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1 Εισαγωγή 

 

Ο ERF είναι ισχυρός μεταγραφικός καταστολέας, μέλος της οικογένειας ETS. Η κα-

τασταλτική του δράση εξαρτάται τόσο από την περιοχή καταστολής όσο και από το 

σημείο πρόσδεσης του στο DNA (Sgouras et al., 1995, Mavrothalassitis & Chysdael, 

2000). Όσον αφορά τον άνθρωπο, εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 19, έχει μήκος 7593 βά-

σεις και εκφράζεται σε όλους τους ιστούς του ενήλικου ατόμου (Liu et al., 1997). Η ε-

νεργοποίηση του μονοπατιού Ras/Erk από μιτογόνα ερεθίσματα οδηγεί σε φωσφορυλί-

ωση του ERF από την Erk κινάση (Le Gallic et al., 1999). Συμμετέχει στην διαφοροπο-

ίηση και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων, στην ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου 

(Le Gallic et al., 1999), στην αγγειογένεση (Papadaki,et al.,2005) ενώ τέλος, έχει απο-

δειχτεί και ο ογκοκατασταλτικός του ρόλος (Athanasiou et al., 2000).  

Είναι γνωστό  ότι ο ETS1 και ETS2, δύο μεταγραφικοί παράγοντες της ίδιας ETS οικο-

γένειας του ERF παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση και τον πολλαπλασιασμό 

των οστεοβλαστών (A Raouf, A Seth 2000., YJ Kim, BG Kim, SJ Lee, HK Lee, 2007). 

Διαγονιδιακά ποντίκια που υπερεκφράζουν τον ETS2 εμφανίζουν πολλαπλές σκελετι-

κές ανωμαλίες στο εγκεφαλικό κρανίο, στο προσωπικό κρανίο και στον αυχένα (SH 

Sumarsono, et al.,1996). 

 Η κρανιοσυνοστέωση ή κρανιοσυνόστωση, είναι μια ασυνήθιστη αλλά όχι σπάνια δια-

ταραχή στην διάπλαση του εγκεφαλικού κρανίου. Εμφανίζεται σε ποσοστό 1 στις 2000 

γεννήσεις και είναι μια κατάσταση κατά την οποία μία ή περισσότερες ραφές στο βρε-

φικό κρανίο έχουν υποστεί πρώιμα σύγκλειση, με οστεοποίηση (Hunter, A.G.W. and 

Rudd, N.L. 1976., Hunter, A.G.W. and Rudd, N.L.1977., Lajeunie, et al.,1995., Lajeunie, 

et al.,1996). Αυτό προκαλεί παραμόρφωση του κρανίου, χωρίς να εμποδίζει απαραίτητα 

και την ανάπτυξη του εγκεφάλου. Σε περιπτώσεις όμως που περιορίζεται σημαντικά ο 

χώρος του εγκεφάλου, παρατηρείται αυξημένη ενδοκρανιακή πίεση που οδηγεί σε 

προβλήματα  όρασης, διαταραχή του ύπνου, διατροφικές δυσκολίες,  και επιβάρυνση 

στην νοητική ανάπτυξη που πολλές φορές συνοδεύεται με σημαντική μείωση του IQ 

(Renier, D et al.,1982., David, L.R et al., 1996., Gosain, A.Ket et al., 1996., Gonsalez, S 
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et al., 1997). Οι μεταλλαγές που έχουν εντοπιστεί και οδηγούν σε διαφόρων τύπου κρα-

νιοσυνόστωση, είναι κυρίως αυτές των FGFR, των EFNA4, EFNB1 και των υποδοχέων 

κινάσης  τυροσύνης TWISΤ και MSX2 (Elanko N et al., 2001, Nathaniel H et al., 

2011., Wilkie AO 1996). Οι συγκεκριμένες μεταλλαγές με κάποιο τρόπο επηρεάζουν 

και διαταράσσουν την ισορροπία της οστεοποίησης στο σημείο των ραφών (AOM 

Wilkie 1997). Είναι ήδη γνωστή η συμμετοχή του ERF στα μονοπάτια των FGFR 

(Elizabeth P et al.,1997) και των εφρινών (Rui Guo, Zuoren Yu, Jikui et al.,2004) η εμ-

πλοκή του όμως και ο τρόπος σύνδεσης του ERF με την οστεοποίηση μένει να μελετη-

θεί. 

 Προτείνεται λοιπόν, η διερεύνηση του ρόλου του ERF στην διαφοροποίηση των οστε-

οβλαστών. Η πειραματική μελέτη αποτελείται από δυο στάδια. Στο πρώτο στάδιο, που 

εκπονείται και η παρούσα εργασία, γίνεται η διερεύνηση νέων μεταλλάξεων με στόχο 

τον καθορισμό της μετάλλαξης που παρουσιάζει μεγαλύτερο gain of function. Για τον 

σκοπό αυτό, κατασκευάζονται constructs που στη συνέχεια χρησιμοποιούνται για την 

διαμόλυνση Hella κυττάρων. Τα αποτελέσματα της διαμόλυνσης με τις συγκεκριμένες 

μεταλλάξεις δεν είναι αρκετά, ούτε ικανοποιητικά για να προκύψει ένα πόρισμα. Επι-

βάλλεται η επανάληψη της διαμόλυνσης των Hella κυττάρων με τις συγκεκριμένες με-

ταλλάξεις περισσότερο από μία φορές έτσι ώστε στα αποτελέσματα που θα προκύψουν 

να υπάρχει επαναληψιμότητα και εγκυρότητα. Η διαμόλυνση θα πρέπει στη συνέχεια 

να εφαρμοστεί και για τις υπόλοιπες μεταλλάξεις που αναφέρονται στην εργασία. Τα 

αποτελέσματα που θα προκύψουν θα αναλυθούν ως προς την μεταβολή της λειτουργι-

κότητας του ERF. Στο δεύτερο στάδιο προτείνεται η χρήση καλλιεργειών μεσεγχυματι-

κών κυττάρων που περιέχουν διαφορετικό ποσοστό του ERF και ο καθορισμός του 

βαθμού διαφοροποίησης των οστεοβλαστών σε αυτές. Τα αποτελέσματα του τελευταί-

ου σταδίου αναμένεται να δείξουν το αν και κατά πόσο ο ERF επηρεάζει την διαφορο-

ποίηση των οστεοβλαστών. 

Συνοπτικά η εργασία παρουσιάζεται σε έξι κεφάλαια. Στο πρώτο κεφάλαιο, στην εισα-

γωγή παρουσιάζεται ο σκοπός της εργασίας και ο τρόπος που θα επιτευχθεί ο σκοπός 

αυτός. Στο δεύτερο κεφάλαιο γίνεται μια αναφορά στους μεταγραφικούς παράγοντες 

και ιδιαίτερα σε αυτούς της οικογένειας των ETS μεταγραφικών παραγόντων για να 

καταλήξει στον αγαπημένο του εργαστηρίου τον μεταγραφικό καταστολέα ERF. Στο 

τρίτο κεφάλαιο παρουσιάζεται το θέμα που επιχειρείται  να διερευνηθεί στην παρούσα 

εργασία με αφορμή την σχέση του ERF με την οστεογένεση και την Κρανιοσυνόστω-
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ση. Στο τέταρτο κεφάλαιο περιγράφονται τα υλικά καθώς και οι μέθοδοι του εργαστη-

ρίου που ακολουθήθηκαν για την εκπόνηση της παρούσας εργασίας. Στο πέμπτο κεφά-

λαιο παρουσιάζονται βήμα βήμα οι τεχνικές και τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν 

για την περάτωση της εργασίας καθώς και τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τα πε-

ιράματα αυτά. Τέλος στο έκτο κεφάλαιο συνοψίζονται τα συμπεράσματα που προέκυ-

ψαν από την εργασία αυτή όπως επίσης και προτάσεις για μελλοντική δουλειά. 
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2 Μεταγραφικοί Παράγοντες 

H μεταγραφή του DNA σε RNA, η ρύθμιση δηλαδή της γονιδιακής έκφρασης αποτελεί 

κομβικό σημείο για τη διατήρηση της κυτταρικής ομοιόστασης και συνεπώς της φυσιο-

λογικής λειτουργίας του οργανισμού. Οι μεταγραφικοί παράγοντες είναι πρωτεΐνες με 

συγκεκριμένη τρισδιάστατη δομή οι οποίες μπορούν να αλληλεπιδρούν με το DNA, 

αναγνωρίζοντας ειδικές αλληλουχίες πάνω σε αυτό (Εικόνα 1).  

 

Εικόνα 1: Αλληλεπίδραση μεταγραφικών παραγόντων και DNA. 

2.1 Ρόλος των μεταγραφικών παραγόντων 

Τυπικά, το τμήμα πρόσδεσης στο DNA έχει τη διαμόρφωση α έλικας, ενώ η περιοχή 

πρόσδεσης περιέχει ή γειτνιάζει με θετικά φορτισμένα κατάλοιπα αμινοξέων τα οποία 

αλληλεπιδρούν με τον αρνητικά φορτισμένο φωσφοσκελετό του DNA. Τα κύρια δομι-

κά μοτίβα στο μόριο των μεταγραφικών παραγόντων, μέσω των οποίων αλληλεπιδρούν 

με το DNA, είναι τέσσερα: (α) έλικα-στροφή-έλικα (helix-turn-helix), (β) «δάκτυλα» 

ψευδαργύρου (zinc fingers), (γ) «φερμουάρ» λευκίνης (leucine zipper) και (δ) έλικα-

βρόχος-έλικα (helix-loop-helix). Οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται σε ειδικές 

θέσεις του DNA των γονιδίων, που ονομάζονται υποκινητές και ενισχυτές. Συνήθως 

ασκούν τη δράση τους μέσω σχηματισμού συμπλόκων με άλλες πρωτεΐνες της μεταγ-
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ραφικής μηχανής. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούν διακριτές επιφάνειες του μορίου 

τους, γνωστές ως περιοχές ενεργοποίησης ή καταστολής. Οι περισσότεροι μεταγραφι-

κοί παράγοντες λειτουργούν ως ομο- ή ετεροδιμερή. Η εξαιρετικά ποικιλόμορφη υπε-

ροικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων περιλαμβάνει πρωτεΐνες που παρουσιάζο-

υν ένα ευρύ φάσμα ενεργών και ανενεργών μορφών και των οποίων η αλληλομετατρο-

πή μπορεί να επάγεται τόσο από εξωκυττάρια (μεταβίβαση από ειδικούς μεμβρανικούς 

υποδοχείς) όσο και από ενδοκυττάρια μηνύματα. Υπάρχουν, για παράδειγμα, μεταγρα-

φικοί παράγοντες, οι οποίοι αμέσως μετά τη σύνθεση τους οδηγούνται στον πυρήνα του 

κυττάρου, ενώ βρίσκονται ήδη στην ενεργό μορφή τους. Αντίθετα, άλλοι μεταγραφικοί 

παράγοντες μεταφέρονται και παραμένουν στον πυρήνα σε αδρανή μορφή και ενεργο-

ποιούνται μόνο με τη σύνδεσή τους με τα κατάλληλα προσδέματα (π.χ. οι θυρεοειδικές 

ορμόνες για τον αντίστοιχο υποδοχέα), που μεταφέρονται στον πυρήνα επίσης από το 

κυτταρόπλασμα. Άλλοι μεταγραφικοί παράγοντες οδηγούνται στον πυρήνα σε ενεργό ή 

ανενεργό μορφή και αδρανοποιούνται ή ενεργοποιούνται, αντίστοιχα, εκεί από ειδικά 

ένζυμα (κινάσες ή φωσφατάσες, οι οποίες οδηγούν σε ρυθμιζόμενη από εξωκυττάρια 

μηνύματα αντιστρεπτή φωσφορυλίωση των μεταγραφικών παραγόντων). Τέλος, υπάρ-

χουν μεταγραφικοί παράγοντες, των οποίων οι ενεργείς μορφές (που προκύπτουν ή όχι 

από προηγούμενη ενεργοποιητική ομοιοπολική τροποποίηση) μεταφέρονται από το 

κυτταρόπλασμα στον πυρήνα μόνο ως απόκριση σε εξωκυττάρια ερεθίσματα. Οι με-

ταγραφικοί παράγοντες παίζουν κεντρικό ρόλο κατά την ανάπτυξη ενός νέου οργανισ-

μού, που αφορά στη δράση τους κατά τη διάρκεια της κυτταρικής αύξησης και διαφο-

ροποίησης. Οι ορμόνες, οι αυξητικοί παράγοντες και άλλα χημικά μηνύματα επιδρούν 

στην αύξηση, τη διαφοροποίηση και τις κυτταρικές λειτουργίες, ενεργοποιώντας τη γο-

νιδιακή έκφραση μέσω της δραστηριοποίησης συγκεκριμένων βιολογικών μονοπατιών 

και μεταγραφικών παραγόντων. Κατά την εμβρυογένεση, σε συγκεκριμένα χρονικά δι-

αστήματα, ενεργοποιούνται ομάδες μεταγραφικών παραγόντων (π.χ. οικογένεια Pax), 

που επάγουν τη μεταγραφή γονιδίων, τα προϊόντα των οποίων είναι απαραίτητα για τη 

διαφοροποίηση και τη δημιουργία των διαφόρων ιστών του σώματος. Η παραγωγή, ε-

πομένως, των μεταγραφικών παραγόντων (των ειδικών πρωτεϊνών που συμμετέχουν 

στην ενεργοποίηση ή στην καταστολή της γονιδιακής έκφρασης) πρέπει να είναι ποιο-

τικά και ποσοτικά σωστή. Οι παράγοντες, δηλαδή, αυτοί πρέπει να μη φέρουν λειτουρ-

γικές ανωμαλίες λόγω μεταλλάξεων και να συντίθενται σε κανονικές ποσότητες μέσα 

στο κύτταρο, ενώ ταυτόχρονα πρέπει να είναι χωροχρονικά ακριβής, δηλαδή να εκφρά-

ζονται στον κατάλληλο τύπο κυττάρου και στο σωστό χρόνο. Εκτροπές από τις παρα-
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πάνω συνθήκες μπορούν να οδηγήσουν σε σημαντικά προβλήματα, που σχετίζονται με 

μορφολογικές και λειτουργικές ανωμαλίες των διαφόρων ιστών και οργάνων. Σημαντι-

κή οικογένεια μεταγραφικών παραγόντων είναι η οικογένεια των ETS ,που συμμετέχει 

σε όλες σχεδόν τις κυτταρικές διαδικασίες που αναφέρθηκαν προηγουμένως. 

2.2 Η οικογένεια των ETS μεταγραφικών παραγόν-
των 

Χαρακτηριστική για την ETS οικογένεια των μεταγραφικών παραγόντων είναι η περιο-

χή πρόσδεσης στο DNA, το ETS domain, μια εξελικτικά συντηρημένη περιοχή που εν-

τοπίζεται στο άμινο ή καρβόξυλο-τελικό άκρο των πρωτεινών. Η περιοχή αποτελείται 

απο 85 αμινοξέα, που σχηματίζουν 3 α-έλικες και 4β-πτυχωτές επιφάνειες, σχηματίζον-

τας μια δομή έλικας-στροφής-έλικας (Εικόνα 2). Η συγκεκριμένη δομή συμβάλλει στην 

αλληλεπίδραση των συγκεκριμένων πρωτεινών με την συναινετική αλληλουχία 

GGAA/T (ETS binding site, EBS) στο γένωμα, ενώ παράλληλα η πρόσδεση υποβοηθά-

ται από πρόσθετα γειτονικά νουκλοετίδια. 

 

Εικόνα 2: Δομή του ETS domain. 

Το ETS domain είναι κοινό σε όλα τα μέλη της οικογένειας από το πρώτο, το v-ets, που 

ταυτοποιήθηκε αρχικά ως ένα συντηγμένο gag-myb-ets ογκογονίδιο του ρετροϊού Ε26 

στα κοτόπουλα και προκαλούσε ερυθροβλαστική και μυελοβλαστική λευχαιμία, το 
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πρώτο κυτταρικό ομολόγου του, το Ets1 {Leprince, 1983 #96; Nunn, 1983 #116} και 

τουλάχιστον άλλων εικοσιεννέα μελών αυτής της οικογένειας που έχουν εντοπιστεί στα 

θηλαστικά (Εικόνα 3). Ets γονίδια έχουν χαρακτηριστεί σε διάφορα είδη του ζωικού 

βασιλείου από τον σπόγγο μέχρι τον άνθρωπο. Τα περισσότερα μέλη της οικογένειας 

των ETS ενεργοποιούνται από το RAS/MAPK σηματοδοτικό μονοπάτι. 

 

Εικόνα 3: Μέλη της οικογένειας των ETS μεταγραφικών παραγόντων. 

Οι ETS μεταγραφικοί παράγοντες (Εικόνα) τροποποιούνται μετα-μεταφραστικά. Οι 

τροποποιήσεις αυτές ρυθμίζουν με διάφορους τρόπους τη δράση τους, αλλάζουν τη εν-

δοκυτταρική τους θέση, επηρεάζουν την αλληλεπίδρασή τους με άλλες πρωτεΐνες, ή 

ακόμα και με το DNA και μεταβάλλουν τη μεταγραφική τους δράση ή την πρωτεϊνική 

τους σταθερότητα. Ενεργοποιούν ή καταστέλλουν τη μεταγραφή γονιδίων σε συνεργα-

σία με άλλους μεταγραφικούς παράγοντες (Εικόνα 4) και με αυτό τον τρόπο ρυθμίζουν 

βασικές κυτταρικές φυσιολογικές λειτουργίες, όπως τον πολλαπλασιασμό, την απόπτω-

ση, τη διαφοροποίηση. 
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Εικόνα 4: Αλληλεπιδράσεις των ETS μεταγραφικών παραγόντων με διάφορους εκκινητές και 

ενισχυτές. 

Ιικές ενθέσεις ή χρωμοσωμικές μετατοπίσεις οδηγούν σε απορύθμιση της έκφρασης 

των ETS ή ακόμη και στη δημιουργία χειμερικών πρωτεϊνών τους και συνδέονται με 

καρκίνο των κυττάρων του αίματος και διαφόρων τύπων συμπαγών όγκων. Ιδιαίτερο 

μέλος της οικογένειας των ETS μεταγραφικών παραγόντων είναι ο μεταγραφικός κα-

ταστολέας ERF. 

2.3 O μεταγραφικός καταστολέας ERF 

Ο μεταγραφικός παράγοντας ERF ανήκει στην οικογένεια των ETS γονιδίων. Εκτός 

από το ETS domain o ERF δεν παρουσιάζει σημαντική ομολογία με τα υπόλοιπα μέλη 

της οικογένειας, εκτός από την PE1/Mets και μαζί συνιστούν την ERF υποοικογένεια 

(Εικόνα 3). Η περιοχή πρόσδεσης στο DNA εντοπίζεται στο αμινο-τελικό άκρο της 

πρωτείνης, στο κέντρο της εντοπίζεται το τμήμα που είναι υπεύθυνο για την αλληλε-

πίδραση με την Erk κινάση και στο καρβοξυ-τελικό άκρο της βρίσκεται η περιοχή της 

μεταγραφικής καταστολής. Η συγκεκριμένη περιοχή δρα με αυτόνομο τρόπο από τη 

στιγμή που η σύντηξη της με περιοχές πρόσδεσης στο DNA μεταγραφικών ενεργοποιη-

τών, όπως ο Ets1, ο NFκΒ και ο GAL4 διατηρεί την κατασταλτική της δράση. Επιπ-
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ρόσθετα αποδεικνύεται πως η μεταγραφική του δράση εξαρτάται από την πρόσδεση 

του στο DNA, αφού κολοβές πρωτεΐνες στο αμινο-τελικό άκρο δεν μπορούν να κατασ-

τείλουν τη μεταγραφή, ενώ μεταλλαγμένες θέσεις πρόσδεσης στο DNA επίσης καταρ-

γούν τη δράση του Erf. 

 Το μέγεθος του ERF είναι 2.8 kb (mRNA) και κωδικοποιεί μία φωσφοπρωτεΐνη 80 

kDa (Sgouras et al., 1995). Ο ERF εκφράζεται σε σταθερά επίπεδα σε ένα μεγάλο εύρος 

ιστών, όπως νεφρά, εγκέφαλος, καρδιά, πνεύμονες, λεμφαδένες, ωοθήκη και όρχεις κα-

θώς και σε διάφορες κυτταρικές σειρές (Liu et al., 1997). Ακόμη ο Erf εκφράζεται παν-

τού στο έμβρυο καθόλη τη διάρκεια της εμβρυογένεσης. Έχουν απομονωθεί το ανθρώ-

πινο και το ποντικίσιο γονίδιο του Erf τα οποία παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία τόσο 

στην κωδική τους αλληλουχία (90%), όσο και σε πρωτεϊνικό (98%) επίπεδο. Μεγάλη 

ομολογία (91%) παρουσιάζουν επίσης και οι υποκινητές των δύο γονιδίων, που περιέ-

χουν δυνητικές θέσεις πρόσδεσης για διάφορους μεταγραφικούς παράγοντες, όπως οι 

Sp1 και CREB/ATF. Το γονίδιο οργανώνεται όμοια και στα δύο είδη, αποτελείται από 

τέσσερα εξόνια από τα οποία το 2 και το 3 εξόνιο κωδικοποιούν την περιοχή πρόσδε-

σης στο DNA (ETS domain), ενώ το εξόνιο 4 περιέχει την περιοχή καταστολής της με-

ταγραφής (Liu et al., 1997). Ο ERF του ανθρώπου και του ποντικού παρουσιάζουν συν-

τήρηση και στην χρωμοσωμική τους θέσης εκτός της συντήρησης της δομής και της 

αλληλουχίας τους. Το γονίδιο του Erf στον άνθρωπο εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 

19q13.1, ενώ στον ποντικό στη συνταινιακή θέση κοντά στο κεντρομερίδιο του χρωμο-

σώματος 7. Τα δύο χρωμοσώματα έχουν σαν κοινό χαρακτηριστικό το γεγονός ότι συν-

δέονται με χρωμοσωμικές μετατοπίσεις και τρισωμίες, που οδηγούν σε κακοήθειες του 

αιμοποιητικού ιστού καθώς και σε διάφορους συμπαγείς όγκους, όπως του μαστού και 

των πνευμόνων. Ο Erf πιθανόν να συνδέεται με αυτές τις κακοήθειες (Liu et al., 1997). 

Ο ERF, ο YAN της Δροσόφιλας και οι NET και TEL, είναι οι μεταγραφικοί καταστολε-

ίς της οικογένειας των ETS η οποία μεσολαβεί μέσω ενός διακριτού domain καταστο-

λής (Mavrothalassitis & Chysdael, 2000). Με πειράματα παροδικής επιμόλυνσης 

(transient  transfection assays), έχει αποδειχθεί ότι ο ERF είναι ένας ισχυρός καταστο-

λέας της μεταγραφής και η ικανότητα του αυτή εξαρτάται από την πρόσδεση του, μέσω 

του ETS domain στο DNA. Όταν η περιοχή καταστολής μεταφέρεται σε ετερόλογες 

θέσεις πρόσδεσης στο DNA, διατηρεί την κατασταλτική του ικανότητα. Όταν όμως το 

ETS domain απομακρύνεται, χάνεται η κατασταλτική του ενεργότητα (Sgouras et al., 
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1995). Ο μοριακός μηχανισμός καταστολής του ERF όσο και τα γονίδια στόχοι δεν έ-

χουν ακόμη πλήρως διευκρινιστεί. Ο ERF καταστέλλει την ETS εξαρτώμενη ογκογενε-

τικότητα του πολυπεπτιδίου p135gag-myb-ets που κωδικοποιείται από τον ιό Ε26. Ο 

ιός Ε26 περιέχει το πρωτότυπο v-ets ογκογονίδιο και όταν συντήκεται με το v-myb ε-

πάγει ερυθρολευχαιμίες στα κοτόπουλα και προκαλεί το μετασχηματισμό των κυττά-

ρων του ποντικού NIH3T3. Με τον τρόπο αυτό ο ERF παρουσιάζεται σαν ογκοκατασ-

τολέας. Ο ERF καταστέλλει επίσης το μετασχηματισμό των NIH3T3 ινοβλαστών που 

επάγεται από τον ιό, κάτω από συνθήκες ανάπτυξης με χαμηλή συγκέντρωση ορού. Για 

την καταστολή του παραπάνω φαινοτύπου απαραίτητο είναι το ETS domain του ERF 

(Sgouras et al., 1995). Όπως αναφέρθηκε, χιμαιρικές πρωτεΐνες που σχηματίζονται α-

νάμεσα στο Ν- τελικό άκρο του γονιδίου EWS και το ETS domain διαφόρων ETS πρω-

τεϊνών έχουν ανιχνευτεί σε διάφορους όγκους στον άνθρωπο. Ένα τέτοιο παράδειγμα 

είναι και η χρωμοσωμική μετατόπιση που οδηγεί στη σύντηξη του EWS με το ETS 

domain του FLI1. Η χιμαιρική πρωτεΐνη που αποτελείται από το ETS domain του FLI1 

και το domain καταστολής του ERF καταστέλλει την μεταγραφική ενεργοποίηση δυνη-

τικών γονιδίων στόχων της ογκοπρωτεΐνης EWS-FLI1, όπως επίσης καταστέλλει και 

τον μετασχηματισμό των κυττάρων που προκαλούνται από το EWS- FLI1 (Athanasiou 

et al., 2000). Ο ERF όπως και τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας των ETS πρωτεϊνών 

ρυθμίζεται με φωσφορυλίωση από το σηματοδοτικό μονοπάτι MAPK σε απόκριση μι-

τογόνων ερεθισμάτων και ερεθισμάτων παύσης. 

Επικεντρώνοντας στον ERF, αυτός αλληλεπιδρά με την ERK και φωφορυλιώνεται απο 

αυτή σε πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης σερίνης και θρεονίνης. Η περιοχή αλληλε-

πίδρασης του ERF με την ERK εντοπίζεται μεταξύ των αμινοξέων 316 και 416 του μο-

ρίου της πρωτεΐνης. Τα αποτελέσματα κατεγράφησαν τόσο in vivo όσο και in vitro. Σε 

αντίθεση, μετά από ερεθίσματα stress ο ERF δεν φωσφορυλιώνεται από τις κινάσες που 

ενεργοποιούνται από αυτά, όπως είναι οι JNKs και p38. Σε πειράματα ανοσοκατακρήμ-

νισης βρέθηκε ότι ο ERF αλληλεπιδρά με την φωσφορυλιωμένη (ενεργή) καθώς και με 

τη μη φωσφορυλιωμένη (ανενεργή) ERK, γεγονός που επαληθεύτηκε και in vitro μετά 

από GST pull down πειράματα. H φωσφορυλίωση του ERF δεν επηρεάζει την αλληλε-

πίδρασή του με την ERK. Αυτό αποδεικνύεται μέσα από μεταλλαγμένες μορφές του 

ERF (ERFm1-7) όπου οι θέσεις φωσφορυλίωσης σερίνης/θρεονίνης αντικαταστάθηκαν 

με αλανίνη, αλλά δεν έχασαν την ικανότητα αλληλεπίδρασης με την ERK (Le Gallic et 

al., 1999). Η φωσφορυλίωση του ERF από την ERK ρυθμίζει την υποκυτταρική του 
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εντόπιση και επομένως την κατασταλτική του ικανότητα (Εικόνα 5). Με την ενεργοπο-

ίηση του, μέσω μιτογόνων ερεθισμάτων, ο ERF φωσφορυλιώνεται από την ERK και 

εξέρχεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα, ενώ απουσία μιτογόνων ερεθισμάτων ο 

ERF εντοπίζεται στον πυρήνα μη φωσφορυλιωμένος. 

 

Εικόνα 5: Φωσφορυλίωση και ERF. 

Οι μεταλλαγμένες μορφές του ERF (ERFm1-7) στις οποίες και οι 7 θέσεις φωσφορυλί-

ωσης έχουν αντικατασταθεί με αλανίνη, είναι κατεξοχήν πυρηνικές ακόμα και μετά από 

ενεργοποίηση με μιτογόνα ερεθίσματα. Αυτό υποδηλώνει ότι η φωσφορυλίωση του 

ERF από την ERK είναι υπεύθυνη για την ρύθμιση της υποκυτταρικής του εντόπισης. 

Σε αντίθεση με το YAN το οποίο μετά την φωσφορυλίωση του από τη MAPK εξέρχε-

ται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα όπου αποικοδομείται μετά από ουβικιτινιλίω-

ση, ο ERF παραμένει στο κυτταρόπλασμα και επανασυσσωρεύεται στον πυρήνα μετά 

από την απενεργοποίηση της ERK (Le Gallic et al., 1999). Σε προηγούμενα πειράματα 

στα οποία μελετήθηκε το στάδιο φωσφορυλίωσης του ERF κατά τη διάρκεια του κυτ-

ταρικού κύκλου, βρέθηκε ότι ο ERF είναι φωσφορυλιωμένος κατά τη μετάβαση στη 

G0/G1 φάση μετά από προσθήκη αυξητικών παραγόντων (Sgouras et al., 1995). Σε 

συνδυασμό με τις παρατηρήσεις ότι ο ERF παραμένει στο κυτταρόπλασμα των κυττά-

ρων που πολλαπλασιάζονται, ενώ μετατοπίζεται στον πυρήνα μετά από την απομάκ-

ρυνση των μιτογόνων ερεθισμάτων. Αυτό υποδηλώνει ότι ο ERF μπορεί να έχει ένα 

διακριτό ρόλο στη ρύθμιση της μετάβασης στη G0/G1 φάση του κυτταρικού κύκλου. 
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Οι μεταλλαγμένες μορφές του ERF (ERFm1-7, πυρηνικό ERF) έχουν ως αποτέλεσμα 

να σταματάνε τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G0/G1, σε αντίθεση με το αγρίου τύπου 

ERF. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι ο ERF μπορεί να ρυθμίζει την έκφραση 

γονιδίων που ενεργοποιούνται κατά την είσοδο στη G1 φάση του κυτταρικού κύκλου 

(Le Gallic et al., 1999). 

Αν και τα γονίδια στόχοι που ρυθμίζονται από το ERF είναι άγνωστα, στα υποψήφια θα 

μπορούσαν να συμπεριληφθούν οι D κυκλίνες οι οποίες αποκρίνονται στην ενεργοποί-

ηση από το RAS και έχουν EBS στους υποκινητές τους. Επίσης άλλα γονίδια τα οποία 

έχουν EBS και έχει αναφερθεί ότι ρυθμίζονται από τους ETS μεταγραφικούς παράγον-

τες, όπως τα c-myc, JunB, c-Fos, p21, p53 κ.α. θα μπορούσαν να είναι επίσης στους 

υποψήφιους στόχους του ERF. Πρόσφατα βρέθηκε ότι η επαγόμενη από τον ERF παύ-

ση (arrest) του κυτταρικού κύκλου στη φάση G1 καταστέλλεται από την υπερέκφραση 

κυκλινών (Le Gallic et al., 2004). Επίσης βρέθηκε ότι ο ERF μπορεί να επηρεάσει την 

πρόοδο του κυτταρικού κύκλου κατά ένα Rb εξαρτώμενο τρόπο. Όταν αγρίου τύπου 

και μεταλλαγμένοι ινοβλάστες ποντικού (MEFs) για το Rb, διαμολύνονται με το αγρίου 

τύπου ή τις μεταλλαγμένες μορφές του ERF, τότε τα φυσιολογικά MEFs σταματάνε τον 

κυτταρικό κύκλο κατά την υπερέκφραση του πυρηνικού ERF, ενώ στα μεταλλαγμένα 

MEFs ο τελευταίος δεν έχει καμία επίδραση (Le Gallic et al., 2004). Ο αγρίου τύπου 

ERF όπως αναφέρθηκε, έχει την ικανότητα να αναστέλλει το μετασχηματισμό των κυτ-

τάρων που προκαλείται από το v-ets. Στις Ha-ras μετασχηματισμένες κυτταρικές σειρές 

όμως, ο ERF είναι υπερφωσφορυλιωμένος και συνεπώς εντοπίζεται στο κυτταρόπλασ-

μα. Σε αυτές τις σειρές ο ERF δεν επηρεάζει το μετασχηματισμό αυτών των κυττάρων. 

Αντίθετα όταν οι μεταλλαγμένες μορφές ERFm1-7 εισάγονται στα Ha-ras μετασχημα-

τισμένα NIH3T3 κύτταρα μπορούν και καταστέλλουν το κυτταρικό μετασχηματισμό 

που προκαλείται από τον ενεργοποιημένο Ras. Η φωσφορυλίωση, δηλαδή, του ERF 

από το RAS/MAPK σηματοδοτικό μονοπάτι, η απενεργοποίηση που έπεται και η έξο-

δός του από τον πυρήνα, μπορεί να αποτελούν λειτουργίες οι οποίες απαιτούνται για τη 

ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και την ογκογόνο ικανότητα του Ras (Le 

Gallic et al., 1999). 

Ο ERF, όπως και τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας των ETS, έχει σήμα εντοπισμού 

στον πυρήνα (nuclear localization signal, NLS) μέσα στο ETS domain. Αντίθετα δεν 

έχει σήμα εξόδου από τον πυρήνα (nuclear export signal). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν 

ότι η έξοδος του ERF από τον πυρήνα πραγματοποιείται μέσω του μηχανισμού CRM1. 
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Όταν κύτταρα τα οποία βρίσκονται στην εκθετική φάση της ανάπτυξής τους ή κύτταρα 

που επάγονται με αυξητικούς παράγοντες, επωάζονται με Leptomycin B, έναν αναστο-

λέα ειδικό για το μηχανισμό CRM1, αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση του 

φωσφορυλιωμένου ERF στον πυρήνα (Le Gallic et al., 2004).  

Μέσα από loss of function μεταλλαγές έχουν προκύψει σημαντικές πληροφορίες για το 

ρόλο των ETS μεταγραφικών παραγόντων σε διάφορες βιολοφικές διεργασίες, όπως 

αγγειογένεση, νευρογένεση, πλακουντογένεση, κυτταρικό πολλαπλασιασμό, διαφορο-

ποίηση, απόπτωση και ογκογένεση. Η δημιουργία στο εργαστήριο ποντικών με έλλειψη 

του Erf παρείχε περαιτέρω στοιχεία για την in vivo δραστηριότητά του. Τα erf-/- ποντί-

κια δεν είναι βιώσιμα πέρα από το στάδιο 10-10.5dpc της εμβρυικής ζωής, εξαιτίας σο-

βαρών προβλημάτων στην ανάπτυξη του πλακούντα. Συγκεκριμένα, στους πλακούντες 

των Erf-/- εμβρύων παρατηρείται μία συμπαγής χοριακή στοιβάδα, αγενεσία του λαβυ-

ρίνθου, μία εκτεταμένη στοιβάδα γιγαντιαίων κυττάρων και μία μικρότερη σπογγώδης 

στοιβάδα ( Papadaki, C., Verykokakis, Mavrothalassitis, G., et al., 2005).  Παρατηρεί-

ται επίσης απουσία των μεταμιτωτικών κυττάρων του χορίου και των συγκυτιοκυττά-

ρων, που αποτελούν τα τελικά διαφοροποιημένα κύτταρα του λαβυρίνθου. Αντίθετα, 

υπάρχει αυξημένη έκφραση γονιδίων-δεικτών των αρχέγονων τροφοβλαστικών κυττά-

ρων που παραμένουν αδιαφοροποίητα. Επομένως, ο Erf φαίνεται ότι συμμετέχει στη 

διαφοροποίηση των τροφοβλαστικών κυττάρων και την ανάπτυξη συγκεκριμένων κυτ-

ταρικών τύπων που οδηγούν στην πλακουντογένεση. Μέσα από την έρευνα και τα στο-

ιχεία που προέκυψαν για την δράση του ERF, προκύπτουν μια σειρά ερωτημάτων για 

τον βιολογικό του ρόλο σε έναν οργανισμό, στο σύνολο του. Σε συνδυασμό με τις πλη-

ροφορίες που προέκυψαν για τον ρόλο των ETS μεταγραφικών παραγόντων σε ένα 

πλήθος βιολογικών διεργασιών όπως η αγγειογένεση, η νευρογένεση, η πλακουντογέ-

νεση, ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η διαφοροποίηση, η απόπτωση και η ογκογένε-

ση, απομένει να ερευνηθεί η συμμετοχή του ERF σε κάθε μία από τις προαναφερόμενες 

διεργασίες. 
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3 ERF και κρανιοσυνοστέωση 

Το εγκεφαλικό κρανίο χωρίζεται στην βάση, που αποτελείται από χονδρογενή οστά και 

τον θόλο που αποτελείται από υμενογενή πλατιά οστά: δύο μετωπιαία, δύο βρεγματικά 

και το ινιακό οστό. Κατά τη γέννηση τα οστά του κρανιακού θόλου χωρίζονται μεταξύ 

τους με σχισμές από συνδετικό ιστό πλάτους αρκετών χιλιοστών. Οι σχισμές αυτές ο-

νομάζονται κρανιακές ραφές και είναι η μετωπιαία, η οβελιαία, η στεφανιαία και η 

λαμδοειδής (Εικόνα 6). Η σύγκλειση των κρανιακών ραφών συντελείται σε όλη σχεδόν 

την διάρκεια της ζωής με εξαίρεση την μετωπιαία ραφή η οποία κλείνει τους πρώτους 

τρείς με εννέα μήνες μετά την γέννηση. Η πρώιμη σύγκλειση μιας ή περισσοτέρων ρα-

φών του κρανίου ονομάζεται κρανιοσυνόστωση ή κρανιοσυνοστέωση και προκαλεί κρα-

νιακή δυσμορφία και πιθανά άλλες δυσλειτουργίες (Hunter, A.G.W. and Rudd, N.L. 

1976., Hunter, A.G.W. and Rudd, N.L.1977., Lajeunie, et al.,1995., Lajeunie, et 

al.,1996). 

 

Εικόνα 6: Ραφές του κρανίου. 

3.1 Είδη κρανιοσυνόστωσης 

Πρώτος ο R.Virchow το 1851 περιέγραψε λεπτομερώς την διαταραχή. Από τότε οι διά-

φορες μορφές της κρανιοσυνόστωσης έχουν μελετηθεί και ταξινομηθεί ωστόσο πολλά 

ερωτήματα που αφορούν την αιτιολογία και τις κλινικές επιπτώσεις της παθολογικής 
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αυτής κατάστασης παραμένουν αναπάντητα. Για το λόγο αυτό η κρανιοσυνόστωση συ-

νεχίζει να αποτελεί μια διαγνωστική και θεραπευτική πρόκληση. Η πρώιμη συνοστέω-

ση μπορεί να αφορά μία κρανιακή ραφή, οπότε ονομάζεται απλή κρανιοσυνόστωση, ή 

περισσότερες, οπότε ονομάζεται σύνθετη ή πολλαπλή. Μπορεί να εμφανίζεται σπορα-

δικά σαν μεμονωμένο γεγονός (μη συνδρομική) ή να συνοδεύεται από πολλαπλές δια-

μαρτίες (συνδρομική). Στην περίπτωση όπου η πρώιμη σύγκλειση οφείλεται σε κάποιο 

πρωτοπαθές νόσημα όπως μικροκεφαλία ή υπερθυρεοειδισμό, χαρακτηρίζεται ως δευ-

τεροπαθής. 

Η συχνότητα της πρωτοπαθούς κρανιοσυνόστωσης είναι 1 στις 2000 γεννήσεις. Το 70-

80% των περιπτώσεων της κρανιοσυνόστωσης ανήκουν στον τύπο της μη συνδρομικής, 

που περιλαμβάνει την μετωπιαία, την οβελιαία, την στεφανιαία και την λαμδοειδή κρα-

νιοσυνόστωση (. Το 14% των περιπτώσεων ανήκει στην μετωπιαία κρανιοσυνόστωση  

με εμφάνιση τριγωνοκεφαλίας όπου στο μεγαλύτερο ποσοστό της (70%) εμφανίζεται 

μεμονωμένη. Αίτια της μετωπιαίας κρανιοσυνόστωσης είναι: η έκθεση σε βαλπρωικό 

οξύ (αντιεπιληπτικό), η μετάλλαξη I300W στον FGFR1, η διαγραφή του χρωμοσώμα-

τος 11q24, τρισωμία ή διαγραφή του 9p και η διαγραφή του 7p. Η οβελιαία κρανιοσυ-

νόστωση εμφανίζεται σαν σκαφοκεφαλία. Σε αυτήν ανήκει το μεγαλύτερο ποσοστό, της 

τάξης του 40-50%, των περιπτώσεων της μη συνδρομικής κρανιοσυνόστωσης. Αίτια 

της μπορεί να είναι: η πολύδυμη κύηση, το κάπνισμα της μητέρας καθώς και η αυξημέ-

νη ενδομήτρια πίεση. Επιπλέον, με γενετική ανάλυση έχει εντοπιστεί η μετάλλαξη 

A315T στον αναπτυξιακό παράγοντα των ινοβλαστών FGFR2. Η στεφανιαία κρανιο-

συνόστωση αποτελεί το 20-30% των περιπτώσεων της μη συνδρομική κρανιοσυνόστω-

σης. Αίτια της είναι μεταλλαγές του A315S στον FGFR2 και στην EFNA4 ενώ παρου-

σιάζει κοινά μη γενετικά αίτια με αυτά της οβελιαίας κρανιοσυνόστωσης. Τέλος με το 

μικρότερο ποσοστό η λαμδοειδής κρανιοσυνόστωση εμφανίζει πλαγιοκεφαλία, ενώ δεν 

υπάρχουν αρκετά στοιχεία σχετικά με τα αίτια που την προκαλούν (AOM Wilkie 1997). 

Στην συνδρομική κρανιοσυνόστωση ανήκει το 20-30% των περιπτώσεων της κρανιο-

συνόστωσης. Μέχρι σήμερα έχουν καταγραφεί 150 περίπου σύνδρομα. Οι συνδρομικές 

μορφές σχετίζονται με μεντελικές χρωμοσωμικές αλλαγές, με χρωμοσωμικές ανωμαλί-

ες όπως ο διπλασιασμός στο 13q21-q34, η διαγραφή στα 7p15-p21, 9p21-p24, 11q23-

q25, 22q11 καθώς και η διαγραφή ή διπλασιασμός του 1p36. Μεταξύ των σπουδαιότε-

ρων συνδρόμων της κρανιοσυνόστωσης συγκαταλέγονται τα εξής: το σύνδρομο 

Muenke, το σύνδρομο Saethre-Chotzen, το σύνδρομο Crouzon το σύνδρομο Apert και 
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τέλος το σύνδρομο Pfeiffer (Elanko N et al., 2001, Nathaniel H et al., 2011., Wilkie AO 

1996). Το σύνδρομο Muenke σχετίζεται με την σύγκλειση της στεφανιαίας ραφής. Η 

μετάλλαξη που χαρακτηρίζει το σύνδρομο είναι η P250R στον FGFR3 και δίνει την δι-

αφορική διάγνωση της μη συνδρομικής κρανιοσυνόστωσης. Το Saethre-Chotzen σύν-

δρομο, εμφανίζεται με σύντηξη της μιας στεφανιαίας ραφής ή και των δύο, της οβελια-

ίας και πολλές φορές της μετωπιαίας ραφής όπου η πλειοψηφία των περιπτώσεων οφεί-

λεται σε μεταλλάξεις στο γονίδιο TWIST1 (Howard, T.D., Paznekas, W.A et al., 1997). 

To σύνδρομο Crouzon εμφανίζεται με δυστεφανιαία κρανιοσυνόστωση και συνδέεται 

με μεταλλάξεις στο FGFR2 (Nathaniel H Robin et al 2011). Το Apert σύνδρομο εμφα-

νίζεται με χαρακτηριστικές μεταλλάξεις στο FGFR2 γονίδιο. Η μετάλλαξη S252W εν-

τοπίζεται στο 71% των περιπτώσεων και η P253R στο 26% των περιπτώσεων. Τέλος το 

σύνδρομο Pfeiffer εμφανίζει χαρακτηριστικές μεταλλάξεις στο FGFR2 γονίδιο. Ωστόσο 

υπάρχει ένα μικρό ποσοστό της τάξης του 5% που εμφανίζει μετάλλαξη στο FGFR1 

γονίδιο. Συγκεντρωτικά τα γονίδια που σχετίζονται με την κρανιοσυνόστωση είναι: 

ρυθμιστικά μόρια σε επίπεδο DNA όπως ο TWIST και ο MSX2 (EW Jabs et al,1993) 

υποδοχείς κινάσης τυροσίνης όπως οι FGFR1-3, υποδοχείς προσδετών όπως οι EFNB1 

και EFNA4 (AE Merrill, EG Bochukova, SM Brugger et al., 2006) και τέλος ενδοκυτ-

ταρικοί μεταφορείς μεμβρανό-εξαρτώμενων πρωτεϊνών όπως ο RAB23 (D Jenkins et 

al.,2007). 

3.2 Μορφολογία και ρόλος των ραφών. 

Η ραφή είναι μια ινώδης σύνδεση στο κρανίο των σπονδυλωτών. Αποτελείται από τα 

δύο άκρα των πλατιών οστών που παρεμβάλλονται από ινώδη ιστό ο οποίος διαφορο-

ποιείται από εμβρυικό μεσέγχυμα. Οι ραφές δεν είναι απλά αρθρώσεις, είναι τα βασικά 

σημεία της οστεογένεσης (KL Rafferty et al., 1999). Εκεί διαφοροποιούνται και πολ-

λαπλασιάζονται τα πρόδρομα οστεοκύτταρα, τα οποία λειτουργούν ως οστεογεννετικά 

μέτωπα (Εικόνα 7). Στη εξωτερική πλευρά των οστών βρίσκεται το περιόστεο, μια ινο-

ελαστική μεμβράνη που περιέχει πολλά αιμοφόρα αγγεία που τρέφουν το οστό. Στην 

εσωτερική πλευρά βρίσκεται η σκληρά μήνιγγα που διαχωρίζει τα οστά από τον εγκέ-

φαλο. Η ραφή έχει πολλούς ρόλους, καταρχήν δρα ως μέτωπο ανάπτυξης των οστών, 

λειτουργεί ως άρθρωση που κρατά ενωμένα τα στοιχεία του κρανίου ενώ παράλληλα 

παρουσιάζει ανοχή σε παραμορφώσεις κατά την διάρκεια της ανάπτυξης και τέλος απο-

τελεί μέσο απόσβεσης μηχανικών πιέσεων. Αυτό που καθορίζει την σωστή λειτουργία 
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της ραφής είναι η ισορροπία μεταξύ της διαφοροποίησης και του πολλαπλασιασμού 

των οστεογενετικών κυττάρων (LA Opperman et al., 2000). Σχετική έρευνα έχει δείξει 

ότι η μεταβολή της σηματοδότησης που επέρχεται μετά από αφαίρεση της σκληράς μή-

νιγγας, οδηγεί την ραφή σε πρώιμη σύντηξη (Levine JP, Bradley JP, Roth DA, McCar-

thy JG, Longaker MT 1998). 

 

Εικόνα 7: Οστεογενετικά μέτωπα στη ραφή. 

 Η διαφοροποίηση των οστεοβλαστών (Εικόνα 8) παίζει πρωταρχικό ρόλο στη διατή-

ρηση της φυσιολογικής λειτουργίας της ραφής (C de Pollack, D Renieret al., 1996). Οι 

σπουδαιότεροι παράγοντες που επηρεάζουν την διαδικασία αυτή είναι οι: Runx2, 

Osterix και β-catenine (Toshihisa Komori 2006). Ο Runx2 είναι ένας μεταγραφικός πα-

ράγοντας που δρα σε πολλά στάδια της διαφοροποίησης. Αρχικά κατευθύνει πολυδύ-

ναμα μεσεγχυματικά κύτταρα προς σκελετογενή χονδροκύτταρα ή οστεοβλάστες. Έπει-

τα o Osterix και η β-catenine κατευθύνουν τα κύτταρα ‘χαμηλότερα’ στην οστεοβλασ-

τική σειρά και ταυτόχρονα τα αποτρέπουν από το να διαφοροποιηθούν σε χονδροκύτ-

ταρα. Ο Runx2 επίσης συμβάλλει στον περιορισμό της τελικής διαφοροποίησης των 

οστεοβλαστών σε οστεοκύτταρα, διατηρώντας έτσι τον πληθυσμό των ενεργών οστε-

οβλαστών σταθερό. Οι Wnts δεν είναι οι μόνοι αυξητικοί παράγοντες που έχουν ένα 

ρόλο κλειδί στην ανάπτυξη των οστεοβλαστών. Παράγοντες όπως οι: BMP, FGF, HH, 

TGFβ καθώς και αυξητικοί παράγοντες της ινσουλίνης, παρουσιάζονται ενεργοποιημέ-

νοι κατά την διαφοροποίηση. Η ανάπτυξη και η λειτουργία της ραφής περιλαμβάνει 
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επίσης την αναδιαμόρφωση των οστών. Τα κύτταρα που είναι υπεύθυνα για την επα-

ναρρόφηση των οστών είναι οι οστεοκλάστες. 

 

Εικόνα 8: Διαφοροποίηση οστεοβλαστών και οστεοκλαστών. 

Υπάρχουν οστεοκλάστες μέσα στην ραφή όπου διατηρούν την ραφή ανοιχτή, αλλά η 

επαναρρόφηση λαμβάνει μέρος κυρίως στα αναπτυσσόμενα κρανιακά οστά. Οι οστε-

οκλάστες προέρχονται από πρόδρομα αιμοποιητικά κύτταρα (Tatsuo Suda et al.,1992). 

Ο μεταγραφικός παράγοντας PU.1 είναι ο πρώτος που κατευθύνει τα πολυδύναμα αι-

μοποιητικά κύτταρα σε μακροφάγα της σειράς των οστεοκλαστών. Από εκεί οι εκκρι-

νόμενοι, από τους οστεοβλάστες παράγοντες, M-CSF και RANKL καθώς και παράγον-

τες των κυττάρων του στρώματος μαζί με τους μεταγραφικούς παράγοντες NFκB, c-

Fos, NFATc1 και mi ρυθμίζουν την διαφοροποίηση των οστεοκλαστών (Εικόνα 9). Η 

λειτουργία των οστεοκλαστών περιλαμβανομένης της διάλυσης των αλάτων και του 
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κολαγόνου ρυθμίζεται από τα ενζυμα TRAP, carbonic anhydrase II, H+-ATPase και 

cathepsin K. 

 

Εικόνα 9: Διαφοροποίηση των οστεοκλαστών. 

Η σωστή επικοινωνία μεταξύ οστεοβλαστών και οστεοκλαστών είναι βασική για τον 

συντονισμό της ανάπτυξης και της αύξησης των οστών όπως και άλλες διαδικασίες 

συμπεριλαμβανομένης της διατήρησης της βατότητας της ραφής και της ομοιόστασης 

του ασβεστίου (JM Pensler et al.,1997, E Filvaroff, et al.,1999, G Holmeset al.,2009). 

Διαταραχές αυτής της ισορροπίας οδηγούν στην κρανιοσυνόστωση. Είναι σημαντικό να 

κατανοήσουμε την σχέση μεταξύ των διαφορετικών μεταγραφικών παραγόντων, των 

αναπτυξιακών παραγόντων και των υποδοχέων τους έτσι ώστε να μας δοθεί η ικανότη-

τα μοριακής παρέμβασης για τον περιορισμό της ανάγκης της χειρουργικής αποκατάσ-

τασης. Σε αυτό μας διευκολύνει το μοντέλο που περιγράφει δύο σημαντικά σηματοδο-

τικά μονοπάτια που σχετίζονται με την διατήρηση των ραφών. Το μονοπάτι των FGFR 

(HJ Kim et al.,1998) και το μονοπάτι των Τgf-β (LA Opperman et al.,1997) είναι δύο 

καλά μελετημένα μονοπάτια που συνεργάζονται στην διατήρηση και λειτουργικότητα 

της ραφής (Εικόνα 10). 

3.3 Ο ρόλος του ERF 

Ο μεταγραφικός παράγοντας PU.1 που επάγει την διαφοροποίηση της οστεοκλαστικής 

σειράς είναι ένας ETS μεταγραφικός παράγοντας. Οι ETS1 και ETS2 παίζουν σημαντι-
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κό ρόλο στη διαφοροποίηση και τον πολλαπλασιασμό των οστεοβλαστών. Διαγονιδια-

κά ποντίκια που υπερεκφράζουν τον ETS2 εμφανίζουν πολλαπλές σκελετικές ανωμαλί-

ες στο εγκεφαλικό κρανίο, στο προσωπικό κρανίο και στον αυχένα (Raouf, A. and Seth, 

A. et al., 2000). Με τις διαδικασίες που εκτελέστηκαν και προτείνονται στη συνέχεια, 

έγινε μια απόπειρα διερεύνησης της σχέσης του καταστολέα ERF με την οστεογένεση. 

Ειδικότερα ενδιαφέρει ο έλεγχος του ρόλου του μεταγραφικού καταστολέα ERF στην 

διαφοροποίηση των οστεοβλαστών. 

 

Εικόνα 10: Σηματοδοτικά μονοπάτια στις οστεογενετικές ραφές. 

Η υλοποίηση της διαδικασίας διεξάγεται σε δύο διαφορετικά στάδια εκ των οποίων, το 

πρώτο υλοποιείται στην εργασία αυτή. Μια σειρά μεταλλάξεων του ERF, παλιών και 

νέων χρησιμοποιούνται για την δημιουργία ενός φάσματος έκφρασης και λειτουργικό-

τητας της πρωτεΐνης. Από αυτές, οι νέες μεταλλαγές είναι οι 194G>Α R65Q και 

256C>Τ R86C στα σημεία πρόσδεσης στο DNA, καθώς και η μετάλλαξη 1512delT 
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F504LfsX27 στη περιοχή καταστολής του γονιδίου. Για την πρόκληση των συγκεκρι-

μένων μεταλλαγών χρησιμοποιήθηκε PCR site-directed mutagenesis με το 

QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit. Επίσης έλαβε χώρα μια σειρά διαδικα-

σιών όπως η μεταφορά των μεταλλάξεων στον κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα, πέψεις 

με συγκεκριμένες περιοριστικές ενδονουκλεάσες, η δημιουργία νέων ηλεκτροδεκτικών 

κυττάρων, η διαδικασία της αντίδρασης συνδετάσης για τα επιθυμητά τμήματα και διά-

φορες άλλες διαδικασίες απαραίτητες για την κατασκευή μιας σειράς από constructs για 

κάθε μετάλλαξη ξεχωριστά, με στόχο την διερεύνηση της λειτουργικότητας του ERF 

στις μεταλλάξεις. Η λειτουργικότητα του ERF έχει ελεγχθεί με την βοήθεια του Trans-

fection των μεταλλάξεων σε HeLa κύτταρα ενώ, πραγματοποιήθηκε επίσης διαμόλυνση 

των κυττάρων με τη μέθοδο του χλωριούχου ασβεστίου, σύμφωνα με πρωτόκολλο του 

εργαστηρίου. Για τον έλεγχο της ενεργότητας του ERF χρησιμοποιήθηκε: ο PGL3 re-

porter vector basic, ο PGL3 reporter vector enhancer, ο GATA1 promoter του εργαστη-

ρίου και ο RSV-Gal4 για τον έλεγχο της διαμόλυνσης. Επιπλέον ως τελικός πλασμιδια-

κός φορέας που φέρει τις μεταλλάξεις επιλέχθηκε ο psG424ERF, στον οποίο, το γονίδιο 

του ERF είναι συντηγμένο με τον Gal4, σε συνδυασμό με τον pGL3 basic UAS που ε-

ξασφαλίζει την πρόσδεση του προηγουμένου στη λουσιφεράση. Τέλος, μετά τα αποτε-

λέσματα των μετρήσεων της ενεργότητας λουσιφεράσης και της β-γαλακτοσιδάσης α-

κολούθησε ταξινόμηση των μεταλλάξεων, ως προς το lose of function ή gain of func-

tion. 
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4 Υλικά και μεθόδοι 

Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται οι μέθοδοι ρουτίνας του εργαστηρίου που χρησιμο-

ποιήθηκαν κατά την υλοποίηση της παρούσας εργασίας, καθώς και οι διαδικασίες που 

κρίνονται απαραίτητες για την επίτευξη των επιθυμητών μεταλλάξεων (διαδικασίες 

κλωνοποίησης). 

4.1 Μέθοδοι ρουτίνας 

4.1.1 Καθαρισμός του DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο. 

Τεχνική καθαρισμού του DNA όπου προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης/χλωροφορμίου 

στο υδατικό διάλυμα που περιέχει το δείγμα. Ακολουθεί έντονη ανακίνηση και φυγο-

κέντρηση για τον διαχωρισμό των φάσεων. Στη συνέχεια το DNA συγκεντρώνεται με 

κατακρήμνιση με αιθανόλη. 

Υλικά 

Διάλυμα ΤΕ κορεσμένου σε φαινόλη 

Μέθοδος 

Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης και χλωροφορμίου (1:1) σε δείγμα νουκλεονικών ο-

ξέων, μέσα σε σωλήνα φυγοκέντρησης του 1.5ml. Ακολουθεί, ζωηρή ανάμιξη των συσ-

τατικών μέχρι να σχηματιστεί γαλάκτωμα. Το δείγμα φυγοκεντρείται στις 12.000ΧG 

για 15’’ σε RT και απομακρύνεται η άνω φάση σε νέο σωλήνα. Η διαδικασία επανα-

λαμβάνεται μέχρι η πρωτεΐνη να μην είναι ορατή σε καμία από τις φάσεις (οργανική και 

υδατική). Τέλος το DNA ανακτάται με κατακρήμνιση σε αιθανόλη. 

4.1.2 Κατακρήμνιση με αιθανόλη 

Η μέθοδος αυτή είναι η πιο διαδεδομένη για την συμπύκνωση νουκλεϊκών οξέων καθώς 

είναι ταχεία και αποδοτική ακόμα και για μικρές ποσότητες DNA ή RNA (πικογραμμά-

ρια). 

Υλικά 

Αιθανόλη 95%/0.12Μ οξικό Νάτριο, ΤΕ buffer (10mM Tris, pH 8.0 – 1mM EDTA). 



-30- 

Μέθοδος 

Προστίθεται διάλυμα αιθανόλης/οξικού νατρίου 2.5-3 όγκων σε σωλήνα μικροφυγο-

κέντρου 1.5 ml, όπου βρίσκεται το DNA, το δείγμα ανακινείται και τοποθετείται σε πά-

γο τουλάχιστο για 10 λεπτά. Για την ανάκτηση του DNA, ο σωλήνας φυγοκεντρείται 

στις 12.000rpm για 15 λεπτά στους 4
0
C, το υπερκείμενο απορρίπτεται και η πελέτα 

στεγνώνει αναποδογυρίζοντας το σωλήνα πάνω σε χαρτί. Στη συνέχεια η πελέτα του 

DNA ξεπλένεται με πιο αραιό διάλυμα αιθανόλης, 80% (περίπου δύο όγκοι αιθανόλης 

στο αρχικό δείγμα), επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5-10 λεπτά και φυγοκεν-

τρείται ξανά για 5 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και η πελλέτα αφήνεται μέχρι  

να στεγνώσει . Το DNA επαναδιαλύεται σε ρυθμιστικό TE. 

4.1.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 

Υλικά 

1Χ ΤΑΕ, ανάλογα με την πυκνότητα του πυκνώματος (Πίνακας 1). 

Πίνακας 1:.Δημιουργία πηκτώματος αγαρόζης σε διαφορετικές πυκνότητες. 

 0.7% 1.0% 2.0% 

Αγαρόζη 0.2g 0.3g 0.6g 

20 X TAE 1.5ml 1.5ml 1.5ml 

dd H2O 28.5ml 28.5ml 28.5ml 

EtBr(5 mg/ml) 5μl 5μl 5μl 

Final volume 30ml 30ml 30ml 

 

Μέθοδος 

Η ηλεκροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης πραγματοποιείται για τον έλεγχο της προόδου 

της πέψης με ένζυμα περιορισμού, την μέτρηση της ποσότητας του DNA, της καθαρό-

τητας του καθώς και για την απομόνωση συγκεκριμένων τμημάτων. Η μέθοδος βασίζε-

ται στο ότι το DNA έχει ηλεκτρικό φορτίο, με αποτέλεσμα να κινείται προς τον θετικό 

πόλο όταν βρεθεί σε ηλεκτρικό πεδίο. Οι παράγοντες που επηρεάζουν την μετακίνηση 

του DNA είναι: α) το μέγεθος του DNA, τα γραμμικά μόρια μετακινούνται στο πήγμα 

αγαρόζης αντιστρόφως ανάλογα του δεκαδικού λογαρίθμου του μεγέθους τους, β) η 

συγκέντρωση της αγαρόζης, η κινητικότητα του DNA σε σχέση με την συγκέντρωση 

της αγαρόζης δίνεται από τον τύπο: 

- , 
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όπου μ είναι η κινητικότητα του DNA, μ0 η ελεύθερη κινητικότητα του DNA, Κr ο συν-

τελεστής καθυστέρησης και t η συγκέντρωση της αγαρόζης, γ) η τάση του πεδίου, όπου 

ο καλύτερος διαχωρισμός των μορίων επιτυγχάνεται σε τάση ≤ 5Volt/cm και τέλος δ) η 

διαμόρφωση του DNA, μόρια ίδιου μεγέθους αλλά διαφορετικής διαμόρφωσης έχουν 

διαφορετική κινητικότητα, η κινητικότητα των μορίων κλειστού υπερελικωμένου κύκ-

λου είναι μεγαλύτερη αυτής των μορίων ανοιχτού κύκλου που με την σειρά τους παρο-

υσιάζουν υψηλότερη κινητικότητα από τα γραμμικά μόρια. 

Το πήκτωμα αγαρόζης ετοιμάζεται σύμφωνα με την συνταγή (Πίνακας 1), θερμαίνον-

τας αρχικά την αγαρόζη με το νερό σε φούρνο μικροκυμμάτων για 1-2 λεπτά μέχρι να 

διαλυθεί καλά, κρυώνοντας κάτω απο τρεχούμενο νερό  και στη συνέχεια προσθέτοντας 

1.5 ml 20Χ ΤΑΕ και το βρωμιούχο αιθίδιο. Έπειτα, τοποθετείται σε ειδική συσκευή για 

ηλεκτροφόρηση, με την χρήση του κατάλληλου διανομέα του δείγματος και αφήνεται 

να στερεοποιηθεί 10-20 λεπτά. Αφαιρούνται ο διανομέας του δείγματος και τα προστα-

τευτικά που χρησιμοποιήθηκαν για το καλούπι του πηκτώματος και προστίθεται ρυθ-

μιστικό διάλυμα 1Χ ΤΑΕ μέχρι να καλυφθεί το πήκτωμα αγαρόζης. Προστίθεται το δε-

ίγμα του DNA αναμιγμένο με τουλάχιστον ένα δέκατο του όγκου 10Χ της ειδικής 

χρωστικής για το πήκτωμα της αγαρόζης. Ακολουθεί φόρτωμα του πηκτώματος και η 

ηλεκροφόρηση του για 20-40 λεπτά στα 50mA. Η οπτικοποίηση της ηλεκτροφόρησης 

πραγματοποιείται με την βοήθεια υπεριώδους ακτινοβολίας και για την φωτογράφηση 

του πηκτώματος χρησιμοποιείται ειδική κάμερα. 

4.1.4 Έκλουση τμημάτων DNA απο πήκτωμα αγαρόζης 

Υλικά 

Φαινόλη, αιθανόλη 100%, αιθανόλη 70%, ΤΕ 

Μέθοδος 

Απομονώνεται το επιθυμητό τμήμα του DNA με την βοήθεια νυστεριού και στην συνέ-

χεια κόβεται σε πολύ μικρά τμήματα. Το δείγμα τοποθετείται σε σωλήνα φυγοκέντρου 

1,5 ml και φυγοκεντρείται για 1’ στις 13.000 στροφές (rpm). Προστίθεται ίσος όγκος 

φαινόλης και αναδύεται σε Vortex για 30’’. Έπειτα, τοποθετείται μέχρι να παγώσει 

στους -80
0
C ή σε ξηρό πάγο (για 30’ή 5΄αντίστοιχα). Το δείγμα φυγοκεντρείται παγω-

μένο στις 13.000 στροφές για 20΄ σε θερμοκρασία δωματίου. Στο υπερκείμενο του δε-

ίγματος (όπου το DNA βρίσκεται σε υδατική φάση) προστίθεται ίσος όγκος φαινό-
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λης/χλωροφόρμιου (PhOH/CHCl3) με ένα δέκατο του όγκου οξικό νάτριο 

(CH3COONa) 3M, pH 5.2. Το σωληνάριο φυγοκεντρείται στις 13.000rpm για 10’ σε 

θερμοκρασία δωματίου (RT). Στο υπερκείμενο προστίθενται δύο όγκοι (2V) αιθανόλης 

100% και τοποθετείται στους -80
0
C ή σε ξηρό πάγο μέχρι να παγώσει. Στην συνέχεια 

ακολουθεί μια ακόμη φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 10’ στους 4
0
C. Τέλος μετά 

από το πλύσιμο της πελέτας με αιθανόλη 70% και την φυγοκέντρηση του δείγματος 

στις 13.000rpm για 5’, γίνεται επαναδιάλυση του DNA σε 10-15ul ΤΕ. 

4.1.5 Παρασκευή τρυβλίων με LB agar 

Υλικά 

Επαρκή ποσότητα dH2O, 5.0 g τρυπτόνη, 2.5 g εκχύλισμα ζύμης, 5.0 g χλωριούχο νάτ-

ριο, 7.5 g άγαρ, αμπικιλίνη
1
 (50mg διαλυμένα σε μικρή ποσότητα dH2O). 

Μέθοδος 

Προσθέτονται 250 mL dH2O σε ογκομετρικό κύλινδρο, ζυγίζονται 5.0 g τρυπτόνης, 2.5 

g εκχύλισμα ζύμης, 5.0 g χλωριούχο νάτριο και 7.5 g άγαρ και ανακατεύονται μέχρι να 

διαλυθούν καλά. Το διάλυμα πληρώνεται με ποσότητα dH2O μέχρι τον τελικό όγκο των 

500 mL και μεταφέρεται σε φλάσκα του 1 L. Η φλάσκα, τοποθετείται σε θερμαινόμενη 

βάση με ανάδευση και αφήνεται να βράσει για ένα λεπτό. Έπειτα μεταφέρεται στο αυ-

τόκαυστο και αποστειρώνεται για 20 λεπτά. Αφήνεται να κρυώσει στους 55
0
C (ο πάγ-

κος εργασίας έχει καθαριστεί με χλωρίνη/EtOH). Τοποθετούνται τα τρυβλία Petri στον 

πάγκο και ρίχνεται μια λεπτή στοιβάδα (5 mm) LB άγαρ, περίπου 10 mL, σε κάθε πιά-

το, προσέχοντας να μην ανοίξει υπερβολικά το καπάκι. Ανακινούνται τα τρυβλία με 

απαλές κυκλικές κινήσεις για την σωστή διανομή του άγαρ και αφήνονται να κρυώσο-

υν, περίπου 20΄. Στη συνέχεια αναποδογυρίζονται για να αποφθεχθεί η υγρασία στο ά-

γαρ και τέλος εισάγονται προς φύλαξη σε πλαστικές σακούλες στο ψυγείο αφού πρώτα 

έχει σημειωθεί το όνομα η ημερομηνία και το περιεχόμενο. 

4.1.6 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας 

Η μέθοδος χρησιμοποιείται για την απομόνωση του πλασμιδιακού DNA, ώστε να επι-

λεχθούν οι κλώνοι των βακτηριακών κυττάρων που φέρουν το επιθυμητό πλασμίδιο 

                                                 

1
 Στην περίπτωση που χρειάζεται η προσθήκη αντιβιοτικού, αυτό προστίθεται στο LB άγαρ ακριβώς πριν 

εισαχθεί στα τρυβλία. Η συγκέντρωση της αμπικιλίνης είναι 100 ug/mL. 
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(θετικοί κλώνοι) ύστερα από δοκιμαστικές κατατμήσεις με τα κατάλληλα ένζυμα περι-

ορισμού. 

Υλικά 

Διάλυμα P1, διάλυμα P2, διάλυμα P3, RNAse, διάλυμα φαινόλης/χλωροφορμίου, οξικό 

Νάτριο, αιθανόλη 100%, αιθανόλη 70%, ΤΕ ή H2O, εναλλακτικά ισοπροπανόλη. 

Μέθοδος 

Επιλέγεται αρχικά μοναδική αποικία από τρυβλίο petri και εμβολιάζεται σε σωλήνα 

που περιέχει 3-4ml διαλύματος LB με την σωστή ποσότητα αντιβιοτικού. Η καλλιέργε-

ια επωάζεται ολονυκτίως στους 37
0
C με ανακίνηση. Στη συνέχεια μεταφέρεται σε σω-

ληνάρια φυγοκέντρησης (eppendorf) των 1,5ml και φυγοκεντρείται στις 12.000 rpm για 

30΄΄sec (το υπόλοιπο της καλλιέργειας φυλάσσεται στους 4
0
C). Το υπερκείμενο υγρό 

απορρίπτεται και η πελλέτα αφήνεται να στεγνώσει. Μόλις η πελλέτα στεγνώσει επα-

ναδιαλύεται σε 200 ml P1
2
 + RNAse (0,1mg/ml). Στη συνέχεια προστίθενται 200ml δι-

αλύματος P2
3
, και πραγματοποιείται γρήγορη και κοφτή ανάμιξη του δείγματος που 

παραμένει σε RT για 4΄min. Ακολουθεί προσθήκη 200ml παγωμένου διαλύματος P3
4
 

και παραμονή του δείγματος σε πάγο για 5΄min. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 

RT για 10΄min στις 13.000rpmκαι μεταφέρεται το υπερκείμενο σε νέο eppendorf. Στο 

διάλυμα προστίθεται ίσος όγκος (≈400μl) διαλύματος φαινόλης/χλωροφορμίου και με-

τά από ισχυρή ανάδευση του δείγματος, ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5-10΄ στις 

13.000rpm. Την μεταφορά της υπερκείμενης φάσης σε νέο eppendorf, ακολουθεί  η 

πρόσθεση οξικού Νατρίου 1/10 και 2 όγκων 100% αιθανόλης
5
. Το νέο δείγμα τοποθε-

τείται στους -80
0
C Αφού παγώσει (περίπου 20΄), φυγοκεντρείται στους 4

0
C για 20’ και 

                                                 

2
 Περιέχει Tris που είναι ρυθμιστικό διάλυμα και ρυθμίζει το pH του DNA και  EDTA που απενεργοποιεί 

μεταλοένζυμα καθώς ενώνεται μαζί τους και καταστέλλεται η καταστροφή του DNA και των πρωτεϊνών. 

Η γλυκόζη διατηρεί ισοτονικό το περιβάλλον προστατεύοντας τα σφαιροπλαστίδια από το να λυθούν . Η 

λυσοζύμη σπάει τους γλυκοσιδικούς δεσμούς στον πολυσακχαριτιδικό σκελετό των πεπτογλυκανών ,άρα 

των κυτταρικών τοιχωμάτων των βακτηρίων. 

3
 Περιέχει καυστικό Νάτριο και SDS, απορρυπαντικό, που χρησιμοποιούνται για την δημιουργία οπών 

στις κυτταρικές μεμβράνες. 

4
 Διάλυμα εξουδετέρωσης, που περιέχει ενώσεις όπως το οξικό οξύ, οξικό κάλιο, κ.α που σταματούν, 

εξουδετερώνουν, την δράση του P2 διαλύματος. 

5
 Εναλλακτικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί ισοπροπανόλη αντί για το οξικό Νάτριο και την αιθανόλη 

100% (0,8V και αφήνεται σε RT για 10΄ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000rpm σε RT). 
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στις 13.000rpm. Ακολουθεί το πλύσιμο της πελλέτας με αιθανόλη 70% και μία ακόμη 

φυγοκέντρηση στους 4
0
C για 5΄στις 13.000rpm τέλος η πελλέτα επαναδιαλύεται σε 30-

50μl ΤΕ ή H2O. 

4.1.7 Απομόνωση μικρής κλίμακας πλασμιδιακού DNA 

Η μέθοδος βασίζεται στην χρήση του kit της Qiagen και αποτελεί παραλλαγή της μεθό-

δου απομόνωσης DNA σε μεγάλη κλίμακα προσαρμοσμένη σε μικρούς όγκους καλλι-

έργειας. 

Υλικά 

Διαλύματα P1, P2 και P3. Διάλυμα εξισορρόπησης QBT ,διάλυμα QC για τις πλύσεις, 

διάλυμα QF για την έκλουση. 

Μέθοδος 

Επιλέγεται αρχικά μοναδική αποικία από τρυβλίο petri και εμβολιάζεται σε 2-5ml δια-

λύματος LB που περιέχει την σωστή ποσότητα αντιβιοτικού. Επωάζεται για 8h στους 

37
0
C με ανακίνηση στις 300rpm. Αραιώνεται η καλλιέργεια από 1/500 έως 1/1000 σε 

διάλυμα 3ml LB με αντιβιοτικό επιλογής, επωάζεται στους 37
0
C για 12-16h με ανακί-

νηση στις 300rpm. Η φλάσκα που χρησιμοποιείται για την επώαση πρέπει να είναι 4 

φορές μεγαλύτερη από την ποσότητα της καλλιέργειας. Συγκέντρωση των βακτηριακών 

κυττάρων με φυγοκέντρηση στις 6000xg για 15΄στους 4
0
C. Επαναδιάλυση της βακτη-

ριακής πελλέτας σε 0.3ml διαλύματος P1 (στο διάλυμα έχει προστεθεί RNAse κατάλ-

ληλης ποσότητας).Πρόσθεση 0.3ml διαλύματος P2 καλή ανάμιξη με έντονη αναστροφή 

και επώαση σε RT για 5΄. Ένα μπλέ χρώμα θα εμφανιστεί (μετά την πρόσθεση στο P1 

διάλυμα του αντιδραστηρίου Lyseblue ,που εξασφαλίζει τον οπτικό έλεγχο της αποδο-

τικής λύσης των κυττάρων, της ατελούς καθίζησης του SDS, του γονιδιωματικού DNA 

και κυτταρικών υπολειμμάτων). Πρόσθεση 0.3ml παγωμένου διαλύματος P3, άμεση 

ανάμιξη με έντονη ανακίνηση 4 -6 φορές και επώαση στον πάγο για 5΄, το μίγμα που 

προκύπτει είναι νεφελώδες και το μπλέ χρώμα εξαφανίζεται. Το δείγμα φυγοκεντρείται 

στη μέγιστη ταχύτητα (13000rpm) για 10΄ .Αφαίρεση του υπερκείμενου που περιέχει το 

πλασμιδιακό DNA. Εξισορρόπηση των ειδικών QIAGEN-tip 20 (ειδικές κολώνες) που 

περιέχονται στη συσκευασία, με 1ml διαλύματος QBT που αφήνεται να τρέξει από την 

κολώνα με την βοήθεια της βαρύτητας και μόνο. Άμεσα μετά τη φυγοκέντρηση προστί-

θεται στην κολώνα της QIAGEN το DNA και αφήνεται να τρέξει αβίαστα. Πλένεται το 

QIAGEN-tip 20, με 2X2ml διαλύματος QC. Εκλούεται το DNA από την κολώνα με 
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0.8ml διαλύματος QF, κατακρημνίζεται το DNA  με την βοήθεια ισοπροπανόλης 0.7V 

σε θερμοκρασία δωματίου. Φυγοκεντρείται για 30΄ στις 10000rpm και αφαιρείται προ-

σεκτικά το υπερκείμενο. Πλένεται η πελλέτα του DNA με 1ml αιθανόλης 70% σε RT 

και φυγοκεντρείται στη συνέχεια στις 10000rpm για 10’, αφαιρείται προσεκτικά το υ-

περκείμενο, στέγνωμα της πελλέτας για 5-10΄ και επαναδιάλυση της σε κατάλληλης 

ποσότητας διάλυμα ΤΕ. 

4.1.8 Απομόνωση δίκλωνου DNA σε μεγάλη κλίμακα. 

Υλικά 

Διάλυμα P1 (25% sucrose, 50 mM Tris*HCL pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0), διάλυμα 

P2 (0.1% Triton X-100, 50 mM Tris*HCL  pH 8.0, 60 mM EDTA pH 8.0),διάλυμα P3 

(30% polyethelyne glycol (PEG f.wt.8000), 1.5 M NaCl ), διάλυμα λυσοζύμης 

(10mg/ml σε 10mM Tris pH 8.0), διάλυμα TE. 

Μέθοδος 

Η συγκεκριμένη μέθοδος χρησιμοποιείται για την απομόνωση 0.5- 1.5mg DNA. Φυγο-

κεντρείται ολονύκτια καλλιέργεια 200ml στις 5000rpm για 10΄. Αφαιρείται το υπερκεί-

μενο και επαναδιαλύεται η πελλέτα σε 5ml διαλύματος P1. Προστίθενται 0.5 ml φρέσ-

κου διαλύματος λυσοζύμης. Πρόσθεση 10 ml διαλύματος P2 απαλή ανάδευση και δια-

τήρηση σε θερμοκρασία δωματίου (RT) για 5΄το μέγιστο. Πρόσθεση 7.5ml παγωμένου 

διαλύματος P3, απαλή ανάδευση και επώαση στον πάγο για 10΄.Φυγοκέντρηση στους 

4
0
C για 15΄ στις 10.000rpm. Φιλτράρισμα του υπερκειμένου (με την βοήθεια υαλοβάμ-

βακα και ενός μικρού χωνιού μέσα σε falcon των 50ml) και προσθήκη 0.6V ισοπροπα-

νόλης, καλή ανάδευση και διατήρηση σε RT για 10΄.Ανάκτηση των νουκλεονικών οξέ-

ων με φυγοκέντρηση στις 2.000rpm για 10΄σε RT. Προσεκτικά απορρίπτεται το υπερ-

κείμενο και αναστρέφεται το σωληνάριο για να στεγνώσουν και οι τελευταίες σταγόνες. 

Επαναδιάλυση της πελλέτας σε 10ml TE, για κάθε ml ΤΕ προστίθεται ακριβώς και 1 gr 

στερεού χλωριούχου καισίου (CsCl) . Προσθήκη 300ul διαλύματος βρωμιούχου αιθιδί-

ου (EtBr, 10mg/ml ) σε σωληνάρια φυγοκέντρου των 12ml,με την βοήθεια σύριγγας 

των 5-10ml και βελόνας των 20G. Πρόσθεση του διαλύματος DNA/CsCl, σφράγισμα 

των σωληναρίων με το ειδικό μηχάνημα και τοποθέτηση των σωληναρίων στην υπερ-

φυγόκεντρο με κεφαλή Ti80 στις 45.000rpm για 40h στους 20
0
C. Ανάκτηση της ζώνης 

του υπερελικωμένου DNA με την βοήθεια σύριγγας του 1ml με βελόνα 19-20G 

(ΕικόναΕικόνα 11). 
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Εικόνα 11:.Ανάκτηση του υπερελικωμένου DNA στη μέθοδο του χλωριούχου καισίου. 

Στο διάλυμα του DNA προστίθεται ισοπροπανόλη κορεσμένη σε χλωριούχο καίσιο, σε 

τελικό όγκο 1.5ml. Ανάμιξη με ανακίνηση, αρκετές φορές και παραμονή έως τον δια-

χωρισμό των φάσεων, απόρριψη της άνω φάσης. Επανάληψη της διαδικασίας 4-6 φορές 

έως ότου το ρόζ χρώμα εξαφανιστεί τόσο από την υδατική όσο και από την οργανική 

φάση. Προσθήκη 70% αιθανόλης σε ολικό όγκο 1.5 ml. Φύλαξη στους -80
0
C έως ότου 

το διάλυμα του DNA να παγώσει εντελώς. Αφήνεται να ξεπαγώσει σε RT και αναδεύε-

ται μερικές φορές, φυγοκέντρηση για 10΄, απόρριψη του υπερκείμενου και πλύσιμο της 

πελλέτας άλλες δύο φορές με 70% αιθανόλη. Στέγνωμα της πελλέτας και επαναδιάλυση 

σε διάλυμα ΤΕ κατάλληλου όγκου (~150ml). 

4.1.9 Απομόνωση μεγάλης κλίμακας  πλασμιδιακού DNA 

Με την χρήση του kit της Qiagen, η μέθοδος στηρίζεται στην ειδική δέσμευση του 

πλασμιδιακού DNA χρησιμοποιώντας στήλη εφοδιασμένη με το κατάλληλο υλικό και 

στη συνέχεια έκλουση του DNA από τη στήλη. 

Υλικά 

Καλλιέργεια 500ml, όταν το πλασμίδιο είναι υψηλής αντιγραφής και καλλιέργεια 2.5 L 

όταν το πλασμίδιο είναι χαμηλής αντιγραφής. Διαλύματα P1, P2 και P3. Διάλυμα εξι-

σορρόπησης QBT ,διάλυμα QC για τις πλύσεις, διάλυμα QF για την έκλουση. 
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Μέθοδος 

Επιλέγεται αρχικά μοναδική αποικία από τρυβλίο petri και εμβολιάζεται σε 5-10ml δια-

λύματος LB που περιέχει την σωστή ποσότητα αντιβιοτικού. Επωάζεται για 8h στους 

37
0
C με ανακίνηση στις 300rpm. Αραιώνεται η καλλιέργεια από 1/500 έως 1/1000 σε 

διάλυμα LB με αντιβιοτικό επιλογής (στα 500ml LB, 500-1000ul της αρχικής καλλιέρ-

γειας όταν το πλασμίδιο είναι υψηλής αντιγραφής και στα 2.5L LB, 2.5-5ml της αρχι-

κής καλλιέργειας όταν το πλασμίδιο είναι χαμηλής αντιγραφής), επωάζεται στους 37
0
C 

για 12-16h με ανακίνηση στις 300rpm. Η φλάσκα που χρησιμοποιείται για την επώαση 

πρέπει να είναι 4 φορές μεγαλύτερη από την ποσότητα της καλλιέργειας. Συγκέντρωση 

των βακτηριακών κυττάρων με φυγοκέντρηση στις 6000xg για 15΄στους 4
0
C. Επαναδι-

άλυση της βακτηριακής πελλέτας σε 50ml ή στα 125ml διαλύματος P1 (στο διάλυμα 

έχει προστεθεί RNAse κατάλληλης ποσότητας). Πρόσθεση 50ml ή 125ml διαλύματος 

P2 καλή ανάμιξη με έντονη αναστροφή και επώαση σε RT για 5΄. Ένα μπλέ χρώμα θα 

εμφανιστεί (μετά την πρόσθεση στο P1 διάλυμα του αντιδραστηρίου Lyseblue ,που ε-

ξασφαλίζει τον οπτικό έλεγχο της αποδοτικής λύσης των κυττάρων, της ατελούς καθί-

ζησης του SDS, του γονιδιωματικού DNA και κυτταρικών υπολειμμάτων). Πρόσθεση 

50ml ή 125ml παγωμένου διαλύματος P3, άμεση ανάμιξη με έντονη ανακίνηση 4 -6 

φορές και επώαση στον πάγο για 30΄, το μίγμα που προκύπτει είναι νεφελώδες και το 

μπλέ χρώμα εξαφανίζεται. Το δείγμα φυγοκεντρείται στις 20.000xg για 30’ στους 4
0
C. 

Αφαίρεση του υπερκείμενου που περιέχει το πλασμιδιακό DNA. Φυγοκέντρηση του 

υπερκειμένου στις 20.000xg για 15΄στους 4
0
C, αφαίρεση του υπερκειμένου που περιέ-

χει το πλασμιδιακό DNA. Εξισορρόπηση των ειδικών QIAGEN-tip 2500 ή  QIAGEN-

tip 10000 (ειδικές κολώνες) που περιέχονται στη συσκευασία, με 35ml ή 75ml διαλύ-

ματος QBT που αφήνεται να τρέξει από την κολώνα με την βοήθεια της βαρύτητας και 

μόνο. Αμεσα μετά τη φυγοκέντρηση προστίθεται στην κολώνα της QIAGEN το DNA 

και αφήνεται να τρέξει αβίαστα. Πλένεται το QIAGEN-tip 2500 ή  QIAGEN-tip 10000, 

με 200ml ή 600ml διαλύματος QC. Εκλούεται το DNA από την κολώνα με 35ml ή 

100ml διαλύματος QF, κατακρημνίζεται το DNA  με την βοήθεια ισοπροπανόλης 

24.5ml ή 70 ml σε θερμοκρασία δωματίου. Φυγοκεντρείται για 30΄στους 4
0
C στις 

15000xg και αφαιρείται προσεκτικά το υπερκείμενο. Πλένεται η πελλέτα του DNA με 

7ml ή 10ml αιθανόλης 70% σε RT και φυγοκεντρείται στη συνέχεια στις 15000xg για 

10’, αφαιρείται προσεκτικά το υπερκείμενο, στέγνωμα της πελλέτας για 10-20΄ και ε-

παναδιάλυση της σε κατάλληλης ποσότητας διάλυμα ΤΕ. 
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4.2 Διαδικασίες κλωνοποίησης 

4.2.1 Προετοιμασία Ε.coli ηλεκτροδεκτικών κυττάρων 

Η προετοιμασία των κυττάρων της E.coli είναι απαραίτητη διαδικασία προκειμένου να 

γίνουν δεκτικά στην πρόσληψη εξωγενούς DNA. Η προετοιμασία περιλαμβάνει είτε 

την κατεργασία των κυττάρων με δισθενή ιόντα (ασβέστιο ή ρουβίδιο), που ονομάζεται 

χημικός μετασχηματισμός, είτε στην έκθεση τους σε ισχυρό ηλεκτρικό πεδίο που οδη-

γεί στον παροδικό σχηματισμό καναλιών στην κυτταρική μεμβράνη, που ονομάζεται 

ηλεκτροδιάτρηση. 

Υλικά  

Στελέχη της E.coli, DH5a, Dh10b, κ.α, τρυβλία με LB* (LB με λιγότερο αλάτι), απιο-

νισμένο αποστειρωμένο H2O, γλυκερόλη 10%. 

Μέθοδος 

Η διαδικασία καλό είναι να πραγματοποιείται στους 4
0
C, με όλα τα υλικά σε πάγο. 

Καλλιέργεια DH5α κυττάρων σε τρυβλία LB
6
 με αμπικιλίνη. Απομόνωση μιας μόνο 

αποικίας σε 2ml LB για 3-4 ώρες, μεταφορά της καλλιέργειας σε φλάσκα των 200 με 

50ml LB, για μία νύχτα O/N στους 37
0
C με ανακίνηση στις 250rpm. (Στην περίπτωση 

που τα στελέχη βρίσκονται σε stub στους -80
0
C η καλλιέργεια πραγματοποιείται απευ-

θείας στα 50ml LB). Μεταφορά σε φλάσκα των 2L με 500ml LB*, 2-3ml της καλλιέρ-

γειας, στους 37
0
C  με ανακίνηση στις 250rpm. Αφήνεται εωσότου η οπτική πυκνότητα 

στα 600nm (ΟD600) της καλλιέργειας να φτάσει στο 0.65. Τοποθετείται η καλλιέργεια 

σε πάγο για 15-30 λεπτά με ανακίνηση. Φυγοκέντρηση του δείγματος στους 4
0
C στις 

4000rpm για 15’ στη Sorval (σε φιάλες φυγοκέντρησης των 500ml), αφαίρεση του υ-

περκείμενου, επαναδιάλυση της πελλέτας (απαλά με την βοήθεια της πιπέτας)σε 500ml 

παγωμένο απιονισμένο δισαπεσταγμένο νερό (npddH2O), φυγοκέντρηση στους  4
0
C 

στις 4000rpm για 15’ στη Sorval. Επαναδιάλυση σε 250ml παγωμένο npddH2O και φυ-

γοκέντρηση στους 4
0
C στις 4000rpm για 15’. Επαναδιάλυση σε 50ml παγωμένο 

npddH2O και μεταφορά του δείγματος σε φιάλη των 50ml. Φυγοκέντρηση στους 4
0
C 

στις 3500 rpm για 10’, επαναδιάλυση σε 10ml παγωμένου npddH2O και φυγοκέντρηση 

                                                 

6
 Η συγκεκριμένη μέθοδος μετασχηματισμού των κυττάρων έχει δεκαπλάσια απόδοση από την αντίστοι-

χη χημική (με χλωριούχο ασβέστιο CaCl). Η επιτυχία της μεθόδου εξαρτάται από την καθαρότητα του-

φορέα κλωνοποίησης, κυρίως την περιεκτικότητα του σε αλάτι. Υψηλή συγκέντρωση αλατιού προκαλεί 

βραχυκύκλωμα που μειώνει σημαντικά την βιωσιμότητα των κυττάρων. 
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στις ίδιες συνθήκες για 5’. Επαναδιάλυση της πελλέτας σε 1-1.5ml 10% γλυκερόλη (ε-

πίσης παγωμένη). Διαίρεση του δείγματος σε ποσότητα των 50ul, μέσα σε  μικρά φια-

λίδια φυγοκέντρησης των 1.5ml ( η διαδικασία εκτελείται με τα φιαλίδια σε ξηρό πάγο) 

και άμεση κατάψυξη τους στους -80
0
C. 

4.2.2 Μετασχηματισμός κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση 

Η μέθοδος προυποθέτει την ύπαρξη δεκτικών κυττάρων. Η αρχή στην οποία στηρίζεται 

είναι ότι αν υποβληθούν τα παγωμένα δεκτικά κύτταρα σε θερμοκρασιακό στρες, τότε 

εκφράζονται κάποιες θερμοεπαγώμενες (heat shock proteins), οι οποίες διευκολύνουν 

την είσοδο του εξωγενούς DNA. 

Υλικά 

Ηλεκτρομετασχηματιστής, 50ul ηλεκτροδεκτικών κυττάρων, 1ul από το ligation mix, 

LB ζωμός. 

Μέθοδος 

Η διαδικασία χρησιμοποιείται για τον μετασχηματισμό βακτηριακών κυττάρων, κυττά-

ρων ζύμης, κ.α. Τα βακτήρια διαθέτουν κυτταρικά τοιχώματα που διαφέρουν από τις 

λιπιδικές μεμβράνες και αποτελούνται από πεπτιδογλυκάνες και παράγωγα τους. Τα 

τοιχώματα τους είναι από τη φύση τους πορώδη και λειτουργούν σαν προστατευτικό 

κέλυφος σε αντίξοες περιβαλλοντολογικές συνθήκες. Στην περίπτωση που αναμιχθούν 

πλασμίδια με βακτήρια, τα βακτήρια μπορούν να εισέλθουν μέσα στα κύτταρα μετά 

από την εφαρμογή ηλεκτροπαλμού. Αρκετές εκατοντάδες βόλτ διέρχονται από μια επι-

φάνεια αρκετών χιλιοστών σε αυτή τη διαδικασία. Η εφαρμογή της μεθόδου πραγματο-

ποιείται σε πάγο. Αρχικά αποστειρώνονται οι κυβέτες στο UV, ξεπάγωμα των ηλεκρο-

δεκτικών κυττάρων 50ul (DH5a, DH10b) σε πάγο για ένα περίπου λεπτό, προσθήκη 1ul 

από το ligation mix και τοποθέτηση του δείγματος στην αποστειρωμένη κυβέτα. Τοπο-

θέτηση της κυβέτας στην ειδική υποδοχή της συσκευής και εφαρμογή τάσης ύψους 

1800V στο δείγμα, για 5msec (μέχρι ότου ακουστεί ο χαρακτηριστικός ήχος). Άμεση 

επαναδιάλυση των κυττάρων σε 1ml LB και μεταφορά τους στους 37
0
C για 1-2h στις 

250rpm. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του δείγματος στις 13.000 rpm για 30’’. Απόρριψη 

περίπου 850ul του υπερκείμενου και επαναδιάλυση της πελλέτας στα υπόλοιπα 150ul. 

Στρώσιμο των κυττάρων σε προθερμασμένα τρυβλία με αμπικιλίνη. Για τον έλεγχο της 

μεθόδου χρησιμοποιούνται άλλα τέσσερα τρυβλία. Το ένα περιέχει άκοπο τον φορέα 

κλωνοποίησης, όπου εμφανίζονται πολλές αποικίες όταν ο μετασχηματισμός των κυτ-
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τάρων έχει πετύχει, το δεύτερο περιέχει κομμένο τον φορέα κλωνοποίησης, όπου στην 

περίπτωση που δεν περιέχει ligation mix δεν πρέπει να εμφανιστούν αποικίες, αν εμφα-

νιστούν αποικίες ο φορέας κλωνοποίησης δεν έχει κοπεί εντελώς. Το τρίτο τρυβλίο πε-

ριέχει τον φορέα κλωνοποίησης με λιγάση, μετά από ligation του κομμένου φορέα 

κλωνοποίησης (χωρίς το ένθεμα (insert)) πρέπει να εμφανιστούν αποικίες, είναι δείκτης 

ότι η ligation λειτουργεί. Τέλος το τέταρτο τρυβλίο περιέχει μόνο δεκτικά κύτταρα, χω-

ρίς DNA, όπου δεν αναπτύσσονται αποικίες. Αυτό συμβαίνει γιατί τα κύτταρα δεν δια-

θέτουν το γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό για να αναπτυχθούν σε LB με αμπικι-

λίνη. 

4.2.3 Κλωνοποίηση σε πλασμίδια 

Στην τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA τα πλασμίδια που θα χρησιμοποιηθούν  

καλύπτουν ορισμένες προϋποθέσεις: φέρουν τουλάχιστον ένα γονίδιο που διευκολύνει 

την επιλογή των μετασχηματισμένων κυττάρων (συνήθως γονίδιο που κωδικοποιεί την 

ανθεκτικότητα σε ορισμένο αντιβιοτικό σαν δείκτη επιλογής, π.χ τετρακυκλίνη). Μπο-

ρούν να μεταφέρονται εύκολα στα κύτταρα ξενιστές τους. Είναι ικανά να αντιγράφον-

ται αυτόνομα μέσα στα κύτταρα δέκτες. Περιέχουν ένα μεγάλο εύρος μονών περιορισ-

τικών θέσεων, οι οποίες αναγνωρίζονται από διάφορες περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

(ένζυμα). Αυτές οι θέσεις μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κλωνοποίηση διαφό-

ρων μορίων DNA. Μερικές από τις θέσεις αυτές πρέπει να βρίσκονται εντός των αλλη-

λουχιών γονιδίων που κωδικοποιούν ενζυμικά συστήματα ελεγχόμενης έκφρασης (γο-

νίδια αναφοράς). Ένα κοινό τέτοιο σύστημα αποτελεί τμήμα του οπερονίου της λακτό-

ζης. Ο πλασμιδιακός φορέας περιέχει τον προαγωγό του οπερονίου και τμήμα του γονι-

δίου lacZ, το οποίο κωδικοποιεί ένα πεπτίδιο του αμινοτελικού άκρου του ενζύμου β-

γαλακτοσιδάσης. Ως κύτταρα δέκτες χρησιμοποιούνται στελέχη E.coli που περιέχουν 

το υπόλοιπο τμήμα του ενζύμου από το καρβοξυτελικό άκρο. Τα δύο ατελή πολυπεπτι-

δικά μόρια της  β-γαλακτοσιδάσης που παράγονται από την έκφραση των αντίστοιχων 

αλληλουχιών του πλασμιδιακού φορέα και του χρωμοσώματος του ξενιστή, μπορούν να 

αλληλοσυμπληρώνονται και να προκύπτει η λειτουργική πρωτεΐνη. Εντός τοης αλλη-

λουχίας του τμήματος lacZ του πλασμιδίου έχει ανασυνδυαστέι κατάλληλα μια περιοχή 

που φέρει πολλές θέσεις κλωνοποίησης. Εισαγωγή ενός ξένου τμήματος DNA σε αυτή 

την περιοχή έχει σαν αποτέλεσμα την διακοπή του μηνύματος για την παραγωγή του 

συμπληρωματικού πεπτιδίου του αμινοτελικού άκρου της β-γαλακτοσιδάσης και επο-

μένως την παραγωγή μη λειτουργικής πρωτείνης. Η ανίχνευση της μη λειτουργικής β-
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γαλακτοσιδάσης , η διάκριση δηλαδή, ανασυνδυασμένων και μη πλασμιδίων γίνεται με 

την χρησιμοποίηση δύο ουσιών, του 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-β-D-γαλακτοσίδιο 

(X-gal) και του ισοπροπυλοθειο-β-D-γαλακτοζίτη (IPTG). Το X-gal αποτελεί ένα χρω-

μογόνο υπόστρωμα της αντίδρασης της β-γαλακτοσιδάσης, η διάσπαση του οποίου δί-

νει μπλέ χρώμα στις αποικίες. Το IPTG δρα ως επαγωγός της μεταγραφής του γονιδίου 

lacZ. Έτσι οι βακτηριακές αποικίες που περιέχουν ανασυνδυασμένα ή μη ανασυνδυασ-

μένα πλασμίδια διακρίνονται εύκολα σε τρυβλία επιλογής σαν μπλέ ή λευκές αποικίες. 

Τέλος τα πλασμίδια πρέπει να διατηρούνται σταθερά μέσα στα κύτταρα ξενιστές. Τα 

πλασμίδια πρέπει να φέρουν κατάλληλη περιοχή έναρξης της αντιγραφής, την οποία να 

αναγνωρίζει το σύστημα αντιγραφής του DNA των κυττάρων ξενιστών που χρησιμο-

ποιούνται.Τα στάδια της κλωνοποίησης είναι: Στάδιο πρώτο. Γίνεται πέψη του πλασμι-

διακού φορέα και του DNA,  το οποίο πρόκειται να κλωνοποιηθεί με την κατάλληλη ή 

τις κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Στάδιο δεύτερο όπου γίνεται η σύνδεση 

των δύο γραμμικών μορίων με τη επίδραση της λιγάσης και το τρίτο στάδιο όπου γίνε-

ται η επιλογή των βακτηριακών κυττάρων που φέρουν το ανασυνδιασμένο πλασμίδιο. 

4.2.4 Πέψη περιορισμού 

Υλικά 

Αποστειρωμένο απιονισμένο H2O, περιοριστικό ένζυμο (1-10 unit για κάθε μικρογραμ-

μάριο DNA), το ανάλογο για το ένζυμο ρυθμιστικό, το DNA που θα χρησιμοποιειθεί. 

Μέθοδος 

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση και στην κλω-

νοποίηση του DNA είναι ένζυμα που αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες ζευγών 

βάσεων του DNA και διασπούν τους φωσφοδιεστερικούς δεσμούς που συγκρατούν δύο 

γειτονικές βάσεις και στις δύο αλυσίδες συμμετρικά εντός της περιοχής αναγνώρισης. 

Όταν ο πλασμιδιακός φορέας και το DNA που πρόκειται να κλωνοποιηθεί υπόκειται σε 

μονή πέψη (με μία περιοριστική ενδονουκλεάση) πρέπει να γίνεται κατεργασία του φο-

ρέα με αλκαλική φωσφατάση ώστε να αποφεύγεται η επανακυκλοποίηση του. Η αλκα-

λική φωσφατάση δεν επιτρέπει την επανακυκλοποίηση του κυκλικού φορέα γιατί απο-

φωσφορυλιώνει τα 5’ άκρα του ευθύγραμμου μορίου. Όταν γίνεται η πέψη του πλασμι-

δίου με δύο διαφορετικά  ένζυμα ταυτόχρονα, τότε η χρήση της αλκαλικής φωσφατά-

σης δεν είναι υποχρεωτική γιατί τα άκρα δεν είναι συμβατά και η επανένωση του ίδιου 

του πλασμιδίου είναι περιορισμένη. Τα μεγέθη των περιοριστικών τμημάτων που προ-

κύπτουν μετά την δράση των περιοριστικών ενδονουκλεασών υπολογίζονται συγκρί-
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νοντας τις αποστάσεις που διανύουν σε ηλεκτροφόρηση πήγματος αγαρόζης με τις α-

ποστάσεις πρότυπων ζωνών DNA γνωστού μοριακού βάρους. Κάθε περιοριστικό ένζυ-

μο έχει βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασία , pH και σύστασης ρυθμιστικού διαλύματος 

στις οποίες δρα και οι οποίες δίνονται από τις κατασκευαστικές εταιρίες.  Η συγκέν-

τρωση των περισσοτέρων ενδοκουκλεασών εκφράζεται σε Unit/μl ,όπου 1 Unit ορίζε-

ται ως η ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για την πέψη 1 μg DNA του φάγου λ σε 

1h, υπό τις κατάλληλες συνθήκες δράσεως του εκάστοτε ενζύμου. Προετοιμασία της 

αντίδρασης πέψης με την προσθήκη των συστατικών σύμφωνα με την σειρά που παρο-

υσιάζεται παρακάτω (Πίνακας 2). 

Πίνακας 2:.Αντίδραση πέψης. 

Σειρά   

1 απεσταγμένο dd H2O επαρκή ποσότητα 

2 10x ρυθμιστικό ένα δέκατο του όγκου αντίδρασης 

3 DNA x μL (συνήθως 1μg) 

4 περιοριστικό ένζυμο
7
 y μL (10-12 U/μl) 

5 Final volume z μL (συνήθως 10-20μl) 

 

Απαλή ανάδευση με την βοήθεια της πιπέτας, και επώαση της αντίδρασης στην κατάλ-

ληλη θερμοκρασία, συνήθως 37
0
C, για 1-3 ώρες. Το ένζυμο αδρανοποιείται με θέρμαν-

ση στους 70-100
0
C για 10 λεπτά ή με καθαρισμό με φαινόλη. Πριν την χρήση, σε άλλες 

διαδικασίες , όπως αποφωσφορυλίωση ή αντίδραση σύνδεσης, πρέπει μια μικρή ποσό-

τητα να προσδιοριστεί με ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης, για τον έλεγχο τυχόν 

άπεπτου DNA και την ποσοτικοποίηση του. 

4.2.5 Αντίδραση συνδετάσης του DNA (DNA ligation) 

Υλικά 

Τμήματα DNA  (ένθετο DNA) ανάλογα με την ποσότητα του φορέα κλωνοποίησης, 

φορέας κλωνοποίησης 5ng/ul, 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα σύνδεσης  1ul, T4 DNA λιγάση 

1ul (400 U/ul), αποστειρωμένο ddH2O, ATPs. 

                                                 

7
 Αν χρησιμοποιηθούν δύο ένζυμα ταυτόχρονα πρέπει  να  δρούν στο ίδιο ρυθμιστικό και στην ίδια θερ-

μοκρασία. Ο όγκος της αντίδρασης εξαρτάται από την ποσότητα και το μέγεθος του DNA που πέπτεται. 

Μεγαλύτερες ποσότητες DNA χρειάζονται περισσότερο συνολικό όγκο (50-100 μL). Η διαφορά των 

ρυθμιστικών οφείλεται στην διαφορετική ποσότητα αλάτων που περιέχονται στο καθένα. 
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Μέθοδος 

Η σύνδεση των τμημάτων του DNA πραγματοποιείται με την επώαση των τμημάτων 

μαζί με τον γραμμικό φορέα κλωνοποίησης, παρουσία κατάλληλου ρυθμιστικού διαλύ-

ματος, ATPs και Τ4 DNA λιγάσης. Η ποσότητα του DNA εξαρτάται από την ποσότητα 

του φορέα κλωνοποίησης. Ποσότητα πάνω από 5ng/ul του φορέα κλωνοποίησης αυξά-

νει τις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις ενώ ποσότητα κάτω των 5ng/ul αυξάνει τις δια-

μοριακές δυνάμεις. Η ποσότητα του ένθετου DNA που θα προστεθεί στην αντίδραση 

προκύπτει από την σχέση: 

 

Για τη βέλτιστη απόδοση της σύνδεσης των τμημάτων με κολλώδη άκρα, η βέλτιστη 

θερμοκρασία του ενζύμου πρέπει να εξισορροπείται με την θερμοκρασία τήξης (Τm), 

όσο και με την θερμοκρασία υβριδισμού. Εάν η θερμοκρασία περιβάλλοντος υπερβεί 

την Tm, η ομόλογη αντιστοίχιση στα κολλώδη άκρα δεν θα είναι σταθερή, γιατί η υψη-

λή θερμοκρασία διασπά τους δεσμούς υδρογόνου. Όσο μικρότερη η περιοχή που προε-

ξέχει (στα κολλώδη άκρα) τόσο χαμηλότερη και η Τm, συνήθως ένα κολλώδες άκρο 

των 4
ων

 βάσεων έχει Tm 12-16
0
C. Η βέλτιστη θερμοκρασία στην περίπτωση των “τυφ-

λών” άκρων είναι 14-20
0 

για μια ολόκληρη νύχτα, η απουσία συμπληρωματικών άκρων 

μειώνει την απόδοση της σύνδεσης  και απαιτείται μεγαλύτερη ποσότητα λιγάσης στην 

αντίδραση. 

4.2.6 Παρασκευή τρυβλίων επιλογής 

Υλικά 

Έτοιμα τρυβλία με αντιβιοτικό (αμπικιλίνη), X-gal, IPTG.  

Μέθοδος 

Στα τρυβλία με το αντιβιοτικό επιλογής επιστρώνεται όλη η επιφάνεια με 20μl διαλύ-

ματος X-gal και 8 μl διαλύματος IPTG. Τα τρυβλία επωάζονται στους 37
0
C για μια ώ-

ρα, ώστε να απορροφηθούν τελείως τα υγρά από την επιφάνεια του άγαρ. Ακολουθεί 

εμβολιασμός με την κατάλληλη αραίωση ώστε να προκύψουν περίπου 150-200 μετασ-

χηματισμένες αποικίες ανά τρυβλίο και επωάζονται στους 37
0
C όλη τη νύχτα. Την επο-

μένη, τα τρυβλία μεταφέρονται στο ψυγείο για 3-4h, για να γίνει πιο έντονο το μπλέ 

χρώμα των μη ανασυνδυασμένων αποικιών. Στη συνέχεια επιλέγονται οι λευκές αποι-

κίες, οι οποίες περιέχουν τα ανασυνδυασμένα πλασμίδια, που στη συνέχεια ελέγχονται 

με απομόνωση και ανάλυση του πλασμιδιακού τους DNA. 
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4.2.7 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιείται για την ενίσχυση τμημάτων 

DNA γνωστής αλληλουχίας. 

 

Εικόνα 12: Σχηματική απεικόνιση της μεθόδου PCR. 

Υλικά 

DNA που περιέχει το τμήμα στόχο που θα πολλαπλασιαστεί, εκκινητές
8
, Tac πολυμε-

ράση ή άλλη πολυμεράση (ένζυμο με το οποίο επιτυγχάνεται η σύνθεση της συμπλη-

ρωματικής αλυσίδας του DNA, νουκλεοτίδια που περιέχουν τριφωσφορικές ομάδες 

( dATP, dTTP, dCTP  και  dGTP), ισοστονικό διάλυμα που παρέχει το κατάλληλο χη-

μικό περιβάλλον για την αντίδραση (δράση και σταθερότητα της πολυμεράσης), δισθε-

νή κατιόντα μαγνησίου ή μαγκανίου( αποτελούν συνένζυμο της πολυμεράσης), μονοσ-

θενή κατιόντα καλίου. 

                                                 

8
 αλληλουχίες DNA μήκους 18-30 bp (ζεύγη βάσεων), που αντιπροσωπεύουν τα νουκλεοτιδικά άκρα του 

DNA στόχου και είναι απαραίτητες προκειμένου να προστεθούν τα υπόλοιπα νουκλεοτίδια της αλληλου-

χίας. 
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Μέθοδος 

Η PCR αποτελείται από μία σειρά 20-40 επαναλαμβανόμενων αλλαγών θερμοκρασίας 

(κύκλων), όπου ο κάθε κύκλος αποτελείται από 3 διακριτά βήματα (Εικόνα 12). Οι 

θερμότητες που χρησιμοποιούνται και ο χρόνος κάθε κύκλου εξαρτώνται από μία σειρά 

παραμέτρων, όπως το ένζυμο που χρησιμοποιείται για την σύνθεση του DNA, η συγ-

κέντρωση των ιόντων και των ολιγονουκλεοτιδίων στην αντίδραση και η θερμοκρασία 

τήξης (Τm) των εκκινητών. Στην αποδιάταξη (denaturation) ,πρώτο βήμα , θερμαίνεται 

η αντίδραση στους 94-98
0
C για 20-30¨,αυτό προκαλεί τήξη στο DNA, σπάζοντας τους 

δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των συμπληρωματικών βάσεων και αφήνοντας μονόκλωνα 

μόρια DNA. Στην αναδιάταξη (annealing), δεύτερο βήμα, η θερμοκρασία μειώνεται 

στους 50-65
0
C για 20-40¨ επιτρέποντας την προσαρμογή των εκκινητών στην μονόκ-

λωνη αλυσίδα του DNA. Συνήθως η θερμοκρασία της ανόπτησης είναι τρεις βαθμούς 

Κελσίου κάτω από την θερμοκρασία τήξης των εκκινητών. Σταθεροί δεσμοί υδρογόνου 

DNA-DNA σχηματίζονται όταν η αλληλουχία των εκκινητών είναι σχεδόν ίδια με αυτή 

της αλληλουχίας πρότυπου του DNA .Η πολυμεράση συνδέεται με το υβρίδιο εκκινη-

τή-πρότυπη αλληλουχία και ξεκινά η σύνθεση του DNA. Η επιμήκυνση είναι το τρίτο 

στη σειρά βήμα, όπου η θερμοκρασία που εφαρμόζεται εξαρτάται από το είδος της πο-

λυμεράσης που χρησιμοποιείται. Για την Tac πολυμεράση η βέλτιστη θερμοκρασία εί-

ναι 72
0
C, στην φάση αυτή η πολυμεράση συνθέτει έναν νέο κλώνο συμπληρωματικό 

του DNA προτύπου, προσθέτοντας ολιγονουκλεοτίδια συμπληρωματικά στην πρότυπη 

αλληλουχίας με κατεύθυνση 5΄ προς 3΄.Ο χρόνος επέκτασης εξαρτάται τόσο από την 

πολυμεράση όσο και από το μέγεθος του τμήματος του DNA προς πολλαπλασιασμό. 

(σε βέλτιστες συνθήκες η πολυμεράση πολυμερίζει χίλιες βάσεις το λεπτό). Ακολουθεί 

ένα μοναδιαίο βήμα ,τελική επιμήκυνση, που εφαρμόζεται κατά περίπτωση σε θερμοκ-

ρασία 70-74
0
C για 5-15 λεπτά, μετά τον τελευταίο κύκλο της PCR, για την επέκταση, 

μέχρι και του τελευταίου, μονόκλωνου μορίου DNA. Τέλος η αντίδραση διατηρείται 

στους 4
0
C. 

4.2.8 Μεταλλαξιγένεση θέσης με το Κit της Stratagene 

Υλικά 

LB άγαρ, LB άγαρ με αμπικιλίνη, NZY
+
 διάλυμα, 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης, 

ΤΕ ,PfuTurbo DNA πολυμεράση (2.5 U/ μl), DPN I ένζυμο περιορισμού (10 U/μl), εκ-

κινητές ελέγχου #1  [34-mer (100 ng/μl)] 5´ CCA TGA TTA CGC CAA GCG CGC 

AAT TAA CCC TCA C 3´ και #2 [34-mer (100 ng/μl)] 5´ GTG AGG GTT AAT TGC 



-46- 

GCG CTT GGC GTA ATC ATG G 3, pWhitescript™ 4.5-kb πλασμίδιο ελέγχου (5 ng/ 

μl), dNTP mix, XL1-Blue υπερδεκτικά κύτταρα (supercompetent cells), pUC18 πλασ-

μίδιο ελέγχου (0.1 ng/μl σε TE ). 

Μέθοδος 

Η μέθοδος είναι γρήγορη και πραγματοποιείται σε 4 βήματα, η απόδοση της μεθόδου 

σε μεταλλάγματα είναι μεγαλύτερη του 80%. Το πρωτόκολλο είναι απλό και χρησιμο-

ποιεί πλασμιδιακό DNA που προέρχεται από miniprep ή από καθαρισμό με χλωριούχο 

καίσιο. Η βασική διαδικασία χρησιμοποιεί υπερελικωμένο δίκλωνο DNA (dsDNA) φο-

ρέα, με το ένθεμα που ενδιαφέρει και δύο συνθετικούς ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές, 

που περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη. Οι εκκινητές είναι ο καθένας συμπληρωματι-

κός στο αντίθετο κλώνο του φορέα και επεκτείνονται κατά την διάρκεια θερμικών κύκ-

λων, με την ειδική πολυμεράση PfuTurbo polymerase. Η ενσωμάτωση των εκκινητών 

δημιουργεί ένα μεταλλαγμένο πλασμίδιο που περιέχει κολλώδη τμήματα. Μετά την δι-

αδικασία των θερμικών κύκλων το προϊόν επωάζεται με το ένζυμο Dpn I. Η ενδονουκ-

λεάση DpnI  (αλληλουχία στόχος : 5´-Gm ATC-3´ ) είναι ειδική για μεθυλιωμένα και 

ημιμεθυλιωμένα DNA και χρησιμοποιείται για την πέψη του γονικού DNA πρότυπου 

και για να επιλογή συνθετικού DNA που περιέχει την μετάλλαξη. Το DNA που απομο-

νώνεται από όλα σχεδόν τα στελέχη της E.coli είναι Dam methylated ( έχει προστεθεί 

μια μεθυλομάδα στην αδενίνη της αλληλουχίας 5΄-GATC-3΄) και για αυτό είναι επιδεκ-

τικό στην πέψη με την DpnI. Στη συνέχεια ο φορέας του DNA που περιέχει την μετάλ-

λαξη μετασχηματίζεται μέσα στα δεκτικά κύτταρα XL1-Blue supercompetent cells. 

Αναλυτικά 

Αρχικά κατασκευάζονται οι εκκινητές  που περιέχουν την επιθυμητή μετάλλαξη, ετοι-

μάζεται η αντίδραση ελέγχου:  

 μl of 10× reaction buffer 2 μl 

 (10 ng) of pWhitescript 4.5-kb control plasmid (5 ng/μl) 

 1.25 μl (125 ng) of oligonucleotide control primer #1 [34-mer (100 ng/μl)] 

 1.25 μl (125 ng) of oligonucleotide control primer #2[34-mer (100 ng/μl)] 

 1 μl of dNTP mix 

 39.5 μl of double-distilled water (ddH2O) to a final volume of 50 μl 

Στη συνέχεια προστείθεται 1 μl of PfuTurbo DNA polymerase (2.5 U/μl). 

Ετοιμασία της αντίδρασης του υπό μετάλλαξη δείγματος 
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 μl of 10× reaction buffer 

 X μl (5–50 ng) of dsDNA template 

 X μl (125 ng) of oligonucleotide primer #1 

 X μl (125 ng) of oligonucleotide primer #2 

 1 μl of dNTP mix - ddH2O to a final volume of 50 μl 

στη συνέχεια προστίθεται 1 μl of PfuTurbo DNA polymerase (2.5 U/μl). Οι παράμετροι 

που χρησιμοποιούνται για την PCR παρουσιάζονται παρακάτω (Πίνακας 3). 

Πίνακας 3:.Παράμετροι της PCR. 

Cycles Temperature Time 

Hot start 95
0
C 5 sec 

1 95
0
C 30 sec 

12-18 55
0
C 1 min 

 68
0
C 1 min/kb του μήκους 

 

Ακολουθεί τοποθέτηση της αντίδρασης σε πάγο για 2΄ μέχρι να φτάσει την θερμοκρα-

σία των 37
0
C. Προστίθεται 1μl του ενζύμου DpnI , ανακινείται καλά με την βοήθεια 

πιπέτας και στη συνέχεια φυγοκεντρείται για 1΄, ακολουθεί άμεση επώαση της αντίδ-

ρασης στους 37
ο
C για 1 ώρα όπου πραγματοποιείται η πέψη του γονικού υπερελικωμέ-

νου DNA. Ξεπαγώνονται τα δεκτικά XL1-Blue κύτταρα σε πάγο, για κάθε αντίδραση 

μετασχηματισμού απαιτούνται 50μl δεκτικών κυττάρων, που τοποθετούνται στα ειδικά 

σωληνάρια 14-ml BD Falcon, τα οποία έχουν κρυώσει. Μεταφέρεται 1μl από το δείγμα 

της πέψης του DNA (με την DpnI) και της αντίδρασης ελέγχου στα σωληνάρια με τα 

XL1-Blue κύτταρα. Για τον έλεγχο του μετασχηματισμού χρησιμοποιείται 1μl του 

πλασμιδίου ελέγχου (control plasmid) σε 50μl XL1-Blue κυττάρων. Ακολουθεί απαλή 

ανάδευση των δειγμάτων και επώαση τους στον πάγο για 30΄. Τοποθέτηση των δειγμά-

των για μόλις 45΄΄ στους 42
0
C (σε υδατόλουτρο) και τοποθέτηση των δειγμάτων σε πά-

γο για 2΄. Πρόσθεση 0.5 ml από το διάλυμα NZY
+
,το οποίο έχει προθερμανθεί στους 

42
0
C και επώαση των αντιδράσεων μετασχηματισμού στους 37

0
C για 1h με ανακίνηση 

στις 225-250 rpm. Στρώνεται ο κατάλληλος όγκος από κάθε αντίδραση μετασχηματισ-

μού, σε τρυβλία Petri που περιέχουν άγαρ και το αντιβιοτικό που αντιστοιχεί στον 

πλασμιδιακό φορέα (Πίνακας 4). Για τον έλεγχο της μεταλλαξιγένεσης καθώς και του 

μετασχηματισμού απλώνονται κύτταρα σε LB άγαρ με αμπικιλίνη που περιέχουν g 80 

μg/ml X-gal και 20 mM IPTG*. Ακολουθεί επώαση στους 37
0
C για >16h. Όγκοι για το 

στρώσιμο των τρυβλίων στην αντίδραση μετασχηματισμού: 
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Πίνακας 4:Τύπος αντίδρασης και αναλογία όγκου στα τρυβλια Petri. 

Τύπος αντίδρασης Όγκος στο στρώσιμου του τρυβλίου 

pWhitescript, κοντρόλ μεταλλαξιγένεσης 250 μl 

pUC18, κοντρόλ μετασχηματισμού 5 μl (in 200 μl ΝΖΥ+ broth)
9
 

Δείγμα μεταλλαξιγένεσης 250 μl σε κάθε τρυβλίο από τα δύο 

 

Οι αναμενόμενες αποικίες στο τρυβλίο που περιέχεται το κοντρόλ μεταλλαξιγένεσης  

pWhitescript κυμαίνονται από 50-800.Μεγαλύτερο από το 80% πρέπει να περιέχει την 

μετάλλαξη και εμφανίζεται σαν μπλέ αποικία. Στο τρυβλίο που περιέχει το κοντρόλ με-

τασχηματισμού, pUC18, παρατηρούνται περισσότερες από 250 αποικίες με ποσοστό 

>98% των αποικιών να εμφανίζει τον μπλέ φαινότυπο. Οι αποικίες που αναμένονται 

από τα δείγματα μεταλλαξιγένεσης κυμαίνονται μεταξύ 10-1000 ανάλογα με την σύν-

θεση και το μήκος του πρότυπου DNA. Τέλος ακολουθεί αλληλούχιση του τμήματος 

για να διαπιστωθεί η μετάλλαξη. Το pWhitescript  4.5-kb πλασμίδιο ελέγχου χρησιμο-

ποιείται για να ελέγξει την αποτελεσματικότητα της δημιουργίας μεταλλαγμένων 

πλασμιδίων με το συγκεκριμένο Kit. Το συγκεκριμένο πλασμίδιο περιέχει ένα κωδικό-

νιο τερματισμού (ΤΑΑ) σε θέση όπου εμφανίζεται κανονικά ένα κωδικόνιο γλουταμί-

νης (CAA) στο γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης του  pBluescript II SK(–) phagemid (ει-

δικό πλασμίδιο). Τα XL1-Blue δεκτικά κύτταρα που μετασχηματίζονται με το συγκεκ-

ριμένο πλασμίδιο ελέγχου εμφανίζονται λευκά σε τρυβλία με LB άγαρ και αμπικιλίνη, 

που περιέχουν επίσης IPTG και X-gal, γιατί η ενεργότητα της β-γαλακτοσιδάσης έχει 

ανασταλεί. Οι εκκινητές ελέγχου που χρησιμοποιούνται στο Kit δημιουργούν μια σημε-

ιακή μετάλλαξη στο πλασμίδιο pWhitescript που αναιρεί τη θυμίνη του κωδικόνιου 

τερματισμού (ΤΑΑ) στο ένατο αμινοξύ της β-γαλακτοσιδάσης και το μετατρέπει σε κυ-

τοσίνη, έτσι παράγεται το κωδικόνιο (CAA) γλουταμίνης που βρίσκεται στην αλληλου-

χία αγρίου τύπου. Μετά τον μετασχηματισμό οι αποικίες μπορούν να ελεγχτούν για τον 

φαινότυπο της β-γαλακτοσιδάσης (μπλέ). 

4.2.9 Διαμόλυνση  κυττάρων με χλωριούχο ασβέστιο 

Η διαδικασία πραγματοποιείται για την μεταφορά του DNA σε ευκαριωτικά κύτταρα. 

Αυτό επιτυγχάνεται με τη δημιουργία πόρων ή οπών στην μεμβράνη των κυττάρων που 

θα επιτρέψει την είσοδο των νουκλεονικών οξέων. Η μέθοδος εφαρμόζεται με την χρή-

                                                 

9
 Το X-Gal και το IPTG χρησιμοποιούνται για την χρωματική επιλογή των αποικιών μπλέ-λευκό. 
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ση χημικών μεθόδων (χλωριούχου ασβεστίου) και μη χημικών μεθόδων (ηλεκτροδιάτ-

ρηση , κ.α). 

Υλικά 

Κύτταρα Hella, DMEM + 10 bovine serum + penicillin + streptomycin, τρυψίνη, 10mM 

Hepes,  CaCl2, 150μl διαλύματος Η, διάλυμα γλυκερόλης 15%.  

Μέθοδος  

Το ρυθμιστικό διάλυμα HEPES περιέχει ιόντα φωσφορικού άλατος  και συνδυάζεται με 

το διάλυμα του χλωριούχου ασβεστίου που περιέχει το DNA ( προς μεταφορά στα ευ-

καριωτικά κύτταρα), αυτό προκαλεί την δημιουργία ιζήματος , από το θετικά φορτισμέ-

νο ασβέστιο και το αρνητικά φορτισμένο φωσφορικό άλας, που έχει δεσμεύσει το DNA 

στην επιφάνεια του. Μετά από μεταφορά του ιζήματος σε καλλιέργεια ευκαριωτικών 

κυττάρων, ποσότητα του ιζήματος εισέρχεται στα κύτταρα και μαζί με αυτό και το 

DNA. 

Προετοιμασία- χειρισμός κυττάρων 

Αρχικά στρώνονται 200.000 κύτταρα Hella με στόχο τον διπλασιασμό τους την επομέ-

νη μέρα ( 400.000) Τα θρεπτικά που χρησιμοποιούνται είναι DMEM + 10 bovine serum 

+ penicillin + streptomycin. Σε πρώτη φάση γίνεται η αναρρόφηση του θρεπτικού υλι-

κού από τη φλάσκα των 75cm
2
, ακολουθεί πλύσιμο της φλάσκας με 2ml PBS για να 

φύγουν τα υπολείμματα του θρεπτικού. Προστίθεται 2 ml τρυψίνη, για την αποκόλληση 

των κυττάρων από τον πυθμένα της φλάσκας και τοποθέτηση της στους 37
0
C για 1-2’ . 

Απενεργοποίηση της τρυψίνης με την προσθήκη 8ml θρεπτικού. Μέτρηση των κυττά-

ρων σε πλάκα Neubauer . Ανάπτυξη των κυττάρων σε πιάτο έξι θέσεων 1.5-2Χ10
5
 ανά 

πηγαδάκι με 3ml θρεπτικό, στους 37
0
C παρουσία διοξειδίου 5%.  

Διαμόλυνση κυττάρων 

Αφαίρεση του θρεπτικού την επόμενη μέρα και επώαση με νέο θρεπτικό που περιέχει 

και 10mM HEPES. Ετοιμασία των DNA δειγμάτων (3μg DNA σε 75μl  ddH2O και 75 

μl 0.5Μ χλωριούχου ασβεστίου, CaCl2) και απαλή ανάδευση του δείγματος. Σε πιάτο 

24
ων

 θέσεων (το οποίο έχει προ-ψυχθεί)  πρόσθεση 150μl διαλύματος Η, ανά πηγαδάκι, 

ακριβώς στο κέντρο και από ένα ύψος 15-20cm στάγδιν. Πρόσθεση με τον ίδιο τρόπο 

του DNA/CaCl2 πιπετάρισμα 2-3 φορές και παραμονή για 15-20΄ σε RT (δημιουργία 

ιζήματος). Πρόσθεση του προηγούμενου μίγματος στα Hella κύτταρα, από σχετικό ύ-

ψος, καλύπτοντας όλη την επιφάνεια στο πηγαδάκι. Επώαση στους 37
0
C με 5% CO2 για 

16-24h ,χωρίς να ανακινήσουμε τα δείγματα. Προαιρετικά, μετά 4h επώασης, αφαίρεση 



-50- 

του θρεπτικού μέσου και πρόσθεση 1ml διαλύματος γλυκερόλης σε κάθε πηγαδάκι, ε-

πώαση 100΄΄.Αφαίρεση της γλυκερόλης και άμεση συμπλήρωση 1ml θρεπτικού διαλύ-

ματος, αφαίρεση και πρόσθεση εκ νέου 3ml θρεπτικού διαλύματος. 

4.2.10 Μέθοδος λουσιφεράσης 

Τα πλασμίδια Luc έχουν τις κωδικοποιημένες περιοχές των υπό μελέτη υποκινητών, 

συνδεμένες με το γονίδιο αναφοράς Luc. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 

λουσιφεράση (firefly luciferase από την πυγολαμπίδα Photinus pyralis ).H συγκεκριμέ-

νη πρωτεΐνη δεν εκφράζεται από τα ευκαριωτικά κύτταρα, αλλά η έκφραση της είναι 

ανάλογη του πλασμιδιακού DNA που ενσωματώνεται και εκφράζεται στο κύτταρο. Η 

μέθοδος βασίζεται στην ιδιότητα της λουσιφεράσης να καταλύει την οξειδωτική απο-

καρβοξυλίωση της λουσιφεράσης παρουσία ATP. Αποτέλεσμα αυτής της αντίδρασης 

είναι η εκπομπή φωτός σε μήκος κύματος 562nm το οποίο ανιχνεύεται με την χρήση 

κατάλληλου λουμινόμετρου. Χρησιμοποιείται αυτό το γονίδιο αναφοράς για την ανίχ-

νευση του ποσοστού έκφρασης των πλασμιδίων από τα κύτταρα. 

Υλικά 

PBS 1X, EDTA, RLB, luciferin. 

Μέθοδος 

Αρχικά απομακρύνεται το θρεπτικό μέσο από τα κύτταρα, στη συνέχεια ακολουθεί 

πλύσιμο των κυττάρων, δύο φορές, με 1X PBS. Προστίθεται 1ml PBS με 1mM EDTA 

και τα κύτταρα μεταφέρονται σε eppendorfs (σωληνάρια φυγοκέντρου). Φυγοκεντρο-

ύνται στις 2000rpm για 5΄ σε RT. Επαναδιαλύεται η πελλέτα σε 100μl 1Χ RLB ανά πη-

γαδάκι και καταψύχεται στους -80
0
C για 10΄,μεταφέρεται στους 37

0
C για 2΄. Φυγοκεν-

τρείται στις 11000rpm για 2΄στους 4
0
C. Μεταφέρεται το υπερκείμενο σε καινούρια 

eppendorfs μέσα σε πάγο. Προστίθενται 10μl λουσιφερίνης με διάλυμα σε 10μl δείγμα-

τος. Αναδεύεται το μίγμα και ακολουθεί η μέτρηση της ποσότητας των πρωτονίων στην 

ειδική συσκευή μέτρησης της λουσιφεράσης (10’’). 

4.2.11 Δοκιμή β-γαλακτοσιδάσης με RLB (Reporter Lysis Buffer) 

Η μέθοδος χρησιμοποιείται για την ανίχνευση της ενεργότητας της β-γαλακτοσιδάσης 

μέσα σε κύτταρα που έχουν υποστεί λύση και έχουν διαμολυνθεί με πλασμίδια αναφο-

ράς της β-γαλακτοσιδάσης, όπως ο pGL3. Στο δείγμα προστίθεται το ρυθμιστικό διά-

λυμα που περιέχει ONPG (o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside) ,που είναι το υπόσ-



  -51- 

τρωμα της αντίδρασης, κατά την επώαση η β-γαλακτοσιδάση υδρολύει το άχρωμο υ-

πόστρωμα σε O-nitrophenyl, το οποίο είναι κίτρινο. Η αντίδραση σταματά με την 

προσθήκη ανθρακικού νατρίου και μετράται η απορρόφηση στα 420nm. 

Υλικά 

Reaction buffer, ONPG, Na2CO3 , β-μερκαπταιθανόλη(14.3Μ). 

Μέθοδος 

Αναμιγνύονται 550μl ρυθμιστικό διάλυμα, 1.25μl β-μερκαπταιθανόλης (14.3Μ),και 

100μl ONPG (4mg/ml) με 50μl εκχύλισμα κυττάρων σε τελικό όγκο 700μl. Επωάζονται 

στους 37
0
C μέχρι να εμφανιστεί κίτρινο χρώμα (ανάλογα με την απόδοση της διαμό-

λυνσης ο χρόνος που απαιτείται για την εμφάνιση του κίτρινου χρώματος ποικίλε-

ι).Προστίθεται 200μl ανθρακικό νάτριο να σταματήσει η αντίδραση, τέλος η απορρό-

φηση μετράται στα 420nm σε φασματοφωτόμετρο. 

4.3 Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν 

4.3.1 Διάλυμα LB 

a. Προσθέτονται σε 800ml H2O 

 10g Bacto-tryptone 

 5g yeast extract 

 10g NaCl 

b. Ρύθμιση του pH με NaCl στο 7.5 

c. Ρύθμιση του όγκου στο 1L με προσθήκη dH2O 

d. Αποστείρωση σε αυτόκαυστο 

4.3.2 Διάλυμα LB agar 

a. Προσθέτονται σε 800ml H2O 

  10g Bacto-tryptone 

 5g yeast extract 

 10g NaCl 

b. Ρύθμιση του pH με NaCl στο 7.5 

c. Προσθήκη 15gr agar 
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d. Θέρμανση του διαλύματος στα μικροκύματα μέχρι να λιώσει καλά το άγαρ 

e. Ρύθμιση του όγκου στο 1L με προσθήκη dH2O 

f. Αποστείρωση σε αυτόκαυστο 

4.3.3 Διάλυμα ΤΕ 

Για την ετοιμασία διαλύματος 1Χ: 

a. 10 mM Tris, bring to pH 8.0 with HCl 

b. 1 mM EDTA 

c. Συμπλήρωση με Η2Ο στα 100mL 

4.3.4 ΤΑΕ 

Ετοιμασία διαλύματος 50Χ σε 1L Η2Ο: 

a. Προσθέτονται 242g Tris 

b. 57.1ml κρυσταλλικό οξικό οξύ 

c. 100 ml 0.5M EDTA (pH 8.0) 

Το διάλυμα εργασίας 1Χ είναι 40 mM Tris-acetate/1 mM EDTA. 

4.3.5 EDTA 

Για την ετοιμασία EDTA 0.5Μ (pH 8.0): 

a. Προσθέτονται 186.1g disodium EDTA
.
2H2O σε 800ml H2O. Έντονη ανάδευση 

σε μαγνητικό αναδευτήρα 

b. Ρύθμιση του pH του διαλύματος στο 8.0 με την προσθήκη NaOH (~20g ). Διανε-

ίμετε σε aliquots και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο. Το μετά νατρίου 

άλας του EDTA, δεν προστείθεται μέχρι το pH του διαλύματος να ρυθμιστεί στο 

8,0 με την προσθήκη του NaOH. 

4.3.6 TBE 

Για την ετοιμασία 1L διαλύματος 5X: 

a. 54 g από Tris base 

b. 27.5 g από boric acid 

c. 20 ml από 0.5 Μ EDTA 

d. Το διάλυμα αποστειρώνεται με την βοήθεια φίλτρου 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tris
http://en.wikipedia.org/wiki/HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/EDTA
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4.3.7 Διάλυμα λυσοζύμης (10mg/ml) 

Διάλυση στερεής λυσοζύμης σε συγκέντρωση 10mg/ml σε 10mM tris-HCl (pH 8.0) α-

μέσως πριν τη χρήση. Βεβαιωθείτε ότι το pH του διαλύματος Tris είναι 8.0 ,πριν την 

διάλυση της πρωτείνης. Η λυσοζύμη δεν δρα ικανοποιητικά σε pH μικρότερο του 8.0. 

4.3.8 Διάλυμα P1 

50 mM Tris HCl pH 8.0, 10 mM EDTA (χρησιμοποιείστε 2. 5 ml of 100X Tris-EDTA δι-

αλύματος σε 50 ml νερό),100 ug.ml RNAse A 

Σε 800ml d H2O διαλύονται: 

a. 6.06g Tris base 

b. 3,72g EDTA 

c. Ρυθμίζεται το pH στο 8.0 με την προσθήκη HCL 

d. Ρυθμίζεται ο όγκος με την προσθήκη H2O στο 1L 

e. Προστίθεται 100mg RNAse για κάθε λίτρο P1 

f. Μετά την προσθήκη της RNAse φυλάσσεται στους -4
0
C 

RNΑse A 

a. Διαλύεται η σκόνη της RNASE A σε νερό μέχρι τα 100 mg/ml 

b. Βράζεται το διάλυμα για να εξολοθρευτούν οι DNase 

c. Χωρίζεται σε aliquot και φυλάσσεται στους –20 
0
C 

4.3.9 Διάλυμα P2 

200mM NaOH, 1% SDS 

a. Διαλύονται 8.09g NaOH σε κόκκους σε 950ml dH2O 

b. Προστείθεται διάλυμα SDS 50mL 20% 

c. Τελική συγκέντρωση 1L 

d. Φυλάγεται σε θερμοκρασία δωματίου 

4.3.10  Διάλυμα P3 (διάλυμα εξουδετέρωσης) 

3.0 M potassium acetate, pH 5.5 

a. Διαλύονται 294.5g οξικού καλίου σε 500mL dH2O 
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b. Ρυθμίζεται το pH στο 5.5 με την προσθήκη κρυσταλλικού οξικού οξέως( περί-

που 110mL) 

c. Ρυθμίζεται ο όγκος στο 1L με την προσθήκη dH2O 

d. Φυλάσεται  στους -40C ή σε RT 

4.3.11  Διάλυμα QTB (διάλυμα εξισορρόπησης) 

750mM NaCl, 50mM MOPS, pH7.0, 15% isopropanol, 0.15% Triton X-100 

a. Διαλύονται 43.83g NaCl και 10.46g MOPS σε 800mL dH2O 

b. Ρυθμίζεται το pH στο 7.0 

c. Προστίθεται 150mL καθαρή ισοπροπανόλη και 15mL διαλύματος 10% Triton 

X-100 

d. Ρυθμίζεται ο όγκος στο 1L με προσθήκη dH2O 

e. Φυλάσεται σε RT 

4.3.12  Διάλυμα QC (διάλυμα πλύσης) 

1.0M NaCl, 50mM MOPS, pH 7.0, 15% isopropanol 

a. Διαλύονται 58.44g NaCl και 10.46g MOPS σε 800 mL dH2O 

b. Ρυθμίζεται το pH στο 7.0 

c. Προστίθεται 150mL καθαρή ισοπροπανόλη 

d. Ρυθμίζεται ο όγκος στο 1L με προσθήκη dH2O 

e. Φυλάσσεται σε RT 

4.3.13  Διάλυμα QF (διάλυμα έκλουσης) 

1.25M NaCl, 50mM Tris-Cl, pH 8.5, 15% isopropanol 

a. Διαλύονται 73.05g NaCl και 6,06g Tris σε 800 mL dH2O 

b. Ρυθμίζεται το pH στο 8.5 με την προσθήκη HCl 

c. Προστίθεται 150mL καθαρή ισοπροπανόλη 

d. Ρυθμίζεται ο όγκος στο 1L με προσθήκη dH2O 

e. Φυλάσσεται σε RT 

4.3.14  ΝΖΥ+ broth (ζωμός) 

Σε 950mL dH2O 
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a. Προστίθενται 5g NaCl, 2g MgSO4 * 7H2O, εκχύλισμα ζύμης 5g και NZ amine 

(υδρόλυμα καζεΐνης) 10g 

b. Ρυθμίζεται το pH στο 7.5 με την προσθήκη NaOH (~0,2ml) 

c. Ρυθμίζεται ο τελικός όγκος στο 1L με την προσθήκη dH2O 

d. Αποστειρώνεται στο αυτόκαυστο για 20 λεπτά στις 15 psi 

4.3.15  Διάλυμα IPTG 

a. Διαλύονται 2g IPTG σε 8ml dH2O 

b. Ρυθμίζεται ο όγκος του διαλύματος στα 10ml με dH2O 

c. Αποστειρώνεται περνώντας από φίλτρο των 0.22μm 

d. Χωρίζεται σε aliquots των 1ml και 

e. Φυλάσσεται στους -200C 

4.3.16  Διάλυμα HBS (10X) 

a. 1.37Μ NaCl 

b. 0.05 M KCl 

c. 0.007M Na2HPO4*7H2O 

d.  0.06M glycose (C6H12O6) 

e. Το διάλυμα αποστειρώνεται με την χρήση φίλτρου 0.22nm 

4.3.17  Διάλυμα Η 

a. 10ml HBS 

b. 2ml 1M Hepes 

c. 38ml H2O 

4.3.18  Διάλυμα γλυκερόλης 15% 

a. 5ml διαλύματος Η 

b. 1.5ml αποστειρωμένη γλυκερόλη 

c.  3.5ml αποστειρωμένο ddH2O 

4.3.19  Διάλυμα PBS 

Διαλύονται σε 800ml τα παρακάτω συστατικά (Πίνακας 5). 
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Πίνακας 5: Συστατικά PBS. 

Ingredients 

NaCl 74g/L 1.27 M (10x) 

Na2HPO4 7H2O 18.78g/L 70 mM (10x) 

Na2HPO4 H2O 4.15g/L 30 mM (10x) 

 

a. Ρυθμίζεται το pH στο 7.0 με NaOH 

b. Ρυθμίζεται ο όγκος, μέχρι να συμπληρωθεί 1L, με προσθήκη H2O 
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5 Πειράματα και αποτελέσματα 

Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφεται η ακολουθία των πειραμάτων, που εκτελέστηκαν για 

την επίτευξη των επιθυμητών μεταλλάξεων στον ανασταλτικό παράγοντα ERF. Στις 

διαδικασίες που αναλύονται, περιλαμβάνονται: ο καθαρισμός των πλασμιδιακών 

DNAs, η πέψη τους με τις κατάλληλες περιοριστικές ενδονουκλεάσες, η σύνδεση των 

τμημάτων τους και η μεταφορά τους στον κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα, η καλλιέργε-

ια του πλασμιδιακού DNA, που περιέχει την μετάλλαξη σε μικρή και στη συνέχεια σε 

μεγάλη κλίμακα, η απομόνωση και φύλαξη της μετάλλαξης στα αρχεία του εργαστηρί-

ου και τέλος μια σειρά πειραμάτων διαμόλυνσης Hella κυττάρων με τις συγκεκριμένες 

μεταλλάξεις. Επίσης, στην τελευταία παράγραφο του κεφαλαίου, παρατίθεται ο πίνακας 

των αποτελεσμάτων. 

5.1 Μεταφορά της μετάλλαξης R83Α 

Παρακάτω περιγράφεται η διαδικασία της μεταφοράς της μετάλλαξης R83Α από τον 

πλασμιδιακό φορέα pEGFP-ERF (Εικόνα 13) στον πλασμιδιακό φορέα pSG5-ERF 

(Εικόνα 14). Η διαδικασία αυτή έλαβε χώρα ώστε να απομονωθεί ο ERF από τον GFP 

που συνυπάρχουν στον πλασμιδιακό φορέα pEGFP-ERF. Η απομάκρυνση του GFP ε-

πιβάλλεται γιατί επηρεάζει την ανασταλτική ικανότητα του ERF. Η επίδραση της με-

τάλλαξης στην έκφραση του ERF θα φανεί όπως και για τις επόμενες μεταλλάξεις, μετά 

από την διαμόλυνση των Hella κυττάρων και την μέτρηση των επιπέδων της λουσιφε-

ράσης και της β-γαλακτοσιδάσης σε αυτά. 



-58- 

 

Εικόνα 13: Ο πλασμιδιακός φορέας pEGFP-ERF. 

 

Εικόνα 14: Ο πλασμιδιακός φορέας pSG5-ERF. 
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5.1.1 Καθαρισμός του πλασμιδιακού pSG5-ERF 

Ο καθαρισμός του πλασμιδίου έγινε με την μέθοδο του χλωριούχου καισίου, σύμφωνα 

με το πρωτόκολλο του εργαστηρίου. Η ποσότητα του καθαρού DNA που προέκυψε με-

τά από μέτρηση σε πήκτωμα αγαρόζης ήταν 4γ/λ. Η επαναδιάλυση του DNA έγινε σε 

150μl TE. 

5.1.2 Πέψεις των pSG5-ERF και pEGFP-ERF 

Αρχικά εντοπίζεται το τμήμα της μετάλλαξης που ενδιαφέρει (στην συγκεκριμένη πε-

ρίπτωση για την σημειακή μετάλλαξη αρκεί ένα μικρό τμήμα) και απομονώνεται με την 

βοήθεια περιοριστικών ενδονουκλεασών που ενδείκνυνται και για τα δύο πλασμίδια. 

Καταλληλότερα είναι τα ένζυμα που κόβουν μόνο μία φορά στο πλασμίδιο δεξιά και 

αριστερά της μετάλλαξης. 

Πίνακας 6: Πέψεις των pSG5-ERF και pEGFP-ERF (EcoR1 & Kpn). 

Double digests 

EcoR1 1μl EcoR1 1μl 

Kpn                     1μl Kpn                     1μl 

Buffer Neb1      3μl Buffer Neb1      3μl 

DNA pSG5-Erf   2μl DNA pEGFP-Erf   2μl 

BSA                     3μl BSA                     3μl 

H2O                   20μl H2O                   20μl 

Final volume   30μl Final volume   30μl 

 

Με βάση τα παραπάνω επιλέγονται τα EcoR1 και Kpn σε συνδιασμό με το κατάλληλο 

buffer, το Neb1 της biolabs. Στη συνέχεια πραγματοποιούνται 2 διπλές πέψεις τόσο για 

τον pEGFP-ERF, όσο και για τον pSG5-ERF (Πίνακας 6). Οι πέψεις πραγματοποιούν-

ται στους 37
0
C για 3h. Μετά από έλεγχο της πέψης με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα α-

γαρόζης με 0,9% ΤΑΕ διαπιστώθηκε ότι η πέψη ήταν ατελής. Το γεγονός προσδίδεται 

στην ανάγκη της EcoR1 για υψηλότερο βαθμό αλάτων από αυτόν της Kpn. Η λύση δί-

νεται με τη χρήση των ειδικών buffers για κάθε ένζυμο ξεχωριστά, και με την πραγμα-

τοποίηση διαδοχικών πέψεων για τον καλύτερο έλεγχο της ενεργότητας των ενζύμων. 

Έτσι λοιπόν αρχικά πραγματοποιείται η πρώτη πέψη με την Kpn (Πίνακας 7) που απαι-

τεί χαμηλότερο ποσοστό αλάτων και στην συνέχεια ακολουθεί η πέψη με την EcoR1. Η 

πρώτη πέψη πραγματοποιήθηκε στους 37
0
C για 2h. Μετά από έλεγχο της πέψης με η-

λεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης με 0,9% ΤΑΕ διαπιστώθηκε μερική πέψη (δεν 

κόπηκε όλο το DNA) και για τον λόγο αυτό προστέθηκε άλλο 1μl ενζύμου που παράμε-
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ινε στους 37
0
C για 1h και 30΄. Ταυτόχρονα πραγματοποιήθηκαν και πέψεις με διαφορε-

τικά ένζυμα (που πληρούν τις προϋποθέσεις) όπως η διπλή πέψη με EcoR1 και Pst1 

(Πίνακας 8). 

Πίνακας 7: Πέψεις των pSG5-ERF και pEGFP-ERF (μόνο Kpn). 

Single digests 

Kpn                     1μl Kpn                     1μl 

Buffer Neb1      2μl Buffer Neb1      2μl 

DNA pSG5-Erf   2μl DNA pEGFP-Erf   2μl (4γ/μl) 

BSA                     2μl BSA                     2μl 

H2O                   13μl H2O                   13μl 

Final volume   20μl Final volume   20μl 

 

Πίνακας 8: Διπλές πέψεις των pSG5-ERF και pEGFP-ERF (EcoR1 & Pst1). 

Double digests 

EcoR1 1μl EcoR1 1μl 

Pst1 1μl Pst1 1μl 

Buffer EcoR1      2μl Buffer EcoR1      2μl 

DNA pSG5-Erf   2μl DNA pEGFP-Erf   2μl 

BSA                     2μl BSA                     2μl 

H2O                   12μl H2O                   12μl 

Final volume   20μl Final volume   20μl 

 

Μετά από 1h και 30΄ στους 37
0
C ελέγχθηκαν οι πέψεις με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης με 0,9% ΤΑΕ. Η πέψη με την Kpn δεν ήταν ικανοποιητική, σε αντίθεση με 

την διπλή πέψη (EcoR1 και Pst1). Τα 20μl της πέψης ηλεκροφορήθησαν σε 4 slots (δεν 

πρέπει να υπάρχουν περισσότερο από 12-13γ στο μl DNA σε κάθε slot). Για την ηλεκ-

τροφόρηση του pSG5-ERF χρησιμοποιήθηκε πήκτωμα αγαρόζης με ΤΑΕ 0,9% ενώ για 

το pEGFP-ERF πήκτωμα αγαρόζης με TBE 1,5%. Τα τμήματα που αναμενόταν να α-

πομονωθούν έχουν μήκη αντίστοιχα 784bp για το ένθεμα και 5997bp για τον πλασμιδι-

ακό φορέα (Εικόνα 15). 
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Εικόνα 15:Τα τμήματα του DNA για την αντίδραση συνδετάσης. 

5.1.3 Απομόνωση και καθαρισμός του DNA 

Η απομόνωση και ο καθαρισμός του DNA (pSG5-ERF, 784bp και pEGFP-ERF 

5997bp) από το πήκτωμα αγαρόζης έγινε βάση του πρωτοκόλλου του εργαστηρίου με 

φαινόλη/χλωροφόρμιο. Η ποσοτικοποίηση του DNA πραγματοποιήθηκε με την βοήθεια 

των πηκτωμάτων αγαρόζης και επιβεβαιώθηκε σε ειδικό μετρητή. Προέκυψαν 7ng 

DNA από το τμήμα των 784bp του EGFP-ERF και 50ng DNA από το τμήμα των 

5997bp του pSG5-ERF. Ακολούθησε η αντίδραση συνδετάσης για τα δύο τμήματα. 

5.1.4 Αντίδραση συνδετάσης του DNA 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε για τα τμήματα pSG5-ERF 784bp και pEGFP-ERF 

5997bp και ετοιμάστηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο του εργαστηρίου (Πίνακας 9). 

Πίνακας 9: Ligation τμημάτων των pSG5-ERF και pEFGP-ERF. 

Ligation Ligation control 

T4 ligase 1μl T4 ligase 1μl 

Insert 4μl                       

Vector      2μl Vector 2μl 

Buffer ligase 2μl Buffer ligase 2μl 

H2O                   1μl H2O                   5μl 

Final volume   10μl Final volume   10μl 
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Για την αντίδραση της συνδετάσης, χρησιμοποιήθηκε ειδικό πρόγραμμα στη PCR που 

εκτελείται για 2h στους 12
0
C και στη συνέχεια και μέχρι την χρήση της ligation, στους 

4
0
C. Από το δείγμα που προέκυψε 1μl, χρησιμοποιήθηκε, για τον μετασχηματισμό των 

DH10b κυττάρων. 

5.1.5 Παρασκευή τρυβλίων με LB agar 

Ετοιμάστηκαν τα τρυβλία σύμφωνα με το πρωτόκολλο του εργαστηρίου (με αντιβιοτι-

κό αμπικιλίνη). 

5.1.6 Εισαγωγή του ανακατασκευασμένου DNA σε DH10b κύττα-
ρα 

Τα δεκτικά κύτταρα που χρησιμοποιήθηκαν για τον μετασχηματισμό είναι DH10b και 

ανήκουν στο stock του εργαστηρίου (φυλάσσονται στους -80
0
C). Πραγματοποιήθηκε ο 

μετασχηματισμός των κυττάρων με 1μl (ul) από το ligation mix και σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο του εργαστηρίου. Στρώθηκαν καλλιέργειες στα τρυβλία petri που είχαν 

προηγούμενα ετοιμαστεί. Στο ένα τρυβλίο περιέχεται το construct που ενδιαφέρει 

(pSG5-ERF και EGFP-ERF) και τα υπόλοιπα λειτουργούν σαν έλεγχος (control) του 

μετασχηματισμού. Αναλυτικά τα control είναι: ένα το υπερελικωμένο DNA (pSK+) για 

τον έλεγχο του μετασχηματισμού, ένα δεύτερο με τον φορέα σκέτο, χωρίς ligation mix, 

όπου ελέγχεται ή σωστή πέψη του φορέα από τις ενδονουκλεάσες και ένα τρίτο, με η-

λεκτροδεκτικά κύτταρα μόνο, χωρίς DNA, για τον έλεγχο της ποιότητας και καταλλη-

λότητας αυτών των κυττάρων. 

Πίνακας 10: Καλλιέργειες. 

Construct Sc DNA (pSK+) Vector (no DNA) DH10b cells 

No columns Many columns No columns No columns 

 

Τα αποτελέσματα των controls ήταν τα αναμενόμενα (Πίνακας 10), παρόλα αυτά δεν 

εμφανίστηκαν αποικίες στο τρυβλίο με το ανασυνδυασμένο DNA. Για τον λόγο αυτό 

ακολούθησε εκ νέου μετασχηματισμός (Πίνακας 11) με μικρότερες ποσότητες από το 

ligation mix (συγκεκριμένα: αραίωση 1/3 και 1/10) και μόνο 10pg από το υπερελικωμέ-

νο DNA για να είναι ευκολότερα μετρήσιμες οι αποικίες (μικρότερος αριθμός). 

Πίνακας 11: Αποτελέσματα μετασχηματισμού. 

Construct (dil. 1/3) Construct (dil. 1/10) DH10b cells Sc DNA (pSK+) Vector 

9 columns 15 columns No columns Some No columns 
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Από τις αποικίες των βακτηριών που προέκυψαν απομονώθηκε προσεκτικά μια μονή 

αποικία και στη συνέχεια εμβολιάστηκε υπό στείρες συνθήκες σε 3ml θρεπτικού μέσου 

που περιέχει το αντιβιοτικό επιλογής και η υγρή καλλιέργεια επωάστηκε ολονύκτια 

στους 37
0
C υπό συνεχή ανάδευση. Πραγματοποιήθηκε εμβολιασμός 6 αποικιών. Στη 

συνέχεια αυτές οι αποικίες επωάστηκαν και από τις καλλιέργειες τους απομονώθηκε το 

DNA τους. 

5.1.7 Minipreps για την μετάλλαξη R83A στον pSG5-ERF 

Μετά την απομόνωση του πλασμιδιακού DNA (minipreps) από τα δείγματα και την ε-

παναδιάλυση της κάθε πελλέτας σε 30ml ΤΕ, πραγματοποιήθηκε η ταυτοποίηση του 

μεγέθους και η ποσοτικοποίηση των δειγμάτων με ηλεκτροφόρηση και τη χρήση του 

nanodrop (Εικόνα 16).  

 

Εικόνα 16: ταυτοποίηση του pSG5-ERF(mut R83A). 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε κατάλληλο πήκτωμα αγαρόζης 1% με ΤΑΕ και χρησιμο-

ποιώντας ως δείκτη 500ng DNA από τον βακτηριοφάγο λ, ο οποίος έχει υποστεί ενζυ-

μική πέψη με την ενδονουκλεάση HindIII. 

Πίνακας:12 Πέψη ελέγχου με ApaI. 

Digests 1-6 Contol digest (pSG5-ERF 3,36 γ/λ) 

ApaI 1μl ApaI 1μl 

DNA 1-6      2μl DNA 2μl 

Buffer Neb4 2μl Buffer Neb4 2μl 

BSA                     2μl BSA                     2μl 

H2O                   13μl H2O                   13μl 

Final volume   20μl Final volume   20μl 

 

Μετά την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων ακολούθησε πέψη των δειγμάτων με την εν-

δονουκλεάση ApaI (Πίνακας:12). Η συγκεκριμένη πέψη είναι μια πέψη ελέγχου, λόγω 
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του ότι η ενδονουκλεάση ApaI κόβει ακριβώς πάνω στη μετάλλαξη στο σημείο 411bp, 

αν έχει επιτευχθεί ο στόχος, δεν θα κόψει στο συγκεκριμένο σημείο και τα τμήματα που 

θα προκύψουν θα είναι διαφορετικά (Εικόνα 18). Έτσι στα μεταλλαγμένα στελέχη θα 

υπάρχουν τμήματα των 73bp, των 222bp, των 617bp και το τμήμα των 666bp, τα δύο 

τελευταία είναι ορατά στην ηλεκτροφόρηση αγαρόζης. Στα έξι δείγματα που ελέχθησαν 

ήταν πετυχημένος ο ανασυνδυασμός (Εικόνα 17). 

 

Εικόνα 17: Αντίδραση ελέγχου για την μετάλλαξη R83A. Τα έξι minipreps, ο pSG5-ERF του 

εργαστηρίου, ο pSG5-ERF που καθαρίστηκε προηγούμενα και πέψεις των Νο5 και Νο4 με με-

γαλύτερη ποσότητα DNA(3μl) 

 Επιλέχθηκε σαν καλύτερο, το δείγμα Νο 5 και ακολούθησε η απομόνωση του νέου 

πλασμιδιακού DNA, pSG5-ERF (R83A) σε μεγάλη κλίμακα (maxi preps), σύμφωνα με 

το πρωτόκολλο του εργαστηρίου. 
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Εικόνα 18: Πέψη ελέγχου με την ApaI. 

5.1.8 Δημιουργία Stub για την μετάλλαξη R83A στο pSG5-ERF 

Για την αποθήκευση της συγκεκριμένης μετάλλαξης δημιουργήθηκε ένα stub: τοποθε-

τήθηκε δηλαδή, σε βιδωτό tube 1ml της καλλιέργειας σε 0.5ml γλυκερόλης 100%. Α-

ναγράφονται στο εξωτερικό του tube λεπτομερείς πληροφορίες για την ταυτότητα του 

περιεχομένου (πλασμίδιο, μετάλλαξη, ημερομηνία, κ.α.). και στη συνέχεια τοποθετείται 

σε αρχειοθετημένη θέση στους -80
0
C. Το συγκεκριμένο δείγμα μπορεί να εξεταστεί ως 

προς την επίδραση της μετάλλαξης R83A στην ενεργότητα του ERF και μόνο μετά από 

την μεταφορά του στον πλασμιδιακό φορέα pSG424-ERF. 

5.2 Δημιουργία νέων μεταλλάξεων με το Stratagene 
Kit 

Οι νέες μεταλλάξεις που πραγματοποιήθηκαν στον ERF επετεύχθησαν με την βοήθεια 

του site directed mutagenesis Kit της Stratagene. Οι μεταλλάξεις είναι οι εξής: η σημει-

ακή μετάλλαξη της βάσης 194 από γουανίνη σε αδενίνη και αλλαγή του αμινοξέως από 

αργινίνη σε γλουταμίνη, η σημειακή επίσης μεταλλαγή στη θέση 256 από κυτοσίνη σε 

θυμίνη και αλλαγή του αμινοξέως από αργινίνη σε κυστεΐνη και τέλος η διαγραφή στη 

θέση 1512 της βάσης θυμίνης που προκαλεί μια αλλαγή του πλαισίου ανάγνωσης που 

οδηγεί σε αλλαγή της φαινυλαναλίνης σε λευκίνη. Η εφαρμογή των μεταλλαγών απαι-

τεί αρχικά μια σειρά πειραμάτων ελέγχου της αποτελεσματικότητας του Kit. 

5.2.1 Αντίδραση ελέγχου 

Τα στοιχεία της αντίδρασης ελέγχου αποτελεσματικότητας του Kit παρατίθενται παρα-

κάτω (Πίνακας 13). 

Πίνακας 13: Αντίδραση ελέγχου του Stratagene Kit. 
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Control reaction of Site directed mutagenesis 

Reaction buffer 5μl  

pWhitescript 4.5Kb      2μl (10ng)  

Conrol primer 1 1.25μl  

Conrol primer 2 1.25μl  

Dntps mix (1/3d) 3μl  

dd H2O 36.5μl  

Final volume 50μl  

PfuUltra HF DNA πολυμεράση 1μl (προστείθεται στο τέλος) 

 

Η PCR με τα στοιχεία που παρουσιάζονται παρακάτω (Πίνακας 14) χρησιμοποιήθηκε 

για την αντίδραση ελέγχου του Kit. 

Πίνακας 14: PCR μεταλλαξιγέννεσης. 

Cycles Temperature Time 

1 95
0
C 30’ sec 

12 95
0
C 30’ sec 

dd H2O 55
0
C 1’ min 

Final volume 68
0
C 5’min 

 

Ακολούθησε η πέψη με την ενδονουκλεάση DpnI (1μl), ένα απαλό πιπετάρισμα του 

δείγματος και η φυγοκέντρηση του για 1 min. Η τοποθέτηση της αντίδρασης στους 

37
0
C για 1h, πραγματοποιήθηκε για την πέψη του υπερελικωμένου dsDNA. Στο σημείο 

αυτό εκτελέστηκε η πρόψυξη των faclon Νο2059 καθώς και των tips και της πιπέτας, 

που θα χρησιμοποιηθούν αργότερα στην διαδικασία. Ακολουθεί σταδιακή απόψυξη των 

XL-1Blue supercompetent κυττάρων μέσα σε πάγο. Για κάθε δείγμα προς μετασχημα-

τισμό καθώς και για το control, χρησιμοποιήθηκαν κλάσματα (aliquots) των 22,5μl των 

XL-1Blue supercompetent κυττάρων. Εκτελέστηκε μεταφορά 1μl από την πέψη με 

DpnI κάθε αντίδρασης (control και δείγμα), σε ξεχωριστό aliquot. Χρησιμοποιείται 

ακόμη ένα aliquot για την πιστοποίηση της αποτελεσματικότητας του μετασχηματισμού 

με προσθήκη 1μl PUC18 στα 22,5μl του aliquot. Μετά απο ελαφρά ανάδευση 

επωάζονται οι αντιδράσεις στον πάγο για 30’min, έπειτα ακολουθεί η τοποθέτηση των 

δειγμάτων στους 42
0
C για ακριβώς 45’’sec. Στην συνέχεια μεταφέρονται ξανά στον πά-

γο για 2’min. Ακολουθεί η προσθήκη του προθερμασμένου στους 42
0
C (0.5ml) NZY+ 

θρεπτικού και η επώαση στους 37
0
C για 1h με ανάδευση στις 225-300 rpm. Το σημείο 

αυτό είναι το κατάλληλο για την παρασκευή των τρυβλίων με το αντιβιοτικό (όπως πε-

ριγράφεται στο κεφάλαιο 4) με το Xgal και IPTG, όπου η προσθήκη των τελευταίων 

πραγματοποιείται μισή ώρα πριν την τοποθέτηση των βακτηρίων (Πίνακας 15). Η τελε-
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υταία εκτελείται διαδοχικά, πρώτα ”στρώνεται” το IPTG (100μl των 10mM) και στη 

συνέχεια το Xgal (100μl 2% Xgal). Στο τέλος προστίθεται ο σωστός όγκος για την κάθε 

αντίδραση μετασχηματισμού ξεχωριστά, στα έτοιμα από πριν τρυβλία. 

Πίνακας 15: Προετοιμασία τρυβλίων (21h στους 37
0
C). 

Reaction type Volume to plate 

pWhitescript, control μεταλλαξιγένεσης 250 μl 

pUC18, control μετασχηματισμού 5 μl (σε 200 μl από NZY+broth) 

Δείγμα μεταλλαξιγένεσης 250 μl σε κάθε τρυβλίο από τα δύο 

 

Τα αποτελέσματα της αντίδρασης ελέγχου ήταν φτωχά. Στο τρυβλίο με το control, υ-

πήρχαν 24 αποικίες όπου σε 20 από αυτές η μετάλλαξη είχε πραγματοποιηθεί. Το 

efficiency όμως του μετασχηματισμού ήταν πολύ χαμηλό (65 αποικίες με 0,1ng DNA 

του PUC18, στα 5μl μόλις 0,0009ng). Για το λόγο αυτό επιπρόσθετα έγιναν τα εξής: 

κόπηκαν οι άκρες των ρυγχών της πιπέτας για να αποφευχθεί το στρεσάρισμα των κυτ-

τάρων και το σημαντικότερο, το θερμικό σοκ που εφαρμόστηκε ήταν πλέον για 35΄΄sec 

και όχι για 45΄΄sec. Μετά το σταντάρισμα της μεθόδου ακολούθησε η δημιουργία των 

επιθυμητών μεταλλάξεων. 

5.2.2 Νέες μεταλλάξεις στον ERF 

 

Εικόνα 19: Επιθυμητές μεταλλάξεις στον ERF. 
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Από τη στιγμή που εντοπίστηκαν και καθορίστηκαν οι μεταλλάξεις (Εικόνα 19), αυτό 

που ακολούθησε ήταν πρωτίστως η δημιουργία των κατάλληλων εκκινητών (primers
10

). 

Η επιλογή των εκκινητών ακολουθεί τους συγκεκριμένους κανόνες που αναφέρθησαν 

και η κατασκευή τους πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο μικροχημείας του ITE. Κα-

τασκευάστηκαν πέντε ζευγάρια εκκινητών για το σύνολο των μεταλλάξεων, με τις αν-

τίστοιχες θερμοκρασίες τήξεως. Το πρώτο ζεύγος εκκινητών για τη μετάλλαξη 194G>A 

είναι το 339bp-364bp και το 339bp-364bprev με Tm=80.02. Το δεύτερο ζεύγος εκκινη-

τών για την μετάλλαξη 256C>T, είναι το 401-429 και 401-429rev, με Tm=83,36. Το 

τρίτο ζεύγος εκκινητών για την μετάλλαξη 547C>T είναι το 694-719 και 694-719 rev, 

με Tm=80.02. Το τέταρτο ζεύγος εκκινητών για την μετάλλαξη 891_892delAG είναι το 

1034-1062 και 1034-1062rev με Tm=90.062 και τέλος το πέμπτο ζευγάρι εκκινητών για 

την μετάλλαξη 1512delT, το 1656-1687 και 1656-1687rev με Tm=87.7. 

                                                 

10
 Οι εκκινητές αποτελούν ένα από τα πιο σημαντικά συστατικά της αντίδρασης, γιατί αντιπροσωπεύουν 

τα νουκλεοτιδικά άκρα του DNA στόχου και είναι απαραίτητοι προκειμένου να προστεθούν τα υπόλοιπα 

νουκλεοτίδια της αλληλουχίας. Οι εκκινητές είναι συνήθως ολιγονουκλεοτίδια, το μήκος των οποίων 

κυμαίνεται ανάλογα με την χρήση τους (για να απομονώσουμε και να πολλαπλασιάσουμε μία μοναδική 

αλληλουχία στόχο DNA, οι εκκινητές θα πρέπει να έχουν μέγεθος από 18 έως 30 βάσεις). Η συγκέντρω-

ση των εκκινητών στην αντίδραση πρέπει να είναι 0,1-0,5 μM. Όταν η συγκέντρωση είναι πολύ υψηλή 

αυξάνεται η πιθανότητα να δημιουργηθούν μη ομόλογοι (τυχαίοι) υβριδισμοί μεταξύ εκκινητή και DNA, 

με αποτέλεσμα την δημιουργία DNA τμημάτων που δεν αντιστοιχούν στα αναμενόμενα προϊόντα. Για 

την κατασκευή των δύο εκκινητών μιας αντίδρασης πρέπει να λαμβάνουμε υπόψη τα παρακάτω: 

a. οι αλληλουχίες τους δεν πρέπει να είναι συμπληρωματικές μεταξύ τους, ειδικά στο 3΄ άκρο 

b. οι αλληλουχίες τους πρέπει να έχουν παρόμοια περιεκτικότητα σε G και C νουκλεοτίδια, ώστε 

οι Tm θερμοκρασίες τους (melting temperature) να μην διαφέρουν σημαντικά 

c. η αλληλουχία του κάθε εκκινητή δεν πρέπει να περιλαμβάνει περιοχές συμπληρωματικές, γιατί 

κατά την διάρκεια της αναδιάταξης δημιουργούνται φουρκέτες (hair-pins) 

d. κατά τον σχεδιασμό τους θα πρέπει η κατανομή των νουκλεοτιδίων να είναι τυχαία και να απο-

φεύγονται περιοχές με πολυπουρίνες ή πολυπυριμιδίνες. Επίσης θα πρέπει να αποφεύγονται ε-

παναλήψεις νουκλεοτιδίων (πχ. 5΄AGCATCTCTCTCTCAGG 3΄) 

Προκειμένου να πολλαπλασιαστεί επιλεκτικά μόνο ο επιθυμητός στόχος DNA οι εκκινητές πρέπει να 

έχουν υψηλή εξειδίκευση και αποδοτικότητα, συνεπώς ο επιτυχής σχεδιασμός τους είναι πολύ σημαντι-

κός. Για την κατασκευή και ευκολότερη επιλογή εκκινητών υπάρχουν ειδικά προγράμματα τα οποία είναι 

διαθέσιμα από το διαδίκτυο (HINTPCR software, και PRIMER 0.5). 
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5.2.3 Οι μεταλλάξεις 194G>A και  256C>T  

Οι μεταλλάξεις που επιλέχθηκαν για το ξεκίνημα της διαδικασίας αρχικά ήταν: οι δύο 

μεταλλάξεις στην περιοχή πρόσδεσης του ERF (ETS domain of ERF) και η μετάλλαξη 

στη περιοχή καταστολής του ERF (Repressor domain of ERF). Πιο συγκεκριμένα η 

σημειακή μετάλλαξη της βάσης 194 από γουανίνη σε αδενίνη και αλλαγή του αμινοξέ-

ως από αργινίνη σε γλουταμίνη, η σημειακή επίσης μεταλλαγή στη θέση 256 από κυτο-

σίνη σε θυμίνη και αλλαγή του αμινοξέως από αργινίνη σε κυστεΐνη στην περιοχή 

πρόσδεσης του ERF και τέλος η διαγραφή στη θέση 1512 της βάσης θυμίνης  που προ-

καλεί με αλλαγή του πλαισίου ανάγνωσης σε αλλαγή της φαινυλαναλίνης σε λευκίνη 

στο repressor domain του ERF. Για την πρώτη μεταλλαγή χρησιμοποιήθηκαν οι primers 

339-364bp με αλληλουχία 5’-GATGAGGTGGCCCAGCTGTGGGGCC-3’ και 339-

365bp rev 5’-CGCCCCACAGCTGGGCACCTCATC-3’. Για την δεύτερη, οι primers 

401-429bp με αλληλουχία 5’-GAGCCGGGCCCTGTGCTATTACTATAAC-3 και 401-

429bp rev με 5’-GTTATAGTAATAGCACAGGGCCCGGCTC-3’ και για την τρίτη οι 

primers 1656-1687bp 5’-CCCGCTGGGGGCTTGAGGATGAGGGTGAGG-3’ και 

1656-1687bp rev 5’-CCTCACCCTCATCCTCAAGCCCCCAGCGGG-3’. Οι αντιδρά-

σεις για τις δύο πρώτες μεταλλάξεις παρουσιάζονται παρακάτω (Πίνακας 16). Η 

περάτωση του πρωτόκολλου πραγματοποιήθηκε με την επώαση των δειγμάτων στους 

37
0
C για 21h. Τα αποτελέσματα ήταν φτωχά. Η απουσία αποικιών παρ’ότι το efficiency 

ήταν ικανοποιητικό, (Χ10
3
) οδήγησε σε επανάληψη της διαδικασίας με διάφορες 

τροποποιήσεις (Πίνακας 17) και μόνο για την μία μετάλλαξη (194G>A). Οι αλλαγές 

που εφαρμόστηκαν ήταν: η προσθήκη στην αρχή της PCR της πολυμεράσης μετά από 

5min hot start, η αύξηση του αριθμού των κύκλων της PCR σε 18 και η αύξηση επίσης 

του χρόνου επιμήκυνσης της PCR (extension) στα 7΄min. 

Πίνακας 16:Αντιδράσεις μετάλλαξης. 

Mutation reaction 194G>A Mutation reaction 256C>T 

Reaction buffer 5μl Reaction buffer 5μl 

DNA pSG5-ERF (4γ/λ) 1.25μl DNA pSG5-ERF (4γ/λ) 1.25μl 

primer 339-364 (125ng) 16μl primer 401-429 (125ng) 14.5μl 

primer 339-364 rev (125ng) 16.6μl primer 401-429 rev  (125ng) 14.5μl 

Dntps mix (1/3d) 3μl Dntps mix (1/3d) 3μl 

dd H2O 7.15μl dd H2O 10.75μl 

Final volume 50μl Final volume 50μl 

PfuUltra HF DNA πολυμεράση 1μl PfuUltra HF DNA πολυμεράση 1μl 
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Πίνακας 17:.Τροποποιήσεις στην αντίδραση PCR. 

Cycles Temperature Time 

Hot start  5’ min 

1 95
0
C 30’ sec 

18 95
0
C 30’ min 

 55
0
C 1’ min 

 68
0
C 7’ min 

 

Η επιτυχής έκβαση της διαδικασίας οδήγησε σε συλλογή 4 αποικιών. Ακολούθησε επα-

νάληψη της διαδικασίας για την δεύτερη μετάλλαξη (256C>T) με τις ίδιες συνθήκες. 

Προέκυψε δυστυχώς μία και μοναδική αποικία. Στη συνέχεια όλες οι αποικίες επωάσ-

τηκαν σε 2ml αποστειρωμένου LB με αμπικιλίνη και ακολούθησε η απομόνωση του 

DNA τους. 

 

Εικόνα 20:Ηλεκτροφόρηση του DNA της μετάλλαξης 194G>A. 

5.2.4 Minipreps pSG5-ERF 194G>A και pSG5-ERF 256C>T  

Για την απομόνωση του DNA, προτιμήθηκε το kit της Qiagen για την λήψη καλύτερης 

ποιότητας DNA. Η διαδικασία εφαρμόστηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρίας. 

Οι ποσότητες του DNA που προέκυψαν (Πίνακας 18) μετρήθηκαν με ηλεκροφόρηση 

σε πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 20) και σε ειδική συσκευή (nanodrop).Τα δείγματα επε-

ξεργαστήκαν κατάλληλα για το sequencing (απαιτούνται 1,5γ DNA σε 8-10μl). 

Πίνακας 18: Μετρήσεις DNA των pSG5-ERF 194>A και pSG5-ERF 256C>T. 

Samples ng/uL γ/λ γ/50λ 

No 1 primers (339-364) 72.7 0.0727 3.63 

No 2 primers (339-364) 113.0 0.113 5.65 
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No 3 primers (339-364) 95.3 0.0953 4.76 

No 4 primers (339-364) 77.8 0.0778 3.89 

No 5 primers (401-429) 98.6 0.0986 4.93 

 

Η επεξεργασία περιλαμβάνει, αναλόγως συμπήκνωση ή αραίωση των δειγμάτων ώστε 

η συγκέντρωση να είναι η ζητούμενη. Η συμπήκνωση εκτελέστηκε ως εξής: πρόσθεση 

στο δείγμα 1/10 του όγκου, οξικό νάτριο 3Μ (CH3COONa) και 2,5 όγκοι αιθανόλης 

100%, τοποθέτηση του δείγματος στους -80
0
C για 10-15 min και φυγοκέντρηση του σε 

ψυχόμενη φυγόκεντρο για 5΄min. Τέλος ακολούθησε πλύσιμο με αιθανόλη 70% (100μl) 

και στέγνωμα. Η επαναδιάλυση του δείγματος έγινε σε 10μl ΤΕ. 

5.2.5 Αποτελέσματα αλληλούχισης 

Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο 

μικροχημείας του ITE, έδειξαν επιτυχημένες μεταλλάξεις στα δείγματα No 1 και No 4 

όπου επιτεύχθηκε η πρώτη μετάλλαξη, 194G>A και μια διπλή  μετάλλαξη στο δείγμα 

No 5 που περιελάμβανε την δεύτερη επιθυμητή μετάλλαξη, 256C>T μαζί όμως με την 

μετάλλαξη R83A. 
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Εικόνα 21:Αλληλούχιση των δειγμάτων. Υπογραμμισμένο το σημείο της  μετάλλαξης. 

 Το λάθος αυτό προέκυψε μετά από την χρήση του μεταλλαγμένου DNA του pSG5-

ERF (R83A) και όχι αυτού που δεν περιείχε την μετάλλαξη. Από την διπλή μετάλλαξη 

έγινε καλλιέργεια και στη συνέχεια κρατήθηκε stub που φυλάχθηκε με τα στοιχεία του 

περιεχομένου στο αρχείο του εργαστηρίου στους -80
0
C. Για την επιτυχή μετάλλαξη 

194G>A πραγματοποιήθηκε καλλιέργεια σε μεγάλη κλίμακα. Ακολούθησε η 
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απομόνωση του DNA σύμφωνα με τη μέθοδο του εργαστηρίου (χλωριούχο καίσιο). 

Από το δείγμα δημιουργήθηκε επίσης, stub και αρχειοθετήθηκε στους -80
0
C. 

5.2.6 Μετάλλαξη 1512delT 

Μετά την επίτευξη της πρώτης μετάλλαξης ακολούθησε η επανάληψη του πρωτόκολ-

λου της Stratagene για την μετάλλαξη, στο τμήμα καταστολής του ERF (διαγραφή της 

θυμίνης στη θέση 1512). Η διαδικασία εκτελέστηκε κανονικά αλλά δεν απέδωσε, δεν 

υπήρξε καμία αποικία. Μετά από επαναλήψεις αποφασίστηκε τελικά η μεταφορά του 

τμήματος ενδιαφέροντος, από τον pSG5(4.1Kb) φορέα σε μικρότερο πλασμίδιο. Η επι-

λογή μικρότερου πλασμιδιακού φορέα διευκολύνει την διαδικασία της μεταλλαξιγένε-

σης στο επίπεδο της PCR (αριθμός των κύκλων) και προφανώς αυτή να  είναι η λύση 

στο πρόβλημα. Για τον λόγο αυτό, επιλέχθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pSK+ (2.9Kb). 

Στο εργαστήριο υπήρχε ήδη έτοιμο το πλασμίδιο pSK+ERF. Στον καινούριο φορέα 

πραγματοποιήθηκαν συγκεκριμένες πέψεις για την απομόνωση και την μεταφορά των 

180bp που ενδιαφέρουν. Με τη σειρά, εκτελέστηκαν οι πέψεις με την ενδονουκλεάση 

SmaI και στα δύο πλασμίδια (Πίνακας 19). Αυτές πραγματοποιήθηκαν στους 25
0
C, για 

3h με ενδιάμεσους ελέγχους, που έγιναν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (). 

Έπειτα ακολούθησαν οι πέψεις με την ενδονουκλεάση SacI στους 37
0
C (Πίνακας 20). 

Πίνακας 19: Πέψη του pSG5-ERF με SmaI. 

Digest 1 (pSG5-ERF) Digest 2 (pSK+) 

SmaI 2μl SmaI 1μl 

DNA (pSG5-ERF, 6γ/λ)      2μl DNA (pSK+, 3γ/λ) 1μl 

Buffer Neb4 4μl Buffer Neb4 2μl 

H2O                     32μl H2O 16μl 

Final volume                     40μl Final volume                     20μl 
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Εικόνα 22Πέψεις των pSG5-ERF και pSK+ με SmaI. 

 

Πίνακας 20: Πέψη του pSG5-ERF με SacI. 

Digest 1’ (pSG5-ERF) pre-digested with SmaI Digest 2’ (pSK+) pre-digested with SmaI 

SacI 2μl SacI 1μl 

DNA (pSG5-ERF, 6γ/λ)      40μl DNA (pSK+, 3γ/λ) 20μl 

Buffer Neb1 4μl Buffer Neb1 2μl 

BSA                     4μl BSA 2μl 

Final volume                     50μl Final volume                     25μl 

 

Ο έλεγχος των πέψεων έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης με 1% ΤΑΕ για 

το πλασμίδιο και σε πήκτωμα με 1.5% ΤΒΕ για το ένθετο τμήμα των 180 βάσεων. 
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Εικόνα 23:Αναγνωριστικό πήκτωμα αγαρόζης για τις πέψεις των pSG5-ERF και pSK+ με τα 

ένζυμα SmaI και |SstI. 

 Τα τμήματα που ηλεκτροφορήθησαν είχαν το αναμενόμενο μέγεθος (Εικόνα 23). Μετά 

από την ηλεκτροφόρηση του παρασκευαστικού πηκτώματος όπου χρησιμοποιήθηκε 

όλη η ποσότητα των δειγμάτων των πέψεων, ακολούθησε η έκλουση των τμημάτων, 

180bp από το πλασμίδιο pSG5-ERF (Εικόνα 24) και 2709bp από το πλασμίδιο 

pSK+DNA (Εικόνα 25). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η απομόνωση του DNA 

(178bp από το πλασμίδιο pSG5-ERF και 2709bp από το πλασμίδιο pSK+) από το πήκ-

τωμα αγαρόζης σύμφωνα με το πρωτόκολλο του εργαστηρίου. Κρίθηκε ακόμη, σκόπι-

μη η φύλαξη του DNA στους -20
0
C έως την ολοκλήρωση της παρασκευής νέων ηλεκ-

τροδεκτικών κυττάρων. 

 

Εικόνα 24: Το τμήμα των 178 βάσεων του ERF που περιέχει την μετάλλαξη. 

 

Εικόνα 25: Το πλασμίδιο pSK+ μετά από πέψη με τις ενδονουκλεάσες SmaI και SacI.. 
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5.2.7 Παρασκευή νέων ηλεκτροδεκτικών κυττάρων 

Η παρασκευή των electrocompitent κυττάρων έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο του 

εργαστηρίου. Η διαδικασία ξεκίνησε από stub DH10b κυττάρων που βρίσκονται αρχει-

οθετημένα στους -80
0
C και έλαβε χώρα στους 4

0
C. 

5.2.8 Αντίδραση συνδετάσης 

Με φρέσκα ηλεκτροδεκτικά κύτταρα πραγματοποιήθηκε η αντίδραση συνδετάσης 

(DNA ligation) για τα τμήματα DNA, του ενθέματος (12,2ng) των 178bp από το πλασ-

μίδιο pSG5-ERF και του φορέα (50ng) των 2709bp από το πλασμίδιο pSK+ (Πίνακας 

21), τα οποία προήλθαν, όπως αναφέρθηκε, μετά από διαδοχική πέψη με τις ενδονουκ-

λεάσες SmaI και SstI. 

Πίνακας 21: Αντίδραση συνδετάσης για τις 178bp του pSG5-ERF και τις 2709bp του pSK+. 

Ligation Self ligation 

T4 ligase 1μl Reaction buffer 1μl 

Insert 3μl(12.2ng)   

Vector 1μl(50ng) Vector 1μl 

Buffer ligase 2μl Buffer ligase 2μl 

H2O 3μl H2O 6μl 

Final volume 10μl Final volume 10μl 

 

Ταυτόχρονα ετοιμάστηκαν τα τρυβλία επιλογής σύμφωνα με το πρωτόκολλο του ερ-

γαστηρίου (με αντιβιοτικό αμπικιλίνη) και επιστρώθηκαν με τα μεταλλαγμένα στελέχη. 

Η καλλιέργεια επωάστηκε στους 37
0
C. Χαρακτηριστική ήταν και σε αυτή τη φάση της 

διαδικασίας η αντιμετώπιση όλων των πιθανών και απίθανων προβλημάτων, όπως δε-

ίγματα χωρίς αποικίες, δείγματα με αποικίες αγνώστου προέλευσης καθώς και άλλα 

μικρότερα προβλήματα που προέκυψαν από επιπόλαιο χειρισμό ή κακή τύχη. 

5.2.9 Ανασκόπηση και αναθεώρηση 

Έτσι τα αποτελέσματα οδήγησαν σε ανασκόπηση της διαδικασίας και αναθεώρηση των 

πεπραγμένων. Για την επίτευξη της μεταλλαγής επιλέχθηκε μεγαλύτερο τμήμα DNA 

(Εικόνα 26), που προέκυψε μετά από πέψη του pSG5-ERF με PStI και SstI (ισοσχιζο-

μερές της ενδονουκλεάσης SacI). 
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Εικόνα 26:Η ηλεκτροφόρηση καταδεικνύει το κατάλληλο ένζυμο για την απομόνωση του τμή-

ματος, όπου θα πραγματοποιηθεί η μετάλλαξη 1512delT. 

 Με τα ίδια ένζυμα κόπηκε και το πλασμίδιο pSK+. Προέκυψε έτσι ένα τμήμα από τον 

pSG5-ERF 650bp, το οποίο στη συνέχεια εισήχθη στο πλασμίδιο pSK+ αφού αφαιρέ-

θηκαν πρώτα από αυτό 48 βάσεις. Προέκυψε έτσι, το πλασμίδιο pSK+ ERF μήκους 

3563 βάσεων (Εικόνα 27). 

Οι πέψεις πραγματοποιήθηκαν στους 37
0
C (Πίνακας 22). Ο έλεγχος των πέψεων έγινε 

με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 28). Η απομόνωση του DNA που 

ακολούθησε από το πήκτωμα αγαρόζης έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο του 

εργαστηρίου. Τα τμήματα που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση 

συνδετάσης (Πίνακας 23). Τα ποσά του DNA που απομονώθηκαν ήταν 60ng για το 

πλασμίδιο και 30ng για το ένθεμα. 

 

Εικόνα 27: pBluescript Sk+και ERF(650bp). 
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Πίνακας 22: Πέψεις με SstI και PstI. 

Digest 1 (pSG5-ERF) 760ng/μl Digest 2 (pSK+) 

PstI 1μl PstI 1μl 

SstI 1μl SstI 1μl 

DNA (pSG5-ERF) 15μl DNA (pSK+, 3γ/λ) 1μl 

Buffer Neb1 2μl Buffer Neb1 1μl 

BSA 2μl BSA 1μl 

  H2O 5μl 

Final volume 21μl Final volume 10μl 

 

 

Εικόνα 28: (α) Ηλεκτροφόρηση του pSK+, (β) Διπλή πέψη των pSK+ και pSG5-ERF. 

Η αντίδραση συνδετάσης πραγματοποιήθηκε στους 10
0
C ολονύκτια. 

Πίνακας 23:.Αντίδραση συνδετάσης. 

Ligation Ligation control 

T4 ligase 1μl T4 ligase 1μl 

Buffer ligase 1μl Buffer ligase 1μl 

Insert 650bp ERF 2μl   

Vector pSK+(-48bp) 1μl Vector 1μl 

ATP 1μl ATP 1μl 

H2O 4μl H2O 6μl 

Final volume 10μl Final volume 6μl 

 

Ακολούθησε ο μετασχηματισμός των κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση, minipreps για τις 

τέσσερις αποικίες που επιλέχθησαν και έλεγχος του DNA τους με ηλεκτροφόρηση σε 
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πήκτωμα αγαρόζης (Εικόνα 29). Το DNA καθαρίστηκε με την μέθοδο φαινό-

λης/χλωροφορμίου του εργαστηρίου. 

 

Εικόνα 29: ¨Έλεγχος των minipreps σε πήκτωμα αγαρόζης και καθαρισμός του DNA τους.. 

 

Στη συνέχεια δημιουργήθηκε stub (από το πρώτο δείγμα) για το construct και αρχειοθετήθηκε 

κατάλληλα. Η ποσότητα του DNA που απομονώθηκε ήταν 100μl με 30ng/μl. Για την 

μεταλλαξιγένεση με το Kit της Stratagene, χρησιμοποιήθηκαν 2 δείγματα, ένα με 50ng DNA 

(No1) και ένα (No2) με 30ng DNA (Πίνακας 24). H PCR εκτελέστηκε με τα στοιχεία που ανα-

φέρονται στον αντίστοιχο πίνακα ( 

 

Πίνακας 25). Ακολούθησε η πέψη με το ένζυμο Dpn και συνεχίστηκε η ολοκλήρωση 

του πρωτοκόλλου. Μετά την περάτωση της διαδικασίας, πραγματοποιήθηκε η απομό-

νωση του επιθυμητού DNA με την βοήθεια του Kit της Qiagen (Εικόνα 29). Οι ποσό-

τητες που απομονώθηκαν μετρήθηκαν στο φωτόμετρο, στη συνέχεια τροποποιήθηκαν 

κατάλληλα (αραίωση ή συμπύκνωση) και στάλθηκαν για αλληλούχιση με τους κατάλ-

ληλους primers: 1656-1687bp 5’-CCCGCTGGGGGCTTGAGGATGAGGGTGAGG-

3’ και 1656-1687bp rev 5’-CCTCACCCTCATCCTCAAGCCCCCAGCGGG-3’. 

Πίνακας 24: Αντιδράσεις μεταλλαξιγένεσης για την μετάλλαξη 1512delT;F504LfsX27. 

1 Mutation reaction 1512delT;F504LfsX27 2 Mutation reaction 1512delT;F504LfsX27 

Reaction buffer 5μl Reaction buffer 5μl 

DNA pSK+ERF 1.5μl DNA pSK+ERF 1μl 

primer 1656-1687 (125ng) 1.4μl primer 1656-1687 (125ng) 1.4μl 

primer 1656-1687 rev (125ng) 1.4μl primer 1656-1687 rev  (125ng) 1.4μl 

Dntps mix (1/3d) 1μl Dntps mix (1/3d) 1μl 

dd H2O 38.7μl dd H2O 38.2μl 
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Final volume 50μl Final volume 50μl 

PfuUltra HF DNA πολυμεράση 1μl PfuUltra HF DNA πολυμεράση 1μl 

 

 

 

Πίνακας 25: PCR για την μετάλλαξη 1512delT;F504LfsX27. 

Cycles Temperature Time 

1 95
0
C 30 sec 

12 95
0
C 30 sec 

 55
0
C 1’ min 

 68
0
C 4’ min 

 

Τα αποτελέσματα έδειξαν πως η μετάλλαξη τελικά, πραγματοποιήθηκε στα δύο δείγμα-

τα από τα τέσσερα, τα Νο2 και Νο4 .Στο δείγμα Νο2 στη θέση 70 λείπει μια αδενίνη, 

όπως επίσης και στο Νο4 στη θέση 68. 
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Εικόνα 30:Αλληλούχιση του DNA για την μετάλλαξη 1512delT;F504LfsX27. 

 Κρατήθηκε stub από την καλλιέργεια που περιείχε την μετάλλαξη (No 2) και αρχειοθε-

τήθηκε στο αρχείο του εργαστηρίου με τα ακριβή του στοιχεία. Το βήμα που ακολού-

θησε ήταν η επανεισαγωγή του τμήματος με την μετάλλαξη 1512delT;F504LfsX27 

στον πλασμιδιακό φορέα pSG5-ERF. Εκτελέστηκε η αντίστροφη διαδικασία, δηλαδή 

αρχικά πέψη με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες PstI και SstI των πλασμιδίων pSG5-

ERF και pSK+ERF(mutated) και έπειτα μεταφορά του μεταλλαγμένου τμήματος των 

650bp, από τον pSK+ERF(mutated) στον πλασμιδιακό φορέα pSG5-ERF. Αντιμετω-

πίστηκε μια σειρά προβλημάτων με τις πέψεις και την αντίδραση συνδετάσης. Συγχρό-

νως έγιναν προσπάθειες για την απομόνωση του τμήματος που περιέχει την μετάλλαξη 

256C>T (από τη στιγμή που η προηγούμενη εκτέλεση είχε σαν αποτέλεσμα μια διπλή 

μεταλλαγή). Μετά την εισαγωγή του μεταλλαγμένου τμήματος (650bp με 1512delT) 

στον pSG5-ERF ακολούθησε πέψη του πλασμιδιακού φορέα με τα ένζυμα NheI και 

AflII. Οι ίδιες περιοριστικές ενδονουκλεάσες χρησιμοποιήθηκαν για την πέψη του 

πλασμιδίου pSG424-ERF. Στόχος ήταν η μεταφορά της μετάλλαξης 1512delT από τον 

pSG5-ERF(mutated) στον κατάλληλο φορέα που χρησιμοποιήθηκε στην διαμόλυνση 

των κυττάρων, τον pSG424-ERF (). Η καταλληλότητα του φορέα κρίθηκε βάση της 

περιεκτικότητας του στο γονίδιο GAL4 και του γονιδίου της λουσιφεράσης. Ακολού-

θησε επίσης μεταφορά της μετάλλαξης 256C>T από το πλασμίδιο pSG5-ERF στο 
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πλασμίδιο pSG424-ERF. Μετά την εισαγωγή των μεταλλάξεων στον κατάλληλο φορέα 

διαμολύνθηκαν τα Hella κύτταρα με τις μεταλλάξεις 256C>T και 194G>A. 

 

 

Εικόνα 31: Επάνω: Πέψεις για την απομόνωση των 650bp και την μεταφορά τους στον 

pSG424-ERF. Κάτω: DNA των pSG5-ERF μετά από πέψη με PstI και SstI (1)και του pSG424-

ERF μετά από πέψη με AflII και NheI (2) 

5.2.10  Διαμόλυνση Hella κυττάρων 

Η διαμόλυνση των κυττάρων πραγματοποιήθηκε όπως αναφέρθηκε προηγούμενα, με 

την μέθοδο του χλωριούχου ασβεστίου, ακολουθώντας το πρωτόκολλο του εργαστηρί-

ου. Εφαρμόστηκε πρώτιστα για τις μεταλλάξεις 256C>T και 194G>A. Αρχικά στρώθη-

καν 200.000 κύτταρα Hella, την επόμενη και αφού αριθμός των κυττάρων διπλασιάσ-

τηκε (400.000) πραγματοποιήθηκε η διαμόλυνση τους. Για τον έλεγχο της ενεργότητας 

του ERF, χρησιμοποιήθηκαν ο PGL3 reporter vector basic, ο PGL3 reporter vector 



  -85- 

enhancer, ο GATA1 promoter του εργαστηρίου και ο RSV-Gal4 για τον έλεγχο της δι-

αμόλυνσης. Επιπλέον χρησιμοποιήθηκε ο psG424ERF (το γονίδιο του ERF είναι συν-

τηγμένο με τον Gal4) σε συνδυασμό με τον pGL3 basic UAS, για την εξασφάλιση της 

πρόσδεσης του ERF στη λουσιφεράση. Τελικά μετά τις μετρήσεις ενεργότητας της λο-

υσιφεράσης στο ειδικό όργανο (illuminometer) και της β-γαλακτοσιδάσης σε φωτόμετ-

ρο στα 420 nm ταξινομήθηκαν οι μεταλλάξεις με βάση το lose ή gain of function της 

ενεργότητας του ERF. 

25/10/11  HeLa transfection with CaCl2 in 50% confluent  6-well plate (x2) 
efficiency ctrl (μg) RSV-GAL (0.5) 

Reporter (μg) Effector (μg) luciferace 
LacZ (OD, 

h) luc/Lac 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 155 0 #DIV/0! 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 106 0 #DIV/0! 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 120 0,06 2000 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 116 0.058 #VALUE! 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 136 1.045 0,130143541 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 1145 0 #DIV/0! 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 131 0,06 2183,333333 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 1253 0,06 20883,33333 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 93 0.026 #VALUE! 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 748 0 #DIV/0! 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 155 1,5 103,3333333 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 72 0,044 1636,363636 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 239 0,115 2078,26087 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 131 0 #DIV/0! 

 

 

25/10/11  HeLa transfection with CaCl2 in 50% confluent  6-well plate (x2) 
efficiency ctrl (μg) RSV-GAL (0.5) 

Reporter (μg) Effector (μg) luciferace 
LacZ (OD, 

h) luc/Lac 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 58 0 #DIV/0! 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 94 1,3 72,30769231 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 211 1,03 204,8543689 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 74 0,018 4111,111111 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 1045 0 #DIV/0! 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 166 0,67 247,761194 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 68 0,068 1000 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 110 0,028 3928,571429 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 0 0 #DIV/0! 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 78 0,218 357,7981651 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 134 0 #DIV/0! 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 0 0 #DIV/0! 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 98 0,03 3266,666667 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 76 0 #DIV/0! 

 

 

     04/11/11  HeLa transfection with CaCl2 in 50% confluent  6-well plate (x2) 
efficiency ctrl (μg) RSV-GAL (0.5) 

Reporter (μg) Effector (μg) luciferace 
LacZ (OD, 

h) luc/Lac 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 1491 0,021 71000 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 1532 0,070 21886 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 2542 0,173 14694 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 616 0,000 #DIV/0! 
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pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 6211 0,065 95554 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 3098 0,000 #DIV/0! 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 3386 0,109 31064 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 2729 0,009 303222 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 1306 0,000 #DIV/0! 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 982 0,000 #DIV/0! 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 1080 0,050 21600 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 309 0,000 #DIV/0! 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 1188 0,000 #DIV/0! 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 464 0,000 #DIV/0! 

 

 

16/11/11  HeLa transfection with CaCl2 in 50% confluent  6-well plate (x2) (vrentzos) 
efficiency ctrl (μg) RSV-GAL (0.5) 

Reporter (μg) Effector (μg) luciferace 
LacZ (OD, 

h) luc/Lac 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 1838 0,090 20422 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 1128 0,076 14842 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 1647 0,096 17156 

pGL3 basic GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 2830 0,150 18867 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5 (2.25) 18668 0,100 186680 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF (2.25) 1737 0,014 124071 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 256c>t (2.25) 9800 0,048 204167 

pGL3 enhancer GATA1 (0.25) pSG5ERF 194g>a (2.25) 13989 0,120 116575 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 969 0,060 16150 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 1233 0,078 15808 

pGL3 control Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 2188 0,092 23783 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424 (2.25) 370 0,026 14231 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF (2.25) 21788 0,140 155629 

pGL3 enhancer Gal4 BD (0.25) pSG424ERF 256c>t (2.25) 2855 0,044 64886 

 

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων δεν είναι διαφωτιστικά. Οπωσδήποτε πρέπει να επα-

ναληφθεί η όλη διαδικασία της διαμόλυνσης, αρκετές φορές, για να υπάρχει και επανα-

ληψιμότητα στα αποτελέσματα ώστε να είναι δυνατόν να προκύψει κάποιο βάσιμο 

συμπέρασμα. 

5.3 Σειρά πέψεων και μεταφορών του ERF σε διά-
φορους φορείς 

Στη παράγραφο αυτή υπάρχουν σχηματικές παραστάσεις που απεικονίζουν τις διάφο-

ρες μεταφορές του ERF από πλασμίδιακό φορέα σε πλασμιδιακό φορέα, που πραγμα-

τοποιήθηκαν με την βοήθεια συγκεκριμένων περιοριστικών ενδονουκλεασών. Στην Ει-

κόνα 32 παρουσιάζεται η πέψη του ERF με SmaI και BstEII και το τμήμα των 1931 

βάσεων που προέκυψε, ενώ στην Εικόνα 33 παρουσιάζεται το πλασμίδιο των 4829 βά-

σεων του pSk+ERF που προήλθε μετά από την εισαγωγή των 1931 βάσεων του 

ERF(SmaI, BstEII) στον φορέα pSK+. 
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Εικόνα 32: Πέψη του ERF με SmaI και BstEII. 

 

Εικόνα 33: Πέψεις για την δημιουργία του pSK+ERF. 

Ακολούθησαν οι πέψεις του πλασμιδιακού φορέα pSk+ERF με τα ένζυμα HindIII και 

XbaI. Αυτό είχε σαν αποτέλεσμα την απομόνωση ενός νέου τμήματος 1973 bp. Το 

τμήμα αυτό εισήχθη τέλος στον κατάλληλο αποδέκτη, τον φορέα pSG424 (Εικόνα 34). 

 

Εικόνα 34: Δημιουργία του pSG424-ERF. 

Η δημιουργία του pSG424-ERF ήταν και το τελικό βήμα πριν την διαμόλυνση των κυτ-

τάρων Hella. Η ίδια ακριβώς διαδικασία (Εικόνα 35) επαναλήφθηκε για την μετάλλαξη 

1512(delT) του ERF η οποία βρισκόταν στον πλασμιδιακό φορέα pSG5-ERF. H πέψη 

του pSG5-ERF(m) πραγματοποιήθηκε με τα ένζυμα NheI και AflII, που ήταν τα βέλ-

τιστα και για την εισαγωγή του τμήματος στον φορέα pSG424-ERF. Το τμήμα που α-
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πομονώθηκε και αντικαταστάθηκε στη συνέχεια στο πλασμίδιο pSG424-ERF αποτελο-

ύσαν 457 bp. 

 

Εικόνα 35: Απομόνωση της μετάλλαξης 1512(delT) του pSG5-ERF(m). 

 

Εικόνα 36:Μεταφορά του μεταλλαγμένου τμήματος στον pSG424-ERF. 
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6 Συμπεράσματα 

Ο έλεγχος των μεταλλάξεων για την έκφραση του ERF δεν έχει ολοκληρωθεί. Απομένει 

η διερεύνηση της μετάλλαξης 1512delT, της οποίας δεν ολοκληρώθηκε η μεταφορά 

στον pSG424-ERF, καθώς και αυτή των μεταλλάξεων που έχουν ήδη πραγματοποιηθεί 

στο εργαστήριο και είναι γνωστές από παλαιότερες εργασίες. Αυτές είναι, η μεταλλαγ-

μένη μορφή του ERF στην οποία και οι εφτά θέσεις φωσφωρυλίωσης έχουν μεταλλαχ-

θεί σε αλανίνη (ERF M1-7) (Le Gallic L, Beal GJR and Mavrothalassitis G 1999), η 

μετάλλαξη R83A και μια μεταλλαγμένη μορφή του ERF, ελαττωματική ως προς την 

πρόσδεση της στην ERK κινάση (Sgouras DN, Athanasiou MA, Beal GJR, Fisher RJ, 

Blair DG and Mavrothalassitis G 1995.) Ως μελλοντική εργασία, επίσης, προτείνεται η 

καλλιέργεια και απομόνωση πολυδύναμων μεσεγχυματικών κυττάρων για να ελεγχθεί η 

διαφοροποίηση τους προς οστεοβλάστες. Τα κύτταρα αυτά θα μπορούσαν να απομονω-

θούν από τα οστά ποντικιών άγριου τύπου και από ετερόζυγα ζώα ERF+/-. Το προηγο-

ύμενο μπορεί να υλοποιηθεί ακολουθώντας το πρωτόκολλο των Heng Zhu et al. Εναλ-

λακτικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί η κυτταρική σειρά C3H-10T1/2. Η προαναφερθείσα 

κυτταρική σειρά, είναι μία σειρά πολυδύναμων μεσεγχυματικών κυττάρων, εμβυικής 

προέλευσης η οποία κάτω από ειδικές συνθήκες μπορεί να εξελιχθεί επιλεκτικά σε οσ-

τεογενετική σειρά. Στόχος της προτεινόμενης προσέγγισης, είναι μελέτη της διαφορο-

ποίησης προς οστεοβλάστες των ακόλουθων τριών κατηγοριών κυττάρων: ένας κυττα-

ρικός πληθυσμός στον οποίο ο ERF θα βρίσκεται στη μισή ποσότητα από ότι φυσιολο-

γικά, ένας δεύτερος όπου ο ERF θα απουσιάζει και τέλος ένας τρίτος, στον οποίο ο 

ERF θα υπερεκφράζεται.  

Για την πρώτη κατηγορία κυττάρων μπορούν να χρησιμοποιηθούν τα μεσεγχυματικά 

κύτταρα που θα απομονωθούν από τα ετερόζυγα ERF+/- ζώα, ως έχουν. Για την δεύτε-

ρη κατηγορία κυττάρων μπορούν να χρησιμοποιηθούν μεσεγχυματικά κύτταρα ζώων 

αγρίου τύπου στα οποία όμως προηγούμενα έχει εφαρμοστεί RNA σίγηση στο γονίδιο 

του ERF. Η επιλογή των KO ζώων απορρίπτεται γιατί δεν υπάρχει μια αξιόπιστη μέθο-

δος επιλογής των οστεοβλαστών από διδύναμα μεσεγχυματικά κύτταρα κατά την διάρ-

κεια της 10.5 εμβρυικής μέρας, μέρας αποβίωσης των KO ποντικών. Τέλος όσον αφορά 

την τρίτη κατηγορία κυττάρων (υπερεκφρασμένος ο ERF), θα μπορούσαν να χρησιμο-
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ποιηθούν οι gain of function μεταλλάξεις που προκύπτουν, μετά από επιλογή, από το 

πρώτο μέρος των πειραμάτων της παρούσας εργασίας. 

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο διαφοροποίησης των μεσεγχυματικών κυττάρων, η διαδι-

κασία της μετάβασης προς οστεοβλάστες διαρκεί 21 ημέρες. Όπως ορίζει το πρωτό-

κολλο, θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν τα κατάλληλα θρεπτικά υλικά με τους κατάλλη-

λους παράγοντες που θα κατευθύνουν την διαφοροποίηση των οστεοβλαστών στην με-

τάβαση από το ένα στάδιο στο άλλο. Τα στάδια διαφοροποίησης των οστεοβλαστών 

είναι τα εξής: η μετάβαση από πολυδύναμα μεσεγχυματικά κύτταρα σε πρώιμους προ-

οστεοβλάστες, η μετάβαση από πρώιμους προ-οστεοβλάστες σε προ-οστεοβλάστες, η 

μετάβαση των προ-οστεοβλάστες σε οστεοβλάστες και τέλος η μετάβαση των τελευτα-

ίων σε ώριμους οστεοβλάστες. Κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης και σε τακτά 

χρονικά διαστήματα απαιτείται ο έλεγχος της μετάβασης της καλλιέργειας στο επόμενο 

στάδιο. Αυτό επιτυγχάνεται με την χρήση ειδικών δεικτών (Εικόνα 37). Με την βοήθεια 

αντισωμάτων για τους συγκεκριμένους δείκτες μπορούν να αποκτηθούν στιγμιότυπα 

για όλες τις καλλιέργειες. Σε περίπτωση που η διαφοροποίηση σταματήσει σε κάποιο 

στάδιο, ένας νέος κύκλος πειραμάτων απαιτείται για να εμβαθύνει και να προσδιορίσει 

τις αλληλεπιδράσεις και τα πιθανά αίτια. Στην περίπτωση που η διαφοροποίηση ολοκ-

ληρωθεί, δηλαδή σε αυτήν που η κυτταρική σειρά μεταβεί στο στάδιο του ώριμου οσ-

τεοβλάστη, μπορεί επιπλέον να πραγματοποιηθεί και έλεγχος της ικανότητας σηματο-

δότησης για την στρατολόγηση των οστεοκλαστών. Αυτό επιτυγχάνεται με τον έλεγχο 

του δείκτη επιφανείας RANKL (Εικόνα 8). Επίσης θα ήταν σκόπιμο, κατά την διάρκεια 

των πειραμάτων και ανά πάσα στιγμή να πραγματοποιείται έλεγχος για τυχόν λανθάνο-

υσα διαφοροποίηση προς τη σειρά των χονδροκυττάρων με τον δείκτη Sox9. 

Τα αποτελέσματα των προτεινόμενων πειραμάτων αναμένεται ότι θα δείξουν καταρχήν 

αν και πόσο επηρεάζεται η διαφοροποίηση των οστεοβλαστών από την παρουσία ή έλ-

λειψη του ERF και επίσης, αν οι οστεοβλάστες που προκύπτουν, μπορούν να επάγουν 

την στρατολόγηση των οστεοκλαστών. 
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Εικόνα 37: Μετάβαση προς οστεοβλάστες και δείκτες ελέγχου. 
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