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Περίληψη 
 

 Το σύµπλεγµα των γονιδίων της β-σφαιρίνης του ανθρώπου µε τους σύνθετους µηχανισµούς που 
ελέγχουν το φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης, εξακολουθεί να αποτελεί ιδεώδες πειραµατικό 
σύστηµα για τη µελέτη του ελέγχου της γονιδιακής δραστηριότητας κατά την διάρκεια της οντογένεσης και 
της ερυθροποιητικής διαφοροποίησης. Eνα σηµαντικό και πολύτιµο στοιχείο στην µελέτη του φαινοµένου 
της µεταστροφής, είναι οι πολυάριθµες µεταλλάξεις από ποικίλα ελλείµµατα του συµπλέγµατος που οδηγούν 
στην εµφάνιση συγκεκριµένων κλινικών συνδρόµων που συνοδεύονται από την αυξηµένη και συνεχή 
παραγωγή εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης στην ενήλικο ζωή. Mελέτες από τα προκύπτοντα δύο διάκριτα 
σύνδροµα, ήτοι τη δβ-θαλασσαιµία και την κληρονοµική παραµονή της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης (hereditary 
persistence of fetal hemoglobin ή HPFH) έχουν εντοπίσει στο σύµπλεγµα διάφορες cis-ρυθµιστικές 
αλληλουχίες που τροποποιούν την έκφραση των επιµέρους γονιδίων της σφαιρίνης. H ανακάλυψη αυτών των 
cis αλληλουχιών έχει βοηθήσει στην κατανόηση ορισµένων φαινοµένων της γονιδιακής έκφρασης και της 
µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης.  

Σκοπός της παρούσας ∆ιατριβής ήταν να ελεγχθούν πειραµατικά οι σηµερινές δύο υποθέσεις που 
έχουν διατυπωθεί για να εξηγήσουν τους  φαινοτύπους της δβ-θαλασσαιµίας και  της HPFH (δηλ. της 
διαµετάθεσεις ενισχυτών ή/και της αφαίρεσης αποσιωπητών), µέσω της ανίχνευσης νέων cis-ρυθµιστικών  
αλληλουχιών στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης που τροποποιούν την έκφραση των γ-γονιδίων σε αυτές τις 
µεταλλάξεις και ενδεχοµένως συµµετέχουν στο φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης. Οι µελέτες 
είχαν ως αποτέλεσµα την ανακάλυψη µιας σειράς νέων στοιχείων ενισχυτών και αποσιωπητών. 
Ανιχνεύτηκαν δύο νέοι ενισχυτές 3′ των ελλειµάτων της HPFH-3 και HPFH-6, καθώς και τέσσερις 
αποσιωπητές, δύο 3′ του Αγ-γονιδίου και δύο 5′ του δ-γονιδίου.  

Στο πρώτο µέρος της ∆ιατριβής διερευνήθηκε η αξία της υπόθεσης ότι η αύξηση στην έκφραση των γ-
γονιδίων οφείλεται στη διαµετάθεση ενισχυτών από το 3′ άκρο του συµπλέγµατος  σε γειτνίαση µε τα γ-
γονίδια. Για τον σκοπό αυτό, αρχικά µελετήθηκε in vivo  το γεφυρικό τµήµα της µετάλλαξης HPFH-3 που 
αποτελείται από το εµβρυϊκό Αγ-γονίδιο και περίπου 6.2 kb αλληλουχιών από το 3′ άκρο του συµπλέγµατος.  
∆ύο ποντίκια παρουσίασαν παρατεταµένη έκφραση του Αγ-γονίδιου τόσο στον λεκιθικό ασκό όσο και στο 
εµβρυϊκό ήπαρ. Η έκφραση αυτή ευρίσκεται σε αντίθεση µε το πρότυπο έκφρασης των Αγ-γονιδίων όταν 
εισάγονται χωρίς επιπρόσθετες αλληλουχίες και εκφράζονται µόνο στην πρώϊµο εµβρυϊκή ζωή. Με 
εκτεταµένες λειτουργικές δοκιµασίες CAT τόσο σε ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562 όσο σε µη-
ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa εντοπίσαµε τον ενισχυτή σε τµήµα µήκους 0.7 kb αµέσως µετά το 3′ σηµείο 
αποκοπής της HPFH-3. Ο ενισχυτής της HPFH-3 ελέγχθηκε περαιτέρω για την οντογενετική του εξειδίκευση 
σε υποκινητές ετερόλογων γονιδίων της σφαιρίνης (ε, δ και β) καθώς και στον µη-ετερόλογο υποκινητή της 
διϋδροφυλικής αφυδρογονάσης (DHFR). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η δράση του ενισχυτή της HPFH-3 
περιορίζεται κυρίως στον υποκινητή του όψιµου εµβρυϊκού γονιδίου. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής 
του ενισχυτή έδειξε ότι περιέχει ένα σύµπλεγµα από επαναληπτικές αλληλουχίες που παριστά µέρος µιας 
µακράς τελικής επαναληπτικής αλληλουχίας (LTR) ενός ενδογενούς ρετροϊού της οικογένειας ERV-9, που 
παρουσιάζει οµολογία µε ένα δεύτερο στοιχείο ERV-9 µε παρόµοια δράση ενισχυτού και εντοπίζεται  5′ της 
περιοχής LCR. Η αντίστοιχη περιοχή ERV-9 είναι παρούσα και στο DNA του γίββονα, του ουραγκουτάγκου 
και του γορίλλα. Η δοµική ανάλυση επεκτάθηκε περαιτέρω κατά 5,337 bp ολοκληρώνοντας έτσι την 
ανάλυση της διαµετατιθέµενης περιοχής των 6,261 bp που είχε ελεγχθεί λειτουργικά. Η ανάλυση της 
περιοχής εντόπισε πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης για διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες, 
πολλαπλά ανοικτά µεταγραφικά πλαίσια (ORFs) καθώς και  µία νέα αλληλουχία τύπου Mammalian apparent 
LTR-Retrotransposons (MaLRs) η οποία εµφανίζει δοµικές οµοιότητες προς τους ενδογενείς ρετροϊούς.  

Στην συνέχεια µελετήθηκαν δοµικά και λειτουργικά άλλες δύο µεταλλάξεις, η HPFH-4 και  η 
Γερµανική (Αγδβ)ο θαλασσαιµία. Οι µεταλλάξεις αυτές είναι συγκρίσιµες τόσο στα σηµεία αποκοπής όσο 
και στο µέγεθος τους εν σχέσει µε την HPFH-3. Με λειτουργικές δοκιµασίες τόσο σε Κ562 όσο και σε HeLa 
κύτταρα, αποκλείστηκε η παρουσία ενός νέου ενισχυτή στην διαµετατιθέµενη περιοχή 2,255 bp που 



βρίσκεται ανοδικά του 3′ σηµείου αποκοπής του ελλείµµατος της HPFH-3. Τα ανωτέρω αποτελέσµατα 
τεκµηριώνουν ότι η ενεργοποίηση των εµβρυϊκών γ-γονιδίων στις τρεις συγκρίσιµες µεταλλάξεις, 
δηµιουργείται από ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ενισχυτή της HPFH-3.  Περαιτέρω, µε 
κυτταρικά υβρίδια MEL µελετήθηκαν in vivo οι µηχανισµοί που οδηγούν στην ενεργοποίηση των εµβρυϊκών 
γονιδίων cis των ελλειµµάτων αυτών in vivo. Υβρίδια µε το έλλειµµα της Γερµανικής (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας 
x MEL εξέφρασαν γ-σφαιρίνη κατανεµηµένη σε 2-3% των κυττάρων, αποτέλεσµα που ευρίσκεται σε 
αντίθεση µε προηγούµενη µας µελέτη όπου στα κυτταρικά υβρίδια HPFH-1 και HPFH-2 x MEL η κατανοµή 
της γ-σφαιρίνης ήταν πανκυτταρική. Η διαφορά που παρατηρείται στην έκφραση των γ-γονιδίων στα δύο 
σύνδροµα, οφείλεται όπως πρόσφατα αποδείξαµε, στην παρουσία ενός δεύτερου νέου µεταγραφικού 
ενισχυτή  3′ του ελλείµµατος της HPFH-2, καθώς και στην διαφορά ισχύος µεταξύ των δύο 
διαµετατιθέµενων ενισχυτών (HPFH-1 έναντι HPFH-3). 

 Στη συνέχεια ελέγξαµε λειτουργικά την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή σε άλλες δύο   µεταλλάξεις, την 
Ολλανδική (β)ο  και την Ισπανική  (δβ)ο θαλασσαιµία. Λειτουργικές δοκιµασίες CAT σε κύτταρα Κ562 και 
κύτταρα HeLa απέκλεισαν την παρουσία ενισχυτή στις διαµετατιθέµενες περιοχές τους. Εποµένως, η 
ενεργοποίηση των γ-γονιδίων σε αυτές τις µεταλλάξεις θα πρέπει να δηµιουργείται µέσω  άλλου µηχανισµού. 
∆εδοµένου ότι η διαµετατιθέµενη περιοχή της Ισπανικής  (δβ)ο θαλασσαιµίας επεκτείνεται πέρα από το 3′ 
άκρο των περισσότερων µεταλλάξεων, προχωρήσαµε στην δοµική της ανάλυση. Η ανάλυση της αλληλουχίας 
µήκους 3,077 bp, έδειξε ότι η περιοχή περιέχει κυρίως πολλαπλές επαναλληπτικές αλληλουχίες των 
οικογενειών LINE 1 και Alu. 

 Συγχρόνως ελέγξαµε λειτουργικά την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή σε άλλες δύο συγκρίσιµες  
µεταλλάξεις, την Κινεζική  και την  Ταϋλανδική (Αγδβ)ο θαλασσαιµία.  Τα αποτελέσµατα µας µετά από 
διαµόλυνση σε κύτταρα Κ562, έδειξαν ότι ένα τµήµα αµέσως µετά από το σηµείο αποκοπής της 
Ταϋλανδικής (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας, βρέθηκε να ενισχύει την δραστικότητα της CAT κατά 5-6 φορές. 
Σηµαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η αφαίρεση του ενισχυτή στη περίπτωση της Κινεζικής 
(Αγδβ)ο θαλασσαιµίας, οδηγεί σε φαινότυπο (δβ)ο θαλασσαιµίας, ενώ η διατήρηση του στην Ταϋλανδική 
(Αγδβ)ο θαλασσαιµία οδηγεί σε φαινότυπο HPFH. Με βάση τα ανωτέρω, προτείναµε η Ταϋλανδική (Αγδβ)ο 
θαλασσαιµία να µετονοµασθεί σε HPFH-6. Στη συνέχεια, ο ενισχυτής HPFH-6 ελέγχθηκε για την 
οντογενετική του εξειδίκευση σε υποκινητές ετερόλογων γονιδίων της σφαιρίνης (ε, δ και β) καθώς και στον 
µη-ετερόλογο υποκινητή της DHFR. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η δράση του ενισχυτή της HPFH-6 
περιορίζεται  στον υποκινητή του όψιµου εµβρυϊκού γονιδίου. Η δοµική ανάλυση του ενισχυτού, συνολικού 
µήκους 1,476 bp απεκάλυψε την ύπαρξη πολλαπλών θέσεων αναγνώρισης για διάφορους µεταγραφικούς 
παράγοντες. Μία σειρά προοδευτικών µεταλλάξεων-ελλειµµάτων του ενισχυτή, έδειξαν σε κύτταρα Κ562 
ότι µειώνουν σηµαντικά την δραστικότητα του, γεγονός που υποδηλώνει τη συνεργιστική δράση και 
αλληλεπίδραση των επί µέρους παραγόντων για την πλήρη δραστικότητα του ενισχυτή. Η δοµική ανάλυση 
επεκτάθηκε καθοδικά έως και µετά το σηµείο αποκοπής της Κινεζικής (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας. Η ανάλυση, 
συνολικής έκτασης 3,157 bp, έδειξε ότι το 3′ άκρο αποκοπής της HPFH-6 εντοπίζεται  2,809 bp ανοδικά από 
το 3′ άκρο της Κινεζικής (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας. Ακολούθησε επεξεργασία της αλληλουχίας του ενισχυτή  
και εντοπίστηκε ένα ORF 230 αµινοξέων που αποτελεί µέρος ενός γονιδίου που κωδικοποιεί για υποδοχέα 
του οσφρητικού βολβού (olfactory receptor ή OR). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι άλλο ένα  
παρόµοιο γονίδιο µε 37% οµολογία σε επίπεδο αµινοξέων, εντοπίζεται εντός του ενισχυτή 3′ της HPFH-1, 
ενώ αλλά τρία OR γονίδια εντοπίζονται στην 5′ περιοχή της LCR ο ρόλος τον οποίων ακόµα δεν έχει 
διευκρινιστεί. Η έκφραση του HPFH-6 OR γονιδίου (OR-6H) αναλύθηκε µε την αντίστροφη µεταγραφή του 
mRNA, όπου βρέθηκε ότι εκφράζεται σε διάφορες αιµοποιητικές σειρές (Κ562, MEL και HL60). Αρνητική 
ήταν η ανάλυση κατά Northern λόγω των χαµηλών επιπέδων της έκφρασης.  Ακολούθως, ελέγχθηκε µε PCR, 
µία cDNA βιβλιοθήκη από  ανθρώπινο ιστό οσφρητικού βολβού, όπου όµως δεν προέκυψε κανένα προϊόν 
PCR, υποδηλώντας ότι το OR-6H είτε δεν εκφράζεται σε αυτή την βιβλιοθήκη, είτε ότι αντιπροσωπεύει µια 
υποκατηγορία OR γονιδίων που εκφράζονται ειδικά στίς ανωτέρω κυτταρικές σειρές. 

 Στο δεύτερο µέρος της ∆ιατριβής, διερευνήθηκε η αξία της δεύτερης υπόθεσης για την δηµιουργία 
των φαινοτύπων δβ-θαλασσαιµίας και HPFH που αφορά την αφαίρεση λόγω   ελλείµατος, αρνητικών cis-
ρυθµιστικών αλληλουχιών ή αποσιωπητών που εδράζονται µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων. Εκτεταµένες 
λειτουργικές δοκιµασίες CAT και λουσιφεράσης στην περιοχή 13.4 kb µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων, 



απεκάλυψαν  την παρουσία τεσσάρων τµηµάτων µε ιδιότητες αποσιωπητού. Η δραστικότητα των 
πλασµιδίων που περιείχαν τις περιοχές αυτές ήταν κατά 30-40% χαµηλότερη του πλασµιδίου αναφοράς. ∆ύο 
τµήµατα (Enh και F) εντοπίσθηκαν 0.4 kb και 1.6 kb από το  3′ άκρο του Αγ-γονιδίου, αντίστοιχα, ενώ δύο 
άλλα τµήµατα (Ο και Ρ) εντοπίσθηκαν 2.3 και 0.7 kb 5′ του δ-γονιδίου, αντίστοιχα. Τα αποτελέσµατα αυτά 
είναι συµβατά  µε τα δεδοµένα σε διαγονιδιακά ποντίκια τα οποία έδειξαν αυτόνοµη καταστολή των γ-
γονιδίων αµέσως µετά την γέννηση σε κατασκευές DNA που περιείχαν τις αλληλουχίες  Enh και F. 
Περαιτέρω µελετήσαµε τους παράγοντες που συνδέονται µε τον αποσιωπητή F. Η ανάλυση έδειξε ότι το 
τµήµα F µήκος 364 bp συνδέεται σε έξι θέσεις µε τον παράγοντα ΥΥ1 µε διαφορετική ισχύ. Στην συνέχεια 
δηµιουργήθηκε µία σειρά από µεταλλάξεις στις τρεις ισχυρές θέσεις σύνδεσης (26, 108 και 311) του 
παράγοντα ΥΥ1. Λειτουργικές δοκιµασίες λουσιφεράσης έδειξαν ότι µόνο η µετάλλαξη στην ΥΥ1 θέση 108 
αναστέλλει τη δράση του αποσιωπητή, γεγονός που υποδηλώνει ότι αποτελεί σηµαντική παράµετρο για τη 
δράση του.  

 Στην τελευταία µελέτη διερευνήθηκε περαιτέρω ο ρόλος των αποσιωπητών Ο και Ρ στη δηµιουργία 
του φαινοτύπου δύο συγκρίσιµων µεταλλάξεων, της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµία και της Ιταλικής 
HPFH-5. Τα γεφυρικά τµήµατα των δύο µεταλλάξεων καθώς και µία σειρά αλληλοκαλυπτοµένων τµηµάτων 
από τις περιοχές των σηµείων αποκοπής ελέγχθηκαν µε δοκιµασίες CAT τόσο σε κύτταρα Κ562 όσο και σε 
κύτταρα COS-7. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι το γεφυρικό τµήµα της HPFH-5, που περιλαµβάνει ένα µικρό 
τµήµα του κολοβωµένου αποσιωπητού Ο σε σύντηξη µε ένα σχεδόν άθικτο τµήµα του ενισχυτού που 
βρίσκεται  3′ του β-γονιδίου, αύξησε την δραστικότητα CAT κατά 4-5 φορές. Αντίθετα, το συγκρίσιµο 
γεφυρικό τµήµα της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας, που περιέχει ένα άθικτο τµήµα του αποσιωπητού Ο 
σε σύντηξη µε ένα άθικτο τµήµα του ενισχυτού  3′ του β-γονιδίου παρουσίασε δραστικότητα χαµηλότερη 
του πλασµιδίου αναφοράς γ-CAT. Στη συνέχεια δηµιουργήσαµε προοδευτικά ελλείµµατα επί του γεφυρικού 
τµήµατος της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας στην θέση του αποσιωπητού Ο. Η αφαίρεση της εσωτερικής 
αλληλουχίας οδήγησε στην επανενεργοποίηση του γ-CAT γονιδίου κατά τέσσερις φορές. Τα αποτελέσµατα 
αυτά µιµούνται επαρκώς την in vivo κατάσταση και τεκµηριώνουν την άποψη ότι η διατήρηση και η 
παρουσία του αποσιωπητή Ο είναι υπεύθυνη για τις φαινοτυπικές διαφορές µεταξύ των δύο ελλειµµάτων.  

 Με βάση τα ανωτέρω αποτελέσµατα, βρίσκεται σε εξέλιξη η in vivo ανάλυση των νέων cis-
ρυθµιστικών στοιχείων ως προς την έκφραση των γ-γονιδίων. H απόκτηση νέων γνώσεων που προέκηψαν 
από την παρούσα ∆ιατριβή, όσον αφορά τους µηχανισµούς της µεταστροφής, αναµένεται να οδηγήσει όχι 
µόνο στην καλύτερη ερµηνεία των βασικών βιολογικών ερωτηµάτων που σχετίζονται µε τη γονιδιακή 
έκφραση, αλλά και στην δυνατότητα ανάπτυξης νέων µεθόδων γονιδιακής θεραπείας µε την ενσωµάτωση 
των ανωτέρω στοιχείων σε κατασκευές ρετροϊών ή/και την αδρανοποίηση των αποσιωπητών µε οµόλογο 
ανασυνδυασµό, µε στόχο την αποτελεσµατική και οριστική θεραπεία σοβαρών κληρονοµικών νόσων όπως 
είναι η β-θαλασσαιµία και η δρεπανοκυτταρική αναιµία. 

 

 



 
 

Summary 
 
 

The human β-globin gene cluster and the mechanisms which control hemoglobin switching 
constitute an ideal model for the study of gene function and regulation during ontogeny and 
erythropoietic differentiation. A unique feature of hemoglobin switching in humans, is the 
availability of many mutants associated with continued HbF production in the adult life.  Studies of 
the resulting mutants called (δβ)ο thalassemia and hereditary persistence of fetal hemoglobin 
(HPFH), has offered important insights into the understanding of the control of globin gene 
expression and hemoglobin switching. 

The purpose of this Thesis, was to test experimentally the validity of two hypotheses which 
have been formulated to explain the resulting phenotypes of δβ-thalassemia and HPFH (i.e. the 
juxtaposition of enhancers  and/or the deletion of silencers), through the identification of novel cis-
acting regulatory elements located within the cluster, which activate γ-gene expression and are 
possibly involved in the mechanisms of hemoglobin switching.  Our studies resulted in the 
identification of several novel regulatory elements. We identified two enhancers located 3′ to the 
breakpoints of the HPFH-3 and HPFH-6 deletions and four silencers two of which are located 3′ of 
the Aγ gene and two 5′ of the δ gene. 

The first part of the Thesis focuses on the hypothesis, which assumes that the increased levels 
of γ-gene expression is due to the juxtaposition of an enhancer element from the 3′ end of the 
cluster.  We started by studying in vivo the role of the bridging fragment of the HPFH-3 deletion 
which contains the fetal Aγ-gene with about 6.2 kb of juxtaposed sequence normally residing at the 
3′ end of the cluster. Two mice were found to express Aγ mRNA in both embryonic and fetal liver 
erythroid cells. Since the Αγ-gene is normally expressed only in embryonic cells of transgenic mice, 
the data suggest that the juxtaposed sequences partially altered the γ-gene developmental specificity, 
by shifting the Αγ-gene expression beyond the embryonic stage. We subsequently examined 
whether these juxtaposed sequences contained a transcriptional enhancer. Transient assays were 
performed in K562 and HeLa cells which showed that a fragment 0.7 kb located immediately 3′ of 
the breakpoint enhanced CAT activity 3-fold. The HPFH-3 enhancer element was further tested on 
its ability to increase transcription from other globin promoters (ε, δ and β) or non-globin promoters 
(DHFR) in K562 cells. The data indicated that the HPFH-3 enhancer element is restricted mainly to 
the fetal globin gene promoter. Sequence analysis of the enhancer element revealed a complex array 
of repeated sequences which represents part of an LTR belonging to the family of human 
endogenous retroviruses ERV-9. A second copy of an ERV-9 element with a 87% homology and 
similar enhancer activity, is located within the 5′ region of the LCR. The same ERV-9 region is 
present in the DNA lf gibbon, orangutan and gorilla. To further gain insights for novel regulatory 
elements flanking the HPFH-3 breakpoint region, we extended the sequence analysis for 5,337 bp 
downstream of the breakpoint, thus completing the analysis of the 6,261 bp region tested in transient 
assays. Sequence analysis of the novel 5,337 bp region, has identified several potential binding sites 
for various transcription factors, 30 open reading frames (ORFs) ranging from 102 to 369 bp, and 
the presence of a novel transposable element exhibiting structural similarities to retroviruses 
designated as Mammalian apparent LTR-retrotransposons (MaLRs).  



We than proceeded with the structural and functional analysis of the HPFH-4 and  German 
(Αδγβ)ο thalassemia deletions. The location and the size of these two deletions is comparable with 
that of the HPFH-3 deletion. A region of 2,255 bp which was sequenced and is located between the 
HPFH-4 and HPFH-3 deletion breakpoints, was analyzed by functional assays in K562 and HeLa 
cells using a luciferase reporter gene. None of the fragments tested showed any detectable enhancer 
activity. Thus, these data documented that the above three comparable deletions, share a common 
regulatory mechanism via the HPFH-3 enhancer. To further elucidate the mechanisms leading to 
fetal gene activation by these mutations, we generated somatic cell hybrids for the German  (Αδγβ)ο 
thalassemia deletion. Two of these hybrids expressed γ-globin, distributed in 2-3% of the cells, 
unlike the HPFH-1 and HPFH-2 x MEL hybrids previously reported by us, where the distribution of 
the γ-globin was pancellular. The differences in the pattern of γ-gene expression between the two 
syndromes, is due to the presence of a novel enhancer which we identified  3′ of the HPFH-2 
breakpoint and to the strength of the individual juxtaposed enhancers (HPFH-1 vs. HPFH-3).  

We next tested the 3′ juxtaposed sequences of the Dutch (β)ο and Spanish (δβ)ο thalassemia 
deletions for the presence of an enhancer element. Functional assays were carried out in K562 and 
HeLa cells. None of the fragments tested showed any detectable enhancer activity excluding the 
presence of an enhancer element in the juxtaposed sequences. Thus the activation of the γ-gene in 
these deletions, must be operating through a mechanism other than that of an imported enhancer. 
Since the 3′ juxtaposed sequence of the Spanish (δβ)ο thalassemia extends beyond the available 
deletions, we proceeded with its sequencing. The analysis of the 3,077-bp fragment indicated that 
this region is composed of several repeat elements belonging to the LINE 1 and Alu families.  

We then proceeded with the structural and functional analysis of the comparable Chinese and 
Thai (Aγδβ)ο thalassemias. The juxtaposed region was analyzed by functional CAT assays in K562 
cells. All fragments except one, lacked enhancer activity. The single fragment (HPFH-6 enhancer) 
located downstream of the Thai deletion, enhanced CAT activity by 5-6 fold. This fragment is 
deleted in the Chinese thalassemia but it is preserved in the Thai deletion. Based on the resulting 
phenotypes (δβ thalassemia vs. HPFH) we proposed that the Thai (Aγδβ)ο thalassemia should be 
renamed HPFH-6. The HPFH-6 enhancer element was further tested on its ability to increase 
transcription from other globin promoters (ε, δ and β) or non-globin promoters (DHFR) in K562 
cells. Results indicated that the HPFH-6 enhancer element is restricted mainly to the fetal globin 
gene promoter.  Sequence analysis of the 1,476 bp HPFH-6 enhancer, revealed the presence of 
multiple consensus binding sites for several transcription factors. Deletion mutagenesis on the 
original fragment from both the 5′ and 3′ ends and in transient assays in K562 cells, suggested a 
synergistic role of the individual motifs and the putative binding factors for the maximum effect of 
the enhancer. Our sequence analysis for a total of 3,157 bp, was extended downstream past the 
Chinese (Aγδβ)ο thalassemia breakpoint. Our analysis indicated that the 3′ end breakpoint of the 
HPFH-6 deletion is located 2,809 bp upstream from the 3′ end breakpoint of the Chinese (Aγδβ)ο 
thalassemia. Analysis of the HPFH-6 enhancer sequence indicated that it contains an ORF of 230 
amino acids with homology to the olfactory receptor (OR) genes. It is of interest that one more OR 
gene is located within the HPFH-1 enhancer element. Three more OR genes located in the 5′ LCR 
region have also been identified, though their function remains to be determined. By employing RT-
PCR analysis, we obtained and sequenced several PCR products from various RNA samples form 
established hematopoietic cell lines (K562, MEL and HL60). These products were identical with the 
orthologous genomic sequence of the β-cluster, suggesting that this OR gene (OR-6H) is indeed 
expressed in these hematopoietic cell lines. However, expression of the OR-6H gene was not 
detected by Northern analysis possibly due to the low expression of the OR gene. We also screened 
by PCR a unique human olfactory tissue library. No cDNA clone was obtained, indicating that this 



OR gene is not expressed in this tissue and might represent a subset of OR genes with a specific 
repertoire for hematopoietic tissues.   

In the second part of the Thesis, we examined the second hypothesis for the generation of the 
δβ-thalassemia and HPFH phenotypes, whereby the main cause for the γ-gene activation is the 
deletion of silencers located between the Αγ and δ gene region. Extended functional CAT and 
luciferase analysis of the 13.4 kb region revealed the presence of four silencer elements. These 
elements were found to exhibit an average activity, which was 30-40% of the control vector. Two 
elements were located 0.4 and 1.6 kb (Enh and F) from the 3′ end of the Αγ-gene, respectively, 
while the other two were located 2.3 and 0.7 kb (O and P) 5′ of the δ-gene, respectively. Our results 
are in agreement with previous studies in transgenic mice, where the Aγ-gene was autonomously 
silenced in the adult stage when the construct contained the Enh and F silencers. We then proceeded 
with identifying the binding factors of the F-silencer. Our analysis indicated that the F-silencer 364 
bp was found to contain several binding sites, with varying binding affinity for the ubiquitous 
transcription factor YY1. We then characterized the functional role of the three strong binding sites 
(26, 108 and 311), using site-directed mutagenesis to introduce specific substitutions within the YY1 
motif. Following transient assays in K562 cells we observed that substitution at site 108 resulted in a 
loss of the silencers negative effect, suggesting that this site might be an important parameter for its 
function. 

In the last study, we further examined the regulatory role of the O and P silencers on the levels 
of expression of the γ-genes, using comparable deletion mutants such as the Italian HPFH-5 and the 
US Black (δβ)ο thalassemia. The bridging fragments of both deletions along with various bridging 
fragments were analyzed by functional assays in K562 and COS-7 cells. Our results indicated that 
the bridging fragment of the HPFH-5 deletion, which includes a small region of the truncated O 
silencer fragment, fused with an almost intact fragment of the 3′ β enhancer was found to increase 
CAT activity by 4-5 fold. On the contrary, the comparable bridging fragment of the δβ-thalassemia 
deletion, containing an almost intact O silencer fragment fused with the intact 3′ β enhancer could 
not override the negative effect of the O fragment, which was found to have an average CAT 
activity even lower of that of the γ-CAT reporter gene. To document further whether the presence of 
the O silencer was the reason for this diminished activity, we performed a systematic deletion 
mutagenesis of the O silencer fragment of the δβ-thalassemia bridging fragment, which resulted in 
the reactivation of the γ-CAT reporter gene by 4-fold. These results mimic closely the in vivo 
situation regarding the levels of γ-globin gene, and support the conclusion that the presence of the O 
silencer fragment is responsible for the phenotypic difference of the two syndromes. Based on these 
results we are in the process of analyzing these novel cis-elements in vivo in terms of their effect on 
γ-globin gene expression. These results are expected to provide new insights into the mechanisms of 
hemoglobin switching which will help us understand the regulation of these genes, but also they will 
further facilitate us to devise new strategies for gene therapy of severe hereditary disorders such as 
β-thalassemia and sickle cell anemia by incorporating the enhancer elements in constructs of 
retroviral vectors and/or the inactivation of the silencers by homologous recombination. 
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HH  ββιιοολλοογγίίαα  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  
 
  TTοο  φφααιιννόόµµεεννοο  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  ααπποοττεελλεείί  έένναα  υυπποοδδεειιγγµµααττιικκόό  ππεειιρρααµµααττιικκόό  σσύύσσττηηµµαα  
γγιιαα  ττηη  µµεελλέέττηη  ττοουυ  εελλέέγγχχοουυ  ττηηςς  γγοοννιιδδιιαακκήήςς  δδρραασσττηηρριιόόττηηττααςς  κκααττάά  ττηη  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  οοννττοογγέέννεεσσηηςς  κκααιι  ττηηςς  
εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήήςς  δδιιααφφοορροοπποοίίηησσηηςς..  ΣΣττοονν  άάννθθρρωωπποο,,  δδύύοο  σσυυµµππλλέέγγµµαατταα  γγοοννιιδδίίωωνν  ττοο  αα  κκααιι  ββ  εείίννααιι  υυππεεύύθθυυνναα  γγιιαα  
ττηηνν  σσύύννθθεεσσηη  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  κκααττάά  ττηη  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς..    ΤΤοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  αα--
σσφφααιιρρίίννηηςς  εεδδρράάζζεεττααιι  σσττηη  χχρρωωµµοοσσωωµµιικκήή    ππεερριιοοχχήή  1166pp1133..33    κκααιι  ααπποοττεελλεείίττααιι  ααππόό  ττρρίίαα  λλεειιττοουυρργγιικκάά  γγοοννίίδδιιαα,,  ττοο  
εεµµββρρυυϊϊκκόό  ζζ--γγοοννίίδδιιοο,,  τταα  δδύύοο  εεννήήλλιικκαα  αα--γγοοννίίδδιιαα,,  αα22  κκααιι  αα11  κκααθθώώςς  κκααιι  ττοο  θθ--γγοοννίίδδιιοο  πποουυ  εεκκφφρράάζζεεττααιι  κκυυρρίίωωςς  σσττηηνν  
εεµµββρρυυϊϊκκήή  κκααιι  λλιιγγόόττεερροο    σσττηηνν  εεννήήλλιικκοο  ζζωωήή  ((HHiiggggss  11999933;;  MMaammaallaakkii  eett  aall..,,  11999900;;  LLeeyy  11998877;;  LLiieebbhhaabbeerr  11998877))..    

  ΤΤοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  εεδδρράάζζεεττααιι  σσττηη  χχρρωωµµοοσσωωµµιικκήή  ππεερριιοοχχήή  1111pp1155..55  κκααιι  ααπποοττεελλεείίττααιι  ααππόό  
ππέέννττεε  λλεειιττοουυρργγιικκάά  γγοοννίίδδιιαα,,  ττοο  ππρρώώϊϊµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό    εε--γγοοννίίδδιιοο,,  τταα  δδύύοο  δδιιππλλαασσιιαασσµµέένναα  GGγγ  κκααιι  ΑΑγγ  όόψψιιµµαα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  
γγοοννίίδδιιαα  κκααθθώώςς  κκααιι  τταα  εεννήήλλιικκαα  δδ  κκααιι  ββ--γγοοννίίδδιιαα  ((ΣΣχχήήµµαα  11AA))..  ΗΗ  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ααυυττώώνν  εελλέέγγχχεεττααιι  κκααιι  σστταα  
δδύύοο  σσυυµµππλλέέγγµµαατταα  ααππόό  κκύύρριιεεςς  ρρυυθθµµιισσττιικκέέςς  ππεερριιοοχχέέςς  πποουυ  εεννττοοππίίζζοοννττααιι  ααννοοδδιικκάά  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς..  ΗΗ  ππεερριιοοχχήή  
εελλέέγγχχοουυ  ττοουυ  γγοοννιιδδιιαακκοούύ  ττόόπποουυ  ((LLCCRR))  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  εεδδρράάζζεεττααιι  66  έέωωςς  2200  kkbb  ααννοοδδιικκάά  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  εεννώώ  ηη    
ρρυυθθµµιισσττιικκήή  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  αα--σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  HHSS--4400,,  εεδδρράάζζεεττααιι  4400  kkbb  ααννοοδδιικκάά  ττοουυ  ζζ--γγοοννιιδδίίοουυ..  
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χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111  

  

ΣΣττάάδδιιοο::                                                                        ππρρώώϊϊµµοο                                  όόψψιιµµοο                                            εεννήήλλιικκοο  

                                                                    εεµµββρρυυϊϊκκόό                          εεµµββρρυυϊϊκκόό        

  

ΑΑιιµµοοσσφφααιιρρίίννηη::                                                      ζζ22εε22  ((HHbb  GGoowweerr  11))            HHbb  FF                                        HHbbAA22        HHbbAA  

                                                    αα22εε22  ((HHbb  GGoowweerr  22))                  ((αα22γγ22))                                        ((αα22δδ22))      ((αα22ββ22))  

                                                    ζζ22γγ22      ((HHbb  PPoorrttllaanndd))  

  

  

ΣΣχχήήµµαα  11AA..    ΗΗ  οορργγάάννωωσσηη  ττωωνν  λλεειιττοουυρργγιικκώώνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  µµεε  ττιιςς    ττεεττρρααµµεερρεείίςς  
ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννεεςς  πποουυ  ππααρράάγγοοννττααιι  κκααττάά  τταα  δδιιάάφφοορραα  σσττάάδδιιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  
((SSttaammttooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944))..    

  

  

  ΗΗ  λλεειιττοουυρργγίίαα  κκααιι  ηη  σσηηµµαασσίίαα  ττωωνν  ρρυυθθµµιισσττιικκώώνν  ααυυττώώνν  ππεερριιοοχχώώνν  κκααθθώώςς  κκααιι  οοιι  γγεεννιικκέέςς  δδιιααφφοορρέέςς  σσττηη  
δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ττωωνν  σσυυµµππλλεεγγµµάάττωωνν  ττηηςς  αα--  κκααιι  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς,,  σσυυννοοψψίίζζοοννττααιι  ππααρραακκάάττωω    κκααιι  
ααννααππττύύσσσσοοννττααιι  ααννααλλυυττιικκάά  ααρργγόόττεερραα  ((VViipprraakkaassiitt    eett  aall..,,  22000000))..  ΕΕππίίσσηηςς  υυππάάρρχχεειι  κκααιι  δδιιααθθέέσσιιµµηη  ιισσττοοσσεελλίίδδαα  σσττοο  
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δδιιααδδίίκκττυυοο  πποουυ  κκααλλύύππττεειι  θθέέµµαατταα  σσχχεεττιιζζόόµµεενναα    µµεε  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννίίδδιιωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς,,  σσυυννττηηρρηηµµέέννεεςς  
ππεερριιοοχχέέςς    κκααθθώώςς  κκααιι  ττιιςς  φφυυσσιιοολλοογγιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηη  δδιιεεύύθθυυννσσηη  ((hhttttpp::////wwwwww..gglloobbiinn..ccssee..ppssuu..eedduu))  ((HHaarrddiissoonn  
eett  aall..,,  11999944;;  RRjjeemmeerr  eett  aall..,,  11999988))..  

http://www.globin.cse.psu.edu/
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ΣΣχχήήµµαα  11ΒΒ::    ΗΗ  οορργγάάννωωσσηη  κκααιι  εεξξέέλλιιξξηη  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  σστταα  
θθηηλλαασσττιικκάά,,  τταα  ππττηηννάά  κκααιι  τταα  ααµµφφίίββιιαα..  

ΠΠίίνναακκααςς  11::  ∆∆οοµµιικκέέςς  κκααιι  λλεειιττοουυρργγιικκέέςς  δδιιααφφοορρέέςς  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  σσυυµµππλλεεγγµµάάττωωνν  ττηηςς  αα--  κκααιι  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  

                                                                                              ΣΣύύµµππλλεεγγµµαα  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς                                        ΣΣύύµµππλλεεγγµµαα  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  

                                                                                                        1166pp1133..33                                                                                                      1111pp1155..55      

  
ΡΡυυθθµµιισσττιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο  

ΚΚύύρριιεεςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  

ΧΧρρωωµµααττίίννηη  

ΑΑννττιιγγρρααφφήή  

ΈΈκκφφρραασσηη  σσεε  υυββρρίίδδιιαα  

ΈΈκκφφρραασσηη    iinn  vviittrroo  

ΑΑλλλληηλλοουυχχίίεεςς  AAlluu  

ΜΜεεττααθθεεττάά  σσττοοιιχχεείίαα  LLIINNEE  11  

ΘΘέέσσεειιςς  σσύύννδδεεσσηηςς  µµεε  ττοο  χχρρωωµµοοσσωωµµιικκόό  

ΣΣκκεελλεεττόό  ((mmaattrriixx  aattttaacchhmmeenntt  ssiitteess))    

ΠΠεερριιεεχχόόµµεεννοο  GGCC  

CCppGG  ννηησσίίδδεεςς  

ΕΕππιιρρρροοήή  σσττηη  χχρρωωµµααττίίννηη  ααππόό  

ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηηνν  HHSS4400  ήή    LLCCRR  

HHSS--4400  

ΕΕλλλλεειιµµααττιικκέέςς  

ΑΑννοοιικκττήή  

ΝΝωωρρίίςς  

ΝΝωωρρίίςς  

ΠΠααρροουυσσίίαα  εεννιισσχχυυττήή  

2255%%  

ΣΣππάάννιιαα  

∆∆εενν  έέχχοουυνν  ααννιιχχννεευυττήή  

  

5544%%  

ΣΣυυχχννέέςς  

ΌΌχχιι  

LLCCRR  

ΣΣηηµµεειιαακκέέςς  

ΚΚλλεειισσττήή-->>  ΑΑννοοιικκττήή  

ΑΑρργγάά  -->>  ΝΝωωρρίίςς  

ΑΑρργγάά  

ΠΠααρροουυσσίίαα  εεννιισσχχυυττήή  

ΠΠεερρίίπποουυ  55%%  

ΠΠααρρόόνντταα  

ΣΣυυχχννέέςς  

  

3399..55%%  

ΟΟυυδδεεµµίίαα  

ΝΝααιι  
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  XXααρραακκττηη
ττοονν  εεννήήλλιικκοο  ττύύπποο..  ΗΗ  εερρυυθθρροοπποοίίηησσηη  σσττοονν  άάννθθρρωωππoo  ξξεεκκιιννάάεειι  σσττοονν  λλεεκκιιθθιικκόό  αασσκκόό  ααλλλλάά  µµεεττάά  ααππόό  ππέέννττεε  ππεερρίίπποουυ  
εεββδδοοµµάάδδεεςς  κκύύηησσηηςς,,  αακκοολλοουυθθεείί  ηη  ππρρώώττηη  µµεετταασσττρροοφφήή  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  όόπποουυ  οο  ττόόπποοςς  ππααρρααγγωωγγήήςς  
µµεεττααφφέέρρεεττααιι  ααππόό  ττοονν  λλεεκκιιθθιικκόό  αασσκκόό  σσττοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  ήήππααρρ..  ΤΤοο  ήήππααρρ  ππααρρααµµέέννεειι  οο  κκύύρριιοοςς  ττόόπποοςς  εερρυυθθρροοπποοίίηησσηηςς  
σσττοο  έέµµββρρυυοο  έέωωςς  ττηηνν  δδωωδδέέκκααττηη  εεββδδοοµµάάδδαα  ττηηςς  κκυυήήσσεεωωςς,,  όόπποουυ  κκααιι  αακκόόλλοουυθθηη  ααλλλλααγγήή  ττοουυ  ττόόπποουυ  ττηηςς  
ααιιµµοοπποοίίηησσηηςς  σσττοονν  σσππλλήήνναα  κκααιι  σσττοο  µµυυεελλόό  ττωωνν  οοσσττώώνν..  KKααττάά  ττηη  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ππεερριιγγεεννννηηττιικκήήςς  ππεερριιόόδδοουυ,,  
αακκοολλοουυθθεείί  ηη  δδεεύύττεερρηη  µµεετταασσττρροοφφήή  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  ηη  οοπποοίίαα  οολλοοκκλληηρρώώννεεττααιι  ττιιςς  ππρρώώττεεςς  εεββδδοοµµάάδδεεςς  µµεεττάά  ττηη  
γγέέννννηησσηη,,  όόπποουυ  oo  µµυυεελλόόςς  ττωωνν  οοσσττώώνν  ππααρρααµµέέννεειι  ττοο  κκύύρριιοο  όόρργγααννοο  ααιιµµοοπποοίίηησσηηςς  κκααττάά  ττηη  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  εεννήήλλιικκοουυ  
ζζωωήήςς  ((ΣΣχχήήµµαα  22))  ..  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

ΣΣχχήήµµαα  22..    ΑΑλλλλααγγέέςς  πποουυ  ππααρρααττηηρροούύννττααιι  σσττιιςς  ααλλυυσσίίδδεεςς  ττωωνν  σσφφααιιρριιννώώνν  µµεε  ττηηνν  ααλλλλααγγήή  ττοουυ  ττόόπποουυ  
ααιιµµοοπποοίίηησσηηςς  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  ((SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  
11999944))..    
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  KKααττάά  ττοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο  ττηηςς  ααιιµµοοπποοίίηησσηηςς,,  τταα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  σσυυννθθέέττοουυνν  κκυυρρίίωωςς  εεµµββρρυυϊϊκκήή  
ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηη  ((HHbbFF))  εεννώώ  σσυυννθθέέττοουυνν  εεννήήλλιικκοο  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηη  ((HHbbAA))  σσεε  πποολλύύ  µµιικκρρέέςς  πποοσσόόττηηττεεςς..  KKααττάά  ττηη  
δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ππεερριιγγεεννννηηττιικκήήςς  ππεερριιόόδδοουυ,,  εεµµφφααννίίζζεεττααιι  µµιιαα  ααννττίίσσττρροοφφηη  µµεεττααββοολλήή  σσττηηνν  σσύύννθθεεσσηη  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς,,  οο  
ρρυυθθµµόόςς  ττηηςς  οοπποοίίααςς  εεππηηρρεεάάζζεεττααιι  ππρροοφφααννώώςς  ααππόό  ττοονν  ααννααππττυυξξιιαακκόό  χχρρόόννοο..  ((BBooyyeerr  eett  aall..,,  11997755;;  WWoooodd  eett  aall..,,  
11997755))..  ΣΣττηηνν  γγέέννννηησσηη  ηη  HHbbFF  ααπποοττεελλεείί  ττοο  6600--8800%%  ττηηςς  σσυυννοολλιικκήήςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς..  ΣΣεε  ννεεοογγννάά  1166  έέωωςς  2200  
εεββδδοοµµάάδδωωνν  ηη  HHbbFF  µµεειιώώννεεττααιι    ππεερρίίπποουυ  σσττοο  33%%,,  εεννώώ  σσττοονν  εεννήήλλιικκοο  ααπποοττεελλεείί  λλιιγγόόττεερροο  ααππόό  ττοο  00..55  έέωωςς  11%%  ττηηςς  
σσυυννοολλιικκήήςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς..  OOτταανν  ππλλέέοονν  σσυυµµππλληηρρωωθθεείί  ηη  µµεετταασσττρροοφφήή,,  έέννααςς  µµιικκρρόόςς  ππλληηθθυυσσµµόόςς  
εερρυυθθρροοκκυυττττάάρρωωνν  ((33  έέωωςς  77%%)),,  τταα  λλεεγγόόµµεενναα  FF--κκύύττττααρραα  ((FF--cceellllss)),,  πποουυ  σσυυννεεκκφφρράάζζοουυνν  εεµµββρρυυϊϊκκήή  κκααιι  εεννήήλλιικκοο  
ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηη  ((HHbbFF  κκααιι  HHbbAA))  ππααρρααµµέέννοουυνν  σσττοο  ππεερριιφφεερριιαακκόό  ααίίµµαα  ττοουυ  εεννηηλλίίκκοουυ  ((SScchhrrooeeddeerr  eett  aall..,,  11996688))..  OO  
ααρριιθθµµόόςς  κκααιι  ηη  πποοσσόόττηητταα  ττηηςς  HHbbFF  ααννάά  FF--κκύύττττααρροο,,  ααυυξξάάννεεττααιι  ααππόό  δδιιάάφφοορρεεςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  
όόππωωςς  ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα..  

  

H δοµή του συµπλέγµατος των  β-γονιδίων 
 

  TTοο  σσύύµµππ
εευυρρίίσσκκεεττααιι  ττοο  ππρρώώϊϊµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  εε--γγοοννίίδδιιοο,,  αακκοολλοουυθθοούύµµεεννοο  ααππόό  τταα  δδιιππλλαασσιιαασσµµέένναα  GGγγ  κκααιι  AAγγ  όόψψιιµµαα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  
γγοοννίίδδιιαα,,  ττοο  ψψεευυδδοογγοοννίίδδιιοο  ψψββ  κκααιι  ττέέλλοοςς  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  εεννήήλλιικκοουυ  ζζωωήήςς  δδ  κκααιι  ββ  ((ΕΕιικκ..33))..  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ΣΣχχήήµµαα  33::    ΤΤοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς..  

  
  ΤΤαα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  γγ--γγοοννίίδδιιαα  δδιιααφφέέρροουυνν  µµόόννοο  σσττηηνν  κκωωδδιικκοοπποοιιοούύσσαα  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  ααµµιιννοοξξύύ  σσττηη  θθέέσσηη  113366,,  όόπποουυ  
ττοο  GGγγ--γγοοννίίδδιιοο  κκωωδδιικκοοπποοιιεείί  γγιιαα  γγλλυυκκίίννηη  εεννώώ  ττοο  ΑΑγγ  γγοοννίίδδιιοο  γγιιαα  ααλλααννίίννηη..  ΟΟ  λλόόγγοοςς  σσύύννθθεεσσηηςς  ττωωνν  GGγγ::ΑΑγγ  
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ααλλυυσσίίδδωωνν  κκααττάά  ττηη  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ππεερριιγγεεννννηηττιικκήήςς  ππεερριιόόδδοουυ  εείίννααιι  33::11  κκααιι  µµεεττααττρρέέππεεττααιι  σσεε  22::33  σσττοο  µµιικκρρόό  ααρριιθθµµόό  
ττωωνν  FF--κκυυττττάάρρωωνν  ττοουυ  εεννηηλλίίκκοουυ..  ΜΜίίαα  ππααρρόόµµοοιιαα  δδυυσσααννααλλοογγίίαα  έέκκφφρραασσηηςς  ππααρρααττηηρρεείίττααιι  κκααιι  σστταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  αα--
σσφφααιιρρίίννηηςς,,  όόπποουυ  ττοο  αα22--γγοοννίίδδιιοο  εεκκφφρράάζζεεττααιι  υυψψηηλλόόττεερραα  ((6600%%))  ααππόό  ττοο  αα11--γγοοννίίδδιιοο  ((4400%%))..  ΗΗ  υυψψηηλλόόττεερρηη  
έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  GGγγ  κκααιι  αα22  γγοοννιιδδίίωωνν  ππιιθθααννόόνν  νναα  εείίννααιι  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ττηηςς  ππλληησσιιέέσσττεερρηηςς  θθέέσσηηςς  ττοουυςς  εενν  σσχχέέσσηη  µµεε  ττηηνν  
ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  κκααιι  HHSS--4400  ααννττίίσσττοοιιχχαα  ((SSttaammttooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944,,  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  
GGrroossvveelldd  22000011))..  ΟΟιι  µµηηχχααννιισσµµοοίί  πποουυ  σσυυµµµµεεττέέχχοουυνν  σσττηηνν  ααννααππττυυξξιιαακκήή  ρρύύθθµµιισσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  θθαα  
σσυυζζηηττηηθθοούύνν  ππααρραακκάάττωω..  

  

  

ΜΜεεττααθθεεττάά  σσττοοιιχχεείίαα  ττοουυ  DDNNAA  σσττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς    
  
  HH  δδοοµµιικκήή  ααννάάλλυυσσηη  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  έέχχεειι  ππρροοσσδδιιοορρίίσσεειι  ττηηνν  αακκρριιββήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  ττωωνν  ννοουυκκλλεεοοττιιδδίίωωνν  σσεε  
έέκκτταασσηη  7733,,330088  bbpp  ηη  οοπποοίίαα  εείίννααιι  δδιιααθθέέσσιιµµηη  ααππόό  ττηηνν  ββάάσσηη  δδεεδδοοµµέέννωωνν  ((GGeennBBaannkk  AAcccc..  NNoo..  UU0011331177))  κκααθθώώςς  κκααιι  
ααππόό  ττοο  δδιιααδδίίκκττυυοο  ((hhttttpp::////wwwwww..nnccbbii..nnllmm..nniihh..ggoovv  AAcccc..  NNoo..  UU0011331177..11))..  ΗΗ  µµέέχχρριι  σσττιιγγµµήήςς  ααννάάλλυυσσηη  έέχχεειι  
εεππεεκκττααθθεείί  κκααιι  ππεερριιέέχχεειι  σσυυννοολλιικκάά  111133,,556688  bbpp..  OOιι  δδοοµµιικκέέςς  µµεελλέέττεεςς  ααππεεκκάάλλυυψψαανν  κκααιι  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  δδιιααφφόόρρωωνν  
οοιικκοογγεεννεειιώώνν  ααππόό  εεππααννααλλλληηππττιικκέέςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς,,  όόππωωςς  οοιι  οοιικκοογγέέννεειιεεςς  AAlluu,,  LLIINNEE  11  ((lloonngg  iinntteerrssppeerrsseedd  nnuucclleeaarr  
eelleemmeennttss))  ((SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944;;  BBuunnnn  aanndd  FFoorrggeett  11998866;;  KKaarrllssoonn  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11998855))  κκααιι  
ππρρόόσσφφαατταα  οοιι  οοιικκοογγέέννεειιεεςς  ΗΗEERRVV  ((hhuummaann  eennddooggeennoouuss  rreettrroovviirruusseess))  κκααιι  MMaaLLRR  ((mmaammmmaalliiaann  aappppaarreenntt  LLTTRR--
rreettrroottrraannssppoossoonnss))  ((SSmmiitt  11999966;;  SSmmiitt  11999999;;  KKaazzaazziiaann  11999988))..  OO  λλεειιττοουυρργγιικκόόςς  ττοουυςς  ρρόόλλοοςς  σσττοο  φφααιιννόόµµεεννοο  ττηηςς  
µµεετταασσττρροοφφήήςς  δδεενν  έέχχεειι  εεξξαακκρριιββωωθθεείί,,  εεννώώ  υυππάάρρχχοουυνν  εεννδδεείίξξεειιςς  όόττιι  εείίννααιι  µµεεττααγγρρααφφιικκάά  εεννεερργγοοίί  ττόόσσοο  iinn  vviivvoo  όόσσοο  
κκααιι  iinn  vviittrroo..  OOιι  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  AAlluu    κκααιι    LLIINNEE  11  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  ααπποοττεελλοούύνν  σσυυχχννάά  σσηηµµεείίαα  ααπποοκκοοππήήςς  ττωωνν  δδιιααφφόόρρωωνν  
εελλλλεειιµµµµάάττωωνν  πποουυ  σσυυννοοδδεεύύοοννττααιι  ααππόό  ααυυξξηηµµέέννηη  σσύύννθθεεσσηη  HHbbFF  σσττοονν  εεννήήλλιικκοο,,  ππρροοφφααννώώςς  δδιιόόττιι  εευυννοοοούύνν  
σσυυννθθήήκκεεςς  οοµµόόλλοογγοουυ  ήή  µµηη--οοµµόόλλοογγοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ..  ΗΗ  λλεειιττοουυρργγίίαα  κκααιι  σσηηµµαασσίίαα  ττωωνν  ππεερριιοοχχώώνν  ααυυττώώνν  
ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα..  

  

  
H σηµασία των µεταλλάξεων HPFH και δβ θαλασσαιµίας 
 
  ΟΟιι  ππρρώώττεεςς  ππεερριιππττώώσσεειιςς  HHPPFFHH  εεννττοοππίίσσττηηκκαανν  ττοο  11995555  σσεε  δδύύοο  εεννήήλλιικκαα  άάττοοµµαα  ααππόό  ττηηνν  ∆∆υυττιικκήή  ΑΑφφρριικκήή  
((EEddiinnggttoonn  aanndd  LLeehhmmaann  11995555))  πποουυ  ππααρράάλλλληηλλαα  ήήτταανν  κκααιι  εεττεερροοζζυυγγώώττεεςς  γγιιαα  ττοο  ββss  γγοοννίίδδιιοο  ττηηςς  
δδρρεεππααννοοκκυυττττααρριικκήήςς  ααννααιιµµίίααςς..  ΣΣεε  µµεεττααγγεεννέέσσττεερρεεςς  µµεελλέέττεεςς  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  δδεεκκααεεττίίααςς  ττοουυ  11996600  κκααιι  
ααρρχχέέςς  ττοουυ  11997700,,  εεννττοοππίίσσττηηκκαανν  οοιι  ττρρεειιςς  κκύύρριιεεςς  µµοορρφφέέςς  ττύύπποουυ  HHPPFFHH::    ii))  ηη  ΕΕλλλληηννιικκήή  ΑΑγγ  HHPPFFHH  ((FFeessssaass  aanndd  
SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  11996633))  πποουυ  ππααρροουυσσιιάάζζεειι  ηηυυξξηηµµέέννηη  ΑΑγγ  σσφφααιιρρίίννηη  χχωωρρίίςς  ααννίίχχννεευυσσηη  ττηηςς  GGγγ  σσφφααιιρρίίννηηςς,,  iiii))  ηη  
ΑΑµµεερριικκααννιικκήή  GGγγΑΑγγ  HHPPFFHH  πποουυ  έέχχεειι  ηηυυξξηηµµέέννεεςς  κκααιι  ττιιςς  δδύύοο  σσφφααιιρρίίννεεςς  κκααιι  ηη  iiiiii))  ΑΑµµεερριικκααννιικκήή  GGγγHHPPFFHH  πποουυ  
ππααρροουυσσιιάάζζεεττααιι  ααύύξξηησσηη  µµόόννοο  σσττηηνν  GGγγ  σσφφααιιρρίίννηη  ((HHuuiissmmaann  eett  aall..,,  11996699;;  HHuuiissmmaann  eett  aall..,,  11997700))..  ΠΠεερρίίπποουυ  ττηηνν  
ίίδδιιαα  ππεερρίίοοδδοο  εείίχχαανν  ππεερριιγγρρααφφεείί  κκααιι  οοιι  κκύύρριιεεςς  φφααιιννοοττυυππιικκέέςς      δδιιααφφοορρέέςς  µµεεττααξξύύ  ττηηςς  HHPPFFHH  κκααιι  ττηηςς  δδββ--
θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς..  

    MMοοννααδδιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  σσττοονν  άάννθθρρωωπποο  ααπποοττεελλεείί  ηη  µµεεγγάάλληη  
δδιιααθθεεσσιιµµόόττηητταα  πποολλλλώώνν  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττωωνν  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν..  ΠΠεερριισσσσόόττεερρεεςς  ααππόό  εεξξήήνντταα  
εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  έέχχοουυνν  εεννττοοππιισσθθεείί  σσττοο    σσύύµµππλλεεγγµµαα    ττωωνν  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  ((BBoolllleekkeennss  aanndd  FFoorrggeett  11999911;;  
SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944;;  RRoocchheettttee  eett  aall..,,  11999944;;  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  GGrroossvveelldd  22000011))..  ΟΟιι  
ααιιµµααττοολλοογγιικκοοίί  δδεείίκκττεεςς  ααππόό  ααυυττέέςς  ττιιςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  εεµµφφααννίίζζοουυνν  δδιιάάκκρριιττοουυςς  φφααιιννόόττυυπποουυςς..  ΑΑρρκκεεττοοίί  ππααρράάµµεεττρροοιι  
κκααιι  δδεείίκκττεεςς  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύννττααιι    ώώσσττεε  νναα  δδιιααχχωωρριισσττοούύνν  ααυυττέέςς  οοιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσεε  δδββ--θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  ήή  HHPPFFHH..  ΟΟιι  
δδύύοο  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς    εεµµφφααννίίζζοουυνν  δδιιάάκκρριιττοουυςς  φφααιιννόόττυυπποουυςς  όόσσοονν  ααφφοορράά  τταα  εεππίίππεεδδαα  ττηηςς  εεµµββρρυυϊϊκκήήςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς,,  
ττηηνν  κκααττααννοοµµήή  ττηηςς  σστταα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα,,  ττηηνν  µµοορρφφοολλοογγίίαα  ττωωνν  εερρυυθθρροοκκυυττττάάρρωωνν,,  ττοονν  ααιιµµααττοοκκρρίίττηη,,  κκααθθώώςς  κκααιι  
ττοονν  δδεείίκκττηη  MMCCHH  ((ΜΜέέσσηη  πποοσσόόττηητταα  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  κκααττάά  εερρυυθθρροοκκύύττττααρροο))  ((ΠΠίίνναακκααςς  22))..    
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ΠΙΝΑΚΑΣ 2. Φαινότυπος δβ-θαλασσαιµίας και HPFH σε  ετεροζυγώτες (Stamatoyannopoulos 
and Nienhuis 1994) 

    δβ-θαλασσαιµία   HPFH 
HbF    4-18%     15-35% 
Kατανοµή   Eτεροκυτταρική   Πανκυτταρική 
Eρυθροκύτταρα  Mή φυσιολογικά   Φυσιολογικά 
Ht:    Eλάχιστα µειωµένος     Φυσιολογικός 
MCH:    Mειωµένη    Σχεδόν φυσιολογική 
 

  

  ΟΟιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς    ααυυττέέςς  εείίττεε  εεππιισσυυµµββααίίννοουυνν  σσεε  κκάάπποοιιοο  σσηηµµεείίοο  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  κκυυρρίίωωςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  
ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή,,    εείίττεε  ααφφααιιρροούύνν  δδιιάάφφοορρεεςς  ππεερριιοοχχέέςς  ααππόό  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν..  ΟΟιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  
ααννααφφέέρροοννττααιι  ωωςς  µµηη--εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  ((ΠΠίίνναακκααςς  33))  ήή    εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  ((ΠΠίίνναακκααςς  44))  ααννττίίσσττοοιιχχαα  κκααιι  οοδδηηγγοούύνν  σσεε  
ααυυξξηηµµέένναα  εεππίίππεεδδαα  HHbbFF..  ΗΗ  κκααττααννοοµµήή  ττηηςς  HHbbFF  κκααιι  σσττιιςς  δδύύοο  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  µµπποορρεείί  νναα  εείίννααιι  ίίδδιιαα  σσεε  όόλλαα  τταα  
εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  ((ππααννκκυυττττααρριικκήή))  ήή  µµόόννοο  σσεε  οορριισσµµέένναα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  ((εεττεερροοκκυυττττααρριικκήή))..  ΟΟρριισσµµέέννεεςς  
µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  οοδδηηγγοούύνν  σσεε  ααύύξξηησσηη  ττηηςς  GGγγ  σσφφααιιρρίίννηηςς,,  άάλλλλεεςς  σσεε  ααύύξξηησσηη  ττηηςς    AAγγ  σσφφααιιρρίίννηηςς,,  εεννώώ  άάλλλλεεςς  σσεε  
ααύύξξηησσηη  κκααιι  ττωωνν  δδύύοο..    

  

  

MMήή  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  HHPPFFHH  
 
  OOιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ααυυττέέςς  εείίννααιι  κκυυρρίίωωςς  σσηηµµεειιαακκέέςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή  ττωωνν  GGγγ  ήή  AAγγ  γγοοννιιδδίίωωνν  ((ΣΣχχήήµµαα  
1111))..  HH  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή  ππεερριιέέχχεειι  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  ααππααρρααίίττηηττεεςς  ττόόσσοο  γγιιαα  ττηηνν  άάρριισσττηη  µµεεττααγγρρααφφήή  ττοουυ  
γγοοννιιδδίίοουυ  όόσσοο  κκααιι  γγιιαα  ττηηνν  ιισσττιικκήή  ττοουυ  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη..  AAττοοµµαα  µµεε  µµήή  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  HHPPFFHH  
ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  ααυυξξηηµµέένναα  εεππίίππεεδδαα  HHbbFF  µµεε  ππααννκκυυττττααρριικκήή  ήή  εεττεερροοκκυυττττααρριικκήή  κκααττααννοοµµήή..  ΤΤαα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  
ττοουυςς  εείίννααιι  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  ττόόσσοο  σσεε  µµοορρφφοολλοογγίίαα  όόσσοο  κκααιι  σσεε  ααρριιθθµµόό    χχωωρρίίςς  κκααµµίίαα  άάλλλληη  κκλλιιννιικκήή  ααννωωµµααλλίίαα,,  εεννώώ  
εεκκφφρράάζζοοννττααιι  κκααιι  τταα  δδύύοο  εεννήήλλιικκαα  δδ  κκααιι  ββ--γγοοννίίδδιιαα  ((PPoonncczz  eett  aall..,,  11998899;;  BBoolllleekkeennss  aanndd  FFoorrggeett  11999911;;  
SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944))..  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΑ ΣΥΝ∆ΡΟΜΑ ΠΟΥ
ΣΥΝΟ∆ΕΥΟΝΤΑΙ ΜΕ 
ΗΥΞΗΜΕΝΗ HbF 

δβ-ΘΑΛΑΣΣΑΙΜΙΑ 
Hb F 4-18% 

ΚΛΗΡΟΜΙΚΗ ΠΑΡΑΜΟΝΗ ΤΗΣ
ΕΜΒΡΥΪΚΗΣ ΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΝΗΣ (HPFH)

Hb F 1-41% 

Hb F 15-35%
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Σχήµα 4.  Κληρονοµικά σύνδροµα που συνοδεύονται µε ηυξηµένη HbF στην ενήλικο ζωή (Rochette et al., 

1994). 
 
  OO  σσηηµµαανν
ΥΥππάάρρχχοουυνν  όόµµωωςς  κκααιι  µµήή  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  οοιι  οοπποοίίεεςς  δδεενν  εείίννααιι  σσυυννδδεεδδεεµµέέννεεςς  κκλληηρροοννοοµµιικκάά  µµεε  ττοο  
σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττωωνν  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  ((ΣΣχχήήµµαα  55)),,  όόπποουυ  οοιι  εεττεερροοζζυυγγώώττεεςς  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  χχααµµηηλλάά  εεππίίππεεδδαα  HHbbFF  µµεε  
εεττεερροοκκυυττττααρριικκήή  κκααττααννοοµµήή..  ΗΗ  µµοορριιαακκήή  ββάάσσηη  ααυυττώώνν  ττωωνν  εελλλλεειιµµάάττωωνν  δδεενν    εείίννααιι  γγννωωσσττήή..  ΓΓεεννεεττιικκέέςς  µµεελλέέττεεςς  σσεε    
ΑΑφφρροο--ΤΤζζααµµααϊϊκκααννέέςς  οοιικκοογγέέννεειιεεςς  ππιιθθααννοολλοογγοούύνν  όόττιι  υυππάάρρχχεειι  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  ττοο  οοπποοίίοο  ααυυξξάάννεειι  ττωωνν  ααρριιθθµµόό  ττωωνν  
κκυυττττάάρρωωνν  FF  ττοο  οοπποοίίοο  ββρρίίσσκκεεττααιι  σσττοο    XX  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  XXpp2222..22  ((DDoovveerr  eett  aall..,,  11999922))..  ΑΑλλλλεεςς  µµεελλέέττεεςς  
σσεε  µµίίαα  µµεεγγάάλληη  ΙΙννδδιικκήή  οοιικκοογγέέννεειιαα  έέχχοουυνν  εεννττοοππίίσσεειι  κκααιι  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  ττοο  οοπποοίίοο  ππρροοκκααλλεείί  εεττεερροοκκυυττττααρριικκήή  
κκααττααννοοµµήή  ττηηςς  HHbb  FF  πποουυ  εεδδρράάζζεεττααιι  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  66qq2233  ((CCrraaiigg  eett  aall..,,  11999966;;  TTaanngg  eett  aall..,,  22000000))..  

ΕΛΛΕΙΜΑΤΙΚΕΣ 

ΜΗ-ΕΛΛΕΙΜΜΑΤΙΚΕΣ HPFH
Hb F 1-41% 
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ΣΣχχήήµµαα  55::    ΜΜηη--εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  HHPPFFHH  ((RRoocchheettttee  eett  aall..,,  11999944))..    

  
  EEννααςς  σσηηµµααννττιικκόόςς  ααρριιθθµµόόςς  ααππόό  µµήή  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή  έέχχεειι  
σσυυσσττηηµµααττιικκάά  χχααρραακκττηηρριισσθθεείί  ((HHuuiissmmaann  11999922))..  HH  µµεελλέέττηη  ττηηςς  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  ααυυττώώνν  σσεε  
εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα  ααππέέδδεειιξξεε  όόττιι  οοιι  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  µµέέχχρριι  226600  bbpp  ααννοοδδιικκάά  ααππόό  ττηη  θθέέσσηη  έέννααρρξξηηςς  ττηηςς  
µµεεττααγγρρααφφήήςς,,  εείίννααιι  ααρρκκεεττέέςς  ττόόσσοο  γγιιαα  ττηηνν  ιισσττιικκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη  όόσσοο  κκααιι  γγιιαα  ττοο  φφααιιννόόµµεεννοο  ττηηςς  εεππααγγωωγγήήςς  
((AAnnaaggnnoouu  eett  aall..,,  11998866;;  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944))..  ΑΑυυττήή  ηη  ππεερριιοοχχήή  ππεερριιέέχχεειι  πποολλλλααππλλέέςς  θθέέσσεειιςς  
ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηηςς  κκααιι  σσύύννδδεεσσηηςς  µµεε  δδιιάάφφοορροουυςς  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύςς  κκααιι  µµηη--  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύςς  ttrraannss--
µµεεττααγγρρααφφιικκοούύςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  ((GGAATTAA--11,,  SSSSPP,,  SSSSEE,,  SSpp11,,  CCDDPP,,  NNFFEE33,,  κκααιι  YYYYII))  οοιι  οοπποοίίοοιι  ττρροοπποοπποοιιοούύνν  ττηηνν  
έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν  ττόόσσοο  σσττηηνν  εεµµββρρυυϊϊκκήή  όόσσοο  κκααιι  σσττηηνν  εεννήήλλιικκοο  ζζωωήή..  

  
ΠΙΝΑΚΑΣ 3.  Mη ελλειµµατικές µεταλλάξεις HPFH (Stamatoyannopoulos and Nienhuis 1994; Rochette et 

al., 1994; Forget 1998). 
Τύπος−εθνικότητα             Μετάλλαξη          % HbF σε ετεροζυγώτες   
Gγ HPFH  

 Ιαπωνική Gγ -114 C σε T 11-14        
Αυστραλιανή Gγ -114 C σε G 8.6  
Αµερικανική-Σαρδινίας  Gγ -175 T σε C 17-30  
Τυνησιακή Gγ -200 + C  18-49 
Αµερικανική Gγ -202 C σε G 15-2 

 
Τύπος−−−−εθνικότητα             Μετάλλαξη             % HbF σε ετεροζυγώτες   
Αγ HPFH 

ΜΗ-ΕΛΛΕΙΜΑΤΙΚΕΣ HPFH
Hb F 1-41% 

ΣΥΝ∆Ε∆ΕΜΕΝΗ  ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΑ
ΜΕ ΤΟ ΣΥΜΠΛΕΓΜΑ ΤΩΝ  β-ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΜΗ ΣΥΝ∆Ε∆ΕΜΕΝΗ  ΚΛΗΡΟΝΟΜΙΚΑ

ΜΕ ΤΟ ΣΥΜΠΛΕΓΜΑ ΤΩΝ β-ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ

ΣΗΜΕΙΑΚΕΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ
ΣΤΟΝ ΥΠΟΚΙΝΗΤΗ ΤΩΝ γ-ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ:
ΠΑΝΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΚΑΤΑΝΟΜΗ Hb F ΑΛΛΕΣ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ:

ΕΤΕΡΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ 
ΚΑΤΑΝΟΜΗ Hb F 

ΣΥΝ∆Ε∆ΕΜΕΝΕΣ ΜΕ
ΤΟ Χ-ΧΡΩΜΟΣΩΜΑ 
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Αµερικανική Aγ -114 C σε T 3-6.5 
Αµερικανική Aγ -114 έως �112  έλλειµα 30-32 
Ελληνική Aγ -117 G σε A 10-20 
Κρητική Aγ -158 C σε T 2.9-5.1  
Αµερικανική  Aγ -175 Τ σε C 36-41 
Βραζιλιανή Aγ -195 C σε G 4.5-7 
Κινεζική-Ιταλική Aγ -196 C σε T 14-21 
Αγγλική Aγ -198 T σε C 3.5-10 
Αµερικανική Aγ -202 C σε T 1.6-3.9 

  ΠΠοολλλλέέςς  ααππόό  ττιιςς  µµηη--εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσυυµµββααίίννοουυνν  σσεε  θθέέσσεειιςς  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηηςς  µµεε  
µµεεττααγγρρααφφιικκοούύςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  κκααιι  οοδδηηγγοούύνν  εείίττεε  σσεε  ιισσχχυυρρόόττεερρηη  σσύύννδδεεσσηη  ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  µµεε  έένναα  
εεππααγγωωγγιικκόό  ππααρράάγγοονντταα  ττοουυ  εεννηηλλίίκκοουυ  σσττααδδίίοουυ,,  πποουυ  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  σσυυννδδέέεεττααιι  µµεε  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο,,  εείίττεε  σσττηηνν  
ππααρρεεµµππόόδδιισσηη  σσύύννδδεεσσηηςς  εεννόόςς  κκαατταασσττοολλέέαα  οο  οοπποοίίοοςς  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  σσυυννδδέέεεττααιι  µµεε  ττοονν  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  
σσττηηνν  εεννήήλλιικκοο  ζζωωήή  κκααιι  ππρροοκκααλλεείί  ττηηνν  ααδδρρααννοοπποοίίηησσηη  ττοουυ  ((SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  11999944))..  ΣΣαανν  
ππααρράάδδεειιγγµµαα  µµπποορροούύµµεε  νναα  ααννααφφέέρροουυµµεε  ττηηνν  EEλλλληηννιικκήή  µµοορρφφήή  ττηηςς  AAγγ--HHPPFFHH  ηη  οοπποοίίαα  ππεερριιέέχχεειι  µµίίαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  
ααππόό  γγοουυααννίίννηη  ((GG))  σσεε  ααδδεεννίίννηη  ((AA))  σσττηη  θθέέσσηη  --111177  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  έέννααρρξξηηςς  ττηηςς  µµεεττααγγρρααφφήήςς..  HH  µµεεττάάλλλλααξξηη  ααυυττήή  
εελλααττττώώννεειι  κκααττάά  οοκκττώώ  φφοορρέέςς  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  σσύύννδδεεσσηηςς  ττοουυ  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύ  ππααρράάγγοονντταα  GGAATTAA--11  ((GGuummuucciioo  eett  
aall..,,  11998888))..  ΣΣττηηνν  ααννττίίθθεεττηη  ππεερρίίππττωωσσηη  ττηηςς  IIττααλλιικκήήςς  GGγγ--HHPPFFHH  µµιιαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  ααππόό  θθυυµµίίννηη  ((TT))  σσεε  κκυυττοοσσίίννηη  ((CC))  
σσττηη  θθέέσσηη  ��117755,,  ααυυξξάάννεειι  κκααττάά  4400  φφοορρέέςς  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  εεννήήλλιικκαα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα..  ΠΠεειιρράάµµαατταα  
δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  έέχχοουυνν  ααπποοδδεείίξξεειι  όόττιι  ααυυττόό  οοφφεείίλλεεττααιι  κκυυρρίίωωςς  σσττηηνν  σσύύννδδεεσσηη  ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  GGAATTAA--11  ((OOttttoolleenngghhii  
eett  aall..,,  11998888;;  MMoonnttuumm  eett  aall..,,  11999933))..  ΠΠεειιρράάµµαατταα  πποουυ  ααπποοδδεειικκννύύοουυνν  όόττιι  οοιι  σσηηµµεειιαακκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττοονν  
υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ    σσυυννοοδδεεύύοοννττααιι  ααππόό  φφααιιννόόττυυπποο  HHPPFFHH,,  έέχχοουυνν  γγίίννεειι  κκααιι  iinn  vviivvoo,,  χχρρηησσιιµµοοπποοιιώώννττααςς  
δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  κκααιι  ααννααφφέέρροοννττααιι  ααρργγόόττεερραα..  ΟΟιι  σσηηµµεειιαακκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  φφααιιννόόττυυπποο  
GGγγ  HHPPFFHH  ήή  AAγγ  HHPPFFHH  σσυυννοοψψίίζζοοννττααιι  σσττοονν  ΠΠίίνναακκαα  33..  

  

Eλλειµατικές µεταλλάξεις HPFH και δβ-θαλασσαιµίας 
 

Οπως αναφέρθη προηγουµένως ένα µοναδικό στοιχείο στον άνθρωπο είναι η µεγάλη διαθεσιµότητα 
πολυάριθµων µεταλλάξεων στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης (Πίνακας 4). Η ετερογένεια των σηµείων 
αποκοπής των διαφόρων ελλειµάτων και κυρίως αυτών που συνοδεύονται µε φαινότυπο HPFH και δβ-
θαλασσαιµία, υποδηλώνει ότι ένας αριθµός διαφόρων ρυθµιστικών cis-αλληλουχιών κατανέµονται κατά 
µήκος του συµπλέγµατος. Αρκετές υποθέσεις έχουν προταθεί για να εξηγήσουν γιατί στην HPFH η έλλειψη 
των δ- και β-γονιδίων συνδέεται µε αύξηση στην HbF  µε κατανοµή σε όλα τα ερυθροκύτταρα, ενώ στην δβ-
θαλασσαιµία παρατηρούνται χαµηλότερα επίπεδα HbF µε ετεροκυτταρική κατανοµή. 
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Σχήµα 6.  Οι δύο υποθέσεις που έχουν διατυπωθεί για να εξηγήσουν την διαταραχή της µεταστροφής της 

αιµοσφαιρίνης. 
 

∆ύο από τις υποθέσεις (Σχήµα 6) που έχουν διατυπωθεί για να εξηγήσουν αυτούς τους φαινότυπους 
περιλαµβάνουν την δυνητική διαµετάθεση ενισχυτών από το 3΄ άκρο του συµπλέγµατος προς τα γ-γονίδια 
(Feingold and Forget 1989) ή/και την αφαίρεση δυνητικών αποσιωπητών στην περιοχή µεταξύ των Αγ και δ 
γονιδίων (Huismann et al., 1974). Οι µηχανισµοί των δύο αυτών υποθέσεων είναι δυνατόν να ισχύουν 
συγχρόνως.  

Αρκετές από αυτές της µεταλλάξεις µελετήθηκαν κατά την διάρκεια της διατριβής µε σκοπό την ανίχνευση 
νέων cis-ρυθµιστικών αλληλουχιών δεδοµένου ότι παίζουν ένα πολύ σηµαντικό ρόλο στην 
µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

30

 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 7.  Μεταλλάξεις τύπου HPFH και δβ-θαλασσαιµίας. Τα σκούρα κουτιά απεικονίζουν το σηµείο αποκοπής 

και µέγεθος του ελλείµµατος.    
 

Οι ελλειµµατικές µεταλλάξεις τύπου HPFH έχουν βρεθεί σε άτοµα µε Αφρικανική, Ασιατική καθώς 
και Ευρωπαϊκή καταγωγή. Οι µεταλλάξεις αυτές χαρακτηρίζονται από την έλλειψη έκφρασης των  δ και β-
γονιδίων cis του ελλείµατος HPFH. Οι ετεροζυγώτες εµφανίζουν 14-30% Hb F µε πανκυτταρική κατανοµή 
και κλινικά είναι φυσιολογικοί. Συνολικά επτά HPFH µεταλλάξεις έχουν περιγραφεί και παρουσιάζονται στο 
Σχήµα 7. Οι περισσότερες µελετήθηκαν κατά την διάρκεια της διατριβής και αναφέρονται στα 
αποτελέσµατα.  

  ΟΟιι  εελλλλεειιµµµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((δδββ))°°°°°°°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  εεµµφφααννίίζζοοννττααιι  κκυυρρίίωωςς  σσεε  ΜΜεεσσοογγεειιαακκοούύςς  
ππλληηθθυυσσµµοούύςς  όόπποουυ  οοιι  εεττεερροοζζυυγγώώττεεςς  εεµµφφααννίίζζοουυνν  22--1155  %%  HHbb  FF  µµεε    εεττεερροοκκυυττττααρριικκήή  κκααττααννοοµµήή..  ΠΠααρροουυσσιιάάζζοουυνν  
ήήππιιαα  ααννααιιµµίίαα  κκααθθώώςς  κκααιι  εελλααφφρρέέςς  ααλλλλοοιιώώσσεειιςς  σσττηη  µµοορρφφοολλοογγίίαα  ττωωνν  εερρυυθθρροοκκυυττττάάρρωωνν..  ΕΕππίίσσηηςς  υυππάάρρχχεειι  κκααιι  
έέλλλλεειιψψηη  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  δδ  κκααιι  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  cciiss    ττοουυ  εελλλλεείίµµµµααττοοςς  σσττηηνν  εεννήήλλιικκοο  ζζωωήή..  ΤΤρρεειιςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  
((δδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  µµεελλεεττήήθθηηκκαανν  κκααιι  σσυυγγκκρρίίθθηηκκαανν  µµεε  ττιιςς  HHPPFFHH  γγιιαα  ττηηνν  ααννίίχχννεευυσσηη  ννέέωωνν  cciiss--ρρυυθθµµιισσττιικκώώνν  
κκααιι  ααννααφφέέρροοννττααιι  σστταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ((ΣΣχχήήµµαα  77))..      

  ΟΟιι  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((ΑΑγγδδββ))°°°°°°°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  έέχχοουυνν  ττεεκκµµηηρριιωωθθεείί    σσεε  δδιιάάφφοορρεεςς  
εεθθννιικκόόττηηττεεςς..  ΟΟιι  εεττεερροοζζυυγγώώττεεςς  ππααρράάγγοουυνν    66--2233%%  HHbb  FF  εεννώώ    οοιι  οοµµοοζζυυγγώώττεεςς  ππααρράάγγοουυνν  HHbb  FF  πποουυ  ααπποοττεελλεείίττααιι  
µµόόννοο  ααππόό  GGγγ  ααλλυυσσίίδδεεςς..  ∆∆ύύοο  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((ΑΑγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  µµεελλεεττήήθθηηκκαανν  σσττηη  ππααρροούύσσαα  ∆∆ιιααττρριιββήή  
κκααιι  ααννααφφέέρροοννττααιι  σστταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ((ΣΣχχήήµµαα  88))..  

  ΟΟιι  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((εεγγδδββ))°°°°°°°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  ααφφααιιρροούύνν  όόλλαα  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ααππόό  ττοο  
σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  κκααιι  εεπποοµµέέννωωςς  χχααρραακκττηηρρίίζζοοννττααιι  ααππόό  ττηηνν  έέλλλλεειιψψηη  ππααρρααγγωωγγήήςς  ττωωνν  εε,,γγ,,δδ  κκααιι  ββ  
ααλλυυσσίίδδωωνν..    
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ΣΣχχήήµµαα  88..    ΕΕλλλλεειιµµµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ    ((γγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς..  
  

  

  ΟΟιι  εελλλλεειιµµµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((ββ))°°°°°°°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  ααφφααιιρροούύνν  οολλόόκκλληηρροο  ήή  έένναα  ττµµήήµµαα  ττοουυ  ββ--
γγοοννιιδδίίοουυ  ((CCaaoo  eett  aall..,,  11999944))..  ΟΟιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  ααννααφφέέρροοννττααιι  σσττοονν  ΠΠίίνναακκαα  44  ααφφοορροούύνν  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  
ππεερριιλλααµµββάάννοουυνν  κκααιι  ττοονν  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ..    ΣΣεε    όόλλεεςς  ττιιςς  ππεερριιππττώώσσεειιςς,,  εεκκττόόςς  ααππόό  µµίίαα,,  ππααρρααττηηρρεείίττααιι  
ααύύξξηησσηη  ττηηςς  HHbb  FF  πποουυ  υυπποοσσττηηρρίίζζεειι  ττοονν  σσυυννααγγωωννιισσττιικκόό  µµηηχχααννιισσµµόό  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  ββ  κκααιι  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν,,  οο  οοπποοίίοοςς  
ααφφοορράά  ττηηνν  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  ττωωνν  δδύύοο  γγοοννιιδδίίωωνν  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  κκααιι  ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα..  ΠΠεερρααιιττέέρρωω  ooιι  
µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ((ββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  εείίννααιι  πποολλύύ  ππλληηρροοφφοορριιαακκέέςς  δδιιόόττιι  εεππιιββεεββααιιώώννοουυνν  ττοονν  ρρόόλλοο  ττωωνν  δδύύοο  
ααπποοσσιιωωππηηττώώνν  πποουυ  εεννττοοππίίσσττηηκκαανν  55′′   ττοουυ  δδ--γγοοννιιδδίίοουυ..  ΜΜίίαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  ττύύπποουυ  ((ββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  µµεελλεεττήήθθηηκκεε  κκααιι  
ααννααφφέέρρεεττααιι  µµααζζίί  µµεε  ααυυττοούύςς  ττοουυςς  δδύύοο  ννέέοουυςς  ααπποοσσιιωωππηηττέέςς  σστταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ((KKoosstteeaass  eett  aall..,,  11999944))..    

  ΤΤέέλλοοςς,,  ααννααφφέέρροοννττααιι  κκααιι  οοιι  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  ααφφααιιρροούύνν  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..    ΟΟιι  
µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ααυυττέέςς  ήήτταανν  πποολλύύ  χχρρήήσσιιµµεεςς  γγιιαα  ττηηνν  αανναακκάάλλυυψψηη  κκααθθώώςς  κκααιι  γγιιαα  ττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR..        
  
ΠΙΝΑΚΑΣ 4.  Ελλειµµατικές µεταλλάξεις δβ-θαλασσαιµίας και HPFH (Stamatoyannopoulos and 

Nienhuis 1994; Rochette et al., 1994). 
 
Τύπος   Εθνικότητα     % HbF σε ετεροζυγότες    
Α. HPFH 
 HPFH-1 Αµερικανική 20-30   

 HPFH-2 ΓΚΑΝΑ 20-30 
  

 HPFH-3 Ινδική 22-23   
 HPFH-4 Ιταλική 14-30   
 HPFH-5 Σικελική 16-20   
 HPFH-6 Ταϋλανδική 17-30   
 HPFH-7 Βιετναµική 18-27   
 Hb Kenya Κενυατική 5-15    
 

Β. (δβ)°°°° θαλασσαιµία 
 1 Ιαπωνική 5-7    
 2 Ισπανική 5-15    
 3 Ινδική 5-15    
 4 Τουρκική 15    
 5 Μακεδονική/Τουρκική 7-14    
 6 Αµερικανική 25    
 7 Ανατολικής Ευρώπης 13-18   
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 8 Λαοτινή 11    
 9 ΤΑΫΛΑΝ∆ΙΚΗ 10 
   

 10 Μεσογειακή/Σικελική 2-15    
 11 Hb Lepore 1-5  
  

Γ. (Αγδβ)°°°° θαλασσαιµία  
 1 Καντονεζική 19-20   
 2 Μαλαισιανή (1) άγνωστο 
 3 Μαλαισιανή (2) άγνωστο   
 4 Κινεζική 9-20    
 5 Κινεζική (Yunnanese) 9-17    
 6 Γερµανική 10-13   
 7 Βελγική 14-15   
 9 Ιταλική      
 10 Τουρκική 10-14     11
 Αµερικανική 6-21    
 12 Ινδική            10-18  
  

∆. (εγδβ)°°°° θαλασσαιµία 
 1 Μεξικανική      
 2 Σκωτική/Ιρλανδική      
      3 Γιουγκοσλαβική       
 4 Καναδική 
 5 Ιρλανδική      
 6             Ολλανδική     
   

Ε. (β)°°°° θαλασσαιµία  
 0.3 kb  Τουρκική/Βουλγαρική 2.7-3.3  
 0.5 kb Αφρικανική-Αµερικανική 0.2   
 1.6 kb Κροατική 5.8-8.5  
 1.4 kb Αφρικανική-Αµερικανική 1.8-7.1  
 3.5 kb Ταϋλανδική 4.5   
 4.2 kb Τσεχική 3.3-5.7  
 7.6 kb Τουρκική 1.0-1.9  
 10.3 kb Ινδική            3.2-4.7  
 12.0 kb Αυστραλιανή  2.5-7.2  
 12.6 kb Ολλανδική 4.1-10.9  
 27.0 kb Ασιατική 4.1-23.8  
 45.0 kb Φιλιππινεζική 3.8-9.1  
 67.0 kb Ιταλική 9.0  

 
Ζ. Μεταλλάξεις στην περιοχή LCR 

HS 1 έως 5 Ολλανδική 
HS 1 έως 5 Αγγλο-Σαξωνική 

HS 1 έως 5 Αγγλο-Σαξωνική        
HS 1 έως 5 Αγγλική             
HS 2 έως 5 Ισπανική   
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Ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης  

 
Τα γονίδια της σφαιρίνης είναι σχετικώς µικρά και αποτελούνται από τρία εξόνια και δύο ιντρόνια 

υποδηλώνωτας ότι έχουν προέλθει από ένα κοινό προγονικό γονίδιο (Efstratiadis et al., 1980). Τα εξόνια 
κωδικοποιούν για 141 και 146 αµινοξέα στο µόριο της α- και β-σφαιρίνης αντίστοιχα, ενώ τα ιντρόνια 
αποτελούνται από 117 έως 1,264 bp (Stamatoyannopoulos and Nienhuis 1994). Οι συντηρηµένες 
αλληλουχίες που είναι απαραίτητες για την λειτουργία των γονιδίων βρίσκονται µέσα και δίπλα από τα 
γονίδια της σφαιρίνης. Οι αλληλουχίες αυτές βρίσκονται µέσα στην περιοχή του υποκινητή, στα σηµεία 
µετάπτωσης µεταξύ  εξονίων και ιντρονίων, καθώς και στο 3′ άκρο της mRNA αλληλουχίας (Karlson and 
Nienhuis 1985).    

Η ιστική και αναπτυξιακή εξειδίκευση των γονιδίων της σφαιρίνης επιτυγχάνεται µέσω της 
αλληλεπίδρασης µεταγραφικών παραγόντων µε cis-ρυθµιστηκές αλληλουχίες κοντά στα γονίδια καθώς και 
µε της περιοχές LCR και HS-40 που είναι σηµαντικές για τη ρύθµιση όλων των γονιδίων του συµπλέγµατος. 
Οι µεταγραφικοί παράγοντες που ρυθµίζουν τα γονίδια της σφαιρίνης έχουν ιστική  ή µη ιστική εξειδίκευση 
αναλόγως την έκφραση τους. Προς το παρόν µόνο ένας µικρός αριθµός παραγόντων έχει µελετηθεί 
εκτεταµένα όσον αφορά τον ρόλο τους στη µεταγραφή των γονιδίων της σφαιρίνης. Επιπλέον, υπάρχουν  
παράγοντες που επηρεάζουν την µεταγραφή των γονιδίων µέσω της συµµετοχής τους στην διαφοροποίηση 
των κυττάρων του αιµοποιητικού συστήµατος (Sieweke and Graf 1998). Η ανίχνευση δυνητικών θέσεων 
δέσµευσης από διάφορους παράγοντες σε cis-ρυθµιστικές αλληλουχίες γίνεται µε την χρήση διαφόρων 
προγραµµάτων όπως το TRANSFAC από το διαδίκτυο στην διεύθυνση (http://www.transfac.gdf.de). 
Μερικοί από αυτούς τους παράγοντες που έχουν µελετηθεί όσο αφορά την ρύθµιση των γονιδίων της 
σφαιρίνης αναφέρονται παρακάτω.  

 

 Ερυθροποιητικοί παράγοντες στη ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης  

 
GATA-1. Ο παράγοντας GATA-1 ήταν ο πρώτος που εντοπίστηκε από µία οικογένεια παραγόντων 

που προσδέονται στη συµβατική αλληλουχία σύνδεσης WGATAR (όπου W=A ή Τ και R= A ή G) (Orkin 
1992). Προς το παρόν, άλλα πέντε GATA γονίδια (GATA-2 έως 6) έχουν εντοπιστεί βάση της οµολογίας 
τους στις δοµές των δακτύλων ψευδαργύρου µε την GATA-1. Από αυτά µόνο η GATA-2 και GATA-3 
εκφράζονται στο αιµοποιητικό σύστηµα καθώς και σε πολλούς άλλους ιστούς (Leonard et al., 1993; 
Koutsourakis et al., 1999). Οι  παράγοντες GATA-4, GATA-5 και GATA-6  εκφράζονται κυρίως στην 
καρδιά και στο έντερο (Laverriere et al., 1994). Οι πρώτες θέσεις δέσµευσης του παράγοντα GATA-1 
εντοπίστηκαν στους υποκινητές των β-γονιδίων στο κοτόπουλο (Evans et al., 1988) καθώς και σε µία σειρά 
από επαναλαµβανόµενες GATA-1 θέσεις µέσα στον ενισχυτή που εντοπίζεται 3΄ του β-γονιδίου (Wall et al., 
1988). Αρχικά πειράµατα σε µία µη ελλειµµατική µετάλλαξη τύπου HPFH έδειξαν ότι ο παράγοντας GATA-
1 είναι απαραίτητος για την υπερέκφραση του γ-γονιδίου (Martin et al., 1989). Αναλυτικότερες µελέτες 
απέδειξαν την συµµετοχή του παράγοντα GATA-1 στην ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων της σφαιρίνης 
(Orkin 1992). Πολλαπλές θέσεις δέσµευσης GATA-1 έχουν εντοπιστεί στο σύµπλεγµα της α- και β-
σφαιρίνης καθώς και σε πολλά άλλα γονίδια. Θέσεις δέσµευσης GATA-1 υπάρχουν στα περισσότερα 
ρυθµιστηκά στοιχεία των γονιδίων της σφαιρίνης που έχουν εντοπισθεί. Αρχικά θεωρήθηκε ότι η πρωτεΐνη 
GATA-1  είχε ερυθροποιητική εξειδίκευση, αλλά αργότερα απεδείχθη ότι συµµετέχει και στη 
διαφοροποίηση κυττάρων του αιµοποιητικού συστήµατος όπως τα µαστοκύτταρα και τα µεγακαρυοκύτταρα 
(Martin et al., 1990, Romeo et al., 1990, Mouthon et al., 1993) καθώς και στα κύτταρα Sertoli στους όρχεις 
ποντικού (Ito et al., 1993). Στις ερυθροειδικές αλληλουχίες, η συµβατική αλληλουχία σύνδεσης της GATA 
συνοδεύεται από µία περιοχή πλούσια σε γουανίνη (Philipsen et al., 1990) υποδηλώνοντας ότι η 
ερυθροποιητική εξειδίκευση της GATA-1 σχετίζεται µε τις πρωτεΐνες της οικογένειας Krüppel όπως την SP1 
και την EKLF (Merika et al., 1995). Η οικογένεια GATA-1 χαρακτηρίζεται από δύο δοµές δακτύλων 
ψευδαργύρου, οι οποίες πραγµατοποιούν επαφή µε την µεγάλη αύλακα της έλικας του DNA (Omichinski et 
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al., 1993). Το καρβοξυλικό άκρο της πρωτεΐνης είναι απαραίτητο για τη δέσµευση της αλληλουχίας GATA η 
οποία σταθεροποιείται από το Ν-τελικό άκρο του δακτύλου της πρωτεΐνης (Whyatt et al., 1993).   

Η GATA-1 ανιχνεύτηκε ως µεταγραφικός παράγοντας µε βάση την µεταγραφική ενεργοποίηση 
ενός ελάχιστου υποκινητή σε µη-ερυθροποιητικά  κύτταρα, δεδοµένου ότι περιείχε το N-τελικό και C-
τελικό άκρο δακτύλων ψευδαργύρου (Evans et al., 1991; Yang et al., 1992). Όλοι οι GATA παράγοντες 
έχουν αποδειχτεί in vitro ότι δρουν σαν µεταγραφικοί  ενεργοποιητές, κυρίως όµως οι GATA-1 και 
GATA-4 (Orkin 1992). Πολλά άλλα in vivo και in vitro πειράµατα έχουν δείξει µεταξύ άλλων ότι η 

GATA-1 είναι απαραίτητη για την ερυθροποιητική διαφοροποίηση (Pevny et al., 1991; Pevny et al., 
1995). Η GATA-2 είναι απαραίτητη για τον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση αρχέγονων 

αιµοποιητικών κυττάρων, αλλά όχι για την τελική διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων (Tsai et al., 
1994). Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η GATA-2 δεν συνδέεται άµεσα µε την έκφραση των 

γονιδίων της σφαιρίνης. Η αδρανοποίηση της GATA-3 οδηγεί σε αιµοποιητικές ανωµαλίες (Pandolfi et 
al.,1995) αλλά δεν υπάρχουν ενδείξεις ότι συµµετέχει στην ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης. Κάθε 
GATA θέση έχει κάποια ειδική λειτουργία παρόλο που όλοι οι παράγοντες GATA προσδένονται στην 
ίδια συµβατική αλληλουχία. Μέχρι στιγµής παραµένει ασαφές το πως επιτυγχάνεται αυτή η ειδικότητα 

και εάν οι GATA παράγοντες µπορούν λειτουργικά να αναπληρώνουν  ο ένας τον άλλο. Μελέτες 
πραγµατοποιούνται  σε διαγονιδιακά ποντίκια  για να απαντήσουν σε αυτό το ερώτηµα (Rottier et al., 

2000; Shimizu et al., 2000).  
FOG. ∆ιάφορες λειτουργικές µελέτες έδειξαν ότι η GATA-1 χρειάζεται κάποιο συνπαράγοντα 

για την µεταγραφική ρύθµιση ορισµένων γονιδίων κατά την διάρκεια της διαφοροποίησης των  
ερυθροκυττάρων  και των µεγακαρυοκυττάρων. Χρησιµοποιώντας το σύστηµα δύο υβριδίων στη ζύµη 
(yeast two-hybrid system) ανιχνεύτηκε  η πρωτεΐνη FOG (Friend of GATA-1) η οποία συνεκφράζεται 

µαζί µε την GATA-1 κατά την διάρκεια της ανάπτυξης στο εµβρυϊκό ήπαρ (Tsang et al., 1997). 
Αναλυτικές µελέτες έχουν δείξει ότι η αλληλεπίδραση της GATA-1 µε την FOG-1 είναι απαραίτητη για 
την διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων (Crispino et al., 1999). Η αδρανοποιήση της FOG in vivo 
όπως και µε την GATA-1 εµφανίζει τον ίδιο θανατηφόρο φαινότυπο µε αναιµία στο όψιµο εµβρυϊκό 
στάδιο της αιµοποίησης (Tsang et al., 1998). Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι η FOG-1 έχει και την 

ικανότητα καταστολής των GATA παραγόντων (Deconinck et al., 2000). Ένας δεύτερος FOG 
παράγοντας, ο FOG-2 έχει ανιχνευθεί και εκφράζεται κυρίως στην καρδιά και τον εγκέφαλο. 
Λειτουργικές µελέτες έχουν δείξει ότι ο FOG-2  έχει την ικανότητα να λειτουργεί είτε ως 

ενεργοποιητής είτε ως καταστολέας (Lu et al., 1999).  
 
  NNUUCCLLEEAARR  FFAACCTTOORR--EERRYYTTHHRROOIIDD  22  ((NNFF--EE22))..  ΟΟ  ππααρράάγγοοννττααςς  NNFF--EE22  ππρροοσσδδέέννεεννττααιι  σσττηη  σσυυµµββααττιικκήή  
ααλλλληηλλοουυχχίίαα  σσύύννδδεεσσηηςς  YYGGCCTTGGAASSTTCCAAYY  ((όόπποουυ  YY==TT//CC  κκααιι  SS==TT//CC))  ηη  οοπποοίίαα  ααννααφφέέρρεεττααιι  κκααιι  ωωςς    MMaaff  
rreeccooggnniittiioonn  eelleemmeenntt  ήή  MMAARREE  ((MMoottaahhaasshhii  eett  aall..,,  11999977))..  ΟΟ  NNFF--EE22  ((ααρρχχιικκήή  οοννοοµµαασσίίαα  NNFF--EE11))  ήήτταανν  οο  δδεεύύττεερροοςς  
ππααρράάγγοοννττααςς  πποουυ  ααννιιχχννεεύύττηηκκεε  ααππόό  ππεειιρράάµµαατταα  κκιιννηηττιικκόόττηηττααςς  κκααιι  ααπποοττύύππωωσσηηςς  iinn  vviittrroo  µµεεττάά  ααππόό  ττηηνν  GGAATTAA--11..  
ΑΑρρχχιικκάά  θθεεωωρρήήθθηηκκεε  όόττιι  ηη  ππρρωωττεεΐΐννηη  NNFF--EE22  εείίχχεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη,,  ααλλλλάά  ααρργγόόττεερραα  ββρρέέθθηηκκεε  όόττιι  
εεκκφφρράάζζεεττααιι  κκααιι  σσεε  άάλλλλαα  κκύύττττααρραα  ττοουυ  ααιιµµοοπποοιιηηττιικκοούύ  σσυυσσττήήµµααττοοςς..  ΕΕννττοοππίίσσττηηκκεε  µµέέσσωω  ττηηςς  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηηςς  ττηηςς  
µµεε  ττοονν  ππααρράάγγοονντταα  AAPP--11  ((MMiiggnnoottttee  eett  aall..,,  11998899aa;;  MMiiggnnoottttee  eett  aall..,,  11998899bb))  κκααιι  ππρροοσσήήλλκκυυσσεε  ττοο  εεννδδιιααφφέέρροονν  ττωωνν  
εερρεευυννηηττώώνν  µµεεττάά  ττηηνν  ααππόόδδεειιξξηη  όόττιι  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  µµεε  ττηηνν  HHSS22  θθέέσσηη  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ((NNeeyy  eett  aall..,,  11999900aa;;  NNeeyy  eett  
aall..,,  11999900bb))..  ΗΗ  εεννεερργγοοπποοίίηησσηη  ττηηςς  LLCCRR  µµέέσσωω  ττοουυ  ΝΝFF--EE22  ααππααιιττεείί  κκααιι  ττοονν  σσυυννεεννεερργγοοπποοιιηηττήή  CCBBPP//pp330000  ((FFoorrssbbeerrgg  
eett  aall..,,  11999999))..  ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττιιςς  θθέέσσεειιςς  NNFF--EE22  κκααιι  GGAATTAA--11  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  ααυυττοοίί  οοιι  ππααρράάγγοοννττεεςς  εείίννααιι  
ααππααρρααίίττηηττοοιι  γγιιαα  ττηηνν  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  ττηηςς  HHSS22  θθέέσσηηςς  ((PPoommeerraannttzz  eett  aall..,,  11999988))..  ΗΗ  ππρρωωττεεΐΐννηη  NNFF--EE22  εεκκφφρράάζζεεττααιι  σστταα  
εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα,,  µµαασσττοοκκύύττττααρραα  κκααθθώώςς  κκααιι  σστταα  µµεεγγαακκααρρυυοοκκύύττττααρραα  ((AAnnddrreewwss  eett  aall..,,  11999933;;  NNeeyy  eett  aall..,,  11999933))..  
ΠΠρρόόσσφφααττεεςς  µµεελλέέττεεςς  έέχχοουυνν  ααπποοδδεείίξξεειι  ττηηνν  ααππεευυθθεείίααςς  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  NNFF--EE22  µµεε  ττηηνν  HHSS22  µµέέσσαα  
σσεε  λλεειιττοουυρργγιικκάά  κκύύττττααρραα  ((FFoorrssbbeerrgg  eett  aall..,,  11999999;;  FFoorrssbbeerrgg  eett  aall..,,  22000000))..  ΗΗ  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  σσύύννδδεεσσηηςς  ττηηςς  AAPP--11  σσεε  
ααυυττήή  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  εείίννααιι  κκυυρρίίωωςς  υυππεεύύθθυυννηη  γγιιαα  ττηηνν  δδρράάσσηη  ττηηςς  HHSS22  πποουυ  λλεειιττοουυρργγεείί  ωωςς  ιισσχχυυρρόόςς  εεννιισσχχυυττήήςς  ττόόσσοο  iinn  
vviittrroo  όόσσοο  κκααιι  iinn  vviivvoo..    ΗΗ  HHSS22  ππεερριιέέχχεειι  δδύύοο  σσυυννεεχχόόµµεεννεεςς  NNFF--EE22//MMAARREE  θθέέσσεειιςς  ππάάννωω  σσττιιςς  οοπποοίίεεςς  ππρροοσσδδέέννεεττααιι  
κκααιι  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  BBaacchh11..  ΣΣεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκώώνν  κκυυττττάάρρωωνν  έέχχεειι  ααπποοδδεειιχχθθεείί    όόττιι  οο  BBaacchh11  
έέχχεειι  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  εεννεερργγοοπποοιιεείί  ττηηνν  µµεεττααγγρρααφφήή  µµέέσσωω  ττωωνν  NNFF--EE22//MMAARREEss  θθέέσσεεωωνν  ααλλλλάά  οο  ρρόόλλοοςς  ττοουυ  σσττηηνν  
εερρυυθθρροοπποοίίηησσηη  ππααρρααµµέέννεειι  ααδδιιεευυκκρρίίννιισσττοοςς  ((OOyyaakkee  eett  aall..,,  11999966))..  OO  BBaacchh11  έέχχεειι  εεππίίσσηηςς  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  
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δδηηµµιιοουυρργγεείί  ααγγκκύύλληη  ππάάννωω  σσττοο  DDNNAA  πποουυ  ππρροοσσδδέέννεεττααιι,,  υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  νναα  σσυυµµµµεεττέέχχεειι  σσττοο  
µµηηχχααννιισσµµόό  λλεειιττοουυρργγίίααςς  ττηηςς  LLCCRR  όόππωωςς  ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα  ((YYoosshhiiddaa  eett  aall..,,  11999999;;  FFoorrssbbeerrgg  eett  aall..,,  22000000))..    

 EKLF. Ο ερυθροποιητικός παράγοντας EKLF (erythroid Krüppel-like factor) είναι παρόµοιος µε τον 
παράγοντα Krüppel της Drosophila melanogaster και µέλος της SP1 οικογένειας πρωτεϊνών µε δοµές 
δακτύλων ψευδαργύρου. Ο EKLF συνδέεται στις συµβατικές αλληλουχίες NCNCNCCCN καθώς και µε την 
αλληλουχία CCACACCCCT που βρίσκεται µέσα στον υποκινητή του β-γονιδίου. Η ειδική σύνδεση του 
παράγοντα EKLF µε το κουτί CACC (ή GT) του υποκινητή του β γονιδίου (CCA-CAC-CCT) αλλά όχι µε το 
κουτί CACC του γ-γονιδίου (CTC-CAC-CCA) επηρεάζεται από την διευθέτηση καθώς και από αλλά 
στοιχεία του υποκινητή (Asano et al., 1998). Σηµειακές µεταλλάξεις στο κουτί CACC οδηγούν σε µείωση 
της έκφρασης του β-γονιδίου in cis σε ασθενείς µε β-θαλασσαιµία, υποδηλώνοντας ότι ο EKLF είναι 
σηµαντικός ενεργοποιητής του β-γονιδίου (Orkin et al., 1984; Feng et al., 1994). Η ειδική σύνδεση του 
EKLF µε το κουτί CACC έχει προκαλέσει το ενδιαφέρουν αρκετών εργαστηρίων που ασχολούνται µε την 
ρύθµιση των γονιδίων της σφαιρίνης. Ένας προτεινόµενος µηχανισµός, αναφέρει ότι παρουσία του EKLF το 
β-γονίδιο συναγωνίζεται καλύτερα το γ-γονίδιο για την αλληλεπίδραση του µε την περιοχή LCR (Wijgerde et 
al., 1996; Perkins et al., 1996). Μία διαφορά µεταξύ των δύο υποκινητών είναι και η επαναληπτική 
αλληλουχία CCTTG που υπάρχει στον υποκινητή του γ αλλά λείπει από τον υποκινητή του β-γονιδίου. Η 
εισαγωγή της επαναληπτικής αλληλουχίας CCTTG στον υποκινητή του β-γονιδίου µειώνει την σύνδεση του 
EKLF καθώς και την δράση του υποκινητή, υποδηλώνοντας ότι η επαναληπτική αλληλουχία λειτουργεί ως 
αποσιωπητής (Lee et al., 2000). Μέχρι στιγµής ο EKLF είναι ο πιο περιορισµένος παράγοντας ως προς την 
έκφραση του. Εκφράζεται σε αρχέγονα ερυθροποιητικά κύτταρα αλλά µόνο το β-γονίδιο της σφαιρίνης 
επηρεάζεται από την σύνδεση του. Αντιθέτως, οι υποκινητές των ε και γ-γονιδίων δεν εξαρτώνται από τον 
EKLF για την εκφρασή τους. Η άποψη αυτή επιβεβαιώθηκε και από πειράµατα αδρανοποίησης του γονιδίου 
(knock-out). Τα EKLF-/- διαγονιδιακά ποντίκια πεθαίνουν in utero στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο λόγω 
απουσίας έκφρασης των βmaj και βmin γονιδίων  (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 1995; Perkins et al., 2000). 
Σε EKLF +/- ποντίκια, η χαµηλότερη συγκέντρωση του EKLF οδηγεί σε αυξηµένη έκφρασή του γ έναντι του 
β-γονίδιου. ∆εδοµένο ότι η έκφραση του γ-γονιδίου δεν επηρεάζεται άµεσα από τον  EKLF, τα 
αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η αύξηση έκφρασης του γ-γονιδίου είναι αποτέλεσµα της µεγαλύτερης 
διαθεσιµότητας της LCR λόγω του µειωµένου χρόνου που αλληλεπιδρά  µε το β-γονίδιο. Τα αποτελέσµατα 
αυτά υποστηρίζουν την άποψη ότι υπάρχει ανταγωνισµός µεταξύ των γ και β-γονιδίων για την 
αλληλεπίδραση τους µε την περιοχή LCR. Πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η αφαίρεση της περιοχής γCACCC 
είχε ως αποτέλεσµα την αυξηµένη έκφραση του β-γονιδίου στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης ενισχύοντας 
περαιτέρω την ιδέα ότι υπάρχει ανταγωνισµός (Ryan et al., 2000). Άλλα δεδοµένα αποδεικνύουν ότι ο EKLF 
πιθανώς να ενεργοποιεί την περιοχή LCR (Wijgerde et al., 1996) µε το να προσδένεται εντός της HS3 σε µία 
περιοχή πλούσια σε γουανίνη (GT) (Gillemans et al., 1998 Tewari et al., 1998) η οποία είναι ικανή να 
διαµορφώνει κατάλληλα τη δοµή της χρωµατίνης (Ellis et al., 1996). Η αλλαγή στην συγκέντρωση του 
παράγοντα EKLF έχει αποδειχθεί ότι επηρεάζει την διαµόρφωση της χρωµατίνης καθώς και τον αριθµό 
κυττάρων που ενεργοποιούν το σύµπλεγµα, άµεσα αποδεικνύοντας ότι η περιοχή LCR  ενεργοποιεί το 
σύµπλεγµα (Grosveld 1999; McMorrow et al., 2000).     

Έχει επίσης αναφερθεί ότι ο EKLF καθώς η GATA-1 και η Sp1 αλληλεπιδρούν  µε τα µέλη της 
οικογένειας SWI/SNF πρωτεϊνών και δηµιουργείται το σύµπλεγµα EKLF coactivator-remodeling complex 1 
(E-RC1). Το σύµπλεγµα E-RC1 οδηγεί στην διαµόρφωση ανοικτής δοµής χρωµατίνης στην περιοχή του 
υποκινητή του β-γονιδίου (Armstrong et al., 1998; Lee et al., 1999) η οποία είναι απαραίτητη για την 
µεταγραφή του (Kadam et al., 2000; Bieker et al., 2000).  

 ΥΥ1. Ο παράγοντας ΥΥ1 (Ying Yang-1) ανήκει στην GL1-Krüppel οικογένεια πρωτεϊνών και 
ονοµάστηκε έτσι γιατί έχει την ικανότητα να δρα είτε σαν µεταγραφικός ενεργοποιητής είτε ως καταστολέας 
σε γονίδια του ανθρώπου, του ποντικού και του σακχαροµύκητα. (Park et al., 1991; Shi et al., 1991; 
Shrivastava et al., 1994; Bushmeyer et al., 1995; Hyde-DeRuyscher et al., 1995). Χρειάστηκαν πολλά 
πειράµατα ώστε να προσδιορισθεί η συµβατική αλληλουχία σύνδεσης του παράγοντα YY1 (VDCCATNWY) 
η οποία έχει διατηρηθεί κατά την διάρκεια της εξέλιξης στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης (Hyde-DeRuyscher 
et al., 1995; Yant et al., 1995). Αρκετοί παράγοντες έχουν χαρακτηριστεί ως κατασταλτικοί και συµµετέχουν 
στη αποσιώπηση των πρώϊµων  εµβρυϊκών και όψιµων εµβρυϊκών γονιδίων. Σαν παράδειγµα µπορούµε να 
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αναφέρουµε τον αποσιωπητή του ε-γονιδίου (βλ. παρακάτω) πάνω στον οποίο συνδέεται ο πανταχού 
(ubiquitous) εκφραζόµενος παράγοντας YY1 (γνωστός και ως NF-E1, δ ή UCRBP) καθώς και ο παράγοντας 
GATA-1. (Raich et al., 1995; Li et al., 1997; Wada-Kiyama et al., 1992; Peters et al., 1993). Αρκετά 
πειράµατα αναφέρουν ότι ο YY1 συνεργάζεται µε άλλους παράγοντες όπως την GATA-1 και τoν Sp1 (Lee et 
al., 1993). Μέσα στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης (73 kb) έχουν εντοπιστεί 179 δυνητικές θέσεις σύνδεσης 
του παράγοντα ΥΥ1. (Yant et al., 1995) Τρεις νέες ισχυρές θέσεις σύνδεσης εντοπίστηκαν (Soultanas et al., 
1996) κατά την διάρκεια της ∆ιατριβής  µέσα στον αποσιωπητή F που εδράζεται 1.6 kb 3′του Αγ-γονιδίου 
και αναφέρεται αργότερα (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994). Ο ρόλος του παράγοντα ΥΥ1 και των 
υπολοίπων θα αναφερθούν παρακάτω ως προς την συµµετοχή τους στην έκφραση των γονιδίων της 
σφαιρίνης.        

 

Μεταγραφικοί παράγοντες των επιµέρους γονιδίων της σφαιρίνης 
 

Kάθε γονίδιο της σφαιρίνης περιέχει ρυθµιστικά στοιχεία όπως τον υποκινητή, ενισχυτές ή/και 
αποσιωπητές που είναι σηµαντικά για την αναπτυξιακή του ρύθµιση. Τα στοιχεία αυτά αλληλεπιδρούν µε τη 
περιοχή LCR της β-σφαιρίνης καθώς και µε τη ρυθµιστική περιοχή HS-40 του α-συµπλέγµατος ώστε να 
προσδίδουν υψηλό επίπεδο έκφρασης των γονιδίων. Όπως προαναφέρθηκε, κάθε ρυθµιστικό στοιχείο 
περιέχει πολλαπλές θέσεις δέσµευσης για διάφορους ερυθροποιητικούς ή µη-ερυθροποιητικούς παράγοντες 
που δρουν ως ενεργοποιητές ή καταστολείς της µεταγραφής. Οι παράγοντες αυτοί αλληλεπιδρούν και 
συνδέονται µεταξύ τους, µε τον TFIID καθώς και µε άλλους βασικούς µεταγραφικούς παράγοντες, όπου 
µετά από την πρόσδεση τους στο κουτί TATA του υποκινητή συναρµολογούν το µεταγραφικό σύµπλοκο το 
οποίο αλλάζει τη δοµή της χρωµατίνης και οδηγεί στην έναρξη της µεταγραφής (Lewin 1990; Alberts et al., 
2000). 

Το πρώϊµο εµβρυϊκό ε-γονίδιο της β-σφαιρίνης. Ο υποκινητής του ε-γονιδίου περιέχει ένα ποικίλο 
αριθµό θέσεων δέσµευσης για διάφορους ερυθροποιητικούς ή µη-ερυθροποιητικούς παράγοντες οι οποίοι 
µαζί µε την περιοχή LCR είναι υπεύθυνοι για την ιστική του έκφραση. Το κουτί TATA βρίσκεται 30 bp 
ανοδικά από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής και ακολουθείται από τα κουτιά CAAT και CACCC 
περίπου 70 και 110 bp αντίστοιχα από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Πειράµατα διαµόλυνσης έδειξαν 
ότι τα στοιχεία αυτά µαζί µε τις θέσεις GATA του υποκινητή είναι απαραίτητες για την έκφραση του ε-
γονιδίου (Gong et al., 1991; 1993. Walters et al,. 1992). Ωστόσο, δεν είναι γνωστό ποίοι παράγοντες 
αλληλεπιδρούν µε αυτές της αλληλουχίες in vivo.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Σχήµα 9.  Ο υποκινητής του ε-γονιδίου µε τα συντηρηµένα κουτιά (TATA, CAAT, CACCC) και τις θέσεις 

δέσµευσης για διάφορους παράγοντες. 
 

Είναι γνωστό ότι το κουτί CACC είναι απαραίτητο για την έκφραση του γονιδίου (Yu et al., 1991; 
Motmed et al., 1993) όπου και προσδένεται ο παράγων SP1. Η απουσία του Sp1 σε ποντίκια Sp1-/- βρέθηκε 
ότι ελάχιστα µειώνει την έκφραση του ε-γονιδίου (Marin et al., 1997). Εποµένως, είτε κάποιος άλλος 
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παράγοντας είναι υπεύθυνος για την φυσιολογική έκφραση του ε-γονιδίου ή υπάρχουν πολλαπλοί 
παράγοντες που φυσιολογικά προσδένονται στο κουτί CACCC και αναπληρώνουν τον SP1.  

Στο κουτί CACCC του ε-γονιδίου συνδέεται και ο πανταχού εκφραζόµενος παράγοντας CP1 ή NF-
Y/CBF (Liberati et al., 1998) όπως επίσης ονοµάζεται. Μετάλλαξη της θέσης CACCC οδηγεί σε σηµαντική 
µείωση της έκφρασης του ε-γονιδίου στα εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα διαγονιδιακών ποντικών, υποδηλώνοντας 
ότι ο CP1 ενεργοποιεί την έκφραση του ε-γονιδίου. (Filipe et al., 1999). Στην περιοχή του κουτιού CACCC 
στα ε και γ-γονίδια, συνδέεται και ο παράγοντας NF-E3 όπου σε in vivo πειράµατα λειτουργεί ως 
καταστολέας. Πρόσφατα έχει αποδειχθεί  ότι ο COUP-TF που  είναι υποδοχέας µιας πυρηνικής ορµόνης 
αποτελεί µέρος του παράγοντα NF-E3.  Μετάλλαξη σε µία από της δύο COUP-TF θέσεις στην περιοχή του 
ε-υποκινητή οδηγεί στην επανενεργοποίηση της έκφρασης του ε-γονιδίου στα εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα 
διαγονιδιακών ποντικών, υποδηλώνοντας ότι το σύµπλεγµα NF-E3/COUP-TF δρα ως καταστολέας στον 
υποκινητή του ε-γονιδίου (Filipe et al., 1999; Ronchi et al., 2000).  

Ο υποκινητής του ε-γονιδίου περιέχει πολλαπλές θέσεις GATA-1  (Gong et al., 1991) οι οποίες έχουν 
διαφορετική δράση. Μεταλλάξεις στις θέσεις �163 και �269 µειώνουν την έκφραση του ε-γονιδίου στα 
εµβρυϊκά κύτταρα διαγονιδιακών ποντικών ενώ µεταλλάξεις στη θέση �208 αποτρέπουν την αποσιώπηση 
του ε-γονιδίου (Raich et al., 1995). Ενδεχοµένως όταν η GATA-1 προσδένεται στη θέση �208 δρα σαν 
καταστολέας ενώ όταν συνδέεται στη θέση �163 ή �269 δρα ως ενεργοποιητής. Ο µηχανισµός όµως της 
αδρανοποίησης των GATA-1  θέσεων �163 και �269 είναι πιο περίπλοκη, γιατί δεν οδηγεί σε απώλεια 
έκφρασης του ε-γονιδίου. 

Πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια έχουν δείξει ότι το ε-γονίδιο χρειάζεται την περιοχή LCR για να 
εκφραστεί  (Raich et al., 1990; Lindenbaum and Grosveld 1991; Shih et al., 1990). Η συµµετοχή της LCR 
προς την ενεργοποίηση του ε-γονιδίου έχει αποδεικτή και σε µελέτες τεχνητών χρωµοσωµάτων του 
σακχαροµύκητα (YAC), που περιέχουν το σύµπλεγµα των β-γονιδίων του ανθρώπου (βYAC) σε 
διαγονιδιακά ποντίκια. Η αφαίρεση της HS3 από το βYAC οδηγεί σε απώλεια έκφρασης του ε-γονιδίου σε 9 
ηµερών ερυθροκύτταρα, επιδεικνύοντας ότι οι κύριες αλληλουχίες της περιοχής HS3 είναι απαραίτητες για 
αλληλεπίδραση µε το ε-γονίδιο και για την ενεργοποίηση της µεταγραφής του. Η έκφραση του ε-γονιδίου 
περιορίζεται στα κύτταρα του αµνιακού σάκου. Η αναπτυξιακή ρύθµιση του ε-γονιδίου ακόµα απουσίας των 
γ ή β-γονιδίων είναι αυτόνοµη, δηλαδή όλες η απαραίτητες αλληλουχίες για την αποσιοποίηση του στο 
ενήλικο στάδιο περιέχονται στις αλληλουχίες ανοδικά του γονιδίου (Raich et al., 1990; Shih et al., 1990; 
Shih et al., 1993; Lindenbaum 1990). Ρυθµιστικές αλληλουχίες εκτός από τον αποσιωπητή που µεσολαβούν 
στη αυτόνοµη ρύθµιση του γονιδίου όπως η PRE (positive regulatory element) και η NRE (negative 
regulatory element) έχουν εντοπιστεί στις περιοχές �3000  (299 Li et al.,1998), µεταξύ �2000 και �460 (300 
Li et al., 1998), µεταξύ �460 και �180 (Raich et al., 1990,  Wada-Kiyama et al., 1992 , Li et al.,1998, Li et 
al.,1998) καθώς και στην περιοχή του υποκινητή (Baron 1997; Li et al.,1998). Ελλείµµατα (Li et al.,1998) ή 
σηµειακές µεταλλάξεις (Raich et al., 1990) στα αρνητικά στοιχεία NRE έχουν ως αποτέλεσµα την ανίχνευση 
ε-σφαιρίνης στα ενήλικα κύτταρα διαγονιδιακών ποντικών. Ο παράγοντας PREIIBF (PREII-binding factor) 
που συνδέεται στην  περιοχή PREII του υποκινητή έχει την ικανότητα να λυγίζει το DNA και ενδεχοµένως 
να συµµετέχει στην ρύθµιση του υποκινητή µέσω του µοντέλου της δηµιουργίας αγκύλης (looping) που 
αναφέρεται αργότερα. (Trepicchio et al., 1993. Dyer et al., 1996; Dyer et al., 1998). 

Ο αποσιωπητής του ε-γονιδίου µήκος 215 bp,  αρχικά είχε εντοπιστεί στην περιοχή �392 και �177 από 
το σηµείο έναρξης της µεταγραφής. Πειράµατα διαµόλυνσης έδειξαν ότι µειώνει την έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς κατά τρεις  φορές σε ερυθροποιητικά και κατά δέκα φορές σε µη-ερυθροποιητικά  κύτταρα (Cao et 
al., 1989). Το ίδιο τµήµα χρησιµοποιήθηκε και σαν αλληλουχία αναφοράς για την παρουσία αποσιωπητή σε 
πειράµατα διαµόλυνσης κατά την διάρκεια της ∆ιατριβής και αναφέρεται αργότερα (Kosteas et al.,1993; 
Kosteas et al.,1994). Ο πρώτος αποσιωπητής που µελετήθηκε σε διαγονιδιακά ποντίκια (Raich et al., 1992) 
µετά από πειράµατα διαµόλυνσης και αποτύπωσης ήταν η περιοχή µεταξύ �467 και �182 bp του ε-γονιδίου 
που περιέχει τρεις σηµαντικές θέσεις δέσµευσης για την καταστολή του ε-γονιδίου: µία GATA-1 στη θέση �
208, µία YY1 στη θέση �269 καθώς και ένα µοτίβο CACCC στη θέση �379 (Raich et al., 1995; Gumucio et 
al., 1993; Peters et al., 1993). Η καταστροφή της θέσης GATA-1 ή YY1 είναι αρκετή ώστε να οδηγήσει σε 
µειωµένη έκφραση του ε-γονιδίου σε ενήλικα ποντίκια (Raich et al., 1995). Περαιτέρω πειράµατα, όπως η 
µετατόπιση της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (electrophoretic mobility shift assay) και αποτύπωση µε 
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DNAseI (DNAseI footprinting) έδειξαν ότι ο κεντρικός πυρήνας ή το κεντρικό στοιχείο (core element) του 
αποσιωπητή είναι 44 bp στην περιοχή από �294 έως �251 (Gutman et al., 1992). Η υπερέκφραση της GATA-
1 σε διαγονιδιακά ποντίκια έχει ως αποτέλεσµα την µειωµένη έκφραση του ε-γονιδίου, ενώ καµία αλλαγή 
δεν παρατηρήθηκε στην έκφραση των γ ή β-γονιδίων. (Li et al., 1997). Όπως προαναφέρθηκε, ο παράγοντας 
ΥΥ1 δρα και ως καταστολέας  (Park et al., 1991; Shi et al., 1991) αλλά το εύρηµα ότι και η GATA-1 µπορεί 
να έχει κατασταλτικό ρόλο, in vivo µετά από την υπέρ έκφραση της ήταν έκπληξη (Li et al., 1997). 
Πρόσφατα, στο 5΄ άκρο της περιοχής LCR εντοπίστηκε µία αλληλουχία 40 bp που περιλαµβάνει επτά θέσεις 
GATA. Πειράµατα διαµόλυνσης σε ερυθροποιητικά κύτταρα έδειξαν ότι και αυτή η αλληλουχία GATA 
λειτουργεί ως αποσιωπητής (Ramchandran et al., 2000). Εποµένως, αρκετοί µεταγραφικοί παράγοντες 
φαίνεται ότι παίζουν ρόλο στη καταστολή του ε-γονιδίου, προφανώς µέσω ανατροπής της αλληλεπίδρασης 
µεταξύ του υποκινητή και της περιοχής LCR. Ένα θετικό ρυθµιστικό στοιχείο, το ε-PRE I πιθανώς να 
περιλαµβάνεται στην περιοχή του αποσιωπητή (Trepicchio et al., 1993; Baron 1997). Με βάση αυτά τα 
δεδοµένα µία άλλη οµάδα αφαίρεσε µόνο 125 bp από την κατασταλτική περιοχή (-304 έως �179) από το 
βYAC, ένα γενωµικό κλώνο σε τεχνητά χρωµοσώµατα σακχαροµύκητα που περιέχει το σύµπλεγµα της β-
σφαιρίνης. Η περιοχή αυτή περιέχει της κατασταλτικές YY1 και GATA-1 θέσεις που προαναφέρθηκαν. Η 
αφαίρεση αυτής της κατασταλτικής περιοχής δεν οδήγησε όπως αναµενόταν σε συνεχιζόµενη έκφραση του 
ε-γονιδίου έως το ενήλικο στάδιο, αλλά βρέθηκε να οδηγεί σε σχεδόν ολοκληρωτική µείωση στην έκφραση 
του ε-γονιδίου, υποδηλώντας ότι η περιοχή αυτή περιέχει και στοιχεία σηµαντικά για την ενεργοποίηση του 
ε-γονιδίου (Liu et al., 1997). Η αφαίρεση του αποσιωπητή οδήγησε και σε µειωµένη έκφραση του γ-γονιδίου 
κάτι που όµως δεν αναµενόταν. Η περιοχή αυτή ενδεχοµένως να επηρεάζει την έκφραση των γονιδίων στο 
πρώϊµο εµβρυϊκό στάδιο. Πρόσφατα έχει προταθεί ότι επιλεκτικές ελλείψεις cis στοιχείων παρουσία του β-
YAC δεν επαρκούν για να παρατηρήσουµε την δράση ενός ενισχυτή ή καταστολέα που βρίσκεται κοντά σε 
γονίδιο. Τα στοιχεία αυτά λειτουργούν σε συγκεκριµένο στάδιο της ανάπτυξης και  περιορίζονται   από την 
δοµή της χρωµατίνης  (Gribnau et al., 2000). Εποµένως, η αφαίρεση του ε-αποσιωπητή παρουσία ολόκληρου 
του συµπλέγµατος δεν παρουσίασε αύξηση στην έκφραση του ε-γονιδίου ενδεχοµένως λόγω της 
χρωµοσωµικής καταστολής του ε-γονιδίου στα ενήλικα κύτταρα.  

Πρόσφατα δύο νέοι παράγοντες ο FKLF (embryonic/fetal β-like globin gene-activating Krüppel-like 
factor) (Asano et al., 1999) και ο FKLF-2 (Asano et al., 2000) της οικογένειας EKLF/SP1 βρέθηκαν να 
αλληλεπιδρούν µε το CACC κουτί των ε και γ-γονιδίων και να αυξάνουν την έκφραση τους σε πειράµατα 
διαµόλυνσης. Ο FKLF επηρεάζει ελάχιστα άλλους ερυθροποιητικούς υποκινητές υποδηλώντας ότι δεν είναι 
γενικός ενεργοποιητής γονιδίων µε το κουτί CACCC. Ο FKLF-2 αυξάνει την έκφραση του γ-γονιδίου και σε 
µικρότερο βαθµό των ε και β-γονιδίων. Πειράµατα αντικατάστασης είναι απαραίτητα ώστε να προσδιορισθεί  
εάν ο FKLF επηρεάζει την έκφραση του ε-γονιδίου in vivo. 

Τα όψιµα εµβρυϊκά γ-γονίδια της β-σφαιρίνης. Ένας µεγάλος αριθµός πρωτεϊνών προσδένεται στις 
πρώτες 300 bp των υποκινητών των γ-γονιδίων. Η ρύθµιση τους παρουσιάζει µεγάλο ερευνητικό ενδιαφέρον, 
µε δεδοµένη την βελτίωση που παρατηρείται από την σύνθεση της HbF σε ασθενείς µε β-θαλασσαιµία και 
δρεπανοκυτταρική αναιµία. 

 Πολλές σηµειακές µεταλλάξεις που προκαλούν φαινότυπο HPFΗ επισυµβαίνουν στις θέσεις 
σύνδεσης µεταγραφικών παραγόντων και ως αποτέλεσµα δηµιουργούν  νέες θέσεις δέσµευσης ή 
καταστρέφουν ήδη υπάρχοντες (Σχήµα 11) (Fucharoen et al., 1990; Mantovani et al., 1989; Gumucio et al., 
1988; Mantovani et al., 1988; McDonagh et al., 1991; Berry et al., 1992). Οι υποκινητές των γ-γονιδίων είναι 
οµόλογοι στην πρωτοταγής δοµή τους. Ο κάθε υποκινητής περιέχει ένα κουτί ΤΑΤΑ, ένα διπλασιασµένο 
κουτί CAAT καθώς και ένα κουτί CACCC.  

Η περιοχή µεταξύ των κουτιών CAAT και  TATA, περιέχει και µια περιοχή πλούσια σε γουανίνη, 
πάνω στη οποία συνδέεται ο παράγοντας Sp1, καθώς και η πρωτεΐνη stage selector protein (SSP) (Jane et 
al.,1992). Ο παράγοντας Sp1 όπως προαναφέρθηκε, πιθανώς να µην είναι λειτουργικά σηµαντικός in vivo ή 
να υπάρχουν παράγοντες που τον αναπληρώνουν δεδοµένου ότι το γ-γονίδιο εκφράζεται σε Sp1-/- 
διαγονιδιακά ποντίκια (Marin et al., 1993). Ο παράγοντας SSP είχε εντοπισθεί µε βάση την οµολογία του µε 
το cis στοιχείο SSE (stage selector element) που βρίσκεται στον υποκινητή του β-γονιδίου στο κοτόπουλο 
(Choi et al., 1988). 
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Στο ενήλικο στάδιο ο παράγοντας NF-E4 αλληλεπιδρά µε τον SSE και δίνει ένα προβάδισµα στον υποκινητή 
του β-γονιδίου έναντι του ε-γονιδίου για την αλληλεπίδραση του µε τον ενισχυτή του β-γονιδίου (Choi et al., 
1988).Η αλληλουχία µεταξύ �53 και �34 του γ-υποκινητή είναι συντηρηµένη στα είδη που εκφράζουν το γ-
γονίδιο στο εµβρυϊκό στάδιο, αλλά αποκλίνει στα είδη που το οµόλογο γ-γονίδιο εκφράζεται στα εµβρυϊκά 
κύτταρα (Gumucio et al., 1992). Η αλληλουχία αυτή θεωρείται ανάλογη µε του κοτόπουλου την SSE πάνω 
στην οποία προσδένεται ο παράγοντας SSP. Πειράµατα διαµόλυνσης υποδηλώνουν ότι ο παράγοντας SSE 
του γ-γονιδίου είναι παρόµοιος µε τον παράγοντα SSE του β-γονιδίου του κοτόπουλου όπου όταν 
προσδένεται ο SSP στον SSE εξασφαλίζει πλεονέκτηµα για τον υποκινητή του γ-γονιδίου έναντι τον 
υποκινητή του β-γονιδίου (Jane et al.,1992). Πρόσφατα κλωνοποιήθηκε και το ανθρώπινο γονίδιο NF-E4. 
Πειράµατα διαµόλυνσης έδειξαν ότι ο παράγοντας NF-E4 αυξάνει την έκφραση των ε- και γ-γονιδίων κατά 5 
έως 10 φορές αντίστοιχα, ενώ  καµία επίπτωση δεν παρατηρείται µε το β-γονίδιο (Zhou et al., 2000). Η 
σύνδεση των πρωτεϊνών Sp1 και SSP πάνω στο cis στοιχείο SSE φαίνεται ότι έχει αµοιβαία 
αποκλειστικότητα (Jane et al., 1993). Η ισορροπία αυτού του ανταγωνισµού φαίνεται ότι ρυθµίζεται κατά τη 
διάρκεια της ανάπτυξης µέσω της µεθυλίωσης των δύο CpG δινουκλεοτίδιων που υπάρχουν µεταξύ �55 και 
�50 bp της περιοχής αυτής. Αυτά τα δινουκλεοτίδια συχνά είναι µεθυλιωµένα σε ανθρώπινα εµβρυϊκά και 
ενήλικα κύτταρα, αλλά όχι σε εµβρυϊκά ερυθροποιητικά κύτταρα. Η µεθυλίωση των CpG αλληλουχιών 
προκαλεί δεκαπλάσια αύξηση στην ενεργότητα σύνδεσης του παράγοντα  Sp1, υποδηλώντας και συµφώνα 
µε τα δεδοµένα από τις µεταλλάξεις του SSE, ότι ο SSP µπορεί να δρα ως ενεργοποιητής στο εµβρυϊκό 
στάδιο και πιθανώς να αναπληρώνεται από τον Sp1 ως αποσιωπητής στο ενήλικο στάδιο. Αυτή η επιρροή θα 
ήταν δευτερεύουσα εφόσον και τα δεδοµένα υποδηλώνουν ότι τα γ-γονίδια αποσιωπούνται πριν την 
µεθυλίωση (Enver et al., 1988b). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 10.  Ο υποκινητής του γ-γονιδίου µε τα συντηρηµένα κουτιά (TATA, CAAT, CACCC) και της θέσεις 
δέσµευσης για διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες. 

 
Η CAAT displacement protein (CDP) συνδέεται στην ευρύτερη περιοχή περιλαµβανοµένων και των 

κουτιών CAAT, εκτοπίζοντας ανταγωνιστικά τον παράγοντα CP1/ NF-Y. Η CDP δρα ως µεταγραφικός 
καταστολέας (Skalnik et al., 1991). Με βάση τα αποτελέσµατα διαµόλυνσης σε κύτταρα Κ562, έχει 
υποδηλωθεί ότι η καταστολή των γ-γονιδίων από βουτυρικό οξύ είναι συνδεδεµένη µε την µείωση της CDP 
(McDonagh et al., 1991b). Άλλα δεδοµένα από διαγονιδιακά ποντίκια υποδηλώνουν ότι η επανενεργοποίηση 
έχει σχέση µε το ανώτερο τµήµα του υποκινητή (Pace et al., 1996). Αυτή η αντίφαση αποτελεσµάτων µπορεί 
να επιλυθεί µε την επανενεργοποίηση του γονιδίου  που κωδικοποιεί για την CDP και να ελεγχθεί η 
επίπτωση για καταστολή των γ-γονιδίων σε διαγονιδιακά ποντίκια. Οι παράγοντες  NF-E3 και GATA-1 
έχουν σχετισθεί µε την καταστολή του γ-γονιδίου, δεδοµένου ότι η σύνδεση τους µειώνεται στην �117  θέση 
από G σε A µετάλλαξη στο κουτί CAAT (Gumucio et al., 1988; Mantovani et al., 1988; Roncchi et al., 1995; 
Berry et al., 1992). Η εισαγωγή νέων µεταλλάξεων που µειώνουν τη  σύνδεση είτε της GATA-1 ή της  NF-
E3 στο κουτί CAAT, οδήγησε είτε σε πολύ µικρή παραµονή της έκφρασης του γ-γονιδίου (µεταλλάξεις NF-
E3) στο ενήλικο στάδιο σε διαγονιδιακά ποντίκια είτε σε απουσία παραµονής του γ-γονιδίου (GATA-1) 
(Ronchi et al., 1996). Ένας τελευταίος παράγοντας είναι ο NF-E6 που προσδένεται στο κουτί CACCC (Berry 
et al., 1992) και είναι µέλος της οικογένειας πρωτεϊνών cEBP (Wall et al., 1996; Zafarana et al., 2000) που 
πιθανώς να δρα ως θετικός ρυθµιστής των γ-γονιδίων. 
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Μετάλλαξη ή αφαίρεση του κουτιού CACCC οδηγεί σε µικρή  µείωση στην έκφραση του γ-γονιδίου 
στα πρώϊµα εµβρυϊκά ερυθροκύτταρα διαγονιδιακών ποντικιών, αλλά είναι δραστικά µειωµένη στα όψιµα 
εµβρυϊκά και ενήλικα ερυθροκύτταρα (Stamatoyannopoulos et al. 1993; Duan et al., 2000; Li et al., 2001). 
Αυτά τα δεδοµένα υποδηλώνουν ότι αυτή η περιοχή καθώς και η σύνδεση του παράγοντα CP-1 παίζει ένα 
σηµαντικό ρόλο στην έκφραση του γ-γονιδίου στο εµβρυϊκό στάδιο της τελικής διαφοροποίησης, όπου και 
επισυµβαίνει η κύρια σύνθεση της αιµοσφαιρίνης στον άνθρωπο. Η αφαίρεση του κουτιού CACCC 
επηρεάζει και την διαθεσιµότητα του κουτιού CAAT υποδηλώνοντας ότι υπάρχει αλληλεπίδραση µεταξύ 
των πρωτεϊνών που συγκεντρώνονται σε αυτά τα δύο ρυθµιστικά στοιχεία ( Duan et al., 2000). In vitro 
µελέτες έχουν δείξει ότι οι παράγοντες Sp1 και Sp3 συνδέονται µε το κουτί CACCC, αλλά δεν φαίνεται ότι 
επηρεάζουν in vivo (Marin et al., 1997). Η BKLF (Basic Krüppel-Like Factor)  και η  TEF2 µία πρωτεΐνη 
που συνδέει τον  παράγοντα GT-1 είναι οµόλογες (Crossley et al., 1996; Xiao et al., 1987) και εκφράζονται 
σε αρκετά κύτταρα συµπεριλαµβανόµενων και των ερυθροκυττάρων αλλά δεν υπάρχουν ενδείξεις εάν ο 
BKLF επηρεάζει την έκφραση του γ-γονιδίου (Perkins et al., 1997). Ο FKLF (Asano et al., 1999) και ο 
FKLF-2 (Asano et al., 2000) συνδέονται µε το κουτί CACCC όπως προαναφέρθηκε αλλά ο ρόλος τους στη 
ρύθµιση της έκφρασης του γ-γονιδίου in vivo ακόµα δεν έχει τεκµηριωθεί . 

 Η περιοχή ανοδικά του υποκινητή περιέχει επιπλέον θέσεις σύνδεσης για παράγοντες που 
εντοπίστηκαν µέσω φυσικών µεταλλάξεων µε φαινότυπο HPFH. Μια µετάλλαξη από θυµίνη (T) σε κυτοσίνη 
(C) στη θέση -175 αυξάνει την έκφραση του γ-γονιδίου σε ενήλικα ερυθροκύτταρα (Surrey et al., 1988; 
Stoming et al., 1989). Η �175 µετάλλαξη µεταβάλλει την αλληλεπίδραση της GATA-1 και αφαιρεί µία θέση 
δέσµευσης για οκταµερείς πρωτείνες in vitro. Ο συσχετισµός µεταξύ σύνδεσης και λειτουργίας του 
υποκινητή είναι δύσκολο να γίνει και υπάρχει η πιθανότητα να συµµετέχει και κάποιος άλλος παράγοντας 
(McDonagh et al., 1991; Magis et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 11.  Σηµειακές µεταλλάξεις σε µη ελλειµατικές µορφές HPFH και οι θέσεις σύνδεσης διαφόρων trans 

µεταγραφικών παραγόντων (Bollekens and Forget 1991).  

 

Η περιοχή �200 περιέχει αρκετές µεταλλάξεις που αυξάνουν το επίπεδο έκφρασης των γ-γονιδίων. 
Μερικές από αυτές όπως η �198 T σε C ή �202 C σε G διαµορφώνουν νέες ισχυρότερες θέσεις σύνδεσης για 
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τους παράγοντες Sp1 και SSP αντίστοιχα (Jane et al., 1993; Ronchi et al., 1989). Η καλύτερη δέσµευση του 
Sp1 σχετίζεται µε αύξηση στην ενεργότητα του υποκινητή (Gumucio et al., 1991) ενώ η νέα SSP θέση 
µπορεί λειτουργικά να αντικαταστήσει την θέση �50 σε πειράµατα διαµόλυνσης σε MEL κύτταρα (Jane et 
al., 1993). Μια πιθανή εξήγηση  για τα αποτελέσµατα αυτά, είναι η παρουσία νέων θέσεων που µπορούν εν 
µέρει να καταβάλουν την καταστολή του γ- υποκινητή  στο ενήλικο στάδιο. Μία δεύτερη εξήγηση είναι ότι η 
µεταλλάξεις αυτές αλλάζουν την διαµόρφωση του DNA. Η περιοχή του υποκινητή είναι ικανή να σχηµατίζει 
µία τριπλή δοµή και να αφήνει την περιοχή από �206 έως  �217  περιοχή του γ-υποκινητή ως τη µονή δοµή 
(Ulrich et al., 1992). Πιστεύεται ότι αυτή η δοµή βρίσκεται πάνω σε θέση δέσµευσης για ένα κατασταλτικό 
σύµπλεγµα το οποίο µετατοπίζεται από µεταγραφικούς παράγοντες που συνδέονται στις νέες αλληλουχίες 
που διαµορφώνονται από τις µεταλλάξεις HPFH (Ulrich et al., 1992; Bacolla et al., 1995). Η ύπαρξη αυτού 
του καταστολέα, υποστηρίζεται και από την µετάλλαξη που προσθέτει µία κυτοσίνη στη θέση �200, που δεν 
αλλάζει το προφίλ δέσµευσης in vitro, αλλά  αποσταθεροποιεί την δηµιουργία της τριπλής δοµής (Pissard et 
al., 1996). Η δύο αυτές επιπτώσεις, δηλ. η αποτροπή δηµιουργίας της τριπλής δοµής και η δηµιουργία νέων 
θέσεων δέσµευσης, µπορούν να αλληλεπιδρούν ώστε να αυξάνουν το επίπεδο έκφρασης των γ-γονιδίων. 
Ακόµα πιο ανοδικά του υποκινητή υπάρχουν αρκετές πιθανές  θέσεις δέσµευσης για πρωτείνες (Gumucio et 
al., 1992; Crossley et al., 1996; Ponce et al., 1991). Πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια έχουν αποδείξει τον 
ρόλο αυτών των περιοχών καθώς έχουν εντοπίσει µία περιοχή που πιθανώς να είναι απαραίτητη για την 
σωστή καταστολή του γονιδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1993). Η περιοχή του υποκινητή περιέχει και 
πολυµορφισµούς που συσχετίζονται µε την παραµονή έκφρασης του γ-γονιδίου στον ενήλικο (Gilman et al., 
1985; Lanclos et al., 1991; Sampietro et al., 1991; Harvey et al., 1992; Ballas et al., 1991; Peri et al., 1997). 

Πειράµατα διαµόλυνσης έχουν εντοπίσει ένα �ενισχυτή� 750 bp που εδράζεται 0.4 kb καθοδικά από το 
Αγ-γονίδιο (Bodine et al., 1987). Όµως, πειράµατα διαµόλυνσης κατά την διάρκεια της διατριβής έδειξαν ότι 
ο ενισχυτής αυτός (Enh) καθώς και  ένα άλλο τµήµα (F) που βρίσκεται καθοδικότερα, λειτουργούν ως 
αποσιωπητές. Οι δύο νέοι αυτοί αποσιωπητές (F και Enh)  ενδεχοµένως να συµµετέχουν στην καταστολή του 
γ-γονιδίου (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994).Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν και µε τα in vivo 
πειράµατα  σε ποντίκια που περιείχαν το γ-γονίδιο µε τους δύο αποσιωπητές, όπου το γ-γονίδιο παρουσίασε 
αυτόνοµη καταστολή (Dillon et al., 1991). Περαιτέρω, µία άλλη µελέτη  σε ποντίκια µε κατασκευές που δεν 
περιλαµβάνουν αυτά τα στοιχεία, παρουσιάζουν έκφραση του γ-γονιδίου ως και το ενήλικο στάδιο (Enver et 
al., 1989). Τα αποτελέσµατα αυτά δεν είναι απολύτως συγκρίσιµα, δεδοµένου ότι υπάρχουν διαφορές µεταξύ 
των δύο DNA κατασκευών στην περιοχή LCR (mini LCR 20 kb έναντι micro LCR 2.5 kb αντίστοιχα) που 
χρησιµοποιήθηκαν.  Το τµήµα Enh  είναι ευαίσθητο σε πέψη µε νουκλεάση σε  ερυθροποιητικά κύτταρα 
(Forrester et al., 1986) και περιέχει θέσεις δέσµευσης για τους παράγοντες GATA-1 και SATB1, µια 
πρωτεΐνη που σχετίζεται µε τον χρωµοσωµικό  σκελετό (Dickinson et al., 1992; Purucker et al., 1990). 
Πρόσφατα πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια έδειξαν ότι η αφαίρεση αυτού του στοιχείου από το βYAC 
δεν παίζει κανένα ρόλο στην ενεργοποίηση των γ-γονιδίων (Liu et al., 1998). Είναι πιθανόν όµως ότι το 
στοιχείο αυτό παίζει κάποιο ρόλο, γιατί η παρουσία του σε κατασκευές µLCR-γ-γονίδιο προστατεύει το γ-
γονίδιο από τη θέση ενσωµάτωσης του (Li et al., 1994) πιθανώς µέσω της σταθεροποίησης της 
αλληλεπίδρασης µεταξύ της περιοχής LCR και του γ-γονιδίου (Stamatoyannopoulos et al., 1997).   

Το ενήλικο δ-γονίδιο της β-σφαιρίνης. Το δ-γονίδιο φυσιολογικά εκφράζεται σε πολύ χαµηλά 
επίπεδα (περίπου το 1/5 της έκφρασης του β-γονιδίου) ενώ  παράγει περίπου 2.5-3.0 % της ενήλικου Hb. Η 
χαµηλή του έκφραση µπορεί να οφείλεται  είτε στην  αστάθεια του δ-mRNA εντός του πυρήνα (περίπου το 
1/3 του χρόνου υποδιπλασιασµού εν σχέση µε το β-γονίδιο) (Wood et al., 1978), είτε στην απουσία κάποιου 
ενισχυτή (Ross and Pizarro 1983; Kosche et al., 1985;) αλλά κυρίως στην απουσία λειτουργικού κουτιού 
CACCC στην περιοχή του υποκινητή. (Donze et al., 1996; Tang et al., 1997). Η εισαγωγή του κουτιού 
CACCC από το β-γονίδιο στην φυσιολογική θέση του δ-γονιδίου βρέθηκε ότι αυξάνει κατά δέκα φορές την 
έκφραση του δ-γονιδίου υποδηλώντας ότι η απουσία σύνδεσης του παράγοντα EKLF ευθύνεται  εν µέρει για 
την χαµηλή έκφραση του δ-γονιδίου (Donze et al., 1996). Πειράµατα διαµόλυνσης έχουν περαιτέρω δείξει 
ότι η περιοχή του υποκινητή από τις θέσεις �230 έως �458, περιέχει ένα θετικό στοιχείο  (PRE) πάνω στο 
οποίο προσδένεται ο παράγοντας GATA-1.  Ενώ στην περιοχή από �450 έως �612, υπάρχει ένα αρνητικό 
στοιχείο (NRE) το οποίο προσδένεται µε τον κατασταλτικό παράγοντα BP2 (Ebb et al., 1998). Ενδεχοµένως 
οι παράγοντες αυτοί να συµµετέχουν στην in vivo στην ρύθµιση του δ-γονιδίου.   
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Το ενήλικο β-γονίδιο της β-σφαιρίνης. Η περιοχή κοντά στον υποκινητή, περιέχει την αφετηρία της 
µεταγραφής το κουτί TATA στη θέση �30, µία περιοχή πλούσια σε γουανίνη στη θέση �50, ένα κουτί CAAT 
στο �75 και δύο κουτιά CACCC από τη θέση �90 έως τη θέση �110. Η αλληλουχία της µεταγραφής 
εντοπίστηκε µέσω της in vitro ανάλυσης µεταλλάξεων στον υποκινητή καθώς και από µία σηµειακή 
µετάλλαξη στη θέση +1 του γονιδίου που προκαλεί β-θαλασσαιµία (Antoniou et al., 1995,  Lewis et al., 
1995). Φυσιολογικές µεταλλάξεις στα κουτιά TATA και CACC προκαλούν β+ θαλασσαιµία υποδηλώντας ότι 
η αλληλουχίες αυτές είναι απαραίτητες για την λειτουργία του γονιδίου.  

Το κουτί CAAT είναι σηµαντικό για την λειτουργία του υποκινητή σε ερυθροποιητικά κύτταρα 
(Antoniou et al., 1990) και έχει αποδειχθεί  ότι συνδέεται µε διάφορους παράγοντες όπως τους CP1, GATA-
1 και τον παράγοντα NF-E6 (Antoniou et al., 1990; Antoniou et al., 1988; deBoer et al., 1988; Berry et al., 
1992; Wall et al., 1996). Πιστεύεται ότι ο παράγοντας CP1 δρα ως  θετικός ρυθµιστής του κουτιού CAAT 
αλλά όπως και στην περίπτωση των γ-γονιδίων ακόµα δεν έχει αποδειχθεί in vivo. Παρόµοια αποτελέσµατα 
έχουν παρατηρηθεί στα γ-γονίδια, όπου η GATA-1 προσδένεται ελαφρώς στο κουτί CAAT και εποµένως δεν 
φαίνεται να είναι λειτουργικά σηµαντική σε αυτή την θέση (Roncchi et al., 1995). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 12.  Ο υποκινητής του β-γονιδίου µε τα συντηρηµένα κουτιά (TATA, CAAT, CACCC) και τις θέσεις 
δέσµευσης για διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες. 

 
Μία περιοχή πλούσια σε γουανίνη  µεταξύ των κουτιών CCAAT και TATA, ονοµάζεται β-direct 

repeat element (βDRE) και αποτελείται από  επαναληπτικές αλληλουχίες που βρίσκονται σε οµόλογη θέση 
µε την αλληλουχία  σύνδεσης του παράγοντα SSE του γ-γονιδίου, το οποίο  έχει, διατηρηθεί κατά τη 
διάρκεια της εξέλιξης (Stuve et al., 1990). Μεταλλάξεις σε αυτές τις επαναλληπτικές αλληλουχίες, 
επηρεάζουν την λειτουργία του υποκινητή σε πειράµατα διαµόλυνσης σε ερυθροποιητικά κύτταρα, καθώς 
έχει παρατηρηθεί και δέσµευση του DNA µε αυτό το στοιχείο (Myers et al., 1989). 

Από τα δύο κουτιά CACCC, αυτό στη θέση -110 από  το σηµείο έναρξης, φαίνεται ότι είναι πιο 
σηµαντικό. Το κουτί CACCC προσδένει αρκετούς παράγοντες in vitro (Hartzog et al., 1993) αλλά η 
λειτουργική πρωτεΐνη in vivo είναι ο µεταγραφικός παράγοντας EKLF (Miller et al., 1993; Feng et al., 1994). 
Είναι δεδοµένο ότι το κουτί CACCC του β-γονιδίου  έχει ισχυρότερη θέση δέσµευσης, όπως προαναφέρθηκε 
για τον παράγοντα EKLF από  εκείνη των ε και γ-γονιδίων. Μεταλλάξεις στο κουτί CACCC που µειώνουν 
την σύνδεση µε τον παράγοντα EKLF, παρουσιάζουν φαινότυπο θαλασσαιµίας (Donze et al., 1995). Η 
αδρανοποίηση της EKLF-/- σε ποντίκια οδηγεί σε θανατηφόρα αναιµία στο όψιµο εµβρυϊκό στάδιο λόγω 
απουσία έκφρασης των β-γονιδίων του ποντικού. (Nuez et al., 1995; Perkins et al., 1995; Perkins et al., 
2000).  Όταν διασταυρώνονται µε EKLF+/- ποντίκια που περιέχουν το σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης, η 
µειωµένη συγκέντρωση του EKLF επηρεάζει την έκφραση του β-γονιδίου αλλά όχι των ε ή γ-γονιδίων 
(Wijgerde et al., 1996; Perkins et al., 1996) παρόλο που ο EKLF είναι παρών και λειτουργικός έως τα 
εµβρυϊκά στάδια της ανάπτυξης (Tewari et al., 1998). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα ποντίκια 
που είναι ετεροζυγώτες για τον EKLF, εκφράζουν σε χαµηλά επίπεδα το β-γονίδιο αλλά µόνο όταν 
ανταγωνίζεται το γ-γονίδιο. Η απουσία ή η µείωση του EKLF δεν επηρεάζει τον χρόνο που αποσιωπείται το 
γ-γονίδιο (Wijgerde et al., 1996; Perkins et al., 1996).  
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Το ανοδικό τµήµα του υποκινητή περιέχει επιπλέον θέσεις δέσµευσης για τους παράγοντες GATA-1 
(στις θέσεις �120 και �200) και CP1 (στη θέση �160) οι οποίοι φαίνεται ότι εµφανίζουν επαγωγή στον 
υποκινητή σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα (Antoniou et al., 1990; deBoer et al., 1988). Σε αντίθεση, το 
γονίδιο παραµένει επαγόµενο  όταν η LCR συνδέεται µε τον ελάχιστο (-100 bp) υποκινητή (Antoniou et al., 
1990).  Εποµένως ο πραγµατικός ρόλος αυτών των αλληλουχιών µέσα στο σύµπλεγµα παραµένει ακόµα 
αδιευκρίνιστος. 

Πειράµατα διαµόλυνσης έχουν δείξει ότι η ανοδική περιοχή του υποκινητή περιέχει και δύο 
αποσιωπητές. Ο αποσιωπητής ι (silencer I) εδράζεται στις θέσεις από �550 έως �527 bp και προσδένεται µε 
τον κατασταλτικό παράγοντα BP1 (Berg et al., 1989) καθώς και µε την κατασταλτική πρωτεΐνη high 
mobility group proteins ή HMG I/Y (Ebb et al., 1998).  Ο δεύτερος αποσιωπητής (silencer II), εδράζεται 
στην περιοχή από τη θέση �338 έως �233 bp και προσδένεται µε τους κατασταλτικούς παράγοντες BP1 (�
302 έως �294) και BP2  
(�275 έως �294) (Berg et al., 1989). Ένας ασθενής µε β-θαλασσαιµία παρουσίασε τέσσερις µεταλλάξεις στην 
5΄περιοχή του γονιδίου. Μία από τις µεταλλάξεις βρίσκεται πάνω στην θέση �550 bp. Aποτέλεσµα αυτών 
είναι η αύξηση της δέσµευσης του παράγοντα BP1 κατά εννέα φορές (Berg et al., 1989).  Οι HMG I/Y 
πρωτεΐνες έχουν την ικανότητα να δηµιουργούν αγκύλη στο DNA και ενδεχοµένως να λειτουργούν ως συν-
παράγοντες και να µεσολαβεί η καταστολή του β-γονιδίου µέσω της σύνδεσης του µε τον παράγοντα BP1.  
Πρόσφατα έχει αποδειχθεί  ότι η πρωτεΐνη HMG I/Y έχει την ικανότητα να καταστέλλει ή να ενεργοποιεί 
ένα υποκινητή από απόσταση (Bagga et al., 2000). 

Το β-γονίδιο περιέχει και δύο ενισχυτές. Ο ένας βρίσκεται στην ένωση µεταξύ του δεύτερου 
ιντρονίου µε του τρίτου εξονίου και ο άλλος 550 έως 800 bp µετά την θέση poly A του γονιδίου (Antoniou et 
al., 1988; deBoer et al., 1988; Behringer et al., 1987). Η δράση του πρώτου ενισχυτή έχει καθιερωθεί µετά 
από πειράµατα διαµόλυνσης σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα (Antoniou et al., 1988) καθώς και σε 
διαγονιδιακά ποντίκια (Behringer et al., 1987).  Ο ρόλος όµως αυτού του πρώτου ενισχυτή δεν έχει 
επιβεβαιωθεί παρουσία ολόκληρου του συµπλέγµατος, κάτι που είναι δύσκολο να µελετηθεί διότι το 3΄ άκρο 
του ιντρονίου περιέχει σηµαντικές αλληλουχίες για την πολυαδενυλίωση και την απελευθέρωση του 
µεταγράφου από το εκµαγείο (Antoniou et al., 1998).  Ο δεύτερος ενισχυτής µήκος 250 bp, περιέχει τέσσερις 
θέσεις σύνδεσης του παράγοντα  GATA-1  και αυξάνει την δράση ενός συνδεδεµένου υποκινητή σε 
πειράµατα διαµόλυνσης (Antoniou et al., 1988). Το ίδιο τµήµα χρησιµοποιήθηκε και σαν θετική αλληλουχία 
για την παρουσία ενισχυτή σε πειράµατα διαµόλυνσης κατά την διάρκεια της ∆ιατριβής και αναφέρεται 
αργότερα (Kosteas et al., 1996). Ο ενισχυτής αυτός λειτουργεί και ως ενεργοποιητής στο ενήλικο στάδιο του 
ποντικού σε κατασκευές που δεν περιέχουν την περιοχή LCR (Behringer et al., 1987; Kollias et al., 1986; 
Kollias et al., 1987; Trudel et al., 1987a; Trudel et al., 1987b; Magram et al., 1989). Όταν ο 3΄ ενισχυτής 
αφαιρείται από το βYAC το οποίο περιέχει ολόκληρο το σύµπλεγµα, τότε η έκφραση του β-γονιδίου 
επηρεάζεται σηµαντικά σε διαγονιδιακά ποντίκια. Η έκφραση του γ-γονιδίου παρέµεινε σταθερή και δεν 
παρατηρήθηκε στο ενήλικο στάδιο της ερυθροποίησης, υποδηλώντας ότι ο ενισχυτής 3΄του β-γονιδίου δεν 
συµµετέχει στον ανταγωνισµό µεταξύ των γ και β-γονιδίων.  Εποµένως, ο ενισχυτής αυτός παίζει σηµαντικό 
ρόλο µόνο ως προς την έκφραση του β-γονιδίου (Liu et al., 1997). 

Το ζ-γονίδιο της α-σφαιρίνης. Η περιοχή κοντά στον υποκινητή του ζ-γονιδίου περιέχει το κουτί 
TATA στη θέση �30, ένα κουτί CAAT στη θέση �66 και ένα κουτί CACCC στη θέση �95, ανάλογα µε αυτά 
που βρίσκονται στα αλλά γονίδια της σφαιρίνης. Το κουτί CAAT συνδέεται µε τον παράγοντα CP2 (Lim et 
al., 1992) και η περιοχή µε το κουτί CACCC συνδέεται µε παράγοντες της οικογένειας των πρωτεϊνών Sp1 
(Watt et al., 1990; Yu et al., 1990). Όπως και µε τον υποκινητή του ε-γονιδίου, έτσι και ο υποκινητής του ζ-
γονιδίου περιέχει τις επαναλληπτικές αλληλουχίες DR-1 (Filipe et al., 1999). Η θέση δέσµευσης του 
παράγοντα Sp1 συµπίπτει µε µία ισχυρή θέση δέσµευσης του παράγοντα GATA-1. Οι δύο παράγοντες 
ανταγωνίζονται για να προσδεθούν στην ίδια θέση. Μία άλλη GATA-1 θέση βρίσκεται πιο ανοδικά στη θέση 
�230 bp. Πειράµατα διαµόλυνσης έχουν δείξει ότι οι δύο  GATA-1 θέσεις είναι απαραίτητες για την 
αλληλεπίδραση µε την περιοχή HS-40 (Zhang et al., 1993). Ένα θετικό ρυθµιστικό στοιχείο έχει εντοπιστεί 
στην περιοχή µεταξύ �207 και �417 bp (Sabath et al., 1995). Η περιοχή αυτή περιέχει µία θέση GATA-1 στη 
θέση �230 bp που ακολουθείται στο 3΄ άκρο από ένα κουτί CACCC το οποίο προσδένεται  ο Sp1 και 
κάποιος άγνωστος παράγοντας από την οικογένεια  Sp1/XKLF (Philipsen et al., 1999) έκτος τους EKLF ή 
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BKLF (Sabath et al., 1996). Άλλος ένας άγνωστος παράγοντας ο URE-BF, ο οποίος µπορεί και αλληλεπιδρά 
µε την  GATA-1 προσδένεται 5΄της θέσεις  GATA-1. 

 Η αναπτυξιακή ρύθµιση του ζ-γονιδίου είναι αυτόνοµη, δηλαδή όλες οι αλληλουχίες απαραίτητες για 
την αποσιωποίηση του περιέχονται στο γονίδιο ή στις αλληλουχίες που το περιλαµβάνουν (Sabath et al., 
1993; Albitar et al., 1991; Pondel et al., 1992b). Όταν συνδέεται µε την περιοχή LCR το ζ-γονίδιο 
εκφράζεται σε αρχέγονα ερυθροποιητικά κύτταρα, αλλά όχι σε διαφοροποιηµένα κύτταρα σε διαγονιδιακά 
ποντίκια.  Η ίδια έκφραση παρατηρείται ακόµα και µε 128 bp του υποκινητή, υποδηλώντας ότι τουλάχιστον 
µερικές από της αλληλουχίες που είναι απαραίτητες για την καταστολή του γονιδίου σε διαφοροποιηµένα 
κύτταρα, βρίσκονται κοντά στο γονίδιο (Sabath et al., 1993). Ανάλυση της περιοχής του υποκινητή δεν 
ανέδειξε στοιχεία που να συµµετέχουν στην καταστολή του γονιδίου. Επιπρόσθετες in vitro και in vivo 
µελέτες, εντόπισαν πρόσφατα µία αλληλουχία αποσιωπητή µήκος 108 bp 1.2 kb 3΄ του ζ-γονιδίου, στην 
οποία συνδέεται ο  παράγοντας NF-κB, υποδηλώντας ότι εν µέρει συµµετέχει στην καταστολή του γονιδίου ( 
Liebhaber 2000; Wang and Liebhaber 1999).  

Το α-γονίδιο της α-σφαιρίνης. Η περιοχή του υποκινητή των α1- και α2-γονιδίων έχουν τις ίδιες 
ρυθµιστικές αλληλουχίες στης πρώτες 600 bp αλλά εµφανίζουν κάποιες εξαιρέσεις εν σχέση µε τα άλλα 
γονίδια της σφαιρίνης. ∆εν περιέχει το κουτί CACCC, αλλά περιέχει µία περιοχή πλούσια σε CG  που 
αποτελεί µέρος µιας µη-µεθυλιωµένης CpG νησίδας που επεκτείνεται έως και το 5΄ του ζ-γονιδίου (Flint et 
al., 1997; Shewchuk et al., 1997). Οι νησίδες CpG σχηµατίζουν διαφορετική δοµή χρωµατίνης.  Ο 
παράγοντας Sp1 προσδένεται µε την  περιοχή που είναι πλούσια σε CG, η οποία όπως φαίνεται είναι 
σηµαντική για την υψηλή έκφραση του α-γονιδίου. Πειράµατα διαµόλυνσης έδειξαν ότι το α-γονίδιο σε 
αντίθεση  µε τα β-γονίδια, εκφράζεται µετά από διαµόλυνση σε µη-ερυθροποιητικά κύτταρα απουσία 
ενισχυτή (Humphries et al., 1982; Brickner et al., 1991). Το α-γονίδιο όµως χρειάζεται είτε την περιοχή HS-
40 ή και των LCR ώστε να εκφραστεί σε διαγονιδιακά ποντίκια (Higgs et al., 1990;Sharpe et al., 1993; Blom 
et al., 1989; Ryan et al., 1989; Talbot et al., 1989). Ο υποκινητής του α-γονιδίου συνδέεται µε τους ίδιους 
παράγοντες που προσδένονται και στους υποκινητές των β-γονιδίων, όπως τους GATA-1 (-185 bp), CP1 (-90 
bp), CP2 καθώς και η αIRP (α inverted repeat protein) (Lim et al., 1990; 391 Kim et al., 1990; Lim et al., 
1993; Swedeman et al., 1994).       

     

Η περιοχή ελέγχου του γονιδιακού τόπου του β-συµπλέγµατος (LCR)  
 

  ΑΑρρχχιικκάά  ππεειιρράάµµαατταα  υυππεερρεευυααιισσθθηησσίίααςς  µµεε  DDNNaasseeII  εεννεεττόόππιισσαανν  ττηηνν  ππρροοσσοοχχήή  ττωωνν  εερρεευυννηηττώώνν  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  
πποουυ  εευυρρίίσσκκεεττααιι  ααννοοδδιικκάά  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ..  ΤΤαα  ππεειιρράάµµαατταα  ααυυττάά  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  πποουυ  ββρρίίσσκκεεττααιι  55  έέωωςς  2255  kkbb  
55΄́  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  ααπποοττεελλεείίττααιι  ααππόό  ππέέννττεε  θθέέσσεειιςς  υυππεερρεευυααιισσθθηησσίίααςς  ((DDNNaassee  II  hhyyppeerrsseennssiittiivvee  ssiitteess  ήή  HHSS))  πποουυ  όόλλεεςς  
µµααζζίί  σσχχηηµµααττίίζζοουυνν  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..  ΟΟιι  HHSS  θθέέσσεειιςς  έέχχοουυνν  εεννττοοππιισσθθεείί  ��2211..55,,  --1188,,  --1144..77,,  --1100..99  κκααιι  ��66..11  kkbb  εενν  
σσχχέέσσηη  µµεε  ττηηνν  ααφφεεττηηρρίίαα  µµεεττααγγρρααφφήήςς  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  κκααιι  ααννττίίσσττοοιιχχαα  ααρριιθθµµοούύννττααιι  µµεε  κκααττεεύύθθυυννσσηη  55΄́  ππρροοςς  33΄́  ωωςς  
HHSS55  έέωωςς  HHSS11..  ΆΆλλλληη  µµίίαα  HHSS  θθέέσσηη  ((33΄́HHSS11))  ββρρίίσσκκεεττααιι  2200  kkbb  33 ΄́ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ..  ΟΟιι  θθέέσσεειιςς  HHSS11  έέωωςς  HHSS44  έέχχοουυνν  
εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη  ((FFoorrrreesstteerr  eett  aall..,,  11998866;;  TTuuaann  eett  aall..,,  11998855))  εεννώώ  ηη  θθέέσσηη  HHSS55  εεκκφφρράάζζεεττεε  κκυυρρίίωωςς  σσεε  
ααιιµµοοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα  ((LLii  eett  aall..,,  11999999;;  ZZaaffaarraannaa  eett  aall..,,  11999955))..  ΗΗ  33΄́HHSS11  ββρρίίσσκκεεττααιι  µµόόννοο  σσεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  
κκύύττττααρραα  κκααιι  ηη  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  αακκόόµµαα  δδεενν  εείίννααιι  γγννωωσσττήή..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  δδύύοο  ννέέεεςς  θθέέσσεειιςς  υυππεερρεευυααιισσθθηησσίίααςς  οοιι  HHSS66  
κκααιι  HHSS77  έέχχοουυνν  εεννττοοππιισσττεείί  66  κκααιι  1122  kkbb  ααννοοδδιικκάά  ττηηςς  HHSS55  ((BBuullggeerr  eett  aall..,,  11999999aa;;  EEnnggeell  aanndd  TTaanniimmoottoo,,  22000000)),,  
αακκόόµµαα  όόµµωωςς  δδεενν  εείίννααιι  γγννωωσσττόό  εεάάνν  ααπποοττεελλοούύνν  µµέέρροοςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR..    

  ΗΗ  ππρρώώττηη  έέννδδεειιξξηη  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ππιιθθααννώώςς  νναα  ππεερριιέέχχεειι  σσηηµµααννττιικκέέςς  ρρυυθθµµιισσττιικκέέςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς    
ππρροοήήλλθθεε  ααππόό  ττηηνν  ααννάάλλυυσσηη  δδύύοο  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  ττύύπποουυ  ((εεγγδδββ))°°θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  κκααιι  οοδδήήγγηησσεε    σσττηηνν  αανναακκάάλλυυψψηη  ττηηςς  
LLCCRR  ((VVaann  eett  aall..,,11998800;;  VVaanniinn  eett  aall..,,  11998833;;  OOrrkkiinn  eett  aall..,,  11998811;;  CCuurrttiinn  eett  aall..,,  11998855;;  DDrriissccoollll  eett  aall..,,  11998899;;  KKuulloozziikk  
eett  aall..,,  11999911))..  ΗΗ  ΟΟλλλλααννδδιικκήή  ((εεγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  ααφφααιιρρεείί  ππεερρίίπποουυ  110000  kkbb  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  οολλόόκκλληηρρηη  ττηηνν  
ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  µµααζζίί  µµεε  τταα    εε,,  γγ  KKoolllliiaass  eett  aall..,,    κκααιι  δδ--γγοοννίίδδιιαα  εεννώώ  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  ππααρρααµµέέννεειι  άάθθιικκττοο..  ΤΤοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  
εείίννααιι  λλεειιττοουυρργγιικκόό  iinn  vviittrroo  ((WWrriigghhtt  eett  aall..,,  11998844))  ααλλλλάά  όόχχιι  iinn  vviivvoo  λλόόγγοο  ττηηςς  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ  σσεε    
εεττεερροοχχρρωωµµααττίίννηη    ((KKiioouussssiiss  eett  aall..,,  11998833))..  ΣΣττηηνν  ΙΙσσππααννιικκήή  ((εεγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  ((DDrriissccoollll  eett  aall..,,  11998899))  ττοο  έέλλλλεειιµµαα  
ξξεεκκιιννάάεειι  88  kkbb  55΄́  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  κκααιι  ααφφααιιρρεείί  ττιιςς  θθέέσσεειιςς  HHSS22  έέωωςς  HHSS55  κκααθθώώςς  κκααιι  2277  kkbb  ααππόό  ττηηνν  ααννοοδδιικκήή  
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ππεερριιοοχχήή..  ΤΤοο  υυππόόλλοοιιπποο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ααππόό  ττηηνν  HHSS11  κκααιι  κκααθθοοδδιικκάά    ττηηςς  ππααρρααµµέέννεειι  άάθθιικκττοο  ((ΣΣχχήήµµαα  
1133))..  ΩΩςς  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ττοουυ  εελλλλεείίµµααττοοςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  σσττηηνν  ΙΙσσππααννιικκήή  ((εεγγδδββ))°°  
θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  δδεενν  εεκκφφρράάζζεεττααιι  ((KKiioouussssiiss  eett  aall..,,  11998833;;  FFoorrrreesstteerr  eett  aall..,,  11999900))  κκααιι  δδεενν  ππααρροουυσσιιάάζζεειι  εευυααιισσθθηησσίίαα  
σσττηηνν  DDNNaassee  II,,  δδηηλλααδδήή  ααπποοκκττάά  µµίίαα  κκλλεειισσττήή  δδοοµµήή  χχρρωωµµααττίίννηηςς..  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ΣΣχχήήµµαα  1133..    ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττύύπποουυ  ((εεγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  πποουυ  ααφφααιιρροούύνν  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  

  ΗΗ  ππρρώώττηη  µµεελλέέττηη  πποουυ  κκααθθιιέέρρωωσσεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ααφφοορροούύσσεε  ττηηνν  σσυυννδδεεσσήή  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  mmiinniillooccuuss  
ccoonnttrrooll  rreeggiioonn  ((mmLLCCRR,,  πποουυ  ααπποοττεελλεείίττεε  ααππόό  ττηηςς  θθέέσσεειιςς  HHSS44  έέωωςς  HHSS11))  µµεε  ττοο  εεννήήλλιικκοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  ((GGrroossvveelldd  eett  aall..,,  
11998877))..  ΑΑυυττήή  κκααιι  ππεερρααιιττέέρρωω  µµεελλέέττεεςς  σσεε  κκυυττττααρριικκάά  σσυυσσττήήµµαατταα  κκααιι  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  
LLCCRR  ππρροοσσδδίίδδεειι  υυψψηηλλοούύ  εεππιιππέέδδοουυ  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήή  έέκκφφρραασσηη  σστταα  γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  σσυυννδδέέοοννττααιι  µµααζζίί  ττηηςς..  TTοο  εεππίίππεεδδοο  
ττηηςς  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  εεξξααρρττάάττααιι  ααππόό  ττοονν  ααρριιθθµµόό  ττωωνν  ααννττιιγγρράάφφωωνν  ττοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ,,  ααλλλλάά  όόχχιι  ααππόό  ττηη  θθέέσσηη  
ττηηςς  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ,,  εεννώώ  ηη  δδρράάσσηη  ττηηςς  LLCCRR  εείίννααιι  εεππιικκρρααττοούύσσαα,,  δδηηλλααδδήή  έέχχεειι  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  εεννιισσχχύύεειι  ττηηνν  
µµεεττααγγρρααφφιικκήή  δδρραασσττιικκόόττηητταα  γγοοννιιδδίίωωνν    ττόόσσοο  σσφφααιιρριιννώώνν,,  όόσσοο  κκααιι  εεττεερρόόλλοογγωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ((AAsssseennddeellfftt  eett  aall..,,  11998899))..  
ΓΓιιαα  ππααρράάδδεειιγγµµαα,,  οο  υυπποοκκιιννηηττήήςς  ττηηςς  κκιιννάάσσηηςς  ττηηςς  θθυυµµιιδδίίννηηςς  ττοουυ  ιιοούύ  ττοουυ  ααππλλοούύ  έέρρππηητταα  ((HHSSVV--ttkk))  εεµµφφααννίίζζεειι  
εερρυυθθρρoo--εειιδδιικκήή  έέκκφφρραασσηη  σσεε  πποοννττίίκκιιαα  όότταανν  εείίννααιι  σσυυννδδεεδδεεµµέέννοοςς  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..  ΠΠεερρααιιττέέρρωω  οο  υυπποοκκιιννηηττήήςς  
εεππάάγγεεττααιι  κκααττάά  ττηηνν  ωωρρίίµµααννσσηη  ττωωνν  εερρυυθθρροοκκυυττττάάρρωωνν..    ΆΆλλλλαα  ππεειιρράάµµαατταα  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  κκάάθθεε  HHSS  θθέέσσηη  ππεερριιέέχχεειι  
πποολλλλααππλλέέςς  θθέέσσεειιςς  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηηςς  κκααιι  σσύύννδδεεσσηηςς  µµεε  δδιιααφφόόρροουυςς  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύςς  κκααιι  µµηη  ttrraannss--ππααρράάγγοοννττεεςς  
πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννοοννττααιι  κκυυρρίίωωςς  σσεε  µµίίαα  ππεερριιοοχχήή  330000  bbpp  όόππωωςς  ααννααφφέέρρεεττααιι  ππααρραακκάάττωω..    

      ΤΤαα  ππρροοββλλήήµµαατταα  σσυυχχννάά  πποουυ  εεππιικκρρααττοούύνν    γγιιαα  ττηηνν  ααννίίχχννεευυσσηη  µµίίααςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR    εείίννααιι  όόττιι  µµπποορρεείί  νναα  
ααπποοττεελλεείίττααιι  ααππόό  ααρρκκεεττάά  σσττοοιιχχεείίαα  κκααιι  νναα  εεξξααππλλώώννεεττααιι  σσεε  µµεεγγάάλληη  ππεερριιοοχχήή  ((ππάάννωω  ααππόό  2200  kkbb))  κκααθθώώςς  κκααιι  όόττιι  δδεενν  
εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττοο  νναα  εεδδρράάζζεεττααιι  εείίττεε  ααννοοδδιικκάά  εείίττεε  κκααθθοοδδιικκάά  ααππόό  τταα  γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  εελλέέγγχχεειι  ((GGrroossvveelldd  11999999))..  ΗΗ  
ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  µµεε  ττηηνν  σσχχεεττιικκάά  ααππλλήή  δδοοµµήή  ττηηςς  ήήτταανν  ηη  ππρρώώττηη  πποουυ    αανναακκααλλύύφφττηηκκεε..  ΣΣττηηνν  
σσυυννέέχχεειιαα  µµιιαα  άάλλλληη  εερρυυθθρρόό  εειιδδιικκήή  HHSS  εεννττοοππίίσσττηηκκεε  4400  kkbb  ααννοοδδιικκάά  ττοουυ  ζζ--γγοοννιιδδίίοουυ  ηη  οοπποοίίαα  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  γγιιαα  
ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999900))..  ΗΗ  HHSS--4400  εείίννααιι  ττύύπποουυ  LLCCRR,,  δδεενν  έέχχεειι  
όόµµωωςς  τταα  κκύύρριιαα  χχααρραακκττηηρρίίσσττηηκκαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  πποουυ  ππρροοααννααφφέέρρθθηηκκαανν,,  κκυυρρίίωωςς  σσττοο  όόττιι  ττοο  
εεππίίππεεδδοο  ττηηςς  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  εεξξααρρττάάττααιι  ααππόό  ττοονν  ααρριιθθµµόό  ττωωνν  ααννττιιγγρράάφφωωνν  ττοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ,,  ααλλλλάά  όόχχιι  ααππόό  ττηη  
θθέέσσηη  ττηηςς  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ  ((SShhaarrppee  eett  aall..,,  11999922))..  ΑΑρρκκεεττέέςς    άάλλλλεεςς  ππεερριιοοχχέέςς  LLCCRR  έέχχοουυνν  εεννττοοππιισσττεείί  κκααιι  σσεε  άάλλλλαα  
γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  σσεε  δδιιάάφφοορροουυςς  ιισσττοούύςς  ((KKiioouussssiiss  eett  aall..,,  11999977))..    

  

ΣΣττοοιιχχεείίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς..    
  

  ΈΈνναα  µµοοννααδδιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  πποουυ  ττηηνν  δδιιαακκρρίίννεειι  ααππόό  έένναα  κκλλαασσιικκόό  εεννιισσχχυυττήή  εείίννααιι  ηη  
ιικκααννόόττηητταα  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  πποουυ  σσυυννδδέέοοννττααιι  µµααζζίί  ττηηςς  ααννεεξξάάρρττηητταα  ααππόό  ττηη  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυςς  
((FFrraasseerr  eett  aall..,,  11999988;;  GGrroossvveelldd  eett  aall..,,  11998877))..  ΑΑρρχχιικκάά  ππεειιρράάµµαατταα  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  ααπποουυσσίίαα  
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ττηηςς  LLCCRR  ηη  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  εε,,  ΑΑγγ  κκααιι  ββ  γγοοννιιδδίίωωνν  σστταα  µµιισσάά  πποοννττίίκκιιαα  ήήτταανν  χχααµµηηλλήή  δδηηλλααδδήή  00..11--33%%  εενν  σσχχέέσσηη  µµεε  ττηη  
φφυυσσιιοολλοογγιικκήή  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  ((KKoolllliiaass  eett  aall..,,  11998866;;  TTrruuddeell  eett  aall..,,  11998877;;  
MMaaggrraamm  eett  aall..,,  11998899;;  TToowwnneess  eett  aall..,,  11998855;;  BBeehhrriinnggeerr  eett  aall..,,  11998877))..  ΣΣτταα  άάλλλλαα  µµιισσάά  πποοννττίίκκιιαα  τταα  γγοοννίίδδιιαα  δδεενν  
εεκκφφρράάζζοοννττοο  ..  ΗΗ  ααπποουυσσίίαα  κκααιι  ηη  δδιιααφφοορράά  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ααυυττώώνν  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  οοδδήήγγηησσεε  σσττηηνν  σσκκέέψψηη  όόττιι  οοφφεείίλλεεττααιι  
σσττηηνν  δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ήή//κκααιι  σσττηηνν    εεππηηρρεεάάσσεειι    ρρυυθθµµιισσττιικκώώνν  σσττοοιιχχεείίωωνν  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  κκοοννττάά  σσττηη  θθέέσσηη  
εεννσσωωµµααττώώσσεειιςς  ττοουυςς  ((MMiilloott  eett  aall..,,  11999966))..    

  ΕΕίίννααιι  γγννωωσσττόό  όόττιι  ηη  εεττεερροοχχρρωωµµααττίίννηη  ππααρρααµµέέννεειι  αασσυυννήήθθιισστταα  σσυυµµππυυκκννωωµµέέννηη  κκααιι  µµεεττααγγρρααφφιικκάά  ααννεεννεερργγήή  
εεννώώ  έέχχεειι  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  ααπποοσσιιωωππήή  τταα  γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  κκοοννττάά  ττηηςς..    ΗΗ  κκαατταασσττοολλήή  εεννόόςς  γγοοννιιδδίίοουυ  µµεε  
ααυυττόό  ττοονν  ττρρόόπποο  οοννοοµµάάζζεεττααιι  ppoossiittiioonn  eeffffeecctt  vvaarriieeggaattiioonn  ((PPEEVV))  ((KKaarrppeenn  11999944))  κκααιι  ααρρχχιικκάά  εείίχχεε  ααννιιχχννεευυττήή  σσττηηνν    
DDrroossoopphhiillaa    ((AAllbbeerrttss  aanndd  SStteerrnnggllaannzz  11999900))  κκααιι  ππρρόόσσφφαατταα  σσττοονν  σσαακκχχααρροοµµύύκκηητταα  ((AAllllsshhiirree  eett  aall..,,  11999944))  κκααιι  τταα  
θθηηλλαασσττιικκάά  ((MMiilllliioott  eett  aall..,,  11999966;;  FFeesstteennsstteeiinn  eett  aall..,,  11999966;;  FFeesstteennsstteeiinn  aanndd  KKiioouussssiiss  22000000))..    ΗΗ  PPEEVV  
χχααρραακκττηηρρίίζζεεττααιι  ααππόό  ττηηνν  σσττοοχχαασσττιικκήή  ααπποοσσιιώώππηησσηη  εεννόόςς  γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  µµίίαα  ααννααλλοογγίίαα  κκυυττττάάρρωωνν  όόπποουυ  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  
ααννααµµέέννεεττααιι  νναα  εεκκφφρραασσττήή..    ΗΗ  ππααρροουυσσίίαα  cciiss--ρρυυθθµµιισσττιικκώώνν  ππεερριιοοχχώώνν    εεππηηρρεεάάζζεειι    εεάάνν  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  θθαα  εεκκφφρραασσττήή  ήή  
όόχχιι..  ΣΣεε  οορριισσµµέέννεεςς  ππεερριιππττώώσσεειιςς  έέχχεειι  ααπποοδδεειικκθθεείί  όόττιι  οοιι  εεννιισσχχυυττέέςς  έέχχοουυνν  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  ααυυξξάάννοουυνν  ττηηνν  
ππιιθθααννόόττηητταα  νναα  εεκκφφρραασσττήή  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  µµεε  µµηη  ιισσττοοεειιδδιικκόό  ππρρόόττυυπποο  έέκκφφρραασσηηςς  ((WWaalltteerrss  eett  aall..,,  11999955;;  WWaalltteerrss  eett  aall..,,  
11999966))  όόπποουυ  ππααρροουυσσίίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  µµπποορροούύνν  νναα  κκααττααββάάλλοουυνν  ππλλήήρρωωςς  ττηηνν  ααπποοσσιιωωπποοίίηησσηη  ττοουυ  ααππόό  ττηηνν  
εεττεερροοχχρρωωµµααττίίννηη  ((FFeesstteennsstteeiinn  eett  aall..,,  11999966;;  MMiilloott  eett  aall..,,  11999966))..  ΠΠρρόόσσφφααττηη  µµεελλέέττηη  έέχχεειι  δδεείίξξεειι  όόττιι  ηη  PPEEVV  
εεππηηρρεεάάζζεεττεε  ααππόό  ττηηνν  εεττεερροοχχρρωωµµααττιικκήή  ππρρωωττεεΐΐννηη  SSUUVV3399HH11  κκααθθώώςς  κκααιι  ααππόό  ττηηνν  οοµµάάδδαα  ττωωνν  ππρρωωττεεϊϊννώώνν  ppoollyyccoommbb  
όόππωωςς  ττιιςς  MM3333  κκααιι  BBMMII--11((MMccMMoorrrrooww  eett  aall..,,  22000000))..  ΠΠιισσττεεύύεεττεε  όόττιι  ηη  PPEEVV  εείίννααιι  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ααννττααγγωωννιισσµµοούύ  
µµεεττααξξύύ  ττωωνν  κκαατταασσττααλλττιικκώώνν  ππρρωωττεεΐΐννωωνν  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ((SSUUVV3399HH11,,  MM3333,,  BBMMII--11))  µµεε  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  
εεννεερργγοοπποοίίηησσηηςς..  ΜΜέέχχρριι  σσττιιγγµµήήςς  έέχχεειι  ααπποοδδεειικκθθεείί  όόττιι  ηη  σσυυγγκκέέννττρρωωσσηη    ττωωνν  κκαατταασσττααλλττιικκώώνν  ππρρωωττεεϊϊννώώνν    εεππηηρρεεάάζζεειι  
ττωωνν  ααρριιθθµµόό  ττωωνν  κκυυττττάάρρωωνν  πποουυ  εεννεερργγοοπποοιιοούύνν  κκααιι  εεκκφφρράάζζοουυνν  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ((MMccMMoorrrrooww  eett  
aall..,,  22000000))..                

    ΗΗ  σσύύννδδεεσσηη  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  µµεε  τταα  εε,,  ΑΑγγ,,  κκααιι  ββ  γγοοννίίδδιιαα    ββρρέέθθηηκκεε  όόττιι  ααυυξξάάννεειι  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυςς,,  
ααννεεξξάάρρττηητταα  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυςς  ((FFrraasseerr  eett  aall..,,  11999988;;  FFeesstteennsstteeiinn  eett  aall..,,  11999966;;  MMiilloott  eett  aall..,,  11999966))..  
ΕΕπποοµµέέννωωςς  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  έέχχεειι  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  δδηηµµιιοουυρργγεείί  µµίίαα  εεννεερργγήή  δδοοµµήή  χχρρωωµµααττίίννηηςς,,  ααννεεξξάάρρττηητταα  ττηηςς  
θθέέσσηηςς  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττηηςς,,  εεννεερργγοοπποοιιώώννττααςς  έέττσσιι  τταα  κκοοννττιιννάά  γγοοννίίδδιιαα..  ΜΜεελλέέττεεςς  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  µµεε  
εεππιιλλεεγγµµέέννεεςς  εελλλλεείίψψεειιςς  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  HHSS  θθέέσσεεωωνν,,  οοδδήήγγηησσεε  σσεε  σσηηµµααννττιικκήή  µµεείίωωσσηη  ττηηςς  λλεειιττοουυρργγίίααςς  ττηηςς  LLCCRR,,  µµεε  
ααπποοττέέλλεεσσµµαα  νναα  χχάάννεεττααιι  ηη  ιικκααννόόττηητταα  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν,,  ααννεεξξάάρρττηητταα  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  
((FFeesstteennsstteeiinn  eett  aall..,,  11999966;;  MMiilloott  eett  aall..,,  11999966))..    

  

ΣΣττοοιιχχεείίαα  µµοοννωωττώώνν  
  

  ΗΗ  ιικκααννόόττηητταα  υυππεερρίίσσχχυυσσηηςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµααττώώσσεειιςς  ττηηςς  δδιιααφφέέρρεειι  ααππόό  τταα  
��σσυυννοορριιαακκάά��  σσττοοιιχχεείίαα  SSppeecciiaalliizzeedd  CChhrroommaattiinn  SSttrruuccttuurreess  ((ssccss))  κκααιι  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  κκαατταασσττοολλήήςς  ττηηςς  HHaaiirryy  wwiinngg  
((ssuu[[HHww]]))  πποουυ  έέχχοουυνν  ππεερριιγγρρααφφεείί  σσττηηνν  DDrroossoopphhiillaa  mmeellaannooggaasstteerr      ((KKeelllluumm  eett  aall..,,  11999911;;  11999922;;    RRoosseemmaann  eett  aall..,,  
11999933))  τταα  οοπποοίίαα  όόππωωςς  φφααίίννεεττααιι  δδρροουυνν  µµεε  ττοο  νναα  ααπποοµµοοννώώννοουυνν  ττοο  γγοοννίίδδιιοο  κκααιι  νναα  ττοο  ππρροοσσττααττεεύύοουυνν  ααππόό  ττηηνν  
εεππιιρρρροοήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  πποουυ  ττοο  ππεερριιλλααµµββάάννεειι..  ΑΑυυττόό  όόµµωωςς  δδεενν  ααπποοκκλλεείίεειι  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  ππααρρόόµµοοιιωωνν  σσττοοιιχχεείίωωνν  
µµέέσσαα  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..  ΠΠεειιρράάµµαατταα  σσττααθθεερρήήςς  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  ηη  11..22  kkbb  HHSS44  θθέέσσηη  ααππόό  ττοο  
σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  κκοοττόόπποουυλλοουυ,,  δδιιααθθέέττηη  σσττοοιιχχεείίαα  ααπποοµµοοννωωττώώνν  ((CChhuunngg  eett  aall..,,  11999933;;  CChhuunngg  eett  aall..,,  
11999977))..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  ππεειιρράάµµαατταα  έέχχοουυνν  δδεείίξξεε  όόττιι  ηη  δδρράάσσηη  ττωωνν  ααπποοµµοοννωωττώώνν  ππεερριιοορρίίζζεεττααιι  σσεε  έένναα  µµιικκρρόόττεερροο  ττµµήήµµαα  
DDNNAA  225500  bbpp  σσεε  µµίίαα  CCppGG  ννηησσίίδδαα  ππάάννωω  σσττοο  οοπποοίίοο  ππρροοσσδδέέννοοννττααιι  ααρρκκεεττοοίί  ππααρράάγγοοννττεεςς  κκααθθώώςς  κκααιι  οο  CCTTCCFF..  ΆΆλλλληη  
µµίίαα  CCTTCCFF  θθέέσσηη  έέχχεειι  εεννττοοππιισσττεείί  σσττοο  33΄́αακκρρόό  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  σσττοο  κκοοττόόπποουυλλοο,,  υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  λλεειιττοουυρργγοούύνν  
ωωςς  σσυυννοορριιαακκάά  σσττοοιιχχεείίαα  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  µµέέσσωω  ττηηνν  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  ττοουυςς  γγιιαα  ττηηνν  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  κκααιι  δδιιααττήήρρηησσηη  ττηηςς  
δδοοµµήήςς  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ((SSaaiittoohh  eett  aall..,,  22000000;;  FFeellsseennffeelldd  eett  aall..,,  22000000))..  ΤΤοο  ααννττίίσσττοοιιχχοο  σσττοοιιχχεείίοο  σσττοονν  άάννθθρρωωπποο,,  
ππιισσττεεύύεεττααιι  όόττιι  εείίννααιι  ηη  θθέέσσηη  HHSS55  ααππόό  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..  ΣΣεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  ηη  HHSS55  εεµµφφααννίίζζεειι  σσττοοιιχχεείίαα  
ααπποοµµοοννωωττώώνν    ππρροοςς  ττηηνν  HHSS33  ((CChhuunngg  eett  aall..,,  11999933;;  LLii  aanndd  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  11999944))..  ΌΌµµωωςς  έέχχεειι  ββρρεεθθεείί  όόττιι  δδεενν  
λλεειιττοουυρργγεείί  ππααρροουυσσίίαα  οολλόόκκλληηρρηηςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  ((ZZaaffaarraannaa  eett  aall..,,  11999944;;  BBeennddeerr  eett  
aall..,,  11999988))..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  ππεειιρράάµµαατταα    έέδδεειιξξαανν  όόττιι  ηη  HHSS55    ππρροοσσττααττεεύύεειι  κκααιι  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο  ((TTaanniimmoottoo  eett  aall..,,  11999999))  κκααιι  
ττοο  γγ--γγοοννίίδδιιοο  ((EEnnggeell  aanndd  TTaanniimmoottoo  22000000))  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ,,  υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  υυππάάρρχχοουυνν  
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εεππιιππλλέέοονν  σσττοοιιχχεείίαα  ααπποοµµοοννωωττώώνν  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  ααννοοδδιικκάά  ααππόό  ττηηνν  HHSS55  ((LLii  eett  aall..,,  22000000))..  ΕΕππιιππρρόόσσθθεεττεεςς  µµεελλέέττεεςς  
ααππααιιττοούύννττααιι  γγιιαα  ττηηνν  ππλλήήρρηη  δδιιεερρεεύύννηησσηη  ττοουυ  ρρόόλλοουυ  ττηηςς  HHSS55..    

  ΤΤοο  µµεεγγάάλλοο  όόµµωωςς  εεννδδιιααφφέέρροονν  µµεε  οορριισσµµέένναα  σσττοοιιχχεείίαα  µµοοννωωττώώνν  όόππωωςς  ττηηνν  HHSS44  ττοουυ  κκοοττόόπποουυλλοουυ,,  εείίννααιι  όόττιι  
όότταανν  ττοοπποοθθεεττηηθθοούύνν  σσττιιςς  άάκκρρεεςς  ττοουυ  ααννθθρρώώππιιννοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοο  ττοο  ππρροοσσττααττεεύύοουυνν  ααππόό  τταα  άάλλλλαα  σσττοοιιχχεείίαα  πποουυ  
ββρρίίσσκκοοννττααιι  κκοοννττάά    σσττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ..  ΗΗ  ιικκααννόόττηητταα  ααυυττήή    εεππιιττρρέέππεειι  ττηηνν  υυψψηηλλόόττεερρηη  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--
γγοοννιιδδίίοουυ  κκάάττιι  πποουυ    εείίννααιι  σσηηµµααννττιικκόό  γγιιαα  ττοονν  σσχχεεδδιιαασσµµόό  φφοορρέέωωνν  γγιιαα  ττηηνν  γγοοννιιδδιιαακκήή  θθεερρααππεείίαα  ((NNeeffff  eett  aall..,,  11999977;;  
PPeerrssoonnss  aanndd  NNiieennhhuuiiss  22000000;;  EEmmeerryy  eett  aall..,,  22000000))..  ΠΠεερρααιιττέέρρωω  ππεειιρράάµµαατταα  µµεε  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  λλυυσσοοζζύύµµηηςς  ττοουυ  
κκοοττόόπποουυλλοουυ  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ππεερριιέέχχεειι  σσττοοιιχχεείίαα  ααπποοµµοοννωωττώώνν    κκααθθώώςς  κκααιι  
δδύύοο  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  εεννεερργγοοπποοίίηησσηηςς  ττύύπποουυ  LLCCRR    ((BBoonniiffeerr  eett  aall..,,  11999944;;  NNeeffff  eett  aall..,,  11999977))..  ΤΤαα  σσττοοιιχχεείίαα  µµοοννωωττώώνν  
ττοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ  ττηηςς  λλυυσσοοζζύύµµηηςς  ((AA--eelleemmeennttss))  φφααίίννεεττεε  όόττιι  δδεενν  εεππηηρρεεάάζζοοννττααιι  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυςς  σσεε  
ιισσττοούύςς  όόπποουυ  ττοο  γγοοννίίδδιιοο  ττηηςς  λλυυσσοοζζύύµµηηςς  δδεενν  εεκκφφρράάζζεεττεε  ((FFrraasseerr  aanndd  GGrroossvveelldd  11999988;;  BBoonniiffeerr  eett  aall..,,  11999944))..  
ΕΕπποοµµέέννωωςς  ηη  ππρρώώττηη  δδρραασσττηηρριιόόττηητταα  ττοουυ  LLCCRR  εείίννααιι  ηη  εεννεερργγοοπποοίίηησσηη  σσυυννδδεεδδεεµµέέννοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ  πποουυ  θθαα  ττοο  
εεππιιττρρέέψψεειι  νναα  εεκκφφρραασσττήή  σσεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύςς  ιισσττοούύςς..  ΗΗ  δδρράάσσηη  εεννεερργγοοπποοίίηησσηηςς  ττοουυ  LLCCRR  οοδδηηγγεείί  σσεε  δδοοµµιικκέέςς  
ααλλλλααγγέέςς  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ππρριινν  ττηηνν  έέννααρρξξηη  ττηηςς  µµεεττααγγρρααφφήήςς  ((FFoorrrreesstteerr  eett  aall..,,  11998877))..    

  ΠΠρρόόσσφφαατταα  όόµµωωςς  έέχχεειι  ααµµφφιισσββηηττηηθθεείί  ηη  ιιδδέέαα  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  γγιιαα  ττοο  άάννοοιιγγµµαα  ττηηςς  
δδοοµµήήςς  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ιιnn  vviivvoo  ((SSttaarrcckk  eett  aall..,,  11999944;;  RReeiikk  eett  aall..,,  11999988;;  EEppnneerr  eett  aall..,,  11999988;;  
BBeennddeerr  eett  aall..,,  22000000;;  SScchhüübbeelleerr  eett  aall  22000000))..  ΗΗ  ιιδδέέαα  ααυυττήή  εείίννααιι  ααννττίίθθεεττηη  µµεε  ττηηςς  θθααλλαασσσσααιιµµίίεεςς  πποουυ  ππρροοκκααλλοούύννττααιι  
ααππόό  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  ττηηςς  LLCCRR  οοιι  οοπποοίίεεςς  δδεείίχχννοουυνν  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  ώώσσττεε  νναα  
ααννοοίίξξεειι  µµίίαα  κκλλεειισσττεείί  δδοοµµήή  χχρρωωµµααττίίννηηςς  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς..  ΕΕάάνν  δδεενν  εεππιισσυυµµββεείί  ααυυττόό,,  ττόόττεε  δδεενν  
υυππάάρρχχεειι  µµεεττααγγρρααφφήή  iinn  vviivvoo..  ∆∆ιιάάφφοορρεεςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  µµέέσσωω  οοµµόόλλοογγοουυ  
αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ  σσεε  εεµµββρρυυϊϊκκάά  πποολλυυδδύύννααµµαα  κκύύττττααρραα  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  ααλλλλάά  σσεε  πποολλύύ  
χχααµµηηλλάά  εεππίίππεεδδαα  ((EEppnneerr  eett  aall..,,  11999988;;  BBeennddeerr  eett  aall..,,  22000000))..  ΠΠρρόόσσφφααττεεςς  µµεελλέέττεεςς  µµεε  εεππιιλλεεγγµµέέννεεςς  εελλλλεείίψψεειιςς  ττωωνν  
εεππιιµµέέρροουυςς  HHSS22,,  HHSS33  ήή  HHSS55,,66  θθέέσσεεωωνν  µµεειιώώννοουυνν  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  εεννήήλλιικκοουυ  ββmmiinn    έέννααννττιι  ττοουυ  ββmmaajj  γγοοννιιδδίίοουυ  
ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  ((AAllaammii  eett  aall..,,  22000000))..    

  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααππόό  ππεειιρράάµµαατταα  ααννττιικκααττάάσστταασσηηςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  σσττοονν  άάννθθρρωωπποο  ((HHSS55--HHSS22))  κκααιι  ττοο  
πποοννττίίκκιι  ((HHSS66--HHSS11))  έέχχοουυνν    εερρµµηηννεευυθθεείί  όόττιι  υυπποοδδηηλλώώννοουυνν  όόττιι  ηη  LLCCRR  δδεενν  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  γγιιαα  ττοο  άάννοοιιγγµµαα  ττηηςς  
δδοοµµήήςς  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς..    ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη    ττηηςς  LLCCRR  ααππόό  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττοουυ  ααννθθρρώώπποουυ    έέδδεειιξξεε    όόττιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  δδεενν  
εεκκφφρράάζζοοννττααιι,,  εεννώώ    δδιιααττηηρρεείίττεε  ηη  εευυααιισσθθηησσίίαα  σσεε  DDΝΝaassee  II  κκάάττιι  πποουυ  εείίννααιι  εεννδδεειικκττιικκόό  µµίίααςς  ααννοοιιχχττήήςς  δδοοµµήήςς  
χχρρωωµµααττίίννηηςς..  ΑΑννττιιθθέέττωωςς  όόµµωωςς  σσττηηνν  ΙΙσσππααννιικκήή  ((εεγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  τταα  γγοοννίίδδιιαα  δδεενν  εεκκφφρράάζζοοννττααιι    ((KKiioouussssiiss  eett  
aall..,,  11998833;;    FFoorrrreesstteerr  eett  aall..,,  11999900))  κκααιι  δδεενν  ππααρροουυσσιιάάζζααιι    εευυααιισσθθηησσίίαα  σσττηηνν  DDNNaassee  II,,  κκάάττιι  πποουυ  εείίννααιι  εεννδδεειικκττιικκόό  
µµίίααςς  κκλλεειισσττήήςς  δδοοµµήήςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς..  ΟΟιι  λλόόγγοοιι  γγιιαα  τταα  δδιιάάφφοορραα  ααυυττάά    ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  πποουυ  ππααρρααττηηρροούύννττααιι    δδεενν  εείίννααιι  
αακκόόµµαα  σσααφφεείίςς..  ΊΊσσωωςς  νναα  υυππάάρρχχοουυνν  λλεειιττοουυρργγιικκέέςς  δδιιααφφοορρέέςς  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  δδύύοο  LLCCRR,,  ππααρρόόλλοο  πποουυ  έέχχοουυνν  ππααρρόόµµοοιιαα  
γγοοννιιδδιιαακκήή  οορργγάάννωωσσηη  ήή  ααππλλόόςς    νναα  οοφφεείίλλεεττεε  σσττηηνν  δδιιααφφοορρεεττιικκήή  εερρµµηηννεείίαα  ττωωνν  ααπποοττεελλεεσσµµάάττωωνν  ((HHiiggggss  11999988;;  
GGrroossvveelldd  11999999))..  ΕΕννδδεεχχοοµµέέννωωςς  όόµµωωςς  νναα  υυππάάρρχχεειι  κκααιι  έένναα  δδεεύύττεερροο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  µµεε  σσττοοιιχχεείίαα  ααπποοµµοοννωωττώώνν  πποουυ  νναα  
εεδδρράάζζεεττααιι  55΄́ττηηςς  ΙΙσσππααννιικκήήςς  ((εεγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  ιικκααννόό  νναα  δδιιααµµοορρφφώώννεειι  κκααιι  νναα  δδιιααττηηρρεείί  µµίίαα  ααννοοιικκττήή  δδοοµµήή  
χχρρωωµµααττίίννηηςς  ((EEnnggeell  aanndd  TTaanniimmoottoo  22000000))..    

  

ΘΘέέσσεειιςς  υυππεερρεευυααιισσθθηησσίίααςς  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  
  

  ΗΗ  χχααρρττοογγρράάφφηησσηη  ττωωνν  HHSS  θθέέσσεεωωνν  έέχχεειι  δδεείίξξεειι  όόττιι  225500  έέωωςς  550000  bbpp  ττοουυ  DDNNAA  εείίννααιι  εεκκττεεθθεειιµµέέννοο  σσττηηνν  
δδρράάσσηη  ττηηςς  DDNNααsseeII..  ΗΗ  κκεεννττρριικκήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  κκάάθθεε  HHSS  θθέέσσηηςς  έέχχεειι  δδιιααττηηρρηηθθεείί  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  εεξξέέλλιιξξηηςς,,  
υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  εείίννααιι  σσηηµµααννττιικκήή  γγιιαα  ττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ((HHaarrddiissoonn  eett  aall..,,  11999977))..  ΚΚάάθθεε  HHSS  
θθέέσσηη  ππεερριιέέχχεειι  µµίίαα  ήή  ππααρρααππάάννωω  θθέέσσεειιςς  σσύύννδδεεσσηηςς  γγιιαα  ττοουυςς  δδύύοο  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκοούύςς  µµεεττααγγρρααφφιικκοούύςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  
GGAATTAA--11  κκααιι  NNFF--EE22,,  κκααθθώώςς  κκααιι  γγιιαα  άάλλλλοουυςς  ππααννττααχχοούύ  ((uubbiiqquuiittoouuss))  εεκκφφρρααζζόόµµεεννοουυςς  ππααρράάγγοοννττεεςς,,  κκυυρρίίωωςς  ττοουυςς  
EEKKLLFF  κκααιι  SSpp11..  

  ΜΜόόννοο  µµίίαα  ααππόό  ττιιςς  HHSS  θθέέσσεειιςς,,  ηη  HHSS22  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  έέχχεειι  ττηηνν  ιισσχχυυρρήή  δδρράάσσηη  εεννόόςς  κκλλαασσσσιικκοούύ  εεννιισσχχυυττήή  ((NNeeyy  
eett  aall..,,  11999900;;  TTuuaann  eett  aall..,,  11998899))  σσεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  µµεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα..  ΑΑυυττόό  οοφφεείίλλεεττααιι  
κκυυρρίίωωςς  σσττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  δδύύοο  σσυυννεεχχόόµµεεννωωνν  θθέέσσεεωωνν  σσύύννδδεεσσηηςς  ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  NNFF--EE22//AAPP11  ((NNeeyy  eett  aall..,,  11999900;;  
PPrruuzziinnaa  eett  aall..,,  11999911))  ττοο  οοπποοίίοο  όόµµωωςς  δδεενν  ββρρίίσσκκεεττααιι,,  ττοουυλλάάχχιισσττοονν  νναα  σσυυννεεχχίίζζεεττααιι  σσεε  άάλλλληη  HHSS  θθέέσσηη..  ΤΤοο  ίίδδιιοο  HHSS22  
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ττµµήήµµαα  χχρρηησσιιµµοοπποοιιήήθθηηκκεε  κκααιι  σσαανν  θθεεττιικκήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  γγιιαα  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  εεννιισσχχυυττήή  σσεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  
κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  δδιιααττρριιββήήςς  κκααιι  ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα  ((KKoosstteeaass  eett  aall..,,  11999988))..  ΗΗ  κκεεννττρριικκήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  ττηηςς  
HHSS22  εεννττοοππίίζζεεττεε  µµέέσσαα  σσεε  έένναα  ττµµήήµµαα  2266  bbpp  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  ττηηςς  δδύύοο  σσυυννεεχχόόµµεεννεεςς  NNFF--EE22  θθέέσσεειιςς..  ΕΕάάνν  
χχωωρριισσττοούύνν  ααυυττέέςς  οοιι  θθέέσσεειιςς,,  ττόόττεε  υυππάάρρχχεειι  ααππώώλλεειιαα  ττηηςς  λλεειιττοουυρργγίίααςς  ((TTuuaann  eett  aall..,,  11999922))..  ΟΟιι  άάλλλλεεςς  θθέέσσεειιςς  έέχχοουυνν  
µµιικκρρήή  έέωωςς  κκααθθόόλλοουυ  δδρράάσσηη  εεννόόςς  κκλλαασσσσιικκοούύ  εεννιισσχχυυττήή..  ΤΤαα  άάλλλλαα  σσττοοιιχχεείίαα  έέχχοουυνν  εεννεερργγοοπποοιιήήττιικκεεςς  ιικκααννόόττηηττεεςς  εείίττεε  
σσεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  ((HHSS22  κκααιι  HHSS33))  εείίττεε  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  ((HHSS22,,  HHSS33  κκααιι  HHSS44))..    ΟΟιι  HHSS11  κκααιι  
HHSS55  θθέέσσεειιςς  φφααίίννεεττααιι  όόττιι    δδεενν  έέχχοουυνν  κκααµµίίαα  εεππίίππττωωσσηη  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  σσεε  ααυυττέέςς  ττηηςς  δδοοκκιιµµαασσίίεεςς    ((GGrroossvveelldd  eett  aall..,,  
11999933))..  

  ΗΗ  θθέέσσηη  HHSS33  11..99  kkbb,,  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  εείίννααιι  ττοο  ππιιοο  ιισσχχυυρρόό  σσττοοιιχχεείίοο  ιικκααννόό  νναα  δδηηµµιιοουυρργγεείί  µµίίαα  εεννεερργγόό  δδοοµµήή  ττηηςς  
χχρρωωµµααττίίννηηςς..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  ππεειιρράάµµαατταα  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  έέχχοουυνν  ππεερρααιιττέέρρωω  δδεείίξξεειι  όόττιι  έένναα  µµιικκρρόόττεερροο  ττµµήήµµαα  
ττηηςς  HHSS33  885500  bbpp  εείίννααιι  ιικκααννόό  νναα  εεννεερργγοοπποοιιεείί  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  ππααρροουυσσίίαα  όόµµωωςς  ττωωνν  δδύύοο  εεννιισσχχυυττώώνν  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  
πποουυ  ααννααφφέέρρθθηηκκαανν  ((RRuubbiinn  eett  aall..,,  22000000))..  ΕΕκκττόόςς  ααππόό  ττηηνν  HHSS33,,  οοιι  άάλλλλεεςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ππρρέέππεειι  νναα  εείίννααιι  ππααρροούύσσεεςς  σσεε  
πποολλλλααππλλάά  ααννττίίγγρρααφφαα  ώώσσττεε  νναα  εεννεερργγοοπποοιιήήσσοουυνν  ττηηνν  γγοοννιιδδιιαακκήή  έέκκφφρραασσηη  ((EElllliiss  eett  aall..,,  11999966;;  EElllliiss  eett  aall..,,  11999933))..  ΗΗ  
δδρράάσσηη  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  HHSS  θθέέσσεεωωνν  εείίννααιι  ππρροοσσττιιθθέέµµεεννηη  κκααιι  ααυυξξάάννεεττααιι  όότταανν  εεννώώννοοννττααιι  όόλλεεςς  µµααζζίί  ((GGrroossvveelldd  eett  
aall..,,  11999933))  σσττοο  ίίδδιιοο  εεππίίππεεδδοο  πποουυ  ππααρρααττηηρρεείίττεε  µµεε  ττηηνν  2200  kkbb  LLCCRR  γγεεννωωµµιικκήή  ππεερριιοοχχήή  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  κκααιι  ττηηςς  
ττέέσσσσεερριιςς  HHSS  θθέέσσεειιςς..    

  

ΗΗ  δδοοµµήή  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  HHSS  θθέέσσεεωωνν              
    

  ΚΚάάθθεε  HHSS  θθέέσσεειι  έέχχεειι  εελλεεγγχχθθεείί  εεκκττεεττααµµέένναα  γγιιαα  ττοουυςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  πποουυ  ππρροοσσδδέέννοοννττααιι  µµααζζίί  ττοουυςς  ττόόσσοο  iinn  vviittrroo  
όόσσοο  κκααιι  iinn  vviivvoo  ((TTaallbboott  eett  aall..,,  11999900;;  TTaallbboott  eett  aall..,,  11999911;;  PPrruuzziinnaa  eett  aall..,,  11999911;;  LLoowwrreeyy  eett  aall..,,  11999922;;  
SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  eett  aall..,,  11999955;;  WWaalltteerrss  eett  aall..,,  11999911;;  SSttrraauussss  eett  aall..,,  11999922;;  IIkkuuttaa  eett  aall..,,  11999911;;  RReeddddyy  eett  aall..,,  
11999911;;  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  eett  aall..,,  11999955;;  PPoommeerraannttzz  eett  aall..,,  11999988))..  ΟΟιι  δδιιάάφφοορροοιι  ππααρράάγγοοννττεεςς  πποουυ  ππρροοσσδδέέννοοννττααιι  
σσττηηςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  εείίννααιι  ιισσττόό--εειιδδιικκοοίί  ήή  ππααννττααχχοούύ  εεκκφφρρααζζόόµµεεννοοιι..  

  ΜΜίίαα  ήή  ππεερριισσσσόόττεερρεεςς  θθέέσσεειιςς  δδέέσσµµεευυσσηηςς  ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  GGAATTAA--11    ββρρίίσσκκοοννττααιι  µµέέσσαα  σσεε  κκάάθθεε  HHSS  θθέέσσηη..  ΟΟιι  
δδύύοο  αανναασσττρρεεφφόόµµεεννεεςς  θθέέσσεειιςς  GGAATTAA--11  µµέέσσαα  σσττηηνν  HHSS44  εείίννααιι  υυππεεύύθθυυννεεςς  γγιιαα  ττηηνν  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  ττηηςς  θθέέσσεειιςς  
υυππεερρεευυααιισσθθηησσίίααςς  ((LLoowwrreeyy  eett  aall..,,  11999922;;  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  eett  aall..,,  11999955))..  ∆∆ύύοο  ααππόό  ττιιςς  GGAATTAA--11  θθέέσσεειιςς  σσττοο  
εελλάάχχιισσττοο  ττµµήήµµαα  ττηηςς  HHSS33  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττοοιι  γγιιαα  ττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  
((PPhhiilliippsseenn  eett  aall..,,  11999933))..  ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττιιςς  GGAATTAA--11  θθέέσσεειιςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  ααππόό  223300  έέωωςς  225500  bbpp  ττηηςς  HHSS22,,  µµεειιώώννεειι  
ττηηνν  δδρράάσσηη    ττηηςς  σσεε  σσύύννδδεεσσηη  µµεε  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  σσεε  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  σσεε  εερρυυθθρροολλεευυχχααιιµµιικκάά  κκύύττττααρραα  
πποοννττιικκοούύ    MMEELL  ((EElllliiss  eett  aall..,,  11999933))..  ΗΗ  ίίδδιιαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  δδεενν  έέχχεειι  κκααµµίίαα  εεππίίππττωωσσηη  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  
σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  ήή  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  σσυυννδδεεδδεεµµέέννοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  ααννθθρρώώππιινναα  εερρυυθθρροολλεευυχχααιιµµιικκάά  
κκύύττττααρραα..  ΗΗ  δδιιααφφοορράά  ααυυττήή  πποουυ  ππααρρααττηηρρεείίττααιι  δδεείίχχννεειι  ππιιθθααννοούύςς  ππεερριιοορριισσµµοούύςς  ττέέττοοιιωωνν  δδοοκκιιµµαασσιιώώνν..  ΓΓεεννιικκόόςς  
όόµµωωςς,,  τταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  εεππιιδδεειικκννύύοουυνν  ττηηνν  σσηηµµαασσίίαα  πποουυ  έέχχεειι  ηη  GGAATTAA--11  ππρροοςς  ττηηνν  δδρράάσσηη  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  
ττόόσσοο  σσττηηνν  δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  όόσσοο  κκααιι  σσττηηνν  γγοοννιιδδιιαακκήή  έέκκφφρραασσηη..  ΠΠααρρόόλλοο  πποουυ  γγίίννεεττααιι  ααννααφφοορράά  σσττηηνν  GGAATTAA--
11,,  ππρρέέππεειι  νναα  ααννααφφεερρθθεείί  όόττιι  κκααιι  ηη  GGAATTAA--22  εεκκφφρράάζζεεττααιι  σσεε  ααρρχχέέγγοονναα  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα..  
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ΣΣχχήήµµαα  1144..    ΘΘέέσσεειιςς  δδέέσσµµεευυσσηηςς  γγιιαα  ττοουυςς  δδιιάάφφοορροουυςς  µµεεττααγγρρααφφιικκοούύςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  εεννττόόςς  ττωωνν    HHSS  
θθέέσσεεωωνν..  

  

  ΟΟ  σσυυννδδυυαασσµµόόςς  µµιιααςς  GGAATTAA--11  θθέέσσεειιςς  κκααιι  ττηηςς  ααλλλληηλλοουυχχίίααςς  µµεε  ττοο  µµοοττίίββοο  GGGGTTGGGG,,  ββρρίίσσκκεεττεε  ααρρκκεεττάά  
σσυυχχννάά  κκααιι  φφααίίννεεττεε  όόττιι  εείίννααιι  σσυυννδδεεδδεεµµέέννοο  µµεε  ττηηνν  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη..  ΚΚάάθθεε  χχααρραακκττηηρριισσµµέέννηη  HHSS  θθέέσσηη  
εεµµφφααννίίζζεειι  ττέέττοοιιαα  µµοοττίίββαα..  ΤΤαα  GGTT  µµοοττίίββαα  σσεε  κκάάθθεε  HHSS  θθέέσσηη  έέχχοουυνν  ππρροοσσθθεεµµέέννεεςς  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  σσεε  κκύύττττααρραα  όόππωωςς  
έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  iinn  vviivvoo    ππεειιρράάµµαατταα  ααπποοττύύππωωσσηηςς  ((RReeddddyy  eett  aall..,,  11999944;;  IIkkuuttaa  eett  aall..,,  11999966))..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  ππεειιρράάµµαατταα  µµεε  
ττηηνν  HHSS33  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  EEKKLLFF  σσυυννδδέέεεττααιι  σσττηηνν  θθέέσσηη  GGTT  iinn  vviivvoo  κκααιι  
όόττιι  ηη  σσύύννδδεεσσηη  ττοουυ  ππρροοκκααλλεείί  µµίίαα  ααλλλλααγγήή  σσττηηνν  δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  πποουυ  ααννιιχχννεεύύεεττααιι  µµεε  εευυααιισσθθηησσίίαα  σσττηηνν  
DDNNAAssee  II  ((GGiilllleemmaannss  eett  aall..,,  11999988))..  ΑΑυυττόό  ττοο  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  εείίννααιι  σσυυµµββααττόό  µµεε  ττοο  δδεεδδοοµµέέννοο  όόττιι  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  
EEKKLLFF  ππρροοσσδδέέννεεττααιι  σσεε  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  ττηηςς  οοιικκοογγέέννεειιααςς  SSWWII//SSNNFF  πποουυ  ττρροοπποοπποοιιοούύνν  ττηηνν  δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  
((KKaaddaamm  eett    aall..,,  22000000;;  LLeeee  eett  aall..,,  11999999))..  ΟΟ  µµεεττααγγρρααφφιικκόόςς  ππααρράάγγοοννττααςς  SSpp11  δδεενν  έέχχεειι  ττέέττοοιιοο  ρρόόλλοο  σσττηηνν  εελλάάχχιισσττηη  
θθέέσσηη  HHSS33  κκααιι  δδεενν  φφααίίννεεττααιι  νναα  έέχχεειι  κκάάπποοιιαα  λλεειιττοουυρργγίίαα  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  ((MMaarriinn  eett  aall..,,  
11999977))..  ΠΠρροοςς  ττοο  ππααρρόόνν  δδεενν  εείίννααιι  γγννωωσσττόόνν  εεάάνν  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  EEKKLLFF  εείίννααιι  οο  µµόόννοοςς  ααππόό  ττιιςς  ��GGTT��  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  πποουυ  
δδρραα  σσεε  ααυυττέέςς  ττηηςς  θθέέσσηηςς..  ΑΑρρκκεεττέέςς  δδρραασσττηηρριιόόττηηττεεςς  έέχχοουυνν  εεννττοοππιισσττεείί  σσττηηνν  σσύύννδδεεσσηη  µµεε  ααυυττέέςς  ττηηςς  θθέέσσεειιςς,,  ππάάννττωωςς  
δδεενν  εείίννααιι  γγννωωσσττόό  εεάάνν  κκάάπποοιιαα  ααππόό  ααυυττέέςς  εείίννααιι  λλεειιττοουυρργγιικκέέςς  iinn  vviivvoo..    

Μία άλλη σηµαντική θέση σύνδεσης είναι η AP1/NF-E2. Η θέση δέσµευσης του παράγοντα NF-E2 
βρίσκεται σε κάθε χαρακτηρισµένη HS θέση (Stamatoyannopoulos J., et al., 1995). Μέσα στην HS2 στην 
περιοχή LCR, τα µοτίβα βρίσκονται το ένα µετά το άλλο σε κάθε 10 bp, δηµιουργώντας θέσεις δεσµεύσεις 
σε κάθε διαδοχική περιστροφή στη διπλή έλικα του DNA. (Ney et al., 1990a; Ney et al 1990b;Talbot et al., 
1991; Caterina et al., 1991; Moi et al., 1990). Οι θέσεις σύνδεσης του παράγοντα NF-E2 είναι απαραίτητες 
για την επαγωγή της δράσης του ενισχυτού της HS2  όπως έχει αποδειχθεί σε πειράµατα διαµόλυνσης µετά 
από την εισαγωγή γονιδίου σε ερυθρολευχαιµικά κύτταρα. Περαιτέρω, η σύνθεση της NF-E2 σε αυτές τις 
θέσεις είναι απαραίτητη για την LCR δράση της θέσεις  HS2 σε διαγονιδιακά ποντίκια. (Caterina et al., 1991; 
Liu et al., 1992). Μεταλλάξεις που αφαιρούν την θέση NF-E2 αλλά διατηρούν άθικτη την AP-1, µειώνουν 
ελάχιστα τη δράση της HS2. Ο ρόλος των θέσεων NF-E2/Ap-1 στο β 5΄HS3, HS4 και HS5 ακόµα δεν έχει 
διευκρινισθεί. 
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ΠΠεερριιλληηππττιικκάά,,  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  εείίννααιι  µµίίαα  σσυυλλλλοογγήή  ααππόό  δδοοµµιικκάά  κκααιι  λλεειιττοουυρργγιικκάά  δδιιααφφοορρεεττιικκέέςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  
όόπποουυ  ηη  κκάάθθεε  µµίίαα  ππεερριιέέχχεειι  θθέέσσεειιςς  δδεεσσµµεεύύσσεειιςς  γγιιαα  δδιιάάφφοορροουυςς  ππααρράάγγοοννττεεςς..  ΤΤρρεειιςς  µµεεττααγγρρααφφιικκοοίί  εεννεερργγοοπποοιιηηττέέςς  οοιι  
GGAATTAA--11,,  EEKKLLFF  κκααιι  NNFF--EE22,,  έέχχοουυνν  ππεερριιοορριισσµµέέννηη  κκυυττττααρριικκήή  έέκκφφρραασσηη  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  τταα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα,,  
κκααιι  έέχχοουυνν  άάµµεεσσαα  σσυυννδδεεθθεείί  µµεε  ττηηνν  ρρύύθθµµιισσηη  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  ττωωνν  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκώώνν  κκυυττττάάρρωωνν  κκααιι  ττηηνν  ππααρρααγγωωγγήή  
ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς..  ΆΆλλλλεεςς  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  πποουυ  ααλλλληηλλεεππιιδδρροούύνν  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  εείίννααιι  ππααννττααχχοούύ  εεκκφφρρααζζόόµµεεννεεςς..  
ΚΚάάπποοιιεεςς  ααλλλληηλλεεππιιδδρράάσσεειιςς  ππρρωωττεεΐΐννηηςς  µµεε  DDNNAA  πποουυ  έέχχοουυνν  ππεερριιγγρρααφφήή  iinn  vviittrroo  µµπποορρεείί  νναα  µµηηνν  εείίννααιι  σσηηµµααννττιικκέέςς  ήή  
νναα  µµηηνν  ππρρααγγµµααττοοπποοιιοούύννττααιι  iinn  vviivvoo..  ΜΜόόννοο  ηη  HHSS22  έέχχεειι  ττηηνν  ιισσχχυυρρήή  δδρράάσσηη  εεννόόςς  κκλλαασσσσιικκοούύ  εεννιισσχχυυττήή,,  εεννώώ  ηη  HHSS33  
φφααίίννεεττααιι  όόττιι  έέχχεειι  ττηηνν  ιισσχχυυρρήή  ιικκααννόόττηητταα  δδιιααµµόόρρφφωωσσηηςς  ααννοοιιχχττήήςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς..  

  

∆∆ιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττωωνν  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  ττοουυ  ααννθθρρώώπποουυ  µµεε  ττηη  µµοορρφφήή  
ττωωνν  ττεεχχννηηττώώνν  χχρρωωµµοοσσωωµµάάττωωνν  σσαακκχχααρροοµµύύκκηητταα  ((ββYYAACC))..  
  

  ΗΗ  ρρύύθθµµιισσηη  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  µµπποορρεείί  νναα  δδιιεερρεευυννηηθθεείί  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  
χχρρηησσιιµµοοπποοιιώώννττααςς  κκαατταασσκκεευυέέςς  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  κκααιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  σσττηηνν  
φφυυσσιιοολλοογγιικκήή  ττοουυςς  κκααττάάττααξξηη  κκααιι  ααππόόσστταασσηη  µµεεττααξξύύ  ττοουυςς..  ΑΑυυττόό  έέχχεειι  εεππιιττεευυχχθθεείί  µµεε  ττηηνν  κκαατταασσκκεευυήή  κκοοσσµµιιδδίίωωνν  
πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν    7700  kkbb  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ((SSttrroouubboouulliiss  eett  aall..,,  11999922))  ήή  µµεε  ττηηνν  χχρρήήσσηη  ττεεχχννηηττώώνν  χχρρωωµµοοσσωωµµάάττωωνν  
σσαακκχχααρροοµµύύκκηητταα  ήή  yyeeaasstt  aarrttiiffiicciiaall  cchhrroommoossoommeess  ((YYAACC))  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999933;;  GGaaeennsslleerr  eett  aall..,,  11999933;;  PPeetteerrssoonn  
eett  aall..,,  11999977;;  PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999977;;  PPoorrccuu  eett  aall..,,  11999977;;  PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988))..  ΗΗ  εειισσααγγωωγγήή  µµεεγγάάλλωωνν  ττµµηηµµάάττωωνν  
DDNNAA  µµεε  ττηη  µµοορρφφήή  YYAACC  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  ααννθθρρώώπποουυ  ((ββYYAACC))  σσεε  
δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  εεµµφφααννίίζζοουυνν  ττηηνν  σσωωσσττήή  ααννααππττυυξξιιαακκήή  ρρύύθθµµιισσηη  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς..  
ΠΠοοννττίίκκιιαα  µµεε  ττοο  ββYYAACC  εεκκφφρράάζζοουυνν  ββ  ααλλλλαα  οοχχιι  γγ--σσφφααιιρρίίννηη    σσττοο  εεννήήλλιικκοο  σσττάάδδιιοο    ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999933;;  GGaaeennsslleerr  
eett  aall..,,  11999933))..  ΗΗ  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  εείίννααιι  ααννεεξξάάρρττηηττηη  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυςς  κκααιι  
ττοο  εεππίίππεεδδοο  έέκκφφρραασσηηςς  ααννάά  ααννττίίγγρρααφφοο  γγοοννιιδδίίοουυ,,  εείίννααιι  ππεερρίίπποουυ  ααννττίίσσττοοιιχχοο  µµεε  εεκκεείίννοο  ττωωνν  εεννδδοογγεεννώώνν  γγοοννιιδδίίωωνν  
ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988))..    ΑΑννττίίθθεετταα,,  πποοννττίίκκιιαα  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ββYYAACC  µµεε  ττηηνν  σσηηµµεειιαακκήή  µµεεττάάλλλλααξξηη  
σσττηη  θθέέσσηη  ��111177  ((GG  →→  AA))  σσττοονν  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  ΑΑγγ  γγοοννιιδδίίοουυ,,  σσυυννεεχχίίζζοουυνν  νναα  εεκκφφρράάζζοουυνν  ττοο  ΑΑγγ--γγοοννίίδδιιοο  έέωωςς  ττοο  
εεννήήλλιικκοο  σσττάάδδιιοο  κκααιι  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  φφααιιννόόττυυπποο  ΑΑγγ--HHPPFFHH..  ΑΑρρχχιικκάά  χχρρηησσιιµµοοπποοιιήήθθηηκκεε  έένναα  YYAACC  224488  kkbb  πποουυ  
ππεερριιεείίχχεε  έένναα  EEccooRRII  ττµµήήµµαα  223300  kkbb  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  8822  kkbb  µµεε  οολλόόκκλληηρροο  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ααππόό  
ττηηνν  55΄́  HHSS55  έέωωςς  ττηηνν  33΄́HHSS11  θθέέσσηη..  ΕΕππίίσσηηςς  ππεερριιεελλάάµµββααννεε  3399  kkbb  ααππόό  ττηηνν  ααννοοδδιικκήή  ααλλλληηλλοουυχχίίαα,,  κκααθθώώςς  κκααιι  
ππεερρίίπποουυ  110099  kkbb  ααλλλληηλλοουυχχίίααςς  κκααθθοοδδιικκάά    ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999933;;  PPeetteerrssoonn  eett  
aall..,,  11999988))..  ΤΤαα  YYAACCss  εείίννααιι  πποολλύύττιιµµαα  γγιιαα  ττηηνν  µµεελλέέττηη  ττηηςς  ααννααππττυυξξιιαακκήήςς  ρρύύθθµµιισσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  λλόόγγοο  ττηηνν  
εευυκκοολλίίαα  εειισσααγγωωγγήήςς  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  σσττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  µµεε  ττηηνν  χχρρήήσσηη  ττοουυ  σσυυσσττήήµµααττοοςς  οοµµόόλλοογγοουυ  
αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ  ττοουυ  σσαακκχχααρροοµµύύκκηητταα  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999933bb;;  PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988))..  ΜΜεε  ααυυττόό  ττωωνν  ττρρόόπποο  
σσηηµµεειιαακκέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall,,  11999933aa))  οοιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  δδιιααφφόόρρωωνν  µµεεγγεεθθώώνν  έέχχοουυνν  γγίίννεειι  ππάάννωω  σσττοο  ββ--
YYAACC..  ∆∆ύύοο  ααπποοσσιιωωππηηττέέςς  πποουυ  εεδδρράάζζοοννττααιι  55΄́  ττοουυ  δδ--γγοοννιιδδίίοουυ  εεννττοοππίίσσττηηκκαανν  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ∆∆ιιααττρριιββήήςς  
((KKoosstteeaass  eett  aall..,,    11999944))..  ΣΣεε  σσυυννεερργγαασσίίαα  µµεε  ττοονν  KK..  PPeetteerrssoonn  οοιι  δδύύοο  ααπποοσσιιωωππηηττέέςς  ααφφααιιρρέέθθηηκκαανν  ααππόό  ττοο  ββYYAACC..  HH  
εερργγαασσίίαα  ααυυττήή  ββρρίίσσκκεεττααιι  σσεε  εεξξέέλλιιξξηη,,  όόπποουυ  ααπποουυσσίίαα  ττωωνν  δδύύοο  ααπποοσσιιωωππηηττώώνν  ααννααµµέέννεεττααιι  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν  
σσττοο  εεννήήλλιικκοο  σσττάάδδιιοο..    ΈΈνναα  ππρρόόββλληηµµαα  µµεε  ττηηνν  χχρρήήσσηη  ττωωνν  YYAACCss  εείίννααιι  ηη  ττάάσσηη  αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ  πποουυ  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  
κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααπποοµµόόννωωσσηηςς  ττοουυ  DDNNAA  ήή  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  µµιικκρροοέέννεεσσηηςς  ττοουυ    σσττοονν  ππυυρρήήνναα  ωωάάρριιωωνν  
ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988))..  ΕΕπποοµµέέννωωςς  τταα  YYAACCss  χχρρεειιάάζζοοννττααιι  ππρροοσσεεκκττιικκήή  ααννάάλλυυσσηη  ωωςς  ππρροοςς  ττηηνν  
αακκεερρααιιόόττηητταα  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς..    
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ΣΣχχήήµµαα  1155..    ΤΤοο  224488  kkbb  ββ--YYAACC  εεµµφφααννίίζζεειι  ττηηνν  σσωωσσττήή  ααννααππττυυξξιιαακκήή  ρρύύθθµµιισσηη  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  γγοοννιιδδίίωωνν  
ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς..  

  

  ΠΠρρόόσσφφαατταα  έέχχεειι  ααννααφφεερρθθεείί  εεννααλλλλαακκττιικκόόςς  ττρρόόπποοςς  ααπποοµµόόννωωσσηηςς  YYAACC  DDNNAA  ((BBaauucchhwwiittzz  aanndd  CCoonnssttaannttiinnii  
11999988))    εεννώώ  έέχχεειι  κκαατταασσκκεευυαασσττήή  έένναα  µµιικκρρόόττεερροο  ττρροοπποοπποοιιηηµµέέννοο  YYAACC  115500  kkbb  ττοο  οοπποοίίοο  ππααρροουυσσιιάάζζεειι  ππααρρόόµµοοιιαα  
έέκκφφρραασσηη  µµεε  ττοο  µµεεγγααλλύύττεερροο  YYAACC  ((GGaaeennsslleerr  eett  aall..,,  11999933;;  PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988))..  ΤΤοο  µµιικκρρόόττεερροο  YYAACC  εείίννααιι  ππιιοο  
σσττααθθεερρόό  κκααιι  εεππιιππλλέέοονν  ππεερριιέέχχεειι  µµίίαα  σσππάάννιιαα  θθέέσσηη  ππέέψψηηςς  ττοουυ  εεννζζύύµµοουυ  SSffiiII  µµέέσσαα  σσττοονν  δδεεξξίί  ββρρααχχίίοονναα  ττοουυ,,  ττοο  
οοπποοίίοο  εευυκκοολλύύννεειι  ττηηνν  δδοοµµιικκήή  ττοουυ  ααννάάλλυυσσηη  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999988;;  TTaanniimmoottoo  eett  aall..,,  11999999))..  ΗΗ  χχρρήήσσηη  ττωωνν  YYAACCss  
έέχχεειι  εεππεεκκττααθθεείί  γγιιαα  ττηηνν  µµεελλέέττηη  κκααιι  άάλλλλωωνν  σσυυµµππλλεεγγµµάάττωωνν  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα..  ΗΗ  ττάάσσιι  όόµµωωςς  ττοουυ  
αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ  κκααιι  οο  ααρργγόόςς  ττρρόόπποοςς  ααπποοµµόόννωωσσηηςς  ττοουυ  YYAACC  DDNNAA  µµεε  χχααµµηηλλήή  ττεελλιικκήή  σσυυγγκκέέννττρρωωσσηη  έέχχεειι  
οοδδηηγγήήσσεειι  ττοουυςς  εερρεευυννηηττέέςς  σσεε  εεννααλλλλαακκττιικκέέςς  λλύύσσεειιςς  όόππωωςς  ααυυττήή  ττωωνν  BBAACCss  ((SShhiizzuuyyaa  eett  aall..,,  11999922))  κκααθθώώςς  κκααιι  
PPAACCss  ((IIooaannnnoouu  eett  aall..,,  11999944))  τταα  οοπποοίίαα  εείίννααιι  ππιιοο  εεύύκκοολλαα  σσττοο  χχεειιρριισσµµόό  ττοουυςς  κκααιι  χχρρηησσιιµµοοπποοιιοούύννττααιι  όόλλοο  κκααιι  ππιιοο  
σσυυχχννάά  σσεε  µµεελλέέττεεςς  µµεε  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ((WWeessttpphhaall  eett  aall..,,  11999988;;  KKaauuffmmaann  eett  aall..,,  11999999;;  IImmaamm  eett  aall..,,  
22000000;;  OOrrffoorrdd  eett  aall..,,  22000000))..              

                                                                                  

ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  
  

  ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη  ττωωνν  HHSS  θθέέσσεεωωνν  ααππόό  ττηηνν  7700  kkbb  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  έέδδεειιξξεε  όόττιι  ααππααιιττεείίττααιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  
LLCCRR  νναα  εείίννααιι  άάθθιικκττηη  ώώσσττεε  νναα  ππρροοσσττααττεευυττεείί  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ  σσεε  ππεερριιοοχχήή    
εεττεερροοχχρρωωµµααττίίννηηςς,,  όόππωωςς  ττοο  κκεεννττρροοµµεερρίίδδιιοο  ((MMiilloott  eett  aall..,,  11999966))..  ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη  ττηηςς  θθέέσσεειιςς  HHSS33  ααππόό  ττοο  ββYYAACC  
µµεειιώώννεειι  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  εεµµββρρυυϊϊκκάά  κκύύττττααρραα  κκααιι  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  σστταα  
εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  σστταα  εεννήήλλιικκαα  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  εεννώώ  ηη  ααφφααίίρρεεσσηη  ττηηςς  HHSS22  ππρροοκκααλλεείί  µµιιαα  µµιικκρρήή  µµεείίωωσσηη  
σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  όόλλωωνν  ττωωνν  ααννθθρρώώππιιννωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999966))..  ΜΜιιαα  άάλλλληη  σσττρρααττηηγγιικκήή  εείίννααιι  ηη  ααφφααίίρρεεσσηη  
HHSS  θθέέσσεεωωνν  ααππόό  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  µµέέσσωω  οοµµόόλλοογγοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ..  ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη  ττωωνν  θθέέσσεεωωνν  
HHSS22  ήή  HHSS33  οοδδήήγγηησσεε    σσεε  εελλάάχχιισσττηη  µµεείίωωσσηη  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  ((FFiieerriinngg  eett  aall..,,  11999955;;  HHuugg  eett  aall..,,  
11999966))..  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααυυττάά  υυπποοδδηηλλώώννοουυνν  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ππεερριιέέχχεειι  έένναα  ππλλεεόόνναασσµµαα  ααππόό  λλεειιττοουυρργγιικκάά  
σσττοοιιχχεείίαα  κκααιι  όόττιι  οο  σσχχηηµµααττιισσµµόόςς  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  LLCCRR  δδεενν  ααππααιιττεείί  όόλλεεςς  ττηηςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ((PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999966;;  
FFiieerriinngg  eett  aall..,,  11999955;;  HHuugg  eett  aall..,,  11999966))..  

  

ΜΜεεττααλλλλάάξξεειιςς  σστταα  κκύύρριιαα  σσττοοιιχχεείίαα  ττωωνν  HHSS  θθέέσσεεωωνν  
  

  ΣΣεε  ααννττίίθθεεσσηη  µµεε  ττηηνν  ααφφααίίρρεεσσηη  µµεεγγάάλλωωνν  ππεερριιοοχχώώνν  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  κκάάπποοιιαα  HHSS  θθέέσσηη,,  σσηηµµααννττιικκέέςς  
φφααιιννοοττυυππιικκέέςς  σσυυννέέππεειιεεςς  ππααρροουυσσιιάάζζοοννττααιι  όότταανν  ααφφααιιρροούύννττααιι  ηη  κκύύρριιεεςς  ππεερριιοοχχέέςς  ττωωνν  εεππιιµµέέρροουυςς  HHSS    θθέέσσεεωωνν  ααππόό  
ττοο  ββYYAACC..  ΑΑρρχχιικκάά  εείίχχεε  ααννααφφεερρθθεείί  όόττιι  ηη  ααφφααίίρρεεσσηη  220000  έέωωςς  330000  bbpp  ααππόό  ττοο  κκύύρριιοο  σσττοοιιχχεείίοο  ττωωνν  θθέέσσεεωωνν  HHSS33  κκααιι  
HHSS44    ήήτταανν  κκαατταασσττρροοφφιικκέέςς  γγιιαα  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  σσεε  όόλλαα  τταα  σσττάάδδιιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  
((BBuunnggeerrtt  eett  aall..,,  11999955))..  ΜΜιιαα  ππααρρόόµµοοιιαα  εειικκόόνναα  ππααρρααττηηρρεείίττεε  µµεεττάά  ααππόό  ττηηνν  ααφφααίίρρεεσσηη  ττηηςς  HHSS22  θθέέσσηηςς  ((BBuunnggeerrtt  eett  
aall..,,  11999999))..  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααυυττάά  υυπποοδδηηλλώώννοουυνν  όόττιι  ηη  κκύύρριιεεςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ααλλλληηλλεεππιιδδρροούύνν  µµεεττααξξύύ  ττοουυςς  γγιιαα  ττηηνν  
δδηηµµιιοουυρργγίίαα  εεννόόςς  οολλοοσσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ((hhoollooccoommpplleexx))..  ΌΌτταανν  κκαατταασσττρρααφφεείί  µµίίαα  ααππόό  ττηηςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ττόόττεε  οολλόόκκλληηρροο  
ττοο  LLCCRR  σσύύµµππλλεεγγµµαα  δδυυσσλλεειιττοουυρργγεείί  ((BBuunnggeerrtt  eett  aall..,,  11999955))..  ΠΠρρόόσσφφααττεεςς  µµεελλέέττεεςς  µµεε  λλεεππττοοµµεερρέέςς  δδοοµµιικκέέςς  
ααννααλλύύσσεειιςς  σσεε  µµεεττααλλλλααγγµµέένναα  YYAACCss  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  µµίίαα  δδιιααφφοορρεεττιικκήή  εειικκόόνναα..  ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη  225500  bbpp  ααππόό  ττοο  κκύύρριιοο  
σσττοοιιχχεείίοο  ττηηςς  θθέέσσηηςς  HHSS44  έέδδεειιξξεε  νναα  µµηηνν  εεππηηρρεεάάζζεειι  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  εε--  κκααιι  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν  σσεε  εεµµββρρυυϊϊκκάά  κκύύττττααρραα  µµεε  
µµόόννοο  µµίίαα  µµιικκρρήή  µµεείίωωσσηη  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  σστταα  εεννήήλλιικκαα  κκύύττττααρραα  ((NNaavvaass  eett  aall..,,  22000000))..  ΗΗ  
κκαατταασσττρροοφφιικκήή  µµεείίωωσσηη  ττηηςς  έέκκφφρραασσηηςς  πποουυ  ππααρρααττηηρρήήθθηηκκεε  σσττηηνν  ππρροοηηγγοούύµµεεννηη  µµεελλέέττηη,,  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  νναα  
οοφφεείίλλεεττααιι  σσεε  αανναασσυυννδδυυαασσµµόό  ττοουυ  YYAACC  DDNNAA..  ΑΑννττίίθθεετταα  όόµµωωςς,,  ηη  ααφφααίίρρεεσσηη  ττοουυ  κκύύρριιοουυ    HHSS33  σσττοοιιχχεείίοουυ  
δδηηµµιιοουυρργγεείί  έένναα  εειιδδιικκόό    φφααιιννόόττυυπποο  µµεε  ττηηνν  ααπποουυσσίίαα  έέκκφφρραασσηηςς  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  µµεε  φφυυσσιιοολλοογγιικκήή  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--
γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  εεµµββρρυυϊϊκκάά  κκύύττττααρραα  ααλλλλάά  ττηηνν  ππλλήήρρηη  ααπποουυσσίίαα  έέκκφφρραασσηηςς  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σστταα  κκύύττττααρραα  ττοουυ  εεµµββρρυυϊϊκκοούύ  
ήήππααττοοςς    ((NNaavvaass  eett  aall..,,  11999988))..  ΗΗ  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  ααυυττάά  τταα  πποοννττίίκκιιαα  εεππηηρρεεάάζζεεττααιι  ααππόό  ττηηνν  θθέέσσηη  
εεννσσωωµµάάττωωσσηηςς  ττοουυ..  ΕΕπποοµµέέννωωςς  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  ηη  θθέέσσηη  HHSS33    εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  γγιιαα  ττηηνν  µµεεττααγγρρααφφήή  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ  



 

 

52

σσεε  εεµµββρρυυϊϊκκάά  κκύύττττααρραα  κκααιι  γγιιαα  ττηηνν  µµεεττααγγρρααφφήή  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σστταα  κκύύττττααρραα  ττοουυ  ήήππααττοοςς..  ΣΣεε  µµίίαα  ππρρόόσσφφααττηη  
µµεελλέέττηη  σσεε  ββYYAACC  ααφφααιιρρέέθθηηκκεε  ηη  κκύύρριιαα  ααλλλληηλλοουυχχίίαα  ττηηςς  HHSS22  κκααιι  ααννττιικκαατταασσττήήθθηηκκεε  ααππόό  ττηηνν  HHSS33..  ΗΗ  HHSS33  εείίχχεε  
ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  δδιιααττηηρρήήσσεειι  ττηηνν  ααννοοιικκττήή  δδοοµµήή  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ααλλλλάά  δδεενν  µµπποορροούύσσεε  νναα  ααννααππλληηρρώώσσεειι  ττηηνν  
µµοοννααδδιικκήή  υυψψηηλλήή  έέκκφφρραασσηη  πποουυ  ππρροοσσδδίίδδεειι  ηη  HHSS22  ((BBuunnggeerrtt  eett  aall..,,  11999999))..    ΣΣεε  άάλλλληη  µµεελλέέττηη  ααννττιικκαατταασσττήήσσεειιςς  σσττηηςς  
κκύύρριιεεςς  θθέέσσεειιςς  HHSS22,,  HHSS33  κκααιι  HHSS44  χχρρηησσιιµµοοπποοιιήήθθηηκκεε  έέννααςς  µµεεττααλλλλααγγµµέέννοοςς  εεννιισσχχυυττήήςς  ((FF110011))  ττοουυ  ιιοούύ  πποολλυυόόµµαα  
((ppoollyyoommaa  vviirruuss  eennhhaanncceerr,,  PPyyEE))  οο  οοπποοίίοοςς  εείίννααιι  λλεειιττοουυρργγιικκόόςς  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααιιµµοοπποοίίηησσηηςς..  ΤΤαα  
ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  έέδδεειιξξαανν  όόττιι  δδεενν  δδηηµµιιοουυρργγεείίττεε  λλεειιττοουυρργγιικκήή  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  κκααιι  εεπποοµµέέννωωςς  δδεενν  ππααρρααττηηρρήήθθηηκκεε  
έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν..  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααυυττάά  υυπποοδδηηλλώώννοουυνν    όόττιι  οοιι  κκύύρριιεεςς  ρρυυθθµµιισσττιικκέέςς  ΗΗSS  θθέέσσεειιςς  έέχχοουυνν  ττηηνν  
ιικκααννόόττηητταα    δδιιααµµόόρρφφωωσσηηςς    λλεειιττοουυρργγιικκήήςς  LLCCRR  ππεερριιοοχχήήςς  πποουυ  δδεενν  µµπποορροούύνν    νναα  ααννττιικκαατταασσττααθθοούύνν  ααππόό  άάλλλλοουυςς  
εεννιισσχχυυττέέςς  iinn  vviivvoo  ((TTaanniimmoottoo  eett  aall..,,  11999999))..  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααυυττάά  κκααθθώώςς  κκααιι  άάλλλλεεςς  µµεελλέέττεεςς  ((FFrraasseerr  eett  aall..,,  
11999933))  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  σσττοοιιχχεείίαα  γγιιαα  ττηηνν  ααννααππττυυξξιιαακκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη  ττωωνν  HHSS  θθέέσσεεωωνν  ππρροοςς  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  
σσφφααιιρρίίννηηςς..      

  

ΗΗ  ρρυυθθµµιισσττιικκήή  HHSS--4400  ππεερριιοοχχήή  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς    
    

  ΌΌππωωςς  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς,,  έέττσσιι  κκααιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  ιισσττόό--εειιδδιικκήή  
έέκκφφρραασσηη  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς..  ΠΠααρρόόλλοο  όόππωωςς  ττηηνν  κκοοιιννήή  ττοουυςς  ππρροοέέλλεευυσσηη  κκααιι  οοµµοοιιόόττηηττεεςς  σσττηηνν  
έέκκφφρραασσηη  ττοουυςς  υυππάάρρχχοουυνν  ααρρκκεεττέέςς  δδιιααφφοορρέέςς  σσττοουυςς  µµηηχχααννιισσµµοούύςς  πποουυ  εελλέέγγχχοουυνν  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυςς..  ΤΤοο  
σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  ααππέέχχεειι  µµιικκρρήή  ααππόόσστταασσηη  ((117700  έέωωςς  334400  kkbb))  ααππόό  ττοο  ττεελλοοµµεερρίίδδιιοο  ττοουυ  χχρρωωµµοοσσώώµµααττοοςς  
1166  ((  WWiillkkiiee  eett  aall..,,  11999911))  κκααιι  ββρρίίσσκκεεττααιι  σσεε  δδιιααφφοορρεεττιικκόό  ππεερριιββάάλλλλοονν  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ααππόό  ααυυττόό  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  
((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999955;;  HHiiggggss  eett  aall..,,  11999988))..    ΜΜεερριικκέέςς  ααππόό  ττηηςς  χχρρωωµµοοσσωωµµιικκέέςς  δδιιααφφοορρέέςς  πποουυ  ααννααφφέέρρθθηηκκάάνν  
((ΠΠίίνναακκααςς  11))  ήήτταανν  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  έέχχεειι  υυψψηηλλόό  πποοσσοοσσττόό  σσεε  ππεερριιεεχχόόµµεεννοο  GGCC  ((5544%%)),,  έέχχεειι  µµεεγγάάλληη  
σσυυγγκκέέννττρρωωσσηη  ααππόό  εεππααννααλληηππττιικκέέςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  AAlluu  ((2266%%  ττηηςς  σσυυννοολλιικκήήςς  ααλλλληηλλοουυχχίίααςς))  κκααιι  ααρρκκεεττέέςς  CCppGG  
ννηησσίίδδεεςς  ((FFlliinntt  eett  aall..,,  11999977;;  VVyyaass  eett  aall..,,  11999922;;  HHiiggggss  eett  aall..,,  11998899))..  ΣΣεε  έένναα  σσυυννεεχχέέςς  ττµµήήµµαα  ττοονν  330000  kkbb  ττοο  οοπποοίίοο  
ππεερριιέέχχεειι  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα,,  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς,,    έέχχεειι  ααννααλλυυθθεείί  ηη  ππρρωωττοοττααγγήήςς  ττοουυ  δδοοµµήή    ((FFlliinntt  eett  aall..,,  11999977))..  ΤΤέέσσσσεερραα  
εευυρρέέωωςς  εεκκφφρρααζζόόµµεενναα  γγοοννίίδδιιαα  υυππάάρρχχοουυνν  µµεεττααξξύύ  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  κκααιι  ττοουυ  ττεελλοοµµεερριιδδίίοουυ,,  εεννώώ  
άάλλλλαα  ππέέννττεε  γγοοννίίδδιιαα  υυππάάρρχχοουυνν  σσττηηνν  κκεεννττρροοµµεερρήή  ππεερριιοοχχήή  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς..  ΈΈνναα  µµεεγγάάλλοο  ττµµήήµµαα  ααππόό  ττηηςς  330000  kkbb  
ββρρίίσσκκεεττααιι  µµεε  ααννοοιιχχττήή  δδοοµµήή  ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ((VVyyaass  eett  aall..,,  11999922;;  449977  CCrraaddddoocckk  eett  aall..,,  11999955))..  ΑΑρρκκεεττέέςς  εερρυυθθρρόό--
εειιδδιικκέέςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ββρρίίσσκκοοννττααιι  ααννοοδδιικκάά  ααππόό  ττοο  αα--σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  µµέέσσαα  σσεε  εεννεερργγόό  δδοοµµήή  χχρρωωµµααττίίννηηςς..  
ΗΗ  υυππεερρεευυααίίσσθθηηττηη  θθέέσσηη  HHSS--4400  εείίννααιι  ττοο  κκύύρριιοο  λλεειιττοουυρργγιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο  πποουυ  σσχχεεττίίζζεεττεε  µµεε  ττηηνν  ρρύύθθµµιισσηη  ττηηςς  αα--
σσφφααιιρρίίννηηςς  κκααιι  εεννττοοππίίζζεεττααιι  µµέέσσαα  σσττοο  εεξξόόννιιοο  εεννόόςς  εευυρρέέωωςς  εεκκφφρρααζζόόµµεεννοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999900;;  SShhaarrppee  eett  
aall..,,  11999922;;  VVyyaass  eett  aall..,,  11999922))..      

    ΑΑρρκκεεττάά  ππεειιρράάµµαατταα  έέχχοουυνν  γγίίννεειι  τταα  οοπποοίίαα  έέχχοουυνν  κκααθθιιέέρρωωσσηη  ττηηνν  HHSS--4400  ωωςς  ττοο  κκύύρριιοο  ρρυυθθµµιισσττιικκόό  
σσττοοιιχχεείίοο  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς..  ΑΑρρκκεεττέέςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  έέχχοουυνν  ππεερριιγγρρααφφεείί  πποουυ  ααφφααιιρροούύνν  ττηηςς  
ααννοοδδιικκέέςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  πποουυ  ααφφήήννοουυνν  άάθθιικκττοο  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  όόµµωωςς  δδεενν  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  τταα  σσυυννδδεεµµέένναα  γγοοννίίδδιιαα  ((HHiiggggss  
eett  aall..,,  11999955;;  HHiiggggss  eett  aall..,,  11999988;;  HHiiggggss  eett  aall..,,  11998899;;  RRoommeeoo  eett  aall..,,  11999911;;  HHaattttoonn  eett  aall..,,  11999900))..  ΌΌτταανν  ττoo  ζζ--  ήή  ττoo  αα--
γγοοννίίδδιιοο  εειισσάάγγοοννττααιι  σσεε  MMEELL  κκύύττττααρραα,,  ηη  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  αα--γγοοννιιδδίίοουυ  δδεενν  ααννιιχχννεεύύεεττεε  ήή  υυππάάρρχχεειι  σσεε  πποολλύύ  χχααµµηηλλάά  
εεππίίππεεδδαα,,  εεννώώ  ψψηηλλάά  εεππίίππεεδδαα  αα  mmRRNNAA  ππααρρααττηηρροούύννττααιι  όότταανν  σσυυννδδέέεεττααιι  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  HHSS--4400  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  
11999900))..  ΗΗ  ααφφααίίρρεεσσηη  µµέέσσοο  οοµµόόλλοογγοουυ  αανναασσυυννδδυυαασσµµοούύ  µµιιααςς  ππεερριιοοχχήήςς  11  kkbb  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  ττηηνν  HHSS--4400  ααππόό  ττοο  
ααννθθρρώώππιιννοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1166  πποουυ  ββρρίίσσκκεεττααιι  σσεε  MMEELL  κκύύττττααρραα,,  οοδδηηγγεείί  σσεε  δδρραασσττιικκήή  µµεείίωωσσηη  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  αα--
γγοοννιιδδίίωωνν  ((BBeerrnneett  eett  aall..,,  11999955))..  ΣΣεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  τταα  αα--γγοοννίίδδιιαα  ααπποουυσσίίαα  ττηηςς  HHSS--4400  δδεενν  εεκκφφρράάζζοοννττααιι,,  
ααλλλλάά  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  µµεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη  όότταανν  εείίννααιι  σσυυννδδεεµµέένναα  µµεε  ττηηνν  HHSS--4400  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999900;;    
FFiilliippee  eett  aall..,,  11999999;;  HHaannssccoommbbee  eett  aall..,,  11998899))..  ΕΕπποοµµέέννωωςς..  ηη    HHSS--4400  δδρραα  ωωςς  έέννααςς  ιισσχχυυρρόόςς  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκόόςς  
εεννιισσχχυυττήήςς  σσεε  σσυυννδδεεδδεεµµέένναα  γγοοννίίδδιιαα  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999900;;  SShhaarrppee  eett  aall..,,  11999922;;  RReenn  eett  aall..,,  11999933;;  PPoonnddeell  eett  aall..,,  
11999922))..  ΑΑννττιιθθέέττωωςς    όόµµωωςς  όότταανν  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  εείίννααιι  σσυυννδδεεδδεεµµέένναα  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ττηηςς  ββ--
σσφφααιιρρίίννηηςς,,  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  µµεειιωωµµέέννηη  έέκκφφρραασσηη..  ΗΗ  έέκκφφρραασσηη  µµεειιώώννεεττααιι  ππεερρααιιττέέρρωω  µµεε  ττηηνν  ααννάάππττυυξξηη  κκααιι  δδεενν  
εεξξααρρττάάττααιι  ααππόό  ττοονν  ααρριιθθµµόό  ττωωνν  ααννττιιγγρράάφφωωνν  ττοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ..  ΣΣεε  ααννττίίθθεεσσηη  µµεε  ττηηςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττηηςς  LLCCRR  ττηηςς  ββ--
σσφφααιιρρίίννηηςς,,  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  ττηηςς  HHSS--4400  δδεενν  εεππηηρρεεάάζζοουυνν  ττηηνν  µµεεθθυυλλίίωωσσηη  ττοουυ  DDNNAA,,  οούύττεε  ττηηνν  εευυααιισσθθηησσίίαα  σσεε  DDNNAAssee  
II,,  ααλλλλάά  κκααιι  οούύττεε  σσττηηνν  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  υυππεερρεευυααίίσσθθηηττωωνν  θθέέσσεεωωνν  σσττοουυςς  υυπποοκκιιννηηττέέςς  ττωωνν  αα--γγοοννιιδδίίωωνν  ((CCrraaddddoocckk  eett  aall..,,  
11999955;;  BBeerrnneett  eett  aall..,,  11999955))..  ΗΗ  ππεερριιοοχχήή  HHSS--4400  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  δδρραα  όόππωωςς  εεκκεείίννηη  ττηηςς  HHSS22  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ααννττίί  ττηηςς  
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ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR..  ΠΠααρρόόµµοοιιαα  iinn  vviittrroo  κκααιι  iinn  vviivvoo  ππεειιρράάµµαατταα  ααπποοττύύππωωσσηηςς,,  µµεε  ττηηςς  HHSS  θθέέσσεειιςς  ττοουυ  ββLLCCRR,,  ((JJaarrmmaann  eett  
aall..,,  11999911;;  SSttrraauussss  eett  aall..,,  11999922;;  RRoommbbeell  eett  aall..,,  11999955;;  ZZhhaanngg  eett  aall..,,  11999955))  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  ττοο  κκεεννττρριικκόό  
λλεειιττοουυρργγιικκόό  ττµµήήµµαα  ττηηςς  HHSS--4400  ππεερριιέέχχεεττεε  σσεε  µµίίαα  ππεερριιοοχχήή  330000  bbpp  πποουυ  ππεερριιλλααµµββάάννεειι  δδιιάάφφοορρεεςς  θθέέσσεειιςς  δδεεσσµµεεύύσσεειιςς  
γγιιαα  δδιιάάφφοορροουυςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  όόππωωςς  GGAATTAA--11,,  NNFFEE--22//AAPP11  κκααιι  GGTT  ππρρωωττεεϊϊννώώνν  πποουυ  εείίννααιι  υυππεεύύθθυυννοοιι  γγιιαα  ττηηνν  
εεννεερργγοοπποοιιήήττιικκηη  ττηηςς  δδρράάσσηη  ((ΣΣχχήήµµαα  1144))..                                                                                                                                                                                                                          

  ΑΑννααλλυυττιικκέέςς  µµεελλέέττεεςς  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  µµεεττάάλλλλααξξηη  ττηηςς    ππλληησσιιέέσσττεερρηηςς  GGAATTAA--11  θθέέσσηηςς    µµεειιώώννεειι  κκααττάά  4400%%  
ττηηνν  δδρράάσσηη  ττηηςς  HHSS--4400..  ΟΟιι  µµεεττααλλλλάάξξεειι  ττωωνν  55΄́NNFF--EE22//AApp11,,  33΄́NNFF--EE22//AApp11,,  GGTT  κκααιι  ττηηςς  µµεεσσααίίααςς  GGAATTAA--11  πποουυ  
ππεερριιλλααµµββάάννοοννττααιι  σσεε  µµίίαα  ππεερριιοοχχήή  111100  bbpp,,  µµεειιώώννεειι    ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  αα--γγοοννιιδδίίοουυ  κκααττάά  5500  έέωωςς  9900%%  σσεε  σσττααθθεερρήή  
δδιιααµµόόλλυυννσσηη  ΚΚ556622  εερρυυθθρροοκκυυττττάάρρωωνν  ((WWeenn  eett  aall..,,  22000000))..  ΗΗ  µµεεττάάλλλλααξξηη  µµίίααςς  ββάάσσηηςς  σσττηηνν  33΄́  NNFF--EE22//AApp11  θθέέσσηη  
πποουυ  κκαατταασσττρρέέφφεειι  ττηηνν  σσύύννδδεεσσηη    ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  NNFF--EE22      ααλλλλάά  όόχχιι  ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  AApp11,,  µµεειιώώννεειι  ττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  
ττοουυ  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  ζζ--γγοοννίίδδιιοουυ  σσεε    εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  ((ZZhhaanngg  eett  aall..,,  11999955))..  ΟΟιι  δδύύοο  κκοοννττιιννέέςς  NNFF--EE22  θθέέσσεειιςς  σσττηηνν  
HHSS��4400  ((ZZhhaanngg  eett  aall..,,  11999933;;  JJaarrmmaann  eett  aall..,,  11999911;;  SSttrraauussss  eett  aall..,,  11999922;;  RRoommbbeell  eett  aall..,,  11999955  έέχχοουυνν  ττοονν  ίίδδιιοο  ρρόόλλοο  
µµεε  ααυυττέέςς  ττηηςς  HHSS22  πποουυ  εείίννααιι  νναα  εεννεερργγοοπποοιιοούύνν  ττηηνν  γγοοννιιδδιιαακκήή  έέκκφφρραασσηη  ((ZZhhaanngg  eett  aall..,,  11999933))..  ΈΈχχεειι  ππρροοττααθθεείί  έένναα  
µµοοννττέέλλοο  όόπποουυ  ααυυττήή  ηη  µµεείίωωσσηη  ρρυυθθµµίίζζεεττααιι  µµέέσσοο  ττωωνν  ααννττααγγωωννιισσµµόό  µµεεττααξξύύ  ττηηςς  AAPP11  κκααιι  NNFF--EE22  ((WWeenn  eett  aall..,,  
22000000))..  ΠΠρροοςς  ττοο  ππααρρόόνν    όόµµωωςς  δδεενν  εείίννααιι  γγννωωσσττόό  πποοιιεεςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττεεςς  γγιιαα  ττηη  
σσυυννεεχχήή  κκααιι  υυψψηηλλήή  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς..  ΠΠοολλλλααππλλέέςς  µµεελλέέττεεςς  χχρρηησσιιµµοοπποοιιώώννττααςς  
δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  µµεε  7700  kkbb  κκοοσσµµίίδδιιαα  ((GGoorrddoonn  eett  aall..,,  11999944))  ήή  115500  kkbb  PPAACCss  ((HHiiggggss  eett  aall..,,  11999955))  δδεενν  έέχχοουυνν  
εεννττοοππίίσσεειι  ττέέττοοιιεεςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς..  ΜΜίίαα  ππιιθθααννόόττηητταα  εείίννααιι  όόττιι  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  µµεεττάά  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  νναα  
εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττεεςς  γγιιαα  νναα  δδιιααττηηρροούύνν  λλεειιττοουυρργγιικκάά  τταα  γγοοννίίδδιιαα  εείίττεε  όόππωωςς  ηη  δδρράάσσηη  ττηηςς  HHSS--4400  εείίττεε  ωωςς  σσττοοιιχχεείίοο  
µµόόννωωσσηηςς..  ΠΠρρόόσσφφαατταα  έέχχεειι  ααννααφφεερρθθεείί  µµίίαα  ννέέαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  πποουυ  ααφφααιιρρεείί  1188..33  kkbb  ααππόό  ττοο  33΄́  άάκκρροο  ττοουυ  
σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  κκααιι  ωωςς  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  αα--σσφφααιιρρίίννηηςς  δδεενν  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  ((BBaarrbboouurr  eett  aall..,,  22000000))..  ΚΚααννέένναα  
ννέέοο  ρρυυθθµµιισσττιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο  όόµµωωςς  δδεενν  ββρρέέθθηηκκεε  σσττηηνν  δδιιααµµεεττάάθθεεσσηη  ππεερριιοοχχήή    κκααιι  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  οο  φφααιιννόόττυυπποοςς  νναα  
οοφφεείίλλεεττααιι  σσττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  ττωωνν  ααλλλληηλλοουυχχιιώώνν  AAlluu..  ΈΈχχεειι  ππρροοττααθθεείί  όόττιι  οοιι  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  AAlluu  µµπποορροούύνν  ααππόό  µµόόννεεςς  
ττοουυςς  νναα  δδηηµµιιοουυρργγήήσσοουυνν  µµίίαα    κκαατταασσττααλλττιικκήή    δδοοµµήή    χχρρωωµµααττίίννηηςς  ((BBaarrbboouurr  eett  aall..,,  22000000))..  ΠΠιιθθααννόόςς  όόµµωωςς  ηη  ππεερριιοοχχήή  
πποουυ  ααφφααιιρρεείίττεε  νναα  ππεερριιέέχχεειι  κκάάπποοιιοο  σσττοοιιχχεείίοο  ααπποοµµόόννωωσσηηςς  ττοο  οοπποοίίοο  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  νναα  ππρροοσσττααττεεύύεειι  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  
ααππόό  ττηηνν  κκαατταασσττοολλήή..    
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ΜΜοορριιαακκήή  µµηηχχααννιισσµµοοίί  πποουυ  ρρυυθθµµίίζζοουυνν  ττηηνν  µµεετταασσττρροοφφήή  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς                                                                                
                  

  ΗΗ  ααννάάλλυυσσηη  ττηηςς  ααννααππττυυξξιιαακκήήςς  έέκκφφρραασσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  ααννθθρρώώπποουυ  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  
πποοννττίίκκιιαα  έέχχεειι  ββοοηηθθήήσσεειι    σσττηηνν  κκααττααννόόηησσηη  ττωωνν  µµηηχχααννιισσµµώώνν  πποουυ  σσυυµµµµεεττέέχχοουυνν  σσττηηνν  µµεετταασσττρροοφφήή  ττηηςς  
ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς..  ΤΤοο  πποοννττίίκκιι  θθεεωωρρηηττιικκάά  δδεενν  εείίννααιι  ττοο  ιιδδααννιικκόό  σσύύσσττηηµµαα  µµεελλέέττηηςς  δδιιόόττιι  έέχχεειι  µµόόννοο  µµίίαα  µµεετταασσττρροοφφήή  
ααυυττήή  ααππόό  τταα  ππρρώώιιµµαα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  σστταα  όόψψιιµµαα  εεµµββρρυυϊϊκκάά//εεννήήλλιικκαα  κκύύττττααρραα..    

  

                    LLCCRR  

            55  44  33  22    11        

                                εεyy          ββhh11                      ββmmaajj        ββmmiinn      

  

  

ΣΣχχήήµµαα  1166..    ΤΤοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  πποοννττιικκοούύ..  
  

  ΑΑρρχχιικκάά  τταα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  εεyy    κκααιι  ββhh11  γγοοννίίδδιιαα  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  σσεε  ααρρχχέέγγοονναα  κκύύττττααρραα  πποουυ  ππρροοέέρρχχοοννττααιι  ααππόό  ττοονν  
ααµµννιιαακκόό  σσάάκκοο..  ΑΑκκοολλοουυθθεείί  µµίίαα  µµεετταασσττρροοφφήή  σστταα  εεννήήλλιικκαα  ββ--γγοοννίίδδιιαα  ξξεεκκιιννώώννττααςς  ααππόό  ττηηςς  1100..55  ηηµµέέρρεεςς  σσττοο  
εεµµββρρυυϊϊκκόό  ήήππααρρ..  ΤΤαα  δδύύοο  σσυυµµππλλέέγγµµαατταα  όόµµωωςς  έέχχοουυνν  ππααρρόόµµοοιιαα  γγοοννιιδδιιαακκήή  οορργγάάννωωσσηη  εενν  σσχχέέσσηη  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  
LLCCRR  κκααιι  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  θθαα  ρρυυθθµµίίζζοοννττααιι  ααππόό  ττοουυςς  ίίδδιιοουυςς  µµηηχχααννιισσµµοούύςς  ((EEnnggeell  aanndd  TTaanniimmoottoo,,  22000000))..  ΤΤαα  
ααννθθρρώώππιινναα  γγ  κκααιι  ββ--  γγοοννίίδδιιαα  ααπποουυσσίίαα  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR,,  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  σσεε  χχααµµηηλλάά  εεππίίππεεδδαα  όότταανν  εειισσάάγγοοννττααιι  σσεε  
δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  ααλλλλάά  ππααρροουυσσιιάάζζοουυνν  ιισσττιικκήή  κκααιι  ααννααππττυυξξιιαακκήή  εεξξεειιδδίίκκεευυσσηη  ((BBeehhrriinnggeerr  eett  aall..,,  11998877;;  
KKoolllliiaass  eett  aall..,,  11998877;;  KKoolllliiaass  eett  aall..,,  11998866;;  TTrruuddeell  eett  aall..,,  11998877;;  TTrruuddeell  eett  aall..,,  11998877;;  TToowwnneess  eett  aall..,,  11998855;;  
CCoonnssttaannttiinnii  eett  aall..,,  11998855))..  ΗΗ  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγ--  κκααιι  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  ππεερριιοορρίίζζεεττααιι  σσεε  εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα  κκααιι  οοιι  
ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  δδίίππλλαα  ααππόό  τταα  γγοοννίίδδιιαα  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  ππεερριιέέχχοουυνν  σσττοοιιχχεείίαα  υυππεεύύθθυυνναα  γγιιαα  κκάάθθεε  σσττάάδδιιοο..  
ΜΜεεττάά  ααππόό  ττηηνν  αανναακκάάλλυυψψηη  ττηηςς  ππεερριιοοχχήήςς  LLCCRR  ((GGrroossvveelldd  eett  aall..,,  11998877))  ττοο  κκύύρριιοο  εερρώώττηηµµαα  ήήτταανν  ππωωςς  εελλέέγγχχεεττεε  ηη  
ααννααππττυυξξιιαακκήή  ρρύύθθµµιισσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ααππόό  ααυυττόό  ττοο  ιισσχχυυρρόό  ρρυυθθµµιισσττιικκόό  σσττοοιιχχεείίοο..  ΠΠεερρααιιττέέρρωω  µµεελλέέττεεςς  ααππόό  ααρρκκεεττάά  
εερργγαασσττήήρριιαα  οοδδήήγγηησσαανν  σσττηηνν  ααννάάππττυυξξηη  εεννόόςς  δδιιππλλοούύ  µµηηχχααννιισσµµοούύ  υυππεεύύθθυυννοουυ  γγιιαα  ττηηνν  ρρύύθθµµιισσηη  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  
ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς,,  ττηηνν  ααπποοσσιιωωπποοίίηησσηη  γγοοννιιδδίίωωνν  κκααιι  ττοονν  ααννττααγγωωννιισσµµόό  µµεεττααξξύύ  ττοουυςς..    

  

ΗΗ  ααπποοσσιιωωπποοίίηησσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  
  

  ∆∆ιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ττοο  ππρρώώϊϊµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  εε--γγοοννίίδδιιοο  µµεε  22  kkbb  55΄́  κκααιι  115500  bbpp  33΄́  
ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς,,  δδεενν  εεξξέέφφρραασσαανν  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο  σσεε  κκααννέένναα  ααππόό  τταα  σσττάάδδιιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς..  ΗΗ  σσύύννδδεεσσηη  όόµµωωςς  ττηηςς  
ππεερριιοοχχήήςς  mmLLCCRR  µµεε  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο  ππρροοσσδδίίδδεειι  υυψψηηλλοούύ  εεππιιππέέδδοουυ  έέκκφφρραασσηη  σστταα  ααρρχχέέγγοονναα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  ααππόό  ττωωνν  
ααµµννιιαακκόό  σσάάκκοο,,  ααλλλλάά  σσεε  χχααµµηηλλόόττεερραα  εεππίίππεεδδαα  ααππόό  ττοο  εεyy  γγοοννίίδδιιοο  ττοουυ  πποοννττιικκοούύ  ((RRaaiicchh  eett  aall..,,  11999900;;  SShhiihh  eett  aall..,,  
11999900))..  ΑΑυυττόό  ττοο  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  υυπποοδδηηλλώώννεειι  όόττιι  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο  ρρυυθθµµίίζζεεττααιι  ααυυττόόννοοµµαα..  ΌΌτταανν  ααφφααιιρρέέθθηηκκαανν  
ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  έένναα  δδυυννηηττιικκόό  ααπποοσσιιωωππηηττήή  ((CCaaoo  eett  aall..,,  11998899))  ααππόό  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο  ((RRaaiicchh  eett  aall..,,  11999922))  
ηη  έέκκφφρραασσηη  ππααρρααττηηρρήήθθηηκκεε  σσεε  όόλλαα  τταα  σσττάάδδιιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  ααλλλλάά  σσεε  χχααµµηηλλάά  εεππίίππεεδδαα..  ΤΤοο  ζζ--γγοοννίίδδιιοο  ρρυυθθµµίίζζεεττααιι    
ααυυττόόννοοµµαα    ((SSaabbaatthh  eett  aall..,,  11999933;;  AAllbbiittaarr  eett  aall..,,  11999911;;  PPoonnddeell  eett  aall..,,  11999966))  ααλλλλάά  ηη  ααφφααίίρρεεσσηη    έέωωςς  112288  bbpp  σσττοονν  
υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  ((SSaabbaatthh  eett  aall..,,  11999933))  δδεενν  έέδδεειιξξεε  νναα  υυππάάρρχχεειι  κκάάπποοιιοοςς  ααπποοσσιιωωππηηττήήςς  όόππωωςς  εεκκεείίννοουυ  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ..  
ΤΤοο  αα--γγοοννίίδδιιοο  χχρρεειιάάζζεεττααιι  σσττοοιιχχεείίαα  ααππόό    ττοο  ββ--LLCCRR  ήή  ττοο  HHSS--4400  ααππόό  ττηηνν  αα--σσφφααιιρρίίννηη  ώώσσττεε  νναα  εεκκφφρραασσθθεείί  σσεε  
δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα..  ΌΌτταανν  σσττηηνν  µµιικκρροοέέννεεσσηη  σσυυµµππεερριιλλααµµββάάννεεττεε  κκααιι  έένναα  µµιικκρρόόττεερροο  ββ--LLCCRR,,  ττόόττεε  ττοο  αα--γγοοννίίδδιιοο  
δδεενν  εεκκφφρράάζζεεττεε  σσττηηνν  έέννααττηη  µµέέρραα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  ααλλλλάά  σσττηηνν  εεννδδέέκκααττηη  ((AAllbbiittaarr  eett  aall..,,  11999911))..  ΌΌτταανν  σσυυννδδέέεεττααιι  µµεε  
ττηηνν  ββ--LLCCRR  κκααιι  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο,,  ττόόττεε  ττοο  αα--γγοοννίίδδιιοο  εείίδδηη  εεκκφφρράάζζεεττεε  σσττηηνν  έέννααττηη  µµέέρραα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς  ((HHaannssccoommbbee  eett  
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aall..,,  11998899))  κκααιι  σσεε  ααυυξξηηµµέένναα  εεππίίππεεδδαα  σσττηηνν  εεννδδέέκκααττηη  ηηµµέέρραα..  ΠΠααρρόόλλοο  πποουυ  ααυυττάά  τταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  δδεενν  εείίννααιι  
σσυυµµββααττάά,,  υυπποοδδηηλλώώννοουυνν  όόµµωωςς  όόττιι  ττοο  αα--γγοοννίίδδιιοο  έέχχεειι  κκάάπποοιιαα  ααυυττόόννοοµµηη  ρρύύθθµµιισσηη..  

  ΤΤοο  γγ--γγοοννίίδδιιοο  σσιιγγεείίττεε  ήή  εεκκφφρράάζζεεττεε  σσεε  πποολλύύ  χχααµµηηλλάά  εεππίίππεεδδαα  σσεε  εεννήήλλιικκαα  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα  όότταανν  
σσυυννδδέέεεττααιι  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ((DDiilllloonn  eett  aall..,,  11999911;;  EEnnvveerr  eett  aall..,,  11998899;;  EEnnvveerr  eett  aall..,,  11999900;;  BBeehhrriinnggeerr  eett  aall..,,  
11999900))  υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  έέλλεεγγχχοοςς  ττηηςς  έέκκφφρραασσηηςς  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  εείίννααιι  ααυυττόόννοοµµοοςς..  ΟΟ  υυπποοκκιιννηηττήήςς  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  
σσυυµµµµεεττέέχχεειι  σσττηηνν  ρρύύθθµµιισσηη,,  δδιιόόττιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  ππρροοκκααλλοούύνν  µµηη  εελλλλεειιµµµµααττιικκήή  HHPPFFHH  ππρροοκκααλλοούύνν  υυψψηηλλάά  
εεππίίππεεδδαα  µµεε  σσυυννεεχχήή  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  εεννήήλλιικκαα  πποοννττίίκκιιαα  ((BBeerrrryy  eett  aall..,,  11999922;;  RRoonncchhii  eett  aall..,,  11999966;;  
PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999955))..  ΗΗ  φφυυσσιιοολλοογγιικκήή  σσιιγγήή  ττοουυ  ΑΑγγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσεε  δδιιααγγοοννιιδδιιαακκάά  πποοννττίίκκιιαα,,  χχάάννεεττααιι  όότταανν  σσττηηνν  
κκαατταασσκκεευυήή  ππρροοσσττεεθθεείί  κκααιι  οο  εεννιισσχχυυττήήςς  πποουυ  ββρρίίσσκκεεττααιι  33΄́  ααππόό  ττοο  σσηηµµεείίοο  ααπποοκκοοππήήςς  ττοουυ  εελλλλεείίµµµµααττοοςς  ττηηςς  HHPPFFHH--
11  ((AArrccaassooyy  eett  aall..,,  11999977))  ήή  οο  εεννιισσχχυυττήήςς  πποουυ  ββρρίίσσκκεεττααιι  33΄́  ααππόό  ττοο  σσηηµµεείίοο  ααπποοκκοοππήήςς  ττοουυ  εελλλλεείίµµµµααττοοςς  ττηηςς  HHPPFFHH--
33  ((AAnnaaggnnoouu  eett  aall..,,  11999955))..  ΠΠεειιρράάµµαατταα  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  σσεε  εεξξέέλλιιξξηη  σσττοο  εερργγαασσττήήρριιοο  µµααςς,,  εελλέέγγχχοουυνν  µµεε  ππααρρόόµµοοιιεεςς  
κκαατταασσκκεευυέέςς  ((KKaattssaannttoonnii  eett  aall..,,  22000000))  ττοουυςς  εεννιισσχχυυττέέςς  HHPPFFHH--66  ((KKoosstteeaass  eett  aall..,,  11999911))  κκααιι  HHPPFFHH--22  ((MMccAArrtthhuurr  
aanndd  AAnnaaggnnoouu,,  11999988))  πποουυ  εεννττοοππίίσσττηηκκαανν  33΄́ττοουυ  σσηηµµεείίοουυ  ααπποοκκοοππήήςς  ττοουυςς..    ΗΗ  ππρροοσσππάάθθεειιεεςς  γγιιαα  νναα  εεννττοοππιισσττοούύνν  
ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  ήή//κκααιι  ππρρωωττεεΐΐννεεςς  πποουυ  νναα  σσυυµµµµεεττέέχχοουυνν  σσττηηνν  ααπποοσσιιώώππηησσηη..  

  ΤΤοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  δδεενν  σσιιγγεείίττεε  σσττοονν  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς,,  ααλλλλάά  εεννεερργγοοπποοιιεείίττεε  ααµµέέσσωωςς  µµεεττάά  ααππόό  
ττηηνν  σσύύννδδεεσσηη  ττοουυ  µµεε  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ((EEnnvveerr  eett  aall..,,  11999900;;  BBeehhrriinnggeerr  eett  aall..,,  11999900))  εεπποοµµέέννωωςς  δδεενν  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  
εείίννααιι  υυππόό  ααυυττόόννοοµµοο  έέλλεεγγχχοο..  ΑΑννττίίθθεετταα,,  χχρρεειιάάζζεεττααιι  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  εεππιιππλλέέοονν  γγοοννιιδδίίωωνν  γγιιαα  νναα  ππααρρααµµεείίννεειι  σσιιωωππηηλλόό  
σσττοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο..  

  

ΑΑννττααγγωωννιισσµµόόςς  µµεεττααξξύύ  γγοοννιιδδίίωωνν      
  

  ΗΗ  αανναακκάάλλυυψψηη  όόττιι  γγιιαα  νναα  ππααρρααµµεείίννεειι  σσιιωωππηηλλόό  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  χχρρεειιάάζζεεττααιι  ττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  σσττηηνν  
φφυυσσιιοολλοογγιικκήή  ττοουυςς  κκααττάάττααξξηη,,  οοδδήήγγηησσεε  σσττηηνν  ιιδδέέαα  όόττιι  ηη  ρρύύθθµµιισσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  γγίίννεεττεε  µµέέσσοο  ααννττααγγωωννιισσµµοούύ  µµεε  
τταα  γγ--γγοοννίίδδιιαα  ((EEnnvveerr  eett  aall..,,  11999900;;  BBeehhrriinnggeerr  eett  aall..,,  11999900;;  SSttaammaattooyyaannnnooppoouullooss  11999911;;  HHaannssccoommbbee  eett  aall..,,  11999911))..  
ΕΕίίχχεε  ππρροοττααθθεείί  όόττιι  ηη  ππιιθθααννόόττηητταα  γγιιαα  νναα  ααλλλληηλλεεππιιδδρράάσσεειι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR    εείίττεε  µµεε  ττοονν  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  
ήή  µµεε  ττοονν  υυπποοκκιιννηηττήή  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ,,  κκααθθοορρίίζζεεττεε  κκυυρρίίωωςς  ααππόό  ττοο  ttrraannss--δδρραασσττιικκόό  ππεερριιββάάλλλλωωνν..  ΤΤοο  γγοοννίίδδιιοο  πποουυ  
ββρρίίσσκκεεττεε  ππιιοο  κκοοννττάά  ααννττααγγωωννίίζζεεττααιι  γγιιαα  ττηηνν  LLCCRR  κκααιι  εείίννααιι  ααυυττόό  πποουυ  εεκκφφρράάζζεεττααιι,,  εεννώώ  ττοο  άάλλλλοο  γγοοννίίδδιιοο  εεµµφφααννίίζζεειι  
σσιιγγήή..  ΣΣττοο  ππρρώώιιµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο,,  ηη  LLCCRR,,  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  µµεε  ττοο  εε--γγοοννίίδδιιοο..  ΣΣττοο  όόψψιιµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο,,  ττοο  εε--
γγοοννίίδδιιοο  εεµµφφααννίίζζεειι  σσιιγγήή  κκααιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  µµεε  τταα  GGγγ  κκααιι  AAγγ  γγοοννίίδδιιαα..  ΣΣττοονν  εεννήήλλιικκοο,,  τταα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  
γγ--γγοοννίίδδιιαα  σσιιγγοούύνν,,  κκααιι  ηη  LLCCRR  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  µµεε  ττοο  µµόόννοο  δδιιααθθέέσσιιµµοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο..  ΗΗ  ιιδδέέαα  όόττιι  υυππάάρρχχεειι  ααννττααγγωωννιισσµµόόςς  
µµεεττααξξύύ  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  εείίχχεε  ααννααφφεερρθθεείί  ννωωρρίίττεερραα  ααππόό  ππεειιρράάµµαατταα  δδιιααµµόόλλυυννσσηηςς  µµεε  γγοοννίίδδιιαα  ααννααφφοορράάςς  ((WWaassyyllyykk  eett  
aall..,,  11998833;;  ddee  VViilllliieerrss  eett  aall..,,  11998833))  κκααιι  µµεε  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  ττοουυ  κκοοττόόπποουυλλοουυ  ((CChhooii  eett  aall..,,  11998888))..            

  ΟΟ  ααννττααγγωωννιισσττιικκόόςς  µµηηχχααννιισσµµόόςς  ππρροοσσφφέέρρεειι  µµίίαα  ααππλλήή  λλύύσσηη  γγιιαα  ττοο  δδεεδδοοµµέέννοο  όόττιι  τταα  αα--  κκααιι  ββ--σσυυµµππλλέέγγµµαατταα  
δδιιααττηηρροούύννττααιι  σσεε  ιισσοορρρροοππίίαα  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττηηςς  ααννάάππττυυξξηηςς..  ΟΟ  ααννττααγγωωννιισσµµόόςς  εεξξαασσφφααλλίίζζεειι  όόττιι  ττοο  ππρροοϊϊώώνν  πποουυ  
χχάάννεεττεε  ααππόό  ττηηνν  σσιιγγήήσσεειι  ττωωνν  ππρρώώττοονν  γγοοννιιδδίίωωνν  ααυυττόόµµαατταα  ααννττιικκααθθίίσσττααττααιι    ααππόό  ττοο  εεππόόµµεεννοο  γγοοννίίδδιιοο..  ΠΠοολλύύ  κκααλλέέςς  
ααπποοδδεείίξξεειιςς  γγιιαα  ττοονν  ααννττααγγωωννιισσττιικκόό  µµηηχχααννιισσµµόό  υυππάάρρχχοουυνν  ααππόό  µµεελλέέττεεςς  ααππόό  µµηη  εελλλλεειιµµααττιικκέέςς  HHPPFFHH  πποουυ  δδεείίχχννοουυνν  
όόττιι  ηη  ααύύξξηησσηη  ττωωνν  γγ--ααλλυυσσίίδδωωνν  ιισσοορρρροοππεείίττεε  µµεε  µµεείίωωσσηη  ττωωνν  ββ--ααλλυυσσίίδδωωνν  ααππόό  ττοο  γγοοννίίδδιιοο  iinn  cciiss,,  ααλλλλάά  όόχχιι  ααππόό  
ααυυττόό  iinn  ttrraannss  ((GGiigglliioonnii  eett  aall..,,  11998844))..      

  ΠΠεειιρράάµµαατταα  πποουυ  ααφφοορροούύσσαανν  µµεεττααββοολλέέςς  σσττηηνν  ααππόόσστταασσηη  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ((HHaannssccoommbbee  eett  aall..,,  11999911;;  
PPeetteerrssoonn  eett  aall..,,  11999933))  οοδδήήγγηησσαανν  σσττηηνν  ππρρόότταασσηη  όόττιι  ηη  ππλληησσιιέέσσττεερρηη  θθέέσσηη  ππρροοςς  ττηηνν  LLCCRR  εείίννααιι  έέννααςς  σσηηµµααννττιικκόόςς  
ππααρράάγγοοννττααςς  γγιιαα  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  ττοουυ  γγοοννιιδδίίοουυ  νναα  ααννττααγγωωννίίζζεεττααιι..  ΗΗ  εειισσααγγωωγγήή  εεννόόςς  δδεεύύττεερροουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  ((ββmm))  σσττοο  
σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  έέδδεειιξξεε  όόττιι  οο  ααννττααγγωωννιισσµµόόςς  εεππιικκρρααττεείί  σσεε  όόλλοο  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  κκααιι  όόττιι  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  ήήδδηη  
εεκκφφρράάζζεεττεε  ααππόό  ττοο  ππρρώώιιµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  σσττάάδδιιοο  όότταανν  ττοοπποοθθεεττεείίττεε  κκοοννττάά  σσττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ((DDiilllloonn  eett  aall..,,  11999977;;  
PPeetteerrssoonn  22000000))..  ΣΣεε  µµίίαα  άάλλλληη  µµεελλέέττηη,,  ααννεεσσττρράάφφηη  οολλόόκκλληηρρηη  ηη  ππεερριιοοχχήή  ττοουυ  ββ--σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  εενν  σσχχέέσσηη  µµεε  ττηηνν  
ππεερριιοοχχήή  LLCCRR..  ΑΑπποοττέέλλεεσσµµαα  εείίννααιι  νναα  ππααρρααττηηρρεείίττεε  ππρρώώτταα  ηη  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ,,  µµίίαα  ααννααττρροοππήή  σσττηηνν  
σσχχεεττιικκήή  έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν  κκααθθώώςς  κκααιι  ηη  ααππώώλλεειιαα  έέκκφφρραασσηηςς  ττοουυ  εε--γγοοννιιδδίίοουυ..  ΤΤαα  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ααυυττάά  
υυπποοσσττηηρρίίζζοουυνν  κκααιι  σσυυµµφφωωννοούύνν  µµεε  τταα  ππααρρααππάάννωω,,  όόττιι  τταα  ππλληησσιιέέσσττεερραα  γγοοννίίδδιιαα  σσττηηνν  LLCCRR  εεκκφφρράάζζοοννττααιι  κκααττάά  
ππρροοττίίµµηησσηη  κκααιι  όόττιι  ηη  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  σστταα  ππρρώώϊϊµµαα  σσττάάδδιιαα  ααπποοττρρέέππεεττααιι  ααππόό  ττοονν  ααννττααγγωωννιισσττιικκόό  
ππλλεεοοννέέκκττηηµµαα  πποουυ  έέχχοουυνν  τταα  εε  κκααιι  γγ--γγοοννίίδδιιαα  ((TTaanniimmoottoo  eett  aall..,,  11999999))..        
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  ΕΕππόόµµεεννοοςς,,  έέννααςς  δδιιππλλόόςς  µµηηχχααννιισσµµόόςς  φφααίίννεεττααιι  όόττιι  λλεειιττοουυρργγεείί  σσττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ώώσσττεε  νναα  εεππιιττεευυχχθθεείί  ιισσττόό--
εειιδδιικκήή  έέκκφφρραασσηη,,  µµεε  ττοονν  κκύύρριιοο  µµηηχχααννιισσµµόό  νναα  εείίννααιι  ηη  ααυυττόόννοοµµηη  σσιιγγήή  κκυυρρίίωωςς  σστταα  ππρρώώτταα  γγοοννίίδδιιαα  κκααιι  οο  δδεεύύττεερροοςς  
µµηηχχααννιισσµµόόςς  νναα  εείίννααιι  ααυυττόόςς  ττοουυ  ααννττααγγωωννιισσµµοούύ..      

  

ΜΜηηχχααννιισσµµοοίί  ρρύύθθµµιισσηηςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν    
  

  ΤΤοο  δδεεδδοοµµέέννοο  όόττιι  έέννααςς  δδιιππλλόόςς  µµηηχχααννιισσµµόόςς  εελλέέγγχχεειι  ττηηνν  µµεετταασσττρροοφφήή  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  έέχχεειι  µµεεττααφφέέρρεειι    ττοο  
εεννδδιιααφφέέρροονν  ώώσσττεε  νναα  κκααττααννοοηηθθεείί  οο  ττρρόόπποοςς  µµεε  ττοονν  οοπποοίίοο  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ρρυυθθµµίίζζεειι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ααππόό  ααππόόσστταασσηη..  ΤΤαα  
ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααππόό  δδιιάάφφοορροουυςς  χχεειιρριισσµµοούύςς  ττοουυ  ααννθθρρώώππιιννοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  
υυππάάρρχχεειι  µµίίαα  ααππόόσστταασσηη  πποουυ  εείίννααιι  ααππααρρααίίττηηττηη  µµεεττααξξύύ  ττοο  γγοοννίίδδιιοο  κκααιι  ττηηνν    LLCCRR  πποουυ  εεππηηρρεεάάζζεειι  ττηη  σσυυχχννόόττηητταα  ττηηςς  
µµεεττααγγρρααφφήήςς  ((DDiilllloonn  eett  aall..,,  11999977;;  PPeetteerrssoonn  22000000))..  ΕΕππίίσσηηςς  έέχχοουυνν  δδεείίξξεειι  όόττιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  εείίννααιι  σσττοο  ίίδδιιοο  
χχρρωωµµόόσσωωµµαα    εείίννααιι  ααννεεξξάάρρττηητταα  κκααιι  δδεενν  µµεεττααγγρράάφφοοννττααιι  σσεε  σσττοοχχαασσττιικκόό  ττρρόόπποο,,  δδηηλλααδδήή  µµόόννοο  έένναα  γγοοννίίδδιιοο  
µµεεττααγγρράάφφεεττααιι  ααννάά  ππάάσσαα  σσττιιγγµµήή  ((WWiijjggeerrddee  eett  aall..,,  11999955;;  GGrriibbnnaauu  eett  aall..,,  11999988))..  ΟΟ  ααννττααγγωωννιισσµµόόςς  εείίννααιι  δδύύσσκκοολλοο  
νναα  εεξξηηγγηηθθεείί  ααππόό  ττοουυςς  ππρροοττεειιννόόµµεεννοουυςς  µµηηχχααννιισσµµοούύςς  γγιιαα  ττηηνν  δδρράάσσηη  ττωωνν  λλεειιττοουυρργγιικκώώνν  ππεερριιοοχχώώνν  πποουυ  υυππάάρρχχοουυνν  
σσεε  ααππόόσστταασσηη..  ΤΤρρίίαα  δδιιααφφοορρεεττιικκάά  µµοοννττέέλλαα  ιι))  ττοο  µµοοννττέέλλοο  δδηηµµιιοουυρργγίίααςς  ααγγκκύύλληηςς  ((llooooppiinngg)),,  ιιιι))  ττοο  µµοοννττέέλλοο  ττηηςς  
ππααρραακκοολλοούύθθηησσηηςς  ((ttrraacckkiinngg)),,  κκααθθώώςς  κκααιι  ιιιιιι))  ττοο  µµοοννττέέλλοο  δδυυααδδιικκήήςς  εεννεερργγοοπποοίίηησσηηςς  ((bbiinnaarryy  aaccttiivvaattiioonn))  έέχχοουυνν  
ππρροοττααθθεείί  γγιιαα  νναα  εεξξηηγγήήσσοουυνν  ττηηςς  δδιιααθθέέσσιιµµεεςς  ππεειιρρααµµααττιικκέέςς  ππλληηρροοφφοορρίίεεςς  ((FFrraasseerr  eett  aall..,,  11999988))    εεννώώ  ππρρόόσσφφαατταα  έέχχεειι  
ππρροοττααθθεείί  κκααιι  ττοο  µµοοννττέέλλοο  σσύύννδδεεσσηηςς  ((lliinnkkiinngg))  ((BBuullggeerr  aanndd  GGrroouuddiinnee,,  11999999))..  ΑΑπποοδδεεκκττόό  ααππόό  όόλλαα  τταα  µµοοννττέέλλαα  
εείίννααιι  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  σσυυµµµµεεττέέχχεειι  σσττηηνν  δδιιααµµόόρρφφωωσσηη  ααννοοιικκττήήςς  δδοοµµήήςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς..    

  ΤΤοο  µµοοννττέέλλοο  llooooppiinngg  ππρροοττεείίννεειι  όόττιι  ηη  έέννααρρξξηη  ττηηςς  µµεεττααγγρρααφφήήςς  εεννεερργγοοπποοιιεείίττεε  ααππόό  ττηηνν  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  ττηηςς  
LLCCRR  µµεε  τταα  γγοοννίίδδιιαα  µµέέσσοο  ττηηςς  δδηηµµιιοουυρργγίίααςς  ααγγκκύύλληηςς  ττοουυ  DDNNAA..  ∆∆εενν  εείίννααιι  εεµµφφααννέέςς    ππωωςς    ππρρααγγµµααττοοπποοιιεείίττααιι    ααυυττήή  
ηη  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη,,  δδηηλλααδδήή  εεάάνν  τταα  κκεεννττρριικκάά  σσττοοιιχχεείίαα  ττωωνν  HHSS  θθέέσσεεωωνν  ααππόό  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  δδηηµµιιοουυρργγοούύνν  έένναα  
οολλοοσσύύµµππλλεεγγµµαα  ((hhoollooccoommpplleexx))  ((HHaannssccoommbbee  eett  aall..,,  11999911;;  WWiijjggeerrddee  eett  aall..,,  11999955;;  EElllliiss  eett  aall..,,  11999966;;  FFrraasseerr  eett  aall..,,  
11999988;;))  πποουυ  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  ωωςς  µµίίαα  µµοοννάάδδαα  µµεε  ττοο  γγοοννίίδδιιοο  ήή  εεάάνν  έένναα  δδιιααφφοορρεεττιικκόό  ττµµήήµµαα  ααππόό  ττηηνν  LLCCRR  θθαα  
ααλλλληηλλεεππιιδδρράάσσεειι  µµεε  άάλλλλεεςς  ρρυυθθµµιισσττιικκέέςς  ααλλλληηλλοουυχχίίεεςς  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  µµέέσσαα  ήή  κκοοννττάά  σσττοο  γγοοννίίδδιιοο..  ΗΗ  έέννααρρξξηη  ττηηςς  
µµεεττααγγρρααφφήήςς  θθαα  σσυυννέέββααιιννεε  µµόόννοο  όόσσοο  εεππιικκρρααττεείί  ηη  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  κκααιι  υυπποοδδηηλλώώννεειι  όόττιι  ττοο  εεππίίππεεδδοο  ττηηςς  
µµεεττααγγρρααφφήήςς  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  θθαα  εείίννααιι  ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ττοο  ππόόσσοο  σσυυχχννάά  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  θθαα  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  
µµεε  κκάάθθεε  γγοοννίίδδιιοο  κκααιι  ππόόσσοο  σσττααθθεερρήή  θθαα  εείίννααιι  µµίίαα  ττέέττοοιιαα  ααλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη..  ΜΜεε  ααυυττόό  ττοονν  ττρρόόπποο,,  ττοο  µµοοννττέέλλοο  εεξξηηγγεείί  
ττοονν  ααννττααγγωωννιισσµµόό  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  υυπποοκκιιννηηττώώνν    κκααθθώώςς  κκααιι  ττηηνν    ααππααιιττοούύµµεεννηη  ααππόόσστταασσηη  γγιιαα  ττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  
LLCCRR..  ΜΜιιαα  ππρρόόσσφφααττηη  µµεελλέέττηη  έέχχεειι  δδεείίξξεειι  όόττιι  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  BBaacchh11  ααλλλληηλλεεππιιδδρράά  µµεε  δδιιάάφφοορραα  cciiss--  ρρυυθθµµιισσττιικκάά  
σσττοοιιχχεείίαα  όόππωωςς  τταα  MMAARREEss  τταα  οοπποοίίαα  εείίννααιι  γγννωωσσττάά  όόππωωςς    ππρροοααννααφφέέρρθθηηκκεε  κκααιι  ωωςς  θθέέσσεειιςς  δδέέσσµµεευυσσηηςς  γγιιαα  ττοονν  
ππααρράάγγοονντταα  NNFF--EE22,,  οοιι  οοπποοίίεεςς  υυππάάρρχχοουυνν  σσττηηςς  θθέέσσεειιςς  HHSS44,,  HHSS33  κκααιι  HHSS22..    ΧΧρρηησσιιµµοοπποοιιώώννττααςς  µµιιαα  1100..44  kkbb  LLCCRR  
ππεερριιοοχχήή  οο  ππααρράάγγοοννττααςς  BBaacchh11  ββρρέέθθηηκκεε  όόττιι  δδηηµµιιοουυρργγεείί  ααγγκκύύλλεεςς  σσττοο  DDNNAA  έέωωςς  κκααιι  44..11  kkbb  κκυυρρίίωωςς  µµεε  ττηηνν  HHSS22  
υυπποοδδηηλλώώννττααςς  όόττιι  εεννδδεεχχοοµµέέννωωςς  νναα  σσυυµµµµεεττέέχχεειι  σσττηηνν  λλεειιττοουυρργγίίαα  ττηηςς  LLCCRR  ((YYoosshhiiddaa  eett  aall..,,  11999999))..  
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ΣΣχχήήµµαα  1177..    ΤΤοο  µµοοννττέέλλοο  ττηηςς  δδηηµµιιοουυρργγίίααςς  ααγγκκύύλληηςς  ((llooooppiinngg))  εείίννααιι  ττοο  ππιιοο  ααπποοδδεεκκττόό  ωωςς  ππρροοςς  ττοονν  
ττρρόόπποο  µµεε  ττοονν  οοπποοίίοο  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  ρρυυθθµµίίζζεειι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ααππόό  ααππόόσστταασσηη..  

  

  TToo  µµοοννττέέλλοο  ttrraacckkiinngg  ππρροοττεείίννεειι  όόττιι  ηη  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  κκααιι  κκυυρρίίωωςς  ηη  HHSS22  λλεειιττοουυρργγεείί  ωωςς  θθέέσσηη  εειισσααγγωωγγήήςς  
οορριισσµµέέννωωνν  ππααρρααγγόόννττωωνν  ((πποολλυυµµεερράάσσηη  IIII))  σσττοο  µµεεττααγγρρααφφιικκόό  σσύύµµππλλοοκκοο  πποουυ  κκααττεευυθθύύννεεττεε  κκααττάά  µµήήκκοοςς  ττοουυ  DDNNAA  
έέωωςς  όόττοουυ  φφθθάάσσεειι  σσεε  κκάάπποοιιοο  γγοοννίίδδιιοο  κκααιι  νναα  ααρρχχίίσσεειι  ηη  έέννααρρξξηη  ττηηςς  µµεεττααγγρρααφφήήςς..  ΑΑυυττόό  δδίίννεειι  ππλλεεοοννέέκκττηηµµαα  σστταα  
κκοοννττιιννάά  γγοοννίίδδιιαα  έέννααννττιι  ααυυττώώνν  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  ππιιοο  µµαακκρριιάά  ((HHeerreennddeeeenn  eett  aall..,,  11999922;;  TTuuaann  eett  aall..,,  11999922;;  KKoonngg  eett  
aall..,,  11999977))..  ΌΌππωωςς  κκααιι  σσεε  όόλλαα  τταα  µµοοννττέέλλαα  ηη  LLCCRR  ππααίίζζεειι  σσηηµµααννττιικκόό  ρρόόλλοο  σσττηη  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  λλεειιττοουυρργγιικκήήςς  δδοοµµήήςς  
χχρρωωµµααττίίννηηςς..  

  TToo  µµοοννττέέλλοο  bbiinnaarryy  aaccttiivvaattiioonn  υυπποοδδηηλλώώννεειι  όόττιι  οο  µµοοννααδδιικκόόςς  ρρόόλλοοςς  ττηηςς  LLCCRR  εείίννααιι  νναα  ααννοοίίγγεειι  ττηηνν  δδοοµµήή  
ττηηςς  χχρρωωµµααττίίννηηςς..  ΌΌτταανν  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  εείίννααιι  εεννεερργγοοπποοιιηηµµέέννοο  κκάάθθεε  γγοοννίίδδιιοο  έέχχεειι  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  σσύύννδδεεσσηηςς  ττοουυ  µµεε  
µµεεττααγγρρααφφιικκοούύςς  ππααρράάγγοοννττεεςς  µµεε  σσττοοχχαασσττιικκόό  ττρρόόπποο..  ΑΑυυττόό  υυπποοδδηηλλώώννεειι  όόττιι  ττοο  κκάάθθεε  γγοοννίίδδιιοο  θθαα  λλεειιττοουυρργγεείί  
ααννεεξξάάρρττηητταα  ααππόό  ττοο  άάλλλλοο  κκααιι  όόττιι  οο  ααννττααγγωωννιισσµµόόςς  δδεενν  θθαα  σσυυννέέββηη..  ΑΑυυττόό  ττοο  µµοοννττέέλλοο  δδεενν  εεξξηηγγεείί  ττηηνν  ααππααρρααίίττηηττηη  
ααππόόσστταασσηη  κκααιι  ττοονν  ααννττααγγωωννιισσµµόό  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  υυπποοκκιιννηηττώώνν..  ΓΓιιαα  ττοονν  λλόόγγοο  ααυυττόό    άάλλλλοοςς  έέννααςς  ππααρράάγγοοννττααςς  έέχχεειι  
ππρροοττααθθεείί    κκααιι  ααννααφφέέρρεειι  όόττιι  τταα  ππλληησσιιέέσσττεερραα  γγοοννίίδδιιαα  έέχχοουυνν  ππλλεεοοννέέκκττηηµµαα  έέννααννττιι  τταα  γγοοννίίδδιιαα  πποουυ  ββρρίίσσκκοοννττααιι  σσεε  
ααππόόσστταασσηη..  ΕΕννδδεεχχοοµµέέννωωςς  ηη  µµεεττααγγρρααφφήή  ττωωνν  ππλληησσιιέέσσττεερρωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  οοδδηηγγεείί  σσεε  άάγγννωωσσττεεςς  ωωςς  ττώώρραα  ααλλλλααγγέέςς  πποουυ  
ααπποοττρρέέπποουυνν  ττηηνν  µµεεττααγγρρααφφήή  ττωωνν  άάλλλλωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  ((GGrroouuddiinnee  eett  aall..,,  11999922;;  MMaarrttiinn  eett  aall..,,  11999966))..  

    ΜΜίίαα  µµεελλέέττηη  ααννττααγγωωννιισσµµοούύ  πποουυ  ππρροοααννααφφέέρρθθηηκκεε  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  γγ--  κκααιι  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  σσεε  EEKKLLFF++//--  πποοννττίίκκιιαα,,  
έέδδεειιξξεε  όόττιι  ηη  µµεειιωωµµέέννηη  σσυυγγκκέέννττρρωωσσηη    ττοουυ  ππααρράάγγοονντταα  EEKKLLFF  οοδδηηγγεείί  σσεε  µµεειιωωµµέέννηη  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  ββ--γγοοννιιδδίίοουυ  κκααιι  
ααµµοοιιββααίίαα  ααύύξξηησσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  ((WWiijjggeerrddee  eett  aall..,,  11999966))..  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααυυττάά  εείίννααιι  σσεε  ααννττίίθθεεσσηη  µµεε  τταα  
µµοοννττέέλλαα  ttrraacckkiinngg  κκααιι  bbiinnaarryy  aaccttiivvaattiioonn  κκυυρρίίωωςς  γγιιααττίί  τταα  µµοοννττέέλλαα  ααυυττάά  δδεενν  εεξξηηγγοούύνν  ππωωςς  ηη  µµεεττααγγρρααφφήή  εεννόόςς  
κκααθθοοδδιικκοούύ  33΄́γγοοννιιδδίίοουυ  ππρροοκκααλλεείί  ααµµοοιιββααίίαα  ααλλλλααγγήή  σσττηηνν  έέκκφφρραασσηη  εεννόόςς  ααννοοδδιικκοούύ  γγοοννιιδδίίοουυ  ((FFrraasseerr  eett  aall..,,  11999999))..  

  ΤΤοο  µµοοννττέέλλοο  lliinnkkiinngg  υυπποοσσττηηρρίίζζεειι  όόττιι  σσεε  κκάάθθεε  ααννααππττυυξξιιαακκόό  σσττάάδδιιοο  ππρροοσσδδέέννοοννττααιι  σσττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  
δδιιάάφφοορροοιι  ππααρράάγγοοννττεεςς  µµααζζίί  µµεε  δδιιεευυκκοολλυυννττέέςς  ((ffaacciilliittaattoorrss))  πποουυ  εείίννααιι  χχρρωωµµοοσσωωµµιικκοοίί  ππααρράάγγοοννττεεςς  µµεε  ππααρράάλλλληηλληη  
δδρράάσσηη  εεννιισσχχυυττοούύ  κκααιι  LLCCRR..  ΜΜααζζίί  δδηηµµιιοουυρργγοούύνν  µµίίαα  γγέέφφυυρραα  ααππόό  ττηηνν  ππεερριιοοχχήή  LLCCRR  έέωωςς  ττοο  γγοοννίίδδιιοο..  ΤΤοο  µµοοννττέέλλοο  
ααυυττόό  όόµµωωςς  δδεενν  δδιιεευυκκρριιννίίζζεειι  ππώώςς  εεππιιλλέέγγεεττααιι  νναα  εεκκφφρραασσττήή,,  δδηηλλααδδήή  ττοο  ββ--  έέννααννττιι  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ..  ((BBuullggeerr  aanndd  
GGrroouuddiinnee,,  11999999;;  EEnnggeell  aanndd  TTaanniimmoottoo,,  22000000))..  

  ΤΤαα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα  ααππόό  δδιιάάφφοορροουυςς  χχεειιρριισσµµοούύςς  ττοουυ  ααννθθρρώώππιιννοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  εεξξηηγγοούύννττααιι  
κκααλλύύττεερραα  µµεε  έένναα  µµοοννττέέλλοο  llooooppiinngg  όόπποουυ  ηη  σσττααθθεερρόόττηητταα  ττωωνν  ααλλλληηλλεεππιιδδρράάσσεεωωνν    εείίννααιι  σσηηµµααννττιικκέέςς  γγιιαα  ττηηνν  
ααννααππττυυξξιιαακκήή  ρρύύθθµµιισσηη  µµεε  εεππίίσσηηςς  ββαασσιικκόό  ρρόόλλοο  γγιιαα  ππααρράάγγοοννττεεςς  κκαατταασσττοολλήήςς  πποουυ  θθαα  ααπποοσσττααθθεερροοπποοιιοούύνν  ττηηςς  
ααλλλληηλλεεππιιδδρράάσσεειιςς..  ΗΗ  θθέέσσηη  ττωωνν  γγοοννιιδδίίωωνν  εενν  σσχχέέσσηη  µµεε  ττηηνν  LLCCRR  ππααίίζζεειι  δδεευυττεερρεεύύοονντταα  ρρόόλλοο  κκααιι  δδιιααττηηρρεείί  ττηηνν  
ιισσοορρρροοππίίαα  µµεεττααξξύύ  τταα  δδιιάάφφοορραα  γγοοννίίδδιιαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  δδιιαασσφφααλλίίζζοοννττααςς  µµιιαα  σσυυννεεχχήή  ππααρρααγγωωγγήή  ώώσσττεε  νναα  εείίννααιι  σσεε  
ιισσοορρρροοππίίαα  µµεε  τταα  γγοοννίίδδιιαα  ττοουυ  αα--σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς..    

  

ΚΚυυττττααρριικκάά  υυββρρίίδδιιαα          
  ΤΤαα  σσωωµµααττιικκάά  κκυυττττααρριικκάά  υυββρρίίδδιιαα  πποουυ  ππρροοέέρρχχοοννττααιι  ααππόό  ττηηνν  σσύύννττηηξξηη  µµεεττααξξύύ  εερρυυθθρροολλεευυχχααιιµµιικκάά  κκύύττττααρραα  
πποοννττιικκοούύ  ((MMEELL))  κκααιι  λλεεµµφφοοκκύύττττααρραα  εεττεερροοζζυυγγώώττηη  έέχχοουυνν  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  µµεεττάά  ααππόό  εεππααγγωωγγήή  νναα  
πποολλλλααππλλαασσιιάάζζοοννττααιι  κκααιι  νναα  δδιιααφφοορροοπποοιιοούύννττααιι..  ΥΥππάάρρχχεειι  ττααχχύύςς  δδιιααχχωωρριισσµµόόςς  ττωωνν  χχρρωωµµοοσσωωµµάάττωωνν  µµεεττάά  ααππόό  ττηηνν  
σσύύννττηηξξηη  ώώσσττεε  µµεεττάά  ααππόό  ααρρκκεεττοούύςς  κκύύκκλλοουυςς  κκααλλλλιιέέρργγεειιααςς  µµόόννοο  µµεερριικκάά  χχρρωωµµοοσσώώµµαατταα  δδιιααττηηρροούύννττααιι  ααππόό  τταα  
υυββρρίίδδιιαα..  ΈΈνναα  εειιδδιικκόό  ααννθθρρώώππιιννοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  µµπποορρεείί  νναα  δδιιααττηηρρηηθθεείί  εεάάνν  χχρρηησσιιµµοοπποοιιηηθθεείί  θθρρεεππττιικκόό  υυλλιικκόό  
εεππιιλλοογγήήςς  γγιιαα  ααυυττόό  ττοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα..  ∆∆εενν  υυππάάρρχχοουυνν  σσυυννθθήήκκεεςς  εεππιιλλοογγήήςς  γγιιαα  τταα  υυββρρίίδδιιαα  µµεε  ττοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111..  ΈΈνναα  
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εεννααλλλλαακκττιικκόό  σσύύσσττηηµµαα  ββαασσίίζζεεττααιι  σσττηηνν  ααννίίχχννεευυσσηη  µµεε  ααννοοσσοοχχηηµµεείίαα  ττοουυ  ααννττιιγγόόννοουυ  5533//66  πποουυ  σσχχεεττίίζζεεττααιι  µµεε  ττοο  
χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111  κκααιι  µµεε  θθρρεεππττιικκόό  υυλλιικκόό  εεππιιλλοογγήήςς..  ΤΤαα  κκυυττττααρριικκάά  υυββρρίίδδιιαα  δδιιααττηηρροούύννττααιι  µµεε  εεµµππλλοουυττιισσµµόό  γγιιαα  ττοο  
ααννττιιγγόόννοο  µµεε  FFAACCSS  ήή  µµεε  ααννοοσσοοππρροοσσκκόόλλλληησσηη  ((ppaannnniinngg))  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866))..  ΣΣττηηνν  ππεερρίίππττωωσσηη  πποουυ  
ττοο  ααννθθρρώώππιιννοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111  πποουυ  µµεεττααφφέέρρεεττααιι  σστταα  MMEELL  κκύύττττααρραα  ππρροοέέρρχχεεττααιι  ααππόό  εεννήήλλιικκαα  εερρυυθθρροοκκύύττττααρραα  ήή  
µµηη--εερρυυθθρροοπποοιιηηττιικκάά  κκύύττττααρραα,,  ττόόττεε  µµόόννοο  ττοο  ββ--γγοοννίίδδιιοο  εεννεερργγοοπποοιιεείίττεε  ((WWiilllliinngg  eett  aall..,,  11997799;;  PPyyaattii  eett  aall..,,  11998800;;  
LLeeyy  eett  aall..,,  11998844;;  CChhiiaanngg  eett  aall..,,  11998844;;  TTaakkeeggaawwaa  eett  aall..,,  11998866))  ττοο  ααννθθρρώώππιιννοο  όόψψιιµµοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  γγοοννίίδδιιοο  ττηηςς  
σσφφααιιρρίίννηηςς  δδεενν  εεκκφφρράάζζεεττααιι  σσεε  ααυυττάά  τταα  υυββρρίίδδιιαα..  ΥΥππάάρρχχεειι  όόµµωωςς  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  όότταανν  ττοο  ααννθθρρώώππιιννοο  
χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111  ππρροοέέρρχχεεττααιι  ααππόό  ααννθθρρώώππιιννοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  κκύύττττααρροο  πποουυ  ππααρράάγγεειι  γγ--σσφφααιιρρίίννηη  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  
aall..,,  11998855))..  ΑΑννθθρρώώππιιννηη  γγ--σσφφααιιρρίίννηη  ππααρράάγγεεττααιι  κκααιι  όότταανν  ττοο  µµεεττααφφεερρόόµµεεννοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  σσφφααιιρρίίννηηςς  ππεερριιέέχχεειι  
µµεεττάάλλλλααξξηη  ττύύπποουυ  HHPPFFHH  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998888))..  ΕΕπποοµµέέννωωςς,,  υυββρρίίδδιιαα  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  µµίίαα  µµεεττάάλλλλααξξηη  
ττύύπποουυ    AAγγGGγγ  HHPPFFHH  ππααρράάγγοουυνν  GGγγ  κκααιι  ΑΑγγ  σσφφααιιρρίίννηη,,  εεννώώ  ααυυττάά  πποουυ  ππεερριιέέχχοουυνν  ττηηνν  µµεεττάάλλλλααξξηη  ��111177  ΑΑγγ  HHPPFFHH  
ππααρράάγγοουυνν  ΑΑγγ  κκααιι  ββ--σσφφααιιρρίίννηη  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998888))..  

  ΤΤαα  ππιιοο  εεννδδιιααφφέέρροονντταα  ααπποοττεελλέέσσµµαατταα    έέχχοουυνν  ππααρρααττηηρρηηθθεείί  ααππόό  ττηηνν  σσύύννττηηξξηη  MMEELL  κκυυττττάάρρωωνν  µµεε  
ααννθθρρώώππιιννοουυςς  εεµµββρρυυϊϊκκοούύςς  εερρυυθθρροοββλλάάσσττεεςς  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866))..  ΤΤέέττοοιιαα  υυββρρίίδδιιαα  ππααρράάγγοουυνν  µµόόννοο  ήή  
κκυυρρίίωωςς  ααννθθρρώώππιιννηη  εεµµββρρυυϊϊκκήή  σσφφααιιρρίίννηη..  ΕΕννδδεεχχοοµµέέννωωςς  ττοο  ααννθθρρώώππιιννοο  εεµµββρρυυϊϊκκόό  εερρυυθθρροοκκύύττττααρροο  δδιιααττηηρρεείί  σστταα  
υυββρρίίδδιιαα  έένναα  ππρρόόγγρρααµµµµαα  πποουυ  κκααθθοορρίίζζεειι  όόττιι  θθαα  υυππάάρρχχεειι  υυψψηηλλήή  κκααιι  χχααµµηηλλήή  µµεεττααγγρρααφφήή  ττωωνν  γγ  κκααιι  ββ--γγοοννιιδδίίωωνν  
ααννττίίσσττοοιιχχαα..  ΕΕάάνν  τταα  υυββρρίίδδιιαα  θθαα  εεκκφφρράάσσοουυνν  ααυυττόό  ττοο  ππρρόόγγρρααµµµµαα  γγιιααττίί  κκλληηρροοννοοµµοούύννεε  ααππόό  τταα  εεµµββρρυυϊϊκκάά  κκύύττττααρραα  
έένναα  σσύύµµππλλεεγγµµαα  πποουυ  ππααρράάγγεειι  κκάάπποοιιοο  ttrraannss  µµεεττααγγρρααφφιικκόό  ππααρράάγγοονντταα  πποουυ  εεππάάγγεειι  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  θθαα  
ππρρέέππεειι  νναα  δδιιεευυκκρριιννιισσττεείί..  ΌΌτταανν  ααυυττάά  τταα  υυββρρίίδδιιαα  πποολλλλααππλλαασσιιάάζζοοννττααιι  σσεε  κκααλλλλιιέέρργγεειιαα,,  ππααρρααττηηρρεείίττεε  µµίίαα  
��µµεετταασσττρροοφφήή��  ααππόό  γγ  σσεε  ββ--  έέκκφφρραασσηη  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866;;  BBrrooyylleess  11999999))..  ΜΜίίαα  εεξξήήγγηησσηη  γγιιαα  ααυυττήή  ττηηνν  
µµεετταασσττρροοφφήή,,  εείίννααιι  όόττιι  ττοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  πποουυ  ππεερριιέέχχεειι  ττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  γγιιαα  ττοονν  µµεεττααγγρρααφφιικκόό  ππααρράάγγοονντταα  ααππααρρααίίττηηττοο  
γγιιαα  ττηηνν  έέκκφφρραασσηη  ττοουυ  γγ--γγοοννιιδδίίοουυ  ααρρχχιικκάά  εείίννααιι  ππααρρώώνν  σστταα  υυββρρίίδδιιαα  ααλλλλάά  µµεεττάά  χχάάννεεττααιι  ααππόό  ττοονν  δδιιααχχωωρριισσµµόό  ττωωνν  
χχρρωωµµοοσσωωµµάάττωωνν..  ΚΚυυττττααρροογγεεννεεττιικκέέςς  κκααιι  RRFFLLPP  µµεελλέέττεεςς  ((MMeelliiss  eett  aall..,,  11998877))  έέχχοουυνν  ααπποοττύύχχεειι  νναα  ααπποοδδεείίξξοουυνν  ααυυττήή  
ττηηνν  υυππόόθθεεσσηη..  ΆΆλλλλεεςς  ππιιθθααννόόττηηττεεςς  εείίννααιι  όόττιι  έένναα  ττέέττοοιιοο  µµεεττααγγρρααφφιικκόό  σσύύµµππλλεεγγµµαα  εείίννααιι  ππααρρόόνν  σσττοο  χχρρωωµµόόσσωωµµαα  1111  
κκααιι  χχάάννεεττααιι  σσττααδδιιαακκάά  κκααθθώώςς  ππεερρννάάεειι  οο  χχρρόόννοοςς  σσττηηνν  κκααλλλλιιέέρργγεειιαα  ήή  όόττιι  οο  µµοορριιαακκόόςς  µµηηχχααννιισσµµόόςς  πποουυ  εελλέέγγχχεειι  ττηηνν  
µµεετταασσττρροοφφήή  λλεειιττοουυρργγεείί  κκυυρρίίωωςς  iinn  cciiss  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866))..    

  ΚΚάάθθεε  υυββρρίίδδιιοο  ππρροοέέρρχχεεττααιι  ααππόό  έένναα  κκύύττττααρροο..  ΤΤοο  δδεεδδοοµµέέννοο  όόττιι  ήή  µµεετταασσττρροοφφήή  ααππόό  γγ  σσεε  ββ--σσφφααιιρρίίννηη  
σσυυµµββααίίννεειι  κκααττάά  ττηηνν  δδιιάάρρκκεειιαα  ττοουυ  πποολλλλααππλλαασσιιαασσµµοούύ  ττωωνν  κκυυττττάάρρωωνν,,  ππρροοσσφφέέρρεειι  εεννδδεείίξξεειιςς  όόττιι  ηη  µµεετταασσττρροοφφήή  
ππααρρααττηηρρεείίττααιι  σσεε  κκύύττττααρραα  ααππόό  µµοοννήήρρηη  σσεειιρράά..    ΤΤαα  κκυυττττααρριικκάά  υυββρρίίδδιιαα  MMEELL  έέχχοουυνν  ττηηνν  ιικκααννόόττηητταα  νναα  
αανντταανναακκλλοούύνν  µµεε  ππιισσττόόττηητταα  τταα  iinn  vviivvoo  φφααιιννοοττυυππιικκάά  χχααρραακκττηηρριισσττιικκάά  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  όόππωωςς  ττηηνν  HHPPFFHH--11  κκααιι  
HHPPFFHH--22  ((PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866))  κκααθθώώςς  κκααιι  ττηηςς  ΓΓεερρµµααννιικκήήςς  ((ΑΑγγδδββ))°°  θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  ((AAnnaaggnnoouu  eett  aall..,,  
11998888;;  PPaappaayyaannnnooppoouulloouu  eett  aall..,,  11998866))  κκααιι  ππρροοσσφφέέρροουυνν  έένναα  υυπποοδδεειιγγµµααττιικκόό  σσύύσσττηηµµαα  γγιιαα  ττηηνν  µµεελλέέττηη  ττωωνν  
µµηηχχααννιισσµµώώνν  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  όόππωωςς  ααννααφφέέρρεεττααιι  ααρργγόόττεερραα  ((KKoosstteeaass  eett  aall..,,  11999977))..  

  
ΚΚΕΕΦΦΑΑΛΛΑΑΙΙΟΟ  IIII  
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ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ  ΚΚΑΑΙΙ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ  
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ΥΛΙΚΑ 
 
 
Προέλευση αντιδραστηρίων και υλικών 
 

Τα χηµικά αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την παρούσα ∆ιατριβή προήλθαν κυρίως από τις 
εταιρίες Aldrich, Sigma και Merck. 

Τα περιοριστικά ένζυµα, τα ένζυµα τροποποίησης του DNA καθώς και διάφορα kits αγοράστηκαν από 
τις εταιρίες Biorad, Roche (Boehringer-Mannheim), Invitrogen, Minotech, New England Biolabs και 
Promega. 

Τα θρεπτικά υλικά καλλιέργειας βακτηριακών στελεχών προήλθαν από τις εταιρείες DIFCO και 
Merck, ενώ αυτά των κυτταρικών σειρών (DMEM, RPMI, PBS, Trypsin-EDTA, Fetal Calf Serum, 
Gentamicin,  Penicillin/Streptamycin) αποκλειστικά από την Gibco-BRL. 

Τα ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια α[32P]-dATP, α[32P]-dCTP, α[35S]-dATP καθώς και η 14C-
χλωραµφαινικόλη προήλθαν από τις εταιρείες Amersham, ICN και NEN. 

 Οι µεµβράνες από  νάϋλον και νιτροκυτταρίνη προήλθαν από τις εταιρίες Amersham, Millipore και 
Schleicher & Schuell.  Τα φιλµς αυτοραδιογραφίας ήταν από την KODAK ενώ τα φιλµς φωτογράφησης από 
την  Polaroid. 

Τα νουκλεοτίδια (dNTPs) ήταν από τις εταιρίες Pharmacia  και Promega.  Η ανάλυση της 
πρωτοταγούς δοµής του DNA έγινε µε kit από την United States Biochemical, ενώ  µεγάλες περιοχές DNA 
αναλύθηκαν από το εργαστήριο µικροχηµείας του ΙΜΒΒ, ΙΤΕ από το οποίο έγινε και η προµήθεια των 
συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων. 

 
Πλασµιδιακοί φορείς, στελέχη βακτηρίων, γενωµικά DNA και RNA 
 
Για την δηµιουργία ανασυνδιασµένων κατασκευών χρησιµοποιήθηκαν οι πλασµιδιακοί φορείς: 
• pUC 18 και pUC 19 (Pharmacia). 
• pBluescript II KS+, YIP-5, pBC (Stratagene). 
• pGEM-4, pGEM-5, pGEM-T vector, η σειρά pGL2 και pGL3 της λουσιφεράσης (Promega). 
 
Αλλοι πλασµιδιακοί φορείς που χρησιµοποιήθηκαν ήταν ευγενικές δωρεές των κάτωθι ερευνητών :   
• γ-CAT, γ-CAT/3′Αγ 2.3 kb Eco RI [p79],  DHFR-CAT (D. Bodine). 
• ε- δ- και  β-CAT (C.T. Noguchi, Π. Κόλλια). 
• pET11D GATA-1 (S. Philipsen). 
• pCMV-YYI (T. Shenk). 
• RSV-CAT, pCMVβ lac Z (Ι. Παπαµατθαιάκης). 
• Η σειρά pCAT της Promega (∆. Καρδάσης). 

 
 

∆ιάφορα κλωνοποιήµενα τµήµατα DNA από το σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης καθώς και γενωµικό DNA από 
διάφοροuς ασθενείς ήταν και αυτά ευγενικές δωρεές:  

 
•  Κοσµίδιο της β-σφαιρίνης [µLCR-Αγ-ψβ-δ-β] (K. Peterson). 
•  Κοσµίδιο της β-σφαιρίνης [mLCR-Αγ-β-3′HS] (F. Grosveld). 
•  Κλώνος p3N10R [3′περιοχή της Κινεζικής (Αγδβ)ο - θαλασσαιµίας]  (D. Mager). 
•  Γεφυρικό τµήµα της Ισπανικής (δβ)° θαλασσαιµίας (S. Ottolenghi). 
•  Γεφυρικό τµήµα της Ολλανδικής (β)° θαλασσαιµίας (J. Gilman). 
•  Γεφυρικό τµήµα της µετάλλαξης HPFH-3 (11.5 kb Xba I) καθώς και το γεφυρικό τµήµα της 
Αµερικανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (O. Smithies). 

•  3′ Αγ 2.3 kb Eco RI, µε σηµειακή µετάλλαξη C σε Τ στη  θέση # 41,806 (G. Atweh). 
•  3′ Αγ 2.3 kb Eco RI και HS5 3.3 kb Eco RI (F. Grosveld, Ε. Κατσαντώνη). 
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•  HS2 1.45 kb Kpn I-Bgl II (Γ. Βασιλόπουλος).  
•  Γενωµικό DNA από τις µεταλλάξεις-ελλείµατα HPFH-4 και HPFH-5   

(C. Camaschella). 
•  Γενωµικό DNA της µετάλλαξης-έλλειµα HPFH-6 (P.Fucharoen).  
•  Γενωµικό DNA της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας ( Ν.Π. Ανάγνου).  
•Υβρίδια σωµατικών κυττάρων που προήλθαν από λεµφοκύτταρα ετεροζυγώτου µε τη Γερµανική 

(Αγδβ)ο θαλασσαιµία και ερυθρολευχαιµικών MEL κυττάρων  (Θ. Παπαγιαννοπούλου). 
 

1. RNA για πειράµατα RT-PCR: K562, HHW 105, HL 60, KMOE, και AγMEL 620 (Ν.Π. Ανάγνου). 
            

2. cDNA βιβλιοθήκη K562 (Ν. Μοσχονάς), cDNA  βιβλιοθήκη µυελού των οστών (Clonetech).  
 
  Ολοι οι φορείς αναπτύχθηκαν σε βακτηριακά στελέχη E.coli K-12. HB101, XL-1 και κυρίως SCS-1 

(Stratagene). Οι γονότυποι και οι σχετικές αναφορές αυτών των στελεχών ευρίσκονται στον 
κατάλογο της Stratagene καθώς και στο εγχειρίδιο των Sambrook et al., 1989. 

 
Βακτηριακές καλλιέργειες 

 
Για την καλλιέργεια των βακτηριακών στελεχών E.coli K-12 χρησιµοποιήθηκαν τα θρεπτικά  LB (Luria-

Bertani) και 2X YT σε υγρή και σε στερεά µορφή. 
 
 

 Κυτταρικές σειρές 
 

Ανθρώπου: Για τα πειράµατα διαµόλυνσης χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές Κ562 και HeLa. Τα 
ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562 έχουν προέλθει  από θηλυκό άτοµο µε χρόνια µυελογενή λευχαιµία 
(Lozzio et al., 1975). Τα Κ562 κύτταρα παράγουν Gγ, Αγ και ε αλυσίδες, αλλά όχι β-αλυσίδες και 
χρησιµοποιήθηκαν για την ερυθροποιητική εξειδίκευση τον υπό έλεγχο ρυθµιστικών αλληλουχιών   
(Rutherford et al., 1981; Fordis et al., 1984; Anagnou et al., 1985; Enver et al., 1988). Τα HeLa κύτταρα 
παράγουν Gγ και Αγ αλυσίδες αλλά όχι β-αλυσίδες και χρησιµοποιήθηκαν όπως και τα COS-7 (βλ. 
κατωτέρω) ως µη-ερυθροποιητικά κύτταρα (Enver et al., 1988; Martin et al., 1982).   

 
Πιθήκου: Ορισµένα κλωνοποιηµένα τµήµατα ελέγχθηκαν και για την ιστική τους εξειδίκευση σε µη 
ερυθροποιητικά κύτταρα. Για τον σκοπό αυτό  χρησιµοποιήθηκαν τα COS-7 τα οποία είναι επιθηλιακά 
κύτταρα από νεφρό  πιθήκου τα οποίο είναι µετασχηµατισµένα από τον ιό SV 40. 

 
Πληροφορίες για όλες τις κυτταρικές σειρές, καθώς και σχετικές αναφορές περιέχονται στην ιστοσελίδα 
της ATCC (http://www.atcc.org) η οποία ήταν η προµηθεύτρια εταιρεία. 

 
 ΘΡΕΠΤΙΚΑ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΣΕΙΡΩΝ 

 
Τα Κ562 καλλιεργήθηκαν σε RPMI. Οι σειρές HeLa και COS-7 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο 

DMEM (Μinimal Εssential Μedium) που είχε τροποποιηθεί σύµφωνα µε τον Dulbecco (Smith et al., 1960). 
Τα θρεπτικά µέσα περιείχαν επιπρόσθετα 10% εµβρυϊκό ορό βοός (fetal calf serum) καθώς και 50 µg/ml 
αµπικιλίνη/στρεπτοµυκίνη (Promega Transfection Guide, 1998). 
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ 
 
 
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (Serghini et al., 1989) µε µικρές τροποποιήσεις. 
 
Τα βασικά στάδια της µεθοδολογίας είναι τα εξής:  

1. Βακτηριακές καλλιέργειες των 2 ml αναπτύχθηκαν σε γυάλινους σωλήνες µε θρεπτικό υλικό LB 
ή 2X YT και αντιβιοτικό (αµπικιλίνη 60 µg/ml ή τετρακυκλίνη 50 µg/ml) για 14-16 ώρες.  

2. Έντονη ανάδευση (vortex) και µεταφορά 1.5 ml της καλλιέργειας σε σωληνάριο Eppendorf και 
φυγοκέντρηση για 30 sec σε 13 Κ rpm. 

3. Αποµάκρυνση µε απορρόφηση του υπερκείµενου και πρόσθεση 50 µl 1Χ TNE (10 mM Tris-Cl 
pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0) καθώς και 50 µl φαινόλη/χλωροφορµίο (1:1). 
Ακολουθεί  έντονη ανακίνηση σε συσκευή vortex για 6 sec και φυγοκέντρηση για 6 min  σε 13 K 
rpm. 

4. Μεταφορά 50 µl  από το υπερκείµενο σε άλλο σωληνάριο Εppendorf στο οποίο προσθέτουµε 50 
µl 4 Μ οξικό αµµώνιο  και 200 µl απόλυτη αιθανόλη (-20°C). Επώαση στον πάγο για 15 min και 
µετά φυγοκέντρηση για 15 min  σε 13 K rpm. 

5. Αφαίρεση του υπερκείµενου , ξέπλυµα του DNA µε 200 µl 70% αιθανόλη,  στέγνωµα για 5 min  
και το DNA επαναδιαλυτοποιείται σε 20 µl 1X TE . 
 

LB (1lt pH 7.5)  2X YT (1lt pH 7.5) 
 

 Bacto tryptone    10 g 16 g 
 Yeast extract     5 g 10 g 
 NaCl  10 g 10 g 
   
  
Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη  κλίµακα µε την αλκαλική µέθοδο 

 
Ακολουθείται σε γενικές γραµµές το πρωτόκολλο που περιγράφεται από τους Sambrook et al., 1989, 
µε µικρές τροποποιήσεις. 
 
1. Βακτηριακές καλλιέργειες του 1 lt αναπτύσσονται για 14-16 ώρες σε LB µε το κατάλληλο 

αντιβιοτικό. 
2. Τα βακτήρια φυγοκεντρούνται για 10 min στις 5 K rpm στους 4°C. 
3. Στη συνεχεία επαναιωρούνται σε 10 ml του διαλύµατος I (βλ. κατωτέρω).   
4. Προστίθενται 20 ml διαλύµατος II. Τα βακτήρια λύονται µε ελαφρά ανάδευση και επώαση στον 

πάγο για 10 min. 
5. Προστίθενται 15 ml διαλύµατος ΙΙΙ  µε γρήγορη ανάδευση και επώαση στον πάγο για 15 min. 
6. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 20 min  στις 8 K rpm στους 4°C, και το υπερκείµενο διηθείται 

µέσω υαλοβάµβακα, όπου τα νουκλειϊκά οξέα κατακρηµνίζονται µε την προσθήκη ίσου όγκου 
ισοπροπανόλης και παραµονή σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 min, και φυγοκεντρούνται στις 
8 K rpm για 20 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

7. Το ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη, αποµακρύνεται η περίσσεια αλκοόλης και 
επαναδιαλυτοποιείται σε 1 ml 1Χ TE. Η ποσότητα του πλασµιδίου ελέγχεται 
φασµατοφωτοµετρικά. 
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∆ιάλυµα Ι   ∆ιάλυµα ΙΙ  ∆ιάλυµα ΙΙΙ (100 ml) 
 
50 mM Glucose  0.2 N NaOH  60 ml 5 M CH3COOK  
25 mM Tris-Cl pH 8  1% SDS  11.5 ml CH3COOH  
10 mM EDTA pH 8     28.5 ml H2O 
 

Σε ορισµένα πειράµατα όπου απαιτείται ηυξηµένη ποιότητα και καθαρότητα του υπερελικωµένου 
πλαµιδιακού DNA (όπως για µετασχηµατισµό κυττάρων σε καλλιέργεια ή για µικρόενεση DNA σε 
ωάρια ποντικού) ακολουθεί διπλή υπερφυγοκέντρηση µε CsCl. 
 
8. Το DNA  επαναδιαλυτοποιείται σε 1X TE  σε όγκο ανάλογο από το µέγεθος των σωληναρίων 

που θα χρησιµοποιήσουµε για υπερφυγοκέντρηση. Στη συνεχεία προσθέτουµε 1 g  CsCl για 
κάθε ml TE καθώς και EtBr. 

9. Μετά την υπερφυγοκέντρηση συλλέγεται µε σύριγγα η ζώνη του υπερελικωµένου DNA. Το 
EtBr αποµακρύνεται µε εκχύλιση µε ισοπροπανόλη κορεσµένη σε CsCl. Στη συνέχεια 
προστίθεται ίσος όγκος H2O και το DNA κατακρηµνίζεται µε την προσθήκη δύο όγκων 
αιθανόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10 K rpm  για 20 min στους 4°C. 

10. Το DNA επαναδιαλυτοποιείται σε 1X TE, εκχυλίζεται µε φαινόλη και χλωροφόρµιο και 
κατακρηµνίζεται παρουσία 3 M NaOAc pH 5.4 (1/10 του όγκου)  και δύο όγκων αιθανόλης. 

11. Η ποσότητα και η ποιότητα του πλασµιδίου ελέγχονται φασµατοφωτοµετρικά καθώς και µε 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 
Εναλλακτικοί τρόποι 

  
∆ιάφορες εταιρείες προσφέρουν kits για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή ή µεγάλη 
κλίµακα. Χρησιµοποιήθηκαν τα kits Plasmid Midi kit από την Qiagen (Cat.# 12144)  και Plasmid 
Midiprep kit από την Biorad (Cat.# 732-6120) καθώς και το Concert   της Gibco BRL. Οι στήλες της 
Qiagen και Gibco BRL µπορούν να ξαναχρησιµοποιηθούν για το ίδιο πλασµίδιο µετά από δύο ή τρία 
πλυσίµατα των στύλων  µε 3M NaCl, 0.15% Triton X-100 (Chang et al., 1999). 
 

 Αποµόνωση γενωµικού DNA από ουρά ποντικού (Brinster et al., 1985) µε µικρές τροποποιήσεις. 
 

1. Μικρό τµήµα (5 mm) από  ουρά ποντικού 10 ηµερών επωάζεται κατά την διάρκεια της νύχτας σε 
tail mix buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS) και 25µl  
Proteinase K (10 mg/ml) στους 55°C.  

2. Την επόµενη µέρα προσθέτουµε 10 µl RNAse (10 mg/ml) και επωάζουµε για 1-2 ώρες. 
3. Ακολουθεί εκχύλιση µε δύο όγκους φαινόλης/χλωροφορµίου και ισχυρή  ανάδευση για 15 min 

και φυγοκέντρηση για 20-30 min. Εκχύλιση µε χλωροφόρµιο, ισχυρή  ανάδευση για 15 min και 
φυγοκέντριση για 5 min και κατακρήµνιση µε ισοπροπανόλη (0.6% του όγκου). Το ίζηµα που 
παρατηρείται µετά από ανάµιξη συλλέγεται µε  πιπέττα Pasteur της οποίας η άκρη έχει 
τροποποιηθεί  µε φλόγα.       

4. To ίζηµα ξεπλένεται µε 70% αιθανόλη, αποµακρύνεται η περίσσεια αλκοόλη και 
επαναδιαλυτοποιείται σε 100-200 µl 1Χ ΤΕ κατά τη διάρκεια της νύχτας στους 4°C. 

5. Η ποσότητα του DNA (50-150 µg) ελέγχεται φασµατοφωτοµετρικά καθώς και µε 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. 
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Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
 
 

Ηλεκτροέκλουση 
 

Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται κυρίως όταν η διαθέσιµη ποσότητα του DNA προς αποµόνωση 
είναι αρκετά µεγάλη (5-20 µg) ή και για την αποµόνωση κοσµιδίων για µικροένεση (Sambrook et al., 
1989). 

 
1. Το τµήµα του DNA  εντοπίζεται µε φωτισµό UV και κόβεται από το πήκτωµα αγαρόζης µε τη 

βοήθεια λεπίδος. Τοποθετείται σε µεµβράνη διαπήδησης έτσι ώστε να καλύπτεται από διάλυµα 
ηλεκτροφόρησης 1X TAE (1lt 50X TAE: 242 g Tris Base, 57.1 ml 100 ml οξικό οξύ, 0.5 M 
EDTA pH 8.0).  

2. Η µεµβράνη εµβαπτίζεται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης και εφαρµόζεται τάση έως ότου το 
DNA εκλουσθεί πλήρως από το κοµµάτι της αγαρόζης και προσκολληθεί στη µεµβράνη. 
Αναστρέφουµε την τάση για 1-2 min.  

3. Το διάλυµα όπου περιέχεται πλέον το DNA αποµακρύνεται από τη µεµβράνη και µεταφέρεται σε 
σωληνάριο Eppendorf . Ακολουθεί εκχύλιση µε 2-βουτανόλη ώστε να µειωθεί ο όγκος. 

4. Τέλος, ακολουθεί εκχύλιση µε φαινόλη και χλωροφόρµιο,  κατακρήµνιση µε 3 M NaOAc pH 5.3 
και δύο όγκους αιθανόλης. 

 
Πηκτή  αγαρόζης χαµηλής τήξης 

 
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται κυρίως όταν οι διαθέσιµες ποσότητες DNA είναι σχετικά 

περιορισµένες (Sambrook et al., 1989). 
 
1. Το τµήµα του DNA εντοπίζεται µε φωτισµό UV και κόβεται από το πήκτωµα αγαρόζης. 
Τοποθετείται σε σωληνάριο Eppendorf και ακολουθεί επώαση στους 65°C έως ότου  τηχθεί η 
αγαρόζη. Προστίθεvται 20 µl 5M NaCl και H2O έως τα 300 µl και  ακολουθεί επώαση στους 65°C 
για 5 min. 
2. Το DNA εκχυλίζεται δύο φορές µε ζεστή φαινόλη (65°C), µία φορά µε φαινόλη-χλωροφόρµιο και 
τέλος µε χλωροφόρµιο. 
3. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωληνάριο Eppendorf όπου το DNA κατακρηµνίζεται µε 3Μ 
NaAc pH 5.3 και δύο όγκους αιθανόλης. 

 
Εναλλακτικοί τρόποι 

  
∆ιάφορες εταιρίες προσφέρουν kits για την αποµόνωση  DNA από πήκτωµα αγαρόζης. 

Χρησιµοποιήθηκαν τα kits QIAquick Gel Extraction kit από την Qiagen (Cat. #28704) και το 
Agarose Gel DNA Extraction kit από την Boehringer-Mannheim (Cat. #1696 505).  

 
 
Ραδιοσήµανση τµηµάτων DNA 
 

Μέθοδος της σήµανσης µε τυχαίους εκκινητές (random priming) 
 

Η µέθοδος αυτή έχει τη δυνατότητα παραγωγής ανιχνευτών µε ειδική ενεργότητα (specific 
activity) περίπου >5x108 cpm/µg DNA (Feinberg et al., 1983) και χρησιµοποιείται κυρίως για την 
ανίχνευση και χαρακτηρισµό κλωνοποιηµένων τµηµάτων DNA. 
 
1. Το DNA (100 ng σε 5 µl H2O) αποδιατάσσεται στους 100°C για 5 min και µεταφέρεται στον 

πάγο. 
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2. Προσθέτουµε 11.4 µl 2X LS, 1.0 µl BSA (10 mg/ml), 1.0 µl από τα α[32P]-dATP και α[32P]-
dCTP (ειδική ενεργότητα 800 Ci/mmole), 1.0 µl από το κλάσµα Klenow της DNA  
πολυµεράσης I (5 u/µl) και H2O έως τα 25 µl. 

3. Επωάζουµε στους 25°C για 5-15 ώρες. Η αντίδραση διακόπτεται µε την προσθήκη 1.0 µl 0.5 M 
EDTA . 

4. Στη συνέχεια ακολουθεί καθαρισµός του ραδιοσηµασµένου DNA από τα ελεύθερα 
νουκλεοτίδια µε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης σε στήλη Sephadex G-50 fine (Pharmacia) 
όγκου 1 ml. Η διαδικασία περιγράφεται από τους Sambrook et al., 1989. 

 
∆ιάλυµα TM    ∆ιάλυµα DTM 

 
250 mM Tris-Cl pH 8.0  0.1mΜ από dGTP, dTTP σε TM 
25 mM MgCl2 
50 mM β-µερκαπτοαιθανόλη       
 
∆ιάλυµα OL 
1 mM Tris-Cl pH 7.5 
1 mM EDTA pH 7.8, και 90u OD τυχαίων εξανουκλεοτιδίων, pd(N6) (Pharmacia) ανά 1 ml του 
διαλύµατος. 
 
∆ιάλυµα 2X LS 
1 M Hepes pH 6.6/DTM/OL (25:25:7) 
Αποθήκευση στους -200C. 

 
∆ιάφορες εταιρίες επίσης προσφέρουν kits για την σήµανση τµηµάτων DNA. Για την σήµανση DNA 

ανιχνευτών µε µεγαλύτερη ειδική ενεργότητα για της ανάγκες Southern blot (βλ. κατωτέρω) 
xρησιµοποιήθηκε το Nick Translation System (Cat.# U1001) της Promega ή προετοιµάζεται σύµφωνα µε 
τους Sambrook et al. 1989. 

 
 
Τεχνικές υποκλωνοποίησης τµηµάτων DNA 
 

Τροποποίηση των άκρων τµηµάτων DNA µε Klenow. (Sambrook et al. 1989) µε µικρές 
τροποποιήσεις, καθώς και σύµφωνα µε το Protocols and Application Guide της Promega. 

 
To κλάσµα Klenow της DNA πολυµεράσης I δρα ως πολυµεράση κατά την κατεύθυνση 5′→3′ 

και ως εξωνουκλεάση κατά την κατεύθυνση 3′→5′. Εποµένως χρησιµοποιείται για την συµπλήρωση 
τόσο για τα 5′ όσο και για τα 3′ εισέχοντα (recessive)  άκρα ενός τµήµατος  DNA. 
 
Αντίδραση για την συµπλήρωση 5′άκρων. Μέσα σε σωληνάριο Eppendorf προσθέτουµε: 

DNA          έως 5 µg DNA 
10 X Klenow Buffer              20.0 µl 
dNTPs (10 mM) 8.0 µl 
Klenow 5 u 1.0 µl  (1u/µg DNA) 
H2O έως τα         200.0 µl 

 
Επώαση στους 15°C για 2 ώρες. Ακολουθεί αδρανοποιήση της Klenow στους 65°C για 15 min, 
εκχύλιση µε φαινόλη και χλωροφόρµιο και κατακρήµνιση µε 3 M NaOAc pH 5.3 και δύο όγκους 
αιθανόλης. 

  
     10x Klenow buffer: Προσφέρεται µαζί µε το  ένζυµο από την εταιρεία. 
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Αντίδραση για την συπλήρωση 3′άκρων. Μέσα σε σωληνάριο Eppendorf των 0.7 ml προσθέτουµε: 

DNA  έως 5 µg DNA  
10 X Klenow Buffer              5.0 µl 
Klenow 5 u                1.0 µl 
H2O έως                       40.0 µl 

 
      Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min µετά προσθέτουµε: 

dNTPs (500 µm)                   10.0 µl 
 

Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 min. Ακολουθεί αδρανοποίηση της Klenow στους 
65°C για 15 min. Εκχύλιση µε φαινόλη και χλωροφόρµιο, και κατακρήµνηση µε 3 M NaOAc pH 
5.3 και δύο όγκους αιθανόλης.  

 
Τροποποίηση των άκρων του φορέα µε αλκαλική φωσφατάση 

Η τροποποίηση των άκρων ενός φορέα µε αλκαλική φωσφατάση αποτρέπει σε µεγάλο βαθµό την 
επανασύνδεση του. Με αυτό τον τρόπο αυξάνει τις πιθανότητες κλωνοποιήσης του ενθέµατος. 
(Sambrook et al. 1989) µε µικρές τροποποιήσεις. 

Το γραµµικό DNA 10-20 µg (ανεξάρτητα από τη φύση των άκρων του) 
επαναδιαλυτοποιείται σε 90 µl 10 mM Tris-HCl pH 8.3. Προσθέτουµε 10 µl 10X CIP Buffer 
(προσφέρεται από την εταιρεία) και έως 1 u αλκαλικής φωσφατάσης. Επώαση στους 37°C για 15 
min. Προσθέτουµε την ίδια συγκέντρωση ενζύµου (η συγκέντρωση διαφέρει αναλόγως µε την 
ποσότητα του DNA). Επώαση στους 55°C για 45 min. Ακολουθεί αδρανοποίηση της 
φωσφατάσης  παρουσία  5 mM EDTA στους 65°C για 60 min ή στους 75°C για 10 min.  
Εκχύλιση µε φαινόλη, φαινόλη/χλωροφόρµιο και χλωροφόρµιο και ακολουθεί  κατακρήµνιση µε 
3 M NaΟAc pH 5.3 και δύο όγκους αιθανόλης. 
 

Αντίδραση σύνδεσης τµηµάτων DNA (ligation) 
 

Οι συνθήκες σύµφωνα µε τις οποίες πραγµατοποιείται η διαδικασία της σύνδεσης τµηµάτων 
DNA (ligation) ποικίλλουν  και εξαρτώνται τόσο από τα άκρα που πρόκειται να ενωθούν (συµβατά ή 
τυφλά) καθώς και από το µέγεθος και την αναλογία του φορέα και του ενθέµατος (Sambrook et al., 
1989). 
 
Αντίδραση για συµβατά άκρα. Μέσα σε σωληνάριο Eppendorf 0.7 ml προσθέτουµε: 

DNA Φορέα         100 ng 
Ενθεµα         300 ng  (Αναλογία φορέα/ενθέµατος 1:3) 
10x ligation buffer       1.0 µl 
T4 DNA λιγάση    0.1-0.5 Weiss units 
H2O έως        10.0 µl  

 
Επώαση στούς 15°C για 3-12 ώρες. Για µετασχηµατισµό βακτηριών χρησιµοποιούνται 
περίπου 3.0 µl από την αντίδραση.  
  

Αντίδραση για τύφλα άκρα. Μέσα σε σωληνάριο Eppendorf 0.7 ml προσθέτουµε: 

Φορέα             100 ng 
Ενθέµα          500-1,000 ng (Αναλογία φορέα/ενθέµατος 1:5  
   έως 1:10) 
10X ligation buffer 1.0 µl 
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T4 DNA λιγάση         1.0-2.5 Weiss units 
H2O έως          10.0 µl  

Επώαση στους 25°C για 5-12 ώρες. Για µετασχηµατισµό βακτηρίων χρησιµοποιούνται περίπου 
3.0 µl από την αντίδραση.  

  10X ligation buffer: Προσφέρεται µαζί µε το ένζυµo από την εταιρεία. 
 
 Προοδευτικές  µεταλλάξεις τµηµάτων DNA 
  

Η δηµιουργία προοδευτικών µεταλλάξεων-ελλειµµάτων µε την χρήση της εξωνουκλέασης 
ΙΙΙ χρησιµοποιείται για την επιµέρους ανάλυση τµηµάτων DNA  για τις µελέτες της σύνδεσης του µε 
διάφορους trans-µεταγραφικούς παράγοντες. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε το Erase a Base 
System της Promega (Cat. #E5850). Είναι σηµαντικό  για το γραµµικό  DNA  να αποµονωθεί από 
πήκτωµα αγαρόζης (Sambrook et al. 1989). 

 
Σηµειακές µεταλλάξεις 
 
Παραποµπή στη χρήση του PCR για τη δηµιουργία σηµειακών µεταλλάξεων. 

 
 
Μετασχηµατισµός βακτηρίων 

 
Προετοιµασία βακτηρίων (Hanahan and Meselson 1980; Hanahan 1983; Inoue et al., 1990)  µε 
µικρές τροποποιήσεις. 

 
1. Την ηµέρα που προηγείται του µετασχηµατισµού, εµβολιάζουµε µία αποικία βακτηρίων 

(SCS-1, XL-1) σε υγρό καλλιέργειας LB. Στα XL-1 προσθέτουµε και τετρακυκλίνη. 
Αναπτύσσουµε την καλλιέργεια στους 37°C  κατά τη διάρκεια της νύχτας. 

2. Την επόµενη ηµέρα εµβολιάζουµε 50 ml LB µε 500 µl (ή 1/100 του όγκου) από την 
καλλιέργεια που αναπτύχθηκε την προηγούµενη νύχτα. Η καλλιέργεια αυτή αναπτύσσεται 
µε έντονο αερισµό στους 37°C µέχρις ότου η οπτική απορρόφηση στα 550 nm να µην 
υπερβεί την τιµή 0.20-0.45 αναλόγως του στελέχους που χρησιµοποιούµε. 

3. Η φιάλη µε τα βακτήρια παραµένει στον πάγο για 5 min και µεταφέρεται σε 
αποστειρωµένους σωλήνες των 50 ml. Φυγοκεντρούνται για 5 min στις 2.5 K rpm και 4°C. 

4. Αδειάζουµε το υπερκείµενο, επαναιωρούµε τα βακτήρια σε 20 ml διαλύµατος I και τα 
επωάζουµε στον πάγο για 20 min. Φυγοκεντρούνται πάλι για 5 min στις 2.5 K rpm και 4°C. 

5. Αδειάζουµε το υπερκείµενο και επαναιωρούµε τα βακτήρια σε 3 ml διαλύµατος II. 
Τα βακτήρια µοιράζονται ανά 300 µl σε σωληνάρια Eppendorf και φυλάσσονται στους -
80°C.  
  

∆ιάλυµα I (Για 200 ml) ∆ιάλυµα II (Για 100 ml) 
  

RbCl2 100 mM MOPS 10 mM 
MnCl2 50 mM RbCl2 10 mM 
KOAc 30 mM CaCl2 75 mM 
CaCl2 10 mM Glycerol 15% 
Glycerol 15%  

pH 5.8 µε 0.2 M CH3COOH pH 7.0 µε 1M NaOH 
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Μετασχηµατισµός βακτηρίων 
 

1. Σε σωληνάριο Eppendorf προσθέτουµε 50 έως 100 µl βακτήρια και περίπου 3 µl από την 
αντίδραση της λιγάσης. 

2. Επωάζουµε στον πάγο για 30 min, ακολουθεί άµεση επώαση στους 42°C (heat shock) για 1 min 
και 45 sec και στη συνέχεια επώαση στον πάγο για 3 min. 

3. Σε κάθε σωληνάριο Eppendorf προσθέτουµε 900 µl LB και επωάζουµε για 1 ώρα στους 37°C. 
4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 3 K rpm για 6 min. Αδειάζουµε το υπερκείµενο και το ίζηµα 

επαναιωρείται σε 150 µl LB. Για επιλογή αποικιών που εκφράζουν ή όχι τη β-γαλακτοσιδάση 
(blue/white) προσθέτουµε 20 µl IPTG 100 mM και 35 µl X-GAL). 

5. Στη συνέχεια τα βακτήρια επιστρώνονται  σε τρυβλία LB (µε το κατάλληλο αντιβιοτικό    
επιλογής) και επωάζονται στους 37°C για 16-18 ώρες και µετά φυλάσσονται στους 4°C.  

 
Την πρώτη φορά που χρησιµοποιούµε τα βακτήρια, τα ελέγχουµε για την αποτελεσµατικότητα τους 
χρησιµοποιώντας διάφορες αραιώσεις από 100 pg έως 1 ng πλασµιδιακού DNA.       

 
Μονιµοποιήση αποικιών βακτηρίων σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Sambrook et al. 1989) µε 
µικρές τροποποιήσεις. 

 
1. Τα τρυβλία Petri µε αποικίες βακτηρίων που περιέχουν ανασυνδυασµένα πλασµίδια 
µεταφέρονται από τους 4°C και σε κάθε τρυβλίο τοποθετείται ένα φίλτρο νιτροκυτταρίνης έτσι ώστε 
να µη υπάρχουν φυσσαλίδες µεταξύ του φίλτρο και της επιφάνειας ανάπτυξης των αποικιών.  Η θέση 
των αποικιών στα τρυβλία σηµειώνεται µε σινική µελάνη στα φίλτρα. 
2.   Κάθε φίλτρο αφαιρείται και τοποθετείται (µε τις αποικίες προς τα πάνω) σε ένα κοµµάτι 
απορροφητικού χαρτιού τύπου 3 MM Whattman που έχει διαποτιστεί µε 1X αλκαλικού διαλύµατος 
αποδιάταξης (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH)  όπου παραµένει για 7 min. 
3.  Στη συνέχεια µεταφέρεται σε άλλο χαρτί Whatman διαποτισµένο µε 1X διαλύµατος 
εξουδετέρωσης (1M Tris-Cl pH 7.4  1.5 M NaCl) και παραµένει για 6 min. 
4. Τα φίλτρα ξεπλένονται µε 2X SSC (1lt 20X SSC: 175.3 g NaCl, 88.2 g Na2CO3) ώστε να 
αποµακρυθούν τα βακτηριακά υπολείµµατα και τα άλατα. 
5. Τα φίλτρα ξηραίνονται στον αέρα και στη συνέχεια οι αποικίες µονιµοποιούνται µε επώαση 
στους 80°C για 2 ώρες ή για 3 min µε  συσκευή UV Crosslinker της Stratagene. 
6. Στην συνέχεια τα φίλτρα υβριδοποιούνται µε έναν ραδιοσηµασµένο  DNA ανιχνευτή όπου οι 
επιθυµητές αποικίες εντοπίζονται µε αυτοραδιογραφία (βλ. κατωτέρω).  
   
 Μονιµοποίηση γενωµικού DNA σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης 
 

Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του dot/slot blot η οποία είναι εύκολη και γρήγορη για την  
επιλογή DNA κλώνων ή διαγονιδιακών ποντικών µε την χρήση ραδιοσηµασµένου DNA. Εάν 
χρησιµοποιούµε γενωµικό DNA από ποντίκια, τότε η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται ώστε να 
προσδιοριστεί και ο αριθµός αντιγράφων (copy number) του ενθέµατος που έχουν ενσωµατωθεί στο 
γένωµα του ποντικού. 
 
1. Σε σωληνάρια Eppendorf µεταφέρουµε 5 µg γενώµικου DNA σε 180 µl H2O. 
2. Προσθέτουµε 20 µl 4N NaOH, έντονη ανακίνηση σε συσκευή vortex και επώαση σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15 min. 
3. Προσθέτουµε 200µl 2M NH4Ac, vortex και διατήρηση στο πάγο. 
4. Κόβουµε δύο χαρτιά Whatman και ένα φίλτρο νιτροκυτταρίνης (στο µέγεθος της συσκευής 

dot/slot blot) και τα εµποτίζουµε σε 1M NH4Ac.  
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5. Συναρµολογούµε τη συσκευή dot/slot blot, δηµιουργούµε κενό αέρος στη συσκευή και στη 
συνέχεια διηθούµε 350 µl από κάθε δείγµα στο φίλτρο. 

6. Το φίλτρο ξηραίνεται στον αέρα και στη συνέχεια το DNA µονιµοποιείται µε επώαση στους 
80°C για 2 ώρες ή  σε συσκευή UV Crosslinker της Stratagene. 
 

Εάν χρησιµοποιούµε ποντίκια, τότε τα θετικά δείγµατα θα πρέπει να ελεγχθούν περαιτέρω ως προς 
των αριθµό αντιγράφων. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιούµε και την τεχνική του στυπώµατος κατά 
Southern. Η ίδια τεχνική χρησιµοποιείται για να ελεγχθούν µεταλλάξεις-ελλείµατα όπως δβ-θαλασσαιµία 
(Palena et al, 1994) καθώς και κατασκευές κοσµίδιων που πρόκειται να ελεγχθούν in vivo.            

 
Tεχνική του στυπώµατος κατά Southern (Southern 1975). 
 
1. Κόβουµε 10 µg γενωµικό DNA σε συνολικό όγκο 50 µl µε 3-5 u ενζύµου/µg DNA. 

Λαµβάνουµε 5 µl µείγµατος από κάθε δείγµα και το προσθέτουµε σε αντιστοιχό Eppendorf µε 
παρουσία 300 ng λ DNA. Επώαση στους 37°C κατά την διάρκεια της νύχτας. 

2. Την άλλη µέρα ελέγχουµε την πέψη µε το λ DNA. Στην συνέχεια διαχωρίζουµε τα δείγµατα 
µαζί µε δείγµα µεγεθών διαφόρου µοριακού βάρους µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Η 
πυκνότητα της αγαρόζης καθορίζεται από τo µέγεθος του κλάσµατος του DNA που ελέγχεται. 

3. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αγαρόζης επωάζετε µε EtBr και επακολουθεί 
φωτογράφηση µαζί µε ένα υποδεκάµετρο, προκειµένου να προσδιορίσουµε µε ακρίβεια το 
µέγεθος του DNA  µετά από την υβριδοποίηση. 

4. Ακολουθεί η προετοιµασία της πηκτής για µεταφορά των δειγµάτων σε νάϋλον µεµβράνη. Η 
πηκτή µεταφέρεται µε προσοχή σε διάλυµα �αποπουρίνωσης�  0.125 N HCl  για ακριβώς 20 
min. Συγχρόνως παρατηρούµε και αλλαγή του χρώµατος της χρωστικής.     

5. Ακολουθεί µεταφορά σε αλκαλικό διάλυµα 0.5 N NaOH  και 1.5 Μ NaCl για 40 min. 
6. Στη συνέχεια µεταφέρεται σε διάλυµα εξουδετέρωσης 0.5 M Tris 7.4 και  1.5 M NaCl για 40 

min.  
7. Η πηκτή αγαρόζης τοποθετείται σε µία �γέφυρα� διηθητικού χαρτί που έχει διαποτισθεί µε 20X 

SSC. Στην πηκτή επιστρώνεται πρώτα µία νάϋλον µεµβράνη και µετά ένα κοµµάτι 
απορροφητικού χαρτιού τύπου 3 MM Whattman που έχουν διαποτιστεί µε 2X SSC. Στην 
συνέχεια προσθέτουµε µία στοίβα από χαρτοπετσέτες και παραµένει κατά την διάρκεια της 
νύχτας διαποτισµένο µε αλκαλικό διάλυµα 20X SSC.  

8. Την επόµενη ηµέρα αφαιρούµε τις χαρτοπετσέτες, σηµαδεύουµε µε µελάνι τα πηγαδάκια της 
πηκτής, αφαιρούµε την µεµβράνη και την ξεπλένουµε σε 6X SSC. Η µεµβράνη  ξηραίνεται 
στον αέρα και στη συνέχεια  επωάζεται  στους 80°C για 2 ώρες.  

 
Επιλογή κλώνων µε την χρήση ραδιοσηµασµένου DNA 

 
Προϋβριδοποίηση και υβριδοποίηση  φίλτρων (Sambrook et al. 1989) µε µικρές τροποποιήσεις, 
καθώς και από οδηγίες από την προµηθεύτρια εταιρία. 

 
1. Τα φίλτρα προϋβριδοποιούνται για 1 ώρα στους 65°C σε διάλυµα υβριδοποίησης (SSC 6X, SDS 

0.5%, 50X Denhardt΄s, DNA σπέρµατος σολoµού 100 µg/ml, EDTA 1mM).  
2. Ακολουθεί υβριδοποίηση µε τις ίδιες συνθήκες. Ο ανιχνευτής αποδιατάσεται στους 100°C για 5 

min. Ακολουθεί επώαση στον πάγο για 5 min και µετά  προσθήκη του στο διάλυµα 
υβριδοποίησης. Συνήθως χρησιµοποιούµε περισσότερο από 1 x 106 cpm/ml ανιχνευτή. 
Ακολουθεί η υβριδοποίηση  για 12-18 ώρες. 

3. Μετά το τέλος της υβριδοποίησης, τα φίλτρα ξεπλένονται ως ακολούθως: 2X SSC, 5 min σε 
θερµοκρασία δωµατίου, δύο φορές. Κατόπιν 0.3X SSC/0.5% SDS για 30 min στους 65°C, δύο 
φορές.  Στο τέλος εάν κρίνουµε απαραίτητο, ξεπλένουµε µε 0.3X SSC για 5 min σε 
θερµοκρασία δωµατίου. Μετά ακολουθεί έκθεση της µεµβράνης σε φωτογραφικό φιλµ  και 
εµφάνιση της αυτοραδιογραφίας. 
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Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του DNA 
 

Χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του τερµατισµού της επιµήκυνσης της αλυσίδας DNA µέσω 
της ενσωµάτωσης τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxy chain termination method) 
των Sanger et al., 1977.  Η σήµανση των µορίων έγινε µε α[35S]-dATP. Για τις αντιδράσεις 
χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο Sequenase (τροποποιηµένη Τ7 DNA πολυµεράση). 
Σε 5 µg DNA προστίθεται 2 µl 2M NaOH / 2mM EDTA και επωάζεται για 5 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Κατακρήµνιση µε 3 µl 3M ΝaOAc, 7 µl H2O και 75 µl αιθανόλη. 
Ακολουθεί επώαση στους -80°C για 15 min. Φυγοκέντρηση για 15 min, και καθαρισµός του 
DNA µε 100 µl 70% αιθανόλη. Τέλος το µονόκλωνο DNA επαναδιαλυτοποιείται σε 6 µl H2O 
και µεταφέρεται αµέσως στους -20°C. Στη συνέχεια ακολουθείται το πρωτόκολλο της 
κατασκευάστριας εταιρίας (USB). 

 
 
∆ιαµόλυνση κυττάρων σε καλλιέργεια 

 
Τεχνική της συγκατακρήµνισης DNA µε φωσφορικό ασβέστιο 
 
Οι Graham και van der Eb 1973, παρουσίασαν την τεχνική της κατακρήµνισης του DNA µε 

φωσφορικό ασβέστιο και την εισαγωγή του ιζήµατος στη συνέχεια στα κύτταρα.   
 
  Μεθοδολογία της διαµόλυνσης 
 

1. Την προηγούµενη µέρα πριν από τη διαδικασία της διαµόλυνσης, επιστρώνονται τα κύτταρα 
(HeLa  ή COS). Τα κύτταρα Κ562 χρησιµοποιούνται την ίδια µέρα. Ο αριθµός κυττάρων 
διαφέρει αναλόγως την κυτταρική σειρά και το µέγεθος των τρυβλίων. Πριν από την 
διαµόλυνση (3-6 ώρες) το θρεπτικό υλικό αντικαστίθεται µε νέο. 

2. Μέσα σε σωληνάριο Eppendorf,  παρασκευάζουµε το διάλυµα Ι ενώ σε 15 ml σωλήνα τύπου 
Falcon προσθέτουµε 500 µl 2X HBS. 

3. Το διάλυµα Ι προστίθεται µε πιπέττα του 1 ml στάγδην  και µε ελαφρά ανάµειξη στο 
διάλυµα ΙΙ. Βαθµιαία σχηµατίζεται ένα υπόλευκο λεπτόκοκκο ίζηµα που οφείλεται στη 
κατακρήµνιση DNA από το Ca3(PO4)2. 

 
∆ιάλυµα Ι: ∆ιάλυµα ΙΙ: 2X HBS 

  
Πλασµίδιο αναφοράς NaCl 280 mM 

PCMVβ lac Z KCl 10 mM 
pUC ή DNA σπέρµατος σολoµού Na2HPO4 7H2O 1.5 mM 

2.5M CaCl2 Dextrose 12 mM 
H2O Hepes 42 mM  pH 7.1 

 
      

4. Το ίζηµα αφήνεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 min και στη συνέχεια προστίθεται 
προσεκτικά στα κύτταρα που βρίσκονται στην εκθετική φάση ανάπτυξης όπου και παραµένει 
για 6-8 ώρες. Ο χρόνος διαφέρει ανάλογα µε τις κυτταρικές σειρές. Τα κύτταρα πλένονται µε 
ισότονο διάλυµα 1X PBS και επωάζονται µε νέο θρεπτικό υλικό στους 37°C µε συνεχή 
παροχή  5% CO2. 

5. Μετά από 48 ώρες από την διαµόλυνση τα κύτταρα πλένονται µε 1Χ PBS ή διάλυµα Hank�s 
και συλλέγονται µε φυγοκέντριση (5 min, 2000 K rpm) και το κυτταρικό ίζηµα διατηρείται 
στους �80°C. Στη συνέχεια ακολουθεί ανάλυση της διαµόλυνσης. 
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Ενζυµικές δοκιµές 

  
Στο ίζηµα των κυττάρων προσθέτουµε 200 µl 0.25 M Tris-HCl pH 7.8 και ακολουθεί  λύση των 
κυττάρων µε υπέρηχους ή µε τρεις κύκλους ψύξης/αποψύξης. Τα δείγµατα φυγοκεντρούται για 1 
min στους 4°C και το υπερκείµενο χρησιµοποιείται στις ακόλουθες δοκιµασίες(Gorman et  al., 
1982a Gorman et  al.,1982b). 

 
  

Ποσοτικός προσδιορισµός της ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης  
 

Η αντίδραση αυτή γίνεται σε κάθε πείραµα διαµόλυνσης κυττάρων προκειµένου να γίνει η 
διόρθωση της αντίστοιχης τιµής CAT (ακετυλτρανσφεράση της χλωραµφαινικόλης) µε βάση την 
αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης (transfection efficiency). Σε κάθε ανεξάρτητη διαµόλυνση 
χρησιµοποιήθηκε και το πλασµίδιο pCMVβ το οποίο περιέχει το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης. Η β-
γαλακτοσιδάση είναι ένα ένζυµο το οποίο υδρολύει β-D-γαλακτοσίδια. Τα επίπεδα του ένζυµου 
µπορούν να µετρηθούν µε τη χρησιµοποίηση κατάλληλων άχρωµων υποστρωµάτων τα οποία 
µετατρέπονται σε έγχρωµα µετά από υδρόλυση τους. Ενα τέτοιο παράδειγµα είναι το o-νιτροφαινυλο 
β-D-γαλακτοσίδιο (ONPG).  Το γαλακτοσίδιο αυτό είναι άχρωµο αλλά µε την παρουσία της β-
γαλακτοδιδάσης υδρολύεται σε γαλακτόζη και o-νιτροφαινόλη, η οποία είναι κίτρινη και µπορεί να 
µετρηθεί από την απορρόφησή του στα 420 nm. Εάν η συγκέντρωση του ONPG είναι αρκετά υψηλή, 
τότε το ποσό της o-νιτροφαινόλης που παράγεται είναι ανάλογο του ποσού της β-γαλακτοσιδάσης 
που υπάρχει στα κύτταρα και συνεπώς ανάλογο της αποτελεσµατικότητας του µετασχηµατισµού. 

 
 
 Αντίδραση της Lac Z  
 

1. Χρησιµοποιούµε 20-65 µl από το υπερκείµενο κάθε δείγµατος και προσθέτουµε 550 µl διάλυµα 
lac Z, 100 µl ONPG (4 mg/ml H2O)  και 50 mM β-µερκαπτοαιθανόλη. 

2. Επωάζουµε στους 37°C, όπου η διάρκεια της επώασης ποικίλλει ανάλογα µε την 
αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης (περίπου  15 έως 60 min). 

3. Μετά  την εµφάνιση  ενός κίτρινου χρώµατος στα δείγµατα, διακόπτουµε την αντίδραση µε την 
προσθήκη 200 µl 1M Na2CO3 . Η προσθήκη Na2CO3 έχει σαν αποτέλεσµα την αύξηση του pH 
στο 11, όπου η β-γαλακτοσιδάση είναι ανενεργή. 

4. Μετράµε την οπτική απορρόφηση στα 420 nm. Σαν δείγµα µάρτυρας χρησιµοποιείται µία 
αντίδραση µε 0.25 M Tris-HCl pH 7.8. 

 
 

Ποσοτικός προσδιορισµός της ενεργότητας της ακετυλτρανσφεράσης της χλωραµφαινικόλης  
(CAT assay) 
 
 Η ευαίσθητη αυτή δοκιµασία στηρίζεται στο γεγονός ότι το γονίδιο της CAT δεν 
ανευρίσκεται σε ευκαρυωτικά αλλά µόνο σε πρόκαρυωτικά κύτταρα. Ετσι η εισαγωγή του γονιδίου 
CAT σε ευκαρυωτικά κύτταρα µετά από µετασχηµατισµό µε πλασµίδια έκφρασης (γ-CAT, RSV-
CAT) επιτρέπει την ενζυµική ανίχνευση σε κυτταρικά εκχυλίσµατα µε χρωµατογραφία λεπτής 
στιβάδος (thin layer chromatography) (Gorman et  al., 1982a Gorman et  al.,1982b). 
 
1. Χρησιµοποιούµε 75 µl  από το εκχύλισµα των κυττάρων και το θερµαίνουµε στους 65°C για 5 

min για την αδρανοποίηση των ενδογενών ακετυλασών. 
2. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 4 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Μεταφέρουµε το υπερκείµενο 

σε  σωληνάριο Eppendorf  και προσθέτουµε 30 µl 1M Tris-HCl pH 7.8, 10 µl ακετυλο-
συνένζυµο Α (CoA) και 1.5-4.0 µl 14C, ανάλογα µε την ειδική ενεργότητα. 
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3. Τα δείγµατα επωάζονται στους 37°C για µία ώρα, και µετά εκχυλίζονται µε 200 µl οξεικό 
αιθύλιο (ethyl acetate) µε έντονη ανάδευση.  Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 4 min σε 
θερµοκρασία δωµατίου. Η χλωραµφαινικόλη και τα ακετυλιωµένα της παράγωγα βρίσκονται 
στην οργανική φάση την οποία και συλλέγουµε. Το οξεικό αιθύλιο αποµακρύνεται µε ξήρανση 
σε κενό. 

4. Τα δείγµατα επαναδιαλύονται σε 20 µl οξεικό αιθύλιο και τα προϊόντα της αντίδρασης 
αναλύονται σε χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας.  

 
Ποσοτικός προσδιορισµός  της πρωτεΐνης (Protein assay) 
 
1. Χρησιµοποιούµε 5 µl  από το εκχύλισµα των κυττάρων και προσθέτουµε 800 µl H2O και 200 µl 

Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad). 
2. Στη συνέχεια  µετράµε την οπτική απορρόφηση στα 595 nm. Σαν δείγµα µάρτυρας 

χρησιµοποιείται µία αντίδραση µε 5 µl  0.25 M Tris-ΗCl pH 7.8. 
 
Η µέση δραστικότητα CAT κάθε πλασµιδίου προσδιορίζεται µετά από 3 έως 6 δοκιµασίες. Οι διορθωµένες 
µετρήσεις προέρχονται από τον υπολογισµό των τιµών CAT, Lac Z, και πρωτεϊνης µε των τύπο: 
   Lac Z (πλασµίδιο αναφοράς)   πρωτεϊνη (πλασµίδιο αναφοράς) 
 CAT (δείµα)  x Lac Z (δείγµα)                πρωτεϊνη (δείγµα)    x 100 

                                 CAT (πλασµίδιο αναφοράς) 
 
   
Τεχνική της συγκατακρήµνισης πλασµιδίων της λουσιφεράσης µε λιποσώµατα   
   
 ∆ιάφορα τµήµατα κλωνοποιήθηκαν και  ελέγχθηκαν λειτουργικά σε φορείς έκφρασης που περιέχουν  
τον υποκινητή του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου σε σύντηξη µε το γονίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης από το 
έντοµο Photinus pyralis. Το ευαίσθητο αυτό σύστηµα επιτρέπει την ακριβή εκτίµηση των ιδιοτήτων των υπό 
ανάλυση τµηµάτων και απαιτεί σαφώς λιγότερο χρόνο ανάλυσης από το σύστηµα της CAT (Transfection 
Guide, Promega Corporation 1996; Protocols and Application Guide, Promega Corporation 1998). 

 Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µεταφέρθηκαν µε διαµόλυνση, µε τη βοήθεια συστήµατος 
κατιονικών λιποσωµάτων (Tfx-20 Promega, Cat.# E2392) στα κύτταρα και µελετήθηκε η επίπτωση των 
επιµέρους αλληλουχιών στην µεταγραφική δραστικότητα του υβριδικού γονιδίου. Η διόρθωση για την 
αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης έγινε µε τη ταυτόχρονη σύνδιαµολυνση του πλασµιδίου pRL-TK-Rluc 
που περιέχει το cDNA της λουσιφεράσης από τον θαλάσσιο οργανισµό Renilla reniformis.  Οι µετρήσεις 
έγιναν σε συσκευή φωταύγειας τύπου Turner Designs TD-20/20 χρησιµοποιώντας το Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega Cat.# E1910) συµφώνα µε της οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας που 
συνοψίζονται κατωτέρω. 

 
1. Μετά την διαµόλυνση τα κύτταρα συλλέγονται και λύονται µε 1X passive lysis buffer (PLB). 
2. Προσθέτουµε 100 µl Luciferase Assay Reagent II (LAR II) σε αντίστοιχα σωληνάρια για κάθε 

δείγµα. 
3. Προσθέτουµε 20 µl από το κυτταρικό ίζηµα στο  LAR II, και ακολουθεί ανάδευση και µέτρηση 

στη συσκευή µέτρησης της φωταύγειας. Η πρώτη τιµή είναι αυτή της ενεργότητας της 
λουσιφεράσης. 

4. Στο ίδιο δείγµα προσθέτουµε 100 µl Stop and Glo Reagent, και ακολουθεί ανάδευση και 
µέτρηση στη συσκευή µέτρησης της φωταύγειας. Η δεύτερη τιµή είναι αυτή της ενεργότητας 
της Renilla που χρησιµοποιείται για να προσδιοριστεί  η αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης. 
Επανάληψη από το στάδιο 3 για τα υπόλοιπα δείγµατα.   

 
Αλυσιδωτή αντίδραση της Taq DNA πολυµεράσης (PCR) 
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Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης είναι µία τεχνική που έφερε πραγµατική επανάσταση στην 
Μοριακή Βιολογία (Mullis et. al., 1986). Με την τεχνική PCR, µία µικρή συγκέντρωση DNA από ορισµένη 
αλληλουχία νουκλεοτιδίων µπορεί να αντιγραφεί από το ένζυµο DNA πολυµεράση σε µεγάλες ποσότητες 
γρήγορα και εκλεκτικά από οποιοδήποτε δείγµα DNA που την περιέχει. Η µέθοδος έχει πάρα πολλά 
πλεονεκτήµατα εν σχέση µε άλλες συµβατικές µεθόδους για την κλωνοποίηση τµηµάτων  DNA καθώς και 
πολλές άλλες εφαρµογές της τεχνολογίας του DNA.  

 
 
Κλασσική αντίδραση PCR 
 
1. Σε σωληνάριο Eppendorf των 0.7 ml προσθέτουµε: 
 

10X Taq Pol  buffer 5.0 µl 
25 mM MgCl2 3.0 µl 
10 mM dNTPs 1.0 µl 
Εκκινητής Α 25 pm/µl 1.0 µl 
Εκκινητής Β 25 pm/µl 1.0 µl 
Taq DNA πολυµεράσης 5 u/µl 0.5 µl 
H2O έως τα 50.0 µl 

   
 

2. Προσθέτουµε δύο σταγόνες παραφινέλαιο και στην συσκευή του PCR (MJ Research) 
χρησιµοποιούµε το παρακάτω πρόγραµµα: 

  
1. Αρχική αποδιάταξη 95°C για 3-5 min 
2. Αποδιάταξη 94°C για 1 min 
3. Επαναδιάταξη 55°C για 1 min. Η θερµοκρασία  καθορίζεται από το  

Tm των εκκινητών. 
4. Επιµήκυνση 72°C για 1 min. Ο χρόνος καθορίζεται  από  το µήκος του DNA 

που πολλαπλασιάζεται. 
5. Επανάληψη 20-29 φορές από το 2ο στάδιο 
6. Τελική επιµήκυνση 72°C για 5-10 min 
7. ∆ιατήρηση 4°C 

    
 

Χρήση του PCR για την επιλογή  βακτηριακών κλώνων (Rapley et al., 1992). 
 

1. Σε σωληνάριο Eppendorf των 0.7 ml προσθέτουµε: 
 

10X Taq Pol  buffer 5.0 µl 
25 mM MgCl2 4.0 µl 
10 mM dNTPs 1.0 µl 
Εκκινητής Α     0.1 µM 
Εκκινητής Β     0.1 µM 
Taq DNA πολυµεράσης 5 u/µl      0.5 µl 
H2O έως τα    50.0 µl 
 

2. Με οδοντογλυφίδα παίρνουµε την αποικία, την ακουµπάµε σε ένα άλλο αριθµηµένο   τρυβλίο 
και στη συνέχεια την ακουµπάµε στρίβοντας την στο βάθος ενός αντίστοιχου αριθµηµένου 
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σωληναρίου Eppendorf. Επαναλαµβάνουµε µε όσες αποικίες θέλουµε. Το τρύβλιο επωάζεται 
στους 370C για περίπου 5 ώρες. 

 
3. Προσθέτουµε δύο σταγόνες παραφινέλαιο σε κάθε σωληνάριο Eppendorf και στη συσκεύη του 

PCR  χρησιµοποιούµε το παρακάτω πρόγραµµα: 
 

1. Αρχική αποδιάταξη 95°C για 5 min 
2. Αποδιάταξη 94°C για 15 sec. 
3. Επαναδιάταξη 55°C για 30 sec. Η θερµοκρασία  καθορίζεται από το  

Tm των εκκινητών. 
4. Επιµήκυνση 72°C για 1 min. Ο χρόνος καθορίζεται  από  το µήκος του DNA 

που πολλαπλασιάζεται. 
5. Επανάληψη 20-29 φορές από το 2ο στάδιο 
6. Τελική επιµήκυνση 72°C για 5-10 min 
7. ∆ιατήρηση 4°C 

 
  

Χρήση του PCR για τη δηµιουργία σηµειακών µεταλλάξεων (Higuchi 1990) 
 

Χρησιµοποιούµε την κλασσική αντίδραση PCR µε τις ακόλουθες τροποποιήσεις: 
 
1. ∆ύο συµπληρωµατικοί εκκινητές σχεδιάζονται ώστε να περιέχουν την µεταλλαγµένη περιοχή 

(1-5 βάσεις προς το 5′ άκρο η στο κέντρο) την οποία θέλουµε να µεταλλάξουµε. Σε 
συνδυασµό µε τους εκκινητές του φορέα επιτελούµε δύο αντιδράσεις PCR. Η κάθε 
αντίδραση περιέχει ένα εκκινητή του φορέα και τον συµπληρωµατικό µεταλλαγµένο 
εκκινητή της περιοχής.  

2. Μετά την αντίδραση της PCR ακολουθεί αποµόνωση του αναµενόµενου προϊόντος από το 
πήκτωµα της αγαρόζης.  

3. Προσθέτουµε ίσες ποσότητες από κάθε προϊόν και επαναλαµβάνουµε την αντίδραση PCR 
χρησιµοποιώντας µόνο τους εκκινητές του φορέα. 

4. Τέλος αποµόνωνουµε το αναµενόµενο µεγαλύτερο προϊόν από το πήκτωµα της αγαρόζης. 
 

Ανάλυση µε αντίστροφη µεταγραφή του mRNA µε την µεθοδολογία της PCR 
 

Για την ανάλυση µεταγραφής του RNA χρησιµοποιήθηκε το kit Reverse Transcription 
System της Promega (Cat.# A3500). Επειδή είναι σηµαντικός ο αποκλεισµός ίχνους DNA 
και προκειµένου να διαπιστώσουµε ή να αποκλείσουµε την ύπαρξη DNA στα δείγµατα του 
RNA, επιπρόσθετα επιτελείται αντίδραση PCR, µε τη χρήση γενωµικών εκκινητών. Στην 
περίπτωση πρόσµειξης DNA στο προϊόν PCR εφαρµόζουµε την επεξεργασία του RNA µε 
DNAse Ι. 

 
 Επεξεργασία του RNA  µε DNAse Ι 
 

Σε 20 µg RNA προσθέτουµε : 
 
 15 µl 10X DNAse I Buffer (100 mM Tris-ΗCl pH 8.0, 100 mM MgCl2) 
 1.5 µl  0.1M DTT (Προσθέτουµε το DTT µετά το buffer) 
 150 u RNAsin, Promega (Cat. # N2111). 
 15 u RQI, RNAse-free DNAse, Promega (Cat. # M6101). 
 H2O DNAse free, Promega (Cat.# DP1193) έως τελικό όγκο 150 µl.  
Επώαση για 60-75 min στους 37°C. Ακολουθεί εκχύλιση µε όξινη φαινόλη, φαινόλη/χλωροφόρµιο και 

χλωροφόρµιο, κατακρήµνιση µε 3 M NaOAc pH 5.3 και δύο όγκους αιθανόλης.  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

Πίνακας 1: Εκκινητές     
 

Εκκινητής Αλληλουχία Τοποθεσία 

HPFH-4/F CTG-ACA-TGT-AGC-ATG-AAT-GCT-TGT-G 49,309-49,334 
HPFH-4/R GAC-ACA-GAG-TGC-TGA-TTA-GTG-CAT-T 250 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HP
HPFH-4 F4 AAT-CTA-ATG-CCG-CCA-CTG-CCG  
HPFH-4 F3 AAT-GAT-GTG-CTA-ATA-ATA 188 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HP
HPFH-4 F2 TAC-CAC-CAG-AGT-CCA-GAA 50,330-50,348 
HPFH-4 R3  CAC-AGA-TTG-CTG-ATT-GGT-GC 93 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HPF
HPFH-3/R TAG-ACA-TGA-AAG-TTC-TCC-AG 121 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HP

German F4 GCC-ATT-TCT-CTT-CCT-TCT-GGT-GAG-GA 37,172-37,197 
 German F3 GCC-TGA-TCC-CTT-CTG-TCT-AAC-TTC-GA 37,481-37,506 
German F2 GGC-TAC-TTC-ATA-GGC-AGA-GT 37,807-37,826 
German F1 ATC-TCC-ACT-TGT-CCT-CTG-TG 37,407-37,426 
German R3 GAC-TGC-TGG-TGT-ACA-GTG-AAC-ATC-TG 240 bp  3′ από το σηµείο αποκοπής της H
German R2 CCT-GAA-TCA-TGT-CCT-CTC-AC 161 bp  3′ από το σηµείο αποκοπής της H
German R1 ACT-GGA-CCT-TAG-CTT-TTC-GG 117 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HP
3′ Gγ CTC-TAT-AGG-ACA-GGA-CTC-CTC-AGA  
Chinese A CTG-CAG-TAG-AGC-CTT-AGG-TAT-TAA-CG 50 bp 3′από την Eco RI θέση του ενισχυτο
690 TTC-CAG-CAG-AAG-ACT-GAC-CCT-TCT 174 bp 3′από την Eco RI θέση του ενισχυτ
THAI TCA-GAC-TAC-CAA-AGA-GAT-GC  
ChB R2 TTA-ACC-TCC-CCA-AGA-CTC 3′από το σηµείο αποκοπής της Κινεζικής

 (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας, αντίστροφος 
ChB R1 CCA-TTC-TTC-CAT-CTT-TAT-ATC 268-248 bp 3′από το σηµείο αποκοπής της

 (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας, αντίστροφος 
Ch A R1 TGG-TGC-AAG-GAA-GAG-TCA-ATT-CGG Τµήµα Α της Κινεζικής  θαλασσαιµίας 10
Ch B1 TTC-TCC-TGA-GGC-GTC-TGC-CTT-TCT-GT  
Ch B2 GCA-CTC-AAC-ACA-TGT-GTG-TCG-CAC-A  
Ch B3 CCT-GAA-TAT-TAG-CTT-TGC  
Ch A F1 CAT-CCG-AAT-TGA-CTC-TTC-CTT-GCA-CC Τµήµα Α της Κινεζικής  θαλασσαιµίας 10
Ch B F4 CTT-GAA-TAC-TCA-ATT-CAG  

ChB F5 ATC-AGA-ACC-CTG-CTT-ACC  
Ch B F6 CTT-CTG-AAT-GAT-AAT-AAT  
Ch B F7 AAT-TAT-ACT-CAG-TGT-GCT  
ORF/F CAT-CCG-AAT-TGA-CTC-TTC-CTT-GCA-CC Περιοχή του ενισχυτού της HPFH-6  
ORF/R GGT-ATT-GTG-GCC-ACA-GAA-AGG-CAG-A  
ACT-sence TGA-CGG-GGT-CAC-CCA-CAC-TGT-GCC-CAT-CTA  
ACT-anti CTA-GAA-GCA-TTT-GCG-GTG-GAC-GAT-GGA-GGG  
5′GγF1 AAT-CCT-GGA-CCT-ATG-CCT 34,030-34,047 

38,966-38983 
Gγ IVS2 CCT-GTA-TGC-TGT-AGG-CTG 35,629-35,646 
γ-globin TGG-ACC-CAG-GTT-CTT-TGA 34,665-34,682 και 39,801-39,818 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

β-globin GGG-GTG-AAT-TCT-TTG-CC 36,000-36016 και 40,916-40,932 
Epsilon GCG-AGA-TGA-ATG-TGG-AAG-A  
Gamma CCC-AGG-AGC-TTG-AAG-TTC  
g-Gamma CTT-GGG-AGA-TGC-CAT-AAA-GC  
a-Gamma GCC-TAT-CCT-TGA-AAG-CTC-TG  
East European TGC-AGC-TTG-TCA-CAG-TGC-AGC-TCA-C 62,660-62,684 
D-Bgl II GTG-TCA-GAT-CTG-GGA-GTT-TCC-TGG-TGA-TCA 45,739-45,710, αντίστροφος 
F-Bgl II TGG-TAG-AGA-CAT-TGT-CTT 49,808-49,825 
u-Xba I GTA-TAC-CTC-CCA-TAC-CAT-GTG-GCT 51,310 
d- Ava I GAG-GAC-AAG-GAC-CAC-TTG-AGA-CTC-A  
u-AsuII TAC-CCT-ATC-ATA-GGC-CCA-CCC-CAA-AT 64,730 

 
 
 

 
            

    

      

  

    
 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

  
ΚΚΕΕΦΦΑΑΛΛΑΑΙΙΟΟ  IIIIII  

  
  
  
  

ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤAA  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

ΟΟιι  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς  πποουυ  δδηηµµιιοουυρργγοούύννττααιι  ααππόό  µµεεγγάάλλαα  εελλλλεείίµµαατταα  σσττοο  σσύύµµππλλεεγγµµαα  ττηηςς  ββ--σσφφααιιρρίίννηηςς  έέχχοουυνν  ωωςς  
ααπποοττέέλλεεσσµµαα  ττηη  µµηη  οολλοοκκλλήήρρωωσσηη  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  κκααιι  οοδδηηγγοούύνν  σσττηηνν  δδηηµµιιοουυρργγίίαα  δδύύοο  
φφααιιννοοττυυππιικκάά  δδιιαακκρριιττώώνν  σσυυννδδρρόόµµωωνν::  ττηη  δδββ--θθααλλαασσσσααιιµµίίαα  κκααιι  ττηηνν  HHPPFFHH..  ΗΗ  εεττεερροογγέέννεειιαα  πποουυ  ππααρρααττηηρρεείίττααιι  ττόόσσοο  
σσττοο  µµέέγγεεθθοοςς  όόσσοο  κκααιι  σστταα  σσηηµµεείίαα  ααπποοκκοοππήήςς  σσεε  οορριισσµµέέννεεςς  µµεεττααλλλλάάξξεειιςς,,  υυπποοδδηηλλώώννεειι    όόττιι  δδιιάάφφοορραα  cciiss  
ρρυυθθµµιισσττιικκάά  σσττοοιιχχεείίαα,,  όόππωωςς  εεννιισσχχυυττέέςς  ήή  ααπποοσσιιωωππηηττέέςς,,  κκααττααννέέµµοοννττααιι  φφυυσσιιοολλοογγιικκάά  κκααττάά  µµήήκκοοςς  ττοουυ  
σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς..  ΕΕννδδεεχχοοµµέέννωωςς,,  ααυυττάά  τταα  σσττοοιιχχεείίαα  νναα  σσυυµµµµεεττέέχχοουυνν  σσττοο  µµηηχχααννιισσµµόό  ττηηςς  µµεετταασσττρροοφφήήςς  ττηηςς  
ααιιµµοοσσφφααιιρρίίννηηςς  κκααιι  νναα  εείίννααιι  υυππεεύύθθυυνναα  γγιιαα  ττοουυςς  ππρροοκκύύππττοοννττεεςς  φφααιιννόόττυυπποουυςς..  

  ΗΗ  σσύύγγκκρριισσηη  ππααρρόόµµοοιιωωνν  µµεεττααλλλλάάξξεεωωνν  µµααςς  εεππιιττρρέέππεειι  νναα  εεξξεεττάάσσοουυµµεε    δδύύοο  υυπποοθθέέσσεειιςς  πποουυ  έέχχοουυνν  
ππρροοττααθθεείί  γγιιαα  νναα  εεξξηηγγήήσσοουυνν  ττοουυςς  φφααιιννόόττυυπποουυςς  ττηηςς  δδββ--θθααλλαασσσσααιιµµίίααςς  κκααιι  HHPPFFHH,,  δδηηλλ..    αα))  όόττιι  ηη  ααύύξξηησσηη  σσττηηνν  
έέκκφφρραασσηη  ττωωνν  γγ--γγοοννιιδδίίωωνν  οοφφεείίλλεεττααιι  σσττηη  δδιιααµµεεττάάθθεεσσηη  εεννιισσχχυυττώώνν  ααππόό  ττοο  33′′   άάκκρροο  ττοουυ  σσυυµµππλλέέγγµµααττοοςς  σσεε  
γγεειιττννίίαασσηη  µµεε  τταα  γγ--γγοοννίίδδιιαα  ήή//κκααιι  ββ))  σσττηηνν  ππααρροουυσσίίαα  δδυυννηηττιικκώώνν  ααπποοσσιιωωππηηττώώνν  µµεεττααξξύύ  ττωωνν  ΑΑγγ  κκααιι  δδ--γγοοννιιδδίίωωνν  οοιι  
οοπποοίίοοιι  ααφφααιιρροούύννττααιι  ααππόό  τταα  εελλλλεείίµµαατταα  ττοουυ  DDNNAA..  ΟΟιι  µµηηχχααννιισσµµοοίί  ττωωνν  δδύύοο  ααυυττώώνν  υυπποοθθέέσσεεωωνν  εείίννααιι  δδυυννααττόόνν  νναα  
ιισσχχύύοουυνν  σσυυγγχχρρόόννωωςς..  

 Στο πρώτο µέρος τον αποτελεσµάτων διερευνήθηκε η αξία της πρώτης υπόθεσης, για την 
διαµετάθεση ενισχυτών, χρησιµοποιώντας ως µοντέλο φυσικώς απαντώσες µεταλλάξεις. Η πρώτη οµάδα 
περιλαµβάνε τα συγκρίσηµα ελλείµατα της HPFH-3 (Kutlar et al., 1984; Henthorn et al., 1986) της HPFH-4 
(Saglio et al., 1986) καθώς και της Γερµανικής (Αγδβ)ο θαλασσαιµίας (Anagnou et al., 1988). 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: I Α 
  

Η πρώτη µετάλλαξη που µελετήθηκε παρουσιάζει αυξηµένα επίπεδα HbF και αναφέρεται ως Ινδική 
HPFH ή HPFH-3. Οι ετεροζυγώτες παρουσιάζουν HbF 22-23% και αιµατολογικούς δείκτες που σχετίζονται 
µε το φαινότυπο (Kutlar et al., 1984). ∆ύο άλλες µεταλλάξεις, οι HPFH-1 και HPFH-2 είχαν προηγουµένως 
περιγραφεί οι οποίες όµως διαφέρουν στο λόγο έκφρασης µεταξύ των Gγ και Αγ γονιδίων. Σε προηγούµενη 
µελέτη είχε προσδιοριστεί ότι το 5΄άκρο του ελλείµατος της HPFH-3 επισυµβαίνει 3′ του Αγ-γονιδίου µέσα 
σε  επαναληπτική αλληλουχία Alu I,  ενώ το 3′ άκρο του ευρίσκεται µέσα σε επαναληπτική αλληλουχία 
LINE 1 που εντοπίζεται 30 kb 3′ του β-γονιδίου. Με βάση αυτά τα δεδοµένα, το ολικό µήκος του 
ελλείµµατος προσδιορίσθηκε ότι είναι 48.5 kb (Henthorn et al., 1986). Η ίδια οµάδα είχε προτείνει ότι η 
διαφορά που παρατηρείται στο λόγο Gγ:Αγ στις τρεις HPFH µεταλλάξεις ενδεχοµένως να οφείλεται σε 
διαφορές στις διαµετατιθέµενες περιοχές από το 3′ άκρο του συµπλέγµατος. Η ανωτέρω µελέτη µας 
επέτρεψε να ελέγξουµε λειτουργικά τόσο in vitro όσο και in vivo την 3′ περιοχή της HPFH-3 για την 
παρουσία ενισχυτού που θα εξηγούσε τον προκύπτοντα φαινότυπο της HPFH.  

 

Λειτουργική ανάλυση της Αγ-HPFH-3 σε διαγονιδιακά ποντίκια 
 

Το επανασυσταθέν γεφυρικό τµήµα 13.6 kb (Not I�Xba I) από την κλωνοποίηση DNA 
ετεροζυγώτου µε HPFH-3 χρησιµοποιήθηκε σε in vivo µελέτες. Το ανασυνδυασµένο τµήµα περιέχει το 
εµβρυϊκό Αγ-γονίδιο µε τις πλευρικές του αλληλουχίες καθώς και περίπου 6.2 kb αλληλουχιών που 
προέρχονται από το 3′  άκρο του συµπλέγµατος (Σχήµα 1).  

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.  Στάδια της επανασύστασης του DNA της HPFH-3, µετά από σύνδεση του 
κλωνοποιηµένου τµήµατος 11.5 kb Xba I µε το τµήµα 2.0 kb Hind III-Xba I, που 
περιλαµβάνει το 5′ άκρο του Αγ-γονιδίου. Η θέση Hind III µετατράπηκε σε θέση Not 
I µετά από προσθήκη των αντίστοιχων συνδετών (linkers).  

 

Σε συνεργασία µε το εργαστήριο του ∆ρ. F. Constantini (Columbia University, N.Y.) έγινε εισαγωγή 
του επανασυσταθέντος τµήµατος µε µικροένεση σε γονιµοποιηµένα ωάρια ποντικού. Προέκυψαν δώδεκα 
διαγονιδιακά ποντίκια θετικά για την ενσωµάτωση του ανθρώπινου τµήµατος Αγ HPFH-3. Χρησιµοποιώντας 
δοκιµασίες προστασίας της RΝase (RNase protection assay) αναλύθηκαν δείγµατα από λεκιθικό ασκό 11.5 
ηµερών,  εµβρυϊκό ήπαρ 16 ήµερων καθώς και από περιφερικό αίµα από ενήλικα ποντίκια. Τρία ποντίκια 
ήταν αρνητικά στο πρώϊµο εµβρυϊκό στάδιο, που οφείλεται ενδεχοµένως στην ενσωµάτωση του Αγ HPFH-3 
σε µη ευνοϊκή χρωµοσωµική θέση ή στην επιρροή από τα φαινόµενα θέσεως (position effect variegation, 
PEV) όπως προαναφέρθηκε προηγουµένως. Τέσσερα ποντίκια εξέφρασαν το Αγ γονίδιο µόνο στον λεκιθικό 
ασκό, ενώ δύο ποντίκια εξέφρασαν τόσο στον λεκιθικό ασκό όσο και στο εµβρυϊκό ήπαρ. Η έκφραση του Αγ 
γονιδίου στο εµβρυϊκό ήπαρ στα δύο ποντίκια ευρίσκεται, σε αντίθεση µε το πρότυπο έκφρασης  των Αγ-
γονιδίων όταν εισάγονται χωρίς επιπρόσθετες αλληλουχίες και εκφράζονται µόνο στην πρώιµο εµβρυϊκή ζωή 
(Enver et al., 1990).  Τα ανώτερα δεδοµένα ενισχύουν έντονα την άποψη, ότι οι 3′ διαµετατιθέµενες 
αλληλουχίες στο έλλειµα της HPFH-3 κατέχουν ιδιότητες µεταγραφικού ενισχυτού µε την επιπρόσθετη 
ικανότητα να τροποποιούν την αναπτυξιακή ρύθµιση των εµβρυϊκών Αγ-γονιδίων (Anagnou et al., 1995).  

 

Λειτουργική ανάλυση της 3′′′′ διαµετατιθέµενης περιοχής 
 
 Στη συνέχεια θελήσαµε  να διερευνήσουµε περαιτέρω µε in vitro λειτουργικές δοκιµασίες παροδικής 

διαµόλυνσης (CAT assays) την παρουσία του ανώτερο ενισχυτή και να εντοπίσουµε την αλληλουχία που τον 
περιλαµβάνει. Για τον σκοπό αυτό, αποµονώθηκαν δέκα διάφορα συνεχόµενα (A, B, C, D και F) και 
αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα (F1, G, H, J και I) που περιλαµβάνουν τις 6.2 kb από την 3΄διαµετατιθέµενη 
περιοχή (Σχήµα 2). 

 

     

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

Σχήµα 2.   Στρατηγική που ακολουθήθηκε για τη ανίχνευση στοιχείων ενισχυτών στην 3′ 
διαµετατιθέµενη περιοχή (γραµµοσκιασµένο τµήµα) του ελλείµµατος της HPFH-3. 
∆έκα συνεχόµενα ή αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα από την περιοχή αυτή ελέγχθηκαν 
µε την δοκιµασία CAT.  

 

Ολα τα τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν σε διαφορετικούς προσανατολισµούς εν σχέσει µε το υβριδικό γονίδιο γ-CAT 
(Anagnou et al., 1995) που περιλαµβάνει το γονίδιο της τρανσφεράσης της ακετυλχλωραµφαινικόλης (CAT) 
συνδεδεµένο µε τον υποκινητή του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου (-384 έως +36 από το σηµείο έναρξης της 
µεταγραφής). (Bodine et al., 1987). Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µεταφέρθηκαν µε διαµόλυνση σε 
ερυθροποιητικά  κύτταρα Κ562 και σε µη-ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa όπου και µελετήθηκε η επίπτωση 
τους  στην έκφραση του γονιδίου CAT. Όλες οι λειτουργικές CAT δοκιµασίες έγιναν σε συνεργασία µε τον 
Καθ. Ν. Μοσχονά (ΙΜΒΒ και Πανεπιστήµιο Κρήτης), όπου το κάθε πλασµίδιο ελέγχθηκε από 3 έως 6 φορές 
και οι τελικές τιµές προσθιορίσθηκαν µε βάση την αποτελεσµατικότητα της διαµόλυνσης (Σελ. 49-50 των 
αποτελεσµάτων). 

 

Πίνακας 1.  Τα δέκα  τµήµατα που ελέγχθηκαν λειτουργικά µε τα αντίστοιχα ένζυµα που 
χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση τους, καθώς και το µέγεθος κάθε τµήµατος.   

 

Τµήµα Ενζυµα (bp) τικότητα CAT 

A Bam HI-Bgl II 1,052 + 

B Bgl ll-Bgl II 1,868 - 
C Bgl II-Kpn I 1,514 - 
D Kpn I-Xba I 1,344 - 
F Ava I-Bam HI 535 +++ 

F1 Hph I-Hph I 753 +++ 

G Ava I-Bgl II 1,594 +++ 

H Bam HI-Nco I 1,866 - 
I Bgl II-Xba I 2,860 - 
J Nco I-Kpn I 2,569 - 

 Τα αποτελέσµατα της λειτουργικής ανάλυσης (Πίνακας 1) έδειξαν ότι τα τµήµατα F, F1, G και σε µικρότερο 
βαθµό το τµήµα A, περιέχουν ιδιότητες ενισχυτή. Αυτά τα τµήµατα βρέθηκαν να αυξάνουν την 
δραστικότητα της CAT κατά δύο ως τρεις φορές στα ερυθροποιητικά κύτταρα K562 ενώ καµία αύξηση δεν 
παρατηρήθηκε στα µη-ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa. Η προσεκτική αυτή ανάλυση εντόπισε τον ενισχυτή 
στο τµήµα F σε µία περιοχή µήκους 0.5 kb (AvaI-BamHI) και στο τµήµα F1 σε µία περιοχή µήκους 0.7 kb 
(HphI-HphI)  τα οποίο εδράζονται αµέσως µετά το 3′ σηµείο αποκοπής της HPFH-3. Η διαφορά µεταξύ των 
δύο τµηµάτων, είναι ότι το τµήµα F1 περιέχει αλληλουχίες αποκλειστικά  από το άκρο της αποκοπής από  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
την διαµετατιθέµενη περιοχή ενώ το τµήµα F περιέχει και 66 bp από την αλληλουχία Alu I που εντοπίζεται 
ανοδικά από το σηµείο αποκοπής (Σχήµα 2). 

 

Ενισχυτής HPFH-3: Λειτουργική ανάλυση σε ετερόλογους και µη-υποκινητές 
 

  Ο ενισχυτής της HPFH-3  (τµήµα F) ελέγχθηκε περαιτέρω για την οντογενετική του εξειδίκευση σε 
υποκινητές ετερόλογων γονιδίων της σφαιρίνης µε πρώιµο εβρυϊκή  (ε-γονίδιο) ή ενηλίκου τύπου 
εξειδίκευση (δ- και β-γονίδια) καθώς και στον µη-ετερόλογο υποκινητή της διϋδροφυλικής αφυδρογονάσης 
(DHFR). Τα αποτελέσµατα µετά από διαµόλυνση σε κύτταρα K562 έδειξαν ότι ο ενισχυτής της HPFH-3 
αυξάνει κατά 2.3 φορές την δραστικότητα του ε-CAT γονιδίου. ∆εν είχε καµία επίπτωση στην έκφραση των 
ενήλικων δ- και β- γονιδίων, ενώ µειωµένη κατά 3.8 φορές ήταν η έκφραση στον µη-ετερόλογο υποκινητή 
της DHFR-CAT. (Anagnou et al., 1995). Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η επίπτωση του ενισχυτή 
3′  της µετάλλαξης HPFH-3 περιορίζεται στους υποκινητές του όψιµου εµβρυϊκού γ- καθώς και στον 
υποκινητή του πρώϊµου εµβρυϊκού ε-γονιδίου. 

 

 

                                                                                      ∆ραστικότητα CAT 
 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.  Η λειτουργική ανάλυση των τµηµάτων F1, F, G, A και Η στην έκφραση του γCAT 
γονιδίου εντόπισαν τον ενισχυτή (γραµµοσκιασµένο τµήµα) αµέσως µετά από το 3′ 
σηµείο αποκοπής (κάθετο βέλος) που επεκτείνεται για περίπου 700 bp.     

Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του ενισχυτή HPFH-3 και της διαµετατιθέµενης περιοχής 
 
 Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του DNA της περιοχής του ενισχυτή είχε ήδη αναλυθεί  προηγουµένως 

(Henthorn et al., 1986; GenEMBL: M13703) και περιέχει 445 bp από το 3′ σηµείο αποκοπής της 
µετάλλαξης. Στην συνέχεια επεκτείναµε αυτή την ανάλυση περαιτέρω κατά 5,816 bp ώστε να ολοκληρωθεί η 
ανάλυση της πλήρους αλληλουχίας που ελέγξαµε λειτουργικά. Το συνολικό µήκος από το 3′ σηµείο 
αποκοπής έως το τέλος της διαθέσιµης διαµετατιθέµενης περιοχής προσδιορίσθηκε ότι είναι 6,261 bp 
(Anagnou  et al., 1995; GenEMBL: X81476).  Η ανάλυση έδειξε ότι η περιοχή του ενισχυτή περιέχει ένα 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
σύµπλεγµα από επαναληπτικές αλληλουχίες µε περιοχές που έδειξαν 61-70% οµολογία µε µία συντηρηµένη 
περιοχή που ευρίσκεται στον ενισχυτή 3΄ του β-γονιδίου του κοτόπουλου και 3′  του Αγ-γονιδίου του 
ανθρώπου, καθώς και τουλάχιστον σε 10 περιοχές του ιού SV40  (GTGGRRRG). Τα δεδοµένα αυτά 
υποδηλώνουν ότι οι DNA αλληλουχίες που ευρίσκονται 3′  του σηµείου αποκοπής του ελλείµατος της 
HPFH-3 είναι συµβατές µε τη δοµή και λειτουργία ενός στοιχείου ενισχυτή που έχουν την ικανότητα να 
τροποποιούν την αναπτυξιακή ρύθµιση του Αγ-γονιδίου  (Henthorn et al., 1986; Anagnou et al., 1995). 

 Στην συνέχεια ελέγξαµε εάν ο ενισχυτής παρουσιάζει οµολογία µε άλλα γνωστά ρυθµιστικά στοιχεία. Για 
τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε τα προγράµµατα Blast της NCBI και το RepeatMasker 
(http://www.ftp.genome.washington.ed/RM/RepeatMasker).  

 Η ανάλυση µας έδειξε ότι ο ενισχυτής της HPFH-3 παριστά µέρος µιας µακράς τελικής επαναληπτικής 
αλληλουχίας (LTR) ενός ενδογενούς ρετροϊού. Το στοιχείο αυτό εµφανίζει οµολογία 87% µε τις περιοχές  
U3, R και U5 µιας νέας LTR περιοχής, της ανθρώπινης οικογένειας των ενδογενών ρετροϊών (human 
endogenous retroviruses, HERVs) της οικογένειας ERV-9, η οποία εµφανίζει επίσης ιδιότητες ισχυρού 
ενισχυτού σε ερυθροποιητικά κύτταρα και εντοπίζεται 5′ της περιοχής LCR (Long et al., 1998). Εποµένως, 
δύο παρόµοια στοιχεία ERV-9 LTR φαίνεται να περικλείουν το σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης του ανθρώπου 
(Long et al., 1998).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.  ∆ύο παρόµοια στοιχεία ERV-9 LTR περιλαµβάνουν το σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης.  
 Ακολούθως η νέα αναλυθείσα DNA αλληλουχία (GenEMBL: X81476) χρησιµοποιήθηκε σε συνεργασία µε 

το εργαστήριο της ∆ρ. D. Tuan (Medical College of Georgia) για την κλωνοποίηση µε PCR της αντίστοιχης 
περιοχής ERV-9 από άλλα είδη. Τα µέχρι στιγµής αποτελέσµατα έχουν δείξει ότι η αντίστοιχη περιοχή δεν 
υπάρχει στο DNA του χιµπατζή αλλά είναι παρούσα στο DNA  του γίββονα, του ουραγκουτάγκου και του 
γορίλλα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η αντίστοιχη περιοχή στο DNA του χιµπαντζή 
περιλαµβάνει µόνο ένα στοιχείο LINE 1, ενώ ο άνθρωπος έχει και τα δύο (ERV-9 και LINE1) στοιχεία (Tuan 
et al., υπό προετοιµασία). Τα δεδοµένα αυτά ενισχύουν την άποψη ότι ορισµένα µεταθετά στοιχεία 
παρουσιάζουν αλλαγές λόγω  εξέλιξης (Löwer et al., 1996) Το στοιχείο ERV-9-LTR από χιµπαντζή έχει 
κλωνοποιηθεί στο φορέα έκφρασης Green Fluorescent Protein (GFP) όπου παρουσιάζει στοιχεία ενισχυτού 
τόσο σε ερυθροποιητικά όσο και µη-ερυθροποιητικά κύτταρα (Tuan et al., 1999).  

http://www.ftp.genome.washington.ed/RM/RepeatMasker


 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 Η περαιτέρω ανάλυση της περιοχής εντόπισε i) πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης για διάφορους 
παράγοντες (GATA-1, YY1 και GTI) ii) 30 ανοικτά µεταγραφικά πλαίσια (open reading frames, ORFs) µε 
µήκος από 102 έως 369 bp, όπου το µεγαλύτερο παρουσίασε οµολογία 37% στο αµινοξεικό επίπεδο προς τη 
συνθάση του µυκοκηροσικού οξέος του Mycobacterium leprae και 34% οµολογία προς την πρωτεΐνη 
αντίστασης στην τετρακυκλίνη του Bacillus subtillis, και  iii)οµολογία 87-88% µε τις περιοχές των 
χρωµοσωµάτων 5q31 και 17 (Kosteas et al.,1999). Η περιοχή αυτή βρίσκεται µετά από το στοιχείο LINE1 
και εδράζεται 2,514 bp καθοδικά του 3′ άκρου της HPFH-3 και αποτελεί µέρος αλληλουχίας µιας νέας 
υπεροικογένειας µεταθετών γενετικών στοιχείων που εµφανίζουν δοµικές οµοιότητες προς τους ενδογενείς 
ρετροϊούς και χαρακτηρίζονται ως Mammalian apparent LTR-retrotransposons ή MaLRS (Smit 1993; Smit 
1996). Το MALR περιέχει µια εσωτερική αλληλουχία 1, 555 bp που περιλαµβάνει µικρά ORFs  των 228 bp 
και 216 bp τα οποία παρουσιάζουν 52% οµολογία µε µία τελοµερική αντίστροφη µεταγραφάση και µε µία 
γλυκοπρωτεΐνη του περιβλήµατος.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.  ∆οµική ανάλυση της περιοχής 2,304 bp 3′ από το σηµείο αποκοπής της HPFH-3. 
 

 Σηµαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι άλλα δύο κολοβωµένα τµήµατα MaLR τύπου MLTIJ2 
έχουν εντοπιστεί 3′ των εµβρυϊκών  Gγ και Αγ γονιδίων (Smit 1993; Kosteas et al., 1999) τα οποία 
παρουσιάζουν 87% οµολογία µεταξύ τους ενώ δεν παρουσιάζουν σηµαντική οµολογία µε το ανωτέρω MaLR 
στοιχείο τύπου MSTA διότι ανήκει σε άλλη οικογένεια (Kosteas et al., 1999). Ειδικότερα, το στοιχείο Gγ 
MaLR (# 36, 986-37, 317) είναι 331 bp και το Αγ MaLR (#41,759-42,095) στοιχείο είναι 336 bp και 
εδράζονται 1004 bp και 861 bp, αντίστοιχα 3′ των γ-γονιδίων. Το Αγ MaLR εντοπίζεται εντός του τµήµατος 
Enh που έχουµε χαρακτηρίσει ως αποσιωπητή (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994). Περαιτέρω 
ανάλυση ανέδειξε ότι τα στοιχεία MaLR περιέχουν διάφορες δυνητικές θέσεις δέσµευσης για διάφορους 
µεταγραφικούς παράγοντες. Εντοπίστηκαν,  δύο GATA-1, µία ΥΥ1, µία EKLF και µία GTI θέση εντός του 
Αγ MaLR καθώς και µία ΥΥ1 θέση εντός του Gγ MaLR.  Τα στοιχεία αυτά κλωνοποιήθηκαν στο φορέα 
έκφρασης pGL3 Gγ-λουσιφεράση (Promega) που περιλαµβάνει το γονίδιο της λουσιφεράσης συνδεδεµένο 
µε τον υποκινητή του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου  (-384 έως +36) από το σηµείο έναρξης της µεταγραφής 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
(Bodine et al., 1987) και ελέγχθηκαν λειτουργικά τόσο σε κύτταρα Κ562 όσο και σε HeLa. Τα µέχρις 
στιγµής αποτελέσµατα έχουν δείξει ότι το Αγ MaLR µειώνει την έκφραση τόσο στα ερυθροποιητικά (ως 
65%) όσο και στα µη ερυθροποιητικά κύτταρα (ως 95%). Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν µε το 
τµήµα Enh (# 41,364-42,117) και αναφέρονται αργότερα (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994).  

 

HPFH-4: Κλωνοποιήση και δοµική ανάλυση του γεφυρικού τµήµατος 
 

  Η δεύτερη µετάλλαξη που µελετήθηκε παρουσιάζει αυξηµένα επίπεδα HbF σε Ιταλούς  ασθενείς και 
αναφέρεται ως Ιταλική HPFH ή HPFH-4. Οι ετεροζυγώτες παρουσιάζουν HbF 14-30% και αιµατολογικούς 
δείκτες που σχετίζονται µε το φαινότυπο (Saglio et al., 1986). Οι µεταλλάξεις HPFH-3 και HPFH-4 έχουν 
τον ίδιο φαινότυπο και παρουσιάζουν ετερογένεια στα σηµεία αποκοπής τους. Τα 5′ άκρα τους ευρίσκονται 
σε απόσταση 5 kb και τα 3′ άκρα τους απέχουν περίπου 2 kb. ∆εδοµένου ότι τα 3΄άκρα τους είναι σχεδόν 
παρόµοια είναι πιθανόν ότι η αυξηµένη έκφραση των εµβρυϊκών γονιδίων να δηµιουργείται από ένα κοινό 
ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ενισχυτή της HPFH-3 (Anagnou et al., 1988; Anagnou et al., 1995). Βάση 
της αρχικής ανάλυσης κατά Southern  σχεδιάστηκε ένα ζεύγος εκκινητών, HPFH-4 ευθείας (forward) 
αλληλουχίας 5′- CTG-ACA-TGT-AGC-ATG-AAT-GCT-TGT-G-3′  και HPFH-4 αντίστροφης (reverse) 
αλληλουχίας 5′-GAC-ACA-GAG-TGC-TGA-TTA-GTG-CAT-T-3′ από περιοχές εκατέρωθεν των 5′ και 3′ 
άκρων της αποκοπής.  Με τη µεθοδολογία της PCR κλωνοποιήθηκε από γενωµικό DNA του ετεροζυγώτη το 
γεφυρικό τµήµα 3,629 bp  και υποκλωνοποιήθηκε στην θέση Eco RV του φορέα pBCSK (Stratagene). Το 
κλωνοποιηµένο τµήµα υπεβλήθη σε ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του και η νέα αναλυθείσα DNA 
περιοχή 2,255 bp έχει κατατεθεί στην βάση δεδοµένων (Kosteas et al., 1997b; GenEMBL: AJ010985). Η 
ανάλυση έδειξε ότι το 5′  άκρο του ελλείµµατος της HPFH-4 επισυµβαίνει στη συντεταγµένη # 50,375 (του 
συµπλέγµατος της β-σφαιρίνης) ενώ το 3′  άκρο του ευρίσκεται 2,255 bp ανοδικά του 3′  σηµείου αποκοπής 
του ελλείµµατος της HPFH-3. Με βάση τα αποτελέσµατα αυτά, προσδιορίσθηκε ότι το ολικό µήκος του 
ελλείµµατος είναι 40.3 kb. Η σύγκριση των αλληλουχιών εκατέρωθεν των σηµείων αποκοπής δεν έδειξε 
εκτεταµένη οµολογία εκτός από την παρουσία δύο ζευγών επαναληπτικών αλληλουχιών CCTTG και 
AGAAC (Σχήµα 6). Η αναλυθείσα DNA περιοχή µήκους 2,255 bp εµφανίζει πολλαπλές δυνητικές θέσεις 
δέσµευσης για διάφορους ερυθροποιητικούς παράγοντες όπως οι GATA-1 (7 θέσεις), GT-1 (3 θέσεις) YY1 
(4 θέσεις) (Kosteas et al., 1997b). Η ανάλυση µε το πρόγραµµα RepeatMasker έδειξε ότι η περιοχή 
περιλαµβάνει και επαναλληπτικές αλληλουχιές διαφόρων οικογενειών όπως την human medium reiterated 
frequency repeats ή MERs και LINE 1 (Σχήµα 7, Smit et al., 1996; Smit et al., 1999).  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 6.  Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του γεφυρικού τµήµατος από την µετάλλαξη 
HPFH-4.  Στο τµήµα Α,  η 5′ φυσιολογική περιοχή διακόπτεται µετά την αλληλουχία 
GGG όπως φαίνεται από το βέλος, ενώ η αλληλουχία που αρχίζει µε  AGA 
προέρχεται από την διαµετατιθέµενη περιοχή. Στο τµήµα Β, η ανάλυση της 
αλληλουχίας εκατέρωθεν του σηµείου αποκοπής δεν έδειξε εκτεταµένη οµολογία 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

εκτός από δύο ζεύγη επαναληπτικών αλληλουχιών τα νουκλεοτίδια CCTTG και 
AGAAC.   

 

 

 

HPFH-4: Λειτουργική ανάλυση 
 

 Στη συνέχεια θελήσαµε  να διερευνήσουµε  µε λειτουργικές δοκιµασίες εάν η περιοχή 2,255 bp µεταξύ των 
ελλειµάτων HPFH-4 και HPFH-3 περιέχει νέο ενισχυτή υπεύθυνο για τον φαινότυπο HPFH. Για τον σκοπό 
αυτό, αποµονώθηκαν τέσσερα συνεχόµενα τµήµατα (A, B, C και D) και τέσσερα  αλληλοκαλυπτώµενα 
τµήµατα (E, F, G και H) που περιλαµβάνουν την περιοχή (Σχήµα 7, Πίνακας 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 7.  Η νέα αναλυθείσα περιοχή DNA περιλαµβάνει δυνητικές θέσεις δέσµευσης για διάφορους 
µεταγραφικούς παράγοντες. Οκτώ τµήµατα από την περιοχή µεταξύ της HPFH-4 και HPFH-3 
ελέγχθηκαν λειτουργικά για την παρουσία ενισχυτή. (MER= medium reiteration frequency repeats). 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 
 

 

  

Πίνακας 2.  Τα επτά διαφορετικά τµήµατα από την περιοχή µεταξύ της HPFH-4 και HPFH-3 που 
ελέγχθηκαν λειτουργικά. 

 

Τµήµα Eνζυµα Μήκος (bp) 

A Ssp I-Sau 3A 350 

B Sau 3A-Sau 3A 1090 

C Hph I-Hph I 428 

D Sau 3A-Sau 3A 619 

E Hph I-Alu I 246 

F Alu I-Hph I 182 

G Alu I-Alu I 499 

H Alu I-Alu I 573 

 

 Oλα τα τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν και στίς δύο κατευθύνσεις (5′→3′ και 3′→5′) στον φορέα έκφρασης 
pGL3 Gγ-λουσιφεράσης. Σαν θετική αλληλουχία ελέγχου για την παρουσία ενισχυτή, χρησιµοποιήθηκε η 
θέση HS2 (1.45 kb) από την περιοχή LCR όπου η δράση της λουσιφεράσης ήταν πέντε έως έξι φορές 
µεγαλύτερη από το πλασµίδιο αναφοράς. Τα αποτελέσµατα µας µετά από διαµόλυνση σε ερυθροποιητικά 
Κ562 (Σχήµα 8) και σε µή- ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa (Σχήµα 9) έδειξαν ότι κανένα από τα τµήµατα 
που ελέγξαµε δεν έδειξε ανιχνεύσιµη δραστικότητα ενισχυτού. Με βάση αυτά τα αποτελέσµατα αποκλείσαµε 
την ύπαρξη αλληλουχιών µε δραστικότητα ενισχυτού στην αναλυθείσα περιοχή DNA (Kosteas et al., 1999; 
Kosteas et al., υπό προετοιµασία).  

 

Γερµανική (Αγδβ)°°°° Θαλασσαιµία: Χαρακτηρισµός και κλωνοποίηση 

 

 Σε προηγούµενη µελέτη του εργαστηρίου µας είχε χαρακτηριστεί η Γερµανική (Αγδβ)° θαλασσαιµία 
(Anagnou et al., 1988).  Οι ετεροζυγώτες εµφανίζουν φαινότυπο τύπου δβ-θαλασσαιµίας µε αυξηµένα 
επίπεδα HbF (9.9 έως 12.5%) µε ετεροκυτταρική κατανοµή στα ερυθροκύτταρα.  Η αρχική ανάλυση κατά 
Southern  έδειξε ότι το 5′  άκρο του ελλείµατος ευρίσκεται περίπου 1.0 kb  3′ του Gγ-γονιδίου, και 
περιλαµβάνει τα Αγ, ψβ, δ και β-γονίδια. Το 3′ άκρο ευρίσκεται πλησίον εκείνων των ελλειµάτων της 
HPFH-4 και HPFH-3. Με βάση τα αποτελέσµατα αυτά, είχε προταθεί ότι η αυξηµένη έκφραση των 
εµβρυϊκών γονιδίων πιθανώς να δηµιουργείται από ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό παρόµοιο µε εκείνων 
των ελλείµατων της HPFH-4 και HPFH-3. Η πρόβλεψη αυτή επιβεβαιώθηκε µερικώς µε την ανίχνευση του 
µεταγραφικού ενισχυτού 3′ του άκρου της HPFH-3 (Anagnou et al., 1995) καθώς και µε τη µοριακή 
κλωνοποίηση των ελλειµµάτων της HPFH-4 που προαναφέρθηκε και της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας 
που ακολουθεί (Kosteas et al., 1997b).  

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 8.  Κανένα από τα οκτώ τµήµατα που ελέγχθηκαν σε Κ562 κύτταρα δεν παρουσίασε 
αυξηµένη δραστικότητα της λουσιφεράσης σηµαντικά µεγαλύτερη από το πλασµίδιο 
αναφοράς. Ως θετική αλληλουχία για την παρουσία ενισχυτή χρησιµοποιήθηκε η 
HS2 θέση από την περιοχή LCR όπου η µετατροπή της λουσιφεράσης ήταν 5 έως 6 
φορές πάνω από την βασική έκφραση.  

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα: 9  Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και µετά την διαµόλυνση των ίδιων 
πλασµιδίων σε µη ερυθροποιητικά HeLa κύτταρα. 

 

 

 

Γερµανική (Αγδβ)°°°° Θαλασσαιµία: µοριακή κλωνοποίηση των σηµείων αποκοπής 
 

 Βάσει της αρχικής ανάλυσης κατά Southern σχεδιάστηκε ένα ζευγάρι εκκινητών, German F1 5′-ATC-TCC-
ACT-TGT-CCT-CTG-TG-3′  και German R3 5′-GAC-TGC-TGG-TGT-ACA-GTG-AAC-ATC-TG-3′,  από 
τις περιοχές εκατέρωθεν των 5′  και 3′  άκρων της αποκοπής. Χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο DNA από 
κυτταρικά υβρίδια (βλ. Παρακάτω) αποµονώθηκε µε τη µεθοδολογία της PCR το γεφυρικό τµήµα 280 bp της 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
µετάλλαξης. Το τµήµα αυτό κλωνοποιήθηκε σε φορέα pGEM-T (Promega) και υπεβλήθη σε ανάλυση της 
πρωτοταγούς δοµής του.  Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής έδειξε ότι το 5′  άκρο της Γερµανικής (Αγδβ)° 
Θαλασσαιµίας ευρίσκεται στη συντεταγµένη # 37,548, ενώ το 3′  άκρο 0.12 kb καθοδικά εκείνου της HPFH-
4, ενώ το ολικό µήκος του ελλείµµατος προσδιορίστηκε ότι είναι 53.3 kb (Kosteas et al., 1997b). Τα σηµεία 
αποκοπής εµφανίζουν εκατέρωθεν ένα ζεύγος από δύο συνεχόµενες επαναληπτικές αλληλουχίες (CAGT και 
GAAAT). Τα στοιχεία αυτά υποδηλώνουν ότι το έλλειµµα της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας όσο και η 
HPFH-4 προέρχονται από ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό όπως και σε πολλές άλλες ελλειµµατικές 
µεταλλάξεις ( Vanin et al.,1983; Henthorn et al.,1990). Το σηµείο σύντηξης εµφανίζει και δύο ορφανά (TA) 
νουκλεοτίδια (Σχήµα 10).  

 ∆εδοµένου ότι η συνεχόµενη περιοχή των 6.2 kb καθοδικά της ανωτέρω αναλυθείσας   περιοχής, περιέχει 
µόνο ένα µεταγραφικό ενισχυτή 3′ του άκρου της HPFH-3, τα ανωτέρω δεδοµένα τεκµηριώνουν ότι η 
ενεργοποίηση των εµβρυϊκών γ-γονιδίων στις τρεις συγκρίσιµες σε µήκος µεταλλάξεις, δηµιουργείται από 
ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ανωτέρω ενισχυτού. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι συµβατά και µε 
τους προκύπτοντες φαινότυπους όπου τα ελαφρώς χαµηλότερα επίπεδα HbF στην Γερµανική (Αγδβ)° 
Θαλασσαιµία οφείλεται στο έλλειµα του ενός από τα δύο εµβρυϊκά γονίδια (Σχήµα 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 10.  Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του γεφυρικού τµήµατος από την Γερµανική 
(Αγδβ)° θαλασσαιµία. Στο τµήµα Α, η 5′ φυσιολογική περιοχή διακόπτεται µετά την 
αλληλουχία GTC όπως φαίνεται από το βέλος. Ενώ η αλληλουχία που αρχίζει µε τα 
νουκλεοτίδια TAA (υποδεικνυόµενη µε µαύρο πλαίσιο) είναι από την 
διαµετατιθέµενη περιοχή. Στο τµήµα Β, η ανάλυση της αλληλουχίας εκατέρωθεν του 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

σηµείου αποκοπής δεν έδειξε εκτεταµένη οµολογία εκτός από τρία ζεύγη 
επαναληπτικών αλληλουχιών CAGT (διακεκοµµένη γραµµή) και GAAAT και 
AGTGA (εντός πλαισίου). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 11.  Κανένα από τα τµήµατα της αναλυθείσας περιοχής DNA που ελέγχθηκαν δεν έδειξε 
ανιχνεύσιµη δραστικότητα ενισχυτού. ∆εδοµένο ότι η συνεχόµενη περιοχή των 6.2 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

kb περιέχει µόνο ένα µεταγραφικό ενισχυτή (Anagnou et al., 1995), η ενεργοποίηση 
των εµβρυϊκών γ-γονιδίων στις τρείς συγκρίσιµες µεταλλάξεις δηµιουργείται από ένα 
κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό. Η άποψη αυτή είναι συµβατή και µε τους 
προκύπτοντες αντίστοιχους φαινότυπους. 

Χρωµοσωµική µεταφορά των γονιδίων του β-συµπλέγµατος σε κύτταρα MEL. 
 

  Προκειµένου να διερευνήσουµε περαιτέρω τους µηχανισµούς που οδηγούν στην ενεργοποίηση των 
εµβρϋικών γονιδίων cis  των ελλειµµάτων αυτών in vivo, µελετήθηκαν τα γονίδια αυτά σε κυτταρικά υβρίδια 
MEL. Σε συνεργασία µε την Καθ. Θ. Παπαγιαννοπούλου (University of Washington, Seattle) 
δηµιουργήθηκαν 15 σωµατικά υβρίδια από τη σύντηξη µεταξύ µετασχηµατισµένων  από τον ϊό EBV 
(Epstein-Barr virus) λεµφοκυττάρων ετεροζυγώτου της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας και 
ερυθρολευχαιµικών MEL κυττάρων. Οκτώ υβρίδια που περιείχαν µόνο το φυσιολογικό χρωµόσωµα 11, 
βρέθηκαν µετά από χρώση µε φθορίζοντα αντισώµατα για την γ- και β-σφαιρίνη, εξέφρασαν β- αλλά όχι γ-
σφαιρίνη. Από επτά υβρίδια που περιείχαν το ανώµαλο χρωµόσωµα 11, µόνο δύο εξέφρασαν γ-σφαιρίνη, 
κατανεµηµένη σε 2-3% των F-κυττάρων (Σχήµα 12). Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε αντίθεση µε τα υβρίδια 
HPFH-1 και HPFH-2 MEL που είχαν προηγουµένως χαρακτηριστεί (Anagnou et al., 1988) όπου η κατανοµή 
των F-κυττάρων ήταν πανκυτταρική. Η διαφορά που τότε είχε παρατηρηθεί  στην έκφραση των γ-γονιδίων 
στα υβρίδια HPFH-1 και HPFH-2 MEL οφείλεται όπως πρόσφατα αποδείξαµε στην παρουσία δύο 
διαµετατιθέµενων ενισχυτών 3′ της HPFH-2 (McArthur and Anagnou 1998) έναντι του  ενός ενισχυτή 3′ του 
ελλείµατος της HPFH-1 (Feingold and Forget 1989). Περαιτέρω, είναι πολύ πιθανόν ότι το  στοχαστικό 
πρότυπο της έκφρασης των γ-γονιδίων στη Γερµανική θαλασσαιµία να αντανακλά τη διάφορο ισχύ των δύο 
επιµέρους διαµετατιθέµενων ενισχυτών στα δύο ελλείµµατα (HPFH-1 έναντι HPFH-3), αντίστοιχα. Τα 
ανωτέρω δεδοµένα υποδηλώνουν ότι τα κυτταρικά υβρίδια MEL έχουν την ικανότητα να αντανακλούν µε 
πιστότητα τα in vivo  φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των δύο διακριτών συνδρόµων. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Σχήµα 12.  Ανάλυση των κυτταρικών υβριδίων. Τµήµα Α, οκτώ από τα υβρίδια περιείχαν µόνο 
το φυσιολογικό χρωµόσωµα 11, εξέφρασαν β- αλλά όχι γ-σφαιρίνη. Τµήµα Β, από τα 
έξι υβρίδια µε το χρωµόσωµα 11 από την Γερµανική (Αγδβ)° θαλασσαιµία µόνο ένα 
εξέφρασε γ-σφαιρίνη. Τµήµα Γ,  ένα υβρίδιο που περιείχε και τους δύο τύπους των 
χρωµοσωµάτων 11,  εξέφρασε και β και γ σφαιρίνη.  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: 1Α 
 
 Η λειτουργική ανάλυση της διαµετατιθέµενης περιοχής του ελλείµατος της HPFH-3 εντόποισε ένα 
νέο ενισχυτή αµέσως µετά από το σηµείο αποκοπής. Ο ενισχυτής της HPFH-3 βρέθηκε να αυξάνει κατά 
τρεις φορές τη δραστικότητα CAT σε κύτταρα Κ562, ενώ είχε και την ικανότητα να τροποποιή την 
αναπτυξιακή έκφραση του Αγ-γονιδίου σε διαγονιδιακά ποντίκια. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής 
ολόκληρης της περιοχής που ελέγχθηκε λειτουργικά έδειξε ότι ο ενισχυτής παριστά µέρος µιας LTR 
αλληλουχίας της οικογένειας ERV. Τα ανωτέρω δεδοµένα υποστηρίζουν την άποψη ότι τα στοιχεία ERV 
έχουν την ικανότητα να ενεργοποιούν γονίδια.  Στη συνέχεια κανένα από τα τµήµατα από την ανοδική 
αναλυθείσα περιοχή, HPFH-4 έως HPFH-3, δεν έδειξε ανιχνεύσιµη δραστικότητα ενισχυτού. ∆εδοµένου ότι 
η συνεχόµενη περιοχή περιέχει µόνο ένα µεταγραφικό ενισχυτή   3′ του άκρου της HPFH-3, τα ανωτέρω 
δεδοµένα τεκµηριώνουν ότι η ενεργοποιήση των γ-γονιδίων στις τρεις συγκρίσιµες µεταλλάξεις 
δηµιουργείται από ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ανωτέρω ενισχυτού.  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: I Β 
 

Στη συνέχεια διερευνήθηκε η αξία της πρώτης θεωρίας χρησιµοποιώντας αυτή την φορά µία άλλη 
οµάδα από διαφορετικές µεταλλάξεις τύπου δβ-θαλασσαιµίας και HPFH. Η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει τα 
ελλείµµατα της Ολλανδικής (β)° θαλασσαιµίας (Gilman et al., 1984; Gilman et al., 1987) της Ισπανικής 
(δβ)° θαλασσαιµίας (Ottolenghi et al., 1982; Camaschella et al., 1987) καθώς και τις συγκρίσιµες Κινεζική 
(Jones et al., 1981; Mager et al., 1985) και Ταϋλανδική (Αγδβ)° θαλασσαιµία (Winichagoon et al., 1990; 
Kosteas et al., 1997a). 

 

 Ολλανδική (β)°°°° θαλασσαιµία: Λειτουργική ανάλυση της 3′′′′ διαµετατιθέµενης περιοχής 
 

Η πρώτη µετάλλαξη που µελετήθηκε ήταν η Ολλανδική (β)° θαλασσαιµία όπου οι ετεροζυγώτες 
παρουσιάζουν ήπια αναιµία µε αυξηµένα επίπεδα HbF 4-11% µε ετεροκυτταρική κατανοµή καθώς και 
αυξηµένα επίπεδα της HbA2 5.3-7.6 λόγω έλλειψης  του β-γονιδίου. Η µορφή αυτή προκύπτει από έλλειµα 
DNA 12.6 kb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 13.   Στρατηγική που ακολουθήθηκε για την ανίχνευση στοιχείων ενισχυτών στην 3′ διαµετατιθέµενη 
περιοχή του ελλείµατος της Ολλανδικής (β)° θαλασσαιµίας. Το στοιχείο LINE 1 (γραµµοσκιασµένο 
τµήµα) βρίσκεται αµέσως µετά το σηµείο αποκοπής (κάθετο βέλος). Τέσσερα συνεχόµενα ή 
αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα από την περιοχή αυτή ελέγχθηκαν µε την δοκιµασία CAT. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

Το έλλειµα αρχίζει 3-4 kb από το 3′ άκρο του δ-γονιδίου και τερµατίζει 9 kb από το 3′ άκρο του β-
γονιδίου µέσα στο 3′ άκρο του στοιχείου LINE 1(Shafit-Zagardo et al., 1982; Gilman 1987). Ώς αποτέλεσµα 
του ελλείµατος αφαιρείται το β-γονίδιο µαζί µε τον ισχυρό ενισχυτή 3′ του β-γονιδίου (Antoniou et al., 1988; 
Behringer et al., 1987) ενώ µετατίθεται η LINE 1 αλληλουχία δίπλα από το δ-γονίδιο (Σχήµα 13). Η 
διαµετατιθέµενη Hind III-Eco RI 3.5 kb  περιοχή ελέγχθηκε λειτουργικά για την παρουσία αλληλουχιών µε 
ιδιότητες ενισχυτού. Για τον σκοπό αυτό αποµονώθηκαν τέσσερα τµήµατα (A, B, C και  D) από την περιοχή 
και υποκλωνοποιήθηκαν στο πλασµίδιο αναφοράς γ-CAT (Σχήµα 14). Ως θετική αλληλουχία για την 
παρουσία ενισχυτή χρησιµοποιήθηκε το τµήµα 2.3 kb Eco RI που βρίσκεται 3′ του Αγ γονιδίου που έχει 
αποδειχθεί ότι λειτουργεί ως ενισχυτής στα κύτταρα Κ562 (Bodine and Ley 1987). 

 
Πίνακας 3.  Τα τέσσερα διαφορετικά τµήµατα από την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή που 

ελέγχθηκαν λειτουργικά. 
 

Τµήµα Ενζυµα Μήκος (bp) ∆ραστικότητα 

CAT 

A Hind III-Xba I 446 0.4 

B Xba I-Xba I 1,450 0.5 

C Xba I-Xba I 1,600 0.5 

D Hind III-Hpa I 1,096 0.5 

 

 Τα αποτελέσµατα (πίνακας 3) µετά από διαµόλυνση σε κύτταρα Κ562 µε ή χωρίς επαγωγή µε αιµίνη  
έδειξαν ότι κανένα από τα τµήµατα δεν παρουσίασε µετατροπή της CAT (0.3-0.5 δραστικότητα) µεγαλύτερη 
από το πλασµίδιο αναφοράς γ-CAT (1.0 δραστικότητα). Με βάση αυτά τα αποτελέσµατα αποκλείσαµε την 
ύπαρξη αλληλουχιών µε δραστικότητα ενισχυτού στις 3′ διαµετατιθέµενες αλληλουχίες στην Ολλανδική   
(β)° θαλασσαιµία (Kosteas et al., 1991). 

 

Ισπανική (δβ)°°°° θαλασσαιµία: Λειτουργική ανάλυση της 3′′′′ διαµετατιθέµενης περιοχής 
 

Η δεύτερη µετάλλαξη που µελετήσαµε ήταν η Ισπανική (δβ)° θαλασσαιµία όπου οι ετεροζυγώτες 
παρουσιάζουν ήπια αναιµία µε αυξηµένα επίπεδα HbF 5-15% µε ετεροκυτταρική κατανοµή (Ottolenghi et 
al., 1982). Η µορφή αυτή προκύπτει από έλλειµα DNA περίπου 115 kb που περιλαµβάνει τα ενήλικα δ- και 
β-γονίδια (Camaschella et al., 1987) Η µετάλλαξη επισυµβαίνει εντός της επαναληπτικής αλληλουχίας Alu I 
όπως έχει συµβεί και στις HPFH-1 και HPFH-3. H µετάλλαξη αυτή έχει προέλθει από ένα οµόλογο 
ανασυνδυασµό δεδοµένης της οµολογίας που παρουσιάζει το γεφυρικό τµήµα µε 16 από τα 22 bp µέσα στην 
αλληλουχία Alu Ι (Fiengold and Forget 1989; Henthorn et al., 1990). Το κύριο ενδιαφέρον της Ισπανικής 
(δβ)° θαλασσαιµίας είναι ότι είναι συγκρίσιµη τόσο στην θέση όσο και στο µέγεθος της εν σχέσει µε την 
HPFH-1 ή/και την HPFH-2 (105 kb) αλλά και στο ότι επεκτείνεται περαιτέρω κατά 8.5 έως 9.0 kb καθοδικά 
των ελλειµάτων της HPFH-1 και HPFH-2 (Σχήµα 14). Τα µειωµένα επίπεδα της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης 
στην δβ-θαλασσαιµία εν σχέση µε εκείνων των HPFH (HbF 20-30%) πιθανόν να είναι αποτέλεσµα της 
αφαίρεσης των ενισχυτών της HPFH-1 (Feingold and Forget 1989) και HPFH-2 (McArthur and Anagnou 
1998) που διαµετατίθενται αντίστοιχα στις µορφές αυτές. Χρησιµοποιώντας την ίδια στρατηγική, έξι 
αλληλοκαλυπτόµενα (SpA, SpB, SpaA3, SpaA4, SpB3 και SpB4)  τµήµατα 3 ′από το σηµείο αποκοπής που 
περιλαµβάνουν την περιοχή Hind III 3.0 kb, ελέγχθηκαν µε την δοκιµασία της CAT σε κύτταρα Κ562 και 
HeLa (Πίνακας 4).  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 14.  Η στρατηγική που ακολουθήθηκε για την ανίχνευση στοιχείων ενισχυτών στην 3′ διαµετατιθέµενη 
περιοχή (γραµµοσκιασµένο τµήµα) του ελλείµατος της Ισπανικής (δβ)° θαλασσαιµίας. Εξι 
συνεχόµενα ή αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα από την περιοχή αυτή ελέγχθηκαν µε την δοκιµασία 
CAT. 

Κανένα από τα τµήµατα (πίνακας 4) δεν έδειξε µετατροπή της CAT (δραστικότητα 0.6-1.6) µεγαλύτερη από 
το πλασµίδιο αναφοράς (δραστικότητα 1.0). Με βάση τα ανωτέρα αποτελέσµατα αποκλείσαµε και σε αυτή 
την περίπτωση την παρουσία ενός ενισχυτή στην 3′ διαµετατιθέµενη  περιοχή της Ισπανικής (δβ)° 
θαλασσαιµίας (Kosteas et al., 1991; Kosteas et al., υπό προετοιµασία).  

Πίνακας 4.  Τα έξι διαφορετικά τµήµατα από την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή που ελέγχθηκαν 
λειτουργικά 
 

Τµήµα Ενζυµα Μήκος (bp) ∆ραστικότητα 

CAT 

SpA/SpB Hind III-Hind III 3,077 0.6 

SpaA3 Hind III-Bgl II 599 1.6 

SpaA4 Hind III-Xba I 1,430 1.0 

SpB3 Xba I-Hind III 1,642 1.0 

SpB4 Bgl II-Hind III 2,473 1.6 

 

∆οµική ανάλυση της 3′′′′ διαµετατιθέµενης περιοχής 
 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 Τα τελευταία χρόνια έχουν εντοπιστεί στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης αρκετές νέες επαναληπτικές 
αλληλουχίες ενδογενών ρετροϊών (ERV, MaLR) όπως προαναφέρθηκε καθώς και  γονίδια που κωδικοποιούν 
τους υποδοχείς του οσφρητικού βολβού ή olfactory receptor genes (OR) (Buck and Axel 1991). Τα γονίδια 
αυτά εδράζονται µέσα στους ενισχυτές 3′ των ελλειµάτων της HPFH-1 (Feingold et al., 1999), της HPFH-6 
(Kosteas et al., 1996) καθώς και στην νέα αναλυθείσα DNA περιοχή 3′ της LCR (Bulger et al., 1999). Ο 
ρόλος που ενδεχοµένως να παίζουν αυτά τα γονίδια θα αναφερθεί αργότερα.  

 Η διαµετατιθέµενη περιοχή της Ισπανικής (δβ)° θαλασσαιµίας επεκτείνεται πέρα από το 3′ άκρο από 
όλων των HPFH και δβ-θαλασσαιµιών, µε µόνη εξαίρεση την Ιαπωνική (δβ)° θαλασσαιµία (Shiokawa et al., 
1988). Θελήσαµε να αναλύσουµε την διαµετατιθέµενη περιοχή µε σκοπό την ανίχνευση νέων cis στοιχείων 
του συµπλέγµατος. Η αναλυθείσα DNA περιοχή µήκους 3,077 bp έχει κατατεθεί στην βάση δεδοµένων 
(GenEMBL AJ309925) και εµφανίζει πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης όπως εννέα θέσεις GATA-1 
καθώς και εννέα θέσεις ΥΥ1. Περαιτέρω, η περιοχή βρέθηκε ότι περιέχει και πολλαπλές επαναλληπτικές 
αλληλουχίες (Kosteas et al., υπό προετοιµασία) των οικογενειών LINE 1 και Alu (Smit et al., 1996; Smit et 
al., 1999). 

 

Κινεζική και Ταϋλανδική (Αγδβ)°°°° θαλασσαιµία: Λειτουργική ανάλυση της 3′′′′ 
διαµετατιθέµενης περιοχής 

Στην συνέχεια ελέγξαµε λειτουργικά την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή στις συγκρίσιµες µορφές της 
Κινεζικής και Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 15.  Η στρατηγική που ακολουθήθηκε για τη ανίχνευση στοιχείων ενισχυτών στην  3′ 
διαµετατιθέµενη περιοχή (γραµµοσκιασµένο τµήµα) των ελλειµµάτων της Κινεζικής 
και της Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας. Τέσσερα συνεχόµενα και ένα γεφυρικό 
τµήµα (C) από την περιοχή αυτή ελέγχθηκαν µε την δοκιµασία CAT. 

 

Οι ετεροζυγώτες της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας παρουσιάζουν ήπια αναιµία µε αυξηµένα 
επίπεδα HbF 9-20% µε ετεροκυτταρική κατανοµή (Jones et al., 1981; Mager et al., 1985). Αντίθετα, τρεις 
ετεροζυγώτες της αρχικής οικογένειας (I-1, II-5 και ΙΙ-7) µε Ταϋλανδική (Αγδβ)° θαλασσαιµία παρουσιάζουν 
αυξηµένα επίπεδα HbF 17-23% µε πανκυτταρική κατανοµή (Σχήµα 17, Winichagoon et al., 1990; Kosteas et 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
al., 1997a).Τα 5′ σηµεία αποκοπής τους διαφέρουν κατά 4.0 kb ενώ τα 3 ′σηµεία αποκοπής τους διαφέρουν 
κατά 2.8 kb. Η συνολική τους έλλειψη είναι περίπου 100 kb και αφαιρούν το Αγ, ψβ, δ και β-γονίδια. 
Τέσσερα συνεχόµενα τµήµατα (A, B, D και E) καθώς και το γεφυρικό τµήµα C από την Κινεζική (Αγδβ)° 
θαλασσαιµία υποκλωνοποιήθηκαν και αναλύθηκαν µε τη δοκιµασία CAT (Σχήµα 15). Όλα τα 
ανασυνδυασµένα πλασµίδια µεταφέρθηκαν σε ερυθροποιητικά Κ562 και µη-ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 16.  Ανίχνευση του µεταγραφικού ενισχυτού 3′ του σηµείου αποκοπής του ελλείµατος 
της Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας. 

Κανένα από τα τµήµατα (B, C, D και Ε)  που ελέγχθηκαν δεν έδειξε δραστικότητα ενισχυτού στο 
σύστηµα CAT. Με βάση αυτά τα αποτελέσµατα αποκλείσαµε  τον ρόλο ενός ενισχυτού στη δηµιουργία του 
φαινοτύπου της  Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (Kosteas et al., 1991). Αντιθέτως, ένα τµήµα 1.4 kb 
ευρισκόµενο περίπου 1.0 kb 3′ από το σηµείο αποκοπής της Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας βρέθηκε να 
ενισχύει την δραστικότητα της CAT κατά 5-6 φορές εν σχέσει µε το πλασµίδιο αναφοράς και να εµφανίζει 
σχεδόν τα ίδια επίπεδα µε τον ενισχυτή 2.3 kb Eco RI 3′ του Αγ γονιδίου (Σχήµα 16). Εποµένως, η αφαίρεση 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
του τµήµατος Α που περιέχει τον νέο ενισχυτή στη Κινεζική θαλασσαιµία οδηγεί σε φαινότυπο (δβ)° 
θαλασσαιµίας, ενώ η διατήρηση του στην Ταϋλανδική θαλασσαιµία οδηγεί σε φαινότυπο HPFH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 17.   Αιµατολογικοί δείκτες από τρεις ετεροζυγώτες (I-1, II-5 και II-7) µε φαινότυπο 
HPFH. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

∆εδοµένου ότι οι ετεροζυγώτες (I-1, II-5 και ΙΙ-7) της Ταϋλανδικής  (Αγδβ)° θαλασσαιµίας  (Σχήµα 
17) εµφανίζουν φαινότυπο HPFH (HbF 17-23% και πανκυτταρική κατανοµή) τα ανωτέρω δεδοµένα 
υποδηλώνουν ότι ο ενισχυτής αυτός ευρισκόµενος 74 kb 3′ του β-γονιδίου είναι υπεύθυνος για την 
τροποποίηση της αναπτυξιακής ρύθµισης του παραµένοντος Gγ-γονιδίου. Με βάση τα ανωτέρω, προτείναµε 
η Ταϋλανδική  (Αγδβ)° θαλασσαιµία να µετονοµασθεί  σε HPFH-6 (Kosteas et al., 1991; Kosteas et al., 
1997a). 

 
Πίνακας 5.  Τα πέντε διαφορετικά τµήµατα από την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή που ελέγχθηκαν 

λειτουργικά 
 

Τµήµα Ενζυµα Μήκος (bp) 

A Eco RI-Bgl II 1,476 

B Bgl II-Eco RI ~1,500 

C XbaI-Eco RI ~1,100 

D Eco RI-Eco RI ~1,750 

E Sac I-Stu I ~1,500 

 

HPFH-6: Κλωνοποιήση και δοµική ανάλυση του γεφυρικού τµήµατος 
 
 Προκειµένου να κατανοήσουµε τους µηχανισµούς ενεργοποίησης του Gγ-γονιδίου από τον ενισχυτή 
της HPFH-6, χαρακτηρίσαµε τα σηµεία αποκοπής του ελλείµατος και προχωρήσαµε στην δοµική ανάλυση 
της 3′ διαµετατιθέµενης περιοχής.  

 Ο ασθενής (NW) είναι µέλος της Ταϋλανδικής οικογένειας και είναι διπλός ετεροζυγώτης, ο οποίος 
παρουσιάζει β°-θαλασσαιµία στο ένα χρωµόσωµα (µετάλλαξη στην θέση 654 του δεύτερου ιντρονίου) και  
(Αγδβ)° θαλασσαιµία στο άλλο χρωµόσωµα (Winichagoon et al., 1990). Βάσει της αρχικής ανάλυσης κατά 
Southern γνωρίζαµε ότι το 5′ άκρο ευρίσκεται καθοδικά µίας θέσης Hind III 3′ του Gγ-γονιδίου, ενώ το 3′ 
άκρο εντοπίζεται κοντά  στο 3′ άκρο της Κινεζικής  (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (Mager et al., 1985) και ανοδικά 
του ενισχυτή HPFH-6 (τµήµα Α).  ∆εδοµένου ότι η αλληλουχία της περιοχής δεν ήταν γνωστή, χρειάστηκε 
πρώτα να αναλύσουµε την πρωτοταγή δοµή στο 5′ άκρο του τµήµατος Α (1.4 kb Eco RI-Bgl II). Τα 
αποτελέσµατα αυτά, καθώς και τα δεδοµένα από την ανάλυση κατά Southern χρησιµοποιήθηκαν 
προκειµένου να σχεδιαστεί ένα ζεύγος εκκινητών µε την αλληλουχία F 5′-CTC-TAT-AGG-ACA-GGA-
CTC-CTC-AGA-3′ που εντοπίζεται 368 bp 3′ του Gγ-γονιδίου και µε την αλληλουχία R 5′-CTG-CAG-TAG-
AGC-CTT-AGG-TAT-TAA-CG-3′ που εντοπίζεται στο 42 bp µετά την θέση EcoRI του ενισχυτή. 
Χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο γενωµικό DNA από τον ετεροζυγώτη,  αποµονώθηκε µε τη µεθοδολογία της 
PCR το γεφυρικό τµήµα 1.5kb  της µετάλλαξης. Το τµήµα αυτό κλωνοποιήθηκε στην θέση EcoRV του 
φορέα pBSKS (Stratagene) και υπεβλήθη σε ανάλυση της πρωτοταγής δοµής του.  Η µοριακή ανάλυση 
έδειξε ότι το 5′ άκρο του ελλείµατος επισυµβαίνει 1,260 bp από το 3′ άκρο του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου στην 
συντεταγµένη # 37,243 ενώ το 3′ άκρο προσδιορίσθηκε σε απόσταση 521 bp 3′ από την θέση EcoRI (Σχήµα 
18, Kosteas et al., 1997; GenEMBL X81445). Η ανάλυση της πρωτοταγής δοµής από το σηµείο αποκοπής 
έως την θέση EcoRI του ενισχυτή απεκάλυψε την παρουσία πολλαπλών δυνητικών θέσεων αναγνώρισης από 
διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες όπως οι GCRE (GAGTCA), c/EBP (CTTGCACCA), HNF-I 
(TGGTTAAT), CTII (CTAATG) και AP-1 (TGAATCA). 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 18.  Η µοριακή ανάλυση έδειξε ότι το 5′ άκρο του ελλείµµατος επισυµβαίνει 1,260 bp 
από το 3′ άκρο του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου στην συντεταγµένη # 37,243 ενώ το 3′ 
άκρο προσδιορίσθηκε σε απόσταση 521 bp 3′ από την θέση EcoRI. Η ανάλυση 
επεκτάθηκε και µετά το σηµείο αποκοπής της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας. 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 19.  Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του γεφυρικού τµήµατος από την HPFH-6. Στο 
τµήµα Α, η 5′ φυσιολογική περιοχή τερµατίζεται µετά την αλληλουχία AAC όπως 
φαίνεται από το βέλος, ενώ η αλληλουχία που αρχίζει µε TAT είναι από την 
διαµετατιθέµενη περιοχή και υποδεικνύεται µε µαύρο πλαίσιο. Στο τµήµα Β, η 
ανάλυση της αλληλουχίας εκατέρωθεν του σηµείου αποκοπής έδειξε µια 
επαναλαµβανόµενη αλληλουχία CCCT (διακεκοµµένη γραµµή) και µία 
ανεστραµµένη αλληλουχία AAGAGAG και TTCTCTC (αγκύλη). 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 

 Τα σηµεία αποκοπής εµφανίζουν µία επαναλαµβανόµενη αλληλουχία (CCCT) και µία ανεστραµµένη 
αλληλουχία (AAGAGAG και TTCTCTC). ∆εδοµένου ότι το σηµείο αποκοπής δεν περιέχει οµόλογες 
αλληλουχίες, υποδηλώνει ότι το έλλειµµα της HPFH-6 προέρχεται από ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό όπως 
συµβαίνει και σε πολλές άλλες ελλειµµατικές µεταλλάξεις (Σχήµα 20). Με βάση τα δεδοµένα από τις 
µεταλλάξεις HPFH-2 (Collins et al., 1987) και την Κινεζική (Αγδβ)° θαλασσαιµία (Mager et al., 1985) το 
ολικό µήκους του ελλείµατος υπολογίσθηκαι σε 101 kb και είναι εντυπωσιακά παρόµοιο µε την Κινεζική 
(Αγδβ)° θαλασσαιµία που είναι 100 kb. ∆ύο άλλα ζεύγη µεταλλάξεων παρουσιάζουν έλλειµα µε παρόµοιο 
µήκος, δηλ. οι HPFH-1 και HPFH-2 µε περίπου 105 kb και δύο (γδβ)°-θαλασσαιµίες µε 96 kb (Σχήµα 20). 
Τα ανωτέρω ευρήµατα ενισχύουν περαιτέρω την αξία της υπόθεσης ότι τα τρία ζεύγη των ανωτέρω 
µεταλλάξεων-ελλειµάτων µε σχεδόν ταυτόσηµο µήκος, δηµιουργούνται µέσω της απώλειας µιας πλήρους 
χρωµατινικής αγκύλης (Vanin et al., 1983; Collins et al., 1987; Henthorn et al., 1990).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 20.  Οµοιότητες του συνολικού µήκους του ελλείµατος σε τρεις οµάδες µεταλλάξεων-ελλειµµάτων του 

συµπλέγµατος. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 21.  Νουκλεοτιδική  αλληλουχία του ενισχυτού HPFH-6. Με κόκκινο οι θέσεις GATA-1, µε µπλε οι θέσεις ΥΥ1, µε πράσινο οι 

θέσεις GTI/II, µε ρόζ οι θέσεις NFE-2/AP-1, µε µόβ οι θέσεις c-myb και µε κίτρινο η θέση του αποσιωπητή της β-ιντερφερόνης 
Με βελάκια απείκονίζονται τα σηµεία έναρξης των ελλειµάτων από το 5′ όσο και από το 3′ άκρο. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 
∆οµική ανάλυση του ενισχυτή της HPFH-6 
 
 Στη συνέχεια µε την βοήθεια της ∆ρ. Ρ. Παύλου εστιάσαµε στην περαιτέρω δοµική ανάλυση της 
περιοχής από την θέση EcoRI έως το τέλος του ενισχυτού, συνολικού µήκος 1,476 bp. Η ανάλυση 
απεκάλυψε την ύπαρξη πολλαπλών θέσεων αναγνώρισης από διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες, όπως 
πέντε θέσεις του παράγοντα GATA-1,  δύο θέσεις του µεταγραφικού συµπλέγµατος NF-E2/AP-1, τέσσερεις 
θέσεις τύπου GTI/II  και τρεις θέσεις του παράγοντος ΥΥ1 (Kosteas et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
Σχήµα 22.  Μεταλλαξογένεση µε τη δηµιουργία ελλειµάτων στον ενισχυτή µε την χρήση εξωνουκλεάσης.  

 

Για να εκτιµήσουµε τον επιµέρους in vivo ρόλο των θέσεων στην ολική δραστικότητα του ενισχυτή, 
δηµιουργήσαµε µε τη χρήση της εξωνουκλεάσης ΙΙΙ µία σειρά προοδευτικών µεταλλάξεων-ελλειµάτων στο 
αρχικό τµήµα του ενισχυτού, τόσο από το 5′ άκρο όσο και από το 3′ άκρο (Σχήµα 22). Τα κολοβωµένα 
τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδια αναφοράς γ-CAT και ακολούθως µεταφέρθηκαν µε διαµόλυνση 
στα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562, όπου µελετήθηκε η παροδική έκφραση του γονιδίου CAT (Σχήµα 23).  
Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όλες οι µεταλλάξεις, ακόµα και µίας θέσης GATA-1 (∆1) µειώνουν σηµαντικά 
(από 2-4 φορές) τη δραστικότητα του ενισχυτού, γεγονός που υποδηλώνει τη συνεργιστική δράση και 
αλληλεπίδραση των επί µέρους παραγόντων για την πλήρη δραστικότητα του ενισχυτού (Σχήµα 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 23.  Λειτουργική ανάλυση των µεταλλάξεων στον ενισχυτή της HPFH-6. Όλα τα ελλείµµατα παρουσίασαν 

σηµαντική (2 έως 4) µείωση στην δραστικότητα του ενισχυτή. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 Στην συνέχεια ο ενισχυτής ελέγχθηκε για την οντογενετική του εξειδίκευση σε υποκινητές ετερόλογων 
γονιδίων της σφαιρίνης µε πρώϊµο εµβρυϊκή (ε-γονίδιο) ή ενηλίκου τύπου εξειδίκευση (δ και β-γονίδια) 
καθώς και στον µη-ετερόλογο υποκινητή της διϋδροφυλικής αφυδρογονάσης (DHFR). Τα αποτελέσµατα 
έδειξαν ότι ο ενισχυτής δεν είχε σηµαντική επίπτωση στους υποκινητές των ε, δ, και β-γονιδίων, σε αντίθεση 
µε την υψηλή ενεργοποίηση του υποκινητού του όψιµου εµβρυϊκού γ-γονιδίου, ενώ µειωµένη ήταν η 
έκφραση στον µη-ετερόλογο υποκινητή της DHFR-CAT (Σχήµα 24).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 24.  Λειτουργική ανάλυση του ενισχυτού HPFH-6 σε ετερόλογους υποκινητές, όπου παρουσίασε 

εξειδίκευση προς τον υποκινητή του γ-γονιδίου. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
Ανίχνευση ενός ανοικτού αναγνωστικού πλαισίου (ORF) εντός του ενισχυτή της HPFH-6  
   

 Η περαιτέρω ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής ολοκληρώθηκε και επεκτάθηκε µετά το σηµείο 
αποκοπής της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (GenEMBL: X02992) καλύπτοντας µία συνολική έκταση 
3,157 bp (GenEMBL: X81445). H ανάλυση έδειξε ότι το 3′ άκρο αποκοπής της HPFH-6 εντοπίζεται ακριβώς 
2,809 bp ανοδικά από το 3′ άκρο της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας και 74 kb 3′ από το ενήλικο β-γονίδιο.  
Περαιτέρω, τα αποτελέσµατα αυτά έδειξαν ότι το 3′ άκρο της αποκοπής εντοπίζεται 6 kb ανοδικά από το 
ενδογενές στοιχείο ρετροϊού HERV-H που προαναφέρθηκε (Σχήµα 3 από την συζήτηση) (Mager et al., 1985; 
Mager and Henthorn 1984).    

 Χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα ORF finder της NCBI εντοπίσαµε εντός του HPFH-6 ενισχυτή ένα 
ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο ή open reading frame (ORF) 230 αµινοξέων (Σχήµα 25). Η περαιτέρω 
ανάλυση µε το πρόγραµµα Blast της NCBI έδειξε ότι το ORF αποτελεί µέρος ενός γονιδίου χωρίς ιντρόνια, 
για υποδοχέα του οσφρητικού βολβού (Buck and Axel 1991). Το στοιχείο OR εντός του ενισχυτή της HPFH-
6 (OR-6H) εµφανίζει οµολογία 37% σε επίπεδο αµινοξέων (Σχήµα 26) µε το γονίδιο OR που εντοπίζεται 
εντός του ενισχυτή 3′ της HPFH-1 (HPFH1OR) (Feingold et al., 1999) καθώς και έως 36% οµολογία µε τα 
OR γονίδια αρουραίων (Πίνακας 6). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αλλά τρία γονίδια OR 
εντοπίζονται στην 5΄ περιοχή της LCR (Bulger et al., 1999) ο ρόλος τον οποίων ακόµα δεν έχει 
διευκρινιστεί.  

 

  Πίνακας 6. Οµολογία του OR-6H µε άλλα γνωστά γονίδια οσφρητικών υποδοχέων 
 

 

Oµολογία σε επίπεδο αµινοξέων µεταξύ του γονιδίου OR-6H 
και άλλων ORFs 

 

HPFH1 OR                                            37% 
OR τύπου πρωτεΐνη αρουραίου, F5    36% 

OR τύπου πρωτεΐνη αρουραίου, I15   35% 

OR τύπου πρωτεΐνη αρουραίου, I14     35% 

OR αρουραίου                                           34% 

OR τύπου πρωτεΐνη αρουραίου, I3         32% 

OR αρουραίου                                           16% 

 

Υποδοχέας G-πρωτεΐνης Ανθρώπου        22%  

Υποδοχέας G-πρωτεΐνης Βοδιού                19% 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 25.  Εντόπιση στο 3′ άκρο του ενισχυτή HPFH-6 ενός ORF 230 αµινοξέων οσφρητικού υποδοχέα. Το 
κουτί ΤΑΤΑ και το poly-A είναι υπογραµµισµένα. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 26.  Οµολογία αµινοξέων µεταξύ των ανοικτών πλαισίων για τους αντίστοιχους οσφρητικούς υποδοχείς 

που εδράζονται εντός των ενισχυτών HPFH-1 και HPFH-6.  

 Η λειτουργική µελέτη της έκφρασης του γονιδίου OR-6H αρχικά έγινε σε επίπεδο mRNA µε 
ανάλυση κατά Northern από διάφορους ιστούς (Clonetech). Τα αποτελέσµατα ήταν αρνητικά λόγω των 
χαµηλών επιπέδων της έκφρασης. Στην συνέχεια προχωρήσαµε στην ανάλυση µε την αντίστροφη µεταγραφή 
του mRNA µε την µεθοδολογία της RT-PCR. Με την τεχνική της RT-PCR αποµονώσαµε και αναλύσαµε 
αρκετά PCR προϊόντα από διάφορες αιµοποιητικές σειρές (K562, HHW 105, MEL  και HL60) (Σχήµα 27). 
Ολα τα προϊόντα περιείχαν την ίδια αλληλουχία µε την γενωµική αλληλουχία της αντίστοιχής περιοχής του 
συµπλέγµατος της β-σφαιρίνης, υποδηλώντας ότι το γονίδιο OR-6H εκφράζεται σε αυτές τις κυτταρικές 
σειρές. Στην συνέχεια από την ανοδική περιοχή του ORF υποκλωνοποιήθηκαν 300 bp στην θέση του 
υποκινητή σε φορέα CAT ώστε να ελεγχθεί η ικανότητα του να ενεργοποιεί την µεταγραφή σε Κ562 
κύτταρα. ∆εν παρατηρήθηκε καµία δραστικότητα. Σε συνεργασία µε τον ∆ρ I. Connerton (Institute of Food 
Research, UK) χρησιµοποιήθηκαν δύο εκκινητές, ORF/F 5′-CAT-CCG-AAT-TGA-CTC-TTC-CTT-GCA-
CC-3′ και ORF/R 5′-GGT-ATT-GTG-GCC-ACA-GAA-AGG-CAG-A-3′, από την περιοχή του OR-6H 
γονιδίου και ελέγχθηκε µε PCR µία cDNA βιβλιοθήκη από ιστό ανθρώπινου οσφρητικού βολβού (Crowe et 
al., 1996). ∆εν προέκυψε κανένα προϊόν PCR, υποδηλώντας ότι το OR-6H γονίδιο είτε δεν εκφράζεται σε 
αυτή την βιβλιοθήκη, είτε ότι αντιπροσωπεύει µία υποκατηγορία OR γονιδίων που εκφράζονται ειδικά στις 
ανωτέρω κυτταρικές σειρές.  Τέλος, αρνητική ήταν και η παρουσία 

προϊόντος PCR από cDNA βιβλιοθήκη µυελού των οστών (Clonetech) (Kosteas et al., υπό προετοιµασία).    

 
 

 

 

ΜΕΛΕΤΗ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ ΤΟΥ 
ΟΣΦΡΗΤΙΚΟΥ ΥΠΟ∆ΟΧΕΑ (OR-6H)



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 27.  Πειράµατα RT-PCR έδειξαν ότι το OR-6H εκφράζεται σε διάφορες αιµοποιητικές σειρές.  

 

Α. Αποκλείσαµε την παρουσία γενωµικού DNA χρησιµοποιώντας εκκινητές για το Gγ-γονίδιο. 

Β. Η έκφραση των κυτταρικών σειρών για την ε και γ-σφαιρίνη. 

C. H έκφραση του OR-6H γονιδίου. 

D. Ποσοτικός έλεγχος του RNA µε εκκινητές για την ακτίνη.  
 

 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: 1Β 

 
 Η λειτουργική ανάλυση της διαµετατιθέµενης περιοχής του ελλείµατος της HPFH-6 εντόποισε 
ένα νέο ενισχυτή µετά από το σηµείο αποκοπής. Ο ενισχυτής της HPFH-6 βρέθηκε να αυξάνει κατά 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
πέντε έως έξι φορές τη δραστικότητα CAT σε κύτταρα Κ562, ενώ πρόσφατα αποδείκτε ότι είχε και την 
ικανότητα να τροποποιή την αναπτυξιακή έκφραση του Αγ-γονιδίου σε διαγονιδιακά ποντίκια. Ο  
ενισχυτής της HPFH-6 είναι υπεύθυνος για την τροποποίηση της αναπτυξιακής ρύθµισης του 
διατηρηµένου γ-γονιδίου και υπεύθυνος για τον προκύπτοντα φαινότυπο δηλ. HPFH έναντι δβ-
θαλασσαιµίας. Τα ανωτέρω δεδοµένα όπως και µε τον ενισχυτή της HPFH-3, υποστηρίζουν την 
υπόθεση ότι η αύξηση στην έκφραση των γ-γονιδίων οφείλεται στη διαµετάθεση ενισχυτών από το 3′′′′ 
άκρο του συµπλέγµατος. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής έδειξε ότι ο ενισχυτής περιέχει ένα ORF 
230 αµινοξέων που αποτελεί µέρος ένος γονιδίου για υποδοχέα του οσφρητικού βολβού  το οποίο 
εκφράζετε σε διάφορες ερυθροποιητικές σειρές.  Ο ρόλος αυτού του οσφρητικού γονιδίου καθώς και 
άλλων που έχουν εντοπιστή στο σύµπλεγµα ακόµα δεν έχει διευκρινηστή. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 
Πειράµατα σε εξέλιξη 
 

 Σε συνεργασία µε τον ∆ρ. F. Grosveld (Erasmus University, Rotterdam) πραγµατοποιείται ο in vivo 
ρόλος των ενισχυτών της HPFH-2 (McArthur and Anagnou 1998), HPFH-3 (Anagnou et al., 1995) και 
HPFH-6 (Kosteas et al., 1991; Kosteas et al., 1996; Kosteas et al., 1997a). Είναι γνωστό ότι σε διαγονιδιακά 
ποντίκια παρουσία της περιοχής LCR, το Αγ γονίδιο εκφράζεται σε χαµηλά επίπεδα έως και το ενήλικο 
στάδιο της ανάπτυξης (Grosveld et al., 1987; Behringer et al., 1990). Εάν όντως οι ενισχυτές έχουν 
σηµαντική δράση επί του Αγ γονιδίου, τότε αναµένεται ότι στα διαγονιδιακά ποντίκια το Αγ γονίδιο θα 
παρουσιάσει υψηλότερη έκφραση στο ενήλικο στάδιο. Όλοι οι ενισχυτές έχουν κλωνοποιήθει σε κατασκευή 
που περιέχει την περιοχή της LCR συνδεδεµένη µε το Αγ γονίδιο έως και την θέση Cla I (Ε. Κατσαντώνη) 
που περιλαµβάνει  τους αποσιωπητές Enh και F (Kosteas et al., 1993, Kosteas et al., 1994) (Σχήµα 28). Τα 
αποτελέσµατα µέχρι στιγµής έχουν δείξει ότι οι ενισχυτές HPFH-2, HPFH-3 και HPFH-6 έχουν την 
ικανότητα να τροποποιούν in vivo την αναπτυξιακή ρύθµιση των εµβρυϊκών Αγ-γονιδίων (Katsantoni et al., 
2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 28. Σε κατασκευή που περιλαµβάνει την περιοχή LCR συνδεδεµένη µε το Αγ-γονίδιο, 
επιτελείται η ακριβής εκτίµηση του in vivo ρόλο των ενισχυτών. 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:  IΙ 
 
Στο δεύτερο µέρος των αποτελεσµάτων, διερευνήθηκε η αξία της δεύτερης υπόθεσης που έχει διατυπωθεί για 
να εξηγήσει τους φαινοτύπους των συνδρόµων δβ-θαλασσαιµίας και HPFH.  Η υπόθεση αυτή αφορά την 
αφαίρεση λόγω του ελλείµµατος, αρνητικών cis-ρυθµιστικών αλληλουχιών ή αποσιωπητών που εδράζονται 
µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων, και η οποία οδηγεί στην µη ολοκλήρωση της µεταστροφής της 
αιµοσφαιρίνης. Οι περαιτέρω ποσοτικές φαινοτυπικές διαφορές µεταξύ των δύο συνδρόµων φαίνεται ότι 
προέρχονται από την διαµετάθεση είτε ασθενών ενισχυτών ή άλλων αλληλουχιών µε θετική ή αρνητική 
επίπτωση στην έκφραση των γ-γονιδίων. Στη συνέχεια διερευνήθηκε ο ρόλος αποσιωπητών στην δηµιουργία 
του φαινοτύπου HPFH έναντι εκείνου της δβ-θαλασσαιµίας, µε την εκτεταµένη λειτουργική ανάλυση των 
περιοχών εκατέρωθεν των σηµείων αποκοπής δύο συγκρίσιµων µεταλλάξεων. 
 

Λειτουργική ανάλυση της περιοχής µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων  
  

 Ελέγξαµε πειραµατικά την αξία της ανωτέρω υπόθεσης σε µια περιοχή 13.4 kb που ευρίσκεται 
µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων για την παρουσία αποσιωπητών (Σχήµα 29). Για τον σκοπό αυτό 23 
συνεχόµενα και αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν  και ελέγχθηκαν για δυνητική αρνητική 
επίδραση στην µεταγραφική ικανότητα των αλληλουχιών του ισχυρού υποκινητή του ιού του σαρκώµατος 
Rous (RSV-CAT) ή του ίου SV40 (pGL2 Gγ-λουσιφεράση-SV40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 29.  Λειτουργική ανάλυση της περιοχής 13.4 kb µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων. 

 Τα πλασµίδια µεταφέρθηκαν στα ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562 και µελετήθηκε η παροδική 
έκφραση του γονιδίου της CAT.  Σαν θετική αλληλουχία για την παρουσία αποσιωπητή χρησιµοποιήθηκε το 
τµήµα DNA από �392 έως �177 του υποκινητή του ε-γονιδίου που έχει αποδειχθεί ότι λειτουργεί ως 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
αποσιωπητής τόσο σε λειτουργικές in vitro δοκιµασίες όσο και σε διαγονιδιακά ποντίκια (Cao et al.,1989; 
Raich et al., 1995).  

Πίνακας 7. Τα είκοσι τρία διαφορετικά τµήµατα µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων που ελέγχθηκαν 
λειτουργικά. 
 

Τµήµα Ενζυµα Μήκος (bp) ραστικότητα 

CAT 

Enh Hind III-Hind III 753 63 

A Hind III-Bgl I 480 150 

B Bgl I-Cla I 1,360 70 

C Cla I-Ava I 1,001 125 

D Hind III-Sac I 842 109 

E Bgl II-Xba I 1,767 89 

F Bgl I-Sac I 362 57 

G Sac I-Eco RI 764 114 

H Ava I-Bgl II 740 98 

I Xba I-Xba I 1,994 148 

K Nco I-Eco RI 922 91 

L Xba I-Xba I 748 134 

M Xba I-Xba I 1,151 151 

M1 Xba I-Eco RI 509 Σε εξέλιξη 

M2 Eco RI-Xba I 642 Σε εξέλιξη 

N Eco RI-Bgl II 1,622 150 

O Xba I-Bgl II 980 62 

P Bgl II-Eco RI 1,533 57 

Q Hph I-Ssp I 572 149 

R Eco RI-Sal I 855 168 

S Pst I-Sac I 530 103 

T (NRE) 58 του δ-γονιδίου (µε PCR) 160 Σε εξέλιξη 

U (PRE) 30 του δ-γονιδίου (µε PCR) 246 Σε εξέλιξη 

 

 Τα αποτελέσµατα (πίνακας 7) έδειξαν την παρουσία τεσσάρων τµηµάτων µε ιδιότητες αποσιωπητού. 
Η δραστικότητα των πλασµιδίων που περιείχαν τις περιοχές αυτές ήταν κατά 30-40% χαµηλότερη του 
πλασµιδίου ελέγχου pRSV-CAT. ∆ύο τµήµατα (Enh και F) προσδιορίσθηκαν µεταξύ των Αγ και ψβ-
γονιδίων, ευρισκόµενα 0.4 kb και 1.6 kb από το 3΄άκρο του Αγ γονιδίου αντίστοιχα ενώ δύο άλλα τµήµατα 
(O και P) εντοπίσθηκαν 2.3 kb και 0.7 kb 5′ του δ-γονιδίου, αντίστοιχα (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 
1994).  Οι αλληλουχίες αυτές φαίνεται ότι συµµετέχουν και στην αναπτυξιακή ρύθµιση των εµβρυϊκών γ-
γονιδίων. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
Σηµειώνεται ότι το τµήµα Enh (Hind III 753 bp), αρχικά είχε χαρακτηριστεί ως ενισχυτής (Bodine and Ley 
1987) στη δική µας λειτουργική ανάλυση µε την ανωτέρω στρατηγική  λειτουργεί και ως αποσιωπητής. 
Aκόµα και τα πιο πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η λειτουργία της περιοχής αυτής είναι 
αµφιλεγόµενη και παραµένει αδιευκρίνιστη (Liu et al., 1998).  

 Τα αποτελέσµατα είναι απόλυτα συµβατά µε τα δεδοµένα σε διαγονιδιακά ποντίκια τα οποία έδειξαν 
αυτόνοµη καταστολή των γ-γονιδίων αµέσως µετά την γέννηση σε κατασκευές DNA που περιείχαν ακριβώς 
τις ανωτέρω ρυθµιστικές αλληλουχίες (Enh και F) που χαρακτηρίσαµε ως αποσιωπητές (Dillon et al., 1991; 
Lloyd et al., 1992; Arcasoy et al., 1997) όπως φαίνεται στο Σχήµα 30. Εποµένως, τα δεδοµένα αυτά είναι 
συµβατά µε την υπόθεση ότι η αναπτυξιακή ρύθµιση των γ-γονιδίων επιτελείται και µέσω αυτών των 
αποσιωπητών. 
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Εικόνα 30.  Παρουσία των αποσιωπητών Enh και F το Αγ-γονίδιο παρουσιάζει αυτόνοµη καταστολή σε 

διαγονιδιακά ποντίκια. 

 

Μεταγραφικοί παράγοντες που συνδέονται µε τους αποσιωπητές Enh και F 
 

 Με την χρήση τεχνικών µετατόπισης της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (electrophoretic mobility 
shift assay) σε συνδυασµό µε τεχνικές αποτύπωσης DNAseI, προσδιορίστηκαν  οι µεταγραφικοί παράγοντες 
που προσδένονται στους δύο αποσιωπητές.  

 Προηγούµενη  µελέτη είχε δείξει ότι ο αποσιωπητής Enh συνδέεται µε  διάφορους   παράγοντες και 
περιλαµβάνει τρεις θέσεις σύνδεσης για τον ερυθροποιητικό παράγοντα  GATA-1, καθώς και από µια θέση 
για τους παράγοντες AP-2, CBP-1 και Sp1 (Purucker et al., 1990).  Αργότερα απεδείχθη ότι περιλαµβάνει 
και δύο θέσεις σύνδεσης της πρωτεΐνης SATB1 που προσδένεται ειδικά µε περιοχές του DNA όπου 
συµµετέχουν στην σύνδεση του πυρηνικού σκελετού (nuclear matrix/scaffold-associated, MARs/SARs). 
(Cunningham et al., 1994). Μία φυσικώς απαντούσα σηµειακή µετάλλαξη (C σε T #41,806) έχει εντοπιστεί 
µέσα στο τµήµα Enh και ως αποτέλεσµα τα γ-γονίδια εκφράζονται έως και το ενήλικό στάδιο (Balta et al., 
1994). Το ίδιο µεταλλαγµένο Enhm τµήµα κλωνοποιήθηκε στο φορέα pGL2 Gγ-λουσιφεράση-SV40, όπου 
και ελέγχθηκε λειτουργικά για κατασταλτική δράση παρουσία του ενισχυτού του ιού SV40, τόσο σε Κ562 
όσο και σε κύτταρα HeLa. Τα αποτελέσµατα δεν έδειξαν καµία διαφορά µεταξύ του φυσιολογικού Enh και 

LC

LC

Enh          F       Cla I



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
του µεταλλαγµένου τµήµατος Enhm, υποδηλώντας ότι  αυτή η φυσιολογική µετάλλαξη δεν ευθύνεται 
αποκλειστικά για τον φαινότυπο που παρατηρείται.   

 Σε συνεργασία µε τον ∆ρ. Π. Σουλτανά µελετήθηκε ο αποσιωπητής F (AvaI-Sac 364 bp) για την 
δυνατότητα σύνδεσης του µε µεταγραφικούς παράγοντες. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 31.  Η περιοχή µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων µε τους επιµέρους αποσιωπητές που εντοποιήστηκαν (Enh, 

F, O και Ρ). Ο αποσιωπητής F υποδιαιρέθηκε σε µικρότερα τµήµατα (FE, FH  και FG) όπου βρέθηκε ότι 
συνδέεται µε διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες.  

 Τα αποτελέσµατα έδειξαν συγκεκριµένες θέσεις δέσµευσης για τους παράγοντες YY1, GATA-1 και 
CP1 (Σχήµα 31). Οι θέσεις για τον παράγοντα ΥΥ1 βρέθηκαν να εµφανίζουν ποικίλου βαθµού οµολογία µε 
συµβατικές αλληλουχίες δέσµευσης (VDCCATNWY). Τρεις από τις θέσεις (26, 108 και 311) εµφανίζουν 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
ισχυρή σύνδεση µε τον ΥΥ1, δύο θέσεις (88 και 338) συνδέονται ολιγότερο ισχυρά, ενώ µία θέση (219) 
εµφανίζει ασθενή σύνδεση. Επιπρόσθετα προσδιορίσθηκαν τρεις θέσεις ισχυρής σύνδεσης για τον 
ερυθροποιητικό παράγοντα GATA-1 (61, 292 και 321) και  µία θέση για τον µη-ιστοειδικό παράγοντα CP1 
(Soultanas et al., 1996; Soultanas et al., υπό προετοιµασία).     

 Στη συνέχεια ελέγχθηκαν  λειτουργικά οι θέσεις σύνδεσης του παράγοντα ΥΥ1. Για τον σκοπό αυτό 
δηµιουργήθηκαν  µέσω PCR επιλεκτικές µεταλλάξεις σε κάθε µία από τις ισχυρές θέσεις σύνδεσης (26, 108 
και 311) του παράγοντα ΥΥ1. Τα µεταλλαγµένα F τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν στα πλασµίδια αναφοράς 
RSV-CAT και pGL2 Gγ-λουσιφεράση-SV40 και ελέγχθηκαν λειτουργικά σε Κ562 και HeLa κύτταρα. Τα 
αρχικά αποτελέσµατα  έχουν δείξει ότι η µετάλλαξη στην ΥΥ1 θέση 108 (ACA σε TTG) αναστέλλει τη 
δράση του αποσιωπητή, και ως αποτέλεσµα παρουσιάζει αυξηµένη  έκφραση κατά 2.0-2.2 σε Κ562 και 
HeLa κύτταρα. Σε εξέλιξη βρίσκονται και µία σειρά πειραµάτων όπου το τµήµα F έχει χωριστεί σε τρία 
µικρότερα τµήµατα (FE, FH και FG) όπου κάθε τµήµα περιέχει και ένα διαφορετικό αριθµό από τις ισχυρές 
θέσεις σύνδεσης του παράγοντα ΥΥ1 (Σχήµα 31). Όλα τα τµήµατα FE (µία ΥΥ1), FH(καµία ΥΥ1) και FG 
(δύο ΥΥ1) υποκλωνοποιήθηκαν στο φορέα pGL2 Gγ-luciferase-SV40 και ελέγχονται  λειτουργικά σε Κ562 
και HeLa κύτταρα. Με βάση τα ανωτέρω αποτελέσµατα η αρχική κατασκευή µε τρεις ΥΥ1 θέσεις 
αναµένεται να παρουσιάσει την χαµηλότερη έκφραση ενώ αναµένεται αυξηµένη έκφραση του γονιδίου 
αναφοράς στις υπόλοιπες κατασκευές (Soultanas et al., υπό προετοιµασία).  

 
 Στη συνέχεια διερευνήσαµε περαιτέρω το ρόλο των αποσιωπητών O και P στη δηµιουργία του 
φαινοτύπου δύο συγκρίσιµων µεταλλάξεων, την Αµερικανική (δβ)0 θαλασσαιµία (Anagnou et al., 1985) και 
την Ιταλική HPFH-5 (Camaschella et al., 1990) όπου ενισχύεται ο αρνητικός ρόλος των αποσιωπητών στην 
έκφραση των γ-γονιδίων.  

 

Αµερικανική (δβ)0 θαλασσαιµία: Κλωνοποιήση και δοµική ανάλυση του γεφυρικού τµήµατος 
 

 Η Αµερικανική (δβ)0 θαλασσαιµία παρουσιάζει επίπεδα HbF 25% τα οποία είναι σηµαντικό πιο 
αυξηµένα από ότι συνήθως παρατηρούµε σε τέτοιου είδους  µεταλλάξεις (HbF 4-18%). Η µορφή αυτή 
προκύπτει από έλλειµα DNA περίπου 12.0 kb. Το έλλειµα αρχίζει περίπου 2.4 kb ανοδικά από το 5′ άκρο του 
δ-γονιδίου και τερµατίζει περίπου 200 bp από το 3′ άκρο του β-γονιδίου (Anagnou et al., 1985). Αρχικά ο 
ακριβής φαινότυπος της Αµερικανικής (δβ)0 θαλασσαιµίας ήταν δύσκολο να χαρακτηρισθεί δεδοµένου ότι η 
ασθενής ήταν διπλός ετεροζυγώτης και για το γονίδιο της δρεπανοκυτταρικής αναιµίας (βs) το οποίο 
προκαλεί και αυξηµένη εµβρυϊκή αιµοσφαιρίνη. Η χρώση µε µονοκλωνικό αντίσωµα για την γ-σφαιρίνη 
περαιτέρω έδειξε ότι η ασθενής παρουσίαζε πανκυτταρική κατανοµή της HbF στα ερυθροκύτταρα (Anagnou 
et al., 1985). Ετσι δεν ήταν σαφές εάν ο φαινότυπος αυτής της µετάλλαξης ήταν τύπου δβ-θαλασσαιµίας ή 
HPFH. Αργότερα εντοπίστηκε µια άλλη πολύ συγκρίσιµη µετάλλαξη απουσία όµως του γονιδίου βs µε 
φαινότυπο δβ-θαλασσαιµίας και HbF 14.7% (Waye et al., 1994).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 32.  ∆ιερεύνηση του ρόλου των αποσιωπητών Ο και Ρ στη δηµιουργία του φαινοτύπου δύο συγκρίσιµων 

µεταλλάξεων, την Αµερικανική (δβ)0 θαλασσαιµία και την Ιταλική HPFH-5. 

 

Μια άλλη πολύ συγκρίσιµη µετάλλαξη µε τις δύο αυτές (δβ)0 θαλασσαιµίες, είναι η Ιταλική HPFH-5 µε 
επίπεδα HbF 16-20%  και έλλειµα 12.9 kb. Το έλλειµα της HPFH-5  αρχίζει 3.2 kb ανοδικά του δ-γονιδίου 
και τερµατίζει µέσα στον ενισχυτή του 3′ του β-γονιδίου (Camaschella et al., 1990). Με βάση τα ανωτέρω 
αποτελέσµατα και δεδοµένου ότι τα πιθανά άκρα της Αµερικανικής (δβ)0 θαλασσαιµίας δεν διέφεραν πολύ 
από εκείνα της HPFH-5, αποφασίσαµε  την κλωνοποίηση του γεφυρικού τµήµατος. Αρχικά σχεδιάστηκαν 
ένα ζευγάρι εκκινητών, ευθείας αλληλουχίας (ανοδικά της θέσης Xba I) 5′-GTA-TAC-CTC-CCA-TAC-
CAT-GTG-GCT-3′ και αντίστροφης αλληλουχίας 5′-GAG-GAC-AAG-GAC-CAC-TTG-AGA-CTC-A-3′ 
(καθοδικά της θέσης Ava II, Σχήµα 33). Χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο γενωµικό DNA από τον ετεροζυγώτη 
αποµονώθηκε µε τη µεθοδολογία της PCR το γεφυρικό τµήµα 1.5 kb της µετάλλαξης. Το τµήµα αυτό 
υποκλωνοποιήθηκε στη συνέχεια στο φορέα pGEM-T (Promega) όπου υπεβλήθη σε ανάλυση της 
πρωτοταγούς δοµής του. Τα αποτελέσµατα µετά την ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής έδειξαν κατ΄ αρχάς ότι 
και οι δύο δβ-θαλασσαιµίες ήταν σχεδόν ταυτόσηµες στα σηµεία αποκοπής τους µε έλλειµα 11.76 kb.       

 

Ο ρόλος των αποσιωπητών O και P στην δηµιουργία του φαινοτύπου HPFH έναντι εκείνου 
της δβ-θαλασσαιµίας 
 

 Η ανάλυση των σηµείων αποκοπής µεταξύ της Αµερικανικής (δβ)0 θαλασσαιµίας και της Ιταλικής 
HPFH-5, έδειξε ότι τα 5′ άκρα τους διαφέρουν κατά 779 bp, ενώ τα 3′ άκρα τους κατά 362 bp. Παρόλο τις 
ελάχιστες διαφορές τους οι δύο µεταλλάξεις εµφανίζουν διάκριτους φαινοτύπους. Η Ιταλική HPFH-5  έχει 
ένα µέσο όγκο ερυθροκυττάρων (MCV) 80-81fl µε ένα εύρος HbF 16-20% µε πανκυτταρική κατανοµή. Ενώ 
η Αµερικανική (δβ)0 θαλασσαιµία  έχει ένα MCV 70.9 fl και HbF 14.7% µε ετεροκυτταρική κατανοµή. 
Αµφότερα τα ελλείµατα αφαιρούν τον αποσιωπητή P, ενώ ο αποσιωπητής O  σχεδόν αφαιρείται στην HPFH-
5 και διατηρείται κατά το πλείστον στη δβ-θαλασσαιµία (Σχήµα 32).  

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 33.  Τα γεφυρικά τµήµατα της HPFH-5 και της Αµερικανικής (δβ)0 θαλασσαιµίας ελέγχθηκαν λειτουργικά 

για την πιθανή δηµιουργία των φαινοτύπων από την παρουσία ή απουσία του αποσιωπητή.   

 Για να διερευνήσουµε κατά πόσο τα δύο στοιχεία (O και P) ενέχονται στη δηµιουργία των δύο 
φαινοτύπων, τα δύο γεφυρικά τµήµατα υποκλωνοποιήθηκαν µέσω PCR στο πλασµίδιο γ-CAT. Συγχρόνως 
υποκλωνοποιήθηκαν και µία σειρά αλληλοκαλυπτοµένων τµηµάτων από τις περιοχές των σηµείων αποκοπής 
συµπεριλαµβανόµενο και διάφορες περιοχές του ενισχυτή 3′ του β-γονιδίου. Όλα τα πλασµίδια 
µεταφέρθηκαν µε διαµόλυνση σε ερυθροποιητικά Κ562 και µη-ερυθροποιητικά κύτταρα πίθηκου COS-7, 
όπου και µελετήθηκε η µεταγραφική τους επίπτωση στο γονίδιο αναφοράς.  

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι το γεφυρικό τµήµα της HPFH-5, που περιλαµβάνει ένα µικρό τµήµα του 
κολοβωµένου αποσιωπητού O  σε σύντηξη µε ένα σχεδόν άθικτο τµήµα του ενισχυτού 3′ του β-γονιδίου 
αύξησε τη δραστικότητα CAT κατά 4-5 φορές. Αντίθετα, το συγκρίσιµο γεφυρικό τµήµα της δβ-
θαλασσαιµίας, που περιέχει ένα άθικτο τµήµα του αποσιωπητού O σε σύντηξη µε ένα άθικτο τµήµα του 
ενισχυτού 3΄ του β-γονιδίου παρουσίασε δραστικότητα χαµηλότερη του πλασµιδίου αναφοράς γ-CAT. Ο 
ενισχυτής του β-γονιδίου όπως ανεµένετο παρουσίασε αυξηµένη έκφραση, κατά ένδεκα φορές του 
πλασµίδιου γ-CAT. Ο ενισχυτής αυτός περιλαµβάνει τέσσερις GATA-1 θέσεις (Wall et al., 1988) οι οποίες 
απεικονίζονται µε ανοικτούς κύκλους. Η παρουσία τµήµατος του ενισχυτή µε µία ή δύο GATA θέσεις είχαν 
ως αποτέλεσµα ίση δραστικότητα CAT µε το πλασµίδιο αναφοράς, υποδηλώντας ότι απαιτούνται και οι 
τέσσερις GATA θέσεις για την ισχυρή λειτουργία του ενισχυτή (Σχήµα 34) (Kosteas et al., 1996).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 34.  Η ανάλυση α)της ισχυρής δράσης του ενισχυτού 3′ του β-γονιδίου (11x). β) της αυξηµένης 
δραστικότητας του γεφυρικού τµήµατος της HPFH-5 (4x) λόγω απουσίας µίας GATA-1 θέσης καθώς και γ) της 
αδυναµίας του ενισχυτού 3′ του β-γονιδίου να ενεργοποίηση το γ-γονίδιο παρουσία του αποσιωπητού Ο. 

 

 

Προκειµένου να τεκµηριώσουµε κατά πόσο η παρουσία του  αποσιωπητού O είναι η αιτία της χαµηλής 
δραστικότητας στην δβ-θαλασσαιµία, δηµιουργήσαµε προοδευτικά ελλείµατα επί του γεφυρικού τµήµατος 
που αφαιρούν το 5′ άκρο του  αποσιωπητού καθώς και δύο εσωτερικά ελλείµατα. Ο αποσιωπητής Ο 
περιλαµβάνει δύο θέσεις ΥΥ1 και τρεις θέσεις GATA-1 που απεικονίζονται ως κλειστοί και ανοικτοί κύκλοι 
αντίστοιχα. Η προοδευτική αφαίρεση κυρίως της εσωτερικής αλληλουχίας, οδήγησε στην επανενεργοποίηση 
του γ-CAT γονιδίου κατά τέσσερις φορές (Σχήµα 35). Τα ανωτέρω αποτελέσµατα µιµούνται επαρκώς την in 
vivo κατάσταση όσον αφορά τα επίπεδα της έκφρασης των γ-γονιδίων στα δύο σύνδροµα και τεκµηριώνουν 
για πρώτη φορά την άποψη ότι η διατήρηση και παρουσία του αποσιωπητού Ο είναι υπεύθυνη για τις 
φαινοτυπικές διαφορές. Περαιτέρω, τα πειραµατικά δεδοµένα, σε συνδυασµό µε εκείνα των µικρών 
ελλειµάτων-µεταλλάξεων του β-γονιδίου, επιβεβαιώνουν την αξία αµφοτέρων των υποθέσεων, ήτοι τον 
αυτόνοµο µηχανισµό της µεταστροφής, µέσω της παρουσίας των αποσιωπητών και του συναγωνιστικού 
µηχανισµού µέσω της παρουσίας ενός άθικτου λειτουργικού β-γονιδίου.    

  



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 35.  Επιλεκτικές µεταλλάξεις στον αποσιωπητή Ο έδειξαν ότι η αφαίρεση της κεντρικής περιοχής του 
(τρεις θέσεις GATA-1 και µία θέση ΥΥ1) οδήγησε σε συγκρίσιµα επίπεδα (4x) δραστικότητας µε το αρχικό γεφυρικό 
τµήµα της HPFH-5.  

 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: ΙΙ 
 
 Η λειτουργική ανάλυση τµηµάτων από την περιοχή µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων  σε κύτταρα 
Κ562, ανέδειξαν την παρουσία τεσσάρων τµηµάτων µε ιδιότητες αποσιωπητού. ∆ύο τµήµατα (Enh και F) 
προσδιορίσθηκαν µεταξύ των Αγ και ψβ-γονιδίων, ευρισκόµενα 0.4 kb και 1.6 kb από το 3′ άκρο του Αγ 
γονιδίου, αντίστοιχα ενώ άλλα δύο τµήµατα (Ο και Ρ) εντοπίσθηκαν 0.7 kb και 2.3 kb 5′ του δ-γονιδίου, 
αντίστοιχα. Τα δεδοµένα αυτά είναι συµβατά µε µελέτες σε διαγονιδιακά ποντίκια όπου επετεύχθη αυτόνοµη 
φυσιολογική µεταστροφή του LCR Αγ-γονιδίου στο ενήλικο στάδιο, η κατασκευή του οποίου 
συµπεριλάµβανε τους αποσιωπητές Enh και F. Στη συνέχεια διερευνήθηκε ο ρόλος των αποσιωπητών Ο και 
Ρ στη δηµιουργία του φαινοτύπου HPFH έναντι εκείνου της δβ-θαλασσαιµίας. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 
η διατήρηση και παρουσία του Ο αποσιωπητού είναι υπεύθυνη για τις φαινοτυπικές διαφορές. Τα ανωτέρω 
δεδοµένα επιβεβαιώνουν την υπόθεση για τον αυτόνοµο µηχανισµό της µεταστροφής, µέσω της παρουσίας 
των αποσιωπητών. 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

Πειράµατα σε εξέλιξη  
  

 Σε συνεργασία µε την ∆ρ. Κ. Μαµαλάκη (ΙΜΒΒ) και τον ∆ρ. F. Grosveld (Erasmus University, Rotterdam) 
επιτελείται η ακριβής εκτίµηση του in vivo ρόλου των δύο αποσιωπητών (Enh και F) µε τη σύνδεση των 
επιµέρους περιοχών µε τα εµβρυϊκά γ-γονίδια σε διαγονιδιακά ποντίκια. Συγχρόνως επιτελείται και η in vivo 
διάσπαση (disruption) της φυσικής συνέχειας της αλληλουχίας τους µε την τεχνολογία του loxP οµόλογου 
ανασυνδυασµού σε γενωµικούς κλώνους τεχνητών χρωµοσωµάτων βακτηριοφάγου Ρ1 (PAC) που περιέχουν 
το σύµπλεγµα των γονιδίων της β-σφαιρίνης µε σκοπό την αδρανοποίηση τους (Katsantoni et al., υπό 
προετοιµασία). Η αδρανοποίηση αυτή αναµένεται να οδηγήσει στην άρση της αρνητικής επίδρασης τους 
στον υποκινητή των γ-γονιδίων.  

 Παράλληλα σε συνεργασία µε τον ∆ρ. K. Peterson (University of Kansas, Kansas City) έχει γίνει µέσω 
οµόλογου ανασυνδυασµού η επιλεκτική εκτοµή των τµηµάτων Ο και P 2.5 kb από τον γενωµικό κλώνο του 
τεχνικού χρωµοσώµατος σακχαροµύκητα (YAC) που περιέχει το σύµπλεγµα των β-γονιδίων συνολικό µήκος 
248 kb (Σχήµα 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

                                                                                                                                                                                              
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 36:  Η αφαίρεση µέσο οµόλογου ανασυνδυασµού των αποσιωπητών Ο και Ρ από τροποποιηµένο 
YAC αναµένεται να επηρεάσει την αναπτυξιακή έκφραση του Αγ-γονιδίου. 

 

Ο φυσιολογικός και ο µεταλλαγµένος κλώνος β-YAC έχουν εισαχθεί σε ποντίκια όπου αναλύεται η έκφραση 
των Gγ και Αγ γονιδίων σε όλα τα στάδια της οντογένεσης.  Η πιθανή επανενεργοποίηση των γ-γονιδίων στο 
µεταγραφικό και µεταφραστικό επίπεδο θα τεκµηριώσει την κατασταλτική δράση των στοιχείων αυτών και 
συγχρόνως θα επιβεβαιώσει την υπόθεση που ελέγχουµε (Kosteas et al., υπό προετοιµασία) (Σχήµα 36). 
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Αποτελέσµατα Πρώτου Μέρους 
 

Στο πρώτο µέρος των αποτελεσµάτων της παρούσας ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής, ελέγξαµε πειραµατικά 
την αξία της υπόθεσης κατά πόσον  η διαµετάθεση νέων αλληλουχιών µε ιδιότητες ενισχυτών από το 3′ άκρο 
του συµπλέγµατος, λόγω µεταλλάξεων, σε γειτνίαση µε τα γ-γονίδια είναι υπεύθυνη για την αυξηµένη  
έκφραση των γ-γονιδίων στην ενήλικο ζωή.  Για τον σκοπό αυτό µελετήσαµε λειτουργικά επτά φυσικές 
µεταλλάξεις HPFH και δβ-θαλασσαιµίας. Τα αποτελέσµατα µας ανέδειξαν δύο νέους ενισχυτές 3′ των 
ελλειµάτων της HPFH-3 (Anagnou et al., 1995) και HPFH-6 (Kosteas et al., 1997a) που είναι υπεύθυνοι για 
την δηµιουργία του φαινοτύπου.  

 

Η µετάλλαξη HPFH-3 αφαιρεί 48.5 kb DNA που περιλαµβάνει τα ενήλικα δ και β-γονίδια και 
παρουσιάζει αυξηµένη έκφραση των γ-γονιδίων. Βάσει της ανωτέρω υπόθεσης, ελέγξαµε την 
διαµετατιθέµενη περιοχή για την πιθανή παρουσία ενός ενισχυτή που είναι υπεύθυνου για τον προκύπτοντα 
φαινότυπο. Για τον σκοπό αυτό, έγινε επανασύσταση του ανασυνδυασµένου γεφυρικού τµήµατος 13.6 kb 
όπως προκύπτει στο DNA του ετεροζυγώτου µε HPFH-3 (Kutlar et al., 1984; Henthorn et al., 1986). Το 
ανασυνδυασµένο τµήµα περιέχει το εµβρυϊκό Αγ-γονίδιο µε τις πλευρικές του αλληλουχίες καθώς και 6.2 kb 
αλληλουχιών που προέρχονται από µία περιοχή 30 kb από το β-γονίδιο, ευρισκόµενη στο το 3′ άκρο του 
συµπλέγµατος. Ακολούθως έγινε εισαγωγή του επανασυσταθέντος τµήµατος µε µικροένεση σε 
γονιµοποιηµένα ωάρια ποντικού όπου και µελετήθηκε η αναπτυξιακή έκφραση των γ-γονιδίων σε 
διαγονιδιακά ποντίκια. Προηγούµενες µελέτες (Chada et al., 1986; Kollias et al., 1986) έχουν δείξει ότι η 
εισαγωγή των γ-γονιδίων χωρίς επιπρόσθετες αλληλουχίες οδηγεί στην έκφραση µόνο στα 11.5 ηµερών 
κύτταρα του λεκιθικού ασκού και όχι σε αργότερο στάδιο της ανάπτυξης όπως στο εµβρυϊκό ήπαρ ή στα 
ερυθροκύτταρα του περιφεριακού αίµατος. Εποµένως, το σύστηµα αυτό παρέχει την δυνατότητα να 
ελέγχεται η επίδραση επιπρόσθετων αλληλουχιών στο αναπτυξιακό πρόγραµµα των γ-γονιδίων. Η 
διαµετάθεση λοιπόν της 3′ περιοχής από το έλλειµα της HPFH-3 σε γειτνίαση µε το Αγ-γονίδιο είχε ως 
αποτέλεσµα την παρατεταµένη  έκφραση του Αγ-γονιδίων σε δύο ποντίκια µέχρι και το στάδιο των 16 
ηµερών του εµβρυϊκού ήπατος  (Anagnou et al., 1995). Εποµένως, τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι 
οι 3′ διαµετατιθέµενες αλληλουχίες έχουν την ικανότητα να τροποποιούν εν µέρει την αναπτυξιακή έκφραση 
του Αγ-γονιδίου. Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και µε την  3′  διαµετατιθέµενη περιοχή από το 
έλλειµα της HPFH-2 (Arcasoy et al., 1997). Η διαµετατιθέµενη περιοχή της HPFH-2 περιλαµβάνει τον 
ενισχυτή της HPFH-1 καθώς και τον νέο µεταγραφικό ενισχυτή που πρόσφατα εντοπίσαµε 3′ του σηµείου 
αποκοπής του ελλείµατος (McArthur and Anagnou 1998). Οταν το γ-γονίδιο συνδέθηκε µε την περιοχή LCR 
παρατηρήθηκε ότι η περιοχή LCR, προσδίδει υψηλού επιπέδου ερυθροποιητική έκφραση. Το επίπεδο της 
έκφρασης εξαρτάται από τον αριθµό των αντιγράφων του γονιδίου, αλλά όχι από την θέση ενσωµατωσής του 
(Grosveld et al., 1987; Enver et al., 1989; Enver et al., 1990; Boehringer et al., 1990).  Οµως, η αναπτυξιακή 
εξειδίκευση της έκφρασης του Αγ-γονιδίου χάνεται παρουσία της LCR και το Αγ-γονίδιο εκφράζεται σε όλα 
τα στάδια της οντογένεσης (Enver et al., 1989). Η κατασκευή µας δεν περιελάµβανε την περιοχή LCR και 
µας επέτρεψε να ελέγξουµε απευθείας την επιρροή της 3′ διαµετατιθέµενης περιοχής στην αναπτυξιακή 
έκφραση του γ-γονιδίου (Σχήµα 1).  

    

 

 

 

 

 

  Μελέτες του Αγ-γονιδίου σε διαγονιδιακά ποντίκια 



 

   

                     Στάδια οντογένεσης 
              Αγ Πρώϊµο εµβρυϊκό  Οψιµο εµβρυϊκό Ενήλικο   
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Σχήµα 1.   Η διαµετάθεση της 3′′′′  περιοχής από το έλλειµα της HPFH-3 σε γειτνίαση µε το Αγ-γονίδιο έχει 
ως αποτέλεσµα την παρατεταµένη έκφραση του Αγ-γονιδίου έως και το στάδιο του εµβρυϊκού 
ήπατος.   

Ο ρόλος της 3′ διαµετατιθέµενης περιοχής διερευνήθηκε περαιτέρω µε in vitro λειτουργικές 
δοκιµασίες CAT. Αρκετά τµήµατα που καλύπτουν την ανωτέρω περιοχή υποκλωνοποιήθηκαν σε φορέα 
έκφρασης και µελετήθηκαν για την παρουσία ενισχυτού µε βάση την ικανότητα τους να ενεργοποιήσουν το 
υβριδικό γονίδιο αναφοράς γ-CAT, τόσο σε ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562, όσο και σε µη-ερυθροποιητικά 
κύτταρα HeLa. Τµήµατα που εντοπίζονται στις πρώτες 700 bp µετά από το σηµείο αποκοπής της HPFH-3 
παρουσίασαν αυξηµένη δραστικότητα CAT κατά τρεις φορές, ανεξάρτητα από την κατεύθυνση τους, κυρίως 
σε κύτταρα Κ562 παρουσία αιµίνης αλλά όχι στα κύτταρα HeLa. Τα ανωτέρω δεδοµένα τεκµηριώνουν την 
παρουσία ενός νέου ενισχυτού µε ερυθροποιητική εξειδίκευση, 3′ του σηµείου αποκοπής της HPFH-3. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

   

 

 
Σχήµα 2.  Η διαφορά ισχύος µεταξύ διάφορων ενισχυτών του συµπλέγµατος των β-γονιδίων, όπως µελετήθηκε 

σε in vitro λειτουργικές δοκιµασίες σε κύτταρα Κ562 (McArthur and Anagnou, 1998). 

Η δραστικότητα του ενισχυτή της HPFH-3 ήταν συγκρίσιµη,  αλλά χαµηλότερη, από εκείνη του ενισχυτή της 
HPFH-1 που είχε εντοπιστεί προηγουµένως (Fiengold and Forget 1989). Παρόµοια αποτελέσµατα είχαν 
παρατηρηθεί σε πρόσφατη µελέτη χρησιµοποιώντας το λίαν ευαίσθητο σύστηµα της λουσιφεράσης, όπου η 
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ισχύς του ενισχυτού της HPFH-3 ήταν περίπου κατά 50% χαµηλότερη από εκείνη του ενισχυτού της HPFH-1 
(McArthur and Anagnou 1998) (Σχήµα 2).  

 Στην συνέχεια, ο ενισχυτής HPFH-3 ελέγχθηκε για την οντογενική του εξειδίκευση σε υποκινητές 
ετερόλογων γονιδίων µε πρώϊµου εµβρυϊκού (ε-γονίδιο) ή ενηλίκου τύπου εξειδίκευση (β και δ-γονίδια), 
καθώς και στον µη-ετερόλογο υποκινητή της DHFR-CAT. Ο ενισχυτής είχε την ικανότητα να αυξάνει την 
έκφραση του ε-γονιδίου (κατά 2.3 φορές), στα κύτταρα Κ562, δεν παρουσίασε όµως καµία επίπτωση στους 
υποκινητές των β- και δ-γονιδίων. Τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι η δράση του ενισχυτού της HPFH-3 
περιορίζεται στους υποκινητές των πρώϊµων και όψιµων εµβρυϊκών γονιδίων. Είναι γνωστό ότι τα κύτταρα 
Κ562 εκφράζουν γ αλλά όχι β-σφαιρίνη. Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι το γονίδιο αναφοράς βCAT 
δεν λειτουργεί στα Κ562 κύτταρα, σε αντίθεση µε το γονίδιο εCAT (Fordis et al., 1984, Fordis et al., 1985). 
Είναι ενδεχόµενο, η µη ενεργοποίηση του β-γονιδίου από τον ενισχυτή της HPFH-3, να οφείλεται στην ισχύ 
του ενισχυτή, δεδοµένου ότι η HS2 θέση της περιοχής LCR, µε ισχυρή δράση ενισχυτή, είχε την ικανότητα 
να ενεργοποιεί σηµαντικά τον υποκινητή του β-γονιδίου (Jane et al., 1992). 

 Η ανάλυση, αρχικά τις δοµής του ενισχυτή της HPFH-3 (Henthorn et al., 1986)  καθώς και ολόκληρης 
της διαµετατιθέµενης περιοχής (Anagnou et al., 1995) ανέδειξε αρκετές νέες πληροφορίες. Η ανάλυση έδειξε 
ότι το συνολικό µήκος της διαµετατιθέµενης περιοχής είναι 6,261 bp. H περιοχή του ενισχυτή βρέθηκε ότι 
αποτελείται από µία σειρά από επαναληπτικές αλληλουχίες που είναι οµόλογες µε άλλα στοιχεία ενισχυτών 
όπως του ενισχυτή 3′ του β-γονιδίου στο κοτόπουλο (Choi et al., 1986) καθώς και µε το κεντρικό στοιχείο 
(GTGGWWWG, όπου W = A ή Τ) του ενισχυτή του ιού SV40 (Gorman et al., 1982).  Oµολογία υπάρχει και 
µε το τµήµα Enh 753 bp 3′ του Αγ-γονιδίου (Bodine and Ley 1987) το οποίο αρχικά  είχε χαρακτηριστεί ως 
ενισχυτής, ενώ στο σύστηµα µας απεδείχθη ότι λειτουργεί και ως αποσιωπητής, όπως αναφέρεται αργότερα 
(Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994). Παρόµοιες οµολογίες υπάρχουν και µε τον ενισχυτή 3′ του 
ελλείµατος της HPFH-1 (Feingold and Forget 1989). Τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι οι DNA 
αλληλουχίες που βρίσκονται 3′ του σηµείου αποκοπής του ελλείµατος της HPFH-3 είναι συµβατές µε τη 
δοµή και λειτουργία ενός στοιχείου ενισχυτή που έχουν την ικανότητα να τροποποιούν την αναπτυξιακή 
ρύθµιση του Αγ-γονιδίου (Anagnou et al., 1995).   

Περαιτέρω ανάλυση ανέδειξε ότι ο ενισχυτής της HPFH-3 παριστά µέρος µιας µακράς επαναληπτικής 
αλληλουχίας της οικογένειας των ενδογενών ρετροϊών ERV-9 LTR (Smit 1996). Στον άνθρωπο υπάρχουν 
περίπου 50 είδη από τα στοιχεία ERV-9 µε τουλάχιστον 4,000 κολοβωµένα αντίγραφα ή solitary LTR (La 
Mantia et al., 1992). Τα στοιχεία ERV-9 LTR αποτελούν µέρος της ανθρώπινης οικογένειας των ενδογενών 
ρετροϊών human endogenous retroviruses ή HERVs που αποτελούνται από δύο κατηγορίες (Class I και Class 
II) (Lower et al., 1996). Η συχνή παρουσία των στοιχείων ERV-9 LTR στο γονιδίωµα µπορεί να αποτελεί 
µία πηγή λειτουργικών αλληλουχιών (ενισχυτών ή/και υποκινητών) που εντοπίζονται στην περιοχή U3 της 
LTR τους, και ενδεχοµένως να επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων. Η άποψη αυτή ενισχύεται από 
διάφορες λειτουργικές µελέτες µε στοιχεία ERV9 (La Mantia et al., 1992; Anagnou et al., 1995; Long et al., 
1998). Σηµαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ένα δεύτερο στοιχείο ERV-9 LTR έχει πρόσφατα 
εντοπισθεί 5′ της περιοχής LCR (Long et al., 1998). Η παρουσία της ERV-9 εντός της περιοχής LCR 
ενισχύει την άποψη ότι κατά προτίµηση οι ρετροιοί ενσωµατώνονται σε µεταγραφικά ενεργές ή ΄΄ανοικτές΄΄ 
από άποψη δοµής της χρωµατίνης περιοχές του γονιδιώµατος, όπως τις HS θέσεις ή σε νησίδες CpG 
(Feuchter et al., 1992). Τα δύο στοιχεία ERV-9 που εντοπίζονται στα άκρα του συµπλέγµατος της β-
σφαιρίνης, παρουσιάζουν 87% οµολογία εντός της LTR στις περιοχές U3, R και U5. Μια επαναληπτική 
αλληλουχία 41 bp (E element) εντοπίζεται στην περιοχή U3, ενώ µία επαναληπτική αλληλουχία 72 bp 
ευρίσκεται εντός της περιοχής U5. Ο υποκινητής της ERV-9 δεν περιέχει κουτί TATA και πιστεύεται ότι η 
µεταγραφή γίνεται µέσω του στοιχείου έναρξης Inr- (initiator element), και των παραγόντων Sp1 και TBP ή 
TATA binding protein  (La Mantia et al., 1991; La Mantia et al 1992). Τα στοιχεία HERV ενσωµατώθηκαν 
στο ανθρώπινο γονιδίωµα πριν από περίπου δέκα εκατοµµύρια χρόνια (Di Cristofano et al., 1995) και λόγω 
της δοµής τους έχουν πολλαπλασιαστεί και εξαπλωθεί µέσω ενός ενδιάµεσου RNA, ως πλήρεις ή 
κολοβωµένες αλληλουχίες τύπου ρετροϊών (retrovirus-like elements) γνωστές ως ρετροτρανσποζόνια 
(retrotransposons). Τα ρετροτρανσποζόνια µε LTR έχουν προέλθει από ένα προρετροϊο και η δοµή τους είναι 
παρόµοια µε τους ρετροϊούς,  µε κωδικές περιοχές για την αντίστροφη µεταγραφάση, αλλά χωρίς 
λειτουργικό γονίδιο  για το περίβληµα (envelope ή env) (Smit 1996; Smit 1998). Η διεργασία της µετάθεσης 



 

   

ενός ρετροτρανσποζόνιου αρχίζει µε τη µεταγραφή του σε RNA από τις RNA πολυµεράσες του κυττάρου, 
και ακολούθως τη σύνθεση ενός DNA αντιγράφου αυτού του RNA, από την αντίστροφη µεταγραφάση που 
κωδικοποιείται από το ίδιο το ρετροτρανσποζόνιο. Στη συνέχεια, το αντίγραφο του DNA µπορεί να 
ενσωµατωθεί σε κάποια άλλη θέση του γονιδιώµατος (Alberts et al., 2000). Το ανθρώπινο γονιδιώµα 
περιλαµβάνει εννέα διαφορετικές οικογένειες HERV (Lower et al., 1996) µε συνολικά 50,000 αντίγραφα που 
αποτελούν περίπου το 1.3% του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Τα στοιχεία αυτά έχουν µελετηθεί εκτεταµένα, 
γιατί µε την εισαγωγή τους στο γονιδίωµα έχουν προκαλέσει µεταλλάξεις στον ποντικό και σε λιγότερο 
βαθµό στον άνθρωπο  (Smit 1996; Smit 1999; Kazazian 1998; Strazzullo et al., 1998). Στο παρελθόν άλλο 
ένα στοιχείο HERV, το HERV-H ή RTVL-H, είχε εντοπιστεί στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης ανοδικά από 
το 3′ άκρο του ελλείµατος της HPFH-2  (Mager et al., 1984) το οποίο όµως δεν παρουσιάζει οµολογία µε τα 
ERV-9 που βρίσκονται στα άκρα του συµπλέγµατος (Σχήµα 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 3.  Εντόπιση του στοιχείου RTVL-H ή HERV-H στο 3′ άκρο του συµπλέγµατος των β-γονιδίων της 
σφαιρίνης, ανοδικά του 3′ άκρου του ελλείµµατος της HPFH-2. 

 

Συνολικά υπάρχουν περίπου 1,000 αντίγραφα HERV-H και περίπου 1,000 κολοβωµένα LTRs  τα 
οποία έχουν την ικανότητα να ενεργοποιούν την µεταγραφή (Feuchter et al., 1992).  Πρόσφατα αναφέρθηκε 
ότι η και η 5′ HS5 ERV-9 LTR έχει την ικανότητα έναρξης της µεταγραφής πυρηνικών RNAs και ίσως 
λειτουργεί για το άνοιγµα της περιοχής HS5 της LCR κατά τα αρχικά στάδια της οντογένεσης και της 
αιµοποίησης (Tuan et al., 1999; Ling et al., 2000; Proudfoot et al., 2000). Αντιθέτως, τα στοιχεία ERV-9 δεν 
έχουν εντοπιστεί στα τρωκτικά τα οποία εκφράζουν φυσιολογικά τα γονίδια της σφαιρίνης (Di Cristofano et 
al., 1995). 

Με βάση τα ανωτέρω, η πληροφορία της νέας αναλυθείσας DNA περιοχής 3′ του ελλείµµατος της 
HPFH-3 χρησιµοποιήσαµε ως πηγή ώστε να σχεδιαστούν εκκινητές για την κλωνοποιήση µέσω PCR της 
αντίστοιχης ERV-9 LTR περιοχής από διάφορα άλλα είδη (Ling et al., 2000). Τα στοιχεία ERV-9 LTR από 
τον άνθρωπο και τον χιµπαντζή υποκλωνοποιήθηκαν σε φορέα έκφρασης GFP. Λειτουργικές δοκιµασίες 
έδειξαν ότι τα στοιχεία αυτά κατέχουν ισχυρή δράση ενισχυτού σε διάφορες ερυθροποιητικές σειρές, καµία 
δράση όµως δεν ανιχνεύτηκε σε µη- ερυθροποιητικά κύτταρα  (Tuan et al., 1999). Σηµαντικό ενδιαφέρον 
παρουσιάζει από πλευράς εξέλιξης, το γεγονός ότι η αντίστοιχη ERV-9 LTR περιοχή δεν υπάρχει στο DNA 
χιµπατζή αλλά είναι παρόυσα στο DNA του γίββονα, του ουραγκουτάγκου και του γορίλλα. Περαιτέρω, η 
αντίστοιχη περιοχή στο DNA του χιµπαντζή περιλαµβάνει µόνο ένα στοιχείο LINE 1, ενώ ο άνθρωπος έχει 
και τα δύο (ERV-9 και LINE 1) στοιχεία. Η σηµασία αυτών των δεδοµένων ευβρίσκεται υπό διερεύνηση  
(Tuan et al., υπό προετοιµασία). Στο παρελθόν, άλλο ένα στοιχείο ERV-9 LTR από  cDNA βιβλιοθήκη 
ανθρώπινου εµβρυϊκού καρκινώµατος (human embryonal carcinoma cDNA library) παρουσίασε αυξηµένη 
δραστικότητα CAT, αλλά µόνο σε µη διαφοροποιηµένα  καρκινικά κύτταρα  NT2/D1. Τα ανωτέρω 
υποδηλώνουν ότι ίσως να υπάρχει ειδική έκφραση των στοιχείων ERV-9 LTR µέσα στα κύτταρα στα οποία 
έχει γίνει η σύνθεση του mRNA τους (La Mantia et al., 1991) ή ενδεχοµένως η ειδική αυτή µεταγραφή να 
οφείλεται στην παρουσία δυνητικών θέσεων σύνδεσης για διαφόρους ιστοειδικούς παράγοντες εντός της 
περιοχής U3 (Long et al., 1998).   

Στην συνέχεια, για να διερευνήσουµε περαιτέρω την ύπαρξη νέων ρυθµιστικών cis- στοιχείων στη 
γειτονική περιοχή, επεκτείναµε την ανάλυση της πρωτοταγούς αλληλουχίας του DNA έως και το τέλος της 



 

   

διαµετατιθέµενης περιοχής. Η ανάλυση ανέδειξε i) πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης για διάφορους 
παράγοντες (GATA-1, YY1 και GTI), ii) 30 ORFs µε µήκος από 102 έως 369 bp, καθώς και iii) οµολογία 
87-88% µε τις περιοχές των χρωµοσωµάτων 5q31 και 17 (Kosteas et al.,1999). Η περιοχή οµολογίας 
βρίσκεται µετά από το στοιχείο LINE1 και εδράζεται 2,514 bp καθοδικά του 3′ άκρου της HPFH-3 και 
ανήκει στην οικογένεια µεταθετών γενετικών στοιχείων MaLR (Mammalian apparent LTR retrotransposon) 
(Smit 1996). Η δοµή του MaLR αποτελείται από στοιχεία που είναι χαρακτηριστικά για τα 
ρετροτρανσποζόνια (κουτί TATA  ιού, κουτί CCAAT ιού και poly-A ρετροϊού).Το νέο MaLR στοιχείο 
ανήκει στην τάξη �MST-internal� και είναι ένα πλήρες στοιχείο, γεγονός που συµβαίνει µόνο στις 10% των 
περιπτώσεων. Τα στοιχεία MaLR αποτελούν την µεγαλύτερη οικογένεια ενδογενών ρετροϊών, µε περίπου 
167,000 αντίγραφα που αποτελούν περίπου το 2.6% του ανθρώπινου γονιδιώµατος (Smit 1996; Smit 1999; 
Kazazian 1998).  

 

Ενα λειτουργικό ρετροτρανσποζόνιο περιέχει µία εσωτερική αλληλουχία  µε 4,000 έως 9,000 bp που 
κωδικοποιούν για τα γονίδια gag, pol-int και µερικές φορές για το γονίδιο env. Χαρακτηριστικό για ένα 
ρετροτρανσποζόνιο είναι η παρουσία της αλληλουχίας που κωδικοποιεί το ένζυµο της αντίστροφης 
µεταγραφάσης (Σχήµα 4). 

Η εσωτερική αλληλουχία των MaLRs περιλαµβάνει ένα ORF περίπου 1,600 bp το οποίο όµως δεν 
κωδικοποιεί για τα γονίδια gag, pol, env και την αντίστροφη µεταγραφάση. Το νέο στοιχείο MaLR που 
εντοπίσαµε, περιέχει µία εσωτερική αλληλουχία 1,555 bp και περιλαµβάνει µικρότερα ORFs  µεταξύ 369-
105 bp. Τα ORFs των 228 bp και 216 bp οποία παρουσιάζουν 52% οµολογία µε µία τελοµερική αντίστροφη 
µεταγραφάση και µία γλυκοπρωτεΐνη του περιβλήµατος. ∆ύο κολοβωµένα στοιχεία MaLR ευβρίσκονται 3′ 
των Gγ και Αγ γονιδίων (Smit 1993; Kosteas et al., 1999). Είναι ενδιαφέρον, ότι το στοιχείο MaLR 3′ του 
Αγ-γονιδίου µήκους 336 bp, ευρίσκεται εντός της περιοχής του αποσιωπητού Enh. Προκειµένου να 
απαντηθεί το ερώτηµα κατά πόσον το ίδιο στοιχείο MaLR διαθέτει την ιδιότητα του αποσιωπητού, 
µελετήθηκε λειτουργικά η επίπτωση του στην έκφραση του γ-γονιδίου σε παροδικές διαµολύνσεις. Όι µέχρι 
στιγµής λειτουργικές δοκιµασίες µε το στοιχείο Αγ MaLR, έχουν δείξει ότι µειώνει την έκφραση του 
γονιδίου αναφοράς (pGL2 Gγ-λουσιφεράση-SV40) τόσο σε ερυθροποιητικά όσο και σε µη ερυθροποιητικά 
κύτταρα στον ίδιο βαθµό µε τον αποσιωπητή Enh. Τρέχουσες µελέτες αποσκοπούν στην λειτουργική 
διερεύνηση του στοιχείου Gγ MaLR.  



 

   

ΣΧΗΜΑ 4 

ΠΛΑΓΙΑ



 

   

 Ακολούθως µελετήθηκε η µετάλλαξη HPFH-4 (Saglio et al., 1986) η οποία παρουσιάζει τον ίδιο 
φαινότυπο µε την HPFH-3 (επίπεδα HbF 14-30%, πανκυτταρική κατανοµή της HbF). ∆εδοµένου ότι τα 3′ 
άκρα τους είναι σχεδόν παρόµοια, είχε προταθεί ότι η αυξηµένη έκφραση των γ-γονιδίων που παρατηρείται 
να δηµιουργείται από ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ενισχυτού της HPFH-3 (Anagnou et al., 
1988, Anagnou et al., 1995). Μετά από κλωνοποίηση του γεφυρικού τµήµατος µε PCR, προσδιορίστηκε ότι 
το 5′ άκρο του ελλείµατος της HPFH-4 επισυµβαίνει στη συντεταγµένη #50,375, ενώ το 3′ άκρο του 
ευρίσκεται 2,255 bp ανοδικά του 3′ σηµείου αποκοπής του ελλείµατος της HPFH-3. Tο ολικό µήκος του 
ελλείµατος προσδιορίσθηκε ότι είναι 40.3 kb. Η απουσία εκτεταµένης οµολογίας στα σηµεία σύντηξης, 
υποδηλώνει ότι το έλλειµα της HPFH-4 έχει προέλθει από ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό. Η ανάλυση της 
αλληλουχίας του DNA της 3′ διαµετατιθέµενης περιοχής έδειξε, ότι περιλαµβάνει πολλαπλές δυνητικές 
θέσεις δέσµευσης για διάφορους παράγοντες (GATA-1, GT-1 και YY1) καθώς και τις επαναλληπτικές 
αλληλουχίες των οικογενειών MERs και LINE1 (Smit et al., 1996; Smit 1999). Τα στοιχεία MER είναι η 
νεότερη οικογένεια που έχει ανακαλυφθεί και αποτελείται από σαράντα αντίγραφα τα περισσότερα από τα 
οποία αποτελούν µέρος των αλληλουχιών SINEs, LINEs ή LTR στοιχείων (Kaplan et al., 1991; Smit and 
Riggs 1996). Τα στοιχεία LINE είναι ρετροτρανσποζόνια χωρίς την LTR περιοχή. Αποτελούν περίπου το 15-
20% του ανθρώπινου γονιδιώµατος µε περίπου 100,000 αντίγραφα τα περισσότερα από τα οποία είναι 
κολοβωµένα. Τα στοιχεία LINE µε την εισαγωγή τους στο ανθρώπινο γονιδίωµα προκαλούν µεταλλάξεις 
(Smit 1996; Kazazian 1998; Esnault et al., 2000). 

Η λειτουργική ανάλυση οκτώ τµηµάτων από την περιοχή 2,255 bp µεταξύ των ελλειµάτων της 
HPFH-4 και  HPFH-3, τόσο σε κύτταρα Κ562 όσο και σε HeLa, δεν έδειξαν να εµφανίζουν ανιχνεύσιµη 
δραστικότητα ενισχυτού. Με βάση τα ανωτέρω αποτελέσµατα, αποκλείσαµε την παρουσία ενισχυτού στην 
αναλυθείσα DNA περιοχή.  

Η τελευταία συγκρίσιµη µετάλλαξη που µελετήθηκε ήταν η Γερµανική (Αγδβ)° θαλασσαιµία (Anagnou et 
al., 1988) η οποία όµως παρουσιάζει διαφορετικό φαινότυπο από τις HPFH, µε HbF 9.9 έως 12.5% και 

ετεροκυτταρική κατανοµή.  Η µοριακή ανάλυση της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας έδειξε ότι το 5′ άκρο 
του ελλείµατος ευρίσκεται στη συντεταγµένη #37,548, το 3′ άκρο 120 bp καθοδικά εκείνου της HPFH-4, ενώ 
το ολικό µήκος του ελλείµατος είναι 53 kb (Kosteas et al., 1997b). Η σύγκριση των σηµείων αποκοπής δεν 
παρουσίασε σηµαντική οµολογία υποδηλώνοντας ότι το έλλειµα της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας, 
όπως και στην περίπτωση της HPFH-4, προέρχεται από ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό. Περαιτέρω το 
σηµείο σύντηξης εµφανίζει και δύο επιπλέον ή �ορφανά� (TA) νουκλεοτίδια. Τα �ορφανά� νουκλεοτίδια  
έχουν παρατηρηθεί και σε άλλες φυσιολογικές µεταλλάξεις της β-σφαιρίνης, µε 2 έως 36 bp, τα οποία δεν 
υπάρχουν στην φυσιολογική 5′ και 3′ DNA περιοχή. Η παρουσία τους ενδεχοµένως να είναι αποτέλεσµα της 
περίπλοκης αναδιοργάνωσης του DNA στο σηµείο σύντηξης (Henthorn et al., 1990). Ορισµένες όµως 

περιοχές ή συνθήκες φαίνεται ότι αποτελούν συχνά σηµεία αποκοπής διότι ευνοούν συνθήκες µη-οµόλογου 
ανασυνδυασµού όπως οι επαναλληπτικές αλληλουχίες (Alu I, LINE I), η οµολογία στο σηµείο σύντηξης, οι 
περιοχές πλούσιες σε ΑΤ, η θέση αναγνώρισης της τοποισοµεράσης ΙI καθώς και οι θέσεις στάσης (pause) 
της DNA πολυµεράσης α (Zhang et al., 1988; Dimorski et al., 1993). Οι µεταλλάξεις που προέρχονται από 
ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό µπορούν περαιτέρω να εµφανίσουν τρία διαφορετικά χαρακτηριστικά στο 
σηµείο σύντηξης τους, δηλ. i) αυτά που δεν παρουσιάζουν καµία οµολογία και έχουν προέλθει από µία απλή 

αφαίρεση και την επανασύνδεση των τυφλών ή �flush� άκρων, ii) αυτά που παρουσιάζουν ελάχιστη  
οµολογία όπως στην HPFH-4 και τέλος iii) αυτά που προσθέτουν νουκλεοτίδια όπως στην Γερµανική  

(Αγδβ)° θαλασσαιµία (Vanin et al., 1983; Henthorn et al., 1990; Metzenberg et al., 1991).  

 Προκειµένου να διερευνήσουµε περαιτέρω τους µηχανισµούς που οδηγούν στην ενεργοποίηση των 
εµβρϋικών γονιδίων cis  των ελλειµµάτων αυτών in vivo, µελετήθηκαν τα γονίδια αυτά µετά την µεταφορά 
των παθολογικών χρωµοσωµάτων 11, όπου εδράζεται το σύµπλεγµα των β-γονιδίων, σε σωµατικά κυτταρικά 
υβρίδια ερυθρολευχαιµικών κυττάρων του ποντικού (MEL) (Anagnou et al., 1985b). Τα κυτταρικά υβρίδια 
έχουν αποδειχθεί στο παρελθόν ότι προσφέρουν ένα υποδειγµατικό σύστηµα για την µελέτη των µηχανισµών 
της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης (Papayannopoulou et al., 1986; Papayannopoulou et al., 1988). 

 

Πίνακας 1.  Η έκφραση των γονιδίων της σφαιρίνης σε MEL x ανθρώπινα κυτταρικά υβρίδια. 



 

   

Πηγή Ανθρώπινων κυττάρων                  Γονίδια της σφαιρίνης που εκφράζονται 

      στα υβρίδια µέσω χρωµοσωµικής µεταφοράς                                   

Ενήλικο ερυθροκύτταρο                                   Ενήλικο β-γονίδιο 

Λεµφοκύτταρο                                                  Ενήλικο β-γονίδιο 

Ελλειµµατική HPFH,  λεµφοκύτταρο                Εµβρυϊκό γ-γονίδιο 

Αγ HPFH, λεµφοκύτταρο                                 Εµβρυϊκό Αγ- και ενήλικο β-γονίδιο 

Εµβρυϊκό ερυθροκύτταρο                                Αρχική έκφραση των γ-γονιδίων και  

                                                                         σταδιακή έκφραση των ενήλικων γονιδίων  

 

Οπως προαναφέρθηκε στην εισαγωγή, η έκφραση του υβριδίου αντανακλά µε πιστότητα την αναπτυξιακή 
προέλευση του κυττάρου από το οποίο έχει κατασκευαστεί το υβρίδιο (Πίνακας 1). Συγκεκριµένα, όταν το 
ανθρώπινο χρωµόσωµα 11 προέρχεται από ενήλικο ερυθροκύτταρο, τα υβρίδια παράγουν αποκλειστικά β-
σφαιρίνη. Το ίδιο ισχύει και όταν το χρωµόσωµα 11 προέρχεται από λεµφοκύτταρο. Οταν όµως το 
λεµφοκύτταρο προέρχεται από άτοµο µε ελλειµµατική HPFH, τότε εκφράζεται µόνο το γονίδιο της γ-
σφαιρίνης (Papayannopoulou et al, 1988). Στο παθολογικό χρωµόσωµα 11 µε την �117 Αγ HPFH 
µετάλλαξη, όπου παρατηρείται παράλληλη έκφραση των γ- και β-γονιδίων in cis, στα υβρίδια αναπαράγεται 
παρόµοιο πρότυπο έκφρασης.  Οταν το κύτταρο είναι εµβρυϊκό αιµοποιητικό, τα υβρίδια αρχικά εκφράζουν 
γ-σφαιρίνη. Με την πάροδο του χρόνου, συνήθως µεταξύ 20 έως 40 εβδοµάδων, παρατηρείται µία σταδιακή 
µεταστροφή στην έκφραση, και τελικός παράγεται αποκλειστικά β-σφαιρίνη.  Εποµένως τα κυτταρικά 
υβρίδια αντανακλούν την αναπτυξιακή µεταστροφή από γ- σε β-σφαιρίνη in vitro, και  προσφέρουν ένα 
υποδειγµατικό σύστηµα για τη µελέτη των µηχανισµών της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης. 

Με βάση τα ανωτέρω δεδοµένα και να διερευνηθεί ο ρόλος των διαµετατιθέµενων περιοχών σε 
γειτνίαση µε τα εµβρυϊκά γ-γονίδια, δηµιουργήθηκε µία σειρά από κυτταρικά υβρίδια µεταξύ των 
λεµφοκυττάρων του ετεροζυγώτου της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας και ερυθρολευχαιµικών  MEL 
κυττάρων. Μόνο δύο από τα οκτώ υβρίδια βρέθηκαν να εκφράζουν γ-σφαιρίνη σε ποσοστό 2-3% των 
κυττάρων. Τα αποτελέσµατα αυτά διαφέρουν µε εκείνα µε τα υβρίδια HPFH-1 x MEL και HPFH-2 x MEL 
τα οποία είχαν προηγουµένως χαρακτηριστεί (Papayannopoulou et al., 1988) και όπου η κατανοµή των F-
κυττάρων ήταν σχεδόν πανκυτταρική. Η επιµέρους διαφορά που  έχει παρατηρηθεί  στην έκφραση των γ-
γονιδίων µεταξύ των υβριδίων HPFH-1 x MEL και HPFH-2 x MEL, οφείλεται όπως πρόσφατα αποδείξαµε, 
στην παρουσία δύο διαµετατιθέµενων ενισχυτών 3′ της HPFH-2 (McArthur and Anagnou 1998) έναντι του  
ενός ενισχυτή 3′ του ελλείµµατος της HPFH-1 (Feingold and Forget 1989). Περαιτέρω, τα αποτελέσµατα 
αυτά επιβεβαιώνουν τα προηγούµενα δεδοµένα των ελλειµµατικών χρωµοσωµάτων, όπου η ενεργοποίηση 
των  γ-γονιδίων επισυµβαίνει µόνον cis του ελλείµµατος, ενώ είναι πολύ πιθανόν ότι το  στοχαστικό πρότυπο 
της έκφρασης των γ-γονιδίων στη Γερµανική (Αγδβ)° θαλασσαιµία, να αντανακλά τη διάφορο ισχύ των δύο 
επιµέρους διαµετατιθέµενων ενισχυτών (δηλ. εκείνων της HPFH-1 και της HPFH-3, αντίστοιχα) στα δύο 
ελλείµµατα. Εποµένως, τα κυτταρικά υβρίδια MEL έχουν την ικανότητα να αντανακλούν µε πιστότητα τα in 
vivo φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των δύο διακριτών συνδρόµων.             

∆εδοµένου ότι η συνεχόµενη περιοχή των 6.2 kb καθοδικά της ανωτέρω µελετηθείσας περιοχής, 
περιέχει µόνο ένα µεταγραφικό ενισχυτή 3′ του άκρου της HPFH-3, τα ανωτέρω δεδοµένα τεκµηριώνουν ότι 
η ενεργοποίηση των εµβρυϊκών γ-γονιδίων στις τρεις συγκρίσιµες σε µήκος µεταλλάξεις, δηµιουργείται από 
ένα κοινό ρυθµιστικό µηχανισµό µέσω του ανωτέρω ενισχυτού της HPFH-3. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 
γεγονός ότι στην ίδια περιοχή του 3′ άκρου του ελλείµµατος της HPFH-3, υπάρχουν σε µικρή απόσταση τα 
3′ σηµεία αποκοπής δύο συγκρίσιµων ελλειµµάτων, αυτά της Ιταλικής (De Angioletti et al., 1997) και της 
Βελγικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (Losekoot et al., 1990). Η µορφή της Ιταλικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας 
προκύπτει από έλλειµµα 52 kb. Το 5′ άκρο του ελλείµµατος επισυµβαίνει µέσα στο δεύτερο εξόνιο του Αγ-
γονιδίου, ενώ το 3′ άκρο ευρίσκεται µόλις 5-14 bp ανοδικά από το 3′ άκρο της HPFH-3. Η µορφή της 
Βελγικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας προκύπτει από έλλειµµα 50 kb. Το 5′ άκρο του ελλείµµατος επισυµβαίνει 



 

   

µέσα σε επαναληπτική αλληλουχία Alu I  3′ του Αγ-γονιδίου, ενώ το 3′ άκρο ευρίσκεται µόλις 4-10 bp 
ανοδικά από το 3′ άκρο της HPFH-3. ∆εδοµένου ότι η περιοχή αυτή περιέχει πολλαπλές επαναληπτικές 
αλληλουχίες (ERV-9 LTR), θεωρείται ένα θερµό σηµείο ανασυνδυασµού (hotspot) γεγονός που ενισχύει την 
άποψη, ότι η εισαγωγή της οικογένειας των ενδογενών ρετροϊών στο γονιδίωµα προκαλεί  µεταλλάξεις (Smit 
1996; Smit 1999; Kazazian 1998). Οι φαινότυποι της Βελγικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (HbF 12-17%) και της 
Ιταλικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (HbF 14-15%) µε ετεροκυτταρική κατανοµή είναι παρόµοιοι µε της 
Γερµανικής  (Αγδβ)° θαλασσαιµίας, γεγονός που υποδηλώνει ότι και σε αυτά τα ελλείµµατα η αυξηµένη 
HbF δηµιουργείται µέσω του ενισχυτή της HPFH-3 (Σχήµα 5) (Kosteas et al., υπό προετοιµασία).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 5.  Οι φαινότυποι της Βελγικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (HbF 12-17%) και της Ιταλικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (HbF 

14-15%) µε ετεροκυτταρική κατανοµή είναι παρόµοιοι µε εκείνου της Γερµανικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας, 
γεγονός που υποδηλώνει ότι και σε αυτά τα ελλείµατα η αυξηµένη HbF δηµιουργείται µέσω του ενισχυτή της 
HPFH-3. 

Τέλος, ο ενισχυτής της HPFH-3 ενδεχοµένως να είναι υπεύθυνος και για τον φαινότυπο της 
Βιετναµικής HPFH-7, η οποία παρουσιάζει αυξηµένα επίπεδα HbF 18-27% µε πανκυτταρική κατανοµή 
(Motum et al., 1993). Η µορφή αυτή προκύπτει από έλλειµα 30 kb. Το 5′ άκρο του ελλείµατος επισυµβαίνει 
3.9 kb καθοδικά του δ-γονιδίου, ενώ το 3′ άκρο ευρίσκεται 8 kb ανοδικά από το 3′ άκρο της HPFH-3. 
Τρέχουσες επιπρόσθετες δοµικές και λειτουργικές µελέτες ευρίσκονται σε εξέλιξη στο εργαστήριο µας 
προκειµένου να ελεγχθεί η περιοχή των 8 kb που αποτελεί την ενδιάµεση περιοχή, ώστε να αποκλειστεί η 
παρουσία ενός άλλου ενισχυτού.  

Στην συνέχεια ελέγξαµε την πρώτη υπόθεση, για την διαµετάθεση ενισχυτών, χρησιµοποιώντας  ως 
µοντέλα άλλες επιπρόσθετες  µεταλλάξεις-ελλείµατα. 



 

   

∆ιάφορες β-θαλασσαιµίες µε ασυνήθιστα υψηλά ποσοστά της HbA2 έχουν παρατηρηθεί σε αρκετές 
περιπτώσεις, όπου παράλληλα παρουσιάζουν και αυξηµένα επίπεδα της HbF (Cao et al., 1994). Στην 
Ολλανδική (β)° θαλασσαιµία, οι ετεροζυγώτες παρουσιάζουν ήπια αναιµία µε αυξηµένα επίπεδα HbF 4-11% 
µε ετεροκυτταρική κατανοµή, και αυξηµένη  HbA2 (5.3-7.6%) λόγω της απουσίας του β-γονιδίου. Το 
έλλειµα αρχίζει 3-4 kb από το 3′ άκρο του δ-γονιδίου και τερµατίζει 9 kb από το 3′ άκρο του β-γονιδίου µέσα 
στο 3′ άκρο του στοιχείου LINE 1 (Shafit-Zagardo et al., 1982; Gilman 1987). 

Τα στοιχεία LINE 1 µήκους 6-8 kb, είναι ρετροτρανσποζόνια χωρίς την περιοχή LTR. Στον άνθρωπο 
υπάρχουν περισσότερα από 100,000 αντίγραφα LINE από τα οποία, περισσότερο από το 95% είναι 
κολοβωµένα στο 5′ άκρο τους. Tα στοιχεία LINE αποτελούν στο ανθρώπινο γονιδίωµα το 15-20% από τα 
οποία περίπου 14.6% είναι τύπου LINE 1, και περίπου το 2.1% είναι τύπου LINE 2. Τα πλήρη στοιχεία 
LINE 1 κυµαίνονται από 3,000-4,000 αντίγραφα τα οποία όµως δεν είναι λειτουργικά, λόγω  µεταλλάξεων 
που περιέχουν. Τα στοιχεία LINE είναι πλούσια σε Α-Τ και η δοµή τους αποτελείται κυρίως από µία 5′ UTR 
περιοχή υποκινητού για την πολυµεράση II,  και δύο ORFs, το ORF1 και το ORF2 τα οποία χωρίζονται από 
µια ενδιάµεση αλληλουχία 66 bp. To ORF2 παρουσιάζει οµολογία µε την αντίστροφη µεταγραφάση, ενώ στο 
3′ άκρο ευβρίσκεται η 3′ UTR 205 bp, και η αλληλουχία poly-A (Smit 1996; Kazazian 1998). Στον άνθρωπο 
έχουν αναφερθεί οκτώ περιπτώσεις όπου η εισαγωγή του στοιχείου LINE έχει προκαλέσει µετάλλαξη 
(Kazazian 1998). Μία από αυτές έχει προέλθει από την εισαγωγή ενός στοιχείου LINE 1, µήκους 6 kb εντός 
του β-γονιδίου της σφαιρίνης (Divosky et al., 1996).  

Στην Ολλανδική (β)° θαλασσαιµία, ώς αποτέλεσµα του ελλείµατος µετατίθεται η LINE 1 αλληλουχία 
δίπλα στο δ-γονίδιο και αφαιρείται το β-γονίδιο µαζί µε τον ισχυρό ενισχυτή του (Antoniou et al., 1988; 
Behringer et al., 1987).  Η αφαίρεση του ενισχυτού 3′ του β-γονιδίου είναι ενδιαφέρουσα, δεδοµένου ότι 
υποδηλώνει ότι υφίσταται ένας ισχυρός ενισχυτής στο 3′ άκρο της Ολλανδικής  (β)° θαλασσαιµίας. Εάν η 
υπόθεση είναι αληθινή τότε ο ενισχυτής αυτός θα πρέπει να λειτουργεί στα γ και τα δ-γονίδια από απόσταση 
τουλάχιστον 19 kb. Αποµονώθηκαν τέσσερα τµήµατα  από την διαµετατιθέµενη περιοχή και ελέγχθηκαν 
λειτουργικά για την παρουσία ενισχυτή. Τα αποτελέσµατα µετά από διαµόλυνση σε κύτταρα Κ562, έδειξαν 
ότι κανένα από τα τµήµατα που ελέγχθηκαν δεν παρουσίασε ιδιότητες ενισχυτού. Με βάση αυτά τα 
αποτελέσµατα αποκλείσαµε την παρουσία ενισχυτού στις 3′ διαµετατιθέµενες αλληλουχίες, ενώ παραµένει 
ανοικτό το ενδεχόµενο ενισχυτών καθοδικά της αναλυθείσας περιοχής  (Kosteas et al., 1991).  

Τα αποτελέσµατα αυτά είναι συµβατά και µε τον φαινότυπο από µία σειρά µικρών µεταλλάξεων β-
θαλασσαιµίας (290 bp έως 12.6 kb), που αφαιρούν ολόκληρο ή µόνο ένα µέρος από το β-γονίδιο (Dimovski 
et al., 1993) συµπεριλαµβανόµενων και των κουτιών TATA και CACCC. (Σχήµα 6). Η αφαίρεση ολόκληρου 
ή ενός τµήµατος του β-γονιδίου, οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα της HbF 1.8-15%, που όµως είναι σαφώς 
χαµηλότερα από τα επίπεδα που παρατηρούνται στην δβ-θαλασσαιµία και την HPFH. Οι φαινότυποι που 
παρατηρούνται στην β-θαλασσαιµία (αυξηµένη HbF και HbA2) ενισχύουν την υπόθεση   του ανταγωνιστικού 
µοντέλου µεταξύ των β και γ-γονιδίων για την αλληλεπίδραση τους µε την περιοχή LCR, όπου απουσία του 
β-γονιδίου, ενισχύεται η έκφραση των γ και δ-γονιδίων (Hanscombe et al., 1991).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 6.  Μεταλλάξεις στην περιοχή του β-γονιδίου έχουν ως αποτέλεσµα µια µικρή αλλά σηµαντική αύξηση 

στα επίπεδα της HbF. 

 

Στην Ισπανική (δβ)° θαλασσαιµία οι ετεροζυγώτες παρουσιάζουν ήπια αναιµία µε αυξηµένα επίπεδα 
(HbF 5-15%) και ετεροκυτταρική κατανοµή. Το έλλειµα των περίπου 115 kb αφαιρεί τα δ και  β-γονίδια και 
επεκτείνεται πέραν από κάθε 3′ άκρο όλων των HPFH και δβ-θαλασσαιµίες, µε µόνη εξαίρεση την Ιαπωνική 
(δβ)° θαλασσαιµία (Shiokawa et al., 1988). Η Ισπανική (δβ)° θαλασσαιµία είναι πολύ πληροφοριακή, 
δεδοµένου ότι το 3′ άκρο της επεκτείνεται περίπου 6-7 kb καθοδικά από το 3′ άκρο της HPFH-1. Η περιοχή 
του DNA που αφαιρείται στην Ισπανική (δβ)° θαλασσαιµία αλλά διατηρείται στις HPFH-1 και HPFH-2  
µορφές, περιέχει διάφορα ενδιαφέροντα στοιχεία. Η περιοχή που διατηρείται περιέχει την 3′ HS1 θέση (Elder 
et al., 1990), δύο ενισχυτές που εντοπίζονται 3′ των ελλειµάτων της HPFH-1 (Feingold and Forget 1989) και 
της HPFH-2 (McArthur and Anagnou 1998) καθώς και ένα λειτουργικό γονίδιο οσφρητικού υποδοχέα το 
οποίο εντοπίζεται εντός του ενισχυτή της HPFH-1 (Feingold et al., 1999). Λειτουργικές δοκιµασίες σε πέντε 
τµήµατα από την 3′ διαµετατιθέµενη περιοχή που ελέγχθηκαν σε ερυθροποιητικά κύτταρα Κ562 και σε µη 
ερυθροποιητικά κύτταρα HeLa, δεν παρουσίασαν αυξηµένη δραστικότητα εν σχέσει µε το πλασµίδιο 
αναφοράς. Με βάση αυτά τα αποτελέσµατα, αποκλείσαµε και σε αυτή την περίπτωση την παρουσία 
ενισχυτού ή άλλες λειτουργικές αλληλουχίες στις 3′ διαµετατιθέµενες αλληλουχίες της Ισπανικής (δβ)° 
θαλασσαιµίας (Kosteas et al., 1991). Τα χαµηλότερα επίπεδα HbF που παρατηρούνται στην Ισπανική (δβ)° 
θαλασσαιµία είναι συγκρίσιµα µε αυτά της Ολλανδικής (β)° θαλασσαιµίας και είναι συµβατά µε την απουσία 
ενός νέου ενισχυτού, µε αποτέλεσµα να µην παρατηρείται αυξηµένη HbF αντίστοιχη των µορφών HPFH. Τα 
επίπεδα όµως της HbF είναι αρκετά αυξηµένα λόγω έλλειψης ανταγωνισµού  από τα  ενήλικα δ και β-
γονίδια, που επιτρέπει την πιο συχνή αλληλεπίδραση των γ-γονιδίων µε την περιοχή της LCR (Hanscombe et 
al., 1991).  

Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής της διαµετατιθέµενης περιοχής Hind III 3,077 bp βρέθηκε να 
εµφανίζει πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης για τους παράγοντες GATA-1 και ΥΥ1. Επίσης έδειξε ότι 
η περιοχή περιέχει πολλαπλές επαναλληπτικές αλληλουχίες των οικογενειών LINE 1 και Alu (Smit et al., 
1996; Smit et al., 1999). ∆εν βρέθηκε όµως να περιέχει κάποιο νέο στοιχείο όπως τα LTR ERV-9, παρόµοια 
µε αυτά που εντοπίζονται στην περιοχή 5′ LCR και µέσα στον ενισχυτή της HPFH-3, κάτι που όµως ήταν 
αναµενόµενο µε βάση τα αποτελέσµατα από τις λειτουργικές δοκιµασίες. 

Η τελευταία µελέτη αφορούσε δύο συγκρίσιµες µεταλλάξεις τύπου (Αγδβ)° 
θαλασσαιµίας. Οι ετεροζυγώτες της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας παρουσιάζουν ήπια 



 

   

αναιµία µε αυξηµένα επίπεδα HbF (9-20%) µε ετεροκυτταρική κατανοµή (Jones et al., 1981; 
Mager et al., 1985). Αντίθετα, τρεις ετεροζυγώτες της Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας 
παρουσιάζουν πιο αυξηµένα επίπεδα HbF (17-23%) µε πανκυτταρική κατανοµή (Winichagoon 
et al., 1990).Τα 5′ σηµεία αποκοπής τους διαφέρουν κατά 4.0 kb ενώ τα 3′σηµεία αποκοπής τους 
διαφέρουν κατά 2.8 kb, ενώ η συνολική τους έλλειψη είναι περίπου 100 kb (Kosteas et al., 
1997a). ∆εδοµένου ότι οι µεταλλάξεις αυτές είναι πολύ συγκρίσιµες όσον αφορά το 3′σηµείο 
αποκοπής τους, ελέγξαµε την διαµετατιθέµενη περιοχή για την παρουσία ενισχυτή. Τα 
αποτελέσµατα µας µετά από διαµόλυνση σε ερυθροποιητικά Κ562 και µη-ερυθροποιητικά 
κύτταρα HeLa, έδειξαν ότι το τµήµα Α (Eco RI- Bgl II 1,476 bp) ευρισκόµενο 532 bp 3′ από το 
σηµείο αποκοπής της Ταϋλανδικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας βρέθηκε να ενισχύει την 
δραστικότητα της CAT κατά 5-6 φορές. H αφαίρεση του τµήµατος Α στη περίπτωση της 
Κινεζικής θαλασσαιµίας, οδηγεί σε φαινότυπο (δβ)° θαλασσαιµίας, ενώ η διατήρηση του στην 
Ταϋλανδική θαλασσαιµία οδηγεί σε φαινότυπο HPFH. ∆εδοµένου ότι τρεις ετεροζυγώτες της 
Ταϋλανδικής  (Αγδβ)° θαλασσαιµίας εµφανίζουν φαινότυπο HPFH,  τα ανωτέρω δεδοµένα 
υποδηλώνουν ότι ο νέος αυτός ενισχυτής είναι υπεύθυνος για την τροποποίηση της 
αναπτυξιακής ρύθµισης του διατηρηµένου Gγ-γονιδίου. Με βάση τα ανωτέρω, προτείναµε η 
Ταϋλανδική  (Αγδβ)° θαλασσαιµία να µετονοµασθεί  σε HPFH-6 (Kosteas et al., 1991; Kosteas 
et al., 1997a).  

Στην συνέχεια, προκειµένου να κατανοήσουµε τους µηχανισµούς ενεργοποίησης του Gγ-γονιδίου από 
τον ενισχυτή της HPFH-6, χαρακτηρίσαµε τα σηµεία αποκοπής του ελλείµµατος και προχωρήσαµε στην 
δοµική ανάλυση της 3′ διαµετατιθέµενης περιοχής. Το γεφυρικό τµήµα της HPFH-6 αποµονώθηκε µε PCR 
από  DNA διπλού ετεροζυγώτη, ο οποίος συνχρόνως παρουσιάζει και β°-θαλασσαιµία (Winichagoon et al., 
1990). Η µοριακή ανάλυση του κλωνοποιηµένου τµήµατος έδειξε ότι το 5′ άκρο του ελλείµµατος 
επισυµβαίνει 1,260 bp από το 3′ άκρο του εµβρυϊκού Gγ-γονιδίου στην συντεταγµένη # 37,243, ενώ το 3′ 
άκρο προσδιορίσθηκε σε απόσταση 521 bp 3′ από την EcoRI θέση του ενισχυτού (Σχήµα 18 των 
αποτελεσµάτων, Kosteas et al., 1997a; GenEMBL X81445). Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής από το 
σηµείο αποκοπής της HPFH-6 έως την EcoRI θέση του ενισχυτή, απεκάλυψε την παρουσία πολλαπλών 
δυνητικών θέσεων αναγνώρισης από διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες όπως οι GCRE, c/EBP, HNF-I, 
CTII και AP-1. Η σύγκριση των σηµείων αποκοπής δεν περιέχει οµόλογες αλληλουχίες, υποδηλώντας ότι το 
έλλειµµα της HPFH-6 προέρχεται από ένα µη-οµόλογο ανασυνδυασµό. Με βάση τα δεδοµένα από τις 
µεταλλάξεις HPFH-2 (Collins et al., 1987) και της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (Mager et al., 1985), το 
ολικό µήκους του ελλείµµατος υπολογίσθηκε σε 101 kb και είναι εντυπωσιακά παρόµοιο µε την Κινεζική 
(Αγδβ)° θαλασσαιµία που είναι 100 kb (Kosteas et al., 1997a).  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι δύο άλλα ζεύγη µεταλλάξεων παρουσιάζουν έλλειµµα µε 
παρόµοιο µήκος, δηλ. οι HPFH-1 και HPFH-2 µε περίπου 105 kb και δύο (γδβ)°-θαλασσαιµίες µε 96 kb. Η 
διαφορές που παρατηρούνται στα σηµεία αποκοπής των ελλειµµάτων αυτών, υποδηλώνουν ότι η αποκοπή 
συµβαίνει κατά την διάρκεια της αντιγραφής. Τα ανωτέρω ευρήµατα ενισχύουν περαιτέρω την αξία της 
υπόθεσης ότι τα τρία ζεύγη των ανωτέρω µεταλλάξεων-ελλειµάτων µε σχεδόν ταυτόσηµο µήκος, 
δηµιουργούνται µέσω της απώλειας µιας πλήρους χρωµατινικής αγκύλης (Vanin et al., 1983; Collins et al., 
1987; Henthorn et al., 1990). Η υπόθεση αυτή προτείνει ότι η περιοχή σύνδεσης του DNA, προσδένεται µε 
την περιοχή σύνδεσης του χρωµοσωµικού σκελετού (matrix attachment regions ή MARs) και δηµιουργεί µια 
αγκύλη. Η αγκύλη αυτή είναι σηµαντική για την αντιγραφή των γονιδίων αλλά και για την έκφραση τους. Η 
περιοχή MAR είναι πλούσια σε αλληλουχία Α-Τ (70%), συνήθως περιλαµβάνει θέση σύνδεσης για την 
τοποισοµεράση II και για τον παράγοντα SATB1 (special A-T rich binding protein 1), και συνήθως 
βρίσκεται κοντά σε cis-ρυθµιστικές  περιοχές του DNA (Nakagomi et al., 1992; Walter et al., 1998). Οι 
περιοχές MARs δεν παρουσιάζουν κάποια συµβατική αλληλουχία µεταξύ τους, ενώ παρατηρείται µικρή 
οµολογία µεταξύ ορισµένων από τις εννέα θέσεις MARs που έχουν εντοπιστεί µέσω του προγράµµατος 
MAR-Finder (Walter et al., 1998) στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης. Οι θέσεις αυτές εντοπίζονται ως εξής: 
τρεις θέσεις 5′ του ε-γονιδίου, µία στη περιοχή του ψβ-γονιδίου, δύο κοντά στο δ-γονίδιο, δύο στο 5′ άκρο 
του IVSII του β-γονιδίου, καθώς και µία τελευταία 2 kb 3′ του β-γονιδίου (Jarman and Higgs 1988; Walter et 



 

   

al., 1998). Σε αρκετές περιπτώσεις οι θέσεις MARs αποτελούν στόχο ανασυνδυασµού µε την προσθήκη, την 
αφαίρεση ή την µετάθεση χρωµοσωµάτων (Palena et al., 1994).   

Στην περίπτωση της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (Σχήµα 7) κατά την διάρκεια της αντιγραφής, το 
DNA διολισθαίνει συγχρόνως και από τις δύο περιοχές σύνδεσης  MAR  (Μ1 και Μ2) που βρίσκονται σε 
κοντινή απόσταση και δηµιουργούν δύο θυγατρικές έλικες. Σε περίπτωση ενός µη-οµόλογου 
ανασυνδυασµού, ο µηχανισµός αυτός θα οδηγήσει στην αποκοπή µιάς αγκύλης χρωµατίνης µε αποτέλεσµα 
τη δηµιουργία ελλείµατος 100 kb όπως φαίνεται στο Σχήµα 7. Παροµοίως, µια αποκοπή ανοδικά του ε-
γονιδίου και του β-γονιδίου, οδηγεί στην αφαίρεση της περιοχής που περιλαµβάνει τα ε, Gγ, Αγ και δ γονίδια 
και δηµιουργεί την (γδβ)° θαλασσαιµία. Μία άλλη αποκοπή (σε άλλο σηµείο MAR) καθοδικά του Αγ-
γονιδίου και ανοδικά της περιοχής 3D, αφαιρεί από την περιοχή τα δ- και β-γονίδια και δηµιουργεί την 
µετάλλαξη HPFH-1 (Σχήµα 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 7.  Προτεινόµενος µηχανισµός δηµιουργίας µεγάλων ελλειµµάτων στο σύµπλεγµα των β-γονιδίων 

(Collins et al., 1987).  



 

   

 

 Έχει αναφερθεί  ότι τα MARs ενδεχοµένως να διευκολύνουν την έκφραση των γονιδίων της 
σφαιρίνης και την  αλληλεπίδραση τους µε την περιοχή LCR κατά τα διάφορα στάδια της ανάπτυξης µέσω 
της αναδιοργάνωσης της χρωµατίνης. (Walter et al., 1998).  

Πρόσφατα πειράµατα µε RNA FISH και δοκιµασίες υπερευαισθησίας στην DNase I, έχουν δείξει ότι 
το σύµπλεγµα των γονιδίων της β-σφαιρίνης είναι χωρισµένο σε τουλάχιστον τρεις µικρότερες λειτουργικές 
περιοχές που ενδεχοµένως παριστούν όρια της χρωµατίνης (chromatin boundaries) (Gribnau et al., 2000; 
Udvardy 1999) και ενδεχοµένως οι περιοχές MARs να συµµετέχουν στην δηµιουργία τους. Η παρουσία των 
ορίων χρωµατίνης  θα εξηγούσε και το κύριο πρόβληµα της ενέργειας που απαιτείται από τον µηχανισµό της 
δηµιουργίας αγκύλης (looping) δεδοµένου ότι το DNA στον πυρήνα είναι πολύ πυκνό (~7-8 mg/ml) και οι 
µεταγραφικοί παράγοντες δεν παρέχουν ενέργεια (Udvardy 1999). Οι περιοχές αυτές φαίνεται ότι 
αντανακλούν τα διάφορα στάδια της ανάπτυξης, όπου έχουν εντοπιστεί µετάγραφα από τις περιοχές µεταξύ 
των γονιδίων, υποδηλώντας ότι η µεταγραφή αυτή είναι απαραίτητη για την αναδιοργάνωση της χρωµατίνης 
µέσω και της οποίας ελέγχεται η µεταγραφή των γονιδίων για το κάθε αναπτυξιακό στάδιο (Gribnau et al., 
2000; Engel and Tanimoto 2000).    

Ακολούθως  εστιαστήκαµε στην περαιτέρω δοµική ανάλυση της περιοχής από την Eco RI θέση έως το 
τέλος του ενισχυτού, συνολικού µήκος 1,476 bp. Η ανάλυση απεκάλυψε την ύπαρξη πολλαπλών θέσεων 
αναγνώρισης από διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες όπως GATA-1, NF-E2/AP-1, GTI/II  και ΥΥ1 
(Kosteas et al., 1996). Για να εκτιµήσουµε τον επιµέρους in vivo ρόλο των θέσεων στην ολική δραστικότητα 
του ενισχυτή, δηµιουργήσαµε µία σειρά προοδευτικών µεταλλάξεων-ελλειµάτων στο αρχικό τµήµα του 
ενισχυτού, τόσο από το 5′ άκρο όσο και από το 3′ άκρο. Τα αποτελέσµατα µετά από διαµόλυνση σε 
ερυθρολευχαιµικά κύτταρα Κ562 έδειξαν ότι όλες οι µεταλλάξεις, ακόµα και µίας θέσης GATA-1 (5′ ∆1) 
µειώνουν σηµαντικά (από 2-4 φορές) τη δραστικότητα του ενισχυτού, γεγονός που υποδηλώνει ότι είναι 
απαραίτητη η συνεργιστική δράση και αλληλεπίδραση των επί µέρους παραγόντων για την πλήρη 
δραστικότητα του ενισχυτού. 

Στην συνέχεια ο ενισχυτής ελέγχθηκε για την οντογενετική του εξειδίκευση σε υποκινητές 
ετερόλογων γονιδίων της σφαιρίνης µε πρώϊµο εµβρυϊκή (ε-γονίδιο) ή ενηλίκου τύπου 
εξειδίκευση (δ και β-γονίδια) καθώς και στον µη-ετερόλογο υποκινητή της διϋδροφυλικής 
αφυδρογονάσης (DHFR). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι ο ενισχυτής δεν είχε σηµαντική 
επίπτωση, σε αντίθεση µε την υψηλή ενεργοποίηση του υποκινητού του όψιµου εµβρυϊκού γ-
γονιδίου ενώ µειωµένη ήταν η έκφραση στον µη-ετερόλογο υποκινητή της DHFR-CAT.  

Η περαιτέρω ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής ολοκληρώθηκε και επεκτάθηκε 539 bp µετά το σηµείο 
αποκοπής της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας (GenEMBL: X02992) καλύπτοντας µία συνολική έκταση 
3,157 bp (GenEMBL: X81445). H ανάλυση έδειξε ότι το 3′ άκρο αποκοπής της HPFH-6 εντοπίζεται ακριβώς 
2,809 bp ανοδικά από το 3′ άκρο της Κινεζικής (Αγδβ)° θαλασσαιµίας και 74 kb 3′ από το ενήλικο β-γονίδιο.  
Περαιτέρω, τα αποτελέσµατα αυτά έδειξαν ότι το 3′ άκρο της αποκοπής εντοπίζεται 6 kb ανοδικά από το 
ενδογενές στοιχείο ρετροϊού HERV-H που προαναφέρθηκε (Mager et al., 1985; Mager and Henthorn 1984). 
Τα στοιχεία HERV-H όπως και τα ERV-9 ανήκουν στην κατηγορία των HERVs Τάξης 1(Class I) τα οποία 
παρουσιάζουν οµολογίες µε τους τύπου C ρετροϊούς των θηλαστικών. Τα στοιχεία HERV-H παρουσιάζουν 
περαιτέρω διαφορές στην περιοχή του υποκινητή U3  και χωρίζονται σε τρεις υποκατηγορίες (Löwer et al., 
1996).  ∆ιάφορες λειτουργικές µελέτες έχουν αποδείξει ότι και τα στοιχεία HERV-H έχουν την ικανότητα να 
ενεργοποιούν γονίδια αναφοράς (Feuchter et al., 1992) (Σχήµα 3).  

Χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα ORF finder εντοπίσαµε εντός του ενισχυτή HPFH-6 ένα ORF 230 
αµινοξέων. Σηµαντικό είναι ότι το ORF αρχίζει µε το αµινοξύ µεθειονίνη, το οποίο είναι χαρακτηριστικό του 
πρώτου εξονίου ενός γονιδίου, ενώ χαρακτηρίζεται και από την παρουσία ενός κουτιού TATA το οποίο είναι 
απαραίτητο για την λειτουργία ενός υποκινητή. Ολα αυτά τα ανωτέρω στοιχεία  υποδηλώνουν την πιθανή 
παρουσία ενός νέου γονιδίου εντός της 3′ περιοχής του ενισχυτού (Kosteas et al., 1996). Η περαιτέρω 
ανάλυση έδειξε ότι το ORF αποτελεί µέρος ενός γονιδίου για τον υποδοχέα του οσφρητικού βολβού (Buck 
and Axel 1991). Πιστεύεται ότι η οικογένεια των γονιδίων οσφρητικών υποδοχέων (olfactory receptor ή OR) 



 

   

αποτελούν  την µεγαλύτερη οικογένεια γονιδίων στα σπονδυλωτά µε περίπου 500-1,000 γονίδια στο σκύλο, 
το ποντίκι και τον αρουραίο. Στον άνθρωπο τα περισσότερα είναι ψευδογονίδια µε περίπου 200-300 
λειτουργικά γονίδια τα οποία συνήθως είναι οργανωµένα σε συµπλέγµατα  (Ben-Arie et al., 1994; Crowe et 
al., 1996; Buettner et al., 1998; Mombaerts 1999). Υπάρχει επίσης διαθέσιµη βάση δεδοµένων που 
περιλαµβάνει όλα τα δηµοσιευµένα γονίδια OR, τα µοντέλα έκφρασης τους καθώς και τη χρωµοσωµική τους 
εντόπιση σε διάφορους οργανισµούς (http://crepe.met.yale.edu/ORDB/HTML) (Skoufos et al., 1999). Το 
στοιχείο OR εντός του ενισχυτή της HPFH-6 (OR-6H) εµφανίζει οµολογία 37% σε επίπεδο αµινοξέων µε το 
γονίδιο OR που εντοπίζεται εντός του ενισχυτή 3′ της HPFH-1 (OR-1B) (Feingold et al., 1999). 
Φυλογενετική ανάλυση έδειξε ότι το OR-6H γονίδιο ανήκει στην Τάξη I της οικογένειας, ενώ το OR-1B 
γονίδιο ανήκει στην Τάξη IΙ της οικογένειας των ΟR γονιδίων (Buettner et al., 1998; Feingold et al., 1999). 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αλλά τρία γονίδια OR εντοπίζονται στην 5΄ περιοχή της LCR ενώ τα 
αντίστοιχα γονίδια OR έχουν πρόσφατα εντοπιστεί και στον ποντικό (Bulger et al., 1999; Bulger et al., 
2000). Τα οµόλογα για το HPFH-1OR γονίδια, ονοµάζονται MOR3′β2 και MOR3′β3, εδράζονται στο 
χρωµόσωµα 7 του ποντικού κοντά στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης και παρουσιάζουν 73 έως 71% οµολογία 
αντίστοιχα µε το HPFH-1OR γονίδιο (Bulger et al., 1999; Feingold et al., 1999). Η παρουσία µιας 
οικογένειας OR γονιδίων, που έχει διατηρηθεί κατά την διάρκεια της εξέλιξης πλησίον της περιοχής LCR, 
υποδηλώνει ότι ενδεχοµένως η περιοχή LCR να έχει διπλό ρόλο µε την ικανότητα να ενεργοποιεί παράλληλα 
δύο συµπλέγµατα γονιδίων (Bulger et al., 1999). Μια άλλη µελέτη, αναφέρει ότι σε µία έκταση περίπου 500 
kb που περιλαµβάνει την περιοχή 11p15.5 όπου εδράζει το σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης, υπάρχουν συνολικά 
έξι OR γονίδια ή ψευδογονίδια (Buettner et al., 1998).  Με βάση αυτή την µελέτη, φαίνεται ότι εκκρεµεί η 
εντόπιση ενός OR γονιδίου που ακόµα δεν έχει καθορισθεί. Μέχρις στιγµής, σε ολόκληρο το χρωµόσωµα 11, 
έχουν εντοπισθεί 26 OR γονίδια και υπολογίζεται ότι συνολικά υπάρχουν τουλάχιστον 40-50 (Buettner et al., 
1998). ∆ύο γονίδια OR έχουν πρόσφατα εντοπιστεί και στο σύµπλεγµα της β-σφαιρίνης στο κοτόπουλο, το 
πρώτο βρίσκεται 11.5 kb 3′ του β-γονιδίου και περιλαµβάνει ένα ORF 315 αµινοξέων (Staines and Thomas 
1999), ενώ το δεύτερο εντοπίζεται 7.1 kb 3′ του ε-γονιδίου (Bulger et al., 1999). Το OR 3′ του β-γονιδίου 
παρουσιάζει οµολογία µε τα γονίδια OR που εντοπίζονται 3′ των ελλειµάτων της HPFH-1 (Feingold et al., 
1998)  και HPFH-6 (Kosteas et al., 1996).  

Η λειτουργική µελέτη της έκφρασης του γονιδίου OR-6H αρχικά έγινε στο επίπεδο του mRNA µε 
ανάλυση κατά Northern από διάφορους ιστούς. Τα αποτελέσµατα ήταν αρνητικά λόγο των χαµηλών 
επιπέδων της έκφρασης. Στην συνέχεια προχωρήσαµε στην ανάλυση µε την αντίστροφη µεταγραφή του 
mRNA µε την µεθοδολογία της RT-PCR. Με την τεχνική της RT-PCR αποµονώσαµε και αναλύσαµε αρκετά 
PCR προϊόντα από διάφορες αιµοποιητικές σειρές (K562, HHW 105, MEL και HL60). Ολα τα προϊόντα 
περιείχαν την ίδια αλληλουχία µε την γενωµική αλληλουχία της β-σφαιρίνης υποδηλώνοντας ότι το γονίδιο 
OR-6H εκφράζεται σε αυτές τις κυτταρικές σειρές (Σχήµα 27 των Αποτελεσµάτων). Στην συνέχεια, 300 bp 
από την ανοδική περιοχή του ORF υποκλωνοποιήθηκαι στην θέση του υποκινητή του γονιδίου της CAT, 
ώστε να ελεγχθεί η ικανότητα του να ενεργοποιεί την µεταγραφή σε κύτταρα Κ562. Καµία όµως 
δραστικότητα δεν παρατηρήθηκε. Τέλος, σε συνεργασία µε τον I. Connerton ελέγχθηκε µε PCR µία cDNA 
βιβλιοθήκη από ανθρώπινο ιστό οσφρητικού βολβού (Crowe et al., 1996). ∆εν προέκυψε κανένα προϊόν 
PCR, υποδηλώνοντας ότι το OR-6H γονίδιο δεν εκφράζεται στον οσφρητικό βολβό ή ότι αντιπροσωπεύει µία 
υποκατηγορία γονιδίων OR, ειδικά για τις ανωτέρω αιµοποιητικές κυτταρικές σειρές. Τέλος, αρνητική ήταν 
και η παρουσία PCR προϊόντος από cDNA βιβλιοθήκη µυελού των οστών. 

Η  παρουσία των γονιδίων OR στο άκρα του συµπλέγµατος της β-σφαιρίνης και ο ρόλος της LCR ως 
προς την έκφρασή τους ακόµα δεν έχει διευκρινιστεί. Ενδεχοµένως η περιοχή  LCR να ενεργοποιεί και τα 
δύο συµπλέγµατα.  Η υπόθεση αυτή υποδηλώνει ότι ίσως υπάρχει κάποιο στοιχείο µονοτού (insulator) 
µεταξύ των δύο περιοχών αντίστοιχο της θέσης HS4 στο κοτόπουλο (Chung et al., 1993; Chung et al., 1997). 
Οµως η ιδέα αυτή αµφισβητείται λόγω του ότι η HS4 λειτουργεί ως σύνορο µεταξύ του συµπλέγµατος της β-
σφαιρίνης στο κοτόπουλο και της περιοχής για τον υποδοχέα του γονιδίου φυλλικού οξέος (folate) (Prioleau 
et al., 1999). Αντιθέτως, η ευαισθησία για την DΝase I επεκτείνεται αρκετές kb ανοδικά από την περιοχή της 
LCR (HS6 και HS7) έως και το σύµπλεγµα των γονιδίων OR (Bulger et al., 1999a; Gribnau et al., 2000). 
Εποµένως το ερώτηµα είναι, τι αποτρέπει την περιοχή LCR να αλληλεπιδράσει µε τα ανοδικά γονίδια OR, τα 
οποία είναι πιο κοντά στην LCR απ΄ ό,τι είναι το β-γονίδιο που βρίσκεται σε απόσταση άνω των 50 kb 



 

   

(Gribnau et al., 2000). Αποτελέσµατα από την ίδια οµάδα, υποδηλώνουν ότι η αναδιοργάνωση της 
χρωµατίνης σε µικρότερες περιοχές καθορίζει πια γονίδια θα αλληλεπιδράσουν µε την περιοχή LCR 
(Gribnau et al., 2000). 

 Η πρόσφατη αφαίρεση µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού της περιοχής LCR έδειξε να µην επηρεάζει 
την έκφραση των OR γονιδίων σε διαγονιδιακά ποντίκια (Bulger et al., 1999; Bulger et al., 2000). Τα 
αποτελέσµατα αυτά µαζί µε τα τρέχοντα δεδοµένα της ανάλυσης του ανθρωπίνου γονιδιώµατος, θα 
βοηθήσουν περαιτέρω στην διερεύνηση  της κατανοµής και οργάνωσης των  γονιδίων των οσφρητικών 
υποδοχέων, καθώς και στην κατανόηση των µηχανισµών που ελέγχουν την όσφρηση  (Buettner et al., 1998).  

 



 

   

Αποτελέσµατα ∆εύτερου Μέρους 
 

Στο δεύτερο µέρος των αποτελεσµάτων, ελέγξαµε την υπόθεση ότι η αφαίρεση αποσιωπητών που 
εδράζονται µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα HbF στην ενήλικο ζωή.  Για τον 
σκοπό αυτό ελέγξαµε λειτουργικά µια περιοχή 13.4 kb µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων για την παρουσία 
αποσιωπητών. Τα αποτελέσµατα µας ανέδειξαν την παρουσία τεσσάρων αποσιωπητών, οι οποίοι φαίνεται 
ότι συµµετέχουν στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης και είναι υπεύθυνοι για τους προκύπτοντες 
φαινότυπους.    

Είκοσι τρία συνεχόµενα ή αλληλοκαλυπτόµενα  τµήµατα από την περιοχή των 13.4 kb, 
υποκλωνοποιήθηκαν και ελέγχθηκαν για πιθανή αρνητική δράση στη µεταγραφική ικανότητα του 
πλασµιδίου pRSV-CAT. Σαν θετική αλληλουχία για την παρουσία κατασταλτικής αλληλουχίας, 
χρησιµοποιήθηκε ο αποσιωπητής του ε-γονιδίου (Cao et al.,1989; Raich et al., 1995). Σε λειτουργικές 
δοκιµασίες, ο αποσιωπητής του ε-γονιδίου καταστέλλει τη δράση του υποκινητή  κατά δέκα φορές σε 
κύτταρα HeLa και κατά τρεις φορές σε κύτταρα Κ562 (Cao et al., 1989).  Σε διαγονιδιακά ποντίκια η 
αφαίρεση του ε-αποσιωπητή από την κατασκευή LCR ε-γονίδιο, έχει ως αποτέλεσµα την έκφραση του ε-
γονιδίου έως και το ενήλικο στάδιο της ανάπτυξης (Raich et al., 1995). Η σύγκριση της αλληλουχίας του 
αποσιωπητή του ε-γονιδίου µε άλλους γνωστούς αποσιωπητές, έδειξε ότι σε τρεις περιοχές παρουσιάζει 
οµολογία µε τους αποσιωπητές της λυσοζύµης του κοτόπουλου, καθώς και µε τον αποσιωπητή autonomous 
replicating sequence binding factor 1 ή ABF-1 του σακχαροµύκητα που προσδένεται στην συµβατική 
αλληλουχία  RTCRYBNNNNACG (όπου R = A ή G, Y = C ή Τ, B = C ή Τ ή G) (Cao et al., 1989; Peters et 
al., 1993) η οποία παρουσιάζει οµολογία µε την συµβατική αλληλουχία VDCCATNWY (όπου V = A ή C ή 
G, D = A ή G ή Τ, W = T ή Α) του κατασταλτικού παράγοντα ΥΥ1 (Gumucio et al., 1992).  Πρόσφατη 
µελέτη µε λειτουργικές δοκιµασίες έως και 6 kb 5′ του ε-γονιδίου, έδειξε την παρουσία επιπλέον αρνητικών 
στοιχείων στις περιοχές �3 kb (εNRA-I, εΝRA-II) και �1.7 kb (εNRB) του υποκινητή. Αυτά τα αρνητικά 
στοιχεία ακολουθούνται από  δύο θετικά στοιχεία το εPRA και εPRB (Li et al., 1998). Τα στοιχεία αυτά 
περιλαµβάνουν και πολλαπλές δυνητικές θέσεις δέσµευσης για τους παράγοντες GATA-1 και ΥΥ1 που 
έχουν αποδειχθεί ότι λειτουργούν είτε θετικά είτε αρνητικά  στην έκφραση ενός γονιδίου (Raich et al., 1995; 
Li et al., 1997). Εχει προταθεί, ότι η καταστολή του ε-γονιδίου  πραγµατοποιείται µέσω της συνεργιστικής 
δράσης πολλαπλών αρνητικών στοιχείων που ευρίσκονται στην ευρύτερη περιοχή του υποκινητή και στην 
παρουσία µεταγραφικών παραγόντων. Η αφαίρεση από τον γενωµικό κλώνο βYAC που περιέχει το 
σύµπλεγµα των β-γονιδίων του ε-αποσιωπητή (από την θέση �304 έως �179), που περιλαµβάνει µια ΥΥ1 και 
δύο GATA-1 θέσεις, έδειξε ότι εκτός την έκφραση του ε-γονιδίου επηρεάζεται και η έκφραση του γ-
γονιδίου. Ενδεχοµένως η περιοχή του ε-υποκινητή να µεσολαβεί και στην αλληλεπίδραση της LCR µε το γ-
γονίδιο  µειώνοντας την απόσταση µεταξύ τους (Liu et al., 1997).      

  Τα αποτελέσµατα  µετά από διαµόλυνση των ανασυνδιασµένων πλασµιδίων σε κύτταρα Κ562, 
έδειξαν την παρουσία τεσσάρων τµηµάτων µε ιδιότητες αποσιωπητού. Η δραστικότητα των πλασµιδίων που 
περιείχαν τις περιοχές αυτές ήταν κατά 30-40% χαµηλότερη του πλασµιδίου ελέγχου pRSV-CAT. ∆ύο 
τµήµατα (Enh και F) προσδιορίσθηκαν µεταξύ των Αγ και ψβ-γονιδίων, ευρισκόµενα 0.4 kb και 1.6 kb από 
το 3′ άκρο του Αγ γονιδίου, αντίστοιχα ενώ δύο άλλα τµήµατα (O και P) εντοπίσθηκαν 0.7 kb και 2.3 kb 5′ 
του δ-γονιδίου, αντίστοιχα (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 1994). 

 Το τµήµα Enh (Hind III 753 bp), αρχικά είχε χαρακτηριστεί ως ενισχυτής (Bodine and Ley 1987).  Στο 
in vitro σύστηµα που αναπτύξαµε για την ανάδειξη cis λειτουργικών αλληλουχιών, αποδείξαµε ότι 
λειτουργεί και ως αποσιωπητής τόσο σε δοκιµασίες CAT όσο και σε δοκιµασίες λουσιφεράσης.  Αρκετές 
µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί µε το στοιχείο Enh, έχουν περαιτέρω αποδείξει ότι το τµήµα Enh 
ενδεχοµένως να συµµετέχει στην σύνδεση του β-συµπλέγµατος µε την περιοχή σύνδεσης του χρωµοσωµικού 
σκελετού (matrix attachment regions ή MARs) (Cunningham et al., 1994). Πιο πρόσφατα έχει αποδειχθεί ότι 
το τµήµα Enh έχει την ικανότητα, παρουσία και της περιοχής LCR να προστατεύει το Αγ-γονίδιο από τα 
φαινόµενα θέσεως (Stamatoyannopoulos  et al., 1997). Τα πιο πρόσφατα δεδοµένα, υποδηλώνουν ότι η 
λειτουργία της περιοχής αυτής είναι αµφιλεγόµενη και παραµένει αδιευκρίνιστη (Liu et al., 1998). 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει µία φυσιολογική µετάλλαξη (C σε T στην θέση  #41,806) µέσα στο τµήµα Enh που 



 

   

περιγράφηκε σε µέλη Κινεζικής οικογένειας, όπου τα γ-γονίδια ενεφάνισαν έκφραση και στο ενήλικο στάδιο 
(Balta et al., 1994). In vivo πειράµατα σε υβρίδια που περιελάµβαναν αυτή την µετάλλαξη (Enhm), εντόπισαν 
µια πρωτεΐνη που στο ενήλικο στάδιο προσδένεται µερικά νουκλεοτίδια µετά από την σηµειακή µετάλλαξη, 
υποδηλώντας ότι αποτρέπει την αλληλεπίδραση της LCR µε το Αγ-γονίδιο. Λειτουργικές συγκριτικές 
δοκιµασίες σε Κ562 και σε κύτταρα HeLa µεταξύ του φυσιολογικού Enh και µεταλλαγµένου Enhm τµήµατος 
που επιτελέσαµε, δεν παρουσίασαν καµία διαφορά στην έκφραση του γονιδίου αναφοράς, υποδηλώντας ότι η 
µετάλλαξη Enhm δεν ευθύνεται αποκλειστικά για τον φαινότυπο που παρατηρείται. 

Τα δεδοµένα µας για την παρουσία δύο αποσιωπητών 3′ του Αγ γονιδίου είναι συµβατά µε µελέτες 
σε διαγονιδιακά ποντίκια όπου επετεύχθη αυτόνοµη φυσιολογική µεταστροφή του LCR Αγ-γονιδίου στο 
ενήλικο στάδιο, η κατασκευή του οποίου συµπεριλάµβανε τους αποσιωπητές Enh και F (Dillon et al., 1991; 
Lloyd et al., 1992; Arcasoy et al., 1997). Οταν η κατασκευή δεν περιελάµβανε τις περιοχές Enh και F, 
παρατηρείτο έκφραση του γ-γονιδίου έως και το ενήλικο στάδιο (Σχήµα 30 των Αποτελεσµάτων). Παρόµοια 
αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και σε κατασκευές β-YAC όπου απουσία των δ και β-γονιδίων, τα γ-γονίδια 
παρουσίασαν αυτόνοµη καταστολή (Peterson et al., 1995). Τα δεδοµένα αυτά είναι συµβατά µε την υπόθεση 
ότι η αναπτυξιακή ρύθµιση των γ-γονιδίων επιτελείται και µέσω αυτών των αποσιωπητών (Dillon and 
Grosveld 1991; Stamatoyannopoulos 1991). Πρόσφατα το τµήµα Enh αφαιρέθηκε επιλεκτικά µε οµόλογο 
ανασυνδυασµό από βYAC. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η αφαίρεση του αποσιωπητού Enh δεν παρουσίασε 
καµία αλλαγή, τόσο στο χρόνο όσο και στα επίπεδα έκφρασης στα  γονίδια της σφαιρίνης κατά τα διάφορα 
στάδια της ανάπτυξης (Liu et al., 1998). Το ανωτέρω εύρηµα δεν είναι απαραίτητα ασύµβατο µε τις 
προηγούµενες µελέτες (Dillon et al., 1991; Lloyd et al., 1992; Arcasoy et al., 1997). Μία πιθανή εξήγηση για 
το γεγονός ότι η αφαίρεση του τµήµατος Enh δεν επηρέασε την έκφραση των γ-γονιδίων αποτελεί το 
ενδεχόµενο να υπάρχουν και άλλα στοιχεία του συµπλέγµατος που  αναπληρώνουν ή συµβάλλουν 
συνεργιστικά στην µεταστροφή της αναπτυξιακής έκφρασης των γ-γονιδίων. Η  δράση του αποσιωπητού 
Enh ενδεχοµένως είναι πάνω στο γ-γονίδιο µόνο κατά την διάρκεια της ανάπτυξης.   

∆εδοµένου ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες συµµετέχουν στην αναπτυξιακή ρύθµιση των γονιδίων της 
σφαιρίνης, µελετήθηκαν συστηµατικά οι διάφοροι παράγοντες που προσδένονται µε τους αποσιωπητές Enh 
και F. Προηγούµενες  µελέτες έχουν δείξει ότι ο αποσιωπητής Enh συνδέεται µε  διάφορους  παράγοντες και 
περιλαµβάνει τρεις θέσεις σύνδεσης για τον παράγοντα GATA-1, καθώς και από µια θέση για τους 
παράγοντες AP-2, CBP-1 και Sp1 (Purucker et al., 1990).  Αργότερα αποδείχθηκε ότι περιλαµβάνει και δύο 
θέσεις σύνδεσης της πρωτεΐνης SATB1 που προσδένεται ειδικά µε τις θέσεις MARs ή SARs του DNA 
(Cunningham et al., 1994). Οι θέσεις MARs έχουν  την ικανότητα να δηµιουργούν αγκύλη του DNA η οποία 
είναι σηµαντική για την αντιγραφή και την έκφραση των γονιδίων (Walter et al., 1998). 

Ο αποσιωπητής F ελέγχθηκε για πρώτη φορά και βρέθηκε  ότι περιέχει  θέσεις δέσµευσης για τους 
παράγοντες YY1, GATA-1 και CP1. Οι έξι θέσεις σύνδεσης για τον παράγοντα ΥΥ1 βρέθηκαν να 
εµφανίζουν ποικίλου βαθµού σύνδεση και οµολογία µε τις συµβατικές αλληλουχίες δέσµευσης. 
Επιπρόσθετα, προσδιορίσθηκαν τρεις θέσεις ισχυρής σύνδεσης για τον ερυθροποιητικό παράγοντα GATA-1 
καθώς και  µία θέση για το µη-ιστοειδικό παράγοντα CP1 (Soultanas et al., 1996). Στη συνέχεια ελέγχθηκαν 
λειτουργικά οι ισχυρές θέσεις σύνδεσης του παράγοντα ΥΥ1. Για τον σκοπό αυτό, δηµιουργήθηκαν 
επιλεκτικές µεταλλάξεις σε κάθε µία από τις θέσεις σύνδεσης (26, 108 και 311). Τα µεταλλαγµένα F τµήµατα 
υποκλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδια αναφοράς και ελέγχθηκαν λειτουργικά σε κύτταρα Κ562 και HeLa. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι η µετάλλαξη στην ΥΥ1 θέση 108 (ACA σε TTG) αναστέλλει τη δράση του 
αποσιωπητή, και ως αποτέλεσµα παρουσιάζει αυξηµένη  έκφραση κατά 2.0-2.2 σε κύτταρα Κ562 και HeLa. 
Στη συνέχεια, για να προσδιοριστεί  εάν οι ΥΥ1 θέσεις λειτουργούν συνεργιστικά ή όχι, το τµήµα F  
χωρίστηκε  σε τρία µικρότερα τµήµατα (FE, FH και FG) παρόµοια µε εκείνα που αρχικά χρησιµοποιήθηκαν σε 
πειράµατα µετατόπισης της κινητικότητας και αποτύπωσης µε DNase I. Kάθε τµήµα περιέχει και ένα 
διαφορετικό αριθµό από τiς ισχυρές θέσεις σύνδεσης του παράγοντα ΥΥ1. Ολα τα τµήµατα 
υποκλωνοποιήθηκαν στο φορέα pGL2 Gγ-λουσιφεράση-SV40 και ελέγχονται λειτουργικά σε τρέχοντα 
πειράµατα. Εάν οι ΥΥ1 θέσεις λειτουργούν συνεργιστικά, τότε αναµένεται ότι η αρχική κατασκευή, δηλ. το 
τµήµα F µε τρεις ισχυρές ΥΥ1 θέσεις, θα παρουσιάσει την χαµηλότερη έκφραση. Με ενδιαφέρον αναµένεται 
και η ανάλυση του τµήµατος FE που περιλαµβάνει δύο ισχυρές θέσεις δέσµευσης (26 και 108). Εάν 
παρουσιάσει παρόµοια χαµηλά επίπεδα, τότε µε βάση και  την λειτουργική µελέτη που προαναφέρθηκε θα 



 

   

υποδηλώνει ότι η δράση του αποσιωπητή  περιορίζεται στο 5′ άκρο κοντά στην θέση 108 (Soultanas et al., 
υπό προετοιµασία). Παράλληλη µελέτη του εργαστηρίου µας έχει δείξει ότι οι αποσιωπητές  Enh και F (σε 
αντίθεση µε τους αποσιωπητές Ο και Ρ) παρουσιάζουν συνεργιστική δράση (52±9) εν σχέσει µε τα 
αποµονωµένα Enh (79±11) και F (73±14%) τµήµατα  (Ε. Κατσαντώνη; αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

Η συσσώρευση πολλαπλών θέσεων σύνδεσης για τους παράγοντες ΥΥ1 και GATA-1 εντός του 
αποσιωπητού F, σε συνδυασµό µε τα δεδοµένα που τεκµηριώνουν τον κατασταλτικό ρόλο των ανωτέρω δύο 
παραγόντων στους υποκινητές των ε- και γ-γονιδίων στην οντογένεση (Baron et al., 1997; Arcasoy et al., 
1997), υποδηλώνει τον δυνητικό ρόλο των πρωτεϊνών αυτών στην ρύθµιση της λειτουργίας του αποσιωπητού 
µέσα στο σύνθετο πλαίσιο της διεργασίας της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης.  

Η έρευνα για αρνητικά στοιχεία έχει πραγµατοποιηθεί και στο σύµπλεγµα της α-σφαιρίνης, όπου η 
αναπτυξιακή ρύθµιση του εµβρυϊκού ζ-γονιδίου  είναι αυτόνοµη όπως εκείνη των ε και γ-γονιδίων.  
Πρόσφατες in vivo και in vitro µελέτες εντόπισαν µία αλληλουχία αποσιωπητού 108 bp, ευρισκόµενη 1.2 kb  
3′ του ζ-γονιδίου, στην οποία συνδέεται ο παράγοντας NF-kB (GGGRHTYYHC, όπου R = A ή G, H = A, T 
ή C, Y = C ή Τ) υποδηλώντας ότι εν µέρει συµµετέχει στην καταστολή του ζ-γονιδίου (Liebhaber 2000, 
Wang and Liebhaber 1999). Η αλληλουχία αυτή δεν εµφανίζεται στους αποσιωπητές Enh και F. Σηµαντικό 
ενδιαφέρον για την λειτουργία των εµβρυϊκών γονιδίων προέρχεται από µία πρόσφατη µελέτη, όπου 
απεδείχθη ότι η επανενεργοποίηση των εµβρυϊκών ζ και ε-γονιδίων αναστρέφει την θνησιµότητα σε οµόζυγα 
ποντίκια µε α και β-θαλασσαιµία (Russell and Liebhaber 1998). Εποµένως, η πλήρης κατανόηση των 
µηχανισµών που αποσιωπούν τα εµβρυϊκά ζ και ε-γονίδια στην ενήλικό ζωή µπορούν να οδηγήσουν στην 
ανάπτυξη νέων στρατηγικών που θα αποτρέπουν την καταστολή τους in utero και ενδεχοµένως να µειώσουν  
την θνησιµότητα που παρατηρείται από την θαλασσαιµία (Wang and Liebhaber 1999).   

Στην συνέχεια διερευνήσαµε περαιτέρω το ρόλο των αποσιωπητών (Ο και Ρ) που εδράζονται 5′ του δ-
γονιδίου, στη δηµιουργία του φαινοτύπου HPFH έναντι εκείνου της δβ-θαλασσαιµίας  µε την εκτεταµένη 
λειτουργική ανάλυση των περιοχών εκατέρωθεν των σηµείων αποκοπής δύο συγκρίσιµων µεταλλάξεων, ήτοι 
της Ιταλικής HPFH-5 (Camaschella et al., 1990) και της Αµερικανικής δβ-θαλασσαιµίας (Anagnou et al., 
1985). 

Η περιοχή 5′ του δ-γονιδίου, έχει µελετηθεί εκτεταµένα κυρίως γιατί πιστεύεται ότι περιέχει cis 
ρυθµιστικά στοιχεία που συµµετέχουν στην µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης, και τα οποία είναι υπεύθυνα  για 
τους φαινοτύπους της HPFH και δβ-θαλασσαιµίας. Μία προηγούµενη µελέτη εντόπισε ένα παράγοντα από 
κύτταρα Κ562 και MEL, που προσδένεται σε µία επαναληπτική περιοχή πλούσια σε πυριµιδίνη (pyr factor) 1 
kb ανοδικά του δ-γονιδίου (O΄ Neill et al., 1991; Acuto et al., 1996).  Ο παράγοντας pyr προσδένεται σε µία 
συντηρηµένη περιοχή 250 bp που αποτελείται κατά 95% από πυριµιδίνη. Πιστεύεται ότι ο παράγοντας pyr 
έχει την ικανότητα να αναδιοργανώνει την χρωµατίνη και ίσως να παίζει σηµαντικό ρόλο  στη µεταστροφή 
της αιµοσφαιρίνης (O΄ Neill et al., 1991).  Σε λειτουργικές δοκιµασίες σε κύτταρα MEL, ένα τµήµα 383 bp 
που περιλαµβάνει το στοιχείο pyr 250 bp, καθώς και µία θέση GATA-1, βρέθηκε να αυξάνει την έκφραση 
ενός β-CAT γονιδίου κατά τρεις φορές (Acuto et al., 1996). Η αφαίρεση του παράγοντα pyr σε διαγονιδιακά 
ποντίκια παρουσίασε καθυστέρηση του φαινοµένου της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης και παρατεταµένη 
έκφραση του γ-γονιδίου έως και το ενήλικο στάδιο  (O΄ Neill et al., 1991) ενδεχοµένως λόγο της 
αναδιοργάνωσης της χρωµατίνης δεδοµένου ότι λειτουργικά δεν παρουσίασε κατασταλτική δράση. Εχει 
αποδειχθεί ότι το σύµπλεγµα pyr αλληλεπιδρά µε τέσσερις υποµονάδες του παράγοντα SWI/SNF (O΄ Neill et 
al., 1991) που έχει την ικανότητα να αναδιοργανώνει την χρωµατίνη. Πρόσφατα απεδείχθη ότι αλληλεπιδρά 
και µε τον παράγοντα Ikaros, που είναι απαραίτητος για την φυσιολογική ανάπτυξη των Β και Τ-
λεµφοκυττάρων, καθώς και µε τους καταστολείς NURD (nucleosome-remodeling deacetylase) (O΄ Neill et 
al., 2000). Το αντίστοιχο κλωνοποιηµένο τµήµα Q στην παρούσα µελέτη, δεν παρουσίασε σηµαντικές 
διαφορές εν σχέσει µε το γονίδιο αναφοράς pRSV-CAT. Μία άλλη µελέτη εντόπισε µία αρνητική περιοχή 
4.0 έως 1.7 kb (τµήµα R) 5′ του δ-γονιδίου. Το αντίστοιχο τµήµα στην παρούσα µελέτη είναι το τµήµα Ν 
(Σχήµα 8). Η περιοχή αυτή παρουσιάζει αρκετά ενδιαφέροντα στοιχεία.  Η αλληλουχία βρέθηκε ότι περιέχει 
i) δύο αλληλουχίες Alu I, ii) συµβατικές αλληλουχίες σύνδεσης για τους παράγοντες Sp1 και GATA-1, iii) 
αρκετές µικρές επαναλληπτικές αλληλουχίες καθώς και iv) οµολογίες µε τους αποσιωπητές από το γονίδιο 
της λυσοζύµης του κοτόπουλου, τον παράγοντα ABF1 της ζύµης, καθώς και µε τον αποσιωπητή του ε-
γονιδίου (Vitale et al., 1994).  



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 8.  Τµήµα Α. Λειτουργική ανάλυση της περιοχής µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων τόσο in vitro όσο και in 

vivo.  Τµήµα Β. Η περιοχή 5′ του δ-γονιδίου µε βάση τις µελέτες των Vitale et al., 1994; O� Neil et al., 
1999 και την παρούσα µελέτη υποδηλώνει την παρουσία σηµαντικών cis στοιχείων που συµµετέχουν 
στην µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης.  

Το τµήµα R ελέγχθηκε µαζί µε πέντε συνεχόµενα και αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα (F1-F5) από την 
1.7 kb R περιοχή (Σχήµα 8). Τα αποτελέσµατα µετά από διαµόλυνση σε κύτταρα MEL, έδειξαν ότι το τµήµα 
R και το τµήµα F5 651 bp,  µειώνουν  κατά πέντε φορές την δραστικότητα του πλασµιδίου αναφοράς β-CAT. 
Tο τµήµα R βρέθηκε να µειώνει κατά έξι φορές την έκφραση του πλασµιδίου αναφοράς γCAT, ενώ κανένα 
από τα αλληλοκαλυπτόµενα τµήµατα (F1-F5) δεν παρουσίασε αντίστοιχη κατασταλτική δράση  (Vitale et al., 
1994).  To αντίστοιχο Ν τµήµα στην παρούσα µελέτη, παρουσίασε επίσης µειωµένη δραστικότητα RSV-
CAT κατά 20% (Σχήµα 8). Τα ανωτέρω δεδοµένα των δύο µελετών, καίτοι προέρχονται από τη χρήση 
φορέων έκφρασης που δεν είναι απόλυτα συγκρίσιµοι (δηλ.  β-CAT έναντι RSV-CAT), εντούτοις είναι 
συµβατά µε την ύπαρξη 5′ του δ-γονιδίου σηµαντικού cis ρυθµιστικών στοιχείων που συµµετέχουν στο 
φαινόµενο της µεταστροφής της αιµοσφαιρίνης. Οι αποσιωπητές Ο και Ρ εκτός από την κατασταλτική τους 
δράση στο γονίδιο αναφοράς RSV-CAT, φαίνεται ότι συµµετέχουν και στη δηµιουργία των φαινοτύπων της 
Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας και της Ιταλικής HPFH.  

Η Αµερικανική (δβ)ο θαλασσαιµία παρουσιάζει επίπεδα HbF 25% µε πανκυτταρική κατανοµή στα 
ερυθροκύτταρα. Ο ακριβής φαινότυπος της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας ήταν δύσκολο να 
χαρακτηρισθεί δεδοµένο ότι η ασθενής ήταν διπλός ετεροζυγώτης και για το γονίδιο της δρεπανοκυτταρικής 
αναιµίας (βs)  (Anagnou et al., 1985) Έτσι δεν ήταν σαφές εάν ο φαινότυπος αυτής της µετάλλαξης ήταν 
τύπου δβ-θαλασσαιµίας ή HPFH. Αργότερα εντοπίστηκε µια άλλη πολύ συγκρίσιµη µετάλλαξη απουσία 
όµως του γονιδίου βs, µε φαινότυπο δβ-θαλασσαιµίας και HbF 14.7% (Waye et al., 1994). Η Ιταλική HPFH-
5 είναι πολύ συγκρίσιµη µετάλλαξη µε τις δύο αυτές (δβ)ο θαλασσαιµίες µε επίπεδα HbF 16-20% και έλλειµα 
12.9 kb. Το έλλειµα της HPFH-5  αρχίζει 3.2 kb ανοδικά του δ-γονιδίου και τερµατίζει µέσα στον ενισχυτή 
του 3′ του β-γονιδίου (Camaschella et al., 1990). Ο ενισχυτής του β-γονιδίου έχει αποδειχθεί ότι αυξάνει την 
δράση ενός συνδεδεµένου υποκινητή σε πειράµατα διαµόλυνσης (Antoniou et al., 1988) καθώς και ότι 
λειτουργεί στο ενήλικο στάδιο του ποντικού σε κατασκευές που δεν περιλαµβάνουν την περιοχή LCR  
(Behringer et al., 1987). 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 9.  Η µορφή της HPFH Kenya προκύπτει από έλλειµα 24 kb και η διαµετάθεση του ενισχυτή 3′ του β-
γονιδίου στην περιοχή των γ-γονιδίων, πιθανόν να οδηγεί στην αυξηµένη τους έκφραση στην ενήλικο 
ζωή.  

 Ο ενισχυτής του β-γονιδίου ενδεχοµένως να είναι υπεύθυνος και για την αποτελεσµατική έκφραση 
των γ-γονιδίων στην HPFH Kenya (Nute et al., 1976; Ojwang et al., 1983). Η HPFH Kenya έχει προέλθει 
από ένα επιχιασµό µεταξύ των Αγ και β-γονιδίων (Σχήµα 9). Ο επιχιασµός έχει επισυµβεί στα εξόνια 2 των 
Αγ και β-γονιδίων µεταξύ των αµινοξέων 80 έως 87, και ως αποτέλεσµα αφαιρεί µία περιοχή  περίπου 24 kb 
µεταξύ των Αγ και β-γονιδίων. Στην περίπτωση της HPFH Kenya, υπάρχει παράλληλη παραγωγή τόσο της 
Gγ όσο και των υβριδικών Αγ-β αλύσων cis του ελλείµατος στην ενήλικο ζωή. Οι ετεροζυγώτες παράγουν 7-
15% Hb Kenya και 5-15% HbF µε πανκυτταρική κατανοµή. Ο ίδιος ενισχυτής του β-γονιδίου φαίνεται να 
είναι υπεύθυνος και για τον φαινότυπο της HPFH-5. 

Με βάση τα ανωτέρω αποτελέσµατα και δεδοµένου ότι τα πιθανά άκρα της Αµερικανικής (δβ)ο 
θαλασσαιµίας δεν διαφέρουν πολύ από εκείνα της HPFH-5, αποµονώθηκε µε PCR το γεφυρικό τµήµα µήκος 
1.5-kb της µετάλλαξης. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του έδειξε ότι όντως οι δύο δβ-θαλασσαιµίες 
ήταν σχεδόν ταυτόσηµες. Η ανάλυση των σηµείων αποκοπής µεταξύ της Αµερικανικής (δβ)ο θαλασσαιµίας 
και της Ιταλικής HPFH-5, έδειξε ότι τα 5′ άκρα τους διαφέρουν κατά 779 bp, ενώ τα 3′ άκρα τους κατά 362 
bp. Παρά τις ελάχιστες διαφορές τους, οι δύο µεταλλάξεις εµφανίζουν διάκριτους φαινοτύπους. Αµφότερα τα 
ελλείµατα αφαιρούν τον αποσιωπητή P, ενώ ο αποσιωπητής O σχεδόν αφαιρείται στην HPFH-5 και 
διατηρείται κατά το πλείστον στη δβ-θαλασσαιµία. Μία άλλη συγκρίσιµη µετάλλαξη, είναι µια δβ-
θαλασσαιµία µε προέλευση από την Ανατολική Ευρώπη, η οποία έχει χαρακτηριστεί από το εργαστήριο  µας 
(Palena et al., 1994).  Η µετάλλαξη αυτή παρουσιάζει αυξηµένη HbF 13-18% µε ετεροκυτταρική κατανοµή 
και έλλειµα 9.5 kb. Το 5′ άκρο της δβ-θαλασσαιµίας από την Ανατολική Ευρώπη είναι µικρότερο  κατά 1.5 
kb εν σχέσει µε την HPFH-5.  Είχε προταθεί ότι οι φαινοτυπικές διαφορές που παρατηρούνται ανάµεσα σε 
αυτές τις δύο µεταλλάξεις  οφείλονται στην παρουσία αρνητικών στοιχείων (αποσιωπητής Ο) στο  5′ άκρο 
της δβ-θαλασσαιµίας κάτι που επιβεβαιώθηκε από την ανωτέρω µελέτη.   

Για να διερευνηθεί κατά πόσο τα δύο στοιχεία ενέχονται στη δηµιουργία των δύο φαινοτύπων, τα δύο 
γεφυρικά τµήµατα των δύο ελλειµάτων υποκλωνοποιήθηκαν µέσω PCR και υποκλωνοποιήθηκαν στο 
πλασµίδιο γ-CAT. Συγχρόνως υποκλωνοποιήθηκαν και µία σειρά αλληλοκαλυπτοµένων τµηµάτων από τις 
περιοχές των σηµείων αποκοπής συµπεριλαµβανόµενων και διαφόρων περιοχών από τον ενισχυτή 3′ του β-
γονιδίου. Λειτουργική ανάλυση σε κύτταρα Κ562 και COS-7, έδειξε ότι το γεφυρικό τµήµα της HPFH-5, 
που περιλαµβάνει ένα µικρό τµήµα του κολοβωµένου αποσιωπητού  O  σε σύντηξη µε ένα σχεδόν άθικτο 
τµήµα του ενισχυτού 3′ του β-γονιδίου, αύξησε τη δραστικότητα CAT κατά 4-5 φορές. Αντίθετα, το 
συγκρίσιµο γεφυρικό τµήµα της δβ-θαλασσαιµίας, που περιέχει ένα άθικτο τµήµα του αποσιωπητού O  σε 
σύντηξη µε ένα άθικτο τµήµα του ενισχυτού 3΄ του β-γονιδίου, παρουσίασε δραστικότητα χαµηλότερη του 
πλασµιδίου αναφοράς γ-CAT.  Ο ενισχυτής του β-γονιδίου παρουσίασε αυξηµένη έκφραση κατά ένδεκα 



 

   

φορές  από το πλασµίδιο γ-CAT ενώ ελλείµατα στον ενισχυτή και συνεπώς η αφαίρεση GATA-1 θέσεων 
οδηγεί σε µειωµένη έκφραση του   (Kosteas et al., 1996).   

Προκειµένου να τεκµηριωθεί  κατά πόσον η παρουσία του  αποσιωπητού O ήταν η αιτία της χαµηλής 
δραστικότητας στην δβ-θαλασσαιµία, δηµιουργήθηκαν ελλείµατα του αποσιωπητού Ο στο γεφυρικό τµήµα. 
Η προοδευτική αφαίρεση κυρίως της εσωτερικής αλληλουχίας, οδήγησε στην επανενεργοποίηση του γ-CAT 
γονιδίου κατά τέσσερις φορές. Τα ανωτέρω αποτελέσµατα µιµούνται επαρκώς την in vivo κατάσταση όσον 
αφορά τα επίπεδα της έκφρασης των γ-γονιδίων στα δύο σύνδροµα και τεκµηριώνουν για πρώτη φορά την 
άποψη ότι η διατήρηση και παρουσία του Ο αποσιωπητού είναι υπεύθυνη για τις φαινοτυπικές διαφορές.  

Οι δύο αποσιωπητές 5′ του δ-γονιδίου, πέραν του  τεκµηριωµένου ρόλου τους στην δηµιουργία των 
φαινοτύπων της HPFH και δβ-θαλασσαιµίας καθώς και της συµµετοχής τους στον γενικότερο φυσιολογικό 
µηχανισµό της καταστολής των γ-γονιδίων στην περιγεννητική περίοδο (Kosteas et al., 1993; Kosteas et al., 
1994), φαίνεται ότι εµφανίζουν στοιχεία ρυθµιστικών αλληλουχιών µε οντογενετική εξειδίκευση για τα β και 
γ-γονίδια.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 10.  Τµήµα Α. Η αφαίρεση του β-γονιδίου οδηγεί σε σηµαντικά αυξηµένα επίπεδα της HbF (1.8-14.4%) 

υποδηλώντας ότι υπάρχει ανταγωνισµός µεταξύ των γ και β-γονιδίων. Τµήµα Β. Οι αποσιωπητές Ο 
και Ρ φαίνεται ότι έχουν ένα διπλό ρόλο τόσο όσον αφορά την καταστολή των γ-γονιδίων όσο και ως 
προς την έκφραση των β-γονιδίων στο ενήλικο στάδιο.   

 



 

   

Πράγµατι, προσεκτική µελέτη και συσχέτιση των µοριακών και αιµατολογικών δεδοµένων δύο λίαν 
πληροφοριακών µεταλλάξεων ήτοι της Τουρκικής β-θαλασσαιµίας (Öner et al., 1995) και της δβ-
θαλασσαιµίας τύπου Corfu (Kulozik et al., 1988)  (Σχήµα 10) υποδηλώνουν ότι η ύπαρξη των αποσιωπητών 
Ο και P, είναι απαραίτητη τόσο για την καταστολή των γ-γονιδίων στην περιγεννητική περίοδο (στατιστικά 
σηµαντική αύξηση της HbF στους ετεροζυγώτες σε σύγκριση µε τους τυπικούς ετεροζυγώτες της κλασσικής 
β-θαλασσαιµίας), όσο και για τη διατήρηση των υψηλών επιπέδων της έκφρασης των β-γονιδίων στο ενήλικο 
στάδιο. Το τελευταίο προκύπτει από τα χαµηλά επίπεδα της έκφρασης του άθικτου β-γονιδίου στους 
ετεροζυγώτες της δβ-θαλασσαιµίας τύπου Corfu.  

Τέλος, εκτεταµένες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί σε διαγονιδιακά ποντίκια όπου έχουν αφαιρεθεί 
διάφορα τµήµατα µεταξύ των Αγ και δ-γονιδίων και κυρίως 5′ του δ-γονιδίου µε σκοπό να µιµηθούν τον 
φαινότυπο που προκαλείται από το έλλειµα της δβ-Corfu 7.2 kb, όπου παρατηρείται έκφραση του γ-γονιδίου 
στο ενήλικο στάδιο (Σχήµα 8). 

 Οπως προαναφέρθηκε, σε εξέλιξη βρίσκεται η ανάλυση µας σε διαγονιδιακά ποντίκια όπου έχουν 
αφαιρεθεί από το βYAC οι αποσιωπητές Ο και Ρ µε συνολικό έλλειµα 2.5 kb. Με βάση τα πρόσφατα 
δεδοµένα από συγκρίσιµα ελλείµατα και την παρουσία ενός αρνητικού (NRE) και ενός θετικού (PRE) 
στοιχείου στην περιοχή του υποκινητή του δ-γονιδίου (Ebb et al., 1998) εξετάζουµε το ενδεχόµενο να 
αφαιρέσουµε και µία επιπλέον περιοχή από το βYAC. Για τον σκοπό αυτό κλωνοποιήθηκαν και στις δύο 
κατευθύνσεις (5→ 3 και 3→ 5) στο πιο ευαίσθητο φορέα (εν σχέση µε τον RSV-CAT) pGL2-Gγ-
λουσιφεράση-SV40 οι αποσιωπητές Enh, F, O και P µαζί µε τα τµήµατα S, M, Μ1και Μ2 (τµήµατα του Μ) 
καθώς και τα τµήµατα T (NRE) και U (PRE). Σε εξέλιξη βρίσκεται επίσης και η λειτουργική ανάλυση των 
τµηµάτων αυτών τόσο σε κύτταρα Κ562 όσο και σε HeLa.  Αναµένεται ότι η  ανάλυση αυτή µαζί µε τα 
δεδοµένα από τις φυσικές µεταλλάξεις από τον άνθρωπο, θα βοηθήσει στο σχεδιασµό  ενός νέου τµήµατος 
που ενδεχοµένως χρειαστεί να αφαιρέσουµε από το βYAC προκειµένου να αναπαραχθεί in vivo ο 
φαινότυπος της κληρονοµικής παραµονής της εµβρυϊκής αιµοσφαιρίνης. 



 

   

Τελικό συµπέρασµα 
 

 Συνοψίζοντας, η µελέτη πολλαπλών φυσικών µεταλλάξεων, του συµπλέγµατος της β-σφαιρίνης, µε 
διάκριτους φαινότυπους (HPFH και δβ θαλασσαιµία) είχε ως αποτέλεσµα την ανακάλυψη νέων cis-
ρυθµιστικών αλληλουχιών. Τα στοιχεία αυτά  φαίνεται ότι συµµετέχουν στην µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης 
και είναι υπεύθυνα για την δηµιουργία του φαινοτύπου. Ανιχνεύτηκαν δύο νέοι ενισχυτές 3′ των ελλειµάτων 
της HPFH-3 (Anagnou et al., 1995; Kosteas et al., 1999) και HPFH-6 (Kosteas et al., 1991; Kosteas et al., 
1997a), καθώς και τέσσερις αποσιωπητές, δύο 3′ του Αγ-γονιδίου και δύο 5′ του δ-γονιδίου (Kosteas et al., 
1993; Kosteas et al., 1994; Kosteas et al., 1996).   

Τα νέα αυτά cis-στοιχεία φαίνεται ότι είναι συµβατά µε το µοντέλο της δηµιουργίας αγκύλης (looping) 
µέσα από την οποία η περιοχή LCR αλληλεπιδρά µε τα επιµέρους γονίδια της σφαιρίνης κατά τα διάφορα 
στάδια της ανάπτυξης. Η αφαίρεση των δ και β-γονιδίων στις µεταλλάξεις HPFH-3 και HPFH-6 έχουν ως 
αποτέλεσµα την διαµετάθεση ενισχυτών δίπλα από τα γ-γονίδια (Σχήµα 11). Η παρουσία των ενισχυτών 
ενισχύει ή αυξάνει την πιθανότητα αλληλεπίδρασης της περιοχής LCR µε τα γ-γονίδια στο ενήλικο στάδιο 
συµµετέχοντας µε αυτό το τρόπο στη µεταστροφή της αιµοσφαιρίνης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 11: Η διαµετάθεση ενισχυτών από το 3′ άκρο του συµπλέγµατος ενισχύει ή αυξάνη την 
αλληλεπίδραση της LCR µε τα εµβρυϊκά γ-γονίδια. 

 Η αφαίρεση τόσο των αποσιωπητών που ανιχνεύτηκαν όσο και των ενήλικων γονιδίων αυξάνει την 
πιθανότητα αλληλεπίδρασης της LCR µε τα γ-γονίδια λόγο απουσίας ανταγωνισµού από το β-γονίδιο. Οµως, 
σηµαντικό ρόλο στην έκφραση των γονιδίων παίζει η δοµή της χρωµατίνης.  Οπως προαναφέρθηκε ο 
παράγοντας EKLF  συνδέετε ειδικά  µε το κουτί CACCC του β-γονιδίου ενώ ακολουθεί σύνδεση από τις 
πρωτεΐνες της οικογένειας SWI/SNF που τροποποιούν την δοµή της χρωµατίνης.  Το τρέχον ενδιαφέρων 
σχετικά µε την αναπτυξιακή ρύθµιση των γονιδίων της β-σφαιρίνης εστιάζετε στην δοµή της χρωµατίνης και 
προς την ανίχνευση νέων cis- ρυθµιστικών στοιχείων όπως µονωτές για την χρήση τους σε νέες κατασκευές 
ρετροϊών.  

Τρέχουσες µελέτες της δικής µας ερευνητικής οµάδας βασίζονται στα ανωτέρω δεδοµένα και αφορούν 
ι) την περαιτέρω in vivo ανάλυση των ενισχυτών HPFH-3, HPFH-6 και HPFH-2 (McArthur and Anagnou 
1998) σε διαγονιδιακά ποντίκια, όπου ελέγχεται η ικανότητα τους να τροποποιούν την αναπτυξιακή έκφραση 
του εµβρυϊκού Αγ-γονιδίου παρουσία και των δύο αποσιωπητών 3′ του γονιδίου (Κατσαντώνη et al., 
αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) ιι) Την ανεξάρτητη κλωνοποίηση των ενισχυτών αυτών σε κατασκευή ρετροϊού  
µε τον οποίο  έχει παρατηρηθεί επιτυχή  µεταφορά του Αγ-γονιδίου σε κύτταρα MEL 585 (Emery et al., 
1999) καθώς και ιιι) η αδρανοποίηση µέσω οµόλογου ανασυνδυασµού των δύο αποσιωπητών που 
βρίσκονται 5′ του δ-γονιδίου, από β-YAC όπου θα πιστοποιηθεί ο in vivo ρόλος τους στην αρνητική ρύθµιση 
των γ-γονιδίων. 



 

   

  Οι ανωτέρω πειραµατικές προσπελάσεις αναµένεται να οδηγήσουν στην απόκτηση νέων γνώσεων 
για την κατανόηση της ρύθµισης των γονιδίων της σφαιρίνης, αλλά και στην δυνατότητα ανάπτυξης νέων 
µεθόδων γονιδιακής θεραπείας που θα συµβάλουν στην θεραπεία σοβαρών κληρονοµικών νόσων όπως είναι 
η β-θαλασσαιµία και η δρεπανοκυτταρική αναιµία. 
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