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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
 
 
 
 

Το µεταθετό στοιχείο Minos της Drosophila hydei υπάγεται στην υπεροικογένεια 

µεταθετών στοιχείων mariner-Tc1, µέλη της οποίας απαντώνται σε διάφορους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Πολλά από τα µέλη της υπεροικογένειας έχουν την 

ικανότητα να µετατίθενται σε ξενιστές εξελικτικά αποµακρυσµένους από αυτόν στον 

οποίο αναγνωρίστηκαν. Η µοναδική προϋπόθεση της µετάθεσης φαίνεται να είναι η 

ύπαρξη ενεργής τρανσποζάσης και άρτιων κατοπτρικά αντεστραµµένων άκρων. 

Στην παρούσα διατριβή αποδεικνύεται η ικανότητα του µεταθετού στοιχείου 

Minos να µετατίθεται από χρωµοσωµικές θέσεις σε νέες χρωµοσωµικές θέσεις, σε 

σωµατικά κύτταρα και σε κύτταρα της γαµετικής σειράς ποντικού (Mus musculus). Η 

ικανότητά του αυτή το καθιστά πολύτιµο εργαλείο σε πειράµατα λειτουργικής γενωµικής 

ανάλυσης στον ποντικό και προς αυτή την κατεύθυνση, στα πλαίσια της παρούσας 

διατριβής, δηµιουργήθηκαν  διαγονιδιακές σειρές ποντικών, οι οποίες φέρουν επαγόµενο 

σύστηµα παραγωγής τρανσποζάσης. 

Το µεταθετό στοιχείο Minos έχει αποδειχθεί χρήσιµο εργαλείο σε πειράµατα 

κορεσµού του γενώµατος µε ενθέσεις στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά HeLa. Ο 

κορεσµός µε ενθέσεις του γενώµατος κυτταρικών σειρών που δε διαµολύνονται µε 

υψηλή συχνότητα απαιτεί µεγάλο αριθµό πειραµάτων διαµόλυνσης. Για αυτό το λόγο το 

Minos συνδυάστηκε µε ιό που εισέρχεται σε κύτταρα θηλαστικών αλλά δεν 

πολλαπλασιάζεται σε αυτά (AcNPV, baculovirus) και δηµιουργήθηκαν  χιµαιρικοί φορείς 

Minos-AcNPV. Οι χιµαιρικοί φορείς αυξάνουν κατά πολύ τον αριθµό των κλώνων που 

φέρουν ενθέσεις του µεταθετού στοιχείου σε κυτταρικές σειρές από θηλαστικά, 

ανοίγοντας το δρόµο για την πραγµατοποίηση πειραµάτων λειτουργικής γενωµικής σε 

διάφορους τύπους κυττάρων. 
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SUMMARY 

 
 
 
 
 

The Drosophila hydei transposable element Minos belongs to the mariner-Tc1 

superfamily of transposons, members of which are found in diverse eukaryotic 

organisms. Many members of the superfamily can transpose in organisms evolutionarily 

distant to the host they were originally isolated from. The only requirements for 

transposition appear to be the presence of active transposase and intact inverted 

repeats. 

In this thesis, the ability of the Minos element to transpose in somatic cells and in 

the germ line of the mouse (Mus musculus) from one chromosomal position to a new 

one is demonstrated. This establishes a valuable tool towards functional genomic 

analysis in the mouse. Furthermore, mouse lines carrying an inducible transposase 

production system were created.  

It has previously been demonstrated that the transposable element Minos is a 

valuable tool for saturating insertional mutagenesis of the genome of HeLa cells. For 

insertional saturation of cell lines that do not take up DNA efficiently, a large number of 

transfections would be required. To circumvent this problem, the Minos system was 

combined with a virus which enters mammalian cells but does not replicate in them 

(AcNPV, baculovirus). Chimeric Minos-AcNPV vectors were established. Use of these 

vectors increased the number of clones carrying transposon insertions in various 

mammalian cell lines, opening the way for functional genomic experiments in many cell 

types.  
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 
 

 

 

 

 

SB: Sleeping Beauty 

LCR: Locus Control Region 

ILMi: intronless Minos transposase 

GFP: Green Fluorescent Protein 

CMV: Cytomegalovirus 

FISH: Fluorescent in situ hybridization 

zp: zona pellucida 

dox: doxycycline 

AcNPV: Autographa californica nuclear polyhedrosis virus 

DRG’s: γάγγλια οπισθίων ριζών, Dorsal Root Gaglion 

TK: thymidine kinase 

tetO: Tetracycline operator 

FBS: Fetal Bovine Serum 

MOI: Multiplicity of Infection 

pfu: plaque forming units 

tTA: tetracycline transactivator (ΤetR-VP16 fusion) 

rtTA: reverse tetracycline transactivator (rTetR-VP16 fusion) 

ENU: N-ethyl-N-nitrosourea 

HSV: Herpes simplex virus 
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1. Μεταθετά στοιχεία 
 

Τα µεταθετά στοιχεία είναι αυτόνοµα τµήµατα DNA τα οποία έχουν την ικανότητα 

να µετατίθενται µέσα στο γένωµα στο οποίο ενδηµούν. Μεταθετά στοιχεία, ενεργά και 

µη, απαντώνται στο γένωµα όλων των οργανισµών από τα βακτήρια µέχρι τον 

άνθρωπο. 

Τα µεταθετά στοιχεία των ευκαρυωτικών οργανισµών κατατάσσονται σε τέσσερις 

κατηγορίες ανάλογα µε τη δοµή τους και το µηχανισµό µετάθεσης. Τα µεταθετά στοιχεία 

τύπου ρετροϊού και τα ρετροµεταθετά στοιχεία απαντώνται σε πολλούς οργανισµούς 

και η µετάθεσή τους πραγµατοποιείται µέσω ενδιάµεσων µορφών RNA. Λόγω του 

συγκεκριµένου µηχανισµού µετάθεσης, η µετάθεση συνοδεύεται και από διπλασιασµό 

του στοιχείου (copy and paste). Τα µεταθετά στοιχεία τύπου ρετροϊού ορίζονται από 

µακρές τερµατικές επαναλήψεις (long terminal repeats-LTRs) µήκους 200-500 βάσεων. 

Τα µεταθετά στοιχεία των δύο παραπάνω κατηγοριών φέρουν κωδική περιοχή που 

παρουσιάζει οµολογία µε την αντίστροφη µεταγραφάση (reverse transcriptase) των 

ρετροϊών και αποτελούν το υποσύνολο στοιχείων τύπου Ι. Τα αναδιπλούµενα 
µεταθετά στοιχεία (foldback transposons) ορίζονται από αντεστραµµένα άκρα µεγάλου 

µήκους µέσα στα οποία υπάρχουν επαναλήψεις µικρών αλληλουχιών. Η περιοχή µεταξύ 

των άκρων ποικίλλει σε µέγεθος και είναι άγνωστο αν κωδικοποιεί πρωτεΐνη. Τα 

µεταθετά στοιχεία µε κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα ορίζονται από µικρού 

συνήθως µεγέθους κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα. Η περιοχή µεταξύ των άκρων 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη που καταλύει τη µετάθεση (τρανσποζάση). Οι δύο 

παραπάνω κατηγορίες αποτελούν τα µεταθετά στοιχεία τύπου ΙΙ. Η µετάθεση 

πραγµατοποιείται µε εκτοµή του στοιχείου από την αρχική του θέση και τη µεταφορά του 

σε νέα, οπότε ο αριθµός των στοιχείων στο γένωµα παραµένει σταθερός (cut and 

paste). 

 

1.1 Μεταθετά στοιχεία µε κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα (τύπου ΙΙ) 
 

 Μεταθετά της κατηγορίας αυτής απαντώνται σε ασπόνδυλα και σπονδυλωτά. Το 

πρώτο µεταθετό στοιχείο τύπου ΙΙ που χαρακτηρίστηκε στα έντοµα είναι το στοιχείο P 

από τη Drosophila melanogaster (Spradling and Rubin, 1982). Το στοιχείο P έχει µήκος 

2907 bp και ορίζεται από κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 31 bp. Η µεταξύ των 

άκρων περιοχή κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη µετάθεσης και αποτελείται από τέσσερα 
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εξώνια και τα παρεµβαλλόµενα αυτών ιντρόνια. Η αποµάκρυνση των τριών ιντρονίων 

πραγµατοποιείται µόνο στα κύτταρα της γαµετικής σειράς και οδηγεί στην παραγωγή 

ενεργής τρανσποζάσης. Στα σωµατικά κύτταρα, µε εναλλακτική συρραφή, 

αποµακρύνονται τα δύο από τα τρία ιντρόνια και παράγεται µη ενεργή ως προς τη 

µετάθεση τρανσποζάση (Laski et al., 1986). Το στοιχείο P είναι το πρώτο στοιχείο µε το 

οποίο πραγµατοποιήθηκε γενετικός µετασχηµατισµός της Drosophila melanogaster 

(Rubin and Spradling, 1982), παρουσιάζει όµως ενεργότητα µόνο σε είδη που έχουν 

µικρή φυλογενετική απόσταση από τη D. melanogaster. Άρα χρειάζεται και άλλες 

πρωτεΐνες εκτός της τρανσποζάσης για τη µετάθεσή του. Μία πρωτεΐνη υποψήφια για το 

ρόλο αυτό είναι η IRBP (inverted repeat binding protein; Beall et al., 1994; Beall and Rio, 

1996). Το στοιχείο εντίθεται πάντα σε οκτανουκλεοτίδιο, µη αυστηρά καθορισµένης 

αλληλουχίας, το οποίο και διπλασιάζεται µετά την ένθεση. 

 

1.1.1 Η οικογένεια µεταθετών στοιχείων hAT 
 

Η οικογένεια ονοµάστηκε έτσι από τα στοιχεία hobo της D. melanogaster 

(McGinnis et al., 1983),  Ac/Ds του Zea mays (McClintock, 1956) και Tam3 του 

Antirrhinum majus (Hehl et al., 1991). Σε αυτή την οικογένεια ανήκουν επίσης το Hermes 

της Musca domestica (Warren et al., 1994), το Hector της Musca vetustissima (Warren 

et al., 1995), το Tag1 του Arabidopsis thaliana (Tsay et al., 1993), το Bg/rbg του Zea 

mays (Hartings et al., 1991) κ.ά. Τα στοιχεία της οικογένειας που έχουν εξεταστεί ως 

προς την αλληλουχία στην οποία εντίθενται, βρέθηκε ότι εισέρχονται σε 

οκτανουκλεοτίδιο, µη αυστηρά καθορισµένης αλληλουχίας, το οποίο και διπλασιάζουν. 

Mέλη της οικογένειας, σε αντίθεση µε το στοιχείο P, έχουν την ικανότητα να µετατίθενται 

και σε άλλους οργανισµούς εκτός του φυσικού τους ξενιστή. 

 
1.1.2 Η υπεροικογένεια mariner-Tc1 

 

Η υπεροικογένεια mariner-Tc1 περιλαµβάνει τις οικογένειες mariner και Tc1 και ο 

διαχωρισµός γίνεται µε κριτήριο την οµοιότητα της αλληλουχίας των τρανσποζασών. 

Όσον αφορά τα µεταθετά στοιχεία της οικογένειας mariner µέλη της συναντώνται σε 

µεγάλο εύρος οργανισµών από µονοκύτταρους µέχρι και τον άνθρωπο. Ο πιο 

µελετηµένος εκπρόσωπος της οικογένειας στα έντοµα είναι το Mos-1 της Drosophila 

 12



mauritiana (Jacobson et al., 1986; Medhora et al., 1991). Έχει µήκος 1286 bp και 

ορίζεται από κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 30 bp.   

Η οικογένεια Tc1 ονοµάστηκε έτσι από το οµώνυµο µεταθετό στοιχείο που 

βρέθηκε στον νηµατώδη σκώληκα Caenorabditis elegans (Emmons et al., 1983). Το 

στοιχείο έχει µήκος 1610 bp και ορίζεται από κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 

54 bp. Άλλα µέλη της οικογένειας είναι το Tc3 του C. elegans (Collins et al., 1989), το 

HB1 της D. melanogaster (Brierley et al., 1985; Harris et al., 1988), το Uhu της 

Drosophila  heteroneura (Brezinsky et al., 1990), το Bari-1 της D. melanogaster (Caizzi 

et al., 1993), το S της D. melanogaster (Merriman et al., 1995) και το Minos της 

Drosophila hydei (Franz and Savakis, 1991). 

Μεταθετά στοιχεία της οικογένειας αυτής έχουν βρεθεί και σε ψάρια. Αυτά είναι 

ανενεργά λόγω της συσσώρευσης µεταλλάξεων. Τα µεταθετά στοιχεία των ψαριών 

χωρίζονται σε τρεις τύπους ανάλογα µε τον οργανισµό προέλευσης: τύπου zebrafish, 

τύπου σαλµονιδών και τύπου Xenopus TXr (Izsvak et al., 1997). Αξίζει να αναφερθεί ότι 

το µεταθετό στοιχείο Sleeping Beauty (SB) στο οποίο θα αναφερθούµε σε παρακάτω 

κεφάλαιο προέκυψε µε in vitro ανασύσταση από δύο ανενεργά στοιχεία του Salmo salar 

και ένα επίσης ανενεργό του Oncorhynchus mykiss (Ivics et al., 1997). 

Τα µεταθετά στοιχεία της υπεροικογένειας mariner-Tc1 εντίθενται πάντα σε 

δινουκλεοτίδιο TA το οποίο και διπλασιάζουν κατά την ένθεση. Μέλη της 

υπεροικογένειας είναι ενεργά και σε άλλους οργανισµούς εκτός του φυσικού τους 

ξενιστή. 

 

1.1.3 Τα µεταθετά στοιχεία piggyBac και tagalong  
 

Τα µεταθετά στοιχεία piggyBac (IFP2; Cary et al., 1989) και  tagalong (TFP3; 

Wang et al., 1989) της Trichoplusia ni είναι στοιχεία τύπου ΙΙ αλλά δεν εντάσσονται σε 

καµία από τις οικογένειες που περιγράφηκαν. Βρέθηκαν ως ένθεση στο γενετικό υλικό 

του baculovirus, ιού που µολύνει λεπιδόπτερα. Το piggyBac έχει µήκος 2476 bp και 

ορίζεται από κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 13 bp. Το tagalong ορίζεται από 

ατελή κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 15-bp. Και τα δύο µεταθετά στοιχεία 

εντίθενται σε τετρανουκλεοτίδιο TTAA το οποίο και διπλασιάζουν µε την ένθεση (Cary et 

al., 1989; Wang and Fraser, 1993). Κατά την εκτοµή τους δεν αφήνουν αποτύπωµα, 

γεγονός που αποτελεί εξαίρεση για τα µεταθετά στοιχεία τύπου ΙΙ (Fraser et al., 1996, 

Elick et al., 1996). Ακόµα και το διπλασιασµένο µε την ένθεση τετρανουκλεοτίδιο TTAA, 
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µετά την εκτοµή µένει ως µοναδιαίο αντίτυπο στο χρωµόσωµα. Το  piggyBac είναι 

ενεργό και σε άλλους οργανισµούς εκτός του φυσικού του ξενιστή. 

 

1.1.4 Το µεταθετό στοιχείο Minos  
 

Το µεταθετό στοιχείο Minos βρέθηκε ως ένθεση στο γενετικό τόπο του 

ριβοσωµικού RNA του στελέχους bb1 της Drosophila hydei (Franz and Savakis, 1991). 

Στη συνέχεια αποµονώθηκαν άλλες τρεις µορφές του στοιχείου µε µικρές 

διαφοροποιήσεις στην αλληλουχία. Το στοιχείο Minos που χρησιµοποιήθηκε στη 

συνέχεια είναι ένα υβρίδιο των αντιτύπων Minos-1 και Minos-4, έχει µήκος 1777 bp και 

ορίζεται από κατοπτρικά αντεστραµµένα άκρα µήκους 255 bp. Κάθε ένα από τα άκρα 

φέρει δύο ευθείες επαναλήψεις (direct repeats) 18 bp. Ο πυρήνας (TATTAAT) της 

αλληλουχίας αυτής στο αριστερό άκρο του στοιχείου (το γειτονικό µε το 5’ άκρο της 

κωδικής περιοχής της τρανσποζάσης) µοιάζει µε την αλληλουχία TATA των 

ευκαρυωτικών υποκινητών και αποτελεί ελάχιστο υποκινητή για την µεταγραφή του 

γονιδίου της τρανσποζάσης. Άρα υπάρχουν δύο θέσεις έναρξης της µεταγραφής πάνω 

στο άκρο του Minos (Καπετανάκη Μ., 2001, ∆ιδακτορική διατριβή). Στο δεξί άκρο, 

υπάρχει η αλληλουχία ΑΑΤΑΑΑ που ενδεχοµένως αποτελεί σήµα πολυαδενυλίωσης, 

υπόθεση που δεν έχει επιβεβαιωθεί. Η µεταξύ των άκρων περιοχή κωδικοποιεί για την 

τρανσποζάση, και διακόπτεται από ένα ιντρόνιο µήκους 60 bp. Το κωδικόνιο έναρξης 

της µετάφρασης βρίσκεται στη θέση 398 και το κωδικόνιο λήξης στη θέση 1480. Η 

τρανσποζάση αποτελείται από 341 αµινοξέα και παρουσιάζει 27% ταυτότητα και 46.4% 

οµοιότητα µε την τρανσποζάση Tc1A, γεγονός που κατατάσσει το στοιχείο Minos στην 

οικογένεια Tc1. Επίσης η τρανσποζάση περιέχει τα αµινοξέα W196 και Y219 καθώς 

επίσης και το πρότυπο D155E156, D245(N)34E280. Το γλουταµικό οξύ στη θέση 280 

διαφοροποιεί την οικογένεια Tc1 από την οικογένεια mariner που στην αντίστοιχη θέση 

των τρανσποζασών τους περιέχουν ασπαρτικό οξύ. Η αµινοτελική περιοχή της 

τρανσποζάσης έχει 18% ταυτότητα µε την περιοχή paired box της πρωτεΐνης paired της 

D. melanogaster (Franz et al., 1994). Η αλληλουχία αυτή συναντάται σε πρωτεΐνες που 

έχουν ικανότητα να προσδένονται στο DNA. Για την τρανσποζάση του Minos η ιδιότητα 

πρόσδεσης στο DNA έχει επιβεβαιωθεί, αλλά δεν είναι ακόµα γνωστό αν η πρόσδεση 

πραγµατοποιείται µε την αµινοτελική περιοχή (Παυλόπουλος Α., Oehler S., αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). Οι αντίστοιχες περιοχές των τρανσποζασών Tc1A και Tc3, έχουν επίσης 

οµοιότητα µε την πρωτεΐνη paired της D. melanogaster και παρουσιάζουν ενεργότητα 
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πρόσδεσης στο DNA (Colloms et al., 1994; Vos and Plasterk, 1994; van Pouderoyen et 

al., 1997). 

Από τα µεταθετά της οικογένειας mariner-Tc1, µόνο το Minos, το S, το Tdr1 και 

το Tc3 έχουν µεγάλου µήκους άκρα, τα υπόλοιπα στοιχεία ορίζονται από µικρού µήκους 

άκρα. Οι ευθείες επαναλήψεις απαντώνται και στα τέσσερα µεταθετά στοιχεία µε µεγάλα 

άκρα και στα Tc3 και Minos έχει βρεθεί ότι αποτελούν περιοχές πρόσδεσης της 

τρανσποζάσης (Colloms et al., 1994; Παυλόπουλος Α., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

 
1.2 Ο µηχανισµός µετάθεσης 

 

Όσον αφορά στα µεταθετά στοιχεία τύπου ΙΙ, η µετάθεση του κάθε αντιτύπου 

πραγµατοποιείται µε την εκτοµή του από την αρχική θέση και τη µεταφορά του σε νέα 

(cut and paste). Τα µεταθετά της υπεροικογένειας mariner-Tc1 εντίθενται πάντα σε 

δινουκλεοτίδιο TA το οποίο και διπλασιάζουν κατά την ένθεση. Μετά την εκτοµή τους 

αφήνουν πίσω το διπλασιασµένο TA και µικρό µέρος της αλληλουχίας τους 

(αποτύπωµα, footprint). Το πιο καλά µελετηµένο στοιχείο της οικογένειας  Tc1, όσον 

αφορά στο µηχανισµό µετάθεσης, είναι το Tc3 του C.elegans (van Luenen et al., 1994). 

Αρχικά η τρανσποζάση προσδένεται – ίσως µαζί µε άλλες πρωτεΐνες - στα άκρα του 

στοιχείου και δηµιουργεί κοψίµατα και στις δύο αλυσίδες της διπλής έλικας, όχι όµως σε 

θέσεις ακριβώς απέναντι, δηµιουργώντας άκρα υπολειπόµενα κατά δύο νουκλεοτίδια και 

στα δύο άκρα του στοιχείου και οδηγεί στην εκτοµή. Στην “άδεια θέση” µένει το 

διπλασιασµένο δινουκλεοτίδιο ΤΑ και δύο νουκλεοτίδια από το ένα ή το άλλο άκρο του 

στοιχείου (αποτύπωµα, footprint). Το “ελεύθερο” στοιχείο περιέχει την πλήρη αλληλουχία 

του στα 3’ άκρα αλλά στερείται των δύο τελευταίων νουκλεοτιδίων στα 5’ άκρα. Για να µη 

“χαθεί το στοιχείο” θα πρέπει να επανεντεθεί χρησιµοποιώντας τα 3’ άκρα. Αυτά φέρουν 

µία οµάδα 3’ υδροξυλίου. Αυτή η οµάδα µπορεί να πραγµατοποιήσει πυρηνόφιλη 

επίθεση (nucleophilic attack) κατά την ένθεση. Η ένθεση οδηγεί σε διπλασιασµό του 

δινουκλεοτιδίου TA. Για να προκύψει ο διπλασιασµός, οι δύο οµάδες 3’ υδροξυλίου 

πρέπει να “επιτεθούν” στους φωσφοδιεστερικούς δεσµούς που βρίσκονται στην 5’ 

πλευρά του νουκλεοτιδίου Τ και στις 2 αλυσίδες. Μετά την ένθεση το κενό των τεσσάρων 

βάσεων (2+2, ΤΑ+άκρο) επιδιορθώνεται, µάλλον µέσω µηχανισµών επιδιόρθωσης DNA 

του κυττάρου και δηµιουργείται ένα πλήρες στοιχείο ανάµεσα στο διπλασιασµένο ΤΑ. 

Όσον αφορά στο Minos, µε βάση πειραµατικά δεδοµένα που προέρχονται από 

την ανάλυση των αποτυπωµάτων µετά από την εκτοµή του από χρωµοσωµικές θέσεις 
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στη D. melanogaster (Arca et al., 1997), προτείνεται ανάλογο µοντέλο µετάθεσης. Η 

διαφορά του Minos σε σχέση µε το Tc3 είναι το ότι το υπολειπόµενο µέρος των άκρων 

µετά την εκτοµή έχει µήκος τεσσάρων νουκλεοτιδίων. Επειδή οι τετρανουκλεοτιδικές 

προεξοχές που δηµιουργούνται δεν είναι συµπληρωµατικές καθ’ όλο το µήκος τους, µετά 

από την επιδιόρθωση ή την αντιγραφή του DNA προκύπτουν δύο διαφορετικά 

αποτυπώµατα µήκους έξι νουκλεοτιδίων που αποτελούνται από το διπλασιασµένο TA 

και τα τέσσερα τελευταία νουκλεοτίδια του ενός ή του άλλου άκρου (Εικόνα 1).  

cccc….ggggctcg 
gctcgggg….cccc

TA cgagcccc….ggggctcg TA
AT gctcgggg….ccccgagc AT

TAcgag
AT

TA
gagcAT

κοπή

σύνδεση

επιδιόρθωση

Αρχική θέση Νέα θέση

ΜετάθεσηΕκτοµή

TAc
ATg

gTA
cAT

g a

a g

TAcgagTA
ATgctcAT

TActcgTA
ATgagcAT

TA
AT

AT
TA

AT
TA

TA cgagcccc….ggggctcg TA
AT gctcgggg….ccccgagc AT

cccc….ggggctcg
gctcgggg….cccc

Εικόνα 1. Μεταθετό στοιχείο Minos: Μοντέλο µετάθεσης. Κατά την εκτοµή (αριστερά) 

δηµιουργούνται υπολειπόµενα άκρα τεσσάρων νουκλεοτιδίων. Μετά τη σύνδεσή τους, επειδή δεν 

είναι συµπληρωµατικά καθ’ όλο το µήκος τους, ακολουθεί επιδιόρθωση και προκύπτουν τα δύο 

είδη αποτυπωµάτων που απεικονίζονται. Το στοιχείο µετά την εκτοµή µπορεί να εντεθεί σε νέα 

θέση. Κατά την ένθεση (δεξιά), η τρανσποζάση δηµιουργεί δύο κοψίµατα εκατέρωθεν του ΤΑ της 

ένθεσης που δηµιουργούν υπολειπόµενα άκρα, έτσι ώστε κατά την επιδιόρθωση ένα 

διπλασιασµένο ΤΑ να περιβάλλει το στοιχείο. 
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Ένας άλλος µηχανισµός επιδιόρθωσης της “κενής θέσης” µετά την εκτοµή 

περιλαµβάνει τη δράση εξωνουκλεάσης στα υπολειπόµενα άκρα και ακολουθείται από 

επιδιόρθωση χάσµατος (gap repair) µε τη χρήση του οµολόγου χρωµοσώµατος ως 

µήτρα. Σε αυτή την περίπτωση αναλόγως αν το µεταθετό υπήρχε στον οργανισµό σε 

ετεροζυγωτία ή οµοζυγωτία, στην “κενή θέση” δεν υπάρχει αποτύπωµα ή 

ξαναδηµιουργείται το µεταθετό στοιχείο αντίστοιχα. 

Η υδρόλυση στο 3’ άκρο του στοιχείου δηµιουργεί την οµάδα 3’ υδροξυλίου που 

πραγµατοποιεί την πυρηνόφιλη επίθεση. Η ενός βήµατος αντίδραση της ένθεσης έχει 

προταθεί στη βάση της ύπαρξης του συντηρηµένου πρότυπου DDE (Doak et al., 1994). 

Το πρότυπο αυτό είναι συντηρηµένο σε όλες τις τρανσποζάσες της υπεροικογένειας, 

στις ιντεγκράσες των ρετροϊών και στις τρανσποζάσες των βακτηριακών µεταθετών 

στοιχείων (Fayet et al., 1990; Khan et al., 1991). Πιθανώς είναι µέρος του ενεργού 

κέντρου των παραπάνω ενζύµων και παίζει σηµαντικό ρόλο στην ενός βήµατος 

αντίδραση µεταφοράς φωσφόρου (one-step phosphoryl transfer reaction; Drelich et al., 

1992). Το προτεινόµενο µοντέλο εξηγεί και την προέλευση των αποτυπωµάτων στο 

σηµείο εκτοµής. 

 
1.3 Μεταθετά στοιχεία και εύρος ξενιστών 

 

Τα µεταθετά στοιχεία της οικογένειας hAT, της υπεροικογένειας mariner-Tc1 

καθώς και το piggyBac παρουσιάζουν ικανότητα µετάθεσης σε οργανισµούς 

διαφορετικούς από τους φυσικούς ξενιστές τους. Σε αυτό το κεφάλαιο θα γίνει αναφορά 

για το εύρος ξενιστών της υπεροικογένειας mariner-Tc1 και του piggyBac. Μερικά από 

τα στοιχεία της οικογένειας hAT, που είναι ενεργά σε ξενιστές εκτός του οργανισµού στον 

οποίο ανακαλύφθηκαν, θα αναφερθούν σε παρακάτω κεφάλαιο. 

Οι µελέτες της ενεργότητας των µεταθετών σε διάφορους οργανισµούς 

πραγµατοποιείται µε πειράµατα γενετικού µετασχηµατισµού (Loukeris et al., 1995a; 

Loukeris et al., 1995b), µε δοκιµασίες εκτοµής (Rio et al., 1986; Klinakis et al., 2000a), 

µε δοκιµασίες µετάθεσης (O’ Brochta et al., 1994; O’ Brochta et al., 1996; Klinakis et al., 

2000a), µε πειράµατα µετάθεσης από πλασµίδιο στο γονιδίωµα κυτταρικών σειρών 

(Klinakis et al., 2000b; Ivics et al., 1997) και µε πειράµατα µετάθεσης από χρωµοσωµική 

θέση – στην οποία το στοιχείο δεν έχει ενσωµατωθεί µέσω µετάθεσης -  σε νέα 

χρωµοσωµική θέση (Fisher et al., 2001, Horie et al., 2001). Στους Πίνακες 1 και 2 
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καταγράφονται οι ξενιστές των µεταθετών στοιχείων της υπεροικογένειας mariner-Tc1 

και του piggyBac αντίστοιχα. 
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Tc1 C. elegans 
Νηµατώδης al., 1998 

‘Ανθρωπος* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Schouten et 

  Ustilago maydis 
(basidiomycete) 

Μετασχηµατισµός Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Ladendorf et 
al., 2003 

Tc3 C. elegans 
Νηµατώδης 

Zebrafish Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Raz et al., 
1998 

SB Ψάρια Άνθρωπος* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Ivics et al., 
1997 

  Ψάρια* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Ivics et al., 
1997 

  Zebrafish Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Davidson et al., 
2003 

  ES cells* ∆ιαµόλυνση Χρωµόσωµα Χρωµόσωµα Luo et al., 
1998 

  Σπονδυλωτά* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Izsvak et al., 
2000 

  Ποντικός  ∆ιασταύρωση Χρωµόσωµα Χρωµόσωµα Fischer et al., 
2001 

Himar1 H. irritans 
 Έντοµο 

E. coli Μετασχηµατισµός Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Rubin et al., 
1999 

  M. smegmatis 
(mycobacteria) 

Μετασχηµατισµός Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Rubin et al., 
1999 

  M. acetivorans 
(αρχαιοβακτήριο) 

Μετασχηµατισµός Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Zhang et al., 
2000 

  Άνθρωπος* Επιµόλυνση και 
∆ιαµόλυνση 

Πλασµίδιο Πλασµίδιο Zhang et al., 
1998 

Mos1 D. mauritiana 
Έντοµο 

D. melanogaster 
(έντοµο) 

∆ιασταύρωση Χρωµόσωµα Χρωµόσωµα Garza et al., 
1991 

  D. virilis 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Lohe and Hartl, 
1996 

  Ae. aegypti 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Coates et al., 
1998 

  L. cuprina 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Coates et al., 
1997 

  B. tryoni 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Coates et al., 
1997 

  B. mori* 
 

∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Wang et al., 
2000 

  L. major 
Πρωτόζωα 

Μετασχηµατισµός Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Gueiros-Filho et 
al., 1997 

  Κοτόπουλο Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Sherman et al., 
1998 

  Zebrafish Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Fadool et al., 
1998 

  C. elegans Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Bessereau et 
al., 2001 

Minos D. hydei 
Έντοµο 

D. melanogaster 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Loukeris et al., 
1995a 

  C. capitata 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Loukeris et al., 
1995b 

  A. gambiae* 
(έντοµο) 

∆ιαµόλυνση 
  

Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Catteruccia et 
al., 2000a 

  A. stephensi 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Catteruccia et 
al., 2000b 

  Ae. aegypti* 
(έντοµο) 

∆ιαµόλυνση 
  

Πλασµίδιο Πλασµίδιο Klinakis et al., 
2000a 

  S. frugiperda* 
(έντοµο) 

∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Klinakis et al., 
2000a 

  B. mori 
(έντοµο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Shimizu et al., 
2000 

  Gryllus 
bimaculatus (έντ) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Zhang et al., 
2002 

  Άνθρωπος* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Klinakis et al., 
2000b 

  Ciona intestinalis 
(ασκίδιο) 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Sasakura et 
al., 2003 

Πίνακας 1. Μεταθετά στοιχεία της υπεροικογένειας mariner-Tc1 και εύρος ξενιστή  
  
 Στοιχείο     Αρχικός ξενιστής       Νέος ξενιστής          Μέθοδος                   Εκτοµή από      Ένθεση σε         Αναφορά 

 19



 
 

Πίνακας 2. Μεταθετό στοιχείο piggyBac της Trichoplusia ni (λεπιδόπτερο) και εύρος 
ξενιστών 
Νέος ξενιστής                  Μέθοδος                   Εκτοµή από                 Ένθεση σε               Αναφορά 

 

Girardia tigrina Μικροένεση και 

ηλεκτροπόρωση 

Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Gonzalez-Estevez et al., 

2003 

Tribolium castaneum Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Lorenzen et al., 2003 

 

Athalia rosae Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Sumitani et al., 2003 

 

D. melanogaster Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Handler and Harrell, 1999 

 

Mamestra brassicae* ∆ιαµόλυνση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Mandrioli and Wimmer, 

2003  

Anopheles albimanus Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Perera at al., 2002 

 

Aedes aegypti Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Kokoza et al., 2001 

 

Bombyx mori Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Tamura et al., 2000 

 

Anopheles gambiae Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Grossman et al., 2001 

 

Lucilia cuprina Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Heinrich et al., 2002 

 

Anopheles stephensi Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Nolan et al., 2002 

 

Musca domestica Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Hediger et al., 2001 

 

Aedes albopictus, Ae. 

triseriatus 

Μικροένεση Πλασµίδιο Πλασµίδιο Lobo et al., 2001 

Anastrepha suspensa Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Handler and Harrell, 2001 

 

Bactrocera dorsalis Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Handler and McCombs, 

2000 
Pectinophora 

gossypiella 

Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Peloquin et al., 2000 

Ceratitis capitata Μικροένεση Πλασµίδιο Χρωµόσωµα Handler et al., 1998 

 

* Πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν σε κυτταρικές σειρές. 
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2. Λειτουργική γενωµική 
 

Η πρωτοταγής δοµή του γονιδιώµατος του ποντικού και του ανθρώπου καθώς 

και κάποιων οργανισµών µοντέλων είναι στις µέρες µας γνωστή και ακολουθεί ο 

προσδιορισµός της αλληλουχίας του γονιδιώµατος πολλών ακόµα. Η πληροφορία που 

υπάρχει σχετικά µε τη λειτουργία των γονιδίων είναι πολύ µικρή συγκρινόµενη µε τον 

όγκο της πληροφορίας της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των γονιδίων, καθώς τα γονίδια 

για τα οποία γνωρίζουµε τη λειτουργία τους και τις αλληλεπιδράσεις τους µε προϊόντα 

άλλων γονιδίων αποτελούν ένα µικρό µέρος του συνολικού αριθµού. Πολλές τεχνικές 

έχουν αναπτυχθεί για τη µετάβαση από την πρωτοταγή δοµή στη λειτουργία των 

γονιδίων, µια καινούρια ερευνητική περιοχή η οποία ονοµάζεται Λειτουργική Γενωµική 

(functional genomics, Hicks et al., 1997; Woychik et al., 1998). Η βιοπληροφορική παίζει 

σπουδαίο ρόλο στην οµαδοποίηση γονιδίων και πρωτεϊνών µε βάση οµοιότητες σε 

νουκλεοτιδικό και αµινοξικό επίπεδο, αντίστοιχα, και στην αναγνώριση νέων γονιδίων. Οι 

διατάξεις (arrays, Schena et al., 1996), η διαφορική παρουσίαση (differential display, 

Liang and Pardee, 1995), η σειριακή ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης (serial analysis 

of gene expression-SAGE, Velculescu et al., 1995), η φασµατοσκοπία µάζας, η ανάλυση 

πρωτεϊνών σε πηκτώµατα δύο διαστάσεων και το σύστηµα εύρεσης αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ πρωτεϊνών “των δύο υβριδίων” (two-hybrid screen, Fields and Sternglanz, 1994; 

Fromont-Racine et al., 1997) αποτελούν πειραµατικές προσεγγίσεις που δίνουν 

σηµαντικές πληροφορίες για τη δράση αγνώστων έως τώρα γονιδίων. Παρόλα αυτά η 

ολοκληρωµένη ανάλυση για τη λειτουργία του κάθε γονιδίου θα προκύψει από µελέτη 

των γονιδίων στο φυσικό τους περιβάλλον, στο επίπεδο του οργανισµού. Όσον αφορά 

στην εύρεση της λειτουργίας των ανθρώπινων γονιδίων χρησιµοποιούνται κυτταρικές 

σειρές και ο ποντικός ως οργανισµός µοντέλο. Ο ποντικός προσφέρει το µεγάλο 

πλεονέκτηµα της χρήσης των εµβρυϊκών βλαστικών κυττάρων (Embryonic Stem cells). 

Σε αυτά µπορούν να δηµιουργηθούν µεταλλάξεις, µε διάφορους τρόπους που θα 

συζητηθούν παρακάτω, και στη συνέχεια τα κύτταρα αυτά έχουν την ικανότητα 

δηµιουργίας σειρών ποντικών όπου µελετάται η µετάλλαξη in vivo. 

Η δηµιουργία µεταλλάξεων στον ποντικό µπορεί να γίνει µε ακτίνες Χ , µε χηµικές 

ουσίες (Kasarskis et al., 1998), µε µεταλλαξιγένεση µέσω ενθέσεων (insertional 

mutagenesis, Soriano et al., 1987), µε στόχευση γονιδίων µε οµόλογο ανασυνδυασµό 

(gene targeting, Bradley, 1993; Ramirez-Solis et al., 1993) και µε παγίδευση γονιδίων 

(gene trapping, Friedrich and Soriano, 1991; Evans et al., 1997).  
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2.1 Παγίδευση γονιδίων 
 

Η παγίδευση γονιδίων περιλαµβάνει την παγίδευση ενισχυτών, υποκινητών, 

γονιδίων/εξωνίων και σηµάτων πολυαδενυλίωσης. Στην παγίδευση ενισχυτών οι 

κατασκευές οι οποίες χρησιµοποιούνται φέρουν ένα γονίδιο αναφοράς υπό τον έλεγχο 

ελάχιστου υποκινητή και ένα δείκτη επιλογής υπό τον έλεγχο συστατικού υποκινητή για 

την επιλογή όλων των γεγονότων ενσωµάτωσης της κατασκευής στο γένωµα. Αν κατά 

την ενσωµάτωση το γονίδιο αναφοράς τεθεί υπό τον έλεγχο γειτονικού ενισχυτή, η 

ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς οδηγεί στο χαρακτηρισµό του ενισχυτή. 

Μικρό µέρος των ενθέσεων είναι µεταλλαξιγόνες. Η παγίδευση ενισχυτών έχει 

χρησιµοποιηθεί ευρέως στη Drosophila melanogaster µε γονίδιο αναφοράς το lacZ υπό 

τον έλεγχο ελάχιστου υποκινητή, κλωνοποιηµένο στο µεταθετό στοιχείο P µαζί µε ένα 

δείκτη επιλογής (χρώµα µατιού) (O’ Kane and Gehring, 1987; Bellen et al., 1989; Sentry 

et al., 1994). Στον ποντικό λίγες αναφορές υπάρχουν για παγίδευση ενισχυτών (Kothary 

et al., 1988, Allen et al., 1988). Ο προσδιορισµός του παγιδευµένου γονιδίου µε αυτή τη 

µέθοδο είναι περίπλοκη διαδικασία και γι’ αυτό η µέθοδος δεν προτιµάται για µεγάλης 

κλίµακας µεταλλαξιγένεση.  

Στην παγίδευση υποκινητών, οι φορείς φέρουν γονίδιο αναφοράς που στερείται 

υποκινητή και έχει κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης. ∆ίπλα στο γονίδιο αναφοράς 

µπορεί να φέρουν έναν αυτόνοµο δείκτη επιλογής για την επιλογή όλων των γεγονότων 

ενσωµάτωσης του φορέα στο γένωµα. Η ενσωµάτωση του φορέα µέσα σε εξώνιο ή 

πολύ κοντά σε κάποιο υποκινητή µεταγραφικά ενεργού γονιδίου ενεργοποιεί το γονίδιο 

αναφοράς. Μεγάλο µέρος των ενθέσεων είναι µεταλλαξιγόνες γιατί εµποδίζεται η 

παραγωγή ακέραιης ενδογενούς πρωτεΐνης. 

Στην παγίδευση γονιδίων/εξωνίων οι φορείς φέρουν ένα δέκτη συρραφής πριν το 

κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης του γονιδίου αναφοράς (η παρουσία του ΑΤG είναι 

προαιρετική). Η ενσωµάτωση του φορέα σε ιντρόνιο κατά τη φορά έκφρασης 

µεταγραφικά ενεργού ενδογενούς γονιδίου οδηγεί σε υβριδικό µετάγραφο. Αν η ένθεση 

έχει γίνει κατά τέτοιο τρόπο ώστε το αναγνωστικό πλαίσιο του  γονιδίου αναφοράς να 

συµπίπτει µε του ενδογενούς γονιδίου, τότε παράγεται υβριδική πρωτεΐνη από µέρος της 

ενδογενούς πρωτεΐνης  και της πρωτεΐνης αναφοράς.  Μεγάλο µέρος των ενθέσεων είναι 

µεταλλαξιγόνες γιατί εµποδίζεται η παραγωγή ακέραιης ενδογενούς πρωτεΐνης. Τα πιο 

γνωστά γονίδια αναφοράς για την παγίδευση εξωνίων είναι το lacZ και το geo (προϊόν 

σύντηξης των γονιδίων lacZ και του γονιδίου της ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη).  
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Στην παγίδευση σηµάτων πολυαδενυλίωσης  οι φορείς φέρουν το γονίδιο 

αναφοράς υπό τον έλεγχο συστατικού υποκινητή αλλά χωρίς σήµα πολυαδενυλίωσης. 

Λόγω της έλλειψης αυτού το µετάγραφο είναι ασταθές µε αποτέλεσµα να µην παράγεται 

η πρωτεΐνη αναφοράς εκτός και αν µετά την ένθεση του φορέα γίνει σύντηξη µε σήµα 

πολυαδενυλίωσης ενδογενούς γονιδίου (Niwa et al., 1993; Yoshida et al., 1995). Γι αυτό 

το λόγο το γονίδιο αναφοράς φέρει έναν δότη συρραφής που επιτρέπει τη συρραφή του 

µε εξώνια ενδογενών γονιδίων. Στη µέθοδο αυτή, η έκφραση του γονιδίου αναφοράς  

δεν εξαρτάται από τη µεταγραφική ενεργότητα του ενδογενούς γονιδίου και η ένθεση του 

φορέα δεν οδηγεί σε µετάλλαξη εκτός και αν προστεθεί κασέτα παγίδευσης αλληλουχιών 

από το 5’ άκρο (παγίδευση υποκινητών ή γονιδίων/εξωνίων). 

 

2.2 Μέθοδοι για τη δηµιουργία µεταλλάξεων στον ποντικό 
 
2.2.1 Χηµική µεταλλαξιγένεση  
 

Η ικανότητα του ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) να προκαλεί σηµειακές µεταλλάξεις  

στον ποντικό έχει συµβάλλει στην αναγνώριση γονιδίων που ελέγχουν την ανάπτυξη, 

βιοχηµικές αντιδράσεις, τους κιρκάδιους ρυθµούς κ.ά. Η µέθοδος έχει χρησιµοποιηθεί 

για την αναγνώριση επικρατών µη θνησιγόνων µεταλλάξεων (Peters et al., 1986; Favor 

et al., 1991; King et al., 1997), µε τον έλεγχο των απογόνων αρσενικών που έχουν 

ενεθεί µε ENU για την εύρεση επικρατών φαινοτύπων (Εικόνα 2Α). Επίσης η 

µεταλλαξιγένεση µε ENU έχει χρησιµοποιηθεί και για την αναγνώριση υποτελών 

µεταλλάξεων. Όσον αφορά στις µη θνησιγόνες µεταλλάξεις, αυτές µπορούν να 

αναγνωριστούν σε συγκεκριµένες χρωµοσωµικές περιοχές µετά από διασταύρωση 

αρσενικών που έχουν ενεθεί µε ENU µε θηλυκές οι οποίες φέρουν γνωστά 

χρωµοσωµικά ελλείµµατα (Εικόνα 2Β). Τα στελέχη µε ελλείµµατα είναι καλά 

χαρακτηρισµένα και η εύρεση του µεταλλαγµένου γενετικού τόπου διευκολύνεται. Με 

αυτόν τον τρόπο όµως δεν διαχωρίζονται οι επικρατείς µεταλλάξεις µέσα ή έξω από την 

αντίστοιχη περιοχή του ελλείµµατος από τις υποτελείς που ανιχνεύονται λόγω έλλειψης 

του αγρίου τύπου αλληλοµόρφου τους.  
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Εικόνα 2. Μεταλλαξιγένεση µε 

ENU στον ποντικό. (Α) Ανίχνευση 

επικρατών µη θνησιγόνων 

µεταλλάξεων. Τα ενεµένα µε ENU 

αρσενικά διασταυρώνονται µε 

θηλυκές µη ενεµένες και στους 

απογόνους αυτών γίνεται έλεγχος 

για την ανίχνευση  επικρατών µη 

θνησιγόνων µεταλλάξεων. (Β) 
Ανίχνευση υποτελών µη 

θνησιγόνων µεταλλάξεων σε 

συγκεκριµένες περιοχές του 

γενώµατος για τις οποίες 

υπάρχουν σειρές που φέρουν 

ελλείµµατα. Τα ενεµένα µε ENU 

αρσενικά διασταυρώνονται µε 

θηλυκές ηµίζυγες για τα 

ελλείµµατα και στους απογόνους  

αυτών γίνεται έλεγχος για 

µεταλλάξεις. Οι επικρατείς 

µεταλλάξεις δεν διαχωρίζονται  

έλεγχος στα albino
για υποτελείς
θνησιγόνες µεταλλάξεις

θηλυκόαρσενικό

F1

έλεγχος Α

Β

Γ

ENU

ENU

έλεγχος για υποτελείς
µη θνησιγόνες 
µεταλλάξεις

σειρά µε 
έλλειµµα

ENU C

+  C

+   +

+   +

+   +

C σειρά µε 
έλλειµµα+  Cch

+   +

+  Cch +   +

αγρίου τύπου

C

+  Cch

φορέας, light
chinchilla

C

αρσενικό θηλυκό

θηλυκόαρσενικό

στην περίπτωση αυτή. (Γ) Ανίχνευση υποτελών θνησιγόνων µεταλλάξεων σε συγκεκριµένες 

περιοχές του γενώµατος για τις οποίες υπάρχουν σειρές που φέρουν ελλείµµατα. Το χρωµόσωµα 

που θα ελεγχθεί για µεταλλάξεις και το οµόλογο του ελλείµµατος χρωµόσωµα είναι γενετικά 

µαρκαρισµένα: το πρώτο φέρει τη µετάλλαξη albino (C, άσπρο χρώµα τριχώµατος) και το δεύτερο 

φέρει το µεταλλαγµένο αλληλόµορφο chinchilla (Cch, chinchilla χρώµα τριχώµατος) στον γενετικό 

τόπο albino. Σύµφωνα µε το σχήµα διασταυρώσεων που απεικονίζεται, τρεις κατηγορίες 

ποντικών, όσον αφορά στο χρώµα του τριχώµατος, θα προκύψουν (άσπρο, ανοιχτό chinchilla και 

αγρίου τύπου). Τα ποντίκια µε άσπρο χρώµα φέρουν πιθανές µεταλλάξεις στην περιοχή του 

ελλείµµατος. Έλλειψη άσπρων ποντικών µετά από τη διασταύρωση σηµαίνει την ύπαρξη 

υποτελούς θνησιγόνου µετάλλαξης. Με αυτόν τον τρόπο ανιχνεύονται και υποτελείς µη 

θνησιγόνες µεταλλάξεις ενώ οι επικρατείς µεταλλάξεις ξεχωρίζουν από την πρώτη διασταύρωση. 

Ο ρόµβος απεικονίζει µετάλλαξη που προκάλεσε το ENU. 

 

Όσον αφορά στην αναγνώριση υποτελών θνησιγόνων µεταλλάξεων, αυτή 

πραγµατοποιείται µε δύο τρόπους. Ο απλούστερος είναι η εύρεση υποτελών 

θνησιγόνων µεταλλάξεων σε συγκεκριµένες θέσεις µετά από διασταύρωση των 
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ενεµένων ποντικών µε θηλυκές οι οποίες φέρουν γνωστά χρωµοσωµικά ελλείµµατα στις 

θέσεις αυτές και γονίδια δείκτες (π.χ. χρώµα τριχώµατος). Ο τρόπος αυτός χρειάζεται 

δύο γενεές ποντικών από τα ενεµένα αρσενικά ποντικών. Για παράδειγµα, 24 τέτοιες 

µεταλλάξεις αναγνωρίστηκαν όταν βρέθηκαν in trans µε κάποια ελλείµµατα γύρω από 

τον γενετικό τόπο του γονιδίου albino (Rinchik et al., 1990a; Rinchik and Carpenter, 

1999, Εικόνα 2Γ). Με αυτόν τον τρόπο ανιχνεύονται και υποτελείς µη θνησιγόνες 

µεταλλάξεις ενώ οι επικρατείς µεταλλάξεις ξεχωρίζουν από την πρώτη διασταύρωση. Ο 

δεύτερος τρόπος απαιτεί µια επιπλέον γενεά ποντικών αλλά έχει το πλεονέκτηµα ότι δεν 

περιορίζει την εύρεση µεταλλάξεων σε συγκεκριµένες περιοχές του γενώµατος (Εικόνα 

3). Σε πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µε ENU για την εύρεση µεταλλάξεων που 

επηρεάζουν τον πρόσθιο εγκέφαλο αποµονώθηκαν 4 µεταλλάξεις από 150 

µεταλλαγµένες “σειρές” (αρσενικοί απόγονοι ενεµένων αρσενικών) (Hentges et al., 

1999). Όταν το ερώτηµα είναι πιο γενικό, όπως εύρεση µεταλλάξεων που επηρεάζουν το 

έµβρυο κατά το µέσο της εγκυµοσύνης, αποµονώνονται περισσότερες µεταλλάξεις από 

τις αρχικές µεταλλαγµένες “σειρές” (µία µετάλλαξη ανά 5 µε 10 “σειρές” που ελέγχονται, 

Kasarskis et al., 1998).  
Εικόνα 3. Ανίχνευση υποτελών 
θνησιγόνων µεταλλάξεων στον 
ποντικό µετά από µεταλλαξιγένεση 
µε ENU. Αρσενικοί ποντικοί (F1), 

ετερόζυγοι για πολλές διαφορετικές 

µεταλλάξεις, απόγονοι των αρσενικών 

που ε καν µε ENU, διασταυρώνονται 

µε θηλυκές και στην επόµενη γενεά (G2) 

κάθε θηλυκή έχει 50% πιθανότητα να 

έχει κληρονοµήσει οποιαδήποτε 

µετάλλαξη φέρει ο F1 αρσενικός. Αν 

φέρει συγκεκριµένη µετάλλαξη τότε µετά 

τη διασταύρωσή της µε τον πατέρα της 

(F1) το 25% των απογόνων της θα είναι 

οµόζυγοι για τη µετάλλαξη αυτή. Η 

ύπαρξη χαρτογραφηµένων πολυµορφισµών µεταξύ των στελεχών βάσει της Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης ολυµεράσης (PCR-based polymorphisms), διευκολύνει την κλωνοποίηση του 

µεταλλαγµένου γενετικού τόπου. Για το λόγο αυτό σε τέτοιου είδους πειράµατα οι διασταυρώσεις 

πραγµατοποιούνται µεταξύ διαφορετικών στελεχών (µαύρο και καφέ στην εικόνα). Ο 

ρόµβοςαπεικονίζει µετάλλαξη που προκάλεσε το ENU. 

νέθη

Π  

θηλυκό +/+ αρσενικό +/+

ENU

F1 αρσενικό /+ θηλυκό +/+

50% θηλυκoί
απόγονοι /+

έµβρυα 25% /

φαινότυπος ?

G2

G3
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Στην ταυτοποίηση του µεταλλαγµένου γενετικού τόπου βοηθά η ύπαρξη καλά 

χαρακτηρισµένων στελεχών ποντικών και η αλληλουχία του γονιδιώµατος. Περίπου 24 

ετερόζυγοι ποντικοί, φορείς της µετάλλαξης, χρειάζονται για τη χαρτογράφησή της σε 

περιοχή 20 centimorgan (1% του γενώµατος) µε τη χρήση 8000 χαρτογραφηµένων 

πολυµορφισµών βασισµένων στην Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR-based 

polymorphisms). Με 2000 αντιδράσεις PCR,  η µετάλλαξη χαρτογραφείται σε µια µικρή 

χρωµοσωµική περιοχή (Anderson, 2000). Λαµβάνοντας υπ’ όψιν ότι η µεταλλαξιγέννεση 

µε ENU οδηγεί στην παραγωγή “σειρών” που φέρουν περίπου 100 µεταλλάξεις η κάθε 

µία,  η ταυτοποίηση της µετάλλαξης που προκαλεί το φαινότυπο φαίνεται αρκετά 

δύσκολη διαδικασία. Σε πέντε, όµως, από τις έξι µεταλλάξεις που αποµονώθηκαν σε 

πειράµατα µεταλλαξιγένεσης τέτοιου τύπου, οι φαινότυποι χαρτογραφήθηκαν σε ένα 

µόνο γενετικό τόπο (Hentges et al., 1999; Kasarskis et al., 1998). 

Μετά από ειδικά τεστ (specific locus test, Hitotsumachi et al., 1985) υπολογίστηκε 

ότι σε 1000 αρσενικούς απογόνους ενεµένων µε ENU αρσενικών ποντικών υπάρχουν 

κατά µέσο όρο 1,3 µεταλλάξεις ανά γονίδιο που οδηγούν σε ορατό φαινότυπο. Σε 

κατανοµή Poisson οι µεταλλάξεις που υπάρχουν στους 1000 απογόνους 

αντιπροσωπεύουν το 70% του κορεσµένου από µεταλλάξεις σε κάθε γενετικό τόπο 

γενώµατος. 

Η µεταλλαξιγένεση µε ENU και ακτίνες Χ, είναι αποτελεσµατική και 

χρησιµοποιείται αρκετά αλλά οι εφαρµογές της είναι περιορισµένες. Στις περιπτώσεις 

όπου είναι επιθυµητός ο κορεσµός του γενώµατος µε µεταλλάξεις τέτοιου τύπου, 

απαιτείται µεγάλος αριθµός ζώων και διασταυρώσεων και πολύς κόπος για τη 

χαρτογράφηση των µεταλλαγµένων γονιδίων. 

Μία άλλη µέθοδος χηµικής µεταλλαξιγένεσης που συχνά οδηγεί σε ελλείµµατα ή 

µετατοπίσεις είναι η µεταλλαξιγένεση µε chlorambucil (Rinchik et al., 1990b). Η ιδιότητα 

αυτή καθιστά το συγκεκριµένο µεταλλαξιγόνο χρήσιµο εργαλείο για τη δηµιουργία σειρών 

ποντικών µε χρωµοσωµικά ελλείµµατα. 

 

2.2.2 Μεταλλαξιγένεση µε ηλεκτροπόρωση γυµνού DNA 
 

Οι µέθοδοι µεταλλαξιγένεσης µε τη χρήση φορέων DNA διακρίνονται σε δύο 

τύπους: τη στόχευση γονιδίων (gene targeting) και την παγίδευση γονιδίων (gene 

trapping). Η στόχευση γονιδίων (Bradley, 1993; Ramirez-Solis et al., 1993) βασίζεται 

στον οµόλογο ανασυνδυασµό και χρησιµοποιείται για τη µετάλλαξη συγκεκριµένων 
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γονιδίων. DNA που φέρει αλληλουχίες του γονιδίου εκατέρωθεν δείκτη επιλογής, 

εισάγεται στα κύτταρα ES µε ηλεκτροπόρωση, επιλέγονται οι αποικίες στις οποίες έγινε 

στόχευση και στη συνέχεια από αυτές µπορεί να δηµιουργηθεί ποντικός που να φέρει 

την µετάλλαξη, στον οποίο η µελέτη θα γίνει in vivo. Η µέθοδος είναι πολύ 

αποτελεσµατική αλλά έχει µειονεκτήµατα. Περιορίζεται στη µετάλλαξη των γονιδίων που 

είναι ήδη γνωστά, για κάθε γονίδιο απαιτείται και η κατασκευή διαφορετικού φορέα 

στόχευσης που φέρει µέρος της αλληλουχίας του και τέλος η µετάλλαξη όλων των 

γονιδίων µε αυτόν τον τρόπο είναι πολύ χρονοβόρα. 

Η παγίδευση γονιδίων γίνεται µε ηλεκτροπόρωση σε κυττάρα ES (Friedrich and 

Soriano, 1991; Skarnes et al., 1992; Kothary et al., 1988; Allen et al., 1988; Niwa et al., 

1993) µε φορείς παγίδευσης γονιδίων που περιγράφτηκαν στο κεφάλαιο 2.1. Πιο 

εξελιγµένα γονίδια αναφοράς από αυτά, µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

παγίδευση γονιδίων µε συγκεκριµένα χαρακτηριστικά π.χ. γονιδίων που κωδικοποιούν 

µεµβρανικές ή εκκρινόµενες πρωτεΐνες (Skarnes et al., 1995). Στόχο αποτελούν όλα τα 

γονίδια και δεν απαιτείται πληροφορία για την αλληλουχία τους. Με την µέθοδο αυτή το 

µεταλλαγµένο γονίδιο “σηµαίνεται” καθώς εισάγεται σε αυτό DNA γνωστής αλληλουχίας. 

Αυτό βοηθά σηµαντικά στην κλωνοποίησή του. Η µέθοδος αυτή ενδείκνυται για µεγάλης 

κλίµακας µεταλλαξιγένεση και όσον αφορά στα κύτταρα ES, από αυτά µπορεί να 

δηµιουργηθεί ποντικός που να φέρει την µετάλλαξη, στον οποίο η µελέτη θα γίνει in vivo. 

Τα προβλήµατα της συγκεκριµένης µεθόδου είναι ότι η ηλεκτροπόρωση συχνά οδηγεί σε 

ένθεση πολλών αντιγράφων (concatamers) του φορέα στην ίδια θέση (Friedrich and 

Soriano 1991) και η ένθεση µπορεί να προκαλέσει ελλείψεις και αναδιατάξεις του 

χρωµοσωµικού DNA στην περιοχή όπου πραγµατοποιείται. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα 

την αλλοίωση της δοµής του DNA η οποία µπορεί να επηρεάσει εκτός από το 

παγιδευµένο γονίδιο και γειτονικά (Niwa et al., 1993). Το ποσοστό του γενωµικού DNA 

που µπορεί να αποτελέσει στόχο για ενθέσεις δεν είναι γνωστό.  

 
2.2.3 Μεταλλαξιγένεση µε τροποποιηµένους ρετροϊούς 

 

Αρχικά οι τροποποιηµένοι ρετροϊοί (Moloney murine leukemia virus) 

χρησιµοποιήθηκαν σε πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µέσω ενθέσεων (insertional 

mutagenesis) µε µόλυνση εµβρύων πριν ή µετά την εµφύτευσή τους. Μέρος των 

ρετροϊών ενσωµατώνεται στο γένωµα των βλαστοµεριδίων που µολύνουν (προϊοί) και 

πολλές από τις ενθέσεις (70-100%) είναι κληρονοµήσιµες (Jaenisch et al., 1983; Soriano 
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and Jaenisch, 1986; Soriano et al., 1987). Ποσοστό 4% των ενθέσεων των προϊών, σε 

οµόζυγη κατάσταση, αποτελούν υποτελείς θνησιγόνες µεταλλάξεις (Soriano et al., 1987).  

Στη συνέχεια στους ρετροϊούς προστέθηκαν κασέτες παγίδευσης υποκινητών 

(von Melchner et al., 1990;  von Melchner et al., 1992), στο LTR τους. Η τροποποίηση 

δεν επηρεάζει τη λειτουργία του ιού. Οι ιοί µολύνουν και ενσωµατώνονται στο γένωµα 

των κυττάρων ES, στα οποία η λειτουργία του γονιδίου αναφοράς για την παγίδευση 

υποκινητών δεν φαίνεται να επηρεάζεται από ρυθµιστικά στοιχεία του ιού αλλά µόνο από 

ενεργούς ενδογενείς υποκινητές (Τα LTRs δεν είναι µεταγραφικά ενεργά στα κύτταρα 

ES). Οι κλώνοι που φέρουν παγιδευµένους υποκινητές µπορούν να δηµιουργήσουν 

ποντικούς για τη µελέτη της µετάλλαξης in vivo. Περίπου το 50% των ενθέσεων των 

προϊών αποτελούν υποτελείς θνησιγόνες µεταλλάξεις σε οµόζυγη κατάσταση (von 

Melchner et al., 1992). 

Μεταγενέστερα στους τροποποιηµένους ιούς προστέθηκαν κασέτες παγίδευσης 

γονιδίων µε δέκτη συρραφής (Friedrich and Soriano, 1991), οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν 

µε επιτυχία. Τέλος δηµιουργήθηκαν τροποποιηµένα γονίδια αναφοράς (GFNR) για την 

παγίδευση επαγόµενων γονιδίων σε κυτταρικές σειρές (MLP-29, Medico et al., 2001). 

Η χρήση ιικών φορέων για µεταλλαξιγένεση βοηθά σηµαντικά στην κλωνοποίηση 

του µεταλλαγµένου γονιδίου γιατί αυτό “σηµαίνεται” καθώς εισάγεται σε αυτό DNA 

γνωστής αλληλουχίας. Οι ενθέσεις των ρετροϊών δεν οδηγούν σε ελλείψεις και 

αναδιατάξεις του γενωµικού DNA. Με την τιτλοδότηση του ιού πριν την µόλυνση 

χρησιµοποιείται ο κατάλληλος τίτλος που οδηγεί σε µοναδιαίες ενθέσεις στην 

πλειοψηφία των κυττάρων. Η συγκεκριµένη µέθοδος όµως, παρουσιάζει περιορισµούς 

όσον αφορά στον κορεσµό του γενώµατος µε ενθέσεις, διότι οι ιοί έχουν επιλεκτικότητα 

στην ένθεσή τους και προτιµούν να εισέρχονται κοντά σε θέσεις που είναι ευαίσθητες 

στην ενδονουκλεάση DNAseI (Vijaya et al., 1986) ή σε µεταγραφικά ενεργές περιοχές 

(Scherdin et al., 1990). Επίσης στην περίπτωση των ρετροϊών είναι απαραίτητη η 

ύπαρξη και δεύτερης κυτταρικής σειράς για την παραγωγή των ιοσωµάτων. Τέλος τα 

LTR σε κάποιες περιπτώσεις λειτουργούν ως ενισχυτές και αλλοιώνουν τα επίπεδα 

έκφρασης παρακείµενων γονιδίων (Jonkers and Berns, 1996; Allen and Berns, 1996; 

Berns et al., 1999). 
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3. Μεταθετά στοιχεία και λειτουργική γενωµική 
 

 Η χρήση των µεταθετών στοιχείων στη µεταλλαξιγένεση έχει συµβάλλει πολύ στη 

µετάβαση από την αλληλουχία στη λειτουργία των γονιδίων. Ένα µεταθετό στοιχείο για 

να θεωρηθεί ικανό εργαλείο για µεγάλης κλίµακας µεταλλαξιγένεση (genome wide 

mutagenesis) σε διάφορα είδη θα πρέπει να πληροί τις παρακάτω προϋποθέσεις: να 

είναι ενεργό σε διαφορετικούς οργανισµούς, να µετατίθεται µε υψηλή συχνότητα στο 

γένωµα ώστε να είναι εφικτός ο κορεσµός του γενώµατος µε ενθέσεις και να µην 

παρουσιάζει επιλεκτικότητα στη θέση ένθεσης. Στα επόµενα κεφάλαια θα 

παρουσιαστούν πειράµατα λειτουργικής γενωµικής µε µεταθετά στοιχεία σε διάφορους 

οργανισµούς καθώς και τα πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα των διαφορετικών 

συστηµάτων.  

 

3.1 Μεταθετά στοιχεία και µεταλλαξιγένεση στα έντοµα 
 

 Φορείς παγίδευσης ενισχυτών, βασισµένοι στο µεταθετό στοιχείο P έχουν 

χρησιµοποιηθεί αποτελεσµατικά στη D. melanogaster (O’ Kane and Gehring, 1987; 

Bellen et al., 1989; Sentry et al., 1994, Wilson et al., 1989) για το χαρακτηρισµό 

µεταγραφικά ενεργών περιοχών. Οι φορείς αυτοί όπως προαναφέρθηκε φέρουν ένα 

γονίδιο αναφοράς (lacZ) υπό τον έλεγχο ελάχιστου υποκινητή και ένα δείκτη επιλογής 

υπό τον έλεγχο συστατικού υποκινητή, για την ανίχνευση όλων των γεγονότων 

µετάθεσης. Τα παραπάνω κλωνοποιούνται ανάµεσα από τα άκρα του στοιχείου P και το 

στοιχείο ενσωµατώνεται στο γένωµα, απ’ όπου κινητοποιείται παρουσία τρανσποζάσης 

από την αρχική του θέση, µέσω µετάθεσης, για να δηµιουργήσει ανεξάρτητες ενθέσεις. 

Το γονίδιο αναφοράς (lacZ) εκφράζεται µόνο εάν το τρανσποζόνιο έχει εντεθεί εντός της 

“εµβέλειας” ενός ενισχυτή. Με τη χρήση τέτοιου είδους φορέων, έχουν προκύψει πολλές 

σειρές που δείχνουν διαφορετικά πρότυπα έκφρασης του lacZ (ιστοειδικά και χρονικά) 

και έχουν αναγνωριστεί τα ενδογενή γονίδια που βρίσκονται υπό τον έλεγχο του 

παγιδευµένου υποκινητή. Βασικό µειονέκτηµα της συγκεκριµένης µεθόδου είναι το ότι 

πολλοί ενισχυτές δρουν από µεγάλη απόσταση, οπότε σε τέτοιες περιπτώσεις είναι 

ιδιαίτερα δύσκολος ο χαρακτηρισµός του γονιδίου που επηρεάζεται από τον 

παγιδευµένο ενισχυτή. Επίσης τα γεγονότα παγίδευσης δεν είναι πάντα µεταλλαξιγόνα.  

Για τους παραπάνω λόγους κατασκευάστηκαν πιο εξελιγµένοι φορείς όπως είναι 

οι φορείς “διπλής παγίδευσης” (Lukacsovich et al., 2001) που φέρουν ανάµεσα στα άκρα 
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του τρανσποζονίου έναν ισχυρό δέκτη συρραφής και ένα γονίδιο αναφοράς (παγίδευση 

εξωνίου) καθώς επίσης και ένα δείκτη επιλογής υπό τον έλεγχο συστατικού υποκινητή 

που στερείται σήµατος πολυαδενυλίωσης (παγίδευση σήµατος πολυαδενυλίωσης) και 

φέρει ισχυρό δότη συρραφής. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, ένθεση του φορέα σε ιντρόνιο 

ενεργού ή όχι γονιδίου οδηγεί σε έκφραση του δείκτη επιλογής, αφού πραγµατοποιηθεί 

συρραφή του µε το επόµενο ιντρόνιο. Στην περίπτωση που το γονίδιο είναι ενεργό, γίνει 

συρραφή του γονιδίου αναφοράς µε το 5’ εξώνιο και το αναγνωστικό πλαίσιο του 

γονιδίου αναφοράς συµπίπτει µε το πλαίσιο του ενδογενούς γονιδίου, το γονίδιο 

αναφοράς θα εκφραστεί. Η µέθοδος αυτή οδηγεί σε µεγάλο ποσοστό µεταλλάξεων 

απώλειας λειτουργίας (loss of function) και σε εύκολη κλωνοποίηση του παγιδευµένου 

γονιδίου. Μία παραλλαγή του παραπάνω σχήµατος είναι η χρήση του γονιδίου της GFP, 

µε έναν ισχυρό δέκτη συρραφής στο 5’ άκρο και ισχυρό δότη συρραφής στο 3’ άκρο, 

κλωνοποιηµένης στο τρανσποζόνιο (protein trapping; Morin et al., 2001). Οι µύγες που 

φθορίζουν φέρουν ένθεση του τρανσποζονίου µέσα σε ιντρόνιο µεταγραφικά ενεργού 

γονιδίου,  το αναγνωστικό πλαίσιο της GFP συµπίπτει µε αυτό του ενδογενούς γονιδίου 

και το γονίδιο της GFP αποτελεί ένα επιπλέον εξώνιο. Εάν η GFP δεν καταστρέφει 

κάποια από τις λειτουργικές περιοχές της παγιδευµένης πρωτεΐνης βοηθά και στον 

υποκυτταρικό εντοπισµό του παγιδευµένου γονιδίου.  

To στοιχείο P δεν παρουσιάζει ενεργότητα εκτός του είδους Drosophila 

melanogaster και των συγγενών του, γεγονός που περιορίζει τη χρήση του. Εντίθεται 

πάντα σε οκτανουκλεοτίδιο, µη αυστηρά καθορισµένης αλληλουχίας, το οποίο 

διπλασιάζεται µετά την ένθεση. Υπάρχουν περιοχές στο γένωµα όπου το στοιχείο αυτό 

προτιµά να εντίθεται (hot spots) και άλλες όπου ποτέ δεν έχει βρεθεί ένθεσή του (cold 

spots). Επιπλέον παρουσιάζει επιλεκτικότητα ένθεσης στις 5’ περιοχές γονιδίων 

(Spradling et al., 1995). Όσον αφορά στην επιλεκτικότητα ένθεσης εντός των µονάδων 

µεταγραφής (transcription units), προτιµά τις 5’ µη µεταφραζόµενες περιοχές. Η χρήση 

των µεταθετών στοιχείων για παγίδευση εξωνίων ευνοείται όταν τα µεταθετά 

παρουσιάζουν τάση ένθεσης σε ιντρόνια. Η ιδιότητα όµως του P να προτιµά τις 5’ 

περιοχές γονιδίων το καθιστά πολύτιµο εργαλείο για πειράµατα κέρδους λειτουργίας 

(gain of function).   

Στη D. melanogaster η επιτυχής µεταλλαξιγένεση µε το P (Cooley et al., 1988, 

Spradling et al., 1995) σε συνδυασµό µε την ανάπτυξη του συστήµατος Gal4 (Brand and 

Perrimon, 1993) οδήγησε στο σχεδιασµό πειραµάτων λειτουργικής γενωµικής µε βάση 

τη δηµιουργία µεταλλάξεων κέρδους λειτουργίας (Rorth, 1996; Rorth et al., 1998). Στα 
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συγκεκριµένα πειράµατα το τρανσποζόνιο φέρει θέσεις πρόσδεσης του µεταγραφικού 

ενεργοποιητή Gal4 και έναν ελάχιστο υποκινητή κοντά στο ένα άκρο καθώς κι έναν 

αυτόνοµο δείκτη επιλογής κοντά στο άλλο άκρο για την ανίχνευση όλων των γεγονότων 

µετάθεσης. Τα ρυθµιστικά αυτά στοιχεία παρουσία του Gal4 ενεργοποιούν τη µεταγραφή 

παρακείµενων γονιδίων. Αρχική ένθεση του τρανσποζονίου κινητοποιείται και 

δηµιουργούνται σειρές µυγών µε διαφορετικές ενθέσεις. Αυτές διασταυρώνονται µε 

κατάλληλες σειρές που εκφράζουν τον ενεργοποιητή Gal4 σε ιστούς στους οποίους θα 

γίνει η µελέτη εύρεσης µεταλλάξεων. Στις διπλά µετασχηµατισµένες µύγες και στους 

προς µελέτη ιστούς ερευνάται η ύπαρξη φαινοτύπου που δηµιουργούν οι ενθέσεις. Ο 

συγκεκριµένος τρόπος µεταλλαξιγένεσης οδηγεί συνήθως σε µεταλλάξεις υπερέκφρασης 

ή εκτοπικής έκφρασης γονιδίων. Με πολύ µικρή συχνότητα ανιχνεύονται και µεταλλάξεις 

που οφείλονται στην παραγωγή  αντι-κωδικού µεταγράφου (antisense).  

Πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µέσω ενθέσεων στη D. melanogaster έχουν 

πραγµατοποιηθεί και µε το µεταθετό στοιχείο piggyBac (Hacker et al., 2003). Με τη 

χρήση του συγκεκριµένου µεταθετού στοιχείου δηµιουργήθηκαν 1741 ενθέσεις. Οι 798 

χαρτογραφούνται στο τρίτο χρωµόσωµα. Το 9% των 798 ενθέσεων είναι υποτελείς 

θνησιγόνες µεταλλάξεις, συχνότητα παρόµοια µε του στοιχείου P (Peter et al., 2002). Το 

piggyBac έχει σηµεία προτίµησης (hot spots) αλλά εντίθεται σε αυτά µε µικρότερη 

συχνότητα από ότι το στοιχείο P στα δικά του. Από τις ενθέσεις που έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε γονίδια (50% των συνολικών ενθέσεων), το 57% χαρτογραφούνται 

σε γονίδια  στα οποία δεν έχουν βρεθεί ποτέ ενθέσεις του στοιχείου P. Το piggyBac έχει 

προτίµηση ένθεσης µέσα ή κοντά σε γονίδια και όσον αφορά στην επιλεκτικότητα 

ένθεσης εντός των µονάδων µεταγραφής (transcription units), προτιµά τα ιντρόνια κοντά 

στο 5’ άκρο των γονιδίων. Άρα χρήση και των δύο µεταθετών στοιχείων στη D. 

melanogaster βοηθά στην προσπάθεια κορεσµού του γενώµατος µε ενθέσεις. Τέλος µε 

συνδυασµό των µεταθετών στοιχείων Minos, Hermes, Mos1 και piggyBac έχουν 

κατασκευαστεί φορείς για µεταλλαξιγένεση µέσω ενθέσεων που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν σε έντοµα εκτός της D. melanogaster (Horn et al., 2003).  

 

3.2 Μεταθετά στοιχεία και µεταλλαξιγένεση στα φυτά 
 

 Στα φυτά τα µεταθετά στοιχεία χρησιµοποιούνται για µεταλλαξιγένεση µέσω 

ενθέσεων και για παγίδευση γονιδίων µε φορείς που φέρουν κασέτες παγίδευσης 

ενισχυτών και εξωνίων. Τα µεταθετά στοιχεία που χρησιµοποιούνται προέρχονται από 
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το καλαµπόκι (Zea mays). Σε αυτό, πειράµατα µεταλλαξιγένεσης πραγµατοποιούνται µε 

τα µεταθετά στοιχεία Ac/Ds (Activator/Dissociator) και MuDR/Mu (Mutator) (Chomet, 

1996; Dellaporta and Moreno, 1996). Η πρώτη αναφορά µεταλλαξιγένεσης φυτού, εκτός 

του καλαµποκιού, µε µεταθετά στοιχεία προερχόµενα από αυτό είναι η µεταλλαξιγένεση 

στο Arabidopsis thaliana µε τη χρήση του µεταθετού στοιχείου Enhancer-Inhibitor (Aarts 

et al., 1993). Το φυτό Arabidopsis thaliana προσφέρεται για πειράµατα µεταλλαξιγένεσης 

µέσω ενθέσεων διότι το γονιδίωµά του είναι γνωστό και “πυκνό”: κατά µέσο όρο σε κάθε 

4,5 Kb συναντάται ένα γονίδιο µέσου µήκους 2,5 Kb. Τα µεταθετά στοιχεία µαζί µε το T-

DNA (Krysan et al., 1999) αποτελούν τα εργαλεία που χρησιµοποιούνται για 

µεταλλαξιγένεση στο Arabidopsis thaliana. Εκτός του Enhancer-Inhibitor, δύο επιπλέον 

συστήµατα από µεταθετά στοιχεία προερχόµενα από το καλαµπόκι έχουν 

χρησιµοποιηθεί: το Ac/Ds (Activator/Dissociator, Sundaresan et al., 1995; Springer et al., 

1995) και το En/Spm (Enchancer/Supressor-mutator, Tissier et al., 1999). Η χρήση τους 

στηρίζεται στην χορήγηση τρανσποζάσης και την κινητοποίηση στοιχείων που ήδη 

βρίσκονται στο γονιδίωµα (µέσω ενθέσεων T-DNA). Η κινητοποίηση των στοιχείων 

αυτών µπορεί να οδηγήσει σε µεταλλαξιγένεση λόγω της ένθεσης (insertional 

mutagenesis) ή σε παγίδευση ενισχυτή (enhancer trapping) ή παγίδευση εξωνίου (exon 

trapping) εάν κλωνοποιηθούν στο µεταθετό στοιχείο τα κατάλληλα γονίδια αναφοράς 

(Sundaresan et al., 1995; Springer et al., 1995). Το γονίδιο της γλυκουρονιδάσης 

χρησιµοποιείται στα φυτά ως γονίδιο αναφοράς σε σχήµατα παγίδευσης γονιδίων. Το 

µεταθετό στοιχείο µπορεί, παρουσία της τρανσποζάσης, να επανακινητοποιηθεί από το 

γονίδιο στο οποίο έχει εντεθεί µε αποτέλεσµα την αναστροφή του φαινοτύπου. Με αυτόν 

τον τρόπο πιστοποιείται το ότι ο µεταλλαγµένος φαινότυπος οφείλεται στη συγκεκριµένη 

ένθεση. Όταν ένα στοιχείο κινητοποιηθεί, συνήθως εισέρχεται σε θέσεις συνδεδεµένες µε 

την αρχική (Parinov and Sundaresan, 2000). Αυτή η ιδιότητα των µεταθετών στοιχείων 

χρησιµεύει στην περίπτωση µελέτης της λειτουργίας συγκεκριµένων γονιδίων. 

Αρχίζοντας µε µια αρχική ένθεση κοντά στα γονίδια αυτά αυξάνεται η πιθανότητα να 

“παγιδευτούν” µετά από την κινητοποίηση του µεταθετού στοιχείου. Η επιλεκτικότητα 

ένθεσης όµως σε γειτονικές θέσεις αποτελεί πρόβληµα σε πειράµατα κορεσµού του 

γενώµατος µε µεταλλάξεις. Ένα άλλο πρόβληµα που προκύπτει από τη χρήση των 

µεταθετών στοιχείων στα φυτά είναι η επιλογή γεγονότων µετάθεσης που στερούνται 

πηγής τρανσποζάσης ώστε η νέα ένθεση να είναι σταθερή. Για τη λύση του 

προβλήµατος αυτού έχουν σχεδιαστεί σχήµατα στα οποία τόσο το γονίδιο της 

τρανσποζάσης όσο και οι ενθέσεις σε γειτονικές περιοχές επιλέγονται αρνητικά µε 
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αποτέλεσµα τη δηµιουργία σειρών όπου οι νέες ενθέσεις είναι σταθερές και έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε θέσεις αποµακρυσµένες από την αρχική. Με τη χρήση του T-DNA 

και των µεταθετών στοιχείων έχουν δηµιουργηθεί µέχρι σήµερα πάνω από 10.000 

διαφορετικές ενθέσεις στο Arabidopsis thaliana (Pan et al., 2003). 

 

3.3 Μεταθετά στοιχεία και µεταλλαξιγένεση στον ποντικό 
 

Στον ποντικό, υπάρχει µία αναφορά για πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µε τη χρήση 

µεταθετών στοιχείων. Το µόνο µεταθετό στοιχείο για το οποίο έχει δειχθεί ότι 

παρουσιάζει ενεργότητα στον ποντικό είναι το SB (Yant et al., 2000; Fischer et al., 2001; 

Horie et al., 2001; Dupuy et al., 2001; Dupuy et al., 2002), το οποίο χρησιµοποιήθηκε 

στην παραπάνω αναφορά (Carlson et al., 2003). Στο συγκεκριµένο πειραµατικό σχήµα 

µεταξύ των άκρων του τρανσποζονίου κλωνοποιήθηκε δέκτης συρραφής, κωδικόνια 

λήξης της µετάφρασης και στα τρία αναγνωστικά πλαίσια και σήµα πολυαδενυλίωσης 

καθώς και το γονίδιο της GFP υπό τον έλεγχο του υποκινητή Rosa26 (Kisseberth et al., 

1999), χωρίς σήµα πολυαδενυλίωσης αλλά µε ισχυρό δότη συρραφής. Το τρανσποζόνιο 

κινητοποιήθηκε στα κύτταρα της γαµετικής σειράς και κάποιες από τις ενθέσεις 

πραγµατοποιήθηκαν µέσα σε γνωστά ή “προβλεπόµενα” γονίδια. Πέντε από τις σειρές 

ποντικών που έφεραν ένθεση σε γονίδιο και µία που έφερε ένθεση κοντά σε γονίδιο 

αναλύθηκαν για το αν φέρουν υποτελείς θνησιγόνες µεταλλάξεις. ∆ύο τέτοιες 

µεταλλάξεις ανιχνεύτηκαν σε δύο από τις σειρές που έφεραν ένθεση σε γονίδιο ή 

“προβλεπόµενο” γονίδιο. 

 Το µεταθετό στοιχείο SB, όπως και το Minos εντίθεται πάντα σε δινουκλεοτίδιο 

TA, το οποίο διπλασιάζεται µετά την ένθεση. Το SB παρουσιάζει προτίµηση ένθεσης σε 

περιοχές πλούσιες σε ΑΤ και συγκεκριµένα προτιµά την ένθεση στο ΤΑ της αλληλουχίας 

ANNTANNT (Carlson et al., 2003). Σε κύτταρα HeLa πραγµατοποιήθηκε επίσης µελέτη 

της προτίµησης ένθεσης του συγκεκριµένου µεταθετού στοιχείου και βρέθηκε ότι το 

στοιχείο προτιµά την αλληλουχία ΑΤΑΤΑΤΑΤ (Vigdal et al., 2002). Στον ποντικό οι 

Carlson et al., (2003) έδειξαν ότι από τις 44 ενθέσεις που αναλύθηκαν, οι 19 έγιναν επί 

του αρχικού χρωµοσώµατος ή του οµολόγου του και οι 13 από αυτές χαρτογραφούνται 

σε περιοχή 5-15 Mb γύρω από τα αρχικά τρανσποζόνια (concatamer). Άρα το SB όπως 

και το στοιχείο P  παρουσιάζουν τάση για τοπικές µεταθέσεις. ∆ώδεκα από τις ενθέσεις 

χαρτογραφούνται µέσα σε γονίδιο ή “προβλεπόµενο” γονίδιο και όλες βρίσκονται µέσα 
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σε ιντρόνια. Η ιδιότητα αυτή ευνοεί τη χρήση του στοιχείου αυτού σε πειράµατα 

παγίδευσης εξωνίων. 

 Η συχνότητα κινητοποίησης του SB στο παραπάνω πείραµα είναι δύο 

κινητοποιήσεις ανά γαµέτη. Η συχνότητα αυτή σε συνδυασµό µε το ποσοστό των 

ενθέσεων που έχουν πραγµατοποιηθεί σε γονίδια δεν είναι ικανή για την 

πραγµατοποίηση πειραµάτων µεγάλης κλίµακας µεταλλαξιγένεσης. Για σύγκριση, µε τη 

χρήση του ENU σε πειράµατα µεταλλαξιγένεσης επιτυγχάνεται η µετάλλαξη 30 γονιδίων 

ανά αρσενικό γαµέτη στα ενεµένα µε ENU αρσενικά άτοµα (Justice et al., 2000). 

 
3.4 Μεταθετό στοιχείο Minos και µεταλλαξιγένεση 

 

Το µεταθετό στοιχείο Minos έχει χρησιµοποιηθεί στη D. melanogaster σε 

πειράµατα παγίδευσης ενισχυτών (Μεταξάκης Α., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και 

δηµιουργίας µεταλλάξεων κέρδους λειτουργίας (Κιουπάκης Α. αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα). Όσον αφορά στα θηλαστικά, πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µε το Minos 

έχουν πραγµατοποιηθεί σε κύτταρα HeLa (Klinakis et al., 2000b). Στα κύτταρα αυτά το 

Minos παρουσιάζει υψηλή συχνότητα ένθεσης από πλασµίδια σε χρωµοσωµικές θέσεις. 

Συγκεκριµένα διαµόλυνση σε τρυβλίο 100mm (περίπου 2x106 κύτταρα) µε πλασµίδιο 

που φέρει το τρανσποζόνιο µε το γονίδιο της ανθεκτικότητας στο G418 (pMiLRneo, 

δότης) και πλασµίδιο που παράγει τρανσποζάση (pEF1/ILMi, βοηθός) οδηγεί στην 

παραγωγή 33000-103000 ανθεκτικών κλώνων στο G418, ενώ απουσία της 

τρανσποζάσης οι ανθεκτικοί κλώνοι που προκύπτουν από την τυχαία ενσωµάτωση του 

γονιδίου της ανθεκτικότητας είναι 3350-6240 (Klinakis et al., 2000b). Στην ίδια αναφορά 

περιγράφεται πείραµα παγίδευσης εξωνίων µε το Minos, βασισµένο στη χρήση 

τρανσποζονίου που φέρει µεταξύ των άκρων του µεταθετού, το χωρίς ATG υβριδικό 

γονίδιο geo (lacZ-neo) µαζί µε τον πρώτο δέκτη συρραφής και µέρος του δεύτερου 

εξωνίου του γονιδίου Engrailed 2 του ποντικού. Ένθεση του στοιχείου σε ιντρόνια 

ενεργών γονιδίων και εφόσον η συρραφή µε το εξώνιο του ενδογενούς γονιδίου δεν 

αλλοιώσει το αναγνωστικό πλαίσιο του geo, αναµένεται να οδηγήσει σε ανθεκτικότητα 

στο G418 και συχνά σε ανιχνεύσιµη µε X-gal ενεργότητα β-γαλακτοσιδάσης. Με αυτό το 

πειραµατικό σχήµα “παγιδεύτηκε” το γονίδιο monocarboxylate transporter (MCT4, Yoon 

et al., 1999).  

Το παραπάνω τρανσποζόνιο έχει χρησιµοποιηθεί και για την επίδειξη της 

δυνατότητας του Minos να χρησιµοποιηθεί σε µεγάλης κλίµακας µεταλλαξιγένεση και 
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παγίδευση γονιδίων/εξωνίων στα κύτταρα HeLa (Klinakis et al., 2000b). Στο πείραµα 

αυτό δηµιουργήθηκε µια “αντιπροσωπευτική”, ως προς τον κορεσµό του γενώµατος, 

βιβλιοθήκη ενθέσεων και τέθηκε το ερώτηµα εάν το Minos έχει εντεθεί σε δώδεκα 

µεταγραφικά ενεργά γονίδια (Ryo et al., 1998) των κυττάρων HeLa. Σε έξι από αυτά 

ανιχνεύθηκαν ενθέσεις του Minos, γεγονός που επιβεβαιώνει την ικανότητα του να 

χρησιµοποιηθεί σε µεγάλης κλίµακας µεταλλαξιγένεση. 

Όσον αφορά στην προτίµηση ένθεσης του Minos σε συγκεκριµένες αλληλουχίες, 

µελέτες έχουν γίνει µόνο στη D. melanogaster και έχει βρεθεί ότι οι ενθέσεις που έχουν 

πραγµατοποιηθεί µέσα σε µεταγραφικές µονάδες είναι κυρίως ενθέσεις σε ιντρόνια, 

γεγονός που καθιστά το Minos χρήσιµο εργαλείο σε πειράµατα παγίδευσης 

γονιδίων/εξωνίων.  

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η διερεύνηση της ενεργότητας του 

µεταθετού στοιχείου Minos στον ποντικό, σε σωµατικά κύτταρα και στη γαµετική σειρά, 

καθώς και η ανάπτυξη εργαλείων και συστηµάτων για την πραγµατοποίηση λειτουργικής 

γενωµικής ανάλυσης στον ποντικό και σε ανθρώπινα κύτταρα. 
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1. Mελέτη της ενεργότητας του µεταθετού στοιχείου Minos στον ποντικό (Mus 

musculus) 
 

1.1 Έλεγχος της ικανότητας µετάθεσης τρανσποζονίων Minos σε σωµατικά 
κύτταρα ποντικού  

 

Για τον έλεγχο της ενεργότητας του µεταθετού στοιχείου Minos σε σωµατικά 

κύτταρα ποντικού χρησιµοποιήθηκαν δύο σειρές διαγονιδιακών ποντικών. Η µία 

εκφράζει τρανσποζάση ιστοειδικά και η άλλη φέρει τρανσποζόνια του Minos 

ενσωµατωµένα στο γονιδίωµα του ποντικού.  

Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος επιλέχθηκαν τα Τ-λεµφοκύτταρα, και 

για το λόγο αυτό το cDNA της τρανσποζάσης του Minos κλωνοποιήθηκε σε κατάλληλο 

φορέα (τροποποιηµένος VA, Zhumabekov et al., 1995) ώστε να είναι υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή και LCR (Locus Control Region) του ανθρώπινου γενετικού τόπου CD2. 

Έκφραση του ανθρώπινου CD2 σε διαγονιδιακούς ποντικούς παρατηρείται µόνο σε 

κύτταρα του θύµου, σε Τ-λεµφοκύτταρα της περιφέρειας και σε µεγακαρυοκύτταρα. Η 

έκφραση είναι ανάλογη των αντιγράφων του CD2 και ανεξάρτητη από τη θέση ένθεσης 

των διαγονιδίων (Lang et al., 1988). 

Μετά από ένεση της παραπάνω κατασκευής (CD2/ILMi) σε γονιµοποιηµένα 

ωάρια προέκυψαν τρεις διαγονιδιακοί ποντικοί. Ο ένας ήταν χιµαιρικός (TM4) καθώς δεν 

µεταβίβασε το γονίδιο στους απογόνους του. Οι άλλοι δύο είχαν ενσωµατωµένα στο 

γονιδίωµά τους πολλά αντίγραφα της κατασκευής CD2/ILMi και χρησιµοποιήθηκαν για 

τη δηµιουργία των σειρών διαγονιδιακών ποντικών ΤΜ2 και ΤΜ3 (Εικόνα 4A και Β).  

Η παραγωγή της τρανσποζάσης στα Τ-λεµφοκύτταρα ελέγχθηκε µε ανάλυση 

κατά Northern σε ολικό RNA αποµονωµένο από θύµο, σπλήνα και νεφρό των δύο 

σειρών. Όσον αφορά τη σειρά ΤΜ2, RNA της τρανσποζάσης του Minos ανιχνεύτηκε σε 

θύµο και σπλήνα, δύο όργανα µε µεγάλο αριθµό  Τ-λεµφοκυττάρων και όχι σε νεφρό. 

Στη σειρά ΤΜ3 δεν ανιχνεύτηκε RNA της τρανσποζάσης (Εικόνα 5). 

H δεύτερη σειρά διαγονιδιακών ποντικών που χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο 

της ενεργότητας του Minos σε Τ-λεµφοκύτταρα δηµιουργήθηκε στο εργαστήριο του Dr. 

Frank Grosveld από την Dr. Dubravka Drabek. Η σειρά αυτή (MCG) έχει ενσωµατωµένα, 

πολύ κοντά στο τελοµέρος του χρωµοσώµατος 14, πολλά αντίγραφα ενός 

τρανσποζονίου Minos (MiCMVGFP) το οποίο φέρει το γονίδιο της πράσινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης (GFP) υπό τον έλεγχο του υποκινητή του ιού CytoMegaloVirus 
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(Εικόνα 4Α). Στο συγκεκριµένο τρανσποζόνιο έχει αφαιρεθεί σχεδόν όλη η αλληλουχία 

µεταξύ των άκρων του και έχει αντικατασταθεί µε κοµµάτι DNA το οποίο κωδικοποιεί για 

την GFP (CMVP-GFP-SV40pA). ∆ίχως το γονίδιο της τρανσποζάσης του Minos, το 

τρανσποζόνιο είναι µη αυτόνοµο και µπορεί να κινητοποιηθεί µόνο παρουσία πηγής 

τρανσποζάσης. Ποντικοί της παραπάνω σειράς δεν φθορίζουν όταν ακτινοβολούνται µε 

µπλε φως στα 395 nm (Inouye and Tsuji, 1994, Chalfie, et al., 1994) παρόλο που 

φέρουν το γονίδιο της GFP, πιθανώς επειδή το διαγονίδιο έχει ενσωµατωθεί κοντά σε 

τελοµερική αλληλουχία. 
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Εικόνα 4. Φορείς βασισµένοι στο στοιχείο Minos. (Α) Οι βασισµένοι στο Minos φορείς που 

κατασκευάστηκαν για τη δηµιουργία σειρών διαγονιδιακών ποντικών. Οι ανιχνευτές που 

χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των ποντικών συµβολίζονται µε µαύρη γραµµή. (Β) 
Ανάλυση κατά Southern στους απογόνους ποντικών που έχουν ενεθεί µε την κατασκευή 

CD2/ILMi. Της ηλεκτροφόρησης έχει προηγηθεί πέψη του γενωµικού DNA µε το ένζυµο 

περιορισµού EcoRI. Οι διαδροµές 1 έως 10 αντιστοιχούν σε δέκα απογόνους ενεµένων ποντικών. 

Τρεις από αυτούς έχουν ενσωµατώσει το διαγονίδιο. Οι διαδροµές ”C” περιέχουν DNA από µη 

διαγονιδιακούς ποντικούς. 
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Εικόνα 5. Ιστοειδική έκφραση της τρανσποζάσης του 
Minos σε διαγονιδιακούς ποντικούς. 

c 1 2 3 4 5 6

1.4

ακτίνη

Ανάλυση κατά Northern σε ολικό RNA αποµονωµένο 

από θύµο, σπλήνα και νεφρό µε τη χρήση του γονιδίου 

της τρανσποζάσης ως ανιχνευτή. Οι διαδροµές 1, 2 και  3 

περιέχουν RNA από θύµο, σπλήνα και νεφρό αντίστοιχα, 

ετερόζυγων διαγονιδιακών ποντικών της σειράς TM2. Οι 

διαδροµές 4, 5 και 6 περιέχουν RNA από θύµο, σπλήνα 

και νεφρό αντίστοιχα, ετερόζυγων διαγονιδιακών 

ποντικών της σειράς TM3. Η διαδροµή ”c” περιέχει RNA 

από θύµο µη διαγονιδιακού ποντικού. Στην κάτω εικόνα 

παρουσιάζεται η υβριδοποίηση µε ανιχνευτή το cDNA 

της ακτίνης. (Πάνω εικόνα: έκθεση 40 ωρών, κάτω 

εικόνα: έκθεση τριών ωρών). 

 

O αρχικός στόχος ήταν η ανίχνευση της εκτοµής τρανσποζονίων σε ποντικούς 

διπλά ετερόζυγους για τα παραπάνω διαγονίδια (MCG/+ ; TM2/+). Ο έλεγχος αυτός 

γίνεται µε µία ευαίσθητη µέθοδο, βασισµένη στην Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης, 

µε υπόστρωµα DNA από διάφορους ιστούς και εκκινητές που υβριδοποιούν στις 

παρακείµενες, µη µεταθέσιµες περιοχές του τρανσποζονίου. Mε το συγκεκριµένο ζεύγος 

εκκινητών το ενδεικτικό προϊόν της εκτοµής έχει µέγεθος 167 bp και ανιχνεύθηκε σε 

θύµο και σπλήνα ποντικών µε γονότυπο MCG/+ ; TM2/+ ενώ δεν ανιχνεύτηκε σε 

ποντικούς µε γονότυπο MCG/+ ; +/+, οι οποίοι δεν εκφράζουν τρανσποζάση (Εικόνα 6). 

Eπιπλέον, εκτοµή παρατηρείται και σε ήπαρ MCG/+ ; TM2/+ ποντικών, αλλά σε 

χαµηλότερα επίπεδα (Εικόνα 7). Mετά από 15 επιπλέον κύκλους Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης Πολυµεράσης χαµηλά επίπεδα εκτοµής ανιχνεύονται και σε πνεύµονα, 

νεφρό, σκελετικό µυ και εγκέφαλο. Tο προϊόν εκτοµής στις περιπτώσεις αυτές είναι 

πιθανό να οφείλεται στην παγίδευση µικρού αριθµού T-λεµφοκυττάρων σε αυτούς τους 

ιστούς ή σε έκφραση της τρανσποζάσης λόγω του φαινοµένου επίδρασης θέσεως 

(position effect). Για την επιβεβαίωση της ταυτότητας του προϊόντος εκτοµής 

πραγµατοποιήθηκε ανάλυση κατά Southern µε ανιχνευτή που υβριδοποιεί εσωτερικά 

των εκκινητών. 

 

 

 39



+++ + +------Τρανσποζάση

Τρανσποζόνιο +++ + +-

PCR

+
+++++-

SV40pA GFP CMV MiRMiL

MiCMVGFP

+

197
52

CD2-LCRILMi

CD2/ILMi

CD2-P

Εκτοµή

αποτύπωµα

 
Εικόνα 6. Ανίχνευση των γεγονότων εκτοµής του Minos. Ανάλυση σε πήκτωµα αγαρόζης 

µετά από χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) των προϊόντων της Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολυµεράσης χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα DNA αποµονωµένο από θύµο µη διαγονιδιακού 

ποντικού (διαδροµή 1), διαγονιδιακού ποντικού γονότυπου TM2/+ (διαδροµή 2), πέντε 

διαγονιδιακών ποντικών γονότυπου MCG/+ (διαδροµές 3-7) και πέντε διαγονιδιακών ποντικών 

γονότυπου MCG/+ ; TM2/+ (διαδροµές 8-12). Με µικρά βέλη παριστάνονται οι εκκινητές που 

χρησιµοποιούνται για τον πολλαπλασιασµό της διαγνωστικής ζώνης της εκτοµής. Στην ίδια 

εικόνα παρουσιάζεται και σχηµατική απεικόνιση της εκτοµής. 

 

Εικόνα 7. Ιστοειδικότητα της 
εκτοµής του Minos. Ανάλυση σε 

πήκτωµα αγαρόζης µετά από 

χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr) 

των προϊόντων της Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης Πολυµεράσης µε 

εκκινητές που υβριδοποιούν στις µη 

µεταθέσιµες αλληλουχίες εξωτερικά 

του τρανσποζονίου και 

χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα DNA αποµονωµένο από ιστούς ποντικού γονότυπου MCG/+ ; 

+/+ (1, 3, 5, 7, 9, 11) και ποντικού γονότυπου MCG/+ ; TM2/+ (2, 4, 6, 8, 10, 12). Η διαδροµή 13 

αντιστοιχεί σε αντίδραση χωρίς υπόστρωµα. 
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Η εκτοµή των τρανσποζονίων του Minos από το γονιδίωµα της Drosophila 

melanogaster ακολουθείται από επιδιόρθωση της “κενής θέσης” και στην πλειοψηφία 

των περιπτώσεων την προσθήκη τεσσάρων νουκλεοτιδικών ζευγαριών. Aυτά τα 

τέσσερα και επιπλέον άλλα δύο ζεύγη που το Minos έχει ήδη διπλασιάσει κατά την 

ένθεσή του αποτελούν το αποτύπωµά του (AcgagT ή ActcgT, Arca et al., 1997). Για τον 

προσδιορισµό της φύσης των γεγονότων εκτοµής, το προϊόν της εκτοµής από θύµο και 

σπλήνα κλωνοποιήθηκε και προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του. Σε 

αντίθεση µε τα έντοµα, στα σωµατικά κύτταρα ποντικού η διαγνωστική ζώνη ποικίλει σε 

µέγεθος και τα αποτυπώµατα σε αλληλουχία (Εικόνα 8). Mόνο δύο από τα δεκαεννέα 

αποτυπώµατα ήταν ίδια µε τα “τυπικά” αποτυπώµατα που ανιχνεύονται στα κύτταρα των 

εντόµων. Τα υπόλοιπα ήταν ατελή αποτυπώµατα ή περιείχαν επιπλέον νουκλεοτίδια σε 

συνδυασµό µε “τυπικά” ή ατελή αποτυπώµατα. 

 
 

ttc        Εικόνα 8. Αποτυπώµατα του Minos µετά 
από την εκτοµή του από χρωµοσωµικές 
θέσεις. Αποτυπώµατα που προέκυψαν από 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης µε 

υπόστρωµα DNA αποµονωµένο από θύµο και 

σπλήνα διπλά διαγονιδιακών ποντικών (MCG/+ 

; TM2/+) και εκκινητές που υβριδοποιούν στη 

µη µεταθέσιµη αλληλουχία εξωτερικά του 

τρανσποζονίου. Οι ζώνες που παρήχθησαν, 

κλωνοποιήθηκαν και προσδιορίστηκαν οι 

αλληλουχίες 19 κλώνων. Τα νουκλεοτίδια µε 

κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν στις τελικές 

αλληλουχίες των αντεστραµµένων άκρων του 

Minos. Τα νουκλεοτίδια µε µπλε χρώµα είναι 

αγνώστου προελεύσεως. 

ctcgTAgaa
cgTAgaa

ctcgTAgaa
c cgTAgaa
c     ctcgTAgaa
cg        TAgaa
cg        TAgaa
cgag
cgag gTAgaa
cgag gTAgaa
cgag cgTAgaa
cgag
cgag
cgag gTAgaa
cgag gTAgaa
cgag gTAgaa
cgag ctcgTAgaa
cgag gTAgaa
cgag gTAgaa

ttcT         
ttcTA
ttcTA
ttcTA
tccTA
ttcTA
ttcTA TAgaa
ttcTA
ttcTA g    
ttcTA g   
tccTA aa TAgaa
tccTA aa    TAgaa
ttcTA ag   
ttcTA gg   
ttcTA gg   
ttcTA tt
ttcTA act  
ttcTA ttggg  

 

Την ανίχνευση της εκτοµής ακολούθησε ο έλεγχος της ικανότητας επανένθεσης 

των τρανσποζονίων. O έλεγχος της µετάθεσης (transposition) δεν είναι απλός διότι κάθε 

γεγονός µετάθεσης είναι µοναδικό και ο ιστός στον οποίο συµβαίνει αποτελείται από 

κύτταρα που φέρουν διαφορετικά γεγονότα µετάθεσης και άρα χαρακτηρίζεται από 
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µωσαϊκισµό. Στην περίπτωση που ένα γεγονός µετάθεσης έχει συµβεί νωρίς κατά την 

ανάπτυξη και έχει δηµιουργήσει ένα µεγάλο κλώνο κυττάρων που το φέρουν, θα ήταν 

πιθανό να ανιχνευθεί µε ανάλυση κατά Southern. Τέτοιου είδους ανάλυση απέτυχε να 

διαγνώσει γεγονότα µετάθεσης, οπότε στην περίπτωση που τέτοιοι κλώνοι υπάρχουν, 

αποτελούνται από µικρό αριθµό κυττάρων. 

Ως µέθοδος για την ανίχνευση γεγονότων µετάθεσης σε επίπεδο µοναδιαίων 

κυττάρων επιλέχθηκε η υβριδοποίηση µε φθορίζουσες χρωστικές in situ (fluorescent in 

situ hybridization, Mulder et al., 1995) σε µεταφασικούς πυρήνες ποντικού. Kατά την 

ανάλυση αυτή ως ανιχνευτής για τη διάγνωση πιθανών γεγονότων µετάθεσης 

χρησιµοποιήθηκε το γονίδιο της GFP. Σε κάθε πυρήνα που έχει πραγµατοποιηθεί ένα 

γεγονός µετάθεσης, ο ανιχνευτής υβριδοποιεί σε δύο ζεύγη σηµείων πάνω στα 

χρωµοσώµατα: στην αρχική θέση, όπου υπάρχουν τα αντίγραφα των τρανσποζονίων 

και σε µια νέα. Σε πυρήνες οι οποίοι δεν φέρουν γεγονότα µετάθεσης ο ανιχνευτής 

υβριδοποιεί σε ένα ζεύγος σηµείων. Προκαταρκτική ανάλυση σε µεταφασικούς και 

µεσοφασικούς πυρήνες έδειξε ότι η αρχική θέση των τρανσποζονίων (concatamer) 

βρίσκεται στο τελοµέρος του χρωµοσώµατος 14 πολύ κοντά σε ένα τελοµερικό µάρτυρα 

(Shi et al., 1997). Στο πείραµα αυτό εξετάστηκαν 1688 µεταφασικοί πυρήνες από 

σπλήνα και 1426 από θύµο έξι ποντικών γονότυπου MCG/+, TM2/+ (σύνολο 3114, 

Πίνακας 3). Σε δεκαεννέα από τους πυρήνες υπάρχουν γεγονότα µετάθεσης (ένδεκα 

από σπλήνα και οκτώ από θύµο). Εποµένως, η συχνότητα µετάθεσης τρανσποζονίων 

του Minos σε Τ-λεµφοκύτταρα είναι 0,61%.  Tα τρανσποζόνια έχουν µετατεθεί σε νέα 

θέση πάνω στο χρωµόσωµα 14 ή σε άλλα χρωµοσώµατα. Aνάλυση των θετικών 

µεταφάσεων µε ανιχνευτή τον τελοµερικό µάρτυρα του χρωµοσώµατος 14 πιστοποιεί ότι 

η µετάθεση δεν συνοδεύεται µε µετακίνηση τελοµερικού χρωµοσωµικού υλικού (Εικόνα 

9). Επίσης στο επίπεδο του κάθε ποντικού, µορφολογική εξέταση των χρωµοσωµάτων 

που έφεραν γεγονότα µετάθεσης πιστοποιεί ότι όλα τα γεγονότα εκτός πιθανώς ενός 

είναι ανεξάρτητα (Πίνακας 3). Για το πείραµα ελέγχου εξετάστηκαν 2440 µεταφασικοί 

πυρήνες από πέντε ποντικούς γονότυπου MCG/+ ; +/+ και δεν ανιχνεύτηκε µετάθεση σε 

κανέναν.  

Η σειρά διαγονιδιακών ποντικών η οποία φέρει τα τρανσποζόνια δεν φθορίζει 

µετά από ακτινοβόλησή της στα 395 nm. Είναι πιθανό όµως στην περίπτωση που το 

τρανσποζόνιο µετατεθεί σε ανοικτή χρωµατίνη ή κοντά σε έναν ισχυρό ενισχυτή να 

ξεκινήσει ή να ενισχυθεί η µεταγραφή του γονιδίου της GFP και τα Τ-λεµφοκύτταρα που 
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το φέρουν να φθορίζουν. Σε ανάλυση µε κυτταροµετρία ροής (FACS) T-λεµφοκυττάρων 

από διπλά διαγονιδιακούς ποντικούς δεν διακρίνονται πληθυσµοί πράσινων κυττάρων. 

Γ.Μ. Ποντικός Ιστός Αριθµός πυρήνων Μέγεθος 
Χρωµοσώµατος

% Απόσταση από το 
τελοµέρος*

ΓΜ? 6210 σπλήνα 100 µεσαίο 0
1 θύµος 160 µεσαίο 70%
2 6904 σπλήνα 470 µεγάλο 20%
3 µεσαίο 50%
4 µεγάλο 0%
5 µεγάλο 50%
6 µεσαίο 0
7 θύµος 250 14 30%
8 6906 σπλήνα 303 µεσαίο 50%
9 µεσαίο 50%

10 θύµος 300 µεγάλο 50%
11 µεσαίο 100%
12 8311 θύµος 306 14 50%
13 µεγάλο 100%
14 8210 θύµος 410 14 90%
15 µεγάλο 60%
16 σπλήνα 365 µεγάλο 35%
17 µεσαίο 25%
18 8201 σπλήνα 450 14 60%
19 µεγάλο 100%

 *100% = κεντροµέρος **Αριθµός πυρήνων στο πείραµα ελέγχου: 2440 από θύµο και σπλήνα 5 ποντικών

Πίνακας 3. Γεγονότα µετάθεσης σε σπλήνα και θύµο ποντικών γονοτύπου MCG/+ ; TM2/+
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Εικόνα 9. Ανίχνευση γεγονότων µετάθεσης του Minos σε µεταφασικούς πυρήνες µε τη 
µέθοδο FISH. Τα χρωµοσώµατα είναι βαµµένα µε DAPI. Οι φωτογραφίες Α1 και Α2 προέρχονται 

από τον ίδιο µεταφασικό πυρήνα διαγονιδιακού ποντικού γονότυπου MCG/+ ; +/+, 

υβριδοποιηµένο µε ανιχνευτή το γονίδιο της GFP και τελοµερικό µάρτυρα του χρωµοσώµατος 14, 

αντίστοιχα. Οι φωτογραφίες B-I απεικονίζουν πυρήνες από θύµο και σπλήνα διαγονιδιακών 

ποντικών γονότυπου MCG/+ ; TM2/+. Οι πυρήνες B1, C1 και D-I είναι υβριδοποιηµένοι µε 

ανιχνευτή το γονίδιο της GFP. Οι πυρήνες B2 και C2 είναι οι ίδιοι µε τους B1 και C1, αντίστοιχα, 

και είναι υβριδοποιηµένοι µε τελοµερικό µάρτυρα του χρωµοσώµατος 14. Τα κίτρινα βέλη 

υποδεικνύουν την αρχική θέση των τρανσποζονίων στο χρωµόσωµα 14. Τα κόκκινα βέλη 

υποδεικνύουν τα γεγονότα µετάθεσης. 
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1.2 Έλεγχος της ικανότητας µετάθεσης τρανσποζονίων Minos σε κύτταρα 
γαµετικής σειράς ποντικού 
 

Ένα σχήµα µετάθεσης ανάλογο µε αυτά που έχουν περιγραφεί για το µεταθετό 

στοιχείο SB (Fischer et al., 2001; Horie et al., 2001; Dupuy et al., 2001) 

χρησιµοποιήθηκε για το Minos. Για τον έλεγχο της ενεργότητας του Minos σε κύτταρα 

της γαµετικής σειράς ποντικού χρησιµοποιήθηκαν δύο σειρές διαγονιδιακών ποντικών. Η 

πρώτη φέρει τρανσποζόνια του Minos (MCG) και είναι η ίδια µε τη σειρά η οποία 

χρησιµοποιήθηκε για τα πειράµατα στα σωµατικά κύτταρα. Η δεύτερη σειρά (ZP3/ILMi ή 

ZP3) έχει ενσωµατωµένα στο γoνιδίωµά της πολλά αντίγραφα της κατασκευής, η οποία 

φέρει το cDNA της τρανσποζάσης υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου ZP3 (zona 

pellucida 3, Millar et al., 1991; Liu et al., 1996). O υποκινητής αυτός είναι ενεργός µόνο 

σε ωοκύτταρα και επάγει την έκφραση της πρωτεΐνης zp3 από το στάδιο της 

διπλοταινίας, κατά την πρώτη διαίρεση της µείωσης (Kinloch et al., 1993). Η σειρά αυτή 

δηµιουργήθηκε στο εργαστήριο του Dr. Frank Grosveld από την Dr. Dubravka Drabek. 

Σε ωοκύτταρα τα οποία εκφράζουν τρανσποζάση και φέρουν τρανσποζόνια είναι δυνατό 

να πραγµατοποιηθεί µετάθεση. 

Eτερόζυγα ποντίκια της σειράς διαγονιδιακών ποντικών MCG διασταυρώθηκαν 

µε ετερόζυγα ποντίκια της σειράς ZP3/ILMi (ή ZP3). Oι θηλυκοί απόγονοι αυτών, που 

έφεραν και τα δύο διαγονίδια, στα ωοκύτταρα των οποίων πιθανόν να συµβούν 

γεγονότα µετάθεσης, διασταυρώθηκαν µε µη διαγονιδιακούς αρσενικούς ποντικούς. 

Συγκεκριµένα το πείραµα πραγµατοποιήθηκε µε 6 διπλά διαγονιδιακές θηλυκές, 

απογόνους αρσενικών γονότυπου MCG/+ ; +/+ και θηλυκών γονότυπου +/+ ; ZP3/+ 

(double transgenics from ZP3 females, DTFs) και µε 4 διπλά διαγονιδιακές θηλυκές, 

απογόνους θηλυκών γονότυπου MCG/+ ; +/+ και αρσενικών γονότυπου +/+ ; ZP3/+ 

(double transgenics from ZP3 males, DTMs). Στους απογόνους αυτών µε ανάλυση κατά 

Southern και χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή το γονίδιο της πράσινης φθορίζουσας 

πρωτεΐνης µπορούν να ανιχνευθούν τα γεγονότα µετάθεσης. Πέψη του DNA µε το 

ένζυµο περιορισµού BglII, το οποίο δεν έχει θέση αναγνώρισης µέσα στα τρανσποζόνια, 

δίνει σε ανάλυση κατά Southern µία ζώνη µεγέθους πάνω από 20 κιλοβάσεις, η οποία 

αντιστοιχεί στην αρχική ένθεση πολλαπλών αντιγράφων (concatamer) του 

τρανσποζονίου MiCMVGFP. Μετάθεση ενός τρανσποζονίου αλλάζει το παραπάνω 

πρότυπο καθώς το τρανσποζόνιο που έχει µετατεθεί εµφανίζεται στο φιλµ 

αυτοραδιογραφίας ως ανεξάρτητη ζώνη (εκτός της περίπτωσης που η µετάθεση 

 45



πραγµατοποιείται εσωτερικά του θραύσµατος µε άκρα BglII, το οποίο περιλαµβάνει την 

αρχική ένθεση). Η µείωση του µεγέθους της αρχικής ζώνης κατά 2.65 κιλοβάσεις δεν 

διακρίνεται µετά από ηλεκτροφόρηση στον τύπο πηκτώµατος που χρησιµοποιήθηκε. Τα 

γεγονότα µετάθεσης συµβαίνουν κατά τη διάρκεια της πρώτης και της δεύτερης 

διαίρεσης της µείωσης. Αν συµβούν στην πρώτη διαίρεση και σε διαφορετικό 

χρωµόσωµα από το αρχικό, το χρωµόσωµα το οποίο φέρει το γεγονός µετάθεσης είναι 

δυνατόν να διαχωριστεί από το χρωµόσωµα το οποίο φέρει τα αρχικά τρανσποζόνια 

(concatamer). Σε αυτή την περίπτωση στην ανάλυση κατά Southern θα παρουσιαστεί 

µία µόνο ζώνη που αντιστοιχεί στο γεγονός µετάθεσης (Eικόνα 10, ποντικός 27.5). Από 

τους 153 απογόνους των διπλά διαγονιδιακών θηλυκών που εξετάστηκαν, οι 70 έφεραν 

τρανσποζόνια στο γονιδίωµά τους. Σε τέσσερις από αυτούς ανιχνεύτηκαν γεγονότα 

µετάθεσης (Εικόνα10). ∆ύο από αυτούς έφεραν ένα γεγονός µετάθεσης και τα αρχικά 

τρανσποζόνια ενώ οι άλλοι δύο έφεραν µόνο τρανσποζόνια που έχουν µετατεθεί. Τρία 

από τα γεγονότα µετάθεσης βρέθηκαν σε απογόνους DTFs και το τέταρτο σε απόγονο 

DTM. Οι απόγονοι που περιείχαν γεγονότα µετάθεσης και τα αρχικά τρανσποζόνια, 

διασταυρώθηκαν µε µη διαγονιδιακούς ποντικούς και στους απογόνους τους το γεγονός 

µετάθεσης διαχωρίστηκε από το αρχικό διαγονίδιο, το οποίο σηµαίνει ότι η µετάθεση δεν 

έχει γίνει επί του ίδιου χρωµοσώµατος.  
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Εικόνα 10. Ανίχνευση γεγονότων µετάθεσης του Minos σε κύτταρα της γαµετικής 

σειράς. (Α) Γενεαλογικό δένδρο όπου φαίνονται οι γονείς (MCG/+ ; ZP3ILMi/+ θηλυκή και +/+ ; 

+/+ αρσενικός) 18 ποντικών που εξετάστηκαν για την ύπαρξη γεγονότων µετάθεσης, οι ποντικοί 

που εξετάστηκαν, µεταξύ των οποίων κι ένας που φέρει γεγονός µετάθεσης (6.18), καθώς και οι 

απόγονοι αυτού. Ανάλυση κατά Southern του ποντικού που φέρει γεγονός µετάθεσης, των 

απογόνων του, µη διαγονιδιακού (C) και MCG/+ ; +/+ ποντικού. Της ηλεκτροφόρησης έχει 

προηγηθεί πέψη του γενωµικού DNA µε το ένζυµο περιορισµού BglII. Στην ίδια εικόνα 

παρατίθενται και οι χάρτες του τρανσποζονίου και της τρανσποζάσης που χρησιµοποιήθηκαν για 

την παραγωγή των σειρών διαγονιδιακών ποντικών MCG και ZP3/ILMi. Τα µεγέθη δεν είναι 

ανάλογα των πραγµατικών µεγεθών των στοιχείων των κατασκευών. (Β) Ανάλυση κατά Southern 

των ποντικών 27.5 και 5.5 που φέρουν γεγονότα µετάθεσης καθώς και των απογόνων του 

ποντικού 5.5. 

Η συχνότητα µετάθεσης ορίζεται ως το επί τοις εκατό ποσοστό γεγονότων 

µετάθεσης (Γ.Μ) προς τον αριθµό των ποντικών που έφεραν τρανσποζόνια (Α.Π.Τ). 

Στην περίπτωση του Minos η συχνότητα αυτή είναι 5.7%. 
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Το παραπάνω πείραµα πραγµατοποιήθηκε παράλληλα και σε εργαστήριο 

συνεργατών (Dr. Frank Grosveld), όπου εξετάστηκαν 154 απόγονοι διπλά διαγονιδιακών  

θηλυκών, 76 από αυτούς έφεραν τρανσποζόνια στο γονιδίωµά τους και σε έξι από 

αυτούς ανιχνεύτηκαν συνολικά 8 γεγονότα µετάθεσης. Η συχνότητα µετάθεσης που 

προκύπτει από την άθροιση των αποτελεσµάτων είναι 8.2% και τα επιµέρους 

αποτελέσµατα περιγράφονται στον Πίνακα 4. 

 

 
Πίνακας 4. Συχνότητα µετάθεσης του Minos σε κύτταρα γαµετικής σειράς 

 

 Aριθµός 
απογόνων 
διπλά 
διαγονιδιακών 
ποντικών οι 
οποίοι 
ελέγχθηκαν 

Γεγονότα 
µετάθεσης 
(Γ.M) 

Aριθµός ποντικών 
οι οποίοι έφεραν 
τρανσποζόνια 
(A.Π.T) 

Συχνότητα µετάθεσης 
(Γ.M)/(A.Π.T)% 

Aριθµός 
ποντικών οι 
οποίοι 
ελέγχθηκαν 
στο 
Hράκλειο 

153 4 70 5.7% 

Aριθµός 
ποντικών οι 
οποίοι 
ελέγχθηκαν 
στο 
Rotterdam 

154 8 76 10.5% 

Σύνολο 307 12 146 12/146% = 8.2% 

Η νουκλεοτιδική αλληλουχία στην νέα θέση των τρανσποζονίων προσδιορίστηκε 

µε ανάστροφη Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (inverse PCR), κλωνοποίηση των 

προϊόντων και προσδιορισµό της αλληλουχίας για τα τρία από τα τέσσερα γεγονότα 

µετάθεσης που ανιχνεύτηκαν στο IMBB. Και τα τρία αποτελούν ακριβή ένθεση του 

τρανσποζονίου, όπως φαίνεται από τον διπλασιασµό του ΤΑ στο οποίο εντίθεται πάντα 

το µεταθετό στοιχείο Minos (Εικόνα 11). Οι γενωµικές αλληλουχίες που γειτνιάζουν µε το 

άκρο του Minos σε καθένα από τα γεγονότα µετάθεσης χρησιµοποιήθηκαν σε 

πρόγραµµα συγκριτικής ανάλυσης (BLAST) µε την αλληλουχία του γονιδιώµατος του 

ποντικού. Ένα από τα τρανσποζόνια έχει εντεθεί στο τρίτο ιντρόνιο του γονιδίου cpeb 

(cytoplasmic polyadenylation element binding protein, Tay and Richter, 2001) το οποίο 

χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 7 (scaffold number GA_5J8B7W8 9HK, Celera 
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database, εικόνες 11 και 12). Το δεύτερο γεγονός µετάθεσης χαρτογραφείται στο 

χρωµόσωµα 10 (scaffold number GA_5J8B7W3239, Celera database) και για το τρίτο 

δεν υπάρχουν πληροφορίες για την χαρτογράφησή του στη βάση δεδοµένων Celera, 

είναι όµως φανερό ότι δεν βρίσκεται στο αρχικό χρωµόσωµα καθώς στην ανάλυση κατά 

Southern ανιχνεύτηκε ως µοναδική ζώνη. Από τον προσδιορισµό της νέας θέσης των 

τρανσποζονίων ή µε ανάλυση κατά Southern ή FISH πιστοποιήθηκε ότι τα τρία από τα 

δώδεκα γεγονότα µετάθεσης που ανιχνεύτηκαν στα δύο εργαστήρια χαρτογραφούνται 

επί του αρχικού χρωµοσώµατος. Για δύο από τα γεγονότα µετάθεσης γνωρίζουµε ότι η 

µετάθεση δεν έγινε επί του αρχικού χρωµοσώµατος καθώς στην ανάλυση κατά Southern 

ανιχνεύτηκαν ως µοναδικές ζώνες. 

Όπως προαναφέρθηκε η σειρά διαγονιδιακών ποντικών η οποία φέρει τα 

τρανσποζόνια δεν φθορίζει µετά από ακτινοβόλησή της στα 395 nm. Είναι πιθανό όµως 

στην περίπτωση που το τρανσποζόνιο βρεθεί σε ευχρωµατική περιοχή ή κοντά σε έναν 

ισχυρό ενισχυτή να αρχίσει ή να ενισχυθεί η µεταγραφή του γονιδίου της GFP και οι 

ποντικοί να φθορίζουν. Απόγονοι τριών από τους τέσσερις ποντικούς που εξετάστηκαν 

(ο τέταρτος πέθανε πριν δώσει απογόνους) οι οποίοι έφεραν γεγονότα µετάθεσης 

ελέγχθηκαν για φθορισµό αλλά κανένας δεν φθόριζε. Επίσης ο ποντικός που έφερε το 

γεγονός µετάθεσης στο γονίδιο cpeb οµοζυγώθηκε για να ελεγχθεί αν το τρανσποζόνιο 

αναστέλλει την έκφραση του γονιδίου. Το συγκεκριµένο γονίδιο συµµετέχει στη 

διαφοροποίηση των γαµετικών κυττάρων ρυθµίζοντας το σχηµατισµό του 

συναπτονηµατικού συµπλέγµατος. Ο φαινότυπος της έλλειψης του cpeb γονιδίου 

(knockout) έχει περιγραφεί (Tay and Richter, 2001) και είναι ολική στειρότητα στα 

οµόζυγα ελλειµµατικά θηλυκά και µερική στειρότητα στα οµόζυγα ελλειµµατικά αρσενικά 

(λιγότερο από 20% των οµόζυγων αρσενικών δίνουν απογόνους). Τα οµόζυγα ποντίκια 

που φέρουν το τρανσποζόνιο δεν είναι στείρα. Το αποτέλεσµα ήταν αναµενόµενο διότι 

το τρανσποζόνιο έχει εντεθεί σε ιντρόνιο και κατά τέτοια φορά ώστε το σήµα 

πολυαδενυλίωσης (SV40 polyA) το οποίο φέρει να είναι αντίθετης φοράς από τη φορά 

της µεταγραφής του γονιδίου cpeb. 
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AAAATCAAATAATCAAATAcgag….....ctcgTAATGTTTTTAAGCATTAAATTTTGTA

ATTTTTCTTACCTACATAcgag..…...ctcgTACATGTGCATATATGGC

Χρωµόσωµα 7, GA_5J8B7W89HK 
(ποντικός 5.5)

Χρωµόσωµα ? (ποντικός 27.5)

Χρωµόσωµα 10, GA_5J8B7W3239
(ποντικός 6.18)

ATAGCTATAGTGGTAATAcgag..…...ctcgTAGAGGTATGATTCCTAT

Cytoplasmic polyadenylation 
element binding protein

MiL MiR

Αλληλουχίες ποντικού Αλληλουχίες ποντικού

 
Εικόνα 11. Μοριακός χαρακτηρισµός των ενθέσεων του Minos στα χρωµοσώµατα του 
ποντικού. Στο πάνω µέρος της εικόνας απεικονίζεται το τρανσποζόνιο σε νέα θέση στο γένωµα 

του ποντικού. Οι αλληλουχίες που γειτνιάζουν µε τα άκρα του στοιχείου στη νέα του θέση 

εµφανίζονται µε κεφαλαία γράµµατα. Το διπλασιασµένο, µετά την ένθεση, ΤΑ εµφανίζεται µε 

έντονη γραφή και κεφαλαία γράµµατα και οι ακριανές βάσεις του άκρου του Minos µε µικρά. 

∆ίπλα στον αριθµό του χρωµοσώµατος στο οποίο πραγµατοποιήθηκε η ένθεση (όταν αυτό είναι 

γνωστό) αναφέρονται οι χρωµοσωµικές θέσεις των ενθέσεων όπως ορίζονται από την βάση 

δεδοµένων Celera. 

 

 
Εικόνα 12. Ένθεση του 
τρανσποζονίου MiCMVGFP στο 
τρίτο ιντρόνιο του γονιδίου cpeb. 
Απεικόνιση της ένθεσης του Minos στο 

τρίτο ιντρόνιο του γονιδίου cpeb. Το 

γονίδιο αυτό αποτελείται από 12 

εξώνια και τα µεταξύ τους ιντρόνια. Το Minos έχει εντεθεί κατά τέτοιο τρόπο ώστε το σήµα 

πολυαδενυλίωσης που φέρει είναι αντίθετης φοράς µε αυτήν του γονιδίου. 

exon 3

GFP CMVPSV40pA

exon4

αριστερό IR δεξί IR
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1.3 ∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών που φέρουν επαγόµενο σύστηµα 
παραγωγής τρανσποζάσης. 
 

Με την επίδειξη της ενεργότητας του Minos στα κύτταρα της γαµετικής σειράς του 

ποντικού ανοίγει ο δρόµος για την χρήση του ως εργαλείο για µεταλλαξιγένεση µέσω 

ενθέσεων. ∆υστυχώς όµως η χρήση µεταθετών στοιχείων για πειράµατα 

µεταλλαξιγένεσης µεγάλης έκτασης και κορεσµό του γονιδιώµατος µε ενθέσεις µε τη 

δηµιουργία “βιβλιοθηκών από ποντικούς”, είναι χρονοβόρα και καθόλου οικονοµική. 

Εναλλακτική διαδικασία είναι η επαγωγή µετάθεσης σε σωµατικά κύτταρα και η 

δηµιουργία ποντικών που θα φέρουν “σωµατικές βιβλιοθήκες” από ενθέσεις. Σε αυτήν 

την περίπτωση είναι απαραίτητη η επαγόµενη παραγωγή τρανσποζάσης διότι µετά από 

την µετάθεση θα πρέπει η νέα ένθεση να είναι σταθερή και άρα να εξασφαλίζεται 

απουσία τρανσποζάσης. Γενικότερα τέτοιου είδους πηγή τρανσποζάσης είναι χρήσιµη 

και στην κατάλυση µετάθεσης στη γαµετική σειρά διότι µε τη χρήση ενός κατάλληλου 

επαγόµενου υποκινητή µπορούν να ρυθµιστούν τα επίπεδα τρανσποζάσης έτσι ώστε η 

συχνότητα µετάθεσης να είναι ελεγχόµενη.  

Το σύστηµα το οποίο επιλέχθηκε για την παραγωγή επαγώγιµης τρανσποζάσης 

είναι το επαγόµενο, από ορισµένα ανάλογα τετρακυκλίνης, σύστηµα Tet-On (Gossen et 

al. 1995). Η τρανσποζάση του Minos κλωνοποιήθηκε υπό τον έλεγχο του στοιχείου 

απόκρισης/χειριστή της τετρακυκλίνης (TRE/tetO) στο πλασµίδιο pBI-L (Clontech). Το 

συγκεκριµένο πλασµίδιο φέρει τον χειριστή tetO και εκατέρωθεν δύο ελάχιστους 

υποκινητές του ιού CytoMegaloVirus, αντίθετης φοράς. Υπό τον έλεγχο του ενός 

κλωνοποιήθηκε η τρανσποζάση και υπό τον έλεγχο του άλλου βρίσκεται το γονίδιο της 

λουσιφεράσης. Παρουσία του αντίστροφου ενεργοποιητή της τετρακυκλίνης (rtTA) και 

doxycycline επάγεται η µεταγραφή γονιδίων υπό τον έλεγχο του tetO χειριστή. Απουσία 

doxycycline ο ενεργοποιητής δεν µπορεί από µόνος του να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή. 

Η λουσιφεράση αναµένεται να παράγεται µαζί µε την τρανσποζάση σε κατάσταση 

επαγωγής και χρησιµοποιήθηκε στην παραπάνω κατασκευή για να βοηθήσει µελλοντικά 

στην ανίχνευση της επαγωγής in vivo (Hasan et al., 2001). Η παραπάνω κατασκευή (BI-

L/ILMi, εικόνα 13Α) ενέθηκε σε γονιµοποιηµένα ωάρια, τα οποία µεταφέρθηκαν σε 

ψευδοέγκυες θηλυκές και δηµιουργήθηκαν 13 σειρές διαγονιδιακών ποντικών. (lucTM: 1, 

2, 3, 4, 5, 6.0, 6.1, 6.2, 8, 9.1, 9.2, 9.3, 9.4). Η σειρά lucTM9.2 έφερε ενσωµατωµένο στο 

γένωµά της ένα αντίγραφο της κατασκευής ενώ όλες οι υπόλοιπες έφεραν περισσότερα 

(Εικόνα 13Β). 
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Έως τώρα σε όλα τα συστήµατα µετάθεσης τα οποία έχουν περιγραφεί 

χρησιµοποιούνται δύο σειρές διαγονιδιακών ποντικών, µία που φέρει τα τρανσποζόνια 

και µία που φέρει πηγή συστατικά εκφραζόµενης τρανσποζάσης. Στον συγκεκριµένο 

πειραµατικό σχεδιασµό είναι απαραίτητη η παρουσία µιας τρίτης σειράς που να παράγει 

τον ενεργοποιητή, ο οποίος παρουσία του αναλόγου της τετρακυκλίνης doxycycline 

(dox) ξεκινά τη µεταγραφή των γονιδίων της λουσιφεράσης και της τρανσποζάσης. Ως 

όργανο πραγµατοποίησης του πειράµατος επιλέχθηκε το ήπαρ και χρησιµοποιήθηκε 

σειρά διαγονιδιακών ποντικών (rTALAP-1, Schonig et al., 2002) η οποία έχει 

ενσωµατωµένα στο γονιδίωµά της πολλά αντίγραφα κατασκευής (Εικόνα 13Α) που φέρει 

το γονίδιο του τροποποιηµένου αντίστροφου ενεργοποιητή της τετρακυκλίνης (reverse 

tetracycline transactivator rtTA2S-S2, Urlinger et al., 2000) υπό τον έλεγχο του υποκινητή 

PLAP του αρουραίου (Liver enriched Activator Protein, Talbot et al.,1994). Η έκφραση 

γονιδίων σε διαγονιδιακούς ποντικούς υπό τον έλεγχο του PLAP είναι ανάλογη των 

αντιγράφων που ενσωµατώνονται και ανεξάρτητη από τη θέση ένθεσης των διαγονιδίων. 

Ο PLAP έχει χρησιµοποιηθεί για τη δηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών που εκφράζουν 

tTA και παρουσιάζει ενεργότητα στο ήπαρ (Kistner et al., 1996). Αξίζει να σηµειωθεί ότι 

στη συγκεκριµένη σειρά διαγονιδιακών ποντικών που χρησιµοποιήθηκε (rTALAP-1), εκτός 

του ήπατος ανιχνεύεται rtTA και σε κάποιους τύπους κυττάρων του νεφρού και 

σποραδικά σε ένα µικρό µέρος βρογχικών επιθηλιακών κυττάρων (Schonig et al., 2002).  

Ποντικοί από τις διαγονιδιακές σειρές lucTM διασταυρώθηκαν µε ποντικούς της 

σειράς rTALAP-1 και οι διπλά διαγονιδιακοί απόγονοι ενέθηκαν ή όχι µε doxycycline και 

προστέθηκε ή όχι doxycycline στο νερό που έπιναν για να ελεγχθεί αν κάποια από τις 

σειρές παράγει τρανσποζάση στο ήπαρ και στο νεφρό µετά από επαγωγή. Ο έλεγχος 

πραγµατοποιήθηκε µε ανάλυση κατά Northern, σύνθεση cDNA και Aλυσιδωτή 

Aντίδραση Πολυµεράσης (RT-PCR) και µε ανίχνευση της ενεργότητας της 

λουσιφεράσης. Οι σειρές lucTM 5, lucTM6.2 και lucTM 9.2 παράγουν τρανσποζάση µετά 

από επαγωγή ενώ απουσία doxycycline δεν ανιχνεύεται σε αυτές µετάγραφο 

τρανσποζάσης σε ανάλυση κατά Northern ή σε RT-PCR (Εικόνα 14Α). 
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KpnI SacI

6.2 c6.15 6.2 9.26.1

19.0

7.7

6.2

3.4

BI-L/ILMi
Luciferase
cod. seq. ILMi

tetO + Min. CMV prom
bidirectional

SV40pA β-globin pA

LAP P rtTA2S-S2

SV40 Poly A

rTALAP-1

A

Bανιχνευτής ILMi ανιχνευτής rtTA

SacI

rTALAP-1

6.2

 
 
Εικόνα 13. ∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών για επαγόµενη παραγωγή 
τρανσποζάσης. (Α) Απεικόνιση των κατασκευών στις οποίες βασίστηκε η δηµιουργία των 

σειρών διαγονιδιακών ποντικών rTALAP-1 (Schonig et al., 2002) και lucTM. Τα µεγέθη δεν είναι 

ανάλογα των πραγµατικών µεγεθών των στοιχείων των κατασκευών. Οι ανιχνευτές που 

χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των ποντικών συµβολίζονται µε µαύρη γραµµή. (Β) 
Ανάλυση κατά Southern γενωµικού DNA από ποντικούς των σειρών lucTM 5, 6.1, 6.2, 9.2 και 

rTALAP-1. Της ηλεκτροφόρησης έχει προηγηθεί πέψη του γενωµικού DNA µε τα ένζυµα 

περιορισµού που αναγράφονται στο πάνω µέρος της εικόνας. Η διαδροµή “c” περιέχει γενωµικό 

DNA µη διαγονιδιακού ποντικού. Οι θέσεις των αλληλουχιών αναγνώρισης των ενζύµων 

περιορισµού SacI και KpnI στην κατασκευή αναγράφονται στο χάρτη της κατασκευής 

(Παράρτηµα). 

 

Όσον αφορά στη σειρά lucTM6.1, πέντε ποντικοί εξετάστηκαν. Από αυτούς, οι 

δύο αρσενικοί παράγουν τρανσποζάση µετά από επαγωγή, κυρίως στο ήπαρ και 

λιγότερο στο νεφρό, δύο από τους θηλυκούς παράγουν χαµηλά ποσά στο ήπαρ και 

υψηλά ποσά στους νεφρούς και ο τρίτος θηλυκός δεν εκφράζει τρανσποζάση. 

Επαλήθευση του αποτελέσµατος έγινε µε υβριδοποίηση της ίδιας µεµβράνης µε 

ηπατοειδικό ανιχνευτή (αλβουµίνη, εικόνα 14Γ). Η συγκεκριµένη σειρά ελέγχθηκε δύο 

φορές µε RT-PCR και επίσης µε υβριδοποίηση των προϊόντων µε ανιχνευτή το γονίδιο 

της τρανσποζάσης απουσία και παρουσία doxycycline. Κατά τον πρώτο έλεγχο 

εντοπίστηκαν ίχνη µεταγράφου τρανσποζάσης στο δείγµα “απουσίας επαγωγής“ µετά 
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από την υβριδοποίηση (Εικόνα 14Β). Οι υπόλοιπες σειρές δεν εκφράζουν τρανσποζάση 

µετά από επαγωγή (Πίνακας 5). 
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Εικόνα 14. Έλεγχος σειρών διπλά διαγονιδιακών ποντικών lucTM/+ ; rtTALAP-1/+ 
για την παραγωγή µεταγράφου τρανσποζάσης µετά από επαγωγή µε doxycycline. Α και 
Β. Υβριδοποίηση, µε ανιχνευτή το γονίδιο της τρανσποζάσης, των προϊόντων που προέκυψαν 

µετά από RT-PCR µε τη χρήση ειδικών εκκινητών για την τρανσποζάση. Στις κάτω εικόνες 

παρουσιάζονται τα προϊόντα που προέκυψαν µετά από RT-PCR µε τη χρήση ειδικών εκκινητών 

για το γονίδιο hprt. (Α) Σειρές στις οποίες ανιχνεύεται µετάγραφο τρανσποζάσης στο ήπαρ µόνο 

σε συνθήκες επαγωγής. Με Μ συµβολίζεται το πείραµα ελέγχου χωρίς την προσθήκη RNA στην 

αντίδραση. (Β) Σειρά 6.1: Στη σειρά αυτή σε µία  από τις δύο αντιδράσεις RT-PCR που 

πραγµατοποιήθηκαν ανιχνεύτηκε στο ήπαρ µικρή ποσότητα µεταγράφου σε κατάσταση µη 

επαγωγής. Στην εικόνα φαίνεται η ποσότητα του µεταγράφου σε σύγκριση µε το µετάγραφο της 

σειράς 9.2 (χαµηλά ποσά µεταγράφου) σε κατάσταση επαγωγής. (Γ) Σειρά 6.1: Ανάλυση κατά 

Northern θηλυκού ποντικού µε ανιχνευτές το γονίδιο της τρανσποζάσης, της ακτίνης και της 

αλβουµίνης. 

 

Συµπερασµατικά, τέσσερις από τις 13 σειρές που δηµιουργήθηκαν εκφράζουν 

τρανσποζάση µετά από επαγωγή και µπορούν να χρησιµοποιηθούν στο µέλλον, 

συνδυαζόµενες κατάλληλα µε σειρές που παράγουν rtTA ιστοειδικά και σειρές οι οποίες 

φέρουν τρανσποζόνια, για την κατάλυση µετάθεσης σε διάφορους ιστούς. 
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Πίνακας 5. Σειρές διαγονιδιακών ποντικών που παράγουν τρανσποζάση του Minos µετά 
από επαγωγή µε doxycycline. 
 

Σειρά  
διαγονιδιακών 
ποντικών 

 lucTM 

Ανίχνευση 
µεταγράφου ILMi 

(Northern 
analysis,ή/και RT 
PCR) µετά από 
επαγωγή µε 
doxycycline 

 

Ανίχνευση 
λουσιφεράσης 

(luc assay) 
µετά από 

επαγωγή µε 
doxycycline 

 

Ανίχνευση 
µεταγράφου ILMi 
(Northern 
analysis) απουσία 
doxycycline 

Ανίχνευση 
µεταγράφου 
 ILMi (RT PCR) 
απουσία 
doxycycline  

1 - - -  

2 - - -  

3 - - -  

4 - - -  

5 + + - - 

6.0 - - -  

6.1 ++ + - + 

6.2 + + - - 

8 - - -  

9.1 - - -  

9.2 + + - - 

9.3 - - -  

9.4 - - -  

9.1+ 9.4 ++ + - - 
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2. Aνάπτυξη χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV (Autographa californica nuclear 
polyhedrosis virus) µε σκοπό την ενσωµάτωση τρανσποζονίων Minos στο 
γονιδίωµα διαφόρων ειδών κυττάρων µε υψηλή συχνότητα 
 

Ο ιός AcNPV ανήκει στους βακουλοϊούς (baculovirus) οι οποίοι είναι ιοί που 

µολύνουν λεπιδόπτερα και χρησιµοποιείται ευρέως για την έκφραση ετερόλογων 

πρωτεϊνών (Luckow, 1991; Vlak and Keus, 1990; O’Reilly et al., 1992). Tα τελευταία 

χρόνια έχει δειχθεί ότι οι συγκεκριµένοι ιοί αν και πολλαπλασιάζονται µόνο σε 

λεπιδόπτερα ή κύτταρα αυτών σε καλλιέργεια (Bishop et al., 1988), µπορούν να 

εισέλθουν σε µεγάλο εύρος κυττάρων, διαιρούµενων και µη (Hofmann et al., 1995; van 

Loo et al., 2001; Condreay et al., 1999; Boyce and Bucher; 1996, Pieroni et al 2001; 

Sarkis et al, 2000). Πολλές φορές η αδυναµία της χρήσης του Minos ως µέσο για την 

ενσωµάτωση ξένων γονιδίων σε κάποιες κυτταρικές σειρές έγκειται στη δυσκολία 

κυτταρικής διαµόλυνσης µε DNA. Σκοπός των πειραµάτων που περιγράφονται σε αυτήν 

την ενότητα είναι να ξεπεραστεί αυτό το εµπόδιο µε τη δηµιουργία χιµαιρικών φορέων 

που θα εισάγουν το µεταθετό στοιχείο στα κύτταρα. 

 

2.1 Mελέτη της ικανότητας εισόδου του ιού AcNPV σε κυτταρικές σειρές και 
πρωτογενή κύτταρα 
 

Σε προκαταρκτικά πειράµατα ελέγχθηκε το εύρος εισόδου του ιού AcNPV σε 

κυτταρικές σειρές. Τροποποιηµένος ιός AcNPV που φέρει το γονίδιο της GFP υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή του ιού CytoMegaloVirus (van Loo et al., 2001) χρησιµοποιήθηκε 

σε πειράµατα µόλυνσης κυτταρικών σειρών και καλλιεργειών πρωτογενών κυττάρων. Η 

ικανότητα εισόδου του ιού ελέγχθηκε στις κυτταρικές σειρές HepG2 (human 

hepatocellular carcinoma), NIH3T3 (mouse fibroblasts), MCF7 (human breast 

adenocarcinoma), T47D (human breast carcinoma) REF-1 (Rat embryonic fibroblasts), 

σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα ποντικού (ES cells) και σε καλλιέργειες πρωτογενών 

κυττάρων αποµονωµένων από γάγγλια οπισθίων ριζών (DRG's) και νωτιαίο µυελό. 

Όσον αφορά τις κυτταρικές σειρές, µόλυνση 16 ωρών παρουσία FBS µε τίτλο ιού 500 

MOI (Multiplicity Of Infection) οδήγησε σε ποσοστό φθοριζόντων κυττάρων HepG2 50%. 

Τα κύτταρα MCF7, T47D και τα εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα ποντικού φθόριζαν σε πολύ 

µικρότερα ποσοστά. Τα κύτταρα NIH3T3 και REF-1 φθόριζαν σε ποσοστό 30% και 10-

20% αντίστοιχα (Εικόνα 15, Πίνακας 6). Στα κύτταρα REF-1 µειώνεται η βιωσιµότητά 
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τους µετά την επώαση 16 ωρών µε τον ιό, οπότε δοκιµάστηκε επώαση τους µε ιό για µία 

ώρα απουσία και παρουσία FBS (Fetal Bovine Serum). Οι δύο παραπάνω συνθήκες δεν 

φαίνεται να επηρεάζουν τη βιωσιµότητα των κυττάρων και ειδικά η πρώτη (απουσία 

FBS) δεν µειώνει το ποσοστό των κυττάρων που εκφράζουν GFP (Πίνακας 6). Στις 

καλλιέργειες πρωτογενών κυττάρων το ποσοστό έφτασε έως και 80% (Εικόνα 15). Με 

ανοσοεντοπισµό των νευρώνων µε τη χρήση αντισώµατος έναντι των νευροϊνιδίων 

(mouse IgG anti-neurofilaments) πιστοποιήθηκε ότι οι νευρώνες δεν φθόριζαν (Εικόνα 

16).  

 

REF-1 HepG2 Primary neural cells 

Χρώση
πυρήνων

GFP

Εικόνα 15. Ικανότητα εισόδου του ιού AcNPV σε κύτταρα θηλαστικών. Ανίχνευση GFP σε 

κύτταρα Ref 1, HepG2 και πρωτογενή κύτταρα αποµονωµένα από DRGs µετά από επώαση 16 

ωρών µε ιό AcNPV (200 ΜΟΙ) που φέρει το γονίδιο της GFP (CMV/GFP). Χρώση των πυρήνων 

µε αντιδραστήριο Hoechst. 

 

Για τον έλεγχο εισόδου του ιού AcNPV σε κύτταρα S2 (Schneider’s Drosophila 

Line 2), χρησιµοποιήθηκε ο χιµαιρικός φορέας Minos-AcNPV BacMiBo14/GtTA2, ο 

οποίος προέκυψε από τον ενδιάµεσο πλασµιδιακό φορέα 

pBacPAK8MiBO14/GtTA2∆PP∆NotI (Παράρτηµα). Ο συγκεκριµένος φορέας αποτελείται 

από τροποποιηµένο ιό AcNPV και ένα τρανσποζόνιο Minos που φέρει διπλασιασµένο 

τον χειριστή της τετρακυκλίνης (tetO) και δύο ελάχιστους υποκινητές από το γονίδιο 

hsp70, αντίθετης φοράς. Υπό τον έλεγχο του ενός έχει κλωνοποιηθεί ο ενεργοποιητής 

της τετρακυκλίνης tTA (Gossen et al., 1992) και υπό τον έλεγχο του άλλου, το γονίδιο 
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της GFP. Με αυτόν τον τρόπο, απουσία τετρακυκλίνης, χαµηλά επίπεδα µεταγραφής 

από τους ελάχιστους υποκινητές οδηγούν σε παραγωγή GFP και tTA. Με τη σειρά του 

το tTA δεσµεύεται στον τεχνητό χειριστή tetO και επάγει µεταγραφή του εαυτού του και 

της GFP. Μετά από επώαση των κυττάρων S2 µε τον παραπάνω ιό, πάνω από 90% 

των κυττάρων φθόριζαν ακόµα και µε χαµηλότερα MOIs (100) από αυτά που 

χρησιµοποιήθηκαν για τα κύτταρα θηλαστικών. Υψηλή ικανότητα εισόδου σε κύτταρα S2 

έχει περιγραφεί (Lee et al. 2000). 

Από τα παραπάνω συµπεραίνεται ότι ο ιός αυτός έχει µεγάλο εύρος εισόδου σε 

κυτταρικές σειρές αλλά το ποσοστό των κυττάρων στα οποία εισέρχεται ή η ικανότητα 

έκφρασης του ξένου γονιδίου που αυτός µεταφέρει υπό τον έλεγχο συγκεκριµένου 

υποκινητή εξαρτώνται από τον κυτταρικό τύπο. 

 

 

 

Πίνακας 6. Ικανότητα εισόδου ιού AcNPV που φέρει το γονίδιο της GFP σε κύτταρα 
θηλαστικών 
 

Τύπος κυττάρων 

% Ποσοστό 
φθοριζόντων κυττάρων 
µετά από µόλυνση µε 
500 MOI ιού για 1 ώρα 

χωρίς FBS στο 
διάλυµα µόλυνσης 

% Ποσοστό 
φθοριζόντων κυττάρων 
µετά από µόλυνση µε 
500 MOI ιού για 1 ώρα 
παρουσία FBS στο 
διάλυµα µόλυνσης 

% Ποσοστό 
φθοριζόντων κυττάρων 
µετά από µόλυνση µε 
500 MOI ιού για 16 
ώρες παρουσία FBS 
στο διάλυµα µόλυνσης 

HepG2 30 30 50 

NIH3T3 5 <0.5 30 

REF-1 10-20 2 10-20* 

T47D <2 <2 <2 

MCF7 5 <5 <10 

* Μειωµένη βιωσιµότητα 
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Εικόνα 16.  Απουσία 
φθορισµού σε νευρώνες 
µετά από επώαση µε ιό 
AcNPV που φέρει GFP. 
Ανοσοεντοπισµός νευρώνων 

αποµονωµένων από DRGs. 

Το πρωτογενές αντίσωµα 

είναι έναντι των νευροϊνιδίων 

(neurofilaments) και το 

δευτερογενές είναι το Cy3 anti mouse (εκπέµπει στο κόκκινο). Τα κύτταρα που εκφράζουν GFP 

ανιχνεύονται ως φθορίζοντα στο πράσινο. Κάθε εικόνα προέρχεται από αλληλοεπικάλυψη δύο 

φωτογραφιών του ίδιου πεδίου µε διαφορετικά φίλτρα. 

 

2.2 Eνσωµάτωση τρανσποζονίων Minos στο γονιδίωµα κυτταρικών σειρών µετά 
από επώαση µε χιµαιρικούς φορείς Minos-AcNPV 
 

Για τη δηµιουργία σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων κυττάρων µε τη δράση 

της τρανσποζάσης του Minos τα προς µελέτη κύτταρα επωάστηκαν µε χιµαιρικούς 

φορείς Minos-AcNPV που φέρουν τρανσποζόνια Minos και τρανσποζάση. 

Η κυτταρική σειρά HepG2 επιλέχθηκε για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων 

σταθερού µετασχηµατισµού µετά από διπλή µόλυνση µε χιµαιρικούς φορείς Minos-

AcNPV. Η συγκεκριµένη κυτταρική σειρά δεν παρουσιάζει υψηλή ικανότητα διαµόλυνσης 

µε συµβατικές µεθόδους (µέθοδος του CaCl2) και σε αυτήν ο ιός AcNPV εισέρχεται µε 

µεγάλη συχνότητα. Στα πειράµατα που ακολουθούν χρησιµοποιήθηκε το τρανσποζόνιο 

MiLRneo (Klinakis et al., 2000b) κλωνοποιηµένο σε τροποποιηµένο ιό AcNPV 

(Clontech). Ο ενδιάµεσος φορέας για την δηµιουργία του χιµαιρικού ιού BacMiLRneo 

παρουσιάζεται στην εικόνα 17. Το τρανσποζόνιο φέρει µεταξύ των άκρων του Minos το 

γονίδιο της ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη υπό τον έλεγχο του υποκινητή/ενισχυτή του 

ιού SV40. Η έκφραση του γονιδίου προσδίδει ανθεκτικότητα σε κύτταρα τα οποία 

καλλιεργούνται σε θρεπτικό µέσο που περιέχει το αντιβιοτικό G418. Ως πηγή 

τρανσποζάσης χρησιµοποιήθηκε το cDNA της τρανσποζάσης υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του ιού CytoMegaloVirus, κλωνοποιηµένο σε τροποποιηµένο ιό AcNPV 

(Clontech). Ο ενδιάµεσος φορέας για τη δηµιουργία του χιµαιρικού ιού BacCMV/ILMi 

παρουσιάζεται επίσης στην εικόνα 17. 
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αλληλουχίες οι οποίες ανασυνδιάζονται
µε γραµµοποιηµένο ιό AcMPV
σε κύτταρα του ξενιστή.

hyd

MiR

hyd

SV40 PneoSV40
pA

pBacPAK9MiLRneo

CMV P BGHpAILMi

pBacPAK9CMV/ILMi

MiL

 
Εικόνα 17. ∆ηµιουργία χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV. Πλασµίδια που χρησιµοποιήθηκαν 

για την δηµιουργία χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV µετά από ανασυνδυασµό µε 

γραµµοποιηµένο ιό σε κύτταρα SF21. Τα µεγέθη δεν είναι ανάλογα των πραγµατικών µεγεθών 

των στοιχείων των κατασκευών 

 

Οι δύο χιµαιρικοί φορείς BacMiLRneo, και BacCMV/ILMi χρησιµοποιήθηκαν για 

τη µόλυνση κυττάρων HepG2 σε διάφορους συνδυασµούς τίτλων έτσι ώστε να βρεθεί ο 

τίτλος ιών και η µεταξύ τους αναλογία που οδηγεί σε µεγαλύτερο αριθµό 

µετασχηµατισµένων κλώνων. Μετά τη µόλυνση των κυττάρων µε τους δύο χιµαιρικούς 

φορείς, η τρανσποζάση που παράγεται καταλύει την εκτοµή του µη αυτόνοµου 

µεταθετού στοιχείου MiLRneo και την ενσωµάτωση του σε χρωµοσωµικές θέσεις. Τα 

κύτταρα που φέρουν τέτοιου είδους ενθέσεις επιλέχθηκαν ως κλώνοι ανθεκτικοί στο 

G418. 

Στον Πίνακα 7 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από το παραπάνω πείραµα. 

Μόλυνση 106 κυττάρων HepG2 µόνο µε τον ιό που φέρει το τρανσποζόνιο (3.3x107 pfu ή 

33 ΜΟΙ στη συγκεκριµένη περίπτωση) είχε ως αποτέλεσµα την παραγωγή µικρού 

αριθµού σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων (6-40). Αύξηση του τίτλου του ιού έως και 

1x109 pfu (1000 ΜΟΙ) οδήγησε σε αύξηση του αριθµού των µετασχηµατισµένων κλώνων 

(102-800). Οι κλώνοι που προέκυψαν απουσία τρανσποζάσης οφείλονται πιθανώς σε 

τυχαία ενσωµάτωση µέρους του γονιδιώµατος του ιού που φέρει το γονίδιο της 

ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη στο γονιδίωµα των κυττάρων HepG2 (Condreay et al.,  
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999). Μετά την µόλυνση µε τους ιούς BacMiLRneo (3.3x107 pfu ή 33 MOI), και 

η

 

ς

δ θ

 κ κύτταρα 

BacCMV/ILMi BacMiLPneo HepG2 Π1 HepG2 Π2 REF-1 Π1 REF-1 Π2 REF-1* NIH3T3 Π1 NIH3T3 Π2
(pfu) (pfu) (A.A.) (A.A.) (A.A.) (A.A.) (A.A.) (A.A.) (A.A.)

0 3,3x107 6 40

0 1,65x108 52 120
0 1x109 102 800 226 480 3200 550 475

3,3x107 3,3x107 837 380
3,3x107 1,65x108 2312 2400
3,3x107 1x109 2034 14400
1,65x108 3,3x107 2520 2014
1,65x108 1,65x108 5260 7680
1,65x108 1x109 9000 16000

1x109 3,3x107 2380 4000
1x109 1,65x108 3464 8200
1x109 1x109 16120 22000 3050 2140 10900 10630 10000-15000

Πίνακας Χ. ∆ηµιουργία κλώνων ανθεκτικών στο G418 µε χιµαιρικούς φορείς Minos -AcNPV 

* Επώαση µίας ώρας µε τον ιό (συνήθης διάρκεια 16 ώρες)
Α.Α.:  Αριθµός ανθεκτικών αποικιών στο G418. Π: Πείραµα
 
 
 
1

BacCMV/ILMi (3.3x107 pfu ή 33 MOI) ο αριθµός των µετασχ µατισµένων κλώνων 

αυξήθηκε τουλάχιστον κατά µία τάξη µεγέθους. Η αναλογία ιών BacMiLRneo και 

BacCMV/ILMi 1:1 και ο υψηλότερος τίτλος που χρησιµοποιήθηκε (109 pfu ανά τρυβλίο 

35 mm, 1000 MOI) ήταν οι συνθήκες που οδήγησαν στον µεγαλύτερο αριθµό σταθερά 

µετασχηµατισµένων κλώνων (16120-22000). Περαιτέρω αύξηση του τίτλου που 

χρησιµοποιήθηκε στι  µολύνσεις δεν είναι εφικτή διότι τα κύτταρα που επωάζονται µε 

τόσο υψηλούς τίτλους δεν είναι υγιή και πεθαίνουν κατά την πειραµατική διαδικασία. 

Ακόµα και µε τη χρήση 1000 ΜΟΙ από τους δύο ιούς, η βιωσιµότητα των κυττάρων είναι 

µειωµένη. Ο συνδυασµός των δύο χιµαιρικών φορέων και οι τίτλοι που 

χρησιµοποιήθηκαν οδήγησαν στη ηµιουργία υψηλού αρι µού σταθερά 

µετασχηµατισµένων λώνων στα HepG2. 
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Για τη διερεύνηση της δηµιουργίας σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων από τη 

δράση 

α ο κ

µων περιορισµού και υβριδοποίηση µε 

ανιχνευ

της τρανσποζάσης πραγµατοποιήθηκε περαιτέρω ανάλυση. Είκοσι δύο από τους 

κλώνους που προέκυψαν από το παραπάνω πείραµα αποµονώθηκαν και 

καλλιεργήθηκαν χωριστά. DNA από υτούς αποµ νώθηκε αι αναλύθηκε κατά 

Southern. Πέψη µε τα ένζυµα περιορισµού KpnI και SacI, για τα οποία υπάρχουν 

αλληλουχίες αναγνώρισης στην κατασκευή του τρανσποζονίου, στις µη µεταθέσιµες 

περιοχές, εξωτερικά των δύο άκρων (µία αλληλουχία αναγνώρισης για κάθε ένα), έδειξε 

ότι στις περισσότερες περιπτώσεις (64%) ένα τρανσποζόνιο έχει ενσωµατωθεί στο 

γονιδίωµα των κυττάρων (Εικόνα 18). Υπήρχαν και περιπτώσεις όπου ανιχνεύθηκε 

µεγάλος αριθµός ενθέσεων (7 και 8), αλλά κατά µέσο όρο ο αριθµός των ενθέσεων ανά 

κλώνο ήταν δύο. Είναι αξιοσηµείωτο ότι δεν παρατηρείται αύξηση του αριθµού των 

ενθέσεων παράλληλα µε την αύξηση του MOI. 

Με τη χρήση των συγκεκριµένων ενζύ

τή µέρος του γονιδίου της ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη ελέγχθηκε επίσης η 

πιθανότητα οι ενθέσεις να µην έχουν πραγµατοποιηθεί µε τη δράση της τρανσποζάσης. 

Σε αυτήν την περίπτωση το αναµενόµενο µέγεθος για το τµήµα του DNA που αποτελεί 

την ένθεση θα όφειλε να έχει µέγεθος 2.3 κιλοβάσεων. Καµία από τις ενθέσεις των 22 

κλώνων που εξετάστηκαν δεν µεταναστεύει στο πήκτωµα αγαρόζης σε θέση που 

αντιστοιχεί στις 2.3 κιλοβάσεις. Άρα η κατάλυση της ένθεσης των τρανσποζονίων στο 

γονιδίωµα πραγµατοποιήθηκε από την τρανσποζάση (Εικόνα 18). Το αποτέλεσµα αυτό 

επιβεβαιώθηκε και µετά τον προσδιορισµό των χρωµοσωµικών αλληλουχιών στις οποίες 

εντέθηκε το Minos (Παπαδοπούλου Ν., 2003, ∆ιατριβή Μ.Τ.Ε, εικόνα 19). 
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2.7Kb

c 3 1310 1417 12 6 5 4 129 81 2 3 6 7 8 10 11 8sm c

2.7Kb

250 MOI BacMiLRneo
250 MOI BacCMV/GFP
BglII

1000 MOI BacMiLRneo
1000 MOI BacCMV/GFP
SacI - KpnI 

Α Β

Γ

2.3 Kb

KpnI SacI

ανιχνευτής ανιχνευτής

Τρανσποζόνιο MiLRneo
στον φορέα BacMiLRneo

Τρανσποζόνιο MiLRneo
µετά την καταλυόµενη από τρανσποζάση
ένθεσή του στο γένωµα

 
Εικόνα 18. Ανίχνευση γεγονότων µετάθεσης του Minos από τους χιµαιρικούς φορείς 
AcNPV-Minos στο γένωµα των κυττάρων HepG2. Ανάλυση κατά Southern ανεξάρτητων 

κλώνων HepG2. Το γενωµικό DNA πριν την ηλεκτροφόρηση έχει υποστεί πέψη µε τα ένζυµα 

περιορισµού που αναγράφονται πάνω από τις αυτοραδιογραφίες. Οι διαδροµές “c” περιέχουν 

DNA από κύτταρα τα οποία δεν διαµολύνθηκαν. (Α) Οι κλώνοι προέκυψαν από συν-µόλυνση µε 

250 MOI του ιού BacMiLRneo και 250 MOI BacCMV/ILMi. (B) Οι κλώνοι προέκυψαν από συν-

µόλυνση µε 1000 MOI του ιού BacMiLRneo και 1000 MOI BacCMV/ILMi. (Γ) Σχηµατική 

απεικόνιση του τρανσποζονίου πριν το γεγονός µετάθεσης και µετά. Η ύπαρξη ζωνών στην 

αυτοραδιογραφία µεγέθους 2.3 Kb (KpnI-SacI πέψη) θα υποδήλωναν τυχαία ένθεση κοµµατιού 

DNA που φέρει την ανθεκτικότητα. Ο ανιχνευτής είναι µέρος του γονιδίου της ανθεκτικότητας στη 

νεοµυκίνη και παριστάνεται µε µαύρη γραµµή. 
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1000 MOI BacMiLRneo, 1000 MOI BacCMV/ILMi 
 
ΚΛΩΝΟΣ 2:   CTCGTActcaggaggctgtggcaggagaatcgcttgaacctgggaggcagagattgcagtgag 
 
ΚΛΩΝΟΣ 8:   CTCGTAgtgtgatttacaatcacatgaatatctaagaatgaagccaggcacggtggctcacacc  
 
ΚΛΩΝΟΣ 10: CTCGTAaaactagacaagtgggcca 
 
ΚΛΩΝΟΣ 3:   CTCGTActagcagtctgggcaaaagatac  
 
 
250 MOI BacMiLRneo, 250 MOI BacCMV/ILMi 
 
ΚΛΩΝΟΣ 1:    CTCGTAgcttcacgctgccatttgaatattgaaaatctccacttttagttcaagagataaacaacca  
 
ΚΛΩΝΟΣ 7:    CTCGTAcgtgttccaaaaattacatacatttatacaaatttaatatgttatgatttgtaatttt  
 
ΚΛΩΝΟΣ sm: CTCGTAgtagtaggagaggcataccatgagccataatttctgttttaggtgaatagtggtgata  
 
ΚΛΩΝΟΣ 10:  CTCGTAactggttgcttaatgaggctctttaatttgatcagttaccctttttgaccaaacatc  
 
ΚΛΩΝΟΣ 11:  CTCGTAccttccccacaggcaatatatagacaaatacaacctatgtgtacccatccctaccca  
 
ΚΛΩΝΟΣ 8:    CTCGTAagatggtcatgggtccctggaacacagttaag  
 
 
Εικόνα 19. Μοριακός χαρακτηρισµός των ενθέσεων του Minos στα χρωµοσώµατα των 
κυττάρων HepG2. Ανάλυση των ενθέσεων του Minos από 10 κλώνους που προέκυψαν µε συν-

µόλυνση ιών υψηλού τίτλου (1000 MOI BacMiLRneo, 1000 MOI BacCMV/ILMi) ή χαµηλού τίτλου 

(250 MOI BacMiLRneo, 250 MOI BacCMV/ILMi). Οι αλληλουχίες που γειτνιάζουν µε τα άκρα του 

στοιχείου στη νέα του θέση εµφανίζονται µε µικρά γράµµατα. Τα τελευταία 4 νουκλεοτίδια του 

Minos και το διπλασιασµένο, µετά την ένθεση, ΤΑ εµφανίζονται µε κεφαλαία γράµµατα. 
 

Στο εργαστήριο έχουν δοκιµαστεί πολλοί διαφορετικοί τρόποι διαµόλυνσης 

κυττάρων HepG2 (CaCl2, διάφορα είδη λιποφεκτινών) και αυτός που οδήγησε στα 

υψηλότερα επίπεδα διαµόλυνσης ήταν το αντιδραστήριο διαµόλυνσης Gene Porter 

(Gene Therapy Systems). Το αντιδραστήριο χρησιµοποιήθηκε σε πείραµα ελέγχου για 

τη διερεύνηση της αποτελεσµατικότερης ή όχι δηµιουργίας σταθερά µετασχηµατισµένων 

κλώνων από το µεταθετό στοιχείο Minos µε τη χρήση τροποποιηµένου ιού AcNPV. 

∆ιαµόλυνση του ίδιου αριθµού κυττάρων που χρησιµοποιήθηκε και στα πειράµατα συν-

µόλυνσης, µε πλασµίδια που φέρουν το τρανσποζόνιο MiLRneo και πηγή 

τρανσποζάσης CMV/ILMi (Κλινάκης Α., 2002, ∆ιδακτορική διατριβή) ή EF1/ILMi 

(Elongation Factor 1, Klinakis et al., 2000b) είχε ως αποτέλεσµα την παραγωγή πολύ 

µικρότερου αριθµού σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων. Ο µεγαλύτερος αριθµός 

µετασχηµατισµένων κλώνων (3780) προέκυψε µε το πλασµίδιο βοηθό EF1/ILMi 

(Πίνακας 8). Η αναλογία πλασµιδίων τρανσποζονίου και τρανσποζάσης που 
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χρησιµοποιήθηκε στα συγκεκριµένα πειράµατα (5:3) έχει προκύψει από ανάλογα 

πειράµατα µετασχηµατισµού σε κύτταρα HeLa µε τη χρήση της τρανσποζάσης EF1/ILMi 

και είναι η βέλτιστη για τις συγκεκριµένες συνθήκες (Ζαγοραίου Λ., 1999, ∆ιατριβή 

Μ.Τ.Ε.). Ανάλυση κατά Southern έδειξε ότι οι κλώνοι που προέκυψαν από 

συνδιαµόλυνση µε πλασµίδια έφεραν κατά µέσο όρο 6-7 ενθέσεις του τρανσποζονίου 

(Εικόνα 20). 

 

Πίνακας 8. ∆ηµιουργία ανθεκτικών κλώνων  µετά από συν-διαµόλυνση µε πλασµίδια  
    
  HepG2 NIH3T3 Ref1 
2.5µg pMiLRneo 380 2400 780
2.5µg pMiLRneo +1.5µg pEF1/ILMi 3780 12000 1680
Αριθµός αποικιών παρουσία ILMi/Αριθµό αποικιών απουσία ILMi 9,9 5,0 2,2

 

 

Για τον έλεγχο του εύρους της χρήσης του συστήµατος των χιµαιρικών φορέων 

το παραπάνω πείραµα δηµιουργίας σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων 

πραγµατοποιήθηκε σε δύο επιπλέον κυτταρικές σειρές. Μόλυνση µε τους χιµαιρικούς 

φορείς BacMiLRneo και BacCMV/ILMi πραγµατοποιήθηκε σε κύτταρα REF-1 και 

NIH3T3 στις συνθήκες που είχαν αποδειχθεί οι πλέον ευνοϊκές για τη δηµιουργία 

µεγάλου αριθµού µετασχηµατισµένων κλώνων από τη δράση της τρανσποζάσης (109 

pfu από τον κάθε ιό σε 35mm τρυβλίο). Ο αριθµός των µετασχηµατισµένων κλώνων 

ήταν συγκρίσιµος µε αυτόν που προέκυψε από τα πειράµατα στα κύτταρα HepG2 και 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 7. Όσον αφορά τα κύτταρα REF-1 η επώαση 16 ωρών 

αυξάνει την θνησιµότητά τους οπότε υψηλός αριθµός αποικιών επιτεύχθηκε µετά από 

επώαση µιας ώρας. Στα κύτταρα REF-1 και NIH3T3 πραγµατοποιήθηκε επίσης πείραµα 

ελέγχου µε τη διαµόλυνση µε πλασµίδια (MiLRneo και πηγή τρανσποζάσης CMV/ILMi ή 

EF1/ILMi, Πίνακας 8). Για τα κύτταρα REF-1 το σύστηµα της “συν-µόλυνσης” είναι 

καλύτερο από το σύστηµα της “συν-διαµόλυνσης“ όσον αφορά στην παραγωγή µεγάλου 

αριθµού σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων και στο ποσοστό αυτών που έχουν 

προκύψει από τη δράση της τρανσποζάσης. Τα κύτταρα NIH3T3 δίνουν µεγάλο αριθµό 

σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων και µε το σύστηµα της “συν-διαµόλυνσης“ µε τη 

χρήση της EF1/ILMi τρανσποζάσης, αλλά µετά από “συν-µόλυνση” ο αριθµός των 

κλώνων που προκύπτει από τυχαία ενσωµάτωση DNA είναι σαφώς µικρότερος. Από τα 
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παραπάνω συµπεραίνεται ότι η χρήση του συστήµατος των “συν-µολύνσεων” δεν 

περιορίζεται στα κύτταρα HepG2. 

 

 
Εικόνα 20. Ανίχνευση γεγονότων 
µετάθεσης του Minos στο γένωµα των 
κυττάρων HepG2 µετά από 
συνδιαµόλυνση µε πλασµίδια. 
Ανάλυση κατά Southern ανεξάρτητων 

κλώνων HepG2 (18 από τους 21 που 

εξετάστηκαν). Το γενωµικό DNA πριν την 

ηλεκτροφόρηση έχει υποστεί πέψη µε τα 

ένζυµα περιορισµού που αναγράφονται 

πάνω από τις αυτοραδιογραφίες. Οι 

κλώνοι προέκυψαν από συν-διαµόλυνση 

κυττάρων HepG2 µε τα πλασµίδια 

pMiLRneo και pEF1/ILMi και επιλογή σε 

G418. Στο κάτω µέρος της εικόνας 

υπάρχει σχηµατική απεικόνιση του τρανσποζονίου πριν το γεγονός µετάθεσης και µετά. Η 

ύπαρξη ζωνών στην αυτοραδιογραφία µεγέθους 2.3 Kb (KpnI-SacI πέψη) υποδηλώνει τυχαία 

ένθεση κοµµατιού DNA που φέρει την ανθεκτικότητα. Ο ανιχνευτής είναι µέρος του γονιδίου της 

ανθεκτικότητας στη νεοµυκίνη και παριστάνεται µε µαύρη γραµµή. 

2.3 Kb

KpnI SacI

ανιχνευτής ανιχνευτής

Τρανσποζόνιο MiLRneo
στον φορέα pMiLRneo

Τρανσποζόνιο MiLRneo
µετά την καταλυόµενη από 
τρανσποζάση ένθεσή του
στο γένωµα

6.2kb

3.4kb

2.7kb

KpnI-SacI

 

2.3 ∆ηµιουργία σταθερά µετασχηµατισµένων κυτταρικών σειρών που παράγουν 
επαγώγιµη τρανσποζάση και καταλύουν την ενσωµάτωση τρανσποζονίων στο 
γονιδίωµά τους µετά από επώαση µε τον ιό BacMiLRneo 
 

Η χρήση των χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV για τη δηµιουργία µεγάλου 

αριθµού σταθερά µετασχηµατισµένων από το Minos κλώνων σε κυτταρικές σειρές οι 

οποίες δεν διαµολύνονται σε υψηλά επίπεδα ανοίγει το δρόµο για πειράµατα µεγάλης 

κλίµακας µεταλλαξιγένεσης σε διαφόρων ειδών κυτταρικές σειρές. Μία παράλληλη οδός 

προσέγγισης της δηµιουργίας µεγάλου αριθµού µετασχηµατισµένων κλώνων από 

τρανσποζόνια σε διάφορες κυτταρικές σειρές είναι η χρήση επαγώγιµου συστήµατος 

παραγωγής τρανσποζάσης σταθερά ενσωµατωµένου στο γένωµα των κυττάρων και η 

µόλυνση µε φορέα που φέρει τρανσποζόνια κατά την επαγωγή. Mε αυτόν τον τρόπο όλα 
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τα κύτταρα στα οποία θα εισέλθει ο χιµαιρικός φορέας Minos-AcNPV έχουν θεωρητικά τη 

δυνατότητα να καταλύσουν την ενσωµάτωσή του στο γονιδίωµά τους. 

Για το πείραµα αυτό επιλέχθηκαν τα κύτταρα HepG2 και τα συστήµατα επαγωγής 

βασισµένα στην τετρακυκλίνη και τα ανάλογα αυτής (Tet-Off και Tet-On, Gossen and 

Bujard 1992; Gossen et al., 1995). Το σύστηµα Tet-Off βασίζεται στον ενεργοποιητή της 

τετρακυκλίνης (tTA), ο οποίος ενεργοποιεί τη µεταγραφή γονιδίων που βρίσκονται υπό 

τον έλεγχο του χειριστή της τετρακυκλίνης tetO. Παρουσία doxycycline ο ενεργοποιητής 

δεν µπορεί να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή. Το σύστηµα Tet-On βασίζεται στον 

αντίστροφο ενεργοποιητή της τετρακυκλίνης (rtTA). Παρουσία rtTA και παρουσία 

doxycycline επάγεται η µεταγραφή γονιδίων υπό τον έλεγχο του χειριστή tetO. Απουσία 

doxycycline ο ενεργοποιητής δεν µπορεί από µόνος του να δεσµευτεί στο χειριστή tetO 

και να ενεργοποιήσει τη µεταγραφή. Για τη δηµιουργία σταθερά µετασχηµατισµένων 

κλώνων κυττάρων που παράγουν τρανσποζάση µετά από επαγωγή απαιτείται η 

ενσωµάτωση δύο γονιδίων στο γένωµά τους. Αυτό πραγµατοποιήθηκε σε δύο στάδια 

διαµόλυνσης και επιλογής. Σε πρώτο στάδιο στα κύτταρα ενσωµατώθηκε ο 

ενεργοποιητής της τετρακυκλίνης (tTA ή rtTA) και επιλέχθηκαν κλώνοι οι οποίοι σε 

πειράµατα παροδικής διαµόλυνσης µε πλασµίδιο αναφοράς (pBI-L, Clontech) και σε 

συνθήκες επαγωγής εµφάνισαν υψηλά επίπεδα επαγωγής. Σε δεύτερο στάδιο στα 

κύτταρα που φέρουν τον ενεργοποιητή ενσωµατώθηκε η τρανσποζάση υπό τον έλεγχο 

του τεχνητού χειριστή της τετρακυκλίνης tetO. 

Aρχικά τα κύτταρα HepG2 διαµολύνθηκαν µε γραµµοποιηµένο κοµµάτι DNA που 

έφερε τον ενεργοποιητή tTA και το γονίδιο της ανθεκτικότητας στo φάρµακο hygromycin 

υπό τον έλεγχο του υποκινητή TK του ιού HSV (tTA/TKhygro). Ανάλογο πείραµα 

πραγµατοποιήθηκε µε κοµµάτι DNA το οποίο έφερε τον ενεργοποιητή rtTA2S-M2 (Udo 

Baron and Maz Hasan, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και το γονίδιο HSVTK hygromycin 

(rtTA/TKhygro, εικόνα 21). Mετά από τις διαµολύνσεις και την επιλογή µε hygromycin, 

προέκυψαν 27 ανθεκτικοί κλώνοι από τη διαµόλυνση µε το tTA/TKhygro και 30 από τη 

διαµόλυνση µε το rtTA/TKhygro. Οι κλώνοι αυτοί αποµονώθηκαν και καλλιεργήθηκαν 

χωριστά. Ο έλεγχος για την παραγωγή των ενεργοποιητών πραγµατοποιήθηκε µε 

διαµόλυνση αυτών, παρουσία και απουσία doxycycline, µε DNA το οποίο φέρει το 

γονίδιο της λουσιφεράσης, υπό τον έλεγχο του χειριστή tetO και µέτρηση των επιπέδων 

της λουσιφεράσης. Όσον αφορά τους κλώνους που είχαν ενσωµατώσει το διαγονίδιο 

tTA/TKhygro, σε 12 από τους 27 η έκφραση της λουσιφεράσης σε κατάσταση επαγωγής 

ήταν πάνω από είκοσι φορές υψηλότερη από ότι παρουσία doxycycline (Πίνακας 9). 
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Από τους 30 κλώνους που είχαν ενσωµατώσει το rtTA/TKhygro διαγονίδιο, οι δύο 

παρήγαγαν λουσιφεράση σε κατάσταση επαγωγής σε ποσοστό περίπου είκοσι φορές 

υψηλότερο από ότι απουσία doxycycline (Πίνακας 10). 
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Εικόνα 21. Κατασκευές για τη δηµιουργία κλώνων που παράγουν επαγόµενη 

τρανσποζάση. Σχηµατική απεικόνιση των κατασκευών που χρησιµοποιήθηκαν για τη 

δηµιουργία κλώνων κυττάρων HepG2 που παράγουν τρανσποζάση σε συνθήκες επαγωγής. Τα 

ένζυµα περιορισµού που αναγράφονται χρησιµοποιήθηκαν για τη γραµµοποίηση του DNA πριν 

τη διαµόλυνση. Τα µεγέθη δεν είναι ανάλογα των πραγµατικών µεγεθών των στοιχείων των 

κατασκευών 
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Πίνακας 9. Έλεγχος κλώνων HepG2 για την παραγωγή tTA   
    
κλώνος µονάδες λουσιφεράσης απουσία dox µονάδες λουσιφεράσης παρουσία dox dox-/dox+

12 48,7 40,9 1,2 

73 853,6 65,7 13,0 

64 545,9 39,9 13,7 

63 22 11,6 1,9 

86 194 22,7 8,6 

87 343,7 7,54 45,6 

89 141 19,4 7,3 

10 3771 198 19,0 

17 6918 615,2 11,2 

18 1198 134 9,0 

38 2494 122,7 20,3 

41 4738 157,3 30,1 

50 2528 148 17,1 

56 343 277 1,2 

7 6614 99,7 66,3 

108 2936,8 77,2 38,0 

107 2122 32,5 65,3 

111 1986 35,6 55,8 

3 1614 108,2 14,9 

4 2505 25,6 97,9 

13 1279 29,8 42,9 

11 2321 14,4 161 

90 2655 40 66,4 

92 2071 27,1 76,4 

112 0,7 0,1 7 

109 17,6 7,8 2,3 

110 24,3 12,4 2,0 

* Με έντονη γραφή παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα µετά από κανονικοποίηση µε β-gal assay 
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Πίνακας 10. Έλεγχος κλώνων HepG2 για την παραγωγή rtTA    
    
κλώνος µονάδες λουσιφεράσης απουσία dox µονάδες λουσιφεράσης παρουσία dox dox+/dox- 

2 389,5 419,1 1,1 

25 105,8 51,14 0,5 

28 404,6 408,5 1,0 

93 107 130,4 1,2 

115 28,8 44 1,5 

17 76,7 79,7 1,0 

26 293 314 1,1 

39 18,5 26,7 1,4 

114 26,4 43,8 1,7 

129 21,9 38,7 1,8 

46 26,5 7,8 0,3 

126 57,2 79,2 1,4 

62 18,9 27,5 1,5 

97 21,4 39,5 1,8 

113 135 13 0,1 

131 118 148 1,3 

90 119,5 285 2,4 

120 213 163,8 0,8 

112 171,9 280 1,6 

13 218,8 4562,3 20,9 

116 114 115,2 1,0 

77 91 267 2,9 

10 876 948,6 1,1 

16 675 787 1,2 

20 3507 13315 3,8 

19 1197 1301 1,1 

29 463 8657 18,7 

92 1051 1551 1,5 

128 618,9 500,5 0,8 

67 308 243 0,8 

 

 

 70



Στη συνέχεια τέσσερις από τους κλώνους επιλέχθηκαν για να ενσωµατωθεί σε 

αυτούς το γονίδιο της τρανσποζάσης (κλώνοι 90 και 92 οι οποίοι παράγουν tTA και 13 

και 29 οι οποίοι παράγουν rtTA). Η επιλογή για την περίπτωση των κλώνων tTA έγινε µε 

βάση τα επίπεδα επαγωγής και την έλλειψη µεταγραφικής ή µεταφραστικής “εξάντλησης” 

(squelching - Gill and Ptashne 1988 – και µειωµένη παραγωγή πρωτεϊνών λόγω της 

κατάληψης της µεταφραστικής µηχανής από ενός τύπου µετάγραφο, αντίστοιχα). Το 

φαινόµενο αυτό παρατηρήθηκε σε πολλούς κλώνους κατά τον έλεγχο της επαγωγής µε 

συνδιαµόλυνση µε ένα επιπλέον πλασµίδιο που φέρει το γονίδιο lacZ υπό τον έλεγχο 

συστατικού υποκινητή για την κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων.  

Kύτταρα από τους παραπάνω 4 κλώνους διαµολύνθηκαν µε γραµµοποιηµένο 

κοµµάτι DNA (BI-L/ILMiTKpuro, εικόνα 21) που έφερε τον χειριστή tetO, δύο ελάχιστους 

υποκινητές του ιού CytoMegaloVirus αντίθετης κατεύθυνσης µε παρακείµενα αυτών τα 

γονίδια της λουσιφεράσης και της τρανσποζάσης και γονίδιο που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην πουροµυκίνη υπό τον έλεγχο συστατικού υποκινητή (HSV TK). 

Προέκυψαν και εξετάστηκαν 8 ανθεκτικοί κλώνοι από τον κλώνο 90, 17 από τον κλώνο 

92, 19 από τον κλώνο 13 και ένας από τον κλώνο 29. Όσον αφορά τους κλώνους 92 και 

29, κανένας από τους διπλά µετασχηµατισµένους, ανθεκτικούς στην πουροµυκίνη 

κλώνους, δεν εξέφραζε λουσιφεράση σε κατάσταση επαγωγής. Από τον κλώνο 90, ο 

οποίος παράγει tTA, τρεις διπλά µετασχηµατισµένοι κλώνοι (90.6, 90.10 και 90.18) 

παρήγαγαν λουσιφεράση σε κατάσταση επαγωγής. Από τους 19 κλώνους που 

προήλθαν από τον 13, ο οποίος παράγει rtTA, µόνο ο ένας παρήγαγε λουσιφεράση µετά 

από επαγωγή (Πίνακας 11).  

 

Πίνακας 11. Κλώνοι κυττάρων HepG2 που παράγουν τρασποζάση σε κατάσταση 
επαγωγής 
    

κλώνος µονάδες λουσιφεράσης 
(-dox) 

µονάδες λουσιφεράσης 
(+dox) επαγωγή/µη επαγωγή 

90.10 (tTA) 388,6 30,7 12,7 
90.18 (tTA) 43,7 0,13 336 
90.6 (tTA) 198,8 16 12,4 
13.7(rtTA) 21,6 193 8,9 

 

∆ύο από τους θετικούς, όσον αφορά την παραγωγή λουσιφεράσης, κλώνους 

(90.10, 90.12) ελέγχθηκαν για την επαγόµενη έκφραση τρανσποζάσης µε ανάλυση κατά 

Northern. Όπως φαίνεται στην εικόνα 22 και στους δύο κλώνους παράγεται µετάγραφο 

τρανσποζάσης σε κατάσταση επαγωγής ενώ µετάγραφο δεν ανιχνεύεται στα δείγµατα 
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στα οποία δεν έχει γίνει επαγωγή. Επιπλέον µε πειράµατα ανοσοεντοπισµού µε 

αντίσωµα έναντι της τρανσποζάσης ανιχνεύτηκε πρωτεΐνη στους πυρήνες των κυττάρων 

και των δύο κλώνων σε κατάσταση επαγωγής. Όσον αφορά στον κλώνο 90.10, η 

τρανσποζάση ανιχνεύεται σε όλα τα κύτταρα και συγκεκριµένα στον πυρήνα. Αντιθέτως 

τα κύτταρα του κλώνου 90.18 παρουσιάζουν ποικιλοµορφία στην έκφραση (Εικόνα 23). 

 
Εικόνα 22. Παραγωγή µεταγράφου τρανσποζάσης σε 
κατάσταση επαγωγής. Ανάλυση κατά Northern ολικού RNA 

αποµονωµένου από δύο κλώνους κυττάρων HepG2 (90.10, 

90.18) σταθερά µετασχηµατισµένους µε κατασκευές που φέρουν 

το γονίδιο του tTA υπό τον έλεγχο του υποκινητή του ιού CMV 

και το cDNA της τρανσποζάσης υπό τον έλεγχο του χειριστή 

tetO. Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε σε κατάσταση επαγωγής 

(απουσία dox στο µέσο καλλιέργειας για 7 µέρες) και σε 

κατάσταση µη επαγωγής (παρουσία 4-6 µg/ml dox στο µέσο 

καλλιέργειας). Η διαδροµή + περιέχει RNA αποµονωµένο από 

ποντικό που εκφράζει τρανσποζάση από την ίδια κατασκευή. 

Στην κάτω εικόνα παρουσιάζεται η υβριδοποίηση µε ανιχνευτή το 

cDNA της ακτίνης. 

Εικόνα 23. Επαγόµενη έκφραση 
τρανσποζάσης σε κλώνους 
κυττάρων HepG2. 
Ανοσοεντοπισµός, µε αντίσωµα 

έναντι της τρανσποζάσης, σε 

κύτταρα HepG2 και σε κύτταρα των 

κλώνων 90.10 και 90.18 

(µετασχηµατισµένα µε κατασκευές 

που φέρουν το γονίδιο του tTA υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή του ιού 

CMV και το cDNA της 

τρανσποζάσης υπό τον έλεγχο του 

χειριστή tetO) σε συνθήκες επαγωγής (απουσία dox) ή όχι. Στον κλώνο 90.18 η έκφραση της 

τρανσποζάσης παρουσιάζει ποικιλοµορφία πιθανώς λόγω επίδρασης θέσεως (position effect). 

Για το λόγο αυτό η φωτογραφία έχει µεγαλύτερη µεγέθυνση όπου φαίνονται κύτταρα που 

εκφράζουν τρανσποζάση και κύτταρα που δεν εκφράζουν. Στις εικόνες της επαγωγής 

χαρακτηριστικός είναι ο πυρηνικός εντοπισµός της τρανσποζάσης. 
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Στη συνέχεια στους κλώνους 90.10 και 90.18 πραγµατοποιήθηκε πείραµα 

σταθερού µετασχηµατισµού µέσω της δράσης του Minos µε µόλυνση από χιµαιρικό 

φορέα Minos-AcNPV. Η επαγωγή της τρανσποζάσης επιτεύχθηκε µε αποµάκρυνση του 

dox από το µέσο καλλιέργειας 2, 4, 6, 8 και 10 ηµέρες κατά το πρώτο πείραµα και 1, 3, 

5, 7, 9 και 11 κατά το δεύτερο, πριν τη µόλυνση µε το χιµαιρικό φορέα BacMiLRneo. Τα 

κύτταρα που ενσωµάτωσαν το τρανσποζόνιο στο γένωµά τους εντοπίστηκαν ως 

ανθεκτικοί κλώνοι στο αντιβιοτικό G418. Ο αριθµός των µετασχηµατισµένων κλώνων 

που προέκυψαν µετά από µόλυνση µε 1000 MOI BacMiLRneo (109 pfu ανά 35mm 

τρυβλίο που περιέχει 7x105-1x106 κύτταρα) στις διάφορες συνθήκες επαγωγής 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 12. Σε όλες τις περιπτώσεις ο µεγαλύτερος αριθµός 

ανθεκτικών κλώνων προέκυψε µετά από 7-8 µέρες επαγωγής. Όσον αφορά στη σειρά 

90.10, οκτώ από τους ανθεκτικούς κλώνους στο G418 έφεραν µία ή δύο ενθέσεις του 

τρανσποζονίου στο γένωµά τους. Ο αριθµός των σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων 

δεν ξεπέρασε αυτόν που προέκυψε µετά από τα πειράµατα µόλυνσης µε τους φορείς 

BacMiLRneo και BacCMV/ILMi.  
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Πίνακας 12. Μετάθεση σε κλώνους κυττάρων HepG2 από επαγόµενη τρανσποζάση   
  

κλώνος - συνθήκες επαγωγής - τίτλος ιού αριθµός ανθεκτικών κλώνων στο G418
1ο πείραµα   
90.18 παρουσία dox  0
90.18 παρουσία dox +1000 MOI of BacMiLRneo 121
90.18 2 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 750
90.18 4 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1200
90.18 6 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo µόλυνση από βακτήρια
90.18 8 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1810
90.18 10 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1580
    
90.10 παρουσία dox 0
90.10 παρουσία dox +1000 MOI of BacMiLRneo µόλυνση από βακτήρια
90.10 2 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 2970
90.10 4 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 4820
90.10 6 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 11040
90.10 8 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 11560
90.10 10 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 2160
    
HepG2 + 1000 MOI of BacMiLRneo 400
2ο πείραµα   
90.18 παρουσία dox  0
90.18 παρουσία dox +1000 MOI of BacMiLRneo 120
90.18 1 µέρα χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 70
90.18 3 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 200
90.18 5 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1400
90.18 7 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1840
90.18 9 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1720
90.18 11 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1380
    
90.10 παρουσία dox  0
90.10 παρουσία dox  +1000 MOI of BacMiLRneo 1300
90.10 1 µέρα χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 1460
90.10 3 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 5440
90.10 5 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 9280
90.10 7 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 11600
90.10 9 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 7560
90.10 11 µέρες χωρίς dox +1000 MOI of BacMiLRneo 5120
    
HepG2 + 1000 MOI of BacMiLRneo 800
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2.4 Έλεγχος της ικανότητας χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV να 
µετασχηµατίσουν δίπτερα µετά από µόλυνση 
 

Mέχρι σήµερα ο µετασχηµατισµός εντόµων γίνεται µετά από ένεση πλασµιδίων 

που φέρουν τρανσποζόνια και πηγή τρανσποζάσης, στο συγκυτιακό έµβρυο (Rubin and 

Spradling, 1982). Kάποια είδη εντόµων όµως (π.χ Glossina morsitans: Tσε-Tσε) δε 

γεννούν αυγά, αλλά προνύµφες. Έτσι κρίνεται απαραίτητο να βρεθεί ένας τρόπος 

µετασχηµατισµού εντόµων που δεν γεννούν αυγά. Ο ιός AcNPV εκτός από κύτταρα 

θηλαστικών, έχει την ικανότητα να εισέρχεται και σε κύτταρα εντόµων σε καλλιέργεια 

(Lee et al., 2000).  

Προκειµένου να διερευνηθεί αν οι συγκεκριµένοι ιοί µπορούν να εισέλθουν σε 

κύτταρα εντόµων in vivo, προβλαστοδερµικά και κυτταροποιηµένα έµβρυα καθώς και 

προνύµφες των εντόµων C. capitata και D. melanogaster ενέθηκαν µε το χιµαιρικό 

φορέα Minos-AcNPV BacMiBo14GtTA2 (1010 pfu/ml). Ο φορέας αυτός φέρει ένα 

τρανσποζόνιο µε µια αυτοενεργοποιούµενη πηγή GFP η οποία έχει περιγραφεί σε 

προηγούµενο κεφάλαιο (2.1). Οι ενέσεις των τριών διαφορετικών τύπων είχαν παρόµοια 

αποτελέσµατα. Μέρος των ενεµένων ατόµων ήταν µωσαϊκά κυττάρων που φθόριζαν. 

Αναγνωρίστηκαν φθορίζοντα κύτταρα στις τραχείες, στο λιπαρό σώµα (fat body) και σε 

µυϊκά κύτταρα (Εικόνα 24). Το γεγονός ότι οι ενέσεις σε κυτταροποιηµένα έµβρυα και 

στην αιµόλεµφο της προνύµφης οδηγούν σε φθορίζοντα κύτταρα διαφόρων ιστών 

αποδεικνύει ότι ο ιός έχει την ικανότητα να εισέρχεται σε κύτταρα C. capitata και D. 

melanogaster in vivo. 

 

A

B

Εικόνα 24. Φθορισµός σε άτοµα 
C.capitata µετά από ένεση ιού που φέρει 
GFP. Προνύµφες (Α) και ενήλικα άτοµα (Β) 
του εντόµου C.capitata που έχουν 

φθορίζοντα κύτταρα µετά από ένεση µε 

χιµαιρικό φορέα Minos-AcNPV ο οποίος 

φέρει αυτοενεργοποιούµενη πηγή 

τρανσποζάσης. 

 

 

 75



Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια µετασχηµατισµού των παραπάνω εντόµων µέσω 

χιµαιρικών φορέων που παράγουν τρανσποζάση του Minos και φέρουν τρανσποζόνια. 

Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε εκτός του BacMiBo14GtTA2 ένας ακόµη φορέας, ο 

Bachs/ILMi (ο πλασµιδιακός φορέας, pBacPAK8hs/ILMi∆PP, που κατασκευάστηκε για 

τη δηµιουργία του ιού µετά από ανασυνδυασµό απεικονίζεται στο παράρτηµα), ο οποίος 

φέρει πηγή τρανσποζάσης υπό τον έλεγχο υποκινητή του γονιδίου hsp70 της D. 

melanogaster (87C1). Oι κατασκευές αυτές ελέγχθηκαν για ικανότητα εκτοµής των 

τρανσποζονίων του Minos σε κύτταρα S2 από D. melanogaster και το αποτέλεσµα ήταν 

θετικό. Ενέθηκαν σε προνύµφες δευτέρου σταδίου των εντόµων C. capitata (οι οποίες 

υπέστησαν heat shock) και D. melanogaster (ο υποκινητής σε αυτές είναι ενεργός και 

χωρίς heat shock) σε τίτλους 1010pfu/ml. Σε ένα µέρος των ενεµένων ατόµων φθόριζαν 

διάφοροι τύποι κυττάρων (Πίνακας 13). Τα άτοµα τα οποία παρουσίασαν υψηλό επίπεδο 

µωσαϊκισµού διασταυρώθηκαν χωριστά από αυτά που δεν φθόριζαν µε µη ενεµένα 

άτοµα και οι απόγονοι ελέγχθηκαν για ενσωµάτωση του τρανσποζονίου MiBo14GtTA2 

σε χρωµοσωµικές θέσεις. ∆υστυχώς δεν ανιχνεύτηκαν φθορίζοντα άτοµα µεταξύ των 

απογόνων. 

 

Πίνακας 13. Προσπάθεια µετασχηµατισµού εντόµων µε χιµαιρικούς φορείς Minos-AcNPV 
 
Αριθµός προνυµφών 
C.capitata δευτέρου σταδίου 
που ενέθηκαν 

Αριθµός ενήλικων ατόµων που 
επιβίωσαν 

Αριθµός ενήλικων ατόµων που 
φθορίζουν 

153 65 17 
165 64 21 
 
Αριθµός προνυµφών D. melanogaster 
δευτέρου σταδίου που ενέθηκαν 

Αριθµός προνυµφών που φθορίζουν 

65 23 
34 6 
 

 

Αποµόνωση όρχεων από αρσενικά άτοµα υψηλού µωσαϊκισµού του εντόµου C. 

Capitata, µετά το πέρας 10-15 ηµερών από την ένεση, και παρατήρηση αυτών σε 

ανάστροφο µικροσκόπιο φθορισµού αποκάλυψε την ύπαρξη ελαχίστων φθοριζόντων 

σπερµατοζωαρίων (ποσοστό µικρότερο του 1%). Αντιθέτως σε παρασκευάσµατα 

ωοθηκών από ενεµένα άτοµα δεν ανιχνεύτηκαν φθορίζοντα ωάρια. Αυτό ίσως να 

οφείλεται σε δυσκολία ή αδυναµία του ιού να εισέλθει σε κύτταρα της γαµετικής σειράς.  
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 



1. Ενεργότητα των µεταθετών στοιχείων στον ποντικό 

 

Μέχρι σήµερα έχει αναφερθεί ικανότητα µετάθεσης τεσσάρων µεταθετών 

στοιχείων, της υπερ-οικογένειας mariner Tc1, σε κύτταρα θηλαστικών. Το SB από τα 

ψάρια είναι ενεργό σε ανθρώπινα κύτταρα (Ivics et al., 1997), σε κυτταρικές σειρές από 

διάφορα θηλαστικά (Izsvak et al., 2000) και σε εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα ποντικού (ES 

cells) (Luo et al., 1998). Tο Tc1 από τον νηµατώδη (Schouten et al.,1998), το Himar από 

το έντοµο H. irritans και το Minos από τη D. hydei (Klinakis et al., 2000b) είναι ενεργά σε 

ανθρώπινα κύτταρα. Όσον αφορά τη µετάθεση σε επίπεδο οργανισµού και συγκεκριµένα 

στον ποντικό, το SB αποδείχθηκε ενεργό σε σωµατικά κύτταρα και κύτταρα γαµετικής 

σειράς (Yant et al., 2000; Fischer et al., 2001; Horie et al., 2001; Dupuy et al., 2001) 

καθώς και σε γoνιµοποιηµένα ωάρια (Dupuy et al., 2002). To Minos είναι το πρώτο 

µεταθετό στοιχείο το οποίο προέρχεται από έντοµo και παρουσιάζει ενεργότητα σε 

σωµατικά κύτταρα και κύτταρα γαµετικής σειράς ποντικού. 

 
1.1 Ενεργότητα του Minos σε σωµατικά κύτταρα ποντικού 

 

Στην παρούσα διατριβή αποδεικνύεται ότι η τρανσποζάση του Minos, υπό τον 

έλεγχο ιστοειδικού υποκινητή, µπορεί να καταλύσει τη µετάθεση τρανσποζονίων σε Τ-

λεµφοκύτταρα. Όσον αφορά την εκτοµή, εκτός του θύµου και της σπλήνας όπου το 

ποσοστό των Τ-λεµφοκυττάρων είναι υψηλό, υπήρχαν και άλλοι ιστοί στους οποίους 

παρήχθη το ενδεικτικό προϊόν της εκτοµής (ήπαρ, νεφρός, πνεύµονας, σκελετικός µυς, 

εγκέφαλος) µετά από επιπλέον κύκλους Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης. Στη 

βιβλιογραφία χαµηλά επίπεδα έκφρασης του ανθρώπινου CD2 έχουν αναφερθεί σε 

ήπαρ και πνεύµονα διαγονιδιακών ποντικών (Lang et al., 1988). Η παραγωγή του 

προϊόντος εκτοµής στους παραπάνω ιστούς µπορεί επίσης να αποδοθεί στην παρουσία 

µικρού αριθµού Τ-λεµφοκυττάρων λόγω της παγίδευσης αίµατος σε αυτούς (Lang et al., 

1988) ή στην παραγωγή τρανσποζάσης από άλλα κύτταρα λόγω του φαινοµένου 

επίδρασης θέσεως (position effect). 

Τα αποτυπώµατα που αφήνει το µεταθετό στοιχείο Minos στην “άδεια θέση” µετά 

από την εκτοµή του διέφεραν από τα “τυπικά” αποτυπώµατα που συναντώνται στα 

χρωµοσώµατα της Drosophila melanogaster (Arca et al., 1997). Αυτό πιθανώς οφείλεται 

στην απουσία παραγόντων στον ποντικό οι οποίοι υπάρχουν στη Drosophila 

melanogaster και συµµετέχουν στην εκτοµή του µεταθετού στοιχείου ή στην 
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επιδιόρθωση µετά την εκτοµή. ∆ιαφορετικά αποτυπώµατα από τα “τυπικά” έχουν 

ανιχνευθεί επίσης σε γεγονότα εκτοµής του SB στον ποντικό (Fischer et al., 2001) και 

στην εκτοµή του Minos από χρωµοσωµικές θέσεις στη D. melanogaster (Arca et al., 

1997).  

Η συχνότητα µετάθεσης του Minos σε Τ-λεµφοκύτταρα ήταν χαµηλή (0.61%) 

συγκρινόµενη µε τη µετάθεση του Minos στην κυτταρική σειρά HeLa (Klinakis et al., 

2000b). Αυτό µπορεί να οφείλεται σε δυσκολία ανίχνευσης των γεγονότων µετάθεσης 

λόγω της µεθόδου που χρησιµοποιήθηκε, στις συγκεκριµένες κατασκευές που φέρουν 

τα τρανσποζόνια και την τρανσποζάση, στον τύπο των κυττάρων που επιλέχθηκαν για 

την πραγµατοποίηση του πειράµατος ή σε συνδυασµό των παραπάνω. Η ανίχνευση των 

γεγονότων µετάθεσης µε FISH είναι δυνατό να οδηγήσει σε υποεκτίµηση της συχνότητας 

εάν µεγάλο µέρος των τρανσποζονίων που εκτέµνονται, εντίθενται σε διπλανές θέσεις. 

“Τοπικές ενθέσεις”, σε περιοχή λίγων κιλοβάσεων µακριά από την αρχική θέση των 

τρανσποζονίων, έχουν περιγραφεί µε αρκετά µεγάλη συχνότητα για το στοιχείο P κατά 

τη µετάθεση του στη Drosophila melanogaster (Zhang and Spradling, 1993) και για το 

SB (Carlson et al., 2003). Η χαµηλή συχνότητα µετάθεσης ενδέχεται να οφείλεται σε 

υψηλά ή χαµηλά επίπεδα έκφρασης της τρανσποζάσης (υψηλά επίπεδα καταλύουν 

επανεκτοµή και απώλεια των ήδη µετατεθειµένων τρανσποζονίων), σε δυσκολία της 

τρανσποζάσης να καταλύσει µετάθεση λόγω της µειωµένης προσβασιµότητας των 

τρανσποζονίων στην αρχική τους θέση κοντά στο τελοµέρος, στην έλλειψη κάποιων 

παραγόντων στον ποντικό που συµµετέχουν στη µετάθεση στο κυτταρικό περιβάλλον 

του φυσικού ξενιστή ή σε συνδυασµό των παραπάνω. Τα επίπεδα της τρανσποζάσης θα 

µπορούσαν να βελτιστοποιηθούν µε τροποποίηση κωδικονίων έτσι ώστε να γίνεται 

επιτυχέστερη παραγωγή της στον ποντικό (codon usage) ή µε τη χρήση ενός 

επαγώγιµου υποκινητή. Επίσης µε την τοποθέτηση των αρχικών τρανσποζονίων σε 

ευχρωµατική περιοχή θα µπορούσε να αυξηθεί η προσβασιµότητά τους. Αυτό είναι 

δυνατό να πραγµατοποιηθεί είτε µε την κλωνοποίηση ενός µεταγραφικά ενεργού 

γονιδίου µεταξύ των άκρων του Minos ή µε την αρχική τοποθέτηση του τρανσποζονίου 

σε έναν µεταγραφικά ενεργό γενετικό τόπο µε οµόλογο ανασυνδυασµό (knock in). Εάν 

µε τους τρόπους που περιγράφηκαν αυξηθεί η συχνότητα µετάθεσης, τα τρανσποζόνια 

του Minos θα γίνουν πολύ χρήσιµο εργαλείο για την τροποποίηση γονιδίων και για την 

πραγµατοποίηση πειραµάτων λειτουργικής γενωµικής (functional genomics) σε 

σωµατικά κύτταρα ποντικού. 
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1.2 Ενεργότητα του Minos σε κύτταρα της γαµετικής σειράς ποντικού 
 

Στα πειράµατα που περιγράφτηκαν αποδείχθηκε η ικανότητα µετάθεσης 

τρανσποζονίων Minos σε κύτταρα της γαµετικής σειράς ποντικού και συγκεκριµένα σε 

ωοκύτταρα. Σε θηλυκές που εκφράζουν τρανσποζάση στα ωοκύτταρά τους και φέρουν 

τρανσποζόνια του Minos ενσωµατωµένα στο γονιδίωµά τους πραγµατοποιείται 

µετάθεση και στους απογόνους τους ανιχνεύονται γεγονότα µετάθεσης. Η συχνότητα 

µετάθεσης είναι πάνω από µία τάξη µεγέθους πιο υψηλή από τη συχνότητα των 

σωµατικών γεγονότων µετάθεσης (8.2% έναντι 0.61%). 

Και σε αυτή την πειραµατική διάταξη υπάρχει το ενδεχόµενο της υποεκτίµησης 

εξαιτίας της µεθόδου ανίχνευσης των γεγονότων µετάθεσης. “Τοπικές ενθέσεις”, κοντά 

στην αρχική θέση των τρανσποζονίων και µεταξύ των θέσεων αναγνώρισης των 

ενζύµων περιορισµού που χρησιµοποιούνται στην ανάλυση κατά Southern, δεν 

ανιχνεύονται ως νέες ζώνες. Επίσης όταν η νέα ζώνη είναι παρόµοιου µεγέθους µε τη 

ζώνη η οποία αντιστοιχεί στα αρχικά τρανσποζόνια δεν µπορεί να ανιχνευθεί ως νέα. 

Αντίστοιχο πείραµα έχει πραγµατοποιηθεί µε το SB (Fischer et al., 2001). Η µία σειρά 

διαγονιδιακών ποντικών έχει ενσωµατωµένη στο γένωµά της το γονίδιο της 

τρανσποζάσης του στοιχείου, υπό τον έλεγχο σπερµατοειδικού υποκινητή (Proximal 

protamine1, Prm1) και η άλλη σειρά φέρει ένα τρανσποζόνιο. ∆ιπλά διαγονιδιακοί 

αρσενικοί ποντικοί δίνουν απογόνους, οι οποίοι φέρουν γεγονότα µετάθεσης µε 

συχνότητα 20.4%. Σε ένα άλλο πειραµατικό σχήµα µε το SB άλλα µε σειρά ποντικών 

που φέρει πολλά  αντίγραφα τρανσποζονίου (transposon concatamer) (Dupuy et al., 

2001) η συχνότητα µετάθεσης ήταν δύο γεγονότα µετάθεσης ανά γαµέτη.   Άµεση 

σύγκριση της συχνότητας µεταξύ των δύο µεταθετών στοιχείων δεν µπορεί να γίνει, διότι 

η αρχική θέση του τρανσποζονίου, τα αντίγραφα του αρχικού τρανσποζονίου, και η πηγή 

της τρανσποζάσης διαφέρουν και αποτελούν παράγοντες που επηρεάζουν τη µετάθεση. 

Όσον αφορά το Minos, εννέα από τα δώδεκα γεγονότα µετάθεσης τα οποία 

χαρτογραφήθηκαν έχουν πραγµατοποιηθεί σε διαφορετικό χρωµόσωµα από το αρχικό. 

Στην περίπτωση του SB οι Fischer et al. (2001) και οι Carlson et al. (2003) έδειξαν ότι 

µόνο τα δύο από τα δώδεκα γεγονότα µετάθεσης και τα εικοσιπέντε από τα σαράντα 

τέσσερα, αντίστοιχα, χαρτογραφούνται σε διαφορετικό χρωµόσωµα από το αρχικό ή το 

οµόλογό του. Άρα το Minos πλεονεκτεί έναντι του SB διότι παρουσιάζει µικρότερη 

τάση/προτίµηση για ένθεση στο ίδιο χρωµόσωµα. 
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Η συχνότητα µετάθεσης του Minos σε κύτταρα της γαµετικής σειράς είναι 

συγκρίσιµη µε τη συχνότητα µε την οποία έµβρυα που επιµολύνονται µε ρετροϊούς 

ενσωµατώνουν προϊούς στα κύτταρα της γαµετικής σειράς (2% αν η µόλυνση γίνεται σε 

έµβρυα µετά την εµφύτευση και 40% αν η µόλυνση γίνεται πριν την εµφύτευση,  Soriano 

et al., 1987, Soriano and Jaenish, 1986, Fischer et al.; 2001 ). Ποσοστό περίπου 4% 

των ενθέσεων των ρετροϊών είναι υποτελείς θνησιγόνες µεταλλάξεις (Jaenisch et al., 

1983, Soriano et al., 1987). Αν θεωρήσουµε ότι το Minos έχει παρόµοια ικανότητα 

δηµιουργίας µεταλλάξεων τότε συχνότητα µετάθεσης 8.2% έχει ως αποτέλεσµα ποσοστό 

0.33% υποτελών θνησιγόνων µεταλλάξεων. Θεωρώντας ότι το Minos µπορεί να εισέλθει 

σε οποιονδήποτε γενετικό τόπο, πράγµα που δεν ισχύει στην περίπτωση των  ρετροϊών 

και πολλών µεταθετών στοιχείων, εάν το γονιδίωµα του ποντικού έχει 35000 γενετικούς 

τόπους, η συχνότητα µετάλλαξης είναι λίγο µεγαλύτερη από 10-7 ανά γενετικό τόπο, ανά 

γαµέτη που προέρχεται από διπλά διαγονιδιακή ετερόζυγη µητέρα. Η µεταλλαξιγένεση 

µε N-ethyl-N-nitrosurea επάγει µεταλλάξεις σε συχνότητα 10-3 ανά γενετικό τόπο, ανά 

γαµέτη (Schimenti and Bucan, 1998). Είναι φανερό, λοιπόν, ότι αυτές οι συχνότητες είναι 

απαγορευτικές για τη χρήση του Minos ή του SB σε πειράµατα κορεσµού του 

γονιδιώµατος του ποντικού µε ενθέσεις για τον εντοπισµό υποτελών µεταλλάξεων. 

Παρόλα αυτά το Minos µπορεί χρησιµοποιηθεί για συγκεκριµένους σκοπούς όπως για 

παγίδευση ενισχυτών, γονιδίων, σηµάτων πολυαδενυλίωσης ή ως µεταλλαξιγόνο σε 

ηµίζυγα στελέχη τα οποία φέρουν χρωµοσωµικά ελλείµµατα (Ramirez-Solis et al., 1995, 

You et al., 1997, Su et al., 2000, Zheng et al., 2000). 

 

1.3 Επαγώγιµα συστήµατα παραγωγής τρανσποζάσης 
 

Στην παρούσα διατριβή δηµιουργήθηκαν τέσσερις σειρές διαγονιδιακών 

ποντικών που παράγουν τρανσποζάση µετά από χορήγηση του αναλόγου της 

τετρακυκλίνης, doxycycline. Ο αρχικός αριθµός σειρών που δηµιουργήθηκαν κι 

ελέγχθηκαν ήταν δεκατρείς. Εκτός των τεσσάρων οι υπόλοιπες δεν εκφράζουν 

τρανσποζάση παρουσία ή απουσία doxycycline. Το ποσοστό αυτό είναι σε συµφωνία µε 

τη συχνότητα παραγωγής επαγώγιµων σειρών από άλλα εργαστήρια (Schonig Κai, 

προσωπική επικοινωνία). 

Στα συγκεκριµένα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε τροποποιηµένος αντίστροφος 

ενεργοποιητής της τετρακυκλίνης (reverse tetracycline transactivator rtTA2S-S2, Urlinger 

et al., 2000). Ο εν λόγω ενεργοποιητής διαφέρει από τον αρχικό ως προς τα χαµηλά 
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επίπεδα επαγωγής που δίνει απουσία doxycycline και ως προς την ευαισθησία του. 

Αυτό είναι σαφές ότι συµβαίνει και από τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής διότι 

τουλάχιστον οι τρεις από τις τέσσερις σειρές που δηµιουργήθηκαν δεν παράγουν 

τρανσποζάση απουσία doxycycline. 

Οι σειρές διαγονιδιακών ποντικών που εκφράζουν τρανσποζάση µετά από 

επαγωγή θα χρησιµοποιηθούν στο µέλλον για την πραγµατοποίηση επαγόµενης 

µετάθεσης. Για το σκοπό αυτό εκτός των σειρών lucTM και rTALAP-1 χρειάζεται και µία 

σειρά που να φέρει τρανσποζόνια. Αυτή είναι η S37.5, η οποία φέρει ένα τρανσποζόνιο 

του Minos στο χρωµόσωµα 7, σε ιντρόνιο του γονιδίου cpeb. Το τρανσποζόνιο έχει 

µετατεθεί στη συγκεκριµένη θέση µετά από κινητοποίησή του στα κύτταρα της γαµετικής 

σειράς. Σε τριπλά διαγονιδιακούς ποντικούς, παρουσία και απουσία doxycycline θα 

ελεγχθεί η ιστοειδική µετάθεση µε µια ευαίσθητη µέθοδο βασισµένη στην Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυµεράσης (Transposon display, David A. O'Brochta προσωπική 

επικοινωνία). 

Η δηµιουργία συστηµάτων επαγόµενης µετάθεσης ανοίγει το δρόµο για 

πειράµατα λειτουργικής γενωµικής ανάλυσης σε σωµατικά κύτταρα. Για παράδειγµα, ένα 

τέτοιο σύστηµα θα ήταν χρήσιµο στην εύρεση ογκογονιδίων. Με τη χρήση µιας σειράς 

ποντικών που θα φέρει ένα τρανσποζόνιο µε έναν ισχυρό ενισχυτή ή ενισχυτή και 

υποκινητή, µετά από κινητοποίηση αυτού σε σωµατικά κύτταρα, είναι δυνατό κάποιο 

ογκογονίδιο να βρεθεί υπό τον έλεγχό του. Αν το πείραµα πραγµατοποιηθεί σε 

επιτρεπτικό γενετικό υπόβαθρο για τη δηµιουργία όγκων, ένα τέτοιο πειραµατικό σχήµα 

µπορεί να οδηγήσει στην ανίχνευση  άγνωστων έως τώρα ογκογονιδίων. 

Η χρησιµότητα της επαγόµενης µετάθεσης έγκειται καταρχάς στην 

αναστρεψιµότητα του φαινοτύπου γιατί ένας νέος παλµός τρανσποζάσης θα µπορεί να 

επανακινητοποιήσει το τρανσποζόνιο και κατά δεύτερον στη ρύθµιση της µετάθεσης στο 

αναπτυξιακό στάδιο της επιλογής µας. Η αναστρεψιµότητα του φαινοτύπου είναι και το 

ουσιαστικό πλεονέκτηµα της χρήσης επαγόµενων συστηµάτων έναντι της χρήσης του 

συστήµατος CRE/loxP. Το σύστηµα αυτό είναι ένα εργαλείο για τροποποιήσεις 

γονιδιωµάτων διαγονιδιακών ποντικών in vivo (Rajewsky et al., 1996; Lewandoski, 

2001), επιτρέπει την αναστροφή ή την αποµάκρυνση αλληλουχιών καθώς και την ένωση 

αποµακρυσµένων περιοχών (Ramirez-Solis et al., 1995; Zheng et al., 2000), αλλά δεν 

επιτρέπει επαναφορά στην αρχική χρωµοσωµική κατάσταση. 

 

 

 82



1.4 Συνδυασµός του Minos µε τα συστήµατα Tet-On και Tet-Off 
 

Στην εισαγωγή περιγράφηκαν τα πειράµατα της Pernille Rorth (Rorth, 1996, 

Rorth et al., 1998). Εν συντοµία στα screens που πραγµατοποίησε χρησιµοποιήθηκε το 

σύστηµα Gal4/UAS. Το τρανσποζόνιο (P element) έφερε θέσεις πρόσδεσης του Gal4  

και δηµιουργήθηκαν “βιβλιοθήκες” Drosophila melanogaster µε διαφορετικές ενθέσεις. Οι 

µύγες διασταυρώνονταν µε Gal4 σειρές και στις διπλά µετασχηµατισµένες ανιχνεύονταν 

φαινότυποι σε συγκεκριµένους ιστούς. Το µεταθετό στοιχείο P παρουσιάζει προτίµηση 

ένθεσης σε 5’ µη µεταφράσιµες περιοχές των γονιδίων (Spradling et al., 1995), οπότε µε 

την παραπάνω τεχνική ευνοούνταν οι περιπτώσεις υπερέκφρασης και εκτοπικής 

έκφρασης γονιδίων. Για την προσαρµογή του συστήµατος επαγόµενης µετάθεσης σε 

ποντικούς και έντοµα θα πρέπει να ελεγχθούν οι προτιµήσεις ένθεσης του Minos. Έως 

τώρα τέτοιου είδους µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί στη Drosophila melanogaster 

(Μεταξάκης Α., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) και έδειξαν ότι το Minos παρουσιάζει τάση 

ένθεσης σε ιντρόνια γονιδίων. Πειραµατικά σχήµατα σαν αυτά της Pernille Rorth στην 

περίπτωση του Minos θεωρητικά θα οδηγούν σε έκφραση ελλειµµατικών πρωτεϊνών και 

πιθανά στην ανίχνευση επικρατών αρνητικών µεταλλάξεων (dominant negative 

mutants). Παρόµοιο πειραµατικό σχήµα περιλαµβάνει τη δηµιουργία ενθέσεων σε µύγες 

µε το Minos να φέρει µεταξύ των άκρων του τον χειριστή tetO. Οι µύγες αυτές θα 

διασταυρώνονται µε σειρές που θα εκφράζουν ιστοειδικά ή συστατικά tTA ή rtTA και στις 

διπλά µετασχηµατισµένες, θα γίνεται έλεγχος φαινοτύπου σε κατάσταση επαγωγής. Το 

πλεονέκτηµα αυτής της πειραµατικής διάταξης έγκειται στο γεγονός ότι στα πλαίσια του 

ίδιου ατόµου µπορεί να γίνει έλεγχος στην κατάσταση ύπαρξης και απουσίας επαγωγής. 

Το µειονέκτηµα είναι ότι προς το παρόν δεν υπάρχει ποικιλία σειρών που να εκφράζουν 

tTA ή rtTA σε διάφορους ιστούς.  

Η µεταφορά της τεχνολογίας που αναπτύχθηκε βάσει των µεταθετών στοιχείων 

από τα έντοµα στον ποντικό ανοίγει νέους δρόµους για πειράµατα παγίδευσης 

ενισχυτών και γονιδίων και για πειράµατα λειτουργικής γενωµικής. 
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2. Ανάπτυξη της τεχνολογίας δηµιουργίας χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV 

 
2.1 ∆ιαφορές στην ικανότητα εισόδου του ιού AcNPV σε κυτταρικές σειρές 

 

Ο ιός AcNPV έχει δειχθεί ότι έχει την ικανότητα να εισέρχεται σε ποικιλία 

κυττάρων εκτός του φυσικού του ξενιστή. Σε κύτταρα σπονδυλωτών δεν 

πολλαπλασιάζεται γιατί οι υποκινητές των γονιδίων του είναι ανενεργοί (silent, Brusca et 

al., 1986; Carbonell et al., 1985).  

Στην παρούσα διατριβή ελέγχθηκε η ικανότητα του να εισέρχεται σε κύτταρα 

θηλαστικών και κύτταρα από D. melanogaster. Κάποια από αυτά ήταν ήδη γνωστό ότι 

µολύνονται από τον AcNPV (HepG2: Hofmann et al., 1995; van Loo et al., 2001; S2: Lee 

et al., 2000). Από τα υπόλοιπα κύτταρα τα οποία δοκιµάστηκαν και η ικανότητα εισόδου 

του ιού ανιχνεύτηκε ως ποσοστό φθοριζόντων κυττάρων µετά από µόλυνση µε ιό που 

φέρει την GFP, τα πρωτογενή κύτταρα, τα NIH3T3 και τα REF-1, φθορίζουν σε 

ικανοποιητικές συχνότητες. Τα κύτταρα MCF7, T47D και τα εµβρυϊκά βλαστικά κύτταρα 

ποντικού φθορίζουν πολύ λιγότερο (Πίνακας 4). Αυτό µπορεί να οφείλεται στο ότι ο ιός 

δεν εισέρχεται µε την ίδια αποτελεσµατικότητα σε αυτά ή ενδέχεται να εισέρχεται αλλά τα 

κύτταρα που τον φέρουν να µην ανιχνεύονται λόγω έλλειψης έκφρασης της GFP. Στα 

πρωτογενή κύτταρα (αποµονωµένα από νωτιαίο µυελό και γάγγλια οπισθίων ριζών - 

DRGs - σταδίου E14) ο ιός AcNPV εισέρχεται µε µεγάλη αποτελεσµατικότητα σε όλους 

τους κυτταρικούς πληθυσµούς εκτός των νευρώνων, παρατήρηση που είναι σε 

συµφωνία µε τα πειράµατα in vivo που έχουν πραγµατοποιηθεί σε νευρικό ιστό 

ποντικού, όπου οι νευρώνες είναι θετικοί για την GFP σε πολύ µικρές συχνότητες σε 

σύγκριση µε άλλους τύπους κυττάρων (Sarkis et al., 2000). Αυτό ενδέχεται να οφείλεται 

στον υποκινητή CytoMegaloVirus και όχι στην µειωµένη ικανότητα των νευρώνων να 

δέχονται τον ιό, διότι µε τη χρήση ιού που φέρει το γονίδιο lacZ υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του ιού Rous Sarcoma Virus οι νευρώνες είναι θετικοί για την παρουσία της β-

γαλακτοσιδάσης σε µεγαλύτερες συχνότητες από ότι τα κύτταρα της γλοίας (Sarkis C., 

αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

Οι διαφορές στην ικανότητα εισόδου του συγκεκριµένου ιού στους διάφορους 

κυτταρικούς τύπους µπορεί να σχετίζεται µε τον µηχανισµό εισόδου. Έως σήµερα η 

ύπαρξη κάποιου ειδικού υποδοχέα δεν έχει διαπιστωθεί. Αντιθέτως υπάρχουν 

αποτελέσµατα που οδηγούν στην θεωρία της εισόδου του ιού µέσω της αλληλεπίδρασης 

της πρωτεΐνης gp64 του ιού µε φωσφολιπίδια της κυτταρικής µεµβράνης και κυρίως µε 
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φωσφατίδιλο-ινοσιτόλη και φωσφατιδικό οξύ (Tani et al., 2001). Επειδή τα παραπάνω 

φωσφολιπίδια είναι όξινα λιπίδια, είναι πιθανή η ύπαρξη ιοντικών αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ του ιού και των λιπιδίων. Πειράµατα σε κύτταρα θηλαστικών έδειξαν ότι η 

ικανότητα του ιού AcNPV να εισέρχεται σε αυτά δεν µειώθηκε µετά από επώασή του µε 

όξινες γλυκοζαµινογλυκάνες πριν από τη µόλυνση, αποκλείοντας έτσι την συνεισφορά 

ιοντικής αλληλεπίδρασης στην είσοδο του ιού (Tani et al., 2001). Αντιθέτως µία άλλη 

οµάδα ερευνητών (Duisit et al., 1999), έχει πραγµατοποιήσει πειράµατα που ενισχύουν 

το µοντέλο εισόδου µέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων. 

Μια άλλη πιθανή εξήγηση για τη διαφορά στο ποσοστό φθοριζόντων κυττάρων 

µετά από επώασή τους µε τον ιό AcNPV είναι η διαφορετική ενεργότητα του υποκινητή 

της GFP. Ίσως ο υποκινητής του ιού CytoMegaloVirus να είναι λιγότερο ενεργός στα 

κύτταρα MCF7, T47D, ES οπότε η παρουσία του ιού µέσα στα κύτταρα δεν ανιχνεύεται. 

Για την ενίσχυση της εισόδου του ιού σε κύτταρα στα οποία δεν ανιχνεύεται ιός 

AcNPV σε υψηλές συχνότητες, έχει φτιαχτεί τροποποιηµένος ιός ο οποίος φέρει στο 

φάκελό του τη γλυκοπρωτεΐνη G του ιού vesicular stomatitis (VSV G, Barsoum et al., 

1997). Η πρωτεΐνη παράγεται από υποκινητή του AcNPV, ο οποίος δεν είναι ενεργός 

στα θηλαστικά (υποκινητής της πολυεδρίνης). Η παρουσία της γλυκοπρωτεΐνης αυτής 

καθιστά τον ιό ικανό να εισέρχεται σε κύτταρα στα οποία ο ιός AcNPV δεν ανιχνευόταν ή 

ανιχνευόταν σε χαµηλή συχνότητα απουσία της και αυξάνει τον αριθµό τον κυττάρων 

που φέρουν ιό σε κυτταρικές σειρές στις οποίες εισέρχεται και ο µη τροποποιηµένος ιός. 

 

2.2 Ικανότητα εισόδου του ιού AcNPV σε κύτταρα in vivo 

 

Εκτός από τις µελέτες εισόδου του ιού AcNPV σε πρωτογενή κύτταρα ή 

κυτταρικές σειρές έχουν πραγµατοποιηθεί και προσπάθειες εισόδου του ιού σε κύτταρα 

in vivo. Συγκεκριµένα ο ιός µπορεί να εισέλθει σε νευρικά κύτταρα µετά από ένεση στον 

εγκέφαλο τρωκτικών (Sarkis et al., 2000) και σε µυΐκά κύτταρα ποντικού µετά από ένεση 

στον τετρακέφαλο (Pieroni et al., 2001). Ex vivo ο ιός µπορεί να εισέλθει σε ανθρώπινα 

κύτταρα του ήπατος (Sandig et al., 1996). In vivo η παρουσία του ιού στον οργανισµό 

ενεργοποιεί το κλασσικό µονοπάτι του συστήµατος του συµπληρώµατος και ο ιός 

απενεργοποιείται από τα συστατικά του ορού. Ο ιός προστατεύεται µόνο µε ουσίες που 

εµποδίζουν τη δράση του συµπληρώµατος (Hofmann and Strauss, 1998). Πρόσφατα, µε 

την ενσωµάτωση της ρυθµιστικής πρωτεΐνης του συµπληρώµατος human decay-

accelerating factor (DAF) στο φάκελο του ιού, επιτεύχθηκε είσοδος του ιού σε κύτταρα 
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ήπατος νεογέννητων αρουραίων (Huser et al., 2001). Η δράση του συµπληρώµατος 

είναι από τις κύριες αιτίες που εµποδίζουν τη χρήση του ιού AcNPV στη γονιδιακή 

θεραπεία. 

 

2.3 ∆ηµιουργία χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV για την αποτελεσµατικότερη 
µεταφορά και ενσωµάτωση τρανσποζονίων στο γονιδίωµα κυτταρικών σειρών 
 

Στην παρούσα διατριβή αναλύθηκε η αύξηση της παραγωγής κλώνων σταθερά 

µετασχηµατισµένων από τη δράση της τρανσποζάσης µε τη χρήση χιµαιρικών φορέων 

Minos-AcNPV. Τα κύτταρα που επιλέχθηκαν για τα πειράµατα αυτά (HepG2) δεν 

διαµολύνονται σε υψηλά επίπεδα µε συµβατικές µεθόδους. Ο ιός AcNPV έχει την 

ικανότητα να εισέρχεται σε αυτά µε µεγάλη αποτελεσµατικότητα (van Loo et al., 2001). 

Για το λόγο αυτό επιλέχθηκε ως φορέας του Minos για την αποτελεσµατικότερη είσοδό 

του στα κύτταρα. Με τον κατάλληλο τίτλο ιών που φέρουν τρανσποζόνιο και 

τρανσποζάση (BacMiLRneo, και BacCMV/ILMi) επιτεύχθηκε η παραγωγή µεγάλου 

αριθµού σταθερά µετασχηµατισµένων κλώνων (16000-22000 κλώνοι από τη συν-

µόλυνση 7x105-106 κυττάρων). Ο αριθµός αυτός είναι δύο φορές µεγαλύτερος από τον 

αριθµό των κλώνων που προκύπτουν όταν κύτταρα HeLa, τα οποία διαµολύνονται 

αποτελεσµατικά µε συµβατικές µεθόδους, διαµολύνονται µε τρανσποζόνια και 

τρανσποζάση του µεταθετού στοιχείου SB (Izsvak et al., 2000). Ο αριθµός αυτός 

παρόλα αυτά είναι µικρότερος από τον αριθµό των κλώνων που προκύπτουν όταν τα 

κύτταρα HeLa διαµολύνονται µε τρανσποζόνια και τρανσποζάση του Minos (33000-

103000, Klinakis et al., 2000b). Όσον αφορά στη σύγκριση µεταξύ του αριθµού των 

κλώνων που προέκυψαν µε την πιο αποτελεσµατική µέθοδο διαµόλυνσης και τη συν-

µόλυνση µε τους χιµαιρικούς φορείς Minos AcNPV σε κύτταρα HepG2, η συν-µόλυνση 

οδήγησε σε πολύ µεγαλύτερο αριθµό µετασχηµατισµένων κλώνων. Επίσης οι κλώνοι 

µετά από συν-µόλυνση (1000 και 250 ΜΟΙ) έφεραν κατά µέσο όρο 2 ενθέσεις ενώ µετά 

τη διαµόλυνση έφεραν 6-7. Ο µικρός αριθµός ενθέσεων ανά κλώνο βοηθά στην 

αναγνώριση της ένθεσης που προκαλεί το φαινότυπο. Η έλλειψη κλώνων µε µεγάλο 

αριθµό ενθέσεων (άνω των 8) µετά από συν-µόλυνση µε τίτλους 1000 και 250 ΜΟΙ 

µπορεί να εξηγηθεί µε την παρατήρηση ότι στον πυρήνα κυττάρων (Pk1) στα οποία 

εισέρχεται ο ιός AcNPV ανιχνεύονται 5-10 γενώµατά του (van Loo et al., 2001). Μπορεί 

επίσης να αποδοθεί σε διαφορετική ενεργότητα των υποκινητών CMV και EF1 στα 

κύτταρα HepG2 (µόνο ο CMV χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα µε ιούς) 
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Η πραγµατοποίηση µε επιτυχία του πειράµατος συν-µόλυνσης µε χιµαιρικούς 

φορείς σε δύο ακόµα κυτταρικές σειρές (REF-1, NIH3T3) αποδεικνύει τη δυνατότητα 

χρήσης του συστήµατος της συν-µόλυνσης σε διαφορετικού τύπου κύτταρα. 

Πρόσφατα αναφέρθηκε η δηµιουργία χιµαιρικών φορέων SB-αδενοϊού (Yant et 

al., 2002). Το DNA του αδενοϊού είναι γραµµικό και η τρανσποζάση του SB δεν µπορεί 

να δράσει αποτελεσµατικά σε µη υπερελικωµένες µορφές DNA. Αν αυτή η ιδιότητα 

χαρακτηρίζει όλες τις τρανσποζάσες της υπεροικογένειας τότε στην περίπτωση των 

χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV η κατάλυση της µετάθεσης γίνεται αποτελεσµατικά 

γιατί το DNA του ιού AcNPV είναι υπερελικωµένο. 

 

2.4 ∆ηµιουργία σταθερά µετασχηµατισµένων κυτταρικών σειρών που παράγουν 
επαγώγιµη τρανσποζάση και καταλύουν την ενσωµάτωση τρανσποζονίων στο 
γένωµά τους µετά από επώαση µε τον ιό BacMiLRneo 
 

Η δηµιουργία κλώνων κυττάρων HepG2 που εκφράζουν γονίδια µετά από 

επαγωγή µε τη χρήση του συστήµατος της τετρακυκλίνης έχει αναφερθεί στη 

βιβλιογραφία (Tet-Off Erhardt et al., 2002; Tet-On Lim et al., 2002). Στην παρούσα 

διατριβή δηµιουργήθηκαν και ελέγχθηκαν δύο σταθερά µετασχηµατισµένοι κλώνοι 

κυττάρων HepG2 οι οποίοι παράγουν τρανσποζάση µετά από την αποµάκρυνση του 

αντιβιοτικού doxycycline από το µέσο καλλιέργειας. Η επώαση αυτών σε κατάσταση 

επαγωγής µε τον χιµαιρικό φορέα BacMiLRneo οδήγησε σε υψηλό αριθµό σταθερά 

µετασχηµατισµένων από το τρανσποζόνιο κλώνων. Αρχικά αύξηση της επαγωγής 

(απουσία doxycycline για περισσότερες µέρες) είχε σαν αποτέλεσµα αύξηση του 

αριθµού των µετασχηµατισµένων από το τρανσποζόνιο κλώνων, στη συνέχεια όµως, 

ακόµα περισσότερη επαγωγή οδήγησε σε µείωση των κλώνων. Αυτό ενδέχεται να 

συνέβη επειδή υψηλά επίπεδα τρανσποζάσης καταλύουν την επανεκτοµή και την 

απώλεια των ήδη µετατεθειµένων τρανσποζονίων (Πίνακας 12).  

Ο αριθµός των µετασχηµατισµένων κλώνων µε το σύστηµα των σειρών που 

εκφράζουν επαγοµένη τρανσποζάση δεν ξεπέρασε τον αριθµό των κλώνων που 

προκύπτουν µετά από συν-µόλυνση µε τους φορείς BacMiLRneo, και BacCMV/ILMi. Το 

σύστηµα των σειρών που παράγουν τρανσποζάση µετά από επαγωγή µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί σε περιπτώσεις που τα πειράµατα απαιτούν έναν εύκολο τρόπο για την 

εκτοµή του ενσωµατωµένου στο γονιδίωµα τρανσποζονίου. 
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Σε πειράµατα µεταλλαξιγένεσης µέσω ενθέσεων θα ήταν σηµαντικό να βρεθεί 

ένας απλός τρόπος που να οδηγεί σε αναστροφή του φαινοτύπου που δηµιουργείται µε 

την ένθεση, δηλαδή στην αποµάκρυνση του τρανσποζονίου. Στο πειραµατικό σχήµα της 

συν-διαµόλυνσης που περιγράφτηκε στην προηγούµενη παράγραφο, εκτοµή του 

τρανσποζονίου MiLRneo µπορεί να πραγµατοποιηθεί µετά από παλµό τρανσποζάσης, 

µετά από επώαση µε το φορέα BacCMV/ILMi. Στο σύστηµα των σειρών που παράγουν 

επαγώγιµη τρανσποζάση η αποµάκρυνση του αντιβιοτικού doxycycline οδηγεί σε 

παραγωγή τρανσποζάσης και εκτοµή των τρανσποζονίων. 

 

2.5 Προοπτικές χρήσης των χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV στο 
µετασχηµατισµό εντόµων 
 

Στην παρούσα διατριβή αποδεικνύεται ότι ο ιός AcNPV µπορεί να εισέλθει σε 

κύτταρα D. melanogaster και C. capitata in vivo. Οι προσπάθειες µετασχηµατισµού των 

εντόµων αυτών µε τη χρήση χιµαιρικών φορέων Minos-AcNPV δεν ήταν επιτυχηµένες. 

Αυτό πιθανώς να οφείλεται σε δυσκολία του ιού να εισέλθει σε κύτταρα της γαµετικής 

σειράς. Στα προκαταρκτικά πειράµατα που έγιναν µε ένεση του φορέα BacMiBo14GtTA2 

σε προνύµφες και έµβρυα των παραπάνω εντόµων δε βρέθηκαν άτοµα που να 

φθορίζουν έντονα στις γονάδες. Αν η είσοδος του ιού σε κύτταρα της γαµετικής σειράς 

είναι δύσκολη, τότε σε ένεση µε δύο ιούς οι πιθανότητες να εισέλθουν και οι δύο στο ίδιο 

κύτταρο είναι πολύ µικρές. Άρα χαµηλή είναι και η πιθανότητα πραγµατοποίησης 

µετάθεσης. Θεωρητικά µπορεί να γίνει βελτίωση αυτών των φορέων ώστε να αυξηθεί η 

είσοδός τους στα κύτταρα της γαµετικής σειράς και να αυξηθούν οι πιθανότητες 

πραγµατοποίησης µετασχηµατισµού µε την προσθήκη στο φάκελο των ιών πρωτεϊνών 

που παρουσιάζουν τροπισµό στις γονάδες. Επιπλέον, η µεταφορά του τρανσποζονίου 

και του γονιδίου της τρανσποζάσης από τον ίδιο ιό θα παρακάµψει το εµπόδιο της 

προϋπόθεσης εισόδου δύο ιών στο ίδιο κύτταρο για την επίτευξη µετασχηµατισµού. 

Σε άτοµα έντονου µωσαϊκισµού του εντόµου C. Capitata και 10-15 µέρες µετά την 

ένεση και των δύο ιών, ανιχνεύτηκε µικρός αριθµός φθοριζόντων σπερµατοζωαρίων. Ο 

φθορισµός των κυττάρων αυτών για µεγάλο χρονικό διάστηµα µετά την ένεση 

πιθανότατα δεν οφείλεται στην παρουσία ακέραιου χιµαιρικού φορέα. Τα κύτταρα αυτά 

µπορεί να φθορίζουν γιατί έχουν ενσωµατώσει το γονίδιο της GFP στο γονιδίωµα τους 

τυχαία ή µέσω της δράσης της τρανσποζάσης. Και στις δύο περιπτώσεις είναι 

αναµενόµενο το γονίδιο να κληρονοµηθεί στους απογόνους των ατόµων αυτών. Η 
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απουσία φθοριζόντων (διαγονιδιακών) ατόµων ανάµεσα στους απογόνους τους ίσως 

εξηγείται από το µικρό ποσοστό φθοριζόντων σπερµατοζωαρίων που ανιχνεύτηκε στα 

άτοµα αυτά. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 



∆ηµιουργία διαγονιδιακών ποντικών 
 

Oι σειρές διαγονιδιακών ποντικών TM φέρουν στο γένωµά τους το cDNA της 

τρανσποζάσης του Minos υπό τον έλεγχο του ανθρώπινου γενετικού τόπου CD2. 

∆ηµιουργήθηκαν µετά από µικροένεση γονιµοποιηµένων ωοκυττάρων (CBA x C57 

Bl/10), µε κοµµάτι DNA που προκύπτει µετά από πέψη του πλασµιδίου CD2/ILMi µε το 

ένζυµο περιορισµού SfiI. 

Oι σειρές διαγονιδιακών ποντικών lucTM φέρουν στο γένωµά τους το cDNA της 

τρανσποζάσης του Minos και της λουσιφεράσης υπό τον έλεγχο του χειριστή tetO και 

του ελάχιστου υποκινητή του ιού CytoMegaloVirus (CMV). ∆ηµιουργήθηκαν µετά από 

µικροένεση ίδιου τύπου γονιµοποιηµένων ωοκυττάρων, µε κοµµάτι DNA που προκύπτει 

µετά από πέψη του πλασµιδίου BI-L/ILMi µε το ένζυµο περιορισµού BsrB1. 

Tα ενεµένα ωοκύτταρα µεταφέρθηκαν σε ψευδοέγκυες θηλυκές. Οι ποντικοί που 

γεννήθηκαν από αυτές ελέγχθηκαν για την ενσωµάτωση διαγονιδίων στο γένωµά τους. 

O παραπάνω έλεγχος πραγµατοποιήθηκε µε ανάλυση κατά Southern µε DNA 

αποµονωµένο από βιοψίες ουράς ποντικών. Ως ανιχνευτής για τις συγκεκριµένες σειρές 

χρησιµοποιήθηκε το cDNA της τρανσποζάσης του Minos. 

 

Aποµόνωση γενωµικού DNA από βιοψίες ουράς ποντικού 
 

Tµήµα της ουράς των προς µελέτη ποντικών (περίπου 0.5 εκατοστό) αφαιρείται 

και  επωάζεται σε 0.75 ml διαλύµατος που περιέχει 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM 

EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl, 1% SDS και 330 µg/ml Proteinase K, για 16 ώρες σε 

θερµοκρασία 55ο C. Aκολουθεί κατεργασία µε RNase A σε τελική συγκέντρωση 130 

µg/ml για µία ώρα στους 37ο C και δύο εκχυλίσεις µε ίσο όγκο µίγµατος 

φαινόλης/χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης, σε αναλογία 25/24/1. Στη συνέχεια το 

DNA κατακρηµνίζεται µε 0.6-0.8 όγκους ισοπροπανόλης, ξεπλένεται µε 0.5 ml 70% 

αιθανόλης και επαναδιαλύεται σε διπλά απιονισµένο νερό. 

 

Aνάλυση κατά Southern 
 

Ποσότητα DNA 10-15 µg, που αποµονώνεται από βιοψίες ουράς ποντικών, 

υφίσταται πέψη 3 ωρών µε τα κατάλληλα ένζυµα περιορισµού και ηλεκτροφορείται σε 

πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 0.8-1% για 16 περίπου ώρες. Στη συνέχεια το 
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πήκτωµα επωάζεται για 15 λεπτά σε διάλυµα 0.125 M HCl , για 45 λεπτά σε αλκαλικό 

διάλυµα αποδιάταξης (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) και τέλος για 45 λεπτά σε ουδέτερο 

διάλυµα (0.5 M Tris-HCl pH 7.4, 1.5 M NaCl). Tο πήκτωµα τοποθετείται σε γέφυρα από 

διηθητικό χαρτί Whatman 3MM του οποίου τα άκρα βυθίζονται σε διάλυµα 20X SSC (3 

M NaCl, 0.3 M sodium citrate). Πάνω από το πήκτωµα τοποθετείται µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης (Schleicher & Schuell), 3 φύλλα διηθητικού  χαρτιού Whatman 3MM 

εµβαπτισµένα σε 2X SSC, πολλά φύλλα απορροφητικού χαρτιού και ένα αντικείµενο 

βάρους περίπου µισού κιλού. Mετά 10-16 ώρες η µεµβράνη ξεπλένεται σε 6X SSC για 

να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα αγαρόζης και επωάζεται για 2 ώρες στους 80οC για 

την ακινητοποίηση του DNA στην µεµβράνη. Στη συνέχεια, ενυδατώνεται σε διάλυµα 2X 

SSC και προϋβριδοποιείται στους 65 οC σε διάλυµα υβριδοποίησης (3X SSC, 0.1% 

SDS, 10% Dextran Sulfate, 0.2% BSA, 0.2%PVP, 0.2% Ficoll) και 50 µg/ml 

αποδιαταγµένου DNA από σπέρµα σολοµού. Mετά από 2 ώρες προϋβριδοποίησης 

γίνεται η προσθήκη του ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή. H υβριδοποίηση έχει διάρκεια 10-

20 ώρες και µετά το πέρας αυτής η µεµβράνη ξεπλένεται δύο φορές µε διάλυµα 3X SSC 

και 0.1% SDS για 15 λεπτά την κάθε φορά και ακόµα δύο φορές µε διάλυµα 0.3X SSC 

και 0.1% SDS για 15 λεπτά την κάθε φορά. Tα τέσσερα ξεπλύµατα γίνονται σε 

θερµοκρασία 65οC. Aκολουθεί έκθεση της µεµβράνης στους -80 οC µε φιλµ 

αυτοραδιογραφίας. 

O ανιχνευτής ραδιοσηµαίνεται µε τη µέθοδο της µετάφρασης εγκοπής (nick 

translation). H αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 20 µl µε 25-100 ng DNA στα οποία 

προστίθενται 2 µl α-[P32] dATP, 2 µl α-[P32] dCTP, 2 µl dGTP και 2 µl dTTP 

συγκέντρωσης 1mM, 2 µl διαλύµατος DNA πολυµεράσης (100 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 

mM MgCl2, 7.5 mM DTT), 30 units DNA πολυµεράσης  (E.coli pol I) και 1 µl DNase I (0.5 

µg/ml). H αντίδραση επωάζεται για 45 λεπτά στους 16 οC και στη συνέχεια προστίθενται 

σε αυτή 80 µl διαλύµατος TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0). Tα µη 

ενσωµατωµένα νουκλεοτίδια αποµακρύνονται µε τη µέθοδο της µοριακής διήθησης σε 

κολώνα χρωµατογραφίας Sephadex G-50.  

 

Aποµόνωση ολικού RNA από ιστούς ποντικού 
 

Mετά από την θυσία του ποντικού οι προς µελέτη ιστοί τοποθετούνται µέσα σε 

πλαστικούς σωλήνες (Falcons) σε 4 ml διαλύµατος D (4,23 M guanidine thiocyanate, 

0.53% sarcosyl, 26 mM sodium citrate, 0.1 M mercaptoethanol), στον πάγο. Oι ιστοί 
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οµογενοποιούνται στον πάγο και σε κάθε δείγµα προστίθενται 400 µl 2 M CH3COONa 

pH 4.0 και ακολουθεί στιγµιαία ισχυρή ανακίνηση. Στη συνέχεια σε κάθε δείγµα 

προστίθεται ίσος όγκος όξινης φαινόλης και ακολουθεί στιγµιαία ισχυρή ανακίνηση, 

προστίθεται 1/5 του όγκου του δείγµατος µείγµατος χλωροφορµίου/ισοαµυλικής 

αλκοόλης και τα δείγµατα ανακινούνται σε συσκευή Vortex για 2 λεπτά. Tα δείγµατα 

επωάζονται στον πάγο για 15 λεπτά και φυγοκεντρούνται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο σε 

2000g για 20 λεπτά, σε θερµοκρασία 4 οC. Mετά το τέλος της φυγοκέντρησης η υδατική 

φάση µεταφέρεται σε καθαρό πλαστικό σωλήνα και προστίθεται ίσος όγκος µείγµατος 

φαινόλης/χλωροφορµίου σε αναλογία 1/1. Tα δείγµατα ανακινούνται σε συσκευή Vortex 

για 2 λεπτά και φυγοκεντρούνται σε 2000g για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία 4 οC. H υδατική 

φάση µεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα και το RNA κατακρηµνίζεται µε ίσο όγκο 

ισοπροπανόλης, ξεπλένεται µε 1 ml 70% αιθανόλης και επαναδιαλύεται σε διπλά 

απιονισµένο νερό. Tα δείγµατα επωάζονται για 10 λεπτά στους 65 οC για την καλύτερη 

επαναδιάλυσή τους. 

 

Aνάλυση κατά Northern 
 

Σε όγκο 10 µl RNA, συνολικής ποσότητας 10-15 µg προστίθενται 2 µl διαλύµατος 

20X MOPS (400 mM MOPS, 100 mM sodium acetate, 10 mM EDTA), 20 µl 

φορµαµιδίου, 7 µl φορµαλδεΰδης και  4 µl χρωστικής (Blue Juice). Tα δείγµατα  

ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 1.2% το οποίο περιέχει και 

16% φορµαλδεΰδη . Tο διάλυµα ηλεκτροφόρησης (1X MOPS) περιέχει 20 mM MOPS, 5 

mM sodium acetate και 0.5 mM EDTA. Στη συνέχεια το πήκτωµα επωάζεται για 20 

λεπτά σε διάλυµα αποδιάταξης (50 mM NaOH, 100 mM NaCl), για 20 λεπτά σε ουδέτερο 

διάλυµα (100 mM Tris-HCl pH 7.6) και για 20 ακόµα λεπτά σε διάλυµα 2X SSC. Tο 

πήκτωµα τοποθετείται σε γέφυρα από διηθητικό χαρτί Whatman 3MM του οποίου τα 

άκρα βυθίζονται σε διάλυµα 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate). Πάνω από το 

πήκτωµα τοποθετείτε νάιλον µεµβράνη (GeneScreen Plus, NEN Life Science Products), 

3 φύλλα διηθητικού  χαρτιού Whatman 3MM εµβαπτισµένα σε 2X SSC, πολλά φύλλα 

απορροφητικού χαρτιού και ένα αντικείµενο βάρους περίπου µισού κιλού. Mετά 10-16 

ώρες η µεµβράνη ξεπλένεται σε 6X SSC για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα 

αγαρόζης και επωάζεται για 2 ώρες στους 80οC για την ακινητοποίηση του RNA στην 

µεµβράνη. Στη συνέχεια, ενυδατώνεται σε διάλυµα 2X SSC και προϋβριδοποιείται στους 

42 οC σε διάλυµα υβριδοποίησης (50% φορµαµίδιο, 20 mM sodium phosphate buffer pH 
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6.8, 5X SSC, 0.4% SDS, 10% dextran sulfate, 0.02% BSA, 0.02%PVP, 0.02% Ficoll, 

250 µg/ml αποδιαταγµένου DNA από σπέρµα σολοµού και 100 µg/ml tRNA). Mετά από 

2 ώρες προϋβριδοποίησης γίνεται η προσθήκη του ραδιοσηµασµένου ανιχνευτή. H 

υβριδοποίηση έχει διάρκεια 10-20 ώρες και µετά το πέρας αυτής η µεµβράνη ξεπλένεται 

δύο φορές µε διάλυµα  3X SSC και 0.1% SDS για 15 λεπτά την κάθε φορά και ακόµα 

δύο φορές µε διάλυµα 0.3X SSC και 0.1% SDS για 15 λεπτά την κάθε φορά. Tα τέσσερα 

ξεπλύµατα γίνονται σε θερµοκρασία 42-52οC. Aκολουθεί έκθεση της µεµβράνης στους -

80 οC µε φιλµ αυτοραδιογραφίας. O ανιχνευτής ραδιασηµαίνεται µε τη µέθοδο της 

µετάφρασης εγκοπής (nick translation), η οποία περιγράφεται στο κεφάλαιο: Aνάλυση 

κατά Southern. 

 

Aνίχνευση γεγονότων εκτοµής και χαρακτηρισµός των αποτυπωµάτων 
 

O έλεγχος της εκτοµής των τρανσποζονίων του Minos από το γονιδίωµα του 

ποντικού στηρίζεται στην Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης (PCR), µε τη χρήση 

εκκινητών που υβριδοποιούν στις µη µεταθέσιµες αλληλουχίες που περιβάλλουν τα 

άκρα του Minos στο διαγονίδιο MiCMVGFP. 

Γενωµικό DNA αποµονώνεται από θύµο, σπλήνα, συκώτι, νεφρό, εγκέφαλο, 

σκελετικό µυ και πνεύµονα µε τη χρήση του συστήµατος DNeasy Tissue Kit (Qiagen), 

σύµφωνα µε τις  οδηγίες του κατασκευαστή. Oι συνθήκες της Aλυσιδωτή Aντίδραση 

Πολυµεράσης είναι οι εξής: 10 mM Tris-HCl pH 8.8, 50 mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.001% 

gelatin, 0.2 mM dNTPs, 1.2 units πολυµεράσης Taq 2000TM (Stratagene), 200 ng 

γενωµικού DNA και 10 pmol από τον κάθε εκκινητή σε τελικό όγκο αντίδρασης 25 µl. Oι 

εκκινητές που χρησιµοποιούνται σε δοκιµασίες εκτοµής του Minos είναι ο 11DML (5' - 

AAGTGTAAGTGCTTGAAATGC - 3'), ο οποίος υβριδοποιεί σε αλληλουχία που 

γειτνιάζει µε το αριστερό άκρο του Minos στο διαγονίδιο MiCMVGFP και ο GOUM67 (5' - 
GCATCAAATTGAGTTTTGCTC - 3'), ο οποίος υβριδοποιεί σε αλληλουχία που 

γειτνιάζει µε το δεξί άκρο. Tο θερµοκυκλικό πρόγραµµα που ακολουθείται, µετά την 

αρχική αποδιάταξη του DNA στους 94 οC για 3 λεπτά, είναι το εξής: 30 δευτερόλεπτα 

στους 94 οC, 30 δευτερόλεπτα στους 59 οC, 30 δευτερόλεπτα στους 72οC για 43 ή 60 

επαναλήψεις.  

Tα προϊόντα της Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα 

αγαρόζης 2.5%, κλωνοποιούνται σε κατάλληλους πλασµιδιακούς φορείς (PCRII TA 
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cloning vector, Invitrogen και pGEM T-easy, Promega) και ακολουθεί προσδιορισµός της 

αλληλουχίας τους. 

 

Πειράµατα υβριδοποίησης µε φθορίζουσες χρωστικές in situ (FISH) σε 
µεταφασικούς πυρήνες ποντικού 
 

Προετοιµασία µεταφασικών πυρήνων από θύµο και σπλήνα ποντικού 

Θύµος και σπλήνα των προς µελέτη ποντικών βυθίζονται σε 4 ml µέσου 

καλλιέργειας RPMI 1640 (GIBCO/BRL) εµπλουτισµένο µε 9% FCS (GIBCO/BRL), 13.5% 

Hybridoma medium (GIBCO/BRL), 3.4 µg/ml Lithium Chloride (Merck), 7.2 µg/ml Con A 

(Sigma), 22.7 units/ml Heparin (Leo, Helsingborg, Sweden), 50 µM 2-mercaptoethanol, 

25.4 µg/ml lipopolysaccharide (Sigma), 10ng/ml IL-6 (PEPROTECH EC LTD) και 

Gentamycin-Sulfate 100 µg/ml (Sigma). Mε σύριγγα ινσουλίνης (1 ml), οι ιστοί ενίονται 4-

5 φορές µε µέσο καλλιέργειας. Mε αυτόν τον τρόπο κύτταρα από τους ιστούς εισέρχονται 

στο µέσο καλλιέργειας. Tα κοµµάτια του ιστού αφαιρούνται και στη συνέχεια τα 

µοναδιαία πλέον κύτταρα καλλιεργούνται για 48 ώρες στους 37 οC σε περιβάλλον που 

περιέχει CO2 σε περιεκτικότητα 5%. Mία ώρα πριν από το τέλος της επώασης 

προστίθεται 1µl Caryomax Colcemid Solution ανά ml καλλιέργειας (GIBCO/BRL) και 45 

λεπτά αργότερα προστίθενται 16 µl Caryomax Colcemid Solution ανά ml καλλιέργειας. 

Oι καλλιέργειες φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά σε 228g. Tο υπερκείµενο αφαιρείται και τα 

κύτταρα επαναδιαλύονται σε 5 ml διαλύµατος 0.075M KCl, σε θερµοκρασία δωµατίου, 

και προστίθεται 1 ml διαλύµατος µονιµοποίησης (µεθανόλη/οξικό οξύ σε αναλογία 3/1). 

Aκολουθεί φυγοκέντρηση στις παραπάνω συνθήκες, το υπερκείµενο αφαιρείται και τα 

κύτταρα επαναδιαλύονται σε 5 ml διαλύµατος µονιµοποίησης. Tο τελευταίο βήµα 

επαναλαµβάνεται για 2 ακόµη φόρες και στο τέλος της διαδικασίας τα κύτταρα, τα οποία 

βρίσκονται στο υγρό µονιµοποίησης, απλώνονται σε αντικειµενοφόρους (Στην 

περίπτωση που τα κύτταρα µετά το τέλος της διαδικασίας είναι λίγα η τελευταία 

επαναδιάλυση γίνεται σε µικρότερο όγκο υγρού µονιµοποίησης).  

 

Σήµανση του ανιχνευτή µε χρωµοφόρα 

O ανιχνευτής σηµαίνεται µε βιοτίνη ή digoxigenin (Boehringer Mannheim) µε τη 

µέθοδο της µετάφρασης εγκοπής (nick translation). H αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 

50 µl, σε 1µg DNA στο οποίο προστίθενται 5 µl από 0.2 - 0.5 mM dATP, dGTP, dCTP 

και 0.04 - 0.1 mM dTTP, διαλυµένα σε Nick Translation Buffer 10X (Boehringer 
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Mannheim), 1 µl  χρωµοφόρου σήµανσης  (βιοτίνη ή digoxigenin, 1mM), 5 µl µίγµατος 

ενζύµων DNA πολυµεράσης I (0.4U/µl)/DNase I (40 pg/ µl) (GIBCO/BRL) και 1 µl 

ενζύµου DNase I συγκέντρωσης 2µg/ml. H αντίδραση επωάζεται για 2 ώρες στους 16 οC 

και µετά το πέρας αυτών στην αντίδραση προστίθενται 50 µg DNA από σπέρµα 

σολοµού, 50 µg tRNA αποµονωµένου από E. coli ή S. cerevisae , 0.1 του όγκου της 

αντίδρασης διαλύµα sodium acetate 2M pH 5.6 και 5 όγκοι αιθανόλης. Tα δείγµατα 

τοποθετούνται στους -70 οC για 2 ώρες και ακολουθεί φυγοκέντρηση για την 

κατακρήµνιση του DNA, ξέπλυµα µε 70% αιθανόλη και επαναδιάλυση του σηµασµένου 

πλέον DNA σε διάλυµα υβριδοποίησης. Tο διάλυµα υβριδοποίησης αποτελείται από 

50% φορµαµίδιο (Fluka) και 10% dextran sulfate (PHARMACIA) σε 2X SSCP (20X 

SSCP: 0.3 M sodium citrate, 3 M sodium chloride, 0.4 M disodium-hydrogen-phosphate) 

Ως ανιχνευτής για την παρουσία του τρανσποζονίου χρησιµοποιείται κοµµάτι 

DNA, µεγέθους 737 βάσεων, το οποίο φέρει το γονίδιο της πράσινης φθορίζουσας 

πρωτεΐνης (GFP). Tο κοµµάτι προέρχεται από SacI/NotI πέψη του πλασµιδίου 

pMiCMVGFP, σηµαίνεται µε βιοτίνη και ο ανοσοεντοπισµός του γίνεται µε FITC. Ως 

ανιχνευτής για την τελοµερική αλληλουχία του χρωµοσώµατος 14 χρησιµοποιείται 

ειδικός τελοµερικός µάρτυρας (Shi et al., 1997),ο οποίος σηµαίνεται µε Digoxigenin και ο 

ανοσοεντοπισµός του γίνεται µε Texas Red. 

 

Yβριδοποίηση µε φθορίζουσες χρωστικές in situ (FISH) 

Στην πάνω επιφάνεια των αντικειµενοφόρων που φέρουν τους µεταφασικούς 

πυρήνες, προστίθενται 200µl RNase A συγκέντρωσης 100-200µg /ml , διαλυµένη σε 2X 

SSC. Πάνω από τη "σταγόνα" της RNase A τοποθετείται καλυπτρίδα και οι 

αντικειµενοφόροι επωάζονται σε θάλαµο, υψηλής  υγρασίας, θερµοκρασίας 37οC για µία 

ώρα. Στη συνέχεια οι καλυπτρίδες αφαιρούνται και οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται 2 

φορές µε διάλυµα 2X SSC και µία φορά σε διάλυµα 0.01N HCl. Oι αντικειµενοφόροι 

τοποθετούνται για µία ώρα σε ειδικό δοχείο (coplin jar) στους 37οC, στο οποίο 

επωάζονται µε διάλυµα, προζεσταµένο στους 37οC, το οποίο περιέχει 10-20mg 

pepsine/100 ml 0.01 N HCl. Aκολουθούν 3 ξεπλύµατα µε PBS και στη συνέχεια οι 

αντικειµενοφόροι τοποθετούνται για δέκα λεπτά σε ειδικό δοχείο που περιέχει διάλυµα 

1% φορµαλδεΰδης σε PBS εµπλουτισµένου µε 50 mM MgCl2. Aκολουθούν 3 ξεπλύµατα 

µε PBS και στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι αφυδατώνονται µε διαδοχικές εµβαπτίσεις 

σε διαλύµατα αιθανόλης αυξανόµενης συγκέντρωσης. H κάθε εµβάπτιση διαρκεί 3 λεπτά 
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και τα διαλύµατα αιθανόλης που χρησιµοποιούνται είναι συγκέντρωσης: 50%, 75%, 

95%, απόλυτη αιθανόλη.   

O σηµασµένος ανιχνευτής διαλύεται σε διάλυµα υβριδοποίησης έως τελικής 

συγκέντρωσης 2.5-20 ng/µl. Σε αυτόν προστίθεται 0.5-1 µg/µl γενωµικού DNA ποντικού , 

ακολουθεί αποδιάταξη του στους 70οC για 4 λεπτά και επώαση του στον πάγο για 4 

τουλάχιστον λεπτά πριν την χρήση του. 

Tο DNA των πυρήνων στις αντικειµενοφόρους αποδιατάσσεται στους 70 οC για 2 

λεπτά σε διάλυµα 70% φορµαµιδίου σε 2X SSC, που προέρχεται από 20X SSC pH 6.5. 

Στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι επωάζονται για 3 λεπτά σε παγωµένη αιθανόλη 70%, 

για 3 λεπτά σε  αιθανόλη 95% και για 3 ακόµη λεπτά σε απόλυτη αιθανόλη για να 

αφυδατωθούν, αφήνονται να στεγνώσουν, προστίθεται σε αυτές ο ανιχνευτής (20-

40µl/καλυπτρίδα) και καλύπτονται µε καλυπτρίδες. H υβριδοποίηση γίνεται ολονυχτίς σε 

δοχείο που εσωτερικά φέρει εγκοπές οι οποίες περιέχουν 50% φορµαµίδιο και σε 

θάλαµο υψηλής υγρασίας, στους 37 οC. 

Tην επόµενη µέρα οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται τρεις φορές µε διάλυµα 55% 

φορµαµιδίου σε 2X SSC και σε θερµοκρασία 39 οC για 5 λεπτά την κάθε φορά (σε 

shaker). Στη συνέχεια ξεπλένονται τρεις φορές µε διάλυµα 2X SSC και σε θερµοκρασία 

39 οC για 5 λεπτά την κάθε φορά (σε shaker), µία φορά µε διάλυµα 2X SSC σε 

θερµοκρασία δωµατίου και µία φορά µε διάλυµα 4X SSC/0.05% tween σε θερµοκρασία 

δωµατίου (5 λεπτά). Σε κάθε αντικειµενοφόρο προστίθενται 120µl διαλύµατος 5% 

αφυδατωµένου άπαχου γάλακτος σε 4X SSC και σκεπάζονται µε καλυπτρίδα. Oι 

αντικειµενοφόροι επωάζονται σε θάλαµο, υψηλής υγρασίας, θερµοκρασίας 37οC για 

µισή ώρα. 

Για ανιχνευτές οι οποίοι έχουν σηµανθεί µε βιοτίνη η διαδικασία συνεχίζεται ως 

εξής: Στις αντικειµενοφόρους προστίθονται 100 µl αντισώµατος Avidine FITC 1:1000 

διαλυµένου σε 5% αφυδατωµένου άπαχου γάλακτος σε 4X SSC και επωάζονται στους 

37οC για µισή ώρα. Aκολουθούν 3 ξεπλύµατα µε διάλυµα 4X SSC/0.05% tween για 5 

λεπτά την κάθε φορά και στις αντικειµενοφόρους προστίθενται 100 µl αντισώµατος Goat-

anti-Avidine 1:100 διαλυµένου σε 5% αφυδατωµένου άπαχου γάλακτος σε 4X SSC. 

Aκολουθεί  επώαση µισής ώρας στους 37οC, 3 ξεπλύµατα όπως τα παραπάνω, 

προσθήκη 100 µl αντισώµατος Avidine FITC 1:1000 διαλυµένου σε 5% αφυδατωµένου 

άπαχου γάλακτος σε 4X SSC, επώαση µισής ώρας στους 37οC, δύο ξεπλύµατα όπως τα 

παραπάνω, 2 ξεπλύµατα των 5 λεπτών σε PBS, αφυδάτωση µε διαδοχικές εµβαπτίσεις 

σε διαλύµατα αιθανόλης αυξανόµενης συγκέντρωσης και τέλος στις αντικειµενοφόρους 
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προστίθεται υγρό µονιµοποίησης µε ελάχιστη DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). Για 

ανιχνευτές οι οποίοι έχουν σηµανθεί µε digoxigenin η διαδικασία συνεχίζεται ως εξής: 

στις  αντικειµενοφόρους προστίθενται 100 µl αντισώµατος Sheep anti-digoxigenin-

Rhodamine 1:100 διαλυµένου σε Boehringer Block Milk σε 0.1 M Tris-HCl/0.15 M NaCl. 

Aκολουθεί  επώαση µισής ώρας στους 37οC, 3 ξεπλύµατα µε διάλυµα 0.1 M Tris-

HCl/0.15 M NaCl/0.05% tween pH 7.5, προσθήκη 100 µl αντισώµατος Donkey-anti-

sheep-Texas Red 1:100 διαλυµένου σε Boehringer Block Milk σε 0.1 M Tris-HCl/0.15 M 

NaCl επώαση µισής ώρας στους 37οC, δύο ξεπλύµατα όπως τα παραπάνω, 2 

ξεπλύµατα των 5 λεπτών σε PBS, αφυδάτωση µε διαδοχικές εµβαπτίσεις σε διαλύµατα 

αιθανόλης αυξανόµενης συγκέντρωσης και τέλος στις αντικειµενοφόρους προστίθεται 

υγρό µονιµοποίησης µε ελάχιστη DAPI. 

 

Προσδιορισµός της θέσης ένθεσης τρανσποζονίων στον ποντικών 
 

Γενωµικό DNA αποµονώνεται από βιοψία ουράς ποντικού και υφίσταται πέψη µε 

το ένζυµο περιορισµού BglII, η αλληλουχία αναγνώρισης του οποίου δεν υπάρχει στο 

τρανσποζόνιo MiCMVGFPP. Hλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης 0.8%, µεταφέρεται 

σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και υβριδοποιείται µε ανιχνευτή το γονίδιο της GFP. 

∆εκαπλάσια ποσότητα του ίδιου DNA υφίσταται πέψη µε το ίδιο ένζυµο, ηλεκτροφορείται 

και η περιοχή του πηκτώµατος, στην οποία από την υβριδοποίηση γνωρίζουµε ότι 

βρίσκεται το τρανσποζόνιο, αφαιρείται. Tο DNA εκλούεται από το κοµµάτι αγαρόζης και 

100ng αυτού χρησιµοποιούνται σε αντίδραση συγκόλλησης DNA (ligation) σε τέτοιες 

συνθήκες (2-4 µg DNA/ml) ώστε να ευνοείται η κυκλοποίηση (self ligation) του κάθε 

κοµµατιού και όχι ο πολυµερισµός. H αντίδραση επωάζεται 10-20 ώρες στους 16οC. Στη 

συνέχεια 2 µl από την αντίδραση χρησιµοποιούνται ως υπόστρωµα σε Aλυσιδωτή 

Aντίδραση Πολυµεράσης. Oι συνθήκες που ακολουθούνται είναι οι εξής: 10 mM Tris-HCl 

pH 8.8, 50 mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.001% gelatin, 0.2 mM dNTPs, 1.2 units 

πολυµεράσης Taq 2000TM (Stratagene), και 10 pmol εκκινητή σε τελικό όγκο αντίδρασης 

25 µl. Oι εκκινητές που χρησιµοποιούνται είναι ο IMio1 (5' - 

AAGAGAATAAAATTCTCTTTGAGACG- 3'), ο οποίος υβριδοποιεί στα άκρα του Minos, 

για την πρώτη αντίδραση και ο IMio2 (5' - GATAATATAGTGTGTTAAACATTGCGC- 

3'), ο οποίος επίσης υβριδοποιεί στα άκρα του Minos, για την εσωτερική (nested) 

Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης. Σε αυτή, ως υπόστρωµα χρησιµοποιείται 1 µl από 

την πρώτη αντίδραση. Tο θερµοκυκλικό πρόγραµµα που ακολουθείται, µετά την αρχική 
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αποδιάταξη του DNA στους 94 οC για 3 λεπτά, είναι το εξής: 30 δευτερόλεπτα στους 94 

οC, 30 δευτερόλεπτα στους 62 οC, 3 λεπτά στους 72οC για 35 επαναλήψεις. Tα προϊόντα 

κλωνοποιούνται σε κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα (PCRII TA cloning vector, Invitrogen) 

και ακολουθεί προσδιορισµός της αλληλουχίας τους.  

Tα γεγονότα µετάθεσης που έφεραν τα ποντίκια 6.18 και 5.5 κλωνοποιήθηκαν 

κατ' αυτόν τον τρόπο. Για το δεύτερο χρειάστηκε ένας τρίτος γύρος Aλυσιδωτής 

Aντίδρασης Πολυµεράσης στις ίδιες συνθήκες και µε τον ίδιο εκκινητή µε την εσωτερική 

(nested). 

Για το ποντίκι 27.5 ακολουθήθηκε διαφορετική διαδικασία διότι το κοµµάτι DNA 

µε άκρα BglII ήταν αρκετά µεγάλο (>6.2Kb) οπότε το προϊόν το οποίο θα παραγόταν, 

στην περίπτωση που έχει γίνει κινητοποίηση ενός και όχι δύο τρανσποζονίων, θα ήταν 

µεγαλύτερο από 4Kb και άρα δύσκολο να πολλαπλασιαστεί στις δεδοµένες συνθήκες. H 

εναλλακτική διαδικασία είναι η εξής: Γενωµικό DNA αποµονώνεται από βιοψία ουράς 

ποντικού και υφίσταται πέψη µε το ένζυµο περιορισµού AluI. Tο ένζυµο αυτό 

αναγνωρίζει και πέπτει αλληλουχία εσωτερικά των άκρων του Minos . Στη συνέχεια 

100ng αυτού χρησιµοποιούνται σε αντίδραση συγκόλλησης DNA (ligation) σε τέτοιες 

συνθήκες (2-4µg DNA/ml) ώστε να ευνοείται η κυκλοποίηση (self ligation) του κάθε 

κοµµατιού. H αντίδραση επωάζεται 10-20 ώρες στους 16οC και 2 µl από την αντίδραση 

χρησιµοποιούνται ως υπόστρωµα σε Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης. Oι συνθήκες 

που ακολουθούνται είναι οι ίδιες µε τις παραπάνω αλλά οι εκκινητές που 

χρησιµοποιούνται είναι ο IMio1 (5' - AAGAGAATAAAATTCTCTTTGAGACG- 3') και ο 

IMii1 (5' - CAAAAATATGAGTAATTTATTCAAACGG- 3') για την πρώτη αντίδραση και 

οι IMio2 (5' - GATAATATAGTGTGTTAAACATTGCGC- 3') και ο IMii2 (5' - 

GCTTAAGAGATAAGAAAAAAGTGACC- 3') για την εσωτερική (nested) αντίδραση 

πολυµεράσης. Oι εκκινητές είναι ειδικοί για τα άκρα του Minos. Σε αυτή την περίπτωση 

το κοµµάτι που περιλαµβάνει την αλληλουχία η οποία γειτνιάζει µε το αριστερό άκρο του 

Minos και το κοµµάτι περιλαµβάνει την αλληλουχία η οποία γειτνιάζει µε το δεξί άκρο θα 

πολλαπλασιαστούν ανεξάρτητα. 

 

Επαγωγή έκφρασης των γονιδίων στον ποντικό τα οποία είναι υπό τον έλεγχο 
του χειριστή tetO 
 

Οι προς µελέτη ποντικοί ταΐζονται για µία εβδοµάδα µε νερό το οποίο περιέχει 

5% σουκρόζη και 2 mg/ml doxycycline (Sigma). Το νερό αλλάζεται µία φορά κατά τη 
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διάρκεια της εβδοµάδας. Την έκτη µέρα ενίονται ενδοπεριτοναϊκά µε 0.5 ml διαλύµατος 

0.9% NaCl το οποίο περιέχει 4 mg/ml doxycycline. Μετά από 12 ώρες γίνεται µία 

δεύτερη ένεση ίδιας συγκέντρωσης και µετά από 8 ώρες οι ποντικοί θυσιάζονται για να 

αναλυθεί η έκφραση τρανσποζάσης και λουσιφεράσης στους ιστούς τους. 

 

Σύνθεση cDNA/Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης (RT-PCR) 
 

Tο RNA αποµονώνεται µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης, όπως περιγράφεται 

παραπάνω. Mικρή ποσότητα DNA που πιθανά υπάρχει στα δείγµατα αφαιρείται  µε 

DNase I . Oι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε 15-20 µg ολικού RNA, στα οποία 

προστίθενται 2.5 µl ρυθµιστικού διαλύµατος DNase I (Ambion), 1 µl DNase I (Ambion) 

και ο τελικός όγκος της κάθε αντίδρασης είναι 25 µl. Tα δείγµατα επωάζονται στους 37οC 

για µισή ώρα και στη συνέχεια προστίθενται σε αυτά 5 µl DNase inactivation Reagent, 

υλικού το οποίο δεσµεύει την DNase I και καθιζάνει αποµακρύνοντας την από το δείγµα  

(Ambion). Mετά από ισχυρή ανακίνηση τα δείγµατα επωάζονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 2 λεπτά και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε επιτραπέζια φυγόκεντρο σε 10000 

g για ένα λεπτό. Tο υπερκείµενο κάθε αντίδρασης µεταφέρεται σε καθαρό σωληνάκι και 

ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση έτσι ώστε να µην υπάρχουν υπολείµµατα Inactivation 

Reagent και DNase I στο δείγµα στο οποίο θα πραγµατοποιηθεί η σύνθεση του cDNA.  

H αντίδραση σύνθεσης του cDNA γίνεται σε τελικό όγκο 40 µl µε 3µg ολικού RNA στα 

οποία προστίθενται 2 µl εκκινητή, ο οποίος έχει προέλθει από την ένωση 16 

τριφωσφορικών θυµιδινών (oligo-dT primer 100 µM), 8 µl διαλύµατος αντίστροφης 

µεταγραφάσης (MMLV 5X buffer), 2 µl ενζύµου αντίστροφης µεταγραφάσης (RT 

Promega, 200 units/µl), 1 µl Rnasin (Promega, 40 units/µl), 2 µl dNTPs (10mM) και 

επωάζεται στους 37οC για 2 ώρες. Mετά το πέρας αυτών, στην αντίδραση προστίθεται 

0.5-2units RNase H (Promega) και επωάζεται στους 37οC για 1 ώρα. Στη συνέχεια 1 µl 

από την παραπάνω αντίδραση χρησιµοποιείται σε Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης. 

Oι συνθήκες που ακολουθούνται είναι οι εξής: 10 mM Tris-HCl pH 8.5, 50 mM KCl, 

1.5mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 2 units Taq πολυµεράσης (Minotech), και 20 pmol από 

τον κάθε εκκινητή σε τελικό όγκο αντίδρασης 50 µl. Oι εκκινητές που χρησιµοποιούνται 

για την ανίχνευση της τρανσποζάσης του Minos είναι ο minos1 (5' -

CAGCTTCGAAATGAGCCAC- 3'), ο οποίος υβριδοποιεί σε αλληλουχία µέσα στο 

γονίδιο της τρανσποζάσης και ο rβglobin/2exR (5' -CCCAGGAGCCTGAAGTTC- 3'), ο 

οποίος υβριδοποιεί σε αλληλουχία που γειτνιάζει µε το τέλος του γονιδίου της 
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τρανσποζάσης και την αρχή του επόµενου εξώνιου του 3’ β-globin pBI-L (Clontech). Oι 

εκκινητές που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση του µεταγράφου hprt είναι ο HPRTF 

(5' -GCTGGTGAAAAGGACCTCT- 3') και ο HPRTR (5' -

CACAGGACTAGAACACCTGC- 3'). Tο θερµοκυκλικό πρόγραµµα που ακολουθείται, 

µετά την αρχική αποδιάταξη του DNA στους 94 οC για 3 λεπτά, είναι το εξής: 30 

δευτερόλεπτα στους 94 οC, 30 δευτερόλεπτα στους 55 οC, 45 δευτερόλεπτα στους 72οC 

για 28 ή 30 επαναλήψεις. Tα προϊόντα της Aλυσιδωτή Aντίδραση Πολυµεράσης 

ηλεκτροφορούνται σε πήκτωµα αγαρόζης 1.5%. Όσον αφορά την ανίχνευση του 

µεταγράφου της τρανσποζάσης, µετά την ηλεκτροφόρηση τα προϊόντα µεταφέρονται σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και υβριδοποιούνται µε ανιχνευτή το cDNA της 

τρανσποζάσης, διότι στις συγκεκριµένες συνθήκες παράγονται και µη ειδικά προϊόντα. 

 

Aνίχνευση της ενεργότητας της λουσιφεράσης 
 

Oι προς µελέτη ιστοί οµογενοποιούνται σε διάλυµα Tris-HCl 250 mM pH 7.5. Tα 

προς µελέτη κύτταρα επαναδιαλύονται στο παραπάνω διάλυµα. Aκολουθεί επώαση για 

2 λεπτά σε µπάνιο αιθανόλης/ξηρού πάγου και επώαση στους 37 oC έως ότου να 

λιώσουν και στιγµιαία ισχυρή ανάδευση. H παραπάνω διαδικασία επαναλαµβάνεται 2 

φορές και στη συνέχεια τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στα 20000g για 10 λεπτά. Tο 

υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό σωληνάκι, 5 µl αυτού προστίθενται σε 30 µl 

υποστρώµατος λουσιφεράσης (Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer, 

Promega) και η ενεργότητα λουσιφεράσης ανιχνεύεται σε TD-20/20 Luminometer 

(TURNER DESIGNS). 

 

Kατασκευή και παραγωγή σε υψηλούς τίτλους ανασυνδυασµένων ιών AcMNPV 
(baculovirus) 
 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασµένων ιών AcMNPV BacMiLRneo, 

BacCMV/ILMi, BacMiBo14/GtTA2 και Bachs/ILMi από τους ενδιάµεσους πλασµιδιακούς 

φορείς pBacPAK9MiLRneo, pBacPAK9CMV/ILMi, pBacPAK8MiBo14/GtTA2∆PP∆NotI 

και pBacPAK8hs/ILMi∆PP αντίστοιχα (Παράρτηµα), χρησιµοποιήθηκε το BacPAKTM 

Baculovirus Expression System (Clontech) και τα µέσα καλλιέργειας BacPAK Complete 

Medium και BacPAK Grace's Basic Medium (Clontech). H κατασκευή των 

ανασυνδυασµένων ιών βασίζεται στην συνδιαµόλυνση των κυττάρων SF21 µε έναν 
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γραµµοποιηµένο ιό, ο οποίος στερείται µέρος ενός απαραίτητου γονιδίου, και ενός 

πλασµιδιακού φορέα ο οποίος φέρει εκατέρωθεν της περιοχής κλωνοποίησης ξένων 

γονιδίων, αλληλουχίες οι οποίες µπορούν να ανασυνδυαστούν µε τον γραµµοποιηµένο 

ιό και το απαραίτητο γονίδιο. Mετά τη συνδιαµόλυνση µόνο οι ιοί οι οποίοι έχουν 

παραχθεί µε ανασυνδυασµό του γραµµοποιηµένου και του πλασµιδιακού φορέα είναι 

ικανοί να πολλαπλασιάζονται στα κύτταρα SF21. 

Oι ανασυνδυασµένοι ιοί διατηρούνται και πολλαπλασιάζονται µε µόλυνση 

κυττάρων SF21 σε αναλογία ιού/κυττάρων 0.01-0.1 (M.O.I. Multiplicity of Infection) σε 

µέσο καλλιέργειας Grace's (GIBCO/BRL) µε 10% FBS και 10 µg/ml gentamycin. Tρεις ή 

τέσσερις µέρες µετά τη µόλυνση το µέσο καλλιέργειας τοποθετείται σε πλαστικό σωλήνα 

(Falcon), φυγοκεντρείται για 10 λεπτά σε 1000 g στους 4oC, ώστε τα κύτταρα και τα 

κυτταρικά υπολείµµατα να κατακρηµνιστούν και το υπερκείµενο, το οποίο φέρει και τους 

ιούς, φυλάσσεται στους 4oC (µέχρι έξι µήνες) ή στους -80oC για µεγαλύτερα χρονικά 

διαστήµατα. O τίτλος του ιού είναι µεταξύ 107 και 108 πλάκες/ml. Για την περαιτέρω 

συγκέντρωσή του υπερφυγοκεντρείται σε 80000g για µισή ώρα, στους 4oC και ο 

κατακρηµνισµένος ιός  επαναδιαλύεται σε PBS. 

 

Προσδιορισµός του τίτλου των ανασυνδυασµένων ιών AcNPV 
 

O τίτλος των ανασυνδυασµένων ιών υπολογίζεται µε τη µέθοδο των πλακών ως 

εξής: σε 35mm τρυβλία µεταφέρονται 1.5X106 κυττάρων SF21 ανά τρυβλίο και 

επωάζονται στους 27 oC για 1-4 ώρες. Σε ένα µέρος από το δείγµα του ιού γίνονται 

διαδοχικές αραιώσεις έως 10-8. Tο µέσο καλλιέργειας αφαιρείται από τα τρυβλία και 

300µl από την κάθε αραίωση προστίθενται σε δύο τρυβλία (300 µl/τρυβλίο). Eπωάζονται 

στους 27 oC για µία ώρα και στη συνέχεια το υπερκείµενο αφαιρείται προσεκτικά και 

προστίθενται 2 ml προζεσταµένου στους 37 oC διαλύµατος που περιέχει 50% µέσο 

καλλιέργειας και 1% αγαρόζη. Όταν στερεοποιηθεί προστίθενται 2 ml µέσου 

καλλιέργειας. Tα τρυβλία µε τα κύτταρα επωάζονται στους 27 oC για 4 µέρες και στη 

συνέχεια αφαιρείται το υπερκείµενο και προστίθεται σε αυτά 1 ml χρωστικής neutral red 

0.03% διαλυµένης σε PBS, επωάζονται στους 27 oC για 2 ώρες και στη συνέχεια το 

διάλυµα της χρωστικής αφαιρείται, τα τρυβλία αναποδογυρίζονται και αφήνονται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5-16 ώρες έως ότου οι πλάκες να είναι ευδιάκριτες. 

 O τίτλος του ιού σε πλάκες/ml υπολογίζεται από τον παρακάτω τύπο: Mέσος όρος 

αριθµού πλακών σε µια συνθήκη αραίωσης  X  3.3 X αραίωση-1. 
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∆ηµιουργία πρωτογενών καλλιεργειών νευρικών κυττάρων από γάγγλια 
οπισθίων ριζών (DRG's) και νωτιαίο µυελό εµβρύου ποντικού (Ε14) 
 

Tα τρυβλία καλλιέργειας επωάζονται µε 10µg/ml poly D-lysine διαλυµένης σε 

νερό ολονυχτίς στους 4οC ή για µία ώρα στους 37οC. Στη συνέχεια ξεπλένονται µε 

απιονισµένο νερό και προστίθεται σε αυτά 10 µg/ml laminin διαλυµένης σε νερό. 

Eπωάζονται για  µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου, ακολουθεί ξέπλυµα µε απιονίσµενο 

νερό ή PBS και προσθήκη του µέσου καλλιέργειας. H καλλιέργεια γίνεται σε µέσο 

καλλιέργειας DMEM/F-12 (NUT MIX F-12 HAM, GIBCO/BRL) εµπλουτισµένο µε 10% 

FBS (Fetal Bovine Serum, GIBCO/BRL), 1% N2 προσθετικό (GIBCO/BRL), 10 µl/ml 

Cytosine β-D arabino-furanoside (SIGMA) και αντιβιοτικά (100 units/ml Penicillin g 

sodium, 100 µg/ml Streptomycin sulfate, GIBCO/BRL). Για την καλλιέργεια των DRG's 

προστίθεται και 100 ng/ml NGF. 

DRG's και κοµµάτια από νωτιαίο µυελό αποµονώνονται από τον ποντικό, σε 

στείρες συνθήκες, και τοποθετούνται σε πλαστικούς σωλήνες (Falcon). Eπωάζονται µε 3 

ml διαλύµατος τρυψίνης 0.05% σε PBS (trypsin 1:250 from porcine pancreas, Sigma T-

4799), για 15 λεπτά στους 37οC. Στο τέλος της επώασης προστίθενται 3 ml µέσου 

καλλιέργειας και ακολουθεί φυγοκέντρηση 10 λεπτών σε θερµοκρασία δωµατίου σε 228 

g, αφαίρεση του υπερκείµενου, επαναδιάλυση σε 3 ml µέσου καλλιέργειας και πέρασµα 

από πολύ λεπτή πιπέτα (Pasteur µε καµένο και στενό στόµιο), έως ότου τα κύτταρα να 

µην σχηµατίζουν συσσωµατώµατα. Tα κύτταρα µεταφέρονται στα επιστρωµένα τρυβλία 

και καλλιεργούνται στους 37οC σε θάλαµο που περιέχει CO2 σε περιεκτικότητα 5%. 

 

Mόλυνση πρωτογενών κυττάρων µε ιό AcNPV και ανίχνευση των νευρώνων 
 

 Oι µολύνσεις µε τον ιό AcNPV πραγµατοποιούνται µία µέρα µετά την 

αποµόνωση των κυττάρων και ο ιός επωάζεται µε τα κύτταρα 10-16 ώρες. Aκολουθεί 

ξέπλυµα µε PBS και µετά από 24-48 ώρες τα κύτταρα φωτογραφίζονται σε ανάστρoφο 

µικροσκόπιο OLYMPUS ή µονιµοποιούνται για να γίνει ανίχνευση των νευρώνων. H 

µονοµοποίηση γίνεται µε διάλυµα παραφορµαλδεΰδης 4% σε PBS για µισή ώρα στους 

4οC. Aκολουθεί επώαση σε διάλυµα 1% FBS και 0.01% Triton X σε PBS για 1 ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου, προσθήκη του αντισώµατος mouse IgG anti-neurofilaments 

(3A10, Furley et al., 1990) σε αραίωση 1/10 στο ίδιο διάλυµα µε το παραπάνω, επώαση 

για 16 ώρες στους 4οC και  στη συνέχεια πραγµατοποιούνται 4 ξεπλύµατα σε PBS και 
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επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα Cy3 anti mouse (Jacson) σε αραίωση 1/800 σε1% FBS 

σε PBS για 1-2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου. Aκολουθούν 4 ξεπλύµατα και στερέωση 

µε mowiol. Tα δείγµατα φωτογραφίζονται σε συνεστιακό µικροσκόπιο Leica TCS SP. H 

GFP παρουσιάζει µέγιστο εκποµπής στα 509 nm (Inouye and Tsuji,1994, Chalfie, et al., 

1994) 

 

Mόλυνση κυττάρων HepG2 , Ref1, NIH3T3, MCF7, T47D, ES και S2 από ιό AcNPV 
 

Tα κύτταρα µεταφέρονται σε τρυβλία 35 mm 24 ώρες πριν τη µόλυνση (7X105-

106 HepG2, 3X105 Ref1, 6X105 NIH3T3, 3X105 MCF7, 3X105 T47D ανά τρυβλίο). Λίγο 

πριν τη µόλυνση το µέσο καλλιέργειας (DMEM που περιέχει 10% FBS, GIBCO/BRL) 

αφαιρείται και προστίθενται 2-3 ml φρέσκου. Στα τρυβλία µε τα κύτταρα προστίθενται οι 

ιοί, σε διάφορους συνδυασµούς τίτλων και ακολουθεί επώαση για 16 ώρες στους 37 οC 

σε περιβάλλον που περιέχει CO2 σε περιεκτικότητα 5%. Mετά το πέρας της επώασης το 

κύτταρα ξεπλένονται 2 φορές µε PBS και προστίθεται σε αυτά φρέσκο µέσο 

καλλιέργειας.  

Για µολύνσεις που έγιναν µε ιό που φέρει την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή του ιού CytoMegaloVirus (CMV/GFP), 24-48 ώρες µετά την 

αποµάκρυνση του γίνεται παρατήρηση των κυττάρων σε ανάστροφο µικροσκόπιο 

φθορισµού (OLYMPUS).  Η εκτίµηση του ποσοστού των φθοριζόντων κυττάρων 

πραγµατοποιείται µε παρατήρηση του ίδιου πεδίου παρουσία και απουσία φθορισµού. 

Στην περίπτωση των µολύνσεων µε χιµαιρικούς φορείς Minos-AcNPV που 

φέρουν τρανσποζόνια και τρανσποζάση (BacMiLRneo, BacCMV/ILMI), 48 ώρες µετά τη 

µόλυνση (36 ώρες µετά το ξέπλυµα για την αποµάκρυνση των ιών) τα κύτταρα 

υφίστανται κατεργασία µε τρυψίνη, 1/2 ή 1/5 ή 1/10 ή 1/20 αυτών µεταφέρονται σε 

τρυβλία 100 mm οπού 24 ώρες µετά προστίθεται το φάρµακο επιλογής G418 

(GIBCO/BRL). Tο µέσο καλλιέργειας µε το G418 ανανεώνεται κάθε 3 µέρες και µετά από 

20 µέρες σχηµατίζονται αποικίες από κύτταρα ανθεκτικά στο G418. Mερικές 

µεταφέρονται σε νέο τρυβλίο για να πολλαπλασιαστούν και να χρησιµοποιηθούν για 

µοριακή ανάλυση των ενθέσεων. Oι υπόλοιπες  µονιµοποιούνται σε 30% αιθανόλη σε 

PBS για 15 λεπτά και βάφονται µε χρωστική Methylene Blue σε PBS για 20 λεπτά. 

Aκολουθεί ξέπλυµα µε νερό, στέγνωµα και µέτρηµα των σταθερά µετασχηµατισµένων 

κλώνων. 
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Όσον αφορά τα κύτταρα S2, 2X106 κύτταρα µεταφέρονται σε τρυβλία 35 mm σε 

µέσο καλλιέργειας M3 που περιέχει 10%FBS. Oι µολύνσεις µε τους ιούς 

BacMiBo14/GtTA2 και Bachs/ILMi πραγµατοποιούνται όπως και για τα υπόλοιπα 

κύτταρα.  

Οι κυτταρικές σειρές προέρχονται από τις εταιρείες ATCC και European 

Collection of Cell Cultures εκτός από τα κύτταρα REF-1 (Topol et al., 1995) 

 

∆ηµιουργία σταθερά µετασχηµατισµένων κυττάρων HepG2  
 

Για τη δηµιουργία των κλώνων κυττάρων HepG2 που εκφράζουν tTA τα κύτταρα 

διαµολύνθηκαν µε τη µέθοδο του χλωριούχου ασβεστίου µε κοµµάτι DNA που 

προκύπτει µετά από πέψη του πλασµιδίου ptTA/TKhygro µε το ένζυµο περιορισµού 

HindIII. Για τη δηµιουργία των κλώνων κυττάρων HepG2 που εκφράζουν rtTA τα 

κύτταρα διαµολύνθηκαν µε κοµµάτι DNA που προκύπτει µετά από πέψη του πλασµιδίου 

prtTA/TKhygro µε το ένζυµο περιορισµού HindIII. Και στις δύο περιπτώσεις οι πέψεις 

πραγµατοποιούνται για την αποµάκρυνση των πλασµιδιακών αλληλουχιών. Για τη 

δηµιουργία κυττάρων που φέρουν τα γονίδια της τρανσποζάσης και της λουσιφεράσης 

υπό τον έλεγχο του χειριστή tetO, οι κλώνοι 90, 92, 13 και 29 διαµολύνθηκαν µε κοµµάτι 

DNA που προκύπτει µετά από πέψη του πλασµιδίου pBI-L/ILMiTKpuro µε το ένζυµο 

περιορισµού XmnI.  

Η επαγωγή των κλώνων που φέρουν rtTA και τρανσποζάση γίνεται µε την 

προσθήκη στο µέσο καλλιέργειας 2-4 µg/ml dox (ανανέωση κάθε δύο µέρες). Για τη 

διατήρηση των κλώνων που φέρουν tTA και τρανσποζάση σε κατάσταση “µη επαγωγής” 

προστίθεται στο µέσο καλλιέργειας dox σε τελική συγκέντρωση 4-6 µg/ml κάθε δύο 

µέρες. Η επαγωγή πραγµατοποιείται µε αφαίρεση του dox από το µέσο καλλιέργειας. 

Μετά από 16 ώρες από τη µόλυνση προστίθεται ξανά dox στο µέσο καλλιέργειας. Οι 

µολύνσεις µε ιούς πραγµατοποιούνται όπως περιγράφονται σε προηγούµενο κεφάλαιο. 

  

Επιλογή ευκαρυωτικών κυττάρων ανθεκτικών στα φάρµακα G418, hygromycin B, 
πουροµυκίνη 
 

Για την επιλογή των κυττάρων που φέρουν το γονίδιο της ανθεκτικότητας στη 

νεοµυκίνη τα κύτταρα HepG2 καλλιεργούνται σε µέσο καλλιέργειας το οποίο περιέχει 

0.9-1 mg/ml G418 (GIBCO/BRL), τα κύτταρα REF-1 σε µέσο καλλιέργειας το οποίο 
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περιέχει 350 µg/ml G418 και τα κύτταρα NIH3T3 σε µέσο καλλιέργειας το οποίο περιέχει 

500 µg/ml G418 (Όσον αφορά τα κύτταρα NIH3T3 συγκέντρωση 220 µg/ml G418 έχει τα 

ίδια αποτελέσµατα αλλά απαιτεί µεγαλύτερη διάρκεια επιλογής). Για την επιλογή των 

κυττάρων HepG2 που φέρουν το γονίδιο της ανθεκτικότητας στην hygromycin 

(hygromycin B, Clontech, Invitrogen Life Technologies), χρησιµοποιείται συγκέντρωση 

hygromycin 400 µg/ml. Η επιλογή σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις αρχίζει τρεις ή 

τέσσερις ηµέρες µετά τη διαµόλυνση ή τη µόλυνση και το µέσο καλλιέργειας ανανεώνεται 

κάθε τρεις ηµέρες. 

Τέλος όσον αφορά τα κύτταρα HepG2 και την επιλογή τους σε πουροµυκίνη, 

αυτή αρχίζει έξι ηµέρες µετά τη διαµόλυνση µε την προσθήκη 0.3 µg/ml πουροµυκίνης 

στο µέσο καλλιέργειας (puromycin, Clontech). Το µέσο καλλιέργειας ανανεώνεται κάθε 

δύο ηµέρες. Τη δέκατη ηµέρα µετά τη διαµόλυνση η συγκέντρωση της πουροµυκίνης 

αυξάνεται σε 0.5 µg/ml. 

 

∆ιαµόλυνση κυττάρων µε τη µέθοδο του CaCl2
 

Tα κύτταρα µεταφέρονται σε τρυβλία 35mm 24 ώρες πριν τη διαµόλυνση (7X105 - 

106 HepG2, 3X105 Ref1, 6X105 NIH3T3). Yδατικό διάλυµα όγκου 109.5 µl, το οποίο 

περιέχει το DNA αναµιγνύεται µε 15.5 µl διαλύµατος CaCl2 µοριακότητας 2 M. Στο 

διάλυµα προστίθενται 125 µl  διαλύµατος 2X HBS (Hepes-buffered saline: 280 mM 

NaCl, 10 mM KCl, 1.5 mM Na2HPO4.2H2O, 12 mM dextrose, 50 mM HEPES) και 

ακολουθεί επώαση 20 λεπτών σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια το αιώρηµα που 

δηµιουργείται προστίθεται στα κύτταρα. H µέγιστη συνολική ποσότητα DNA που 

χρησιµοποιείται σε κάθε διαµόλυνση είναι 8µg. Mετά από 18 ώρες τα κύτταρα 

ξεπλένονται µε PBS και προστίθεται σε αυτά µέσο καλλιέργειας.  

 

∆ιαµόλυνση κυττάρων µε τη χρήση λιπιδίων 
 

Η διαµόλυνση των κυττάρων µε το αντιδραστήριο Gene Porter πραγµατοποιείται 

µε βάσει των οδηγιών της εταιρείας (Gene Therapy Systems). 
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Ανοσοεντοπισµός κυττάρων που εκφράζουν τρανσποζάση 
 

Ειδικές στρογγυλές καλυπτρίδες (cover slips) τοποθετούνται σε καθαρή αιθανόλη 

για πέντε λεπτά. Στη συνέχεια τοποθετούνται σε πλάκες που φέρουν 12 ή 24 τρυβλία, οι 

οποίες αφήνονται ανοιχτές σε αποστειρωµένη απαγωγό (µε UV) για 15 λεπτά. Τα 

κύτταρα υφίστανται κατεργασία µε τρυψίνη και τοποθετούνται στα τρυβλία στα οποία 

προηγουµένως έχουν τοποθετηθεί τα cover slips. Την επόµενη µέρα τα cover slips 

αφαιρούνται, εµβαπτίζονται σε δοχείο µε PBS, στραγγίζονται και τοποθετούνται σε 

τρυβλία που περιέχουν προπαγωµένη µεθανόλη (-20 οC) κατά τέτοιο τρόπο ώστε τα 

κύτταρα να βρίσκονται στην πάνω πλευρά. Η µονιµοποίηση µε µεθανόλη διαρκεί 10 

λεπτά στους -20 οC ή σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί ξέπλυµα µε PBS όπως 

περιγράφτηκε παραπάνω και τοποθέτηση των cover slips σε τρυβλία τα οποία 

περιέχουν διάλυµα 1% Bovine Serum Albumin σε PBS, για 30 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Η BSA χρησιµοποιείται για να εµποδίσει την µη ειδική σύνδεση του 

αντισώµατος και στο σηµείο αυτό η περαιτέρω διαδικασία του ανοσοεντοπισµού µπορεί 

να αναβληθεί έως και τρεις ηµέρες (4 οC). Στη συνέχεια το υγρό αφαιρείται και τα cover 

slips τοποθετούνται στο κέντρο του ίδιου τρυβλίου. Στο κέντρο κάθε cover slip 

προστίθεται αργά 10-30 µl, ανάλογα µε τη χρήση πλακών µε 24 ή 12 τρυβλία, 

αντισώµατος έναντι της τρανσποζάσης, αραιωµένο 1/50 σε διάλυµα 1%BSA σε PBS (Το 

αντίσωµα είναι δώρο από τον Stefan Oehler και έχει καθαριστεί µε υβριδοποίηση µε 

τρανσποζάση που έχει παραχθεί σε βακτήρια και έχει µεταφερθεί σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης). Οι πλάκες επωάζονται για 45 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

σκεπασµένες µε υγρό χαρτί για να διατηρείται η υγρασία τους. Ακολουθούν τρία 

ξεπλύµατα µε διάλυµα 1% BSA σε PBS, διάρκειας 15 λεπτών το καθένα πάνω σε 

αναδευτή. Μετά την αφαίρεση του διαλύµατος αυτού προστίθενται στο κέντρο των cover 

slips 10-30 µl αντισώµατος Goat anti Rabbit FITC (Jackson), αραιωµένου 1/100 σε 

διάλυµα 1% BSA  σε PBS. Το αντίσωµα αυτό είναι φωτοευαίσθητο οπότε οι πλάκες 

σκεπάζονται µε υγρό χαρτί και τυλίγονται µε αλουµινόχαρτο. Οι πλάκες επωάζονται για 

30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθούν τρία ξεπλύµατα όπως περιγράφτηκαν 

παραπάνω και στη συνέχεια τα cover slips ξεπλένονται σε απεσταγµένο νερό, 

στραγγίζονται και τοποθετούνται µε την πλευρά που φέρει τα κύτταρα προς τα κάτω σε 

αντικειµενοφόρους στις οποίες προηγουµένως έχουν τοποθετηθεί σταγόνες mowiol ή 

87% γλυκερόλης. Τα κύτταρα φωτογραφίζονται σε συνεστιακό µικροσκόπιο BIORAD. 
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Πλασµιδιακές κατασκευές 
 

Τα ένζυµα περιορισµού και τροποποίησης του DNA που χρησιµοποιήθηκαν 

προέρχονται από τις εταιρείες Minotech, New England Biolabs, Promega, Ambion και 

Boehringer. Οι πλασµιδιακές κατασκευές πραγµατοποιήθηκαν σε κύτταρα Escherichia 

coli Κ12 του στελέχους DH5α και η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA στηρίχθηκε στην 

αλκαλική λύση των κυττάρων (Sambrook et al., 1989). To DNA που χρησιµοποιήθηκε σε 

πειράµατα διαµόλυνσης αποµονώθηκε µε τη µέθοδο του κλινούς χλωριούχου καισίου ή 

µε κολώνες ιοντοανταλλαγής (Qiagen). Τα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται 

από τις εταιρείες Sigma, Fluka και Merck. 
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Το πλασµίδιο βοηθός pCD2/ILMi έχει βασιστεί στο φορέα έκφρασης SVA (-) (Σκάβδης Γ., 

αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), ο οποίος προέρχεται από τον φορέα έκφρασης VA (Zhumabekov et 

al., 1995). Το πλασµίδιο pCD2/ILMi περιέχει την κωδική περιοχή της τρανσποζάσης του Minos 

(ILMi), από την οποία έχει αποµακρυνθεί το παρεµβαλλόµενο ιντρόνιο (Παυλόπουλος Α., 1998, 

∆ιατριβή Μ.Τ.Ε.), κλωνοποιηµένη στον ανθρώπινο γενετικό τόπο CD2 (υποκινητής και Locus 

Control Region). Το πλασµίδιο προέκυψε από την υποκλωνοποίηση της κωδικής περιοχής του 

Minos ως θραύσµα ClaI blunted-XbaI από το πλασµίδιο ILT42 (Παυλόπουλος Α., 1998, ∆ιατριβή 

Μ.Τ.Ε.) στις θέσεις KpnI blunted-XbaI του φορέα SVA (-). 

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. Οι θέσεις περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση 

του θραύσµατος DNA που ενέθηκε σε γονιµοποιηµένα ωάρια είναι υπογραµµισµένες. 
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1

pBI-L/ILMi

7150bp

PminCMV-2
PminCMV-2

TRE
(tetO) 

ILMi

β-globin pA

Col E1ori

Amp

SV40 pA

Luc

PstI (6)

XbaI
BglII
PstI
SalI (1700)
EcoRV
XbaI

PvuII
MluI
NheI
NotI
ClaI (650)

XbaI

BglII

MluI

BsrBI (4783)

BsrBI (2982)

BglII

SacI
SacI
KpnI

SacISacI
KpnI

 
 

 

 

 

Το πλασµίδιο pBI-L/ILMi έχει βασιστεί στο φορέα έκφρασης pBI-L (Clontech). Ο συγκεκριµένος 

φορέας φέρει το χειριστή της τετρακυκλίνης (tetO, TRE tetracycline response element) και 

εκατέρωθεν δύο ελάχιστους υποκινητές του ιού CMV (CMV minimal promoter) αντίθετης φοράς. 

Από τον ένα ρυθµίζεται η έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης και υπό τον έλεγχο του άλλου 

κλωνοποιήθηκε η κωδική περιοχή της τρανσποζάσης (ILMi) ως θραύσµα ClaI-SalI από το 

πλασµίδιο pHSS6hsILMi20 (Klinakis et al., 2000a), στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pBI-L. 

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. Οι θέσεις περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση 

του θραύσµατος DNA που ενέθηκε σε γονιµοποιηµένα ωάρια είναι υπογραµµισµένες. 
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1

pBacPAK9MiLRneo

7816bp

AcMNPV seq

Ppolyhedrin

D.h.s
MiR

SV40 P

neomycin

SV40pA
MiL

D.h.s

pA+AcMNPV seq

BamHI
XmaI
SmaI
EcoRI
SacI (1267)
SacII
NotI
XbaI
SpeI
BamHI
SmaI
PstI
EcoRI

BamHI
PstIKpnI (3583)

BglII
XbaI
BstBI
XhoI
StuI
PstI
EagI
NotI
PacI

PstI

HindIII

HindIII

EcoRV

EcoRV

Amp

ori

M13 ori

XmaI
SmaI

BstBI

StuI

EagI

ClaI (methylated)

ClaI

 
 

 

 

Το πλασµίδιο pBacPAK9MiLRneo προέκυψε µε την υποκλωνοποίηση θραύσµατος DNA το 

οποίο φέρει το µη αυτόνοµο τρανσποζόνιο MiLRneo (Klinakis et al., 2000b) στον φορέα 

pBacPAK9 (Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας φέρει εκατέρωθεν της περιοχής κλωνοποίησης 

γονιδίων (MCS) αλληλουχίες, οι οποίες ανασυνδυάζονται µε γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε 

κύτταρα του ξενιστή. Το τρανσποζόνιο περιβάλλεται από γενωµικές αλληλουχίες της Drosophila 

hydei (D.h.s. 98 bp και 59 bp για το αριστερό και το δεξί άκρο, αντίστοιχα). Το αριστερό άκρο του 

στοιχείου φέρει µαζί του 81 bp (gct…atg) της αλληλουχίας που παρεµβάλλεται µεταξύ αυτού και 

του κωδικόνιου έναρξης της τρανσποζάσης. Το δεξί άκρο φέρει 59 bp (gac….aca) όπου 

περιέχονται τα 6 τελευταία κωδικόνια και την 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή της τρανσποζάσης. 
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Το τρανσποζόνιο υποκλωνοποιήθηκε ως θραύσµα µε άκρα SacI-KpnI από το πλασµίδιο 

pMiLRneo στις αντίστοιχες θέσεις του φορέα pBacPAK9 (Clontech). 

  

*Το πλασµίδιο pMiLRneo προέκυψε από το πλασµίδιο δότη pMiLRtetR (Λουκέρης Α., 1996, 

∆ιδακτορική ∆ιατριβή) µε αντικατάσταση του τµήµατος που περιέχει το γονίδιο της ανθεκτικότητας 

στην τετρακυκλίνη, µε την κασέτα SV40neo από το πλασµίδιο pRcCMV (Invitrogen). 

Υποκλωνοποιήθηκε ως θραύσµα µε άκρα EcoRI-BamHI στις αντίστοιχες θέσεις του πλασµιδίου 

pMiLRtetR. 

** Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 
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1

pBacPAK9CMV/ILMi

7555bp

Amp

AcMNPV seq

P polyhedrin

ILMi

BGH pA

CMV P

pA+
AcMNPV seq

ori

M13 ori

HindIII
KpnI
SacI
BamHI
EagI
BstXI
EcoRI (2000)
PstI
ClaI (methylated)

EcoRI (2714)

EcoRI (3316)
SacI
KpnI
BglII (3334)
XbaI
BstBI
XhoI
StuI
PstI
EagI
NotI
PacI

NdeI (1532)

BglII (2821)

BamHI (1253)EcoRV (1158)

XbaI

HindIII

BstXI (314)

ClaI

ClaI (methylated)

SacI

SacI

BstBI

ApaI

 
 

 

Το πλασµίδιο pBacPAK9CMV/ILMi  προέκυψε από την κλωνοποίηση της κασέτας CMV-ILMi-

BGHpA στον φορέα pBacPAK9 (Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας φέρει εκατέρωθεν της 

περιοχής κλωνοποίησης γονιδίων (MCS) αλληλουχίες, οι οποίες ανασυνδυάζονται µε 

γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε κύτταρα του ξενιστή. Η κωδική περιοχή της τρανσποζάσης υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή του ιού CMV και του σήµατος πολυαδενυλίωσης του γονιδίου bovine 

growth hormone (BGH pA) υποκλωνοποιήθηκε ως θραύσµα NruI-PvuII από το πλασµίδιο 

pCMV/ILMi (Κλινάκης Α., 2002, ∆ιδακτορική ∆ιατριβή) στη θέση SmaI του φορέα pBacPAK9 

(Clontech). 
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* Το πλασµίδιο pCMV/ILMi έχει προκύψει από την υποκλωνοποίηση της κωδικής περιοχής της 

τρανσποζάσης ως θραύσµα ClaI blunted-XbaI στις θέσεις EcoRV-XbaI του φορέα pCDNA3 

(Invitrogen).  

** Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 
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1

pUHD 15-1/TKhygro (tTA/TKhygro)

6434bp

HindIII (2249)HindIII (4455)

BamHI (1791)

FspI

FspI

EcoRI (6130)

EcoRI (5742)

EcoRI (766)
hCMV P

tTA

SV40 pA

ColE1
Amp

HSV TK P

Hygro

HSV TK pA

HSV TK seq

 
 

 

 

 

Το πλασµίδιο pUHD 15-1/TKhygro (tTA/TKhygro) είναι ένα παράγωγο του φορέα pBR322 και 

προέκυψε από την υποκλωνοποίηση ενός κοµµατιού DNA µε άκρα NruI-HindIII blunted, το οποίο 

φέρει την κασέτα HSV TK hygro, από το πλασµίδιο pTK-Hyg (Clontech) στην XhoI blunted θέση 

του πλασµιδίου pUHD 15-1 (Gossen and Bujard, 1992). Το πλασµίδιο pUHD 15-1 φέρει τον 

ενεργοποιητή της τετρακυκλίνης (tTA) υπό τον έλεγχο του υποκινητή/ενισχυτή hCMV και περιέχει 

το σήµα πολυαδενυλίωσης του ιού SV40. Η κασέτα HSV TK hygro αποτελείται από το γονίδιο της 

ανθεκτικότητας στην υγροµυκίνη υπό τον έλεγχο ρυθµιστικών στοιχείων του γονιδίου thymidine 

kinase του ιού HSV. Ο συγκεκριµένος υποκινητής στερείται ενεργότητας ενισχυτή.  

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. Οι θέσεις περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση 

του θραύσµατος DNA που χρησιµοποιήθηκε στη διαµόλυνση κυττάρων HepG2 είναι 

υπογραµµισµένες. 
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1

pUHrT 62-1/TKhygro (rtTA/TKhygro)

6178bp

HindIII (1988)

HindIII (4194)

hCMV P

rtTA2S M2

SV40 pA

ColE1Amp

HSV TK P

Hygro

HSV TK pA

HSV TK seq
BamHI (1530)

EcoRI (766)

EcoRI (5874)

EcoRI (5486)

FspI

FspI

 
 

 

Το πλασµίδιο pUHrT 62-1/TKhygro (rtTA/TKhygro) είναι ένα παράγωγο του φορέα pBR322 και 

προέκυψε από την υποκλωνοποίηση ενός κοµµατιού DNA µε άκρα NruI-HindIII blunted, το οποίο 

φέρει την κασέτα HSV TK hygro, από το πλασµίδιο pTK-Hyg (Clontech), στην XhoI blunted θέση 

του πλασµιδίου pUHrT 62-1 (Baron and Hasan, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Το πλασµίδιο 

pUHrT 62-1 φέρει τον ενεργοποιητή της τετρακυκλίνης rtTA2S M2 υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή/ενισχυτή hCMV και περιέχει το σήµα πολυαδενυλίωσης του ιού SV40. Η κασέτα HSV 

TK hygro αποτελείται από το γονίδιο της ανθεκτικότητας στην υγροµυκίνη υπό τον έλεγχο 

ρυθµιστικών στοιχείων του γονιδίου thymidine kinase του ιού HSV. Ο συγκεκριµένος υποκινητής 

στερείται ενεργότητας ενισχυτή.  

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. Οι θέσεις περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση 

του θραύσµατος DNA που χρησιµοποιήθηκε στη διαµόλυνση κυττάρων HepG2 είναι 

υπογραµµισµένες. 
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1

pHSVTKpuro

4300bp

HSV TK P
puro

SV40 pA

Amp

pBR322 ori

HindIII (341)

PstI (357)

PstI (1941)

PstI (2899)

PstI (286)

FspI (4)

FspI (2918)

EcoRI
BstBI

EcoRI

BamHI (1392)

 
 

 

 

 

 

Το πλασµίδιο pHSVTKpuro προήλθε από το πλασµίδιο pPUR (Clontech)  µετά από την 

αντικατάσταση του υποκινητή του ιού SV40 µε τον υποκινητή του γονιδίου thymidine kinase του 

ιού HSV ο οποίος δεν φέρει στοιχεία ενισχυτή. Ο υποκινητής αποµονώθηκε µε Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυµεράσης από το πλασµίδιο pTK-Hyg (Clontech) µε τη χρήση των εκκινητών 

HSVTKEcoRV (5’-ATGATATCTGCGCATTCACAGTTCTC-3’) και HSVTKHindIII (5’-

GGGAAGCTTATCAAGCTGATCTTGCGG-3’)  και κλωνοποιήθηκε ως θραύσµα DNA µε άκρα 

EcoRV-HindIII στις θέσεις PvuII-HindIII του πλασµίδιου pPUR (Clontech). 

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 

 118



1

pBI-L/ILMiTKpuro

8542bp

P 
m

in
CM

V-
2

P 
m

in
C

M
V-

2

TRE
(tetO) 

ILMi

β-globin pA

Col E1ori

Amp

SV40 pA

Luc

SV40 pApuro

SV40 P

PstI (6)

XbaI
BglII
PstI (1700)
SalI(1705)
EcoRV
XbaI

PstI (5970)

PstI (5900)
BsrBI (3021)

EcoRI

EcoRI EcoRI

EcoRI

EcoRI

HindIII
(5920)

BamHI

BamHI

BamHI

BamHI

PvuII (604)
MluI
NheI
NotI
ClaI MluI

MluI

BglII

BglII

XbaI

XbaI

SalI

XmnI
 

 

 

Το πλασµίδιο pBI-L/ILMiTKpuro έχει βασιστεί στο φορέα έκφρασης pBI-L (Clontech). Ο 

συγκεκριµένος φορέας φέρει το χειριστή της τετρακυκλίνης (tetO, TRE tetracycline response 

element) και εκατέρωθεν αυτού δύο υποκινητές του ιού CMV (CMV minimal promotor) αντίθετης 

φοράς. Από τον ένα ρυθµίζεται η έκφραση του γονιδίου της λουσιφεράσης και από τον άλλο η 

έκφραση της κωδικής περιοχής της τρανσποζάσης (ILMi). Το πλασµίδιο  pBI-L/ILMiTKpuro 

προέκυψε από την κλωνοποίηση της κασέτας HSVTKP-puro-SV40pA ως θραύσµα DNA µε άκρα 

FspI-BamHI blunted από το πλασµίδιο pHSVTKpuro (Παράρτηµα) σε µία από τις θέσεις BsrBI 

(στην 4783) του πλασµιδίου pBI-L/ILMi (Παράρτηµα). Ο υποκινητής TK του ιού HSV δε φέρει 

στοιχεία ενισχυτή. 

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. Η θέση περιορισµού που χρησιµοποιήθηκε για την γραµµοποίηση 

του πλασµιδίου πριν από τη διαµόλυνση κυττάρων HepG2 είναι υπογραµµισµένη. 

 119



1

pMiLRpuro

5079bp

Amp

D.h.s

D.h.s

MiL

MiR

SV40 P

puro

SV40 pA

KpnI (1)

SacI (2118)

HindIII (344)
EcoRI
PstI

HindIII (685)

BamHI
SpeI
XbaI
NotI
SacII

SfiI

PstI (701)

XbaI

SacII

 
 

Το πλασµίδιο pMiLRpuro προέκυψε ως εξής: 

  

• Aποµόνωση του γονιδίου της ανθεκτικότητας στην πουροµυκίνη (SV40P-puro-pA) από το 

πλασµίδιο pPUR της εταιρείας Clontech (πέψεις µε PvuII, BamHI, 1.4 Kb fragment). 

• Kλωνοποίηση αυτού σε φορέα pBluescript KS+ µετά από πέψεις µε SmaI και BamHI. 

• Aποµόνωση του γονιδίου της ανθεκτικότητας στην πουροµυκίνη (SV40P-puro-pA) από τον 

φορέα pBluescript KS+ µε πέψεις EcoRV και NotI. 

• Kλωνοποίηση αυτού στο πλασµίδιο pMiβgeo (Klinakis et al., 2000b) µετά από πέψη µε SpeI, 

δηµιουργία τυφλών άκρων µε Klenow και πέψη µε NotI (Προέκυψε το πλασµίδιο 

pMiLRgeoSV40puro ή pMiβgeoSV40puro, Ζαγοραίου Λ., 1999, ∆ιατριβή Μ.Τ.Ε.) 

• Πέψη του πλασµιδίου pMiβgeoSV40puro µε EcoRI για την αφαίρεση του geo και αντίδραση 

συρραφής.  

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 
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1

pBacPAK8MiLRpuro

7618bp

Amp D.h.s

D.h.s

MiL

MiR

SV40 P

puro

SV40 pA

AcMNPV seq

P polyhedrin

pA+
AcMNPV seq

ori

M13 ori

BamHI
PstI
StuI
XhoI
XbaI
BglII
KpnI (1290)

SacI (3408)
EcoRI
XmaI
SmaI
EagI
NotI
PacI

HindIII
EcoRI
PstI

HindIII

BamHI
SpeI
XbaI
NotI
SacII

SfiI

PstI

XbaI

SacII

XmaI
SmaI

SmaI

StuI

StuI

HindIII

XmaI

EagI

EagI

EcoRV (1158)

ClaI (methylated)

ClaI

 
 

 

 

Το πλασµίδιο pBacPAK8MiLRpuro προέκυψε µε την υποκλωνοποίηση θραύσµατος DNA το 

οποίο φέρει το µη αυτόνοµο τρανσποζόνιο MiLRpuro (Ζαγοραίου Λ., 1999, ∆ιατριβή Μ.Τ.Ε, 

Παράρτηµα) στον φορέα pBacPAK8 (Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας φέρει εκατέρωθεν της 

περιοχής κλωνοποίησης γονιδίων (MCS) αλληλουχίες, οι οποίες ανασυνδυάζονται µε 

γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε κύτταρα του ξενιστή. Το τρανσποζόνιο περιβάλλεται από 

γενωµικές αλληλουχίες της Drosophila hydei (D.h.s. 98 bp και 59 bp για το αριστερό και το δεξί 

άκρο, αντίστοιχα). Όλη η αλληλουχία εσωτερικά του αριστερού άκρου του Minos που αντιστοιχεί 

στην 5’ µη µεταφραζόµενη περιοχή του γονιδίου της τρανσποζάσης και η οποία είναι παρούσα 

στο pBacPAK9MiLRneo έχει αποµακρυνθεί σε προηγούµενο στάδιο κλωνοποίησης (Ζαγοραίου 

Λ., 1999, ∆ιατριβή Μ.Τ.Ε). Το δεξί άκρο φέρει 59 bp (gac….aca) όπου περιέχονται τα 6 τελευταία 
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κωδικόνια και η 3’ µη µεταφραζόµενη περιοχή της τρανσποζάσης. Το τρανσποζόνιο 

υποκλωνοποιήθηκε ως θραύσµα µε άκρα KpnI-SacI από το πλασµίδιο pMiLRpuro στις 

αντίστοιχες θέσεις του φορέα pBacPAK8(Clontech). 

  

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 
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1

pBacPAK8MiBO14/GtTA2DPPDNotI

10365bp

Amp

D.h.s

MiR

SV40 pA

AcMNPV seq

pA+

AcMNPV 
seq

ori

M13 ori

D.h.s
MiL

egfp

TATA

TATA

tetO

tTA

Hsp70 pASacI
EcoRI
XmaI
SmaI
EagI
PacI

SacI

KpnI
XmaI
SmaI
BamHI
EcoRI

EcoRI

KpnI
SalI
KpnI
SacII
ApaI
XmaI
SmaI
BamHI
AgeI

HindIII

BamHI
HindIII
ClaI

HindIII
EcoRI
PstI
BamHI
KpnI
XhoI (1550)
SalI
ClaI
HindIII
XbaI (methylated)

PstI

XbaI (3640)
MluINotI (5640)

SacII

ClaI
(methylated)

ClaI

SalI SalI

AgeI

MluI

 
 

 

Το πλασµίδιο pBacPAK8MiBO14/GtTA2∆PP∆NotI βασίζεται στο φορέα έκφρασης pBacPAK8 

(Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας φέρει εκατέρωθεν της περιοχής κλωνοποίησης γονιδίων 

(MCS) αλληλουχίες, οι οποίες ανασυνδυάζονται µε γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε κύτταρα του 

ξενιστή. Το πλασµίδιο pBacPAK8MiBO14/GtTA2∆PP∆NotI προέκυψε από το πλασµίδιο 

pBacPAK8MiLRpuro (Παράρτηµα) µετά από διαδικασία τεσσάρων σταδίων. Αρχικά από το 

pBacPAK8MiLRpuro αφαιρέθηκε ο υποκινητής του γονιδίου της πολυεδρίνης· ο υποκινητής 

αφαιρέθηκε ως EcoRV-KpnI blunted κοµµάτι και ο κυκλοποιηµένος µετά από αντίδραση 

σύνδεσης φορέας ονοµάστηκε pBacPAK8MiLRpuro∆PP. Στη συνέχεια στο φορέα 

pBacPAK8MiLRpuro∆PP αντικαταστάθηκε η κασέτα SV40puro µε θραύσµα DNA µε άκρα PstI-

XbaI το οποίο φέρει ένα διπλασιασµένο χειριστή της τετρακυκλίνης (tetO), εκατέρωθεν του δύο 

ελάχιστους υποκινητές (hsp70) αντίθετης φοράς, το γονίδιο της egfp (pEGFP-N1, Clontech) υπό 
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τον έλεγχο του ενός και σήµα πολυαδενυλίωσης του ιού SV40 και µικρό µέρος του tTA υπό τον 

έλεγχο του άλλου. Η κασέτα προέρχεται από το πλασµίδιο pMiBO14/GtTA2 (Μετονοµάστηκε σε 

pMiBO14/EtTA2, Κλινάκης Α. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Το πλασµίδιο που προέκυψε 

ονοµάζεται pBacPAK8MiBO14G∆PP. Σε αυτό αφαιρέθηκε η µία από τις δύο θέσεις αναγνώρισης 

για το ένζυµο περιορισµού NotI και συγκεκριµένα αυτή που προέρχεται από τον MCS του 

pBacPAK8, µετά από µερική πέψη µε NotI, γέµισµα ώστε να δηµιουργηθούν τυφλά (blunt) άκρα 

και αντίδραση σύνδεσης. Το πλασµίδιο αυτό ονοµάστηκε pBacPAK8MiBO14G∆PP∆NotI. 

Τελευταίο στάδιο ήταν η εισαγωγή στο παραπάνω πλασµίδιο του ενεργοποιητή της 

τετρακυκλίνης χωρίς το κοµµάτι που είχε κλωνοποιηθεί κατά την προηγούµενη υποκλωνοποίηση 

(tTA) και του σήµατος πολυαδενυλίωσης hsp70 από το πλασµίδιο pMiBO14/GtTA2 

(Μετονοµάστηκε σε pMiBO14/EtTA2 Κλινάκης Α. αδηµοσίευτα αποτελέσµατα) ως θραύσµα DNA 

µε άκρα XbaI-NotI στις αντίστοιχες µοναδικές θέσεις του πλασµιδίου 

pBacPAK8MiBO14G∆PP∆NotI. Το πλασµίδιο που προέκυψε ονοµάζεται 
pBacPAK8MiBO14/GtTA2∆PP∆NotI. Φέρει ένα µη αυτόνοµο τρανσποζόνιο το οποίο έχει τα 

γονίδια της GFP και του tTA υπό τον έλεγχο του χειριστή tetO.  

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 

** Στην παραπάνω κατασκευή υπάρχει άλλη µια θέση αναγνώρισης για το ένζυµο περιορισµού 

PstI (Πιθανώς στο hsp70pA). 

*** Υπογραµµισµένα παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού για τα οποία δεν είναι γνωστό αν 

έχουν µοναδική θέση αναγνώρισης στην κατασκευή. 
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1

pBacPAK8hs/ILMi

7976bp

Amp

AcMNPV seq

P polyhedrin

pA+AcMNPV seq

ori

M13 ori

hsp70
P

ILMi

hsp70 pA
ClaI (methylated)

ClaI

ClaI

BamHI
PstI
StuI
XhoI
BstBI
XbaI (1285)
BglII
KpnI
SacI
EcoRI 
XmaI
SmaI
EagI
NotI (1310)
EcoRI

EcoRI
PstI 
NotI (3800)
PacI

PstI

XbaI (2786)
BglII
PstI
SalI (2800)

BglII

EcoRI

XmaI
SmaI

SalI (105) SalI (390)

XhoI

EcoRV

 
Το πλασµίδιο pBacPAK8hs/ILMi προέκυψε από την κλωνοποίηση της κασέτας hsp70P-ILMi-

hsp70pA στον φορέα pBacPAK8 (Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας φέρει εκατέρωθεν της 

περιοχής κλωνοποίησης γονιδίων (MCS) αλληλουχίες, οι οποίες ανασυνδυάζονται µε 

γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε κύτταρα του ξενιστή. Η κωδική περιοχή της τρανσποζάσης υπό 

τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου hsp 70 της Drosophila melanogaster και του σήµατος 

πολυαδενυλίωσης του ίδιου γονιδίου υποκλωνοποιήθηκε ως θραύσµα µε άκρα NotI από το 

πλασµίδιο pHSS6hsILMi20 (Klinakis et al., 2000a) στη θέση NotI του φορέα pBacPAK8 

(Clontech). 

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 

** Υπογραµµισµένα παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού για τα οποία δεν είναι γνωστό αν 

έχουν µοναδική θέση αναγνώρισης στην κατασκευή.
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1

pBacPAK8hs/ILMiDPP

7795bp

Amp

AcMNPV seq

pA+AcMNPV seq

ori

M13 ori

hsp70
P

ILMi

hsp70 pA
ClaI (methylated)

ClaI

SalI (105) SalI (390)

SacI
EcoRI 
XmaI
SmaI
EagI
NotI (1129)
EcoRI

ClaI
PstI

XbaI (2605)
BglII
PstI
SalI (2619)

BglII

EcoRI

XmaI
SmaI

XhoI

EcoRI
PstI 
NotI (3619)
PacI

 
Το πλασµίδιο pBacPAK8hs/ILMi∆PP προέκυψε από το πλασµίδιο pBacPAK8hs/ILMi 

(Παράρτηµα Χ) µε την αφαίρεση θραύσµατος DNA που φέρει τον υποκινητή του γονιδίου της 

πολυεδρίνης. Ο υποκινητής αφαιρέθηκε ως EcoRV-KpnI blunted κοµµάτι. Ο συγκεκριµένος 

φορέας φέρει εκατέρωθεν της περιοχής κλωνοποίησης γονιδίων (MCS), αλληλουχίες οι οποίες 

ανασυνδυάζονται µε γραµµοποιηµένο ιό AcMPV σε κύτταρα του ξενιστή. Η κωδική περιοχή της 

τρανσποζάσης είναι υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου hsp 70 της Drosophila 

melanogaster και του σήµατος πολυαδενυλίωσης του ίδιου γονιδίου.  

 

* Με έντονη γραφή παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης. Η 

ύπαρξη και άλλων ενζύµων περιορισµού µε µοναδική θέση αναγνώρισης στην παραπάνω 

κατασκευή δεν αποκλείεται. 

** Υπογραµµισµένα παριστάνονται τα ένζυµα περιορισµού για τα οποία δεν είναι γνωστό αν 

έχουν µοναδική θέση αναγνώρισης στην κατασκευή. 
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