 2 domain),  SPRY (Sprouty domain)  και οι επαναλήψεις 
WD-40 και αγκυρίνης. Πρόσφατες µελέτες διερεύνησης του λειτουργικού ρόλου µελών 

της υποοµάδας των µορίων SOCS που φέρουν την περιοχή SH2 έδειξαν ότι αποτελούν 

συστατικά του συµπλέγµατος λιγάσης ουβικουιτίνης SCF (Skp1, Cdc53, F-box protein 

complex), συµµετέχοντας µε αυτόν τον τρόπο στην καταστολή της δράσης διαφόρων 

παραγόντων-συστατικών της σηµατοδότησης από κυτοκίνες  µέσω αποικοδόµησης στο 

πρωτεάσωµα (Nicola et al., 2000, Kamizono et al., 2001). Είναι πιθανόν όλες οι 

πρωτεΐνες SOCS να αποτελούν συστατικό συµπλεγµάτων λιγάσης ουβικουιτίνης 

αλληλεπιδρώντας µε την συντηρηµένη περιοχή SOCS µε κάποιον ή κάποιους 

παράγοντες του συµπλέγµατος, ενώ η δεύτερη  περιοχή που εντοπίζεται και που ποικίλει 

ανάµεσα στα µέλη της οικογένειας ίσως να καθορίζει την εξειδίκευση ως προς το 

υπόστρωµα που πρόκειται να αποικοδοµηθεί είτε µέσω απευθείας αλληλεπίδρασης είτε 

µέσω αλληλεπιδράσεων µε ενδιάµεσους βοηθητικούς παράγοντες.  

Α 

Β 
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Τα παραπάνω δεδοµένα, καθώς και η ύπαρξη του δακτύλου RING στο 

καρβοξυτελικό άκρο των µορίων Νeuralized και οι πληροφορίες του λειτουργικού του 

ρόλου ως βασική δοµική περιοχή πρωτεϊνών που αποτελούν λιγάσες ή συστατικά 

συµπλεγµάτων λιγασών ουβικουιτίνης υποδηλώνουν πιθανή συµµετοχή των µελε-

τούµενων πολυπεπτιδίων Νeur σε αντίστοιχες διαδικασίες κατά τρόπο ανάλογο µε τη 

δράση των πρωτεϊνών SOCS. H ενδεχόµενη συµµετοχή του µορίου Neuralized στις 

διαδικασίες ουβικουιτινιλίωσης σε συνδυασµό µε τα γενετικά δεδοµένα δράσης του πριν 

από την ενεργοποίηση του Notch θα µπορούσε να συσχετιστεί µε τα ενδοκυττωτικά 

γεγονότα που λαµβάνουν χώρα κατά την σηµατοδότηση του υποδοχέα από το δεσµευτή 

του Delta. Είναι άλλωστε γνωστό ότι η ουβικουιτινιλίωση πρωτεϊνών της κυτταρικής 

επιιφάνειας σηµατοδοτεί την ενδοκύττωση και/ή µεταγενέστερα στάδια της ενδοκυττα-

ρικής τους διακίνησης (Bonifacino and Weissman, 1998, Ciechanover et al., 2000). Για να 

αποδειχθεί µία τέτοια υπόθεση έπρεπε να διερευνηθεί αρχικά ο ρόλος του Neuralized 

στην ενεργοποίηση του υποδοχέα Notch και στις ενδοκυττωτικές διαδικασίες που 

λαµβάνουν χώρα κατά τη σηµατοδότηση του τελευταίου και στη συνέχεια να αναλυθεί η 

δράση του ως λιγάση ουβικουιτίνης και η συσχέτισή του µε κάποιο υπόστρωµα, 

ενδεχοµένως το δεσµευτή Delta. 

 

 

2. ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΠΡΟΤΥΠΟΥ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ Neuralized ΣΤΟΝ 
ΠΟΝΤΙΚΟ : ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΜΕ ΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆ΟΤΗΣΗ Notch 
 

Από τα πειράµατα ανίχνευσης της έκφρασης του θηλαστικού οµολόγου 

Neuralized κατά την εµβρυϊκή ανάπτυξη του ποντικού διαπιστώθηκε ότι το γονίδιο είναι 

µεταγραφικά ενεργό από τα αρχικά στάδια της εµβρυογένεσης, σε συγκεκριµένες 

κυτταρικές οµάδες, κυρίως επιθήλια, σε ένα µεγάλο αριθµό εσωτερικών και αισθητηρίων 

οργάνων καθώς και στο νευρικό και στηρικτικό σύστηµα. Αυτή η ευρέος φάσµατος 

µεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου υποδηλώνει ενδεχοµένως ένα σηµαντικό ρόλο στις 

αναπτυξιακές διαδικασίες που λαµβάνουν χώρα κατά την εµβρυογένεση. Εντούτοις, τα 

αποτελέσµατα πειραµάτων µερικής ή ολικής καταστροφής του γονιδίου που δηµο-

σιεύτηκαν πρόσφατα (Vollrath et al. 2001, Ruan et al. 2001) δεν έδειξαν σηµαντικές 

µεταβολές σε εξωτερικά µορφολογικά χαρακτηριστικά, όπως πιθανόν να αναµενόταν για 

ένα γονίδιο µε τόσο ευρύ πρότυπο έκφρασης. Συγκεκριµένα, η οµάδα του Y. N. Jan 

(Ruan et al. 2001) παρατήρησε ότι η πλήρης απώλεια λειτουργίας του Νeuralized δεν 

προκαλεί ανιχνεύσιµες φαινοτυπικές αλλοιώσεις αλλά δηµιουργεί προβλήµατα στη 

διακριτική ικανότητα της όσφρησης και υπερευαισθησία στην αιθανόλη και ειδικότερα στο 

συντονισµό των κινητικών νευρώνων. Αντίθετα,  οι Vollrath et al. πραγµατοποίησαν 

µερική καταστροφή του γονιδίου (εξακολουθούσε να εντοπίζεται µετάγραφο που 

κωδικοποιούσε την περιοχή NEUZ1) και παρατήρησαν προβλήµατα στειρότητας στα 
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αρσενικά άτοµα και ανάπτυξης των µαστικών αδένων σε θηλυκούς οµόζυγους 

απογόνους οδηγώντας σε ανεπαρκή έκκριση γάλακτος. Η εκτενέστερη µελέτη στις 

αντίστοιχες δοµές οδήγησε στον εντοπισµό µορφολογικών αλλοιώσεων. ∆ιαπιστώθηκε 

ότι ενώ τα αρσενικά άτοµα όταν αναλύθηκαν µε γνωστές ιστολογικές τεχνικές εµφάνιζαν 

φυσιολογικά αναπαραγωγικά όργανα εντούτοις τα σπερµατοζωάριά τους παρουσίαζαν 

προβλήµατα κινητικότητας. Με τη χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας ανιχνεύτηκαν δοµι-

κές αλλοιώσεις του µαστιγίου των σπερµατοζωαρίων και ειδικότερα απουσία ζευγών 

µικροσωληνίσκων από τη γνωστή διάταξη 9+2 που χαρακτηρίζει τα αξονήµατά τους.  

Επιπρόσθετα,  παρατηρήθηκε ελλιπής ανάπτυξη των µαστικών αδένων κατά τη διάρκεια 

της εγκυµοσύνης µε αποτέλεσµα να είναι ανέφικτος ο θηλασµός των απογόνων που 

προέρχονταν από θηλυκά άτοµα µε γενότυπο Neurl-/Neurl-.  

 

Αξίζει να αναφερθεί ότι όλες οι φαινοτυπικές αλλοιώσεις που εντοπίστηκαν και 

από τις δύο ερευνητικές οµάδες σχετίζονταν µε περιοχές που εντοπίζονται µετάγραφα 

του γονιδίου Neurl. Πράγµατι, όπως διαπιστώνεται από τη µελέτη του προτύπου 

έκφρασής του, από την παρούσα µελέτη και από τις προαναφερόµενες ερευνητικές 

οµάδες, ανιχνεύεται υψηλή µεταγραφική ενεργότητα τόσο στο οσφρητικό επιθήλιο, 

οσφρητικό φλοιό και οσφρητικό βολβό, στην παρεγκεφαλίδα και το ραβδωτό σώµα 

(περιοχές που σχετίζονται µε το συντονισµό νευρώνων) όσο και στους µαστικούς αδένες 

και τους όρχεις. Η παρατήρηση διαφορετικών φαινοτυπικών αποτελεσµάτων θα 

µπορούσε να δικαιολογηθεί ποικιλοτρόπως. Αρχικά, πρέπει να σηµειωθεί ότι  πλήρης 

καταστροφή του γονιδίου πραγµατοποιήθηκε µόνο από τους Ruan et al. αφού στις 

πειραµατικές προσεγγίσεις της άλλης οµάδας εξακολουθούσε να ανιχνεύεται µετάγραφο 

που ενδεχοµένως κωδικοποιούσε  πολυπεπτίδιο αποτελούµενο από την περιοχή NEUZ1, 

η οποία όπως αποδείχθηκε από την παρούσα διατριβή συµµετέχει  σε πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις που παίζουν ρόλο στον υποκυτταρικό εντοπισµό του µορίου και 

πιθανότατα σε πρόσθετες λειτουργίες που ακόµα δεν έχουν διαλευκανθεί. Συνεπώς οι 

αλλοιώσεις που παρατηρήθηκαν σε αυτήν την περίπτωση µπορεί να οφείλονται σε µερική 

απώλεια της λειτουργίας της πρωτεΐνης Neurl αλλά δεν µπορεί να αποκλειστεί και το 

ενδεχόµενο να αποτελούν παραπλανητικά αποτελέσµατα που προέρχονται όχι από 

απώλεια λειτουργίας του υπό µελέτη µορίου αλλά από µη ειδική παρέµβαση µίας 

νεοµορφικής πρωτεΐνης στους µηχανισµούς ανάπτυξης των οργάνων όπου 

παρατηρήθηκαν δοµικές µεταβολές. Η µη αναφορά φαινοτύπων αντίστοιχων µε αυτούς 

που παρατηρήθηκαν από την οµάδα των Ruan et al. θα µπορούσε να δικαιολογηθεί από 

τη µη επίτευξη πλήρους καταστροφής του γονιδίου. Βέβαια, δεν διαφαίνεται αν 

πραγµατοποιήθηκαν οι κατάλληλες µελέτες και έτσι δεν µπορεί να αποκλειστεί και το 

ενδεχόµενο ότι οι µεταβολές στην οσφρητική ικανότητα και στο συντονισµό των κινητικών 

νευρώνων των ποντικών υπήρχαν αλλά δεν παρατηρήθηκαν. Από την άλλη, εξετάζοντας 

τα αποτελέσµατα των Ruan et al. διαπιστώνεται ότι δεν υπάρχει καµία αναφορά για 
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προβλήµατα κινητικότητας σπερµατοζωαρίων και ανάπτυξης µαστικών αδένων. Αν οι 

δοµικές µεταβολές που παρατηρήθηκαν από τους Vollrath et al. οφείλονται πράγµατι σε 

απώλεια λειτουργίας του Neuralized  τότε η µη ανίχνευση τους από τους Ruan et al. 

πιθανόν να δικαιολογείται από τη χρήση διαφορετικών στελεχών ποντικών, φαινόµενο 

που συναντάται συχνά στα πειράµατα καταστροφής γονιδίων (Pearson, 2002).  

 

Αυτό που είναι εύκολο να διαπιστωθεί από τις προηγούµενες αναλύσεις των δύο 

ερευνητικών οµάδων είναι ότι η  επίδραση της απώλειας της λειτουργίας του γονιδίου 

Neuralized σχετίζεται µε δοµές στις οποίες υπάρχουν ενδείξεις συµµετοχής του  

σηµατοδοτικού µηχανισµού µέσω του υποδοχέα Notch. Συγκεκριµένα, έχει ανιχνευτεί 

µεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου Notch4 (Gallahan  and Callahan, 1997) στους 

µαστικούς αδένες (Callahan and Raafat, 2001), ενώ παρατηρήθηκε ότι διαγονιδιακά 

ποντίκια που εξέφραζαν συνεχείς ενεργοποιηµένες µορφές του υποδοχέα παρουσίαζαν 

προβλήµατα γαλουχίας λόγω καθυστερηµένης ανάπτυξης των µαστικών αδένων κατά τη 

διάρκεια της εγκυµοσύνης (Jhappan et al., 1992, Gallahan et al., 1996). Επιπρόσθετα, 

έχουν ανιχνευτεί στους όρχεις µετάγραφα των υποδοχέων Notch1-3 και των δεσµευτών 

Delta1 (Dll1) και Jagged1-2. Καθένας από τους υποδοχείς και τους δεσµευτές εντοπίζεται 

σε συγκεκριµένες κυτταρικές οµάδες. Και οι τρεις υποδοχείς ανιχνεύονται στα σπερµατο-

γόνια ενώ ο υποδοχέας Notch2 εντοπίζεται και στα κύτταρα Sertoli. Αντίθετα, οι 

πρωτεΐνες Delta1 και Jagged1 ανιχνεύονται αποκλειστικά στα σπερµατογόνια και στα 

κύτταρα Sertoli, αντίστοιχα. Τα παραπάνω δεδοµένα υποδηλώνουν πιθανό ρόλο της 

σηµατοδότησης Notch στις διαδικασίες της σπερµατογένεσης (Hayashi et al., 2001, 

Dirami et al., 2001). Συνεπώς δεν µπορεί να αποκλειστεί και η πιθανότητα τα φαινοτυπικά 

αποτελέσµατα που προκλήθηκαν από την απώλεια λειτουργικής πρωτεΐνης Neuralized 

να οφείλονται σε απορύθµιση των συγκεκριµένων σηµατοδοτικών µηχανισµών. Όσον 

αφορά τα αποτελέσµατα των Ruan et al. η απώλεια λειτουργίας του γονιδίου δεν 

επηρεάζει το σχηµατισµό και την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος όπως θα 

αναµενόταν µε βάση τα δεδοµένα που υπάρχουν από τη Drosophila. Παρ� όλα αυτά 

διαφαίνεται ότι παίζει ρόλο κατά τη διάρκεια ζωής των νευρώνων στα ενήλικα άτοµα, κάτι 

που συµφωνεί και µε την παρατήρηση της συµµετοχής του µονοπατιού Notch  όχι µόνο 

στην ανάπτυξη αλλά και τη διατήρηση και πλαστικότητα του νευρικού συστήµατος 

(Sestan et al., 1999).   

 

Είναι χαρακτηριστικό επίσης ότι πρόσφατες µελέτες  έχουν δείξει ότι το γενικότερο 

πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Neurl σε διάφορους ιστούς και όργανα συµπίπτει µε τα 

πρότυπα έκφρασης των θηλαστικών οµολόγων των δεσµευτών της οικογένειας DSL 

(Ευαγγελία Κουτέλου, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Οι δεσµευτές που έχουν ταυτο-

ποιηθεί στα θηλαστικά εκφράζονται σε διαφορετικούς ιστούς, αλληλεπιδρώντας µε έναν ή 

περισσότερους από τους υποδοχείς Notch. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται 
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εξειδίκευση του σηµατοδοτικού µονοπατιού στις αναπτυξιακές διαδικασίες και ρύθµιση 

της σηµατοδότησης σε πολλαπλά επίπεδα. ∆εν αποκλείεται το µόριο Neuralized να 

συµµετέχει σε ένα από αυτά τα ρυθµιστικά επίπεδα και να αλληλεπιδρά µε έναν ή 

περισσότερους δεσµευτές στους κυτταρικούς πληθυσµούς που αυτοί είναι ενεργοί. Οι 

συγκριτικές αναλύσεις των προτύπων γονιδιακής έκφρασης που πραγµατοποιήθηκαν 

αφορούσαν τους δεσµευτές Dll1, Dll4, Jagged 1 και Jagged 2. ∆ιαπιστώθηκε συνεντο-

πισµός µεταγραφικής ενεργότητας τόσο στο κεντρικό όσο και στο περιφερικό νευρικό 

σύστηµα καθώς και σε εσωτερικά όργανα. Εντούτοις, η έκφραση του γονιδίου Νeuralized 

είναι ευρύτερη και αλληλεπικαλύπτεται µε τα σηµεία έκφρασης καθενός των τεσσάρων 

δεσµευτών που µελετήθηκαν. Αυτό το ευρύτερο πρότυπο έκφρασης του Νeuralized  είναι 

δυνατόν να υποδηλώνει πιθανή αλληλεπίδραση όχι µόνο µε παράγοντες που 

συµµετέχουν στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch αλλά και µε άλλες πρωτεΐνες, δρώντας 

κατά παρόµοιο τρόπο ή έχοντας πολλαπλές λειτουργικές δράσεις. 

 

Το γονίδιο Neuralized του ποντικού είναι µεταγραφικά ενεργό σε πολυάριθµους 

ιστούς και όργανα, η έκφρασή του συµπίπτει ως ένα βαθµό µε εκείνη των υποδοχέων 

Notch και των δεσµευτών τους ενώ δεν αποκλείεται να εµπλέκεται και σε άλλα 

αναπτυξιακά µονοπάτια. Η καταστροφή του όµως δεν έχει εµφανείς µορφολογικές 

επιπτώσεις όπως συµβαίνει για παράδειγµα µε τις περιπτώσεις καταστολής της 

λειτουργίας των πρωτεϊνών της οικογένειας DSL. Συγκεκριµένα, απώλεια λειτουργίας του 

γονιδίου Dll1 επηρεάζει τη νευρογένεση και σωµιτογένεση (Bettenhausen et al., 1995), 

του Dll4 την ανάπτυξη ενδοθηλιακών ιστών (Shutter et al., 2000), του Jagged1 την 

δηµιουργία του καρδιαγγειακού συστήµατος (Xue et al., 1999) και του Jagged2 τη διαµόρ-

φωση του σκελετού και των άκρων (Jiang et al., 1998). Η ύπαρξη ενός δεύτερου γονιδίου 

Neurl στο γονιδίωµα του ποντικού που λειτουργεί συµπληρωµατικά µε το πρώτο δε 

φαίνεται πιθανή, όπως έδειξαν οι αναλύσεις κατά Southern και οι µελέτες in silico  όλων 

των διαθέσιµων γενωµικών αλληλουχιών και αλληλουχιών cDNA από άνθρωπο και 

ποντικό (Μαρία Κοκκινάκη). Οι παρατηρούµενοι φαινότυποι θα µπορούσαν να οφείλονται 

σε πλεονασµό (redundancy) του βιολογικού ρόλου του γονιδίου Neuralized, ο οποίος 

προέρχεται από τη λειτουργία άλλων παραγόντων που δρουν συµπληρωµατικά και 

περιέχουν αντίστοιχα δοµικά χαρακτηριστικά (περιοχές NEUZ ή δάκτυλος RING), όπως 

για παράδειγµα οι πρωτεΐνες  SOCS.   

 

 

3. ΟΙ ΠΡΩΤΕΙΝΕΣ Neurl ΚΑΙ Νeur ΕΧΟΥΝ ΤΟΝ Ι∆ΙΟ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟ ΕΝΤΟΠΙΣΜΟ 
 

Η πρώτη προσπάθεια στα πλαίσια της διερεύνησης του λειτουργικού ρόλου των 

πρωτεϊνών Νeuralized του ποντικού και της Drosophila αφορούσε τον υποκυτταρικό τους 

εντοπισµό. Σύµφωνα µε αναλύσεις in silico  και τα δύο πολυπεπτίδια αποτελούσαν κυττα-
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ροπλασµατικές πρωτεΐνες, αφού δεν ανιχνεύονταν εν δυνάµει διαµεµβρανικές περιοχές 

και θέσεις πρόσδεσης λιπιδικών αλυσίδων αλλά και οποιοδήποτε άλλη περιοχή που θα 

µπορούσε να αποτελέσει κατευθυντήριο σήµα των πρωτεϊνών σε κάποιο γνωστό ενδο-

κυτταρικό διαµέρισµα. Προκειµένου, λοιπόν, τα δύο µόρια να εντοπιστούν υποκυτταρικά  

κατασκευάστηκαν χιµαιρικές πρωτεΐνες αποτελούµενες από την EGFP και τα υπό µελέτη 

πολυπεπτίδια, οι οποίες ανιχνεύτηκαν µε τη χρήση µικροσκοπίας φθορισµού σε 

καλλιέργειες παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων θηλαστικών. Παρατηρήθηκε ότι τόσο το 

θηλαστικό µόριο Neurl όσο και το δροσοφιλικό οµόλογό του παρουσιάζουν ταυτόσηµο 

υποκυτταρικό πρότυπο σε στικτές δοµές που εντοπίζονται κοντά στη µεµβράνη και 

διάσπαρτες στο κυτταρόπλασµα. Ανοσοϊστοχηµικές και βιοχηµικές αναλύσεις έδειξαν ότι 

αυτές οι δοµές είναι µεµβρανικές και δε σχετίζονται µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο ή το 

σύµπλεγµα Golgi αλλά αποτελούν κυστίδια τα οποία από αρχικά πειράµατα 

παρατηρήθηκε ότι έχουν κατεύθυνση από την κυτταρική επιφάνεια προς το εσωτερικό 

του κυττάρου και εικάζουµε ότι είναι ενδοσωµικά. Η συσχέτιση των µελετούµενων 

πρωτεϊνών µε τις συγκεκριµένες µεµβρανικές δοµές  διαπιστώθηκε ότι οφείλεται σε 

αλληλεπιδράσεις µε άλλους παράγοντες, πιθανόν διαµεµβρανικά πολυπεπτίδια ή 

πρωτεϊνικά συµπλέγµατα της κυτταροπλασµατικής επιφάνειας των ανιχνευόµενων 

οργανιδίων. Η πιθανότητα τα παρατηρούµενα κυστίδια να είναι ενδοκυττωτικά θα 

µπορούσε να διερευνηθεί µε την επώαση παροδικά διαµολυσµένων κυττάρων µε 

φθορίζουσα δεξτράνη και επακόλουθες παρατηρήσεις µε µικροσκοπία φθορισµού. Ο 

συνεντοπισµός των χιµαιρικών πρωτεϊνών  Νeur ή Neurl µε τη δεξτράνη θα αποτελούσε 

απόδειξη της συµµετοχής τους σε ενδοκυττωτικούς µηχανισµούς. Το είδος των κυστιδίων 

θα µπορούσε να µελετηθεί, επίσης, τόσο µε τη χρήση αντισωµάτων ειδικών για 

λυσοσώµατα, ενδοσώµατα και άλλα ενδοκυτταρικά οργανίδια όσο και µε 

κλασµατοποιήσεις οργανιδίων και επακόλουθες ανοσοανιχνεύσεις  (western blots) των 

µελετούµενων πρωτεϊνών.  

 

Η µεµβρανική συσχέτιση του δροσοφιλικού οµολόγου είναι σε συµφωνία µε τα 

αποτελέσµατα που προέκυψαν από πειράµατα κατευθυνόµενης υπερέκφρασης στη 

Drosophila, τα οποία πραγµατοποιήθηκαν από δύο άλλες ερευνητικές οµάδες (Yeh et. al., 

2000, Lai and Rubin 2001). Συγκεκριµένα η πρωτεΐνη Νeur ανιχνεύεται στην πλασµατική 

µεµβράνη όταν αυτή εκφραστεί εκτοπικά σε διάφορες κυτταρικές οµάδες προνυµφικών 

δίσκων. Συνεπώς, ο κοινός υποκυτταρικός εντοπισµός των δύο µελετούµενων 

πολυπεπτιδίων και στο σύστηµα της µύγας θα αποτελούσε την πρώτη ένδειξη εξελικτικής 

συντήρησης της λειτουργικής τους δράσης. Για το λόγο αυτό η χιµαιρική πρωτεΐνη 

Neurl(1-574)/EGFP εκφράστηκε εκτοπικά σε προνυµφικούς δίσκους φτερού. Παρατηρή-

θηκε ότι εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη των επιθηλιακών κυττάρων ενώ 

ανιχνευόταν και στο κυτταρόπλασµα (Εικ.39). Τα µερικώς αποκλίνοντα αποτελέσµατα  

συγκριτικά µε το οµόλογο πολυπεπτίδιο της Drosophila θα µπορούσαν να αιτιολογηθούν 



                                                                                                                           ΣΥΖΗΤΗΣΗ 141

σαν συνέπεια των διαφορετικών παραµέτρων που λαµβάνουν χώρα σε ένα ετερόλογο 

σύστηµα. ∆εν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα της απαίτησης περισσοτέρων 

παραγόντων που καθορίζουν τον υποκυτταρικό εντοπισµό του θηλαστικού µορίου και 

ενδεχοµένως τη λειτουργικότητά του και πιθανότατα απουσιάζουν στο εξελικτικά 

κατώτερο και πιο απλό σύστηµα της µύγας.   

 

Η επακόλουθη µελέτη υποπεριοχών των µορίων, σε κυτταρικές σειρές 

θηλαστικών, προκειµένου να οριοθετηθεί η αµινοξική αλληλουχία που ευθύνεται για τον 

παρατηρούµενο εντοπισµό τους, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι και για τις δύο µελετού-

µενες πρωτεΐνες απαιτείται ένα σηµαντικό τµήµα του αµινοτελικού τους άκρου που ξεκινά 

από την πρώτη µεθειονίνη και περιλαµβάνει ολόκληρη την περιοχή NEUZ1.  Αντίθετα η 

περιοχή NEUZ2 και ο δάκτυλος RING δεν παίζουν ρόλο  στον υποκυτταρικό εντοπισµό 

των πρωτεϊνών. Η σηµαντικότητα της περιοχής NEUZ1 που διαπιστώσαµε από τις 

µελέτες µας επιβεβαιώθηκε από την πολύ πρόσφατη δηµοσίευση  µιας εκ των προανα-

φερθέντων ερευνητικών οµάδων (Yeh et al., 2001), σύµφωνα µε την οποία η αφαίρεση 

της συγκεκριµένης περιοχής από την πρωτεΐνη Νeuralized έχει σαν αποτέλεσµα το 

διάχυτο κυτταροπλασµατικό της εντοπισµό στα επιθηλιακά κύτταρα των προνυµφικών 

δίσκων της Drosophila.  

 

Η µη συµµετοχή του δακτύλου RING στον υποκυτταρικό εντοπισµό των 

µελετούµενων πρωτεϊνών στα κύτταρα των θηλαστικών επιβεβαιώθηκε µε την 

πραγµατοποίηση πειραµάτων κατευθυνόµενης υπερέκφρασης της πρωτεΐνης Νeuralized 

της Drosophila, στην οποία η περιοχή RING είχε αντικατασταθεί από την EGFP 

(EGFP/Neur∆RING). Πράγµατι, διαπιστώθηκε ότι η απουσία της συγκεκριµένης περιοχής 

δεν επηρεάζει το µεµβρανικό εντοπισµό του πολυπεπτιδίου, το οποίο ανιχνεύεται 

συγκεκριµένα στην κορυφαία επιφάνεια των επιθηλιακών κυττάρων των προνυµφικών 

δίσκων του φτερού(Εικ.38). Παρατηρώντας προσεκτικά και σε υψηλές µεγεθύνσεις 

διαπιστώνεται ότι το µόριο εντοπίζεται και σε στικτές δοµές που βρίσκονται πλησίον της 

µεµβράνης (Εικ.38Γ) οι οποίες ενδεχοµένως να αποτελούν πρώιµα ενδοκυττωτικά 

κυστίδια, γεγονός που θα συµφωνούσε µε τις παρατηρήσεις από τα πειράµατα σε 

κυτταρικές σειρές θηλαστικών. Ο µεµβρανικός εντοπισµός επιβεβαιώθηκε και µε τη 

χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διέλευσης. Επίσης, βιοχηµικές µελέτες απέδειξαν ότι η 

δροσοφιλική πρωτεΐνη σχετίζεται µε την κυτταροπλασµατική περιφέρεια της µεµβράνης 

των επιθηλιακών κυττάρων του δίσκου του φτερού, συµφωνώντας απόλυτα µε τα 

δεδοµένα που είχαν ληφθεί από τις µελέτες στο σύστηµα των θηλαστικών. 

 

Συνεπώς τα αποτελέσµατα από τη µελέτη των µορίων Neur και Neurl σε δύο 

διαφορετικά συστήµατα συµφωνούν επαρκώς προκειµένου να συµπεράνουµε ότι δεν 

είναι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες αλλά σχετίζονται µε την κυτταροπλασµατική επιφάνεια 
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της µεµβράνης των κυττάρων και να υποθέσουµε ότι συµµετέχουν πιθανότατα σε 

ενδοκυττωτικούς µηχανισµούς. Ο µεµβρανικός τους εντοπισµός οφείλεται σε αλληλεπι-

δράσεις µε άλλους παράγοντες που βρίσκονται στην κυτταροπλασµατική περιφέρεια και 

οι οποίες πραγµατοποιούνται µέσω του αµινοτελικού τους άκρου που περιλαµβάνει και 

την περιοχή NEUZ1. Ο δάκτυλος RING συµµετέχει σε άλλες αλληλεπιδράσεις που έχουν 

να κάνουν µε διαδικασίες ουβικουιτινιλίωσης (βλ. παρακάτω). Τα παραπάνω δεδοµένα 

ενισχύουν το ενδεχόµενο η λειτουργική δράση των µορίων να είναι εξελικτικά συντηρη-

µένη και να σχετίζεται µε το σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch και ενδοκυττωτικά γεγονότα. 

 
 
 

4. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ Neurl ΚΑΙ Neur ΣΤΗ ΣΗΜΑΤΟ∆Ο-
ΤΗΣΗ Notch ΣΤΗΝ Drosophila 

 

Α. Η κατευθυνόµενη έκφραση των µορίων Neurl και Neur επηρεάζει τη 
σηµατοδότηση Notch 
 

Προκειµένου να διαπιστωθεί και να διερευνηθεί λεπτοµερώς η συµµετοχή των 

µελετούµενων µορίων στο σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch πραγµατοποιήθηκαν 

κατευθυνόµενες υπερεκφράσεις διαγονιδίων που κωδικοποιούσαν  τα πλήρους µήκους 

πολυπεπτίδια Neur και Neurl, τα οποία να σηµειωθεί ότι δεν συνδέονταν µε κάποιον 

επίτοπο ή την EGFP, ώστε να εξασφαλιστεί ότι η λειτουργική τους δράση δεν επηρεάζεται 

από παρακείµενες πρόσθετες πεπτιδικές αλληλουχίες. Η ενεργοποίηση ή καταστολή του 

µονοπατιού Notch µελετήθηκε στο όριο του φτερού και ανιχνεύτηκε από τη µελέτη της 

έκφρασης διαφόρων γονιδίων-στόχων του. ∆ιαπιστώθηκε ότι καθεµία από τις δύο 

οµόλογες πρωτεΐνες όταν εκφραζόταν στη συγκεκριµένη περιοχή προκαλούσε µερική 

καταστολή της σηµατοδότησης του υποδοχέα. Ανιχνεύτηκε η έκφραση πολλών γονιδίων-

στόχων [wingless, vestigial, E(spl)mβ, E(spl)m4, E(spl)m8], εντούτοις παρατηρήθηκε 

καταστολή της έκφρασης µόνο του γονιδίου E(spl)m8 (Εικ.48). Αυτό θα µπορούσε να 

εξηγηθεί σαν αποτέλεσµα της διαφορετικής ευαισθησίας της καταστολής της έκφρασης 

των γονιδίων σε ελάττωση των επιπέδων της σηµατοδότησης. Πιθανόν η παρεµπόδιση 

της ενεργοποίησης του µονοπατιού από τα διαγονίδια να είναι σχετικά µικρή και ικανή να 

επηρεάσει µόνο την έκφραση του E(spl)m8, η οποία απαιτεί ενδεχοµένως υψηλότερα 

επίπεδα σηµατοδότησης από ότι τα υπόλοιπα γονίδια-στόχοι µε αποτέλεσµα να 

επηρεάζεται ακόµα και στην περίπτωση µερικής ελάττωσης της ενεργοποίησης της 

πρωτεΐνης  Notch. Η ταυτόσηµη κατασταλτική δράση των πρωτεϊνών Neurl και Neur  στο 

µονοπάτι Notch αποτελούσε την πρώτη ένδειξη συντήρησης του λειτουργικού τους ρόλου 

πέρα από τα κοινά δοµικά χαρακτηριστικά και τον παρόµοιο υποκυτταρικό τους 

εντοπισµό. Εντούτοις,  παρατηρήθηκε ότι το φαινοτυπικό αποτέλεσµα του θηλαστικού 

µορίου Neurl ήταν λιγότερο ισχυρό από ότι του δροσοφιλικού οµολόγου (Εικ.48). Αυτό θα 
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µπορούσε να αιτιολογηθεί είτε λόγω της έκφρασής του σε ένα ετερόλογο σύστηµα είτε 

σαν αποτέλεσµα της επίδρασης της θέσης ένθεσής του στο γονιδίωµα της µύγας. 

∆υστυχώς δεν υπήρχε η δυνατότητα χρήσης στελεχών µε άλλες ενθέσεις προκειµένου να 

ελεγχθεί το ενδεχόµενο επίδρασης της χρωµοσωµικής θέσης στη µεταγραφική ενεργό-

τητα του διαγονιδίου  UAS-Neurl.  

 

H υπόθεση της συντήρησης του λειτουργικού ρόλου των πρωτεϊνών Neuralized 

ανάµεσα στα είδη ενισχύθηκε ακόµα περισσότερο από τα αποτελέσµατα της οµάδας των 

Deblandre et al. (Deblandre et al., 2001), οι οποίοι αποµόνωσαν και µελέτησαν τη δράση 

του οµόλογου γονιδίου στο Xenopus (Xneur). Παρατηρήθηκε ότι το πρότυπο έκφρασης 

του γονιδίου Xneur είναι παρόµοιο µε εκείνο του γονιδίου της Drosophila. Συγκεκριµένα, 

στα πρώτα στάδια της εµβρυογένεσης ανιχνεύεται διάχυτο και σε χαµηλά επίπεδα στο 

αναπτυσσόµενο νευρικό εδάφιο και στο δέρµα ενώ στη συνέχεια η έκφρασή του 

ενισχύεται και περιορίζεται στους αρχέγονους νευρώνες και στους προγόνους των 

βλεφαριδοφόρων κυττάρων, των οποίων η µετέπειτα διαφοροποίηση εξαρτάται από τη 

δράση του µονοπατιού Notch και τη διαδικασία πλευρικής αναστολής. Πειράµατα στη 

Drosophila έδειξαν ότι η κατευθυνόµενη υπερέκφραση του πολυπεπτιδίου XNeur 

διαταράσσει το µονοπάτι Notch δίνοντας φαινοτύπους που υποδηλώνουν κυρίως 

απώλεια λειτουργίας του µονοπατιού, όπως διαπιστώθηκε και για τα οµόλογα 

πολυπεπτίδια του ποντικού και της µύγας. 

 

Β. ∆ιερεύνηση του λειτουργικού ρόλου των πρωτεϊνών Neurl και Neur στη 
σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα Notch  

 
Λαµβάνοντας υπόψη τα δεδοµένα συµµετοχής των γονιδίων neur και Neurl στο 

σηµατοδοτικό µονοπάτι Notch, του παρόµοιου υποκυτταρικού εντοπισµού τους, της 

πιθανής συµµετοχής τους σε ενδοκυττωτικούς µηχανισµούς καθώς και της 

«τοποθέτησης», από γενετικές µελέτες, της δράσης του δροσοφιλικού µορίου πριν από τη 

σηµατοδότηση του υποδοχέα Notch από την πρωτεΐνη Delta το ερώτηµα που αµέσως 

τίθεται είναι κατά πόσο η δράση των µελετούµενων µορίων σχετίζεται µε την 

σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή και αν ναι µε ποιόν τρόπο. Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα κατευθυνόµενης συνέκφρασης καθενός από τα µελετού-

µενα γονίδια µε το συγκεκριµένο δεσµευτή και ανιχνεύτηκε η σηµατοδοτική ικανότητά του 

τελευταίου προς τον υποδοχέα µελετώντας την έκφραση γονιδίων-στόχων του 

µονοπατιού. Βασιζόµενοι επίσης στα δεδοµένα συσχέτισης των ενδοκυττωτικών διαδικα-

σιών που λαµβάνουν χώρα στο κύτταρο-ποµπό του σήµατος και στην ενεργοποίηση του 

υποδοχέα στο κύτταρο�δέκτη (Parks et al., 2000) µελετήσαµε τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό της πρωτεΐνης Delta παρουσία καθενός από τα δύο µελετούµενα µόρια Neur 

και Neurl.  
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Ι) H πρωτεΐνη  Νeuralized της Drosophila επάγει την ενδοκύττωση του 
δεσµευτή  Delta: ∆ιαπιστώθηκε ότι η παρουσία του δροσοφιλικού µορίου επηρεάζει τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Delta. Συγκεκριµένα, ο δεσµευτής δεν 

ανιχνεύεται στην κυτταρική µεµβράνη αλλά σε ενδοκυττωτικά κυστίδια (Εικ.52), 

υποδηλώνοντας επαγωγή της ενδοκύττωσής του η οποία όπως αποδείχθηκε µε τη χρήση 

ποικίλων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών-δεικτών ήταν ειδική. Πρόσθετα πειράµατα 

(συνεργασία µε Χ. Πιτσούλη) έδειξαν σηµαντική ελάττωση (µετα-µεταφραστικά) των 

επιπέδων του µορίου Delta όταν αυτό συνεκφράζεται µε το πολυπεπτίδιο Νeur, 

υποδεικνύοντας ότι η παρουσία του τελευταίου επάγει την ενδοκύττωση και επακόλουθη 

αποικοδόµησή του πρώτου. Αυτή η ενδοκύττωση του δεσµευτή δείξαµε ότι οδηγεί σε 

ταυτόχρονη ενδοκύττωση στα ίδια κυστίδια και της εξωκυττάριας περιοχής του υποδοχέα 

Notch, ερχόµενη σε συµφωνία µε τα δεδοµένα των Parks et al. (Parks et al., 2000), αλλά 

χωρίς να µπορεί να διευκρινιστεί από τα µέχρι τώρα πειράµατά µας αν γίνεται in trans ή 

in cis (δηλ. αν το συνεντοπισµένο NEC προέρχεται από τα γειτονικά κύτταρα ή από το ίδιο 

κύτταρο στο οποίο ενδοκυττώνεται ο δεσµευτής). 

 

Η επαγωγή της ενδοκύττωσης του µορίου Dl από την πρωτεΐνη Νeur 

επιβεβαιώθηκε και από τους Lai et al., των οποίων τα αποτελέσµατα δηµοσιεύτηκαν 

ταυτόχρονα µε τα δικά µας δεδοµένα (Lai et al., 2001). Έδειξαν ότι το µόριο Νeuralized 

επάγει ειδικά την ενδοκύττωση της πρωτεΐνης  Delta ενώ κατασκεύασαν  αντίσωµα για το 

πολυπεπτίδιο Νeur και παρατήρησαν ότι συνεντοπίζεται µε το δεσµευτή τόσο στη 

µεµβράνη όσο και σε ενδοκυττωτικά κυστίδια. Επιπρόσθετα, προκειµένου να 

διαπιστώσουν κατά πόσο ο συνεντοπισµός Delta και Νeuralized υποδηλώνει και 

συσχέτιση των δύο µορίων στο ίδιο πρωτεϊνικό σύµπλεγµα πραγµατοποίησαν πειράµατα 

ανοσοκατακρηµνίσεων in vitro και in vivo, χρησιµοποιώντας ολόκληρο το πολυπεπτίδιο 

Νeur αλλά και υποπεριοχές αυτού. Πράγµατι, παρατηρήθηκε ότι οι πρωτεΐνες βρίσκονται 

στο ίδιο σύµπλεγµα και ότι σε αυτή την αλληλεπίδραση παίζει ρόλο µόνο η περιοχή 

NEUZ1. Αυτό έρχεται σε πλήρη συµφωνία µε τη δική µας διαπίστωση ότι η συγκεκριµένη 

περιοχή είναι υπεύθυνη για τον εντοπισµό του µορίου στη µεµβράνη του κυττάρου και την 

υπόθεσή µας ότι συµµετέχει σε αλληλεπιδράσεις µε άλλα πρωτεϊνικά µόρια-

υποστρώµατα, όπως ο δεσµευτής Delta. Περαιτέρω βιοχηµικά πειράµατα θα µπορέσουν 

να δείξουν αν η αλληλεπίδραση Νeuralized και Delta είναι άµεση ή όχι. 

 

Η απόδειξη συσχέτισης της δροσοφιλικής πρωτεΐνης Νeuralized µε την επαγωγή 

των ενδοκυττωτικών γεγονότων που αναφέρθηκαν οδηγούσε στο ερώτηµα αν το µόριο  

συµµετέχει σε διαδικασίες ουβικουτινιλίωσης που σηµατοδοτούν ειδικά την ενδοκύττωση 

και αποικοδόµηση του µορίου Delta. Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο δάκτυλος RING έχει 

συσχετιστεί µε πρωτεΐνες που έχουν δράση λιγάσης ουβικουιτίνης τύπου E3. Επειδή είναι 

γνωστό ότι η ουβικουιτινιλίωση αποτελεί ρυθµιστικό µηχανισµό ενδοκυττωτικών διαδικα-
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σιών αποφασίσαµε να διερευνήσουµε κατά πόσο επηρεάζεται η παρατηρούµενη 

ενδοκύττωση της πρωτεΐνης Delta παρουσία του πολυπεπτιδίου neur στο οποίο η 

περιοχή RING είχε αντικατασταθεί από την EGFP (EGFP/neur∆RING). Πράγµατι, 

παρατηρήθηκε ότι η απουσία του δακτύλου RING είχε σαν αποτέλεσµα την παραµονή 

του δεσµευτή στη µεµβράνη (Εικ.56Α2,Β2 και Εικ.57Α3,Β3). Από αναλύσεις western  

διαπιστώθηκε ότι η παρατηρούµενη καταστολή της ενδοκύττωσης του Delta συνοδευόταν 

από καταστολή της αποικοδόµησής του (Εικ. 58). Το ίδιο ισχύει και για το οµόλογο XNeur 

αφού πειράµατα στη Drosophila και στο σύστηµα του βατράχου έδειξαν ότι η επαγωγή 

της ενδοκύττωσης και αποικοδόµησης του δεσµευτή Delta εξαρτάται από το δάκτυλο 

ψευδαργύρου RING (Deblandre et al., 2001).  

 

Η υπόθεση της δράσης του µορίου Neuralized ως λιγάση ουβικουιτίνης 

επαληθεύτηκε από τους Lai et al., Deblandre et al. και Yeh et al. (Lai et al., 2001, 

Deblandre et al., 2001, Yeh et al., 2001). Από πειράµατα in vitro  διαπιστώθηκε ότι οι 

πρωτεΐνες Neur και XNeur δρουν ως λιγάσες ουβικουιτίνης τύπου E3 και αυτο-

ουβικουιτινιλιώνονται, όπως συµβαίνει άλλωστε και µε πολλές άλλες λιγάσες του ίδιου 

τύπου, ενώ η απουσία του δάκτυλου RING (Yeh et al., 2001, Deblandre et al., 2001) ή 

ακόµα και σηµειακή µετάλλαξή του (Yeh et al., 2001) έχει σαν αποτέλεσµα παρεµπόδιση 

της δράσης τους (Yeh et al., 2001, Deblandre et al., 2001).  Ο ρόλος του δροσοφιλικού 

µορίου ως λιγάση ουβικουιτίνης ανιχνεύτηκε και in vivo µε πειράµατα γενετικών 

αλληλεπιδράσεων (Lai et al., 2001). Αναλυτικότερα, παρατήρησαν ότι οι φαινότυποι που 

προκαλούνταν από την εκτοπική υπερέκφραση της πρωτεΐνης Neur, σε στελέχη 

Drosophila αγρίου τύπου, επανέρχονταν στην φυσιολογική σχεδόν κατάσταση όταν η 

υπερέκφραση γινόταν σε στελέχη που παρουσίαζαν απώλεια δράσης της πρωτεΐνης 

UbcD1, η οποία αποτελεί συζευκτικό ένζυµο ουβικουιτίνης. Επιπρόσθετα, υποστηρίζουν 

ότι η επακόλουθη αποικοδόµηση του Dl  πραγµατοποιείται από το πρωτεάσωµα  αφού 

από γενετικά δεδοµένα παρατηρήθηκε ότι όταν παρεµποδίζεται παροδικά η δράση του 

τελευταίου αναστέλλεται και η αποικοδόµηση του πρώτου (Lai et al., 2001). Αντίστοιχες 

παρατηρήσεις έγιναν και για το πολυπεπτίδιο XNeur (Deblandre et al., 2001). Από 

πειράµατα παροδικών διαµολύνσεων παρατήρησαν ότι η αυτο-ουβικουιτινιλίωση του 

µορίου XNeur έχει σαν αποτέλεσµα την περαιτέρω αποικοδόµησή του στο πρωτεάσωµα 

αφού καταστολείς της δράσης του τελευταίου αυξάνουν τα επίπεδα της πρωτεΐνης στα 

κύτταρα. Υποστηρίζεται επίσης ότι το υπόστρωµά της στο βάτραχο αποτελεί ο δεσµευτής 

XDelta1, ο οποίος, µε βάση πειράµατα in vitro,  µονο-ουβικουιτινιλιώνεται. Παρόµοιες 

διαδικασίες έλαβαν χώρα και για το δροσοφιλικό οµόλογο µόριο χρησιµοποιώντας σαν 

υπόστρωµα το πολυπεπτίδιο XDelta1 αλλά δεν ελήφθησαν θετικά αποτελέσµατα. 

Αντίστοιχα πειράµατα στη Drosophila δεν έχουν πραγµατοποιηθεί. 
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Το ερώτηµα που γεννάται από τα δεδοµένα που προκύπτουν από τη διερεύνηση 

του ρόλου της πρωτεΐνης Neuralized του Xenopus είναι πώς µπορεί να σχετιστεί η µονο-

ουβικουιτινιλίωση του Delta  µε τα δεδοµένα της αποικοδόµησής του από το πρωτεά-

σωµα (Lai et al., 2001). Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η προσθήκη ενός µορίου 

ουβικουιτίνης αποτελεί το σήµα για την ενδοκύττωση επιφανειακών διαµεµβρανικών 

πρωτεϊνών και τη συσσώρευσή τους στα εσωτερικά κυστίδια των πολυκυστιδιακών 

ενδοσωµάτων τελικού σταδίου µε τελικό προορισµό την αποικοδόµησή τους στα 

λυσοσώµατα (Dupre et al., 2001, Hicke, 2001). Η λεπτοµερέστερη ανάλυση της ενδοκυ-

τταρικής κυκλοφορίας της πρωτεΐνης ΧDelta1 τόσο σε κύτταρα αγρίου τύπου όσο και σε 

κύτταρα στα οποία υπάρχει απώλεια λειτουργίας της πρωτεΐνης ΧNeuralized είναι 

απαραίτητη προκειµένου να εντοπιστεί ο προορισµός της µετά την ενδοκύττωσή της. 

Πρόσθετα βιοχηµικά πειράµατα τόσο στο σύστηµα του βατράχου όσο και στη Drosophila 

απαιτούνται για να επιβεβαιωθεί αν τελικά η πρωτεΐνη Delta αποτελεί στόχο ουβι-

κουιτινιλίωσης από την πρωτεΐνη Neur. ∆εν µπορεί να αποκλειστεί φυσικά και το 

ενδεχόµενο ο δεσµευτής Delta να µην ουβικουιτινιλιώνεται από το πολυπεπτίδιο Neur 

αλλά η αυτο-ουβικουιτινιλίωση του τελευταίου να αποτελεί το σήµα για την ενδοκύττωση 

του πρώτου, κάτι που είναι ήδη γνωστό ότι συµβαίνει σε ορισµένες περιπτώσεις 

ενδοκυττωτικών διαδικασιών (Ciechanover et al., 2000). 

 
ΙΙ) H πρωτεΐνη  Νeuralized της Drosophila ενισχύει τη σηµατοδοτική 

ικανότητα του δεσµευτή  Delta: ∆ιαπιστώθηκε ότι η παρουσία του δροσοφιλικού µορίου 

ενισχύει τη σηµατοδοτική ικανότητα του δεσµευτή Delta προς τον υποδοχέα Notch κατά 

µη αυτόνοµο τρόπο (το γονίδιο-στόχος wingless επάγεται στα κύτταρα που εφάπτονται σ� 

αυτά που εκφράζουν Dl ή Dl+Neur και όχι στα κύτταρα που εκφράζουν το δεσµευτή 

(Εικ.50Β και 51Γ,∆). Αυτή η ενίσχυση της ενεργότητας του Delta παρατηρήθηκε ότι 

συνοδεύεται µε µεταβολή του υποκυτταρικού εντοπισµού του σε ενδοκυττωτικά κυστίδια 

και υποδηλώνει συµµετοχή της πρωτεΐνης  Νeur τόσο στην ενίσχυση της σηµατοδοτικής 

ικανότητας του δεσµευτή όσο και στην επαγωγή της ενδοκύττωσής του. 

 

Αυτή η ενίσχυση της σηµατοδοτικής ικανότητας του Delta παρουσία του µορίου 

Neuralized, διαπιστωµένη ως εκτοπική ενεργοποίηση του µονοπατιού Notch, έρχεται σε 

αντίθεση µε την παρατηρούµενη καταστολή της σηµατοδότησης στο ραχιαιοκοιλιακό 

σύνορο του φτερού όταν υπερεκφράζεται µόνο το πολυπεπτίδιο Neur (Εικ.48Β, σύγκριση 

µε Εικ.50Β). Μολονότι η πρωτεΐνη Dl εκφράζεται ενδογενώς στη συγκεκριµένη περιοχή 

εντούτοις δεν ενισχύεται, όπως θα αναµενόταν, η σηµατοδοτική της ικανότητα. Αυτό θα 

µπορούσε να αιτιολογηθεί ως αποτέλεσµα ταχύτατης ενδοκύττωσης και αποικοδόµησής 

της λόγω των υψηλών επιπέδων της υπερεκφραζόµενης πρωτεΐνης Neuralized, µε 

συνέπεια να µην υπάρχουν ικανά επίπεδα Dl για την ενεργοποίηση του µονοπατιού.  
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Προκειµένου να διερευνηθεί η συσχέτιση της επαγωγής της ενδοκύττωσης του 

δεσµευτή από την πρωτεΐνη Νeuralized µε την ενίσχυση της σηµατοδοτικής του 

ικανότητας µελετήθηκε η επίδραση της απουσίας του δακτύλου RING από το µόριο Neur 

στη σηµατοδότηση Notch. Είναι αξιοσηµείωτο ότι δεν παρατηρήθηκε µεταβολή στην 

επαγωγική δράση του δεσµευτή σε σχέση µε τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν όταν 

χρησιµοποιήθηκε η πρωτεΐνη Neur αγρίου τύπου. Η συνέκφραση του διαγονιδίου UAS-

Delta µε το διαγονίδιο που κωδικοποιούσε το µεταλλαγµένο πολυπεπτίδιο Neur ήταν 

ικανή να ενεργοποιεί εκτοπικά και µη αυτόνοµα το µονοπάτι Notch και στα δύο 

διαµερίσµατα του δίσκου του φτερού (Εικ.59 και 60). 

 

Το γεγονός ότι ο δάκτυλος RING παίζει ρόλο στην ενδοκύττωση του δεσµευτή 

αλλά δεν επηρεάζει τη σηµατοδοτική του ικανότητα προς τον υποδοχέα Notch ίσως να 

υποδηλώνει ότι η ενεργοποίηση του τελευταίου δεν εξαρτάται από τα ενδοκυττωτικά 

γεγονότα που λαµβάνουν χώρα κατά τη σηµατοδότηση, σε αντίθεση µε ότι υποστηρίζεται 

από τους Parks et al. (Parks et al., 2000). Εντούτοις η µη ανιχνεύσιµη ενδοκύττωση του 

Delta παρουσία της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης Neur δεν αποκλείει την πιθανότητα της 

έναρξης των πρώτων σταδίων της ενδοκυττωτικής διαδικασίας όπως π.χ. ο σχηµατισµός 

καλυµµένων µε κλαθρίνη κυστιδίων, τα οποία δεν είναι ανιχνεύσιµα µε µικροσκοπία 

φθορισµού. Μελέτες µε τη χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας θα βοηθήσουν να 

διαπιστωθεί αν τελικά η ενδοκύττωση της πρωτεΐνης Delta προαπαιτείται για την 

ενεργοποίηση της σηµατοδότησης του µονοπατιού Notch. Αρχικά πειραµατικά δεδοµένα 

(αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) συγκλίνουν στην τελευταία υπόθεση. Συγκεκριµένα, ο 

δεσµευτής προστατευόταν από τη δράση της πρωτεϊνάσης Κ όταν πραγµατοποιήθηκαν 

πειράµατα πέψης σε προνυµφικούς δίσκους φτερού που τον υπερέκφραζαν παρουσία 

και του χιµαιρικού πολυπεπτιδίου EGFP/Neur∆RING, ενδεχοµένως λόγω έγκλισης του 

πρώτου σε κυστίδια κλαθρίνης που δεν είχαν την ικανότητα να αποκοπούν από τη 

µεµβράνη και έτσι δεν ήταν ανιχνεύσιµα µε µικροσκοπία φθορισµού. Αντίθετα, όταν η 

πρωτεΐνη Delta εκφραζόταν µόνη της δεν προστατευόταν από τη δράση της πρωτεϊνά-

σης. Φυσικά, απαιτούνται αρκετά πειράµατα ελέγχου προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα 

τελευταία αποτελέσµατα.  

 

Αυτό που αξίζει να σηµειωθεί είναι η παρατηρούµενη διαφορετική επίδραση της 

µεταλλαγµένης πρωτεΐνης neur στη σηµατοδότηση Notch. Πιο συγκεκριµένα, το µόριο 

Neur∆RING δρα αρνητικά στη σηµατοδότηση Notch όταν εκφράζεται µόνο του στο 

ραχιαιοκοιλιακό σύνορο στην περιοχή omb (Εικ.55Α) και µε οποιοδήποτε γονίδιο-στόχο 

και αν µελετηθεί. Αντίθετα όταν συνεκφράζεται µε Delta δρα επαγωγικά στα όρια της 

περιοχής της κατευθυνόµενης έκφρασης (περιοχή omb) (Εικ.59). Μία υπόθεση είναι ότι η 

πρωτεΐνη neur∆RING ενισχύει τη σηµατοδότηση µη αυτόνοµα αλλά τη µπλοκάρει 

αυτόνοµα (ενισχύει την εκποµπή σήµατος αλλά εµποδίζει τη λήψη).  Ειδικά στο ραχιαιο-
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κοιλιακό όριο αυτή η κατασταλτική δράση εντοπίζεται µόνο όταν το µόριο Neur∆RING 

εκφράζεται στο ραχιαίο διαµέρισµα του δίσκου του φτερού (Εικ.55Β-∆). Αυτό θα 

µπορούσε να εξηγηθεί ως αποτέλεσµα της παρεµπόδισης της ενδοκύττωσης της 

ενδογενούς πρωτεΐνης Delta ευνοώντας τα σύµπλοκα N-Dl in cis τα οποία εµποδίζουν τη 

λήψη σήµατος Dl (in trans, δηλ. λήψη σήµατος από τα κοιλιακά κύτταρα του ορίου του 

φτερού) αλλά όχι τη λήψη σήµατος Ser (in trans, δηλ. σηµατοδότηση από τα ραχιαία 

κύτταρα).  

 

∆ιαπιστώνοντας τη σηµαντική επίδραση της πρωτεΐνης Neuralized στη 

σηµατοδότηση Notch και παρατηρώντας ότι το πρότυπο έκφρασής της είναι πολύ 

περιορισµένο συγκριτικά µε εκείνο του δεσµευτή Delta και του υποδοχέα Notch το 

ερώτηµα που τίθεται είναι γιατί δεν αποτελεί πανταχού παρόν συστατικό του 

συγκεκριµένου σηµατοδοτικού µηχανισµού. Μία προσεκτική µελέτη οδηγεί στην παρατή-

ρηση ότι το µόριο Neur ανιχνεύεται σε κυτταρικές οµάδες στις οποίες όλα τα κύτταρα 

εκφράζουν τόσο το δεσµευτή όσο και τον υποδοχέα και είναι λειτουργικά ισοδύναµα. 

Αντίθετα δεν εντοπίζεται έκφρασή του σε περιοχές όπως στο ωοθυλάκιο της Drosophila 

όπου δεσµευτής και υποδοχέας εκφράζονται σε διαφορετικές κυτταρικές οµάδες και η 

κατεύθυνση της σηµατοδότησης είναι συγκεκριµένη. Ίσως τελικά η πρωτεΐνη Neuralized 

να είναι εκείνος ο παράγοντας που σε µία οµάδα ισοδύναµων κυττάρων, όπως τα 

προνευρικά κυτταρικά συναθροίσµατα, ωθεί τη σηµατοδότηση προς µία κατεύθυνση 

ενισχύοντας την επαγωγική ικανότητα του δεσµευτή που βρίσκεται στο ίδιο κύτταρο, µε 

συνέπεια την  ενισχυµένη ενεργοποίηση  του υποδοχέα Notch στα γειτονικά κύτταρα-

δέκτες του σήµατος και µε τελικό αποτέλεσµα τη δηµιουργία της ασυµµετρίας που 

απαιτείται για να ξεκινήσουν οι διαδικασίες διαφοροποίησης και υιοθέτησης διαφορετικής 

κυτταρικής τύχης. 

 

Με βάση όλα τα παραπάνω δεδοµένα και συνδυάζοντας τα αποτελέσµατα των 

Parks et al. σχετικά µε την ενδοκύττωση in trans της εξωκυττάριας περιοχής του 

πολυπεπτιδίου Notch (Parks et al., 2000), το µοντέλο που προτείνουµε για το λειτουργικό 

ρόλο του µορίου Neuralized της Drosophila είναι ότι αρχικά επάγει την συνάθροιση 

δεσµευτών Delta στην κυτταρική επιφάνεια και την έναρξη του σχηµατισµού 

ενδοκυττωτικών κυστιδίων (Εικ. 63). Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα ενδεχοµένως τη µηχανική 

τροποποίηση της διαµόρφωσης της εξωκυττάριας περιοχής της πρωτεΐνης Notch µε 

συνέπεια την εµφάνιση θέσεων πέψης από µεταλλοπρωτεάσες και τα επακόλουθα 

πρωτεολυτικά γεγονότα που οδηγούν στην ενεργοποίηση του υποδοχέα. Ακολούθως η 

εξωκυττάρια περιοχή του τελευταίου συµπαρασύρεται από το δεσµευτή in trans στα 

σχηµατιζόµενα κυστίδια κλαθρίνης, στα κύτταρα ποµπούς του σήµατος και ακολουθεί 

αποκοπή των κυστιδίων η οποία φαίνεται ότι εξαρτάται επίσης από τη δράση της 

πρωτεΐνης Νeuralized και συγκεκριµένα την παρουσία του δακτύλου RING και 
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διαδικασίες ουβικουιτινιλίωσης. Φαίνεται ότι η ενεργότητα λιγάσης ουβικουιτίνης του 

µορίου Νeur δε χρειάζεται για την έναρξη των ενδοκυττωτικών γεγονότων που είναι ίσως 

υπεύθυνα  για τη σηµατοδότηση του υποδοχέα Notch αλλά ευθύνεται για την µετέπειτα 

αποκοπή των κυστιδίων κλαθρίνης από την κυτταρική επιφάνεια και την έναρξη της 

ενδοκυτταρικής τους µεταφοράς στο πρωτεάσωµα ή στα λυσοσώµατα.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 63. Σχηµατική αναπαράσταση του προτεινόµενου µοντέλου για τη λειτουργική 
δράση της πρωτεΐνης Νeuralized της Drosophila. Η πρωτεΐνη Neuralized φαίνεται να αποτελεί συστατικό 
ενός υπερµοριακού συµπλέγµατος λιγάσης ουβικουιτίνης µε το οποίο αλληλεπιδρά και η πρωτεΐνη Delta.  Ο 
ρόλος του µορίου Neur µάλλον είναι διπλός. Αρχικά έχει να κάνει µε την έναρξη των ενδοκυττωτικών 
γεγονότων (δράση περιοχής NEUZ1) που θα προκαλέσουν πιθανόν µία µηχανική αλλαγή στην εξωκυττάρια 
περιοχή του υποδοχέα Notch µε αποτέλεσµα να εµφανιστεί ενδεχοµένως η θέση δράσης της πρωτεάσης 
TACE και να ξεκινήσει η σειρά των πρωτεολυτικών γεγονότων ώστε να απελευθερωθεί το ενδοκυττάριο 
τµήµα του υποδοχέα το οποίο θα λειτουργήσει στον πυρήνα ως µεταγραφικός ενεργοποιητής γονιδίων-
στόχων. Ακολούθως ο δεσµευτής Delta συµπαρασύρει την εξωκυττάρια περιοχή του υποδοχέα Notch σε 
ενδοκύττωση in trans, στα ίδια σχηµατισµένα κυστίδια των οποίων η µετέπειτα διακίνηση απαιτεί τη δράση 
λιγάσης Ε3 του Νeur (δεύτερος ρόλος). Η δράση του µορίου Νeuralized στις διαδικασίες ουβικουιτινιλίωσης 
είναι όπως φαίνεται διαφορετική από τη δράση του στην επαγωγή της ενεργοποίησης του υποδοχέα Notch. 
∆εν είναι γνωστό αν η πρωτεΐνη Νeur αλληλεπιδρά απευθείας µε το δεσµευτή ή µεσολαβεί κάποιος άλλος 
παράγοντας (X) ενώ επίσης δεν έχει ακόµα διευκρινιστεί πλήρως αν συµβαίνει ουβικουιτινιλίωση του Delta και 
αν ναι αν γίνεται προσθήκη ενός ή περισσότερων µορίων ουβικουιτίνης (?).  
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ΙΙΙ)  ∆ιερεύνηση της δράσης της πρωτεΐνης  Neuralized του ποντικού στην 
ενίσχυση της σηµατοδοτικής ικανότητας του δεσµευτή  Delta και στην επαγωγή 
της ενδοκύττωσής του : Προκειµένου να διαπιστώσουµε κατά πόσο ο λειτουργικός 

ρόλος του µορίου Neuralized του ποντικού σχετίζεται µε τη σηµατοδοτική ικανότητα του 

δεσµευτή Delta πραγµατοποιήσαµε στο σύστηµα της Drosophila πειράµατα κατευθυνό-

µενων συνεκφράσεων των δύο πρωτεϊνών κατά τρόπο αντίστοιχο µε το δροσοφιλικό 

οµόλογο µόριο. Μολονότι είχε ήδη διαπιστωθεί ότι η παρουσία της πρωτεΐνης Neurl στο 

ραχιαιοκοιλιακό σύνορο του δίσκου του φτερού διαταράσσει τη σηµατοδότηση του 

µονοπατιού Notch (Εικ.48Γ) εντούτοις η συνέκφρασή της µε το δεσµευτή δε µεταβάλλει 

την επαγωγική του ικανότητα (Εικ.50Γ), σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα που είχαν 

ληφθεί από τα αντίστοιχα πειράµατα µε το πολυπεπτίδιο Νeur της Drosophila (Εικ.50Β). 

Όπως αναµενόταν η µη µεταβολή της σηµατοδοτικής ενεργότητας του µορίου Delta 

συνοδευόταν από την παραµονή του στην κυτταρική επιφάνεια και τη µη ανίχνευση 

έναρξης ενδοκυτωτικών γεγονότων. Το αξιοσηµείωτο είναι ότι όταν συνεκφράστηκαν  

τόσο ο δεσµευτής όσο και οι δύο πρωτεΐνες Νeur και Neurl παρατηρήθηκε µερική 

παρεµπόδιση της ενδοκύττωσης του Delta και σηµαντική συσσώρευσή του στη µεµβράνη 

υποδηλώνοντας πιθανό ανταγωνισµό των δύο οµόλογων πολυπεπτιδίων Νeuralized 

(53Β,Γ). Αντίθετα δεν παρατηρήθηκε µεταβολή της επαγωγικής ικανότητας του δεσµευτή, 

η οποία παρέµενε σε συγκρίσιµα επίπεδα µε την περίπτωση που αυτός συνεκφραζόταν 

παρουσία µόνο του δροσοφιλικού οµολόγου (Εικ.53Α).   

 

Πρέπει να αναφερθεί ότι τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν στη Drosophila ίσως 

να µην ήταν και τόσο αναµενόµενα αν συγκριθούν µε τη συµπεριφορά του οµολόγου 

πολυπεπτιδίου του Xenopus µιας και τα δύο µόρια παρουσιάζουν πολύ υψηλά ποσοστά 

οµολογίας (ταυτότητα 72% και οµοιότητα 78% σε όλο το µήκος της αλληλουχίας). Οι τιµές 

γίνονται ακόµα υψηλότερες στην περιοχή NEUZ1 (ταυτότητα 92% και οµοιότητα 94%) η 

οποία διαφαίνεται ότι είναι υπεύθυνη για το συνεντοπισµό των πρωτεϊνών Delta και Νeur 

στο ίδιο πρωτεϊνικό σύµπλεγµα (Lai et al., 2001). Ίσως  να χρειάζεται να επαναληφθούν 

κάποιες πειραµατικές διαδικασίες κατασκευάζοντας και χρησιµοποιώντας  νέα στελέχη 

που φέρουν το διαγονίδιο που κωδικοποιεί τη θηλαστική πρωτεΐνη, προκειµένου να 

ελεγχθεί και η πιθανότητα της επίδρασης της θέσης ένθεσης του διαγονιδίου UAS-Neurl 

στη µεταγραφική του ενεργότητα και κατ� επέκταση στα επίπεδα της κωδικοποιούµενης 

πρωτεΐνης. Πρέπει επίσης να σηµειωθεί ότι δεν µπορεί να αποκλειστεί και το ενδεχόµενο 

της επίδρασης της πρόσθετης αλληλουχίας που ενσωµατώθηκε στο αρχικό κλώνο cDNA 

του γονιδίου Neurl προκειµένου να κατασκευαστεί τεχνητό κωδικόνιο έναρξης 

µετάφρασης. Είναι ίσως πιθανό είτε τα πρόσθετα εννέα αµινοτελικά αµινοξέα στη θέση 

των τεσσάρων πρώτων ενδογενών καταλοίπων ή η απουσία και µόνο των τελευταίων να 

κατέστειλε τη λειτουργική δράση του µορίου χωρίς να επηρέασε την τοπολογία του. 

Προκειµένου να αποκλειστεί αυτό το ενδεχόµενο θα ήταν σκόπιµο στα πειράµατα που θα 
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επαναληφθούν να χρησιµοποιηθεί διαγονίδιο που έχει αποµονωθεί µε αντίδραση PCR 

και περιέχει το πλήρες ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης. Εντούτοις οι συγκριτικές αναλύσεις 

όλων των οµολόγων πολυπεπτιδίων της οµάδας Νeuralized  δε συνηγορούν σε µία τέτοια 

υπόθεση αφού είναι εύκολο να παρατηρηθεί ότι το µήκος και η αµινοξική σύσταση των 

αλληλουχιών από την πρώτη µεθειονίνη έως την περιοχή NEUZ1 ποικίλει ανάµεσα στα 

µόρια ενώ η οµολογία κυµαίνεται σε χαµηλά ποσοστά και δε διαφαίνεται να υπάρχει 

κάποιο συντηρηµένο κατάλοιπο που να εντοπίζεται στα τέσσερα αµινοξέα που λείπουν 

από το θηλαστικό οµόλογο. Επιπρόσθετα, δε µπορεί να αποκλειστεί η περίπτωση της 

απουσίας κάποιου ή κάποιων παραγόντων από το σύστηµα της Drosophila οι οποίοι δεν 

απαιτούνται στην περίπτωση δράσης τόσο του ενδογενούς µορίου όσο και του οµόλογου 

πολυπεπτιδίου του βατράχου. Έτσι θα µπορούσε να εξηγηθεί και ο ανταγωνισµός µεταξύ 

των µορίων Νeur και Neurl που πιθανότατα να οφείλεται στην παρουσία του δακτύλου 

RING. Οι αρχικές µας παρατηρήσεις ότι η συγκεκριµένη περιοχή ευθύνεται για την 

αποκοπή των ενδοκυττωτικών κυστιδίων που περιέχουν το δεσµευτή και όχι για την 

έναρξη των ενδοκυττωτικών γεγονότων θα µπορούσε να ερµηνεύσει την µείωση, από την 

ανταγωνιστική παρουσία του θηλαστικού µορίου Neurl, της επαγόµενης από την 

πρωτεΐνη Νeur ενδοκύττωσης του Delta  χωρίς να επηρεάζεται η  σηµατοδοτική 

ενεργότητα του τελευταίου. Απαιτούνται αρκετά πειράµατα ακόµα για να ελεγχθεί µία 

τέτοια υπόθεση. Αναλύσεις western θα µπορέσουν να δείξουν αν πράγµατι επηρεάζεται η 

ενδοκύττωση του δεσµευτή και η επακόλουθη αποικοδόµησή του.  

 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι παρά το γεγονός ότι τα λαµβανόµενα αποτελέσµατα της 

µελέτης του λειτουργικού ρόλου του θηλαστικού µορίου Neuralized στο σύστηµα της 

Drosophila πρέπει να διερευνηθούν περαιτέρω, η εκτενής µελέτη και αποκάλυψη της 

δράσης του δροσοφιλικού πολυπεπτιδίου έχουν ήδη δώσει σηµαντική πληροφορία που 

µπορούµε να βασιστούµε και να  σχεδιάσουµε πειραµατικές διαδικασίες προκειµένου να 

διαπιστώσουµε τη λειτουργία της πρωτεΐνης Neurl σε συστήµατα θηλαστικών και όχι σε 

ετερόλογους οργανισµούς. Είναι πολύ πιθανόν η δράση του µορίου να είναι συντηρηµένη 

αλλά να απαιτεί περισσότερους παράγοντες, λόγω της συµµετοχής του σε εξελικτικά πιο 

πολύπλοκους µηχανισµούς και της ανάγκης ρύθµισης της λειτουργίας του σε πολλαπλά 

επίπεδα. Ιδιαίτερα ενδιαφέροντα θα ήταν πειράµατα ουβικουιτινιλίωσης in vitro ώστε να 

διαπιστωθεί αν το µόριο αποτελεί λιγάση Ε3 και διερεύνηση κατά πόσο κάποιο από τα 

θηλαστικά οµόλογα του δεσµευτή Delta αποτελούν πιθανά υποστρώµατα µιας και ήδη 

υπάρχουν ενδείξεις συνέκφρασης σε πολυάριθµους ιστούς στους οποίους δρα ο 

σηµατοδοτικός µηχανισµός Notch. Επιπλέον, έχουν ήδη ξεκινήσει και πειράµατα µε τη 

βοήθεια του διυβριδικού συστήµατος του σακχαροµύκητα, προκειµένου να εντοπιστούν 

υποψήφια µόρια που αλληλεπιδρούν µε το πολυπεπτίδιο Neurl καθώς και διερεύνηση της 

λειτουργικής σηµασίας υποπεριοχών του τελευταίου στην αλληλεπίδραση µε αυτά (Μαρία 

Κοκκινάκη). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον θα παρουσίαζε η προσπάθεια ανοσοεντοπισµού των 
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δεσµευτών σε φυσιολογικά ποντίκια και στα στελέχη που πραγµατοποιήθηκε καταστροφή 

του γονιδίου Neurl καθώς και η ανάλυση σε περιοχές φυσιολογικών εµβρύων και 

ενηλίκων ατόµων όπου παρατηρείται αλληλοεπικάλυψη µεταγραφικής ενεργότητας του 

γονιδίου Neurl και των υπό µελέτη δεσµευτών αλλά το πρότυπο έκφρασης των 

τελευταίων είναι ευρύτερο. Με τον τρόπο αυτό ίσως θα µπορούσε να παρατηρηθεί in vivo 

µία πιθανή µεταβολή του υποκυτταρικού εντοπισµού των δεσµευτών. Σηµαντική πληρο-

φορία θα µπορούσε να αντληθεί και από περαιτέρω βιοχηµικές και γενετικές µελέτες 

προκειµένου να διερευνηθούν άµεσες ή έµµεσες αλληλεπιδράσεις µε τους εν λόγω 

δεσµευτές. 

 

 

5. ΣΥΝΟΨΙΖΟΝΤΑΣ �. 
 
Συνοψίζοντας, σκοπό της παρούσας διατριβής αποτέλεσε η αποµόνωση και η 

διερεύνηση του ρόλου του γονιδίου Neuralized του ποντικού στις αναπτυξιακές 

διαδικασίες και στο σηµατοδοτικό µηχανισµό του υποδοχέα Notch. Λόγω της αµελητέας 

πληροφορίας που υπήρχε για το δροσοφιλικό οµόλογο γονίδιο αποφασίσαµε να 

µελετήσουµε ταυτόχρονα και τα δύο µόρια σε µία προσπάθεια άντλησης όσο το δυνατόν 

περισσότερων δεδοµένων που θα βοηθούσαν σηµαντικά στη διαλεύκανση της 

λειτουργικής δράσης του γονιδίου του ποντικού στην ανάπτυξη. Αρχικά, λοιπόν, 

αποµονώθηκε το θηλαστικό γονίδιο Neurl και διαπιστώθηκε ότι εκφράζεται από τα αρχικά 

στάδια της εµβρυογένεσης σε πληθώρα, επιθηλιακών κυρίως, κυτταρικών οµάδων καθώς 

και στο νευρικό και το στηρικτικό σύστηµα, ενώ παρατηρήθηκε ότι το πρότυπο έκφρασής 

του αλληλεπικαλύπτεται σηµαντικά µε το πρότυπο έκφρασης συστατικών του µονοπατιού 

Notch και συγκεκριµένα των δεσµευτών της οικογένειας DSL. Η πρωτεΐνη Neuralized του 

ποντικού έχει  συντηρηµένη αρχιτεκτονική δοµή, αποτελούµενη από δύο ειδικές περιοχές 

NEUZ και ένα δάκτυλο ψευδαργύρου RING. Τόσο το θηλαστικό όσο και το δροσοφιλικό 

πολυπεπτίδιο εντοπίζονται στην κυτταροπλασµατική περιφέρεια της κυτταρικής 

µεµβράνης αλληλεπιδρώντας µε άλλα περιφερειακά µόρια. Παρατηρήθηκε ότι για τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό των πρωτεϊνών είναι υπεύθυνο το αµινοτελικό τµήµα των 

µορίων το οποίο ξεκινά από την πρώτη µεθειονίνη και περιλαµβάνει την περιοχή NEUZ1. 

Μελετώντας και τις δύο πρωτεΐνες στη Drosophila διαπιστώθηκε ότι η παρουσία τους 

επηρεάζει τη σηµατοδότηση Notch. Εντούτοις φαίνεται ότι η λειτουργική δράση του 

πολυπεπτιδίου του ποντικού εξαρτάται από περισσότερους παράγοντες, κάτι που θα 

διερευνηθεί εκτενώς στο µέλλον. Ακολούθησε εµπεριστατωµένη λειτουργική µελέτη της 

πρωτεΐνης της Drosophila προκειµένου να διαλευκανθεί ο λειτουργικός της ρόλος και να 

αντληθεί σηµαντική πληροφορία στην οποία θα βασιστεί ο σχεδιασµός πειραµάτων για τη 

διερεύνηση του ρόλου του οµόλογου µορίου του ποντικού χρησιµοποιώντας πλέον 

συστήµατα θηλαστικών.  
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∆ιαπιστώθηκε ότι πρωτεΐνη Νeur της Drosophila παίζει σηµαντικό ρόλο τόσο στην 

ενίσχυση της ικανότητας του δεσµευτή Delta να ενεργοποιεί τον υποδοχέα Notch όσο και 

στην µετέπειτα ενδοκύττωση και αποικοδόµησή του πρώτου, συµπαρασύροντας και την 

εξωκυττάρια περιοχή του τελευταίου. Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε ότι ο δάκτυλος RING, 

ο οποίος σχετίζεται µε δράση λιγάσης ουβικουιτίνης, είναι υπεύθυνος για την αποκοπή 

των ενδοκυττωτικών κυστιδίων και την επακόλουθη ενδοκυτταρική µεταφορά του 

δεσµευτή και του υποδοχέα. Ερευνητικές προσπάθειες από άλλες οµάδες έδειξαν ότι η 

πρωτεΐνη Νeuralized αποτελεί λιγάση ουβικουιτίνης και συµµετέχει στο ίδιο πρωτεϊνικό 

σύµπλεγµα µε την πρωτεΐνη Delta, χωρίς ακόµα να έχει διερευνηθεί εκτενώς αν υπάρχει 

άµεση ή έµµεση αλληλεπίδραση των δύο µορίων καθώς και αν ο δεσµευτής ενδοκυττώ-

νεται µε τη δική του ουβικουιτινιλίωση ή αν τελικά συµπαρασύρεται από κάποιον άλλο 

παράγοντα, µε τον οποίο αλληλεπιδρά και ο οποίος αποτελεί στόχο του συµπλέγµατος 

λιγάσης ουβικουιτίνης που συµµετέχει το µόριο Νeur. Η συγκεκριµένη δράση της 

πρωτεΐνης Νeuralized φαίνεται ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στις διαδικασίες διαφορο-

ποίησης λειτουργικά ισοδύναµων κυττάρων και υιοθέτησης διαφορετικής αναπτυξιακής 

τύχης.  

 

Η τεράστια πληροφορία που έχει συλλεχθεί όσον αφορά τη δράση του 

δροσοφιλικού πολυπεπτιδίου αποτελεί σηµαντική βάση για τη διερεύνηση του ρόλου της 

πρωτεΐνης Neurl σε συστήµατα θηλαστικών. Οι µελέτες της τελευταίας στη Drosophila 

έδωσαν ήδη αρκετή πληροφορία, η οποία φυσικά θα διερευνηθεί περαιτέρω, αλλά ίσως 

δεν επαρκεί αφού είναι πιθανόν η δράση της θηλαστικής πρωτεΐνης να είναι συντηρηµένη 

αλλά δύσκολα να µπορεί να τεκµηριωθεί επαρκώς σε απλούστερα συστήµατα όπως η 

µύγα. Αυτό είναι δυνατόν να συµβεί µιας και µπορεί να απαιτεί περισσότερους 

παράγοντες από ότι τα οµόλογα µόρια κατώτερων οργανισµών, έτσι ώστε να είναι δυνατή 

η ρύθµιση της σε πολλαπλά επίπεδα κάτι που είναι λογικό να ισχύει σε έναν εξελικτικά 

ανώτερο και πολυπλοκότερο οργανισµό όπως τα θηλαστικά. 
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