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 1.  ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

  
 Το FRA10AC1 είναι ένα γονίδιο, το οποίο χαρτογραφείται στη χρωμοσωματική περιοχή 

10q23.3 στη σπάνια χρωμοσωματική εύθραυστη θέση FRA10A του ανθρώπου. Η έκφρασή της 

FRA10A οφείλεται στην επέκταση των τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων (CGG)n στην 5’ μη 

μεταφραζόμενη περιοχή του FRA10AC1, προκαλώντας υπερμεθυλίωση της περιοχής και 

μεταγραφική καταστολή του γονιδίου. Το γονίδιο FRA10AC1 εκφράζεται ευρέως σε όλους τους 

ιστούς, συμπεριλαμβανομένου και του εγκεφάλου και κωδικοποιεί τη συντηρημένη πυρηνική 

πρωτεΐνη FRA10AC1. Έχει αναφερθεί ότι η εμφάνιση της FRA10A σχετίζεται με ήπια νοητική 

υστέρηση και αναπτυξιακές ανωμαλίες που παρατηρούνται σε άτομα φορείς της εύθραυστης θέσης 

FRA10A. Αν και η λειτουργία της είναι μέχρι σήμερα άγνωστη, πιθανή είναι η συνεισφορά της στη 

διαδικασία συναρμογής, λόγω αλληλεπιδράσεων με πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη διαδικασία 

αυτή ή/και πιθανόν σε άλλες στενά συσχετιζόμενες λειτουργίες. Η πρωτεΐνη FRA10AC1 είναι 

εξελικτικά συντηρημένη σε πολυκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. 

Η παρούσα εργασία στοχεύει στη γονοτύπηση δειγμάτων DNA ποντικών, στα οποία έχει 

γίνει προσπάθεια αποσιώπησης του ενδογενούς γονιδίου FRA10AC1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 2.  ABSTRACT 

 
 FRA10AC1 gene is mapped at 10q23.3 region at human chromosomal rare fragile site 

FRA10A. The expression of FRA10A is associated with the expansion of a (CGG)n repeat located in 

the 5’ UTR region of FRA10AC1, resulting in hypermethylation of the region and gene silencing. 

FRA10AC1 is widely expressed, including the brain and encodes a conserved nucleoplasmic 

protein, FRA10AC1. It has been reported that the appearance of FRA10A is associated with mild 

mental retardation and developmental abnormalities observed in individual carriers of fragile site 

FRA10A. Although its function remains until today unclear, it is possibly implicated in splicing, due 

to interactions with other proteins involved in this procedure or/and other related procedures. 

FRA10AC1 is conserved among multicellular eukaryotic organisms. 

This work aims at genotyping DNA samples of mice that have been attempted to silence the 

endogenous FRA10AC1 gene. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 3.  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 3.1  Εύθραυστες χρωμοσωματικές θέσεις 

 

 Οι εύθραυστες χρωμοσωματικές θέσεις είναι συγκεκριμένοι κληρονομικοί τόποι ιδιαίτερα 

επιρρεπείς σε θραύση (Lagana et al. 2010, Lukusa & Fryns 2008). Αποτελούν περιοχές χρωματίνης 

που αποτυγχάνουν να συμπυκνωθούν κατά τη διάρκεια της μίτωσης (Lukusa & Fryns 2008). Ως 

αποτέλεσμα προκαλλείται θραύση στο μεταφασικό χρωμόσωμα και δημιουργία ελλείματος από την 

περιοχή της θραύσης μέχρι το άκρο του χρωμοσώματος (Smith et al. 2010). Aποτελέσματα 

ερευνών δείχνουν ότι, κατά μέσο όρο, οι εύθραυστες θέσεις είναι πυκνότερες σε miRNAs και σε 

γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Lagana et al. 2010). Επίσης, βρέθηκε μια θετική συσχέτιση 

μεταξύ ευθραυστότητας και επαναλήψεων (Lagana et al. 2010). 

 

 

 3.2  Ταξινόμηση εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων 

 

 Οι εύθραυστες θέσεις ταξινομούνται σε σπάνιες και σε κοινές, ανάλογα με τη συχνότητα 

εμφάνισής τους στον πληθυσμό και υποδιαιρούνται περαιτέρω σύμφωνα με τον τρόπο επαγωγής 

της έκφρασής τους σε καλλιέργειες κυττάρων (Lukusa & Fryns 2008, Burrow et al. 2009). Η 

συχνότητα των σπάνιων εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων στον πληθυσμό είναι < 5% (Lukusa 

& Fryns 2008, Kremer et al. 1991, Sutherland et al. 1998) και κληρονομούνται με μενδελικό τρόπο 

(Kremer et al. 1991, Sutherland et al. 1998, Durkin and Glover 2007). Μοριακά έχουν 

χαρακτηριστεί 7 εύθραυστες θέσεις, ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ (FRA10A, FRA11B, FRA12A, 

FRA16A, FRAXA, FRAXE και FRAXF) και 2 μη ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ (FRA10B και 

FRA16B) (Lukusa & Fryns 2008). Το φυλλικό οξύ δρα ως συνένζυμο στις αντιδράσεις μεταφοράς, 

κατά τη σύνθεση πουρινών. Οι μη ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ εύθραυστες θέσεις επάγονται είτε 

από τη δισταμυκίνη Α, ένα ολιγοπεπτίδιο – αντιβιοτικό, είτε από τη βρωμοδεοξυουριδίνη (BrdU), 

ένα χημικό ανάλογο της θυμιδίνης, το οποίο ενσωματώνεται στο DNA κατά την αντιγραφή του και 

εμποδίζει τη σύνθεσή του.    

 Οι κοινές εύθραυστες θέσεις είναι παρούσες σε όλα τα άτομα και επομένως πιστεύεται ότι 

αντιπροσωπεύουν ένα φυσιολογικό συστατικό της δομής του χρωμοσώματος (Glover 2006). Οι 

κοινές εύθραυστες θέσεις κατηγοριοποιούνται με βάση την επαγωγή τους από διάφορα χημικά 

μόρια. Έτσι, προκύπτουν οι εξής κατηγορίες: α) Επαγώμενες από αφιδικολίνη. Η αφιδικολίνη 

(aphidicolin) είναι ένας ειδικός αναστολέας της DNA πολυμεράσης α (Glover 1984). β) 



Επαγώμενες από 5-αζακυτιδίνη, ένα χημικό ανάλογο της κυτιδίνης (5-azacytidine). Η 5-

αζακυτιδίνη ενσωματώνεται στο DΝΑ και αναστέλλει τη μεθυλίωσή του (Christman 2002). 

Μελέτες έδειξαν ότι η 5-αζακυτιδίνη (ZCyd) είναι ένας επαγωγέας θραύσης χρωμοσωμάτων και 

μεταλλαξιογόνο (Halle 1968, Karon and Benedict 1972, Landolph and Jones, 1982, Paul 1982, 

Viegas-Pequignot and Dutrillaux 1976). γ) Επαγώμενες από βρωμοδεοξυουριδίνη (BrdU). Οι 

κοινές εύθραυστες θέσεις κανονικά είναι σταθερές σε σωματικά κύτταρα (Glover 2006). Ωστόσο, 

μετά από την δοκιμή (treatment) των καλλιεργημένων κυττάρων με αναστολείς αναδιπλασιασμού, 

οι εύθραυστες θέσεις εμφανίζουν κενά, θραύσεις, αναδιατάξεις και άλλα χαρακτηριστικά του 

ασταθούς DNA (Glover 2006). Παρά τις πρόσφατες εξελίξεις, παραμένουν πολλά ερωτήματα 

σχετικά με την κανονική λειτουργική σημασία αυτών των διατηρημένων περιοχών και τη βάση της 

ευθραυστότητάς τους (Glover et al. 2005). 

   

 

 3.3  Μοριακή βάση εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων 

 

 Η συσχέτιση των εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων με γενετικές διαταραχές στον 

άνθρωπο και με τον καρκίνο (Lagana et al. 2010) υποδεικνύει τη σημασία που έχει η διερεύνηση 

της μοριακής τους βάσης. Για αυτό το λόγο, έγινε μία προσπάθεια να κατανοηθούν οι μηχανισμοί 

που οδηγούν στην ευθραυστότητα σε κάθε κατηγορία εύθραυστων θέσεων. Αν και η μοριακή βάση 

των εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων δεν έχει εξακριβωθεί πλήρως, πολλοί είναι οι 

παράγοντες, οι οποίοι συμβάλλουν στη γονιδιωματική αστάθειά τους.  

 Σε όλες τις σπάνιες εύθραυστες θέσεις εμφανίζεται επέκταση ενός επαναλαμβανόμενου 

μοτίβου, το οποίο εμφανίζει πολυμορφισμό στο γενικό πληθυσμό. Στις ευαίσθητες στο φυλλικό 

εύθραυστες θέσεις γίνεται επέκταση πολυμορφικών  CCG / CGG τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων, 

ενώ στις μη ευαίσθητες στο φυλλικό εύθραυστες θέσεις γίνεται επέκταση πλούσιων σε 

δινουκλεοτίδια Α/Τ  μινιδορυφόρων (Lukusa & Fryns 2008). Αυτές οι επεκτεινόμενες επαναλήψεις 

μπορούν να σχηματίσουν δευτεροταγείς δομές, οι οποίες εμποδίζουν την αντιγραφή και έχουν 

μειωμένη αποτελεσματικότητα στη συναρμολόγηση νουκλεοσωμάτων, με αποτέλεσμα ελαττώματα 

στην αποσυμπύκνωση της χρωματίνης που θεωρούνται εύθραυστες θέσεις (Lukusa & Fryns 2008). 

Μπορούν να σχηματιστούν διαφόρων μορφών δευτεροταγείς δομές, όπως η Β-DNA, ενδοκλωνικές 

φουρκέτες και τετραελικοειδείς δομές (Lukusa & Fryns 2008). 

 Στις συνήθεις εύθραυστες θέσεις περιέχονται περιοχές με μεγάλη ευκαμψία, δηλαδή 

δυνατότητα στροφής, οι οποίες ονομάζονται κορυφές ευκαμψίας. Αποτελούνται από διακεκομένες 

ακολουθίες πλούσιες σε δινουκλεοτίδια ΑΤ, διαφόρων μεγεθών, οι οποίες ονομάζονται νησίδες 

ευκαμψίας πλούσιες σε δινουκλεοτίδια ΑΤ. Οι νησίδες αυτές έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν 



ασυνήθιστες δευτεροταγείς δομές στο DNA, όπως στις σπάνιες εύθραυστες θέσεις και να 

παρεμποδίζουν έτσι την αντιγραφή του DNA (Lukusa & Fryns 2008). 

  Μελετώντας και συγκρίνοντας μοριακά τις διαφορετικές κατηγορίες εύθραυστων θέσεων, 

αναμένονταν η ταυτοποίηση κάποιων κοινών χαρακτηριστικών. Με βάση όμως τα παραπάνω 

δεδομένα, δεν έχει ταυτοποιηθεί κάποια ακολουθία – μοτίβο DNA για όλες τις κατηγορίες 

εύθραυστων θέσεων, καθώς κάθε κατηγορία έχει διαφορετική ακολουθία – μοτίβο. Ωστόσο, 

φαίνεται να υπάρχει ένας κοινός μοριακός μηχανισμός, ο οποίος βασίζεται στις 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες που εμποδίζουν την αντιγραφή του DNA και τη συναρμολόγηση 

των νουκλεοσωμάτων και οδηγεί στην ευθραυστότητά τους (Lukusa & Fryns 2008). Όλες οι 

εύθραυστες θέσεις διαθέτουν κάποια κοινά χαρακτηριστικά, όπως ο σχηματισμός δευτεροταγών 

δομών που οδηγεί σε μειωμένη ικανότητα στη συναρμολόγηση νουκλεοσωμάτων, με αποτέλεσμα 

ελαττώματα αποσυμπύκνωσης. Ένα ακόμη χαρακτηριστικό που μοιράζονται οι εύθραυστες θέσεις 

είναι η υψηλή ευκαμψία στο DNA τους. Τα παραπάνω χαρακτηριστικά μπορούν να εμποδίσουν την 

πρόοδο της αντιγραφής και να οδηγήσουν σε ευθραυστότητα. Τέλος, η μείωση ή η έλλειψη 

πρωτεϊνών στο εξαρτώμενο απο την κινάση ATR σημείο ελέγχου του κυτταρικού κύκλου αυξάνει 

δραματικά τη θραύση των εύθραυστων θέσεων (Durkin and Glover 2007). Αυτή η κινάση είναι 

ιδιαίτερα σημαντική στο συγκεκριμένο σημείο ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, καθώς 

αντιλαμβάνεται και αποκρίνεται στις βλάβες του DNA. Έτσι, η έλλειψή της μπορεί να οδηγήσει σε 

θραύσματα σε αυτές τις θέσεις (Burrow et al. 2009). 

 

 

 3.4  Κλινική σημασία εύθραυστων χρωμοσωματικών θέσεων 

 

 Από κλινική άποψη, η ευαίσθητη σε φυλλικό σπάνια εύθραυστη θέση FRAXA είναι η 

σημαντικότερη εύθραυστη θέση, καθώς συνδέεται με το σύνδρομο του εύθραυστου Χ, την πιο 

κοινή μορφή οικογενής νοητικής υστέρησης, που επηρεάζει περίπου το 1/4000 αρσενικά και τα 

1/6000 θηλυκά (Lukusa & Fryns 2008). Η νοητική υστέρηση σε αυτό το σύνδρομο θεωρείται ότι 

προκύπτει από την κατάργηση της έκφρασης του γονιδίου FMR1, λόγω υπερμεθυλίωσης των CpG 

νησίδων του γονιδίου δίπλα στην επεκτεινόμενη τρινουκλεοτιδική επανάληψη. Η σπάνια 

εύθραυστη θέση FRAXE σχετίζεται με μια συνδεδεμένη με το Χ ήπια μορφή νοητικής υστέρησης 

(Sutherland & Baker 2000) και η σπάνια εύθραυστη θέση FRA11B με το σύνδρομο Jacobsen 

(Lukusa & Fryns 2008). Υπάρχουν επίσης κάποιες ενδείξεις ότι οι εύθραυστες θέσεις και ιδιαίτερα 

οι κοινές είναι υπεύθυνες για τις in vivo χρωμοσωμικές αναδιατάξεις που σχετίζονται με τον 

καρκίνο (Lukusa & Fryns 2008). Για όλες τις υπόλοιπες σπάνιες εύθραυστες χρωμοσωματικές 

θέσεις, δεν έχει αποδειχθεί κάποια συσχέτιση με παθολογικούς φαινότυπους (Lukusa & Fryns 



2008). Επιπρόσθετα, τρεις σπάνιες εύθραυστες θέσεις, οι FRA10B, FRA16B, FRA17A, έχουν βρεθεί 

και σε ομοζυγωτία. Οι ομοζυγώτες αυτών των εύθραυστων θέσεων έχουν φυσιολογικό φαινότυπο, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι αυτές οι θέσεις δεν επηρεάζουν τη λειτουργία γονιδίων που είναι 

απαραίτητα για την ανάπτυξη (Sutherland & Baker 2000). Τέλος, κάποιες σπάνιες εύθραυστες 

θέσεις ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ δε συναντώνται σε ομοζυγωτία. Τέτοια άτομα θα ήταν 

αναμενόμενο να ταυτοποιηθούν λαμβάνοντας υπόψη την υψηλή συχνότητα εμφάνισης των 

ετεροζυγωτών στον πληθυσμό. Αυτό υποδηλώνει ότι η ομοζυγωτία δεν είναι βιώσιμη (Sutherland 

& Baker 2000). 

 Μερικές από τις κοινές εύθραυστες θέσεις βρίσκονται μέσα σε γονίδια που έχουν εμπλακεί 

στον καρκίνο, αλλά δεν είναι σαφές εάν οι εύθραυστες θέσεις ή τα γονίδια στα οποία βρίσκονται 

είναι σημαντικά για την εμφάνιση καρκίνου (Sutherland & Baker 2000). Αυτό μπορεί να 

αποδίδεται στο ότι οι κοινές εύθραυστες θέσεις είναι περιοχές γονιδιωματικής αστάθειας, η οποία 

παρατηρείται αυξημένη σε μικροδορυφορικούς τόπους σε έναν αριθμό όγκων (Sutherland & Baker 

2000). Έχει προταθεί ακόμη, ότι οι εύθραυστες θέσεις μπορεί να συμβάλλουν στη γενετική 

αστάθεια που παρατηρείται στα καρκινικά κύτταρα (Ο΄Keefe et al. 2006, Lagana et al. 2010), αλλά 

ακόμη δεν έχει αποδειχθεί άμεσος ρόλος. Συχνά, τα γονίδια που βρίσκονται σε εύθραυστες θέσεις 

εμπλέκονται σε μεταθέσεις που οδηγούν είτε σε έκφραση μεταλλαγμένων ογκογονιδίων, είτε σε μη 

έκφραση ογκοκατασταλτικών γονιδίων, με αποτέλεσμα την έναρξη του καρκίνου (Lagana et al. 

2010). Ακόμη, ευρύματα μελετών υποδηλώνουν ότι οι κοινές εύθραυστες θέσεις μπορεί να 

χρησιμεύσουν ως δείκτες χρωμοσωμικής βλάβης που προκαλείται από το αντιγραφικό στρες κατά 

τα αρχικά στάδια της ογκογένεσης (Glover et al. 2005).  Οι περισσότερες εύθραυστες θέσεις 

μπορούν να επαχθούν από περιβαλλοντικούς παράγοντες και χημικά, όπως η καφεΐνη, το αλκοόλ 

και ο καπνός του τσιγάρου (Burrow et al. 2009). Επιπρόσθετα, αυξανόμενα στοιχεία συνδέουν τη 

γονιδιωματική και επιγενετική αστάθεια, συμπεριλαμβανομένων των εύθραυστων θέσεων με 

νευροψυχιατρικές ασθενειες, όπως η σχιζοφρένεια και ο αυτισμός (Smith et al. 2010). 

 
 
 3.5  Η σπάνια εύθραστη χρωμοσωματική θέση FRA10A 

 

 Η FRA10A ανήκει στις σπάνιες εύθραυστες θέσεις ευαίσθητες στο φυλλικό οξύ, δηλαδή 

εμφανίζεται όταν τα κύτταρα καλλιεργηθούν απουσία φυλλικού οξέος στο θρεπτικό μέσο. Η 

FRA10A χαρτογραφείται στην περιοχή 23.3 του μεγάλου βραχίονα του χρωμοσώματος 10 

(10q23.3) και έχει μήκος περίπου 50kb. Αποτελεί την πιο συχνή από τις σπάνιες εύθραυστες θέσεις 

στο ανθρώπινο γονιδίωμα, με συχνότητα εμφάνισης 1 στα 500 άτομα (Petit et al. 1986, Sarafidou et 

al. 2004). Ωστόσο μέχρι σήμερα, απ΄όσα είναι γνωστά δεν έχει αναφερθεί ομόζυγος FRA10A. Αυτό 



θα ήταν πολύ χρήσιμο για τον προσδιορισμό της λειτουργίας και του σχετικού φαινοτύπου, εφόσον 

υπάρχει του γονιδίου FRA10AC1. Εντούτοις, αυτό θα μπορούσε να επιτευχθεί με τη ρύθμιση της 

έκφρασης του FRA10AC1 σε οποιονδήποτε από τους οργανισμούς – μοντέλα με fra10ac1 

ορθόλογα, συμπεριλαμβανομένης της μύγας, του σκουληκιού ή του ποντικιού. 

 

 3.6  Κλινική σημασία της εύθραυστης χρωμοσωματικής θέσης FRA10A 

 

 Μέχρι σήμερα δεν έχουν βρεθεί παθολογικοί φαινότυποι που να σχετίζονται με την 

εύθραυστη χρωμοσωματική θέση FRA10A. Ωστόσο, σύμφωνα με μελέτες η έκφρασή της έχει 

συσχετιστεί με μαθησιακές δυσκολίες ή με καθυστέρηση στην ανάπτυξη (Sarafidou et al. 2004). 

Από έρευνες αποδείχθηκε ότι η έκφραση της FRA10A έχει συνδεθεί με την εμφάνιση νοητικής 

υστέρησης (Kähkönen et al. 1989, Mavrou et al. 1991). Ακόμη, αποδείχθηκε ότι η συχνότητα 

εμφάνισης της εύθραυστης θέσης FRA10A ήταν σημαντικά μεγαλύτερη σε άτομα με νοητική 

υστέρηση σε σχέση με φυσιολογικά άτομα (Kahkonen et al. 1989). Επιπρόσθετα, μελέτες έδειξαν 

πιθανή σύνδεσή της με την ογκογένεση (Lacombe et al. 1996, Kim et al. 1998) και με νευρολογικές 

διαταραχές, όπως η σχιζοφρένεια (Mowry et al. 2000). Ο συσχετισμός της εύθραυστης θέσης 

FRA10A με τις διάφορες διαταραχές έγινε με τη σύγκριση της συχνότητας εμφάνισής της σε υγιή 

άτομα και σε άτομα που εμφανίζουν την εκάστοτε διαταραχή. Μελέτες ανίχνευσαν την FRA10A σε 

υγιή άτομα φορείς (Kahkonen et al. 1989), γεγονός που πιθανώς υποδηλώνει ότι σε ετεροζυγωτία 

αυτή η θέση δε συσχετίζεται με παθολογικό φαινότυπο. Μία ακόμη πιθανή εξήγηση μπορεί να είναι 

η μειωμένη δυεισδυτικότητα του παθολογικού φαινότυπου στον πληθυσμό. Ως αποτέλεσμα δεν 

εμφανίζονται κλινικά συμπτώματα σε ένα ποσοστό ατόμων φορέων. Το φαινόμενο της μειωμένης 

διεισδυτικότητας έχει δειχθεί στην περίπτωση του σύνδρόμου του εύθραυστου Χ, που σχετίζεται με 

την εκδήλωση νοητικής υστέρησης κατά την εμφάνιση της εύθραυστης χρωμοσωματικής θέσης 

FRAXA (Annemieke et al. 1991). Σε μελέτες οικογενειών οι αυτοσωμικές σπάνιες εύθραυστες 

θέσεις, στις οποίες ανήκει και η FRA10Α κληρονομούνταν κυρίως από τη μητέρα. Ωστόσο η 

εμφάνιση αυτών των εύθραυστων θέσεων στα αρσενικά άτομα δεν είναι πιο δύσκολη σε σχέση με 

τα θηλυκά (Kähkönen et al. 1989). 

 

 

 

 

 

 



 3.7  Μοριακή βάση της εύθραυστης χρωμοσωματικής θέσης FRA10A 

 

  Η μοριακή βάση εμφάνισης της σπάνιας εύθραυστης χρωμοσωματικής θέσης FRA10A 

έγκειται στην επέκταση των ασταθών τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων τύπου CGG, οι οποίες 

εδράζονται στις CpG νησίδες της 5΄ μη μεταφραζόμενης περιοχής του γονιδίου FRA10AC1. Έχουν 

ταυτοποιηθεί τέσσερα φυσιολογικά αλληλόμορφα, Α1 – Α4 των 8, 9, 10 και 14 επαναλήψεων, 

αντίστοιχα. Το πιο κοινό αλληλόμορφο Α2, περιέχει 9 επαναλήψεις. Αποδείχθηκε με PCR ότι οι 

φορείς της FRA10A εμφανίζουν μεγαλύτερα προϊόντα PCR, γεγονός που αποδεικνύει την επέκταση 

των επαναλήψεων αυτών. Πιο συγκεκριμένα, οι επαναλήψεις CGG μπορούν να επεκταθούν μέχρι 

και 200 φορές (600 – 800bp) και η επέκταση αυτών των επαναλήψεων οδηγεί σε  υπερμεθυλίωση, 

γεγονός που οδηγεί σε μεταγραφική καταστολή του αντίστοιχου αλληλομόρφου του γονιδίου 

FRA10AC1 (Sarafidou et al. 2004). 

 

 3.8  Το γονίδιο FRA10AC1 

 

 Το γονίδιο FRA10AC1 αποτελείται από 19 εξόνια, εκ των οποίων το κωδικόνιο έναρξης της 

μετάφρασης βρίσκεται στην αρχή του εξονίου 2, ενώ το κωδικόνιο λήξης στο εξόνιο 19 (Εικ. 3.8α), 

εκείνεται σε μία περιοχή 33kb και μεταγράφεται από το τελομερές προς το κεντρομερές (Εικ. 3.8α). 

Όλα τα όρια των ιντρονίων του FRA10AC1 ακολουθούν τον κανόνα  AG/GT των συντηρημένων 

θέσεων συναρμογής. Συνδυάζοντας in silico δεδομένα με αποτελέσματα από RT-PCRs 

συναρμολογήθηκε το πλήρες μήκος cDNA του γονιδίου FRA10AC1, το οποίο αποτελείται από μία 

αλληλουχία 1344 ζευγών βάσεων, η οποία κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη 315 αμινοξέων (GenBank 

Accession No. AJ431721). Με ανάλυση Northern αποκαλύφθηκε ότι το γονίδιο FRA10AC1 είναι 

μεταγραφικά ενεργό σε όλους τους ιστούς των ενήλικων ατόμων. Το κύριο μετάγραφο των περίπου 

1450 νουκλεοτιδίων εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και κωδικοποιεί μια εξαιρετικά συντηρημένη 

πρωτεΐνη, την FRA10AC1, της οποίας η λειτουργία είναι άγνωστη. Υψηλή έκφραση του 

FRA10AC1 βρέθηκε σε όργανα με υψηλή μεταγραφική δραστηριότητα όπως στον εγκέφαλο, στην 

καρδιά, στους σκελετικούς μύες, στο νεφρό και στο συκώτι. Ενώ, χαμηλή έκφρασή του βρέθηκε 

στο παχύ έντερο, στο θύμο αδένα, στο σπλήνα, στο λεπτό έντερο, στον πλακούντα και στους 

πνεύμονες. Στα λεμφοκύτταρα, η μεταγραφή του γονιδίου είναι ιδιαίτερα χαμηλή. Έχουν 

ταυτοποιηθεί πέντε εναλλακτικά μετάγραφα, εκ των οποίων το κύριο μετάγραφο περιλαμβάνει τα 

εξόνια 1 – 12, 18 και 19.  Ένα από τα εναλλακτικά μετάγραφα, το οποίο εντοπίστηκε σχεδόν σε 

όλους τους ιστούς περιλαμβάνει τα εξόνια 13 – 16. Ακόμη, βρέθηκαν τρία εναλλακτικά μετάγραφα 

αποκλειστικά στις γονάδες, τα οποία περιλαμβάνουν το εξόνιο 16 σε συνδυασμό με τα εξόνια 13, 



14 και 15 αντίστοιχα. Αυτά τα εναλλακτικά μετάγραφα οδηγούν σε εναλλακτικά 3΄ άκρα (Εικ. 

3.8β), και πιθανόν σε ισομορφές της πρωτεΐνης FRA10AC1. Ως αποτέλεσμα δημιουργούνται 

πρωτεΐνες FRA10AC1, με τροποποιημένα καρβοξυτελικά άκρα. Εκτός από τους ιστούς που 

ελέγχθηκαν με ανάλυση Northern, ανιχνεύθηκαν ειδικά μετάγραφα FRA10AC1 στο πάγκρεας, 

στους όρχεις,  στις ωοθήκες και σε χαμηλότερα επίπεδα, στον προστάτη και στα λευκοκύτταρα. 

Αποδείχθηκε ότι το 1 αλληλόμορφο του γονιδίου FRA10AC1 δε μεταγράφεται σε άτομα φορείς της 

εύθραυστης χρωμοσωματικής θέσης FRA10A, ως συνέπεια της παρουσίας της σ΄αυτό το 

χρωμόσωμα. Είναι περίεργο ωστόσο, το γεγονός ότι η έλλειψη ενός αντιγράφου του γονιδίου 

FRA10AC1 δεν παρέχει κανένα παθολογικό φαινότυπο στους ιστούς στους οποίους εκφράζεται 

(Sarafidou et al. 2004). 

Εικόνα 3.8α: Γενωμική οργάνωση του γονιδίου FRA10AC1. Α) Αναπαράσταση της γενωμικής περιοχής 
που περιέχει τα γονίδια FRA10AC1, PDE6C και LGI1 καθώς και δύο δείκτες μικροδορυφόρων. Τα γονίδια 
επισημαίνονται με μεγάλα βέλη. Ο προσανατολισμός 5΄ – 3΄ του κάθε γονιδίου προσδιορίζεται από τον 
προσανατολισμό του βέλους. Ακόμη, φαίνεται ο προσανατολισμός της μεταγραφής του γονιδίου FRA10AC1 
από το τελομερές προς το κεντρομερές. Β) Δομή εξονίων – ιντρονίων του FRA10AC1. Τα εξόνια 
αναπαριστώνται με κουτιά. Οι κωδικές περιοχές των εξονίων εμφανίζονται με μαύρο χρώμα, ενώ οι μη 
κωδικές με γκρι. Ο αριθμός κάθε εξονίου αναγράφεται από πάνω, ενώ το μέγεθος από κάτω. Υποδεικνύονται 
επίσης το κωδικόνιο έναρξης ATG και λήξης TGA της μετάφρασης με μαύρα κουτιά, καθώς και η 
επανάληψη (CGG)n (Sarafidou et al. 2004). 

 



 

Εικόνα 3.8β: Προσδιορισμός εναλλακτικών παραλλαγών ματίσματος του γονιδίου FRA10AC1. Στην 
εικόνα φαίνονται τα εναλλακτικά μετάγραφα a, b και c του γονιδίου FRA10AC1 (αριστερά) και οι 
παραγόμενες αμινοξικές αλληλουχίες τους (δεξιά). Τα εξόνια παρατίθενται ως σκούρα γκρι κουτιά και 
αριθμούνται. Τα ιντρόνια απεικονίζονται ως παχύ γκρι γραμμές. Τα αμινοξέα που κωδικοποιούνται από το 
εξόνιο 12, το οποίο είναι κοινό σε όλες τις παραλλαγές του FRA10AC1, υπογραμμίζονται (Sarafidou et al. 
2004).  
  

3.9  Η πρωτεΐνη FRA10AC1 

 

 Η FRA10AC1 είναι μια συντηρημένη πρωτεΐνη, 315 αμινοξέων, με μοριακό βάρος 37.548 

kDa και θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο pI 8,25. Μέσω αναζήτησης στις βάσεις δεδομένων Pfam 

και Smart δεν έχουν βρεθεί σημαντικές ομοιότητες της FRA10AC1 με καμία από τις γνωστές 

πρωτεϊνικές επικράτειες ή επαναλήψεις. Ωστόσο, έχει προσδιοριστεί ένα διμερές σήμα πυρηνικού 

εντοπισμού στις περιοχές που περιλαμβάνουν τα αμινοξέα 223 – 238 και 245 – 262, το οποίο 

ανήκει σε μία ευρύτερη περιοχή πλούσια σε λυσίνη (αμινοξέα 129 – 269). Με ανάλυση 

ανοσοφθορισμού του πλήρους μήκους της ανασυνδυασμένης με EGFP πρωτεΐνης FRA10AC1 

αποδείχθηκε ότι ήταν παρούσα αποκλειστικά στο νουκλεόπλασμα (Εικ. 3.9α). Με στόχο την 

αναζήτηση ορθόλογων ESTs στις βάσεις δεδομένων, χρησιμοποιήθηκε η ανθρώπινη αλληλουχία 

cDNA του FRA10AC1. Bρέθηκαν αρκετά αλληλεπικαλυπτόμενα ESTs, εκ των οποίων τρία 

(GenBank Accession Nos. BQ939866, ΑΑ840143, και BE946023) επιλέχθηκαν για τη 

συναρμολόγηση του ορθόλογου fra10ac1 του ποντικού (μέγεθος 1380 bp, GenBank Accession 

Nos. BN000292). Το fra10ac1 εδράζεται στο χρωμόσωμα 19C2 – C3 του ποντικού, σε μια περιοχή 

συνταινική στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 10q23 – q24. Το γονίδιο fra10ac1 του ποντικού 

κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη ίδιου μεγέθους (315 αμινοξέων) με την πρωτεΐνη του ανθρώπου και οι 

δύο πρωτεΐνες είναι ταυτόσημες κατά 86% και παρουσιάζουν ομολογία της τάξεως του 92%. 

Επίσης, αποκαλύφθηκε με την ανάλυση BLASTP ότι υπάρχουν πολυάριθμα ορθολόγα fra10ac1, 

τόσο σε ζωικά, όσο και σε φυτικά είδη (Εικ. 3.9β). Οι πρωτεΐνες fra10ac1 που εντοπίστηκαν σε 

φυτά (Arabidopsis thaliana και Pimpinella brachycarpa) και στο σκουλήκι (Caenorhabditis elegans) 

έδειξαν ότι είναι περίπου 35% ταυτόσημες με την πρωτεΐνη του ανθρώπου, ενώ των εντόμων 

(Anopheles gambiae) 58% (Εικ. 3.9β). Αυτά τα δεδομένα απέδειξαν ότι υπήρχε ένα κοινό 



προγονικό γονίδιο προτού τα φυτά και τα ζώα αποκλίνουν, το οποίο στη συνέχεια 

διαφοροποιήθηκε. Αξίζει να σημειωθεί ότι η κεντρική περιοχή της πρωτεΐνης (αμινοξέα 105-240) 

είναι αυτή που εμφανίζει τον υψηλότερο βαθμό ταυτότητας μεταξύ όλων των ορθόλογων γονιδίων, 

που κυμαίνεται από 45 έως 67% (Εικ. 3.9β), υποδεικνύοντας έτσι ότι είναι ένα εξαιρετικά 

συντηρημένο τμήμα (domain) με σημαντική λειτουργία. Κανένα από τα ορθόλογα γονίδια δεν έχει 

μελετηθεί για τη λειτουργία του και δε φέρει κάποιο συγκεκριμένο μοτίβο που να εντάσσει την 

πρωτεΐνη σε συγκεκριμένη οικογένεια πρωτεϊνών. Ωστόσο, το γεγονός ότι η πρωτεΐνη δεν 

ανιχνεύθηκε σε προκαρυώτες, πιθανώς υποδηλώνει ότι σχετίζεται με μία λειτουργία που αφορά 

αποκλειστικά τους ευκαρυώτες (Sarafidou et al. 2004). 

 
 

Εικόνα 3.9α: Υποκυτταρικός εντοπισμός της FRA10AC1. Στην εικόνα φαίνεται ο υποκυτταρικός 
εντοπισμός της χιμαιρικής πρωτεΐνης FRA10AC1 – GFP, ο οποίος ανιχνεύθηκε με μικροσκοπία φθορισμού. 
Το κύτταρο αυτό είναι ένα αντιπροσωπευτικό κύτταρο της σειράς COS – 7, η οποία διαμολύνθηκε παροδικά 
με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο (EGFP) – FRA10AC1 (Sarafidou et al. 2004). 
 
 
 



Εικόνα 3.9β: Συντήρηση της πρωτεΐνης FRA10AC1. Στην εικόνα παρουσιάζεται η συντήρηση της 
ανθρώπινης πρωτεΐνης FRA10AC1 σε σχέση με άλλους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Πάνω φαίνεται με 
γκρι χρώμα η κεντρική συντηρημένη περιοχή (αμινοξέα 105 – 240). Το διμερές σήμα πυρηνικού εντοπισμού 
απεικονίζεται με δύο μαύρες ράβδους (NLS, αμινοξέα 223 – 238 και 245 – 262). Κάτω – αριστερά δίνονται 
οι κωδικοί αριθμοί των ορθόλογων γονιδίων στη βάση GenBank. Στη μέση της εικόνας δίνεται το ποσοστό 
που είναι ταυτόσημες οι πρωτεΐνες στη συντηρημένη κεντρική περιοχή, ενώ στα δεξιά φαίνεται το συνολικό 
ποσοστό ταυτότητας των πρωτεΐνων (Sarafidou et al. 2004). 
 
 
 
 3.10  Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης FRA10AC1 

 

 Το γεγονός ότι δεν είναι γνωστή μέχρι σήμερα η βιολογική λειτουργία κάποιας από τις 

ορθόλογες πρωτεΐνες, σε συνδυασμό με το ότι η FRA10AC1 δεν παρουσιάζει κάποιο 

χαρακτηριστικό μοτίβο, δυσκολεύουν τον εντοπισμό του βιολογικού της ρόλου. Εξετάζοντας 

πληροφορίες για τις αλληλεπιδράσεις της FRA10AC1 με άλλα πρωτεϊνικά μόρια ίσως εξαχθούν 

κάποια συμπεράσματα σχετικά με το βιολογικό της ρόλο. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται το 

σύστημα δύο υβριδίων του σακχαρομύκητα, με το οποίο ανιχνέυονται αποκλειστικά δυαδικές 

πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Ενώ υπάρχει πλήθος δεδομένων από πειράματα μεγάλης κλίμακας 

πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων σε αντίστοιχες βάσεις δεδομένων, τα δεδομένα αυτά δεν μπορούν 

να θεωρηθούν πλήρως αξιόπιστα γιατί παρουσιάζουν υψηλό ποσοστό ψευδώς θετικών 

αποτελεσμάτων και αντιπροσωπεύουν ένα σχετικά μικρό ποσοστό του συνόλου των πρωτεϊνικών 

αλληλεπιδράσεων του ανθρώπου (Von Mering et al. 2002, Suthram et al. 2006). Ως αποτέλεσμα, θα 

πρέπει να εφαρμόζονται συνδυαστικά, στοχευμένα πειράματα μικρής κλίμακας, τα αποτελέσματα 

των οποίων να επιβεβαιώνονται με συμπληρωματικές προσεγγίσεις. 

 Στο πλαίσιο αυτό, με το σύστημα δύο υβριδίων του σακχαρομύκητα και με πειράματα 



συνκατακρήμνισης ταυτοποιήθηκε ότι η FRA10AC1 αλληλεπιδρά με τις πρωτεΐνες DGCR14 και 

SF3B2. Τα αποτελέσματα αυτά, των αλληλεπιδράσεων είναι σε συμφωνία με τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό στο πυρηνόπλασμα των τριών πρωτεϊνών FRA10AC1, DGCR14 και SF3B2.  

 Μέχρι σήμερα, δεν υπάρχουν μελέτες που να προσδιορίζουν το λειτουργικό ρόλο της 

πρωτεΐνης DGCR14. Ωστόσο, υπάρχουν πληροφορίες από βιοχημικά πειράματα απομόνωσης του 

σωματίου συναρμογής και χαρακτηρισμού των συστατικών του με φασματομετρία μάζας που 

υποδεικνύουν την πιθανή λειτουργία της πρωτεΐνης. Έτσι, από πέντε ανεξάρτητες μελέτες, η 

DGCR14 προσδιορίστηκε κατ’ επανάληψη ως πρωτεΐνη – συστατικό του σωματίου συναρμογής 

(Rappsilber et al. 2002, Zhou et al. 2002, Makarova et al. 2004, Bessonov et al. 2008, Bessonov et 

al. 2010) και μάλιστα ως συστατικό του συμπλόκου C (Bessonov et al. 2008, Bessonov et al. 2010). 

 Όσον αφορά την πρωτεΐνη SF3B2, κωδικοποιείται από το γονίδιο SF3B2 και αποτελεί την 

υπομονάδα 2 του παράγοντα συναρμογής 3b, ενός πρωτεϊνικού συμπλόκου του σωματίου 

συναρμογής. Κι αυτή χαρακτηρίστηκε ως πρωτεΐνη – συστατικό του σωματίου συναρμογής σε όλες 

τις μελέτες που περιλαμβάνουν βιοχημικά πειράματα απομόνωσης του σωματίου συναρμογής και 

χαρακτηρισμού των συστατικών του με φασματομετρία μάζας (Rappsilber et al. 2002, Zhou et al. 

2002, Jurica et al. 2002, Hartmuth et al. 2002, Makarov et al. 2002, Makarova et al. 2004, Chen et 

al. 2007, Bessonov et al. 2008, Bessonov et al. 2010) και μάλιστα επίσης ως συστατικό του 

συμπλόκου C (Jurica et al. 2002, Bessonov et al. 2008, Bessonov et al. 2010). 

 Επιπρόσθετα, από βάσεις δεδομένων, οι οποίες περιλαμβάνουν καταχωρήσεις σχετικά με τις 

αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών του ανθρώπου (HPRD, http://www.hprd.org/), προκύπτει ότι η 

FRA10AC1 αλληλεπιδρά με την πρωτεϊνη (HABP4 Ki-1/57), η οποία είναι πυρηνική και έχει 

συσχετιστεί με τη διαδικασία της συναρμογής (Bressan GC et al. 2009).  

 Με βάση τις παραπάνω πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις της FRA10AC1 εξάγεται το 

συμπέρασμα, ότι ίσως σχετίζεται με τη διαδικασία της συναρμογής. Το γεγονός ότι ταυτοποιήθηκε 

και η ίδια ως συστατικό του σωματίου συναρμογής, και ειδικότερα του συμπλόκου C (Bessonov et 

al. 2008, Bessonov et al. 2010), συνάδει με τον υποκυτταρικό εντοπισμό της. Ακόμη, συνηγορεί με 

το γεγονός ότι πρωτεΐνη είναι ιδιαίτερα συντηρημένη στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, οι οποίοι 

σε αντίθεση με τους προκαρυωτικούς, χρησιμοποιούν τη διαδικασία της συναρμογής για την 

ωρίμανση των πρόδρομων μορίων mRNA. 

 

 

 

 

 



 3.11  IKMC (International Knockout Mouse Consortium) 

 

 Η IKMC δημιουργήθηκε το 2007 με σκοπό  τη μετάλλαξη όλων των κωδικών περιοχών των 

γονιδίων του γονιδιώματος του ποντικού με χρήση μεθόδων γονιδιακής στόχευσης και γονιδιακής 

παγίδευσης (gene trapping) σε εμβρυονικά πολυδύναμα (ES) κύτταρα ποντικού C57BL / 6  (Collins 

FS et al. 2007). Πρόκειται για μία κοινοπραξία που περιλαμβάνει τα παρακάτω ερευνητικά 

προγράμματα: Knockout Mouse Project (KOMP) (ΗΠΑ), European Conditional Mouse 

Mutagenesis Program (EUCOMM) (Ευρώπη), EUCOMM: (Tools for Functional Annotation of the 

Mouse Genome) (EUCOMMTOOLS) (Ευρώπη), North American Conditional Mouse Mutagenesis 

Project (NorCOMM) (Καναδάς) και Texas A & M Institute for Genomic Medicine (TIGM) (ΗΠΑ) 

(Bradley A et al. 2012). H ιεράρχηση των επιμέρους στόχων αυτής της κοινοπραξίας έχει βασιστεί 

στις απαιτήσεις της επιστημονικής κοινότητας, σε επιτροπές εμπειρογνώμων και στην αξιολόγηση 

μεμονωμένων γονιδίων, με μικρό περιθώριο αλληλοεπικάλυψης μεταξύ των προγραμμάτων 

(Collins FS et al. 2007). Για περισσότερες πληροφορίες σχετικά με την ανάπτυξη της IKMC και τη 

γονιδιακή στόχευση, ο αναγνώστης παραπέμπεται στις βιβλιογραφικές πηγές: Capecchi 2005, 

Skarnes et al. 2011 και Bradley et al. 2012.  Από το 2012, περισσότερες από 17.400 εμβρυονικές 

πολυδύναμες κυτταρικές γραμμές έχουν δημιουργηθεί από την IKMC για στοχευμένη 

απενεργοποίηση γονιδίων (Bradley et al. 2012). 

 

 3.12  Στρατηγική γονιδιακής στόχευσης του EUCOMM 

 

 Μία από τις προκλήσεις που αντιμετώπισε η IKMC ήταν ο σχεδιασμός απλών και ευρέως 

εφαρμόσιμων φορέων γονιδιακής στόχευσης. Το πρόγραμμα EUCOMM επικεντρώνεται στη χρήση 

φορέων στόχευσης τύπου «κασέτας» (Coleman et al. 2015). Η κύρια στρατηγική του 

προγράμματος είναι η  στόχευση αλληλόμορφων γονιδίων μέσω μιας διαδικασίας σταδιακού 

αποκλεισμού (knock-out first allele) (Skarnes Et al. 2011), σε C57BL / 6N εμβρυονικά πολυδύναμα 

κύτταρα (Pettitt et al. 2009), μια δυναμική προσέγγιση που επιτρέπει τόσο τη σήμανση με γονίδιο 

αναφοράς, όσο και την, υπό συνθήκες, μετάλλαξη ενός καθορισμένου γονιδίου (gene – of – 

interest, GOI).  Η διαδικασία βασίζεται στην ταυτοποίηση του «κρίσιμου» εξονίου που υπάρχει σε 

όλα τα εναλλακτικά μετάγραφα, η διαγραφή του οποίου προκαλεί μεταλλάξεις αλλαγής πλαισίου 

(Coleman et al. 2015). Η ανάπτυξη των διαφορετικών φορέων στόχευσης περιγράφεται λεπτομερώς 

στο πρωτότυπο άρθρο (Skarnes et al. 2011). Eδώ, παρέχεται μια περιγραφή του τρόπου με τον 

οποίο αυτή η προσέγγιση μπορεί να εφαρμοστεί σε ένα πρωτότυπο γονίδιο ενδιαφέροντος (GOI) 

που περιέχει τρία εξόνια, με το εξόνιο 2 να έχει ταυτοποιηθεί ως «κρίσιμo» για τη γονιδιακή 



λειτουργία (Coleman et al. 2015). 

 Στην Εικόνα 3.12α, μία κασέτα παγίδευσης τύπου IRES: lacZ (όπου η εσωτερική θέση 

εισόδου στα ριβοσώματα, IRES, βρίσκεται πριν το γονίδιο lacZ) τοποθετείται δίπλα στo 5' άκρο 

μίας αλληλουχίας loxP, η οποία βρίσκεται δίπλα σε ένα γονίδιο ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη, η 

οποία βρίσκεται ανοδικά του εξονίου 2. Το γονίδιο ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη διευκολύνει την 

in vitro επιλογή των ES  κυττάρων – στόχων, ενώ το γονίδιο lacZ χρησιμοποιείται για τη σήμανση 

των ποντικών τα οποία εκφράζουν το συγκεκριμένο γονίδιο στους ιστούς που εκφράζεται και το 

γονίδιο ενδιαφέροντος (GOI). Μια τρίτη αλληλουχία loxP εισάγεται αμέσως μετά το εξόνιο 2 για 

να διευκολύνει την απομάκρυνσή του και επομένως τη δημιουργία πειραματικών ζώων knock-out. 

Για να πραγματοποιηθεί η ταυτόχρονη απομάκρυνση και των δύο γονιδίων (lacZ και 

ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη), εισάγονται δύο αλληλουχίες αναγνώρισης της φλιπάσης (flippase 

recognition target, FRT) στο αλληλόμορφο: μία ανοδικά της κασέτας lacZ και μία ανάμεσα στην 

κασέτα ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη και στην 2η αλληλουχία loxP που βρίσκεται πριν από το 

εξόνιο 2. Το συγκεκριμένο αλληλόμορφο αναφέρεται ως tm1a (targeted mutation 1a) και 

χαρακτηρίζεται "knockout-first", επειδή η εισαγωγή της κασέτας lacZ αναμένεται να διαταράξει τη 

συναρμογή του GOI. Ωστόσο, και οι δύο κασέτες που έχουν εισαχθεί πριν από το εξόνιο 2 πρέπει 

να απομακρυνθούν προτού γίνει η αξιολόγηση του φαινοτύπου knockout (Coleman et al. 2015). 

 

Εικόνα 3.12α: Κατασκευή φορέων στόχευσης EUCOMM. Στην εικόνα φαίνεται ο φορέας στόχευσης του 
EUCOMM, καθώς και οι ανασυνδυασμοί που μπορούν να συμβούν με την αναγνώριση των αλληλουχιών 
loxP και FRT από τις Cre και Flp recombinases αντίστοιχα. Απεικονίζεται ένα πρωτότυπο γονίδιο με τρία 
εξόνια, τα οποία αναπαριστώνται ως μαύρα κουτιά (Skarnes et al. 2011). 

 

 



 3.13  Παραγωγή ετερόζυγων ποντικών για το αλληλόμορφο tm1b  

 

 Εκτός από τη στοχευμένη γονιδιακή σίγαση, η μέθοδος σχεδιασμού αλληλομόρφων του 

προγράμματος EUCOMM εισάγει τη δυνατότητα αντικατάστασης της μετάφρασης του γονιδίου 

ενδιαφέροντος (GOI) με την έκφραση ενός ενζύμου, της β-γαλακτοσιδάσης, (από την κασέτα lacZ). 

Αυτή η αντικατάσταση παρέχει ένα μέσο εντοπισμού της έκφρασης του γονιδίου ενδιαφέροντος 

(GOI) καθώς η έκφραση της β-γαλακτοσιδάσης μπορεί να εκτιμηθεί στην ανάλυση ιστών και 

κυτταρικών τύπων, χρησιμοποιώντας μεθόδους ιστοχημικής χρώσης ή ανοσοϊστοχημείας. 

(Seymour & Sander 2007). Η χρήση ανοσοϊστοχημείας για την ανίχνευση της πρωτεΐνης β-

γαλακτοσιδάση, αντί του πρωτεϊνικού προϊόντος που προκύπτει από τη μετάφραση του GOI, 

επιτρέπει στους ερευνητές να βασιστούν σε καθορισμένα πρωτόκολλα ανοσοϊστοχημείας με 

ευαισθησία προς τη β-γαλακτοσιδάση, αντί να σχεδιάσουν νέα πρωτόκολλα για τα δικά τους GOI, 

τα οποία  σε πολλές περιπτώσεις μπορεί να μην έχουν υποβληθεί σε λεπτομερή αξιολόγηση και να 

εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από τη διαθεσιμότητα αντισωμάτων υψηλής ποιότητας (Coleman et 

al. 2015). Αυτή η απλοποίηση της διαδικασίας είναι ιδιαίτερα σημαντική σε μόρια όπως οι 

συζευγμένοι με G πρωτεΐνες υποδοχείς, όπου  ο καθορισμός των "ειδικών" αντισωμάτων είναι 

συχνά ελλειπής, όπως φαίνεται σε παραδείγματα από τη βιβλιογραφία που εξετάζουν παρόμοια 

πρότυπα χρώσης τόσο σε άγριου τύπου, όσο και σε knockout ποντίκια (Beerman et al. 2012, Hafko 

et al. 2013, Herrera et al. 2013). 

 Η διασταύρωση ετερόζυγου ποντικού για το αλληλόμορφο tm1a με ένα ποντίκι, το οποίο 

εκφράζει  σε όλους τους ιστούς την Cre ρεκομπινάση "Cre deleter" [ένα διαγονιδιακό Β6.C-Tg 

(CMV-Cre) 1Cgn / J (The Jackson Laboratory, USA, Stock number 006054)], υπό τον έλεγχο του 

εκκινητή του ανθρώπινου κυτταρομεγαλοϊού (CMV), οδηγεί σε ανασυνδιασμό των αλληλουχιών 

loxP που έχει ως αποτέλεσμα τη διαγραφή τόσο της κασέτας νεομυκίνης όσο και του εξονίου 2. 

Τελικό αποτέλεσμα είναι η παραγωγή ετερόζυγων ποντικών για το αλληλόμορφο tm1b, δηλαδή 

ποντικών που εκφράζουν τη β-γαλακτοσιδάση (lacZ) σε κύτταρα όπου το GOI θα εκφραζόταν 

κανονικά (Εικ. 3.12α). Το ένζυμο Cre είναι συνδεδεμένο με το χρωμόσωμα Χ σε αυτή τη σειρά 

ποντικών, λόγω της τυχαίας ενσωμάτωσης του διαγονιδίου στο χρωμόσωμα Χ. Ωστόσο, η έκφραση 

της Cre ρεκομπινάσης προηγείται της απενεργοποίησης του χρωμοσώματος Χ, οπότε η γονιδιακή 

εκτομή προχωρά αποτελεσματικά τόσο στους αρσενικούς όσο και στους θηλυκούς ποντικούς 

(Schwenk et al. 1995 ). Όταν οι απόγονοι κληρονομούν τόσο το αλληλόμορφο tm1a, όσο και το 

αλληλόμορφο wtCre, οι αλληλουχίες loxP κόβονται και ανασυνδυάζονται, απομακρύνοντας την 

κασέτα επιλογής ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη και το εξόνιο 2 του GOI, διατηρώντας ταυτόχρονα 

την κασέτα lacZ (Coleman et al. 2015). 

 



 3.14  Παραγωγή ετερόζυγων ποντικών για το αλληλόμορφο tm1c 

 

 Ως πρώτο βήμα προς την παραγωγή της knockout σειράς  και την επαναφορά της έκφρασης 

του GOI σε εκείνη ενός ψευδοαγρίου τύπου ζώου τα ετερόζυγα ποντίκια tm1a διασταυρώνονται με 

διαγονιδιακά ποντίκια C57BL / 6J. Οι διαγονιδιακοί ποντικοί εκφράζουν μία ενισχυμένη 

παραλλαγή της ανασυνδυασμένης FLP1 ρεκομπινάσης του Saccharomyces Cerevisiae (FlpE) σε 

όλους τους ιστούς, υπό τον ανθρώπινο υποκινητή της β-ακτίνης (transgenic Β6.Cg-Tg (ACTFlpE) 

9205Dym / J, διαθέσιμο από The Jackson Laboratory, USA, Stock number 005703) (Rodriguez et 

al. 2000). Στις περιπτώσεις όπου οι απόγονοι κληρονομούν τόσο το αλληλόμορφο tm1a, όσο και το 

αλληλόμορφο wtFlp, η περιοχή ανάμεσα στα στοιχεία FRT του αλληλομόρφου tm1a αποκόπτεται 

και ανασυνδυάζεται, απομακρύνοντας την κασέτα που προσδίδει ανθεκτικότητα στη νεομυκίνη και 

περιέχει το γονίδιο lacZ, επαναφέροντας την έκφραση του GOI. Τα ποντίκια  αυτά αναφέρονται ως 

tm1c ή "floxed" και λειτουργούν ως θεμελιώδης σειρά για την παραγωγή knockout ποντικών και ως 

σειρά ελέγχου για  πειράματα. Τα tm1c ποντίκια είναι ουσιαστικά άγριου τύπου, καθώς η μόνη 

διαφορά μεταξύ του αλληλόμορφού τους και του αλληλομόρφου του αγρίου τύπου C57BL / 6 

ποντικού είναι η εισαγωγή δύο αλληλουχιών loxP που πλαισιώνουν το εξόνιο 2. Ωστόσο, αυτό θα 

πρέπει να επιβεβαιωθεί πειραματικά για να αποκλειστεί η πιθανότητα ότι οι αλληλουχίες loxP 

έχουν διαταράξει τη συναρμογή γονιδίων ή ένα σημαντικό ρυθμιστικό στοιχείο ή ενισχυτή εντός 

των ιντρονίων (Coleman et al. 2015). 

 

 3.15  Παραγωγή Knockout ποντικών (tm1d) 

 

 Τέλος, η διασταύρωση ετερόζυγου ποντικού για το αλληλόμορφο tm1c, είτε με το ίδιο 

ποντίκι (Cre deleter) που διασταυρώθηκε με το tm1b ή εναλλακτικά, με ποντικό που εκφράζει 

ιστοειδικά ή επαγώμενα την Cre ρεκομπινάση, οδηγεί στη δημιουργία σειράς ποντικών "tm1d", 

δηλαδή ποντίκια στα οποία το εξόνιο 2 του γονιδίου ενδιαφέροντος (GOI) έχει απαλειφθεί και το 

μετάγραφο που απομένει πιθανόν αποικοδομείται ως αποτέλεσμα της α-νοηματικής 

μεσολαβούμενης αποσύνθεσης (Εικ. 3.12α). 

 Στο συγκεκριμένο πείραμα το γονίδιο ενδιαφέροντος ήταν το FRA10AC1. Η κασέτα 

εισήχθη ανάμεσα στα εξόνια 4 και 6 (Εικ. 5.1α). Οι διασταυρώσεις που επιλέχθηκαν ήταν όμοιες με 

το πρωτότυπο πείραμα (Coleman et al. 2015), το οποίο αναφέρεται παραπάνω και 

πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο του Δρ. Κλινάκη Απόστολου  (Ιατροβιολογικό Ίδρυμα 

Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών). Ακολούθως, οι απόγονοι που προέκυψαν από τις παραπάνω 

διασταυρώσεις, ονομάστηκαν όμοια με τους απόγονους των διασταυρώσεων του πρωτότυπου 



πειράματος. 

 

 

 3.16  Σκοπός της εργασίας 

 

 Ο σκοπός της παρούσας προπτυχιακής εργασίας ήταν η γονοτύπηση ποντικών ετερόζυγων 

για τα αλληλόμορφα tm1b (LacZ reporter mice) και tm1c (“Floxed” mice) από διασταυρώσεις 

ετερόζυγων ποντικών  για το αλληλόμορφο tm1a με ποντικούς ομόζυγους αγρίου τύπου που 

εκφράζουν είτε την Cre, είτε την Flp ρεκομπινάση αντίστοιχα. Η εργασία αποτελεί κομμάτι της 

ευρύτερης ερευνητικής προσπάθειας για την παραγωγή knockout ποντικών για το γονίδιο 

FRA10AC1. Ο τελικός σκοπός της ευρύτερης ερευνητικής προσπάθειας, μετά την παραγωγή 

knockout ποντικών για το ένα αλληλόμορφο του γονιδίου FRA10AC1 (tm1b), είναι η παραγωγή 

μεγάλης αποικίας ποντικών με αυτό το γονότυπο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.  ΥΛΙΚΑ – ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 

 4.1  Απομόνωση πυρηνικού DNA 

 

 Η απομόνωση των βιομορίων DNA, RNA και πρωτεΐνών αποτελεί την πιο κρίσιμη μέθοδο 

που χρησιμοποιείται στη μοριακή βιολογία. Είναι το σημείο εκκίνησης για μετέπειτα διαδικασίες 

και ανάπτυξη προϊόντων, συμπεριλαμβανομένων των διαγνωστικών κιτ. Μπορούν να 

απομονωθούν από οποιοδήποτε βιολογικό υλικό, όπως ζωντανοί ή διατηρημένοι ιστοί (Wink M 

2006). Επίσης, μπορεί να απομονωθεί γενωμικό DNA από προκαρυωτικούς ή ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς. Ο επιτυχής καθαρισμός νουκλεϊκών οξέων απαιτεί 4 σημαντικά βήματα: α) την 

αποτελεσματική διάρρηξη κυττάρων ή ιστών, β) την αποδιάταξη των νουκλεοπρωτεϊνικών 

συμπλεγμάτων, γ) την απενεργοποίηση νουκλεασών (RNAase για εξαγωγή RNA και DNAase για 

εξαγωγή DNA), δ) την προσοχή για την αποφυγή επιμόλυνσης (Doyle K 1996). Το νουκλεϊκό οξύ 

στόχος θα πρέπει να είναι ελέυθερο πρωτεΐνών, υδατανθράκων, λιπιδων κ άλλων νουκλεϊνικών 

οξέων, δηλαδή το DNA να είναι απαλλαγμένο από RNA και το RNA αντίστοιχα από DNA 

(Buckingham and Flaws 2007). Η ποιότητα και η ακεραιότητα του απομονωμένου νουκλεϊνικού 

οξέος θα επηρεάσει άμεσα τα αποτελέσματα όλων των διαδοχικών πειραμάτων (Cseke et al. 2004). 

 Απομονώθηκε DNA από 29 δείγματα ποντικών, τα οποία προέρχονται από το εργαστήριο 

του Δρ. Απόστολου Κλινάκη (Ιατροβιολογικό Ίδρυμα Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών). Τα στάδια 

που ακολουθήθηκαν για την απομόνωση του DNA από τα δείγματα, συνοψίζονται παρακάτω:  

1) Απομόνωση ζωικού ιστού με κοπή 1mm από την ουρά κάθε ποντικού 

2) Επώαση του ιστού σε 100μl ρυθμιστικού διαλύματος πρωτεϊνάσης Κ (50 mM Tris- pH 7.5, 0.1M 

EDTA pH 8.0, 1% (v/v) SDS και 0.68 mg/ml proteinase K) στους 56οC για 24 h και στη συνέχεια 

καλή ανάδευση. Το ρυθμιστικό διάλυμα περιέχει δεδεκυλοθειϊκό νάτριο 1% (1% SDS), το οποίο 

χρησιμοποιείται για τη λύση των κυτταρικών μεμβρανών και της μεμβράνης του πυρήνα, ώστε να 

απελευθερωθεί το DNA στο διάλυμα. Επίσης, περιέχει την πρωτεϊνάση Κ, η οποία είναι ένα 

πρωτεολυτικό ένζυμο που χρησιμοποιείται για την αποικοδόμηση κυτταρικών πρωτεϊνών. Αυτά τα 

βήματα πραγματοποιήθηκαν στην Αθήνα και έπειτα τα δείγματα στάλθηκαν στη Λάρισα, όπου 

πραγματοποιήθηκαν τα παρακάτω. 

3) Διαχωρισμός του DNA από τις πρωτεΐνες. Πραγματοποιήθηκε με οργανική εκχύλιση με διάλυμα 

φαινόλης-χλωροφορμίου. Τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες απομακρύνονται με μία ή περισσότερες 

εκχυλίσεις με τους οργανικούς διαλύτες φαινόλη και χλωροφόρμιο. Η διαδικασία πραγματοποιείται 

ως εξής:  



 Λαμβάνονται 100μl από κάθε δείγμα 

 Προστίθενται 300μl απεσταγμένο Η2Ο, ώστε ο τελικός όγκος να είναι 400μl 

 Προστίθεται ίσος όγκος φαινόλης-χλωροφορμίου 1:1, 200μl φαινόλης και 200μl 

χλωροφορμίου 

 Φυγοκέντρηση για 10 min σε 10.000 rpm. Η φυγοκέντρηση του μίγματος φαινόλης/ 

χλωροφορμίου/ νουκλεϊκών οξέων έχει σαν αποτέλεσμα τη δημιουργία τριών φάσεων: α) 

την κατώτερη φάση, την οργανική που περιέχει λιπίδια και  πρωτεΐνες, β) την ενδιάμεση 

φάση, η οποία είναι λευκή και ιξώδης και στην οποία συγκεντρώνεται συνήθως το 

μεγαλύτερο μέρος της πρωτεΐνης, καθώς αποτελείται και από υδρόφοβες και από υδρόφιλες 

περιοχές και γ) την ανώτερη φάση, την υδατική (πολική) που περιέχει τα νουκλεϊκά οξέα. 

 Συλλέγεται η υδατική φάση, περίπου 300μl από κάθε δείγμα και μεταφέρεται σε νέoυς 

σωλήνες (eppendorfs) 

 Εισάγονται 300μl χλωροφορμίου στους νέους σωλήνες (eppendorfs) 

 Φυγοκέντρηση για 10 min στις 10.000 rpm 

 Συλλέγεται η υδατική φάση (διαυγής), περίπου 200μl από κάθε δείγμα και μεταφέρεται σε 

νέους σωλήνες 

 Προστίθεται 1/10 του όγκου οξικό νάτριο (CH3COONa), 3M pH=5,2. Πιο συγκεκριμένα, 

προστίθενται 20μl σε κάθε δείγμα και 550μl αιθανόλη 100% 

 Ανάδευση, αναποδογυρίζοντας κάθε σωλήνα περίπου 10 φορές 

 Τοποθέτηση στους -80οC για 20 min 

 Φυγοκέντρηση για 20 min στις 12.000 rpm, στους 4οC 

 Καθαρισμό με προσθήκη 300μl αιθανόλης 70% 

 Φυγοκέντρηση για 20 min, στις 12.000 rpm, στους 4οC 

 Απόχυση του υπερκειμένου 

 Τοποθέτηση των σωλήνων στο φούρνο, ανοιχτών, στους 55οC, ώστε να εξατμιστεί πλήρως 

η αιθανόλη 

 Εισάγονται 50μl Η2Ο σε κάθε σωλήνα και αφήνονται να διαλυτοποιηθούν για 15 min 

 Ήπιο πιπετάρισμα, περίπου 15 φορές για κάθε δείγμα, με στόχο την ανάμιξη του DNA με το 

Η2Ο 

Όλα τα δείγματα αραιώθηκαν 1/10 ώστε να χρησιμοποιηθούν στα πειράματα που 

ακολουθούν. 

 

 

 



 4.2  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης  (PCR) 

 

 Η PCR είναι μια απλή, αλλά κομψή, ενζυμική δοκιμασία, η οποία επιτρέπει την ενίσχυση 

ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA για την περαιτέρω μελέτη του με διάφορες μεθόδους, όπως η 

αλληλούχηση, η πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, η ηλεκτροφόρηση κ.ά. Η PCR 

ανακαλύφθηκε από τον Δρ. Kary Mullis. Η PCR μπορεί να εκτελεστεί χρησιμοποιώντας DΝΑ από 

μια ποικιλία ιστών και οργανισμών, συμπεριλαμβανομένου του περιφερικού αίματος, του 

δέρματος, των μαλλιών, του σάλιου και των μικροβίων. Κάθε ανάλυση PCR απαιτεί την παρουσία 

δείγματος DΝΑ, εκκινητών, νουκλεοτιδίων και DNA πολυμεράσης. Οι εκκινητές προσδιορίζουν το 

ακριβές προϊόν DNA που πρόκειται να ενισχυθεί. Η ταχύτητα, η ειδικότητα, η μεγάλη ευαισθησία 

και το χαμηλό της κόστος την έχουν κάνει μια από τις συχνότερα χρησιμοποιούμενες μεθόδους σε 

ερευνητικό και διαγνωστικό επίπεδο. Η αντίδραση εκτελείται σε τρία επαναλαμβανόμενα στάδια, 

τα οποία επαναλαμβάνονται διαδοχικά (εικ. 6.2α): α) την αποδιάταξη του γενετικού υλικού, β) τον 

υβριδισμό των εκκινητών στη συμπληρωματική τους αλληλουχία στο προς μελέτη DNA και γ) την 

επιμήκυνση της νεοσυντιθέμενης αλυσίδας DNA. Το τελικό αποτέλεσμα μίας αντίδρασης PCR 

μετά από ν κύκλους είναι η παραγωγή, θεωρητικά, 2ν δίκλωνων μορίων DNA, που είναι πιστά 

αντίγραφα της αλληλουχίας του DNA, η οποία περικλείεται μεταξύ των εκκινητών. Είναι μία 

ευαίσθητη δοκιμασία, καθώς μπορεί να εκτελεστεί-ξεκινήσει από ίχνη DNA (Garibyan & Avashia 

2013). 

 

Εικόνα 6.2α: Στάδια μίας τυπικής PCR. 
(https://microbeonline.com/polymerase-chain-reaction-pcr-steps-types-applications/) 

 
  



Πιο αναλυτικά, τα στάδια της PCR είναι:  

 

1) Αποδιάταξη: Οι δύο αλυσίδες του DNA αποδιατάσσονται με θέρμανση σε θερμοκρασία 94-95° 

C για περίπου 30 sec έως 1 min. 

 

2) Υβριδισμός εκκινητών: Με μείωση της θερμοκρασίας στους 55-65° C για περίπου 30 sec έως 1 

min, οι εκκινητές υβριδίζονται στις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο DNA. 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν της εταιρίας Bio Supplies. Επιλέχθηκαν με τέτοιο τρόπο, 

ώστε με την PCR να ενισχύεται είτε το αλληλόμορφο tm1b που προκύπτει από την κοπή του 

αλληλομόρφου tm1a από την Cre ρεκομπινάση, είτε το αλληλόμορφο tm1c που προκύπτει από την 

κοπή του αλληλομόρφου tm1a από την Flp ρεκομπινάση (εικ. 7.1α). Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν 

εκκινητές, οι οποίοι υβριδοποιούνται στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου. 

 

 Εκκινητές που υβριδοποιούνται στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου, στο αλληλόμορφο tm1a 

και στο αλληλόμορφο tm1c: 

 

I) Εμπρόσθιος (F1΄): 

5΄- GTGTTTTATTTTTGAAACCTTAATGTTC -3΄  

 

II) Ανάστροφος (R5΄): 

5΄- TGTAAATCATGTACGACAACTACAC -3΄ 

 

III) Ανάστροφος (LAR3): 

5΄- CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC -3΄ 

Ως θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών αυτών, επιλέχθηκαν οι 58ο C. 

  

 Εκκινητές, οι οποίοι υβριδοποιούνται στο αλληλόμορφο tm1b: 

 

I) Εμπρόσθιος (F_LacZ-loxP): 

5΄- AATAATAACCGGGCAGGGGG -3΄ 

 

II) Ανάστροφος (R_intron5_4): 

5΄- TATGTCAAGTGTCTGGTGTCC -3΄ 

Ως θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών αυτών, επιλέχθηκαν οι 64ο C. 

 



3) Επιμήκυνση: Για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας αυξάνεται η θερμοκρασία στους 72° C, τη 

βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της Taq πολυμεράσης. Η Taq πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε 

είναι η Kapa Taq DNA Polymerase (5 Un/μl) με 15mM MgCl2. Η πολυμεράση επιμηκύνει τους 

εκκινητές εισάγοντας τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs 20x), χρησιμοποιώντας τη 

συμπληρωματική αλληλουχία DNA ως εκμαγείο. Η ταχύτητα σύνθεσης της νέας αλυσίδας είναι της 

τάξης των 1000 bp/min. Επίσης, στην PCR χρησιμοποιήθηκε το ρυθμιστικό διάλυμα Kapa Taq 

Buffer 10x με MgCl2.  

 Τα παραπάνω στάδια επαναλαμβάνονται από 25 έως 35 φορές. Η PCR εκτελείται στον 

θερμικό κυκλοποιητή (Thermal cycler), μία συσκευή που φέρει θερμαινόμενη πλάκα που μπορεί να 

εναλλάσσει θερμοκρασίες με ταχύτητα και ακρίβεια. Ο θερμικός κυκλοποιητής είναι μια 

προγραμματιζόμενη συσκευή, στην οποία μπορεί να ρυθμιστεί η επιθυμητή θερμοκρασία και η 

διάρκεια κάθε σταδίου αλλά και η διαδοχή τους. 

 Συγκριμένα, οι PCR που πραγματοποιήθηκαν, καθώς και οι συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων που περιελάμβαναν παρατίθενται στους πίνακες 4.2α, 4.2β, 4.2γ. Ακόμη, οι 

διάρκειες των σταδίων των PCR, συνοψίζονται στους πίνακες 4.2δ και 4.2ε. 

 
Πίνακας 4.2α: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR με εκκινητές F1΄ και R5΄. 
Αντιδραστήρια Ποσότητες – Συγκεντρώσεις

Δείγμα DNA + Η2Ο 10μl 

Kapa Taq Buffer 10x w MgCl2 2,5μl 

dNTPS 20x 0,5μl 

F1΄ 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl)

R5΄ 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl)

Taq Polymerase 0,3μl – 1,5Un (5Un/μl)

H20 10,7μl 

 
 
Πίνακας 4.2β: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR με εκκινητές F1΄ και LAR3. 
Αντιδραστήρια Ποσότητες – Συγκεντρώσεις

Δείγμα DNA + Η2Ο 10μl 

Kapa Taq Buffer 10x w MgCl2 2,5μl 

dNTPS 20x 0,5μl 

F1΄ 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl)

LAR3 0,5μl – 1,5pmol (3pmol/μl)

Taq Polymerase 0,3μl – 1,5Un (5Un/μl)

H20 10,7μl 
 
 
 
 



Πίνακας 4.2γ: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR με εκκινητές F_LacZ-loxP και 
R_intron5_4. 
Αντιδραστήρια Ποσότητες – Συγκεντρώσεις

Δείγμα DNA + Η2Ο 10μl 

Kapa Taq Buffer 10x w MgCl2 2,5μl 

dNTPS 20x 0,5μl 

F_LacZ-loxP 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl)

R_intron5_4 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl)

Taq Polymerase 0,3μl – 1,5Un (5Un/μl)

H20 10.7 
 
 
Πίνακας 4.2δ: Χρόνοι σταδίων PCR, στην οποία χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές: F1΄ - R5΄ ή LAR3. 
Στάδια Χρόνος Θερμοκρασία

Αρχική αποδιάταξη 5 min 95ο C

Αποδιάταξη επαναλαμβανόμενων κύκλων 40 secs 95ο C

Υβριδοποίηση 40 secs 58ο C

Επιμήκυνση 45 secs 72ο C

Τελική επιμήκυνση 10 min 72ο C

 
 
Πίνακας 4.2ε: Χρόνοι σταδίων PCR, στην οποία επιλέχθηκαν οι εκκινητές: F_LacZ-loxP – R_intron5_4. 
Στάδια Χρόνος Θερμοκρασία

Αρχική αποδιάταξη 5 min 95ο C

Αποδιάταξη επαναλαμβανόμενων κύκλων 40 secs 95ο C

Υβριδοποίηση 40 secs 64ο C

Επιμήκυνση 45 secs 72ο C

Τελική επιμήκυνση 10 min 72ο C

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  4.3  PCR με πολλαπλούς εκκινητές (Multiplex PCR) 

 

 Στην PCR πολλαπλών εκκινητών μπορούν να ενισχυθούν περισσότερες από μία 

αλληλουχίες στόχοι με την ενσωμάτωση περισσότερων από ένα ζευγών εκκινητών στην αντίδραση. 

Η τεχνική αυτή έχει εφαρμοστεί με επιτυχία σε πολλούς τομείς της διάγνωσης νουκλεϊνικών οξέων, 

συμπεριλαμβανομένης της ανάλυσης γονιδιακής διαγραφής (Chamberlain et al. 1988, Chamberlain 

et al. 1989), μετάλλαξης και πολυμορφισμού (Shuber et al. 1993, Rithidech et al. 1997) ποσοτικής 

ανάλυσης (Zimmermann et al. 1996, Sherlock et al. 1998) και ανίχνευσης RNA (Jin et al. 1996, Zou 

et al. 1998). Στον τομέα των μολυσματικών ασθενειών, η τεχνική έχει αποδειχθεί ότι είναι μια 

πολύτιμη μέθοδος για την αναγνώριση-ταυτοποίηση ιών, βακτηρίων, μυκήτων και/ή παράσιτων. 

 

 Βελτιστοποίηση, μειονεκτήματα και πλεονεκτήματα της PCR πολλαπλών 

εκκινητών 

 

 Η βελτιστοποίηση της PCR πολλαπλών εκκινητών μπορεί να αποβεί δύσκολη, 

συμπεριλαμβανομένης της κακής ευαισθησίας ή της εξειδίκευσης και / ή της προνομιακής 

ενίσχυσης ορισμένων συγκεκριμένων στόχων. Η παρουσία περισσότερων από ένα, ζευγών 

εκκινητών στην PCR αυτή αυξάνει την πιθανότητα λήψης ψευδών προϊόντων ενίσχυσης, κυρίως 

λόγω του σχηματισμού των διμερών εκκινητών. Αυτά τα μη ειδικά προϊόντα μπορούν να 

ενισχυθούν πιο αποτελεσματικά από τον επιθυμητό στόχο, καταναλώνοντας συστατικά της 

αντίδρασης και δημιουργώντας μειωμένα ποσοστά υβριδοποίησης και επέκτασης του επιθυμητού 

στόχου. Έτσι, η βελτιστοποίηση της τεχνικής αυτής  θα πρέπει να στοχεύει στην ελαχιστοποίηση ή 

τη μείωση τέτοιων μη ειδικών αλληλεπιδράσεων. Εντούτοις, πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή 

στην ομολογία των εκκινητών με τις αλληλουχίες των νουκλεϊνικών οξέων στόχων, το μήκος τους, 

η περιεκτικότητα σε GC και η συγκέντρωσή τους. Ιδανικά, όλα τα ζεύγη εκκινητών θα πρέπει να 

έχουν παρόμοιες αποδόσεις ενίσχυσης για τον αντίστοιχο στόχο τους. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί με 

τη χρήση εκκινητών με σχεδόν ταυτόσημες θερμοκρασίες υβριδοποίησης (μήκος εκκινητών 18 έως 

30 βάσεις ή περισσότερο και περιεκτικότητα σε GC 35-60% μπορεί να αποδειχθεί ικανοποιητική). 

Τα τμήματα DNA που ενισχύονται θα πρέπει να είναι αρκετά διαφορετικά στο μήκος τους, σε 

ζεύγη βάσεων, ώστε να σχηματίζουν ξεχωριστές ζώνες σε ηλεκτροφόρηση πηκτώματος. Μία 

βελτιστοποιημένη PCR πολλαπλών εκκινητών πλεονεκτεί έναντι της απλής PCR όσον αφορά στο 

χρόνο που απαιτεί, το κόστος και την παροχή πληροφοριών από κάθε αντίδραση. Αυτό επίσης 

σημαίνει λιγότερους χειρισμούς με την πιπέτα και κατ’επέκταση μειωμένο ρίσκο για σφάλματα. 



 Πραγματοποιήθηκαν multiplex PCR, στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές F1΄, R5΄ 

και LAR3. Πιο συκριμένα οι συγκενρώσεις που προστέθηκαν σε κάθε tube από κάθε 

αντιδραστήριο και οι διάρκειες κάθε κύκλου που επιλέχθηκαν στην PCR πολλαπλών εκκινητών 

φαίνονται στους πίνακες 4.3α και 4.3β αντίστοιχα. 

 

Πίνακας 4.3α: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR πολλαπλών εκκινητών. Οι εκκινητές 
που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι F1΄, R5΄ και LAR3. 
Αντιδραστήρια Ποσότητες – Συγκεντρώσεις 

Δείγμα DNA + Η2Ο 10μl

Kapa Taq Buffer 10x w MgCl2 2,5μl

dNTPS 20x 0,5μl

F1΄ 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl) 

R5΄ 0,5μl – 25pmol (50pmol/μl) 

LAR3 1μl – 3pmol ή 1,33μl – 4pmol (3pmol/μl) 

Taq Polymerase 0,3μl – 1,5Un (5Un/μl)

H2O 9,7μl

 

Πίνακας 4.3β: Διάρκειες σταδίων της PCR πολλαπλών εκκινητών. 
Στάδια Χρόνος Θερμοκρασία 

Αρχική αποδιάταξη 5 min 95ο C 

Αποδιάταξη 
επαναλαμβανόμενων κύκλων 

40 secs 95ο C 

Υβριδοποίηση 40 secs 58ο C 

Επιμήκυνση 45 secs 72ο C 

Τελική επιμήκυνση 10 min 72ο C 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 4.4  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

 

 Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης είναι μια μέθοδος που χρησιμοποιείται συνήθως 

για το διαχωρισμό πρωτεϊνών, DNA ή RNA (Kryndushkin et al. 2003). Τα μόρια DNA 

διαχωρίζονται με τη βοήθεια ενός ηλεκτρικού πεδίου, όπου τα αρνητικά φορτισμένα μόρια 

μεταναστεύουν προς την άνοδο – θετικό πόλο. Η ταχύτητα μετανάστευσης καθορίζεται 

αποκλειστικά από το μοριακό βάρος, όπου τα μόρια με μικρό μοριακό βάρος μεταναστεύουν 

ταχύτερα από τα μόρια με μεγαλύτερο μοριακό βάρος (Sambrook & Russel 2001). Εκτός από το 

διαχωρισμό με βάση το μέγεθος, με την ηλεκτροφόρηση μπορεί να γίνει κλασματοποίηση 

νουκλεϊνικού οξέος, η οποία μπορεί να αποτελεί ένα αρχικό βήμα για περαιτέρω καθαρισμό μιας 

ζώνης ενδιαφέροντος. Κατ' επέκταση αποκόπτεται η ζώνη ενδιαφέροντος από το πήκτωμα ενόσω 

βρίσκεται σε μηχάνημα UV transilluminator (Sharp et al. 1973). 

Η συγκέντρωση της αγαρόζης σε ένα πήκτωμα μπορεί να κυμαίνεται από 0,8 έως 2,5. Η αύξηση 

της συγκέντρωσης μειώνει την ταχύτητα μετανάστευσης και έτσι διαχωρίζει πιο εύκολα τα 

μικρότερα μόρια DNA, ενώ η αύξηση της τάσης, την επιταχύνει. Με τη μέθοδο αυτή μπορούν να 

διαχωριστούν μόρια από 500bp έως 25kb. Η ηλεκτροφόρηση χωρίζεται σε 2 στάδια. Το πρώτο 

αποτελείται από την παρασκευή του πηκτώματος αγαρόζης και τη χρώση του, ενώ το δεύτερο από 

την τοποθέτηση των δειγμάτων στις θέσεις υποδοχής τους στο πήκτωμα και την εφαρμογή 

ηλεκτρικής τάσης. 

 

 Αρχικά, για τη δημιουργία πηκτώματος 2% αναμίχθηκαν 0,6g αγαρόζης, (UltraPure™ 

Agarose, Invitrogen Kat. -Nr 16500500) σε 45ml ρυθμιστικού διαλύματος TAE 1x, ενώ για τη 

δημιουργία πηκτώματος 1% αναμίχθηκαν 0,3g αγαρόζης σε 45ml TAE 1x και το μίγμα θερμάνθηκε 

σε φούρνο μέχρι να διαλυθεί πλήρως η αγαρόζη και το μίγμα να γίνει διαυγές. Το πήκτωμα 

αγαρόζης 1% χρησιμοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση γενωμικού DNA, ενώ το πήκτωμα 

αγαρόζης 2% χρησιμοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR. Για την παρατήρηση των 

διαχωρισμένων μορίων DNA που ηλεκτροφορήθηκαν στην τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας 

προστέθηκε η φθορίζουσα χρωστική Serva Kat.-Nr. 39803. Το ρυθμιστικό διάλυμα TAE (Tris-

acetate-EDTA) 50x περιέχει: 200mM Tris, 200mM CH3COOH, 1mM EDTA. Από το πυκνό 50x 

έγινε αραίωση μέχρι την τελική συγκέντρωση 1x, η οποία χρησιμοποιήθηκε. Στη συνέχεια, το 

μίγμα τοποθετήθηκε σε κατάλληλο εκμαγείο. Όταν κρύωσε η αγαρόζη δημιούργησε ένα πήκτωμα, 

καθώς δεσμοι υδρογόνου συνέδεσαν τα μόρια της αγαρόζης Το πήκτωμα τοποθετήθηκε στη 

συσκευή ηλεκτροφόρησης, στην οποία προστέθηκε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ, μέχρι την κάλυψη 

του πηκτώματος. Οι συσκευές ηλεκτροφόρησης για πηκτώματα αγαρόζης είναι οριζόντια δοχεία τα 

οποία φέρουν στα άκρα τους δύο ηλεκτρόδια από πλατίνα. Έπειτα, τα δείγματα εισήχθησαν στο 



πήκτωμα, αφού αναμίχθηκαν με ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης DNA (loading buffer). Από 

κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 10μl, τα οποία αναμίχθηκαν με 3μl διαλύματος ηλεκτροφόρησης. 

Το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης που χρησιμοποιήθηκε ήταν το κυανό του ξυλενίου, το 

οποίο περιέχει 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0,25% κυανό του ξυλενίου, 30% γλυκερόλη σε 

H2O. Στη συνέχεια με τη βοήθεια του τροφοδοτικού, εφαρμόστηκε ηλεκτρική τάση (100 – 150V). 

Το ηλεκτρικό πεδίο που δημιουργήθηκε οδήγησε τα αρνητικά φορτισμένα μόρια του DNA να 

κινηθούν προς τον θετικό πόλο. Η ηλεκτρική τάση ασκήθηκε για το βέλτιστο χρόνο που επιλέχθηκε 

για το διαχωρισμό των μορίων του DNA (περίπου 15 – 20 min). Για την ταυτοποίηση του μεγέθους 

των τμημάτων DNA σε κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκε μάρτυρας μοριακών μεγεθών, από τον οποίο 

προστέθηκαν 1μl ανεμειγμένο με 3 μl ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης σε μία υποδοχή 

του πηκτώματος. Ο μάρτυρας μοριακών μεγεθών που χρησιμοποίηθηκε ήταν ο Minotech 100bp 

DNA ladder (εικ. 4.4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Αποτελέσματα 

 

 

 5.1  Σχεδιασμός γονοτύπησης 

 

 Συνολικά εξετάστηκαν 23 δείγματα από ουρές ποντικών, με στόχο τον προσδιορισμό του 

γονότυπού τους. Πιο συγκεκριμένα εξετάστηκαν 6 δείγματα υποψήφια για το αλληλόμορφο tm1c, 

το οποίο προκύπτει από την κοπή του αλληλομόρφου tm1a από την Flp recombinase και 17 

δείγματα υποψήφια για το αλληλόμορφο tm1b, το οποίο προκύπτει από την κοπή του 

αλληλομόρφου tm1a από την Cre recombinase (Εικ. 5.1α). 

 

Εικόνα 5.1α: Κοπή του αλληλομόρφου tm1a από τις Cre και Flp recombinases. Στην εικόνα φαίνονται 
τα αλληλόμορφα tm1b και tm1c που προκύπτουν από την κοπή του αλληλομόρφου tm1a από τις Cre και Flp 
recombinases αντίστοιχα. Επίσης, φαίνονται οι περιοχές υβριδοποίησης των εκκινητών F1΄, R5΄, LAR3, 
F_LacZ-loxP και R_intron5_4 στα αλληλόμορφα tm1a, tm1b και tm1c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5.1.1  Σχεδιασμός γονοτύπησης των υποψήφιων δειγμάτων για το 

αλληλόμορφο tm1c 

 

 Για τη γονοτύπηση των 6 δειγμάτων (#11 - #16), τα οποία προέκυψαν από διασταυρώσεις 

ομόζυγων ποντικών wtFlp/wtFlp και ετερόζυγων ποντικών wt/tm1a χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές 

F1, R5 και LAR3, οι οποίοι δίνουν διαφορετικό μέγεθος προϊόντων σε αλληλόμορφα αγρίου τύπου, 

tm1a και tm1c. Τα δείγματα #11 - #13 είναι αρσενικά, ενώ τα δείγματα #14 - #16 είναι θυληκά. Το 

αλληλόμορφο tm1c προκύπτει από την κοπή του αλληλομόρφου tm1a από την Flp ρεκομπινάση. Οι 

εκκινητές F1΄ – R5΄ υβριδοποιούνται στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου και ενισχύουν μία 

αλληλουχία DNA μήκους 361bp. Επίσης, οι εκκινητές F1΄ – R5΄ υβριδοποιούνται στο 

αλληλόμορφο tm1c και ενισχύουν μία αλληλουχία μήκους 495bp. Από τις 495bp, οι 218bp 

προκύπτουν από τις αλληλουχίες των στοιχείων FRT και loxP, ενώ οι 277bp από την αλληλουχία 

αγρίου τύπου. Οι εκκινητές F1΄ – R5΄ δεν μπορούν να ενισχύσουν την αλληλουχία του 

αλληλομόρφου tm1a, καθώς στο αλληλόμορφο αυτό η απόσταση μεταξύ τους είναι μεγάλη, λόγω 

της ύπαρξης της κασέτας ανάμεσά τους. Ως αποτέλεσμα, λόγω των συνθηκών που επιλέγονται 

στην PCR (χρόνος επιμήκυνσης) δεν μπορούν να ενισχύσουν την αλληλουχία του αλληλομόρφου 

tm1a. Οι εκκινητές F1΄ – LAR3 υβριδοποιούνται στο αλληλόμορφο tm1a και ενισχύουν μία 

αλληλουχία DNA μήκους 234bp (Εικ. 7.1α). Οι εκκινητές  F1΄ – LAR3 δεν ενισχύουν την 

αλληλουχία του αλληλομόρφου αγρίου τύπου, καθώς ο εκκινητής LAR3 δεν υβριδοποιείται στο 

αλληλόμορφο αγρίου τύπου. Μέσω της Multiplex PCR, με τη χρησιμοποίηση και των τριών 

εκκινητών (F1΄ – R5΄ – LAR3) σε κάθε tube – δείγμα, μπορεί να καταστεί δυνατή η ταυτόχρονη 

υβριδοποίηση και των εκκινητών F1΄ – R5΄ και των εκκινητών  F1΄ – LAR3 στις συμπληρωματικές 

τους αλληλουχίες στα αλληλόμορφα των δειγμάτων DNA των ζώων. Οπότε μέσω της Multiplex 

PCR μπορούν να πραγματοποιηθούν ταυτόχρονα και οι δύο παραπάνω αντιδράσεις και να 

προκύψουν στην ηλεκτροφόρηση όλες οι προαναφερθείσες ζώνες σε μία στήλη για κάθε δείγμα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  5.1.2  Σχεδιασμός γονοτύπησης των υποψήφιων δειγμάτων για το 

αλληλόμορφο tm1b 

 

Για τη γονοτύπηση των 17 δειγμάτων (#1 - #8 και #17 - #25), τα οποία προέκυψαν από 

διασταυρώσεις ομόζυγων ποντικών wtCre/wtCre και ετερόζυγων ποντικών wt/tm1a 

πραγματοποιήθηκαν PCR με εκκινητές, οι οποίοι υβριδοποιούνται πριν την 1η αλληλουχία loxP, ο 

εμπρόσθιος και μετά την 3η ο ανάστροφος. Τα δείγματα #5 - #8  και #17 - #22 είναι αρσενικά, ενώ 

τα δείγματα #1 - #4 και #23 - #25 είναι θυληκά. Ο εκκινητής F_LacZ-loxP χρησιμοποιήθηκε ως 

εμπρόσθιος και o εκκινητής R_intron5_4 ως ανάστροφος. Τα ζώα στα οποία αναγνωρίζονται από 

την Cre ρεκομπινάση η 1η και η 3η loxP και απομακρύνεται το ενδιάμεσο DNA, είναι τα επιθυμητά 

tm1b (Εικ. 7.1α). Στα δείγματα αυτά παρατηρείται στην ηλεκτροφόρηση μία ζώνη στις 395bp. Στα 

δείγματα στα οποία αναγνωρίζονται από την Cre ρεκομπινάση η 1η – 2η loxP ή η 2η – 3η loxP τα 

παραγόμενα προϊόντα των εκκινητών αυτών από την PCR είναι 700bp και 2000bp μεγαλύτερα 

αντίστοιχα από το επιθυμητό tm1b. Ως αποτέλεσμα, λόγω των συνθηκών που επιλέγονται στην 

PCR (χρόνος επιμήκυνσης) δεν ενισχύονται τα προϊόντα αυτά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5.2  Απομόνωση DNA  

 

 Αρχικά, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση 1μl γονιδιωματικού DNA από τα 50μl που 

υπάρχουν συνολικά από κάθε δείγμα, για τα δείγματα #11 – #25 (Εικ. 5.2α) και για τα δείγματα    

#1 – #8 (Εικ. 5.2β), για να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη DNA έπειτα από την απομόνωσή του. 

 

 
Εικόνα 5.2α: Ηλεκτροφόρηση γονιδιωματικού DNA. Δείγματα #11 - #16, υποψήφια για το αλληλομόρφο 
tm1c. Δείγματα #17 - #25, υποψήφια για το αλληλόμορφο tm1b. 
 

 
Εικόνα 5.2β: Ηλεκτροφόρηση γονιδιωματικού DNA. Δείγματα #1 – #8, υποψήφια για το αλληλόμορφο 
tm1b. 
 
Από τις παραπάνω ηλεκτροφορήσεις αποδείχθηκε ότι η  απομόνωση του DNA ήταν 

αποτελεσματική, καθώς παρατηρήθηκε ζώνη DNA σε όλα τα δείγματα. Επίσης φάνηκε ότι το DNA 

ήταν ακέραιο. Ακόμη, με βάση την ένταση των ζωνών των παραπάνω δειγμάτων, υπολογίστηκαν 

αδρά οι ποσότητες DNA από κάθε δείγμα που επρόκειτο να χρησιμοποιηθούν στις περαιτέρω 

πειραματικές διαδικασίες. 

#11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18 #19 #20 #21

#23 #24 #25 

#20

#2 #1 #3 #4 #5 #7#6 #8



PCR 

Οι ποσότητες DNA ρυθμίζονται με βάση την ένταση των ζωνών των δειγμάτων στις 

ηλεκτροφορήσεις των PCR, με στόχο την καλύτερη δυνατή παρατήρηση των ζωνών αυτών. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε σε όλα τα δείγματα DNA αραίωση 1/10, καθώς η ένταση των 

ζωνών όλων των δειγμάτων DNA στις ηλεκτροφορήσεις του γονιδιωματικού DNA ήταν ιδιαίτερα 

αυξημένη. Στη συνέχεια επιλέχθηκαν διαφορετικές ποσότητες από κάθε δείγμα με σκοπό την 

εξισσορόπηση της έντασης των ζωνών όλων των δειγμάτων DNA, ανάλογα με την παρατηρούμενη 

ποσότητα στο πήκτωμα αγαρόζης.  Πραγματοποιήθηκαν 3 PCR, μία για τα δείγματα #11 – #16, 

μία για τα δείγματα #17 – #25 και μία για τα δείγματα #1 – #8, με εκκινητές τους F1΄ και R5΄. Οι 

PCR αυτές έγιναν με σκοπό να ελεγχθεί εάν οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν από κάθε δείγμα 

ήταν επαρκείς (Εικ. 5.2γ, 5.2δ, 5.2ε). Οι παραπάνω PCR, πραγματοποιήθηκαν στη βέλτιστη 

θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών F1΄ - R5΄, η οποία είναι οι 58 °C. 

 

 
Εικόνα 5.2γ: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR με εκκινητές F1΄ - R5΄, για τα δείγματα #11 - 
#16. Στην εικόνα παρουσιάζονται τα δείγματα #11 - #16. Στο δείγμα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό 
DNA. 
 
 

Η παραπάνω ηλεκτροφόρηση απέδειξε ότι τα δείγματα #11 – #15 είναι ομόζυγα ως προς το 

αλληλόμορφο αγρίου τύπου, καθώς παρατηρείται μόνο μία ζώνη, στις 361bp, η οποία είναι 

χαρακτηριστική για το αλληλόμορφο αγρίου τύπου. Ταυτόχρονα αποδείχθηκε ότι το δείγμα #16 

είναι ετερόζυγο ως προς το αλληλόμορφο tm1c, διότι παρουσιάζει δύο ζώνες στην ηλεκτροφόρηση, 

μία στις 361bp, η οποία οφείλεται στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου και μία στις 495bp, η οποία 

οφείλεται στο αλληλόμορφο tm1c. Ακόμη, από την ηλεκτροφόρηση της παραπάνω PCR φάνηκε ότι 

οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν από κάθε δείγμα ήταν επαρκείς. Από τα δείγματα #11, #12 και 

#14 προστέθηκαν 10μl, από το δείγμα #13, 3μl, ενώ από τα δείγματα #15 και #16, 5μl. 

 

 

 

 

negative #16#15#14#13#12 #11 ladder 

500bp 
400bp 
300bp 



 
Εικόνα 5.2δ: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR με εκκινητές F1΄ - R5΄, για τα δείγματα #17 - 
#25. Στην εικόνα παρουσιάζονται τα δείγματα #17 - #25. Στο δείγμα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό 
DNA. 
 
 
Με βάση την ανωτέρω εικόνα παρατηρήθηκε ότι οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν από τα 

δείγματα #17 - #22 #24 και #25 ήταν επαρκείς. Ακόμη, φάνηκε ότι η ποσότητα του δείγματος #23 

δεν ήταν επαρκής. Από τα δείγματα #17, #18 και #20 προστέθηκαν 5μl, από τα δείγματα #19, #21, 

#23, #24 και #25, 1.5μl, ενώ από το δείγμα #22, 10μl. 

 

 

 
Εικόνα 5.2ε: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR με εκκινητές F1΄ - R5΄, για τα δείγματα #1 - #8. 
Στην εικόνα παρουσιάζονται τα δείγματα #1 - #8. Στο δείγμα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό DNA. 
 
 
Με βάση την παραπάνω εικόνα παρατηρήθηκε ότι οι ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν από τα 

δείγματα #1, #3 - #6, #7* και #8 ήταν επαρκείς. Επίσης, φάνηκε ότι η ποσότητα που 

χρησιμοποιήθηκε από τα δείγματα #2 και #7 δεν ήταν επαρκής. Από το δείγμα #1 προστέθηκαν 

5μl, από τα δείγματα #2 και #5, 6μl, από τα δείγματα #3, #4, #6, #8, 4μl, από το δείγμα #7, 10μl, 

ενώ από το δείγμα #7* 2μl. Στο δείγμα 7* δεν έχει πραγματοποιηθεί η αραίωση 1/10. 

 

 

 

 

 

 

#17 #18 #19 #20 #21 #22 #23 #24 #25 negative ladde

500bp 
400bp 
300bp 

ladder #2 #1 #4 #3 #7#5 negative #8#6 #7*

500bp 
400bp 
300bp 



5.3  Γονοτύπηση δειγμάτων #11 - #16 

 

Για τη γονοτύπηση των δειγμάτων #11 - #16 πραγματοποιήθηκε PCR με πολλαπλούς 

εκκινητές (Μultiplex PCR), με τους F1΄, R5΄ και LAR3. Για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων 

της multiplex PCR, πραγματοποιήθηκαν δύο επιπλέον PCR, η μία με εκκινητές τους F1΄ - R5΄ και 

η άλλη με εκκινητές τους F1΄ - LAR3. Οι τρεις αυτές ανεξάρτητες αντιδράσεις ηλεκτροφορήθηκαν 

στο ίδιο πήκτωμα αγαρόζης, το οποίο παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.3α. 

 
 

 
Εικόνα 5.3α: Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων των PCR με εκκινητές F1΄ - LAR3, F1΄- R5΄ και της 
Multiplex PCR με εκκινητές F1΄, LAR3, R5΄, για τα δείγματα #11 - #16. Στην εικόνα παρουσιάζονται τα 
αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης των τριών αντιδράσεων. Από αριστερά πρός τα δεξιά απεικονίζονται με 
τη σειρά για κάθε δείγμα (#11 - #16), τα προϊόντα των αντιδράσεων F1΄ - LAR3, F1΄- R5΄ και της Multiplex. 
Στo δείγμα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό DNA. 
 

Τα αποτελέσματα του πειράματος έδειξαν ότι τα δείγματα #11 - #15 είναι ομόζυγα αγρίου τύπου. 

Αυτό γίνεται αντιληπτό από το γεγονός ότι παρουσιάζουν μόνο μία ζώνη στις 361bp στις 

αντιδράσεις F1΄- R5΄ και Multiplex, η οποία είναι χαρακτηριστική για το αλληλόμορφο αγρίου 

τύπου, ενώ στην αντίδραση F1΄ - LAR3 δεν παρουσιάζουν κάποια ζώνη, το οποίο αποδεικνύει ότι 

σε κανένα από αυτά τα δείγματα δεν υπάρχει το αλληλόμορφο tm1a. Το δείγμα #16 είναι 

ετερόζυγο, διότι στις αντιδράσεις F1΄- R5΄ και Multiplex εμφανίζει τις δύο αναμενόμενες ζώνες, 
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μία στις 361bp, η οποία οφείλεται στο αλληλόμορφο αγρίου τύπου και μία στις 495bp, η οποία 

οφείλεται στο αλληλόμορφο tm1c. Ωστόσο, στην αντίδραση F1΄ - LAR3 το δείγμα #16 εμφανίζει 

μία ζώνη στις 234bp, η οποία παρατηρείται και στη Multiplex. Η ζώνη στις 234bp αντιστοιχεί στο 

αλληλόμορφο tm1a. Αυτό υποδηλώνει ότι η Flp ρεκομπινάση αναγνώρισε και ανασυνδύασε τις 

αλληλουχίες FRT του αλληλομόρφου tm1a σε κάποια κύτταρα του ζώου από το οποίο προήλθε το 

δείγμα #16 και όχι σε όλα, καθώς εάν είχε αναγνωρίσει και ανασυνδυάσει τις περιοχές FRT σε όλα 

τα κύτταρα δεν θα είχε παρατηρηθεί στην ηλεκτροφόρηση η ζώνη στις 234bp. 

 

  

5.4  Γονοτύπηση δειγμάτων #1 - #8 και #17 - #25. 

 

Η θεωρητική βέλτιστη θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών F_LacZ-loxP – 

R_intron5_4, είχε υπολογιστεί με βάση τον τύπο: (G+C)*4 + (A+T)*2 και ήταν γνωστή (64 °C). 

Ωστόσο έπρεπε να βρεθεί και η πραγματική βέλτιστη θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών 

αυτών, καθώς αυτοί χρησιμοποιούνταν για πρώτη φορά. Έτσι, πραγματοποιήθηκε Gradient PCR 

(κλίσης θερμοκρασίας) σε θερμοκρασίες υβριδοποίησης 58 °C, 60 °C και 62 °C για την εξεύρεση 

της πραγματικής βέλτιστης θερμοκρασίας υβριδοποίησης των εκκινητών αυτών. 

Αρχικά, για τη γονοτύπηση των δειγμάτων #17 - #25 πραγματοποιήθηκαν τρεις PCR με 

διαφορετική θερμοκρασία υβριδοποίησης εκκινητών στην καθεμία, με σκοπό την εύρεση της 

βέλτιστης θερμοκρασίας υβριδοποίησης των εκκινητών. Οι ποσότητες που προστέθηκαν  από κάθε 

δείγμα είναι ίδιες με αυτές που χρησιμοποιήθηκαν κατά την αντίδραση με εκκινητές τους F1΄ - R5΄ 

που αναφέρθηκε προηγουμένως (Εικ. 5.2δ). Το ζεύγος εκκινητών που χρησιμοποιήθηκε ήταν το 

F_LacZ-loxP - R_intron5_4. Ακόμη, πραγματοποιήθηκε μία PCR για τη βελτιστοποίηση της 

ποσότητας του δείγματος #23, καθώς στην προηγούμενη PCR (Εικ. 5.2δ) η ποσότητά του δεν ήταν 

επαρκής, με εκκινητές τους F1 και R5, σε θερμοκρασία 58 °C (ίδια αντίδραση με αυτήν που 

ηλεκτροφορήθηκε στην Εικόνα 5.2δ). Οι ποσότητες που προστέθηκαν από το δείγμα #23 ήταν το 

1μl στη θέση #23 και τα 3μl στη θέση #23*. Οι θερμοκρασίες που επιλέχθηκαν ήταν οι 58 °C, οι 

60 °C και οι 62 °C. Οι παραπάνω αντιδράσεις ηλεκτροφορήθηκαν στο ίδιο πήκτωμα αγαρόζης, το 

οποίο παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.4α. 

 
 
 



 
Εικόνα 5.4α: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων των τριών PCR με εκκινητές F_LacZ-loxP – R_intron5_4, 
για τα δείγματα #17 - #25. Από αριστερά πρός τα δεξιά απέικονίζονται με τη σειρά για τα δείγματα #17 - 
#25, τα προϊόντα των αντιδράσεων με θερμοκρασίες υβριδοποίησης εκκινητών 58 °C, 60 °C και 62 °C 
αντίστοιχα. Στα δείγματα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό DNA. 
 

Με βάση την παραπάνω εικόνα φάνηκε ότι οι θερμοκρασίες υβριδοποίησης των εκκινητών που 

επιλέχθηκαν δεν ήταν οι ιδανικές, καθώς οι εντάσεις των ζωνών δεν ήταν ιδιαίτερα έντονες. 

Ωστόσο φάνηκε ότι στη μεγαλύτερη θερμοκρασία (62 °C) τα δείγματα έδωσαν τις πιο έντονες 

ζώνες. Τα αποτελέσματα του πειράματος έδειξαν ότι τα δείγματα #18, #19, #22, #23 και #25 δεν 

είναι φορείς του αλληλομόρφου tm1b, καθώς δεν εμφανίζουν κάποια ζώνη. Επίσης, φάνηκε ότι τα 

δείγματα #17, #20, #21 και #24 πιθανώς είναι φορείς του αλληλομόρφου tm1b. Όμως, το 

αποτέλεσμα δεν ήταν ικανοποιητικό όσον αφορά την θερμοκρασία υβριδοποίησης, γι΄αυτό 

πραγματοποιήθηκε ένα επιπλέον πείραμα με άλλες τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες 

υβριδοποίησης, 62 °C, 63 °C και 64 °C. Οι παραπάνω αντιδράσεις ηλεκτροφορήθηκαν στο ίδιο 

πήκτωμα αγαρόζης, το οποίο παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.4β. Επιπλέον, από την αντίδραση 

βελτιστοποίησης της ποσότητας DNA του δείγματος #23, φάνηκε ότι τα 3μl λειτούργησαν 

καλύτερα (Εικ. 5.4α). 

 

 



 
Εικόνα 5.4β: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων των τριών PCR με εκκινητές F_LacZ-loxP – R_intron5_4, 
για τα δείγματα #17, #20, #21 και #24. Από αριστερά πρός τα δεξιά απεικονίζονται με τη σειρά για κάθε 
δείγμα, τα προϊόντα των αντιδράσεων με θερμοκρασίες υβριδοποίησης εκκινητών 62 °C, 63 °C και 64 °C 
αντίστοιχα. Στο δείγμα negative δεν προστέθηκε γονιδιωματικό DNA. 
 

Από το πείραμα αυτό αποδείχθηκε ότι τα δείγματα #20 και #21 δεν είναι φορείς του επιθυμητού 

αλληλομόρφου tm1b, καθώς δεν εμφανίζουν κάποια ζώνη. Ακόμη, φάνηκε ότι η βέλτιστη 

θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών ήταν οι 64 °C. Επίσης, έγινε σαφές ότι το δείγμα #17 

είναι ετερόζυγο, διότι εμφανίζει την αναμενόμενη για το αλληλόμορφο tm1b ζώνη στις 395bp. 

Ακόμη, παρατηρήθηκε η επιθυμητή ζώνη του αλληλομόρφου tm1b στο δείγμα #24, ωστόσο η 

εικόνα της ζώνης αυτής στην ηλεκτροφόρηση δεν ήταν τόσο ξεκάθαρη. Γι΄αυτό το λόγο κρατήθηκε 

μόνο το δείγμα #17 για τα επακόλουθα πειράματα της ευρύτερης έρευνας. 

 

 

 

 

 

 

 



Για τη γονοτύπηση των δειγμάτων #1 - #8 πραγματοποιήθηκε μία PCR, με εκκινητές τους 

F_LacZ-loxP - R_intron5_4. Η αντίδραση ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης, το οποίο 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 5.4γ. 

 

 
Εικόνα 5.4γ: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της PCR με εκκινητές F_LacZ-loxP – R_intron5_4, για τα 
δείγματα #1 - #8. Στην εικόνα παρουσιάζονται τα δείγματα #1 - #8. Στο δείγμα negative δεν προστέθηκε 
γονιδιωματικό DNA. 
 

Τα αποτελέσματα του πειράματος έδειξαν ότι τα ζώα #3 - #8 δεν είναι φορείς του αλληλομόρφου 

tm1b, καθώς δεν παρατηρείται κάποια ζώνη στην ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων τους. Παρ΄όλα 

αυτά στο δείγμα #3 παρατηρείται μία αχνή ζώνη, η οποία δεν μπορεί να αποδώσει με βεβαιότητα το 

πόρισμα ότι το δείγμα #3 είναι φορέας του αλληλομόρφου tm1b. Επιπρόσθετα, αποδείχθηκε ότι τα 

δείγματα #1 και #2 είναι ετερόζυγα ως προς το αλληλόμορφο tm1b, καθώς εμφανίζουν την 

αναμενόμενη για το αλληλόμορφο tm1b ζώνη στις 395bp. Οι ποσότητες που προστέθηκαν από τα 

δείγματα #1, #3, #6 και #8 είναι τα 4μl, από το δείγμα #2, 8μl, από το δείγμα #4, 3μl, από το δείγμα 

#5, 5μl, ενώ από το δείγμα #7*, 1.8μl. Στο δείγμα 7* δεν έχει πραγματοποιηθεί η αραίωση 1/10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6.  Συζήτηση 

 

  Από τη γονοτύπηση των υποψήφιων δειγμάτων για το αλληλόμορφο tm1c (δείγματα #11 - 

#16), τα οποία προέκυψαν από διασταυρώσεις ομόζυγων ποντικών wtFlp/wtFlp και ετερόζυγων 

ποντικών wt/tm1a απεδείχθη ότι το δείγμα #16 είναι ετερόζυγο για το αλληλόμορφο tm1c, διότι 

στην ηλεκτροφόρηση της PCR με εκκινητές τους F1΄- R5΄ και της Multiplex PCR με εκκινητές 

τους F1΄ - R5΄ - LAR3 εμφάνισε τις δύο αναμενόμενες ζώνες, μία στις 361bp, η οποία 

αντιπροσωπεύει το αλληλόμορφο αγρίου τύπου και μία στις 495bp, η οποία αντιπροσωπεύει το 

αλληλόμορφο tm1c (Εικ. 7.3α). Το αποτέλεσμα αυτό υποδηλώνει ότι στο δείγμα #16 η Flp 

ρεκομπινάση αναγνώρισε και ανασυνδύασε τις αλληλουχίες FRT στο αλληλόμορφο tm1a, το 

ενδιάμεσο τμήμα DNA αποκόπηκε και προέκυψε το αλληλόμορφο tm1c. Ωστόσο, στην 

ηλεκτροφόρηση της PCR με εκκινητές τους F1΄ - LAR3 το δείγμα #16 εμφάνισε μία ζώνη στις 

234bp, η οποία παρατηρήθηκε και στην ηλεκτροφόρηση της Multiplex PCR. Η εμφάνιση της ζώνης 

στις 234bp έδειξε ότι το δείγμα #16 ήταν φορέας του αλληλομόρφου tm1a, καθώς αυτή η ζώνη 

αντιστοιχεί στο αλληλόμορφο tm1a. Από τα παραπάνω αποτελέσματα εξήχθη το συμπέρασμα ότι η 

Flp ρεκομπινάση αναγνώρισε και ανασυνδύασε τις αλληλουχίες FRT του αλληλομόρφου tm1a σε 

κάποια κύτταρα και όχι σε όλα, καθώς εάν είχε αναγνωρίσει και ανασυνδυάσει τις αλληλουχίες 

FRT σε όλα τα κύτταρα δεν θα είχε παρατηρηθεί η ζώνη στις 234bp. Το ποντίκι #16 θα 

χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή ετερόζυγων ποντικών tm1d, οι οποίοι θα προκύψουν από τη 

διασταύρωση ετερόζυγων ποντικών wt/tm1c με ομόζυγους ποντικούς wtCre/wtCre, δηλαδή ποντίκια 

στα οποία το εξόνιο 5 του γονιδίου FRA10AC1 θα έχει απαλειφθεί και το μετάγραφο που δεν 

περιλαμβάνει το εξόνιο 5 του γονιδίου πιθανόν θα αποικοδομείται. Στη συνέχεια τα ποντίκια φορείς 

του αλληλομόρφου tm1d (wt/tm1d) θα μελετηθούν ως προς το φαινότυπό τους και την παραγωγή 

με διασταυρώσεις wt/tm1d – wt/tm1d ομόζυγων knockout ποντικών για το γονίδιο FRA10AC1 

(tm1d/tm1d). Στα ποντίκια αυτά θα μελετηθεί το ποσοστό βιωσιμότητάς τους, καθώς και ο 

φαινότυπός τους. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



Από τη γονοτύπηση των υποψήφιων δειγμάτων για το αλληλόμορφο tm1b (δείγματα #1 - #8 

και #17 - #25), τα οποία προέκυψαν από διασταυρώσεις ομόζυγων ποντικών wtCre/wtCre και 

ετερόζυγων ποντικών wt/tm1a απεδείχθη ότι τα δείγματα #1, #2, #17 και #24 είναι ετερόζυγα για 

το αλληλόμορφο tm1b, διότι στις ηλεκτροφορήσεις των PCR με εκκινητές τους F_LacZ-loxP και 

R_intron5_4 εμφάνισαν την αναμενόμενη για το αλληλόμορφο tm1b ζώνη στις 395bp (Εικ. 7.4β, 

Εικ. 7.4γ). Τα ζώα #1, #2, #17 και #24 κληρονόμησαν τόσο το αλληλόμορφο tm1a, όσο και το 

αλληλόμορφο wtCre από τους γονείς τους, οι αλληλουχίες loxP αναγνωρίστηκαν, κόπηκαν και 

ανασυνδυάστηκαν από την Cre ρεκομπινάση, απομακρύνοντας την κασέτα επιλογής 

ανθεκτικότητας στη νεομυκίνη και το εξόνιο 5 του FRA10AC1, διατηρώντας ταυτόχρονα την 

κασέτα lacZ. Τα ποντίκια αυτά εκφράζουν τη β-γαλακτοσιδάση σε κύτταρα όπου το FRA10AC1 θα 

εκφραζόταν κανονικά. Ο επακόλουθος στόχος είναι η παραγωγή μεγάλου αριθμού ποντικών 

wt/tm1b. Έπειτα, τα ποντίκια αυτά μπορεί να υποβληθούν σε πειράματα συμπεριφοράς με στόχο 

την επιβεβαίωση του φαινοτύπου της νοητικής υστέρησης, με την οποία έχει συσχετιστεί η 

έκφραση της εύθραστης θέσης FRA10A. Ωστόσο, θα πρέπει να εκμηδενιστεί η πιθανότητα να 

επηρεάζει η κασέτα έκφρασης lacZ, τη ρύθμιση άλλων γονιδίων, τα οποία μπορεί να είναι 

υπεύθυνα για το φαινότυπο της νοητικής υστέρησης του ποντικού. Ακόμη, οι απόγονοι αυτοί 

μπορούν να διασταυρωθούν μεταξύ τους και να παραχθούν απόγονοι tm1b/tm1b. Σε αυτούς τους 

ομόζυγους knockout ποντικούς μπορεί να μελετηθεί το ποσοστό βιωσιμότητάς τους. Παράλληλα 

στα ποντίκια wt/tm1b, ακόμα και στους ομόζυγους ποντικούς, εφόσον είναι βιώσιμοι, μπορεί να 

εφαρμοστούν ομικές τεχνολογίες, για παράδειγμα αλληλούχηση RNA νέας γενιάς (RNA seq), σε 

σύγκριση με τα αγρίου τύπου ποντίκια, με στόχο την επιβεβαίωση του ρόλου της FRA10AC1 στη 

διαδικασία της συναρμογής. 
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