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Περίληψη ερευνητικής εργασίας 

Οι Ειδικοί Σκοποί της ∆ιατριβής αυτής ήταν (1) η εκτίµηση του ρόλου των 
στοιχείων Enh, F, O, P, S, U, M, Μ1 και Μ2, καθώς και του συνεργιστικού ρόλου 
των Εnh+F και των O+P στην έκφραση του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης, µε 
πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης ερυθροποιητικών και µη ερυθροποιητικών 
κυτταρικών σειρών, (2) η διερεύνηση του ρόλου των στοιχείων Εnh και F σε 
διαγονιδιακά ποντίκια, µέσω της αφαίρεσής τους µε οµόλογο ανασυνδυασµό, και (3) 
η µελέτη του ρόλου των ενισχυτών που βρίσκονται καθοδικά των 3’ άκρων των 
HPFH-2, HPFH-3, HPFH-6 σε διαγονιδιακά ποντίκια. 

∆ιερεύνηση του in vitro ρόλου στοιχείων της περιοχής µεταξύ Αγ και 
δ γονιδίων 

Μελετήθηκε ο ρόλος των στοιχείων Enh και F, τα οποία εδράζονται καθοδικά 
του Αγ γονιδίου και των στοιχείων O, P, S, U, M, M1 και M2, τα οποία εδράζονται 
ανοδικά του δ γονιδίου, στην επίδραση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης, 
υπό τον υποκινητή του Gγ γονιδίου και παρουσία του ενισχυτή SV40. Η ανάλυση 
έγινε µε παροδικές διαµολύνσεις ερυθροποιητικών (Κ562) και µη ερυθροποιητικών 
κυττάρων (HeLa). Το στοιχείο S, σε κατεύθυνση 5’→3’ βρέθηκε να έχει έντονη 
αποσιωπητική δράση σε κύτταρα K562 και HeLa. Στα κύτταρα K562 τα στοιχεία M, 
M1 και M2 είχαν επίσης έντονη αποσιωπητική δράση. Tο στοιχείο Μ2 παρουσίασε 
πολύ έντονη αποσιωπητική δράση και στα κύτταρα HeLa. Μελετήθηκε επίσης ο 
συνεργιστικός ρόλος των στοιχείων Enh+F και O+P και παρατηρήθηκε µικρή µόνο 
περαιτέρω µείωση στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης παρουσία των 
κατασκευών που περιείχαν τα ζευγάρια των αποσιωπητών. Το στοιχείο F µελετήθηκε 
περαιτέρω για την επίδρασή του στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης, υπό 
τον υποκινητή του Gγ γονιδίου και απουσία του ενισχυτή SV40 και παρατηρήθηκε 
πολύ χαµηλή έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης επιβεβαιώνοντας την ισχυρή 
αποσιωπητική δράση του στοιχείου αυτού.  

∆ιερεύνηση του in vivo ρόλου των στοιχείων Enh και F, µέσω 
αφαίρεσής τους µε οµόλογο ανασυνδυασµό 

Μελετήθηκε ο ρόλος των στοιχείων Enh και F σε διαγονιδιακά ποντίκια, µε 
την αφαίρεσή τους, µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού, από ένα PAC που 
συµπεριελάµβανε ολόκληρο το σύµπλεγµα των β-γονιδίων των σφαιρινών. 
Αναπτύχθηκε και χρησιµοποιήθηκε ένα σύστηµα οµόλογου ανασυνδυασµού, στα 
κύτταρα E.coli DH10B (Imam et al., 2000). ∆ηµιουργήθηκε ένα τροποποιηµένο PAC 
µε έλλειψη των αποσιωπητών Enh και F, το οποίο ενέθηκε σε γονιµοποιηµένα αυγά 
ποντικών. Από τις µικροένεσεις προέκυψαν 3 διαγονιδιακά ποντίκια και εδραιώθηκαν 
δύο διαγονιδιακές σειρές. Η ανάλυση της έκφρασης των ανθρώπινων ε, γ και β 
γονιδίων έγινε µε ανάλυση S1 νουκλεάσης στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 
ηµερών, στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο των 12.5 και 16.5 ηµερών και στο ενήλικο 
στάδιο. Στο πρώιµο εµβρυϊκό σταδίο παρατηρήθηκε αυξηµένη έκφραση των γ και ε 
γονιδίων (Κατσαντώνη et al., 2001). Φαίνεται ότι τα στοιχεία Enh και F παίζουν 
σηµατικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης των εµβρυϊκών γονιδίων στο πρώιµο 
εµβρυϊκό στάδιο και η αφαίρεσή τους επηρεάζει θετικά το συνολικό µεταγραφικό 
µηχανισµό των ανθρώπινων γονιδίων. Τα στοιχεία αυτά φαίνεται ότι είναι ειδικά 
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αποσιωπητικά στοιχεία του πρώιµου εµβρυϊκού σταδίου. Στα υπόλοιπα 
αναπτυξιακά στάδια δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην έκφραση των ανθρώπινων 
γονιδίων, γεγονός που υποδηλώνει ότι ίσως άλλα στοιχεία να παίζουν σηµαντικότερο 
ρόλο µόνα ή και σε συντονισµό µε τα Enh και F, για την πλήρη αποσιώπηση των γ 
γονιδίων στο ενήλικο στάδιο και τη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης. Για την 
περαιτέρω διερεύνηση της µεταγραφής των γονιδίων πραγµατοποιήθηκαν RNA in 
situ υβριδισµοί. Πραγµατοποιήθηκε και FISH για τη µελέτη της ένθεσης των 
διαγονιδίων στο γονιδίωµα του ποντικού. Η στοχευµένη αφαίρεσή των στοιχείων Enh 
και F µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού δηµιουργεί νέες δυνατότητες για την 
επανενεργοποίηση των γ γονιδίων για θεραπευτικό σκοπό. 

∆ιερεύνηση του in vivo ρόλου των ενισχυτών HPFH-2, HPFH-3 και 
HPFH-6 

Ο ρόλος των ενισχυτών HPFH-2, HPFH-3 και HPFH-6 διερευνήθηκε σε 
διαγονιδιακά ποντίκια χρησιµοποιώντας κοσµιδιακές κατασκευές µε το LCR του 
συµπλέγµατος των β-γονιδίων των σφαιρινών, το Αγ γονίδιο µε τους αποσιωπητές 
Enh και F και έναν ενισχυτή HPFH. Σαν control χρησιµοποιήθηκε η κατασκευή που 
συµπεριελάµβανε το LCR και το Αγ γονίδιο µε τους αποσιωπητές Enh και F. Η 
έκφραση του Αγ γονιδίου αναλύθηκε σε όλες τις διαγονιδιακές σειρές που προέκυψαν 
από τις µικροενέσεις, στο ενήλικο στάδιο µε ανάλυση S1 νουκλεάσης. Σε αρκετές 
των διαγονιδιακών σειρών (οι περισσότερες εκ των οποίων είχαν πολλά αντίγραφα 
των κατασκευών) παρατηρήθηκαν παρουσία των ενισχυτών υψηλότερα επίπεδα 
έκφρασης του Αγ γονιδίου σε σύγκριση µε τις control διαγονιδιακές σειρές 
(Katsantoni et al., 2000, 2001). Οι σειρές µε πολλά αντίγραφα της κατασκευής 
διασταυρώθηκαν µε διαγονιδιακές σειρές cre, για να µπορέσουν να δηµιουργηθούν 
διαγονιδιακές σειρές µονού αντιγράφου. Ακολούθησε ανάλυση της έκφρασης του Αγ 
γονιδίου στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο των 12.5 και 16.5 ηµερών και στο ενήλικο 
στάδιο των διαγονιδιακών σειρών µονού αντιγράφου µε ανάλυση S1 νουκλεάσης 
(Katsantoni et al., 2001). Το φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης και η 
αποσιώπηση του Αγ γονιδίου ήταν εµφανή σε όλες τις διαγονιδιακές σειρές. Οι 
διαγονιδιακές σειρές της control κατασκευής παρουσίασαν µηδενική έκφραση του Αγ 
γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, αφού το γονίδιο αυτό είχε αποσιωπηθεί. Οι 
διαγονιδιακές σειρές HPFH-2C και η HPFH-6A παρουσίασαν έκφραση του γονιδίου 
στο ενήλικο στάδιο και αυξηµένη έκφραση του γονιδίου και στα στάδια των 12.5 και 
16.5 ηµερών. Αυξηµένη έκφραση του γονιδίου στα στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών 
παρατηρήθηκε και στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-2F. Χαρτογραφήθηκαν οι ενθέσεις 
των διαγονιδίων µε FISH και διαπιστώθηκε ότι οι ενισχυτές HPFH-2 και HPFH-6 
δουλεύουν in vivo και εκφράζουν το εµβρυϊκό Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, όταν 
υποβοηθούνται από θετικά φαινόµενα θέσεως. H παρουσία τους αυξάνει την 
έκφραση του Αγ γονιδίου στο εµβρυϊκό και στο ενήλικο στάδιο. Παρατηρήθηκε 
συσχέτιση της έκφρασης µε την ένθεση σε περιοχές του χρωµοσώµατος που ήταν 
µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο και που πιθανώς να αντιστοιχούν σε 
ευχρωµατίνη. Ισχυρότερος βρέθηκε να είναι ο ενισχυτής HPFH-2. Παρουσία του 
ενισχυτή HPFH-3 δεν παρατηρήθηκε έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, 
παρά τις ενθέσεις µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο, άρα ο ενισχυτής 
αυτός δεν δούλεψε στις διαγονιδιακές σειρές που µελετήθηκαν. Οι διαγονιδιακές 
σειρές HPFH-2C και HPFH-6A που παρουσίασαν έκφραση του Αγ γονιδίου στο 
ενήλικο στάδιο ελέγχθηκαν και για την κατανοµή της έκφρασης του γονιδίου µεταξύ 
των κυττάρων και η κατανοµή βρέθηκε παγκυτταρική, όπως και στην περίπτωση των 
HPFH ετεροζυγωτών. Τα µοντέλα HPFH ποντικών που δηµιουργήσαµε 
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επιβεβαίωσαν την υπόθεση της παραµονής της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στα 
σύνδροµα HPFH, λόγω της διαµετάθεσης ενισχυτών από το 3’ άκρο του 
συµπλέγµατος προς τα εµβρυϊκά γονίδια. Οι ενισχυτές HPFH-2 και ΗPFΗ-6, όταν 
υποβοηθούνται από θετικά φαινόµενα θέσεως, έχουν τη δυνατότητα να εκφράζουν το 
εµβρυϊκό Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, έστω και σε µικρό ποσοστό, γεγονός που 
δίνει νέες δυνατότητες στη χρησιµοποίησή τους σε φορείς γονιδιακής θεραπείας για 
την αύξηση της έκφρασης του µεταφερόµενου θεραπευτικού εµβρυϊκού γονιδίου. 
 

Summary 
 The specific aims of this PhD thesis were focused on (1) the identification of 
the role of the elements Enh, F, O, P, S, U, M, Μ1 and Μ2, and of the synergistic role 
of Εnh+F and O+P in the expression of the luciferase reporter gene, by using transient 
transfection assays in erythroid and non erythroid cells, (2) the identification of the 
role of the elements Enh and F in transgenic mice, by deleting them via homologous 
recombination, and (3) the identification of the role of the HPFH-2, HPFH-3 and 
HPFH-6 enhancers in transgenic mice. 

Identification of the in vitro role of elements located in the region 
between Αγ and δ genes 
 The role of the elements Enh and F, located downstream the Αγ gene, and the 
elements O, P, S, U, M, M1 and M2, located upstream the δ gene was identified on 
the expression of the luciferase gene, driven by the Gγ promoter and in the presence of 
the SV40 enhancer. The analysis took place by using transient transfection assays in 
erythroid (K562) and non erythroid (HeLa) cells. The S element in the direction 
5’→3’ had strong silencing effect in the luciferase gene activity in K562 and HeLa 
cells. The elements M, M1 and M2 had also strong silencing effect in K562 cells. The 
element M2 had strong silencing effect not only in K562, but also in HeLa cells. A 
small synergistic effect of the elements Enh+F and O+P was observed. The role of the 
element F was further identified on the expression of the luciferase gene driven by the 
Gγ promoter and in the absence of the SV40 enhancer. In this case very low luciferase 
activity was observed, proving its strong silencing effect.  

Deletion of the Enh and F elements by homologous recombination 
and identification of their role in transgenic mice 
 We developed an efficient homologous recombination system in E.coli 
DH10B cells (Imam et al., 2000) and by using this system we deleted the Enh and F 
elements from a PAC containing the β-globin locus. The PAC with the deletion was 
microinjected in fertilized mouse eggs. Three founder animals were generated and 
two lines were established. The expression of the human ε, γ and β genes was 
analysed by using S1 nuclease protection assays in the embryonic stage of day 10.5, 
the fetal stage of day 12.5 and 16.5 and the adult stage. In the embryonic stage the 
total transcriptional output of the human genes was increased that resulted in a 
significantly increased expression of the γ and ε genes in the lines with the deletion of 
the elements Enh and F (Katsantoni et al., 2001). These elements seem to be stage 
specific embryonic silencers and have an important role on the regulation of 
expression of the embryonic genes. In the fetal and the adult stage no differences were 
observed in comparison to the control line with the intact PAC (Katsantoni et al., 
2001) and other elements acting alone or synergistically with the Enh and F might 
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play an important role in the regulation of the γ globin genes expression, the silencing 
of the γ genes in the adult stage and the haemoglobin switching. To analyse further 
the transcription of the human genes, RΝΑ in situ hybridisations in various 
developmental time points were performed. The integration sites of the transgenes in 
the mouse genome were also mapped by using FISH. The analysis of the role of the 
Enh and F elements in transgenic mice and the confirmation of their silencing effect 
in the γ gene expression, together with the ability to delete them via homologous 
recombination, open new ways for the reactivation of γ genes for therapeutic 
purposes.  

Identification of the role of HPFH-2, HPFH-3 and HPFH-6 
enhancers in transgenic mice 
 The role of the ΗPFH-2, HPFH-3 and HPFH-6 enhancers has been identified 
in transgenic mice. The cosmid constructs used contained the human LCR, the Aγ 
gene, the Enh and F silencers and one HPFH enhancer. The control construct 
contained the LCR, the Aγ gene and the Enh and F silencers. The initial lines 
generated from the microinjections were analysed in the adult stage by using S1 
nuclease protection assays. A lot of the transgenic lines (most of them were multi 
copy) were expressing the Aγ gene in a higher level than the level of the control lines 
(Katsantoni et al., 2000, 2001). The multi copy lines were bred with cre expressing 
mice to generate single copy animals. In the single copy lines the expression of the Aγ 
gene was analysed in the developmental time points of fetal day 12.5 and 16.5 and in 
the adult stage, by using S1 nuclease protection analysis. The switching phenomenon 
was obvious in all the lines analysed in various developmental time points. The Αγ 
gene was silenced in the adult stage of the control lines. The HPFH2C and HPFH6A 
lines showed expression of the Αγ gene in the adult stage and higher expression in the 
fetal time points of day 12.5 and 16.5. The HPFH2F line showed no expression of the 

Αγ gene in the adult stage, but higher expression in the fetal time points of day 12.5 
and 16.5. In order to explain the results of the S1 analysis and to correlate the role of 
the HPFH enhancers with their integration site in the mouse genome, FISH mapping 
was performed. A correlation of the higher expression of the gene and the integration 
far away from the centromere and the telomere, that are probably euchromatic 
regions, was observed. The HPFH-2 enhancer had the strongest enhancing effect. The 
HPFH-2 and HPFH-6 enhancers work in vivo when they are aided by positive position 
effects. The HPFH-3 enhancer was not working in the lines analysed, despite the 
integrations far away from the centromere and the telomere. In the HPFH2C and 
HPFH6A expressing lines we have determined the distribution of the Aγ gene 
expression between the cells and it was found to be pancellular, like in HPFH 
heterozygotes. The generated models of HPFH transgenic mice confirmed the 
hypothesis for the generation of the HPFH phenotype in the HPFH deletion 
syndromes via juxtaposition of enhancer elements from the 3’ end of the cluster to the 
vicinity of the fetal genes, because of the deletion. The HPFH-2 and HPFH-6 
enhancers have the ability to express the fetal gene, even in a low level, in the adult 
stage, when they are aided by positive position effects. They can be used in gene 
therapy vectors to upregulate the transferred therapeutic gene. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Γενική εισαγωγή 
 Στον άνθρωπο υπάρχουν τα γονιδιακά συµπλέγµατα α και β, τα οποία είναι 
υπεύθυνα για την παραγωγή των σφαιρινών. Το σύµπλεγµα α αποτελείται από το 
εµβρυϊκό γονίδιο ζ και τα δύο ενήλικα γονίδια α. Το σύµπλεγµα β αποτελείται από τα 
γονίδια ε, Gγ, Αγ, δ και β. Και τα δύο συµπλέγµατα έχουν στο 5’ άκρο τους 
ρυθµιστικά στοιχεία πολύ σηµαντικά για τη ρύθµιση των γονιδίων. Το σύµπλεγµα β 
ελέγχεται από το LCR (Locus Control Region) που βρίσκεται 6-20 kb ανοδικά του ε 
γονιδίου. Το σύµπλεγµα α ελέγχεται από το ρυθµιστικό στοιχείο ΗS-40 που 
βρίσκεται 40 kb ανοδικά του ζ γονιδίου (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, 
Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994) (Εικόνα 1.1). 
 Η σύνθεση της αιµοσφαιρίνης στον άνθρωπο περιλαµβάνει δύο µεγάλες 
µεταστροφές. Κατά τη διάρκεια των τριών πρώτων µηνών της κύησης τα 
ερυθροποιητικά κύτταρα περιέχουν πρώιµη εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη και κατά τη 
διάρκεια των έξι τελευταίων µηνών περιέχουν όψιµη εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη. Η 
µεγάλη µεταστροφή από την όψιµη εµβρυϊκή στην ενήλικη αιµοσφαιρίνη γίνεται 
στην περίοδο γύρω από τη γέννηση και από το τέλος του πρώτου έτους της ενήλικης 
ζωής και µετά η σύνθεση των ερυθροποιητικών κυττάρων παραµένει σταθερή. Στα 
ενήλικα ερυθροποιητικά κύτταρα το µεγαλύτερο ποσοστό της αιµοσφαιρίνης κατέχει 
η αιµοσφαιρίνη Α (µε αλυσίδες α2 και β2), αλλά υπάρχουν και πολύ µικρά ποσά 
αιµοσφαιρίνης Α2 (µε αλυσίδες α2 και δ2) και F (µε αλυσίδες α2 και γ2) 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994) 
(Εικόνα 1.1).  
 Παρόµοιες µεταστροφές µε αυτές που συναντάµε στον άνθρωπο από το 
πρώιµο εµβρυϊκό στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο και από το εµβρυϊκό στο ενήλικο 
στάδιο, συναντάµε µόνο σε µερικούς οργανισµούς, όπως πίθηκοι, αιγοπρόβατα και 
βοοειδή. Σε άλλους οργανισµούς, που χρησιµοποιούν την αιµοσφαιρίνη για τη 
µεταφορά οξυγόνου στους ιστούς, όπως θηλαστικά (ποντίκια), ερπετά, αµφίβια και 
πτηνά, συναντάµε µόνο µια µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης από το πρώιµο εµβρυϊκό 
στο ενήλικο στάδιο (Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). 

Τα γονίδια των β-σφαιρινών βρίσκονται στο χρωµόσωµα 11 και είναι 
διατεταγµένα κατά τη σειρά µε την οποία εκφράζονται κατά τη διάρκεια της 
διαφοροποίησης. Τα Gγ και Αγ γονίδια είναι όµοια και έχουν προέλθει από 
διπλασιασµό κατά τη διάρκεια της εξέλιξης. Οι γ αλυσίδες που παράγονται από τα 
γονίδια αυτά διαφέρουν στη θέση 136, όπου το Gγ γονίδιο κωδικοποιεί για γλυκίνη 
και το Αγ κωδικοποιεί για αλανίνη (Schroeder et al., 1968). Η αναλογία Gγ/Αγ 
αλυσίδων κατά τη διάρκεια του εµβρυϊκού σταδίου είναι 3:1 (Huisman et al., 1977). 
Η αναλογία αυτή αλλάζει κατά τη διάρκεια της ενήλικης ζωής και γίνεται 2:3. Η 
µεγαλύτερη έκφραση του Gγ γονιδίου σε σχέση µε του Αγ κατά τη διάρκεια της 
διαφοροποίησης, ίσως να µπορεί να εξηγηθεί από τη δυνατότητα ευκολότερης 
αλληλεπίδρασης µε το LCR, λόγω της µικρότερης απόστασης του Gγ γονιδίου από το 
LCR, όπως θα αναλυθεί στη συνέχεια (Peterson & Stamatoyannopoulos, 1993).  

Τα ερυθροποιητικά κύτταρα που περιέχουν εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F έχουν 
µεγαλύτερη δυνατότητα µεταφοράς οξυγόνου (oxygen affinity), από ότι αυτά που 
περιέχουν ενήλικη αιµοσφαιρίνη Α, πράγµα που διευκολύνει τη µεταφορά οξυγόνου 
µέσω του πλακούντα κατά τη διάρκεια της κύησης (Parer, 1970).  
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Ολική 
σύνθεση 
σφαιρίνης 

Σύµπλεγµα α 

Σύµπλεγµα β 

 

 

Εικόνα 1.1: Οργάνωση των α και β συµπλεγµάτων και έκφραση των γονιδίων της
σφαιρίνης κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης. 

Παραγωγή αιµοσφαιρίνης κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 
 Η ερυθροποίηση στον άνθρωπο αρχίζει στο λεκιθικό ασκό. Μετά από τις 5 
πρώτες εβδοµάδες της κύησης συνεχίζεται στο εµβρυϊκό ήπαρ. Από την εικοστή 
τέταρτη εβδοµάδα µεταφέρεται στο σπλήνα και το µυελό των οστών. Κατά τη 
γέννηση το κύριο ερυθροποιητικό όργανο είναι ο µυελός των οστών. Αυτές οι 
αλλαγές στα όργανα ερυθροποίησης απαντώνται όχι µόνο στον άνθρωπο, αλλά και σε 
άλλους οργανισµούς, και συµπίπτουν µε αλλαγές στη σύσταση των ερυθροποιητικών 
κυττάρων, καθώς και µε βιοχηµικές και µορφολογικές αλλαγές. Στον άνθρωπο τα 
πρώιµα εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα είναι µεγάλα και εµπύρηνα κύτταρα, τα όψιµα 
εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα είναι µικρότερα και τα ενήλικα κύτταρα είναι ακόµα 
µικρότερα και απύρηνα (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, 
Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). 

Στον άνθρωπο η µεταστροφή από την ε στη γ σφαιρίνη αρχίζει πολύ νωρίς 
κατά τη διάρκεια της κύησης (εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F ανιχνεύεται σε έµβρυα 5 
εβδοµάδων) και ολοκληρώνεται πριν από τη δέκατη εβδοµάδα της κύησης (Hecht et 
al., 1966; Gale et al., 1979). Η παραγωγή της ε σφαιρίνης γίνεται εξ ολοκλήρου από 
κύτταρα λεκιθικού ασκού, ενώ η παραγωγή των γ και β σφαιρινών γίνεται εξ 
ολοκλήρου από ερυθροβλάστες που παράγονται από το εµβρυϊκό ήπαρ. Η παραγωγή 
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της β-σφαιρίνης αρχίζει πολύ νωρίς κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και µικρά ποσά 
β σφαιρίνης µπορούν να ανιχνευθούν ακόµα και σε πολύ νεαρά έµβρυα, µε διάφορες 
ανοσοϊστοχηµικές µεθόδους. Στο εµβρυϊκό στάδιο η έκφραση του γ γονιδίου είναι 50 
φορές µεγαλύτερη από ότι του β γονιδίου. Η σύνθεση των β αλυσίδων αυξάνεται 
κατά τη διάρκεια της κύησης και καταλήγει να είναι 10% της σύνθεσης των γ 
αλυσίδων στο στάδιο των 30-35 εβδοµάδων. Στη συνέχεια η σύνθεση των β αλυσίδων 
αυξάνεται δραµατικά και των γ αλυσίδων πέφτει σταθερά. Κατά τη γέννηση η 
εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F κατέχει το 60-80% της ολικής αιµοσφαιρίνης. Σε νεογνό 
16-20 εβδοµάδων η εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F κατέχει το 3% της συνολικής 
αιµοσφαιρίνης (Bard, 1975). Στην ηλικία των 2 ετών η εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F 
κατέχει το 0.5-1% της συνολικής αιµοσφαιρίνης και το ποσοστό αυτό παραµένει στο 
ενήλικο στάδιο. Στον ενήλικα η εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη F εντοπίζεται στα F 
ερυθροκύτταρα, τα οποία κατέχουν το 3-7% των ερυθροκυττάρων 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, Stam toyannopoulos & N nhuis, 1994). 
 Το ποντίκι έχει χρησιµοποιηθεί πάρα πολύ στη µελέτη της ρύθµισης τ

a ie
ων 

γονιδίων της σφαιρίνης, µε τη δηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών. Περιλαµβάνει 
δύο γονιδιακά συµπλέγµατα, τα α και β, τα οποία βρίσκονται στα χρωµοσώµατα 11 
και 7, αντιστοίχως. Το α σύµπλεγµα αποτελείται από τα ζ, α1 και α2 γονίδια, τα οποία 
βρίσκονται κάτω από τη ρυθµιστική δράση της υπερευαίσθητης θέσης αMRE (Εικόνα 
1.2). Το β σύµπλεγµα αποτελείται από τέσσερα λειτουργικά γονίδια (εy, βh1, βmaj, 
βmin), τα οποία ελέγχονται από το LCR, που αποτελείται από πέντε υπερευαίσθητες 
θέσεις σε DΝaseI (Moon & Ley, 1990) (Hug et al., 1992) (Jimenez et al., 1992) 
(Fiering et al., 1995) (Εικόνα 1.2). Τα γονίδια αυτά είναι διατεταγµένα στο 
χρωµόσωµα σύµφωνα µε τη σειρά µε την οποία εκφράζονται κατά τη διάρκεια της 
διαφοροποίησης, όπως και τα ανθρώπινα οµόλογά τους. Στον οργανισµό αυτό η 
µεταστροφή από το εµβρυϊκό στο ενήλικο στάδιο λαµβάνει χώρα κατά τη 10.5 ηµέρα  
της κύησης (Farace et al., 1984; Chada et al., 1986). Τα ερυθροκύτταρα του λεκιθικού 
ασκού περιλαµβάνουν ζ και α αλυσίδες σφαιρίνης (Leder et al., 1992) και τις δύο 
πρώιµες εµβρυϊκές σφαιρίνες βh1 και εy. Οι ερυθροβλάστες του εµβρυϊκού ήπατος 
παράγουν α σφαιρίνη και τις δύο ενήλικου τύπου β σφαιρίνες, βminor και βmaj 
(Brotherton et al., 1979). Στην εµβρυϊκή ηµέρα 11.5 η κύρια θέση ερυθροποίησης 
µετατοπίζεται από τον λεκιθικό ασκό στο εµβρυϊκό ήπαρ (Εικόνα 1.2). 
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Εικόνα 1.2: Σύγκριση της οργάνωσης των α και β συµπλεγµάτων του ποντικού και 
ανθρώπου και έκφραση των γονιδίων της σφαιρίνης του ποντικού και ανθρώπου κατά 
τη διάρκεια της εµβρυϊκής ζωής, σε διαγονιδιακά ποντίκια. Με διακεκοµµένες 
γραµµές παρουσιάζεται η έκφραση των ανθρώπινων διαγονιδίων σε διαγονιδιακά
ποντίκια.

Σύµπλεγµα β 
ποντικού

Σύµπλεγµα α 
ποντικού

Έκφραση % ανθρώπινων 
διαγονιδίων σε ποντίκι, σε 
σύγκριση µε τα ενδογενή 
γονίδια ποντικoύ

Σύµπλεγµα β 
ανθρώπου
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Μεταλλαγές που επηρεάζουν τη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης 
Πολλές πληροφορίες για το φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης 

έχουν αποκτηθεί από τη µελέτη διαφόρων µεταλλαγών που αυξάνουν την εµβρυϊκή 
αιµοσφαιρίνη κατά την ενήλικη ζωή (Bollekens & Forget, 1991). Αυτή η αυξηµένη 
σύνθεση της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (HbF) είναι πολύ σηµαντική στις περιπτώσεις 
δρεπανοκυτταρικής αναιµίας και β-θαλασσαιµίας, αφού µειώνει τη σοβαρότητά τους 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). 

Οι µεταλλαγές αυτές µπορούν να ταξινοµηθούν σε µεταλλαγές έλλειψης και 
µη έλλειψης ανάλογα µε το αν υπάρχει έλλειψη ενός τµήµατος του συµπλέγµατος των 
γονιδίων ή σηµειακή µεταλλαγή εντός ή και εκτός των ορίων του συµπλέγµατος. Στις 
µεταλλαγές έλλειψης και µη-έλλειψης απαντώνται περιπτώσεις µε παγκυτταρική ή 
ετεροκυτταρική διασπορά της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (HbF). Μεταλλαγές, που 
προκαλούν ετεροκυτταρική αύξηση στην εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη (HbF), µπορούν να 
οδηγήσουν σε αύξηση της αναλογίας των F κυττάρων ή/και σε αύξηση της εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης F ανά F κύτταρο. Μερικές µεταλλαγές προκαλούν αύξηση της 
παραγωγής της Gγ σφαιρίνης, άλλες της Αγ σφαιρίνης και άλλες και των δύο. Οι 
µεταλλαγές, οι οποίες προκαλούν αύξηση της παραγωγής της εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης (HbF) µπορούν να χωρισθούν σε δύο κατηγορίες αναλόγως µε τη 
µορφολογία των ερυθροκυττάρων. Η πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει τις µεταλλαγές 
τύπου θαλασσαιµίας και στην περίπτωση αυτή τα ερυθρά αιµοσφαίρια είναι 
υποχρωµικά και µικρότερα από το φυσιολογικό. Η δεύτερη κατηγορία περιλαµβάνει 
τις µεταλλαγές τύπου HPFH (Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin, 
κληρονοµική παραµονή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης) και στην περίπτωση αυτή τα 
ερυθρά αιµοσφαίρια έχουν φυσιολογική µορφολογία (σε ετερόζυγα άτοµα) 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). 
 

Μεταλλαγές που προκαλούν έλλειψη στο σύµπλεγµα των β γονιδίων των 
σφαιρινών 

HPFH µε έλλειψη 
GγΑγ HPFH απαντάται σε άτοµα Eυρωπαϊκής, Αφρικανικής και Ασιατικής 

καταγωγής (Tuan et al., 1980; Wainscoat et al., 1984; Saglio et al., 1986; Henthorn et 
al., 1990). Σε αυτές τις µεταλλαγές υπάρχει µια ολική έλλειψη της σύνθεσης των δ 
και β σφαιρινών. Οι Gγ και Αγ αλυσίδες παράγονται σε περίπου ίση αναλογία. Οι 
ετεροζυγώτες παράγουν 14-30% εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη (HbF) και είναι κλινικώς και 
αιµατολογικώς φυσιολογικοί. Οι οµοζυγώτες έχουν 100% εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη 
(HbF), αλλά τα ερυθρά τους αιµοσφαίρια δεν έχουν χαρακτηριστικά των εµβρυϊκών 
ερυθροκυττάρων (Huisman et al., 1971). Αυτά τα άτοµα είναι υγιή, αν και τα επίπεδα 
αιµοσφαιρίνης τους και οι µετρήσεις των ερυθρών τους αιµοσφαιρίων είναι 
υψηλότερες από το φυσιολογικό. Αυτό αντικατοπτρίζει την υψηλότερη συγγένεια για 
οξυγόνο του αίµατος του οποίου τα ερυθρά αιµοσφαίρια περιέχουν µόνο εµβρυϊκή 
αιµοσφαιρίνη. Τα επιπρόσθετα αιµατολογικά χαρακτηριστικά που απαντάµε στους 
οµοζυγώτες είναι µικροκύτωση, υποχρωµία και ένας ελαφρώς αυξηµένος λόγος α/γ 
(1.3:1.4) (Charache et al., 1976).  

Τα παραπάνω ευρήµατα υποδηλώνουν ότι τα γ γονίδια στις HPFH µεταλλαγές 
που προκαλούνται από έλλειψη λειτουργούν σε ένα χαµηλότερο επίπεδο από αυτό 
του εµβρύου. 

Η µεταλλαγή Kenya HPFH, αντικατοπτρίζει έναν άνισο ανασυνδυασµό 
µεταξύ του Αγ και του β γονιδίου, που καταλήγει σε έλλειψη της περιοχής µεταξύ του 
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Αγ και β γονιδίου και σε σχηµατισµό ενός γονιδίου που προκαλείται από συνένωση 
µέρους του Αγ και µέρους του β. Η πρωτεΐνη που παράγει αυτό το γονίδιο αποτελείται 
από τα αµινοξέα 1-80 της αλυσίδας του Αγ γονιδίου και τα αµινοξέα 81-146 της 
αλυσίδας του β γονιδίου (Huisman et al., 1972; Kendall et al., 1973; Nute et al., 1976; 
Ojwang et al., 1983). 

Οι πιό συχνές παγκυτταρικές GγΑγ HPFH είναι οι HPFH-1 και HPFH-2. Οι 
ελλείψεις αυτές καλύπτουν περιοχή 105kb που περιλαµβάνουν τα δ και β γονίδια 
(Collins et al., 1987). H HPFH-1 είναι µετατοπισµένη κατά 6 kb προς το 3’ άκρο και 
ως προς τα δύο άκρα της έλλειψης, σε σύγκριση µε την HPFH-2. Οι HPFH-3 και 
HPFH-4 καλύπτουν µικρότερη έλλειψη και τα 3’ άκρα τους είναι ~50 kb πλησιέστερα 
στη θέση του β γονιδίου (Henthorn et al., 1986) (Saglio et al., 1986) (Εικόνα 1.3). 

Σε γενικές γραµµές µικρές ελλείψεις που καταργούν τη µεταγραφή του β 
γονιδίου έχουν σαν αποτέλεσµα την έκφραση του γ γονιδίου µόνο σε ποσοστό 5%, 
ενώ µεγαλύτερες ελλείψεις του τύπου των HPFH έχουν σαν αποτέλεσµα υψηλότερη 
έκφραση του γ γονιδίου σε ποσοστό 10-30% (Poncz et al., 1988). 

Θαλασσαιµίες µε έλλειψη 
Τα κλινικά χαρακτηριστικά των ατόµων µε HPFH είναι διαφορετικά από αυτά 

των (δβ)0 θαλασσαιµικών. Οι (δβ)0 θαλασσαιµίες (Εικόνα 1.3) απαντώνται συχνά σε 
πληθυσµούς γύρω από τη Μεσόγειο. Οι ετεροζυγώτες παράγουν από 1-2% µέχρι 10-
15% HbF, µε ετερογενή διασπορά στα ερυθρά αιµοσφαίρια. Εµφανίζουν ελαφριά 
αναιµία και ανωµαλίες στη µορφολογία των ερυθρών αιµοσφαιρίων. Υπάρχει µια 
ολική έλλειψη στην παραγωγή των δ και β αλυσίδων. Οι οµοζυγώτες παράγουν µόνο 
HbF (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001, Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 
1994). Τα αιµατολογικά χαρακτηριστικά των ατόµων µε αυτές τις θαλασσαιµίες 
δείχνουν ότι η παραγωγή των γ αλυσίδων δεν µπορεί πλήρως να αντισταθµίσει την 
έλλειψη των β αλυσίδων. Υπάρχουν δύο τύποι δβ θαλασσαιµίας ανάλογα µε τον τύπο 
των γ αλυσίδων που παράγονται: 
1. GγΑγ(δβ)0: Σε αυτές τις περιπτώσεις και οι δύο αλυσίδες είναι παρούσες στην HbF 

σε ίση αναλογία, συνήθως 1:1. 
2. Gγ(Αγδβ)0: Σε αυτές τις περιπτώσεις µόνο η Gγ αλυσίδα είναι παρούσα στην HbF. 

Πάρα πολλές µεταλλαγές που προκαλούν (δβ)0 θαλασσαιµία έχουν µελετηθεί 
και υπάρχει µεγάλη ποικιλοµορφία στα 5’ και 3’ άκρα και στο µέγεθος των 
ελλείψεων αυτών. Στην πλειοψηφία των περιπτώσεων δεν έχει εξηγηθεί γιατί οι 
GγΑγHPFH και οι GγΑγ(δβ)0 θαλασσαιµίες έχουν διαφορετικό φαινότυπο. Υπάρχει 
µεγάλη ποικιλοµορφία στο ποσό της HbF των ετεροζυγωτών και στη σοβαρότητα 
των αιµατολογικών χαρακτηριστικών των οµοζυγωτών, γεγονός που υποδηλώνει ότι 
οι διαφορετικές µεταλλαγές επηρεάζουν διαφορετικά την έκφραση του Αγ γονιδίου 
στο ενήλικο στάδιο (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Οι (Αγδβ)0 θαλασσαιµίες απαντώνται σε διαφόρες εθνικότητες, κυρίως Ινδικής 
και Κινέζικης καταγωγής (Εικόνα 1.4). Οι ετεροζυγώτες παράγουν 5-16% HbF και οι 
οµοζυγώτες παράγουν HbF που αποτελείται µόνο από Gγ αλυσίδες. 
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Εικόνα 1.4: Περιοχές έλλειψης των (Αγδβ)0 θαλασσαιµιών (Stamatoyannopoulos &
Grosveld, 2001). 
 

 
Εικόνα 1.3: Περιοχές έλλειψης των HPFH (Α) και των (δβ)0 θαλασσαιµιών (Β).
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Οι (γδβ)0 θαλασσαιµίες χαρακτηρίζονται από την παντελή έλλειψη παραγωγής 
γ και β αλυσίδων. Οι ετεροζυγώτες έχουν χαρακτηριστικά ερυθρών αιµοσφαιρίων 
όµοια µε αυτά των β θαλασσαιµικών ατόµων. Οι µεταλλαγές αυτές σε οµόζυγη 
κατάσταση είναι θανατηφόρες στο στάδιο της κύησης. Υπάρχουν δύο τύποι (γδβ)0 
θαλασσαιµιών: 
1. (γδβ)0 θαλασσαιµίες µε έλλειψη όλων των γονιδίων του συµπλέγµατος. 
2. (γδβ)0 θαλασσαιµίες µε έλλειψη µόνο κάποιων ρυθµιστικών αλληλουχιών ή 

ρυθµιστικών αλληλουχιών και µερικών γονιδίων.  
Οι β0 µεταλλαγές έλλειψης αφαιρούν ολικώς ή µερικώς το β γονίδιο. 

Φαινοτυπικά τα άτοµα παρουσιάζουν χαρακτηριστικά β θαλασσαιµίας, αλλά µε 
αυξηµένη HbF. Κατά την έλλειψη των β γονιδίων, τα γ γονίδια έχουν πλεονέκτηµα 
στην αλληλεπίδραση µε ρυθµιστικά στοιχεία, όπως το LCR (Stamatoyannopoulos & 
Grosveld, 2001, Stamatoyannopoulos & Nienhuis, 1994). 
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Μοριακή βάση της αυξηµένης εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στις περιπτώσεις των 
HPFH και των (δβ)0 θαλασσαιµιών, που προκαλούνται από έλλειψη 

∆ιάφορες υποθέσεις έχουν προταθεί για να εξηγήσουν τα υψηλά επίπεδα HbF 
και την παγκυτταρική της κατανοµή στις HPFH µε έλλειψη των δ και β γονιδίων, σε 
αντίθεση µε τα χαµηλότερα επίπεδα HbF (τα οποία ποικίλουν ανάλογα µε την 
περίπτωση) και την ετεροκυτταρική της κατανοµή στις (δβ)0 θαλασσαιµίες. Μία 
υπόθεση προτείνει ότι υπάρχει µια ρυθµιστική αλληλουχία στην περιοχή µεταξύ Αγ 
και δ γονιδίων, η οποία είναι υπεύθυνη για την αποσιώπηση του γ γονιδίου (Huisman 
et al., 1974). H αλληλουχία αυτή αφαιρείται στις περιπτώσεις των HPFH µε έλλειψη 
και όχι στις περιπτώσεις των (δβ)0 θαλασσαιµιών. Απόδειξη ενάντια σε αυτή την 
υπόθεση έχει τεκµηριωθεί µε τη µελέτη µεταλλαγών που αφαιρούν αυτή τη 
ρυθµιστική αλληλουχία, αλλά δεν προκαλούν αύξηση στα επίπεδα της HbF 
(Galanello et al., 1990). Παράλληλα, η υπόθεση αυτή έχει καταρριφθεί και από 
µελέτες σε διαγονιδιακά ποντίκια στα οποία έχει αφαιρεθεί η ρυθµιστική αλληλουχία. 
Η έλλειψη αυτή δεν προκάλεσε αυξηµένη έκφραση του γ γονιδίου (Peterson et al., 
1995; Calzolari et al., 1999) (Ζhang et al., 1997).  

Μία άλλη υπόθεση προτείνει ότι τα υψηλά επίπεδα της HbF στις HPFH 
προκαλούνται από τη διαµετάθεση, λόγω της έλλειψης, ενός ισχυρού ενισχυτή από 
µια περιοχή καθοδικά του συµπλέγµατος των γονιδίων κοντά στο Αγ γονίδιο 
(Feingold & Forget, 1989). Αλληλουχίες µε ιδιότητες µεταγραφικού ενισχυτή έχουν 
ανακαλυφθεί στα 3’ άκρα των ελλείψεων διαφόρων HPFH (Anagnou et al., 1995; 
Kosteas et al., 1997). Αυτή η υπόθεση έχει ενισχυθεί και από πειράµατα σε 
διαγονιδιακά ποντίκια µε κατασκευές που περιείχαν τον ενισχυτή του 3’ άκρου της 
HPFH-1 κοντά στο Αγ γονίδιο. Τα ποντίκια αυτά παρουσίασαν αυξηµένα επίπεδα γ 
mRNA στο ενήλικο στάδιο, σε αντίθεση µε τα ποντίκια στα οποία ο ενισχυτής έλειπε 
(Arcasoy et al., 1997). 

 

Μεταλλαγές που δεν προκαλούν έλλειψη στο σύµπλεγµα των β γονιδίων των 
σφαιρινών 
 Αύξηση της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης HbF, όταν δεν υπάρχει έλλειψη στο 
σύµπλεγµα των γονιδίων των σφαιρινών, συνήθως αντιστοιχεί σε µια σηµειακή 
µεταλλαγή ή σε µια µικρή έλλειψη στους υποκινητές των γ γονιδίων 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). Όταν η µεταλλαγή αυτή συνδυάζεται µε 
µεταλλαγή στο β γονίδιο, που µειώνει την παραγωγή σφαιρίνης, τότε δηµιουργείται 
ένας φαινότυπος δβ θαλασσαιµίας. Πολλές σηµειακές µεταλλαγές παράγουν 
φαινότυπο Gγ HPFH ή Αγ HPFH (Πίνακας 1.1). ΄Ατοµα µε αυτές τις µεταλλαγές 
έχουν φυσιολογική µορφολογία ερυθροκυττάρων και καθόλου κλινικές ανωµαλίες. 
Στην Αφρικανική Gγ HPFH και στην Eλληνική Αγ HPFH παράγονται και β και γ 
αλυσίδες σε cis. Τα επίπεδα όµως έκφρασης του β γονιδίου είναι µικρότερα από το 
φυσιολογικό. ∆οµικές µελέτες των µεταλλαγών αυτών έχουν δείξει ότι οι Gγ HPFH 
επηρεάζουν τον υποκινητή του Gγ γονιδίου και οι Αγ HPFH επηρεάζουν τον 
υποκινητή του Αγ γονιδίου. Χαρακτηριστική είναι η ετερογένεια στην έκφραση του γ 
γονιδίου (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Μελέτες σε διαγονιδιακά ποντίκια επιβεβαίωσαν ότι µεταλλαγές στον 
υποκινητή του γ γονιδίου, οι οποίες συνδέονται µε φαινότυπο HPFH, είναι η αιτία της 
αυξηµένης έκφρασης του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο αυτών των ποντικών. 
Ποντίκια τα οποία φέρουν YACs µε το σύµπλεγµα των β γονιδίων εκφράζουν το β 
γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, αλλά όχι το γ γονίδιο (Gaensler et al., 1993; Peterson et 
al., 1993). Αντίθετα ποντίκια τα οποία φέρουν YACs µε το σύµπλεγµα των β 
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γονιδίων και µια µεταλλαγή -117 G→A στον υποκινητή του Αγ γονιδίου, συνεχίζουν 
να εκφράζουν το Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο και έχουν φαινότυπο Αγ HPFH 
(Peterson et al., 1995). Αντίστοιχα, ποντίκια τα οποία φέρουν κοσµιδιακές 
κατασκευές µε το LCR, το Αγ γονίδιο µε µεταλλαγή -117 G→A στον υποκινητή του 
και το β γονίδιο, συνεχίζουν να εκφράζουν το Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, µε 
παράλληλη µείωση της έκφρασης του β γονιδίου (Berry et al., 1992). 
 

 
                        Τύπος               Μεταλλαγή    HbF στους ετεροζυγώτες  (%) 
 

 (S
Πίνακας 1.1: Περιπτώσεις HPFH µεταλλαγών που δεν προκαλούνται από έλλειψη

tamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
HPFH µεταλλαγές εκτός του συµπλέγµατος των γονιδίων 
ό παραγωγή της HbF σε 

αµηλό

λινική σηµασία 
 οι οποίες αυξάνουν την HbF έχουν µεγάλη κλινική σηµασία, 

ύθµιση των γονιδίων των σφαιρινών 
 από τρία εξόνια και δύο ιντρόνια. Τα 

ξόνια 

 

 Υπάρχουν HPFH µεταλλαγές που χαρακτηρίζονται απ
χ  ποσό και από ετεροκυτταρική κατανοµή της HbF, αλλά δεν συνυπάρχουν µε 
κάποια συγκεκριµένη µεταλλαγή στο σύµπλεγµα των β γονιδίων. Λίγες πληροφορίες 
υπάρχουν σχετικά µε τη µοριακή βάση αυτών των µεταλλαγών. 
 

Κ
Μεταλλαγές

αφού αντισταθµίζουν τις αρνητικές επιπτώσεις της β θαλασσαιµίας και της 
δρεπανοκυτταρικής αναιµίας (Perrine et al., 1972; Stamatoyannopoulos et al., 1975; 
Serjeant et al., 1977; Prchal & Stamatoyannopoulos, 1981). Ετεροζυγώτες µε GγAγ 
HPFH και β θαλασσαιµία είναι ασυµπτωµατικοί και εντοπίζονται τυχαία σε 
πληθυσµιακές µελέτες. 
 

Ρ
 Τα γονίδια των σφαιρινών αποτελούνται
ε κωδικοποιούν για 146 αµινοξέα, στην περίπτωση των β αλυσίδων. Το κάθε 
εξόνιο είναι σηµαντικό για την σύνθεση διαφορετικής περιοχής της σφαιρίνης. Το 
εξόνιο 2 κωδικοποιεί για τη λειτουργική περιοχή της σφαιρίνης που προσδένει την 
αίµη και για το σχηµατισµό της τετραµερούς δοµής. Τα ιντρόνια ποικίλουν σε 
µέγεθος από 117 έως 1264 bp. Τα ιντρόνια επιτελούν τη φυσιολογική λειτουργία του 
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µατίσµατος και το ιντρόνιο-2 του β γονιδίου παίζει σηµαντικό ρόλο στην 
πολυαδενυλίωση και στην απελευθέρωση του µεταγράφου, για την επίτευξη της 
µεταφοράς του από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα (Collis et al., 1990; Antoniou et 
al., 1998). 
 Τα διάφορα γονίδια των σφαιρινών, έχουν διαφορετική έκφραση ανάλογα µε 
τον ιστό και

  

 το αναπτυξιακό στάδιο. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω µεταγραφικών 

ς του και όχι από αλλαγές στην ταχύτητα 
ης µεταγρ ε

  

ρυθροειδικοί µεταγραφικοί παράγοντες και ρύθµιση της έκφρασης των 
γονιδίων των σφαιρινών 

Ο GATA-1 είναι µεταγραφικός παράγοντας µε κεντρική θέση πρόσδεσης στο 
αλληλουχία GATA (Orkin, 1992). Η θέση αυτή είναι παρούσα σε όλες τις 

ρυθµισ

 
ου DN

ό σύστηµα, σε συνδυασµό µε την έκφρασή τους και 

παραγόντων που προσδένονται σε ρυθµιστικές αλληλουχίες δίπλα στο γονίδιο ή σε 
άλλες που βρίσκονται σε απόσταση από το γονίδιο και είναι σηµαντικές για τη 
ρύθµιση όλων των γονιδίων του συµπλέγµατος. Οι παράγοντες, οι οποίοι είναι 
σηµαντικοί για τη ρύθµιση των γονιδίων των σφαιρινών, είτε είναι ιστοειδικοί, είτε 
εκφράζονται παντού (ubiquitous). Λίγοι παράγοντες έχουν λεπτοµερώς µελετηθεί για 
το ρόλο τους στη ρύθµιση της µεταγραφής των γονιδίων των σφαιρινών. Πολλοί 
παράγοντες επηρεάζουν τη µεταγραφή των γονιδίων µέσω του ρόλου τους στην 
ερυθροποιητική διαφοροποίηση. Άλλοι είναι σηµαντικοί για τη µεταγραφή των 
γονιδίων των σφαιρινών, εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και επηρεάζουν την 
έκφραση και πολλών άλλων γονιδίων που δεν έχουν σχέση µε την ερυθροποίηση 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Το επίπεδο έκφρασης ενός γονιδίου σφαιρίνης καθορίζεται από την 
συχνότητα και τη διάρκεια της µεταγραφή
τ αφής ή την ισχυρή πρόσδ ση της πολυµεράσης στην αλληλουχία του 
γονιδίου. Τα γονίδια των σφαιρινών είτε µεταγράφονται πλήρως, είτε είναι 
αποσιωπηµένα (Wijgerde et al., 1996). Η έκφραση των γονιδίων σφαιρίνης 
φυσιολογικά συσχετίζεται µε την ύπαρξη υπερευαίσθητων θέσεων σε DNaseI στους 
υποκινητές των γονιδίων και στο LCR (Tuan et al., 1985; Forrester et al., 1987; 
Grosveld et al., 1987). 
 

Ε

GATA-1  

DNA την 
τικές αλληλουχίες των γονιδίων των σφαιρινών σε µία ή περισσότερες θέσεις. 

 Η οικογένεια των GATA πρωτεϊνών χαρακτηρίζεται από δύο δακτύλους 
ψευδαργύρου που αλληλεπιδρούν µε συγκεκριµένα νουκλεοτίδια στη µεγάλη αύλακα
τ A (Omichinski et al., 1993). Ο καρβοξυτελικός δάκτυλος είναι σηµαντικός για 
την πρόσδεση στην GATA αλληλουχία. Ο αµινοτελικός δάκτυλος έχει και αυτός 
ικανότητα πρόσδεσης στο DNA, αλλά κυρίως αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη FOG-1 
(Tsang et al., 1997; Tsang et al., 1998). Ένα δεύτερο σύµπλεγµα πρωτεϊνών του 
GATA-1 µε E47, Tal1, Lmo2 and Ldb1 έχει επίσης περιγραφεί, το οποίο προσδένεται 
στην GATA αλληλουχία που βρίσκεται σε συνδυασµό µε ένα πρότυπο Ε-box 
(Wadman et al., 1997). Ο GATA-1 µπορεί επίσης να αλληλεπιδράσει µε τον εαυτό 
του, E-box πρωτεΐνες και συµπαράγοντες όπως η CBP, η οποία είναι µια ιστονική 
ακετυλτρανσφεράση (Blobel et al., 1998). Φαίνεται ότι η καρβοξυτελική περιοχή, µε 
ικανότητα πρόσδεσης DNA, παρέχει µία “πλατφόρµα” που δίνει πλεονέκτηµα 
αλληλεπίδρασης και µε άλλες πρωτεΐνες, όπως FOG-1, για να ασκήσουν τη δράση 
τους στη µεταγραφική µηχανή. 

Άλλα πέντε GATA γονίδια έχουν ανακαλυφθεί και µόνο τα GATA-2 και -3 
εκφράζονται στο ερυθροποιητικ
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σε άλλ

η τ a

 Η πρωτεΐνη FOG αλληλεπιδρά µε τον GATA-1 (Tsang et al., 1997). 
λείται από εννέα δακτύλους ψευδαργύρου, από τους οποίους ο έκτος 

 O ΝF-E2 ανακαλύφθηκε µέσω της πρόσδεσής του σε ένα πρότυπο AP-1 
te et al., 1989; Mignotte et al., 1989). O παράγοντας αυτός προσδένεται στην 

 O EKLF είναι µέλος της οικογένειας των πρωτεϊνών Sp1, οι οποίες περιέχουν 
 ψευδαργύρου. Ο EKLF προσδένεται στην αλληλουχία 

ά ί µ

ους ιστούς (Oosterwegel et al., 1992; George et al., 1994; Tsai et al., 1994; 
Pandolfi et al., 1995; Ma et al., 1997). Όλοι οι GATA παράγοντες είναι µεταγραφικοί 
ενεργοποιητές όταν συνδιαµολύνονται µε πλασµίδιο, που έχει υποκινητή µε θέση 
πρόσδεσης GATA (Orkin, 1992). Ο GATA-1 είναι πολύ σηµαντικός για την 
εµβρυϊκή ερυθροποιητική διαφοροποίηση (fetal definitive erythroid differentiation). 
Αφαίρεση του γονιδίου GATA-1 µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού σε αρχέγονα 
εµβρυϊκά κύτταρα οδηγεί σε θάνατο του εµβρύου (Pevny et al., 1991). Υπερέκφραση 
του GATA-1 διεγείρει τον πολλαπλασιασµό των προερυθροβλαστών και αναστέλλει 
τη διαφοροποίηση (Whyatt et al., 1997). ∆ιαγονιδιακά ποντίκια που υπερεκφράζουν 
GATA-1 στα ώριµα ερυθροποιητικά κύτταρα, πεθαίνουν από αναιµία στη 13η 
εµβρυϊκή ηµέρα. Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι ο GATA-1 παίζει σηµαντικό ρόλο 
στη διατήρηση µιας ισορροπίας µεταξύ του πολλαπλασιασµού και της 
διαφοροποίησης των ερυθροποιητικών κυττάρων. Ο GATA-2 έχει έµµεση και όχι 
άµεσ  σχέση µε την έκφραση των γονιδίων ων σφαιρινών (Tsai et l., 1994). 
Αδρανοποίηση του GATA-3 οδηγεί σε ερυθροποιητικές διαταραχές (Pandolfi et al., 
1995), αλλά δεν υπάρχει άµεση απόδειξη για τη σχέση του µε την έκφραση των 
γονιδίων των σφαιρινών.  

FOG 

Αποτε
αλληλεπιδρά µε τον GATA-1. Σε κυτταροκαλλιέργειες, όταν ο FOG αλληλεπιδρά µε 
τον GATA-1, προάγει την ερυθροποιητική και µεγακαρυοκυτική διαφοροποίηση 
(Tsang et al., 1998). Στο ποντίκι αδρανοποίηση του FOG οδηγεί σε θνησιγόνο 
αναιµία στο εµβρυϊκό στάδιο. 

ΝF-E2 

(Mignot
υπερευαίσθητη θέση 2 του LCR του συµπλέγµατος των β γονιδίων των σφαιρινών 
(Ney et al., 1990; Ney et al., 1990). Το γονίδιο που κωδικοποιεί για τον ΝF-E2 
εκφράζεται σε αιµατοποιητικές σειρές, που συµπεριλαµβάνουν τα ερυθροποιητικά 
κύτταρα και τα µεγακαρυοκύτταρα (Andrews et al., 1993; Ney et al., 1993). Ο ΝF-E2 
είναι ετεροδιµερές της ιστοειδικής πρωτεΐνης p45 µε τις πρωτεΐνες Μaf. Οι πρωτεΐνες 
Μaf από µόνες τους δεν έχουν δυνατότητα ενεργοποίησης της µεταγραφής, αλλά 
είναι σηµαντικές για την αναγνώριση θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων 
(Motohashi et al., 1997) (Blank et al., 1997). 

EKLF  

τρείς δακτύλους
CCACACCCT που βρίσκεται στον υποκινητή του β γονιδίου και σε άλλες περιοχές 
και δρ  σαν µεταγραφικός ενεργοποιητής (Feng et al., 1994). E ναι ση αντικός για 
την έκφραση του β γονιδίου, αλλά όχι του γ (Lee et al., 2000). Είναι παράγοντας που 
απαντάται µόνο κατά τη διαδικασία της ερυθροποιητικής διαφοροποίησης. Η απουσία 
του EKLF λόγω αδρανοποίησης του γονιδίου του οδηγεί σε θάνατο στο εµβρυϊκό 
στάδιο, λόγω απουσίας της έκφρασης του β γονιδίου (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 
1995). Ο παράγοντας αυτός φαίνεται ότι είναι σηµαντικός στον ανταγωνισµό µεταξύ 
γ και β γονιδίων και στη σταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης µεταξύ LCR και β 
γονιδίου (Wijgerde et al., 1996). Παίζει σηµαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του 
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LCR, αφού µπορεί να αλληλεπιδράσει µε την υπερευαίσθητη θέση 3 και να 
προσδεθεί σε αυτή (Gillemans et al., 1998). Η υπερευαίσθητη θέση 3 είναι σηµαντική 
για την επανασύσταση της χρωµατίνης (Ellis et al., 1996). O ΕKLF φαίνεται να δρά 
σε συνδυασµό µε τον GATA-1 (Philipsen et al., 1993; Gillemans et al., 1998). Ο 
EKLF αλληλεπιδρά επίσης µε µέλη της οικογένειας των SWI/SNF πρωτεϊνών, που 
έχουν τη δυνατότητα τροποποίησης της χρωµατίνης (Stamatoyannopoulos & 
Grosveld, 2001). 

FKLF 
 O FKLF είναι µεταγραφικός ενεργοποιητής των γονιδίων των σφαιρινών κατά 

µο και όψιµο εµβρυϊκό στάδιο (Asano et al., 1999). Ανήκει στην οικογένεια 

 Οι δύο αυτοί παράγοντες είναι σηµαντικοί για τη φυσιολογική 
ποίηση (Warren et al., 1994; Robb et al., 1995; Shivdasani et 

l., 199 Αλληλεπιδρούν   

 O YY1 είναι µεταγραφικός παράγοντας που προσδένεται στον αποσιωπητή 
ιδίου (Peters et al., 1993; Raich et al., 1995). Θέσεις πρόσδεσης για 

ρωµατίνη και ρύθµιση γονιδίων των σφαιρινών 

 Στα ευκαρυωτικά κύτταρα η χρωµατίνη υποδιαιρείται σε ετεροχρωµατίνη και 
σότερα ενεργά γονίδια είναι µέρος της ευχρωµατίνης που 

 µ  κ

το πρώι
των Kruppel τύπου πρωτεϊνών µε δακτύλους ψευδαργύρου. 

ΤAL1/SCL και RBTN2 

ερυθροποιητική διαφορο
a 5).  µεταξύ τους και µε τoν GATA-1, υποδηλώνοντας ότι τα 
συµπλέγµατα που περιέχουν αυτές τις ερυθροποιητικές πρωτεΐνες είναι σηµαντικά για 
την ερυθροποιητική διαφοροποίηση (Osada et al., 1995). 

Άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες 

YY1 και ΝF-E3 

ανοδικά του ε γον
τον YY1 έχουν βρεθεί και στο β γονίδιο και το LCR (Yant et al., 1995). Ο NF-E3 
είναι ένας άλλος παράγοντας που πιθανώς έχει κατασταλτική δράση στο γ γονίδιο 
(Mantovani et al., 1988; Mantovani et al., 1989).  
 

Χ

∆οµή της χρωµατίνης 

ευχρωµατίνη. Τα περισ
βρίσκεται στο εσωτερικό τµήµα του πυρήνα και που η αντιγραφή της γίνεται νωρίς 
κατά την φάση S του κυτταρικού κύκλου. Η ετεροχρωµατίνη βρίσκεται κυρίως στην 
περιφέρεια του πυρήνα και η αντιγραφή της γίνεται αργότερα κατά την φάση S του 
κυτταρικού κύκλου. Στη χρωµατίνη απαντώνται τρία διαφορετικά επίπεδα 
οργάνωσης, οι ίνες 10nm, οι ίνες 30nm και οι χρωµατινικές θηλιές. Η ίνα 10nm 
αποτελείται από µια σειρά νουκλεοσω άτων. Γύρω από άθε νουκλεοσωµάτιο 
περιτυλίγεται DNA µήκους 145-147 bp. Κάθε νουκλεοσωµάτιο είναι ένα πολυµερές 
πρωτεϊνικό σύµπλεγµα που αποτελείται από διµερή των ιστονών Η2Α, Η2Β, Η3 και 
Η4. Η πρόσδεση των ιστονών Η1 και Η5 δηµιουργεί τη δοµή της ίνας των 30 nm 
(Allan et al., 1980; Allan et al., 1986). Τα αµινοτελικά άκρα των ιστονών µπορούν να 
τροποποιηθούν µε φωσφoρυλίωση, µεθυλίωση, γλυκοζυλίωση και ακετυλίωση, 
αντιδράσεις που οδηγούν σε αλλαγές της πρόσδεσης του DNA στο νουκλεοσωµάτιο 
και σε διαφορετική χρωµατινική κατάσταση. ∆ηµιουργία νουκλεοσωµάτων in vitro, 
έχει δείξει ότι καταστέλλει την έναρξη της µεταγραφής (Imbalzano et al., 1994) 
(Lorch et al., 1987), ενώ η πολυµεράση ΙΙ που σχετίζεται µε την επιµήκυνση κατά τη 

                                               
                                                                       

24 



Εισαγωγή 

διάρκεια της µεταγραφής είναι µερικώς κατεσταλµένη (Izban & Luse, 1992). Αυτά τα 
κατασταλτικά φαινόµενα µπορούν in vivo και in vitro να εξαλειφθούν από την 
πρόσδεση ειδικών πρωτεϊνών, όπως παράγοντες επιµήκυνσης ή παράγοντες που 
προκαλούν επανασύσταση της χρωµατίνης (chromatin remodelling factors), 
“ανοίγοντας” έτσι τη χρωµατίνη (Tsukiyama et al., 1995; Tsukiyama & Wu, 1995) 
(Almer et al., 1986). Κατά τη  έναρξη της µεταγραφής η δοµή των νουκλεοσωµάτων 
διακόπτεται στην περιοχή του υποκινητή και παράλληλα διάφοροι µεταγραφικοί 
παράγοντες έχουν υψηλά οµόλογες θέσεις πρόσδεσης µε θέσεις πρόσδεσης ιστονών. 
Το σύµπλεγµα που προσδένεται στο σηµείο έναρξης της µεταγραφής µπορεί να 
διακόπτει τη συνέχεια των νουκλεοσωµάτων, έτσι ώστε να “ανοιχθεί” η χρωµατίνη. 
∆ιάφορες µελέτες επιβεβαιώνουν τη διακοπή της συνέχειας των νουκλεοσωµάτων µε 
το πέρασµα της πολυµεράσης, άλλες όµως είναι αντιφατικές και δεν δείχνουν 
αλλαγές στη δοµή της χρωµατίνης. 

Το υψηλότερο επίπεδο οργάνωσης της χρωµατίνης σε θηλιές µέχρι και 
πολλών Μb σε µέγεθος, µελετήθηκε

ν

 µε ηλεκτρονική µικροσκοπία και FISH (Yokota 
et al., 1

κετυλίωση των ιστονών 
 Ένας από τους πιο σηµαντικούς µηχανισµούς της επανασύστασης της 

λίωση-υποακετυλίωση των αµινοτελικών άκρων των 

 στο 
µεσοφα

995). Οι διάφορες θηλιές αγκυροβολούνται στον πυρηνικό σκελετό µέσω των 
scaffold attachment regions (SARs) ή matrix attachment regions (MARs). Οι SARs 
δεν παίζουν ρόλο µόνο στην οργάνωση της ανώτερης δοµής χρωµατίνης, αλλά και 
στην επανασύσταση της χρωµατίνης (chromatin remodelling) (Jenuwein et al., 1997). 
 

Α

χρωµατίνης είναι η ακετυ
ιστονών. Η υπερακετυλίωση είναι συνδεδεµένη µε µεταγραφικώς ενεργές περιοχές 
(Hebbes et al., 1994) και µε τη µεταγραφή (Lee et al., 1993) (Vettese-Dadey et al., 
1996). H υποακετυλίωση συνδέεται µε µεταγραφικώς αποσιωπηµένες περιοχές και µε 
το ανενεργοποιηµένο Χ χρωµόσωµα σε θηλυκά θηλαστικά (Turner et al., 1992) 
(Jeppesen & Turner, 1993). Η ακετυλίωση γίνεται µέσω των ιστονικών 
ακετυλτρανσφερασών (ΗΑΤs), οι οποίες χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τις ΗΑΤs 
τύπου Α και Β. Οι ΗΑΤs τύπου Α είναι σηµαντικές για την ενεργοποίηση της 
µεταγραφής και οι ΗΑΤs τύπου Β έχουν σχέση µε την ακετυλίωση που συµβαίνει 
κατά τη συγκρότηση των νουκλεοσωµάτων. Τα πρωτεϊνικά συµπλέγµατα που 
δηµιουργούνται µε τις ΗΑΤs φαίνεται ότι παίζουν ρόλο στην αλληλεπίδραση των 
trans παραγόντων και του γενικότερου µεταγραφικού µηχανισµού (Brownell et al., 
1996). Πολλές γνωστές πρωτεΐνες έχουν δράση ΗΑΤ, όπως οι ΤΑF250, CBP/p300, 
pCAF. Η δράση των ερυθροειδικών παραγόντων GATA-1 και EKLF επίσης πιθανόν 
να εξαρτάται από την ακετυλίωση (Boyes et al., 1998) (Zhang & Bieker, 1998). 

Γενική ακετυλίωση των ιστονών Η3 και Η4 και επανατοποθέτηση του 
συµπλέγµατος των β γονιδίων µακριά από την κεντροµερική ετεροχρωµατίνη

σικό πυρήνα, είναι συνδεδεµένες και δεν απαιτούν το LCR (Schubeler et al., 
2000). Ένας µηχανισµός που περιλαµβάνει υπερακετυλίωση της ιστόνης H3 
απαντάται στην περίπτωση της ενεργοποίησης ενός υποκινητή µέσω του LCR και 
είναι απαραίτητος για την υψηλού επιπέδου µεταγραφή των β γονιδίων της σφαιρίνης 
(Schubeler et al., 2000). Προτείνεται λοιπόν ένα πολυσύνθετο µοντέλο µε πολλά 
βήµατα, κατά το οποίο η θέση στον πυρήνα, σε συνδυασµό µε την ακετυλίωση των 
ιστονών είναι σηµαντικές για το άνοιγµα της χρωµατίνης και την ενεργοποίηση των 
γονιδίων της σφαιρίνης (Schubeler et al., 2000). 
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Συγκρότηση της χρωµατίνης 
Κατά την είσοδο στην φάση S του κυτταρικού κύκλου νέα νουκλεοσωµάτια 

τη διάρκεια της αντιγραφής. Μετά την αντιγραφή τα 
πατρικ

 ∆ιάφοροι µεταγραφικοί παράγοντες, όπως η πρωτεΐνη TBP (TATA binding 
 του νουκλεοσώµατος. 

 

α

µονωθεί και από τη δροσόφιλα, όπως τα NURF, CHRAC, ACF 

I 
 Περιοχές ενεργών γονιδίων µπορούν να διακριθούν από ανενεργές περιοχές 

 παρουσιάζουν σε DΝaseI (Weintraub & Groudine, 1976; 

 

πρέπει να συγκροτηθούν κατά 
ά νουκλεοσωµάτια διαχωρίζονται τυχαία µεταξύ της πατρικής και της 

νεοσυντιθέµενης αλυσίδας (Sogo et al., 1986) και οι ελεύθερες θέσεις καλύπτονται µε 
νέα νουκλεοσωµάτια. Η συγκρότηση των νουκλεοσωµάτων αρχίζει µε την πρόσδεση 
στο DNA του τετραµερούς των ιστονών Η3/Η4 και η διαδικασία αυτή διευκολύνεται 
µε τον παράγοντα συγκρότησης της χρωµατίνης 1 ή CAF1. Ακολουθεί η συγκρότηση 
των διµερών Η2Α/Η2Β. Μαζί µε τον CAF1, οι ακετυλιωµένες, σε συγκεκριµένες 
θέσεις, Η3 και Η4 δηµιουργούν το σύµπλεγµα συγκρότησης της χρωµατίνης (CAC) 
(Verreault et al., 1996). Σύντοµα µετά την ενσωµάτωσή του στη χρωµατίνη, ένα 
νεοσυντιθέµενο νουκλεοσωµάτιο µπορεί να αποακετυλιωθεί (Jackson et al., 1976). 
 

πανασύσταση της χρωµατίνης (Chromatin remodelling) Ε

protein) δεν µπορούν να προσδέσουν DNA στη στερεοδοµή
∆ιάφορα σύµπλοκα εµπλέκονται στην πρόσδεση ενεργοποιητών και στην 
επανατοποθέτηση των νουκλεοσωµάτων σε κατάλληλες αποστάσεις µετά από την 
επανασυγκρότηση της χρωµατίνης (Kadonaga, 1998). Αυτές οι διαδικασίες φαίνεται 
ότι εξαρτώνται από την υδρόλυση του ATP. ∆ιάφορα τέτοια σύµπλοκα για 
επανασύσταση της χρωµατίνης (chromatin remodelling complexes) έχουν 
ανακαλυφθεί, όπως το SWI/SNF της ζύµης (Stern et al., 1984; Laurent et al., 1990). 
Το σύµπλοκο υτό διευκολύνει την πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων σε 
υποκινητές και διασπά τη στερεοδοµή του νουκλεοσώµατος. Το σύµπλοκο του 
ανθρώπινου ΕKLF µε ικανότητα επανασύστασης της χρωµατίνης 1 ή E-RC1 δείχνει 
λειτουργική επιλεκτικότητα για τον ερυθροειδικό µεταγραφικό παράγοντα EKLF 
(Armstrong et al., 1998). Ο EKLF και E-RC1 συνεργάζονται και είναι σηµαντικοί για 
τη δηµιουργία υπερευαισθησίας σε DNaseI µιας περιοχής και για τη µεταγραφική 
ενεργοποίηση του υποκινητή του β γονιδίου in vitro. Εκτός από τον EKLF υπάρχουν 
και άλλοι µεταγραφικοί παράγοντες που συνδέουν το σύµπλοκο επανασύστασης της 
χρωµατίνης E-RC1.  
 Σύµπλοκα επανασύστασης της χρωµατίνης CRCs (chromatin remodelling 
complexes) έχουν απο
(Corona et al., 1999). 
 

υαισθησία σε DΝaseΕ

από την ευαισθησία που
Groudine et al., 1983). Η ευαισθησία σε DΝaseI ήταν το πρώτο εργαλείο που 
χρησιµοποιήθηκε στη µελέτη της δοµής της χρωµατίνης in vivo. H ευαισθησία σε 
DΝaseI εξηγείται από την απουσία της ιστόνης Η1 και την αυξηµένη ακετυλίωση των 
ιστονών σε αυτές τις περιοχές (Vidali et al., 1978; Smith et al., 1984; Hebbes et al., 
1994). Οι υπερευαίσθητες θέσεις σε DΝaseI συνήθως αντιστοιχούν σε θέσεις 
πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων ή σε θέσεις έναρξης της αντιγραφής, οι οποίες 
είναι ελεύθερες νουκλεοσωµάτων (Scott & Wigmore, 1978; Waldeck et al., 1978; Wu 
et al., 1979; Stalder et al., 1980). 
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∆ιακύµανση αναλόγως µε την θέση (position effect variegation-PEV) και 
ετεροχρωµατινοποίηση 

Η χρωµατίνη, όπως προαναφέρθηκε, χωρίζεται σε ευχρωµατίνη και 
ετεροχρωµατίνη και τα περισσότερα ενεργά γονίδια βρίσκονται στην ευχρωµατίνη. Η 

αµβάνει γονίδια. Μεγάλες χρωµοσωµικές περιοχές που δεν 
είναι µ α

 µ ε  ο

έλεσµα χαµηλά επίπεδα έκφρασης του 

ότι το β

ετεροχρωµατίνη, π.χ. στα κεντροµερίδια, αποτελείται από επαναληπτικές 
αλληλουχίες και δεν περιλ

εταγραφικά ενεργές γίνονται “ετεροχρωµ τικές” και παρουσιάζουν έλλειψη 
ευαισθησίας σε DNaseI και καθυστέρηση στο διπλασιασµό, αλλά δεν είναι 
απαραίτητα ταυτόσηµες ε την κεντροµερική ετ ροχρωµατίνη στο µ ριακό επίπεδο. 
Μετά από µετατόπιση ευχρωµατικής περιοχής σε ετεροχρωµατική παρουσιάζεται 
διείσδυση της ετεροχρωµατίνης στην ευχρωµατίνη, µε αποτέλεσµα την αποσιώπηση 
ενεργών γονιδίων. Η ετεροχρωµατινοποίηση και συνεπώς η αποσιώπηση γίνεται µε 
ένα στοχαστικό και κλωνικό τρόπο στην αρχή της ανάπτυξης. Μερικά κύτταρα 
εκφράζουν το γονίδιο και άλλα όχι, µε τα θυγατρικά κύτταρα να ακολουθούν το 
πρότυπο έκφρασης του πατρικού. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται διακύµανση 
αναλόγως µε την θέση (position effect variegation-PEV) και ανακαλύφθηκε στη 
δροσόφιλα (Spofford & DeSalle, 1991). Παράλληλα, το συνολικό επίπεδο του mRNA 
και η ευαισθησία σε DNaseΙ µειώνονται σηµαντικά. Σε διαγονιδιακά ποντίκια, το 
διαγονίδιο στον υποπληθυσµό των κυττάρων που το εκφράζουν µεταγράφεται 
συνεχώς και σε επίπεδο αντίστοιχο µε αυτό αντίστοιχων διαγονιδιακών σειρών µε 
ευχρωµατική ένθεση (Grosveld et al., 1998). 

Υπάρχει και ένας δεύτερος τύπος PEV, ο οποίος ονοµάζεται CTE (cell timing 
effect). Το CTE για πρώτη φορά περιγράφηκε στην περίπτωση των ελλείψεων των 
υπερευαίσθητων θέσεων του LCR, σε αντίθεση µε την PEV που ήταν ένα πολύ 
γνωστό φαινόµενο. Το CTE έχει σαν αποτ
διαγονιδίου σε όλα τα ερυθροποιητικά κύτταρα, όπως φαίνεται από την S1 και την 
mRNA in situ ανάλυση (Milot et al., 1996). Αυτή η χαµηλή έκφραση δεν εξηγείται µε 
µείωση της συχνότητας της µεταγραφής των ανεξάρτητων γονιδίων και η ευαισθησία 
σε DNaseΙ διατηρείται. Η διατήρηση της ευαισθησίας σε DNaseΙ υποδηλώνει ότι το 
CTE προκαλείται από µία χρωµατινική δοµή διαφορετική από αυτή της PEV. Η 
χαµηλή έκφραση προκαλείται από µείωση του χρόνου κατά τον οποίο ένα διαγονίδιο 
είναι µεταγραφικά ενεργό σε ένα συγκεκριµένο κύτταρο. Φαίνεται ότι το CTE 
αντιπροσωπεύει µία χρονική στιγµή επαναδιοργάνωσης του γονιδιώµατος κατά τη 
διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Τα διαγονίδια µπορούν να εκφραστούν για µικρό 
χρονικό διάστηµα και µετά να αδρανοποιηθούν, όταν η ετεροχρωµατίνη διεισδύει σε 
αυτά (Milot et al., 1996). 

Ελλείψεις των υπερευαίσθητων θέσεων του LCR του συµπλέγµατος των β-
γονιδίων των σφαιρινών, για τις οποίες γίνεται εκτενής αναφορά στη συνέχεια, έχουν 
σαν αποτέλεσµα PEV και CTE, όπως προαναφέρθηκε (Milot et al., 1996). Tο CTE 
παρατηρήθηκε µε in situ υβριδοποίηση σε επιλεγµένα κύτταρα και έτσι αποδείχθηκε 

 γονίδιο µεταγράφεται µόνο σε συγκεκριµένες φάσεις του κυτταρικού κύκλου. 
Η έναρξη και παύση της µεταγραφής έχει παρατηρηθεί σε µικρότερο ποσοστό σε µη 
ετεροχρωµατικές σειρές που περιλαµβάνουν ελλείψεις των υπερευαίσθητων θέσεων 
του LCR. H PEV µπορεί να τροποποιηθεί από µεταγραφικούς παράγοντες, όπως οι 
EKLF και Sp1, µε αποτέλεσµα αλλαγή του αριθµού των εκφραζόντων κυττάρων και 
της χρωµατινικής δοµής του συµπλέγµατος (McMorrow et al., 2000). Παράλληλα, 
µπορεί να επηρεασθεί από την ετεροχρωµατική πρωτεΐνη SUV39H1 και τις 
πρωτεΐνες της οµάδας polycomb M33 και BMI-1. Η αλλαγή στη συγκέντρωση των 
πρωτεϊνών αυτών καθορίζει την αναλογία των κυττάρων που εκφράζουν τις 
ανθρώπινες σφαιρίνες (McMorrow et al., 2000). Φαίνεται ότι η PEV των θηλαστικών 
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είναι το αποτέλεσµα της ισορροπίας µεταξύ ενεργοποιητικών και µη ενεργοποιητικών 
παραγόντων που καθορίζουν την τοπική δοµή χρωµατίνης. Ο συνδυασµός των 
παραγόντων που επηρεάζουν την PEV ποικίλει σε διαφορετικά σηµεία του 
γονιδιώµατος (McMorrow et al., 2000).  
 

Στοιχεία που εµπλέκονται στην δηµιουργία συγκεκριµένης δοµής χρωµατίνης 
Τα στοιχεία που εµπλέκονται στην δηµιουργία συγκεκριµένης δοµής 

χρωµατίνης µπορούν συνοπτικά να ταξινοµηθούν στις εξής οµάδες: 
. Οι πρωτεΐνες της οµάδας polycomb εµπλέκονται στην εγκαθίδρυση µνήµης 
για µία ανενεργή χρωµατινική κατάσταση (Paro, 1995) (Pirrotta, 1998). Oι πρωτεΐνες 

b 
(Cavall  9

 elements (TRE) 
mon

νεργιστικά για να 
σδώ

 1.5: Tρόποι δράσης στοιχείων που εµπλέκονται στη δηµιουργία συγκεκριµένης 
δοµής χρωµατίνης. 

1

της οµάδας trithorax δρούν αντίθετα στην αποσιωπητική δράση των polycom
i & Paro, 19 8). Oι πρωτεΐνες polycomb και trithorax δρουν µέσω των 

polycomb responsive elements (PRE) και των trithorax responsive
(Si  et al., 1993; Orlando et al., 1998). Tα στοιχεία αυτά είναι σηµαντικά για τη 
δηµιουργία λειτουργικών ορίων µεταξύ ενεργής και ανενεργής χρωµατίνης. Τα PRE 
δεν εµποδίζουν την αλληλεπίδραση ρυθµιστικών στοιχείων που βρίσκονται ανοδικά 
τους και υποκινητών που βρίσκονται καθοδικά τους (Εικόνα 1.5). 
2. Οι insulators εµποδίζουν τη αλληλεπίδραση ενισχυτή-υποκινητή, όταν 
βρίσκονται µεταξύ ενός γονιδίου και του ενισχυτή. Επίσης εµποδίζουν τη διείσδυση 
ετεροχρωµατίνης στην περιοχή που περικλείεται από insulators. Προστατεύουν 
διαγονίδια από φαινόµενα θέσεως, καθορίζοντας ανεξάρτητες λειτουργικές περιοχές 
στο χρωµόσωµα. Περιέχουν πολλαπλά στοιχεία που δρούν συ
προ σουν στους insulators τη συγκεκριµένη δράση τους (Geyer, 1997) (Εικόνα 
1.5). 
3. Τα LCRs είναι επικρατή ρυθµιστικά στοιχεία που ανοίγουν τη χρωµατίνη και 
αλληλεπιδρούν σαν ένα ολοσύµπλεγµα µε τα γονίδια που βρίσκονται καθοδικά 
(Εικόνα 1.5). Η δοµή και η δράση του LCR του συµπλέγµατος των β γονιδίων των 
σφαιρινών αναλύεται στη συνέχεια. 
 

 

 Insulators 
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Ενισχυτές-Αποσιωπητές 
Οι ενισχυτές είναι στοιχεία που δρούν κυρίως σε cis και ενεργοποιούν τη 

µεταγραφή µέσω της δράσης τους σε ένα γειτονικό υποκινητή και µετά την πρόσδεση 
µεταγραφικών παραγόντων. Ενεργοποιούν τη µεταγραφή ανεξαρτήτως κατεύθυνσης 

είο έναρξης της µεταγραφής (Banerji et al., 1981; Moreau 

ί

an, 1989). Όπως 

µ ν

  

τ ε ν σ

τους 

 ι

 των σφαιρινών φαίνεται να 
χουν σ

 

και απόστασης από το σηµ
et al., 1981; Serfling et al., 1985; Treisman & Maniatis, 1985; Weber & Schaffner, 
1985; Weber & Schaffner, 1985). Oι ενισχυτές δεν µπορούν να ενεργοποιήσουν τη 
µεταγραφή ανεξάρτητα από τους υποκινητές. Έχουν κοινές αλληλουχίες πρόσδεσης 
µε αυτές των ανοδικών υποκινητών και αλληλεπιδρούν λειτουργικά µαζί τους (Muller 
et al., 1988; Ho & Leiden, 1990). Οι ενισχυτές µπορούν να βρεθούν ανοδικά, 
καθοδικά ή και εντός µίας αλληλουχίας που µεταγράφεται. Μεταλλαγές στον 
“πυρήνα” ενός ενισχυτή καταστρέφουν τη δυνατότητα καταστολής της αποσιώπησης 
γονιδίων (Francastel et al., 1999). Ένας λειτουργικός ενισχυτής µπορεί να 
ανταγωνίζεται την αποσιώπηση γονιδίων µέσω της παρεµπόδισης ενσωµάτωσης του 
γονιδίου σε κεντροµερική ετεροχρωµατίνη (Francastel et al., 1999). 
 Η ύπαρξη συνδυασµού διαφόρων αλληλουχιών πρόσδεσης είναι σηµαντική 
για τη δράση του ενισχυτή. Μεταγραφικο  παράγοντες που προσδένονται σε 
γειτονικές θέσεις αλληλεπιδρούν µε τον ενισχυτή και οι πρωτεϊνικές αυτές 
αλληλεπιδράσεις απαιτούνται για την δράση του ενισχυτή (Dyn
προαναφέρθηκε, µε την πρόσδεση ενός µεταγραφικού παράγοντα φαίνεται ότι 
αλλάζει η τοπική δοµή χρωµατίνης, µέσω διάσπασης της συνέχειας των 
νουκλεοσω άτων. Πρόσδεση και άλλω  µεταγραφικών παραγόντων σε γειτονικές 
θέσεις, ίσως να δρουν συνεργιστικά στη διάσπαση της συνέχειας των 
νουκλεοσωµάτων. Όταν ρυθµιστικοί παράγοντες προσδένονται σε έναν ενισχυτή 
φαίνεται ότι επηρεάζουν τη “συναρµολόγηση” και σταθερότητα του µεταγραφικού 
συµπλόκου που προσδένεται στον υποκινητή. Υπάρχουν διάφορα µοντέλα για τον 
τρόπο δράσης ων νισχυτώ : Πρωτεΐνες που προσδένονται τον ενισχυτή ίσως να 
αλληλεπιδρούν κατευθείαν µε πρωτεΐνες που προσδένονται στον υποκινητή µέσω 
ενός σχηµατισµού θηλιάς του ενδιάµεσου DNA. Οι ενισχυτές ίσως να αυξάνουν τη 
σταθερότητα του µεταγραφικού συµπλόκου που προσδένεται στον υποκινητή, 
ανταγωνιζόµενοι κατασταλτικές δοµές χρωµατίνης. Ίσως να δρουν και σαν θέση 
πρόσδεσης παραγόντων, οι οποίοι στη συνέχεια ολισθαίνουν κατά µήκος της ίνας του 
DNA (Weintraub, 1988; Tuan et al., 1992; Walters et al., 1995; Walters et al., 1996; 
Kong et al., 1997). Oι ενισχυτές µπορούν επίσης να δρουν σε trans για να 
ενεργοποιήσουν τη µεταγραφή και αυτό το φαινόµενο ονοµάζεται transvection. 
 Οι αποσιωπητές είναι στοιχεία που δρούν σε cis µε κατασταλτική δράση στη 
µεταγραφή. Καταστέλλουν τη µεταγραφή ανεξαρτήτως κατεύθυνσης και απόστασης 
από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Οι αποσιωπητές ίσως να δρουν εµποδίζοντας 
την ενεργοποιητική δράση των ενισχυτών. Ίσως να ανταγωνίζονται µε 
υποκινητές αποσιωπώντας ένα γονίδιο. Συνήθως απαντώνται κοντά στα γονίδια 
έχοντας κατά αυτό τον τρόπο πλεονέκτηµα στην αλληλεπίδραση µε τον υποκινητή. 
Πιθανόν επηρεάζουν την τοπική δοµή της χρωµατίνης.  
 Κατά τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης ο  ενισχυτές αλληλεπιδρούν µε 
τους αποσιωπητές, έτσι ώστε να επιτευχθεί µια συντονισµένη έκφραση των γονιδίων, 
ανάλογα µε την ιστοειδική και αναπτυξιακή τους εξειδίκευση (Huang et al., 1993; 
Trepicchio et al., 1993). Στην περίπτωση των γονιδίων
έ ηµαντικό ρόλο στην έκφραση και αποσιώπησή τους. 
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Ρυθµιστικά στοιχεία των γονιδίων των σφαιρινών 
 Κάθε γονίδιο σφαιρινών έχει ρυθµιστικές αλληλουχίες (υποκινητή, ενισχυτές 

 αποσιωπητές) σηµαντικές για την αναπτυξιακή του ρύθµιση. Αυτές οι αλληλουχίες 
αλληλεπιδρούν µε το LCR για να επιτευχθεί η γονιδιακή έκφραση. Αλληλεπιδρούν 

ιουργούνται πολυµερή 
υµπλέ

ή

επίσης µεταξύ τους και µε άλλους συµπαράγοντες. Έτσι δηµ
σ γµατα, τα οποία αλλάζουν τη δοµή της χρωµατίνης και επιτρέπουν 
αντιδράσεις που επηρεάζουν τον µεταγραφικό µηχανισµό και βοηθούν το σχηµατισµό 
του συµπλέγµατος έναρξης της µεταγραφής. Το σύµπλεγµα έναρξης της µεταγραφής 
συγκροτείται στην ΤΑΤΑ αλληλουχία που βρίσκεται 30bp ανοδικά του σηµείου που 
αρχίζει η µεταγραφή. Το πόσο συχνά µεταγράφεται ένα γονίδιο σφαιρίνης εξαρτάται 
από την αλληλεπίδραση του συµπλέγµατος έναρξης µε παράγοντες που προσδένονται 
στον υποκινητή ή µε άλλα ρυθµιστικά στοιχεία που βρίσκονται µακριά από το γονίδιο 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 
 Το ε γονίδιο έχει στον υποκινητή του θέσεις πρόσδεσης διαφόρων 
µεταγραφικών παραγόντων (Εικόνα 1.6). Oι αλληλουχίες ΤΑΤΑ, CAAT, CACCC 
που βρίσκονται ανοδικά του σηµείου εκκίνησης της µεταγραφής είναι σηµαντικές για 
την έκφραση του γονιδίου, αφού προσδένουν διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες, 
πως F

l

κ

ό KLF (Asano et al., 1999), COUPTF (Filipe et al., 1999), GATA, PREIIBF 
(Trepicchio et al., 1993; Dyer et al., 1996; Dyer et al., 1998). Το ε γονίδιο χρειάζεται 
ακέραιο το LCR για να εκφραστεί. Έλλειψη της υπερευαίσθητης θέσης 3 σε 
διαγονιδιακά ποντίκια, µε διαγονίδιο ΥAC µε το σύµπλεγµα των β γονιδίων, έδειξε 
ότι στην 9η εµβρυϊκή ηµέρα υπήρχε παντελής έλλειψη της έκφρασης του ε γονιδίου 
(Navas et al., 1998). Η έκφραση του ε γονιδίου περιορίζεται στο στάδιο του λεκιθικού 
ασκού. Η αναπτυξιακή ρύθµιση του γονιδίου αυτού είναι αυτόνοµη και ρυθµίζεται 
από αλληλουχίες που βρίσκονται δίπλα στο γονίδιο (Lindenbaum & Grosveld, 1990; 
Raich et al., 1990; Shih et al., 1990; Shih et al., 1993). Ελλείψεις ή σηµειακές 
µεταλλαγές στις ρυθµιστικές αυτές αλληλουχίες έχουν σαν αποτέλεσµα µεταγραφή 
του γονιδίου στο ενήλικο στάδιο διαγονιδιακών ποντικών (Raich et al., 1995; Li et al., 
1998). Ένας αποσιωπητής βρίσκεται µεταξύ των θέσεων -182 και -467 bp από το 
σηµείο έναρξης της µεταγραφής (Cao et al., 1989). Στον αποσιωπητή αυτό υπάρχουν 
θέσεις πρόσδεσης YY1 και GATA-1. Η πρόσδεση των παραγόντων αυτών φαίνεται 
να δρα ανασταλτικά στην αλληλεπίδραση του LCR µε το γονίδιο, έτσι ώστε να γίνει 
η αποσιώπησή του (Raich et al., 1995). Όταν ο αποσιωπητής αυτός αφαιρέθηκε από 
ένα YAC που περιείχε το σύµπλεγµα των β γονιδίων της σφαιρίνης, τότε 
επιβεβαιώθηκε ότι όχι µόνο είναι απαραίτητος για την αποσιώπηση του ε γονιδίου, 
αλλά και για την ενεργοποίηση της µεταγραφής του (Liu et al., 1997). Έλλειψη του 
αποσιωπητή αυτού µείωσε και τη µεταγραφή του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό 
στάδιο (Liu et a ., 1997). ∆ιάφοροι µεταγραφικοί παράγοντες φαίνεται να παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στην αποσιώπηση του γονιδίου αυτού παρεµποδίζοντας την 
αλληλεπίδρασή του µε το LCR. Η καταστολή της µεταγραφής του ε γονιδίου κατά τη 
διάρκεια της οριστικής (definitive) διαφοροποίησης γίνεται µέσω ενός καταστολέα 
που εµποδίζει τον EKLF να ενεργοποιήσει το γονίδιο (Tanimoto et al., 2000). Όταν 
µία θέση πρόσδεσης του EKLF (CAC) λωνοποιήθηκε στον υποκινητή του ε 
γονιδίου σε ακριβώς αντίστοιχη θέση µε αυτή του υποκινητή του β γονιδίου, τότε 
παρατηρήθηκε µεταγραφή του ε γονιδίου, ανεξάρτητη του EKLF, κατά τη διάρκεια 
της οριστικής διαφοροποίησης (Tanimoto et al., 2000). 
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Η µελέτη και διερεύνηση της ρύθµισης των γ γονιδίων
 
  είναι πολύ σηµαντική 
όγω του ευεργετικού αποτελέσµατος της παραγωγής της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης 
τους ασθενείς µε β-θαλασσαιµία ή δρεπανοκυτταρική αναιµία. Έχει ανακαλυφθεί 
νας µεγάλος αριθµός πρωτεϊνών που προσδένονται στις 300 πρώτες bp του 
ποκινητή. Πολλές σηµειακές µεταλλαγές στην περιοχή αυτή προκαλούν HPFH και 
ι περ

 
υργία και να δρά αντί αυτού 

απουσί

Εικόνα  των
γονιδίων

 1.6: Θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων στους υποκινητές
 και στις υπερευαίσθητες θέσεις του LCR.  

λ
σ
έ
υ
ο ισσότερες από αυτές εντοπίζονται σε θέσεις πρόσδεσης µεταγραφικών 
παραγόντων (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001).  

Οι δύο υποκινητές των γ γονιδίων είναι πανοµοιότυποι (Εικόνα 1.6) µε 
αλληλουχίες ΤΑΤΑ, µια διπλασιασµένη αλληλουχία CAAT και µια µονή αλληλουχία 
CACCC. Στην περιοχή µεταξύ της ΤΑΤΑ και CAAT αλληλουχίας προσδένεται το 
Sp1 και το SSP σύµπλεγµα. Το Sp1 ίσως να µην είναι τόσο σηµαντικό in vivo ή 
µπορεί κάποια άλλη πρωτεΐνη να έχει αντίστοιχη λειτο

α του Sp1, διότι το γ γονίδιο εκφράζεται σε διαγονιδιακά ποντίκια που έχουν 
το ανθρώπινο β-σύµπλεγµα, αλλά τους λείπει το Sp1 (Marin et al., 1997). Η 
πρόσδεση του SSP και Sp1 επηρεάζεται από τη µεθυλίωση των δύο CpG 
δινουκλεοτιδίων που βρίσκονται µεταξύ των θέσεων -55 και -50 και φαίνεται ότι 
υπάρχει µία δυναµική ισορροπία µεταξύ της πρόσδεσης των παραγόντων αυτών και 
της έκφρασης του γ γονιδίου. Η µεθυλίωση αυτών των δινουκλεοτιδίων προκαλεί 
ενίσχυση κατά 10 φορές της πρόσδεσης του Sp1. Άλλα δεδοµένα δείχνουν ότι τα γ 
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γονίδια σβήνουν πριν να λάβει χώρα η µεθυλίωση αυτή (Enver et al., 1988). 
Μεταλλαγές στην αλληλουχία SSE, στην οποία προσδένεται το SSP, µειώνουν την 
πρόσδεση του SSP και έχουν σαν αποτέλεσµα τη µείωση της έκφρασης του γ 
γονιδίου, µόνο όταν υπάρχει ανταγωνισµός µε το β γονίδιο κατά τη διάρκεια της 
µεταστροφής (Ristaldi & Grosveld, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Πιθανώς το SSP 
δρά ως ενεργοποιητής του γ γονιδίου στο εµβρυϊκό στάδιο και στη συνέχεια κατά το 
ενήλικο στάδιο αντικαθίσταται από το Sp1 που δρά ως απενεργοποιητής.  
 Η CAAT αλληλουχία των γ γονιδίων έχει µελετηθεί πολύ, διότι σηµειακές 
µεταλλαγές στην περιοχή αυτή προκαλούν HPFH (Mantovani et al., 1988; Berry et 
al., 1992). Η αλληλουχία αυτή αλληλεπιδρά µε διάφορες πρωτεΐνες (Gumucio et al., 
1988), όπως η CP1, η οποία θεωρείται µεταγραφικός ενεργοποιητής και η CDP, η 
οποία δρα in vitro σαν µεταγραφικός απενεργοποιητής (Skalnik et al., 1991). Οι NF-

3 και 

 γ 

λικο στάδιο (Surrey et al., 1988; Stoming et al., 1989). Αυτή η µεταλλαγή 

ν γ γονιδίων. Μερικές από αυτές, όπως η υποκατάσταση -
98 απ

οι 
µεταλλαγές αυτές δρουν τροποποιώντας τη στερεοδοµή του DNA. Στην περιοχή αυτή 

E GATA-1 έχουν συνδεθεί µε την καταστολή της έκφρασης του γ γονιδίου, διότι 
η πρόσδεσή τους µειώνεται από την -117 G→A µεταλλαγή στην πιό µακρινή CAAT 
αλληλουχία (Gumucio et al., 1988; Mantovani et al., 1988). Μεταλλαγές που 
µειώνουν την πρόσδεση του NF-E3 και του GATA-1 στην CAAT αλληλουχία 
οδηγούν µόνο σε πολύ µικρή ή σε καθόλου έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο 
στάδιο (Ronchi et al., 1996). Ο παράγοντας NF-E6 (Berry et al., 1992) που είναι 
µέλος της οικογένειας των cEBP (Wall et al., 1996) (Zafarana & Grosveld, 
αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) µπορεί να δρά θετικά στην έκφραση του Αγ γονιδίου. 
 Έλλειψη της γ CACCC αλληλουχίας προκαλεί πολύ µικρή µείωση της 
έκφρασης του γ γονιδίου στα πρώιµα εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα διαγονιδιακών 
ποντικών, αλλά πολύ µεγάλη µείωση στα όψιµα εµβρυϊκά κύτταρα και στον ενήλικο 
µυελό των οστών (Stamatoyannopoulos et al., 1993; Li et al., 2001). Τα δεδοµένα 
αυτά δείχνουν ότι η αλληλουχία αυτή παίζει σηµαντικό ρόλο στην έκφραση του
γονιδίου στο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος, το οποίο είναι το στάδιο της µεγαλύτερης 
παραγωγής εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στον άνθρωπο. ∆ιαγονιδιακά ποντίκια µε 
διαγονίδιο που περιλαµβάνει το µ-LCR και το Αγ γονίδιο µε τον -382 υποκινητή 
έχουν φαινότυπο HPFH. Όταν η CACCC αλληλουχία του -382 υποκινητή αφαιρείται, 
δεν παρατηρείται έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο (Li et al., 2001). 
Προσθήκη µίας HPFH µεταλλαγής -198 Τ→C στον υποκινητή -382 απουσία της 
CACCC αλληλουχίας, όπως και µίας HPFH µεταλλαγής -117 C→T στον υποκινητή -
141 απουσία της CACCC αλληλουχίας, προκαλoύν HPFH φαινότυπο (Li et al., 
2001). 
 Ανοδικά του υποκινητή του γ γονιδίου υπάρχουν και άλλες θέσεις πρόσδεσης 
µεταγραφικών παραγόντων, οι οποίες έχουν ανακαλυφθεί µέσω µεταλλαγών που 
προκαλούν HPFH φαινότυπο. Υποκατάσταση βάσεως από T σε C στη θέση -175 του 
υποκινητή του γ γονιδίου σχετίζεται µε µεγάλη αύξηση της έκφρασης του γ γονιδίου 
στο ενή
πιθανόν να επηρεάζει την αλληλεπίδραση µε GATA-1, όπως και µε NFE-1 
(Ottolenghi et al., 1989).  
 Η αλληλουχία CCTTG, η οποία είναι παρούσα στον υποκινητή του γ γονιδίου, 
αλλά όχι σε αυτόν του β, φαίνεται ότι είναι σηµαντική στην παρεµπόδιση της 
πρόσδεσης του EKLF, δρώντας σαν απενεργοποιητικό στοιχείο (Lee et al., 2000).  

Στην περιοχή -200 απαντώνται διάφορες µεταλλαγές, οι οποίες αυξάνουν τα 
επίπεδα της έκφρασης τω
1 ό Τ σε C και η -202 από C σε G, δηµιουργούν βελτιωµένες ή νέες θέσεις για 
την πρόσδεση Sp1 και SSP. Πιθανώς οι νέες αυτές θέσεις εξουδετερώνουν την 
καταστολή του γ υποκινητή στο ενήλικο στάδιο. Μια άλλη εξήγηση είναι ότι 
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είναι δ

α χ

µήµατα του γ υποκινητή, παρουσία του LCR, έδειξαν ότι η 
εγγύς π

 τ ύ

+
τ   

 ρυθµιστικά στοιχεία, τα οποία 
έχουν 

τικά 
ρυθµισ

ινητές σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα και είναι 
επίσης 

υνατή η δηµιουργία µιας τρίκλωνης δοµής, η οποία συνδυάζεται µε µία 
µονόκλωνη δοµή µεταξύ -206 µε -217 (Ulrich et al., 1992). Στη δοµή αυτή 
προσδένεται ένα κατασταλτικό σύµπλεγµα το οποίο, στην περίπτωση των HPFH 
µεταλλαγών, αντικαθίσταται από άλλους µεταγραφικούς παράγοντες που 
προσδένονται στις νέες αλληλουχίες (Ulrich et al., 1992; Bacolla et al., 1995). Η 
διακοπή της φυσιολογικής τρίκλωνης δοµής µαζί µε τη δηµιουργία νέων θέσεων 
πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων δρουν συνεργιστικά στην αύξηση της 
έκφρασης του γ γονιδίου. 

Το πιο µακρινό τµήµα του γ υποκινητή περιλαµβάνει πολλές θέσεις 
πρόσδεσης γι  διάφορες πρωτεΐνες. Πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια έ ουν 
επιβεβαιώσει το ρόλο αυτής της περιοχής και έχουν δείξει το σηµαντικό της ρόλο 
στην αποσιώπηση του γ γονιδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1993). Οι 
Stamatoyannopoulos et al., 1993, χρησιµοποιώντας κατασκευές σε διαγονιδιακά 
ποντίκια µε κολοβωµένα τ

εριοχή του Αγ υποκινητή (-141) είναι σηµαντική για την αποσιώπηση του γ 
γονιδίου. Η περιοχή -141 -201 συµπεριλαµβάνει στοιχεία που ενεργοποιούν το γ 
γονίδιο και έχουν επικρατή δράση στο αρνητικό στοιχείο που βρίσκεται καθοδικά της 
θέσης -141. Η περιοχή µε αξ  -382 και -730 περιλαµβάνει έναν ειδικό αποσιωπητή 
του ενήλικου σταδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1993). Φαίνεται ότι πολλαπλά 
στοιχεία παίζουν ρόλο στην αποσιώπηση του γ γονιδίου και ότι το LCR αλληλεπιδρά 
όχι µόνο µε την περιοχή του υποκινητή, αλλά και µε την περιοχή ανοδικά αυτού. Η 
αποσιώπηση του γ γονιδίου ίσως γίνεται µε µία συνδυασµένη δράση των αρνητικών 
ρυθµιστικών στοιχείων ανοδικά του γονιδίου και µε ανταγωνισµό µε το β γονίδιο 
κατά το ενήλικο στάδιο της διαφοροποίησης (Stamatoyannopoulos et al., 1993). Η 
παρουσία ενός αποσιωπητή µεταξύ -400 και -1350 του Αγ υποκινητή είχε διερευνηθεί 
και µε διαµολύνσεις κατασκευών µε το LCR και κολοβωµένα τµήµατα του γ 
υποκινητή σε κύτταρα Κ562 (Catala et al., 1989). Η ύπαρξη των αρνητικών αυτών 
στοιχείων, καθώς και το µοντέλο του ανταγωνισµού µε το β γονίδιο, προσφέρουν 
εξήγηση στο γιατί οι φαινότυποι των ΗPFH µπορούν να προκληθούν από 
διαφορετικές µεταλλάξεις, οι οποίες µπορεί να είναι µεγάλες ελλείψεις του 
συµπλέγµατος στην περιοχή των δ και β γονιδίων ή σηµειακές µεταλλάξεις σε 
διάφορες περιοχές του υποκινητή ή ανοδικά αυτού. 

Η περιοχή του υποκινητή επίσης περιέχει διάφορους πολυµορφισµούς, οι 
οποίοι σχετίζονται µε το επίπεδο έκφρασης που διατηρείται στο ενήλικο στάδιο. 

Συµπερασµατικά, µεταξύ -1261 και 51 του Gγ υποκινητή περιέχονται όλα τα 
απαραίτητα αρνητικά και θε ικά ρυθµιστικά στοιχεία για τη σωστή αποσιώπηση του 
γονιδίου αυτού (Perez-Stable, 1994). Στον υποκινητή του Gγ γονιδίου µεταξύ των 
θέσεων -117 και -202 υπάρχουν διάφορα αρνητικά

ανακαλυφθεί µε τη µελέτη σηµειακών µεταλλαγών που προκαλούν HPFH 
(Weatherall et al., 1989). Ανοδικά του Αγ γονιδίου επίσης εντοπίζονται αρνη

τικά στοιχεία µεταξύ των θέσεων -382 και -730 και καθοδικά της θέσης -140 
(Stamatoyannopoulos et al., 1993).  

Με πειράµατα διαµολύνσεων έχει ανακαλυφθεί ένα στοιχείο µε ιδιότητες 
ενισχυτή καθοδικά του Αγ γονιδίου (Bodine & Ley, 1987). Το στοιχείο αυτό 
εντοπίζεται 400-1150 bp 3’ του σήµατος πολυαδενυλίωσης του Αγ γονιδίου και 
προκαλεί αύξηση της έκφρασης του γ-CAT γονιδίου αναφοράς 6-23 φορές σε 
κύτταρα Κ562, αναλόγως µε την µέθοδο της διαµόλυνσης. Ο ενισχυτής αυτός 
ενεργοποιεί και ετερόλογους υποκ

ενεργός και σε µη ερυθροποιητικές κυτταρικές σειρές. Περιέχει δύο 
υπερευαίσθητες θέσεις σε DNaseI σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα, αλλά καµµία σε µη 
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ερυθροποιητικές ανθρώπινες λευχαιµικές κυτταρικές σειρές (Bodine & Ley, 1987). 
Σύµφωνα και µε άλλες µελέτες το στοιχείο αυτό είναι ευαίσθητο σε πέψη νουκλεάσης 
σε ερυθροποιητικά κύτταρα (Forrester et al., 1986). Περιέχει επίσης θέσεις 
πρόσδεσης για GATA-1, ΑP2, CBP-1, Sp1 και SATB-1 (Purucker et al., 1990; 
Dickinson et al., 1992). Πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια τα οποία είχαν ενεθεί µε 
YACs µε το σύµπλεγµα των β γονιδίων των σφαιρινών και έλλειψη του στοιχείου 
αυτού, δεν παρουσίασαν αύξηση της έκφρασης του γ γονιδίου (Liu et al., 1998). 
Μεταγενέστερες in vitro µελέτες του εργαστηρίου µας, οι οποίες θα αναφερθούν στη 
συνέχεια, απέδειξαν ότι το στοιχείο αυτό έχει ιδιότητες µεταγραφικού ποσιωπητή. In 
vivo πειράµατα έδειξαν ότι το στοιχείο αυτό ίσως να είναι σηµαντικό στην 
αποσιώπηση του γ γονιδίου, διότι το γονίδιο αποσιωπήθηκε αυτόνοµα στο ενήλικο 
στάδιο ποντικιών που είχαν ενεθεί µε κατασκευές που περιείχαν το LCR, το Αγ 
γονίδιο και αλληλουχία καθοδικά του γονιδίου µε το 3’ ρυθµιστικό στοιχείο (Dillon 
& Grosveld, 1991). Σε διαγονιδιακά ποντίκια που περιείχαν το γ γονίδιο µε έλλειψη 
αυτού του στοιχείου παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου στο ενήλικο στάδιο (Enver 
et al., 1989). Αυτά τα αποτελέσµατα δεν µπορούν να συγκριθούν µεταξύ τους λόγω 
των διαφορετικών κατασκευών που έχουν χρησιµοποιηθεί στα ανεξάρτητα 
πειράµατα. Ίσως το 3’ ρυθµιστικό στοιχείο να είναι σηµαντικό για την προστασία των 
µLCRγ κατασκευών από φαινόµενα θέσεως (Li & Stamatoyannopoulos, 1994; 
Stamatoyannopoulos et al., 1997), λόγω της σταθεροποίησης της αλληλεπίδρασης 
µεταξύ του LCR και του γονιδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1997). Mελέτες in vitro 
έδειξαν ότι η περιοχή αυτή είναι σηµαντική στην πρόσδεση του πυρηνικού σκελετού 
(nuclear scaffold). MAR (matrix as ociat d region)/SAR (scaffold associated region) 
δραστικότητα έχει χαρτογραφηθεί στην περιοχή αυτή, αν και υπάρχουν και 
αντιφατικές µελέτες (Cunningham et al., 1994) (Jarman & Higgs, 1988). Έχουν 
βρεθεί θέσεις πρόσδεσης της πρωτεΐνης SATB1 (special A-T-rich binding protein 1) 
σε δύο περιοχές του 3’ Αγ ρυθµιστικού στοιχείου. Η πρωτεΐνη SATB1 προσδένεται σε 
περιοχές DNA που αλληλεπιδρούν µε την πυρηνική µεµβράνη και ίσως να επηρεάζει 
την έκφραση του γ γονιδίου µέσω αλληλεπίδρασης µε τη µεµβράνη αυτή και µέσω 
αλλαγής και ρύθµισης της χρωµατινικής δοµής (Cunningham et al., 1994). 
 

Το δ γονίδιο

α

s e

 έχει πολύ χαµηλή έκφραση στο ενήλικο στάδιο λόγω του πολύ 
ασθενούς υποκινητή του. Ο κύριος λόγος της χαµηλής έκφρασης είναι η απουσία της 
CACCC αλληλουχίας, στην οποία γίνεται η πρόσδεση του EKLF (Donze et al., 1996; 
Tang et al., 1997). Προσθήκη CACCC αλληλουχίας αυξάνει την έκφραση του 
γονιδίου κατά 10 φορές (Donze et al., 1996). Η περιοχή µεταξύ του ψβ γονιδίου και 
ου 5’ άκρου του δ γονιδίου φαίνεται ότι είναι σηµαντική, διότι ελλείψεις της 
περιοχή
τ

ς αυτής σε ασθενείς προκαλούν διαφορετικούς φαινότυπους της έκφρασης 
του γ γονιδίου. Η Ιταλική HPFH-5 αφαιρεί αλληλουχία 15 kb, το 5’ άκρο της έχει 
χαρτογραφηθεί 3.2 kb ανοδικά του δ γονιδίου και δηµιουργεί ΗPFH φαινότυπο. Η US 
Black έχει το 5’ άκρο της 2.5 kb ανοδικά του δ γονιδίου και δηµιουργεί φαινότυπο δβ 
θαλασσαιµίας. Αλληλουχία 1.7 kb που βρίσκεται 2.3-4 kb ανοδικά του δ γονιδίου 
παρουσίασε αποσιωπητική δράση στους υποκινητές των γ και β γονιδίων, αλλά όχι σε 
υποκινητές ετερόλογων γονιδίων (Vitale et al., 1994). Σε διαγονιδιακά ποντίκια, όταν 
µια περιοχή ανοδικά του δ γονιδίου αφαιρέθηκε από ένα YAC που συµπεριελάµβανε 
όλο το σύµπλεγµα των β-γονιδίων των σφαιρινών, παρατηρήθηκε µειωµένη 
µεταγραφή του β γονιδίου, αλλά όχι αλλαγή στην αποσιώπηση του γ γονιδίου. Η 
έλλειψη αυτή προκάλεσε παράλληλα PEV (Calzolari et al., 1999). 
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Το εγγύς τµήµα του υποκινητή του β γονιδίου (Εικόνα 1.6) περιλαµβάνει µια 
ΤΑΤΑ αλληλουχία στη θέση -30, µια θέση πλούσια σε G στη θέση -50, µια CAAT 
αλληλουχία στη θέση -75 και δύο CAACCC αλληλουχίες στις θέσεις -90 µε -110. Η 
ΤΑΤΑ αλληλουχία ανακαλύφθηκε µέσω ανάλυσης σε κυτταρο

 

καλλιέργειες των 
εταλλαγών του υποκινητή και µέσω µιας σηµειακής µεταλλαγής στη θέση +1 του 
γονιδίο

kb 
ανοδικά του ε γονιδίου (Tuan et al., 1985; Forrester et al., 1986). Οι θέσεις αυτές 

µ
υ που συναντάται σε µία β θαλασσαιµία (Antoniou et al., 1995; Lewis & 

Orkin, 1995). Μεταλλαγές στη θέση πλούσια σε G επηρεάζουν τη δράση του 
υποκινητή σε πειράµατα διαµολύνσεων ερυθροποιητικών κυτταρικών σειρών (Myers 
et al., 1989). Η περιοχή αυτή έχει και τη δυνατότητα πρόσδεσης DNA (Myers et al., 
1989). Η CAAT αλληλουχία είναι σηµαντική για την λειτουργία του υποκινητή σε 
ερυθροποιητικά κύτταρα (Antoniou & Grosveld, 1990) και αποτελεί θέση πρόσδεσης 
διαφόρων παραγόντων, όπως CP1, GATA-1, NF-E6 (Antoniou et al., 1988; deBoer et 
al., 1988; Antoniou & Grosveld, 1990; Berry et al., 1992; Ronchi et al., 1996). Ο CP1 
έχει θετική επίδραση προσδενόµενος στην αλληλουχία CAAT, ο GATA-1 
προσδένεται ασθενώς και ίσως να µην παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στη θέση αυτή 
και ο NF-E6 φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο in vivo.  
 Από τις δύο CAACCC αλληλουχίες η εγγύς φαίνεται να είναι η πιό 
σηµαντική. Η αλληλουχία αυτή προσδένει διάφορους παράγοντες in vitro (Hartzog & 
Myers, 1993) και in vivo προσδένει τον λειτουργικό παράγοντα EKLF (Miller & 
Bieker, 1993; Feng et al., 1994). Η CAACCC αλληλουχία του β γονιδίου έχει 
µεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης του EKLF από την αντίστοιχη αλληλουχία του ε ή 
ου γ γονιδίου Μεταλλαγές πτ .  που µειώνουν την ρόσδεση του EKLF, προκαλούν 
θαλασσαιµικό φαινότυπο (Donze et al., 1995). Αδρανοποίηση του γονιδίου του EKLF 
σε ποντίκια οδηγεί σε θανατηφόρα αναιµία, λόγω έλλειψης της έκφρασης των β 
γονιδίων του ποντικιού (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 1995). Όταν αυτά τα 
ποντίκια διασταυρώνονται µε άλλα που περιέχουν το σύµπλεγµα των β σφαιρινών, η 
απουσία του EKLF έχει επίδραση στην έκφραση του β γονιδίου, αλλά όχι στην 
έκφραση του γ ή του ε (Perkins et al., 1996; Wijgerde et al., 1996). Ποντίκια 
ετερόζυγα για τον EKLF εκφράζουν το β γονίδιο σε µειωµένο επίπεδο, µόνο όταν 
βρίσκονται σε συναγωνισµό µε το γ γονίδιο. Απουσία ή µείωση του EKLF δεν 
επηρεάζει την αποσιώπηση του γ γονιδίου. 
 Το β γονίδιο περιέχει δύο στοιχεία µε ιδιότητες ενισχυτή, ένα στην περιοχή 
µεταξύ δευτέρου ιντρονίου και τρίτου εξονίου και ένα λίγες εκατοντάδες βάσεις 
καθοδικά της θέσης πολυαδενυλίωσης του γονιδίου (Behringer et al., 1987; Antoniou 
et al., 1988; deBoer et al., 1988). Ο ρόλος του πρώτου ενισχυτή δεν έχει πλήρως 
διερευνηθεί. Ο δεύτερος ενισχυτής έχει τέσσερεις GATA-1 θέσεις και παρουσιάζει 
ενεργοποιητική δράση σε συνδεδεµένο υποκινητή σε πειράµατα παροδικών 
διαµολύνσεων (Antoniou et al., 1988). Επίσης δρα θετικά σε ένα γονίδιο στο ενήλικο 
στάδιο, όταν αυτό δεν είναι συνδεδεµένο µε το LCR (Kollias et al., 1986; Behringer 
et al., 1987; Kollias et al., 1987; Trudel & Costantini, 1987; Trudel et al., 1987; 
Magram et al., 1989). Όταν ο ενισχυτής αυτός αφαιρέθηκε σε διαγονιδιακά ποντίκια 
από YACs, η έκφραση του β γονιδίου επηρεάστηκε σηµαντικά (Liu et al., 1997) και 
πιθανόν το στοιχείο αυτό να παίζει σηµαντικό ρόλο στην έκφραση του β γονιδίου. 
 

Περιοχή ελέγχου του συµπλέγµατος των β σφαιρινών (Locus Control Region-
LCR) 

H περιοχή ελέγχου του συµπλέγµατος των β σφαιρινών (Locus Control 
egion-LCR) αποτελείται από πέντε υπερευαίσθητες θέσεις σε DNaseI 5-25 R
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είναι ερυθροειδικές και σταθερές κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης και είναι 
διατεταγµένες από το 5’ ως το 3’ άκρο ως εξής: HS5-HS4-HS3-HS2-HS1. Έχουν 
ανακαλ

vo είναι 
αποσιω

έκφραση και ανεξάρτητη από τη θέση ένθεσης, όχι µόνο σε γονίδια  

υφθεί και δύο νέες θέσεις HS6 και HS7, 6 και 12 kb ανοδικά του HS5, αλλά 
δεν είναι πλήρως διευκρινισµένο αν ανήκουν στο LCR (Bulger et al., 1999). 

Οι πρώτες ενδείξεις ότι το LCR είναι σηµαντικό για τη ρύθµιση όλων των 
γονιδίων προήλθαν από τη µελέτη διαφόρων µεταλλαγών που αφαιρούσαν το 5’ άκρο 
του συµπλέγµατος, αλλά όχι τα γονίδια (Εικόνα 1.7). Στην Ολλανδική θαλασσαιµία 
(εγδβ)ο αφαιρείται µε την έλλειψη όλο το σύµπλεγµα, αλλά το β γονίδιο µένει 
ανέπαφο. In vitro το γονίδιο εκφράζεται φυσιολογικά, αλλά in vi

πηµένο και βρίσκεται σε ανενεργή δοµή χρωµατίνης (Kioussis et al., 1983; 
Wright et al., 1984). Στην Ισπανική θαλασσαιµία (εγδβ)ο η έλλειψη χαρτογραφείται 
8kb ανοδικά του ε γονιδίου και όλα τα γονίδια του συµπλέγµατος µένουν ανέπαφα. 
Όµως η έλλειψη αυτή αφήνει αποσιωπηµένο όλο το γονιδιακό σύµπλεγµα (Forrester 
et al., 1990). 

Σε διαγονιδιακά ποντίκια το LCR υποβοηθά την έκφραση ενός συνδεδεµένου 
γονιδίου και η έκφραση αυτή είναι ανάλογη του αριθµού των ενθέσεων της 
κατασκευής και ανεξάρτητη από το σηµείο ένθεσης στο γονιδίωµα του ποντικού 
(Grosveld et al., 1987). Σε κυτταροκαλλιέργειες, το LCR προσδίδει υψηλή 
ερυθροειδική 

 

 
 
 

 Θαλασσαιµίες που αφαιρούν το 5’ άκρο του συµπλέγµατος των
µβάνουν όλο ή µέρος του LCR (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001).

Εικόνα 1.7:  β γονιδίων 
και συµπεριλα
σφαιρίνης, Σε 
κύτταρα  του LCR 

υπερευαίσθητων θέσεων, οι οποίες είναι µήκους ~300bp. 

ζόµενων γονιδίων και του 
LCR εξ

α i υ
νουν ότι το 3’ άκρο του συµπλέγµατος µε 

αλλά και σε ετερόλογα γονίδια (Blom van Assendelft et al., 1989). 
 MEL διαπιστώθηκε ότι και οι τέσσερεις υπερευαίσθητες θέσεις

είναι σ µαντικές για την πλήρη ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων (Collis et al., 
1990).  δράση του LCR εστιάζεται κυρίως στους πυρήνες (core elements) των 

η
Η

Αλλαγή της απόστασης ενός γονιδίου από το LCR επηρεάζει τη συχνότητα 
της µεταγραφής του (Dillon et al., 1997). Το LCR ενεργοποιεί τη µεταγραφή 
δηµιουργώντας χρωµατινικές αλληλεπιδράσεις µε ρυθµιστικά στοιχεία του γονιδίου, 
ή µε ρυθµιστικά στοιχεία που βρίσκονται κοντά στο γονίδιο. Η συχνότητα της 
αλληλεπίδρασης µεταξύ δύο ή περισσότερων ανταγωνι

αρτάται µερικώς από διαφορές στην απόσταση. Η αλληλεπίδραση αυτή είναι 
δυναµική και συµπλέγµατα µεταγραφικών παραγόντων δηµιουργούνται και 
διασπώνται συνεχώς (Dillon et al., 1997). 

Το ανθρώπινο β γονίδιο ενεργοποιείται σε πρωτογενή κύτταρα όταν 
τοποθετείται κοντά στο LCR (Enver et al., 1990; Hanscombe et al., 1991), ή στη θέση 
του ε γονιδίου (Dillon et al., 1997), αλλά όχι στην κανονική του θέση στο 
χρωµόσωµ  (W jgerde et al., 1995), ή όταν τοποθετείται 5’ το  δ γονιδίου (Dillon et 
al., 1997). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώ
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τα δ κα ί ι α

ιστικά του LCR 

 της κατασκευής και ανεξάρτητη από το 
σηµείο  της κατασκευής στο γονιδίωµα του ποντικιού (Grosveld et al., 1987; 
Fraser & Grosveld, 1998). Ένα διαγονίδιο σφαιρίνης µη

ι β γονίδια δεν ε να  προσιτό στην ενεργοποίηση πό το LCR στα πρωτογενή 
κύτταρα. 

LCRs έχουν ανακαλυφθεί και σε πληθώρα άλλων γονιδίων, τα οποία 
εκφράζονται σε διάφορους ιστούς. 

 

Χαρακτηρ
Το LCR, όπως προαναφέρθηκε, προσφέρει έκφραση σε ένα συνδεδεµένο 

γονίδιο ανάλογη του αριθµού των ενθέσεων
 ένθεσης

 συνδεδεµένο µε το LCR όταν 
χή ανοιχτής χρωµατίνης εκφράζεται, έστω και σε χαµηλό 

επίπεδο
ενσωµατώνεται σε µια περιο

, αλλά αποσιωπάται όταν ενσωµατώνεται σε µια ετεροχρωµατική περιοχή. 
Αυτά τα φαινόµενα θέσεως µπορούν να εξαλειφθούν παρουσία του LCR, το οποίο 
δηµιουργεί περιοχή ανοιχτής χρωµατίνης (Milot et al., 1996; Fraser & Grosveld, 
1998). Το LCR φαίνεται να διαφέρει από στοιχεία όπως οι insulators, που έχουν 
ανακαλυφθεί στη δροσόφιλα και “αποµονώνουν” ένα γονίδιο από γειτονικές 
ρυθµιστικές αλληλουχίες παρούσες στο γονιδίωµα του ξενιστή. Το ΗS4 στο 
σύµπλεγµα των β γονιδίων του κοτόπουλου φαίνεται να παρουσιάζει δράση insulator. 
To ΗS5 του ανθρώπινου συµπλέγµατος των β γονιδίων παρουσιάζει επίσης 
χαρακτηριστικά insulator (Li & Stamatoyannopoulos, 1994). 

Η ενεργοποιητική δράση του LCR προκαλεί δοµικές αλλαγές της χρωµατίνης 
πριν αρχίσει η µεταγραφή (Forrester et al., 1987). Ανοδικά της θέσης HS5 έχει 
ανακαλυφθεί ένα LTR, το οποίο πιθανόν να έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 
µεταγραφής του LCR σε ερυθροποιητικά κύ ταρα (Long et al., 1998). Η µεταγραφή 
αυτή είναι σηµαντική για την έκφραση των γονιδίων τη

 
 

τ
ς σφαιρίνης µέσω του 

“ανοίγµ

ssendelft et al., 1989). Όταν ο υποκινητής 
του Hs

ηρήθηκε έκφραση σε 
κανένα

 

ατος” της χρωµατίνης και της “µεταφοράς” µεταγραφικών παραγόντων µέσω 
του LCR στα γονίδια (Long et al., 1998). 

Άλλες µελέτες ελλείψεων του LCR από το σύµπλεγµα των γονιδίων του 
ποντικού, έδειξαν ότι τα γονίδια των σφαιρινών εκφράζονται και η υπερευαισθησία 
σε DNaseΙ διατηρείται (Epner et al., 1998; Bender et al., 2000). 

Το LCR έχει την ικανότητα να προσφέρει ιστοειδική έκφραση σε 
συνδεδεµένους υποκινητές (Blom van A

p68 γονιδίου του ποντικού συνδέθηκε µε το lacZ γονίδιο υπό την επίδραση του 
HS3 παρατηρήθηκε ερυθροειδική έκφραση του lacZ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό 
στάδιο, ενώ υπό την επίδραση των HS1, HS2 και HS4 δεν παρατ

 στάδιο της διαφοροποίησης. Τα αποτελέσµατα αυτά σε συνδυασµό µε άλλες 
µελέτες προτείνουν ότι το LCR απαιτεί την παρουσία ενός ενεργού υποκινητή για να 
αποκτηθεί ανοιχτή δοµή χρωµατίνης και συµφωνούν µε τα µοντέλα που προτείνουν 
σταδιακή ετεροχρωµατινοποίηση κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης (Tewari et 
al., 1996). Η παρουσία του β γονιδίου απαιτείται για την λειτουργία του LCR όσο 
προχωρά η διαφοροποίηση (Tewari et al., 1996). Το LCR έχει επίσης την ικανότητα 
να υποβοηθά ένα πρότυπο αντιγραφής του DNA νωρίς στον κυτταρικό κύκλο (αρχή 
της S φάσης) που χαρακτηρίζει την αντιγραφή στα ερυθροποιητικά, αλλα όχι στα µη 
ερυθροποιητικά κύτταρα (Dhar et al., 1988; Epner et al., 1988; Aladjem et al., 1995). 

∆ύο παράµετροι καθορίζουν τη µεταγραφική δράση και εποµένως την 
έκφραση ενός γονιδίου κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης: Ο πρώτος είναι η 
συχνότητα µε την οποία το LCR αλληλεπιδρά λειτουργικά µε το γονίδιο και ο 
δεύτερος είναι η σταθερότητα αυτής της αλληλεπίδρασης (Trimborn et al., 1999). Η 
σταθερότητα της αλληλεπίδρασης καθορίζεται από την πρόσδεση µεταγραφικών
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παραγό

ρ
 δράση νουκλεάσης, σε κάθε θέση. Σχηµατισµός αυτών των θέσεων 

ντιστοιχεί σε µετατόπιση ενός ή δύο νουκλεοσωµάτων. Κάθε υπερευαίσθητη θέση 
(Εικόνα 1.6) περιέχει θέσεις πρόσδεσης για τους ερυθροποιητικούς µεταγραφικούς 

, όπως και για άλλους, οι οποίοι 
εκφράζ

.  9 .  

ε

χει επίσης 
και τρε

π

ο  

ντων. Η αλληλεπίδραση µε το LCR είναι απαραίτητη για την πρόσδεση της 
πολυµεράσης στο DNA, καθώς και συµπαραγόντων, όπως των ακετυλασών και των 
κινασών, οι οποίες παίζουν σηµαντικό ρόλο στην έναρξη και συνέχιση της 
µεταγραφής. 
 

Υπερευαίσθητες θέσεις σε DNase I του LCR 
Χαρτογράφηση των υπε ευαίσθητων θέσεων έδειξε ότι DNA µήκους 250-500 

bp εκτίθεται σε
α

ενεργοποιητές GATA-1, NF-E2 και ΕKLF
ονται και σε άλλους ιστούς (YY1). Ο EKLF προσδένεται in vivo στις 

αλληλουχίες GT και προκαλεί αλλαγή στη δοµή της χρωµατίνης, η οποία ανιχνεύεται 
µε ευαισθησία σε DNaseI (Gillemans et al., 1998). H πρόσδεση του NF-E2 γίνεται 
στην αλληλουχία NF-E2/AP-1. Πολλές πληροφορίες για τη δράση των 
ενεργοποιητών αυτών έχουν αποκτηθεί από τη µελέτη µεταλλαγών των θέσεων 
πρόσδεσής τους (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). Μόνο το ΗS2 φαίνεται να 
δρα σαν ισχυρός ενισχυτής σε πειράµατα παροδικών διαµολύνσεων σε 
ερυθροποιητικά κύτταρα (Pawlik & Townes, 1995) και η δράση αυτή σχετίζεται µε 
την NF-E2/AP-1 θέση πρόσδεσης (Tuan et al , 1989; Ney et al., 1 90) Το HS2 έχει 
ιδιότητες ενισχυτή ανεξάρτητα από το αναπτυξιακό στάδιο και η λειτουργία του είναι 
ένα συνεργιστικό αποτέλεσµα του πυρήνα και των υπόλοιπων υποτµηµάτων του 
(Cavallesco & Tuan, 1997). Η θέση HS2 παρουσιάζει το µ γαλύτερο ποσοστό 
εξελικτικής διατήρησης (Hardison & Miller, 1993) (Jimenez et al., 1992).  

Η θέση HS3 φαίνεται να είναι το πιο ισχυρό στοιχείο που προσφέρει ενεργή 
δοµή χρωµατίνης (Ellis et al., 1996) (Ellis et al., 1993). Η θέση αυτή περιέχει έξι G-
πλούσιες αλληλουχίες, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε µέλη µίας οικογένειας πρωτεϊνών 
που περιλαµβάνουν τρεις δακτύλους ψευδαργύρου και που έχουν υψηλή οµολογία µε 
αυτούς του µεταγραφικού παράγοντα Sp1 (Gillemans et al., 1998). Περιέ

ις GATA-1 θέσεις. O EKLF και ο GATA-1 είναι άµεσοι ενεργοποιητές της 
HS3 σε ερυθροποιητικά κύτταρα (Gillemans et al., 1998). Οι υπερευαίσθητες θέσεις 
µπορούν να υπάρχουν ανεξάρτητα από την ύπαρξη συνδεδεµένου γονιδίου και από τη 
µεταγραφή (Pawlik & Townes, 1995). Αυτό όµως δεν σηµαίνει ότι δεν επηρεάζουν τη 
µεταγραφή κάποιου γονιδίου του ξενιστή ή γεινονικών αλληλουχιών. Άλλωστε είναι 
γνωστό ότι λαµβάνει χώρα µεσοδιαγονιδιακή (intergenic) µεταγραφή στο σύµπλεγµα 
των γονιδίων (Ashe et al., 1997). Έχουν προσδιοριστεί καινούργια πυρηνικά 
µετάγραφα στην περιοχή του LCR και σε µεσοδιαγονιδιακές περιοχές σε 
ερυθροποιητικά, αλλά όχι σε µη ερυθροποιητικά κύτταρα (Ashe et al., 1997). 
Υπάρχει µία έντονη µεταγραφή της PolII πολυµεράσης κατά µήκος του 
συµπλέγµατος σε ερυθροποιητικά κύτταρα, ενώ σε µη ερυθροποιητικά κύτταρα είναι 
δυνατό να επαχθεί η µεσοδιαγονιδιακή µεταγραφή µε την παροδική διαµόλυνση ενός 
πλασµιδίου ου περιέχει ένα ενεργώς µεταγραφόµενο ε, γ ή β γονίδιο (Ashe et al., 
1997). Πειράµατα στα οποία οι υπερευαίσθητες θέσεις µελετήθηκαν ανεξάρτητα η 
µία από την άλλη ως προς τη δράση τ υς στην έκφραση των γ και β γονιδίων, έδειξαν 
ότι η HS3 είναι περισσότερο ενεργή κατά τη διάρκεια του πρώιµου εµβρυϊκού 
σταδίου. Ήταν επίσης η µόνη θέση που µπορούσε να εκφράσει σε υψηλό επίπεδο τα γ 
γονίδια κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ερυθροποίησης, σε ένα πληθυσµό κυττάρων 
που είχε τη δυνατότητα να εκφράσει τα γ και β γονίδια (Fraser et al., 1993). Η HS4 
είναι περισσότερο ενεργή κατά τη διάρκεια του ενήλικου σταδίου και εκφράζει τα γ 
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γονίδια µόνο σε χαµηλό ποσοστό κατά τη διάρκεια του πρώιµου εµβρυϊκού σταδίου 
(Fraser et al., 1993). Οι ΗS1 και HS2 µπορούν να προκαλέσουν ίσα επίπεδα 
έκφρασης µεταξύ γ και β διαγονιδίων κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, µε τη 
διαφορά ότι η HS1 έχει πολύ χαµηλότερη δράση (Fraser et al., 1993). Οι θέσεις HS3 
και ΗS4, όπως φάνηκε από πειράµατα µε YACs σε διαγονιδιακά ποντίκια, φαίνεται 
ότι δρούν συνεργιστικά προσδίδοντας λειτουργικότητα στο σύµπλεγµα του LCR 
(Bungert et al., 1995). ∆ιπλασιασµός του HS4 προκάλεσε µείωση της έκφρασης του ε 
γονιδίου και ταυτόχρονα αύξηση της έκφρασης του γ στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο 
(Bungert et al., 1995). 
 

Ελλείψεις των υπερευαίσθητων θέσεων του LCR 
Έλλειψη των υπερευαίσθητων θέσεων του LCR, έδειξε ότι ένα ακέραιο LCR 

απαιτείται για την προστασία των διαγονιδίων από ισχυρά φαινόµενα θέσεως, ειδικά 
ταν το διαγονίδιο ενσωµατώνεται σε ισχυρά ετεροχρωµατικές περιοχές, όπως το 
κεντροµερίδιο (Milot et al., 1996). Έλλειψη της HS1 προκαλεί έκφραση που 

). Η HS1 από µόνη της έχει πολύ 
µικρή µ

 λειτουργικού 
συµπλέ

υ

ό

εξαρτάται από τη θέση ένθεσης (Milot et al., 1996
εταγραφική δραστηριότητα (Collis et al., 1990) (Fraser et al., 1990). Ασθενείς 

µε έλλειψη της ΗS1 είχαν φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης του β γονιδίου (Kulozik et 
al., 1991). Έλλειψη της HS2 προκαλεί διαφορετικά επίπεδα έκφρασης/αντίγραφο, 
ανάλογα µε την ένθεση στο γονιδίωµα του ποντικού και απώλεια της εξάρτησης της 
έκφρασης από τον αριθµό των αντιγράφων (Milot et al., 1996). Έλλειψη της HS3 
προκαλεί µειωµένα επίπεδα έκφρασης όλων των ανθρώπινων γονιδίων και απώλεια 
της εξάρτησης της έκφρασης από τον αριθµό των αντιγράφων (Milot et al., 1996). 
Έλλειψη της HS4 δεν προκαλεί διαφορές στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων και η 
έκφραση είναι ανεξάρτητη µε την ένθεση στο γονιδίωµα του ποντικού και ανάλογη 
του αριθµού των αντιγράφων (Milot et al., 1996). Πειράµατα σε YACs από τα οποία 
αφαιρέθηκαν οι υπερευαίσθητες θέσεις του LCR εντόπισαν αλλαγές στην έκφραση 
των γονιδίων (Peterson et al., 1996). Ελλείψεις των υπερευαίσθητων θέσεων στο 
σύµπλεγµα των γονιδίων του ποντικού έδειξαν µόνο µέτρια µείωση στην έκφραση 
του β γονιδίου (Fiering et al., 1995; Hug et al., 1996). Τα αποτελέσµατα αυτά έδειξαν 
ότι το σύµπλεγµα του LCR, ίσως να µην απαιτεί την ύπαρξη όλων των 
υπερευαίσθητων θέσεων για τη λειτουργία του (Peterson et al., 1996). 

Σε αντίθεση µε τις ελλείψεις που περιείχαν ολόκληρες τις αλληλουχίες των 
υπερευαίσθητων θέσεων, µεγαλύτερες αλλαγές στην έκφραση των γονιδίων 
παρουσιάστηκαν στις περιπτώσεις των ελλείψεων που περιέκλειαν µόνο τους πυρήνες 
(core elements) των HS θέσεων (Bungert et al., 1995; Bungert et al., 1999). Οι 
πυρήνες πιθανώς αλληλεπιδρούν µεταξύ τους για τη δηµιουργία του

γµατος του LCR και όταν αφαιρούνται το σύµπλεγµα δεν λειτουργεί σωστά 
(Bungert et al., 1995). Άλλα πειράµατα έχουν δείξει ότι έλλειψη του π ρήνα του HS4 
σε YACs δεν είχε καµµία επίδραση στην έκφραση του ε και γ γονιδίου στο εµβρυϊκό 
στάδιο και η έκφραση του β και γ γονιδίου ήταν ανάλογη της ένθεσης του YAC 
(Navas & Stamatoyannopoulos, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Έλλειψη του πυρήνα 
του HS3 από ένα YAC µε το β-σύµπλεγµα προκάλεσε έλλειψη της έκφρασης του ε 
γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο και σηµαντική µείωση στο όψιµο εµβρυϊκό 
στάδιο. Παράλληλα παρατηρήθηκε φυσιολογική έκφραση του γ γονιδίου στο πρώιµο 
εµβρυϊκό στάδιο και ολική έλλειψή του στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο (Navas et al., 
1998). Η έκφραση του β γονιδίου ήταν ανάλογη της θέσης ένθεσης (Navas et al., 
1998). 
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Με πειράµατα σε ερυθροποιητικά κύτταρα και ελλείψεις των υπερευαίσθητων 
θέσεων έχει προταθεί ότι το LCR είναι σηµαντικό για την έκφραση των γονιδίων του 
β συµπλέγµατος, αλλά όχι για τη διατήρηση µίας ανοιχτής δοµής χρωµατίνης σε 
ερυθροποιητικά κύτταρα. Σε ερυθροποιητικό περιβάλλον ένα β-σύµπλεγµα µε 
“ανοιχτ

µ

άποψη που έχει επιβεβαιωθεί και µε πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια 

ακής ρύθµισης των γονιδίων των σφαιρινών σε 
ιαγονιδιακά ποντίκια έχει βοηθήσει τη διαλεύκανση των µηχανισµών της ρύθµισης 

ός ρύθµισης της 
ση των γονιδίων 

υρίω

φράζουν 
το γονίδιο σε κανένα στάδιο διαφοροποίησης. Όταν το ε γονίδιο είναι συνδεδεµένο µε 

ιο του λεκιθικού ασκού (Raich et al., 1990; Shih et al., 
1990). 

ι σε µεγάλο ποσοστό αυτόνοµη. Ο 
υποκιν

Ανταγω

ργά. Στην περίπτωση των πρωτογενών 
(primitive) κυττάρων ο ανταγωνισµός λαµβάνει χώρα µεταξύ ε και γ γονιδίων και στα 

και β γονιδίων (Trimborn et al., 1999). 
τ

ή” δοµή δεν αρκεί για να επιτρέψει τη µεταγραφή των γονιδίων (Reik et al., 
1998). 
 Οι υπερευαίσθητες θέσεις του LCR υπάρχουν ήδη από το στάδιο των 
πολυδύναµων αι οποιητικών πρωτόγονων κυττάρων και χάνονται στην περίπτωση 
της διαφοροποίησης µέσω ενός µη ερυθροποιητικού µονοπατιού (Jimenez et al., 
1992), 
(Papayannopoulou et al., 1997). 
 

Μοριακή ρύθµιση της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης 
 Η µελέτη της αναπτυξι
δ
της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης. Υπάρχει ένας διπλός µηχανισµ
µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης, ο οποίος στηρίζεται στην αποσιώπη
(κ ς στα εµβρυϊκά γονίδια) και στον ανταγωνισµό µεταξύ των γονιδίων. 

Αποσιώπηση των γονιδίων 
∆ιαγονιδιακά ποντίκια που περιλαµβάνουν το ε γονίδιο µε 2 kb αλληλουχίας 

ανοδικά του γονιδίου και 150 bp αλληλουχίας καθοδικά του γονιδίου, δεν εκ

το LCR εκφράζεται στο στάδ
Στα µεταγενέστερα αναπτυξιακά στάδια το ε γονίδιο αποσιωπείται αυτόνοµα. 

Όταν ο ε αποσιωπητής αφαιρείται, το γονίδιο εκφράζεται και σε µεταγενέστερα 
στάδια (Raich et al., 1992) (Cao et al., 1989). 

Το γ γονίδιο είναι αποσιωπηµένο ή εκφράζεται σε πολύ χαµηλό επίπεδο στο 
ενήλικο στάδιο ποντικών που συµπεριλαµβάνουν στην κατασκευή το LCR (Enver et 
al., 1989; Behringer et al., 1990; Enver et al., 1990; Dillon & Grosveld, 1991). Αυτό 
δείχνει ότι η ρύθµιση του γ γονιδίου είνα

ητής του γ γονιδίου παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση αυτή και σηµειακές 
µεταλλαγές στον υποκινητή, που δηµιουργούν HPFH χωρίς έλλειψη, προκαλούν 
υψηλή έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο διαγονιδιακών ποντικών (Berry et 
al., 1992; Peterson et al., 1995; Ronchi et al., 1996). Η φυσιολογική αποσιώπηση του 
γ γονιδίου διακόπτεται όταν κοντά του βρίσκεται αλληλουχία, η οποία περιέχει έναν 
ενισχυτή καθοδικά του 3’ άκρου της HPFH-1 (Anagnou et al., 1995; Arcasoy et al., 
1997; Kosteas et al., 1997). 

To β γονίδιο φαίνεται ότι δεν έχει αυτόνοµη ρύθµιση και η παρουσία των 
άλλων γονιδίων είναι σηµαντική για την αποσιώπησή του στο εµβρυϊκό στάδιο 
(Behringer et al., 1990; Enver et al., 1990). 

νισµός µεταξύ των γονιδίων 
 Ανταγωνισµός µεταξύ των γονιδίων του ανθρώπινου β συµπλέγµατος 
συµβαίνει όταν πολλά γονίδια είναι ενε

οριστικά (definitive) κύτταρα µεταξύ γ 
 Το εύρηµα ότι το β γονίδιο απαιτεί ην ύπαρξη του γ γονιδίου για τη 
φυσιολογική του δράση οδήγησε στην υπόθεση ότι η ρύθµισή του γίνεται µέσω 
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ανταγωνισµού µε τα γ γονίδια (Behringer et al., 1990; Enver et al., 1990; Hanscombe 
et al., 1991; Stamatoyannopoulos, 1991). Το γονίδιο, του οποίου ο υποκινητής 

 παραγωγή γ 
φαιρι  

Όσο πιο κοντά στο LCR είναι ένα γονίδιο τόσο µεγαλύτερη είναι η 
 νέου β 

ονιδίου κοντά στο LCR προκάλεσε έκφραση του γονιδίου στο εµβρυϊκό στάδιο 
illon et al., 1997) (Peterson et al., 1999). Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν 
ταν έ

υπερισχύει και αλληλεπιδρά επιτυχώς µε το LCR, εκφράζεται και αυτό µε την 
ανεπιτυχή αλληλεπίδραση αποσιωπάται. Στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο το LCR 
αλληλεπιδρά µε το ε γονίδιο. Στο εµβρυϊκό στάδιο το ε γονίδιο αποσιωπάται και το 
LCR αλληλεπιδρά µε τα Gγ και Αγ γονίδια. Στο ενήλικο στάδιο τα γ γονίδια 
αποσιωπούνται και το LCR αλληλεπιδρά µε το β γονίδιο (Εικόνα 1.8). 
 Η ανταγωνιστική αποσιώπηση των γονιδίων είναι σηµαντική για τη 
διατήρηση ισορροπίας στην έκφρασή τους κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης. 
Απόδειξη του ανταγωνιστικού µηχανισµού αποτελούν οι περιπτώσεις των HPFH που 
δεν προκαλούνται από έλλειψη, στις οποίες παρατηρείται αυξηµένη
σ νών σε συνδυασµό µε µειωµένη παραγωγή β σφαιρίνης σε cis, αλλά όχι σε 
trans (Giglioni et al., 1984). 
 
 
 
 Πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο 

Όψιµο εµβρυϊκό στάδιο 

 
 
 
 
 
 
 
 Ενήλικο στάδιο 
 
 
 Εικόνα
 διάφορα

 1.8: Ανταγωνιστικό µοντέλο για τη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης κατά τα 
 αν . απτυξιακά στάδια

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 Εικόνα
 

 1.9: Μοντέλα ρύθµισης των γονιδίων της σφαιρίνης µέσω του LCR. 

τέλο τυχαίας πρόσδεσης παραγόντων      Μοντέλο ολίσθησης        Μοντέλο σχηµατισµού
        -∆υαδικό µοντέλο  

trans παράγοντες 

                Μον  θηλιάς 
                         

 
 
δυνατότητά του να ανταγωνίζεται (Hanscombe et al., 1991). Προσθήκη ενός
γ
(D
ό να ετερόλογο γονίδιο ενσωµατώθηκε στο σύµπλεγµα των β γονιδίων του 
ανθρώπου ή του ποντικού (Kim et al., 1992; Shehee et al., 1993). 
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Μοντέλα ρύθµισης 

∆υαδικό µοντέλο (binary model) 
To µοντέλο αυτό προτείνει ότι όταν το σύµπλεγµα των γονιδίων της 

γό, όλα τα γονίδια έχουν τη δυνατότητα πρόσδεσης 
ων µε ένα στοχαστικό τρόπο. Τα γονίδια συµπεριφέρονται 

ανεξάρτητα το ένα από το άλλο και δεν υπάρχει ανταγωνισµός. Η µεταγραφή ενός 
καλεί αλλαγές καθοδικά, οι οποίες επηρεάζουν τη 

µεταγρ
 γ

9). Τα κοντινότερα 
γονίδια έχουν πλεονέκτηµα σε σύγκριση µε αυτά που βρίσκονται µακρύτερα 

92). Το LCR και σε αυτό το µοντέλο παίζει 
ρόλο 

 
 αλληλεπίδραση παραµένει και το επίπεδο της έκφρασης ενός γονιδίου 

εξαρτάται από τη συχνότητα και τη σταθερότητα της αλληλεπίδρασής του µε το LCR. 
ι η συχνότητα της µεταγραφής έχει 

άµεση 

σφαιρίνης ελέγχεται από έναν ενδογενή 
ηχανισµό του κυττάρου ή από µια επαγωγή από το εξωκυτταρικό περιβάλλον και µε 

ατοποιητικές 

 

σφαιρίνης είναι ενερ
µεταγραφικών παραγόντ

γονιδίου που βρίσκεται ανοδικά προ
αφή των καθοδικών γονιδίων. Αναπτυξιακή αποσιώπηση των γονιδίων που 

βρίσκονται ανοδικά επιτρέπει µεταγραφή των καθοδικών ονιδίων. Το LCR παίζει 
ρόλο στην δηµιουργία και τη διατήρηση µίας ανοιχτής και ενεργής δοµής χρωµατίνης 
(Groudine & Weintraub, 1982; Martin et al., 1996) (Εικόνα 1.9).  

Μοντέλο ολίσθησης (tracking model) 
To µοντέλο αυτό προτείνει ότι το LCR δρα σαν µια θέση εισόδου παραγόντων 

του µεταγραφικού µηχανισµού που µετακινούνται κατά µήκος του DNA µέχρι να 
φτάσουν σε ένα γονίδιο και να αρχίσει η µεταγραφή (Εικόνα 1.

(Herendeen et al., 1992; Tuan et al., 19
στην δηµιουργία και τη διατήρηση µίας ανοιχτής και ενεργής δοµής 

χρωµατίνης. 

Μοντέλο σχηµατισµού θηλειάς (looping model) 
To µοντέλο αυτό προτείνει ότι το έναυσµα για την έναρξη της µεταγραφής 

είναι η αλληλεπίδραση µεταξύ του LCR και των γονιδίων (Εικόνα 1.9). Μεταγραφή 
αρχίζει όταν η

∆εδοµένα σε διαγονιδιακά ποντίκια έχουν δείξει ότ
σχέση µε την απόσταση του γονιδίου από το LCR (Dillon et al., 1997) 

(Peterson et al., 1999). Τα γονίδια στο ίδιο αλλήλιο δεν µεταγράφονται µε στοχαστικό 
τρόπο και ένα µόνο γονίδιο µεταγράφεται κάθε στιγµή (Wijgerde et al., 1995; 
Gribnau et al., 1998). Το µοντέλο αυτό εξηγεί τα προαναφερθέντα ευρήµατα και 
σύµφωνα µε αυτό η σταθερότητα των αλληλεπιδράσεων είναι πολύ σηµαντική για 
την αναπτυξιακή ρύθµιση. Σηµαντικό ρόλο παίζουν και κατασταλτικοί παράγοντες 
που αποσταθεροποιούν τις αλληλεπιδράσεις. 
 

Κυτταρική βιολογία της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης 
Οι βασικές ερωτήσεις τις οποίες η κυτταρική βιολογία κλήθηκε να απαντήσει 

είχαν σχέση µε το αν η µεταστροφή της αιµο
µ
το αν έχει σχέση µε τις δυναµικές αλλαγές που απαντώνται στις αιµ
σειρές (hematopoietic cell lineages). 

Ερυθροποιητικά πρωτογενή κύτταρα κωδικοποιούν αναπτυξιακά 
προγράµµατα γονιδιακής έκφρασης των σφαιρινών που είναι χαρακτηριστικά για 
κάθε αναπτυξιακό στάδιο. Φαίνεται ότι η µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης είναι µια 
ενδογενής ικανότητα των ερυθροποιητικών κυττάρων (Stamatoyannopoulos & 
Grosveld, 2001). 
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 H υπόθεση της κλωνικής εξέλιξης, η οποία υποστηρίζει ότι υπάρχουν δύο 
αιµατοποιητικές σειρές, οι πρωτογενείς (primitive) οι οποίες εκφράζουν εµβρυϊκά 
γονίδια και οι οριστικές (definitive) µε ενήλικο πρόγραµµα έκφρασης, φαίνεται ότι 

ς 
πό το

 προβάτου κατά τη διάρκεια της κύησης 

ί από το 

κή αιµοσφαιρίνη στους ενήλικες 
Μικρά ποσά εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης παράγονται και στους ενήλικες και η 

παραγωγή της είναι περιορισµένη σε µία µειοψηφία κυττάρων, τα οποία λέγονται F 
 ασθένειες µπορούν να αυξήσουν 

την πα

δεν ισχύει (Ingram, 1972; Chapman & Tobin, 1979; Stamatoyannopoulos et al., 
1987). Η µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης φαίνεται ότι συµβαίνει σε ένα συγκεκριµένο 
πληθυσµό αρχέγονων κυττάρων (Stamatoyannopoulos et al., 1981; Kidoguchi et al., 
1979), θεωρία που έχει αποδειχθεί µε τη χρήση των σωµατικών κυτταρικών υβριδίων. 
Κάθε υβρίδιο προέρχεται από ένα αρχικό κύτταρο. Η µεταστροφή από το γ στο β 
γονίδιο παρατηρείται κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας κλώνων που προήλθαν από 
ένα αρχικό κύτταρο, άρα η µεταστροφή συµβαίνει σε ένα πληθυσµό που προέρχεται 
από ένα συγκεκριµένο κύτταρο (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Η µεταστροφή είναι αναπτυξιακά προκαθορισµένη και ανεξάρτητη από 
ενδοµήτριους και εξωµήτριους παράγοντες του εµβρύου. Ο βαθµός της αναπτυξιακής 
ωριµότητας του εµβρύου καθορίζει το ρυθµό και το χρονοπλαίσιο της µεταστροφή
α  γ στο β γονίδιο. Υπάρχει ένα αναπτυξιακό ρολόι που αρχίζει να λειτουργεί 
όταν η εµβρυογένεση ξεκινά και συνεχίζει να λειτουργεί χωρίς να επηρεάζεται από 
εξωτερικούς παράγοντες. Σωµατικά κυτταρικά υβρίδια τα οποία προέρχονται από 
κύτταρα νεότερων εµβρύων παρουσιάζουν µεταστροφή αργότερα από υβρίδια τα 
οποία προέρχονται από κύτταρα µεγαλύτερων σε ηλικία εµβρύων. Το αναπτυξιακό 
ρολόι της µεταστροφής βρίσκεται στο χρωµόσωµα 11 (Melis et al., 1987; 
Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 Πολλές πληροφορίες για το φαινόµενο της µεταστροφής έχουν αποκτηθεί και 
από πειράµατα µεταµοσχεύσεων. Για παράδειγµα ενήλικα κύτταρα µυελού των 
οστών που µεταµοσχεύθηκαν σε έµβρυο
κατέληξαν στο σχηµατισµό ερυθροποιητικών κυττάρων, τα οποία περιείχαν ενήλικου 
τύπου αιµοσφαιρίνη (Zanjani et al., 1982). Τα µεταµοσχευµένα κύτταρα φάνηκε ότι 
γνωρίζουν την αναπτυξιακή τους ηλικία και παρουσιάζουν µεταστροφή στην 
αιµοσφαιρίνη ανάλογη της ηλικίας του εµβρύου από το οποίο προέρχονται. 
 Η µεταστροφή γύρω από τη γέννηση από το γ στο β γονίδιο µπορεί να 
επηρεαστεί ή ακόµα και να σταµατήσει από τη χορήγηση διαφόρων φαρµακολογικών 
παραγόντων στο έµβρυο, άρα η συχνότητά της µπορεί να επηρεαστε
περιβάλλον. Επίσης, αν µε κάποιο τρόπο επηρεαστεί το σύστηµα των ενδοκρινών 
αδένων η µεταστροφή και πάλι επηρεάζεται (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 
2001). 
 

Εµβρυϊ

κύτταρα. ∆ιάφορες κληρονοµούµενες και επίκτητες
ραγωγή εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 

Καταστάσεις οξέος ερυθροποιητικού stress αυξάνουν την παραγωγή της εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης, όπως για παράδειγµα η οξεία αιµόλυση ή η µεγάλη απώλεια αίµατος. 
Σε αντίθεση, δεν υπάρχει αυξηµένη παραγωγή εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στις 
περιπτώσεις χρονίων αναιµιών, µε την εξαίρεση των αιµοσφαιρινοπαθειών και των 
συγγενών υποπλαστικών αναιµιών. Στην περίπτωση των θαλασσαιµιών σηµαντικός 
παράγοντας για την αυξηµένη παραγωγή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης είναι το οξύ 
ερυθροποιητικό stress. Η αυξηµένη παραγωγή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στο 
περιφερικό αίµα αντικατοπτρίζει την αυξηµένη παραγωγή F κυττάρων και κυρίως την 
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επιλεκτική επιβίωση των ερυθροκυττάρων που έχουν F αιµοσφαιρίνη 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 

Μεταστροφή κατά τη διάρκεια της ερυθροειδικής ωρίµανσης των κυττάρων και 
µοντέλα κυτταρικού ελέγχου 

τη διάρκεια της ωρίµανσης των ερυθροβλαστών 
apay

γ

ες που δρουν σε trans και υποβοηθούν την έκφραση του γ γονιδίου. 
 

παγωγή της αιµοσφαιρίνης από φάρµακα 

Η 5-αζακυτιδίνη προκαλεί αποµεθυλίωση του DNA αντικαθιστώντας 
κατάστατα. Η ενσωµατωµένη 5-αζακυτιδίνη εµποδίζει τη δράση της 

µεθυλτ τ

Η αραβινοσυλκυτοσίνη (ara-C) διεγείρει την παραγωγή της γ σφαιρίνης σε 
γα άτοµα δρεπανοκυτταρικής αναιµίας (Papayannopoulou et 

al., 198

 Όταν οι εµβρυϊκές και ενήλικες αιµοσφαιρίνες συνυπάρχουν στα κύτταρα, 
παράγονται ασύγχρονα κατά 
(P annopoulou et al., 1979; Chui et al., 1980; Dover & Boyer, 1980; Farquhar et 
al., 1981). Σύνθεση της  σφαιρίνης συµβαίνει στους προερυθροβλάστες και στους 
βασεόφιλους ερυθροβλάστες, ενώ σύνθεση της β σφαιρίνης αρχίζει αργότερα. 
Μεταστροφή της αιµοσφαιρίνης παρατηρείται κατά το στάδιο των ερυθροβλαστών, 
αλλά και οι δύο σφαιρίνες παράγονται στα δικτυοερυθροκύτταρα του περιφερικού 
αίµατος. 
 Τα νεαρότερα πρωτογενή κύτταρα (earlier progenitor cells) περιέχουν 
παράγοντ
Αντίθετα τα ωριµότερα πρωτογενή κύτταρα (late progenitors) περιέχουν παράγοντες 
που δρουν σε trans και υποβοηθούν την έκφραση του β γονιδίου. Υπάρχει µια 
αντιστρόφως ανάλογη σχέση µεταξύ της έκφρασης του γ γονιδίου και του σταδίου 
διαφοροποίησης των πρωτογενών κυττάρων. Όσο λιγότερο διαφοροποιηµένα είναι τα 
κύτταρα, τόσο περισσότερο το µεταγραφικό τους πρόγραµµα επιτρέπει µεταγραφή 
της γ σφαιρίνης (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 
 

Ε

5-Αζακυτιδίνη 

κυτοσίνες µε υπο
ρανσφεράσης, που µεθυλιώνει ην κυτοσίνη στο νεοσυντιθέµενο DNA (Jones, 

1985; Vesely, 1985). Υπάρχει συσχέτιση της µεθυλίωσης της κυτοσίνης και της 
γονιδιακής έκφρασης. Ενεργά γονίδια είναι συνήθως υποµεθυλιωµένα και ανενεργά 
είναι µεθυλιωµένα, µε πολλές βεβαίως εξαιρέσεις. Η έκφραση των γονιδίων της 
σφαιρίνης σχετίζεται µε τη µεθυλίωση του DNA (van der Ploeg & Flavell, 1980; 
Mavilio et al., 1983). Η µεθυλίωση όµως δεν είναι πρωταρχικός µηχανισµός στον 
έλεγχο της ρύθµισης της µεταστροφής (Enver et al., 1988). Μετά από χορήγηση 5-
αζακυτιδίνης για 7 ηµέρες σε ασθενή µε οµόζυγη β θαλασσαιµία παρατηρήθηκε 
αύξηση της σύνθεσης του γ mRNA κατά 7 φορές (Ley et al., 1982). Λόγω όµως της 
καρκινογόνου δράσης της, η 5-αζακυτιδίνη χρησιµοποιείται µόνο στις περιπτώσεις 
τελικού σταδίου οµόζυγης β θαλασσαιµίας. Η 5-αζακυτιδίνη παρουσιάζει διπλή 
δράση στην ερυθροποίηση και τη µεθυλίωση των ρυθµιστικών στοιχείων του β 
συµπλέγµατος, προκαλώντας in vivo αύξηση της HbF. 

Αραβινοσυλκυτοσίνη 

πιθήκους και σε οµόζυ
4). 
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Υδροξυουρία 
Η υδροξυουρία διεγείρει την παραγωγή της γ σφαιρίνης, δεν είναι 

καρκινογόνος και µπορεί εύκολα να χορηγηθεί από το στόµα. Έχει χρησιµοποιηθεί σε 
ασθενείς µε δρεπανοκυτταρική αναιµία και β θαλασσαιµία (Charache et al., 1992; 
Saxon et al., 1998). Μακροχρόνια όµως χορήγηση δεν είναι εφικτή λόγω της 
κυτταροτοξικής της δράσης (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). 

Ερυθροποιητίνη 
Η ερυθροποιητίνη έχει χρησιµοποιηθεί για τη διέγερση παραγωγής των F-

κυττάρων. Η ερυθροποιητίνη επάγει την ερυθροποιητική επαναγέννηση και αυξάνει 
τη σύνθεση της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (Al-Khatti et al., 1987). Έχει 
χρησιµοποιηθεί και σε συνδυασµό µε την υδροξυουρία. Σε ασθενείς µε ενδιάµεση 
θαλασσαιµία αυξάνει τα επίπεδα της ολικής αιµοσφαιρίνης και προκαλεί φαινόµενα 
που ποικίλουν στην παραγωγή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (Bourantas et al., 1997; 
Rachmilewitz & Aker, 1998). 

Αιµατοποιητίνες 
Αιµατοποιητίνες, όπως GM-CSF και IL-3, έχουν χρησιµοποιηθεί και επάγουν 

τα F κύτταρα µόνο σε συνδυασµό µε την υδροξυουρία και όχι µόνες τους (McDonagh 
et al., 1992). 

Βουτυρικό οξύ, άλλα λιπαρά οξέα βραχείας αλυσίδας και παρεµποδιστές της 
αποακετυλίωσης των ιστονών 

Το βουτυρικό οξύ επηρεάζει τη γονιδιακή έκφραση και επάγει την 
ερυθροποιητική διαφοροποίηση και την παραγωγή της γ σφαιρίνης. Ενεργοποίηση 
της παραγωγής εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης από το βουτυρικό οξύ έχει παρατηρηθεί σε 
ερυθροποιητικές καλλιέργειες ανθρώπινων κυττάρων (Constantoulakis et al., 1988) 
και σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού (Zhang et al., 1990). Υπάρχουν 
περιπτώσεις ασθενών στους οποίους το βουτυρικό οξύ δεν ήταν αποτελεσµατικό και 
παράλληλα παρουσιάζει και το µειονέκτηµα της ενδοφλέβιας χορήγησης. Το 
φαινυλβουτυρικό και το βαλπροϊκό επάγουν επίσης την παραγωγή της HbF in vivo 
(Dover et al., 1994; Liakopoulou et al., 1995). Τα λιπαρά αυτά οξέα δρουν µέσω 
παρεµπόδισης της αποακετυλίωσης των ιστονών (Swank & Stamatoyannopoulos, 
1998). Η ακετυλίωση επιτρέπει ενεργοποίηση της µεταγραφής των γονιδίων και η 
αποακετυλίωση γονιδιακή αποσιώπηση. Η επαγωγή της HbF µέσω ουσιών που έχουν 
παρεµποδιστική δράση στην αποακετυλίωση των ιστονών µπορεί να λάβει χώρα 
µέσω µηχανισµών που αυξάνουν τα επίπεδα της ακετυλίωσης των ιστονών. Η 
χρησιµοποίηση παρεµποδιστών της αποακετυλίωσης των ιστονών, όπως trapoxin, 
trichostatin και HC toxin µπορούν να επάγουν την παραγωγή εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης σε πρωτογενείς ερυθροποιητικές κυτταρικές καλλιέργειες και να την 
αυξήσουν σε κύτταρα Κ562 (McCaffrey et al., 1997). Oι παρεµποδιστές αυτοί 
αυξάνουν την έκφραση του γ υποκινητή σε κύτταρα Κ562 δρώντας στις αλληλουχίες 
CCAAT µε αντίστοιχο τρόπο µε αυτόν της επαγωγής από βουτυρικό (McCaffrey et 
al., 1997). 

PNAs (peptide nucleic acids) 
 Τα πεπτιδικά νουκλεϊκά οξέα (PNAs) είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, τα 
οποία προσδένονται σε συγκεκριµένες αλληλουχίες DNA και έχουν τη δυνατότητα να 
επάγουν την έκφραση του γ γονιδίου (Wang et al., 1999). Πιθανόν να 

                                               
                                                                       

45 



Εισαγωγή 

χρησιµοποιηθούν στο µέλλον για τη θεραπεία της δρεπανοκυτταρικής αναιµίας και 
της β θαλασσαιµίας. 
 

Συµπέρασµα-Στόχος έρευνας που σχετίζεται µε τη ρύθµιση των 
γονιδίων των σφαιρινών 

∆ιαλεύκανση του ρόλου των cis στοιχείων που είναι σηµαντικά για τη 
ρύθµιση των γονιδίων της γ σφαιρίνης, καθώς και των trans παραγόντων που επίσης 
επηρεάζουν την έκφραση των γ γονιδίων είναι πολύ σηµαντική, διότι οδηγεί στην 
ανακάλυψη νέων προσπελάσεων για την παρεµπόδιση της αποσιώπησης των γ 
γονιδίων. Επίσης, η µελέτη νέων στοιχείων που δρουν σαν µεταγραφικοί 
ενεργοποιητές της έκφρασης των γ γονιδίων οδηγεί στην ανακάλυψη νέων 
επαγωγέων της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης. 

Η β θαλασσαιµία µαζί µε τη δρεπανοκυτταρική αναιµία είναι µοναδικές 
µεταξύ των ανθρώπινων ασθενειών, διότι δείχνουν από µόνες τους το δρόµο για τη 
θεραπεία τους µέσω της παραγωγής της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης. Η µοριακή 
βιολογία προσπαθεί σήµερα να βρεί τρόπους θεραπείας αυτών των ασθενειών 
βελτιώνοντας τον τρόπο που έχει διδάξει η φύση. 

 

Γονιδιακή θεραπεία 
 Γονιδιακή θεραπεία µπορεί να χρησιµοποιηθεί σήµερα για την αντιµετώπιση 
πολλών ασθενειών. Έχει φέρει θετικά αποτελέσµατα και πολλές φορές θεραπεία σε 
µοντέλα ζώων µε αιµοποιητικές ασθένειες, όπως η ανεπάρκεια Jak3, η αιµοφιλία Α 
και Β και σε άλλες ασθένειες, όπως ο καρκίνος και τα µεταβολικά νοσήµατα 
(Sorrentino & Nienhuis, 2001). Ενθαρρυντικά αποτελέσµατα σε κλινικές προσπάθειες 
γονιδιακής θεραπείας υπάρχουν σε περιπτώσεις ασθενειών, όπως η χρόνια κοκκιώδης 
(granulomatous) ασθένεια, η ανεπάρκεια της αδενοσινικής διαµινάσης και η 
διαµόρφωση της νόσου του µοσχεύµατος έναντι του ξενιστή. Η αποτελεσµατική και 
σταθερή τροποποίηση των αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων παραµένει ένας 
δύσκολος στόχος. Τα µοντέλα ζώων ανθρώπινων αιµατολογικών ασθενειών έχουν 
διευκολύνει την πρόοδο στην περιοχή αυτή και την εφαρµογή προκλινικών 
στρατηγικών γονιδιακής θεραπείας (Sorrentino & Nienhuis, 2001). 
 Τα αρχέγονα κύτταρα κατέχουν πολύ σηµαντικό ρόλο στη γονιδιακή 
θεραπεία, διότι µπορούν να αντικαταστήσουν ολόκληρο το αιµοποιητικό σύστηµα σε 
ασθενείς που υφίστανται αφαίρεση αυτού λόγω ακτινοβολίας ή κυτταροτοξικών 
φαρµάκων. Η ικανότητα µόνιµης µεταφοράς ενός εξωγενούς γονιδίου στα αρχέγονα 
κύτταρα ex vivo επιτρέπει τη γενετική τροποποίηση των αιµοποιητικών σειρών µετά 
από µεταµόσχευση των τροποποιηµένων αυτών κυττάρων. Τα Τ-λεµφοκύτταρα είναι 
επίσης στόχος για γενετική τροποποίηση (Sorrentino & Nienhuis, 2001). 
 Οι ρετροϊοί αποτελούν ευρέως χρησιµοποιούµενο σύστηµα για την 
ενσωµάτωση εξωγενών γονιδίων στα αρχέγονα κύτταρα. Οι ρετροϊοί ποντικού είναι 
αποτελεσµατικοί για γονιδιακή µεταφορά και -τουλάχιστον σε διαιρούµενα κύτταρα- 
η αποτελεσµατικότητα της ενσωµάτωσης, µέσω της ιικής πρωτεΐνης ενσωµάτωσης, 
είναι υψηλή. Περιέχουν ως γονιδίωµα RNA (µονόκλωνο), το οποίο µετατρέπεται σε 
δίκλωνο DNA µέσω της δράσης του ιικού ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση. Η 
δηµιουργία ρετροϊικών φορέων µε αδυναµία αντιγραφής και µε τη δυνατότητα να 
µεταφέρουν και να εκφράζουν ένα κλωνοποιηµένο γονίδιο, καθώς και η ανάπτυξη 
κυτταρικών συστηµάτων για το πακετάρισµα του γονιδιώµατος του φορέα σε 
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µολυσµατικά σωµατίδια έφεραν επανάσταση στο χώρο της γονιδιακής θεραπείας 
(Watanabe & Temin, 1983; Miller & Rosman, 1989). 

∆ιάφορα εµπόδια απαντώνται κατά την µεταγωγή των ανθρώπινων 
ερυθροποιητικών κυττάρων: 
1. Το πρώτο εµπόδιο απαντάται στην κυτταρική µεµβράνη και οφείλεται σε 
µειωµένο βαθµό έκφρασης των µορίων των ρετροϊικών υποδοχέων (Sorrentino & 
Nienhuis, 2001). Οι εκοτροπικοί φορείς χρησιµοποιούνται για τη µεταγωγή 
πρωτογενών κυττάρων ποντικού, όχι όµως ανθρώπινων. Οι αµφοτροπικοί φορείς 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν στην περίπτωση ανθρώπινων αρχέγονων κυττάρων, 
αλλά παρουσιάζουν µειωµένη έκφραση των αµφοτροπικών υποδοχέων, πράγµα που 
αποτελεί περιοριστικό βήµα στη χρήση τους. Έχουν γίνει προσπάθειες να βελτιωθεί η 
αποτελεσµατικότητά τους µε τη χρήση κυτοκινών ή θρεπτικών χωρίς φώσφορο, τα 
οποία αυξάνουν την έκφραση των αµφοτροπικών υποδοχέων. Έχουν επίσης 
χρησιµοποιηθεί ρετροϊικοί φορείς µε εναλλακτικές πρωτεΐνες φακέλλου, όπως GALV 
ή VSV-G (Burns et al., 1993; Miller, 1996, Sorrentino & Nienhuis, 2001). 
2. Το δεύτερο εµπόδιο απαντάται στο κυτταρόπλασµα, όπου περιορισµένα ποσά 
νουκλεοτιδίων της G0 φάσης του κυτταρικού κύκλου, µειώνουν τις πιθανότητες για 
το σχηµατισµό του προϊικού DNA (Sorrentino & Nienhuis, 2001). Για να ξεπεραστεί 
το πρόβληµα αυτό χρησιµοποιούνται δύο στρατηγικές:  

• Κατά την πρώτη τα αρχέγονα κύτταρα επάγονται για διαίρεση in vitro. Αυτό 
γίνεται µε διάφορες µεθόδους, όπως η χρησιµοποίηση συνδυασµού κυτοκινών, η 
µοριακή τροποποίηση του µηχανισµού του κυτταρικού κύκλου (όπως µε µείωση 
των επιπέδων των αναστολέων των κινασών που εξαρτώνται από την κυκλίνη) ή η 
εισαγωγή του φορέα στα τελευταία στάδια του κυτταρικού κύκλου (Sorrentino & 
Nienhuis, 2001).  

• Κατά τη δεύτερη χρησιµοποιούνται φορείς ικανοί να ενσωµατωθούν σε µη 
διαιρούµενα κύτταρα, όπως λεντιιοί (HIV) (Sorrentino & Nienhuis, 2001). 

3. Το τρίτο εµπόδιο απαντάται κατά την είσοδο του συµπλέγµατος 
προενσωµάτωσης στον πυρήνα (Sorrentino & Nienhuis, 2001). 

 
Τα κύτταρα στρώµατος µπορούν να αυξήσουν τη µεταγωγή των ανθρώπινων 

αρχέγονων κυττάρων. Η φιµπρονεκτίνη χρησιµοποιείται επίσης για τη διευκόλυνση 
της µεταγωγής (Hanenberg et al., 1996). 

Για τα επιλεχθούν τα αρχέγονα κύτταρα που περιλαµβάνουν το φορέα µπορεί 
να χρησιµοποιηθεί επικρατής επιλογή µέσα στο φορέα. Τέτοιες επιλογές στηρίζονται 
στη χρήση ενός γονιδίου που επιφέρει ανθεκτικότητα σε ένα αντιβιοτικό, στη χρήση 
µιας φαινοτυπικής επιλογής ή στη χρήση κατασκευών που δίνουν ένα επιλεκτικό 
πλεονέκτηµα (Sorrentino & Nienhuis, 2001). 

Μια µέθοδος περιλαµβάνει FACS για την αποµόνωση των κυττάρων που 
φέρουν το φορέα. Έχει αναπτυχθεί µία “ανθρωποποιηµένη” παραλλαγή της 
πρωτεΐνης GFP, η οποία επιτρέπει υψηλού επιπέδου έκφραση σε κύτταρα 
θηλαστικών (Zolotukhin et al., 1996). Η πρωτεΐνη GFP αποτελεί ιδανική επιλογή 
λόγω της ουδετερότητάς της, της ενδοκυτταρικής της θέσης και της εύκολης και 
αποτελεσµατικής της ανίχνευσης (Pawliuk et al., 1998). Στη συνέχεια τα επιλεγµένα 
κύτταρα µε το φορέα χρησιµοποιούνται σε ζώα που έχουν υποστεί θανάσιµη 
ακτινοβολία και βρίσκονται σε στάδιο ανάρρωσης. 

Για την in vivo επιλογή που στηρίζεται σε ανθεκτικότητα σε κάποιο φάρµακο 
έχουν χρησιµοποιηθεί τα εξής γονίδια: 
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1. Το γονίδιο MDR1 (human multidrug resistance gene 1) που προσφέρει 
ανθεκτικότητα σε χηµειοθεραπευτικούς και κυτταροτοξικούς παράγοντες (Chen et 
al., 1986). 

2. Το γονίδιο DHFR προσφέρει ανθεκτικότητα σε φάρµακα, όπως η µεθοτρεξάτη 
(MTX) και η τριµεθοτρεξάτη (TMTX) (Simonsen & Levinson, 1983; McIvor & 
Simonsen, 1990; Banerjee et al., 1994). 

3. Tα γονίδια των DNA ακετυλτρανσφερασών προσφέρουν ανθεκτικότητα σε 
φάρµακα, όπως αυτά της νιτροσουρίας (BCNU, CCNU) (Brent et al., 1985). 
 

Μια άλλη µέθοδος για την επιλογή των αρχέγονων κυττάρων µε το φορέα 
βασίζεται στη στοχευµένη έκφραση των γονιδίων που προάγουν την ανάπτυξη, όπως 
αυτά των υποδοχέων των κυτοκινών. ∆ιάφοροι υποδοχείς που προσδένουν 
συγκεκριµένα µόρια πρόσδεσης (ligands) έχουν χρησιµοποιηθεί, έτσι ώστε να 
µπορούν να ελέγχονται και να ενεργοποιούνται µε τη χρήση συγκεκριµένων ligands 
(Spencer et al., 1993)(Sorrentino & Nienhuis, 2001). 

 

Φορείς γονιδιακής µεταφοράς για αιµοποιητικές ασθένειες 

Ρετροϊικοί φορείς ποντικιού 
Οι φορείς αυτοί παρουσιάζουν το πρόβληµα ότι υφίστανται από τα κύτταρα 

µεθυλίωση αλληλουχιών στον ρετροϊικό υποκινητή µε αποτέλεσµα την αποσιώπηση 
της µεταγραφής (Challita & Kohn, 1994). Για να εξαλειφθεί το πρόβληµα αυτό έχουν 
δηµιουργηθεί φορείς µε cis ρυθµιστικά στοιχεία (π.χ. µεταλλαγµένο LTR) (Hilberg et 
al., 1987). 

Λεντιιικοί φορείς 
Έχουν την ικανότητα να διαµολύνουν µη διαιρούµενα κύτταρα (Naldini et al., 

1996). ΗIV φορείς έχουν σχεδιαστεί κατά τέτοιο τρόπο, ώστε να µην εκφράζουν τα 
ιικά γονίδια, αλλά να έχουν όλα τα απαραίτητα cis στοιχεία (HIV LTRs, ψ 
αλληλουχία, µέρος του gag γονιδίου, µέρος του ΗΙV φακέλλου που περιλαµβάνει την 
αλληλουχία rev και µέρος του splice acceptor site) για την παραγωγή των 
µολυσµατικών σωµατιδίων (Parolin et al., 1996). 

Αφροϊικοί φορείς (Foamy virus vectors) 
Οι φορείς αυτοί έχουν δηµιουργηθεί αφαιρώντας τα ιικά γονίδια από το 

γονιδίωµα του ανθρώπινου αφροϊού (human foamy virus), αλλά διατηρώντας τα 
LTRs και το σήµα του πακεταρίσµατος (Russell & Miller, 1996). 

Αδενοσυνδεδεµένοι ιικοί φορείς 
Οι αδενοσυνδεδεµένοι ιοί έχουν ως γονιδίωµα µονόκλωνο DNA µε 

κωδικοποιούσες αλληλουχίες για τις πρωτεΐνες cap και rep, που περικλείονται από 
δύο ανεστραµµένες αλληλουχίες 145bp. Οι ανεστραµµένες αυτές αλληλουχίες είναι 
τα µόνα απαραίτητα cis στοιχεία για τη αντιγραφή και την εγκαψιδίωση των 
σωµατιδίων του φορέα. Οι φορείς αυτοί µπορούν να δηµιουργηθούν απλώς µε 
αντικατάσταση των rep και cap γονιδίων µε εξωγενείς αλληλουχίες (Samulski et al., 
1989). Ο λυτικός κύκλος του αδενοσυνδεδεµένου ιού απαιτεί την συνδιαµόλυνση 
αδενοϊών άγριου τύπου. Μπορούν όµως εναλλακτικά να χρησιµοποιηθούν βοηθητικά 
πλασµίδια που συµπεριλαµβάνουν τα trans συµπληρωµατικά γονίδια του αδενοϊού 
και έτσι δεν απαιτείται συνδιαµόλυνση των ιών άγριου τύπου. Οι φορείς αυτοί είναι 
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σηµαντικοί για τη θεραπεία των αιµοσφαιρινοπαθειών, διότι µπορούν πολύ 
αποτελεσµατικά να µεταφέρουν και να εκφράσουν γονίδια β σφαιρινών. Φορείς µε 
ενσωµατωµένα στοιχεία LCR είναι σταθεροί και εκφράζουν γονίδια σφαιρινών σε 
υψηλό ποσοστό σε ερυθρολευχαιµικές κυτταρικές σειρές (Walsh et al., 1992; Miller 
et al., 1993; Einerhand et al., 1995; Zhou et al., 1996). 

Αδενοϊικοί φορείς 
Είναι πολύ αποτελεσµατικοί για τη διαµόλυνση µη διαιρούµενων κυττάρων 

και χρησιµοποιούνται για θεραπεία της αιµοφιλίας και άλλων µη αιµοποιητικών 
παθήσεων (Watanabe et al., 1996). Πρόβληµα µπορεί να δηµιουργήσει η 
ανοσοαντίδραση του ξενιστή, που οδηγεί σε παροδική έκφραση του θεραπευτικού 
γονιδίου. 

Μη ενσωµατωµένοι φορείς 
Σε αυτούς συµπεριλαµβάνονται φορείς που δεν ενσωµατώνονται και 

χρησιµοποιούνται σε αιµοποιητικά κύτταρα, όπως οι SV40 pseudovirion και οι DISC-
HSV (Oppenheim et al., 1986; Dilloo et al., 1997). 
 

Γονιδιακή θεραπεία των αιµοσφαιρινοπαθειών 
 Η δρεπανοκυτταρική αναιµία και η β θαλασσαιµία ήταν από τις πρώτες 
υποψήφιες αιµοποιητικές ασθένειες για γονιδιακή θεραπεία και παραµένουν 
σηµαντικοί στόχοι της µέσω της χρησιµοποίησης των αρχέγονων κυττάρων 
(Sadelain, 1997). ∆ιάφορες στρατηγικές έχουν εφαρµοσθεί µέχρι στιγµής. Προσθήκη 
ενός λειτουργικού β γονιδίου µπορεί να είναι θεραπευτική για την β θαλασσαιµία, 
αλλά όχι για την δρεπανοκυτταρική αναιµία, διότι ανταγωνισµός από τη 
δρεπανοκυτταρική β αλυσίδα για τη συγκρότηση της λειτουργικής αιµοσφαιρίνης 
µειώνει την αποτελεσµατικότητα της προσέγγισης. Υψηλή έκφραση του γ γονιδίου 
ίσως να είναι πιό αποτελεσµατική δεδοµένης της καλύτερης συγκρότησης των α και γ 
αλυσίδων και της αδυναµίας της αιµοσφαιρίνης F να ενσωµατωθεί σε πολυµερή 
δρεπανοκυτταρικής αιµοσφαιρίνης. Ανασυνδυασµένες β σφαιρινικές αλυσίδες µε 
αντιδρεπανοκυτταρικές ιδιότητες έχουν κατασκευαστεί (McCune et al., 1994). Μια 
άλλη πιθανότητα είναι η µεταφορά και χρησιµοποίηση γονιδίων, τα οποία 
ενεργοποιούν την έκφραση των γ γονιδίων. Ενεργοποίηση της δράσης ενός 
ερυθροποιητικού µεταγραφικού παράγοντα, όπως EKLF, ίσως να έχει επίσης 
επίδραση στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης από το εµβρυϊκό στο ενήλικο στάδιο 
(Perkins et al., 1996; Wijgerde et al., 1996). Μια άλλη πιθανότητα είναι η 
χρησιµοποίηση ενός µεταγραφικού παράγοντα που θα µπορούσε να επάγει την 
έκφραση του δ γονιδίου (Donze et al., 1996). 
 Ένα γενικό πρόβληµα που απαντάται στους ρετροϊικούς φορείς µε β γονίδια 
σφαιρίνης είναι η δυσκολία της επίτευξης υψηλής ερυθροειδικής έκφρασης. Οι 
αρχικοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν περιείχαν το β γονίδιο υπό τον ενδογενή β 
υποκινητή, που ήταν ενσωµατωµένο σε αντίθετη κατεύθυνση από το LTR-
οδηγούµενο µετάγραφο. Αυτοί οι φορείς ενώ µπορούσαν να διαµολύνουν αρχέγονα 
κύτταρα ποντικού, η έκφραση των µεταφερόµενων γονιδίων στα ερυθροποιητικά 
κύτταρα ήταν µόνο το 1% της έκφρασης των ενδογενών β γονιδίων του ποντικού 
(Dzierzak et al., 1988; Karlsson et al., 1988; Bender et al., 1989). 

Η µελέτη της ρύθµισης των γονιδίων µέσω του LCR και του ανταγωνισµού 
τους είναι σηµαντική στο σχεδιασµό φορέων γονιδιακής θεραπείας. Η ύπαρξη άλλων 
γονιδίων σε ένα φορέα γονιδιακής θεραπείας µπορεί να επηρεάσει την έκφραση των 
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θεραπευτικών µεταφερόµενων γονιδίων σφαιρίνης (Grosveld et al., 1998). Όταν 
πολλά γονίδια που ελέγχονται από ένα ρυθµιστικό στοιχείο (LCR) εισάγονται σε 
ποντίκια, υπάρχει ανταγωνισµός µεταξύ των γονιδίων. Τα γονίδια που βρίσκονται πιο 
κοντά στο ρυθµιστικό στοιχείο έχουν πλεονέκτηµα έκφρασης σε σύγκριση µε αυτά 
που βρίσκονται µακρύτερα (Grosveld et al., 1998). Η απόσταση των επιµέρους 
θεραπευτικών γονιδίων από ρυθµιστικά στοιχεία είναι σηµαντική στο σχεδιασµό 
φορέων γονιδιακής θεραπείας. Με την ανακάλυψη του LCR (Grosveld et al., 1987), 
έγινε αντιληπτό ότι υψηλή έκφραση θα µπορούσε να επιτευχθεί µε την ενσωµάτωση 
στοιχείων LCR στους φορείς. ∆υστυχώς όµως τα στοιχεία αυτά έκαναν τους φορείς 
ασταθείς και οδηγούσαν σε συχνούς ανασυνδυασµούς και χαµηλούς τίτλους (Novak 
et al., 1990; Chang et al., 1992; Leboulch et al., 1994). Τροποποιήσεις των 
κατασκευών LCR και των γονιδίων οδήγησε στην κατασκευή φορέων που είχαν 
υψηλό τίτλο και εξέφραζαν τα ανθρώπινα γονίδια σε θεραπευτικό επίπεδο σε 
ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού (Plavec et al., 1993; Leboulch et al., 1994; 
Sadelain et al., 1995; Takekoshi et al., 1995; Ren et al., 1996). Η έκφραση των 
γονιδίων εξαρτώνταν από τη θέση της ενσωµάτωσης (Rivella & Sadelain, 1998) και 
για την προστασία των µεταφερόµενων θεραπευτικών γονιδίων από φαινόµενα 
θέσεως χρησιµοποιήθηκαν οι αλληλουχίες insulators, που αρχικά είχαν προσδιορισθεί 
στη Drosophila (Kellum & Schedl, 1991; Kellum & Schedl, 1992). Ο χρωµατινικός 
insulator HS4 του συµπλέγµατος των β γονιδίων του κοτόπουλου προστατεύει 
ρετροϊικoύς φορείς από φαινόµενα θέσεως και µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη 
βελτίωση πολλών φορέων (Emery et al., 2000).  

Μοντέλα β-θαλασσαιµίας και δρεπανοκυτταρικής αναιµίας έχουν 
δηµιουργηθεί σε ποντίκια (Ciavatta et al., 1995; Yang et al., 1995; Ryan et al., 1997) 
και παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στα προκλινικά πειράµατα µε νέους φορείς 
γονιδιακής θεραπείας. 

Σε αντίθεση µε τους ρετροϊικούς φορείς, οι αδενοσυνδεδεµένοι ιοί (AAV) 
παρέχουν µεγαλύτερη σταθερότητα για τη µεταφορά κατασκευών µε το LCR και 
γονίδια σφαιρίνης. Ένας AAV φορέας µε το γ γονίδιο και τους πυρήνες των 
υπερευαίσθητων θέσεων HS-2, HS-3 και HS-4 του LCR, χρησιµοποιήθηκε στη 
διαµόλυνση ανθρώπινων πρωτογενών ερυθροποιητικών κυττάρων. Στις 
διαµολυνθείσες αποικίες παρατηρήθηκε έκφραση του γ mRNA µεταξύ 4-71% αυτής 
του ενδογενούς γ γονιδίου, που συµβάδιζε µε ταυτόχρονη αύξηση της εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης F (Miller et al., 1994). Το πρόβληµα σε αυτούς τους φορείς ήταν η µη 
συχνή ενσωµάτωση του φορέα και η έκφραση του γονιδίου που προερχόταν κυρίως 
από µη ενσωµατωµένα αντίγραφα του φορέα. Η ύπαρξη του 3’ Αγ ρυθµιστικού 
στοιχείου καθοδικά του Αγ γονιδίου στους φορείς αυτούς διευκόλυνε την 
ενσωµάτωση τους σε επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες που είχαν τη διάταξη κεφάλι-
ουρά (Hargrove et al., 1997). Υπάρχουν ακόµα πολλά ερωτηµατικά για να 
απαντηθούν και για να διευκρινήσουν αν οι AAV φορείς µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για τη σταθερή ενσωµάτωση γονιδίων των σφαιρινών σε 
αιµοποιητικά αρχέγονα κύτταρα. 

Ο ενισχυτής HS40 του α συµπλέγµατος αποδείχθηκε σηµαντικός στην αύξηση 
της έκφρασης του Αγ γονιδίου σε διαµολυνθέντα πλασµίδια (Chen et al., 1997; Li et 
al., 1999).  

Σε ρετροϊικούς φορείς µε το β γονίδιο είχαν βρεθεί περιοχές µε αρνητικές 
επιπτώσεις στην αποτελεσµατικότητα των φορέων, όπως προαναφέρθηκε, όπως το 
τµήµα του βΙVS2, το οποίο είναι πλούσιο σε Α/Τ, οι θέσεις πολυαδενυλίωσης και 
µατίσµατος (Leboulch et al., 1994). Για το λόγο αυτό άρχισε προσπάθεια αφαίρεσης 
των στοιχείων αυτών. Κατασκευάστηκαν ρετροϊικοί φορείς µε µεταλλαγές στη θέση 
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µατίσµατος του β γονιδίου. Μελετήθηκε η σταθερότητα της προϊικής µεταφοράς και 
οι φορείς αυτοί επέτρεψαν µακροχρόνια επανάνηψη σε µεταµοσχευµένα ποντίκια και 
υψηλά επίπεδα έκφρασης του β γονιδίου, που όµως ήταν εξαρτώµενη της θέσης 
ένθεσης (Pawliuk et al., 1998). Εσωτερικές ελλείψεις του δεύτερου ιντρονίου του β 
γονιδίου σε ρετροϊικούς φορείς βελτίωσε τους τίτλους και τη σταθερότητα του φορέα 
(Leboulch et al., 1994). Οι Raftopoulos et al., 1997, χρησιµοποιώντας ένα 
τροποποιηµένο φορέα (HS2+HS3+HS4) β-LCR δηµιούργησαν ένα µοντέλο 
µεταµοσχευµένου ποντικού και πέτυχαν σταθερή µεταφορά και µακροχρόνια υψηλού 
επιπέδου έκφραση του θεραπευτικού β γονιδίου (Raftopoulos et al., 1997). 

Περαιτέρω µελέτες σε ρετροϊικούς φορείς έδειξαν ότι µερική ή ολική έλλειψη 
του δεύτερου ιντρονίου του Αγ γονιδίου απαιτείται για την δηµιουργία υψηλών τίτλων 
(Emery et al., 1999). Υψηλή έκφραση του γονιδίου επιτεύχθηκε σε µία 
ερυθρολευχαιµική κυτταρική σειρά όταν χρησιµοποιήθηκε φορέας που περιείχε ένα 
κολοβωµένο τµήµα του β υποκινητή, το Αγ γονίδιο µε ακέραιο το ιντρόνιο 1 και 
έλλειψη του ιντρονίου 2 και δύο αντίγραφα του ΗS40 ενισχυτή του α γονιδίου 
(Emery et al., 1999). Πλήρης έλλειψη των ιντρονίων ή των HS40 ενισχυτών µείωσε 
κατά πολύ την έκφραση (Emery et al., 1999). Οι Li et al., 1999, έδειξαν ότι η 
χρησιµοποίηση του Αγ υποκινητή είναι πιό αποτελεσµατική από αυτή του β 
υποκινητή, όταν αλληλουχίες που συµπεριλαµβάνουν στοιχεία σηµαντικά στην 
αποσιώπηση του Αγ γονιδίου αφαιρούνται ή HPFH µεταλλαγές προστίθενται (Li et 
al., 1999). 

Έχουν κατασκευαστεί φορείς µε αντιδρεπανοκυτταρικές ιδιότητες, όπως 
φορείς µε ένα χιµαιρικό γονίδιο β/δ και άλλοι µε ένα τροποποιηµένο β γονίδιο, στο 
οποίο το αµινοξύ θρεονίνη στη θέση 87 έχει αντικατασταθεί από γλουταµίνη 
(Takekoshi et al., 1995). 

Παράλληλα, η χρήση ανασυνδυασµένων λεντιιών επιτρέπει αποτελεσµατική 
µεταφορά και ενσωµάτωση του ανθρώπινου β γονιδίου µε µεγάλες περιοχές του 
LCR, µε αποτέλεσµα παραγωγή υψηλών επιπέδων αιµοσφαιρίνης, τα οποία µπορούν 
να βελτιώσουν την κλινική εικόνα σε θαλασσαιµικά ποντίκια (May et al., 2000). 

Συµπερασµατικά, η αποτελεσµατική γονιδιακή θεραπεία των 
αιµοσφαιρινοπαθειών θα εξαρτηθεί από τη συχνότητα µε την οποία τα αρχέγονα 
αιµοποιητικά κύτταρα διαµολύνονται µε φορείς γονιδιακής θεραπείας που φέρουν 
θεραπευτικά γονίδια και από τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων αυτών στα ώριµα 
ερυθροκύτταρα. Σε περιπτώσεις ασθενών µε β οµόζυγη µεσογειακή αναιµία ή 
δρεπανοκυτταρική αναιµία (Andreani et al., 1996; Walters et al., 1996; Walters et al., 
1996) διαµόλυνση 15-20% των αρχέγονων κυττάρων των ασθενών θα έχει 
θεραπευτικά αποτελέσµατα, εάν οι ώριµοι απόγονοι των κυττάρων αυτών εκφράζουν 
οµογενώς θεραπευτικά επίπεδα της φυσιολογικής αιµοσφαιρίνης. Για παρεµπόδιση 
της in vivo δρεπανοκύττωσης απαιτείται παραγωγή εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης 
τουλάχιστον κατά 20-30% ανά κύτταρο. Τα επίπεδα αυτά εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης 
προβλέπεται να έχουν καθοριστικό ρόλο στην επιβίωση των ερυθροκυττάρων των 
ασθενών µε β-θαλασσαιµία. Στη µελέτη των Emery et al., 1999, το επίπεδο Αγ 
σφαιρίνης που παράχθηκε αντιστοιχούσε σε ποσοστό 11.5% ανά κύτταρο που είναι 
πολύ χαµηλότερο από το απαιτούµενο θεραπευτικά (Emery et al., 1999). Ακόµα όµως 
και χαµηλά επίπεδα εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης µπορεί να έχουν ευεργετικό 
αποτέλεσµα στη δρεπανοκυτταρική αναιµία (Platt, 1994). Ο σχεδιασµός φορέων 
γονιδιακής θεραπείας µε κατάλληλα ρυθµιστικά στοιχεία και οι οποίοι δεν 
επηρεάζονται από φαινόµενα θέσεως, καθώς και τα επακόλουθα πειράµατα 
µεταµοσχεύσεων, ανοίγουν όλο και περισσότερο το δρόµο για την επιτυχή γονιδιακή 
θεραπεία των αιµοσφαιρινοπαθειών. 
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Τρόποι µελέτης της ρύθµισης των γονιδίων των σφαιρινών 

Χρησιµοποίηση κυτταρικών σειρών (in vitro µελέτες) 
Η ανθρώπινη ερυθρολευχαιµική σειρά που χρησιµοποιήθηκε κατά τη διάρκεια 

της διατριβής αυτής είναι η σειρά Κ562, η οποία παράγει Gγ, Αγ και ε σφαιρίνες, αλλά 
όχι β σφαιρίνες (Rutherford et al., 1979; Rutherford et al., 1981). 

Η ερυθρολευχαιµική σειρά ποντικού που χρησιµοποιήθηκε ήταν η Μ11Χ. Η 
σειρά αυτή δηµιουργήθηκε από σύντηξη τετραπλοειδών HGPRT– ερυθρολευχαιµικών 
κυττάρων ποντικού (MEL) µε ανθρώπινους ινοβλάστες που περιείχαν χρωµόσωµα 
που προήλθε από µετάθεση µεταξύ του 11 και του Χ, t (11;X). Τα κύτταρα αυτά 
µεγαλώνουν σε θρεπτικό HAT (hypoxanthine/aminopterin/ thymidine medium), λόγω 
του HGPRT γονιδίου στο Χ τµήµα του t (11;X) χρωµοσώµατος. Η σειρά αυτή 
εκφράζει το ενήλικο β γονίδιο, αλλά όχι τα εµβρυϊκά γ και ε γονίδια (Scott et al., 
1979; Ley et al., 1984). 

Τα µη ερυθροποιητικά κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα HeLa. 
Για µελέτες της ρύθµισης των γονιδίων των σφαιρινών χρησιµοποιούνται 

πολύ και τα κύτταρα ΜΕL, τα οποία είναι ερυθρολευχαιµικά κύτταρα ποντικού 
(Marks et al., 1978; Marks & Rifkind, 1978). Τα κύτταρα αυτά έχουν προέλθει από 
πρωτογενή ερυθροποιητικά κύτταρα ποντικού µετά από διαµόλυνση µε τον ιό Friend 
leukemia και η διαφοροποίησή τους έχει σταµατήσει στο στάδιο του 
προερυθροβλάστη. Μπορεί να γίνει επαγωγή της ερυθροποιητικής τους 
διαφοροποίησης in vitro µε χηµικούς παράγοντες, η οποία έχει σαν αποτέλεσµα 
έντονη παραγωγή ενήλικων σφαιρινών. Mια άλλη ανθρώπινη ερυθρολευχαιµική 
σειρά που χρησιµοποιείται είναι η ΗΕL (Martin & Papayannopoulou, 1982), η οποία 
εκφράζει τα Gγ και Αγ γονίδια, αλλά όχι το ε. 

H δηµιουργία σωµατικών κυτταρικών υβριδίων προσέφερε καινούργιες 
δυνατότητες στη µελέτη της ρύθµισης των γονιδίων των σφαιρινών, αφού µεταλλαγές 
που απαντώνται στην φύση µπορούσαν να επανασυσταθούν και να µελετηθούν in 
vitro (Papayannopoulou et al., 1988). Τα υβρίδια αυτά παράγονται από σύντηξη 
κυττάρων MEL µε ανθρώπινα κύτταρα και διατηρούν το ανθρώπινο χρωµόσωµα 11. 

 

Μελέτη της ρύθµισης σε διαγονιδιακά ποντίκια 
∆ιάφορες κατασκευές ενέονται σε γονιµοποιηµένα αυγά ποντικιών και 

ενσωµατώνονται στο γονιδίωµα του ποντικού (Kollias et al., 1986)(Hogan et al., 
1986). Τα αυγά µεταφέρονται στη συνέχεια σε ψευδοέγκυα θηλυκά, τα οποία µετά 
από ~20 ηµέρες γεννούν νεογνά, κάποια εκ των οποίων είναι διαγονιδιακά. Για τη 
µελέτη της ρύθµισης των β γονιδίων των σφαιρινών σε διαγονιδιακά ποντίκια έχουν 
χρησιµοποιηθεί διάφορες κατασκευές. Ενδεικτικά αναφέρονται µερικές από αυτές: 
• Πλασµίδια µε ένα ή περισσότερα γονίδια µαζί µε ρυθµιστικές αλληλουχίες.  
• Κοσµίδια τα οποία περιελάµβαναν µέρος του β συµπλέγµατος (Dillon & Grosveld, 

1991). 
• Κοσµίδια τα οποία περιελάµβαναν όλο το β σύµπλεγµα (Strouboulis et al., 1992). 
• ΥACs µεγέθους 248 kb που συµπεριελάµβαναν όλο το σύµπλεγµα των β γονιδίων 

(Peterson et al., 1993). 
• ΥACs µικρότερου µεγέθους 150kb (Gaensler et al., 1993; Peterson et al., 1998). 
• PACs 185kb (Imam et al., 2000). 
• ΒACs 100kb (Kaufman et al., 1999). 
• ΒACs 160kb (Huang et al., 2000). 
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Τα κοσµίδια µπορούν να έχουν ένθεµα µεγίστου µεγέθους 35-40 kb, µέγεθος 
που αποτελεί περιορισµό στη χρήση τους σε µελέτες µεγάλων γονιδιακών 
συµπλεγµάτων, όπως αυτού των β σφαιρινών. 

Τα ΥACs έχουν δυνατότητα να περιέχουν 2 Μb ενθέµατος και το 
πλεονέκτηµα της χρήσης του αποτελεσµατικού συστήµατος οµόλογου 
ανασυνδυασµού στη ζύµη για τη δηµιουργία σηµειακών µεταλλαγών ή ελλείψεων 
(Peterson et al., 1993; Peterson et al., 1995; Peterson et al., 1997; Peterson et al., 
1998). Παρουσιάζουν το µειονέκτηµα ανασυνδυασµών κατά τη διάρκεια της 
αποµόνωσής τους και κατά τη διάρκεια των µικροενέσεων. Υπάρχει δυσκολία στην 
προετοιµασία και αποµόνωση του DNA τους, η οποία καθυστερεί και καταλήγει σε 
µικρά ποσά DNA. Απαιτείται επίσης πολύ προσεκτική χαρτογράφηση για τον έλεγχο 
της ακεραιότητας των διαγονιδίων. Tα BACs επίσης ανασυνδυάζονται, αλλά 
τουλάχιστον η προετοιµασία και αποµόνωση του DNA τους είναι εύκολη, όπως αυτή 
των απλών πλασµιδίων, και καταλήγει σε µεγάλα ποσά DNA (Kaufman et al., 1999). 
 Τα PACs έχουν δυνατότητα να περιέχουν ένθεµα 350 kb (Peterson et al., 
1997), το πλεονέκτηµα του υψηλού επιπέδου σταθερότητας και δεν παρουσιάζουν 
συχνά ανασυνδυασµούς (Imam et al., 2000). Η προετοιµασία και αποµόνωση του 
DNA τους είναι γρήγορη και καταλήγει σε µεγάλα ποσά DNA. Χρησιµοποιούνται για 
τη δηµιουργία σηµειακών µεταλλάξεων, ελλείψεων και προσθήκης αλληλουχιών 
DNA στο σύµπλεγµα των β γονιδίων (Imam et al., 2000). 
 

Μελέτες σε knock outs και knock ins 
 Η δυνατότητα της εισαγωγής εξωγενών αλληλουχιών σε συγκεκριµένες 
χρωµοσωµικές θέσεις σε κύτταρα θηλαστικών µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού και η 
δυνατότητα της αποτελεσµατικής χρήσης των ES κυττάρων κάνει δυνατή τη 
δηµιουργία ποντικών µε ελλείψεις γονιδίων ή ρυθµιστικών στοιχείων ή αντίθετα µε 
προσθήκες ή τροποποιήσεις γονιδίων ή ρυθµιστικών στοιχείων (Williams, 1990). Η 
τεχνολογία των ΕS κυττάρων έχει ήδη επιτρέψει τη δηµιουργία µοντέλων ζώων 
αιµατολογικών ασθενειών προσφέροντας πολλές πληροφορίες για τους µοριακούς 
µηχανισµούς που ελέγχουν τις ασθένειες αυτές.  
 

Μελέτες που διερευνούν αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών µε τα γονίδια σφαιρίνης 
 Πρωτεϊνικές µελέτες διερευνούν τις αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών, όπως 
µεταγραφικών παραγόντων, µε τους υποκινητές των γονιδίων και µε άλλα cis 
ρυθµιστικά στοιχεία. 
 

Μέθοδοι τροποποίησης PAC και ΒΑC κλώνων 
Οι Yang et al., 1997 δηµοσίευσαν την τροποποίηση ενός κλώνου BAC µε 

οµόλογο ανασυνδυασµό σε E. coli (Yang et al., 1997). Μεταγενέστερα οι Zhang et 
al., 1998, δηµοσίευσαν µία µέθοδο, η οποία χρησιµοποιεί τις RecE και RecT 
ρεκοµπινάσες για την τροποποίηση αλληλουχιών µε οµόλογο ανασυνδυασµό σε E. 
coli (Zhang et al., 1998). Οι Narayanan et al., 1999, εφάρµοσαν ένα σύστηµα 
οµόλογου ανασυνδυασµού που χρησιµοποιεί τις RecE και RecT ρεκοµπινάσες και 
που ήταν επαγώγιµο µε αραβινόζη (Narayanan et al., 1999). Το σύστηµα αυτό δίνει 
τη δυνατότητα τροποποίησης PACs/BACs µε το σύµπλεγµα των β γονιδίων των 
σφαιρινών, σε κύτταρα E.coli DH10B (Narayanan et al., 1999). Στη συνέχεια 
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αναλύεται η µέθοδος των Imam et al., 2000, η οποία χρησιµοποιεί τον ανασυνδυασµό 
σε κύτταρα E. coli DH10B, µέσω της RecA ρεκοµπινάσης (Imam et al., 2000). 
 

Οµόλογος ανασυνδυασµός στα κύτταρα E. coli DH10B για την τροποποίηση 
PACs 

Αναπτύχθηκε και χρησιµοποιήθηκε ένα σύστηµα οµόλογου ανασυνδυασµού 
στα κύτταρα E.coli DH10B, το οποίο στηρίζεται στη χρησιµοποίηση ενός φορέα 
ανασυνδυασµού µε θερµοευαίσθητο διπλασιασµό, στο recA γονίδιο και σε ένα 
άγριου τύπου αντίγραφο του rpsL γονιδίου, το οποίο επιτρέπει αποτελεσµατική 
επιλογή κατά την απώλεια του φορέα ανασυνδυασµού από τον ξενιστή (Imam et al., 
2000). Με αυτή τη µέθοδο παρατηρούνται υψηλές συχνότητες ανασυνδυασµού, 
ακόµα και στην περίπτωση µικρών αλληλουχιών οµολογίας. Η µέθοδος είναι πολύ 
αποτελεσµατική για την προσθήκη νέων αλληλουχιών DNA, για την εισαγωγή 
σηµειακών µεταλλαγών και για τη δηµιουργία ελλείψεων. Η διαδικασία µετά την 
κλωνοποίηση των περιοχών οµολογίας στο φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού 
περιλαµβάνει δύο βήµατα που επιτρέπουν την τροποποίηση PACs και που 
στηρίζονται στον RecA οµόλογο ανασυνδυασµό και στη χρήση µίας απλής επιλογής 
αντιβιoτικών στα κύτταρα E. coli DH10B για τον έλεγχο κάθε βήµατος της 
διαδικασίας (Imam et al., 2000). 

Κατά το πρώτο βήµα ο φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού ενσωµατώνεται 
µετά από µια αµοιβαία οµόλογη ανταλλαγή στο PAC 148 γ-lox, που περιλαµβάνει 
185 kb ανθρώπινης γενωµικής αλληλουχίας µε το σύµπλεγµα των γονιδίων των β-
σφαιρινών. Τα κύτταρα E. coli DH10B είναι ανθεκτικά σε στρεπτοµυκίνη και αυτό 
είναι συνέπεια µίας µεταλλαγής στο γονίδιο rpsL. Κατά το στάδιο αυτό ο ξενιστής 
αποκτά την ανθεκτικότητα στο αντιβιoτικό του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού 
(χλωραµφενικόλη). Ο φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού έχει το rpsL+ αλλήλιο και 
κατά την εισαγωγή του στον ξενιστή προκαλεί απώλεια της ανθεκτικότητας σε 
υψηλές συγκεντρώσεις στρεπτοµυκίνης (Imam et al., 2000). Κατά το δεύτερο βήµα ο 
φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού εκτέµνεται από το PAC, κάτω από την επίδραση 
κατάλληλης επιλογής και αφήνει πίσω του, είτε το ανασυνδυασµένο επιθυµητό PAC, 
είτε το αρχικό (Imam et al., 2000). 
 

Τρόποι δηµιουργίας διαγονιδιακών ποντικών µε ένα αντίγραφο της 
κατασκευής 

Ρεκοµπινάσες Cre και Flp 
 Το σύστηµα ανασυνδυασµού Cre-loxP του βακτηριοφάγου P1 είναι ένα πολύ 
σηµαντικό εργαλείο για την εκτοµή DNA αλληλουχιών από το γονιδίωµα ανώτερων 
ευκαρυωτικών οργανισµών in vitro (Sauer & Henderson, 1988; Sauer & Henderson, 
1989; Sauer & Henderson, 1990; Baubonis & Sauer, 1993) και in vivo (Orban et al., 
1992; Gu et al., 1994). H Cre recombinase επάγει τον ανασυνδυασµό µεταξύ δύο loxP 
θέσεων σε µια loxP θέση, µε ταυτόχρονη εκτοµή της αλληλουχίας DNA που 
περικλείεται από τις loxP θέσεις. Ο ανασυνδυασµός αυτός µπορεί να χρησιµοποιηθεί 
για να ενεργοποιηθεί ένα γονίδιο, του οποίου η έκφραση παρεµποδίζεται από την 
αλληλουχία που περικλείεται από τις loxP θέσεις (Lewandoski et al., 1997). Η χρήση 
του συστήµατος αυτού επιτρέπει και τη δηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών µε µονό 
αντίγραφο της κατασκευής, από ποντίκια µε πολλά αντίγραφα. Μετά από τον 
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ανασυνδυασµό το ενδιάµεσο εκτµηθέν DNA αποικοδοµείται και ούτε διατηρείται 
εξωχρωµοσωµικά, ούτε και ενσωµατώνεται σε άλλα σηµεία του γονιδιώµατος. 
 Υπάρχει και µία δεύτερη ρεκοµπινάση, η Flp, η οποία δρά µε αντίστοιχο 
τρόπο µε αυτόν της Cre και εκτέµνει αλληλουχία που βρίσκεται µεταξύ των θέσεων 
frt. H ρεκοµπινάση αυτή δουλεύει και στη Drosophila (Golic & Lindquist, 1989) και 
σε κύτταρα θηλαστικών. 
 Στα διαγονιδιακά ποντίκια τα επίπεδα έκφρασης ενός διαγονιδίου εξαρτώνται 
από τις ρυθµιστικές αλληλουχίες του, τη θέση ένθεσης στο γονιδίωµα του ποντικού 
και τον αριθµό των αντιγράφων του. Σε πολλές περιπτώσεις είναι απαραίτητη η 
σύγκριση των επιπέδων έκφρασης µεταξύ διαγονιδιακών ποντικών µονού αντιγράφου 
(όπως στον έλεγχο κατασκευών γονιδιακής θεραπείας που στο γονιδίωµα του ξενιστή 
θα είναι παρούσες σε µονό αντίγραφο) (Ellis et al., 1997).  

Kατά τη διάρκεια της διατριβής αυτής αποφασίστηκε να χρησιµοποιηθεί το 
σύστηµα της Cre ρεκοµπινάσης, διότι θεωρείται πιό αποτελεσµατικό σε κύτταρα 
θηλαστικών. Χρησιµοποιήθηκαν δύο ειδών διαγονιδιακές σειρές cre: 

∆ιαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν την Cre ρεκοµπινάση (Zp3cre, cagcre) 
Στην διαγονιδιακή σειρά Zp3cre η έκφραση της cre ελέγχεται από ρυθµιστικές 

αλληλουχίες του γονιδίου zona pellucida 3 (Zp3) του ποντικού (Lewandoski et al., 
1997). Το γονίδιο αυτό εκφράζεται αποκλειστικά στο αναπτυσσόµενο ωοκύτταρο 
πριν από την ολοκλήρωση της πρώτης µειωτικής διαίρεσης (Lewandoski et al., 1997). 
Η διαγονιδιακή αυτή γραµµή χρησιµοποιείται για τη δηµιουργία διαγονιδιακών 
ποντικών µε µονό αντίγραφο της κατασκευής, από ποντίκια µε πολλά αντίγραφα. Η 
όλη διαδικασία περιλαµβάνει δύο κύκλους διασταύρωσης (Εικόνα 2.1).  
 Η διαγονιδιακή σειρά cagcre χρησιµοποιείται επίσης για τη δηµιουργία 
διαγονιδιακών ποντικών µε ένα αντίγραφο της κατασκευής, από τα αρχικά ποντίκια 
µε πολλά αντίγραφα. Στην περίπτωση των ποντικών αυτών το γονίδιο cre είναι κάτω 
από την επίδραση του υποκινητή CAG (cytomegalovirus immediate early enhancer 
chicken β-actin hybrid promoter) (Sakai & Miyazaki, 1997). Ο ανασυνδυασµός µέσω 
της cre λαµβάνει χώρα πριν το στάδιο των δύο κυττάρων της εµβρυϊκής 
διαφοροποίησης. Το διαγονίδιο CAG-cre εκφράζεται σε αναπτυσσόµενα ωοκύτταρα 
των διαγονιδιακών ποντικών CAG-cre και το cre m-RNA και/ή πρωτεΐνη 
διατηρούνται σε ώριµα ωοκύτταρα, ανεξάρτητα από τη µετάδοση του διαγονιδίου 
CAG-cre. Αυτό οδηγεί κατά τη διάρκεια της γονιµοποίησης σε αποτελεσµατικό 
ανασυνδυασµό µέσω της cre, αλληλουχιών πατρικής προέλευσης που βρίσκονται 
µεταξύ των loxP. ∆ιασταύρωση αρσενικών ποντικών CAG-cre µε θηλυκά CAG-
CAT-lacZ (στα οποία το γονίδιο CAT περικλειόταν από loxP θέσεις) έδειξε ότι 
µετάδοση του διαγονιδίου CAG-cre ακολουθούνταν από εκτοµή του γονιδίου CAT 
από το διαγονίδιο CAG-CAT-lacZ σε όλους τους ιστούς (Εικόνα 2.1). ∆ιασταύρωση 
αρσενικών CAG-CAT-lacZ µε θηλυκά CAG-cre έδειξε ότι ανεξάρτητα από τη 
µετάδοση του διαγονιδίου CAG-cre, η εκτοµή του γονιδίου CAT από το διαγονίδιο 
CAG-CAT-lacZ λάµβανε χώρα σε όλους τους ιστούς (Sakai & Miyazaki, 1997). Για 
τη δηµιουργία ποντικών µε ένα αντίγραφο της κατασκευής απαιτείται µία 
διασταύρωση µε τα ποντίκια CAG-cre. 

Μικροένεση RNA της Cre recombinase 
 Η µέθοδος αυτή βασίζεται σε παροδική έκφραση της cre recombinase, µετά 
από µικροένεση in vitro µεταγραφόµενου mRNA, στο κυτταρόπλασµα 
γονιµοποιηµένων αυγών ποντικών που περιλαµβάνουν πολλά αντίγραφα του 
διαγονιδίου. Ανασυνδυασµός των ενδιάµεσων αντιγράφων παρατηρήθηκε σε όλες τις 
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διαγονιδιακές σειρές που δηµιουργήθηκαν µετά τις µικροενέσεις, µε αποτέλεσµα τη 
δηµιουργία σειρών µονού αντιγράφου (de Wit et al., 1998). Η µέθοδος αυτή έχει το 
πλεονέκτηµα της δηµιουργίας ποντικών µε µονό αντίγραφο, χωρίς να απαιτούνται 
µακροχρόνιες διασταυρώσεις µε ποντίκια cre. 
 
Ειδική εισαγωγή 

Προσδιορισµός των αποσιωπητών Εnh, F, O, P και των ενισχυτών 
HPFH-2, HPFH-3 και HPFH-6 

Η ερευνητική µας οµάδα προσπαθεί να τεκµηριώσει την υπόθεση ότι 
διαµετάθεση ενισχυτών από το 3’ άκρο του συµπλέγµατος προς τα γ γονίδια, καθώς 
και/ή αφαίρεση αποσιωπητών της περιοχής µεταξύ Αγ και δ γονιδίων, αυξάνει την 
έκφραση των γ γονιδίων και µπορεί να εξηγήσει τους φαινοτύπους της HPFH και της 
δβ θαλασσαιµίας. Παράλληλα, υπάρχει και µία άλλη υπόθεση που προτείνει ότι οι 
χρωµατινικές περιοχές των εµβρυϊκών και ενήλικων γονιδίων έχουν καθορισµένα 
όρια στα 5’ και 3’ άκρα τους και παραµονή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης συµβαίνει 
όταν το τµήµα των ενήλικων γονιδίων παρουσιάζει µερική ή ολική έλλειψη, 
αφήνοντας το τµήµα των εµβρυϊκών γονιδίων ακέραιο και λειτουργικό (Bernards & 
Flavell, 1980). 

Μετά από εκτεταµένες δοµικές και λειτουργικές µελέτες της περιοχής των β-
γονιδίων της σφαιρίνης η ερευνητική µας οµάδα οδηγήθηκε στο χαρακτηρισµό cis 
ρυθµιστικών αλληλουχιών που είναι απαραίτητες για την ιστική, οντογενετική και 
µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων αυτών. Οι αλληλουχίες αυτές εδράζονται είτε 
στην περιοχή του υποκινητή, είτε στην ενδογονιδιακή περιοχή, είτε στην περιοχή 3’ 
του γονιδίου. Στόχος της έρευνας είναι η ανακάλυψη τρόπων επανενεργοποίησης των 
γ γονιδίων για θεραπευτικούς σκοπούς, µε απώτερο στόχο τη συµβολή τους στη 
γονιδιακή θεραπεία και την εφαρµογή της στις ανάγκες του Ελληνικού χώρου. 
 Είχαν χαρακτηρίσει στο παρελθόν δύο περιοχές στο 3’ άκρο του Αγ γονιδίου 
(Εnh και F) και δύο περιοχές στο 5’ άκρο του δ γονιδίου (O και P) µε ιδιότητες 
αποσιωπητή, οι οποίες φαίνεται ότι συµµετέχουν στην αρνητική ρύθµιση των 
εµβρυϊκών γ-γονιδίων στην περιγεννητική περίοδο και οδηγούν στη µεταγραφική 
σιγή τους στο ενήλικο στάδιο (Εικόνες 1.10, 1.11) (Kosteas et al., 1993, 1994, 1996). 
Πρόσφατα δεδοµένα σε διαγονιδιακά ποντίκια έδειξαν αυτόνοµη καταστολή των 
ανθρώπινων γ-γονιδίων στο ενήλικο στάδιο ποντικών, µε κατασκευές DNA που 
περιείχαν ακριβώς τις ανωτέρω ρυθµιστικές αλληλουχίες Εnh και F που η ερευνητική  
µας οµάδα χαρακτήρισε ως αποσιωπητές (Dillon & Grosveld, 1991; Lloyd et al., 
1992). Εποµένως η αναπτυξιακή ρύθµιση των γ-γονιδίων επιτελείται και µέσω αυτών 
των αποσιωπητών. 
 Πιο συγκεκριµένα συνεχόµενα ή αλληλοεπικαλυπτόµενα τµήµατα της 
περιοχής µεταξύ Αγ και δ γονιδίων υποκλωνοποιήθηκαν και ελέγχθηκαν για τη δράση 
τους στη µεταγραφική ικανότητα των αλληλουχιών LTR του ιού του σαρκώµατος 
Rous (RSV), που αποτελούν έναν ισχυρό υποκινητή, συνδεδεµένα µε το γονίδιο της 
ακετυλτρανσφεράσης της χλωραµφενικόλης (CAT) (Kosteas et al., 1993, 1994). Τα 
πλασµίδια διαµολύνθηκαν σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562 και µελετήθηκε η 
παροδική έκφραση του γονιδίου της CAT. Τα αποτελέσµατα υποδηλώνουν την 
ύπαρξη των δύο αρνητικών ρυθµιστικών αλληλουχιών που βρίσκονται στο 3’ του Αγ 
γονιδίου (Εnh και F) και των δύο ανοδικά τoυ δ γονιδίου (O και P) (Kosteas et al., 
1993, 1994). 
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Eικόνα 1.10: Cis ρυθµιστικά στοιχεία του συµπλέγµατος των β σφαιρινών µεταξύ
Αγ και δ γονιδίων. Α: Χάρτης της περιοχής, µε τα αποσιωπητικά στοιχεία Enh, F, O
και P. Β: Αλληλοεπικαλυπτόµενα τµήµατα που µελετήθηκαν µε παροδικές 
διαµολύνσεις για το ρόλο τους στην έκφραση των γονιδίων της σφαιρίνης. 

 Ο αποσιωπητής F µελετήθηκε συστηµατικά για τη σύνδεσή του µε 
µεταγραφικούς παράγοντες. Με τη χρήση τεχνικών µετατόπισης της 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (electrophoretic mobility shift assays), σε 
συνδυασµό µε τεχνικές αποτύπωσης DΝaseΙ προσδιορίστηκαν θέσεις δέσµευσης για 
τους µεταγραφικούς παράγοντες YY1, GATA-1 και CP1 (Soultanas et al., 1996). Οι 
θέσεις για τον YY1 εµφανίζουν ποικίλου βαθµού οµολογία µε συµβατικές 
αλληλουχίες δέσµευσης. Τρεις από τις θέσεις αυτές εµφανίζουν ισχυρή σύνδεση µε 
τον YY1, δύο θέσεις συνδέονται λιγότερο ισχυρά και µία θέση εµφανίζει ασθενή 
σύνδεση. Για τον ερυθροποιητικό παράγοντα GATA-1 προσδιορίστηκαν τρεις θέσεις 
που παρουσίασαν ισχυρή σύνδεση. Για τον µη ιστοειδικό παράγοντα CP1 
προσδιορίστηκε µια θέση σύνδεσης. Μια τέταρτη θέση σύνδεσης για τον GATA-1, 
που δεν εµφανίζει εκτεταµένη οµολογία µε τις συµβατικές αλληλουχίες σύνδεσης, 
συνδέεται µε την ανασυνδυασµένη καθαρή πρωτεΐνη, αλλά όχι µε την ενδογενή 
GATA-1 που περιέχεται στα πυρηνικά εκχυλίσµατα των Κ562 κυττάρων (Soultanas 
et al., 1996). 
 Ο ρόλος των αποσιωπητών P και Ο που εδράζονται 0.7 και 2.3 kb από το 5’ 
άκρο του δ γονιδίου στη δηµιουργία του φαινοτύπου HPFH σε σύγκριση µε εκείνον 
της δβ-θαλασσαιµίας µελετήθηκε περαιτέρω µε τη λειτουργική ανάλυση των 
περιοχών που βρίσκονται εκατέρωθεν των σηµείων αποκοπής δύο συγκρίσιµων 
µεταλλάξεων, της Ιταλικής HPFH-5 και της Αµερικανικής δβ θαλασσαιµίας (Kosteas 
et al., 1996). Η Ιταλική HPFH-5 και η Αµερικανική δβ θαλασσαιµία αφαιρούν τον 
αποσιωπητή P, ενώ ο αποσιωπητής Ο σχεδόν αφαιρείται στην HPFH-5 και 
διατηρείται κατά το πλείστον στη δβ θαλασσαιµία. Για να διερευνηθεί ο ρόλος των 
αποσιωπητών Ο και P στη δηµιουργία αυτών των φαινοτύπων, τα γεφυρικά τµήµατα 
κλωνοποιήθηκαν στο πλασµίδιο γ-CAT, µαζί µε µια σειρά αλληλοεπικαλυπτόµενων 
τµηµάτων από τις περιοχές των σηµείων αποκοπής και η µεταγραφική τους επίπτωση 
µελετήθηκε σε ερυθροποιητικά και µη ερυθροποιητικά κύτταρα. Το γεφυρικό τµήµα 
του HPFH-5, που περιλαµβάνει ένα µικρό τµήµα του κολοβωµένου αποσιωπητού Ο 
σε σύντηξη µε ένα σχεδόν άθικτο τµήµα του ενισχυτή 3’ του β γονιδίου αύξησε τη 
δραστικότητα CAT κατά 4-5 φορές (Kosteas et al., 1996). Αντίθετα το συγκρίσιµο 
γεφυρικό τµήµα της δβ θαλασσαιµίας που περιέχει ένα άθικτο τµήµα του αποσιωπητή 
Ο σε σύντηξη µε ένα άθικτο τµήµα του ενισχυτή 3’ του β–γονιδίου ενεφάνισε 
δραστικότητα χαµηλότερη του πλασµίδιου ελέγχου (Kosteas et al., 1996). Για να 
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ελεγχθεί κατά πόσο η χαµηλή δραστικότητα ήταν λόγω της παρουσίας του 
αποσιωπητή Ο, έγινε συστηµατική µεταλλαξογένεση µε ελλείµατα του αποσιωπητή Ο 
επί του γεφυρικού τµήµατος. Η προοδευτική αφαίρεση οδήγησε στην 
επανενεργοποίηση του γ-CAT γονιδίου κατά 4 φορές (Kosteas et al., 1996). Τα 
παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι η παρουσία του αποσιωπητή είναι υπεύθυνη 
για τις φαινοτυπικές διαφορές. 
 H ερευνητική µας οµάδα έχει επίσης µελετήσει τον in vitro ρόλο τριών 
µεταγραφικών ενισχυτών που βρίσκονται στα άκρα της HPFH-2, HPFH-3, HPFH-6, 
που πιθανώς είναι υπεύθυνοι για το φαινότυπο HPFH (McArthur & Anagnou, 1998, 
Anagnou et al., 1995, Kosteas et al., 1991, 1996, 1997) (Εικόνα 1.11).  
 Το 3’ άκρο της ΗPFH-2 βρίσκεται 5 kb ανοδικά της HPFH-1 (Tuan et al., 
1983). O HPFH-1 ενισχυτής είναι µία αλληλουχία 1 kb σε απόσταση 1 kb από το 3’ 
άκρο της HPFH-1 και περιλαµβάνει έναν αριθµό ανοιχτών αναγνωστικών πλαισίων 
(Feingold & Forget, 1989). ∆ιαγονιδιακά ποντίκια που φέρουν ως διαγονίδιο τις 
αλληλουχίες γύρω από την έλλειψη της HPFH-2, µαζί µε τα γ γονίδια και το LCR, 
παρουσιάζουν έκφραση των γ γονιδίων στο ενήλικο στάδιο (Arcasoy et al., 1997). Ο 
HPFH-2 ενισχυτής είναι µια αλληλουχία ScaI-NruI, 0.7 kb, που ανακαλύφθηκε 
κλωνοποιώντας αλληλοεπικαλυπτόµενες αλληλουχίες του γεφυρικού τµήµατος της 
ΗPFH-2 έλλειψης σε πλασµίδια που περιέχουν το γονίδιο αναφοράς της 
λουσιφεράσης υπό την επίδραση του υποκινητή του Gγ γονιδίου (McArthur & 
Anagnou, 1998). Τα πλασµίδια αυτά διαµολύνθηκαν σε ερυθροποιητικά (Κ562) και 
µη ερυθροποιητικά (HeLa) κύτταρα. Ο ενισχυτής αυτός βρίσκεται 4.3 kb ανοδικά του 
ενισχυτή HPFH-1 και η δράση του αυξάνει την έκφραση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης κατά έξι φορές και ανεξάρτητα κατεύθυνσης. Ο ενισχυτής περιέχει 
θέσεις πρόσδεσης για διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες όπως GATA-1, EKLF, 
Sp1, AP1, YY1 και CCAAT (McArthur & Anagnou, 1998). 
 Η έλλειψη HPFH-3 έχει το 3’ άκρο της τοποθετηµένο 30 kb καθοδικά του β 
γονιδίου και το συνολικό µέγεθός της είναι 48.5 kb (Henthorn et al., 1986). Ένα 
τροποποιηµένο γεφυρικό τµήµα 13.6 kb που συµπεριελάµβανε το Αγ γονίδιο µε τις 
γειτονικές του αλληλουχίες και 6.2 kb της 3’ αλληλουχίας που διαµετατίθενται λόγω 
της έλλειψης ενέθηκε σε γονιµοποιηµένα αυγά ποντικών (Anagnou et al., 1995). Από 
τις διαγονιδιακές γραµµές που δηµιουργήθηκαν τρεις δεν παρουσίαζαν έκφραση του 
Αγ γονιδίου στο στάδιο του λεκιθικού ασκού, πράγµα που υποδήλωνε µη επιθυµητή 
ένθεση. Τέσσερεις γραµµές εξέφραζαν το Αγ γονίδιο µόνο στο στάδιο του λεκιθικού 
ασκού και δύο στο στάδιο του λεκιθικού ασκού και του εµβρυϊκού ήπατος (Anagnou 
et al., 1995). Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι οι αλληλουχίες που διαµετατίθενται 
µε την έλλειψη αλλάζουν την αναπτυξιακή εξειδίκευση του Αγ γονιδίου. Οι 
αλληλουχίες αυτές µελετήθηκαν περαιτέρω για την ικανότητά τους να ενεργοποιούν 
το γ-CAT γονίδιο αναφοράς σε ερυθροποιητικά και µη ερυθροποιητικά κύτταρα. Μια 
αλληλουχία 0.7 kb ακριβώς στο 3’ άκρο του ελλείµατος, έδειξε αύξηση κατά 3 φορές 
της έκφρασης του γ-CAT σε ερυθροποιητικά κύτταρα (Anagnou et al., 1995). Ο 
ενισχυτής αυτός έδειξε κατά δύο φορές αυξηµένη έκφραση του CAT, υπό τον 
υποκινητή του ε γονιδίου, αλλά όχι υπό τους υποκινητές των ενήλικων β και δ 
γονιδίων. Ο ενισχυτής αυτός έχει µια θέση πρόσδεσης για τον ερυθροειδικό 
παράγοντα GATA-1 και επτά θέσεις για τον µη ιστοειδικό µεταγραφικό παράγοντα 
CP1 (Anagnou et al., 1995). 

 Τα αποτελέσµατα των Anagnou et al., 1995, επιβεβαιώθηκαν από τα 
αποτελέσµατα των Arcasoy et al., 1997, τα οποία έδειξαν ότι σε διαγονιδιακά 
ποντίκια απουσία του LCR και παρουσία του 3’ άκρου της ΗPFH-2 δεν 
δηµιουργείται φαινότυπος HPFH και δεν παρατηρείται έκφραση του γ γονιδίου στο  
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Eικόνα 1.11: Α: cis ρυθµιστικά στοιχεία του συµπλέγµατος των β γονιδίων των
σφαιρινών (αποσιωπητές και ενισχυτές), Β: Επίδραση των ενισχυτών HPFH στην 
έκφραση του γονιδίου αναφοράς της λουσιφεράσης (αποτελέσµατα των McArthur, 
Kosteas & Anagnou).
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ενήλικο στάδιο, αλλά µόνο εντοπίζονται τροποποιήσεις στην έκφραση των γ γονιδίων 
στα εµβρυϊκά στάδια (Arcasoy et al., 1997). 

Το 5’ άκρο του ελλείµατος της HPFH-6 βρίσκεται 1260 bp 3’ του Gγ γονιδίου 
και το 3’ άκρο προσδιορίστηκε 522 bp 5’ της EcoRI θέσης καθοδικά του β γονιδίου. 
Η συνολική έλλειψη είναι 80 kb. Στο 3’ άκρο της HPFH-6 έχει ανακαλυφθεί ένα 
στοιχείο µε ιδιότητες µεταγραφικού ενισχυτή (Κosteas et al., 1991, 1997). Η ανάλυση 
της πρωτοταγούς δοµής του συνεχόµενου τµήµατος 1476 bp του ενισχυτή απεκάλυψε 
πολλαπλές θέσεις αναγνώρισης για ειδικούς trans µεταγραφικούς παράγοντες, όπως 
πέντε θέσεις του ερυθροποιητικού παράγοντα GATA-1, δύο θέσεις του µεταγραφικού 
συµπλέγµατος NFE-2/AP-1, τέσσερεις θέσεις του τύπου GT I/II των παραγόντων 
Sp1, TEF ή/και USF και τρεις θέσεις του παράγοντα YY1, που συνήθως λειτουργεί 
ως καταστολέας (Κosteas et al., 1996). Για να εκτιµηθεί ο επιµέρους ρόλος των 
θέσεων αυτών στην ολική δραστικότητα του ενισχυτή δηµιουργήθηκε µια σειρά 
προοδευτικών µεταλλάξεων-ελλειµάτων στο αρχικό τµήµα του ενισχυτή, τόσο από το 
5’ άκρο, όσο και από το 3’ άκρο, µε τη χρήση εξωνουκλεάσης-ΙΙΙ. Τα κολοβωµένα 
τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδια που φέρουν τον υποκινητή του γ γονιδίου 
µαζί µε το γονίδιο αναφοράς CAT (Κosteas et al., 1996). Ακολούθησαν παροδικές 
διαµολύνσεις σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 
όλες οι µεταλλάξεις µειώνουν κατά 2-4 φορές τη δραστικότητα του ενισχυτή, γεγονός 
που υποδηλώνει τη συνεργιστική δράση και αλληλεπίδραση των επιµέρους 
προσδενοµένων trans-παραγόντων. Ο ενισχυτής ελέγχθηκε για την οντογενετική του 
εξειδίκευση σε υποκινητές ετερόλογων γονιδίων της σφαιρίνης µε πρώιµο εµβρυϊκή 
(ε-γονίδιο) ή ενήλικου τύπου εξειδίκευση (δ και β γονίδια), όπου έδειξε ότι δεν είχε 
σηµαντική επίπτωση, σε αντίθεση µε την υψηλή ενεργοποίηση του υποκινητή του 
όψιµου εµβρυϊκού γ-γονιδίου. Τα δεδοµένα αυτά τεκµηριώνουν την ειδική δράση του 
ενισχυτή HPFH-6 στα εµβρυϊκά γ γονίδια και υποδηλώνουν ότι η συνολική 
αθροιστική δράση του ενισχυτή επιτελείται µέσω συγκεκριµένων αλληλεπιδράσεων 
πολλαπλών ερυθροποιητικών και άλλων µεταγραφικών παραγόντων (Kosteas et al., 
1996). 
 

Ειδικοί Σκοποί ∆ιατριβής 
 Με στόχο τη διαλεύκανση του ρόλου cis ρυθµιστικών αλληλουχιών του β 
συµπλέγµατος στη ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης και στη µεταστροφή της 
αιµοσφαιρίνης οι Ειδικοί Σκοποί της ∆ιατριβής αυτής είχαν προσδιοριστεί ως εξής: 
1. Εκτίµηση του ρόλου των στοιχείων Enh, F, O, P, U, M, Μ1, Μ2 και S, καθώς και 

του συνεργιστικού ρόλου των Εnh+F και των O+P στην έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς της λουσιφεράσης, παρουσία του ενισχυτή SV40, µε πειράµατα 
παροδικών διαµολύνσεων ερυθροποιητικών και µη ερυθροποιητικών κυτταρικών 
σειρών. ∆ιερεύνηση του ρόλου του στοιχείου F, στην έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς της λουσιφεράσης, απουσία του ενισχυτή SV40.  

2. ∆ιερεύνηση του ρόλου των αποσιωπητών Εnh και F µε την επίτευξη της 
αδρανοποίησής τους µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού σε ερυθροποιητικές 
κυτταρικές σειρές µε ενήλικο πρόγραµµα αιµοσφαιρίνης ή σε διαγονιδιακά 
ποντίκια και επακόλουθη ανάλυση της δυνητικής επανενεργοποίησης των 
εµβρυϊκών γ-γονιδίων. 

3. Μελέτη σε διαγονιδιακά ποντίκια του ρόλου των ενισχυτών HPFH-2, HPFH-3, 
HPFH-6, στην έκφραση του Αγ γονιδίου, µε τη χρήση κατασκευών που 
περιλαµβάνουν το LCR, το Αγ γονίδιο και τον ενισχυτή HPFH καθοδικά του 
γονιδίου. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
Πολλά από τα παρακάτω πρωτόκολλα είναι τροποποιήσεις των πρωτοκόλλων 

των Sambrook et al., 1989. 
Πέψεις µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

Χρησιµοποιήθηκαν περιοριστικές ενδονουκλεάσες (ένζυµα) της Minotech, 
Promega, New England Biolabs, Boehringer Mannheim, Gibco BRL, Clontech και 
Stratagene. Οι αντιδράσεις λάµβαναν χώρα παρουσία 1Χ ρυθµιστικού διαλύµατος 
(buffer) κάθε περιοριστικής ενδονουκλεάσης και BSA σε τελική συγκέντρωση 100 
µg/ml. Συνήθως οι αντιδράσεις λάµβαναν χώρα παρουσία 2-4 units ενζύµου ανά µg 
DNA και επωάζονταν στην κατάλληλη θερµοκρασία για χρονικό διάστηµα πάντα 
µεγαλύτερο της µίας ώρας. Πολλές φορές οι επωάσεις λάµβαναν χώρα Ο/Ν. 
 
Φορείς που χρησιµοποιήθηκαν για κλωνοποίηση 

Χρησιµοποιήθηκαν οι φορείς pBluescript-KS, pBluescript-SK (Stratagene), 
pPCR-Script-Amp-SK(+) (Stratagene), pUC18, pUC19 (New England Biolabs), pTK-
neo, pPNT (δώρο της ∆ρ. Β. Επισκόπου), pGL2-LUC-Basic vector, pGL2-LUC-
Enhancer vector (Promega), pGL3-LUC-Basic vector, pGL3-LUC-Enhancer vector 
(Promega), pRL-TK vector (Promega), pT-Advantage vector (Clontech), pGEM-T 
και pGEM-T Εasy vector (Promega). 

Χρησιµοποιήθηκαν οι κοσµιδιακοί φορείς pTCF και pTBE (Grosveld et al., 
1982) (δώρο του εργαστηρίου του ∆ρ. Grosveld). Οι κοσµιδιακοί κλώνοι που 
χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση των ενθεµάτων, τις κλωνοποιήσεις και τη 
χαρτογράφηση είναι οι LCRε, cos28 (Grosveld et al., 1981), LCR-Aγ-3’HS, LCR-Aγ-
β-3’HS (δώρο του εργαστηρίου του ∆ρ. Grosveld) και κοσµίδιο β-συµπλέγµατος 
(δώρο του εργαστηρίου του ∆ρ. Σταµατογιαννόπουλου).  

 
Προετοιµασία φορέων και ενθεµάτων για κλωνοποίηση 

Οι φορείς και τα ενθέµατα κλωνοποίησης µετά από αντιδράσεις µε τις 
κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες αποµονώθηκαν από πήκτωµα αγαρόζης. 
Ο καθαρισµός έγινε µε το Gel Extraction Kit (QIAGEN) (για τµήµατα DNA 
µικρότερα των 10 kb) ή µε GELase (BIOzym) (για τµήµατα DNA όλων των µεγεθών 
και κυρίως για µεγαλύτερα των 10kb, όπως και για όλα τα κοσµιδιακά τµήµατα 
DNA). 
Gel Extraction Kit (QIAGEN): Ακολουθήθηκε το ακριβές πρωτόκολλο της 
εταιρείας. Οι φορείς και τα ενθέµατα κλωνοποίησης τρέχτηκαν σε LMP (Boehringer 
Mannheim)(χαµηλού σηµείου τήξεως) ή κανονικό πήκτωµα αγαρόζης 1Χ TAE, σε 
1Χ ΤΑΕ, και έγινε εκτοµή των κατάλληλων ζωνών. Ακολούθησε επώαση στους 50°C 
για 10 λεπτά παρουσία 3 όγκων διαλύµατος QG (QIAGEN) µε ταυτόχρονη ανάδευση 
σε vortex κάθε 2-3 λεπτά. Στη συνέχεια ένας όγκος ισοπροπανόλης προστέθηκε και 
το διάλυµα του DNA φυγοκεντρήθηκε µέσω της κολόνας QIAquick (QIAGEN). 
Ακολούθησε πλύσιµο της κολόνας αρχικά µε διάλυµα QG και στη συνέχεια µε 
διάλυµα PE (QIAGEN) και έγινε έλουση του DNA µε διάλυµα EB (QIAGEN). 
GELase (Epicentre Technologies/BIOzym): Ακολουθήθηκε το ακριβές 
πρωτόκολλο της εταιρείας. Οι φορείς και τα ενθέµατα κλωνοποίησης τρέχτηκαν σε 
πήκτωµα αγαρόζης LMP, 1Χ TAE, σε 1Χ ΤΑΕ, και έγινε εκτοµή των κατάλληλων 
ζωνών. Ακολούθησε επώαση στους 70°C παρουσία διαλύµατος GELase 1Χ (για 3 
λεπτά ανά 200 mg πηκτώµατος αγαρόζης), στη συνέχεια ακολούθησε µεταφορά 
στους 45°C (για 2 λεπτά ανά 200 mg πηκτώµατος αγαρόζης) και τέλος προστέθηκε 



 

GELase (1U ανά 200 mg 1% LMP πηκτώµατος αγαρόζης) και η επώαση έγινε για 1 
ώρα στους 45°C. Στη συνέχεια για την κατακρήµνιση του DNA προστέθηκαν 
NH4OΑc, pH 7.0, σε τελική συγκέντρωση 2.5Μ και 4 όγκοι απόλυτης EtOH. 
Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 20 λεπτά, πλύσιµο µε 70% EtOH και 
επαναδιάλυση του DNA στον επιθυµητό όγκο ΤΕ. 

 
Αντίδραση για τη δηµιουργία λείων (blunt) άκρων 

Για 3’ προεξέχοντα άκρα: Στο DNA, µετά την αντίδραση µε την κατάλληλη 
περιοριστική ενδονουκλεάση που αφήνει 3’ προεξέχοντα άκρα, προστέθηκε Klenow 
buffer σε τελική συγκέντρωση 1X και 1µl Klenow fragment (5U/µl) (Promega). Η 
αντίδραση επωάσθηκε για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου ή στους 37°C. Στη 
συνέχεια προστέθηκαν dNTPs σε τελική συγκέντρωση 100µΜ και Klenow buffer, 
έτσι ώστε στον αυξηµένο όγκο η τελική συγκέντρωση να είναι 1X. Η αντίδραση 
συνεχίστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. Ακολούθησε καθαρισµός µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε αιθανόλη, πριν την αντίδραση λιγάσης 
(Sambrook et al., 1989). 

Για 5’ προεξέχοντα άκρα: Στο DNA, µετά την αντίδραση µε την κατάλληλη 
περιοριστική ενδονουκλεάση που αφήνει 5’ προεξέχοντα άκρα προστέθηκε Klenow 
buffer σε τελική συγκέντρωση 1Χ, dNTPs σε τελική συγκέντρωση 100µΜ και 1µl 
(5U/µl) Klenow fragment (Promega). Η αντίδραση επωάσθηκε για 15 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου ή στους 37°C. Ακολούθησε καθαρισµός µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε αιθανόλη πριν την αντίδραση λιγάσης 
(Sambrook et al., 1989). 

 
Αποφωσφορυλίωση 

10µg DNA επωάσθηκαν για 1 ώρα στους 37°C µε 1 µονάδα (unit) αλκαλικής 
φωσφατάσης (calf intestinal alkaline phosphatase) (CIP) παρουσία 1X CIP buffer 
(Promega). Για τα λεία (blunt) άκρα η αντίδραση έγινε στις εξής σύνθηκες: 37°C για 
15 λεπτά και στη συνέχεια 55°C για 15 λεπτά. Έγινε προσθήκη επιπλέον ενζύµου και 
ακολούθησε δεύτερη επώαση στους 37°C για 15 λεπτά και στη συνέχεια στους 55°C 
για 15 λεπτά. Η αλκαλική φωσφατάση αδρανοποιήθηκε µε EDTA σε τελική 
συγκέντρωση 10mM και SDS σε τελική συγκέντρωση 0.5% στους 65°C για 10 
λεπτά. Ακολούθησε καθαρισµός µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε 
αιθανόλη (Sambrook et al., 1989). 

 
Προετοιµασία ολιγονουκλεοτιδίων (linkers) για αντίδραση 
λιγάσης 

20µg καθενός από τα δύο συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια, 
αποδιατάχθηκαν στους 95°C για 5 λεπτά, παρουσία NaCl σε τελική συγκέντρωση 
150mM, και στη συνέχεια αφέθηκαν O/N για να γίνει επαναδιάταξη στο ίδιο 
υδατόλουτρο, όπου σταδιακά έπεφτε η θερµοκρασία. Για να µειωθεί η εξάτµηση, 
πριν την αποδιάταξη προστέθηκε παραφινέλαιο. Την επόµενη ηµέρα έγινε 
κατακρήµνιση των επαναδιατεταγµένων ολιγονουκλεοτιδίων µε αιθανόλη και NaCl 
σε τελική συγκέντρωση 0.3Μ. Στη συνέχεια παρουσία 1X buffer λιγάσης (Promega) 
ή buffer PNK (Promega) και Τ4 πολυνουκλεοτιδικής κινάσης (T4 PNK-Promega) 
έγινε επώαση στους 37°C για 1 ώρα. Ακολούθησε καθαρισµός µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε αιθανόλη. 
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Αντίδραση λιγάσης (Ligation) 
Χρησιµοποιήθηκαν λιγάσες (T4 DNA ligase) της Minotech, Promega, New 

England Biolabs, Gibco BRL, Clontech και Stratagene. Οι αντιδράσεις έγιναν 
παρουσία 1Χ buffer λιγάσης στους 15°C Ο/Ν, στους 4°C Ο/Ν ή σε θερµοκρασία 
δωµατίου για 3-6 ώρες, αναλόγως µε την περίπτωση και 5-20 units λιγάσης, σε τελικό 
όγκο 10-20µl. Χρησιµοποιήθηκαν διάφορες αναλογίες ενθέµατος και φορέα και 100-
250 ng φορέα ανάλογα µε την περίπτωση (Sambrook et al., 1989). 

Αντίδραση λιγάσης κοσµιδίων 
Χρησιµοποιήθηκαν 3 κοσµιδιακά τµήµατα σε ισοµοριακές ποσότητες. Στα 

ακραία τµήµατα υπήρχαν cos θέσεις, ώστε να µπορέσει να ακολουθήσει πακετάρισµα 
σε φάγο. Οι αντιδράσεις έγιναν στους 15°C Ο/Ν, παρουσία 1Χ buffer λιγάσης και 5-
20 units λιγάσης σε τελικό όγκο 10-20µl. 

 
Πακετάρισµα κοσµιδιακού DNA σε φάγο 

Πακετάρισµα 
Χρησιµοποιήθηκαν τα Gigapack III XL Packaging Extract και τα Gigapack III 

Gold Packaging Extract (Stratagene). 20-100 ng DNA προστέθηκαν στα Packaging 
Extracts σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας. Έγινε επώαση σε θερµοκρασία 
δωµατίου για 2 ώρες µετά από την προσθήκη 200µl διαλύµατος φάγου στο 
πακεταρισµένο DNA. Για διατήρηση του πακεταρισµένου DNA στους 4°C 
προστέθηκαν 10 µl χλωροφορµίου. 

∆ιαµόλυνση βακτηρίων DH5α µε το φάγο 
Μία αποικία βακτηρίων DH5α µεγάλωσε Ο/Ν σε 5 ml θρεπτικού LB µε 0.2% 

µαλτόζη. Βακτήρια 1ml καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκαν για 30 δευτερόλεπτα στις 
13000 rpm και επαναδιαλύθηκαν σε 0.5 ml 10mM MgCl2. 25µl του πακεταρισµένου 
DNA αναµίχθηκαν µε 25µl των επαναδιαλυµένων βακτηρίων DH5α και αφέθηκαν σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά. 200 µl θρεπτικού LB προστέθηκαν και 
ακολούθησε επώαση στους 37°C για 45 λεπτά. Στη συνέχεια τα βακτήρια στρώθηκαν 
σε πιάτα θρεπτικού LB µε χαµηλή συγκέντρωση αµπικιλίνης (50µg/ml) και 
επωάσθηκαν στους 37°C Ο/Ν. 

 
Μετασχηµατισµός σε βακτήρια 

Μετασχηµατισµός σε βακτήρια µε θέρµανση (Transformation) 
Χρησιµοποιήθηκαν διάφορα στελέχη E. coli, όπως DH10B, DH5a, JM109, 

XL1-Blue (Sambrook et al., 1989). Μια αποικία βακτηρίων εµβολιάστηκε σε 
θρεπτικό υλικό µε το κατάλληλο αντιβιοτικό και αναπτύχθηκε στους 37°C υπό 
ανάδευση O/N. Την επόµενη µέρα εµβολιάστηκαν 100 ml θρεπτικού LB µε 1 ml της 
αρχικής καλλιέργειας και αναπτύχθηκαν για 2-3 ώρες, µέχρι η οπτική απορρόφηση 
των βακτηρίων σε µήκος κύµατος 550nm να είναι 0.37-0.4. Στη συνέχεια τα 
βακτήρια φυγοκεντρήθηκαν στις 2500rpm, 4°C για 5 λεπτά. Το βακτηριακό ίζηµα 
επαναδιαλύθηκε σε 20 ml διαλύµατος TFB1 και αφέθηκε στον πάγο για 20 λεπτά. 
Ακολούθησε επαναφυγοκέντρηση στις 2500rpm, 4°C για 5 λεπτά και στη συνέχεια το 
βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 3ml διαλύµατος TFB2. Για κάθε 
µετασχηµατισµό χρησιµοποιήθηκαν 300µl βακτηρίων επαναδιαλυµένων σε TFB2. Tα 
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υπόλοιπα βακτήρια φυλάχθηκαν στους -80°C, αφού διαµοιράστηκαν σε µικρές 
ποσότητες (Hanahan, 1983; Hanahan & Meselson, 1983). 

Μικρό ποσό της αντίδρασης λιγάσης προστέθηκε στα βακτήρια. Αυτά 
αφέθηκαν στον πάγο για 30 λεπτά και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε υδατόλουτρο 
των 42°C για 45 δευτερόλεπτα-2 λεπτά. Στη συνέχεια αφέθηκαν στον πάγο για 5 
λεπτά και τέλος µετά την προσθήκη 1ml LB και επώαση στους 37 °C για 1 ώρα, 
στρώθηκαν σε τρυβλία µε το κατάλληλο αντιβιοτικό και αφέθηκαν στους 37°C Ο/Ν 
για να αναπτυχθούν αποικίες (Sambrook et al., 1989). 

 

Μετασχηµατισµός βακτηρίων µε ηλεκτρική τάση (Electroporation) 

Παρασκευή ηλεκτροδιαπερατών βακτηρίων 
Ένα λίτρο βακτηριακής καλλιέργειας µεγάλωσε υπό ανάδευση στους 37°C 

µέχρι η οπτική απορρόφηση στα 600nm να γίνει 0.5-1. Τα βακτήρια αφέθηκαν στον 
πάγο για 30 λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για 15 λεπτά στους 4°C και 
στις 4000 rpm. Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 1 λίτρο απεσταγµένου και 
αποστειρωµένου, παγωµένου νερού και ακολούθησε επαναφυγοκέντρηση. Η 
επαναδιάλυση επαναλήφθηκε µε 500ml νερού και ακολούθησε νέα φυγοκέντρηση. 
Το βακτηριακό ίζηµα αυτή τη φορά επαναδιαλύθηκε σε 20ml παγωµένης 10% 
γλυκερόλης σε νερό. Ακολούθησε πάλι φυγοκέντρηση και το βακτηριακό ίζηµα αυτή 
τη φορά επαναδιαλύθηκε σε 2-3 ml 10% γλυκερόλης σε νερό. Τα κύτταρα 
χωρίστηκαν σε µικρές ποσότητες των 80µl, παγώθηκαν σε υγρό άζωτο και 
φυλάχθηκαν στους -80°C. 

Electroporation 
Τα βακτηριακά κύτταρα αφέθηκαν να ξεπαγώσουν σε πάγο. Σε 40 µl 

κυττάρων προστέθηκαν 1-2 µl αντίδρασης λιγάσης ή DNA, αναµίχθηκαν και 
αφέθηκαν στον πάγο για 1 λεπτό. Τα κύτταρα στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε µία 
κρύα κυβέττα των 0.2 cm και τοποθετήθηκαν στο Bio-Rad Gene Pulser, το οποίο 
ρυθµίστηκε στις εξής συνθήκες: 25µF, 2.5kV και 200Ω. Ο παλµός είχε διάρκεια 4.5-5 
msec στα 12.5 kV/cm. Αµέσως µετά το electroshock 1ml προθερµασµένου θρεπτικού 
LB ή SOC προστέθηκε στα κύτταρα και ακολούθησε επώαση στους 37°C για 45 
λεπτά-1 ώρα. Στη συνέχεια τα κύτταρα στρώθηκαν σε τρυβλία µε το κατάλληλο 
αντιβιοτικό και αφέθηκαν στους 37°C O/N για να αναπτυχθούν αποικίες. 
 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα 
(minipreps) 
 Μεµονωµένες αποικίες µετά το µετασχηµατισµό σε βακτήρια, αναπτύχθηκαν 
σε 5-10 ml LB και επωάσθηκαν στους 37 °C υπό ανάδευση για 16-20 ώρες. 1-2 ml 
καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκαν και ακολουθήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης 
για την αποµόνωση του DNA (Sambrook et al., 1989). Το βακτηριακό ίζηµα αρχικά 
επαναδιαλύθηκε σε 200µl διαλύµατος glucomix. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400µl 
διαλύµατος λύσης, έγινε ανάδευση και τέλος προστέθηκαν 200µl διαλύµατος οξικού 
καλίου, pH 4.8, για να ουδετεροποιηθεί το διάλυµα µε τα λυµένα βακτήρια. 
Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13000 rpm. Στο υπερκείµενο µετά τη 
φυγοκέντρηση προστέθηκαν 0.6 όγκοι ισοπροπανόλης και ακολούθησε νέα 
φυγοκέντρηση. Το ίζηµα του DNA πλύθηκε µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε 
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σε ΤΕ. Για τις περιπτώσεις που το DNA έπρεπε να είναι πολύ καθαρό, ακολουθούσε 
και καθαρισµός µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε αιθανόλη. 
 Σαν εναλλακτική πιό γρήγορη µέθοδος για πλασµίδια µικρού µεγέθους 
χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος των Serghini et al., 1989. )1.5ml βακτηριακής 
καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκαν στις 13000 rpm και µετά από αναρρόφηση του 
υπερκείµενου θρεπτικού έγινε επαναδιάλυση των βακτηρίων σε 50µl ΤΝΕ και 50µl 
µίγµατος φαινόλης/χλωροφορµίου 1:1. Ακολούθησε ανάδευση µε vortex και 
φυγοκέντρηση 10 λεπτά στις 13000 rpm. 50µl του υπερκείµενου µεταφέρθηκαν σε 
νέο δοκιµαστικό σωλήνα και το DNA κατακρηµνίστηκε µε 50µl οξικού αµµωνίου 
4Μ και 200µl απόλυτης αιθανόλης για 15 λεπτά σε πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση 
για 15 λεπτά στις 13000 rpm και πλύσιµο µε 70% αιθανόλη. Το πλασµιδιακό DNA 
επαναδιαλύθηκε σε 20 µl ΤΕ. 

 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα 
(maxipreps) 
 Μεµονωµένες αποικίες εµβολιάσθηκαν σε LB και επωάσθηκαν στους 37°C 
υπό ανάδευση για 16-20 ώρες. 1 λίτρο καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκε και 
ακολουθήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης για την αποµόνωση του DNA 
(Sambrook et al., 1989). Το βακτηριακό ίζηµα αρχικά επαναδιαλύθηκε σε 40ml 
διαλύµατος glucomix µε RNAse σε τελική συγκέντρωση 100µg/ml. Στη συνέχεια 
προστέθηκαν 80ml διαλύµατος λύσης, έγινε ανάδευση και στο τέλος προστέθηκαν 
40ml διαλύµατος 5Μ οξικού καλίου pH 4.8 για να ουδετεροποιηθεί το διάλυµα µε τα 
λυµένα βακτήρια. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 4000 rpm. Στο 
υπερκείµενο µετά τη φυγοκέντρηση, και αφού πέρασε από γάζες για να καθαριστεί 
από τα κυτταρικά υπολείµµατα των λυµένων βακτηρίων, προστέθηκαν 0.6 όγκοι 
ισοπροπανόλης και ακολούθησε νέα φυγοκέντρηση. Το ίζηµα του DNA πλύθηκε µε 
70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε ΤΕ. Ακολούθησε καθαρισµός µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε αιθανόλη.  

Στις περιπτώσεις αποµόνωσης PAC ή κοσµιδιακού DNA για ένα λίτρο 
καλλιέργειας χρησιµοποιήθηκαν 200ml διαλύµατος glucomix, 200ml διαλύµατος 
λύσης και 100 ml διαλύµατος 5Μ οξικού καλίου pH 4.8. To πρωτόκολλο 
ακολουθήθηκε όπως περιγράφεται παραπάνω, αλλά µετά την αρχική επαναδιάλυση 
σε ΤΕ ακολούθησε προσθήκη ενός όγκου απόλυτης αιθανόλης και το DNA 
“ψαρεύτηκε”, για να µην υπάρχει πιθανότητα σπασιµάτων του µεγαλοµοριακού 
αυτού DNA λόγω της φυγοκέντρησης. Στη συνέχεια το DNA πλύθηκε µε 70% 
αιθανόλη και ακολούθησε νέα επαναδιάλυση σε ΤΕ. 

Εναλλακτικά χρησιµοποιήθηκαν κολόνες QIAGEN-100 και -500 και η 
αποµόνωση έγινε ακριβώς σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της εταιρείας, που συνοπτικά 
έχει ως εξής: Μεµονωµένες αποικίες εµβολιάσθηκαν σε LB και επωάσθηκαν στους 
37°C υπό ανάδευση για 16-20 ώρες. Η καλλιέργεια φυγοκεντρήθηκε και ακολούθησε 
επαναδιάλυση σε διάλυµα P1. Προστέθηκε διάλυµα P2 και ακολούθησε ανάδευση 
και επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκε 
διάλυµα P3 και ακολούθησε επώαση σε πάγο για 20 λεπτά. Ακολούθησε 
φυγοκέντρηση και το υπερκείµενο, αφού πέρασε πρώτα από γάζα ή υαλοβάµβακα, 
πέρασε από την κολόνα QIAGEN, η οποία προηγουµένως είχε εξισορροπηθεί µε 
διάλυµα QBT. Η κολόνα στη συνέχεια πλύθηκε µε διάλυµα QC και έγινε έκλουση 
του DNA από την κολόνα µε διάλυµα QF. Ακολούθησε κατακρήµνιση του DNA µε 
ισοπροπανόλη, πλύσιµο µε 70% αιθανόλη και τελική επαναδιάλυση σε ΤΕ. 
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Χρησιµοποιήθηκαν εναλλακτικά κολόνες Nucleobond AX (της Macherey-
Nagel). Η αποµόνωση στην περίπτωση αυτή έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της 
εταιρείας, το οποίο είναι ταυτόσηµο µε αυτό της QIAGEN. 

 
Μέθοδος οµόλογου ανασυνδυασµού σε κύτταρα E. coli 
DH10B 
H πειραµατική διαδικασία περιλαµβάνει τα εξής στάδια (Imam et al., 2000): 
1. Κλωνοποίηση των αλληλουχιών οµολογίας στο φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού pDF: Μετά το µετασχηµατισµό οι αποικίες αναπτύχθηκαν στους 
30°C παρουσία χλωραµφενικόλης (Imam et al., 2000). 
2. Ενσωµάτωση του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού στο PAC 148 γ-lox, που 
περιλαµβάνει 185 kb ανθρώπινης γενωµικής αλληλουχίας µε όλο το σύµπλεγµα των 
γονιδίων των β-σφαιρινών: ΄Εγινε ηλεκτροµετασχηµατισµός του pDF µε τις 
αλληλουχίες οµολογίας σε κύτταρα E.coli DH10B που συµπεριελάµβαναν το PAC 
148 γ-lox. Οι αποικίες µεγαλώθηκαν στους 30°C παρουσία χλωραµφενικόλης και 
καναµυκίνης. Στη συνέχεια οι αποικίες µεταφέρθηκαν σε νέα πιάτα 
χλωραµφενικόλης και καναµυκίνης και αφέθηκαν να αναπτυχθούν στους 43°C. Σε 
αυτή τη θερµοκρασία ο φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού δεν πολλαπλασιάζεται και 
ανθεκτικότητα στην χλωραµφενίκολη παρουσιάζεται µόνο στην περίπτωση 
ενσωµάτωσης του φορέα µέσω της περιοχής οµολογίας του στο PAC ή στο 
γονιδίωµα του E. coli (Imam et al., 2000). Στη συνέχεια οι αποικίες µεγαλώθηκαν 
στους 43°C παρουσία χλωραµφενικόλης και καναµυκίνης και ελέγχθηκαν µε 
Southern Blot για το σωστό πρότυπο ενσωµάτωσης. Ενσωµάτωση του φορέα pDF 
στο PAC µέσω της περιοχής οµολογίας οδήγησε σε διπλασιασµό της περιοχής αυτής. 
3. Εκτοµή του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού από το PAC 148 γ-lox: Οι 
κλώνοι µε το σωστό πρότυπο ενσωµάτωσης µεγαλώθηκαν στους 43°C παρουσία 
καναµυκίνης. Αυτό είναι το στάδιο της εκτοµής το οποίο προκύπτει από τον RecA 
ανασυνδυασµό µεταξύ της διπλασιασµένης αλληλουχίας οµολογίας που περιβάλλει 
τον φορέα του οµόλογου ανασυνδυασµού. Μετά από την εκτοµή προκύπτει είτε το 
ανασυνδυασµένο PAC, είτε το αρχικό. Για να επιβεβαιωθεί ότι ο φορέας του 
οµόλογου ανασυνδυασµού έχει χαθεί, οι αποικίες µεγαλώθηκαν σε καναµυκίνη και 
υψηλή στρεπτοµυκίνη στους 43°C. Οι αποικίες που µεγαλώνουν κάτω από αυτές τις 
συνθήκες έχουν χάσει το φορέα του οµόλογου ανασυνδυασµού και κατ’ επέκταση το 
γονίδιο αυτού που προσφέρει ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη (rpsL) (Imam et al., 
2000). Οι αποικίες αυτές έχουν µόνο ένα αντίγραφο του γονιδίου αυτού (αυτό του 
γονιδιώµατος του E. coli) και έτσι παρατηρείται ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη. 
Στην περίπτωση που υπάρχουν και τα δύο αντίγραφα, αυτό του φορέα και αυτό του 
γονιδιώµατος του E. coli, παρατηρείται ευαισθησία στη στρεπτοµυκίνη. Οι 
ανθεκτικές αποικίες χαρτογραφήθηκαν και από το στάδιο αυτό και µετά 
µεγαλώνονταν στους 37°C παρουσία καναµυκίνης. 

 
∆ιάβασµα της αλληλουχίας DNA (Sequencing) 

Το διάβασµα της αλληλουχίας DNA (sequencing) έγινε σε αυτόµατο 
µηχάνηµα της Applied Biosystems. H επεξεργασία των αλληλουχιών έγινε µε 
προγράµµατα της nefeli.imbb.forth.gr και του DNA MAN software. 
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Αποµόνωση κατασκευών DNA για µικροένεση 
Καθαρισµός µε κολόνα Elutip-d: Ακολουθήθηκε το ακριβές πρωτόκολλο 

της εταιρείας (Schleicher & Schuell). Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για την 
αποµόνωση κοσµιδιακών κατασκευών για µικροένεση. Μετά την αποµόνωση της 
κατασκευής από το πήκτωµα αγαρόζης το DNA επαναδιαλύθηκε σε διάλυµα 
χαµηλού αλατιού (0.2M NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.4, 1.0 mM EDTA). Μια σύριγγα 
των 5 ml γεµίστηκε µε 1-2 ml διαλύµατος υψηλού αλατιού (1.0M NaCl, 20mM Tris-
HCl pH 7.4, 1.0 mM EDTA) και µε αυτό πλύθηκε η κολόνα Elutip-d. Με µια δεύτερη 
σύριγγα των 10-20 ml η κολόνα Elutip-d πλύθηκε µε 5 ml διαλύµατος χαµηλού 
αλατιού. Στη συνέχεια η ίδια σύριγγα γεµίστηκε µε το διάλυµα του DNA και µεταξύ 
αυτής της σύριγγας και της κολόνας Elutip-d τοποθετήθηκε φίλτρο 0.45µm. Το 
διάλυµα του DNA περάστηκε µε αργή ροή στην κολόνα Elutip-d και στη συνέχεια η 
κολόνα επαναπλύθηκε µε 2-3 ml διαλύµατος χαµηλού αλατιού. Τέλος έγινε έκλουση 
του DNA από την κολόνα µε 0.4 ml διαλύµατος υψηλού αλατιού. Ακολούθησε 
κατακρήµνιση του DNA µε απόλυτη ΕtOH και τελική επαναδιάλυση σε διάλυµα 
µικροένεσης.  

Καθαρισµός µε κλίση πυκνότητας αλατιού: Η µέθοδος αυτή 
χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση PAC και κοσµιδιακών κατασκευών για 
µικροένεση. Μετά από αντίδραση µε τις κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες, 
το DNA (σε όγκο περίπου 200µl) εναποτέθηκε στην κορυφή ενός σωλήνα (14 ml 
polycarbonate centrifuge tube-SW41Ti tube) που περιείχε κλίση πυκνότητας 5-25% 
NaCl. Η κλίση πυκνότητας δηµιουργήθηκε µε µηχάνηµα Βiorad. Η φυγοκέντρηση 
έγινε σε φυγόκεντρο Beckmann µε ρότορα SW41 (swing-out rotor). Στην περίπτωση 
του PAC η φυγοκέντρηση έγινε στις 40000rpm σε θερµοκρασία δωµατίου για 50 
min, υπό κενό. Στην περίπτωση των κοσµιδίων η φυγοκέντρηση έγινε στις 37000 rpm 
σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 ώρες, υπό κενό. Κλάσµατα 500µl συλλέχθηκαν και 
10µl αυτών τρέχτηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1Χ ΤΒΕ. Τα κλάσµατα που περιείχαν 
την κατασκευή για µικροένεση ενώθηκαν και τοποθετήθηκαν σε µεµβράνη UH 
100/75 (Schleicher & Schuell). Η µεµβράνη τοποθετήθηκε σε µεγάλο όγκο TE 
(10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA)+100mM NaCl για 5 ώρες στους 4°C. Το 
διάλυµα TE+100mM NaCl αντικαταστάθηκε µε νέο και η διάλυση συνεχίσθηκε Ο/Ν 
στους 4°C. Την επόµενη ηµέρα ο όγκος συµπυκνώθηκε µε διάλυση υπό κενό και στη 
συνέχεια η µεµβράνη µε τον συµπυκνωµένο όγκο κατασκευής DNA τοποθετήθηκε σε 
µεγάλο όγκο διαλύµατος µικροένεσης, για να αντικατασταθεί το διάλυµα 
TE+100mM NaCl µε διάλυµα µικροένεσης. Το διάλυµα µικροένεσης στην περίπτωση 
του PAC ήταν εµπλουτισµένο σε NaCl για να προστατευθεί η ακεραιότητα του DNA. 

 
Ηλεκτροφόρηση εναλλασόµενου πεδίου 

H ακεραιότητα του PAC ελέγχθηκε αρχικά µε ηλεκτροφόρηση 
εναλλασόµενου πεδίου (pulse field gel electrophoresis) σε 1% πήκτωµα αγαρόζης 
χαµηλού σηµείου τήξεως 0.25X TAE. Τα δείγµατα φορτώθηκαν στις θέσεις και 
σφραγίστηκαν µε αγαρόζη. Η ηλεκτροφόρηση έλαβε χώρα σε συσκευή Biometra 
Rotaphor Type V, σύµφωνα µε τις ακόλουθες συνθήκες: 8-2sec log, 120-110°C angle 
lin, 200-180volt log, speed 6, 13°C, 21 ώρες. 

 
Μικροενέσεις 

Οι κατασκευές DNA σε συγκεντρώσεις 0.3-2 ng/µl ενέθηκαν σε 
γονιµοποιηµένα αυγά FVB/N. Στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε ψευδοέγκυες BCBA 
(Kollias et al., 1986, Hogan et al., 1986). Η µεταφορά σε ψευδοέγκυες BCBA γινόταν 
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την ίδια µέρα µε την ηµέρα των µικροενέσεων (στο στάδιο του ενός κυττάρου), µε 
πολύ λίγες εξαιρέσεις κατά τις οποίες έγινε τη δεύτερη ηµέρα (στο στάδιο των δύο 
κυττάρων). 

 
∆ιασταυρώσεις για τη δηµιουργία ποντικών µε ένα 
αντίγραφο της κατασκευής 
Χρησιµοποιήθηκαν δύο διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν την cre recombinase 
(Εικόνα 2.1): 
1. zp3cre: Ποντίκια της F1 γενιάς µε πολλά αντίγραφα της κατασκευής 
διασταυρώθηκαν µε τα ποντίκια zp3cre. Aπό αυτή τη διασταύρωση δηµιουργήθηκαν 
διπλά διαγονιδιακά θηλυκά για την κατασκευή ενδιαφέροντος και τη κατασκευή 
zp3cre. Τα θηλυκά αυτά διασταυρώθηκαν µε αρσενικά άγριου τύπου. Επειδή η cre 
recombinase εκφράζεται στα ωοκύτταρα των διπλών διαγονιδιακών αυτών θηλυκών, 
από τη δεύτερη διασταύρωση προέκυψαν ποντίκια µε ένα αντίγραφο της κατασκευής 
(Lewandoski et al., 1997). 
2. cagcre: Ποντίκια cagcre διασταυρώθηκαν µε ποντίκια µε πολλά αντίγραφα 
της κατασκευής και από τη διασταύρωση αυτή προέκυψαν κατευθείαν ποντίκια µε 
ένα αντίγραφο (Sakai & Miyazaki, 1997). 

 
∆ιασταυρώσεις για τη συλλογή εµβρύων διαφόρων 
αναπτυξιακών σταδίων 

Αρσενικά ποντίκια µε ένα αντίγραφο της κατασκευής διασταυρώθηκαν µε 
θηλυκά άγριου τύπου. Τα έγκυα θηλυκά θυσιάστηκαν στα αναπτυξιακά στάδια των 
10.5, 12.5 και 16.5 ηµερών για τη συλλογή εµβρυϊκών ιστών. Έγινε συλλογή 
λεκιθικού ασκού και εµβρυϊκού αίµατος του σταδίου των 10.5 ηµερών και εµβρυϊκού 
ήπατος των σταδίων των 12.5 και 16.5 ηµερών. Για τον προσδιορισµό του 
γονότυπου, αποµονώθηκε DNA από ολόκληρο το σώµα του εµβρύου ή µόνο από το 
κεφάλι. 

 
Αποµόνωση DNA από ουρές ποντικών και έµβρυα 
 Οι ουρές ή τα έµβρυα επωάσθηκαν σε 500-700 µl tail mix Ο/Ν στους 55°C 
υπό ανάδευση. Την επόµενη ηµέρα φυγοκεντρήθηκαν για 20 min σε 13000 rpm και 
το υπερκείµενο προστέθηκε σε ίσο όγκο ισοπροπανόλης. Το σωληνάκι αναδεύτηκε, 
“ψαρεύτηκε” το DNA, πλύθηκε σε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε 200-600µl 
ΤΕ (Laird et al., 1991). 
 
Southern Blot 
 Μετά από την ηλεκτροφόρησή του και τη φωτογράφησή του σε UV φως µε 
χάρακα, το πήκτωµα αγαρόζης (1Χ TAE) αναδεύτηκε επί 15-20 λεπτά σε διάλυµα 
αποπουρινοποίησης (depurination) (0.2N HCl) και στη συνέχεια για 1 ώρα σε 
διάλυµα αποδιάταξης (denaturation) (0.5Μ NaOH/1.5M NaCl) (Sambrook et al., 
1989). Ακολούθως τοποθετήθηκε ανάποδα σε πλαστική µεµβράνη (SaranWrap), η 
οποία είχε τοποθετηθεί σε επίπεδη επιφάνεια. Από πάνω εναποτέθηκε µεµβράνη 
Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech) ή GeneScreen (NEN Life Science 
Products), η οποία αρχικά είχε διαβραχεί σε dH2O για λίγα λεπτά και στη συνέχεια σε 
διάλυµα αποδιάταξης. Πάνω από τη µεµβράνη εναποτέθηκαν 2 διηθητικά χαρτιά 
Whatman των 3ΜΜ, τα οποία είχαν επίσης εµποτισθεί µε διάλυµα αποδιάταξης. Από 
πάνω τοποθετήθηκε στοίβα χαρτοπετσετών και ένα βάρος. Η µεταφορά του DNA στη  
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A

B

Eικόνα2.1: Τρόποι δηµιουργίας ποντικών µε µονό αντίγραφο της κατασκευής. Α: 
µε τηδιαγονιδιακήσειρά Zp3cre, Β: µε τηδιαγονιδιακήσειρά cagcre.
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µεµβράνη έλαβε χώρα για 4 ώρες ή Ο/Ν και τέλος η µεµβράνη, αφού σηµειώθηκαν οι 
θέσεις φορτώµατος των δειγµάτων, αναδεύτηκε σε διάλυµα ουδετεροποίησης 
(neutralising) (0.5M Tris/HCl pH 7.1/3M NaCl) (Southern, 1975). Ακολούθησε 
µόνιµη πρόσδεση του DNA στη µεµβράνη σε UV crosslinker (Stratalinker) της 
Stratagene για 2-3 λεπτά. 
 
Slot Blot 

Χρησιµοποιήθηκαν συσκευή Schleicher & Schuell και 5µg γενωµικού DNA 
σε 180µl dΗ2Ο. Αρχικά τα δείγµατα αποδιατάχθηκαν για 10 λεπτά σε θερµοκρασία 
δωµατίου µε την προσθήκη 20µl 4Μ ΝaΟΗ. Για την ουδετεροποίηση των δειγµάτων 
προστέθηκαν 200µl κρύου 2Μ ΝΗ4ΟΑc. Χρησιµοποιήθηκε Hybond N+ ή 
GeneScreen νάυλον µεµβράνη, η οποία είχε διαβραχεί σε 1Μ ΝΗ4ΟΑc. Πριν το 
πέρασµα των δειγµάτων από τη συσκευή, οι θέσεις πλύθηκαν µε 1Μ ΝΗ4ΟΑc υπό 
κενό. Τα δείγµατα φορτώθηκαν στις θέσεις και περάστηκαν στη µεµβράνη υπό κενό. 
Ακολούθησε µόνιµη πρόσδεση του DNA στη µεµβράνη σε UV crosslinker της 
Stratagene για 2-3 λεπτά. 
 
Προϋβριδοποίηση 
 Η µεµβράνη τοποθετήθηκε σε κύλινδρο υβριδοποίησης και προϋβριδίστηκε 
για 2 ώρες-Ο/Ν σε 15-25ml διαλύµατος υβριδοποίησης (Ηyb SDS), αντιστοίχως για 
µικρούς και µεγάλους κυλίνδρους, στους 65°C. 
 
Ραδιενεργή σήµανση ανιχνευτή 

Χρησιµοποιήθηκε το Prime-It II Random Primer Labeling Kit (Stratagene). Σε 
25-150 ng ανιχνευτή προστέθηκαν 5µl διαλύµατος Random Primer και ο τελικός 
όγκος της αντίδρασης µετά την προσθήκη νερού ήταν 17µl. Ακολούθησε αποδιάταξη 
στους 95°C για 5 λεπτά και επακόλουθη επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 
λεπτά. Στη συνέχεια προστέθηκαν 5µl 5Χ primer buffer *dATP (που περιέχει dCTP, 
dGTP, dTTP), 1µl ενζύµου Exo(-) Klenow (5U/µl) και 2µl [α-32P]dATP και η 
αντίδραση έλαβε χώρα στους 37°C για 15 λεπτά-1 ώρα. Στο τέλος της επώασης 
προστέθηκε ίσος όγκος 2X ΤΕS για να σταµατήσει η αντίδραση (Feinberg & 
Vogelstein, 1983). 

Εναλλακτικά χρησιµοποιήθηκε το Prime-a-Gene Labeling System (Promega) 
και ακολουθήθηκε το ακριβές πρωτόκολλο της εταιρείας.  

Χρησιµοποιήθηκε και το πρωτόκολλο σήµανσης OLB: 25-150 ng ανιχνευτή 
σε 11.5µl νερό αποδιατάχθηκαν στους 95°C για 5 λεπτά και τοποθετήθηκαν σε πάγο. 
Στη συνέχεια προστέθηκαν 4µl OLB, 1µl BSA 10mg/ml, 1µl ενζύµου Klenow 
(5U/µl) και 2.5µl [α-32P]dATP. H αντίδραση έλαβε χώρα σε θερµοκρασία δωµατίου 
για 3-5 ώρες. Στο τέλος της επώασης προστέθηκε ίσος όγκος 2X ΤΕS για να 
σταµατήσει η αντίδραση. 
 
Καθαρισµός µε κολόνες Sephadex G-25 ή G-50 

Μετά τη ραδιενεργή σήµανση του ανιχνευτή και πριν τον υβριδισµό, έγινε 
καθαρισµός των µη ενσωµατωµένων ραδιενεργών νουκλεοτιδίων µε κολόνα G-25 
(για τους ανιχνευτές που ήταν ολιγονουκλεοτίδια) ή G-50 (για τους ανιχνευτές 
µεγαλύτερου µεγέθους) (Sambrook et al., 1989). Για την προετοιµασία της κολόνας 
χρησιµοποιήθηκε σύριγγα 1 ml στο άκρο της οποίας τοποθετήθηκε βαµβάκι. Στη 
σύριγγα προστέθηκε η Sephadex G-50 ή G-25 και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2 
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λεπτά στις 1800 rpm. Ο σηµασµένος ανιχνευτής προστέθηκε στην κορυφή της 
κολόνας και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 1800 rpm. 
 
Υβριδοποίηση 
 Η υβριδοποίηση έγινε Ο/Ν στους 65°C σε περιστρεφόµενο επωαστήρα, µετά 
την προϋβριδοποίηση και την προσθήκη καθαρισµένου και αποδιατεταγµένου 
ανιχνευτή στον κύλινδρο υβριδοποίησης. Η αποδιάταξη του ανιχνευτή έγινε στους 
95°C για 5 λεπτά (Sambrook et al., 1989). 
 
Υβριδοποίηση µε καταστολή επαναληπτικών αλληλουχιών 

Στην περίπτωση χαρτογράφησης των διαγονιδίων µε κοσµιδιακούς ανιχνευτές 
χρησιµοποιήθηκε ανταγωνιστικό DNA για την καταστολή των επαναληπτικών 
αλληλουχιών: 
Προετοιµασία ανταγωνιστικού DNA: DNA ανθρώπινου πλακούντα (λυοφιλιωµένο, 
Τύπου ΧΙΙΙ, Sodium Salt, Sigma) επαναδιαλύθηκε σε ΤΕ, έτσι ώστε η τελική 
συγκέντρωση να είναι 5 mg/ml. Έγινε τεµαχισµός του DNA µε sonication, έτσι ώστε 
το µεγαλύτερο µέρος του να είναι µικρότερο από 1Κb (γύρω στις 600bp), όπως 
προσδιορίστηκε από ηλεκτροφόρηση αγαρόζης. Το DNA καθαρίστηκε µε 
φαινόλη/χλωροφόρµιο και ακολούθησε κατακρήµνιση µε αιθανόλη. Έγινε 
επαναδιάλυση του DNA σε ΤΕ, ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 20 mg/ml.Το 
ανταγωνιστικό DNA ποντικού προετοιµάστηκε σύµφωνα µε το ίδιο πρωτόκολλο. 
Ένωση του ανταγωνιστικού DNA µε τον σηµασµένο ανιχνευτή: Το ανταγωνιστικό 
DNA (σε τελική συγκέντρωση 10 mg/ml) ενώθηκε µε 200ng του σηµασµένου 
ανιχνευτή παρουσία 5Χ SSC. Aνταγωνιστικό DNA ποντικού προστέθηκε σε τελική 
συγκέντρωση 100µg/ml. Έγινε αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά και στη συνέχεια 
ακολούθησε υβριδισµός στους 68°C για 30 λεπτά. Τέλος, το υβριδισµένο 
ανταγωνιστικό DNA µε τον σηµασµένο ανιχνευτή προστέθηκε στον κύλινδρο 
υβριδισµού και ακολούθησε υβριδισµός στους 65°C Ο/Ν. 
 
Πλύσιµο µεµβρανών 
 Την επόµενη ηµέρα η µεµβράνη πλύθηκε σε διάλυµα 0.3Χ SSC/0.1% SDS 
δύο φορές επί 1 ώρα στους 65°C και στη συνέχεια εκτέθηκε για λίγες ώρες ή Ο/Ν σε 
κασέττα Phosphorimager (του Molecular Dynamics PhosphorImager) ή σε κασέττα 
για αυτοραδιογραφία (Sambrook et al., 1989) χρησιµοποιώντας G-Omat Kodak film. 
 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

Το DNA του ενδιαφέροντος αναµίχθηκε µε τους κατάλληλους εκκινητές (100 
ng κάθε εκκινητή), dNTPs (τελική συγκέντρωση 0.2mM για κάθε dNTP), 1Χ buffer 
Taq πολυµεράσης και 2.5U Taq πολυµεράσης ανά αντίδραση. Οι αντιδράσεις στην 
πλειοψηφία των περιπτώσεων έλαβαν χώρα σε τελικό όγκο 50µl. Χρησιµοποιήθηκαν 
οι εξής συνθήκες (Mullis et al., 1986): 
Αρχική αποδιάταξη   95°C για 2-5 λεπτά 
30-35 κύκλοι που περιλαµβάνουν:  1.  Αποδιάταξη 95°C για 1-2 λεπτά. 

2. Υβριδισµός εκκινητών στο DNA για 0.5-1 
λεπτό (η θερµοκρασία υβριδισµού ποικίλλει 
ανάλογα µε τους εκκινητές). 
3. Πολυµερισµός στους 72°C (η χρονική 
διάρκεια του πολυµερισµού ποικίλλει ανάλογα 

 71 



 

µε το µήκος της περιοχής που 
πολλαπλασιάζεται). 

Τελικός πολυµερισµός:  72°C για 5 λεπτά 
 Στις περισσότερες περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκε πολυµεράση Τaq (Promega). 
Όταν έπρεπε να υπάρχει µεγάλη πιστότητα και πολύ µειωµένη πιθανότητα λάθους 
στην αντιγραφή του DNA, χρησιµοποιήθηκε Vent ή DeepVent DNA πολυµεράση 
(New England Biolabs), ή εναλλακτικά Pfu ή Pfu Turbo DNA πολυµεράση 
(Stratagene). Χρησιµοποιήθηκαν PCR µηχανήµατα της ΜJC Research και της 
Perkin-Elmer/Cetus. O σχεδιασµός των εκκινητών έγινε, στις περισσότερες 
περιπτώσεις, µε προγράµµατα της nefeli.imbb.forth.gr και του DNA MAN software. 
 
Αποµόνωση RNA 

Για την αποµόνωση RNA χρησιµοποιήθηκε το Trizol Reagent (Life 
Technologies-Gibco BRL). Ακολουθήθηκε το ακριβές πρωτόκολλο της εταιρείας. Ο 
ιστός ή αίµα διασπάστηκε σε 1ml Trizol Reagent. Αφέθηκε για 5 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου, στη συνέχεια προστέθηκαν 0.2ml χλωροφορµίου και 
ακολούθησε πολύ έντονη ανάδευση για 15 δευτερόλεπτα. Ακολούθησε επώαση για 2-
3 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στους 4°C και 
στις 12000 rpm. Μετά τη φυγοκέντρηση η υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέο 
δοκιµαστικό σωλήνα και ακολούθησε κατακρήµνιση του RNA µε 0.5ml 
ισοπροπανόλης. Έγινε επώαση µε την ισοπροπανόλη για 10 λεπτά σε θερµοκρασία 
δωµατίου και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στους 4°C και στις 12000 
rpm. Στις περιπτώσεις αποµόνωσης RNA από λεκιθικό ασκό 10.5 ηµερών και από 
εµβρυϊκό ήπαρ 12.5 ηµερών, προστέθηκαν 5µg tRNA πριν την κατακρήµνιση µε 
ισοπροπανόλη. Ακολούθησε πλύσιµο του RNA µε 1ml 75% αιθανόλη και 
ταυτόχρονο vortex. Η επακόλουθη φυγοκέντρηση έγινε για 5 λεπτά στους 4°C και 
στις 7500 rpm. Η τελική επαναδιάλυση του RNA έγινε σε DEPC νερό στους 
ακόλουθους όγκους: 
Ενήλικο αίµα:     50µl 
Εµβρυϊκό ήπαρ 16.5 ηµερών:  50µl 
Εµβρυϊκό ήπαρ 12.5 ηµερών:  30µl 
Λεκιθικός ασκός 10.5 ηµερών: 20µl 
Το επαναδιαλυµένο RNA φυλάχθηκε στους -80°C. 
 
Ανάλυση S1 νουκλεάσης 
Οι εξής ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση S1 νουκλεάσης (Εικόνα 2.2): 
1. βmaj  (700 bp HindIII-NcoI, µε προστατευµένο τµήµα 100 bp) 
2. β   (525 bp AccI-AccI, µε προστατευµένο τµήµα 155bp) 
3. 5’γ  (320 bp AvaII- AvaII, µε προστατευµένο τµήµα 165 bp) 
4. εy   (369 bp EcoRI-EcoRI, µε προστατευµένο τµήµα 195 bp) 
5. βH1  (255 bp HinfI-HinfI, µε προστατευµένο τµήµα 180 bp) 
6. ε   (340 bp BamHI-BspMI, µε προστατευµένο τµήµα 135 bp) 
Οι ανιχνευτές αποµονώθηκαν από τα αντίστοιχά τους πλασµίδια µε αντίδραση 
περιοριστικών ενδονουκλεασών και επακόλουθη ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
αγαρόζης. Για τους παραπάνω ανιχνευτές, µε την εξαίρεση του εy, ακολούθησε 
αποφωσφορυλίωση µε CIP. Για τη σήµανση χρησιµοποιήθηκαν 25 ng του 
µεγαλύτερου σε µήκος ανιχνευτή και ισοµοριακές ποσότητες των υπολοίπων.  

Σήµανση των 5’ άκρων µε T4 Πολυνουκλεοτιδική Κινάση: Η σήµανση 
των αποφωσφορυλιωµένων ανιχνευτών έγινε µε T4 Πολυνουκλεοτιδική Κινάση 
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(PNK) (10U) (Boehringer) παρουσία 1Χ buffer πολυνουκλεοτιδικής κινάσης και [γ-
32P] dATP για 1 ώρα στους 37°C, σε ολικό όγκο αντίδρασης 20-30 µl. H αντίδραση 
έλαβε τέλος µε την προσθήκη ίσου όγκου διαλύµατος 2X ΤΕS. 

 
        

Ε ι κ ό ν α  2 . 2 :  Α ν ι χ ν ε υ τ έ ς  S 1  α ν ά λ υ σ η ς .  Σ τ α  σ χ ε δ ι α γ ρ ά µ µ α τ α  φ α ί ν ε τ α ι  η  θ έ σ η  τ ω ν  
α ν ι χ ν ε υ τ ώ ν  σ τ α  γ ο ν ί δ ι α ,  τ ο  σ υ ν ο λ ι κ ό  τ ο υ ς  µ ή κ ο ς  κ α ι  τ ο  π ρ ο σ τ α τ ε υ µ έ ν ο  τ µ ή µ α .   

β

β H 1ε y

β m a j

5 ’ γ

ε

 
 
 
Σήµανση των 3’ άκρων µε αντίστροφη µεταγραφάση: Στην περίπτωση 

αυτή η σήµανση έγινε µε αντίστροφη µεταγραφάση (10U) (RT, GIBCO BRL) 
παρουσία 1Χ RT buffer, 0.01 Μ DTT, 0.25 mΜ dTTP/CTP/GTP και [α-32P] dATP 
για 1 ώρα στους 37°C, σε ολικό όγκο αντίδρασης 20-30 µl. H αντίδραση έλαβε τέλος 
µε την προσθήκη ίσου όγκου διαλύµατος 2X ΤΕS. 

Mετά τη σήµανση των ανιχνευτών και την προσθήκη ΤΕS, µετρήθηκε η 
ειδική ενεργότητά τους (specific activity) σε scintillation counter: 1µl κάθε ανιχνευτή 
τοποθετήθηκε δύο φορές σε µικρά φίλτρα χαρτιού (DE-81 ion exchange paper disks-
2.3cm diameter, Whatman), τα οποία πλύθηκαν στη συνέχεια µε Νa2HPO4 pH 7.0, έξι 
φορές επί 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε ξέπλυµα 2 φορές µε dH2O 
και δύο φορές µε 96% EtOH. Στη συνέχεια αφέθηκαν για λίγο να στεγνώσουν και 
µετρήθηκαν οι ειδικές ενεργότητες στον scintillation counter µε Cerenkov counting. 
Οι ειδικές ενεργότητες υπολογίστηκαν σαν cpm/pmol του ανιχνευτή. 

Οι ανιχνευτές της κάθε αντίδρασης ενώθηκαν και καθαρίστηκαν από κολόνα 
G-50. Στη συνέχεια έγινε καθαρισµός µε φαινόλη/χλωροφόρµιο. Στην υδατική φάση 
προστέθηκε DEPC H2O, έτσι ώστε να υπάρχουν 10-20 µl µίγµατος ανιχνευτών για 
κάθε αντίδραση. 
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Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιήθηκαν 10-20µl µίγµατος ανιχνευτών, 0.5-
2.5µg RNA, 5 µg tRNA και NaCl σε τελική συγκέντρωση 0.3Μ. Έγινε κατακρήµνιση 
µε 2.5 όγκους απόλυτης EtOH σε ξηρό πάγο και µετά από φυγοκέντρηση 25 λεπτών 
στις 13000rpm και 4°C, ακολούθησε πλύσιµο µε 70% EtOH. Τέλος το ίζηµα του 
RNΑ µε τους ανιχνευτές επαναδιαλύθηκε σε 15µl S1 buffer υβριδισµού, 
αποδιατάχθηκε για 5 min στους 95°C και υβριδίστηκε Ο/Ν στους 53°C.  

Την επόµενη ηµέρα προστέθηκαν 100U S1 νουκλεάσης (Boehringer) ανά 
αντίδραση σε 250µl 1Χ buffer S1 νουκλεάσης και η επώαση έλαβε χώρα για 2 ώρες 
στους 22°C. Η αντίδραση σταµάτησε µε καθαρισµό µε φαινόλη/χλωροφόρµιο. 
Ακολούθησε κατακρήµνιση µε EtOH, πλύσιµο µε 70% EtOH και επαναδιάλυση σε 
10µl S1 loading dye. Τα δείγµατα φορτώθηκαν σε 6-8% πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, 
µετά από αποδιάταξη στους 95°C για 5 λεπτά. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης (η 
οποία έλαβε χώρα στα 40mΑ για πηκτώµατα πάχους 0.5mm), το πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης µεταφέρθηκε σε χαρτί Whatman των 3ΜΜ και στεγνώθηκε στους 
80°C υπό κενό (σε dryer της Biorad). Στην συνέχεια ακολούθησε έκθεση για λίγες 
ώρες ή Ο/Ν σε κασέττα Phosphorimager (του Molecular Dynamics PhosphorImager) 
ή σε κασέττα για αυτοραδιογραφία χρησιµοποιώντας G-Omat Kodak film.  
 
Υπολογισµοί επιπέδων έκφρασης των γονιδίων 

Όλοι οι υπολογισµοί των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων έγιναν µε το 
ImageQuant Database και χρησιµοποιώντας το Molecular Dynamics PhosphorImager. 
 
Επεκτάσεις εκκινητών (primer extensions) σε RNA 
λεκιθικού ασκού 10.5 ηµερών 

Χρησιµοποιήθηκαν ειδικά ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές) για το Αγ και το Gγ 
γονίδιο, η αλληλουχία των οποίων αναφέρεται στο Κεφάλαιο των Αποτελεσµάτων. 
50 ng κάθε ολιγονουκλεοτιδίου σηµάνθηκαν µε Τ4 Πολυνουκλεοτιδική Κινάση. 
Μετά τη σήµανση προστέθηκε ίσος όγκος 2X ΤΕS και µετρήθηκε η ειδική 
ενεργότητα (specific activity) των ολιγονουκλεοτιδίων σε scintillation counter. H 
σήµανση και η µέτρηση της ειδικής ενεργότητας έγινε όπως περιγράφεται για την S1 
ανάλυση. Ακολούθησε καθαρισµός µε G-25 και φαινόλη/χλωροφόρµιο, 
κατακρήµνιση µε EtOH, πλύσιµο µε 70% EtOH και επαναδιάλυση κάθε 
ολιγονουκλεοτιδίου σε 25µl ΤΕ. H τελική συγκέντρωση των ολιγονουκλεοτιδίων 
ήταν περίπου 2ng/µl. 

Σε 500ng-1µg RNA σε όγκο 10µl προστέθηκαν 4µl 5Χ Superscript buffer της 
RT (GIBCO BRL), 1µl DTT 0.1M, 1µl Αγ σηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου (2ng), 
1µl Gγ σηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου (2ng) και 17.5µl Η2Ο. Ακολούθησε 
επαναδιάταξη των ολιγονουκλεοτιδίων στο RNA στους 65°C για 10 λεπτά και 37°C 
για µια ώρα. Στη συνέχεια προστέθηκαν 0.2 µl αναστολέα RNAse, 1µl dNTPs 
(10mM dGTP/dATP/dCTP+1.25mM ddTTP-Amersham) και 1µl Superscript Reverse 
Transcriptase (RT) (GIBCO-BRL). Η αντίδραση έγινε στους 42°C για 1 ώρα. 
Ακολούθησε κατακρήµνιση µε EtOH, πλύσιµο µε 70% EtOH και επαναδιάλυση κάθε 
αντίδρασης σε 4-6µl formamide loading buffer. Οι αντιδράσεις τρέχτηκαν σε 
πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12%. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης µεταφέρθηκε σε χαρτί Whatman των 3ΜΜ και στεγνώθηκε στους 
80°C υπό κενό (σε dryer της Biorad). Στην συνέχεια ακολούθησε έκθεση για λίγες 
ώρες ή Ο/Ν σε κασέττα Phosphorimager (του Molecular Dynamics PhosphorImager) 
ή σε κασέττα για αυτοραδιογραφία χρησιµοποιώντας G-Omat Kodak film. 
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RNA in situ υβριδισµός 

Μονιµοποίηση κυττάρων 
Η µονιµοποίηση των κυττάρων έγινε σε πλακάκια επικαλυµµένα µε Poly-L-

Lysine (Sigma). Το εµβρυϊκό αίµα των 10.5 ηµερών αναµίχθηκε µε PBS (GIBCO 
BRL). Μικρό τµήµα του εµβρυϊκού ήπατος των 12.5 και 16.5 ηµερών διασπάσθηκε 
σε PBS. Τα κύτταρα αίµατος ή ήπατος σε όγκο 10-20µl τοποθετήθηκαν σε δύο θέσεις 
κάθε πλακακιού και αφέθηκαν να κατακαθίσουν για 1-2 λεπτά. Στη συνέχεια 
µεταφέρθηκαν σε διάλυµα µονιµοποίησης για 18 λεπτά. Πλύθηκαν σε 1Χ PBS δύο 
φορές επί 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και ξεπλύθηκαν 2 φορές επί 5 λεπτά σε 
70% EtOH επίσης σε θερµοκρασία δωµατίου. Χρησιµοποιήθηκαν αµέσως, είτε 
φυλάχθηκαν στους -20°C σε 70% EtOH (van de Corput & Grosveld, 2001). 

Προετοιµασία µονιµοποιηµένων κυττάρων για υβριδισµό 
Τα πλακάκια πλύθηκαν 3 φορές επί 3 λεπτά σε DEPC H2O σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Τοποθετήθηκαν για 4 λεπτά σε διάλυµα 0.01N HCl µε 0.01% πεψίνη 
(Sigma) στους 37°C. Πλύθηκαν 5 λεπτά σε 1X PBS σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Ακολούθησε επαναµονιµοποίηση σε 3% φορµαλδεΰδη (Merck) σε PBS για 5 λεπτά 
σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια τα πλακάκια πλύθηκαν σε 1X PBS, 2 φορές 
επί 5 λεπτά και ακολούθησε αφυδάτωση σε 70% αιθανόλη επί 3 λεπτά, σε 90% 
αιθανόλη επί 3 λεπτά και τέλος σε 100% αιθανόλη επί 3 λεπτά σε θερµοκρασία 
δωµατίου. Τέλος τα πλακάκια αφέθηκαν να στεγνώσουν για λίγα λεπτά (van de 
Corput & Grosveld, 2001). 

Υβριδισµός 
Χρησιµοποιήθηκαν για τα γονίδια ανθρώπου οι Αγ εξονικός ανιχνευτής, Αγ 

ιντρονικός ανιχνευτής, ε ιντρονικός ανιχνευτής, β ιντρονικός ανιχνευτής και για τα 
γονίδια ποντικού οι εy ιντρονικός ανιχνευτής, βΗ1 ιντρονικός ανιχνευτής, βmaj 
ιντρονικός ανιχνευτής, α ιντρονικός ανιχνευτής και α εξονικός ανιχνευτής. Ο κάθε 
ανιχνευτής είναι ένα µίγµα 2 έως 4 ολιγονουκλεοτιδίων, που είναι σηµασµένα µε 
κατάλληλο φλουορόχρωµα (Dirks et al., 1991; Hougaard et al., 1997). Οι 
αλληλουχίες των ανιχνευτών (Wijgerde et al., 1995; Gribnau et al., 1998; Trimborn et 
al., 1999) περιγράφονται στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων. 

Οι ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν σε τελική συγκέντρωση 1ng/µl. Η αραίωσή 
τους έγινε σε διάλυµα υβριδισµού. Οι ανιχνευτές αποδιατάχτηκαν στους 90°C για 5 
λεπτά και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε πάγο. Τέλος, προστέθηκαν 7-10 µl 
µίγµατος ανιχνευτών σε κάθε περιοχή κυττάρων και ο υβριδισµός έλαβε χώρα στους 
37°C Ο/Ν σε κουτί υβριδισµού, υπό συνθήκες υγρασίας φορµαµίδης και SSC (van de 
Corput & Grosveld, 2001). 

Πλύσεις µετά τον υβριδισµό και ανοσοϊστοχηµικός προσδιορισµός 
Έλαβαν χώρα πλύσεις για 5 λεπτά µε 2X SSC σε θερµοκρασία δωµατίου, 

τρείς φορές για 10 λεπτά µε 2X SSC στους 37°C, για 5 λεπτά µε 2X SSC σε 
θερµοκρασία δωµατίου και τέλος για 5 λεπτά µε ΤΝΤ σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Πριν αρχίσει η αντισωµατική ανίχνευση έγινε blocking µε ΤΝΒ για 20 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου και σε σκοτεινό κουτί µε υγρασία διαλύµατος ΤΒS (van de 
Corput & Grosveld, 2001). 
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Όλες οι επωάσεις των αντισωµάτων έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 30-
45 λεπτά και σε κλειστό σκοτεινό κουτί µε υγρασία διαλύµατος ΤΒS. 
Χρησιµοποιήθηκαν 100-125µl αραίωσης αντισωµάτων σε ΤΝΒ ανά πλακάκι και η 
επώαση έγινε κάτω από καλυπτρίδα 24x60mm. Χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα των 
εταιρειών: Molecular Probes, Jackson, Vector Laboratories, Santa Cruz, Boehringer 
Mannheim και Pierce. Το αντισωµατικό δένδρο που χρησιµοποιήθηκε στους RNA in 
situ υβριδισµούς αναφέρεται στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων. Μεταξύ των 
επωάσεων έγιναν πλύσεις 2-3 φορές επί 5 λεπτά µε ΤΝΤ στο σκοτάδι. Μετά την 
τελευταία επώαση µε αντισώµατα και τις τελευταίες πλύσεις σε ΤΝΤ έγινε 
αφυδάτωση για 3 λεπτά σε 70% αιθανόλη, για 3 λεπτά σε 90% αιθανόλη και τέλος 
για 3 λεπτά σε 100% αιθανόλη. Προστέθηκε στο τέλος DABCO/DAPI µε Vectashield 
σε αναλογία 1:1 και τα κύτταρα καλύφθηκαν µε καλυπτρίδα. Το µικροσκόπιο που 
χρησιµοποιήθηκε ήταν µικροσκόπιο φθορισµού (Leitz) και τα κύτταρα 
φωτογραφήθηκαν µε κάµερα CCD (Hamamatzu). Τα πλακάκια φυλάσσονταν στους 
4°C (van de Corput & Grosveld, 2001). 

 
Επεξεργασία φωτογραφιών κάµερας CCD 

Για κάθε οπτικό πεδίο πάρθηκαν τρεις φωτογραφίες: µία µε κόκκινο φίλτρο 
(Texas Red), µία µε πράσινο φίλτρο (FITC) και µία µε µπλέ (DAPI). Οι φωτογραφίες 
αρχικά ήταν ασπρόµαυρες και στη συνέχεια ακολούθησε επεξεργασία αυτών στο 
Αdobe Photoshop: H φωτογραφία του κόκκινου φίλτρου βάφτηκε µε χρώµα Texas 
Red (κόκκινο) και του πράσινου φίλτρου µε χρώµα FITC (πράσινο). Στη συνέχεια, οι 
φωτογραφίες προστέθηκαν η µία πάνω στην άλλη και δηµιουργήθηκαν σύνθετες 
φωτογραφίες (overlays). 
 
Ανοσοϊστοχηµεία 

Μονιµοποίηση: Κύτταρα ενήλικου αίµατος, αφού πλύθηκαν 2-3 φορές µε 
PBS (GIBCO BRL) µε ενδιάµεσες φυγοκεντρήσεις σε πολύ χαµηλές στροφές, 
µονιµοποιήθηκαν σε πλακάκια επικαλυµµένα µε Poly-L-Lysine. Τα κύτταρα 
τοποθετήθηκαν σε δύο θέσεις κάθε πλακακιού και αφέθηκαν να κατακαθίσουν για 1-
2 λεπτά. Στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε διάλυµα 3.7% παραφορµαλδεΰδης σε CSK 
για 18 λεπτά (Fraser et al., 1993). Πλύθηκαν σε 1Χ PBS 3 φορές επί 5 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου και ξεπλύθηκαν 2 φορές επί 5 λεπτά σε 70% EtOH επίσης σε 
θερµοκρασία δωµατίου. Τέλος είτε χρησιµοποιήθηκαν αµέσως, είτε φυλάχθηκαν 
στους -20°C σε 70% EtOH (van de Corput & Grosveld, 2001). 

Επώασεις µε αντισώµατα: Τα πλακάκια ενυδατώθηκαν σε Η2Ο 2 φορές επί 
3 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τοποθετήθηκαν σε 1Χ PBS 2 φορές επί 5 λεπτά 
σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια σε 0.5% TritonX-100 (Sigma) σε CSK 
επί 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε πλύσιµο σε 1Χ PBS 2 φορές 
επί 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Έγινε blocking µε ΤΝΒ για 20 λεπτά σε 
θερµοκρασία δωµατίου και σε σκοτεινό κουτί µε υγρασία διαλύµατος ΤΒS. Οι 
επωάσεις των αντισωµάτων έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου για 45 λεπτά-1 ώρα και 
σε κλειστό σκοτεινό κουτί µε υγρασία διαλύµατος ΤΒS. Χρησιµοποιήθηκαν 100-125 
µl αραιώσεων αντισωµάτων σε ΤΝΒ ανά πλακάκι και η επώαση έγινε υπό 
καλυπτρίδα 24x60mm. Για την πρώτη επώαση χρησιµοποιήθηκαν rabbit anti mouse 
globin σε αραίωση 1:250 και mouse anti human γ globin FITC σε αραίωση 1:100-
1:200 (Cortex Biochem). Για τη δεύτερη επώαση χρησιµοποιήθηκε goat anti rabbit 
A594 σε αραίωση 1:500 (Molecular Probes). Μεταξύ των επωάσεων έγιναν πλύσεις 
2-3 φορές επί 5 λεπτά µε ΤΝΤ στο σκοτάδι. Μετά την τελευταία επώαση και τις 
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τελευταίες πλύσεις σε ΤΝΤ έγινε αφυδάτωση για 3 λεπτά σε 70% αιθανόλη, για 3 
λεπτά σε 90% αιθανόλη και τέλος για 3 λεπτά σε 100% αιθανόλη. Προστέθηκε στο 
τέλος DABCO/DAPI µε Vectashield σε αναλογία 1:1. Το µικροσκόπιο που 
χρησιµοποιήθηκε ήταν µικροσκόπιο φθορισµού (Leitz) και τα κύτταρα 
φωτογραφήθηκαν µε κάµερα CCD (Hamamatzu). Τα πλακάκια φυλάσσονταν στους 
4°C (van de Corput & Grosveld, 2001). 
 
FISH-Fluoresent In Situ Hybridisation 

Καλλιέργεια 
 Ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο των Mulder et al., 1995.) Κύτταρα από αίµα 
ενήλικου ποντικού καλλιεργήθηκαν σε RPMI-1640 (GIBCO/BRL) εµπλουτισµένο µε 
9% FCS (GIBCO/BRL), 13.6% Ηybridoma medium (GIBCO/BRL), 3.4 µg/ml 
lithium chloride (Merck), 7.2µg/ml ConA (Sigma), 22.7 units/ml Heparin (Leo, 
Helsingborg, Sweden), 50µM 2-mercaptoethanol, 25.4 µg/ml lipopolysaccharide 
(Sigma), 10 ng/ml IL-6 (Peprotech Ec Ltd) (Zagoraiou et al., 2001). Η καλλιέργεια 
έγινε για 72 ώρες σε επωαστήρα 37°C, 10% CΟ2 και στη συνέχεια προστέθηκε 
KARYOMAX Colcemic solution 10µg/ml (GIBCO/BRL). Tέλος τα χρωµοσώµατα 
στρώθηκαν σε µη επικαλυµµένα πλακάκια. 

Προδιεργασία πριν τον υβριδισµό 
Προδιεργασία µε RΝase: 200 µl RNase (100-200µg RNase A/ml 2Χ SSC) 

εναποτέθηκε στα πλακάκια και καλύφθηκε µε καλυπτρίδα 24x60mm. Ακολούθησε 
επώαση για 1 ώρα στους 37°C σε κουτί µε υγρασία και στο τέλος πλύσιµο σε 2Χ SSC 
για 2 φορές και σε PBS ή 0.01 N HCl για 1 φορά. 

Προδιεργασία µε πεψίνη: Τα πλακάκια επωάσθηκαν στους 37°C, σε ήδη 
προθερµασµένο στους 37°C διάλυµα 10-20 mg πεψίνης/100ml 0.01 N HCl και 
πλύθηκαν στη συνέχεια µε PBS. 

Μονιµοποίηση µετά την προδιεργασία: Τα πλακάκια επωάσθηκαν σε 
θερµοκρασία δωµατίου σε 1% φορµαλδεΰδη (ελεύθερη οξέος) σε PBS 
εµπλουτισµένου µε 50mM M9Cl2 για 10 λεπτά. Πλύθηκαν στη συνέχεια µε PBS, 
αφυδατώθηκαν σε 50%, 75%, 95% και 100% αιθανόλη και αφέθηκαν να 
στεγνώσουν. 

Υβριδισµός 
Ο ανιχνευτής που χρησιµοποιήθηκε ήταν το πλασµίδιο pLCR, το οποίο 

περιλαµβάνει όλο το LCR του συµπλέγµατος των β γονιδίων των σφαιρινών. 
Σήµανση του ανιχνευτή µε nick translation: 
Mίγµα σήµανσης:  
0.2-0.5 mM dATP, dGTP, dCTP και 0.04-0.1 mM dTTP σε nick 
translation buffer (10Χ) 

5µl 

Biotin-16-dUTP ή Digoxigenin-11-dUTP (Boehringer) 1mM 1µl 
Ανιχνευτής 1µg Χµl 
DNA Polymerase I (0.4U/µl)/DNase I (40pg/µl) 5µl 
DNase I, 2µg/ml 1µl 
dH2O Χµl 
 Συνολικός όγκος 

50µl 
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H αντίδραση επωάστηκε για δύο ώρες σε υδατόλουτρο των 15-16°C. 
Προστέθηκαν 50µg Salmon Testes DNA, 50µg tRNA, 0.1 όγκος 2Μ οξικού νατρίου 
pΗ 5.6 και 5 όγκοι απόλυτης αιθανόλης. Ακολούθησε ανάδευση και κατακρήµνιση 
του DNA σε χαµηλή θερµοκρασία. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 
13000 rpm και πλύσιµο µε 70% αιθανόλη. Στο ίζηµα προστέθηκε το µίγµα 
υβριδισµού. 

Για τις περιπτώσεις ανιχνευτών που ήταν πλασµίδια, έγινε αραίωση του 
σηµασµένου ανιχνευτή µε µίγµα υβριδισµού µε 50% φορµαµίδη, 10% dextran sulfate 
σε 2Χ SSC ή SSCP, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση του ανιχνευτή να είναι 25-200 
ng/10µl µίγµατος υβριδισµού. Προστέθηκαν 5-10 µg cot1 DNA/10µl. Ακολούθησε 
αποδιάταξη του ανιχνευτή µε το cot1 DNA για 4 λεπτά στους 70°C. Ο ανιχνευτής στη 
συνέχεια τοποθετήθηκε στον πάγο για τουλάχιστον 4 λεπτά και ακολούθησε 
προϋβριδισµός για 15 λεπτά-2 ώρες στους 37°C. 

Τα πλακάκια αποδιατάχθηκαν σε 70% φορµαµίδη σε 2Χ SSC στους 70°C για 
2 λεπτά. Στη συνέχεια παγώθηκαν σε παγωµένη 70% αιθανόλη 2 φορές, ακολούθησε 
αφυδάτωση σε 95% και απόλυτη αιθανόλη και τέλος αφέθηκαν να στεγνώσουν. Ο 
ανιχνευτής προστέθηκε και το πλακάκι καλύφθηκε µε καλυπτρίδα 24x24 mm. O 
υβριδισµός έγινε O/N στους 37°C σε κλειστό κουτί υπό συνθήκες υγρασίας 
φορµαµίδης 50%. 

Εναλλακτικά, το µίγµα υβριδισµού µπορούσε να περιλαµβάνει 50ng του 
σηµασµένου pLCR, 1µg ανθρώπινου γενωµικού DNA σαν ανταγωνιστή σε 10µl 70% 
φορµαµίδης, 2Χ SSC (1Χ SSC=150mM NaCl/15mM sodium citrate pH 7.0) 

Πλύσεις µετά τον υβριδισµό και επωάσεις µε αντισώµατα 
Έλαβαν χώρα πλύσεις τρεις φορές επί 5 λεπτά σε 55% φορµαµίδη σε 2Χ SSC 

στους 39°C µε ταυτόχρονη ανάδευση, τρεις φορές επί 5 λεπτά σε 2Χ SSC στους 39°C 
µε ταυτόχρονη ανάδευση, µία φορά επί 3 λεπτά, µία φορά επί 5 λεπτά και µία φορά 
επί 7 λεπτά σε 0.1Χ SSC στους 50-60°C, µία φορά σε 2Χ SSC σε θερµοκρασία 
δωµατίου και τέλος µία φορά επί 5 λεπτά σε 4Χ SSC/0.05% Τween σε θερµοκρασία 
δωµατίου. Προστέθηκαν 120 µl 5% NFDM (non fat dry milk) σε 4Χ SSC και το 
πλακάκι καλύφθηκε µε καλυπτρίδα 24x60mm. Ακολούθησε επώαση για 30 λεπτά 
τους 37°C σε κουτί µε συνθήκες υγρασίας. 

Για ανιχνευτές σηµασµένους µε βιοτίνη: Προστέθηκαν 100 µl Avidin-FITC 
(Vector) αραιωµένου 1:1000 σε 5% NFDM σε 4Χ SSC και ακολούθησε επώαση για 
30 λεπτά τους 37°C. Ακολούθησε πλύσιµο τρεις φορές επί 5 λεπτά σε 4Χ SSC tween/ 
4Χ SSC/ 4Χ SSC tween. Προστέθηκαν 100 µl Biotinylated goat anti avidin (Vector) 
αραιωµένου 1:100 σε 5% NFDM σε 4Χ SSC και έγινε επώαση για 30 λεπτά στους 
37°C. Ακολούθησε πλύσιµο τρεις φορές επί 5 λεπτά σε 4Χ SSC tween/ 4Χ SSC/ 4Χ 
SSC tween. Προστέθηκαν 100 µl Avidin-FITC (Vector) αραιωµένου 1:1000 σε 5% 
NFDM σε 4Χ SSC και έγινε επώαση για 30 λεπτά στους 37°C. Ακολούθησε πλύσιµο 
δύο φορές επί 5 λεπτά σε 4Χ SSC tween, δύο φορές επί 5 λεπτά σε PBS, αφυδάτωση 
και τέλος προσθήκη Vectashield µε prop.iodide και/ή DAPI. 

Για ανιχνευτές σηµασµένους µε βιοτίνη/διγοξυγενίνη: Προστέθηκαν 100 µl 
Avidin-FITC (Vector) αραιωµένου 1:1000 σε 5% NFDM σε 4Χ SSC και έγινε 
επώαση για 30 λεπτά στους 37°C. Ακολούθησε πλύσιµο δύο φορές επί 5 λεπτά σε 4Χ 
SSC tween pH 7, δύο φορές επί 5 λεπτά σε 0.1M Tris-HCl/0.15M NaCl/0.05% 
Tween-20 pH 7.5. Προστέθηκαν 100 µl biotinylated goat anti avidin αραιωµένου 
1:100 και sheep anti-digoxigenin-rhodamine αραιωµένου 1:100 σε Boehringer Block 
Milk σε 0.1M Tris-HCl/0.15M NaCl και έγινε επώαση για 30 λεπτά στους 37°C. 
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Ακολούθησε πλύσιµο τρεις φορές επί 5 λεπτά σε 0.1M Tris-HCl/0.15M NaCl/ 0.05% 
Tween-20. Προστέθηκαν 100 µl Avidin-FITC (Vector) αραιωµένου 1:1000 και 
donkey anti sheep Texas Red αραιωµένου 1:100 σε Boehringer Block Milk σε 0.1M 
Tris-HCl/0.15M NaCl και έγινε επώαση για 30 λεπτά στους 37°C. Ακολούθησε 
πλύσιµο δύο φορές επί 5 λεπτά σε 0.1M Tris-HCl/0.15M NaCl/ 0.05% Tween-20, δύο 
φορές επί 5 λεπτά σε PBS, αφυδάτωση και προσθήκη Vectashield µε DAPI. 
 
Συνθήκες καλλιέργειας κυτταρικών σειρών 
 Τα κύτταρα Κ562 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό RPMI εµπλουτισµένο µε 10% 
FCS. Τα κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν σε DΜΕΜ εµπλουτισµένο µε 10% FCS και 
τα κύτταρα Μ11Χ σε Dulbecco’s HAΤ εµπλουτισµένο µε 10% FCS. Σε όλες τις 
περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκαν τα αντιβιοτικά Πενικιλίνη/Στρεπτοµυκίνη (τελική 
συγκέντρωση 50u/50µg). Όλα τα θρεπτικά και τα αντιβιοτικά ήταν προϊόντα της 
GIBCO-BRL. Οι επωάσεις έγιναν στους 37°C, παρουσία 10% CO2. 
 
∆ιαµολύνσεις κυτταρικών σειρών 

Μόνιµες διαµολύνσεις κυττάρων Μ11Χ µε τη µέθοδο της 
ηλεκτροδιαπερατότητας (Electroporation) 

Το πλασµίδιο για τη διαµόλυνση (10-15µg) έγινε γραµµικό µετά από 
αντίδραση µε την κατάλληλη περιοριστική ενδονουκλεάση. Ακολούθησε καθαρισµός 
µε φαινόλη/χλωροφόρµιο και χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε EtOH, πλύσιµο µε 
70% EtOH και επαναδιάλυση σε ≤25µl dH2O. Οι κυβέττες ηλεκτροδιαπερατότητας 
καθαρίστηκαν 2 φορές µε 70% αιθανόλη και 4 φορές µε διάλυµα 
ηλεκτροδιαπερατότητας πριν από κάθε χρήση και πριν την προσθήκη των κύτταρων 
αφέθηκαν να κρυώσουν σε πάγο. Τα κύτταρα πυκνότητας 5x105-1x106 κύτταρα/ml 
φυγοκεντρήθηκαν στις 3000-4000 rpm για 10 λεπτά. Έγινε επαναδιάλυση σε 5-10 ml 
διαλύµατος ηλεκτροδιαπερατότητας και επαναφυγοκέντρηση στις 3000-4000 rpm για 
5 λεπτά. Ακολούθησε επαναδιάλυση σε τόση ποσότητα διαλύµατος 
ηλεκτροδιαπερατότητας, ώστε η πυκνότητα των κυττάρων να είναι 2x107 
κύτταρα/ml. Για κάθε πλασµιδιακή κατασκευή χρειάστηκαν 1x107 κύτταρα σε 500 µl 
διαλύµατος. Στη συνέχεια τα κύτταρα τοποθετήθηκαν στις κυβέττες και αφέθηκαν 
στον πάγο. Το DΝA προστέθηκε και η επώαση στον πάγο συνεχίστηκε για 10 λεπτά. 
Χρησιµοποιήθηκαν διάφοροι συνδυασµοί volts και µFD σε συσκευή Electroporator 
της BIORAD, οι οποίοι συζητούνται στο Κεφάλαιο των Αποτελεσµάτων. Μετά την 
επίδραση ηλεκτρικού ρεύµατος τα κύτταρα κρατήθηκαν σε πάγο για 10 λεπτά και στη 
συνέχεια µεταφέρθηκαν στο κατάλληλο θρεπτικό µε 10% FCS, αφέθηκαν σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε επωαστήρα 
37°C, 10% CΟ2. Εκεί διατηρήθηκαν Ο/Ν πριν προστεθεί το θρεπτικό επιλογής. 
 
Προσθήκη θρεπτικών επιλογής στα κύτταρα µετά την ηλεκτροδιαπερατότητα 
και επιλογή κλώνων 

Μετά από την επώαση Ο/Ν τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στις 
3000 rpm. Τα κύτταρα µετρήθηκαν ώστε να χρησιµοποιηθούν σε τελική πυκνότητα 
5x104/ml, επαναδιαλύθηκαν σε θρεπτικό µε την κατάλληλη ουσία επιλογής, π.χ. 
G418 σε συγκέντρωση 700µg/ml-1mg/ml (GENETICIΝR/G-418 Sulphate, GIBCO 
BRL), τοποθετήθηκαν στους δίσκους καλλιέργειας µε 24 θέσεις και µεταφέρθηκαν σε 
επωαστήρα 37°C, 10% CΟ2. Οι κυτταρικοί κλώνοι εµφανίσθηκαν µετά από 10-14 
ηµέρες, ελέγχθηκαν µικροσκοπικά και οι υγιέστεροι µεγαλώθηκαν περαιτέρω για 5-8 
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ηµέρες σε θρεπτικό µε την κατάλληλη ουσία επιλογής σε µικρότερη συγκέντρωση 
(π.χ. G418, 100µg/ml). Όταν οι κλώνοι µεγάλωσαν αρκετά χρησιµοποιήθηκαν για την 
αποµόνωση γενωµικού DNA. 
 

Παροδικές διαµολύνσεις 
Οι παροδικές διαµολύνσεις έγιναν µε αντιδραστήρια Tfx-20 και Tfx-50 

(Promega). Ακολουθήθηκαν τα ακριβή πρωτόκολλα της εταιρείας. Τα κύτταρα 
αραιώθηκαν µια µέρα πριν τη διαµόλυνση, έτσι ώστε να φτάσουν στο 80% της 
πλήρους αύξησής τους την ηµέρα της διαµόλυνσης. 

∆ιαµόλυνση κυττάρων προσκολληµένων (ΗeLa) στο δίσκο καλλιέργειας: Σε 
δοκιµαστικό σωλήνα τοποθετήθηκαν 1 ml κατάλληλου θρεπτικού χωρίς FCS και 2 µg 
πλασµιδιακού DNA και ακολούθησε ανάδευση µε vortex. Προστέθηκαν 6 µl Tfx 
Reagent και πάλι ακολούθησε ανάδευση µε vortex και επώαση σε θερµοκρασία 
δωµατίου για 10-15 λεπτά. Στη συνέχεια το θρεπτικό αφαιρέθηκε από τα 
προσκολληµένα κύτταρα (τα οποία από την προηγούµενη ηµέρα είχαν τοποθετηθεί 
στην κατάλληλη πυκνότητα σε δίσκους καλλιέργειας µε 6 θέσεις) και προστέθηκε το 
µίγµα θρεπτικού/DNA/Tfx Reagent. Ακολούθησε επώαση στους 37°C για 1 ώρα. 
Τέλος, προστέθηκε επιπλέον πλήρες θρεπτικό και τα κύτταρα επωάσθηκαν για 48 
ώρες στους 37°C, πριν συλλεχθούν για τη µέτρηση της ενεργότητας της 
λουσιφεράσης. 

∆ιαµόλυνση κυττάρων αιωρουµένων (Κ562) στο δίσκο καλλιέργειας: Σε 
δοκιµαστικό σωλήνα τοποθετήθηκαν 0.5 ml κατάλληλου θρεπτικού χωρίς FCS και 2 
µg πλασµιδιακού DNA και ακολούθησε ανάδευση µε vortex. Προστέθηκαν 9 µl Tfx 
Reagent, ακολούθησε ανάδευση µε vortex και επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 
10-15 λεπτά. Tα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν, χωρίστηκαν στους δίσκους καλλιέργειας 
που έχουν 6 θέσεις (1x106/0.5 ml θρεπτικού χωρίς FCS σε κάθε θέση) και 
προστέθηκε σε αυτά το µίγµα θρεπτικού/DNA/Tfx Reagent. Ακολούθησε επώαση 
στους 37°C για 1 ώρα. Στη συνέχεια προστέθηκε επιπλέον πλήρες θρεπτικό και τα 
κύτταρα επωάσθηκαν για 48 ώρες στους 37°C, πριν συλλεχθούν για τη µέτρηση της 
ενεργότητας της λουσιφεράσης. 
 

Μέτρηση της ενεργότητας της λουσιφεράσης σε λουµινόµετρο 
Χρησιµοποιήθηκε το Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) και 

ακολουθήθηκαν τα ακριβή πρωτόκολλα της εταιρείας. 
Λύση των κυττάρων: Για κύτταρα προσκολληµένα στο δίσκο καλλιέργειας, 

όπως τα HeLa, το PLB (Passive Lysis Buffer) προστέθηκε στο δίσκο καλλιέργειας 
µετά από αποµάκρυνση του θρεπτικού καλλιέργειας και πλύσιµο µε PBS. Για δίσκο 
καλλιέργειας 6 θέσεων προστέθηκε 1ml PLB/θέση. Για κύτταρα όπως τα Κ562, τα 
οποία είναι αιωρούµενα, το PLB προστέθηκε σε δοκιµαστικό σωλήνα µετά από 
φυγοκέντρηση των κυττάρων, αποµάκρυνση του θρεπτικού καλλιέργειας και πλύσιµο 
µε PBS. Η λύση έγινε υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου για 15-30 λεπτά. Τα 
λυµένα κύτταρα είτε χρησιµοποιήθηκαν αµέσως για τη µέτρηση της ενεργότητας της 
λουσιφεράσης στο λουµινόµετρο, είτε φυλάχθηκαν στους -80°C. 

Μέτρηση στο λουµινόµετρο: Το λουµινόµετρο ρυθµίστηκε αρχικά µε 
κατάλληλο control ρύθµισης. 100µl διαλύµατος LARII τοποθετήθηκαν στους 
δοκιµαστικούς σωλήνες του λουµινόµετρου. Προστέθηκαν 20µl λυµένων κυττάρων 
και έγινε ελαφριά ανάδευση. Ακολούθησε η πρώτη µέτρηση στο λουµινόµετρο για 
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την λουσιφεράση Firefly, για 10 δευτερόλεπτα. Το λουµινόµετρο είχε ρυθµιστεί κατά 
τέτοιο τρόπο έτσι ώστε πριν από τα 10 δευτερόλεπτα µέτρησης να υπάρχει µία 
περίοδος καθυστέρησης για 2 δευτερόλεπτα, στα οποία δεν γινόταν καµµία µέτρηση. 
Προστέθηκαν 100µl διαλύµατος Stop&Glo και έγινε ανάδευση µε vortex. 
Ακολούθησε η δεύτερη µέτρηση στο λουµινόµετρο για τη λουσιφεράση Renilla. 
 

Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων παροδικών διαµολύνσεων 
 Έγινε στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων στο excel και 
υπολογίστηκαν µέσοι όροι, τυπικές αποκλίσεις και τυπικά λάθη. Τα τελικά 
αποτελέσµατα παρουσιάστηκαν σαν σχετικοί µέσοι όροι, τυπικές αποκλίσεις και 
τυπικά λάθη, θεωρώντας ότι το control κάθε σειράς πειραµάτων είχε έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης 100%. 
 
Πάγωµα κυττάρων 

Τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν όταν ήταν στη µέση της λογαριθµικής φάσης 
(1x106 κύτταρα/ml). Έγινε επαναδιάλυση των κυττάρων σε 50% FBS, 10% DMSO 
και 40% συγκεκριµένου κατάλληλου θρεπτικού που περιείχε 10% FBS (π.χ. HAT, 
DMEM ή RPMI) και σε τόσο όγκο ώστε η τελική πυκνότητα των κυττάρων να είναι 
3-4x106 κύτταρα/σωλήνα σε 500 µl. Χρησιµοποιήθηκαν Cryovials (Nalgene) και το 
πάγωµα έγινε τοποθετώντας τα κύτταρα στους -80°C. 
 
∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 
∆ιαλύµατα που δεν αναφέρονται παρακάτω παρασκευάστηκαν σύµφωνα µε τις 
ακριβείς οδηγίες των Sambrook et al., 1989. 
∆ιάλυµα φάγου:   6mM Tris-HCl pH 7.5 
    10mM MgCl2 

    100mM NaCl 
    0.5% gelatin 
 
ΤFB1:    RbCl2 100mM 
    MnCl2 50mM 
    KOAc 30mM 
    CaCl2 10mM 
    Γλυκερόλη 15% 

Τελική ρύθµιση του διαλύµατος µε 0.2Μ CH3COOH σε 
pH 5.8. 

 
TFB2:    ΜOPS 10mM 

RbCl2 10mM 
    CaCl2 75mM 
    Γλυκερόλη 15% 

Τελική ρύθµιση του διαλύµατος µε 1M NaOH σε pH 
7.0. 

 
∆ιάλυµα µικροένεσης: 8 mM Tris-HCl pH 7.4 

0.1 mM EDTA 
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(στην περίπτωση των µικροενέσεων του PAC, το 
διάλυµα µικροένεσης ήταν εµπλουτισµένο µε 0.1 Μ 
ΝaCl). 

 
Tails/embryos lysis buffer:  100 mM Tris-HCl pH 8.5 
    5 mM EDTA 
    0.2% SDS 
    200 mM NaCl 
    100 µg/ml Proteinase K 
 
Glucomix:   250mM Tris-HCl pH 8.0 
    100mM EDTA 
    500mM glucose 
 
Lysis Buffer maxi/minipreps:0.2N NaOH 
    1%SDS 
 
∆ιαλύµατα για παρασκευή  
κλίσης πυκνότητας αλατιού:5% ΝaCl, 3mM EDTA pH 7.5 

25% ΝaCl, 3mM EDTA pH 7.5 
 
ΤΝΕ:    10mM Tris-HCl pH 8.0 
    100mM NaCl 
    1mM EDTA pH 8.0 
 
2X ΤΕS:    20mM Tris-HCl pH 8.0 
    2mM EDTA  
    1% SDS  
 
Hyb SDS:  70gr SDS αναµίχθηκαν µε 200 ml 0.5 M EDTA. Στη 

συνέχεια ο όγκος έγινε 1 lt µετά την προσθήκη 0.5Μ 
ΝaPi pH 7.2. 

 
OLB mix:   Buffer A: 1.25M Tris pH 8, 0.25M MgCl2 

    Buffer B: 2M Hepes 
Buffer C: Hexanucl. Primers 50U pd(N)6 (Pharmacia) 
σε 550µl TE 
A:B:C=1:2.5:1.5 

Buffer A complete: 225µl Βuffer A+15µl 100mM dGTP+15µl 100mM dCTP+15µl 
100mM dTTP+5.4µl β-µερκαπτοαιθανόλη 
1.5 ml OLB mix:   300µl Buffer A complete 
    750µl Buffer B 
    450µl Buffer C 
 
S1 hybridization buffer:  40mM PIPES pH 6.4 
    400mM NaCl 
    1 mM EDTA 
    80% formamide 
 
S1 digestion buffer:  280mM NaCl  
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    30mM NaOAc pH 4.4 
    4.5 mM Zn(OAc)2 
 
S1 loading dye:  7M Urea  
    5mM Tris-Borate pH 8.3 
    1mM EDTA 
    0.1% xylene cyanol 
    0.1% bromophenol blue 
 
6X loading dye:   30% glycerol 
    60mM Tris-HCl pH 8.0 
    6mM EDTA 
    0.6% SDS 
    Orange G dye 
 
 
∆ιαλύµατα για RNA in situ: 
PBS 10X: 400ml διαλύµατος 1+100ml διαλύµατος 2+500ml dH2O. Aκολουθεί 
επεξεργασία µε DEPC και αποστείρωση. 
∆ιάλυµα 1: 200gr NaCl, 5 gr KCl σε 1 lt dH2O 
∆ιάλυµα 2: 72gr Νa2HPO4·2H2O, 10gr KH2PO4 σε 500 ml dH2O 
 
Fixing solution:  3.7% acid free formaldehyde (Merck) και 5% acetic 

acid (glacial) σε 1Χ PBS  
 
Hybridisation mixture:  25% φορµαµίδη (απιονισµένη) 
    2Χ SSC 
    200 ng/µl διατετµηµένου DNA από σπέρµα σολωµού 

5Χ Denhardt 
1 ng/µl ανιχνευτή 

    50 mM NaH2PO4/Na2HPO4  pH 7.0 
    1 mM EDTA 
 
∆ιάλυµα για δηµιουργία υγρασίας κατά τη διάρκεια του RNA in situ υβριδισµού:
    5ml 20Χ SSC 

12.5 ml formamide 
32.5 ml DEPC H2O 

 
Ανοσοϊστοχηµεία: 
∆ιάλυµα για δηµιουργία υγρασίας κατά την ανοσοϊστοχηµική ανίχνευση: TBS 
 
TBS: TBS (Tris buffered saline) (1Μ Tris pH 7.4, 1.5M NaCl =10X). 
 
TNT: TBS (Tris buffered saline) µε 0.05% Tween-20 
 
TNB: TBS (Tris buffered saline) µε 0.5% blocking reagent (blocking reagent for 
Εlisa-Boehringer Mannheim) 
 
CSK:     100mM NaCl 
    300mM sucrose 
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    10mM Pipes pH 6.8 
    3mM MgCl2 
    1mM EGTA 
 
∆ιάλυµα DABCO/DAPI: 
Έγινε διάλυση 1 gr DABCO (Sigma) σε 90 ml γλυκερόλης για 15-30 λεπτά στους 
60°C. Ακολούθησε προσθήκη 10ml 1M Tris pH 7.5, εξισορρόπηση σε pH 8 µε 5M 
HCl και εξισορρόπηση της θερµοκρασίας του διαλύµατος σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Ακολούθησε προσθήκη 100µl 20% termisol, 15 µl DAPI (1 mg/ml stock σε Η2Ο, που 
προσδίδει µπλε χρώση) ή 100 µl PI (1 mg/ml stock σε Η2Ο, που προσδίδει κόκκινη 
χρώση). Το διάλυµα φυλάσσεται στο σκοτάδι και στους 4°C. 
 
DABCO/DAPI-Vectashield mounting solution: 
Aνάµιξη DABCO/DAPI µε Vectashield mounting medium for fluorescence (Vector 
laboratories, Burlingame) σε αναλογία 1:1. 
 
∆ιαλύµατα για FISH: 
1Χ SSC:   150mM NaCl 

15mM sodium citrate pH 7.0 
 

4Χ SSC-0.05% Tween:  400 ml 20Χ SSC pH 6.5 και 10ml Tween 10% σε 2 lt 
dH2O. Ρύθµιση του pH σε 7.0 µε πυκνό HCl. 

 
Tris/NaCl/Tween: 200 ml 1Μ Tris-HCl pH 7.0, 60 ml 5M NaCl και 10 ml 

Tween, σε 2 lt dH2O. Ρύθµιση του pH σε 7.5 µε πυκνό 
HCl. 

 
Boehringer Buffer: 100 ml 1Μ Tris-HCl pH 7.0 και 30 ml 5M NaCl, σε 1 lt 

dH2O. Ρύθµιση του pH σε 7.5 µε πυκνό HCl. 
 
 
Boehringer Milk:  0.5 gr Boehringer block σε 100ml Boehringer Buffer. 

Φυγοκέντρηση στις 10000rpm για 15 λεπτά και 
χρησιµοποίηση του υπερκειµένου. 
 

NFD Milk: 5 gr Non Fat Dry milk (Nutricia) σε 100ml 4X SSC, pH 
7.0. Φυγοκέντρηση στις 10000rpm για 15 λεπτά και 
χρησιµοποίηση του υπερκειµένου. 

 
∆ιαλύµατα κυτταροκαλλιεργειών: 
∆ιάλυµα ηλεκτροδιαπερατότητας:  

20mM Hepes pH 7.05 
    137mM NaCl 
    5mM KCl 
    0.7mM Na2HPO4 
    6 mM dextrose 
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3.AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
∆ιερεύνηση του in vitro ρόλου cis ρυθµιστικών στοιχείων 
µεταξύ Αγ και δ γονιδίων σε κυτταροκαλλιέργειες 

In vitro µελέτη των στοιχείων Enh, F, O, P και S 
∆ιερευνήθηκε και επιβεβαιώθηκε η αποσιωπητική δράση των στοιχείων Enh, 

F, O, P και S που βρίσκονται µεταξύ Αγ και δ γονιδίων, µε παροδικές διαµολύνσεις 
ερυθροποιητικών (Κ562) και µη ερυθροποιητικών (ΗeLa) κυτταρικών σειρών. Tα 
στοιχεία Εnh, F βρίσκονται καθοδικά του Αγ γονιδίου και τα στοιχεία Ο, P και S 
βρίσκονται ανοδικά του δ γονιδίου (Είκονα 3.1). Τα πέντε αυτά στοιχεία 
κλωνοποιηµένα και στις δύο κατευθύνσεις στον φορέα που περιέχει το γονίδιο 
αναφοράς της λουσιφεράσης (LUC), µεταγραφόµενο από τον υποκινητή του Gγ 
γονιδίου και µε τον ενισχυτή SV40 στο 3’ άκρο του, ελέγχθηκαν µε παροδικές 
διαµολύνσεις (οι κλωνοποιήσεις των στοιχείων Enh, F, O, P και S είχαν γίνει από τον 
Θ. Κωστέα). Μείωση στην ενεργότητα του γονιδίου της λουσιφεράσης σε σχέση µε 
το πλασµίδιο ελέγχου Gγ-LUC-SV40 παρατηρήθηκε στις περισσότερες περιπτώσεις 
(Katsantoni et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Οι τιµές της ενεργότητας της 
λουσιφεράσης σε σύγκριση µε το πλασµίδιο ελέγχου ήταν στις περισσότερες 
περιπτώσεις χαµηλότερες στα κύτταρα ΗeLa σε σύγκριση µε τα κύτταρα K562. Η 
τιµή της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης στο πλασµίδιο ελέγχου Gγ-LUC-
SV40 θεωρήθηκε 100%. 

Παρουσία του στοιχείου Enh σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 79% στα κύτταρα Κ562 και 75% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 84% στα κύτταρα Κ562 και 
41% στα κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου F σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 73% στα κύτταρα Κ562 και 59% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε λίγο 
αυξηµένη έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 117% στα κύτταρα 
Κ562 και έκφραση σε ποσοστό 74% στα κύτταρα HeLa. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Eικόνα 3.1: Χάρτης της περιοχής µεταξύ Αγ και δ γονιδίων και περιοχές που
µελετήθηκαν για την επίδρασή τους στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

Παρουσία του στοιχείου Ο σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 86% στα κύτταρα Κ562 και 75% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
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έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 82% στα κύτταρα Κ562 και 
78% στα κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου P σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 121% στα κύτταρα Κ562 και 74% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 76% στα κύτταρα Κ562 και 
80% στα κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου S σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 55% στα κύτταρα Κ562 και 34% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 70% στα κύτταρα Κ562 και 
91% στα κύτταρα HeLa. 

Αυτά τα πειράµατα επιβεβαίωσαν παλαιότερα αποτελέσµατα της ερευνητικής 
µας οµάδας σε παροδικές διαµολύνσεις κυττάρων µε πλασµίδια που είχαν το υβριδικό 
γονίδιο αναφοράς RSV-CAT (Κosteas et al., 1993, 1994). 

In vitro µελέτη συνεργιστικού ρόλου των στοιχείων Enh+F και O+P 
Μελετήθηκε η συνεργιστική δράση των δύο αποσιωπητών Εnh και F, καθώς 

και των O και P. ∆ηµιουργήθηκαν κατασκευές, οι οποίες περιείχαν ζευγάρια των 
αποσιωπητών, δηλαδή (Εnh+F) και (O+P). Tα ζευγάρια των αποσιωπητών 
κλωνοποιήθηκαν στο φορέα Gγ-LUC-SV40. Αρχικά για να διευκολυνθεί η 
αποµόνωση των στοιχείων Enh, F, O και P και µελλοντικοί χειρισµοί των στοιχείων 
αυτών έγιναν οι εξής κλωνοποιήσεις: 

Mια 3.1kb αλληλουχία EcoRI-EcoRI (ανοδικά του δ γονιδίου) που 
αποµονώθηκε από το κοσµίδιο του β-συµπλέγµατος και που συµπεριλαµβάνει τα 
στοιχεία Ν (Eικόνα 1.10) και P κλωνοποιήθηκε στην EcoRI θέση του φορέα PUC18 
και στις δύο κατευθύνσεις και δηµιουργήθηκαν οι φορείς PUC-N-P/5’-3’ και PUC-N-
P/3’-5’. Το στοιχείο Ν αποτελείται από τα στοιχεία Ο και M2 (ΕcoRI-XbaI).  

Η αλληλουχία που συµπεριλαµβάνει τους αποσιωπητές Εnh και F, χωρίς την 
ενδιάµεση αλληλουχία που τους χωρίζει, πολλαπλασιάστηκε µε αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης από έναν φορέα PUC18 που συµπεριελάµβανε τους 
αποσιωπητές Εnh και F (PUC18-Enh-F)(η κλωνοποίηση των στοιχείων Enh και F 
στον φορέα PUC18 είχε γίνει από τον Θ.Κωστέα). Οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι Μ13(-47) και Μ13(-48), καθοδικά και ανοδικά των 
θέσεων κλωνοποίησης του PUC18. To PCR προϊόν κλωνοποιήθηκε και στις δύο 
κατευθύνσεις στον φορέα pTAdvantage (Clontech) και δηµιουργήθηκαν οι φορείς 
pTAdv-Enh-F/5’-3’ και pTAdv-Enh-F/3’-5’. 

Το στοιχείο P (BglII-EcoRI, 1.5 kb) αποµονώθηκε από τον φορέα PUC-N-P 
και κλωνοποιήθηκε στη θέση SalI του φορέα PGL2-Gγ-LUC-SV40-Ο αποσιωπητής 
(σε κατεύθυνση 5’→3’) µε αντίδραση λιγάσης για λεία (blunt) άκρα. Η θέση SalI 
βρίσκεται καθοδικά του SV40 στον φορέα αυτό. Έτσι δηµιουργήθηκε ο φορέας µε το 
ζευγάρι των αποσιωπητών Ο και P. 

Από τον φορέα pTAdv-Enh-F/5’-3’ αποµονώθηκαν οι αποσιωπητές Εnh-F µε 
αντίδραση µε ΒamHI. H BamHI ανοδικά του στοιχείου Enh ήταν θέση της 
αλληλουχίας θέσεων κλωνοποίησης του φορέα pTAdvantage. H BamHI καθοδικά 
του στοιχείου F ήταν θέση της αλληλουχίας θέσεων κλωνοποίησης του PUC18-Enh-F 
και συµπεριλαµβανόταν στο PCR προϊόν που κλωνοποιήθηκε στο φορέα 
pTAdvantage. Στην συνέχεια τα στοιχεία αυτά κλωνοποιήθηκαν σε δύο κατευθύνσεις 
στη θέση BamHI που βρίσκεται καθοδικά του SV40 στον φορέα PGL2-Gγ-LUC-
SV40 και έτσι δηµιουργήθηκαν οι φορείς µε το ζευγάρι των αποσιωπητών Εnh και F. 
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Οι κατασκευές αφού ελέγχθηκαν για την ακεραιότητά τους και την 
κατεύθυνση κλωνοποίησης µε πολλές αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών, 
χρησιµοποιήθηκαν σε παροδικές διαµολύνσεις ερυθροποιητικών (Κ562) και µη 
ερυθροποιητικών (ΗeLa) κυτταρικών σειρών. Στην περίπτωση των διαµολύνσεων µε 
την κατασκευή που περιλαµβάνει τους αποσιωπητές Εnh+F, παρατηρήθηκε µικρή 
µείωση στην ενεργότητα του γονιδίου της λουσιφεράσης, σε σύγκριση µε τη µείωση 
που παρατηρήθηκε όταν χρησιµοποιήθηκαν οι κατασκευές µε τους µεµονωµένους 
αποσιωπητές Εnh και F. Παρουσία των στοιχείων Enh+F σε κατεύθυνση 5’→3’ 
παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 67% στα 
κύτταρα Κ562 (οι τιµές έκφρασης που παρατηρήθηκαν στις περιπτώσεις των 
µεµονωµένων στοιχείων ήταν 79% και 73%) και 52% στα κύτταρα HeLa (οι τιµές 
έκφρασης που παρατηρήθηκαν στις περιπτώσεις των µεµονωµένων στοιχείων ήταν 
75% και 59%). Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 91% στα κύτταρα Κ562 (οι 
τιµές έκφρασης που παρατηρήθηκαν στις περιπτώσεις των µεµονωµένων στοιχείων 
ήταν 84% και 117%) και 73% στα κύτταρα HeLa (οι τιµές έκφρασης που 
παρατηρήθηκαν στις περιπτώσεις των µεµονωµένων στοιχείων ήταν 41% και 74%). 
Σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα είναι ενδεχόµενο να υπάρχει µικρή 
συνεργιστική δράση των αποσιωπητών αυτών, η οποία όµως δεν είναι πολύ ισχυρή 
(Katsantoni & Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

Μικρή συνεργιστική δράση παρατηρήθηκε και στην περίπτωση του ζευγαριού 
των αποσιωπητών Ο+Ρ, σε σύγκριση µε τους µεµονωµένους αποσιωπητές Ο και Ρ. 
Παρατηρήθηκε εντονότερη συνεργιστική δράση στα κύτταρα Κ562. Συγκεκριµένα 
παρουσία των στοιχείων Ο+Ρ σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 65% στα κύτταρα Κ562 (οι τιµές έκφρασης 
που παρατηρήθηκαν στις περιπτώσεις των µεµονωµένων στοιχείων ήταν 86% και 
121%) και 68% στα κύτταρα HeLa (οι τιµές έκφρασης που παρατηρήθηκαν στις 
περιπτώσεις των µεµονωµένων στοιχείων ήταν 75% και 74%) (Katsantoni & 
Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
 Σε όλες τις περιπτώσεις των παροδικών διαµολύνσεων η διόρθωση της 
έκφρασης της λουσιφεράσης για τις επιµέρους διαµολύνσεις της ίδιας πλασµιδιακής 
κατασκευής έγινε µε το σύστηµα της συνδιαµόλυνσης µε το πλασµίδιο που περιέχει 
το γονίδιο της λουσιφεράσης Renilla µεταγραφόµενο υπό τον υποκινητή της κινάσης 
της θυµιδίνης του ιού του απλού έρπητα (ΤΚ). Τα αποτελέσµατα των διαµολύνσεων 
φαίνονται αναλυτικότερα στους παρακάτω πίνακες και ιστογράµµατα (Εικόνα 3.2): 
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Κύτταρα K562 
Κατασκευές Ενεργότητα 

λουσιφεράσης 
% 

Τυπική 
απόκλιση % 

Τυπικό 
λάθος% 

Αριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων

PGL2Gγ-luc-
SV40 

100 0 0 6 

PGL2Gγ-luc 32 18.4 13 2 
Enh 5’→3’ 79.6 21.6 10.8 4 
Enh 3’→5’ 84.5 24.7 17.5 2 
F  5’→3’ 72.7 27.9 14 4 
F  3’→5’ 117 45.3 22.7 4 

Enh+F  5’→3’ 67.2 26.2 13.1 4 
Enh+F  3’→5’ 91.2 18.8 8.4 5 

O 5’→3’ 85.8 28.8 11.7 6 
O 3’→5’ 82.2 21.7 8.8 6 
P 5’→3’ 121.3 54.5 22.2 6 
P 3’→5’ 76 37 15.1 6 
S 5’→3’ 55 14.4 7.2 4 
S 3’→5’ 70.7 21.8 10.9 4 

O+P  5’→3’ 65.6 22.6 7.5 9 
 

Κύτταρα HeLa 
Κατασκευές Ενεργότητα 

λουσιφεράσης 
% 

Τυπική 
απόκλιση % 

Τυπικό λάθος 
% 

Αριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων

PGL2-Gγ-luc-
SV40 

100 0 0 7 

PGL2-Gγ-luc 15.2 12.4 8.7 2 
Enh 5’→3’ 74.8 23.7 10.6 5 
Enh 3’→5’ 41.2 22.4 11.2 4 

F 5’→3’ 58.8 21.5 9.6 5 
F 3’→5’ 74.2 58.1 23.7 6 

Enh+F  5’→3’ 51.7 25.1 9.5 7 
Enh+F  3’→5’ 73.5 43.7 18 6 

O 5’→3’ 75.2 8 3.6 5 
O 3’→5’ 78.6 38.4 17.2 5 
P 5’→3’ 74 16 8 4 
P 3’→5’ 80.4 28.7 12.8 5 
S 5’→3’ 34.2 22.4 10 5 
S 3’→5’ 91.6 25.6 11.5 5 

O+P  5’→3’ 69 38.4 13.6 8 
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Εικόνα 3.2: Ιστογράµµατα των αποτελεσµάτων των παροδικών διαµολύνσεων σε 
κύτταρα Κ562 και ΗeLa, για τη διερεύνηση του ρόλου των στοιχείων µεταξύ Αγ
και δ γονιδίων, καθώς και του συνεργιστικού τους ρόλου. 

GγSV40  Gγ Enh              F             Enh+F
5-3     3-5       5-3      3-5       5-3      3-5   

GγSV40  Gγ O            P      O+P        S
5-3    3-5    5-3    3-5    5-3     5-3    3-5
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Mελέτη in vitro ρόλου αποσιωπητή F, απουσία του ενισχυτή SV40 
 Mε στόχο την περαιτέρω διερεύνηση του αποσιωπητικού ρόλου του στοιχείου 
F δηµιουργήθηκαν κατασκευές που συµπεριελάµβαναν το γονίδιο της λουσιφεράσης 
µεταγραφόµενο από τον υποκινητή του Gγ γονιδίου, απουσία του ενισχυτή SV40. Ο 
αποσιωπητής F κλωνοποιήθηκε σε δύο κατευθύνσεις καθοδικά του γονιδίου της 
λουσιφεράσης. Για την κλωνοποίηση του στοιχείου F σε κατεύθυνση 5’→3’ 
ακολουθήθηκε η εξής στρατηγική: Από έναν φορέα PUC18/F αποσιωπητής (ο 
φορέας PUC18/F είχε κατασκευαστεί από τον Θ. Κωστέα) πολλαπλασιάστηκε το 
στοιχείο F µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας τους εξής 
εκκινητές: 
Seq 1224 (-47): 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’ 
F-1233-SalI:   5’-ACGCGTCGACAGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’ 
            SalI 

Στη συνέχεια αποµονώθηκε το στοιχείο F µε αντίδραση περιοριστικών 
ενδονουκλεασών µε BamHI και SalI. Η SalI προστέθηκε στο 3’ άκρο του στοιχείου 
F, λόγω της ύπαρξής της στον εκκινητή F-1233-SalI. Η θέση BamHI ήταν θέση του 
φορέα PUC18 και παρέµεινε στο 5’ άκρο του στοιχείου F µετά τον πολλαπλασιασµό 
µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Το στοιχείο F κλωνοποιήθηκε στις θέσεις 
BamHI και SalI του φορέα PGL3-Gγ-LUC, καθοδικά του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

Για την κλωνοποίηση του στοιχείου F σε κατεύθυνση 3’→5’ ακολουθήθηκε η 
εξής στρατηγική: Από έναν φορέα PUC19/F αποσιωπητής (ο φορέας PUC19/F είχε 
κατασκευαστεί από τον Θ. Κωστέα) πολλαπλασιάστηκε το στοιχείο F µε αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας τους εξής εκκινητές: 
Seq 1233 (-48):          5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’ 
EnhF-1224-BamHI: 5’-CGCGGATCCCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’ 
                 ΒamΗI 

Στη συνέχεια αποµονώθηκε το στοιχείο F µε αντίδραση περιοριστικής 
ενδονουκλεάσης µε BamHI. Η BamHI προστέθηκε στο 3’ άκρο του στοιχείου F, 
λόγω της ύπαρξής της στον εκκινητή EnhF-1224-BamHI. Η δεύτερη θέση BamHI 
ήταν θέση του φορέα PUC19 και παρέµεινε στο 5’ άκρο του στοιχείου F µετά από 
τον πολλαπλασιασµό µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Το στοιχείο F 
κλωνοποιήθηκε στη θέση BamHI του φορέα PGL3-Gγ-LUC, καθοδικά του γονιδίου 
της λουσιφεράσης. 

Mε τη χρήση των κατασκευών αυτών, από τις οποίες έλειπε ο ενισχυτής 
SV40, επιβεβαιώθηκε η αποσιωπητική δράση του στοιχείου F. Παρατηρήθηκε 
σηµαντική µείωση της ενεργότητας του γονιδίου της λουσιφεράσης. Στην 
κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε 
ποσοστό 38% στα κύτταρα Κ562 και 70% στα κύτταρα HeLa. Στην κατεύθυνση 
3’→5’ παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 14% στα 
κύτταρα Κ562 και 18% στα κύτταρα HeLa. Μεγαλύτερη µείωση της έκφρασης του 
γονιδίου αναφοράς παρατηρήθηκε στην περίπτωση των κυττάρων Κ562 (Katsantoni 
& Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
 Στις περιπτώσεις και αυτών των διαµολύνσεων, η διόρθωση της έκφρασης της 
λουσιφεράσης για τις επιµέρους διαµολύνσεις της ίδιας πλασµιδιακής κατασκευής 
έγινε µε το σύστηµα της συνδιαµόλυνσης µε το πλασµίδιο που περιέχει το γονίδιο της 
λουσιφεράσης Renilla µεταγραφόµενο υπό τον υποκινητή της κινάσης της θυµιδίνης 
του ιού του απλού έρπητα (ΤΚ). Τα αποτελέσµατα των διαµολύνσεων φαίνονται 
αναλυτικότερα στους παρακάτω πίνακες και ιστόγραµµα (Εικόνα 3.3): 
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K562 
Κατασκευές Eνεργότητα 

λουσιφεράσης % 
Tυπική 

απόκλιση % 
Τυπικό 
λάθος % 

Aριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων 

PGL3-Gγ-luc 100 26 15 3 
F 5→3 37.8 2.5 1.42 3 
F 3→5 13.8 4.7 2.7 3 

HeLa 
Κατασκευές Eνεργότητα 

λουσιφεράσης % 
Tυπική 

απόκλιση % 
Τυπικό 
λάθος % 

Aριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων 

PGL3-Gγ-luc 100 16.7 8.3 4 
F 5→3 69.7 16.1 8.1 4 
F 3→5 18.2 5.2 2.6 4 

 Για την περαιτέρω µελέτη του συνεργιστικού ρόλου των αποσιωπητών Enh 
και F απουσία του ενισχυτή SV40, κατασκευάστηκε ο φορέας PGL3-Gγ-LUC-EnhF. 
Για τη δηµιουργία του, αρχικά από τον φορέα PUC18/Enh-F πολλαπλασιάστηκε η 
αλληλουχία Enh και F µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και χρησιµοποιώντας 
τους εξής εκκινητές: 
Seq 1233 (-48):          5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’ 
EnhF-1224-BamHI: 5’-CGCGGATCCCGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’ 
                  BamHI 

Στη συνέχεια αποµονώθηκαν τα στοιχεία Εnh-F µε αντίδραση περιοριστικής 
ενδονουκλεάσης µε BamHI. Η BamHI προστέθηκε στο 5’ άκρο των στοιχείων Enh-F, 
λόγω της ύπαρξής της στον εκκινητή EnhF-1224-BamHI. Η δεύτερη θέση BamHI 
ήταν θέση του φορέα PUC18 και παρέµεινε στο 3’ άκρο των στοιχείων Enh-F µετά 
τον πολλαπλασιασµό µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Tα στοιχεία Εnh-F 
κλωνοποιήθηκαν σε δύο κατευθύνσεις στη θέση BamHI του φορέα PGL3-Gγ-LUC, 
καθοδικά του γονιδίου της λουσιφεράσης. 
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Εικόνα 3.3: Ιστόγραµµα των αποτελεσµάτων των παροδικών διαµολύνσεων σε
κύτταρα Κ562 και ΗeLa, για τη διερεύνηση του ρόλου του στοιχείου F, απουσία του
ενισχυτή SV40. 
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Μελέτη in vitro ρόλου των στοιχείων U, Μ, M1 και M2 
Τα στοιχεία U, M, M1 (XbaI-EcoRI) και M2 (EcoRI-XbaI), τα οποία 

βρίσκονται ανοδικά του δ γονιδίου κλωνοποιήθηκαν καθοδικά του γονιδίου της 
λουσιφεράσης, το οποίο λειτουργεί υπό την επίδραση του υποκινητή του Gγ γονιδίου 
και παρουσία του ενισχυτή SV40 (οι κλωνοποιήσεις των στοιχείων U, M, M1 και M2 
έγιναν από τον Θ. Κωστέα). Τα στοιχεία M1 και Μ2 είναι υποτµήµατα του στοιχείου 
Μ. Έγιναν παροδικές διαµολύνσεις σε ερυθροποιητικές (Κ562) και µη 
ερυθροποιητικές (HeLa) κυτταρικές σειρές. Σαν αρνητικό control στα πειράµατα 
αυτά χρησιµοποιήθηκε ένας φορέας Gγ-LUC-SV40, µε τον αποσιωπητή του ε 
γονιδίου, που είναι ένα από τα αρνητικά ρυθµιστικά στοιχεία του συµπλέγµατος των 
β γονιδίων της σφαιρίνης. Στα κύτταρα Κ562 παρατηρήθηκε µικρότερη έκφραση του 
γονιδίου της λουσιφεράσης σε σύγκριση µε τα HeLa, σε όλες τις περιπτώσεις. Η 
control κατασκευή Gγ-LUC-SV40 θεωρήθηκε ότι είχε έκφραση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης σε ποσοστό 100%. 

Παρουσία του στοιχείου U σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 78% στα κύτταρα Κ562 και 82% στα 
κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου Μ σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 18% στα κύτταρα Κ562 και 73% στα 
κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 3’→5’ παρατηρήθηκε 
έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 15% στα κύτταρα Κ562 και 
69% στα κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου Μ1 (XbaI-EcoRI) σε κατεύθυνση 5’→3’ 
παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 45% στα 
κύτταρα Κ562 και 98% στα κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 
3’→5’ παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 24% στα 
κύτταρα Κ562 και 58% στα κύτταρα HeLa. 

Παρουσία του στοιχείου Μ2 (EcoRI-XbaI) σε κατεύθυνση 5’→3’ 
παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 16% στα 
κύτταρα Κ562 και 36% στα κύτταρα HeLa. Στην αντίθετη κατεύθυνση κλωνοποίησης 
3’→5’ παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης σε ποσοστό 31% στα 
κύτταρα Κ562 και 44% στα κύτταρα HeLa. 
 Kαι στις περιπτώσεις αυτών των διαµολύνσεων, η διόρθωση της έκφρασης 
της λουσιφεράσης για τις επιµέρους διαµολύνσεις της ίδιας πλασµιδιακής 
κατασκευής έγινε µε το σύστηµα της συνδιαµόλυνσης µε το πλασµίδιο που περιέχει 
το γονίδιο της λουσιφεράσης Renilla µεταγραφόµενο υπό τον υποκινητή της κινάσης 
της θυµιδίνης του ιού του απλού έρπητα (ΤΚ). 

Η χαµηλότερη έκφραση του γονιδίου αναφοράς παρατηρήθηκε παρουσία του 
στοιχείου Μ στα ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562 και στις δύο κατευθύνσεις 
κλωνοποίησης. Παρουσία του στοιχείου Μ2 (EcoRI-XbaI) σε κατεύθυνση 5’→3’, 
στα κύτταρα Κ562 παρατηρήθηκε επίσης πολύ χαµηλή έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης φαίνονται στους παρακάτω πίνακες και 
ιστόγραµµα (Εικόνα 3.4): 
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Κ562 
Κατασκευές Eνεργότητα 

λουσιφεράσης % 
Τυπική 

απόκλιση %
Τυπικό 
λάθος % 

Αριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων

Gγ-luc-SV40 100 15.3 9.2 3 
Αποσιωπητής ε 37.1 9.2 5.3 3 

U 5’→3’ 78.1 13.2 7.6 3 
M 5’→3’ 18.3 6.6 3.9 3 
M 3’→5’ 15.5 6.3 3.7 3 
Μ1 5’→3’ 44.6 13.9 8.1 3 
Μ1 3’→5’ 24.3 2.3 1.3 3 
Μ2 5’→3’ 15.9 4.1 2.3 3 
Μ2 3’→5’ 31.4 10.2 5.9 3 

ΗeLa 
Κατασκευές Ενεργότητα 

λουσιφεράσης %
Τυπική 

απόκλιση % 
Τυπικό 
λάθος % 

Αριθµός 
ανεξάρτητων 
διαµολύνσεων

Gγ-luc-SV40 100 17.2 10 3 
Αποσιωπητής ε 54.3 8.7 5.1 3 

U 5’→3’ 82.2 31.6 18.3 3 
M 5’→3’ 72.6 5.7 3.2 3 
M 3’→5’ 68.9 20.3 11.7 3 
Μ1 5’→3’ 98.2 10.3 6.1 3 
Μ1 3’→5’ 58.5 5.9 3.5 3 
Μ2 5’→3’ 36.1 1.8 1 3 
Μ2 3’→5’ 44.4 11.1 6.4 3 

 Σε όλες τις περιπτώσεις των παροδικών διαµολύνσεων έγινε στατιστική 
επεξεργασία των αποτελεσµάτων. Υπολογίστηκαν µέσοι όροι, τυπικές αποκλίσεις και 
τυπικά λάθη. Τα τελικά αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν παραπάνω είναι οι 
σχετικοί µέσοι όροι, τυπικές αποκλίσεις και τυπικά λάθη, θεωρώντας ότι το control 
κάθε σειράς πειραµάτων είχε έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης 100%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

HeLa
K562

Ενεργότητα 
λουσιφεράσης  

% 

 
 
Εικόνα 3.4: Ιστόγραµµα των αποτελεσµάτων των παροδικών διαµολύνσεων σε
κύτταρα Κ562 και ΗeLa, για τη διερεύνηση του ρόλου των στοιχείων U, M, Μ1, Μ2.  
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Μελέτη ρόλου στοιχείων Enh και F µέσω αφαίρεσής τους µε 
οµόλογο ανασυνδυασµό στα κύτταρα Μ11Χ 

Στόχος µας ήταν η στοχευµένη αφαίρεση των στοιχείων Enh και F από το 
γονιδίωµα των κυττάρων Μ11Χ (Scott et al., 1979; Ley et al., 1984) µέσω οµόλογου 
ανασυνδυασµού, έτσι ώστε να διερευνηθεί ο ρόλος τους στην έκφραση του Αγ 
γονιδίου (Εικόνα 3.5). Χρησιµοποιήθηκε ο φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού pPNT 
(Εικόνα 3.6), o οποίος φέρει τα γονίδια που κωδικοποιούν για την αντίσταση στο 
ανάλογο της νεοµυκίνης G418 (neo) και την ευαισθησία στην γκανσυκλοβίρη 
(GANC) µε το γονίδιο της κινάσης της θυµιδίνης του ιού του απλού έρπητα (hsv-tk) 
(Tybulewicz et al., 1991). Tα δύο αυτά γονίδια βρίσκονται υπό την επίδραση του 
υποκινητή PGK (Εικόνα 3.6). H διπλή επιλογή των διαµολυθέντων κυττάρων για τον 
έλεγχο της επίτευξης στοχευµένης ενσωµάτωσης γίνεται παρουσία του αναλόγου 
G418 και της γκανσυκλοβίρης. Tα κύτταρα που εµφανίζουν αντοχή στο G418 και 
στην γκανσυκλοβίρη, αντανακλούν γεγονότα στοχευµένης ενσωµάτωσης, ενώ 
αντίθετα κύτταρα ανθεκτικά στο G418, αλλά ευαίσθητα στην γκανσυκλοβίρη 
αντανακλούν γεγονότα τυχαίας ενσωµάτωσης σε οποιοδήποτε σηµείο του 
γονιδιώµατος των κυττάρων (Εικόνα 3.5). 

Ο φορέας οµολόγου ανασυνδυασµού για τη διαµόλυνση των κυττάρων 
Μ11Χ, έτσι ώστε να πραγµατοποιηθεί η εκτοµή των δύο αποσιωπητών Εnh και F, 
µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού, κατασκευάστηκε ως εξής (Εικόνα 3.7): Στο φορέα 
αυτό είχε ήδη κλωνοποιηθεί η 3’ περιοχή οµολογίας καθοδικά των Enh και F, ως ένα 
τµήµα ClaI-EcoRV (2kb) στο 5’ άκρο του ψβ γονιδίου. Το τµήµα αυτό είχε 
κλωνοποιηθεί στη θέση BamHI του φορέα pPNT µε αντίδραση λιγάσης για λεία άκρα 
(η κλωνοποίηση αυτή είχε γίνει από τον Θ. Κωστέα). Σαν 5’ περιοχή οµολογίας 
χρησιµοποιήθηκε µια 0.5kb αλληλουχία (PstI-HindIII), η οποία βρίσκεται ανοδικά 
του αποσιωπητή Enh. Το τµήµα αυτό κλωνοποιήθηκε στη θέση XhoI του φορέα 
pPNT+3’ περιοχή οµολογίας µε αντίδραση λιγάσης για λεία άκρα. 
 Η σωστή κατεύθυνση κλωνοποίησης και η ακεραιότητα του φορέα 
ελέγχθηκαν µε πολλές αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών και µε αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυµεράσης χρησιµοποιώντας τους παρακάτω εκκινητές, ανοδικά και 
καθοδικά της θέσης κλωνοποίησης XhoI. 
F-PNT: 5’-ACGCCAAGCTCGGAATTAACCCTC-3’ 
R-PNT: 5’-TAAAGCGCATGCTCCAGACTGCCA-3’ 

Επειδή διαπιστώθηκε δυσκολία στο χειρισµό του φορέα pPNT, η οποία 
οφειλόταν σε ανασυνδυασµό λόγω της ύπαρξης των δύο υποκινητών PGK, 
κατασκευάστηκε ένας νέος φορέας για µελλοντική χρήση. Συγκεκριµένα 
αντικαταστάθηκε το PGK-neo γονίδιο από το TK-neo. Από το pTK-neo πλασµίδιο 
(N. Aνάγνου) αποµονώθηκε το ΤΚ-neo µε HindIII και ΒamHI πέψη και 
κλωνοποιήθηκε στις θέσεις HindIII και ΒamHI του φορέα pBleuscript. Από το φορέα 
αυτό αποµονώθηκε το ΤΚ-neo µε XhoI και ΧbaI και κλωνοποιήθηκε στις αντίστοιχες 
θέσεις XhoI και ΧbaI του pPNT για την αντικατάσταση του PGK-neo.   
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Εικόνα 3.5: Στρατηγική του οµόλογου ανασυνδυασµού στα κύτταρα Μ11Χ, για 
την ενεργοποίηση τουΑγ γονιδίου µέσω αδρανοποίησης των αποσιωπητών.

Εικόνα 3.6: ∆οµή του φορέα pPNT. Τα µαύρα βέλη παριστούν τους υποκινητές 
PGK-1 και τα γραµµοσκιασµένα τµήµατα τις αλληλουχίες προσθήκης poly(A) 
ουράς του γονιδίου της PGK-1. Τα γονίδια φαίνονται σαν λευκές περιοχές. 
Σηµειώνονται και οι θέσεις κλωνοποίησης του φορέα.
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Για την κατασκευή ενός εναλλακτικού φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού µε 
µεγαλύτερη 5’ περιοχή οµολογίας από τον αρχικό, µία περιοχή µεγέθους 3kb, στο 5’ 
άκρο του στοιχείου Enh, πολλαπλασιάστηκε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
από γενωµικό DNA των κυττάρων Μ11Χ. Xρησιµοποιήθηκε πολυµεράση Pfu 
(Stratagene) και οι εξής εκκινητές: 
F-XhoPNT: (θέση 38540 παλιού χάρτη)  
5’-CCACAGTACCTGCCAAAGAACATTC-3’ 
R-XhoPNT: (θέση 41220 παλιού χάρτη)  
5’-TCCCACTTGCAGAACTCCCGTGTA-3’ 

Tο PCR προϊόν υποκλωνοποιήθηκε στο φορέα pPCR-Script-Amp-SK(+) 
(Stratagene) και από εκεί µπορεί να αποµονωθεί για κλωνοποίηση στο φορέα 
οµόλογου ανασυνδυασµού και άλλους χειρισµούς στην περιοχή αυτή. 
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κόνα 3.7: Στρατηγική αδρανοποίησης των αποσιωπητών Enh και F. Α:
σιολογική διάταξη στο σύµπλεγµα των β-γονιδίων. Β: Ανασυνδυασµένη διάταξη
ον φορέα pPNT-∆Εnh-F. Γ: Προκύπτουσα διάταξη µετά τον ανασυνδυασµό.

PstI, H=HindIII, C=ClaI, V=EcoRV). 

Tα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα διαµόλυνσης είναι τα 
11X σωµατικά κυτταρικά υβρίδια ερυθρολευχαιµικών κυττάρων ποντικού, µε 
υθροποιητική εξειδίκευση σε πρόγραµµα ενηλίκου σφαιρίνης, τα οποία δεν 
φράζουν τα εµβρυϊκά γ-γονίδια, αλλά µόνον τα ενηλίκου τύπου β-γονίδια (Ley et 
, 1984). Tα κύτταρα αυτά φέρουν το ανθρώπινο χρωµόσωµα 11 (όπου βρίσκεται το 
µπλεγµα των β-γονιδίων του ανθρώπου) µε µια διαµετάθεση στο µακρό σκέλος 
1q) τµήµατος του ανθρώπινου χρωµοσώµατος Xq, το οποίο φέρει το γονίδιο της 
σφοριβοσυλ-τρανσφεράσης της υποξανθίνης-γουανίνης (HGPRT) και επιτρέπει 
ν σταθερή παρουσία του χρωµοσώµατος t(11;X) στο ερυθροποιητικό περιβάλλον 
υ κυτταρικού υβριδίου, όταν καλλιεργείται παρουσία θρεπτικού υλικού µε 
οξανθίνη-αδενίνη-θυµίνη (HAT) (Scott et al., 1979; Ley et al., 1984).  

Αρχικά προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συνθήκες ηλεκτροδιαπερατότητας της 
γκεκριµένης κυτταρικής σειράς Μ11Χ. Χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο ελέγχου 
Kneo για τη σταθερή διαµόλυνση των κυττάρων Μ11Χ. Ελέγχθηκαν διάφοροι 
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συνδυασµοί volts και µFarrads, συγκεντρώσεις του πλασµιδίου ελέγχου και αρχικοί 
αριθµοί κυττάρων. Έγινε επιλογή των κλώνων παρουσία G418, αποµονώθηκε το 
γενωµικό τους DNA και επιβεβαιώθηκε η ενσωµάτωση του πλασµιδίου ελέγχου στο 
γονιδίωµά τους µε PCR. 
 Οι βέλτιστες συνθήκες ηλεκτροδιαπερατότητας από τις οποίες προήλθε ο 
µεγαλύτερος αριθµός κλώνων ήταν 400 volts και 125 µF, καθώς και 400 volts και 25 
µF. Χρησιµοποιήθηκαν 20 µg του πλασµιδίου ελέγχου και 2x107 κύτταρα/κυψελίδα 
ηλεκτροδιαπερατότητας. Αναλυτικότερα όλες οι συνθήκες ηλεκτροδιαπερατότητας 
που χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και ο αριθµός των δηµιουργηθέντων κλώνων κάθε 
πειράµατος φαίνονται στον παρακάτω πίνακα:  
volts µF Ποσό 

DNA(µg) 
Αρχικός 
αριθµός 
κυττάρων 

Επιβίωση 
% 

Αριθµός 
κυττάρων που 
επιλέχθηκαν σε 

G418 

Aριθµός 
κλώνων 

200 250 10 8Χ106 ~100 8Χ106 8 
250 960 10 8Χ106 10 8Χ105 0 
400 125 20 2Χ107 50 7.5Χ106 ~30 
200 125 20 2Χ107 75 11Χ106 ~10 
200 250 20 2Χ107 ~70 11Χ106 ~16 
200 500 20 2Χ107 ~70 11Χ106 18 
200 960 20 2Χ107 50 7.5Χ106 ~12 
270 500 20 2Χ107 10 2Χ106 0 
400 25 20 2Χ107 50 10Χ106 ~35 

Παράλληλα, προσδιορίστηκαν οι βέλτιστες συγκεντρώσεις G418 και GANC 
της συγκεκριµένης κυτταρικής σειράς, µε έλεγχο αντοχής των κυττάρων σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις των ουσιών αυτών. Ελέγχθηκε η ανάπτυξη των 
κυττάρων Μ11Χ στις συγκεντρώσεις 200, 400, 600, 800 και 1000 µg/ml G418 και 
διαπιστώθηκε ότι η συγκέντρωση που έπρεπε να χρησιµοποιείται στα κύτταρα αυτά 
ήταν 700-800 µg/ml. Ελέγχθηκαν αντίστοιχα οι συγκεντρώσεις 0.5, 100, 300, 500, 
700, 1000 µg/ml GANC και διαπιστώθηκε ότι η συγκέντρωση που έπρεπε να 
χρησιµοποιείται στα κύτταρα αυτά ήταν 0.5 µg/ml. 

Λόγω όµως της δυσκολίας ηλεκτροδιαπερατότητας των κυττάρων Μ11Χ, του 
σχετικά χαµηλού αριθµού κλώνων στα πειράµατα µε το πλασµίδιο ελέγχου (pTKneo) 
και του ότι η προσέγγιση αυτή θα µας έδινε in vitro πληροφορίες για τη ρύθµιση του 
Αγ γονιδίου, αποφασίστηκε να ακολουθηθεί η εναλλακτική µέθοδος του οµόλογου 
ανασυνδυασµού στα κύτταρα E.coli DH10Β (Imam et al., 2000) και η περαιτέρω 
ανάλυση της ρύθµισης των γ γονιδίων σε διαγονιδιακά ποντίκια. 

 
Μελέτη ρόλου στοιχείων Enh και F σε διαγονιδιακά 
ποντίκια, µέσω αφαίρεσής τους µε οµόλογο ανασυνδυασµό 
 Με στόχο τον έλεγχο του ρόλου των αποσιωπητών Enh και F in vivo στη 
ρύθµιση των γ γονιδίων αποφασίσαµε να τους αφαιρέσουµε, από ένα γενωµικό 
κλώνο PAC µε 185kb αλληλουχίας που συµπεριλαµβάνει όλο το σύµπλεγµα των β 
γονιδίων των σφαιρινών (Εικόνα 3.8). Η αφαίρεση έγινε µέσω οµόλογου 
ανασυνδυασµού στα κύτταρα E. coli DH10B (Imam et al., 2000). Αυτή η µέθοδος 
επιλέχθηκε διότι: 1. τα PACs µπορούν µε σχετική σταθερότητα και χωρίς 
ανασυνδυασµούς να πολλαπλασιάσουν µέσω των βακτηρίων E. coli ανθρώπινη 
γενωµική αλληλουχία µεγάλου µεγέθους. 2. Ελλείψεις και προσθήκες στο PAC β-
συµπλέγµατος µπορούν µε µεγάλο ποσοστό επιτυχίας να λάβουν χώρα στα κύτταρα 
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E. coli σύµφωνα µε τη µέθοδο των Imam et al., 2000. 3. Η ανάλυση επίδρασης της 
αφαίρεσης των στοιχείων Enh και F στη ρύθµιση των γ γονιδίων γίνεται παρουσία 
όλων των ρυθµιστικών στοιχείων του συµπλέγµατος.  

Τα ανθρώπινα ΒACs β-συµπλέγµατος έχουν εισαχθεί στο παρελθόν επιτυχώς 
σε ποντίκια (Kaufman et al., 1999; Huang et al., 2000), µε τη διαφορά ότι το PAC 
που χρησιµοποιήσαµε εµείς είχε µεγαλύτερο ένθεµα (185kb). Τα ΒACs που είχαν 
χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν είχαν ένθεµα 100kb (Kaufman et al., 1999) και 160kb 
(Huang et al., 2000). Πιο αναλυτικά, το ανθρώπινο EPAC/148β (Narayanan et al., 
1999) µε τα 185kb γενωµικής αλληλουχίας που συµπεριλαµβάνει το σύµπλεγµα των 
β γονιδίων της σφαιρίνης τροποποιήθηκε µε τη µέθοδο του οµόλογου 
ανασυνδυασµού στα κύτταρα E. coli DH10B (Imam et al., 2000) µέσω µίας 
διαδικασίας που περιλαµβάνει τρία βήµατα: 
1. Κλωνοποίηση των αλληλουχιών οµολογίας στο φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού. 
2. Ενσωµάτωση του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού στο PAC. 
3. Εκτοµή του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού από το PAC. 
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Εικόνα 3.8: Στρατηγική της in vivo ανάλυσης των αρνητικών ρυθµιστικών στοιχείων 
Εnh και F. 
 

Κλωνοποίηση των αλληλουχιών οµολογίας στο φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού 

Για να είναι πιο εύκολη η αποµόνωση του γενωµικού ενθέµατος 185 kb από 
το φορέα PAC, ένα ολιγονουκλεοτίδιο µε θέση NotI κλωνοποιήθηκε στο 5’ άκρο του 
ενθέµατος του PAC. Aυτό έγινε µε υποκλωνοποίηση στο φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού pDF25 (Εικόνα 3.9 και Imam et al., 2000), ενός τµήµατος NruI/NcoI 
του EPAC/148β, που συµπεριελάµβανε το 5’ άκρο του ενθέµατος του PAC. Το 
ολιγονουκλεοτίδιο µε θέση NotI κλωνοποιήθηκε σε µία µοναδική θέση HindIII του 
τµήµατος NruI/NcoI και ενσωµατώθηκε στο EPAC/148β µε οµόλογο ανασυνδυασµό 
στα E.coli κύτταρα (τα πειράµατα αυτά έγιναν από την Mariken de Krom). To 
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τροποποιηµένο µε τη NotI θέση PAC τροποιήθηκε περαιτέρω µε την εισαγωγή µιας 
θέσης loxP -1659 ανοδικά του Gγ γονιδίου µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού (Imam et 
al., 2000) (τα πειράµατα αυτά έγιναν από τoν Ali Imam). Με την παρουσία της loxP 
αλληλουχίας υπήρχε η δυνατότητα δηµιουργίας ποντικών µε ένα αντίγραφο της 
κατασκευής µετά από τις διασταυρώσεις µε ποντίκια που εκφράζουν την cre 
recombinase. Έτσι δηµιουργήθηκε το PAC-β-συµπλέγµατος που χρησιµοποιήθηκε 
για την αφαίρεση των στοιχείων Enh και F.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 3.9: Φορέας οµόλογου ανασυνδυασµού pDF 25. 

To συνολικό µήκος της έλλειψης ήταν 1.6 kb. Οι περιοχές οµολογίας ανοδικά 
του αποσιωπητή Enh (620bp) και καθοδικά του αποσιωπητή F (600bp) 
δηµιουργήθηκαν µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης από το PAC-β-
συµπλέγµατος χρησιµοποιώντας Deep Vent DNA πολυµεράση (New England 
Biolabs). Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό της 5’ 
περιοχής οµολογίας (ανοδικά του Enh) πολλαπλασίασαν την αλληλουχία 40741-
41360 της HUMHBB, GenBank U01317. Οι εκκινητές αυτοί είχαν στο 5’ άκρο τους, 
ο ένας περιοριστική θέση Asp718 και ο άλλος BglII.  
F1-∆ΕnhF:5’-AACGGGGTACCATCTTTATTGTCTCCTTTCATCTCAACAGC-3’ 
       Asp718 
R1-∆ΕnhF:5’-TGGAAGATCTGGAACACTTTCCCTTCATTAAGAACCATCC-3’ 
     BglII 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό της 3’ περιοχής 
οµολογίας (καθοδικά του F) πολλαπλασίασαν την αλληλουχία 42961-43561 της 
HUMHBB, GenBank U01317. Οι εκκινητές αυτοί είχαν στο 5’ άκρο τους ο ένας 
περιοριστική θέση BglII και ο άλλος NgoMIV.  
F2-∆ΕnhF:5’-TGGAAGATCTTTTAGTTTAATTAGATTCCATTGGTCAATT-3’ 
     BglII 
R2-∆ΕnhF:5’-GTAAGCCGGCTCAATACCAGGTTATCACTGCAGTTGTCAA-3’ 
    NgoMIV 

Οι 5’ και 3’ περιοχές οµολογίας υποκλωνοποιήθηκαν µε τριπλή αντίδραση 
λιγάσης στις θέσεις Asp718 και NgoMIV του φορέα pBluescript II-SK(+) 
(Stratagene). Κατ’ αυτό τον τρόπο έγινε η κλωνοποίηση γενωµικής αλληλουχίας από 
την οποία έλειπαν οι αποσιωπητές Enh (HUMHBB 41360-42113) και F (HUMHBB 
42593-42961) και η ενδιάµεση αλληλουχία 480 bp που διαχωρίζει αυτά τα στοιχεία. 
Ο έλεγχος του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού έγινε µε πολλές αντιδράσεις 
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περιοριστικών ενδονουκλεασών. Παράλληλα, µε αντίδραση sequencing ελέγχθηκε η 
υποκλωνοποιηµένη περιοχή για να επιβεβαιωθεί η απουσία ανεπιθύµητων 
µεταλλάξεων, λόγω της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Η αντίδραση αυτή 
έγινε σε αυτόµατο µηχάνηµα µε τους εκκινητές Τ3 και R1. H αντίδραση ξεκίνησε 
αρχικά από τον εκκινητή Τ3 και στη συνέχεια για να διαβαστούν περισσότερες 
βάσεις χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής R1, ο οποίος σχεδιάστηκε στο 3’ άκρο της 
αλληλουχίας που διαβάστηκε αρχικά. Τα αποτελέσµατα των αντιδράσεων φαίνονται 
στη συνέχεια: 
pBluescriptII SK(+) µε 5’ και 3’ περιοχές οµολογίας (εκκινητής T3): 
TTAACCCTCACTAAAGGGAACACAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGCGGCCGCATCTTTAT 
TGTCTCCTTTCATCTCAACAGCTCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCAT 
TTCGGCAAAGAATTCACCCCTGAGGTGCAGGCTTCCTGGCAGAAGATGGTGACTGCAGTG 
GCCAGTGCCCTGTCCTCCAGATACCACTGAGCCTCTTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAG 
GATAGGCTTTATTCTGCAAGCAATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGATCACACA 
TGATTTTCTTCAGCTCTTTTTTTTACATCTTTTTAAATATATGAGCCACAAAGGGTTTAT 
ATTGAGGGAAGTGTGTATGTGTATTTCTGCATGCCTGTTTGTGTTTGTGGTGTGTGCATG 
CTCCTCATTTATTTTTATATGAGATGTGCATTTTGATGAGCAAATAAAAGCAGTAAAGAC 
ACTTGTACACGGGAGTTCTGCAAGTGGGAGTAAATNGTGTAGGAGAAATCCGGTGGGAAG 
AAAGACCTCTATAGGACAGGACTTCTCAGAAACAGATGTTTTGGAAGAGATGGGAAAAGG 
TTCAGTGAAGACCTGGGGGCTGGATTGATTGCAGCTGAGTAGCAAGGATGGTTCTTAATG 
AAGGGAAAGTGTTCCAGATCTTTTAGTTTAATTAGATTCCATTGGTCAATTTTTGCTTTT 
GCTGCAATTGCTTTTCACGCTTTCATCATGAAATCTGTGCCCGTGTTTATATCATGANTA 
  Εκκινητής R1 
GTATTGCCTTGATTTTNTTCTAGGCTTTTT 

pBluescriptII SK(+) µε 5’ και 3’περιοχές οµολογίας (εκκινητής R1): 
TTtttttaTAGGCTTTTTATAGTTtGGGGTTTTTCATTTAAGTCTCTAATCCATCTGGAG 
TTAATTTTGGATAAGGTATAAGGAAGGAGTCCAGTTTCATTTTTCAGCATATGGCTAGCC 
AGTTCTCCCCCATCATTTATTAAATTGAAAATCCTTTCCCCATTGCTTGCTTTTGTCAGG 
TTTCTAAAAGACCAGATGGTTGTAGGTACAATATGCAGTTTCTTCAAGTCATATAATACC 
ATCTGAAATCTCTTATTAATTCATTTCTTTTAGTATGTATGCTGGTCTCCTCTGCTCACT 
ATAGTGAGGGCACCATTAGCCAGAGAATCTGTCTGTCTAGTTCATGTAAGATTCTCAGAA 
TTAAGAAAAATGGATGGCATATGAATGAAACTTCATGGATGACATATGGAATCTAATATG 
TATTTGTTGAATTAATGCATAAGATGCAACAGGGAGAAGTTGACAACTGCAGTGATAACC 
TGGTATTGAGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGA 
TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT 
GGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAAT 
AGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCARCCCTATCTCGGTCTAT 

Με την αντίδραση sequencing επιβεβαιώθηκε η απουσία λαθών κατά την 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και στη συνέχεια οι 5’ και 3’ περιοχές οµολογίας 
αποµονώθηκαν σαν ένα Asp718-NgoMIV τµήµα από το φορέα pBluescript II-SK και 
υποκλωνοποιήθηκαν στις Asp718-NgoMIV θέσεις του φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού pDF27. Ο φορέας pDF27 προήλθε από τον pDF25 (Εικόνα 3.9 και 
Imam et al., 2000) µε υποκλωνοποίηση στη θέση HindIII του pDF25 ενός 
ολιγονουκλεοτιδίου που περιλαµβάνει τις θέσεις HindIII-BamHI-NotI-SalI-
κατεστραµµένη HindIII, µε την κατεστραµµένη HindIII πιο κοντά στο RecA γονίδιο 
(R. Janssens, προσωπική επικοινωνία). Ο έλεγχος του φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού έγινε µε πολλές αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών. Με 
αντίδραση sequencing ελέγχθηκε η υποκλωνοποιηµένη περιοχή, για να επιβεβαιωθεί 
η απουσία ανεπιθύµητων µεταλλάξεων. Η αντίδραση έγινε µε εκκινητές τους F1-
∆ΕnhF και R2-∆ΕnhF και τα αποτελέσµατα φαίνονται στη συνέχεια: 
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pDF ∆Εnh-F (µε 5’ και 3’περιοχές οµολογίας): 
Aντίδραση sequencing µε τον εκκινητή F1-∆ΕnhF: 
TCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCATTTCGGCAAAGAATTCACCCCTG 
AGGTGCAGGCTTCCTGGCAGAAGATGGTGACTGCAGTGGCCAGTGCCCTGTCCTCCAGAT 
ACCACTGAGCCTCTTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGGCTTTATTCTGCAAGCA 
ATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGATCACACATGATTTTCTTCAGCTCTTTTTT 
TTACATCTTTTTAAATATATGAGCCACAAAGGGTTTATATTGAGGGAAGTGTGTATGTGT 
ATTTCTGCATGCCTGTTTGTGTTTGTGGTGTGTGCATGCTCCTCATTTATTTTTATATGA 
GATGTGCATTTTGATGAGCAAATAAAAGCAGTAAAGACACTTGTACACGGGAGTTCTGCA 
AGTGGGAGTAAATGGTGTAGGAGAAATCCGGTGGGAAGAAAGACCTCTATAGGACAGGAC 
TTCTCAGAAACAGATGTTTTGGAAGAGATGGGAAAAGGTTCAGTGAAGACCTGGGGGCTG 
GATTGATTGCAGCTGAGTAGCAAGGATGGTTCTTAATGAAGGGAAAGTGTTCCAGATCTT 
TTAGTTTAATTAGATTCCATTGGTCAATTTTTGCTTTTGCTGCAATTGCTTTTCACGCTT 
TCATCATGAAATCTGGGCCCGTGTTTATATCATGAATAGTATTGCCTTGATTTTTTTCTA 
GGCTTTTTATAGTTTGGGGTTTTTCATTTAAGT 

 
Aντίδραση sequencing µε τον εκκινητή R2-∆ΕnhF: 
TTCTCCCTGTTGCATCTTATGCATTAATTCAACAAATACATATTAGATTCCATATGTCAT 
CCATGAAGTTTCATTCATATGCCATCCATTTTTCTTAATTCTGAGAATCTTACATGAACT 
AGACAGACAGATTCTCTGGCTAATGGTGCCCTCACTATAGTGAGCAGAGGAGACCAGCAT 
ACATACTAAAAGAAATGAATTAATAAGAGATTTCAGATGGTATTATATGACTTGAAGAAA 
CTGCATATTGTACCTACAACCATCTGGTCTTTTAGAAACCTGACAAAAGCAAGCAATGGG 
GAAAGGATTTTCAATTTAATAAATGATGGGGGAGAACTGGCTAGCCATATGCTGAAAAAT 
GAAACTGGACTCCTTCCTTATACCTTATCCAAAATTAACTCCAGATGGATTAGAGACTTA 
AATGAAAAACCCCAAACTATAAAAAGCCTAGAAAAAAATCAAGGCAATACTATTCATGAT 
ATAAACACGGGCACAGATTTCATGATGAAAGCGTGAAAAGCAATTGCAGCAAAAGCAAAA 
ATTGACCAATGGAATCTAATTAAACTAAAAGATCTGGAACACTTTCCCTTCATTAAGAAC 
CATCCTTGCTACTCAGCTGCAATCAATCCAGCCCCCAGGTCTTCACTGAACCTTTTCCCA 
TCTCTTCCAAAACATCTGTTTCTGAGAAGTCCTGTCCTATAGAGGTCTTTCTTCCCACCG 
GATTTCTCCTACACCATTTACTCCCACTTGCAGAACTCCC 
 Με τις αντιδράσεις sequencing επιβεβαιώθηκε η απουσία ανεπιθύµητων 
µεταλλάξεων. 
 

Οµόλογος ανασυνδυασµός στα κύτταρα E. coli DH10B 
Ο οµόλογος ανασυνδυασµός έγινε σύµφωνα µε τους Imam et al., 2000, και 

τη διαδικασία που αναλυτικά περιγράφεται στην εισαγωγή και στα υλικά και 
µέθοδοι. Ο φορέας pDF∆Εnh-F εισήλθε µε ηλεκτροµετασχηµατισµό στα κύτταρα 
E. coli DH10B, τα οποία περιείχαν το PAC του β-συµπλέγµατος (Kατσαντώνη et 
al., 2001). Η επιλογή για την ενσωµάτωση του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού 
στο PAC άρχισε σε θρεπτικά µε χλωραµφενικόλη (Cm 25µg/ml) και καναµυκίνη 
(Kan 25µg/ml) σε θερµοκρασία 300C. Στη συνέχεια η επιλογή για την ενσωµάτωση 
έγινε µεταφέροντας 80-100 αποικίες σε πιάτα Cm/Kan ίδιων συγκεντρώσεων και 
επωάζοντας στους 430C. Σε αυτή τη θερµοκρασία ο φορέας οµόλογου 
ανασυνδυασµού δεν πολλαπλασιάζεται και ανθεκτικότητα στην Cm υπάρχει µόνο 
µετά από ενσωµάτωσή του στο PAC ή στο γονιδίωµα του E.coli. Eνσωµάτωση του 
φορέα pDF27 στο PAC µέσω των περιοχών οµολογίας οδήγησε σε διπλασιασµό 
της οµόλογης περιοχής (Imam et al., 2000). 35 αποικίες ελέγχθηκαν µε Southern 
blot για το σωστό πρότυπο ενσωµάτωσης. Οι εξής τύποι κλώνων PAC 
παρατηρήθηκαν σε αυτό το στάδιο, σε Southern blot µετά από αντίδραση 
περιοριστικής ενδονουκλεάσης NcoI και υβριδισµό µε ανιχνευτή τις 5’ και 3’ 
οµόλογες αλληλουχίες (Εικόνα 3.10): 
1. Άγριου τύπου κλώνοι PAC σε ποσοστό 26%. Οι ζώνες που παρατηρήθηκαν ήταν 

3.0 και 3.1 kb. 
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2. Κλώνοι PAC µε πρότυπο ενσωµάτωσης τύπου Ι σε ποσοστό 23%. Οι ζώνες που 
παρατηρήθηκαν ήταν 2.8 kb, 3.1 kb και 3.6 kb. 

3. Κλώνοι PAC µε πρότυπο ενσωµάτωσης τύπου ΙΙ σε ποσοστό 3%. Οι ζώνες που 
παρατηρήθηκαν ήταν 1.3 kb, 3.0 kb και 5.3 kb. 

4. Μικτοί τύποι άγριου κλώνου PAC και ενσωµάτωσης τύπου Ι σε ποσοστό 8.6%. 
5. Μικτοί τύποι άγριου κλώνου PAC και ενσωµάτωσης τύπου ΙΙ σε ποσοστό 3%. 
6. Μικτοί τύποι ενσωµάτωσης τύπου Ι και ενσωµάτωσης τύπου ΙΙ σε ποσοστό 8.6%. 

Επίσης παρατηρήθηκαν σε πολύ µικρά ποσοστά και κλώνοι σπασµένων 
τύπων ενσωµάτωσης τύπου Ι και ΙΙ µόνοι τους ή και σε συνδυασµούς µεταξύ τους και 
µε το πρότυπο του PAC ακέραιου τύπου. Παρατηρήθηκαν σε πολύ µικρό ποσοστό 
και κλώνοι τύπων ενσωµάτωσης Ι και ΙΙ σε συνδυασµούς µε το πρότυπο του φορέα 
οµόλογου ανασυνδυασµού. 

 
 
 
 

            

Ε ι κ ό ν α  3 . 1 0 :  Ε ν σ ω µ ά τ ω σ η τ ο υ  φ ο ρ έ α  ο µ ό λ ο γ ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ µ ο ύ  p D F 2 7 σ τ ο  P A C .  
H  α ν τ ί δ ρ α σ η  π ε ρ ι ο ρ ι σ τ ι κ ή ς  ε ν δ ο ν ο υ κ λ ε ά σ η ς  έ γ ι ν ε  µ ε  N c o I  κ α ι  ο  α ν ι χ ν ε υ τ ή ς  π ο υ  
χ ρ η σ ιµ ο π ο ι ή θ η κ ε  ε ί ν α ι  ο ι  5 ’  κ α ι  3 ’  π ε ρ ι ο χ έ ς  ο µ ο λ ο γ ί α ς .  Φ α ί ν ο ν τ α ι τ α  π ρ ό τ υ π α  τ ω ν  
τ ύ π ω ν  ε ν σ ω µ ά τ ω σ η ς  Ι  κ α ι  Ι Ι  κ α ι  τ α  π ρ ό τ υ π α  τ ο υ  φ ο ρ έ α  ο µ ό λ ο γ ο υ  α ν α σ υ ν δ υ α σ µ ο ύ  
κ α ι  τ ο υ  P A C  α κ έ ρ α ι ο υ  τ ύ π ο υ . Ε ν δ ε ι κ τ ι κ ά  φ α ί ν ο ν τ α ι  σ τ η ν  ε ι κ ό ν α  κ α ι  κ ά π ο ι ο ι  τ ύ π ο ι  
µ ι κ τ ώ ν  κ λ ώ ν ω ν .
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Κλώνοι µε το σωστό πρότυπο ενσωµάτωσης µεταφέρθηκαν σε πιάτα Kan 

(25µg/ml) και αφέθηκαν στους 430C για το στάδιο της εκτοµής. Η εκτοµή γίνεται 
µέσω της RecA-recombinase µεταξύ της διπλασιασµένης οµόλογης περιοχής που 
βρίσκεται ανοδικά και καθοδικά του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού και έτσι 
καταλήγουµε είτε στο ακέραιο PAC, είτε στο τροποποιηµένο, που στη συγκεκριµένη 
περίπτωση περιελάµβανε την έλλειψη της περιοχής των αποσιωπητών Enh και F. 
Επώαση στους 430C καταλήγει σε απώλεια του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού 
(Imam et al., 2000). Για να επιβεβαιωθεί η απώλεια αυτή οι αποικίες στρώθηκαν σε 
καναµυκίνη (Kan 25µg/ml)/υψηλή στρεπτοµυκίνη (Str 200µg/ml) στους 430C. Σε 
αυτές τις συνθήκες αποικίες µε δύο αντίγραφα του rpsL+ αλλήλιου (ένα στο φορέα 
οµόλογου ανασυνδυασµού και ένα στο γονιδίωµα των κυττάρων DH10B) είναι 
ευαίσθητες σε υψηλή Str. Αντίθετα αποικίες που είχαν χάσει το ένα αντίγραφο του 
rpsL+ γονιδίου, µέσω της εκτοµής του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού, ήταν 
ανθεκτικές (Imam et al., 2000). Το σωστό πρότυπο εκτοµής ελέγχθηκε µε Southern 
blot, αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης NcoI και ανιχνευτή τις 5’ και 3’ 
περιοχές οµολογίας. Ο ανιχνευτής αυτός ανιχνεύει δύο ζώνες 3.0kb και 3.1kb στην 
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περίπτωση του ακέραιου PAC και µία ζώνη 4.6kb στην περίπτωση του 
τροποποιηµένου PAC, στο οποίο έχουν αφαιρεθεί οι δύο αποσιωπητές Enh και F στο 
3’ άκρο του Aγ γονιδίου (Εικόνα 3.11). Οι αποικίες που ελέγχθηκαν είχαν σε ποσοστό 
2% το σωστό πρότυπο εκτοµής. 57% των αποικιών είχαν το πρότυπο του ακέραιου 
PAC και 36% των αποικιών είχαν ένα µικτό πληθυσµό του προτύπου σωστής εκτοµής 
και του προτύπου του ακέραιου PAC. Στις περισσότερες περιπτώσεις αποικίες µε 
µικτό πρότυπο µετά από επαναστρώσιµο σε τρυβλία διαχώρισαν τα δύο πρότυπα: 
48% των αποικιών που προήλθαν είχαν το σωστό πρότυπο εκτοµής, 11% είχαν το 
πρότυπο του ακέραιου PAC και 34% είχαν µικτό πρότυπο. 

Πέντε αποικίες µε το σωστό πρότυπο εκτοµής επιλέχθηκαν και 
χαρτογραφήθηκαν µε πολύ λεπτοµέρεια για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητα των PACs 
κατά µήκος όλου του συµπλέγµατος και η απουσία ανεπιθύµητων µεταλλάξεων, λόγω 
του οµόλογου ανασυνδυασµού. Η χαρτογράφηση έγινε µε Southern blot και 
χρησιµοποιήθηκαν οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες EcoRI, NcoI, HindIII, BglII, 
BglI, ClaI, XhoI, SacI. Τα blots στη συνέχεια υβριδίστηκαν µε ανιχνευτές τα κοσµίδια 
LCRε και γγδβ (cos28) που καλύπτουν και τα 75kb του συµπλέγµατος των β γονιδίων 
(Grosveld et al., 1981; Strouboulis et al., 1992). Έτσι επιβεβαιώθηκε η ακεραιότητα 
των PACs, αφού δεν βρέθηκαν ανεπιθύµητοι ανασυνδυασµοί κατά µήκος των 75kb 
του συµπλέγµατος (Εικόνα 3.12). Η περιοχή του PAC µε την έλλειψη των δύο 
αποσιωπητών ελέγχθηκε περαιτέρω µε sequencing µε στόχο τον ακριβή έλεγχο των 
άκρων της έλλειψης και τον αποκλεισµό της ύπαρξης ανεπιθύµητων µεταλλάξεων. 
Για την αντίδραση sequencing χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής R2-∆ΕnhF. Έγινε 
sequencing σε δύο κλώνους PAC και αποκλείστηκε και στις δύο περιπτώσεις η 
ύπαρξη ανεπιθύµητων µεταλλάξεων. H αντίδραση έγινε σε PCR προϊόν των PAC 
κλώνων 30 και 28, το οποίο δηµιουργήθηκε χρησιµοποιώντας τους εκκινητές F1-
∆ΕnhF και R2-∆ΕnhF και Vent DNA πολυµεράση (New England Biolabs). Τα 
αποτελέσµατα των αντιδράσεων φαίνονται στη συνέχεια: 
Κλώνος PAC 30: 
CTTCTCCCTGTTGCATCTTATGCATTAATTCAACAAATACATATTAGATTCCATATGTCA 
TCCATGAAGTTTCATTCATATGCCATCCATTTTTCTTAATTCTGAGAATCTTACATGAAC 
TAGACAGACAGATTCTCTGGCTAATGGTGCCCTCACTATAGTGAGCAGAGGAGACCAGCA 
TACATACTAAAAGAAATGAATTAATAAGAGATTTCAGATGGTATTATATGACTTGAAGAA 
ACTGCATATTGTACCTACAACCATCTGGTCTTTTAGAAACCTGACAAAAGCAAGCAATGG 
GGAAAGGATTTTCAATTTAATAAATGATGGGGGAGAACTGGCTAGCCATATGCTGAAAAA 
TGAAACTGGACTCCTTCCTTATACCTTATCCAAAATTAACTCCAGATGGATTAGAGACTT 
AAATGAAAAACCCCAAACTATAAAAAGCCTAGAAAAAAATCAAGGCAATACTATTCATGA 
TATAAACACGGGCACAGATTTCATGATGAAAGCGTGAAAAGCAATTGCAGCAAAAGCAAA 
AATTGACCAATGGAAATCTAATTAAACTAAAAGATCTGGAACACTTTCCCTTCATTAAGA 
ACCATCCTTGCTACTCAGCTGCAATCAATCCAGCCCCCAGGTCTTCACTGAACCTTTTCC 
CATCTCTTCCAAAACATCTGTTTCTGAGAAGTCCTGTCCTATAGAGGTCTTTCTTCCCAC 
CGGATTTCTCCTACACCATTTACTCCCACTTGCAGAACTCCCGTGTACAAGTGTCTTTAC 
TGCTTTTATTTGCTCA 
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Εικόνα 3.11: Α: Χάρτης της περιοχής και 
συνοπτική περιγραφή του οµόλογου
ανασυνδυασµού. Β: Εκτοµή του φορέα 
οµόλογου ανασυνδυασµού από το PAC. 
Έγινε αντίδραση περιοριστικής
ενδονουκλεάσης NcoI και υβριδισµός του 
Southern blot µε ανιχνευτή τις 5’ και 3’ 
περιοχές οµολογίας. Φαίνονται τα 
πρότυπα ζωνών του φορέα οµόλογου
ανασυνδυασµού, του ακέραιου PAC και 
δύο κλώνων του τροποποιηµένου PAC, 
µετά το στάδιο της εκτοµής.
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Ανιχνευτής: cosLCRε cosγγδβ
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Εικόνα 3.12: Χαρτογράφηση τροποποιηµένου κλώνου PAC µετά τον οµόλογο 
ανασυνδυασµόκαι σύγκριση µε το PAC ακέραιου τύπου. Με ανιχνευτή το cosLCRε 
δεν υπάρχουν διαφορές στη χαρτογράφηση µεταξύ του PAC ακέραιου τύπου και του 
PAC µε την έλλειψη των αποσιωπητών. Με ανιχνευτή το cosγγδβ εµφανίζεται λόγω 
της έλλειψης µία επιπλέον ζώνη 1.3 kb και παράλληλα η µία από τις δύο 2.3 ζώνες 
(*) του συµπλέγµατος εξαφανίζεται. Η αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης
έχει γίνει µε EcoRI.  d=διπλή ζώνη.
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Κλώνος PAC 28: 
CTTTCTCCCTGTTGCATCTTATGCATTAATTCAACAAATACATATTAGGATTCCATATGT 
CATCCATGAAGTTTCATTCATATGCCATCCATTTTTCTTAATTCTGAGAATCTTACATGA 
ACTAGACAGACAGATTCTCTGGCTAATGGTGCCCTCACTATAGTGAGCAGAGGAGACCAG 
CATACATACTAAAAGAAATGAATTAATAAGAGATTTCAGATGGTATTATATGACTTGAAG 
AAACTGCATATTGTACCTACAACCATCTGGTCTTTTAGAAACCTGACAAAAGCAAGCAAT 
GGGGAAAGGATTTTCAATTTAATAAATGATGGGGGAGAACTGGCTAGCCATATGCTGAAA 
AATGAAACTGGACTCCTTCCTTATACCTTATCCAAAATTAACTCCAGATGGATTAGAGAC 
TTAAATGAAAAACCCCAAACTATAAAAAGCCTAGAAAAAAATCAAGGCAATACTATTCAT 
GATATAAACACGGGCACAGATTTCATGATGAAAGCGTGAAAAGCAATTGCAGCAAAAGCA 
AAAATTGACCAATGGAATCTAATTAAACTAAAAGATCTGGAACACTTTCCCTTCATTAAG 
AACCATCCTTGCTACTCAGCTGCAATCAATCCAGCCCCCAGGTCTTCACTGAACCTTTTC 
CCATCTCTTCCAAAACATCTGTTTCTGAGAAGTCCTGTCCTATAGAGGTCTTTCTTCCAC 
CGGATTTCTCCTACACCATTTACTCCCACTTGCAGAACTCCCGGGGTACAA 

Επιβεβαιώθηκε η απουσία ανεπιθύµητων ανασυνδυασµών και µεταλλαγών 
στα άκρα της έλλειψης και το PAC µε την έλλειψη των στοιχείων Enh και F 
ονοµάστηκε PAC-β συµπλέγµατος-∆Sil (∆Silencers) ή PAC-∆Sil. 
 

∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
Η γενωµική αλληλουχία του PAC-β-συµπλέγµατος-∆Sil αποµονώθηκε από 

το φορέα PAC µε αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης NotI και µε 
επακόλουθη φυγοκέντρηση κλίσης πυκνότητας αλατιού. Μετά τη φυγοκέντρηση 
και τον έλεγχο των κλασµάτων σε πήκτωµα αγαρόζης, τα επιθυµητά κλάσµατα 
ενώθηκαν και ακολούθησε διάλυση σε ΤΕ εµπλουτισµένο µε 0.1M NaCl. Η υψηλή 
συγκέντρωση NaCl χρησιµοποιήθηκε για την προστασία του ενθέµατος µεγάλου 
µοριακού βάρους από σπασίµατα. Μετά από επακόλουθη συµπύκνωση του όγκου 
υπό κενό ακολούθησε νέα διάλυση σε διάλυµα µικροένεσης, που και πάλι ήταν 
εµπλουτισµένο µε υψηλή συγκέντρωση NaCl. Η ακεραιότητα του ενθέµατος 
ελέγχθηκε αρχικά µε ηλεκτροφόρηση αγαρόζης εναλλασσόµενου πεδίου (pulse 
field gel electrophoresis) (Eικόνα 3.13) και στη συνέχεια µε αντιδράσεις 
περιοριστικών ενδονουκλεασών και επακόλουθους υβριδισµούς µε διάφορους 
ανιχνευτές κατά µήκος όλου του συµπλέγµατος. Το αποµονωµένο ένθεµα ενέθηκε 
σε χαµηλή συγκέντρωση 0.5ng/µl στον προπυρήνα γονιµοποιηµένων αυγών 
ποντικών FVB/N (Kατσαντώνη et al., 2001), έτσι ώστε να είναι αυξηµένη η 
πιθανότητα δηµιουργίας διαγονιδιακών ζώων µε ένα ή λίγα αντίγραφα του PAC. 
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Εικόνα 3.13: Ηλεκτροφόρηση PFGE του
αποµονωµένου ενθέµατος PAC µε την
έλλειψη των αποσιωπητών Εnh και F. 
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Συζήτηση 

Από τις µικροενέσεις προήλθαν τρία αρχικά διαγονιδιακά ποντίκια 
(founders) (Kατσαντώνη et al., 2001), που αρχικά ελέγχθηκαν χρησιµοποιώντας 
Southern blot και υβριδίζοντας µε τους ανιχνευτές HS5 του LCR (3.3kb EcoRI 
τµήµα)(Εικόνα 3.14) και το 2.3kb EcoRI τµήµα του 3’ άκρου του Aγ γονιδίου, το 
οποίο περιλαµβάνει την έλλειψη των δύο αποσιωπητών. 

 1               2               3 
Founders  

 

 

 

 3.3kb 
 

 

 

 

 

 

 
Eικόνα 3.14: Southern blot των αρχικών founders που δηµιουργήθηκαν από τις 
µικροενέσεις. Η αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης έγινε µε EcoRI και ο 
υβριδισµός µε ανιχνευτή το ΗS5.   

 
∆ιαγονιδιακές σειρές εδραιώθηκαν µε διασταυρώσεις των αρχικών 

διαγονιδιακών founders µε άγριου τύπου ποντίκια FVB/N. Αρσενικά της F1 ή F2 
γενιάς χρησιµοποιήθηκαν για διασταυρώσεις µε θηλυκά άγριου τύπου για τη συλλογή 
εµβρύων των διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων. 

Ένα από τα αρχικά διαγονιδιακά ποντίκια (founder) δεν µπόρεσε να 
διασταυρωθεί για να µεταδώσει το διαγονίδιο στους απογόνους του. Στον founder 
αυτό, για να ελεγχθεί η ακεραιότητα του συµπλέγµατος, έγινε χαρτογράφηση του 
διαγονιδίου χρησιµοποιώντας υβριδοποίηση µε ταυτόχρονη καταστολή των 
επαναληπτικών ακολουθιών και µε ανιχνευτή το κοσµίδιο cos-28, που 
συµπεριλαµβάνει την περιοχή γγδβ (Grosveld et al., 1981), σύµφωνα µε τη µέθοδο 
των Strouboulis et al., 1992, και έτσι επιβεβαιώθηκε η ακεραιότητα του διαγονιδίου. 

Η ακεραιότητα των PACs στα διαγονιδιακά ποντίκια των δύο εδραιωµένων 
σειρών ελέγχθηκε πολύ λεπτοµερειακά µε υβριδοποίηση µε ταυτόχρονη καταστολή 
των επαναληπτικών ακολουθιών. Χρησιµοποιήθηκαν σαν ανιχνευτές τα κοσµίδια 
LCR-ε, που περιλαµβάνει το LCR και το ε γονίδιο και το κοσµίδιο cos-28, που 
συµπεριλαµβάνει την περιοχή γγδβ (Grosveld et al., 1981), σύµφωνα µε τη µέθοδο 
των Strouboulis et al., 1992 (Εικόνα 3.15). Τα κοσµίδια αυτά χρησιµοποιήθηκαν σε 
κυκλική µορφή για την αντίδραση της σήµανσης.  
Επιπρόσθετη χαρτογράφηση έγινε χρησιµοποιώντας τους ανιχνευτές HS2 (4.2kb Hind 
ΙΙΙ τµήµα, από το οποίο είχε αφαιρεθεί περιοχή 0.74 kb που περιλαµβάνει τον πυρήνα 
του ΗS2), 5’Aγ (1.7kb EcoRI-BamHI τµήµα), β-ιντρόνιο-II (0.9kb BamHI-EcoRI 
τµήµα), 5’δ (0.98kb Xba I-Bgl II τµήµα), ε γονίδιο (3.7kb EcoRI-EcoRI τµήµα, που 
συµπεριλαµβάνει περιοχή ανοδικά του ε γονιδίου, τα τρία εξόνια και τα δύο ιντρόνια), 
5’δ (1.5 kb Bgl II-ΕcoRI τµήµα) και 5’δ (0.85 kb ΕcoRI-SalI τµήµα). 

Για τη γενοτύπηση χρησιµοποιήθηκε, εκτός από τις µεθόδους των Southern 
και των slot blots µε τους επακόλουθους υβριδισµούς, και η µέθοδος της αλυσιδωτής  
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Εικόνα 3.15: Χαρτογράφηση των διαγονιδιακώνσειρώνPAC∆SilAκαι PAC∆SilB 
χρησιµοποιώντας τους ανιχνευτές cosLCRε και cosγγδβ.Στον υβριδισµό µε ανιχνευτή 
το cosLCRε οι ζώνες µικρού µεγέθους δεν φαίνονται, στην έκθεση αυτή, λόγω
χαµηλότερου ποσού DNA σε σύγκριση µε τηδιαγονιδιακήσειρά του ακέραιου PAC. 
Στην περίπτωση αυτή δεν υπάρχουν διαφορές στη χαρτογράφηση µεταξύ της
διαγονιδιακής σειράς του ακέραιου PAC και  των σειρών µε την έλλειψη των
αποσιωπητών. Με ανιχνευτή το cosγγδβεµφανίζεται λόγω της έλλειψης µία επιπλέον 
ζώνη 1.3 kb (έντονο βέλος) και παράλληλα η µία από τις δύο 2.3 kb ζώνες του 
συµπλέγµατος εξαφανίζεται. Η αντίδραση περιοριστικήςενδονουκλεάσηςέχει γίνει µε 
EcoRI.  d=διπλή ζώνη.
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αντίδρασης πολυµεράσης. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν βρίσκονταν στην 
περιοχή του HS-5 και οι αλληλουχίες τους ήταν οι εξής: 
ALO10: 5’-GCTGCTGTTATGACCACTAGAGGG-3’ 
ALO12: 5’-AGACAGGGAAGGAGGTGTGG-3’ 

O αριθµός των αντιγράφων του PAC προσδιορίστηκε σε ποντίκια της F1 ή F2 
γενιάς µε Southern blot και χρησιµοποιώντας τον ανιχνευτή 5’Aγ (1.7kb EcoRI-
BamHI τµήµα, που περιέχει περιοχή ανοδικά του Aγ γονιδίου, το πρώτο εξόνιο, το 
πρώτο ιντρόνιο και το µεγαλύτερο µέρος του δεύτερου εξονίου), σε συνδυασµό µε 
αυτόν του ενδογενούς γονιδίου του ποντικού που κωδικοποιεί για την καρβονική 
ανυδράση ΙΙ (carbonic anhydrase II-CAII) (0.9 kb PvuI τµήµα) (Εικόνα 3.16). Ο 
λόγος της έντασης των ζωνών 5’Αγ/CA-II των PAC διαγονιδιακών σειρών 
συγκρίθηκε µε αυτόν εγκαθιδρυµένων σειρών µονού αντιγράφου, όπως οι σειρές 2 
και 72, οι οποίες περιλαµβάνουν τα 70kb του συµπλέγµατος των β γονιδίων των 
σφαιρινών (Strouboulis et al., 1992). Χρησιµοποιήθηκαν και εναλλακτικά οι 
ανιχνευτές β-IVSII και CAII (Εικόνα 3.16). Η ανάλυση της έντασης των ζωνών έγινε 
στο PhosphorImager χρησιµοποιώντας το ImageQuant software (Molecular 
Dynamics). Και οι δύο εδραιωµένες διαγονιδιακές σειρές PAC-∆SilA και PAC-∆SilB 
είχαν µονό αντίγραφο του PAC (Κatsantoni et al., subm.). Για το λόγο αυτό δεν 
απαιτήθηκαν διασταυρώσεις µε ποντίκια cre για τη δηµιουργία ποντικών µε µονό 
αντίγραφο του PAC. 
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Eικόνα 3.16: Προσδιορισµός του αριθµού των αντιγράφων του PAC στις διαγονιδιακές
γραµµές PAC∆SilA και PAC∆SilB. Στο αριστερό blot έχουν χρησιµοποιηθεί οι
ανιχνευτές βIVSII+CAII και σαν control η διαγονιδιακή σειρά µονού αντιγράφου L2
και στο δεξί οι ανιχνευτές 5’γ+CAII και σαν control η διαγονιδιακή σειρά µονού
αντιγράφου L72. O ανιχνευτής CAII υβριδίζεται σε µία ζώνη ~3.3kb του γονιδιώµατος
του ποντικού. O βIVSII υβριδίζεται σε µία ζώνη 5.5kb. Ο ανιχνευτής 5’γ υβριδίζεται
και στο Αγ (2.6kb) και στο Gγ (7kb) γονίδιο. H αντίδραση περιοριστικής
ενδονουκλεάσης έχει γίνει και στις δύο περιπτώσεις µε EcoRI.  

Προσδιορισµός της ένθεσης των διαγονιδίων µε DNA FISH 
Με στόχο τον προσδιορισµό των ενθέσεων του PAC στο γονιδίωµα του 

ποντικού έγινε FISH χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτή ένα πλασµίδιο που 
συµπεριλαµβάνει το LCR (το πείραµα αυτό έγινε από την Αn Langeveld). Η σήµανση 
έγινε µε βιοτίνη. O founder που δεν µετέδωσε το διαγονίδιο στους απογόνους, διότι 
δεν µπόρεσε να διασταυρωθεί, είχε κεντροµερική ένθεση του PAC. Η διαγονιδιακή 
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γραµµή Α είχε ένθεση κάτω από το κεντροµερίδιο και η διαγονιδιακή γραµµή Β είχε 
ένθεση, και πάλι αρκετά κοντά στο κεντροµερίδιο (Εικόνα 3.17). Η διαγονιδιακή 
σειρά του ακέραιου PAC, που χρησιµοποιήθηκε σαν control, είχε ένθεση του 
διαγονιδίου κάτω από το κεντροµερίδιο. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PAC ∆ Sil A                             PAC ∆ Sil B PAC founderPAC ∆ Sil A                             PAC ∆ Sil B PAC founderPAC ∆ Sil A                             PAC ∆ Sil B PAC founder
 

 
Εικόνα 3.17: Χαρτογράφηση µε FISH των ενθέσεων του PAC στο γονιδίωµα του
ποντικού. Οι ενθέσεις σηµειώνονται µε βέλη. 

Ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων 

Ανάλυση S1 νουκλεάσης 
Η ανάλυση αυτή έγινε σε RNA λεκιθικού ασκού 10.5 ηµερών, εµβρυϊκού 

ήπατος 12.5 και 16.5 ηµερών και ενήλικου αίµατος. Το ενήλικο αίµα συλλέχθηκε από 
ποντίκια µεγαλύτερα των τεσσάρων εβδοµάδων. Χρησιµοποιήθηκαν οι ανιχνευτές 
των ανθρώπινων γονιδίων ε, γ και β και οι ανιχνευτές των γονιδίων του ποντικού 
βH1, εy και βmaj. Συγκεκριµένα στο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 ηµερών αναλύθηκαν τα 
ανθρώπινα γονίδια ε και γ και σαν ενδογενή γονίδια ποντικού τα βH1 και εy. Στα 
υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια των 12.5, 16.5 ηµερών και στο ενήλικο στάδιο 
αναλύθηκαν τα ανθρώπινα γονίδια γ και β και το ενδογενές γονίδιο ποντικού βmaj. 
Σαν control στην S1 ανάλυση χρησιµοποιήθηκε µία διαγονιδιακή σειρά του ακέραιου 
PAC µε ένθεση του διαγονιδίου κάτω από το κεντροµερίδιο (Εικόνα 3.18). 

Στον founder που δεν µπόρεσε να διασταυρωθεί για να µεταδώσει το 
διαγονίδιο σε απογόνους, έγινε ανάλυση της έκφρασης των γ και β γονιδίων µόνο στο 
ενήλικο στάδιο (Εικόνα 3.18). ∆εν παρατηρήθηκε έκφραση του γ γονιδίου, άρα το 
γονίδιο είχε αποσιωπηθεί στο ενήλικο στάδιο. Έκφραση του β γονιδίου ήταν 
εµφανής, αλλά επίπεδα έκφρασης δεν υπολογίστηκαν, λόγω της πιθανής 
µωσαϊκότητας του founder και της επακόλουθης αδυναµίας υπολογισµού του 
αριθµού αντιγράφων του PAC. ∆εν ήταν δηλαδή δυνατός ο υπολογισµός της 
έκφρασης ανά ένα αντίγραφο. ∆εδοµένου ότι τουλάχιστον ένα αντίγραφο του PAC 
είναι ακέραιο στον founder αυτό, είναι απίθανο η απουσία της έκφρασης του γ-
γονιδίου να είναι αποτέλεσµα ενός µεγάλου ανασυνδυασµού ή έλλειψης στο 
σύµπλεγµα των β γονιδίων. 
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Με στόχο τη διερεύνηση της επίδρασης της έλλειψης των στοιχείων Enh και F 
στην έκφραση του γ γονιδίου, αναλύθηκε η έκφρασή του, καθώς και του β γονιδίου 
στο ενήλικο στάδιο των δύο διαγονιδιακών σειρών ∆Sil-A και ∆Sil-B (Εικόνα 3.18). 
Το γ γονίδιο είχε φυσιολογικά αποσιωπηθεί στο ενήλικο στάδιο (Dillon & Grosveld, 
1991, Strouboulis et al., 1992) και το β ήταν το γονίδιο που εκφραζόταν (Strouboulis 
et al., 1992). Η αποσιώπηση του γ γονιδίου και η έκφραση του β γονιδίου 
παρατηρήθηκαν όχι µόνο στις δύο σειρές µε την έλλειψη, αλλά και στην control 
διαγονιδιακή σειρά. Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι η έλλειψη των δύο 
αποσιωπητών από το γονιδιακό σύµπλεγµα δεν επηρεάζει την αποσιώπηση των γ-
γονιδίων στο ενήλικο στάδιο των ποντικών (Κατσαντώνη et al., 2001). 

Με στόχο την ανάλυση της επίδρασης της έλλειψης των αποσιωπητών, κατά 
τη διάρκεια της εµβρυϊκής και ενήλικης διαφοροποίησης, αναλύθηκε η έκφραση των 
γ, β και ε γονιδίων στα στάδια που προαναφέρθηκαν (Εικόνα 3.18). Τα αποτελέσµατα 
των επιπέδων έκφρασης φαίνονται στον παρακάτω πίνακα (Εικόνα 3.19). Η έκφραση 
κάθε γονιδίου παρουσιάζεται σαν ποσοστό της συνολικής έκφρασης του ή των 
ενδογενών γονιδίων ποντικού στο συγκεκριµένο αναπτυξιακό στάδιο.  

Στάδιο 10.5 
ηµερών 

Στάδιο 12.5 
ηµερών  

Στάδιο 16.5 
ηµερών  

Ενήλικο 
στάδιο 

∆ιαγονιδιακή 
σειρά 

% 
γ/εy+βh1 

% 
ε/εy+βh1

% 
γ/βmaj

% 
β/βmaj

% 
γ/βmaj

% 
β/βmaj 

% 
γ/βmaj 

% 
β/βmaj

Control 23.5 5.4 22.9 26 3 53 0 66.6 

∆γSil-A 52 7 23 36.5 2.4 60 0 45.5 

∆γSil-B 37 7 43* 15.8* 4.9 49.5 0 85 

Τα ίδια αποτελέσµατα ανά γονίδιο παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Εικόνα 
3.19): 

Συνολική έκφραση ανθρώπινης σφαιρίνης (% της συνολικής 
σφαιρίνης ποντικού) 

γ-σφαιρίνη ε-
σφαιρίνη

β-σφαιρίνη 

∆ιαγονιδιακή 
σειρά 

10.5 12.5 16.5 Ενήλικο 
αίµα 

10.5 12.5 16.5 Ενήλικο 
αίµα 

Control 23.5 22.9 3 0 5.4 26 53 66.6 
∆γSil-A 52 23 2.4 0 7 36.5 60 45.5 
∆γSil-B 37 43* 4.9 0 7 15.8* 49.5 85 

 Οι τιµές των επιπέδων έκφρασης είναι µέσοι όροι των τιµών έκφρασης των 
επιµέρους εµβρύων ή ενήλικων ποντικών, αναλόγως του αναπτυξιακού σταδίου. 
Χρησιµοποιήθηκαν ένα-τρία έµβρυα ή ποντίκια ανά αναπτυξιακό στάδιο και στις 
περισσότερες των περιπτώσεων δύο έµβρυα ή ποντίκια. Τα επίπεδα έκφρασης 
διορθώθηκαν σύµφωνα µε τις ειδικές ενεργότητες των σηµασµένων ανιχνευτών των 
γονιδίων. ∆ιόρθωση για τον αριθµό αντιγράφων του PAC δεν έγινε, διότι στην 
προκειµένη περίπτωση όλες οι σειρές που αναλύθηκαν είχαν ένα αντίγραφο του PAC. 
Στα πειράµατα πάντα συµπεριλαµβάνονταν και 3x control RNAs για να επιβεβαιωθεί 
η περίσσεια των ανιχνευτών. 
 Τα επίπεδα έκφρασης των ανθρώπινων γονιδίων των σφαιρινών στην control 
διαγονιδιακή σειρά φάνηκαν ίδια µε αυτά που είχαν περιγραφεί στην περίπτωση 
µικρότερων κοσµιδιακών κατασκευών 70kb (Strouboulis et al., 1992). Η µεταστροφή 
της αιµοσφαιρίνης (η αποσιώπηση δηλαδή του γ γονιδίου και η ενεργοποίηση του β)  
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Εικόνα 3.18: S1 ανάλυση στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια της διαγονιδιακής
σειράς του ακέραιου PAC (PAC β locus), των διαγονιδιακώνσειρών µε την έλλειψη 
τωναποσιωπητών (PAC∆SilAκαι PAC∆SilΒ)και του founder που δεν µετέδωσε το
διαγονίδιοσε απογόνους. 
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Εικόνα 3.19: Ιστογράµµατα έκφρασης των γονιδίων, που υπολογίστηκαν από την S1 
ανάλυση, των διαγονιδιακών σειρών PAC. Α: Έκφραση των γονιδίων στα διάφορα 
αναπτυξιακά στάδια κάθε σειράς ξεχωριστά. Β: Συγκριτική έκφραση των γονιδίων 
µεταξύ των διαγονιδιακών σειρών PACστο αναπτυξιακό στάδιο των 10.5 ηµερών.
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ήταν εµφανής στη διαγονιδιακή σειρά του control PAC και στις διαγονιδιακές σειρές 
µε την έλλειψη των δύο αποσιωπητών. Η έκφραση των γ γονιδίων βρέθηκε στο 
υψηλότερό της ποσοστό στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο του λεκιθικού ασκού, 
συνεχίστηκε σε υψηλό ποσοστό στο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος των 12.5 ηµερών 
και στη συνέχεια µειώθηκε κατά πολύ στο στάδιο των 16.5 ηµερών και 
εκµηδενίστηκε στο ενήλικο στάδιο (Κατσαντώνη et al., 2001). 

Υπολογισµοί των επιπέδων της έκφρασης έδειξαν ότι υπήρχε µία σηµαντική 
αύξηση των επιπέδων έκφρασης του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 
ηµερών στις δύο διαγονιδιακές σειρές µε την έλλειψη των αποσιωπητών (52% και 
37%) σε σύγκριση µε την control διαγονιδιακή γραµµή (23%) (Κατσαντώνη et al., 
2001). Τα επίπεδα της έκφρασης του β γονιδίου δεν επηρεάσθηκαν από την έλλειψη 
των αποσιωπητών. Παράλληλα παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων έκφρασης του ε 
γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 ηµερών, στις δύο διαγονιδιακές 
σειρές µε την έλλειψη των αποσιωπητών (7%), σε σύγκριση µε την control 
διαγονιδιακή γραµµή (5.4%) (Katsantoni et al., subm.). 
 Επειδή το πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 ηµερών είναι ένα στάδιο 
δυναµικό κατά το οποίο η µεταγραφή των ανθρώπινων γονιδίων και των γονιδίων 
ποντικού αλλάζει από στιγµή σε στιγµή, επιβεβαιώθηκε το ακριβές στάδιο των 
εµβρύων για να εξαλειφθεί η πιθανότητα διαφορών στην έκφραση των γ και ε 
γονιδίων λόγω διαφοράς σε αυτό. Η επιβεβαίωση έγινε µε µέτρηση των επιπέδων των 
ενδογενών γονιδίων ποντικού (Strouboulis et al., 1992; Trimborn et al., 1999). Τα 
αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 
∆ιαγονιδιακή σειρά (εy/εy+βH1)% (βH1/εy+βH1)%

Control 90.5 9.5 

∆γSil-A 87 13 

∆γSil-B 85 15 

 Οι υπολογισµοί αυτοί δείχνουν ότι τα έµβρυα είναι του ίδιου πρώιµου 
εµβρυϊκού αναπτυξιακού σταδίου µε διαφορά ίσως ελάχιστων επιπλέον ωρών για τα 
έµβρυα της control διαγονιδιακής σειράς. Άρα οι διαφορές στην έκφραση του γ 
γονιδίου είναι πραγµατικές και οφείλονται στην έλλειψη των αποσιωπητών Enh και F 
και όχι σε διαφορά στο αναπτυξιακό στάδιο των εµβρύων. 

Τα επίπεδα της έκφρασης των γ και β γονιδίων στα στάδια των 12.5 και 16.5 
ηµερών δεν επηρεάσθηκαν από την έλλειψη των αποσιωπητών (Κατσαντώνη et al., 
2001). Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης του γ γονιδίου που παρατηρήθηκαν στη 
διαγονιδιακή σειρά ∆γSil-B στο στάδιο των 12.5 ηµερών οφείλονταν σε διαφορά στο 
αναπτυξιακό στάδιο των εµβρύων που αναλύθηκαν. Τα έµβρυα αυτά ήταν 
αναπτυξιακού σταδίου λίγο νεαρότερου από αυτό των 12.5 ηµερών λόγω του 
µικρότερου συνολικού µεγέθους τους και του µικρότερου µεγέθους του ήπατος. 
Αφού το πρώιµο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος αντιστοιχεί στα ποντίκια στην χρονική 
περίοδο της µεταστροφής από το γ στο β γονίδιο (Strouboulis et al., 1992), διαφορές 
ακόµα και λίγων µόνο ωρών µεταξύ των εµβρύων µπορούν να έχουν µεγάλη 
επίδραση στα επίπεδα έκφρασης των ανθρώπινων γονιδίων. Το γεγονός ότι τα 
επίπεδα των γ και β γονιδίων στη διαγονιδιακή σειρά ∆γSil–B δεν παρουσιάζουν 
διαφορές σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες δύο αναλυθείσες διαγονιδιακές σειρές στο 
στάδιο των 16.5 ηµερών, υποδηλώνει ότι το αυξηµένο επίπεδο της γ έκφρασης στο 
στάδιο των 12.5 ηµερών στη διαγονιδιακή αυτή σειρά οφείλεται σε έµβρυα 
νεαρότερου σταδίου. 
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Συµπερασµατικά, η έλλειψη των αποσιωπητών Εnh και F επηρεάζει την 
έκφραση του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο, αλλά όχι στο όψιµο εµβρυϊκό 
και στο ενήλικο στάδιο (Κατσαντώνη et al., 2001). Επειδή υπάρχει αυξηµένη 
έκφραση και του ε γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο, φαίνεται ότι η έλλειψη των 
αποσιωπητών Εnh και F, έχει σαν αποτέλεσµα τη γενικότερη ενεργοποίηση του 
µεταγραφικού µηχανισµού των εµβρυϊκών γονιδίων στο στάδιο αυτό, που οδηγεί 
στην αύξηση της µεταγραφής τους. Τα στοιχεία Enh και F φαίνεται ότι είναι ειδικοί 
αποσιωπητές του πρώιµου εµβρυϊκού σταδίου (Κatsantoni et al., subm.). 
 

RNA in situ υβριδισµός 
 Με στόχο τη διερεύνηση του δυναµικού φαινοµένου της µεταγραφής στον 
πυρήνα, έγινε RNA in situ υβριδισµός χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτές ιντρόνια 
(Wijgerde et al., 1995, van de Corput & Grosveld, 2001). Η ανάλυση έγινε σε 
κύτταρα εµβρυϊκού αίµατος 10.5 ηµερών και εµβρυϊκού ήπατος 12.5 και 16.5 
ηµερών. 

Η ανίχνευση των µεταγράφων έγινε µε ένα µίγµα 2-4 ολιγονουκλεοτιδίων για 
κάθε γονίδιο σφαιρίνης. Τα ολιγονουκλεοτίδια κάθε µίγµατος ήταν σηµασµένα µε 
βιοτίνη ή διγοξυγενίνη και είχαν σχεδιαστεί σε ιντρονικές αλληλουχίες των διαφόρων 
γονιδίων, έτσι ώστε να απέχουν τουλάχιστον 25 νουκλεοτίδια. Για το εµβρυϊκό αίµα 
των 10.5 ηµερών χρησιµοποιήθηκαν ο ανθρώπινος ιντρονικός ανιχνευτής γ, 
σηµασµένος µε βιοτίνη, σε συνδυασµό µε τον εy ή α ανιχνευτή ποντικού, οι οποίοι 
ήταν σηµασµένοι µε διγοξυγενίνη. Χρησιµοποιήθηκαν στο στάδιο αυτό σε 
συνδυασµό και οι ανθρώπινοι ανιχνευτές γ, σηµασµένος µε βιοτίνη και ε, 
σηµασµένος µε διγοξυγενίνη, καθώς και σε συνδυασµό οι ανιχνευτές του ποντικού εy, 
σηµασµένος µε διγοξυγενίνη και βH1, σηµασµένος µε βιοτίνη. Για τα κύτταρα του 
εµβρυϊκού ήπατος 12.5 και 16.5 ηµερών, χρησιµοποιήθηκαν ανθρώπινοι ανιχνευτές 
για το γ και το β γονίδιο σηµασµένοι µε βιοτίνη, σε συνδυασµό µε τον ανιχνευτή 
ποντικού για το βmaj, ο οποίος ήταν σηµασµένος µε διγοξυγενίνη (oι υβριδισµοί και οι 
αντισωµατικές ανιχνεύσεις έγιναν από την Mariken de Krom). Οι αλληλουχίες των 
συγκεκριµένων ανιχνευτών που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στους παρακάτω 
πίνακες: 
Ιντρονικός ανιχνευτής ποντικού α: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=διγοξυγενίνη) 
ntcacagaaaagcatagttagaagcngcccactgagcgagtgccaggtccatn 
ntagcccttcctaggggtcccagangccgcctgccaggtccctn 
ngctccccttcctgggaccactatgntccctgccttgggcaacgaggaccctn 
natattggatcctgtgatcctnacagatcaaggtcctgttctcan 
Ιντρονικός ανιχνευτής ποντικού εy: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=διγοξυγενίνη) 
ncagaattcttgatttccctagcnctttgtacactaaaaaacaattctn 
nagccattcactgtcacccttacngggaccaattaattaactttgacagn 
ncntctcttcatattactctccatanaaatccatgataaattttatcacn 
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Ιντρονικός ανιχνευτής ποντικού βmaj: 
Αλληλουχία 5'→3' (n=διγοξυγενίνη) 

natgggaagtaaataaccagctnaattaatttagtaaaatgcaactggan 
ngacaaattattataagaatcctangtcaaacagaatttatatgtaaaatan 
ngagagctatgagaagaaacagggacanatcttccttgtcctctgagcaagn 
nactgtagagcaaaaataccaganactgcaggcttatttacaaagacatttn 
Ιντρονικός ανιχνευτής ποντικού βH1: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=βιοτίνη) 
nggacccatggactctaacatctgncaaggcattgccaatcacagtctcan 
naaaaccctatagaaaccctggaaanttctgccatgcataaggataattn 
naatgctgggcgctcactcaaatcngcacccaaatcattgttgcccacaan 
ncatagatgtattaatttataaaaacanactcctttttaaaaaagatccan 
Ανθρώπινος ιντρονικός ανιχνευτής γ: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=βιοτίνη) 
nccttctgcctgcatctttttaacgaccanacttgtcctgcctccaganag 
nacagagctgactttcaaaatctacnccagcccaaatgtttcaattgtncc 
ngtgccacaaatcctgagaagcgaccnggacttttgccaggcacagggncc 
ngcagtttcttcactcccaaccccagnatcttcaaacagctcacacccngc 
Ανθρώπινος ιντρονικός ανιχνευτής β: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=βιοτίνη) 
nctgtctccacatgcccagtttctantggtctccttaaacctgtcttgtaan 
ngggtgggaaaatagaccaanaggcagagagagtcagtgcctatcagaaacn 
Ανθρώπινος ιντρονικός ανιχνευτής ε: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=διγοξυγενίνη) 
naatcttgaggactttcccaatcaacntgctagggtaatattcacccttcan 
ngaagtctgctgttctaacatcaagcncgacccatgatttctgagatctttn 
nacaagccttcacttggtcacaatacngatgggaaatttaacatattttagn 
nacctacattcctagacaaccctgaccncaaactgttccaaggtttgtgccn 

Για τον ανοσοϊστοχηµικό προσδιορισµό χρησιµοποιήθηκε το εξής 
αντισωµατικό δένδρο: 
1. Αντίσωµα προβάτου αντι-διγοξυγενίνης. 
2. Αντίσωµα κουνελιού αντι-προβάτου µε FITC. 
3. Αντίσωµα κατσίκας αντι-κουνελιού µε FITC+αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 
4. Αντίσωµα κατσίκας αντι-αβιδίνης. 
5. Αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 
6. Αντίσωµα κατσίκας αντι-αβιδίνης.  
7. Αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 

Τουλάχιστον 200 κύτταρα µετρήθηκαν ανά πλακάκι. Τα ενεργά 
µεταγραφόµενα γονίδια των οποίων οι ανιχνευτές ήταν σηµασµένοι µε βιοτίνη 
φαίνονταν στον πυρήνα των κυττάρων µε κόκκινο χρώµα και αυτά των οποίων οι 
ανιχνευτές ήταν σηµασµένοι µε διγοξυγενίνη µε πράσινο.  
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Εικόνα 3.20: RNA in situυβριδισµός σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Με κόκκινες κουκίδες φαίνεται η µεταγραφή των 
ανθρώπινων γονιδίων (γ και β) και µε πράσινες η µεταγραφή των ενδογενών γονιδίων του ποντικού (α για το στάδιο των 
10.5 ηµερών και βmaj για το στάδιο των 12.5 και 16.5 ηµερών).Οι φωτογραφίες είναι σύνθετες φωτογραφίες κόκκινων και 
πράσινων φωτογραφιών.
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Τα τελικά αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα (Εικόνες 3.20, 3.21): 
 Στάδιο 10.5 ηµερών Στάδιο 12.5 ηµερών Στάδιο 16.5 ηµερών 
 %γ %γ %β %γ %β 
Control 67 40 53 4 85 
PAC∆γSilA 63 44 57 8 78 
PAC∆γSilB 67 38 51 2 83 
 Στις µετρήσεις των πειραµάτων που παρουσιάζονται στον παραπάνω πίνακα, 
στο στάδιο των 10.5 ηµερών ο ανθρώπινος ανιχνευτής γ χρησιµοποιήθηκε σε 
συνδυασµό µε τον ανιχνευτή ποντικού α. Στα υπόλοιπα στάδια των 12.5 και 16.5 
ηµερών οι ανθρώπινοι ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν σε συνδυασµό µε τον ανιχνευτή 
ποντικού για το βmaj. ∆εν παρατηρήθηκαν διαφορές στoν αριθµό των γονιδιακών 
τόπων που µεταγράφονται κάθε στιγµή, µεταξύ των διαγονιδιακών σειρών µε την 
έλλειψη των αποσιωπητών και της control διαγονιδιακής σειράς. 
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Επεκτάσεις εκκινητών 

Εικόνα 3.21: Ιστογράµµατα έκφρασης των γονιδίων των διαγονιδιακών σειρών PAC,
που µετρήθηκαν µε την RNA in situ ανάλυση. Κάθε στήλη έκφραζει το ποσοστό των
κυττάρων που εκφράζουν το γ ή β γονίδιο. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων στα
τρία αναπτυξιακά στάδια, παρουσιάζονται για κάθε διαγονιδιακή σειρά ξεχωριστά. 

Με στόχο τη διερεύνηση της επίδρασης της έλλειψης των αποσιωπητών Enh 
και F στη µεταγραφή των Gγ και Aγ γονίδιων, στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο, 
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χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της επέκτασης ξεκινώντας από ειδικούς εκκινητές για το 
Gγ και για το Aγ γονίδιο. Μετά από τη σήµανση των εκκινητών οι ειδικές ενεργότητες 
µετρήθηκαν και στα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές µε παρόµοια ειδική 
ενεργότητα. 

Τα πειράµατα της S1 ανάλυσης και του RNA in situ υβριδισµού δεν έδωσαν 
ξεχωριστές πληροφορίες για τη µεταγραφή του Gγ, από αυτή του Aγ γονιδίου. Για το 
λόγο αυτό αναπτύξαµε τη µέθοδο αυτή, η οποία µε επέκταση από ειδικούς εκκινητές 
διαχωρίζει τα Gγ από τα Aγ µετάγραφα. Η µέθοδος στηρίζεται στην ύπαρξη µίας µη 
οµόλογης περιοχής κοντά στο 3’ άκρο των Gγ και Aγ γονιδίων (Εικόνα 3.22). 
Σχεδιάσαµε εκκινητές συµπληρωµατικούς σε αλληλουχία καθοδικά της περιοχής µη 
οµολογίας. Αυτοί οι εκκινητές χαρτογραφούνται στην ίδια περιοχή των δύο 
µεταγράφων και διαφέρουν σε ένα µόνο νουκλεοτίδιο, έτσι ώστε να υπάρχει τέλεια 
συµπληρωµατικότητα των Gγ και Aγ αλληλουχιών που µεταγράφονται (Εικόνα 3.22). 
Κατά τη µέθοδο της επέκτασης από τους ειδικούς εκκινητές, ένα µίγµα των 
ραδιοσηµασµένων εκκινητών επαναδιατάχθηκε σε RNA λεκιθικού ασκού 10.5 
ηµερών και η επέκταση έγινε µε αντίστροφη µεταγραφάση παρουσία µίγµατος 
νουκλεοτιδίων που περιέχει διδέοξυ-TTP (ddTTP). Κάτω από αυτές τις συνθήκες, 
όταν στην αντίδραση επέκτασης απαντηθεί αδενοσίνη, το ddTTP ενσωµατώνεται και 
εµποδίζει την περαιτέρω επέκταση. Για το µετάγραφο του Gγ γονιδίου, η επέκταση 
σταµατάει στην αλληλουχία µη οµολογίας δηµιουργώντας ένα προϊόν 35 
νουκλεοτιδίων. Για το µετάγραφο του Αγ γονιδίου, η επέκταση συνεχίζει µετά την 
αλληλουχία µη οµολογίας δηµιουργώντας ένα προϊόν 40 νουκλεοτιδίων. Τα προϊόντα 
αυτά µπορούν εύκολα να διαχωριστούν σε πυκνό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (Εικόνα 
3.22). Έτσι υπολογίστηκε ο λόγος µεταγραφής των Gγ και Αγ γονιδίων της control 
διαγονιδιακής σειράς και των διαγονιδιακών σειρών µε την έλλειψη των 
αποσιωπητών, συγκρίνοντας τους λόγους έντασης των ζωνών (Εικόνα 3.22). Τα 
αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 
 Στάδιο 10.5 ηµερών 
∆ιαγονιδιακή σειρά Λόγος µεταγραφής Αγ/Gγ γονιδίου

Control 0.7 
PAC-∆γSilA 1.0 
PAC-∆γSilB 0.8 

∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική διαφορά των λόγων µεταγραφής µεταξύ της 
control διαγονιδιακής σειράς και των σειρών µε την έλλειψη των αποσιωπητών. Λίγο 
αυξήµενος λόγος παρατηρήθηκε στις περιπτώσεις των σειρών µε την έλλειψη των 
αποσιωπητών, πράγµα που αν και δεν αξιολογήθηκε, λόγω της πολύ µικρής αύξησης, 
ίσως να σηµαίνει ότι η έλλειψη επηρεάζει θετικά λίγο περισσότερο τη µεταγραφή του 
Αγ από ότι του Gγ γονιδίου. Το πιο πιθανό είναι η έλλειψη να επηρεάζει και τα δύο 
γονίδια αυξάνοντας τη µεταγραφή και των δύο. 
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Εικόνα 3.22: Επεκτάσεις εκκινητών για το διαχωρισµό των Gγ και Αγ µεταγράφων. Σαν controls στο πείραµα αυτό 
χρησιµοποιήθηκαν RNAs 1. από διαγονιδιακό έµβρυο 12.5 ηµερών που περιλαµβάνει το LCR µε το Αγ γονίδιο και 
εκφράζει µόνο το Αγ γονίδιο, 2. από κύτταρα Κ562 που εκφράζουν και τα δύο γονίδια και 3. από µη διαγονιδιακό
έµβρυο που δεν εκφράζει κανένα ανθρώπινο γονίδιο. Στο κάτω µέρος της εικόνας φαίνεται η περιοχή µη οµολογίας 
των Gγ και Αγγονιδίων και µε έντονο µαύρο χρώµα σηµειώνονται οι αλληλουχίες των εκκινητών. 

...CCTCCAGATACCACTGAGCTCACTGCCCATGATGCAGAGCTTTCAAGGATAGGCTTTATT..
|||||||||||||||||||    |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||

...CCTCCAGATACCACTGAGCCTCTTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGGCTTTATT..Aγ

Gγ
Εκκινητής Gγ

Εκκινητής Αγ
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Μελέτη του ρόλου των ενισχυτών HPFH-2, HPFH-3 και 
HPFH-6 σε διαγονιδιακά ποντίκια 

Με στόχο τη µελέτη του in vivo ρόλου των ενισχυτών των HPFH-2, HPFH-3 
και HPFH-6 στην έκφραση του Αγ γονιδίου αποφασίστηκε να ελεγχθεί η δράση τους 
σε διαγονιδιακά ποντίκια (Εικόνες 3.23, 3.24). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.23: Συνοπτική περιγραφή της στρατηγικής της in vivo ανάλυσης του ρόλου
των ενισχυτών HPFH. Α: Control κατασκευή. Β: ∆οµή κατασκευής που περιέχει τον
ενισχυτή. 

∆ηµιουργία κατασκευών 
Από το κοσµίδιο LCR-Aγ-β-3’HS (στο οποίο η ανθρώπινη γενωµική 

αλληλουχία ήταν κλωνοποιηµένη στον κοσµιδιακό φορέα pTCF) [χάρτης pTCF: 
(Grosveld et al., 1982), Eικόνα 3.25] αφαιρέθηκε το β γονίδιο, µε αντίδραση 
περιοριστικής ενδονουκλεάσης µε KpnI. Ακολούθησε αντίδραση λιγάσης και έτσι 
δηµιουργήθηκε το κοσµίδιο LCR-Aγ-3’HS (Εικόνα 3.26). Tο Αγ γονίδιο που 
περικλειόταν από θέσεις ClaI-KpnI αποµονώθηκε από το κοσµίδιο LCR-Aγ-3’HS και 
στη συνέχεια υποκλωνοποιήθηκε στις θέσεις ClaI-KpnI του φορέα pBluescript (KS) 
της Stratagene (οι κλωνοποιήσεις αυτές έγιναν από την Ρ. Παύλου). 

Τροποποιήθηκε και ο κοσµιδιακός φορέας pTBE (Grosveld et al., 1982) 
(Eικόνα 3.25) για µελλοντική χρήση. Συγκεκριµένα η θέση ClaI του φορέα αυτού 
καταστράφηκε µε αντίδραση για λεία άκρα (blunting) και ακολούθησε αντίδραση 
λιγάσης για την επανένωση των άκρων του φορέα µε την κατεστραµµένη θέση ClaI. 
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Εικόνα 3.24: Περιγραφή της στρατηγικής της in vivo ανάλυσης του ρόλου των
ενισχυτών HPFH, µε σχηµατική περιγραφή των τριών  κατασκευών (1, 2, 3) που
χρησιµοποιήθηκαν. Η κατασκευή Β χρησιµοποιήθηκε σαν control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.25: Κοσµιδιακοί φορείς pTCF και pTBE (Grosveld et al., 1982). 
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Εικόνα 3.26: ∆οµή του κοσµιδίου LCR-Aγ-3’ΗS. Το τµήµα ClaI-KpnI µε το Αγ
γονίδιο υποκλωνοποιήθηκε στο φορέα pBluescript (KS), για να διευκολυνθούν οι
υποκλωνοποιήσεις των ενισχυτών HPFH.  

Πλασµιδιακές κατασκευές 
Ο πυρήνας του ενισχυτή HPFH-2 (ScaI-NruI 0.75kb) (ΜcArthur & Anagnou, 

1998) αποµονώθηκε µε αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης από έναν φορέα 
pUC που περιείχε το 3’ τµήµα της HPFH-2 έλλειψης (BglII-SacI 4.3kb). Ο πυρήνας 
του ενισχυτή ΗPFH-2 κλωνοποιήθηκε µε αντίδραση λιγάσης για λεία άκρα στη θέση 
NsiI που βρίσκεται καθοδικά του Aγ γονιδίου στο φορέα pBluescript (KS) µε το 
τµήµα ClaI-KpnI του Aγ γονιδίου. 

Ο πυρήνας του ενισχυτή HPFH-3 (HphI-HphI 0.7 kb) (Anagnou et al., 1995) 
πολλαπλασιάστηκε από το UW9 (γενωµικό τµήµα που περιλαµβάνει τον ενισχυτή 
HPFH-3, Ν. Ανάγνου) µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), 
χρησιµοποιώντας Vent DNA πολυµεράση (New England Biolabs) και τους εξής 
εκκινητές: 
F-HPFH3:  5’-CCAATGCATTTTGTTCCTCACCATGAA-3’ 
        NsiI 
R-HPFH3:  5’-TGCATGCATGGTGAGTGTTACAATTCT-3’ 
        NsiI 

Με τον τρόπο αυτό προστέθηκαν θέσεις NsiI στα άκρα του ενισχυτή, οι 
οποίες ήταν παρούσες στους εκκινητές. Ο πυρήνας του ενισχυτή ΗPFH-3 
κλωνοποιήθηκε στη συνέχεια µε αντίδραση λιγάσης στην θέση NsiI καθοδικά του Aγ 
γονιδίου, στον φορέα pBluescript (KS) που περιέχει το τµήµα ClaI-KpnI του Aγ 
γονιδίου. 

Ο πυρήνας του ενισχυτή HPFH-6 (EcoRI-BglII, 1.45kb) (Kosteas et al., 1991, 
1997) αποµονώθηκε µε αντίδραση περιοριστικών ενδονουκλεασών EcoRI-AccI από 
ένα φορέα pUC-18 (η θέση AccI ανήκει στο φορέα pUC-18). Tο τµήµα EcoRI-AccI 
κλωνοποιήθηκε µε αντίδραση λιγάσης για λεία άκρα στην θέση KpnI του φορέα p-
Bluescript (KS) µε το τµήµα ClaI-KpnI του Aγ γονιδίου. Μετά την αντίδραση λιγάσης 
µεταξύ της AccI και της KpnI, επαναδηµιουργήθηκε µια νέα θέση KpnI (η 
κλωνοποίηση του ενισχυτή HPFH-6 έγινε από την Ρ.Παύλου). 

Όλοι οι κλώνοι ελέγχθηκαν µε πολλές αντιδράσεις περιοριστικών 
ενδονουκλεασών για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητα των πλασµιδίων και των 
ενισχυτών, καθώς και η σωστή κατεύθυνση κλωνοποίησης (5’→3’). Οι αλληλουχίες 
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των ενισχυτών σε όλους τους κλώνους p-Bluescript µε το τµήµα ClaI-KpnI του Aγ 
γονιδίου ελέγχθηκαν µε sequencing για να αποκλεισθεί η περίπτωση ανεπιθύµητων 
µεταλλάξεων κατά τα διάφορα βήµατα κλωνοποίησης, καθώς και η πιστότητα της 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (στην περίπτωση της κλωνοποίησης του 
ενισχυτή HPFH-3). Οι αντιδράσεις αυτές έγιναν χρησιµοποιώντας τον εκκινητή Τ3 
του φορέα p-Bluescript. Για την περίπτωση των ενισχυτών ΗPFH-2 και ΗPFH-3, η 
αντίδραση sequencing ξεκίνησε από τον εκκινητή Τ3 και διαβάστηκαν λίγες βάσεις 
του φορέα p-Bluescript, οι βάσεις καθοδικά του Αγ από την θέση KpnI µέχρι την NsiI 
και η αλληλουχία του ενισχυτή που ήταν κλωνοποιηµένος στην NsiI. Για την 
περίπτωση του ενισχυτή ΗPFH-6, η αντίδραση sequencing ξεκίνησε από τον 
εκκινητή Τ3, διαβάστηκαν λίγες βάσεις του φορέα p-Bluescript και στη συνέχεια η 
αλληλουχία του ενισχυτή που ήταν κλωνοποιηµένος στην θέση KpnI. Η αλληλουχία 
των ενισχυτών διαβάστηκε από το 3’ προς το 5’ άκρο και οι τελευταίες βάσεις δεν 
διαβάστηκαν. Τα αποτελέσµατα των αντιδράσεων sequencing φαίνονται στη 
συνέχεια: 
ΗPFH-2: 
CGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACGGGCCCCCCCT 
CGAGGTCGGTACCGGGCCCCCCCTCGAAATTCAGCAGTTACTGCTAACTT 
CCACTTTTCTCTCACCCGCTCCAGGAAAAGTGACCTGCAGTCACTTTCCT 
GGAAGTATTGATTCTTTCTTGTTTGTGGCTGTTCCCCATTTCCAATTGTT 
TTCCATGATTATTGCTTCTACTGTGATCTATAGACTCTTATATCATCAAT 
ACCAGGTTATCATTGCAGTTGTCAACTTCTCTCTGTTGCATCTTCGAGAT 
CGAGACCATCCTGGCTAACACAGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAAAATA 
CAAAAAATTAGCCGGGCTTGGTGGCGGGTGCCTGTAGTCCCAGCTACTAT 
GGAGGCTGAGGCGGGAGAATGGCGTGAACGCGGGGGGCGGAGCTTGCAGT 
GAGCAGAGATCAGGGGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGAGAGAC 
TCTGTCTCAAAAAAAAGAAAAAAAAAATTTAGTAGACTAGCTAAAAAAAT 
CCAGAGATAGTTATTGATGCATATGTAAAAGTCTTCCAATATTTACAAGT 
ACAATGAAAAAAAAATAACCTTGAATTAAGTGTAGAACTCATTGACAATG 
TTTCAAAGGATGTGAGGGATAAACTAAAATTTGGGCAGTACATGCTGTTC 
CTGTGTACTTGGGACAGAGGGAGAAAATCTGGGCTGGAAATATTGTTATA 
GGAGTTAGCACANGAAGGTGACAACTAAATTATTTGGAGNAGGTGGAGTC 
AC 

HPFH-3: 
GCAATTAACCCTCACTAAAGGGACAAAAGCTGGGTACGGGCCCCCCCTCG 
AGGTCGGTACCGGGCCCCCCCTCGAAATTCAGCAGTTACTGCTAACTTCC 
ACTTTTCTCTCACCCGCTCCAGGAAAAGTGACCTGCAGTCACTTTCCTGG 
AAGTATTGATTCTTTCTTGTTTGTGGCTGTTCCCCATTTCCAATTGTTTT 
CCATGATTATTGCTTCTACTGTGATCTATAGACTCTTATATCATCAATAC 
CAGGTTATCATTGCAGTTGTCAACTTCTCTCTGTTGCATCTTATGCATGG 
TGAGTGTTACAATTCTTAAAGATGGTGTGTTCAAAGGATGGTGTGTCCAA 
AGTTTGTTACTTCAGATGTGTCCAGAGTTTCTTCCTTCTGGTGTGTTCAC 
GGTCTTGCTGGCTTCAGGAGTGAAGCTGCAGACCCCCACGGGGAGTGTTA 
CAGCTCTTAAAGGCGGANGTATGGAGTTGCTCATTCCTCCTGTCTTGGGT 
TGTTCATCCCCCATGCTGGGTTCGTGGTCTTGCTGGCTTCAGAAGTGAAG 
CCGCAGACCTTCGCAGTGAGTGTTACAGCTCATAAAGGCAGCGCGGATCC 
AAAGAGTGAGCAGCAGTAAGATTTATTGTGAAGAATAAAAGAACAAAGCT 
TCCACAGCATGGTAGGGAACCCAAGTCCGTTGTCACAGCTGGCTCTGGCA 
GCCTGCTTTTATTTCCTTATCTGACCCCACCCACATCCTGCTGATTGGNC 
CATTTTACAGAGAGNTTATTNGTCCGTTTTGACAGAGTGCTGATTGGTGC 
AT 
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HPFH-6: 
AGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACGNCTCTA 
GAGGATCTGAGTGGAGGCAATAAGAGTGTGTGAGGGTATTGTGGCCACAG 
AAAGGCAGACGCCTCAGGAGAAAGAGCAGTGGGAGCATAAGCATTACACT 
GCGCAAGGCAATGGCGGCACCCATCCCAGAAATGCAGGCAATTGTCAGAA 
TGGTTGTGTAGCGCAGTGGNGCTGTAGATGGCCACAAAGCGGTCCACTGA 
CATTGCCAGAAGGACACCTGACTCCATAAGAGTGAAAGAGTGCATAGAAA 
ACATCTGGAGCAGGCAACCACCAAAACTGACATCGTTAATGCCAAAGAGG 
AATATGCTTAACACAGTGGGCATGGTGGAAGCAGAGACACCAAGTTCAAC 
AAAGGCCGGCATGGCAGAAAATAGTACATGGGTTGGTGCAAGGAAGAGTC 
AATTCGGATGATGTGAAGAATGATGCCATTTCCCGGAAAGATGATGGTGT 
ATATCAGGCAGAAGGGGATGGATATCCACATAATGTTCTGCCTCCAGTCC 
CGGGATGCCAACGAGAGTGAATGTTGTAGGTGTGAATGTTATGGAACGTT 
TGAAAACGTCATGGTGATACTTCCTCTGAAGATATTGAGAAGCACATGGA 
GACTGGAATATATAAGTNTCTACTCAGTTATTGCACATCAAGTTCTGAGC 
TAACAGTCATATCTAAGACATTTCCTCAGAAAAAGGGATAANCNTTTATT 
TCTGAAACAAGGGCACAGGTAAGCCACAGTGAGTGGNAGAGNAACCTAAT 
GGG 

Τα αποτελέσµατα των αντιδράσεων sequencing επιβεβαίωσαν την απουσία 
ανεπιθύµητων µεταλλάξεων στους ενισχυτές HPFH. 

Κλωνοποίηση αλληλουχίας loxP 
Μία αλληλουχία loxP, µε θέσεις ClaI στα άκρα της, παραγγέλθηκε σαν δύο 

µονόκλωνα συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια: 
LoxP συµπληρωµατικά ολιγονουκλεοτίδια: 

5’CGATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGGCGCGCCTT3’ 

                        loxP 

      3’TATATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATACCGCGCGGAAGC5’ 
       ClaI                 AscI        Κατεστραµµένη ClaI 

Τα συµπληρωµατικά µονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια αφέθηκαν να 
επαναδιαταχθούν και έτσι δηµιουργήθηκε το δίκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο, το οποίο 
κλωνοποιήθηκε στην θέση ClaI του κοσµιδίου LCR-Aγ-3’HS. Η αντίδραση λιγάσης 
πακεταρίστηκε σε φάγο πριν από τη διαµόλυνση βακτηρίων. Η µία θέση ClaI στο ένα 
άκρο του loxP ήταν κατεστραµµένη. Στόχος ήταν η κλωνοποίηση να γίνει σε τέτοια 
κατεύθυνση ώστε η κατεστραµµένη θέση ClaI να βρίσκεται κοντύτερα στο LCR, έτσι 
ώστε το loxP να µπορεί να αποµονωθεί από το κοσµίδιο µαζί µε το LCR και όχι µε το 
Aγ γονίδιο. Η θέση ΑscI υπήρχε στην µία άκρη του loxP για να είναι εφικτή η 
αφαίρεση των ενδιάµεσων loxP, στην περίπτωση της κλωνοποίησης περισσότερων 
από ένα αντιγράφων του. Aυτό όµως δεν χρειάστηκε να γίνει, διότι µε αντίδραση 
sequencing επιβεβαιώθηκε ότι ένα αντίγραφο του loxP είχε κλωνοποιηθεί στην θέση 
ClaI.  

Για τον έλεγχο των κοσµιδιακών κλώνων που περιείχαν το loxP 
χρησιµοποιήθηκαν διαγνωστικές αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών, όπως 
ΑscI, που είναι απούσα από το κοσµίδιο, αλλά παρούσα στο loxP ολιγονουκλεοτίδιο. 
Για την επιβεβαίωση της σωστής κατεύθυνσης κλωνοποίησης χρησιµοποιήθηκε και η 
µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης µε τους εξής εκκινητές: 
5’ loxP-LCR: 5’-CTGATTAATATATCGAAGGCGCGCCA-3’ 
3’ loxP-Aγ: 5’-GTAGAATGTTCTTTGGCAGGTACTGTGGA-3’ 

Ο εκκινητής 5’loxP-LCR βρίσκεται στο τέλος της γενωµικής αλληλουχίας του 
LCR που περιλαµβάνεται στο κοσµίδιο (θέση 58881-58896 νέου χάρτη) και στην 
αρχή του loxP που περιλαµβάνει την κατεστραµµένη θέση ClaI και τη θέση AscI. Ο 
εκκινητής 3’loxP-Aγ βρίσκεται στο Αγ γονίδιο (θέση 78789-78818 νέου χάρτη). 
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Προϊόν της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης υπάρχει µόνο στην περίπτωση που 
το loxP έχει κλωνοποιηθεί στην επιθυµητή κατεύθυνση. Στη αντίθετη περίπτωση δεν 
υπάρχει προϊόν, διότι οι εκκινητές βρίσκονται στην ίδια κατεύθυνση. Οι εκκινητές 
αυτοί χρησιµοποιήθηκαν και σε αλυσιδωτή αντίδραση µε Vent πολυµεράση (New 
England Biolabs) για να ακολουθήσει sequencing της αλληλουχίας loxP του 
προϊόντος PCR. Για την αντίδραση sequencing χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής 3’loxP-
Aγ. ∆ιαβάστηκε τµήµα του Αγ, το loxP και τέλος λίγες βάσεις του LCR. Τα 
αποτελέσµατα, τα οποία επιβεβαίωσαν ότι το loxP είχε κλωνοποιηθεί στη σωστή 
κατεύθυνση και σε ένα αντίγραφο και ότι δεν υπήρχαν ανεπιθύµητες µεταλλαγές, 
φαίνονται στη συνέχεια: 
LoxP: 
TTAATTATCTTGTATAAATGCTAGGTTCACTTCTCAGGGAATCTTACTCTAAGACATAAG 
ATGTGCGTGTACATGGAAAACAACTCTAAAGAGGCAAGGGTTGTTTTTATTGACTAATAG 
TCCACACACTATTATAACTCGAATATTAGTGTACTTTAGACAGCTTTATTTCTAACACAG 
CGCTGTTTCTGACATATTGGACCATTAACAGGGTAGGAAGTATTTATGGTGGTTTTTTGG 
TTCTGTTTTGCTTTTGGTTAGTTTGTTTTTGTTTTTCTCTGAAAGTGATCCATGATCTCT 
AACCTTGCTAGATTATAATGCCAGAAGCTCTGGAATTCTGGCTTATCGGAGGCAAGCTGT 
ATCTTCAAATTAGTTTATCCCCTAAGCTATCAGGTTGATTGAAATTATTATAATATTGGT 
GAAATTCTTTCATCCTTCATGATCCTGTGTAAAGCTTCGACGGTATCGATATAACTTCGT 
ATAATGTATGCTATACGAAGTTATGGCGCGCCTTCGATATATTAATacAG 

loxP

 

∆ηµιουργία κοσµιδιακών κατασκευών 
Οι τελικές κοσµιδιακές κατασκευές δηµιουργήθηκαν µε τριπλή αντίδραση 

λιγάσης και πακετάρισµα σε φάγο (Katsantoni et al., 2000, 2001)(Εικόνα 3.27, 3.28): 
• Το πρώτο τµήµα της τριπλής αντίδρασης λιγάσης ήταν ένα τµήµα PvuI-ClaI 

(~27kb) που συµπεριελάµβανε την θέση cos του κοσµιδιακού φορέα pTCF και το 
LCR µε την θέση loxP. Αυτό το τµήµα αποµονώθηκε από το κοσµίδιο LCR-loxP-
Aγ-3’HS.  

• Το δεύτερο τµήµα ήταν ένα τµήµα ClaI-KpnI µε το Aγ γονίδιο και τους ενισχυτές 
HPFH (5.6kb Aγ γονιδίου+αλληλουχία ενισχυτή) και αποµονώθηκε από τον φορέα 
p-Bluescript. 

• Το τρίτο τµήµα ήταν ένα τµήµα KpnI-NotI (~14kb) που συµπεριελάµβανε 
γενωµική αλληλουχία καθοδικά του ε γονιδίου και την θέση cos του κοσµιδιακού 
φορέα pTCF. Το τµήµα αυτό αποµονώθηκε από ένα κοσµίδιο που περιλαµβάνει το 
LCR και το ε γονίδιο. Το τµήµα αυτό χρησιµοποιήθηκε απλώς για να υπάρχει 
θέση cos και στο δεύτερο άκρο του προϊόντος της αντίδρασης λιγάσης, για να 
µπορέσει να ακολουθήσει πακετάρισµα σε φάγο. 

Στις αντιδράσεις µε την περιοριστική ενδονουκλεάση KpnI, άλλες φορές 
χρησιµοποιήθηκε KpnI και άλλες το ισοσχιζοµερές της Asp718. Μεγαλύτερη 
επιτυχία στις κλωνοποιήσεις επιτεύχθηκε όταν τα άκρα των τµηµάτων είχαν κοπεί µε 
την περιοριστική ενδονουκλεάση Asp718. Τα τρία τµήµατα, µετά από λεπτοµερή 
έλεγχο µε αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών, συνενώθηκαν µε αντίδραση 
λιγάσης και πακεταρίστηκαν σε φάγο πριν τη διαµόλυνση βακτηρίων. Το 
πακετάρισµα σε φάγο αποδείχθηκε η πιο αποτελεσµατική µέθοδος για την 
κλωνοποίηση κοσµιδίων, σε αντίθεση µε τον απλό µετασχηµατισµό σε βακτήρια που 
αποδείχθηκε αναποτελεσµατικός. Οι κλώνοι που προέκυψαν χαρτογραφήθηκαν πολύ 
λεπτοµερειακά µε τη χρήση περιοριστικών ενδονουκλεασών, για την επιβεβαίωση 
της ακεραιότητάς τους (Εικόνα 3.29). 
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Εικόνα 3.27: Στρατηγική κλωνοποίησης που χρησιµοποιήθηκε για τη δηµιουργία των
κοσµιδιακών κατασκευών. Τα τµήµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην τριπλή αντίδραση 
λιγάσης παρουσιάζονται σε µαύρα κουτιά. 
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Εικόνα 3.28: Κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν στις µικροενέσεις για τη
δηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών. Α: Control κατασκευή. Β, Γ, ∆: Κατασκευές µε
τους ενισχυτές HPFH. 

 

∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
Το τµήµα LCR-loxP-Aγ µε τους ενισχυτές HPFH ή χωρίς (στην περίπτωση της 

control κατασκευής) αποµονώθηκε µε αντίδραση περιοριστικών ενδονουκλεασών 
SalI και Asp718 από τους ακέραιους κοσµιδιακούς κλώνους. Στη συνέχεια για την 
προετοιµασία της κατασκευής για µικροένεση ακολουθήθηκε, είτε αποµόνωση από  
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πήκτωµα αγαρόζης, επεξεργασία µε Gelase και καθαρισµός της µε Elutip-D, είτε 
αποµόνωση µε κλίση πυκνότητας αλατιού. Η µέθοδος αποµόνωσης µε την κλίση 
πυκνότητας αλατιού αποδείχθηκε πολύ πιο αποτελεσµατική για την αποµόνωση και 
τον καθαρισµό των κατασκευών, διότι κατέληξε σε µεγαλύτερο ποσοστό διαγένεσης. 

Το αποµονωµένα για µικροένεση κοσµιδιακά τµήµατα χαρτογραφήθηκαν και 
πάλι πολύ λεπτοµερειακά µε τη χρήση περιοριστικών ενδονουκλεασών (Εικόνα 
3.30). Παράλληλα, οι αλληλουχίες των ενισχυτών HPFH-2 και HPFH-3 ελέγχθηκαν 
µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης και χρησιµοποιώντας τους εξής εκκινητές: 
Εκκινητές HPFH-2: 
F-SN:   5’-CCAATGCATATTAGGACACTGTTGCATG-3’ 
R-SN:   5’-TGCATGCATAGACCATCCTGGCTAACAC-3’ 
 

Εκκινητές HPFH-3: 
F-HPFH-3:  5’-CCAATGCATTTTGTTCCTCACCATGAA-3’ 
R-HPFH-3:  5’-TGCATGCATGGTGAGTGTTACAATTCT-3’ 

Για τον ενισχυτή HPFH-6 δεν χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυµεράσης, διότι λόγω του µεγαλύτερου µήκους της αλληλουχίας του 
ήταν σχετικά ευκολότερος ο έλεγχος της ακεραιότητάς του µε αντιδράσεις 
περιοριστικών ενδονουκλεασών. 

Οι µικροενέσεις έγιναν σε χαµηλές συγκεντρώσεις DNA (0.5-2 ng/µl), ώστε 
να είναι αυξηµένη η πιθανότητα της δηµιουργίας διαγονιδιακών ποντικών µε µονό 
αντίγραφο ή λίγα αντίγραφα της κατασκευής. Τα διαγονιδιακά ποντίκια που 
προήλθαν από τις µικροενέσεις (founders) προσδιορίστηκαν µε Southern blot και 
χρησιµοποιώντας τους εξής ανιχνευτές, που βρίσκονται στα άκρα της κατασκευής 
(Εικόνα 3.31): 

• HS5 του LCR (τµήµα 3.3 kb) 
• Τµήµα 2.3 kb που βρίσκεται καθοδικά του Aγ γονιδίου.  

Για την εγκαθίδρυση διαγονιδιακών σειρών οι αρχικοί founders άρχισαν να 
διασταυρώνονται µε άγριου τύπου FVB/N ποντίκια.  
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Eικόνα 3.30: A: Έλεγχος των αποµονωµένων τµηµάτων SalI-KpnI για µικροένεση
µε αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης EcoRI. O marker σε όλα τα 
πηκτώµατα είναι λBstEII. Το control είναι η κατασκευή LCR-loxP-Aγ. Mε 
αστεράκι σηµειώνονται οι ζώνες που περιέχουν τους ενισχυτές. Η 2.9 kb ζώνη 
στην περίπτωση των κατασκευών µε τους ενισχυτές γίνεται 3.6 kb (ΗPFH-2, -3) ή 
4.4 kb (HPFH-6). B: Χάρτης των κατασκευών.
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Εικόνα 3.31: Αρχικές διαγονιδιακές σειρές που προέκυψαν από τις µικροενέσεις. 
Χαρτογράφηση µε τους ακραίους ανιχνευτές των κατασκευών HS5 (Β) και 2.3kb,
καθοδικά του Αγ γονιδίου (Α). Η αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης έχει 
γίνει µε BamHI. O founder 3B,C(f) έδωσε γένεση στις δύο διαγονιδιακές γραµµές 
3Β και 3C. Oι υπόλοιποι founders που παρουσιάζονται στις φωτογραφίες των blots 
δεν µετέδωσαν το διαγονίδιο σε απογόνους.
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Η ακεραιότητα των κοσµιδιακών διαγονιδίων ελέγχθηκε πολύ λεπτοµερειακά 
µε υβριδοποίηση µε ταυτόχρονη καταστολή των επαναληπτικών αλληλουχιών 
(Εικόνα 3.32, 3.34). Χρησιµοποιήθηκαν σαν ανιχνευτές τα κοσµίδια LCR-loxP-Aγ-
ενισχυτής HPFH-3’HS ή το control κοσµίδιο LCR-loxP-Aγ-3’HS, σύµφωνα µε τη 
µέθοδο των Strouboulis et al., 1992. Τα κοσµίδια αυτά χρησιµοποιήθηκαν είτε σε 
γραµµική, είτε σε κυκλική µορφή για την αντίδραση της σήµανσης. Επιπρόσθετη 
χαρτογράφηση έγινε χρησιµοποιώντας τους ανιχνευτές HS2 (τµήµα 4.2kb Hind ΙΙΙ, 
από το οποίο είχε αφαιρεθεί περιοχή 0.74 kb που περιλαµβάνει τον πυρήνα του ΗS2), 
5’ Aγ (τµήµα 1.7kb EcoRI-BamHI) και ανιχνευτές που περιείχαν τους πυρήνες των 
ενισχυτών HPFH-2 (ScaI-NruI, 0.75kb), HPFH-3 (HphI-HphI, 0.7kb) ή HPFH-6 
(EcoRI-BglII, 1.45kb).  

Χρησιµοποιήθηκε παράλληλα και η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης για τον έλεγχο της ακεραιότητας των διαγονιδίων, τη γενοτύπηση και 
τον έλεγχο της κατεύθυνσης ενσωµάτωσης των αντιγράφων στην περίπτωση των 
ποντικών µε πολλά αντίγραφα της κατασκευής. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 
για τον έλεγχο της ακεραιότητας των διαγονιδίων και τη γενοτύπηση ήταν οι εξής: 
Στην περιοχή του 3’ άκρου του LCR, του loxP και του 5’ άκρου του Αγ: 
5’loxP-LCR: 5’-CTGATTAATATATCGAAGGCGCGCCA-3’ 
3’loxP-Aγ: 5’-GTAGAATGTTCTTTGGCAGGTACTGTGGA-3’ 

 
Στην περιοχή του HS-5: 
ALO10: 5’-GCTGCTGTTATGACCACTAGAGGG-3’ 
ALO12: 5’-AGACAGGGAAGGAGGTGTGG-3’ 

 
Για τον έλεγχο της διάταξης ενσωµάτωσης των αντιγράφων του διαγονιδίου 

στην περίπτωση των ποντικών µε πολλά αντίγραφα της κατασκευής χρησιµοποιήθηκε 
αρχικά η µέθοδος του Southern blot και ο επακόλουθος υβριδισµός µε ανιχνευτές σε 
ακραία θέση των διαγονιδίων, όπως HS5 ή τµήµα 2.3 kb ΕcoRI στο 3’Aγ. 
Ανιχνεύθηκε κατ’ αυτό τον τρόπο αν η διάταξη είναι κεφάλι προς ουρά, κεφάλι προς 
κεφάλι ή ουρά προς ουρά. Συµπληρωµατικά σε ορισµένες περιπτώσεις 
χρησιµοποιήθηκε και η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης για να 
επιβεβαιωθεί η κατεύθυνση. Σχεδιάστηκαν συγκεκριµένα ζευγάρια εκκινητών που 
δίνουν συγκεκριµένα προϊόντα ανάλογα µε τη διάταξη ενσωµάτωσης. Στην 
περίπτωση της διάταξης κεφάλι προς ουρά για τις κατασκευές των ενισχυτών ΗPFH-
2 και ΗPFH-3 χρησιµοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
HPFH-2/3 sense: Ο εκκινητής αυτός βρίσκεται στο 3’ άκρο του γενωµικού τµήµατος 
του Αγ που συµπεριλαµβάνεται στο κοσµίδιο (θέσεις 83879-83898 νέου χάρτη),  
5’-GGGGAACAGCCACAAACAAG-3’ 
HS5 antisense: Ο εκκινητής αυτός βρίσκεται στο HS5 του LCR(θέσεις 38234-38255 
νέου χάρτη), 5’-CCCTCTAGTGGTCATAACAGC-3’ 

Στην περίπτωση της διάταξης κεφάλι προς ουρά για την κατασκευή του 
ενισχυτή ΗPFH-6 χρησιµοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
HPFH-6 sense: Ο εκκινητής αυτός βρίσκεται στο 3’ άκρο του HPFH-6 ενισχυτή, 
5’-CTTCCACCATGCCCACTGTG-3’ 
HS5 antisense: Ο εκκινητής αυτός βρίσκεται στο HS5 του LCR, 
5’-CCCTCTAGTGGTCATAACAGC-3’ 
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Εικόνα 3.32: Χαρτογράφηση διαγονιδιακών σειρών µε υβριδισµό µε ταυτόχρονη 
καταστολή των επαναληπτικών αλληλουχιών. Σαν ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν τα 
αντίστοιχα κοσµίδια κάθε κατασκευής. Ενδεικτικά παρουσιάζονται µερικά blots. 
Σαν controls σε κάθε υβριδισµό χρησιµοποιήθηκαν το αντίστοιχο κοσµίδιο (cos)
και το αποµονωµένο τµήµα γιαµικροένεση (frag, µ-inj.). Oι αντιδράσεις έχουν γίνει 
µε την περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI. Zώνες εκτός των αναµενόµενων 
µεγεθών  είναι ακραία τµήµατα (end) ή τµήµατα συνένωσης (joining) µεταξύ των
διαγονιδίων.

HPFH3 HPFH6HPFH2LCRγ
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6A 6founder6B

Aκραίο τµήµα

Τµήµα συνένωσης

Aκραίο τµήµα

Aκραίο τµήµα

7.3 kb

Eικόνα 3.33: Παράδειγµα υπολογισµού του αριθµού των αντιγράφων, κατά 
προσέγγιση, µε ανάλυση της έντασης των ζωνών ακραίων (end fragments) και
εσωτερικών/ένωσης µεταξύ των διαγονιδίων τµηµάτων (joining fragments). Η 
αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης έχει γίνει µε EcoRI και ο υβριδισµός µε
ανιχνευτή το ΗS5. Στη φωτογραφία φαίνεται η σειρά 6Α µονού αντιγράφου, η 
σειρά 6Β τεσσάρων αντιγράφων και ένας HPFH-6 founder µε τέσσερα αντίγραφα. 
Το τµήµα συνένωσης είναι περίπου τρεις φορές εντονότερο του ακραίου τµήµατος 
στη σειρά 6Β και στον HPFH-6 founder. Στη σειρά 6Α µονού αντιγράφου δεν 
υπάρχει τµήµα συνένωσης.

Aριθµός αντιγράφων: 1      4       4   

HPFH-6
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Εικόνα 3.34: Χαρτογράφηση διαγονιδιακών σειρών ενός και πολλών αντιγράφων 
της κατασκευής µε υβριδισµό µε ταυτόχρονη καταστολή των επαναληπτικών 
αλληλουχιών. Σαν ανιχνευτές χρησιµοποιήθηκαν τα αντίστοιχα κοσµίδια κάθε 
κατασκευής. Ενδεικτικά παρουσιάζονται µερικά blots. Σαν controls σε κάθε 
υβριδισµό χρησιµοποιήθηκαν το αντίστοιχο κοσµίδιο (cos) και το αποµονωµένο 
τµήµα για µικροένεση (µ-inj.). Oι αντιδράσεις έχουν γίνει µε την περιοριστική
ενδονουκλεάση EcoRI. Zώνες εκτός των αναµενόµενων µεγεθών είναι ακραία 
(end) τµήµατα ή τµήµατα συνένωσης (joining) µεταξύ των διαγονιδίων. Σε 
παρένθεση σηµειώνεται ο αριθµός των αντιγράφων κάθε σειράς. Σειρές µε πολλά 
αντίγραφα και οι αντίστοιχες σειρές µονού αντιγράφου που προήλθαν από τις 
πρώτες, µετά από διασταυρώσεις µε ποντίκια cre, παρουσιάζονται µαζί για 
σύγκριση. Στη διαγονιδιακή σειρά LCRγΙ δεν αναφέρεται ο αριθµός των 
αντιγράφων, διότι έχει χρησιµοποιηθεί, στο συγκεκριµένο υβριδισµό, DNA του 
founder.
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Με αυτή τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης προσδιορίστηκε η 
διάταξη κεφάλι προς ουρά για τις διαγονιδιακές γραµµές HPFH-2B, HPFH-2E, 
HPFH-3A, HPFH-3C (το πείραµα αυτό έγινε από τον Γ. Στρουµπούλη). 

O ακριβής αριθµός των αντιγράφων προσδιορίστηκε σε ποντίκια της F1 ή F2 
γενιάς µε Southern blot και χρησιµοποιώντας σε συνδυασµό τους ανιχνευτές 5’ Aγ 
(τµήµα EcoRI-BamHI που περιέχει περιοχή ανοδικά του Aγ γονιδίου, το πρώτο 
εξόνιο, το πρώτο ιντρόνιο και το µεγαλύτερο µέρος του δεύτερου εξονίου) µε αυτόν 
του ενδογενούς γονιδίου του ποντικού που κωδικοποιεί για την καρβονική ανυδράση 
ΙΙ (carbonic anhydrase II-CAII) (τµήµα PvuI 0.9kb) (Εικόνα 3.35, ο προσδιορισµός 
του αριθµού των αντιγράφων των σειρών µε πολλά αντίγραφα παρουσιάζεται µαζί µε 
τον προσδιορισµό των σειρών µε ένα αντίγραφο). Ο λόγος της έντασης των ζωνών 
5’Αγ/CA-II των HPFH ή control διαγονιδιακών σειρών συγκρίθηκαν µε τον λόγο 
εγκαθιδρυµένων σειρών µονού αντιγράφου, όπως οι σειρές 2 και 72, που 
περιλαµβάνουν 70kb γενωµικής αλληλουχίας µε όλο το σύµπλεγµα των γονιδίων των 
σφαιρινών (Strouboulis et al., 1992). Η ανάλυση της έντασης των ζωνών έγινε στο 
PhosphorImager χρησιµοποιώντας το ImageQuant software (Molecular Dynamics). 
Χρησιµοποιήθηκε για επιβεβαίωση σε ορισµένες διαγονιδιακές σειρές και µία 
µέθοδος προσδιορισµού του αριθµού των αντιγράφων κατά προσέγγιση. Η µέθοδος 
αυτή στηρίζεται στην ανάλυση µε Southern blot της έντασης των ζωνών ακραίων 
(end fragments) και εσωτερικών/ένωσης µεταξύ των διαγονιδίων τµηµάτων (joining 
fragments). Η ανίχνευση γίνεται µε ακραίους ανιχνευτές, οι οποίοι ανιχνεύουν και 
ακραίο (end) και εσωτερικό/ένωσης (joining) τµήµα (Εικόνα 3.33). 

Οι αρχικές διαγονιδιακές σειρές µε πολλά αντίγραφα της κατασκευής 
διασταυρώθηκαν µε τα ποντίκια Zp3cre (Lewandoski et al., 1997) ή τα cagcre (Sakai 
& Miyazaki, 1997) για να δηµιουργηθούν σειρές µε µονό αντίγραφο. Γρηγορότερες 
και αποτελεσµατικότερες αποδείχθηκαν οι διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cagcre, 
διότι απαιτείται µόνο µία διασταύρωση για τη δηµιουργία σειρών µε µονό αντίγραφο 
και διότι τα περισσότερα από τα ποντίκια που γεννήθηκαν από τις διασταυρώσεις 
αυτές είχαν µονό αντίγραφο της κατασκευής. Με τις διασταυρώσεις µε τα ποντίκια 
Zp3cre προέκυψαν, µετά από δύο κύκλους διασταύρωσης, ποντίκια µε µονό 
αντίγραφο (Katsantoni et al., υπό προετοιµασία). Σε ορισµένες όµως περιπτώσεις, 
µετά τις Zp3cre διασταυρώσεις, παρατηρήθηκε µερική εκτοµή αντιγράφων, µε 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία ποντικών µειωµένου αριθµού αντιγράφων, αλλά όχι 
µονού αντιγράφου της κατασκευής. 

Η ακεραιότητα των σειρών µε µονό αντίγραφο της κατασκευής ελέγχθηκε και 
πάλι µε λεπτοµερή χαρτογράφηση µε όλους τους τρόπους που προαναφέρθηκαν 
(Εικόνα 3.32, 3.34). Το µονό αντίγραφο επιβεβαιώθηκε χρησιµοποιώντας τους 
ανιχνευτές 5’Aγ και CA-II, όπως προαναφέρθηκε (Εικόνα 3.35). 

Ο ανιχνευτής που χρησιµοποιήθηκε για τη γενοτύπηση των ποντικών cre ήταν 
το cre cDNA/τµήµα NcoI-SalI. Παράλληλα, για τη γενοτύπηση των ποντικών cre 
χρησιµοποιήθηκε και αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε τους εξής εκκινητές: 
cre 1F: 5’-ATTTGCCTGCATTACCGGTC-3’ 
cre 2R: 5’-ATCAACGTTTTCTTTTCGG-3’ 
 Αρσενικά ποντίκια µε µονό αντίγραφο των κατασκευών χρησιµοποιήθηκαν σε 
διασταυρώσεις µε θηλυκά άγριου τύπου για συλλογή εµβρύων των διαφόρων 
αναπτυξιακών σταδίων. 
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G1 G3 G2 F F L72BA A C C C D E G

H
PF

H
2

2.6kb

3.3kb

Aριθµός 7     1    5    2    1    1    3   10   8     5    1    2     5    1    1
αντιγράφων

BA Β C C

H
PF

H
6

Aριθµός        1 4     1    2 1    1                     13  1    4   25   1    1
αντιγράφων

L72 AA Β C D L72

H
PF

H
3

2.6kb

3.3kb

BA C D E L2

Aριθµός        2 1 1    1   1   1  1  1  1    1   1   1
αντιγράφων

F H I J K1

L
C

R
γ

2.6kb

3.3kb

Eικόνα 3.35: Προσδιορισµός του αριθµού των αντιγράφων των HPFH και control
διαγονιδιακών σειρών. Στα blots έχουν χρησιµοποιηθεί οι ανιχνευτές 5’γ+CAII και 
σαν control οι διαγονιδιακές σειρές µονού αντιγράφου L72 ή L2. O ανιχνευτής 
CAII υβριδίζεται σε µία ζώνη ~3.3kb του γονιδιώµατος του ποντικού και ο 5’γ
υβριδίζεται στο Αγ (2.6kb). H αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης έχει γίνει 
µε EcoRI. Φαίνεται ο αριθµός των αντιγράφων των αρχικών σειρών και των σειρών 
µονού αντιγράφου που προέκυψαν από τις διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cre.

K2
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 Ο παρακάτω πίνακας περιλαµβάνει τα διαγονιδιακά ποντίκια/σειρές που 
δηµιουργήθηκαν µε πληροφορίες για τον αριθµό των αντιγράφων, τις διασταυρώσεις 
που έγιναν και διάφορες παρατηρήσεις. Όπου δεν αναφέρεται ο αριθµός των 
αντιγράφων στην αντίστοιχη στήλη, υπάρχουν σχετικές πληροφορίες στη στήλη των 
παρατηρήσεων. 
∆ιαγονιδια-
κές σειρές/ 
ποντίκια 

Αριθµός 
founder 

Αριθµός 
αντιγράφων 

∆ιασταυ-
ρώσεις µε 

Παρατηρήσεις 

LCR-Αγ 2378-2  fvb Υψηλός αριθµός αντιγράφων που δεν 
µπόρεσε να προσδιοριστεί µε 
ακρίβεια, λόγω της πιθανής 
µωσαϊκότητας του founder. ∆εν 
παρατηρήθηκε µετάδοση του 
διαγονιδίου στους απογόνους, παρά 
τις συνεχείς διασταυρώσεις. 

LCR-Αγ-A 3371-2 2 Zp3cre 
fvb 

Αυτή η σειρά έχει δύο αντίγραφα το 
ένα εκ των οποίων µάλλον είναι 
σπασµένο στο 3’ άκρο του Αγ 
γονιδίου, διότι στους υβριδισµούς µε 
ανιχνευτή HS5 ανιχνεύονται δύο 
ζώνες και σε αυτούς µε 2.3kb ΕcoRI 
µόνο µία. Άλλη πιθανότητα είναι η 
διάταξη των δύο διαγονιδίων να έχει 
κατεύθυνση ουρά προς ουρά. 

LCR-Αγ-B 6091-2  cagcre Από τον αρχικό founder µε πολλά 
αντίγραφα της κατασκευής προήλθε 
από τις διασταυρώσεις µε τα ποντίκια 
cagcre µία διαγονιδιακή σειρά µε 
µονό αντίγραφο. 

LCR-Αγ-C 6092-5 1 fvb Η σειρά αυτή ήταν µε µονό 
αντίγραφο από τον founder που 
προήλθε από τις µικροενέσεις. 

LCR-Αγ-D 6093-3  cagcre Από τον αρχικό founder µε πολλά 
αντίγραφα της κατασκευής προήλθε 
από τις διασταυρώσεις µε τα ποντίκια 
cagcre µια διαγονιδιακή σειρά µε 
µονό αντίγραφο, η οποία ήταν 
σπασµένη στο 5’ άκρο του LCR. Άρα 
το πρώτο αντίγραφο του αρχικού 
founder ήταν σπασµένο. 

LCR-Αγ-E 6093-4  cagcre Από τον αρχικό founder µε πολλά 
αντίγραφα της κατασκευής προήλθε 
µετά τις διασταυρώσεις µε τα 
ποντίκια cagcre µια διαγονιδιακή 
σειρά µε µονό αντίγραφο. 

LCR-Αγ-F 6094-0  cagcre Εγκαθιδρύθηκε µία διαγονιδιακή 
σειρά µε µονό αντίγραφο. 

LCR-Αγ-G 6094-3   Το διαγονίδιο ήταν σπασµένο 
εξαρχής στην περιοχή του Αγ και δεν 
έγινε περαιτέρω ανάλυση. 
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LCR-Αγ-H 6087-0 1 fvb Η σειρά αυτή ήταν µε µονό 
αντίγραφο από τον founder που 
γεννήθηκε από τις µικροενέσεις. 

LCR-Αγ-I 6087-5  cagcre Αυτή η διαγονιδιακή σειρά βρέθηκε 
µε µονό αντίγραφο κατά τον 
προσδιορισµό του αριθµού των 
αντιγράφων. Στον υβριδισµό όµως µε 
HS5 παρουσιάστηκαν περισσότερες 
από µία ζώνες. Άρα ίσως να 
υπάρχουν περισσότερες ενθέσεις ή 
κάποια επιπλέον σπασµένη 
κατασκευή. 

LCR-Αγ-J 6088-1 1 fvb Η σειρά αυτή ήταν µε µονό 
αντίγραφο από τον founder που 
γεννήθηκε από τις µικροενέσεις. 

LCR-Αγ-K 6089-6  cagcre Ο αρχικός founder είχε δύο ή 
περισσότερες ενθέσεις, οι οποίες 
διαχωρίστηκαν µε τις διασταυρώσεις 
και έδωσαν γένεση σε δύο 
διαγονιδιακές σειρές µε µονό 
αντίγραφο. 

LCR-Αγ 5659-2  fvb Ο αρχικός founder είχε πολλά 
αντίγραφα της κατασκευής που δεν 
µπόρεσαν όµως να προσδιορισθούν 
µε ακρίβεια, λόγω της πιθανής 
µωσαϊκότητάς του. ∆εν 
παρατηρήθηκε µετάδοση του 
διαγονιδίου στους απογόνους. 

LCR-Αγ-
HPFH6 

2533-0  fvb Ο founder των µικροενέσεων είχε 
σπασµένη κατασκευή και δεν 
αναλύθηκε περαιτέρω. 

LCR-Αγ-
HPFH6A 

2536-0 1 fvb Η σειρά αυτή ήταν µε µονό 
αντίγραφο από τον founder των 
µικροενέσεων. 

LCR-Αγ-
HPFH6B 

2536-1 4 Zp3cre Μια σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια Zp3cre 

LCR-Αγ-
HPFH6 

2538-1  fvb Ο αρχικός founder είχε πολλά 
αντίγραφα της κατασκευής, που δεν 
µπόρεσαν όµως να προσδιορισθούν 
µε ακρίβεια, λόγω της πιθανής 
µωσαϊκότητάς του. ∆εν 
παρατηρήθηκε µετάδοση του 
διαγονιδίου στους απογόνους. 

LCR-Αγ-
HPFH6C 

5132-4 2 Zp3cre Μία σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια 
Zp3cre. Ίσως όµως να υπάρχει και 
ένα επιπλέον σπασµένο αντίγραφο, 
διότι κατά τον υβριδισµό µε το HS5 
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παρατηρήθηκαν περισσότερες από 
µία ζώνες. 

LCR-Αγ-
HPFH3A 

2793-2 13 Zp3cre, 
fvb 

Μια σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια 
Zp3cre. Στους υβριδισµούς όµως µε 
το ΗS5, των ποντικών µε µονό 
αντίγραφο, υπάρχουν περισσότερες 
ζώνες, που πιθανόν δικαιολογούνται 
από την ύπαρξη µίας επιπλέον 
σπασµένης κατασκευής. 

LCR-Αγ-
HPFH3Β, 
C 

2837-2 4 (3B) 
25 (3C) 

Zp3cre, 
fvb 

Ο αρχικός founder είχε δύο ενθέσεις 
που διαχωρίστηκαν και έδωσαν 
γένεση στις διαγονιδιακές σειρές 3B 
και 3C. Με τις διασταυρώσεις µε 
ποντίκια Zp3cre δεν µπόρεσαν να 
δηµιουργηθούν ποντίκια µε µονό 
αντίγραφο της κατασκευής. 

LCR-Αγ-
HPFH3 

2839-4  fvb Η κατασκευή ήταν σπασµένη από τον 
founder και δεν έγινε περαιτέρω 
ανάλυση. 

LCR-Αγ-
HPFH3D 

4944-1  cagcre Εγκαθιδρύθηκε µία διαγονιδιακή 
σειρά µε µονό αντίγραφο. 

LCR-Αγ-
HPFH3 

4944-2   Η κατασκευή ήταν σπασµένη από τον 
founder. Το ποντίκι αυτό δεν 
αναλύθηκε περαιτέρω. 

LCR-Αγ-
HPFH2A 

3624-3 7 Zp3cre 
fvb 

Μία σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε ποντίκια Zp3cre. 

LCR-Αγ-
HPFH2 

4008-1   Αυτός ο founder πέθανε πριν 
προλάβει να διασταυρωθεί.  

LCR-Αγ-
HPFH2B 

4547-2 4-5 cagcre ∆εν µπόρεσε να δηµιουργηθεί σειρά 
µε µονό αντίγραφο από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cagcre. 

LCR-Αγ-
HPFH2C 

5838-2 2 cagcre Μία σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cagcre. 

LCR-Αγ-
HPFH2D 

5838-3 3 cagcre 
fvb 

Μία σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cagcre. 
Στη σειρά όµως αυτή η κατασκευή 
ήταν σπασµένη στην περιοχή του 
HS5 και δεν αναλύθηκε περαιτέρω. 
Άρα ο αρχικός founder είχε το πρώτο 
διαγονίδιο σπασµένο στην περιοχή 
του ΗS5 και τα δύο επόµενα ακέραια.

LCR-Αγ-
HPFH2E 

5485-5 10 Zp3cre ∆εν µπόρεσε να δηµιουργηθεί 
διαγονιδιακή σειρά µε µονό 
αντίγραφο της κατασκευής. Μετά 
όµως από τις διασταυρώσεις µε τα 
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ποντίκια Zp3cre δηµιουργήθηκε µία 
διαγονιδιακή σειρά µε δύο 
αντίγραφα, πράγµα που ίσως 
σηµαίνει ότι τα οκτώ αντίγραφα 
είχαν κατεύθυνση ενσωµάτωσης 
κεφάλι προς ουρά και τα δύο του 
ενός άκρου είχαν κατεύθυνση 
ενσωµάτωσης κεφάλι προς κεφάλι ή 
ουρά προς ουρά. 

LCR-Αγ-
HPFH2F 

5665-8 5 cagcre 
fvb 

Μία σειρά µε µονό αντίγραφο 
δηµιουργήθηκε από τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια cagcre. 

LCR-Αγ-
HPFH2G 

5665-
13 

8 fvb Ο αρχικός founder είχε δύο ή 
περισσότερες ενθέσεις που 
διαχωρίστηκαν κατά τις 
διασταυρώσεις µε τα ποντίκια fvb και 
έδωσαν γένεση σε τρεις 
διαγονιδιακές σειρές, µια µε πέντε-έξι 
αντίγραφα, µία µε δύο αντίγραφα και 
µία µε ένα (Εικόνα 3.36). 

 Οι διαγονιδιακές σειρές που περιείχαν το διαγονίδιο σπασµένο δεν 
αναλύθηκαν. Σειρές που είχαν κάποια ακέραια αντίγραφα και κάποιο σπασµένο 
συµπεριελήφθηκαν στην ανάλυση. 
 
 
 
 

Founder Απόγονοι

6.6kb

8           5           2          1          5          1      1           2
Aριθµός αντιγράφων 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.36: Παρουσιάζεται η σειρά ΗPFH-2G µε τον αρχικό founder και τους 
απογόνους του. Ο αρχικός founder είχε δύο ή περισσότερες ενθέσεις, που 
διαχωρίστηκαν κατά τις διασταυρώσεις µε τα ποντίκια fvb και έδωσαν γένεση σε 
τρεις διαγονιδιακές σειρές (G1, G2, G3) µια µε πέντε-έξι αντίγραφα, µία µε δύο 
αντίγραφα και µία µε ένα. Ο ανιχνευτής που χρησιµοποιήθηκε στο blot αυτό ήταν το 
HS5 και η αντίδραση περιοριστικής ενδονουκλεάσης έγινε µε ΕcoRI.  
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Ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων 

Ανάλυση S1 νουκλεάσης 
Η ανάλυση της S1 νουκλεάσης έγινε σε RNA από εµβρυϊκό ήπαρ 12.5 και 

16.5 ηµερών και από ενήλικο αίµα (Κatsantoni et al., 2000, 2001). Το ενήλικο αίµα 
συλλέχθηκε από ποντίκια µεγαλύτερα των τεσσάρων εβδοµάδων. Οι ανιχνευτές που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν του ανθρώπινου γονιδίου γ και του γονιδίου του ποντικού 
βmaj.  

 
Ανάλυση διαγονιδιακών σειρών που προήλθαν από τις µικροενέσεις (οι περισσότερες 
περιελάµβαναν πολλά αντίγραφα των κατασκευών) 

Η ανάλυση έγινε αρχικά σε όλες της διαγονιδιακές σειρές που προήλθαν από 
τις µικροενέσεις, σε ενήλικο αίµα (Εικόνα 3.37). Όπου υπήρχαν απόγονοι τις F1 ή F2 
γενιάς χρησιµοποιήθηκαν RNAs αυτών για να µπορέσουν να υπολογιστούν τα 
επίπεδα έκφρασης. Όπου δεν παρατηρήθηκε µετάδοση του διαγονιδίου σε απογόνους 
χρησιµοποιήθηκε RNA από αίµα του αρχικού founder. Στους founders δεν έγινε 
υπολογισµός των επιπέδων έκφρασης, διότι δεν µπορούσε να γίνει υπολογισµός του 
αριθµού των αντιγράφων, λόγω πιθανής µωσαϊκότητας. Έτσι στις περιπτώσεις αυτές 
δεν µπορεί να γίνει διόρθωση των επιπέδων έκφρασης ανά ένα αντίγραφο. Στις 
περιπτώσεις των διασταυρώσεων όπου ο founder κατευθείαν άρχισε να 
διασταυρώνεται µε ποντίκια cagcre, χρησιµοποιήθηκε στο αρχικό αυτό πείραµα RNA 
από αίµα του founder. Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης αυτής φαίνονται στον 
παρακάτω πίνακα.  
Πίνακας: Επίπεδα έκφρασης των αρχικών διαγονιδιακών σειρών που 
δηµιουργήθηκαν από τις µικροενέσεις (οι περισσότερες είχαν πολλά αντίγραφα των 
κατασκευών και λίγες ένα αντίγραφο). Η έκφραση υπολογίστηκε σαν 
Αγ/αντίγραφο/συνολικό βmaj % (Εικόνα 3.37). 
∆ιαγονιδιακή σειρά Αριθµός 

αντιγράφων 
Συνολική έκφραση Αγ 
γονιδίου στο ενήλικο 

στάδιο 

Έκφραση Αγ γονιδίου 
ανά ένα αντίγραφο, 
στο ενήλικο στάδιο 

LCR-Αγ-A 2 0.89 0.44 
LCR-Αγ-B  -  
LCR-Αγ-C 1 0 0 
LCR-Αγ-D  -  
LCR-Αγ-E  -  
LCR-Αγ-F  -  
LCR-Αγ-H  1 0.04 0.04 
LCR-Αγ-I  -  
LCR-Αγ-J  1 0.3 0.3 
LCR-Αγ-K  -  
LCR-Αγ-HPFH 2A 7 25.5 3.6 
LCR-Αγ-HPFH 2B 4 38.5 9.6 
LCR-Αγ-HPFH 2C 1 2.8 2.8 
LCR-Αγ-HPFH 2D 3 0.8 0.26 
LCR-Αγ-HPFH 2E 10 10.2 1.02 
LCR-Αγ-HPFH 2F 5 6.6 1.32 
LCR-Αγ-HPFH2 G.1 6 1.8 0.3 
LCR-Αγ-HPFH2 G.2 2 0 0 
LCR-Αγ-HPFH2 G.3 1 0 0 
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LCR-Αγ-HPFH 3A 13 28.7 2.2 
LCR-Αγ-HPFH 3B 4 0.4 0.1 
LCR-Αγ-HPFH 3C 25 10.6 0.42 
LCR-Αγ-HPFH 3D 1 0.1 0.1 
LCR-Αγ-HPFH 6A 1 0.9 0.9 
LCR-Αγ-HPFH 6B 4 0.9 0.225 
LCR-Αγ-HPFH 6C 2 0.46 0.23 

Στην παραπάνω ανάλυση όπου δεν υπάρχουν τιµές έκφρασης 
χρησιµοποιήθηκε, όπως προαναφέρθηκε, RNA από αίµα του founder και γι’ αυτό το 
λόγο δεν υπολογίστηκαν επίπεδα έκφρασης, αφού δεν µπορούσε να γίνει και 
διόρθωση ανά αντίγραφο. Οι σειρές HPFH-2G1, G2 και G3 προήλθαν από έναν 
αρχικό founder µετά από διασταυρώσεις µε ποντίκια fvb. Οι σειρές HPFH-3Β και C 
προήλθαν επίσης από έναν αρχικό founder µετά από διασταυρώσεις µε ποντίκια fvb. 
Στις περιπτώσεις των διαγονιδιακών σειρών HPFH3D και HPFH2C, 
χρησιµοποιήθηκαν RNAs ποντικών µονού αντιγράφου. 

Οι διαγονιδιακές σειρές της control κατασκευής παρουσίασαν σχεδόν 
µηδενική έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, όπως αναµενόταν, αφού το 
γονίδιο αυτό είχε αποσιωπηθεί. Τα αποτελέσµατα ήταν σύµφωνα µε αυτά των Dillon 
& Grosveld, 1991. Πέντε διαγονιδιακές σειρές της ΗPFH-2 κατασκευής παρουσίασαν 
έκφραση 1-9.6%, άρα το γονίδιο δεν αποσιωπήθηκε φυσιολογικά. Στις υπόλοιπες 
διαγονιδιακές σειρές της ΗPFH-2 κατασκευής παρατηρήθηκε σχεδόν µηδενική 
έκφραση, άρα το γονίδιο αποσιωπήθηκε. Από τις τέσσερεις διαγονιδιακές σειρές της 
HPFH-3 κατασκευής µία παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 2.2% και 
στις υπόλοιπες δεν παρατηρήθηκε έκφραση, αλλά φυσιολογική αποσιώπηση. Από τις 
τρεις διαγονιδιακές σειρές της HPFH-6 κατασκευής µία, µονού αντιγράφου της 
κατασκευής, παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 1% και στις 
υπόλοιπες δεν παρατηρήθηκε έκφραση (Κatsantoni et al., 2000, 2001). 
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Εικόνα 3.37: Μελέτη της έκφρασης του Αγ γονιδίου µε S1 ανάλυση, στο ενήλικο 
στάδιο των αρχικών διαγονιδιακών σειρών που δηµιουργήθηκαν από τις
µικροενέσεις (οι περισσότερες είχαν πολλά αντίγραφα των κατασκευών και λίγες
ένα αντίγραφο). Η έκφραση υπολογίστηκε σαν Αγ/αντίγραφο/συνολικό βmaj % . Α: 
Πήκτωµα S1 ανάλυσης. Β: Ιστόγραµµα της έκφρασης του γονιδίου, όπως 
υπολογίστηκε από την S1 ανάλυση. Με f συµβολίζονται founders που δεν 
µετέδωσαν το διαγονίδιο σε απογόνους. Οι διαγονιδιακές σειρές HPFH2-G1, G2, 
G3 προήλθαν από τον ίδιο αρχικό foundrer, ο οποίος προφανώς είχε περισσότερες 
από µία ενθέσεις της κατασκευής. Οι διαγονιδιακές σειρές HPFH3-Β, C προήλθαν 
από τον ίδιο αρχικό foundrer f, ο οποίος προφανώς είχε δύο ενθέσεις της 
κατασκευής. 
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Ανάλυση των διαγονιδιακών σειρών µονού αντιγράφου 
Στις διαγονιδιακές σειρές µε µονό αντίγραφο της κατασκευής αναλύθηκε η 

έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο και ορισµένες από αυτές επιλέχθηκαν 
και για την ανάλυση του γονιδίου στα στάδια του όψιµου εµβρυϊκού σταδίου των 
12.5 και 16.5 ηµερών (Εικόνες 3.38, 3.39). Τα αποτελέσµατα φαίνονται στον 
παρακάτω πίνακα. 
Πίνακας: Επίπεδα έκφρασης του Αγ γονιδίου στις διαγονιδιακές σειρές µε µονό 
αντίγραφο της κατασκευής. H έκφραση υπολογίστηκε σαν Aγ/ολικό βmaj %. 
∆ιαγονιδιακή σειρά Εµβρυϊκό στάδιο 

12.5 ηµερών 
Εµβρυϊκό στάδιο 

16.5 ηµερών 
Ενήλικο στάδιο 

LCR-Αγ-C 4.3 1.3 0 
LCR-Αγ-H 12.4 2.2 0.05 
LCR-Αγ-F 13 3.5 0.07 
LCR-Αγ-B   0 
LCR-Αγ-E   0 
LCR-Αγ-J   0.5 
LCR-Αγ-K.1   0.16 
LCR-Αγ-K.2   0.2 
LCR-Αγ-D   0 
LCR-Αγ-I   0 
LCR-Αγ-HPFH 2A 5.7 2.3 0.12 
LCR-Αγ-HPFH 2C 43.8 28 3 
LCR-Αγ-HPFH 2F 22.3 4.83 0.36 
LCR-Αγ-HPFH 2G 1.8 0.05 0 
LCR-Αγ-HPFH 3A 5.8 0.54 0 
LCR-Αγ-HPFH 3D 0.99 0 0 
LCR-Αγ-HPFH 6A 17 5.8 1.03 
LCR-Αγ-HPFH 6B 5.9 0.06 0 
LCR-Αγ-HPFH 6C   0 

Ενήλικο στάδιο: Οι διαγονιδιακές σειρές της control κατασκευής παρουσίασαν 
µηδενική έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, όπως αναµενόταν, αφού το 
γονίδιο αυτό είχε αποσιωπηθεί. Τα αποτελέσµατα ήταν και πάλι σύµφωνα µε αυτά 
των Dillon & Grosveld, 1991. Από τις τέσσερεις διαγονιδιακές σειρές της 
κατασκευής HPFH-2, µία (HPFH-2C) παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε 
ποσοστό 3% και στις υπόλοιπες δεν παρατηρήθηκε έκφραση (Κatsantoni et al., 2001). 
Από τις δύο διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-3, καµµία δεν παρουσίασε 
έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο και το γονίδιο είχε φυσιολογικά 
αποσιωπηθεί. Από τις τρείς διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-6, µία 
(HPFH-6A) παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 1% και στις υπόλοιπες 
δεν παρατηρήθηκε έκφραση (Κatsantoni et al., 2000, 2001). 

Όψιµο εµβρυϊκό στάδιο: Το φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης 
και η αποσιώπηση του Αγ γονιδίου ήταν εµφανή σε όλες τις διαγονιδιακές γραµµές, 
στις οποίες η ανάλυση έγινε σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Παρατηρήθηκαν 
διαφορές στα επίπεδα έκφρασης του Αγ γονιδίου στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια, 
µεταξύ διαφορετικών σειρών της ίδιας κατασκευής, που προφανώς οφείλονται σε 
φαινόµενα θέσεως. Στις διαγονιδιακές σειρές HPFH-2C και HPFH-6Α, που 
παρουσίασαν αυξηµένη έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, παρατηρήθηκε 
αυξηµένη έκφραση του γονιδίου και στα στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών, σε 
σύγκριση µε τις control διαγονιδιακές σειρές. Αυξηµένη έκφραση του γονιδίου στα 
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στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών παρατηρήθηκε και στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-
2F (Κatsantoni et al., υπό προετοιµασία). 

Σε όλες τις περιπτώσεις της S1 ανάλυσης τα επίπεδα έκφρασης 
υπολογίστηκαν διορθώνοντας τα αποτελέσµατα ανά αντίγραφο και µε βάση τις 
ειδικές ενεργότητες των ανιχνευτών των επιµέρους γονιδίων. Στα πειράµατα πάντα 
συµπεριλαµβάνονταν και 3x control RNAs για να επιβεβαιωθεί η περίσσεια των 
ανιχνευτών. 

12.516.5ad 12.516.5ad 12.516.5ad                    Ενήλικο στάδιο
C        H         F         B E J K1Κ2 D I NT

LCR-Aγ

HPFH2                                   HPFH3                   HPFH6

βmaj

12.5 16.5 ad 12.5 16.5 ad 12.5 16.5 ad 12.5 16.5 ad        12.5 16.5 ad 12.516.5 ad        12.5 16.5 ad 12.5 16.5 ad   ad     

A            C         F           G               A           D                A           B      C

Aγ

βmaj

Aγ

Εικόνα 3.38: Μελέτη της έκφρασης του Αγ γονιδίου µε S1 ανάλυση στο ενήλικο 
στάδιο (ad) και στα στάδια του εµβρυϊκού ήπατος των 12.5 και 16.5 ηµερών, των
διαγονιδιακών σειρών µε ένα αντίγραφο. Ηέκφραση υπολογίστηκε σαν Αγ/συνολικό
βmaj%. Α: Πήκτωµα S1 ανάλυσης ΗPFH διαγονιδιακών σειρών. Β: Πήκτωµα S1 
ανάλυσης control διαγονιδιακών σειρών. Το NT είναι δείγµα RNA ενήλικου αίµατος 
µηδιαγονιδιακούποντικού. 

Α:

Β:
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Εικόνα 3.39: Α: Ιστογράµµατα έκφρασης διαγονιδιακών σειρών µονού αντιγράφου 
στο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος των 12.5 και 16.5 ηµερών και στοενήλικο στάδιο. 
Σε µερικές διαγονιδιακές σειρές έχει γίνει ανάλυση σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια 
και σε άλλες µόνο στο ενήλικο στάδιο. Β: Συγκριτική ανάλυση της έκφρασης στα 
διάφορα αναπτυξιακά στάδια των σειρών ΗPFH2C και HPFH6A, που 
παρουσιάζουν έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, της σειράς HPFH2F, 
που παρουσιάζει υψηλή έκφραση του γονιδίου στα εµβρυϊκά στάδια, και της control
διαγονιδιακήςσειράς LCRγF.

Β:

Α:

 145 



Συζήτηση 

 

Μελέτη της διασποράς της έκφρασης του Αγ γονιδίου µεταξύ των κυττάρων µε 
RNA in situ υβριδισµό 

Με στόχο τον έλεγχο της διασποράς της έκφρασης του Αγ γονιδίου µεταξύ 
των κυττάρων έγινε RNA in situ υβριδισµός σε κύτταρα εµβρυϊκού ήπατος 16.5 
ηµερών (Εικόνα 3.40). Το πείραµα αυτό έγινε στις δύο σειρές µονού αντιγράφου των 
κατασκευών (HPFH-2C και HPFH-6A) που παρουσίασαν έκφραση του Αγ γονιδίου 
στο ενήλικο στάδιο. Χρησιµοποιήθηκαν εξονικοί ανιχνευτές για το ανθρώπινο Αγ 
γονίδιο και το α γονίδιο του ποντικιού. Ο ανθρώπινος εξονικός ανιχνευτής Αγ (εξόνια 
1+3) ήταν σηµασµένος µε βιοτίνη και ο εξονικός ανιχνευτής του α γονιδίου του 
ποντικού (εξόνιο 1+2+3), που χρησιµοποιήθηκε σαν ενδογενές control για την 
ανίχνευση των ερυθροποιητικών κυττάρων, ήταν σηµασµένος µε διγοξυγενίνη. Οι 
αλληλουχίες των ανιχνευτών φαίνονται στη συνέχεια. 
Ανθρώπινος εξονικός ανιχνευτής Αγ: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=βιοτίνη) 
nacccatggcgtctggactaggagcntattgataatctcagacgttccagn 
natttattatttgtattgcttgcagaanaaagcctatccttgaaagctctgn 
Εξονικός ανιχνευτής ποντικού α: 

Αλληλουχία 5'→3' (n=διγοξυγενίνη) 
nttcccccaggcagccttgatgttgc8ttttgtcttccccagagagcaccatn 
ntggcctgcagcactggccagcgcat8cggcgaccttcttgccgtgacccttn 
ntggaggtcagcacggtgctcacaganggcaaggaatttgtccagagaggcan 
Για τον ανοσοϊστοχηµικό προσδιορισµό χρησιµοποιήθηκε το εξής αντισωµατικό 
δένδρο: 

1. Αντίσωµα προβάτου αντι-διγοξυγενίνης. 
2. Αντίσωµα κουνελιού αντι-προβάτου µε FITC. 
3. Αντίσωµα κατσίκας αντι-κουνελιού µε FITC+αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 
4. Αντίσωµα κατσίκας αντι-αβιδίνης. 
5. Αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 
6. Αντίσωµα κατσίκας αντι-αβιδίνης.  
7. Αντίσωµα αβιδίνης µε texas red. 

Μετά τον ανοσοϊστοχηµικό προσδιορισµό το κόκκινο χρώµα αντιστοιχούσε 
σε κύτταρα που εκφράζουν το Αγ γονίδιο και το πράσινο σε αυτά που εκφράζουν το α 
γονίδιο του ποντικού. Κύτταρα που εξέφραζαν και τα δύο γονίδια παρουσίαζαν 
κίτρινο χρώµα. Οι εξονικοί ανιχνευτές ανιχνεύουν όχι µόνο κυτταροπλασµατικό 
RNA, αλλά τις περισσότερες φορές και ιντρονικά σήµατα.  

Σαν αρνητικό control στο πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα 
εµβρυϊκού ήπατος 16.5 ηµερών από µη διαγονιδιακό έµβρυο. Στο αρνητικό control 
παρουσιάστηκαν µόνο σήµατα που αντιστοιχούσαν στον α ανιχνευτή του ποντικού. 
Τα περισσότερα κύτταρα, στην περίπτωση αυτού του control, είχαν και ιντρονικά και 
εξονικά σήµατα. Σαν θετικό control χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα εµβρυϊκού ήπατος 
12.5 ηµερών από διαγονιδιακό έµβρυο της σειράς HPFH-2C. Τα περισσότερα 
κύτταρα που εξέφραζαν το Αγ γονίδιο, στην περίπτωση και αυτού του control, είχαν 
και ιντρονικά και εξονικά σήµατα. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων συνοψίζονται 
στους παρακάτω πίνακες: 
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∆ιαγονιδιακή 
σειρά 

% Αγ Μέσος όρος 
% Αγ 

Αριθµός µετρηθέντων 
κυττάρων 

HPFH-2C 71.3 
68.7 

     69 
67.6 

69.15 N=101 
               N=99 

N=100 
N=102 

HPFH-6A      56 
60.4 
55.4 

     52 

56 N=100 
               N=96 

N=101 
N=102 

Οι µετρήσεις στον παραπάνω πίνακα έγιναν σε κύτταρα που είχαν σήµατα 
ιντρονικά ή εξονικά ή και τα δύο. Στην περίπτωση της σειράς ΗPFH-2C 
παρατηρήθηκαν λιγότερα ιντρονικά σήµατα, από ότι στην περίπτωση της HPFH-6Α. 
Από τα κύτταρα που παρουσίασαν Αγ σήµα, ποιό ποσοστό παρουσίασε µόνο εξονικό 
σήµα, ποιό µόνο ιντρονικό και ποιό και τα δύο φαίνεται στον παρακάτω πίνακα: 
∆ιαγονιδιακή 

σειρά 
Εξονικό 
σήµα 

% 

Ιντρονικό 
σήµα 

% 

Εξονικό και 
ιντρονικό σήµα 

% 

Αριθµός 
µετρηθέντων 
κυττάρων 

HPFH-6A 6 32 62 N=298 
HPFH-2C 11.6 9.3 79 N=329 

 Συµπερασµατικά, τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η κατανοµή της έκφρασης 
του γ γονιδίου µεταξύ των κυττάρων είναι παγκυτταρική (69% και 56% αντιστοίχως 
στις δύο διαγονιδιακές σειρές), όπως και στην περίπτωση των ΗPFH ετεροζυγωτών. 
Ενεργότερη µεταγραφή πιθανώς να υπάρχει στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-6A, διότι 
παρατηρήθηκε µεγαλύτερο ποσοστό κυττάρων µε ιντρονικά σήµατα (Κatsantoni et 
al., υπό προετοιµασία). 

H P F H 2 C              H P F H 6 A         N T

Ε ι κ ό ν α  3 . 4 0 :  R N A  i n s i t u υ β ρ ι δ ι σ µ ό ς  µ ε  α ν ι χ ν ε υ τ έ ς ε ξ ό ν ι α ,  σ ε  κ ύ τ τ α ρ α  ε µ β ρ υ ϊ κ ο ύ  
ή π α τ ο ς  1 6 . 5  η µ ε ρ ώ ν .  Μ ε  κ ό κ κ ι ν ο  χ ρ ώ µ α  φ α ί ν ε τ α ι  η  µ ε τ α γ ρ α φ ή  τ ο υ  α ν θ ρ ώ π ι ν ο υ Α γ
γ ο ν ι δ ί ο υ  κ α ι  µ ε  π ρ ά σ ι ν ο  η  µ ε τ α γ ρ α φ ή  τ ο υ  ε ν δ ο γ ε ν ο ύ ς  γ ο ν ι δ ί ο υ  τ ο υ  π ο ν τ ι κ ο ύ  α .
Κ ύ τ τ α ρ α π ο υ ε κ φ ρ ά ζ ο υ ν κ α ι τ α δ ύ ο γ ο ν ί δ ι α π α ρ ο υ σ ι ά ζ ο υ ν κ ί τ ρ ι ν ο χ ρ ώ µ α .  Ο ι
ε ξ ο ν ι κ ο ί α ν ι χ ν ε υ τ έ ς α ν ι χ ν ε ύ ο υ ν ό χ ι µ ό ν ο κ υ τ τ α ρ ο π λ α σ µ α τ ι κ ό R N A ( φ ω τ ε ι ν ό ς  
δ α κ τ ύ λ ι ο ς ) ,  α λ λ ά τ ι ς π ε ρ ι σ σ ό τ ε ρ ε ς φ ο ρ έ ς κ α ι ι ν τ ρ ο ν ι κ ά σ ή µ α τ α ( κ ο υ κ ί δ ε ς ) . Ο ι  
π α ρ α π ά ν ω  φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς  ε ί ν α ι  σ ύ ν θ ε τ ε ς  φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς  κ ό κ κ ι ν ω ν  κ α ι  π ρ ά σ ι ν ω ν  
φ ω τ ο γ ρ α φ ι ώ ν .  Ν Τ :  Μ η δ ι α γ ο ν ι δ ι α κ ό δ ε ί γ µ α .
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Χαρτογράφηση των ενθέσεων µε FISH 
Έγινε χαρτογράφηση των διαγονιδίων µε FISH, έτσι ώστε να προσδιοριστεί η 

ένθεσή τους στο γονιδίωµα του ποντικού και να εξηγηθούν οι διαφορές στην 
έκφραση του γ γονιδίου µεταξύ των διαγονιδιακών σειρών της ίδιας κατασκευής 
(Κatsantoni et al., υπό προετοιµασία) (oι υβριδισµοί FISH έγιναν από την An 
Langeveld). Ως ευχρωµατικές περιγράψαµε τις διαγονιδιακές σειρές που είχαν ένθεση 
του διαγονιδίου µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο και ως 
ετεροχρωµατικές αυτές που είχαν ένθεση κοντά στο τελοµερίδιο ή στο 
κεντροµερίδιο. Η χαρτογράφηση αυτή επέτρεψε τον κατά προσέγγιση προσδιορισµό 
της ένθεσης, χωρίς να µπορούµε µε βεβαιότητα να αποκλείσουµε την πιθανότητα 
ύπαρξης ετεροχρωµατίνης στις περιοχές που θεωρήσαµε ευχρωµατικές και το 
αντίθετο. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα (Εικόνα 3.41): 
∆ιαγ. σειρά Αριθµός 

αρχικού 
founder 

Θέση ένθεσης Παρατηρήσεις 

LCR-Αγ 2378-2 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος 

43% των µεταφάσεων 
παρουσίασαν σήµα της 
κατασκευής, αλλά δεν 
παρουσιάστηκε µετάδοση του 
διαγονιδίου στους απογόνους.  

LCR-Αγ-A 3371-2 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, πιο 
κοντά στο τελοµερίδιο 

 

LCR-Αγ-B 6091-2 Πολύ κοντά στο 
τελοµερίδιο 

 

LCR-Αγ-C 6092-5 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος 

 

LCR-Αγ-D 6093-3 Τελοµερική ένθεση Η τελοµερική αυτή ένθεση 
βρέθηκε µόνο σε µία 
µετάφαση. Οι υπόλοιπες 
µεταφάσεις δεν παρουσίασαν 
σήµα. Ίσως το σήµα αυτό να 
µην ήταν πραγµατικό. 

LCR-Αγ-E 6093-4 Κεντροµερική ένθεση  
LCR-Αγ-F 6094-0 Ακριβώς κάτω από το 

κεντροµερίδιο 
 

LCR-Αγ-G 6094-3 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, λίγο 
πιο κοντά στο 
κεντροµερίδιο 

 

LCR-Αγ-H 6087-0 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, λίγο 
πιο κοντά στο 
τελοµερίδιο 

 

LCR-Αγ-I 6087-5 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, πιο 
κοντά στο τελοµερίδιο 

 

LCR-Αγ-J 6088-1 Κάτω από το  
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κεντροµερίδιο 
LCR-Αγ-K 6089-6 Ευχρωµατική, στη µέση 

του χρωµοσώµατος 
Αυτός ο founder είχε δύο 
ευχρωµατικές ενθέσεις που 
χωρίστηκαν κατά τις 
διασταυρώσεις. Η µία από 
αυτές ήταν ακριβώς στη µέση 
του χρωµοσώµατος και η άλλη 
στη µέση του χρωµοσώµατος 
λίγο πιο κοντά στο 
κεντροµερίδιο. 

LCR-Αγ 5659-2 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος 

 

LCR-Αγ-
HPFH6 

2533-0 ∆εν έγινε διότι το 
διαγονίδιο ήταν 
σπασµένο 

. 

LCR-Αγ-
HPFH6A 

2536-0 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος και 
λίγο πιο κοντά στο 
κεντροµερίδιο 

 

LCR-Αγ-
HPFH6B 

2536-1 Κοντά στο τελοµερίδιο  

LCR-Αγ-
HPFH6 

2538-1 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, πιο 
κοντά στο κεντροµερίδιο 

35% των µεταφάσεων 
παρουσίασαν θετικό σήµα, 
αλλά δεν παρατηρήθηκε 
µετάδοση του διαγονιδίου 
στους απογόνους. 

LCR-Αγ-
HPFH6C 

5132-4 Κάτω από το 
κεντροµερίδιο 

 

LCR-Αγ-
HPFH3A 

2793-2 Στη µέση του 
χρωµοσώµατος, πιο 
κοντά στο τελοµερίδιο 

 

LCR-Αγ-
HPFH3Β,C 

2837-2 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος και 
ίσως λίγο πιο κοντά στο 
κεντροµερίδιο. 

Ο founder είχε δύο θέσεις 
ένθεσης που διαχωρίστηκαν 
κατά τις διασταυρώσεις. Η 
διαφορά τους, όµως, δεν 
φάνηκε µε το FISH, άρα ίσως 
να ήταν πολύ κοντά στο 
χρωµόσωµα. 

LCR-Αγ-
HPFH3 

2839-4 ∆εν έγινε Σπασµένο διαγονίδιο 

LCR-Αγ-
HPFH3D 

4944-1 Ευχρωµατική στη µέση 
του χρωµοσώµατος, πιο 
κοντά στο κεντροµερίδιο 

 

LCR-Αγ-
HPFH3 

4944-2 Τελοµερική ένθεση Βρέθηκαν µόνο µερικές 
µεταφάσεις, µε θετικό σήµα. 
Τελικά διαπιστώθηκε ότι το 
διαγονίδιο ήταν σπασµένο.  

LCR-Αγ-
HPFH2A 

3624-3 Πολύ κοντά στο 
τελοµερίδιο 
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LCR-Αγ-
HPFH2 

4008-1 ∆εν έγινε Ο founder πέθανε. 

LCR-Αγ-
HPFH2B 

4547-2 Τελοµερική ένθεση και 
ένθεση στη µέση του 
χρωµοσώµατος, σε ένα 
χρωµόσωµα που 
παρουσίασε µετάθεση. 
 

Παρατηρήθηκαν: 
1. Χρωµόσωµα µε τελοµερική 
ένθεση. 
2. Χρωµόσωµα µε µακριούς 
βραχίονες που προήλθε από 
µετάθεση. Η ένθεση σε αυτή 
την περίπτωση ήταν στη µέση 
του χρωµοσώµατος. 
3. Χρωµόσωµα µε πολύ 
µικρούς κολωβοµένους 
βραχίονες, που προφανώς 
προέκυψε από τη µετάθεση. 

LCR-Αγ-
HPFH2C 

5838-2 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος. 

 

LCR-Αγ-
HPFH2D 

5838-3 Λίγο πιο κάτω από το 
κεντροµερίδιο 

 

LCR-Αγ-
HPFH2E 

5485-5 Κεντροµερική  

LCR-Αγ-
HPFH2F 

5665-8 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος 

 

LCR-Αγ-
HPFH2G 

5665-13 Ευχρωµατική, στη µέση 
του χρωµοσώµατος, λίγο 
πιό κοντά στο 
τελοµερίδιο 

 

Τα αποτελέσµατα δείχνουν να υπάρχει συσχέτιση της έκφρασης µε την 
ένθεση µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο, στις περιπτώσεις των 
διαγονιδιακών σειρών µονού αντιγράφου των κατασκευών HPFH-2 και HPFH-6, µε 
πολύ λίγες εξαιρέσεις. Φαίνεται ότι η δράση των ενισχυτών HPFH-2 και HPFH-6 
ευνοείται από θετικά φαινόµενα θέσεως. Στις περιπτώσεις αυτών των σειρών, που 
πιθανώς είναι ευχρωµατικές, η έκφραση του γ γονιδίου ήταν αυξηµένη στο όψιµο 
εµβρυϊκό και στο ενήλικο στάδιο ή µόνο στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο. Στις 
διαγονιδιακές σειρές µονού αντιγράφου της κατασκευής HPFH-3, ανεξάρτητα της 
ένθεσης, δεν παρατηρήθηκε έκφραση στο ενήλικο στάδιο (Κatsantoni et al., υπό 
προετοιµασία) (Εικόνα 3.42). 
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2A 2B 2C

2D 2E 2F

2G

Εικόνα 3.41: Ανάλυση FISHγια τον προσδιορισµό των ενθέσεων τωνδιαγονιδίων
στο γονιδίωµα του ποντικού. Παρουσιάζονται φωτογραφίες όλων των control και 
HPFH διαγονιδιακών σειρών, καθώς και των founders, που δεν µετέδωσαν το
διαγονίδιο σε απογόνους (γ=LCRγ control κατασκευή, 3=HPFH3 κατασκευή, 
2=HPFH2 κατασκευή, 6=HPFH6 κατασκευή). Με βέλη σηµειώνονται οι ενθέσεις. 
Στην περίπτωση της HPFH2Bδιαγονιαδικής σειράς µε τρία βέλη σηµειώνονται οι 
ενθέσεις και η µετάθεση που παρατηρήθηκε.
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Αριθµός αντιγράφων
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Εικόνα 3.42: Συσχέτιση της έκφρασης µε την ένθεση στο χρωµόσωµα. Στις
διαγονιδιακές σειρές ΗPFH2 και HPFH6 χαµηλού αριθµού αντιγράφων 
παρατηρείται συσχέτιση της έκφρασης µε την ένθεση µακριά από τοκεντροµερίδιο
ή το τελοµερίδιο (δυνητική ευχρωµατική ένθεση), µε λίγες µόνο εξαιρέσεις. A: 
∆ιάγραµµα όλων των αρχικών διαγονιδιακών σειρών HPFH. Β: Ξεχωριστά 
διαγράµµατα για τις HPFH διαγονιδιακές σειρές κάθε κατασκευής, των αρχικών
διαγονιδιακώνσειρών και των σειρών που προέκυψαν από τις διασταυρώσεις µε τα
ποντίκια cre.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Ιn vitro µελέτη των στοιχείων µεταξύ Αγ και δ γονιδίων 

Ιn vitro µελέτη των στοιχείων Εnh, F, O, P, S και του συνεργιστικού 
τους ρόλου 
 Τα στοιχεία που βρίσκονται µεταξύ Αγ και δ γονιδίων µελετήθηκαν για την 
επίδρασή τους στην έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης. Αυτό το γονίδιο 
αναφοράς επιλέχθηκε λόγω της ευαισθησίας που παρουσιάζει και λόγω της εύκολης 
ανίχνευσης της έκφρασής του µε την εκποµπή φωτός, που γρήγορα και εύκολα 
µπορεί να µετρηθεί σε λουµινόµετρο. Έγιναν παροδικές διαµολύνσεις σε 
ερυθροποιητικά και µη ερυθροποιητικά κύτταρα για να διερευνηθεί η δράση των 
στοιχείων αυτών και στις δύο περιπτώσεις. Τα αποτελέσµατα στις περισσότερες 
περιπτώσεις επιβεβαίωσαν παλαιότερα αποτελέσµατα της ερευνητικής µας οµάδας, 
στα οποία είχε χρησιµοποιηθεί το γονίδιο αναφοράς CAT (Κοsteas et al., 1993, 
1994). Tα περισσότερα στοιχεία παρουσίασαν αποσιωπητική δράση στην έκφραση 
του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

Το στοιχείο Εnh παρουσίασε µείωση στην έκφραση του γονιδίου της 
λουσιφεράσης στα κύτταρα Κ562 και HeLa. Το στοιχείο F στο φορέα λουσιφεράσης 
παρουσία του ενισχυτή SV40 παρουσίασε µείωση της έκφρασης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης στην κατεύθυνση κλωνοποίησης 5’→3’ στα κύτταρα Κ562, αλλά 
αύξηση της έκφρασης στην κατεύθυνση 3’→5’. Επειδή όµως υπήρξε µεγάλη 
διακύµανση των τιµών µεταξύ των επιµέρους πειραµάτων, η αυξηµένη αυτή τιµή δεν 
ελήφθη υπ’όψιν στην αξιολόγηση του ρόλου του στοιχείου F. Στα κύτταρα ΗeLa 
παρατηρήθηκε επίσης µείωση στις δύο κατευθύνσεις κλωνοποίησης. Το στοιχείο F 
στο φορέα λουσιφεράσης απουσία του ενισχυτή SV40 παρουσίασε επίσης ισχυρή 
µείωση στις δύο κατευθύνσεις κλωνοποίησης στα κύτταρα Κ562 και HeLa 
(Katsantoni & Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Συνεργιστικό αποτέλεσµα των 
στοιχείων Enh και F παρουσιάστηκε, αλλά σε µικρό ποσοστό ~10% για τα κύτταρα 
Κ562 στην κατεύθυνση 5’→3’ και σε λίγο µεγαλύτερο ποσοστό ~15% στα κύτταρα 
HeLa στην κατεύθυνση 5’→3’, σε σύγκριση µε τον µέσο όρο των τιµών έκφρασης 
που παρουσιάστηκαν παρουσία των µεµονωµένων στοιχείων (Katsantoni & Anagnou, 
αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

Το στοιχείο O παρουσίασε µείωση της έκφρασης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης στα κύτταρα Κ562 και ΗeLa. Το στοιχείο P παρουσίασε αύξηση της 
έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης στην κατεύθυνση κλωνοποίησης 5’→3’ 
στα κύτταρα Κ562 και µείωση στην κατεύθυνση 3’→5’. Επειδή όµως υπήρξε µεγάλη 
διακύµανση των τιµών µεταξύ των επιµέρους διαµολύνσεων µε το πλασµίδιο της 
κατεύθυνσης 5’→3’, η αυξηµένη τιµή δεν ελήφθη υπ’όψιν στην αξιολόγηση του 
ρόλου του στοιχείου P. Στα κύτταρα ΗeLa παρατηρήθηκε µείωση και στις δύο 
κατευθύνσεις κλωνοποίησης. Συνεργιστικό αποτέλεσµα των στοιχείων Ο και P (σε 
κατεύθυνση 5’→3’) παρουσιάστηκε εντονότερο σε ποσοστό ~35% στα κύτταρα 
Κ562 και λιγότερο έντονο σε ποσοστό ~5% στα κύτταρα HeLa, σε σύγκριση µε τον 
µέσο όρο των τιµών έκφρασης που παρουσιάστηκαν παρουσία των µεµονωµένων 
στοιχείων (Katsantoni & Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). To στοιχείο S 
παρουσίασε την πιο ισχυρή αποσιωπητική δράση και στις δύο κατηγορίες κυττάρων, 
στην κατεύθυνση 5’→3’. 

Στις περισσότερες περιπτώσεις των διαµολύνσεων µε τους φορείς 
λουσιφεράσης που περιείχαν τον ενισχυτή SV40 και τα παραπάνω στοιχεία, 
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παρατηρήθηκαν µικρότερες τιµές έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης στα 
κύτταρα ΗeLa, αποτέλεσµα που δεν ήταν αναµενόµενο. Τα στοιχεία που ελέγχθηκαν 
αναµενόταν να είχαν πιο ισχυρή αποσιωπητική δράση σε ερυθροποιητικά κύτταρα, 
αφού θεωρούνται σηµαντικά για την ερυθροποιητική διαφοροποίηση και τη ρύθµιση 
των γονιδίων των σφαιρινών. Το γεγονός πάντως ότι έχουν αποσιωπητική δράση και 
στα κύτταρα HeLa επιβεβαιώνει και ενισχύει τον αποσιωπητικό τους ρόλο. Στην 
περίπτωση του φορέα µε το στοιχείο F, απουσία του ενισχυτή SV40, παρατηρήθηκε 
ισχυρότερη αποσιωπητική δράση στα ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562, όπως 
αναµενόταν. 

Ιn vitro µελέτη άλλων στοιχείων ανοδικά του δ γονιδίου 

 Παρουσία του στοιχείου U σε κατεύθυνση 5’→3’ παρατηρήθηκε µείωση της 
έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης στην περίπτωση και των ερυθροποιητικών 
(Κ562) και των µη ερυθροποιητικών κυττάρων (ΗeLa). Παρουσία του στοιχείου Μ 
παρατηρήθηκε µείωση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης και στις δύο 
κατευθύνσεις κλωνοποίησης στα κύτταρα ΗeLa και εξαιρετικά σηµαντική µείωση 
της έκφρασης στα κύτταρα Κ562 και στις δύο κατευθύνσεις κλωνοποίησης. 
Παρουσία του στοιχείου Μ1, το οποίο αποτελεί το 5’ υποτµήµα του στοιχείου Μ, δεν 
παρατηρήθηκε µείωση της έκφρασης του γονιδίου της λουσιφεράσης στην 
κατεύθυνση κλωνοποίησης 5’→3’ στα κύτταρα ΗeLa, αλλά µόνο στην κατεύθυνση 
3’→5’. Στα κύτταρα Κ562 παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση και στις δύο 
κατευθύνσεις κλωνοποίησης. Παρουσία του στοιχείου Μ2, το οποίο αποτελεί το 3’ 
υποτµήµα του στοιχείου Μ, παρατηρήθηκε µείωση της έκφρασης του γονιδίου της 
λουσιφεράσης στα κύτταρα ΗeLa και εξαιρετικά σηµαντική µείωση στα κύτταρα 
Κ562. 

Παρουσία των στοιχείων U, M, Μ1 και Μ2 παρατηρήθηκε εντονότερη 
αποσιωπητική δράση στα ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562, όπως αναµενόταν. Το 
στοιχείο Μ παρουσίασε την πιο έντονη αποσιωπητική δράση σε κύτταρα Κ562 και 
στις δύο κατευθύνσεις. To υποτµήµα του Μ2 παρουσίασε έντονη αποσιωπητική 
δράση και στις δύο κατηγορίες κυττάρων που µελετήθηκαν, άρα η αποσιωπητική 
δράση του στοιχείου Μ πιθανόν να εντοπίζεται στο υποτµήµα αυτό.  
 
Συµπέρασµα: Τα αποτελέσµατα της in vitro αυτής ανάλυσης επιβεβαίωσαν τον 
αποσιωπητικό ρόλο των στοιχείων της περιοχής µεταξύ Αγ και δ γονιδίων και 
προγενέστερες µελέτες της ερευνητικής µας οµάδας (Κosteas et al., 1993, 1994). 
Ισχυρότερη αποσιωπητική δράση παρατηρήθηκε παρουσία των στοιχείων F, S, M και 
Μ2. Συνεργιστικό αποτέλεσµα των Εnh+F και O+P παρουσιάστηκε σε µικρό 
ποσοστό (Katsantoni & Anagnou, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
 

Σε διαγονιδιακά ποντίκια όταν η περιοχή των στοιχείων Μ και Ο, µαζί µε 
µικρή αλληλουχία ανοδικά του στοιχείου Μ, αφαιρέθηκε από ένα YAC, που 
συµπεριελάµβανε όλο το σύµπλεγµα των β-γονιδίων των σφαιρινών, παρατηρήθηκε 
µειωµένη µεταγραφή του β γονιδίου, αλλά όχι κάποια αλλαγή στην αποσιώπηση του 
γ γονιδίου (Calzolari et al., 1999). Όταν αρχίζει η ενήλικη ερυθροποίηση ο 
σχηµατισµός θηλιάς για την αποτελεσµατική αλληλεπίδραση µεταξύ του ενήλικου β 
γονιδίου και του LCR φαίνεται ότι διαταράσσεται µε την έλλειψη της περιοχής αυτής 
και αυτό εξηγεί την αλλαγή στην έκφραση του β γονιδίου (Calzolari et al., 1999). 
Στην περιοχή αυτών των στοιχείων τοποθετούνται η Ιταλική HPFH-5 (Camaschella et 
al., 1990), η Aνατολική Ευρωπαϊκή και η US black δβ-θαλασσαιµία (Anagnou et al., 
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1985; Palena et al., 1994), οι οποίες διαφέρουν ~700bp στην περιοχή 5’ του δ 
γονιδίου. Στην Ιταλική HPFH (Camaschella et al., 1990) το 5’ άκρο της έλλειψης 
τοποθετείται στην περιοχή του στοιχείου O. Οι 141 bp στο 5’ άκρο του στοιχείου Ο 
παραµένουν και η έλλειψη περιλαµβάνει το υπόλοιπο στοιχείο Ο και τα στοιχεία S, P 
και U. Το 3’ άκρο της έλλειψης τοποθετείται καθοδικά του β γονιδίου (Camaschella 
et al., 1990). Η Corfu (δβ)0 θαλασσαιµία περιλαµβάνει έλλειψη 7.2kb, η οποία 
αφαιρεί µέρος του δ γονιδίου και αλληλουχίες ανοδικά αυτού, καθώς και µία 
µεταλλαγή G→A στην θέση 5 του IVS1 του β γονιδίου (Kulozik et al., 1988). Τα 
στοιχεία S, Μ1, Μ2, O, P και U συµπεριλαµβάνονται στην έλλειψη αυτή. Πειράµατα 
παροδικών διαµολύνσεων σε κύτταρα HeLa, µε τα οποία µελετήθηκε η µεταγραφή 
του µεταλλαγµένου β γονιδίου της Corfu (δβ)0 θαλασσαιµίας, έδειξαν ότι η 
µεταλλαγή αυτή δεν είναι η µόνη αιτία της απουσίας της HbA. mRNA παράγεται 
φυσιολογικά από το αποµονωµένο γονίδιο και άρα η αφαιρούµενη αλληλουχία 7.2 kb 
φαίνεται ότι παίζει πολύ σηµαντικό ρόλο στην ανενεργοποίηση του β γονιδίου in cis 
(Kulozik et al., 1988). Ελλείψεις της περιοχής ανοδικά του δ γονιδίου που αφαιρούν 
τις επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες AluI συνδέονται συνήθως µε υψηλά επίπεδα 
HbF στο ενήλικο στάδιο, όπως στην περίπτωση των HPFH (Huisman et al., 1974; 
Ottolenghi & Giglioni, 1982). H θαλασσαιµία Corfu αφαιρεί την αλληλουχία AluI, 
αλλά δεν προκαλεί φαινότυπο HPFH (Wainscoat et al., 1985). Όµως σε οµοζυγώτες 
θαλασσαιµίας Corfu παρατηρείται αυξηµένη HbF που βελτιώνει την κλινική εικόνα 
και που υποδηλώνει ότι η Aγ-δ περιοχή είναι σηµαντική για την αποσιώπηση των γ 
γονιδίων (Kulozik et al., 1988). Αυτή η περιοχή θεωρείται σηµαντική για τη 
µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης, είτε µε µηχανισµούς που περιλαµβάνουν αλλαγές σε 
χρωµοσωµικές περιοχές (π.χ. ελλείψεις) (Bernards & Flavell, 1980; Jones et al., 1981; 
Jones et al., 1981; Smithies, 1982; Flavell, 1983; Flavell et al., 1983), είτε µε την 
παρουσία αρνητικών ρυθµιστικών αλληλουχιών (Huisman et al., 1974; Mears et al., 
1978; Mears et al., 1978; Mears et al., 1978; Ottolenghi & Giglioni, 1982; Tuan et al., 
1983).  

Η περιοχή 1.7 kb, που περιλαµβάνει στα στοιχεία Μ2 και Ο, έχει δείξει 
αποσιωπητική δράση στην έκφραση του γονιδίου αναφοράς CAT, υπό την επίδραση 
του υποκινητή του γ και β γονιδίου, σε παροδικές διαµολύνσεις κυττάρων MEL 
(Vitale et al., 1994). Η αποσιωπητική δράση αυτής της περιοχής εντοπίζεται για τον γ 
υποκινητή σε ολόκληρη την περιοχή και για τον β σε ένα υποτµήµα 651 bp (Vitale et 
al., 1994).  

Στο 3’ άκρο του στοιχείου P έχει επίσης εντοπισθεί µία ολιγοπυριµιδινική 
αλληλουχία, η οποία προσδένει έναν παράγοντα σε ενήλικα αιµοποιητικά κύτταρα 
ανθρώπου και ποντικού. Ο παράγοντας αυτός µπορεί να είναι σηµαντικός για την 
µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης και πιθανότατα η πρόσδεσή του επάγει δοµικές 
αλλαγές στο σύµπλεγµα µε αποτέλεσµα την τροποποίηση της µεταγραφής των 
γονιδίων (O'Neill et al., 1991). Αλληλουχίες που συµπεριλαµβάνουν τη θέση 
πρόσδεσης του παράγοντα αυτού αυξάνουν την έκφραση του CAT γονιδίου υπό την 
επίδραση του β υποκινητή, αλλά δεν επηρεάζουν την έκφραση υπό την επίδραση του 
υποκινητή του Αγ γονιδίου και του SV40 (Acuto et al., 1996). 

Παράλληλα, όλοι οι τύποι (Aγδβ)ο θαλασσαιµιών που έχουν περιγραφεί µέχρι 
στιγµής (Καντονέζικη, Mαλεσιανή 1, Mαλεσιανή 2, Κινέζικη, Κινέζικη (Yunnanese), 
Ταϋλανδέζικη, Γερµανική, Βελγική, Ιταλική, Τουρκική, Αµερικανική, Ινδική), 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001) παρουσιάζουν έλλειψη που 
συµπεριλαµβάνει την περιοχή των στοιχείων Enh, F, O, P, S, M και U, που 
µελέτηθηκαν. Στους ετεροζυγώτες αυτών των ελλείψεων παρουσιάζονται αυξηµένα 
επίπεδα εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης HbF, που αντικατοπτρίζουν την υψηλή έκφραση 
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των εµβρυϊκών γονιδίων που βρίσκονται σε cis µε την έλλειψη. ∆ύο επιπλέον (δβ)ο 
θαλασσαιµίες, η Τουρκική και η Ινδική, συµπεριλαµβάνουν στην έλλειψή τους τα 
στοιχεία αυτά και παρουσιάζουν αυξηµένη εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη HbF. Η ΗPFH-6 
(Kosteas et al., 1997) και η HPFH Kenya (Nute et al., 1976), επίσης 
συµπεριλαµβάνουν στην έλλειψή τους τα στοιχεία αυτά και παρουσιάζουν αυξηµένη 
εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη HbF. Στους ετεροζυγώτες των ελλείψεων αυτών, η αυξηµένη 
έκφραση του γ γονιδίου µπορεί να εξηγηθεί από την αφαίρεση των αποσιωπητικών 
στοιχείων που µελετήθηκαν in vitro. 
 Υπάρχουν όµως και αντιφατικές µελέτες που είχαν αρχικά χαρακτηρίσει το 
στοιχείο Enh ως ενισχυτή µε πειράµατα παροδικών διαµολύνσεων κυτταρικών 
σειρών (Bodine & Ley, 1987). Στις περιπτώσεις των HPFH-1 (USA), HPFH-2 
(Ghana), HPFH-3 (Ινδική) και HPFH-4 (Ιταλική), το στοιχείο Εnh παραµένει και 
ίσως να µπορεί να εξηγήσει την έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο αυτών 
των ετεροζυγωτών (Bodine & Ley, 1987). Tο στοιχείο Εnh δρά ως ενισχυτής, όταν οι 
3’ cis αλληλουχίες τoυ αφαιρούνται, λόγω των ελλείψεων που προαναφέρθηκαν 
(Bodine & Ley, 1987). 

Με βάση τα γενετικά δεδοµένα των ετεροζυγωτών, τα αποτελέσµατα in vivo 
ερευνών σε διαγονιδιακά ποντίκια και τα in vitro δεδοµένα σε κυτταροκαλλιέργειες 
της δικής µας και άλλων ερευνητικών οµάδων, τα στοιχεία της περιοχής µεταξύ Αγ 
και δ γονιδίων κατέχουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης, 
στην αποσιώπηση των γ γονιδίων και στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης. Τα in vivo 
πειράµατα που έγιναν κατά τη διάρκεια της διατριβής αυτής επιβεβαίωσαν και 
διερεύνησαν περαιτέρω τον αποσιωπητικό ρόλο των στοιχείων Εnh και F. 

 
In vivo µελέτη της επίδρασης αφαίρεσης των στοιχείων Enh 
και F στην έκφραση των γονιδίων των σφαιρινών 

Οµόλογος ανασυνδυασµός 
 Μετά την επιβεβαίωση του αποσιωπητικού ρόλου των στοιχείων Enh και F in 
vitro, αποφασίστηκε να µελετηθεί ο ρόλος τους σε διαγονιδιακά ποντίκια. 
Αποφασίστηκε να αφαιρεθεί από ένα γενωµικό κλώνο PAC µε το σύµπλεγµα των β 
γονιδίων, η περιοχή καθοδικά του Αγ γονιδίου, που συµπεριλαµβάνει τα στοιχεία Enh 
και F, για να µελετηθεί ο ρόλος τους στην έκφραση και αποσιώπηση του Αγ γονιδίου. 
 Αναπτύξαµε µία µέθοδο οµόλογου ανασυνδυασµού στα κύτταρα E. coli 
DH10B (Imam et al., 2000), η οποία έχει µεγάλο ποσοστό επιτυχίας και είναι σχετικά 
γρήγορη. Η αφαίρεση των στοιχείων αποφασίσαµε να γίνει από το PAC-β-
συµπλέγµατος, διότι τα PACs έχουν το πλεονέκτηµα σχετικής σταθερότητας και 
µικρής πιθανότητας ανασυνδυασµών και για να αναλυθεί η έκφραση των γονιδίων 
παρουσία όλων των ρυθµιστικών στοιχείων του συµπλέγµατος. 

Οι περιοχές οµολογίας στο φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού επιλέχθηκαν να 
είναι µήκους ~600bp, επειδή είχε διαπιστωθεί ότι υψηλές συχνότητες οµόλογου 
ανασυνδυασµού παρατηρούνται µε περιοχές οµολογίας αυτού του µεγέθους (Imam et 
al., 2000). Πάντως αυτή η µέθοδος οµόλογου ανασυνδυασµού είναι αποτελεσµατική 
ακόµη και στην περίπτωση µικρότερων περιοχών οµολογίας. Τα µικρότερα µεγέθη 
οµολογίας που έχουν χρησιµοποιηθεί ήταν µήκους 157 bp και 136 bp (Imam et al., 
2000). 

Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας του οµόλογου ανασυνδυασµού και το 
στάδιο της ενσωµάτωσης του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού στο PAC 
παρατηρήθηκαν σε ίσο ποσοστό άγριοι κλώνοι PAC και κλώνοι PAC µε πρότυπο 
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ενσωµάτωσης τύπου Ι. Οι κλώνοι PAC µε πρότυπο ενσωµάτωσης τύπου ΙΙ ήταν πολύ 
σπάνιοι. Σε µικρά ποσοστά παρατηρήθηκαν και µικτοί κλώνοι άγριου PAC και 
ενσωµάτωσης τύπου Ι, µικτοί κλώνοι άγριου PAC και ενσωµάτωσης τύπου ΙΙ και 
µικτοί κλώνοι ενσωµάτωσης τύπου Ι και τύπου ΙΙ. Σε ακόµα µικρότερα ποσοστά 
παρατηρήθηκαν κλώνοι σπασµένων τύπων ενσωµάτωσης Ι και ΙΙ µόνοι τους ή και σε 
συνδυασµούς µεταξύ τους και µε το πρότυπο του PAC ακέραιου τύπου, όπως και 
κλώνοι τύπων ενσωµάτωσης Ι και ΙΙ σε συνδυασµούς µε το πρότυπο του φορέα 
οµόλογου ανασυνδυασµού. ∆εδοµένου ότι µπορεί να υπάρχουν περισσότερα από ένα 
µόρια του PAC ανά κύτταρο και πολλά αντίγραφα του φορέα οµόλογου 
ανασυνδυασµού στο ίδιο κύτταρο, µπορεί να εξηγηθεί η συνύπαρξη µικτών κλώνων 
ενσωµάτωσης (Imam et al., 2000). 

Οι κλώνοι µε το σωστό πρότυπο ενσωµάτωσης επιλέχθηκαν για το επόµενο 
στάδιο της εκτοµής. Μετά το στάδιο της εκτοµής το µεγαλύτερο ποσοστό αποικιών 
που προήλθαν είχε το πρότυπο του ακέραιου PAC, ένα επίσης µεγάλο ποσοστό 
αποικιών είχε µικτό πρότυπο του ακέραιου PAC και του PAC µε τη σωστή εκτοµή 
και ένα πολύ µικρό ποσοστό αποικιών είχε το πρότυπο του PAC µε τη σωστή εκτοµή. 
Μετά από επαναστρώσιµο των αποικιών µε το µικτό πρότυπο του ακέραιου PAC και 
του PAC µε τη σωστή εκτοµή, σε µεγαλύτερο ποσοστό προήλθαν αποικίες µε το 
σωστό πρότυπο εκτοµής, σε επίσης µεγάλο ποσοστό προήλθαν αποικίες µε το µικτό 
πρότυπο του ακέραιου PAC και του PAC µε τη σωστή εκτοµή και σε µικρό ποσοστό 
προήλθαν αποικίες µε το πρότυπο του ακέραιου PAC. Η χρησιµοποίηση του rpsL 
γονιδίου για τον έλεγχο της τελικής εκτοµής του φορέα οµόλογου ανασυνδυασµού 
από το PAC ήταν πολύ αποτελεσµατική και εύκολη λόγω της απλής χρησιµοποίησης 
του αντιβιοτικού στρεπτοµυκίνη. Στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί και η εναλλακτική 
επιλογή του γονιδίου sacB του Bacillus subtilis. Η χρήση όµως της επιλογής αυτής 
καταλήγει σε ελλείψεις του γονιδίου sacB, µετά την ανάπτυξη σε σουκρόζη, 
µειώνοντας την αποτελεσµατικότητά της (Zhang et al., 1998) (Blomfield et al., 1991). 

H µέθοδος που αναπτύξαµε (Imam et al., 2000) πλεονεκτεί σε σύγκριση µε τη 
µέθοδο οµόλογου ανασυνδυασµού των Yang et al., 1997, διότι παρουσίασε 
µεγαλύτερα ποσοστά επιτυχίας, τόσο στο στάδιο της ενσωµάτωσης, όσο και στο 
στάδιο της εκτοµής. Οι Yang et al., 1997, είχαν παρατηρήσει ποσοστό ενσωµάτωσης 
10% και τροποποίησης 4% µε περιοχές οµολογίας 1 και 1.6 kb (Yang et al., 1997). 
Στη δική µας µέθοδο χρησιµοποιώντας αντίστοιχου µεγέθους περιοχές οµολογίας 
παρατηρήσαµε ποσοστό ενσωµάτωσης 83-97% και τροποποίησης (εκτοµής) 40-80% 
(Imam et al., 2000). 

Το PAC-∆Sil µε την έλλειψη των δύο αποσιωπητών ελέγχθηκε µε πολύ 
λεπτοµερή χαρτογράφηση για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητά του και η έλλειψη 
ανασυνδυασµών. Μία από τις µεθόδους που επιλέχθηκε για τη χαρτογράφηση ήταν η 
µέθοδος των Strouboulis et al., 1992, κατά την οποία χρησιµοποιούνται σαν 
ανιχνευτές κοσµίδια που καλύπτουν όλο το σύµπλεγµα (Strouboulis et al., 1992). Η 
µέθοδος αυτή είναι πολύ γρήγορη και πληροφοριακή, διότι µε έναν µόνο υβριδισµό 
χαρτογραφείται περιοχή µεγέθους 25-35 kb, αναλόγως µε το µήκος της αλληλουχίας 
που περιλαµβάνει ο σηµασµένος ανιχνευτής (κοσµίδιο). Έτσι µε δύο µόνο 
υβριδισµούς χαρτογραφείται ολόκληρο το σύµπλεγµα. Tα ακριβή άκρα της έλλειψης 
των δύο αποσιωπητών ελέγχθηκαν και µε αντίδραση sequencing για να επιβεβαιωθεί 
η έλλειψη ανεπιθύµητων µεταλλάξεων. 

∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
 Για την αποµόνωση του ενθέµατος από το φορέα PAC διαπιστώθηκε ότι η πιο 
αποτελεσµατική, ήπια και καθαρή µέθοδος, η οποία µείωνε την πιθανότητα 
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σπασιµάτων του PAC, ήταν η µέθοδος της φυγοκέντρησης µε κλίση πυκνότητας 
αλατιού και των επακόλουθων διαλύσεων σε διάλυµα µικροένεσης. Η µέθοδος αυτή 
έδωσε σε γενικές γραµµές µεγάλο ποσοστό διαγένεσης (25% των ποντικών που 
προήλθαν από τις µικροενέσεις ήταν διαγονιδιακά). Η αυξηµένη συγκέντρωση 
αλατιού στο διάλυµα µικροένεσης χρησιµοποιήθηκε για την προστασία του 
ενθέµατος από σπασίµατα. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι εκτός από την 
αυξηµένη συγκέντρωση αλατιού και η υψηλή ιονική ισχύς, καθώς και η ύπαρξη 
πολυαµινών παίζουν προστατευτικό ρόλο για την ακεραιότητα µεγαλοµοριακών 
DNA, όπως ΥΑCs (Gnirke et al., 1993; Peterson et al., 1993; Schedl et al., 1993). 
Υπάρχουν όµως και αντιφατικές µελέτες που υποστηρίζουν ότι η χρήση πολυαµινών 
σε διάλυµα χαµηλής συγκέντρωσης αλατιού προστατεύει αποτελεσµατικότερα από 
σπασίµατα µεγαλοµοριακά µόρια, όπως YACs (Bauchwitz & Costantini, 1998). Οι 
µικροενέσεις έγιναν σε πολύ χαµηλή συγκέντρωση DNA για να είναι αυξηµένη η 
πιθανότητα δηµιουργίας ποντικών µε λίγα ή ένα αντίγραφο τoυ PAC. ∆ιαπιστώθηκε, 
σε συνδυασµό µε τις παρατηρήσεις σε µικροενέσεις χρησιµοποιώντας κοσµιδιακές 
κατασκευές (που συζητούνται στο επόµενο κεφάλαιο), ότι όσο πιό µεγάλο είναι το 
µέγεθος της κατασκευής, τόσο λιγότερα αντίγραφα ενσωµατώνονται στο γονιδίωµα 
του ποντικού. Είναι επίσης γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι υψηλές συγκεντρώσεις 
DNA κατά τις µικροενέσεις είναι πιθανώς τοξικές για τα ωοκύτταρα (Yang et al., 
1997). Μία άλλη µέθοδος αποµόνωσης του ενθέµατος από το φορέα PAC µετά από 
διαχωρισµό σε πήκτωµα αγαρόζης και επεξεργασία µε Gelase αποδείχθηκε 
αναποτελεσµατική, διότι προκαλoύσε σπασίµατα του PAC (αποτέλεσµα της Mariken 
de Krom, προσωπική επικοινωνία). 

Και τα τρία διαγονιδιακά ποντίκια που προήλθαν από τις µικροενέσεις 
περιείχαν ακέραιο το PAC µε την έλλειψη των αποσιωπητών Enh και F. Τα ποντίκια 
αυτά ελέγχθηκαν αρχικά µε χαρτογράφηση µε µεµονωµένους ανιχνευτές του 
συµπλέγµατος. ∆ύο από αυτά έδωσαν γένεση στις δύο διαγονιδιακές σειρές 
PAC∆SilA και PAC∆SilΒ. Το τρίτο είχε µία κεντροµερική ένθεση του PAC, ήταν 
µικρότερο σε µέγεθος από το φυσιολογικό µέγεθος ποντικών αντίστοιχης ηλικίας, δεν 
µετέδωσε το διαγονίδιο σε απογόνους, διότι δεν µπόρεσε να διασταυρωθεί και πέθανε 
σε νεαρή ηλικία (Katsantoni et al., subm.). Η ένθεση του διαγονιδίου στο 
κεντροµερίδιο προκαλεί χρωµοσωµική αστάθεια και θνησιµότητα και η πλήρης 
δράση του LCR δεν µπορεί να συνυπάρχει µε την ένθεση σε κεντροµερική χρωµατίνη 
(McMorrow et al., 2000). Τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά και ο θάνατος του 
ποντικού αυτού υποδηλώνουν την πιθανότητα χρωµοσωµικής αστάθειας, λόγω 
κεντροµερικής ένθεσης του διαγονιδίου. Απόδειξη αυτού αποτελεί και το γεγονός ότι 
ποτέ δεν βρέθηκε ποντίκι µε διαγονίδιο που συµπεριλαµβάνει ένα ακέραιο LCR µε 
ένθεση εξαιρετικά κοντά στο κεντροµερίδιο (McMorrow et al., 2000). Ενδιαφέρον θα 
ήταν (αν το ποντίκι αυτό δεν είχε πεθάνει σε τόσο νεαρή ηλικία) να ελεγχθεί η 
ακριβής απόσταση του διαγονιδίου από το κεντροµερίδιο. Αυτό θα ήταν δυνατό να 
γίνει µε διπλή ανίχνευση σηµάτων σε χρωµατινικές ίνες µεταφασικών πυρήνων, 
χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτές κάποιο κοσµίδιο του συµπλέγµατος και 
κεντροµερικές επαναληπτικές αλληλουχίες γ µικροδορυφόρων (McMorrow et al., 
2000). 
 Είναι γνωστό ότι η ενσωµάτωση των κατασκευών µε ανθρώπινα γονίδια στο 
γονιδίωµα του ποντικού υφίσταται επιλογή, διότι οι κατασκευές αυτές έχουν υψηλά 
επίπεδα έκφρασης των γονιδίων, που προκαλούν θνησιµότητα, ειδικά στην 
περίπτωση ενσωµάτωσης πολλών αντιγράφων (Hanscombe et al., 1989). Αυτό έχει 
σαν αποτέλεσµα την ύπαρξη θετικής επιλογής για τα διαγονιδιακά ποντίκια που 
δηµιουργούνται από τις µικροενέσεις, τα οποία έχουν µειωµένο αριθµό αντιγράφων ή 
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ένθεση σε ετεροχρωµατική περιοχή, έτσι ώστε να υπάρχει µειωµένη έκφραση των 
γονιδίων. Η παρατήρηση αυτή σε συνδυασµό µε το µεγάλο µέγεθος του 
µικροενεθέντος PAC δικαιολογεί το ότι και οι δύο διαγονιδιακές σειρές µε την 
έλλειψη των αποσιωπητών που δηµιουργήθηκαν είχαν ένα αντίγραφο του PAC και 
ένθεση κοντά στο κεντροµερίδιο. 

Σε ποντίκια των εδραιωµένων διαγονιδιακών σειρών έγινε πολύ λεπτοµερής 
χαρτογράφηση για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητα του PAC και η έλλειψη 
ανασυνδυασµών. Μετά την επιβεβαίωση της ακεραιότητας του διαγονιδίου, 
ελέγχθηκε ο αριθµός των αντιγράφων του PAC και βρέθηκε ότι και οι δύο είχαν ένα 
αντίγραφο. Έτσι δεν απαιτήθηκαν διασταυρώσεις µε ποντίκια cre για να 
δηµιουργηθούν ποντίκια µε µονό αντίγραφο. 

Ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων 
 Η ανάλυση της έκφρασης των ανθρώπινων γονιδίων αποφασίστηκε να γίνει 
στα αναπτυξιακά στάδια των εµβρυϊκών 10.5, 12.5 και 16.5 ηµερών και στο ενήλικο 
στάδιο, µε ανάλυση S1 νουκλεάσης, έτσι ώστε να µελετηθεί το φαινόµενο της 
µεταστροφής. Στο ποντίκι το ανθρώπινο ε γονίδιο εκφράζεται στο πρώιµο εµβρυϊκό 
στάδιο, το ανθρώπινο γ γονίδιο στο πρώιµο και κυρίως στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο 
και το β γονίδιο στο όψιµο εµβρυϊκό και κυρίως στο ενήλικο στάδιο (Strouboulis et 
al., 1992). Ανάλυση στο εµβρυϊκό στάδιο των 14.5 ηµερών αποφασίστηκε να µην 
γίνει, διότι δεν δίνει πολλές επιπλέον πληροφορίες για το φαινόµενο της 
µεταστροφής. Σαν ενδογενή γονίδια ποντικού χρησιµοποιήθηκαν τα β-τύπου γονίδια 
σφαιρίνης, δεδοµένου ότι είναι γνωστή η αντιστοιχία της µεταγραφής των ε, γ και β 
ανθρώπινων γονιδίων µε τα αντίστοιχα εy, βh1 και βmaj γονίδια ποντικού 
(Strouboulis et al., 1992). Yπάρχει µία γενικότερη ισορροπία µεταξύ της µεταγραφής 
των ανθρώπινων γονιδίων και των γονιδίων του ποντικού κατά τη διάρκεια της 
διαφοροποίησης (Strouboulis et al., 1992). Η έκφραση των ανθρώπινων γονιδίων 
παρουσιάστηκε σαν ποσοστό της συνολικής έκφρασης των ενδογενών γονιδίων 
ποντικού σε κάθε αναπτυξιακό στάδιο. Σαν control διαγονιδιακή σειρά για την 
παρούσα µελέτη επιλέχθηκε µία από τις διαγονιδιακές σειρές µε το ακέραιο PAC, 
µονού αντιγράφου και µε ένθεση κάτω από το κεντροµερίδιο, που δηµιούργησε η 
Mariken de Krom. 
 Τα επίπεδα έκφρασης των ανθρώπινων γονιδίων των σφαιρινών στην control 
PAC διαγονιδιακή σειρά φάνηκαν ίδια µε αυτά που είχαν περιγραφεί στην περίπτωση 
µικρότερων κοσµιδιακών κατασκευών 70kb (Strouboulis et al., 1992). Η µεταστροφή 
της αιµοσφαιρίνης (η αποσιώπηση δηλαδή του γ γονιδίου και η ενεργοποίηση του β) 
ήταν εµφανής στη διαγονιδιακή σειρά του control PAC και στις διαγονιδιακές σειρές 
µε την έλλειψη των δύο αποσιωπητών. Η έκφραση των γ γονιδίων βρέθηκε σε 
υψηλότερο ποσοστό στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο του λεκιθικού ασκού, συνεχίστηκε 
σε υψηλό ποσοστό στο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος των 12.5 ηµερών, µειώθηκε 
κατά πολύ στο στάδιο των 16.5 ηµερών και εκµηδενίστηκε στο ενήλικο στάδιο 
(Katsantoni et al., subm.). 

Στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 ηµερών µε βάση τα επίπεδα έκφρασης 
των ενδογενών γονιδίων του ποντικού, τα έµβρυα αποδείχτηκε ότι ήταν του ίδιου 
αναπτυξιακού σταδίου, µε λίγο ωριµότερα αυτά της control διαγονιδιακής σειράς. 
Έτσι επιβεβαιώθηκε ότι οι διαφορές στην έκφραση των ανθρώπινων εµβρυϊκών 
γονιδίων δεν οφείλονταν σε διαφορά στο αναπτυξιακό στάδιο των εµβρύων, αλλά 
στην έλλειψη των δύο αποσιωπητών. Σε όλα τα έµβρυα που χρησιµοποιήθηκαν στην 
ανάλυση, τα επίπεδα έκφρασης του εy γονιδίου βρέθηκαν αυξηµένα και του βH1 
µειωµένα, σε σύγκριση µε τα αποτελέσµατα των Trimborn et al., 1999, πράγµα που 
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σηµαίνει ότι ήταν ελάχιστα µεγαλύτερου αναπτυξιακού σταδίου από αυτού των 10.5 
ηµερών (Trimborn et al., 1999). 

Οι υπολογισµοί των επιπέδων έκφρασης έδειξαν ότι υπήρχε µία σηµαντική 
αύξηση των επιπέδων έκφρασης του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 
ηµερών στις δύο διαγονιδιακές σειρές µε την έλλειψη των αποσιωπητών σε σύγκριση 
µε την control διαγονιδιακή σειρά. Παρουσιάστηκε αύξηση της έκφρασης του γ 
γονιδίου περίπου 2 φορές στη διαγονιδιακή σειρά ∆SilA και 1.5 φορά στη 
διαγονιδιακή σειρά ∆SilΒ, σε σύγκριση µε την control διαγονιδιακή σειρά 
(Kατσαντώνη et al., 2001). Παράλληλα παρουσιάστηκε αύξηση στην έκφραση του ε 
γονιδίου στο στάδιο αυτό στις δύο διαγονιδιακές σειρές µε την έλλειψη των 
αποσιωπητών. 

Τα επίπεδα της έκφρασης των γ και β γονιδίων στα υπόλοιπα στάδια των 12.5, 
16.5 ηµερών και στο ενήλικο στάδιο δεν επηρεάστηκαν από την έλλειψη. Τα υψηλά 
επίπεδα έκφρασης του γ γονιδίου που παρατηρήθηκαν στη διαγονιδιακή σειρά ∆SilB, 
στο στάδιο των 12.5 ηµερών, οφείλονταν σε διαφορά στο αναπτυξιακό στάδιο των 
εµβρύων που αναλύθηκαν. Τα έµβρυα αυτά ήταν αναπτυξιακού σταδίου λίγο 
νεώτερου από αυτό των 12.5 ηµερών, όπως διαπιστώθηκε φαινοτυπικά. Αφού το 
πρώιµο στάδιο του εµβρυϊκού ήπατος αντιστοιχεί στα ποντίκια στην χρονική περίοδο 
της µεταστροφής από το γ στο β γονίδιο (Strouboulis et al., 1992), διαφορές ακόµα 
και λίγων µόνο ωρών µεταξύ των εµβρύων µπορούν να έχουν µεγάλη επίδραση στα 
επίπεδα έκφρασης των ανθρώπινων γονιδίων. Τα επίπεδα των γ και β γονιδίων στη 
διαγονιδιακή σειρά ∆SilB δεν παρουσιάζουν διαφορές σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες 
δύο αναλυθείσες διαγονιδιακές σειρές στο στάδιο των 16.5 ηµερών, πράγµα που 
επιβεβαιώνει ότι το αυξηµένο επίπεδο της γ έκφρασης στο στάδιο των 12.5 ηµερών 
στη διαγονιδιακή αυτή σειρά οφείλεται σε έµβρυο νεαρότερου σταδίου. Σε όλες τις 
περιπτώσεις της S1 ανάλυσης τα επίπεδα έκφρασης υπολογίστηκαν διορθώνοντας τα 
αποτελέσµατα µε βάση τις ειδικές ενεργότητες των ανιχνευτών των επιµέρους 
γονιδίων και χρησιµοποιώντας πάντα και 3x control RNAs για να επιβεβαιωθεί η 
περίσσεια των ανιχνευτών. Συµπερασµατικά, η έλλειψη των αποσιωπητών Εnh και F 
επηρεάζει την έκφραση του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο, αλλά όχι στο 
όψιµο εµβρυϊκό και στο ενήλικο στάδιο (Kατσαντώνη et al., 2001). Η µεταγραφή του 
ε γονιδίου επίσης αυξάνεται στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο των σειρών µε την έλλειψη 
των αποσιωπητών. 

Με στόχο την περαιτέρω διερεύνηση της µεταγραφής των ανθρώπινων 
γονιδίων στις διαγονιδιακές σειρές µε την έλλειψη των αποσιωπητών αποφασίστηκε 
να γίνει RNA in situ υβριδισµός, χρησιµοποιώντας σαν ανιχνευτές ιντρόνια. Mε τον 
RNA in situ υβριδισµό θέλαµε να διερευνήσουµε δυναµικά τη µεταγραφή και να 
διαπιστώσουµε αν η αύξηση στο ολικό RNA που µετρήθηκε µε την S1 ανάλυση, 
αντιστοιχεί σε αύξηση των γονιδιακών τόπων που µεταγράφονται σε κάθε χρονική 
στιγµή. Mετάγραφα που περιέχουν ιντρονικές αλληλουχίες έχουν χρόνο ηµιζωής 3 
λεπτά in vivo και ένα γονίδιο του β-συµπλέγµατος µεταγράφεται σε κάθε στιγµή, µε 
µόνο µικρή µειοψηφία κυττάρων που µεταγράφουν δύο γονίδια (Wijgerde et al., 
1995). Σύµφωνα µε τον RNA in situ υβριδισµό έχει υπολογισθεί ότι η περίοδος 
µεταγραφής του β γονιδίου έχει χρονική διάρκεια περίπου 8 λεπτών (Dillon et al., 
1997). 

Στην εµβρυϊκή ηµέρα 10.5 σαν ενδογενές γονίδιο σφαιρίνης σε κάποια από τα 
πειράµατα χρησιµοποιήθηκε το α γονίδιο ποντικού. Στα πειράµατα αυτά µε τον RNA 
in situ υβριδισµό δεν µετρήθηκε αυξηµένη µεταγραφή του γ γονιδίου, αφού ο 
αριθµός των γονιδιακών τόπων που µεταγράφονται σε κάθε χρονική στιγµή δεν 
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αυξανόταν. Η διαφορά που παρατηρήθηκε σε σύγκριση µε τα αποτελέσµατα της S1 
ανάλυσης µπορεί να εξηγηθεί ως εξής: 
1. Η S1 ανάλυση µελετά ολικό RNA και το συνολικό αποτέλεσµα της 
µεταγραφής των γονιδίων. Ο RNA in situ υβριδισµός µε ανιχνευτές ιντρόνια δίνει 
πληροφορίες για τα κύτταρα που µεταγράφονται δυναµικά τη χρονική στιγµή της 
µονιµοποίησης των κυττάρων. Άρα οι δύο προσεγγίσεις διερευνούν εντελώς 
διαφορετικές παραµέτρους της µεταγραφής και είναι αναµενόµενες οι διαφορές που 
παρουσιάζονται στα ποσοστά της έκφρασης των γονιδίων. 
2. Στο εµβρυϊκό στάδιο των 10.5 ηµερών υπάρχει έντονη µεταγραφή όχι µόνο 
του α γονιδίου του ποντικού, αλλά και του ζ. Το ζ εκφράζεται σε ποσοστό 46% και το 
α σε ποσοστό 54% (Trimborn et al., 1999). Αν λοιπόν σε µελλοντικά πειράµατα σαν 
ενδογενές contol χρησιµοποιηθεί και το ζ γονίδιο θα διερευνηθεί περαιτέρω η 
έκφραση των ανθρώπινων εµβρυϊκών γονιδίων, σε συνάρτηση και αυτού του 
ενδογενούς γονιδίου ποντικού. 
3. Άλλη πιθανότητα είναι αν αυξάνεται το χρονικό διάστηµα που το γ γονίδιο 
µεταγράφεται (Wijgerde et al., 1996) λόγω της έλλειψης των δύο αποσιωπητών, ίσως 
το ολικό mRNA να είναι αυξηµένο και αυτό ανιχνεύεται µε την S1 ανάλυση. Με τον 
in situ όµως υβριδισµό η αύξηση της διάρκειας της µεταγραφής δεν είναι 
ανιχνεύσιµη.  
4. Πιθανόν ο αριθµός των γονιδιακών τόπων που µεταγράφονται να µειώνεται, 
ενώ αντίθετα το RNA που παράγεται ανά γονιδιακό τόπο αυξάνεται. Η έναρξη και ο 
ρυθµός της µεταγραφής πιθανόν να έχουν επηρεαστεί. 

Σε µελέτες άλλων είχε παρατηρηθεί αντιστοιχία µεταξύ του ποσοστού των 
µεταγραφικά ενεργών γονιδίων εy και βH1 (που µετριούνται µε τον in situ υβριδισµό) 
και του ποσού mRNA (που υπολογίζεται µε την S1 ανάλυση) που υποδηλώνει ότι ο 
αριθµός των πλήρως ενεργών µεταγραφικά γονιδίων, στο σύµπλεγµα των β γονιδίων 
του ποντικού, καθόριζε το επίπεδο του mRNA (Trimborn et al., 1999). Στο 
ανθρώπινο β-σύµπλεγµα είχε παρατηρηθεί το ίδιο φαινόµενο πράγµα που υποδηλώνει 
ότι ένα γονίδιο ή είναι πλήρως ενεργό ή ανενεργό, δηλαδή η µεταγραφή λαµβάνει 
χώρα είτε σε ένα µέγιστο επίπεδο, είτε καθόλου (Wijgerde et al., 1995; Wijgerde et 
al., 1996; Dillon et al., 1997). Στην περίπτωση όµως των Calzolari et al., 1999, 
παρατηρήθηκε έλλειψη αντιστοιχίας των αποτελεσµάτων της S1 και in situ ανάλυσης, 
όπως και στα δικά µας πειράµατα (Calzolari et al., 1999). Οι αυξηµένες µετρήσεις 
των ιντρονικών σηµάτων στην περίπτωση των Calzolari et al., 1999, µπόρεσαν να 
εξηγηθούν µε το ότι ο αριθµός των γονιδιακών τόπων που µεταγράφονται είναι πολύ 
µεγαλύτερος από αυτόν που απαιτείται για τα παραγόµενα επίπεδα RNA, ενώ τα 
επίπεδα RNA που παράγονται ανά γονιδιακό τόπο είναι χαµηλότερα (Calzolari et al., 
1999). Ίσως να υπάρχει κάποια τροποποίηση στην έναρξη της µεταγραφής µε 
αποτέλεσµα αυτό το φαινόµενο. Οι Calzolari et al., 1999 έκαναν ένα µεταγραφικό 
run on πείραµα για να επιβεβαιώσουν τα αποτελέσµατά τους. Πιό συγκεκριµένα µε 
τη µέθοδο αυτή µέτρησαν την RNA σύνθεση του β γονιδίου. Έγινε σύνθεση RNAs σε 
πυρήνες κυττάρων εµβρυϊκού ήπατος 14.5 ηµερών παρουσία ραδιενεργού CTP (Ashe 
et al., 1997). Τα RNAs υβριδίστηκαν σε φίλτρα µε DNAs ανθρώπινων γονιδίων και 
γονιδίων σφαιρίνης ποντικού και έτσι επιβεβαιώθηκε το αποτέλεσµα της S1 
ανάλυσης, αλλά όχι του in situ υβριδισµού. Στη δική µας περίπτωση, όπως 
προαναφέρθηκε, πιθανόν ο αριθµός των γονιδιακών τόπων που µεταγράφονται να 
µειώνεται, ενώ αντίθετα το RNA που παράγεται ανά γονιδιακό τόπο αυξάνεται. Η 
έναρξη και ο ρυθµός της µεταγραφής πιθανόν να έχουν επηρεαστεί. Μελλοντικά 
µεταγραφικά run on πειράµατα σε λεκιθικό ασκό 10.5 ηµερών θα διερευνήσουν 
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περαιτέρω τη µεταγραφή των γ γονιδίων στο στάδιο αυτό, απουσία των αποσιωπητών 
Enh και F. 
 Στα υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών δεν 
παρατηρήθηκαν διαφορές, σε σύγκριση µε τα αποτελέσµατα της S1 ανάλυσης. Το 
φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης ήταν εµφανές και στα αποτελέσµατα 
της RNA in situ ανάλυσης (Katsantoni et al., subm.). 
 

Η έλλειψη των δύο αποσιωπητών που βρίσκονται καθοδικά του Αγ γονιδίου 
ίσως να επηρεάζει την έκφραση του Αγ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο. Η άλλη 
πιθανότητα θα ήταν να επηρεάζεται η έκφραση και των δύο γονιδίων Gγ και Αγ. Η 
τρίτη πιθανότητα θα ήταν να επηρεάζεται η έκφραση µόνο του Gγ γονιδίου, αν και 
αυτό δεν ήταν αναµενόµενο. Με τα πειράµατα της S1 ανάλυσης και του in situ 
υβριδισµού δεν διαχωρίστηκε η έκφραση και η µεταγραφή του Gγ από το Αγ γονίδιο, 
αλλά µελετήθηκε η συνολική έκφραση των γονιδίων αυτών. Με στόχο τη διερεύνηση 
της επίδρασης της έλλειψης των αποσιωπητών στην έκφραση των δύο γ γονιδίων και 
τον ακριβή προσδιορισµό του ή των γονιδίων που επηρεάζονται (Gγ, Aγ ή και τα δύο), 
στο στάδιο των 10.5 ηµερών, εφαρµόσαµε και εγκαθιδρύσαµε µία νέα µέθοδο που 
επιτρέπει το διαχωρισµό των Gγ και Aγ µεταγράφων. Η νέα αυτή µέθοδος, της 
επέκτασης εκκινητών, στηρίζεται στην ύπαρξη µίας µη οµόλογης περιοχής κοντά στο 
3’ άκρο του Gγ και Αγ γονιδίου και στο ότι η αντίδραση επέκτασης σταµατάει όταν 
απαντηθεί αδενοσίνη, διότι γίνεται ενσωµάτωση διδέοξυ ΤΤP και έτσι εµποδίζεται η 
περαιτέρω επέκταση. Tα αποτελέσµατα του πειράµατος αυτού έδειξαν ότι ο λόγος 
της µεταγραφής Αγ/Gγ γονιδίων µεταξύ της control διαγονιδιακής σειράς και των 
διαγονιδιακών σειρών µε την έλλειψη των δύο αποσιωπητών δεν παρουσίασε 
αξιολογήσιµες διαφορές. Μία µικρή αύξηση του λόγου παρατηρήθηκε στις 
διαγονιδιακές σειρές µε την έλλειψη των αποσιωπητών που ίσως µπορεί να εξηγηθεί 
είτε από αύξηση της έκφρασης του Αγ, είτε µείωση της έκφρασης του Gγ. Πιο πιθανή 
εκδοχή είναι η αύξηση της έκφρασης του Αγ, αφού η έλλειψη βρίσκεται πιό κοντά 
στο γονίδιο αυτό. Λόγω όµως της πολύ µικρής αύξησης του λόγου που 
παρατηρήθηκε, ίσως τελικά η έλλειψη των αποσιωπητών να επηρεάζει και τα δύο 
γονίδια αυξάνοντας τη µεταγραφή τους (Katsantoni et al., subm.). 
 
 Η αύξηση της έκφρασης των εµβρυϊκών γονιδίων στις διαγονιδιακές σειρές µε 
την έλλειψη των αποσιωπητών µπορεί να συνυπάρχει µε αύξηση υπερευαισθησίας σε 
DNaseΙ. Πειράµατα υπερευαισθησίας σε DNaseΙ πιθανόν να γίνουν µελλοντικά για 
την επιβεβαίωση του ρόλου των στοιχείων Enh και F στη ρύθµιση των γ γονιδίων και 
τη διερεύνηση της επίδρασης των στοιχείων αυτών στην αλλαγή της δοµής της 
χρωµατίνης, έτσι ώστε να γίνει πιο προσιτή σε trans µεταγραφικούς παράγοντες. 
Στην περιοχή του στοιχείου Enh οι Groudine et al., 1983, είχαν χαρτογραφήσει δύο 
υπερευαίσθητες θέσεις σε ερυθροποιητικά κύτταρα, αλλά όχι σε µη ερυθροποιητικά 
(Groudine et al., 1983).  
 Σύµφωνα µε τα ευρήµατά µας µπορούµε να προτείνουµε ένα µηχανισµό, ο 
οποίος στηρίζεται σε µία σταθερότερη αλληλεπίδραση του LCR και των γ και ε 
γονιδίων στο στάδιο των 10.5 ηµερών, η οποία προκαλείται από την έλλειψη των δύο 
αποσιωπητών. Ίσως έτσι να µπορεί να εξηγηθεί η υψηλότερη έκφραση των 
εµβρυϊκών γονιδίων στο στάδιο αυτό. Πιθανώς παράγοντες που προσδένονται στα 
στοιχεία Enh και F εµποδίζουν την τόσο ισχυρή αλληλεπίδραση του LCR και των 
εµβρυϊκών γονιδίων. Με την έλλειψη των στοιχείων αυτών η αλληλεπίδραση γίνεται 
ισχυρότερη και τα γονίδια εκφράζονται σε µεγαλύτερο ποσοστό. Πιθανώς όχι µόνο η 
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ισχύς, αλλά και το χρονικό διάστηµα της αλληλεπίδρασης του LCR µε τα γονίδια 
αυξάνεται στην περίπτωση της έλλειψης των αποσιωπητών. 
 Η άλλη πιθανότητα είναι το LCR να µην αλληλεπιδρά απευθείας µε τα 
γονίδια, αλλά µέσω της αλληλεπίδρασής του µε cis ρυθµιστικά στοιχεία που 
βρίσκονται κοντά στα γονίδια να διατηρεί µία ενεργή δοµή χρωµατίνης. Ίσως η 
έλλειψη των δύο αποσιωπητών να δηµιουργεί σταθερότερη αλληλεπίδραση του LCR 
µε cis ρυθµιστικά στοιχεία και να εγκαθιδρύει µια ενεργότερη δοµή χρωµατίνης που 
διευκολύνει περισσότερο την πρόσδεση πρωτεϊνικών παραγόντων και έχει σαν 
αποτέλεσµα την µεγαλύτερη έκφραση των εµβρυϊκών γονιδίων στο στάδιο των 10.5 
ηµερών. Στην περιοχή του στοιχείου Enh προσδένεται η πρωτεΐνη SATB1, η οποία 
έχει δυνατότητα αλληλεπίδρασης µε SARs/MARs περιοχές DNA. Οκτώ τέτοιες 
περιοχές έχουν προσδιοριστεί στην περιοχή των 90 kb, που συµπεριλαµβάνει το 
σύµπλεγµα των β σφαιρινών (Jarman & Higgs, 1988). Οι περιοχές αυτές θεωρούνται 
ότι επηρεάζουν τη δοµή της χρωµατίνης (Laemmli et al., 1992). Χρησιµεύουν σαν 
όρια µεταγραφικών περιοχών και φαίνεται ότι έχουν την ικανότητα να προσφέρουν 
έκφραση σε ένα διαγονίδιο ανεξάρτητη από τη θέση ένθεσης. Παίζουν επίσης ρόλο 
στο “άνοιγµα” συγκεκριµένων περιοχών για µεταγραφή, καθώς και στην δηµιουργία 
σχηµατισµού θηλιάς, έτσι ώστε µη γειτονικές περιοχές DNA να πλησιάσουν. Με 
έλλειψη της περιοχής που συµπεριλαµβάνει το στοιχείο Enh, πιθανότατα να αλλάζει 
µέσω της δραστικότητας MAR/SAR η δοµή της χρωµατίνης στο πρώιµο εµβρυϊκό 
στάδιο και έτσι αυξάνεται η µεταγραφή των γονιδίων του σταδίου αυτού. Η 
δραστικότητα MAR/SAR του στοιχείου Enh µπορεί επίσης να δηµιουργεί ένα 
“εµπόδιο” που αποµονώνει τη µεταγραφή των β γονιδίων στο ενήλικο στάδιο, από 
την αποσιώπηση των γ και ε. Ίσως όταν η δραστικότητα αυτή λείπει, παρατηρείται 
διαφορετική έκφραση των γονιδίων (Cunningham et al., 1994). 

Από την in vivo αυτή ανάλυση επιβεβαιώθηκε ο αποσιωπητικός ρόλος των 
στοιχείων Enh και F. Τα στοιχεία αυτά φαίνεται ότι δρουν εξειδικευµένα στο πρώιµο 
εµβρυϊκό στάδιο. Η αφαίρεσή τους αυξάνει την έκφραση των γ και ε γονιδίων στο 
στάδιο αυτό. Φαίνεται ότι επηρεάζεται ο συνολικός µεταγραφικός µηχανισµός στο 
στάδιο αυτό και αυξάνεται η µεταγραφή των εµβρυϊκών γονιδίων. Σε αντίθεση µε την 
περιοχή που είχαν αφαιρέσει οι Liu et al., 1998, που συµπεριελάµβανε µόνο το 
στοιχείο Enh (Liu et al., 1998), η δική µας έλλειψη περιελάµβανε µαζί µε το στοιχείο 
Enh και το στοιχείο F, καθώς και την περιοχή που βρίσκεται µεταξύ των Enh και F. 
Οι Liu et al., 1998 αφαιρώντας το στοιχείο Enh από ένα YAC του β-συµπλέγµατος 
δεν παρατήρησαν αλλαγές στην έκφραση των γονιδίων της σφαιρίνης σε κανένα 
αναπτυξιακό στάδιο. Η ανάλυσή τους παρουσιάζει οµοιότητα µε τη δική µας στο 
PAC 185 kb, στο γεγονός ότι έγινε παρουσία όλων των ρυθµιστικών στοιχείων του 
συµπλέγµατος που περιλαµβάνονταν και στο YAC 150 kb που χρησιµοποίησαν. Οι 
διαφορές είναι ότι ανέλυσαν περισσότερες διαγονιδιακές σειρές, αλλά η µέθοδος της 
χαρτογράφησης που χρησιµοποίησαν ήταν πολύ χονδρική και δεν αποκλείει την 
ύπαρξη ανασυνδυασµών και ελλείψεων στο σύµπλεγµα. Επίσης, για τη 
χαρτογράφηση δεν χρησιµοποίησαν ανιχνευτή στο 5’ άκρο του LCR, αλλά µόνο το 
HS3. Η µέθοδος ανάλυσης της έκφρασης των γονιδίων που χρησιµοποίησαν ήταν το 
RT-PCR, που δεν έχει τόσο µεγάλη αξιοπιστία όσο η S1 ανάλυση και σαν ενδογενές 
γονίδιο ποντικού στο πείραµα αυτό χρησιµοποίησαν το α. Τα αναπτυξιακά στάδια 
που ανέλυσαν ήταν αυτά των 9.5 και 14.5 ηµερών, καθώς και του ενήλικου σταδίου, 
σε αντίθεση µε µας που αναλύσαµε τα στάδια των 10.5, 12.5, 16.5 ηµερών και το 
ενήλικο στάδιο. Στο στάδιο των 9.5 ηµερών υπάρχει σε µεγάλο ποσοστό και έκφραση 
ζ γονιδίου παράλληλα µε αυτή του α, πράγµα που υποδηλώνει ότι πιθανώς η 
διόρθωση των επιπέδων έκφρασης χρησιµοποιώντας µόνο το γονίδιο α να µην έγινε 
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πλήρως. Αν οι Liu et al., 1998 είχαν χρησιµοποιήσει τα β τύπου γονίδια, σαν 
ενδογενές control, ίσως να ανίχνευαν αυξηµένη έκφραση των εµβρυϊκών γονιδίων, 
όπως ανιχνεύσαµε εµείς. 

Λαµβάνοντας υπ’όψιν τα δικά µας αποτελέσµατα και αυτά των Liu et al., 
1998, ίσως το στοιχείο F να παίζει σηµαντικότερο ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης 
και την αποσιώπηση των εµβρυϊκών γονιδίων από ότι το στοιχείο Enh. Αυτό βέβαια 
θα πρέπει να αποδειχθεί µε in vivo πειράµατα και η δυνατότητα αφαίρεσης του 
µεµονωµένου αυτού στοιχείου από το PAC-β-συµπλέγµατος µε τη µέθοδο του 
οµόλογου ανασυνδυασµού θα προσδιορίσει µε µεγαλύτερη ακρίβεια το ρόλο του. 
Ίσως περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου και της περιοχής µεταξύ Enh και F να είναι 
επίσης σηµαντική. Μία επιπλέον απόδειξη της ίσως ισχυρότερης δράσης του 
στοιχείου F σε σύγκριση µε το Enh αποτελεί η Ινδική δβ θαλασσαιµία (Mishima et 
al., 1989), η οποία έχει το 5’ άκρο της ακριβώς στο 3’ άκρο του στοιχείου Enh. To 
στοιχείο αυτό παραµένει στο χρωµόσωµα µε την έλλειψη, ενώ η περιοχή µεταξύ του 
Εnh και F µαζί µε το στοιχείο F αφαιρούνται. Στην περίπτωση αυτής της δβ 
θαλασσαιµίας υπάρχει αυξηµένη εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη σε ποσοστό 5-15%, η οποία 
µπορεί πιθανώς να εξηγηθεί από την αφαίρεση του αποσιωπητικού στοιχείου F, ίσως 
σε συνδυασµό µε άλλα καθοδικά αποσιωπητικά στοιχεία.  

To στοιχείο Εnh αρχικά είχε προσδιοριστεί in vitro από τους Bodine & Ley, 
1987, όπως προαναφέρθηκε, σαν στοιχείο µε ιδιότητες ενισχυτή (Bodine & Ley, 
1987). Τα δικά µας in vivo αποτελέσµατα είναι αντιφατικά µε αυτή τη µελέτη. Οι 
Zhang et al., 1997 αφαιρώντας ολόκληρη την περιοχή (12.5 kb) µεταξύ των Αγ και δ 
γονιδίων δεν διαπίστωσαν κάποια διαφορά στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης. Οι 
Lloyd et al., 1992 χρησιµοποιώντας κατασκευές σε διαγονιδιακά ποντίκια που 
περιείχαν το HS2 µε το Αγ γονίδιο παρουσία και απουσία του στοιχείου Enh, καθώς 
και το HS2 µε το Αγ γονίδιο παρουσία και απουσία του στοιχείου Enh και το β 
γονίδιο, έδειξαν ότι το Αγ γονίδιο εκφράζεται σε χαµηλότερο ποσοστό παρουσία του 
Enh στοιχείου, το οποίο είναι σηµαντικό για την αποσιώπηση του γονιδίου στο 
ενήλικο στάδιο (Lloyd et al., 1992). Τα αποτελέσµατα των Lloyd et al., 1992 
επιβεβαιώνουν τον αποσιωπητικό ρόλο του στοιχείου Enh στο Αγ γονίδιο παρουσία 
του ΗS2. Οι Lumelsky & Forget, 1991 έδειξαν ότι το στοιχείο αυτό είχε αρνητική 
δράση στη µεταγραφή του γ γονιδίου σε πειράµατα µε κύτταρα Κ562, τα οποία είχαν 
επαχθεί µε κατάλληλους εστέρες προς την κατεύθυνση της µεγακαρυοκυτικής 
διαφοροποίησης (Lumelsky & Forget, 1991). Το στοιχείο Εnh έχει επίσης θέσεις 
πρόσδεσης GATA-1 (Purucker et al., 1990). 

Σύµφωνα µε µελέτες των Stamatoyannopoulos J. et al., 1997, η αλληλουχία 
του στοιχείου Enh σε συνδυασµό µε το LCR έχει τη δυνατότητα να προφυλάσσει τα 
διαγονίδια γ από φαινόµενα θέσεως που προκαλούνται από τη γειτονική χρωµατίνη, 
γεγονός που υποδηλώνει ότι τέτοια cis στοιχεία δρουν σαν insulators, 
προστατεύοντας τα γονίδια από τις επιδράσεις της γειτονικής ετεροχρωµατίνης 
(Stamatoyannopoulos et al., 1997). 

Οι Liu et al., 1997 παρατήρησαν ότι µε την αφαίρεση του αποσιωπητή του ε 
γονιδίου µειώθηκε η µεταγραφή του ε και του γ γονιδίου στο πρώιµο εµβρυϊκό 
στάδιο (Liu et al., 1997). Φαίνεται ότι η αλληλουχία του αποσιωπητή ε έχει κάποιο 
γενικότερο ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων που εκφράζονται στο 
πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο. Στην περίπτωση των δικών µας αποτελεσµάτων 
παρατηρήσαµε µε έλλειψη των στοιχείων Enh και F αυξηµένη µεταγραφή των γ και ε 
γονιδίων. Πιθανώς η ρύθµιση των γ και ε γονιδίων να συνδέεται µε κάποιο τρόπο και 
γι’ αυτό το λόγο κάποια αλλαγή στη µεταγραφή του ενός γονιδίου επηρεάζει τη 
µεταγραφή και του άλλου. Πιθανώς µεταγραφικοί παράγοντες µε το LCR δρούν σε 
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συντονισµό στο στάδιο αυτό, έτσι ώστε να ρυθµίζουν την έκφραση και των δύο 
αυτών γονιδίων. Ελλείψεις περιοχών κοντά στα γονίδια στις οποίες προσδένονται 
µεταγραφικοί παράγοντες, επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων, ίσως 
συντονισµένα, και προφανώς τροποποιούν και την αλληλεπίδραση µε το LCR, η 
οποία έχει σαν αποτέλεσµα διαφορές στην µεταγραφή των γονιδίων. Οι αλληλουχίες 
αυτές προφανώς παίζουν σηµαντικό ρόλο στην εγκαθίδρυση µίας συγκεκριµένης 
δοµής χρωµατίνης που απαιτείται για τη φυσιολογική µεταγραφή των πρώιµων 
εµβρυϊκών γονιδίων. 

Στο πρώιµο εµβρυϊκό στάδιο επειδή το γ γονίδιο εκφράζεται σε µεγαλύτερο 
ποσοστό από το ε, ίσως το LCR να αλληλεπιδρά µε τους υποκινητές των πιο 
µακρινών γ γονιδίων πιο συχνά ή πιο σταθερά από ότι µε τον υποκινητή του ε 
γονιδίου. Η περιοχή ανοδικά του ε γονιδίου ίσως να είναι σηµαντική για το 
σχηµατισµό της σωστής στερεοδιάταξης µε το LCR, όχι µόνο για να ενεργοποιηθεί η 
µεταγραφή του ε γονιδίου, αλλά και για να διευκολυνθεί η αποτελεσµατική 
αλληλεπίδραση µε τους υποκινητές των γ γονιδίων µειώνοντας την απόσταση του 
LCR µε τα γ γονίδια (Liu et al., 1997). Η περιοχή καθοδικά του Αγ γονιδίου ίσως να 
είναι εξίσου σηµαντική για το σχηµατισµό της σωστής στερεοδιάταξης για 
αλληλεπίδραση µε το LCR. Έτσι αφαίρεση της περιοχής αυτής µπορεί να επηρεάζει 
συνολικά το µεταγραφικό µηχανισµό και να τροποποιεί την έκφραση των γ και ε 
γονιδίων (Katsantoni et al., subm.). 

Ο αποσιωπητικός ρόλος των Εnh και F στοιχείων επιβεβαιώθηκε και µε την 
ανάλυση των control διαγονιδιακών σειρών, οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν στην 
ανάλυση των διαγονιδιακών σειρών HPFH. Τα in vivo αυτά πειράµατα συζητούνται 
στη συνέχεια.  

Τα αντιφατικά αποτελέσµατα που υπάρχουν στη βιβλιογραφία για τα στοιχεία 
Εnh και F, ίσως µερικώς να οφείλονται στις διαφορετικές χρησιµοποιηθείσες 
κατασκευές. Εµείς αναλύσαµε την έκφραση των γονιδίων παρουσία όλων των 
ρυθµιστικών στοιχείων του συµπλέγµατος και η ανάλυση αυτή πλεονεκτεί σε 
σύγκριση µε τις αναλύσεις µε µικρότερες τεχνητές κατασκευές. ∆ιαπιστώσαµε ότι η 
περιοχή καθοδικά του Aγ γονιδίου είναι σηµαντική για τη ρύθµιση των εµβρυϊκών 
γονιδίων και τα στοιχεία Enh και F θα µπορούσαν να χαρακτηριστούν ειδικοί 
αποσιωπητές του πρώιµου εµβρυϊκού σταδίου. Τα στοιχεία αυτά κατά τα επόµενα 
αναπτυξιακά στάδια ίσως να δρουν σε συνδυασµό µε άλλα αποσιωπητικά στοιχεία, 
όπως αυτά της περιοχής ανοδικά του δ γονιδίου, για την πλήρη αποσιώπηση των 
εµβρυϊκών γονιδίων κατά το ενήλικο στάδιο (Katsantoni et al., subm.) (Εικόνα 4.1). 

Μελλοντικά πειράµατα που θα προσδιορίσουν πρωτεϊνικούς µεταγραφικούς 
παράγοντες, που µπορούν να προσδεθούν στα στοιχεία αυτά, θα διερευνήσουν 
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Εικόνα 4.1: Μοντέλο ρύθµισης των εµβρυϊκών γ-γονιδίων (Α) και επίπτωση της 
αφαίρεσης των αποσιωπητών Enh και F στην έκφρασή τους (Β). Στο πρώιµο 
εµβρυϊκό στάδιο τα στοιχεία Εnhκαι Fπαίζουν πρωταρχικό ρόλο στη ρύθµιση των 
γ-γονιδίων. Στα επόµενα στάδια άλλα στοιχεία, όπως τα Ο και P, πιθανόν να δρούν
ισχυρότερα στη ρύθµιση και αποσιώπηση των γ γονιδίων. 
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περαιτέρω το ρόλο των στοιχείων αυτών στη ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης και 
στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης.  

Η αφαίρεση των στοιχείων Enh και F, µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού, 
µπορεί να αποδειχθεί πολύ σηµαντική στο µέλλον σε στρατηγικές γονιδιακής 
θεραπείας για τη δυνητική ενεργοποίηση των γ γονιδίων σε ασθενείς µε 
θαλασσαιµίες. 
 
In vivo µελέτη της επίδρασης των ενισχυτών ΗPFH-2, 
ΗPFH-3 και ΗPFH-6 στην έκφραση του Αγ γονιδίου 

Στους διάφορους τύπους HPFH λόγω της έλλειψης µεγάλου µέρους του 
συµπλέγµατος γίνεται µετατόπιση της περιοχής του 3’ άκρου του κοντά στα εµβρυϊκά 
γονίδια. Οι ετεροζυγώτες χαρακτηρίζονται από αυξηµένα επίπεδα εµβρυϊκής 
αιµοσφαιρίνης και από παγκυτταρικό πρότυπο έκφρασης των γ γονιδίων και είναι 
φαινοτυπικώς και αιµατολογικώς φυσιολογικοί. Η υψηλή έκφραση των γ γονιδίων 
αντιστοιχεί στα γονίδια που είναι σε cis µε την έλλειψη. 
 Η ερευνητική µας οµάδα είχε στο παρελθόν χαρακτηρίσει τρεις 
µεταγραφικούς ενισχυτές στα 3’ άκρα των ελλείψεων ΗPFH-2, ΗPFH-3 και ΗPFH-6 
χρησιµοποιώντας παροδικές διαµολύνσεις ερυθροποιητικών και µη ερυθροποιητικών 
κυττάρων (McArthur & Anagnou, 1998, Anagnou et al., 1995, Kosteas et al., 1991, 
1997). Για τον ενισχυτή ΗPFH-3 είχαν γίνει και πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια 
(Anagnou et al., 1995). Με στόχο την περαιτέρω διερεύνηση του in vivo ρόλου των 
στοιχείων αυτών στην έκφραση του Αγ γονιδίου και τη διερεύνηση της πιθανότητας 
ενεργοποίησης του Aγ γονιδίου παρουσία των ενισχυτών HPFH για θεραπευτικούς 
σκοπούς, αποφασίστηκε να ελεγχθεί σε διαγονιδιακά ποντίκια η επίδραση των 
στοιχείων αυτών στην έκφραση του Αγ γονιδίου παρουσία του LCR. Πειράµατα των 
Dillon & Grosveld, 1991 είχαν δείξει ότι το Αγ γονίδιο αποσιωπάται στο ενήλικο 
στάδιο ποντικών µε διαγονίδιο το LCR µε το Αγ και αλληλουχία καθοδικά του Αγ, η 
οποία περιλαµβάνει τους αποσιωπητές Εnh και F (Dillon & Grosveld, 1991). Η 
αποσιώπηση του εµβρυϊκού Αγ γονιδίου στην περίπτωση της παραπάνω κατασκευής 
προφανώς γινόταν από παράγοντες που προσδένονται σε αλληλουχίες δίπλα στο 
γονίδιο και δεν απαιτούσε ανταγωνισµό µε άλλα γονίδια. Αντίθετα, οι Enver et 
al.,1990 και Behringer et al., 1990, έδειξαν ότι όταν γ γονίδια σφαιρίνης συνδέονται 
µε το LCR, απουσία β γονιδίων, παρατηρείται έκφραση στα εµβρυϊκά και στα 
ενήλικα ερυθροκύτταρα και ότι η αποσιώπηση των γ γονιδίων επιτεύχθηκε ενώνοντας 
το LCR µε την ακέραια περιοχή γγδβ (Behringer et al., 1990; Enver et al., 1990). 
Αυτά τα αποτελέσµατα υποδηλώνουν ένα ανταγωνιστικό µοντέλο της ρύθµισης των γ 
και β γονιδίων. Άλλα πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια µε το β σύµπλεγµα και µε 
ελλείψεις της περιοχής των β και δ γονιδίων έδειξαν αυτόνοµη αποσιώπηση των γ 
γονιδίων στο ενήλικο στάδιο των διαγονιδιακών ποντικών, ενισχύοντας τον πιθανό 
ρόλο αλληλουχιών στο 3’ άκρο ελλείψεων που δηµιουργούν δβ θαλασσαιµία και 
HPFH (Peterson et al., 1995). 

Στην κατασκευή LCR-Αγ-EnhF κλωνοποιήθηκαν οι ενισχυτές ΗPFH-2, 
ΗPFH-3 ή ΗPFH-6 καθοδικά του Αγ γονιδίου και των αποσιωπητών Enh και F. 
Μελετήθηκε ο ρόλος της διαµετάθεσης των ενισχυτών αυτών κοντά στο εµβρυϊκό 
γονίδιο, όπως συµβαίνει στην περίπτωση των συνδρόµων HPFH που παρουσιάζουν 
έλλειψη. Οι κατασκευές που χρησιµοποιήσαµε είχαν το πλεονέκτηµα της ύπαρξης 
ολόκληρου του LCR. Οι Εnver et al., 1990, είχαν χρησιµοποιήσει µία κατασκευή µε 
το γ γονίδιο συνδεδεµένο µε ένα 2.6 kb µ-LCR, η οποία είχε το µειονέκτηµα της 
έλλειψης όλου του ΗS4 και µέρους του ΗS3 (Enver et al., 1990), αλλά περιείχε 
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ολόκληρο το ΗS2, που έχει ιδιότητες ενισχυτή (Tuan et al., 1989; Ney et al., 1990; 
Talbot & Grosveld, 1991). Oι δικές µας κατασκευές είχαν όλες τις υπερευαίσθητες 
θέσεις και τον ενισχυτή ΗS2 σε απόσταση 11 kb από τη θέση του γ γονιδίου. Η 
κατασκευή των Εnver et al., 1990, περιείχε τον ΗS2 ενισχυτή σε απόσταση ~2 kb από 
τη θέση του γ γονιδίου, απόσταση που είναι πολύ µικρή και δεν αποκλείει την 
επίδραση του ενισχυτή στην έκφραση του γονιδίου. Στις δικές µας κατασκευές η 
απόσταση των 11 kb είναι πιο κοντά σε αυτή των 25 kb που απαντάται στο 
ανθρώπινο χρωµόσωµα. Oι δικές µας κατασκευές είχαν το επιπρόσθετο πλεονέκτηµα 
της ύπαρξης της περιοχής 3’ του Αγ γονιδίου (µε τα στοιχεία Εnh και F) που αρχικά 
είχε χαρακτηριστεί σαν αλληλουχία µε ιδιότητες ενισχυτή (Bodine & Ley, 1987) και 
που είναι σηµαντική για τη ρύθµιση του Αγ γονιδίου.  

Οι κατασκευές µας ήταν κοσµιδιακές και για τη δηµιουργία τους 
χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του πακεταρίσµατος σε φάγο και της επακόλουθης 
διαµόλυνσης βακτηρίων (Katsantoni et al., 2000, 2001). Η µέθοδος αυτή αποδείχθηκε 
πολύ αποτελεσµατική και όλες οι αποικίες που αναλύθηκαν µετά το πακετάρισµα σε 
φάγο και τη διαµόλυνση βακτηρίων είχαν το σωστό πρότυπο κλώνων µε τους 
ενισχυτές HPFH. Ο απλός µετασχηµατισµός των κοσµιδίων σε βακτήρια, είτε µε 
θέρµανση, είτε µε ηλεκτρική τάση αποδείχθηκε αναποτελεσµατικός, διότι κατέληγε 
σε πολύ µικρό αριθµό αποικιών, οι οποίες είχαν ανασυνδυασµούς σε όλες τις 
περιπτώσεις. Όλες οι κατασκευές που δηµιουργήθηκαν ελέγχθηκαν µε πολλές 
αντιδράσεις περιοριστικών ενδονουκλεασών για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητά τους. 
Η απουσία ανεπιθύµητων µεταλλάξεων στην περιοχή των ενισχυτών HPFH 
επιβεβαιώθηκε µε αντίδραση sequencing.  

Στις κατασκευές κλωνοποιήθηκε µία θέση loxP για να είναι δυνατή η 
δηµιουργία ποντικών µε ένα αντίγραφο της κατασκευής, µετά από διασταυρώσεις µε 
διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν την cre recombinase. Η επιβεβαίωση της σωστής 
κλωνοποίησης του loxP και της απουσίας ανεπιθύµητων µεταλλάξεων στην 
αλληλουχία του έγινε µε αντίδραση sequencing. Στις κατασκευές των Dillon & 
Grosveld, 1991 υπήρχε το µειονέκτηµα της απουσίας θέσης loxP και έτσι δεν υπήρχε 
η δυνατότητα δηµιουργίας σειρών µε ένα αντίγραφο, από σειρές µε πολλά αντίγραφα. 
Όσες σειρές ανέλυσαν µε ένα αντίγραφο της κατασκευής, είχαν προέλθει από τις 
µικροενέσεις και όχι από διασταυρώσεις µε διαγονιδιακές σειρές που εκφράζουν την 
cre recombinase (Dillon & Grosveld, 1991). 

∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
Για τις µικροενέσεις οι κατασκευές LCR-Aγ-ενισχυτής ΗPFH ή LCR-Aγ, στην 

περίπτωση του control, αποµονώθηκαν από τον κοσµιδιακό φορέα και την υπόλοιπη 
κοσµιδιακή αλληλουχία µε αντίδραση µε τις κατάλληλες περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες. Ακολουθήθηκαν δύο µέθοδοι καθαρισµού των κατασκευών για 
µικροένεση. Η πρώτη ήταν η µέθοδος της αποµόνωσης από πήκτωµα αγαρόζης, 
επεξεργασίας µε Gelase και επακόλουθου καθαρισµού µε Elutip-D. Η δεύτερη ήταν η 
µέθοδος της φυγοκέντρησης µε κλίση πυκνότητας αλατιού και των επακόλουθων 
διαλύσεων σε διάλυµα µικροένεσης. Η δεύτερη µέθοδος έδωσε µεγαλύτερο ποσοστό 
διαγένεσης σε σύγκριση µε τη µέθοδο του Elutip-D, προφανώς λόγω µεγαλύτερης 
καθαρότητας του DNA. Aυξηµένη συγκέντρωση αλατιού στο διάλυµα µικροένεσης 
δεν χρησιµοποιήθηκε, για την προστασία των κατασκευών από σπασίµατα, παρά 
µόνο σε πολύ µικρό ποσοστό µικροενέσεων. Οι κοσµιδιακές κατασκευές είναι σε 
γενικές γραµµές λόγω του µικρότερου µεγέθους τους πολύ πιο σταθερές από τα 
PACs, έχουν µικρότερο ποσοστό ανασυνδυασµών και απαιτούν λιγότερο προσεκτικό 
χειρισµό. Έχουν όµως το µειονέκτηµα της µεγάλης διαφοράς από τις πραγµατικές 
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αποστάσεις γονιδίων και ρυθµιστικών στοιχείων στο ανθρώπινο χρωµόσωµα, σε 
αντίθεση µε τα PACs που πραγµατικά µιµούνται την κατάσταση του ανθρώπινου 
χρωµοσώµατος. Οι µικροενέσεις έγιναν σε πολύ χαµηλή συγκέντωση DNA για να 
είναι αυξηµένη η πιθανότητα δηµιουργίας ποντικών µε λίγα ή ένα αντίγραφο των 
κατασκευών. Eίναι γνωστό ότι ο αριθµός των αντιγράφων που ενέονται στον πυρήνα 
δεν είναι άµεσα συνδεδεµένος µε την επιτυχία της ενσωµάτωσης. Έχει παρατηρηθεί 
ότι όσο αυξάνεται το µέγεθος της ενεθείσας κατασκευής, τόσο µικρότερη 
συγκέντρωση ενεόµενου DNA απαιτείται. Σε µικρότερες κατασκευές η συγκέντρωση 
του ενεόµενου DNA πρέπει να είναι µεγαλύτερη για να επιτευχθεί το ίδιο ποσοστό 
ενσωµάτωσης (Strouboulis et al., 1992). 

Τα ποντίκια που προήλθαν από τις µικροενέσεις ελέγχθηκαν αρχικά µε 
χαρτογράφηση µε µεµονωµένους ανιχνευτές του συµπλέγµατος. Τα περισσότερα από 
αυτά έδωσαν γένεση στις διαγονιδιακές σειρές που αναλύθηκαν. Λίγα µόνο δεν 
µετέδωσαν το διαγονίδιο στους απογόνους. Σε ποντίκια των εδραιωµένων 
διαγονιδιακών σειρών έγινε πολύ λεπτοµερής χαρτογράφηση για να επιβεβαιωθεί η 
ακεραιότητα των κατασκευών και η έλλειψη ανασυνδυασµών. Μία από τις µεθόδους 
που επιλέχθηκαν για τη χαρτογράφηση ήταν και πάλι η µέθοδος των Strouboulis et 
al., 1992 κατά την οποία χρησιµοποιήθηκαν σαν ανιχνευτές τα κοσµίδια µε τους 
ενισχυτές HPFH ή το control κοσµίδιο (Strouboulis et al., 1992). 

Υπήρχαν µερικές περιπτώσεις αρχικών διαγονιδιακών ποντικών που 
προήλθαν από τις µικροενέσεις (founders) µε περισσότερες από µία ενθέσεις της 
κατασκευής. Οι ενθέσεις αυτές σε ορισµένες περιπτώσεις διαχωρίστηκαν µε τις 
διασταυρώσεις και έτσι δηµιουργήθηκαν περισσότερες από µία διαγονιδιακές σειρές 
από έναν αρχικό founder. 

Ο αριθµός των αντιγράφων των κατασκευών προσδιορίστηκε και οι σειρές µε 
πολλά αντίγραφα άρχισαν να διασταυρώνονται µε τις διαγονιδιακές σειρές cre. H 
δηµιουργία ποντικών µε ένα αντίγραφο της κατασκευής ήταν απαραίτητη έτσι ώστε 
να γίνει ανάλυση της έκφρασης του Αγ γονιδίου παρουσία ενός αντιγράφου του LCR. 
Το LCR προσφέρει έκφραση ερυθροειδική, υψηλού επιπέδου, εξαρτώµενη από τον 
αριθµό των αντιγράφων και ανεξάρτητη της θέσης ένθεσης σε ένα συνδεδεµένο 
διαγονίδιο (Grosveld et al., 1987). Επειδή το LCR είναι πολύ ισχυρό ρυθµιστικό 
στοιχείο έχει διαπιστωθεί ότι η ύπαρξή του σε πολλά αντίγραφα µπορεί να 
προκαλέσει έκφραση ενός συνδεδεµένου γονιδίου, όταν συνυπάρχει και µε θετικά 
φαινόµενα θέσεως (Dillon & Grosveld, 1991). Για να εξαλειφθεί το ενδεχόµενο αυτό, 
η τελική ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου έγινε σε σειρές µε ένα αντίγραφο των 
κατασκευών. Η διαγονιδιακή σειρά cagcre (Sakai & Miyazaki, 1997) αποδείχθηκε η 
πιο αποτελεσµατική και γρήγορη για τη δηµιουργία ποντικών µε ένα αντίγραφο της 
κατασκευής. Μετά από µία µόνο διασταύρωση µε τη σειρά αυτή δηµιουργήθηκαν 
ποντίκια µε ένα αντίγραφο σε µεγάλο ποσοστό (Katsantoni et al., υπό προετοιµασία). 
Σε αντίθεση, η διαγονιδιακή σειρά zp3cre (Lewandoski et al., 1997) αποδείχθηκε 
αναποτελεσµατική, διότι απαιτούνται τουλάχιστον δύο κύκλοι διασταύρωσης για να 
δηµιουργηθούν τα ποντίκια µε ένα αντίγραφο και διότι τα ποντίκια αυτά αποτελούν 
πολύ µικρή αναλογία µεταξύ των απογόνων. Επίσης µετά τις διασταυρώσεις µε τα 
ποντίκια zp3cre παρατηρήθηκε σε ορισµένες περιπτώσεις µερική εκτοµή κάποιων 
από τα αντίγραφα, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ποντικών µειωµένου αριθµού 
αντιγράφων, αλλά όχι µονού αντιγράφου της κατασκευής. 

Σε ποντίκια των εδραιωµένων διαγονιδιακών σειρών µε µονό αντίγραφο έγινε 
και πάλι πολύ λεπτοµερής χαρτογράφηση, για να επιβεβαιωθεί η ακεραιότητα των 
κατασκευών και η έλλειψη ανασυνδυασµών. Μία από τις µεθόδους που επιλέχθηκαν 
για τη χαρτογράφηση ήταν και πάλι η µέθοδος των Strouboulis et al., 1992, µε 
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ανιχνευτές τα κοσµίδια µε τους ενισχυτές HPFH ή το control κοσµίδιο (Strouboulis et 
al., 1992). Υπήρχαν περιπτώσεις που στη διαγονιδιακή σειρά πολλών αντιγράφων η 
κατασκευή φαινόταν άθικτη κατά τη χαρτογράφηση. Μετά από τις διασταυρώσεις 
όµως µε τα ποντίκια cre και επειδή το πρώτο ή το τελευταίο διαγονίδιο ήταν 
σπασµένο, δηµιουργήθηκαν διαγονιδιακές σειρές µε διαγονίδιο που δεν ήταν 
ακέραιο. Οι σειρές αυτές θανατώθηκαν και δεν χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση. 

Ανάλυση της έκφρασης του Αγ γονιδίου 
Η ανάλυση της έκφρασης του Αγ γονιδίου σε όλες τις διαγονιδιακές σειρές 

που δηµιουργήθηκαν (σειρές µε πολλά αντίγραφα και σειρές µε ένα αντίγραφο) έγινε 
στο ενήλικο στάδιο µε ανάλυση S1 νουκλεάσης. Μερικές από τις σειρές µε ένα 
αντίγραφο επιλέχθηκαν για να αναλυθούν και στα εµβρυϊκά αναπτυξιακά στάδια των 
12.5 και 16.5 ηµερών. Σε όλες τις περιπτώσεις της S1 ανάλυσης τα επίπεδα έκφρασης 
υπολογίστηκαν διορθώνοντας τα αποτελέσµατα και µε βάση τις ειδικές ενεργότητες 
των ανιχνευτών των επιµέρους γονιδίων και χρησιµοποιώντας πάντα και 3x control 
RNAs για να επιβεβαιωθεί η περίσσεια του ανιχνευτή. 

Μελετήθηκαν οι εξής διαγονιδιακές σειρές: 1. Ένδεκα διαγονιδιακές σειρές 
και δύο founders, που δεν µετέδωσαν το διαγονίδιο σε απογόνους, της control 
κατασκευής, στο ενήλικο στάδιο. Από αυτές τις σειρές τρεις µονού αντιγράφου 
επιλέχθηκαν για τη µελέτη της έκφρασης του γονιδίου στα εµβρυϊκά αναπτυξιακά 
στάδια. Μια διαγονιδιακή σειρά µε σπασµένο το διαγονίδιο δεν αναλύθηκε καθόλου. 
2. Στο ενήλικο στάδιο, τρεις διαγονιδικές σειρές της κατασκευής HPFH-6 και ένας 
founder που δεν µετέδωσε το διαγονίδιο στους απογόνους. Από αυτές τις σειρές δύο 
µονού αντιγράφου επιλέχθηκαν για τη µελέτη της έκφρασης του γονιδίου στα 
εµβρυϊκά αναπτυξιακά στάδια. Μία σειρά που είχε σπασµένο διαγονίδιο δεν 
µελετήθηκε καθόλου. 3. Μελετήθηκαν στο ενήλικο στάδιο τέσσερεις διαγονιδιακές 
σειρές της κατασκευής HPFH-3. Από αυτές τις σειρές δύο µονού αντιγράφου 
επιλέχθηκαν για τη µελέτη της έκφρασης του γονιδίου στα εµβρυϊκά αναπτυξιακά 
στάδια. ∆ύο σειρές µε σπασµένο διαγονίδιο δεν µελετήθηκαν καθόλου. 4. 
Μελετήθηκαν στο ενήλικο στάδιο εννέα διαγονιδικές σειρές της κατασκευής HPFH-
2. Από αυτές τις σειρές τέσσερεις µονού αντιγράφου επιλέχθηκαν για τη µελέτη της 
έκφρασης του γονιδίου στα εµβρυϊκά αναπτυξιακά στάδια. Ένας founder δεν µπόρεσε 
καθόλου να αναλυθεί, διότι πέθανε σε πολύ νεαρή ηλικία.  

Αρχικά έγινε η ανάλυση στο ενήλικο στάδιο όλων των διαγονιδιακών σειρών 
που προήλθαν από τις µικροενέσεις, οι περισσότερες εκ των οποίων είχαν πολλά 
αντίγραφα των κατασκευών (Katsantoni et al., 2000). Οι διαγονιδιακές σειρές της 
control κατασκευής παρουσίασαν σχεδόν µηδενική έκφραση του Αγ γονιδίου στο 
ενήλικο στάδιο, όπως αναµενόταν, αφού το γονίδιο αυτό είχε αποσιωπηθεί. Τα 
αποτελέσµατά µας ήταν σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των Dillon & Grosveld, 
1991, τα οποία είχαν δείξει ότι το Αγ γονίδιο αποσιωπάται αυτόνοµα στο ενήλικο 
στάδιο, προφανώς από ειδικούς παράγοντες που προσδένονται σε αλληλουχίες κοντά 
στο γονίδιο (Dillon & Grosveld, 1991). Εφόσον στην κατασκευή µας υπήρχαν τα 
στοιχεία Εnh και F, πιθανόν η αποσιώπηση του γονιδίου να γίνεται από παράγοντες 
που προσδένονται στα στοιχεία αυτά, πράγµα που επιβεβαιώνει τον αποσιωπητικό 
τους ρόλο. Πέντε διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής ΗPFH-2 (µε πολλά 
αντίγραφα, εκτός από µία) παρουσίασαν έκφραση 1-9.6% και οι υπόλοιπες σχεδόν 
µηδενική έκφραση. Από τις τέσσερεις διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-3 
µία (µε πολλά αντίγραφα) παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 2.2% και 
στις υπόλοιπες δεν παρατηρήθηκε έκφραση. Από τις τρεις διαγονιδιακές σειρές της 
κατασκευής HPFH-6 µία (µε ένα αντίγραφο της κατασκευής) παρουσίασε έκφραση 
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του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 1%. Στις υπόλοιπες διαγονιδιακές σειρές δεν 
παρατηρήθηκε έκφραση (Katsantoni et al., 2000, 2001). Η έκφραση των 
διαγονιδιακών σειρών µε πολλά αντίγραφα ήταν υψηλότερη από την έκφραση των 
αντίστοιχων σειρών µονού αντιγράφου, αλλά όχι ακριβώς ανάλογη των αντιγράφων, 
παρατήρηση που συµφωνεί µε τα δεδοµένα της βιβλιογραφίας. Κατασκευές που 
συνδέουν το β γονίδιο µε το LCR ή µε ανεξάρτητες υπερευαίσθητες θέσεις 
παρουσιάζουν έκφραση του β γονιδίου εξαρτώµενη από τον αριθµό των αντιγράφων 
της κατασκευής (Grosveld et al., 1987; Fraser et al., 1990), ενώ κατασκευές που 
συνδέουν το γ γονίδιο µε το LCR παρουσιάζουν έκφραση του γ γονιδίου ανεξάρτητη 
από τον αριθµό των αντιγράφων της κατασκευής (Lloyd et al., 1992; 
Stamatoyannopoulos et al., 1993). Φαίνεται ότι η ύπαρξη σε µία κατασκευή της 
περιοχής -382 µέχρι -730 του Αγ γονιδίου την κάνει ευαίσθητη σε ρύθµιση της 
έκφρασης του γονιδίου από τη γειτονική χρωµατίνη (Stamatoyannopoulos et al., 
1993). 

Οι διαφορές που παρατηρήθηκαν µεταξύ των σειρών της ίδιας κατασκευής 
οφείλονται προφανώς σε φαινόµενα θέσεως και φαίνεται ότι η ένθεση του 
διαγονιδίου έπαιζε πολύ σηµαντικό ρόλο. Έτσι πολλές φορές σε διαγονιδιακές σειρές 
µε περισσότερα αντίγραφα παρατηρήθηκε µικρότερη έκφραση απ’ ότι σε άλλες µε 
λιγότερα. 

Στη συνέχεια έγινε ανάλυση στο ενήλικο στάδιο των διαγονιδιακών σειρών µε 
ένα αντίγραφο των κατασκευών. Οι διαγονιδιακές σειρές της control κατασκευής 
παρουσίασαν µηδενική έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, όπως 
αναµενόταν, αφού το γονίδιο αυτό είχε αποσιωπηθεί. Από τις τέσσερεις διαγονιδιακές 
σειρές της κατασκευής HPFH-2 µία παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε 
ποσοστό 3%. Στις υπόλοιπες σειρές HPFH-2 δεν παρατηρήθηκε έκφραση του 
γονιδίου. Από τις τρείς διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-6 µία 
παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου σε ποσοστό 1% και στις υπόλοιπες δεν 
παρατηρήθηκε έκφραση. Οι δύο διαγονιδιακές σειρές HPFH-3 που αναλύθηκαν δεν 
παρουσίασαν έκφραση του γονιδίου στο ενήλικο στάδιο (Katsantoni et al., 2001). 

Σε µερικές από τις διαγονιδιακές σειρές µε ένα αντίγραφο έγινε και ανάλυση 
στα δύο αναπτυξιακά εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών. Το φαινόµενο της 
µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης και η αποσιώπηση του Αγ γονιδίου ήταν εµφανής σε 
όλες τις διαγονιδιακές γραµµές που αναλύθηκαν. Παρατηρήθηκαν διαφορές στα 
επίπεδα έκφρασης του Αγ γονιδίου µεταξύ των σειρών στα διάφορα αναπτυξιακά 
στάδια που προφανώς οφείλονται σε φαινόµενα θέσεως. Το Αγ γονίδιο είχε την 
υψηλότερη τιµή έκφρασης στο στάδιο των 12.5 ηµερών, στη συνέχεια η έκφραση 
µειώθηκε κατά πολύ στο στάδιο των 16.5 ηµερών και εκµηδενίστηκε εντελώς στο 
ενήλικο στάδιο, µε την εξαίρεση των σειρών ΗPFH-2C και ΗPFH-6A, που 
παρουσίασαν αυξηµένη έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο. Στις 
διαγονιδιακές σειρές HPFH-2C και HPFH-6Α, παρατηρήθηκε αυξηµένη κατά πολύ 
έκφραση του γονιδίου και στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών. Αυξηµένη 
έκφραση του γονιδίου στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών παρατηρήθηκε 
και στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-2F (Katsantoni et al., υπό προετοιµασία). 

Με στόχο την περαιτέρω διερεύνηση του ρόλου των ενισχυτών HPFH σε 
συνάρτηση της ένθεσης του διαγονιδίου στο γονιδίωµα του ποντικού και την εξήγηση 
των αποτελεσµάτων της S1 ανάλυσης, χαρτογραφήθηκαν οι ενθέσεις των διαγονιδίων 
µε FISH. Είναι γνωστό ότι σε περικεντροµεριδιακές και γενικότερα σε 
ετεροχρωµατινικές σειρές ο χρόνος που το LCR παραµένει χωρίς να αλληλεπιδρά µε 
κάποιο γονίδιο είναι µεγαλύτερος, πράγµα που υποδηλώνει ότι η ετεροχρωµατίνη 
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επηρεάζει την ενεργοποίηση του LCR οδηγώντας σε µία σηµαντική µείωση της 
έκφρασης των συνδεδεµένων γονιδίων (Grosveld et al., 1998). 

Στην περίπτωση της control κατασκευής ανεξάρτητα από την ένθεση του 
διαγονιδίου (σε ευχρωµατική ή ετεροχρωµατική περιοχή) παρατηρήθηκε αποσιώπηση 
του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο. Η χαµηλή έκφραση του γονιδίου στα στάδια των 
12.5 και 16.5 ηµερών στη διαγονιδιακή σειρά LCR-Aγ-C, δεν µπόρεσε να εξηγηθεί 
από την ένθεση του διαγονιδίου µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο. Αν 
λάβουµε υπ’ όψιν µας ότι και σε περιοχές µακριά από το κεντροµερίδιο και το 
τελοµερίδιο, που πιθανώς να είναι ευχρωµατικές, υπάρχουν αρνητικές ρυθµιστικές 
αλληλουχίες, η χαµηλή έκφραση αυτής της σειράς µπορεί να εξηγηθεί από την 
ενσωµάτωση της κατασκευής κοντά σε ένα ή περισσότερα αρνητικά ρυθµιστικά 
στοιχεία (Grosveld et al., 1998). 

Από τις τέσσερεις διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-2 η µία που 
παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο σε ποσοστό 3% (2C) είχε 
ένθεση της κατασκευής µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο. Οι σειρές 
που δεν εξέφραζαν το γονίδιο στο ενήλικο στάδιο είχαν η µία τελοµερική ένθεση 
(2A), η δεύτερη (2G) ένθεση προς το τελοµερίδιο και η τρίτη (2F) ένθεση µακριά από 
το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο. Η σειρά 2Α µε την τελοµερική ένθεση, όχι µόνο 
παρουσίασε µηδενική έκφραση του γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, αλλά και 
χαµηλότερη έκφραση του γονιδίου στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών, 
σε σύγκριση µε τις διαγονιδιακές σειρές της control κατασκευής. Οι διαγονιδιακές 
σειρές 2C και 2F παρουσίασαν αυξηµένη έκφραση του γονιδίου στα εµβρυϊκά στάδια 
των 12.5 και 16.5 ηµερών. Η σειρά 2G παρουσίασε πολύ χαµηλή έκφραση του 
γονιδίου στα στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών, που ίσως µπορεί να εξηγηθεί από την 
παρουσία του διαγονιδίου προς το τελοµερίδιο και πιθανώς κοντά σε ένα ή 
περισσότερα αρνητικά ρυθµιστικά στοιχεία. 

Και οι δύο διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-3 είχαν ένθεση 
µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο και παρά το γεγονός αυτό καµµία 
δεν παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο. Στις σειρές αυτές ήταν 
πολύ µειωµένη η έκφραση του γονιδίου και στα αναπτυξιακά στάδια των 12.5 και 
16.5 ηµερών. 

Από τις τρείς διαγονιδιακές σειρές της κατασκευής HPFH-6 η µία που 
παρουσίασε έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο σε ποσοστό 1% είχε ένθεση 
µακριά από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο (6Α) και οι άλλες δύο που δεν 
παρουσίασαν έκφραση είχαν τελοµερική και κεντροµερική ένθεση. Η σειρά 6Α 
παρουσίασε υψηλότερη έκφραση του γονιδίου και στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 
16.5 ηµερών. Αντίθετα η σειρά 6Β παρουσίασε χαµηλότερη έκφραση του γονιδίου 
στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών, σε σύγκριση µε τις διαγονιδιακές 
σειρές της control κατασκευής (Katsantoni et al., υπό προετοιµασία). 

Με τη ανάλυση FISH προσπαθήσαµε παράλληλα να δούµε το ποσοστό 
µωσαϊκότητας µερικών founders που δεν µετέδωσαν το διαγονίδιο στους απογόνους 
τους. Μετρήθηκε το ποσοστό των µεταφάσεων που εµφάνισαν θετικό σήµα. Ένας 
LCR-γ founder που δεν µετέδωσε το διαγονίδιο στους απογόνους του παρουσίασε 
θετικό σήµα στο 43% των µεταφάσεων. Ένας founder ΗPFH-6 που δεν µετέδωσε το 
διαγονίδιο στους απογόνους του παρουσίασε θετικό σήµα στο 35% των µεταφάσεων. 
Τα ποσοστά αυτά εξηγούν µερικώς τη µη µετάδοση του διαγονιδίου στους 
απογόνους. 

Συµπερασµατικά, οι ενισχυτές HPFH-2 και HPFH-6 δουλεύουν in vivo και 
εκφράζουν το εµβρυϊκό Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, όταν υποβοηθούνται από 
θετικά φαινόµενα θέσεως (ένθεση των κατασκευών µακριά από το κεντροµερίδιο 
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και το τελοµερίδιο, που ίσως να ταυτίζεται µε ευχρωµατική ένθεση). H παρουσία 
τους αυξάνει την έκφραση του Αγ γονιδίου και στο εµβρυϊκό και στο ενήλικο στάδιο 
(Katsantoni et al., 2001). Σε µία περίπτωση σειράς HPFH-2 (2F) µε ένθεση µακριά 
από το κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο δεν υπήρξε έκφραση του Αγ γονιδίου στο 
ενήλικο στάδιο, αλλά αυξηµένη έκφραση στα εµβρυϊκά στάδια των 12.5 και 16.5 
ηµερών. Ισχυρότερος βρέθηκε να είναι ο ενισχυτής HPFH-2. Παρουσία του ενισχυτή 
HPFH-3 in vivo δεν παρατηρήθηκε έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, άρα 
αυτός ο ενισχυτής δεν δούλεψε στις διαγονιδιακές σειρές που αναλύθηκαν. Πιθανόν η 
παρουσία του ενισχυτή HPFH-2 και HPFH-6 να ενισχύει τη δηµιουργία σχηµατισµού 
θηλιάς µεταξύ του LCR και του Αγ γονιδίου µέσω της πρόσδεσης διαφόρων 
παραγόντων (Katsantoni et al., υπό προετοιµασία) (Εικόνα 4.2). Παρουσία των 
ενισχυτών αυτών πιθανόν να σταθεροποιείται η αλληλεπίδραση µε το LCR (Εικόνα 
4.2) και να αλλάζει η στερεοδοµή της χρωµατίνης. Έτσι διευκολύνεται η πρόσδεση 
µεταγραφικών παραγόντων και εκφράζεται το Αγ γονίδιο στο ενήλικο στάδιο, ενώ 
φυσιολογικά θα έπρεπε να είχε αποσιωπηθεί (Εικόνα 4.2). Στα αναπτυξιακά στάδια 
των 12.5 και 16.5 ηµερών επίσης παρατηρείται µεγαλύτερη έκφραση από αυτή των 
control διαγονιδιακών σειρών. Στις ετεροχρωµατικές σειρές και κυρίως σε αυτές που 
βρίσκονται κοντά στο κεντροµερίδιο, το χρονικό διάστηµα κατά το οποίο το LCR δεν 
αλληλεπιδρά µε το διαγονίδιο είναι αυξηµένο, όπως προαναφέρθηκε. Η 
ετεροχρωµατίνη κατά κάποιο τρόπο εµποδίζει την ενεργοποίηση του LCR, 
οδηγώντας σε µείωση της έκφρασης του διαγονιδίου (Milot et al., 1996). Αυτό εξηγεί 
τη µειωµένη ή µηδενική έκφραση που παρατηρήθηκε στις ετεροχρωµατικές HPFH 
σειρές.  

Σύµφωνα µε τους Stamatoyannopoulos et al., 1993, η ύπαρξη της 
αλληλουχίας µεταξύ -382 και -730 του Αγ γονιδίου επιφέρει, όπως προαναφέρθηκε, 
ευαισθησία στο Αγ γονίδιο σε φαινόµενα θέσεως που ενεργοποιούν την έκφραση του 
διαγονιδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1993). Οι δικές µας κατασκευές 
παρουσίασαν µεγάλη ευαισθησία σε φαινόµενα θέσεως και άρα εξήγηση µπορεί να 
δoθεί από την παρουσία της αλληλουχίας µεταξύ -382 και -730 του Αγ γονιδίου. 

Στην περίπτωση των σειρών HPFH µε ετεροχρωµατική ένθεση (κεντροµερική 
ή τελοµερική) φαίνεται ότι η µειωµένη έκφραση µπορεί να εξηγηθεί από τη 
διείσδυση της ετεροχρωµατίνης στην περιοχή ένθεσης, πιθανώς όπως συµβαίνει και 
στην περίπτωση της PEV. Το στάδιο διαφοροποίησης των ερυθροποιητικών 
κυττάρων, καθώς και η φάση του κυτταρικού κύκλου στην οποία βρίσκονται είναι 
επίσης σηµαντικοί παράγοντες στον έλεγχο της αποσιώπησης ενός γονιδίου µέσω της 
ένθεσής του σε ετεροχρωµατίνη (Milot et al., 1996). Oι δύο αυτοί παράγοντες ίσως 
να παίζουν σηµαντικό ρόλο στη µεγάλη ποικιλοµορφία της έκφρασης του γ γονιδίου 
που παρατηρήθηκε στις HPFH και control διαγονιδιακές σειρές. 

Σχετική δυσκολία είχε παρατηρηθεί στη δηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
µε την κατασκευή ΗPFH-2. Είναι γνωστό ότι η ενσωµάτωση των κατασκευών µε 
ανθρώπινα γονίδια στο γονιδίωµα του ποντικού υφίσταται επιλογή, διότι οι 
κατασκευές αυτές έχουν υψηλά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων, που προκαλούν 
θνησιµότητα, ειδικά στην περίπτωση ενσωµάτωσης πολλών αντιγράφων (Hanscombe 
et al., 1989). Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την ύπαρξη θετικής επιλογής για τα 
διαγονιδιακά ποντίκια που δηµιουργούνται από τις µικροενέσεις, τα οποία έχουν 
µειωµένο αριθµό αντιγράφων ή ένθεση σε ετεροχρωµατική περιοχή, έτσι ώστε να 
υπάρχει µειωµένη έκφραση των γονιδίων. Αυτό ίσως να αποτελεί µία επιπλέον 
απόδειξη της ισχυρής δράσης του ενισχυτή HPFH-2 επί του εµβρυϊκού Αγ γονιδίου. 
Πιθανόν να απαιτήθηκε πολύ µεγαλύτερος αριθµός µικροενέσεων για την δηµιουργία 
των διαγονιδιακών σειρών HPFH-2 σε σύγκριση µε αυτόν των άλλων κατασκευών, 
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-

Εικόνα 4.2: Ρύθµιση της έκφρασης του Αγ γονιδίου in vivo παρουσία του LCR, 
των αποσιωπητών Enh, F και του ενισχυτή HPFH-2 ή -6. Σε περιοχή µακριά από το
κεντροµερίδιο και το τελοµερίδιο (δυνητική ευχρωµατική περιοχή) ο ενισχυτής έχει 
ισχυρή δράση στο γονίδιο αλληλεπιδρώντας µαζί του, αυξάνοντας την πρόσδεση
µεταγραφικών παραγόντων και τη σταθερή αλληλεπίδραση µε το LCR, στο 
εµβρυϊκό και στο ενήλικο στάδιο. Σε κεντροµερική ή τελοµερική περιοχή (δυνητική
ετεροχρωµατίνη), πιθανώς η θετική δράση του ενισχυτή ΗPFH επικαλύπτεται από 
τη δράση άλλων στοιχείων, όπως των Enh και F, και το γονίδιο αποσιωπάται 
φυσιολογικά στο ενήλικο στάδιο. Α: Ρύθµιση απουσία ενισχυτή. Β: Ρύθµιση 
παρουσία ενισχυτή.
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 διότι ίσως η υψηλή έκφραση του Αγ γονιδίου προκαλούσε θνησιµότητα των 
διαγονιδιακών εµβρύων.  
 Συµπερασµατικά, σύµφωνα µε τα ευρήµατά µας, µπορούµε να προτείνουµε 
ένα µηχανισµό ο οποίος στηρίζεται σε µία σταθερότερη αλληλεπίδραση του LCR και 
του γ γονιδίου παρουσία των ενισχυτών HPFH. Έτσι µπορεί να εξηγηθεί η 
υψηλότερη έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο και στα εµβρυϊκά στάδια που 
αναλύθηκαν. Πιθανώς παράγοντες που προσδένονται στους ενισχυτές HPFH 
διευκολύνουν την ισχυρή αλληλεπίδραση του LCR και του γ γονιδίου, έτσι ώστε 
αυτό να εκφράζεται σε µεγαλύτερο ποσοστό (Εικόνα 4.2). Στους ενισχυτές HPFH-2 
και ΗPFH-6 έχουν εντοπιστεί θέσεις πρόσδεσης NF-E2, AP-1, ΥΥ1 και GATA. Είναι 
γνωστό ότι οι NF-E2, AP-1 και GATA είναι ικανοί να συναθροίζουν τους παράγοντες 
που απαιτεί ο µεταγραφικός µηχανισµός (Fong & Emerson, 1992; Tuan et al., 1992) 
και ο ΥΥ1 µπορεί να ενεργοποιεί την έναρξη της µεταγραφής (Lee et al., 1993). 
Πιθανώς οι θέσεις αυτές των ενισχυτών να δρουν συνεργιστικά στην ύπαρξη των 
θέσεων του υποκινητή του γ γονιδίου στο εµβρυϊκό στάδιο, να ενεργοποιούν τη 
µεταγραφή και να έχουν σαν αποτέλεσµα την υψηλότερη έκφραση του γονιδίου στο 
στάδιο αυτό. Στο ενήλικο στάδιο οι θέσεις αυτές συναθροίζουν παράγοντες που 
απαιτεί ο µεταγραφικός µηχανισµός και συντείνουν στην έκφραση του εµβρυϊκού 
γονιδίου που υπό φυσιολογικές συνθήκες θα ήταν αποσιωπηµένο. Πιθανώς στην 
περιοχή των ενισχυτών ΗPFH να δηµιουργείται ένα µεταγραφικό σύµπλεγµα, το 
οποίο µετακινείται σε cis προς τον υποκινητή του γ γονιδίου και αρχίζει να 
µεταγράφει το γονίδιο. Μια άλλη εκδοχή είναι οι ενισχυτές ΗPFH να προσεγγίζουν 
τον υποκινητή µε την δηµιουργία ενός σχηµατισµού θηλιάς. Πιθανώς και ο χρόνος 
αλληλεπίδρασης του LCR µε το γονίδιο αυξάνεται ή και υπάρχει συνεχής 
αλληλεπίδραση. Η άλλη πιθανότητα είναι το LCR να µην αλληλεπιδρά απευθείας µε 
το γ γονίδιο, αλλά µέσω της αλληλεπίδρασής του µε cis ρυθµιστικά στοιχεία 
(ενισχυτές ΗPFH και αποσιωπητές Enh και F), που βρίσκονται κοντά στο γονίδιο, να 
διατηρεί µία ενεργή δοµή χρωµατίνης. Ίσως να δηµιουργείται σταθερότερη 
αλληλεπίδραση του LCR µε αυτά τα cis ρυθµιστικά στοιχεία και να εγκαθιδρύεται 
µια ενεργότερη δοµή χρωµατίνης που διευκολύνει περισσότερο την πρόσδεση 
πρωτεϊνικών παραγόντων και έχει σαν αποτέλεσµα τη µεγαλύτερη έκφραση του γ 
γονιδίου. ∆εν αποκλείεται οι ενισχυτές HPFH-2 και HPFH-6 να δρουν και ως θέσεις 
πρόσδεσης πρωτεϊνών που έχουν σχέση µε την ακετυλίωση των ιστονών ή την 
υποµεθυλίωση του DNA και που πιθανόν να ενεργοποιούν τη µεταγραφή του Αγ 
γονιδίου. 
 Το γεγονός ότι ολόκληρο το Aγ γονίδιο και το LCR απαιτούνται για την 
έκφραση του γονιδίου διαπιστώθηκε και από ανάλυση της έκφρασης διαγονιδιακών 
σειρών µε σπασµένα διαγονίδια είτε στην περιοχή του LCR, είτε στο 3’ άκρο του Αγ 
γονιδίου. Η ανάλυση αυτή έδειξε ότι το γονίδιο δεν εκφραζόταν σε καµµία από αυτές 
τις περιπτώσεις (τα αποτελέσµατα αυτά δεν παρουσιάστηκαν). 
 

Στους ΗPFH ετεροζυγώτες υπάρχει παγκυτταρική έκφραση του γ γονιδίου 
(Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). Με στόχο τον έλεγχο της διασποράς της 
έκφρασης του γ γονιδίου µεταξύ των κυττάρων στις διαγονιδιακές σειρές που 
δηµιουργήσαµε και τη σύγκριση µε το φαινότυπο των HPFH ετεροζυγωτών, έγινε 
RNA in situ υβριδισµός σε κύτταρα εµβρυϊκού ήπατος 16.5 ηµερών. Και στις δύο 
σειρές µε ένα αντίγραφο της κατασκευής (HPFH-2C και HPFH-6A) που 
παρουσίασαν έκφραση του Αγ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο και που αναλύθηκαν, η 
κατανοµή της έκφρασης βρέθηκε να είναι παγκυτταρική (Katsantoni et al., υπό 
προετοιµασία). Στη σειρά HPFH-2C τo γ γονίδιο βρέθηκε να εκφράζεται σε ~70% 
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των κυττάρων και στην HPFH-6Α σε 56% των κυττάρων. Τα ποσοστά αυτά 
θεωρούνται ότι αντιστοιχούν σε παγκυτταρική διασπορά. Άρα ο φαινότυπος HPFH 
στις δύο αυτές διαγονιδιακές σειρές οµοιάζει µε αυτόν των ΗPFH ετεροζυγωτών, ως 
προς τη διασπορά της έκφρασης του γ γονιδίου µεταξύ των κυττάρων. Ως προς τα 
επίπεδα έκφρασης του γ γονιδίου στις διαγονιδιακές αυτές σειρές έχουµε µικρότερη 
έκφραση από τις τιµές που απαντώνται στους HPFH ετεροζυγώτες. Άρα ο 
φαινότυπος των HPFH διαγονιδιακών µοντέλων που δηµιουργήσαµε οµοιάζει στους 
HPFH ετεροζυγώτες ως προς τη διασπορά της έκφρασης του γ γονιδίου µεταξύ των 
κυττάρων, αλλά όχι ως προς τα επίπεδα έκφρασής του (Katsantoni et al., υπό 
προετοιµασία). 

Για να διερευνήσουµε τη µεταγραφή του Αγ γονιδίου στις διαγονιδιακές 
σειρές HPFH-2C και HPFH-6A µετρήθηκε τι ποσοστό από τα γ εκφράζοντα κύτταρα 
του εµβρυϊκού ήπατος 16.5 ηµερών παρουσίαζε ιντρονικά σήµατα, τι ποσοστό 
παρουσίαζε εξονικά σήµατα και τι ποσοστό παρουσίαζε και ιντρονικά και εξονικά 
σήµατα. Ενώ το ποσοστό των γ εκφραζόντων κυττάρων ήταν µεγαλύτερο στην 
περίπτωση της διαγονιδιακής σειράς HPFH-2C, η σειρά αυτή παρουσίασε µικρότερο 
ποσοστό κυττάρων µε ιντρονικά σήµατα από τη διαγονιδιακή σειρά HPFH-6Α. Η 
µεταγραφική δραστηριότητα της διαγονιδιακής σειράς HPFH-6Α, µε βάση το 
ποσοστό των κυττάρων που παρουσίασαν ιντρονικό σήµα, ήταν περίπου τρεις φορές 
πιο έντονη από αυτή της σειράς HPFH-2C. Συµπερασµατικά η διαγονιδιακή σειρά 
HPFH-6Α παρά το γεγονός της χαµηλότερης έκφρασης του Αγ γονιδίου και του 
µικρότερου ποσοστού κυττάρων που εκφράζουν το γονίδιο, σε σύγκριση µε την 
HPFH-2C σειρά, παρουσιάζει εντονότερη µεταγραφή στα κύτταρα που εκφράζουν το 
γονίδιο. Σύµφωνα µε τους Milot et al., 1996, η αναλογία των κυττάρων µε εξονικά 
σήµατα αντικατοπτρίζει τα κύτταρα µε διαγονίδια που είναι ενεργά για µεγάλο 
χρονικό διάστηµα. H αναλογία των κυττάρων µε ιντρονικά σήµατα αντικατοπτρίζει 
τα κύτταρα µε διαγονίδια που είναι ενεργά για µία µόνο χρονική περίοδο του 
φυσιολογικού χρόνου (Milot et al., 1996). Άρα σύµφωνα µε αυτές τις παρατηρήσεις 
στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-6A υπάρχουν περισσότερα κύτταρα ενεργά για µία 
µόνο χρονική περίοδο του φυσιολογικού χρόνου από ότι στην HPFH-2C. Αυτό 
µπορεί να εξηγήσει και την χαµηλότερη έκφραση που παρατηρείται στην 
διαγονιδιακή σειρά HPFH-6A. Μπορεί δηλαδή στη διαγονιδιακή σειρά HPFH-6A να 
υπάρχουν περισσότερα κύτταρα που είναι ενεργά για µία µόνο χρονική περίοδο του 
φυσιολογικού χρόνου, αλλά επειδή ο χρόνος αυτός είναι περιορισµένος, η συνολική 
έκφραση του γ γονιδίου είναι µικρότερη από αυτή της σειράς HPFH-2C. Η άλλη 
βέβαια πιθανότητα είναι οι διαφορές αυτές να οφείλονται σε µικρή διαφορά στο 
αναπτυξιακό στάδιο των εµβρύων που αναλύθηκαν, δεδοµένης της αδυναµίας 
υπολογισµού του ακριβούς σταδίου των εµβρύων χρησιµοποιώντας σαν ενδογενές 
γονίδιο ποντικού το βmaj. Αυτό βέβαια αποτελεί πολύ µικρή πιθανότητα λόγω της 
έλλειψης φαινοτυπικών διαφορών µεταξύ των εµβρύων. 

Οι Arcasoy et al., 1997, είχαν µελετήσει τον φαινότυπο HPFH σε 
διαγονιδιακά ποντίκια που έφεραν ως διαγονίδιο 25 kb γενωµικής αλληλουχίας που 
προσπαθούσε να µιµηθεί τη δοµή του β συµπλέγµατος στην περίπτωση της HPFH-2. 
Ποντίκια που έφεραν το διαγονίδιο HPFH-2, απουσία του LCR, παρουσίασαν µία 
καθυστέρηση στην αποσιώπηση του γ γονιδίου κατά το εµβρυϊκό στάδιο, αλλά δεν 
παρουσίασαν έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο (Arcasoy et al., 1997). 
Αντίθετα ποντίκια που έφεραν το διαγονίδιο HPFH-2 παρουσία του LCR 
παρουσίασαν έκφραση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, η οποία ήταν συνδεδεµένη 
και µε τη δηµιουργία µίας υπερευαίσθητης θέσης σε DNase Ι στην περιοχή 3’ της 
έλλειψης ΗPFH-2. Φυσιολογική αποσιώπηση του γ γονιδίου στο ενήλικο στάδιο 
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παρατηρήθηκε στην περίπτωση των control κατασκευών LCRGγ Αγ και LCRGγΑγψβ 
(Arcasoy et al., 1997). H µελέτη των Arcasoy et al., 1997, παρουσιάζει πολλές 
οµοιότητες, αλλά και διαφορές µε τη δική µας. Οι Arcasoy et al., 1997, 
χρησιµοποίησαν ένα γενωµικό τµήµα 13 kb που συµπεριελάµβανε τα Gγ και Αγ 
γονίδια, ενώ εµείς ένα γενωµικό τµήµα 5.6 kb που συµπεριελάµβανε µόνο το Αγ 
γονίδιο. Στη µελέτη τους είχαν το πλεονέκτηµα της δυνατότητας διερεύνησης της 
επίδρασης της περιοχής 3’ της ΗPFH-2 στην έκφραση και των δύο γονιδίων, ενώ 
εµείς είχαµε επιλέξει να µελετήσουµε την επίδραση των ενισχυτών HPFH µόνο στην 
έκφραση του Αγ γονιδίου. Είχαν χρησιµοποιήσει ένα µικρό LCR 4.7 kb που 
µειονεκτεί σε σύγκριση µε τη δική µας κατασκευή που συµπεριλαµβάνει το 
πραγµατικό LCR 22 kb, διότι απέχει πολύ από την πραγµατικότητα του ανθρώπινου 
χρωµοσώµατος. Στην περίπτωση των GγΑγHPFH-2 (απουσία του LCR) κατασκευών 
αν και δεν παρατήρησαν έκφραση στο ενήλικο στάδιο, αφού εντοπίστηκαν διαφορές 
στην έκφραση των γονιδίων στα εµβρυϊκά αναπτυξιακά στάδια, υποδηλώνεται ότι οι 
αλληλουχίες 3’ της HPFH-2 µπορούν να τροποποιούν την αναπτυξιακή έκφραση των 
γ γονιδίων (Arcasoy et al., 1997). Η ανάλυσή τους µειονεκτεί σε σύγκριση µε τη δική 
µας, διότι δεν υπήρχε θέση loxP στις κατασκευές τους και έτσι δεν έγινε σε ποντίκια 
µε ένα αντίγραφο της κατασκευής. Οι σειρές που ανέλυσαν είχαν πολλά αντίγραφα 
και δεν αποκλείεται οι τιµές της έκφρασης του Αγ γονιδίου να ήταν αρκετά µειωµένες 
σε ποντίκια µε ένα αντίγραφο και πιθανότατα συγκρίσιµες µε τις δικές µας. Επίσης, 
δεν µελέτησαν καθόλου την έκφραση που παρατήρησαν σε συνδυασµό µε τη θέση 
ένθεσης στο γονιδίωµα του ποντικού και σε γενικές γραµµές δεν παρατήρησαν τόση 
ποικιλοµορφία στα επίπεδα έκφρασης, όση παρατηρήσαµε εµείς. Ο αριθµός των 
σειρών που αναλύσαµε εµείς ήταν πολύ µεγαλύτερος από αυτόν των Arcasoy et al., 
1997, πράγµα που εν µέρει δικαιολογεί τη µεγάλη ποικιλοµορφία που παρατηρήσαµε. 
Οι Arcasoy et al., 1997, σε αντίθεση µε µας, έκαναν ανάλυση της αιµοσφαιρίνης και 
των αλυσίδων που παράγονται µε ισοηλεκτρική εστίαση, καθώς και αιµατολογικών 
παραµέτρων (Arcasoy et al., 1997). Εµείς παρατηρήσαµε στις διαγονιδιακές σειρές 
HPFH που εξέφραζαν το γονίδιο στο ενήλικο στάδιο αυξηµένη έκφραση του γονιδίου 
και στα στάδια των 12.5 και 16.5 ηµερών, ενώ αντίθετα οι Arcasoy et al., 1997, δεν 
παρατήρησαν αύξηση στα εµβρυϊκά στάδια. Παρατήρησαν επίσης µία προτιµητέα 
έκφραση του Αγ γονιδίου σε σύγκριση µε το Gγ γονίδιο, η οποία επιβεβαιώθηκε µε 
HPLC, ενώ παράλληλα µε αντίδραση sequencing αποκλείστηκε η πιθανότητα της 
προτιµητέας αυτής έκφρασης λόγω µεταλλαγής στους υποκινητές των γονιδίων 
(Arcasoy et al., 1997). Η προτιµητέα έκφραση του Αγ γονιδίου σε σύγκριση µε το Gγ 
έχει παρατηρηθεί και σε ετεροζυγώτες µε HPFH-2 (Kutlar et al., 1984). Η κατανοµή 
της έκφρασης του γ γονιδίου στις διαγονιδιακές σειρές των Arcasoy et al., 1997, 
µελετήθηκε χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό αντίσωµα αντι-γ αλυσίδας και 
παρατηρήθηκαν 39-86% θετικά κύτταρα (Arcasoy et al., 1997). Σε αντίθεση, στη 
δική µας µελέτη χρησιµοποιήσαµε RNA in situ υβριδισµό και τα ποσοστά θετικών 
κυττάρων ήταν 55-70%. 

 
Οι κοσµιδιακές κατασκευές που χρησιµοποιήσαµε έδωσαν πληροφορίες για 

το ρόλο των ενισχυτών HPFH σε διαγονιδιακά ποντίκια. Τα πειράµατα αυτά ανοίγουν 
δρόµο για µελλοντικά πειράµατα σε PACs ή σε άλλου είδους µεγαλύτερες 
κατασκευές, οι οποίες προσφέρουν το πλεονέκτηµα µελέτης της ρύθµισης των 
γονιδίων παρουσία όλων των ρυθµιστικών στοιχείων του συµπλέγµατος και οι οποίες 
επηρεάζονται σε µικρότερο ποσοστό από φαινόµενα θέσεως. Οι µελέτες αυτές θα 
διαλευκάνουν περαιτέρω το ρόλο των ενισχυτών HPFH. Η ύπαρξη του συστήµατος 
του οµόλογου ανασυνδυασµού στα κύτταρα E.coli DH10B (Imam et al., 2000) 
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ανοίγει νέους ορίζοντες για τη δηµιουργία ελλείψεων HPFH σε διαγονιδιακά 
ποντίκια, έτσι ώστε να διερευνηθεί περαιτέρω η µοριακή βάση των ασθενειών αυτών.  

Οι ήδη υπάρχουσες διαγονιδιακές σειρές µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε 
ελέγχους φαρµακευτικών ουσιών που είναι δυνητικοί ενεργοποιητές των εµβρυϊκών γ 
γονιδίων. Στις σειρές επίσης αυτές θα επακολουθήσουν πειράµατα υπερευαισθησίας 
σε DNase Ι για να αρχίσουν χρωµατινικές µελέτες παρουσία των ενισχυτών. Επίσης 
πειράµατα που διερευνούν την υποµεθυλίωση της περιοχής ίσως να ακολουθήσουν, 
αφού είναι γνωστό ότι υποµεθυλίωση και ύπαρξη υπερευαίσθητων θέσεων σε DNase 
Ι είναι συνδεδεµένες µε τη γονιδιακή έκφραση. 

Μελλοντικά πειράµατα µε αντίστοιχες κατασκευές, στις οποίες οι ενισχυτές 
HPFH θα µπορούν να αφαιρούνται µε θέσεις loxP ή frt, θα διερευνήσουν το ρόλο 
αυτών των στοιχείων ανεξάρτητα από την ένθεση στο γονιδίωµα του ποντικού. Η 
σύγκριση δηλαδή της έκφρασης του συνδεδεµένου γονιδίου παρουσία και απουσία 
του ενισχυτή στην ίδια θέση ένθεσης θα διαλευκάνει περαιτέρω το ρόλο των 
ενισχυτών HPFH. 

Για τον ενισχυτή HPFH-2, ο οποίος αποδείχθηκε ο πιο ισχυρός, θα 
επακολουθήσουν πειράµατα για να µελετηθεί in vitro η πρόσδεση µεταγραφικών 
παραγόντων, όπως mobility shift assays κ.τ.λ.  

Ο ενισχυτής HPFH-2 και ίσως και ο HPFH-6 θα µπορέσουν να 
χρησιµοποιηθούν σε φορείς γονιδιακής θεραπείας για την αύξηση της έκφρασης 
µεταφερόµενων θεραπευτικών γονιδίων. ∆εδοµένου ότι ακόµα και µικρή παραγωγή 
εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης, της τάξεως του 3-5%, έχει ευεργετικό αποτέλεσµα σε 
ασθενείς, η χρησιµοποίηση των ενισχυτών αυτών µπορεί να αποδειχθεί σηµαντική. 
Ήδη σε συνεργασία µε το εργαστήριο του ∆ρ. Σταµατογιαννόπουλου, ελέγχεται από 
το Μιχάλη Φράγκο η δυνατότητα της χρησιµοποίησης του ενισχυτή HPFH-2 σε 
φορείς γονιδιακής θεραπείας για τη µεταφορά του θεραπευτικού Αγ γονιδίου. 

Επίλογος 
Ο στόχος της διατριβής αυτής ήταν η µελέτη cis ρυθµιστικών στοιχείων του 

συµπλέγµατος των β γονιδίων της σφαιρίνης µε in vitro και in vivo λειτουργικές 
µελέτες. Η ανάλυση ολοκληρώθηκε in vitro και in vivo. Στα πλαίσια του γενικότερου 
στόχου της ερευνητικής µας οµάδας για την επανενεργοποίηση των γ γονιδίων, η 
οποία είναι ο δρόµος που µας έχει διδάξει η φύση για τη θεραπεία των δβ 
θαλασσαιµιών και της δρεπανοκυτταρικής αναιµίας, µε τη διατριβή αυτή 
διερευνήθηκε και επιβεβαιώθηκε ο ρόλος των ενισχυτών ΗPFH-2, HPFH-6 in vivo, οι 
οποίοι θα µπορέσουν να χρησιµοποιηθούν σε φορείς γονιδιακής θεραπείας για να 
εκφράσουν θεραπευτικά γονίδια. Επίσης η διερεύνηση του ρόλου των στοιχείων Enh 
και F in vivo και η αυξηµένη έκφραση του γ γονιδίου που παρατηρήθηκε στο πρώιµο 
εµβρυϊκό στάδιο µε την αφαίρεσή τους µε οµόλογο ανασυνδυασµό, ανοίγει νέους 
ορίζοντες για την ενεργοποίηση των γ γονιδίων µετά από στοχευµένη αφαίρεση 
αυτών και άλλων ρυθµιστικών αποσιωπητικών στοιχείων από το σύµπλεγµα των β 
γονιδίων των σφαιρινών.  
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