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ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ

Στά προηγούμενα κεφάλαια είδαμε δτι ή πληροφορία πού είναι, 

κωδικοποιημένη στό DNA μεταγράφεται σέ RNA καί μεταφράζεται 

κατόπι σέ πρωτεΐνες. Στό κεφάλαιο αύτό θά άναλύσουμε τούς 

μηχανισμούς μέ τούς δποίους τά κύτταρα ρυθμίζουν τήν έκφραση 

τών γονιδίων.

*Η ίκανότης ένεργοποιήσεως καί καταστολής τής λειτουργίας 

τών γονιδίων είναι μεγάλης σημασίας γιά τά κύτταρα έφ’όσον 

τούς έπιτρέπει νά άνταποκρίνονται στις άλλαγές τοΰ περιβάλ

λοντος καί άποτελεί τήν βάση γιά τούς μηχανισμούς τής κυττα

ρικής αύξήσεως καί διαφοροποιήσεως.

θά άναλυθή πρώτα ή ρύθμισις τής έκφράσεως τών γόνων στά βα

κτηρίδια. 01 περισσότερες γνώσεις μας γιά τόν τρόπο ρυθμίσεως 

τών γονιδίων στά βακτηρίδια προέρχονται άπό τήν μελέτη τών 

γόνων πού ύπεισέρχονται στήν χρησιμοποίηση τοΰ σακχάρου λατ 

κτόζης (συνεργείωμα λακτόζης τής E.coli), θά μελετήσουμε 

λοιπόν τά γονίδια αύτά κάπως λεπτομερώς.

Ή  ταχύτης έκφράσεως ένός βακτηριακοΰ γόνου ρυθμίζεται στό έ- 

πίπεδο τής συνθέσεως τοΰ αντιστοίχου άγγελεοφόρου RNA. Ή  

ρύθμισις μπορεί νά λαμβάνει χώρα στά σημεία ένάρξεως τής συν- 

θέσεως τοΰ mRNA (τή δράση μιας πρωτείνης πού ονομάζεται κατα- 

στολέας καί πού έμποδίζει τήν RNA πολυμεράση νά συνδεθή μέ 

τό DNA) ή στή λήξη τής πολυνουκλεοτ ιδ ικής άλύσεως τοΰ RNA 

(δπως θά δοΰμε πιό κάτω αύτό συμβαίνει στούς γόνους πού ύπει- 

σέρχονται γιά τήν σύνθεση τής τρυπτοφάνης). Έ φ ’όσον τά βατ . 

κτηρίδια είναι μονοκύτταροι οργανισμοί πού παραλαμβάνουν τήν 

τροφή τους άπό τό ύλικό καλλιέργειας πού τούς περιβάλλει.', ή 

ρύθμιση τών βακτηριακών γονιδίων είναι φτιαγμένη έτσι ώστε 

νά άνταποκρίνεται ταχύτατα σέ μεταβολές τοΰ περιβάλλοντος.
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Στούς άνώτερους όργανισμούς τά κύτταρα περιβάλλονται, άπό ένα 

σταθερό "milieu interieure" καί προσαρμογές, δπως ή άνταπό- 

κριση σέ όρμόνες ή έρεθίσματα άπό τό νευρικό σύστημα καθίστα

νται πιό σημαντικές. Τό γονιδίωμα τών εύκαρυωτικών κυττάρων 

είναι πολύ πιό πολύπλοκο άπό αύτό τών βακτηριδίων. "Ενα 

άνθρώπινο κύτταρο περιέχει 1000 φορές περισσότερο DNA άπό ότι 

ή E.coli. “Ενα μεγάλο δμως μέρος τοΰ γονιδιώματος τών εύκα- 

ρυωτικών κυττάρων βρίσκεται ύπό την μορφή τού έπαναλαμβανο- 

μένου DNA γιά τό όποιο θά μιλήσουμε παρακάτω. 'Η πολυπλοκό- 

της τοΰ γονιδιώματος τών εύκαρυωτικών κυττάρων έξηγεί γιατί 

οΐ γνώσεις μας γιά τό πώς ρυθμίζονται τά γονίδιά τους είναι 

άκόμη τόσο άτελέίς.

ΡΥΘΜΙΣΙΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΩΝ ΠΡΟΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ

1 . -  Έ ν ζ υ μ ι κ ή  έ π α γ ω γ ή  κ α ί  κ α τ α σ τ ο λ ή  -  OL κ α τ α σ τ ο λ ε ί ς  " r e p r e s 

s o r s "  έ ν ώ ν ο ν τ α ι  σ τ ο ύ ς  χ ε ι ρ ι σ τ ά ς  " o p e r a t o r s " .

Τό κυκλικό χρωματόσωμα τής Ε. coli περιέχει τήν πληροφορία 

γιά ένα σύνολο 3.000 περίπου πρωτεϊνών. Τά γονίδια πού κω

δικοποιούν γιά πρωτεΐνες όνομάζονται δομικά γονίδια (structu- 

ral genes). Τό DNA μεταγράφεται σέ κομμάτια πού περιλαμβάνουν 

1 έως 20 δομικά γονίδια συγχρόνως, τά δέ σημεία ένάρξεως καί 

λήξεως τής μεταγραφής είναι καθορισμένα. Τό σημείο ένάρξεως 

π.χ. άντιστοιχεί στό τμήμα τού DNA δπου συνδέεται ή RNA πολυ- 

μεράση καί ονομάζεται ύποκινητής (promoter). Φυσιολογικά, μό

νον όρισμένα γονίδια τού δλου γονιδιόματος είναι ένεργά. 

Πράγματι έάν δλα τά γονίδια ήσαν συνεχώς ένεργά τότε τό κύτ^ 

ταρο θά γέμιζε μέ άχρησιμοποίητες πρωτεΐνες.

’Αλλάζοντας τά θρεπτικά ύλικά τής καλλιέργειας είναι δυνατό 

νά ένεργοποιήσουμε ή νά καταστείλουμε όρισμένα γονίδια καί 

μέ τόν τρόπο αύτό τό κύτταρο προσαρμόζεται στις άλλαγές τοΰ
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περιβάλλοντος: π.χ. ή Ε. coli πού αυξάνεται, παρουσία γλυκέ- 

ρόλης αύξάνει τήν παραγωγή των ένζυμων έκείνων πού διασπούν 

τήν ούσία αύτή, ένώ άλλα ένζυμα παράγονται σέ πολύ μικρά 

ποσά. ’Επίσης αν τό βακτηρίδιο καλλιεργηθεί παρουσία του 

δισακχαρίτου λακτόζης τό ένζυμο β-γαλακτοσιδάση πού ύδρολύει 

τόν δισακχαρίτη σέ γαλακτόζη καί γλυκόζη αύξάνει 1.000 φορές. 

'Η μεταβολή αύτή ή όποια συνεπάγεται τήν αύξηση τής συνθέ- 

σεως ένός ένζύμου όνομάζεται ένζυμική έπαγωγή (εικόνα 1 καί 2).
CH.OH

Loctose

3-Golcctoside linkage

<

Galactose

Glucose

The sugar lactose can be hydrolytically cleaved to galactose and glucose by 
the enzyme £-gaIactosidase. Mutants that fail to make this protein cannot 
utilize lactose as a carbon source.

/.
I'Goloctosidose

V1CC *

§ 15= Ca ' s ’

Histidine enzymes <

Amount of inducer (end product)

εικόνα 2
Variation in the amount of enzyme per cell 
as a function of the amount of inducer (end 
product) present in the growth medium.
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Ή  ρύθμιση 6τά ένζυμικής επαγωγής παρατηρείται οέ πολλά κατα- 

βολικά συστήματα κατά τά όποια άποικοδομοΰνται σάκχαρα, άμι- 

νοξέα, λιπίδια. Τό πιό γνωστό σύστημα επαγωγής είναι, αύτό 

τής β-γαλακτοσιδάσης τό όποιο θά συζητήσουμε μέ λεπτομέρεια. 

’Αντίθετα μέ τήν ένζυμική έπαγωγή έργάζεται ένας άλλος τρό

πος ρυθμίσεως ή ένζυμική καταστολή κατά τήν όποια ή σύνθεση 

όρισμένων ένζύμων είδικώς άναστέλλεται άπό τό τελικό προϊόν 

μιας μεχαβολικής άλύσεως. "Ενα παράδειγμα ένζυμικής κατα

στολής δίδεται, άπό τά πέντε ένζυμα πού χρειάζονται, γιά τήν 

σύνθεση τού άμινοξέως τρυπτοφάνης.

"Οταν ή τρυπτοφάνη βρίσκετε μέσα στό ύλικό καλλιέργειας κα- 

ταστέλει τήν έκφραση τών πέντε ένζύμων πού ύπεισέρχονται 

στήν σύνθεσή της. Μέ τόν τρόπο αύτό ή Ε. coli συνθέτει τά 

ένζυμα μόνο δταν χρειάζονται έξοικονωμόντας κατά τόν τρόπο 

αύτό πολύτιμη ένέργεια.

Πολλά άναβολικά συστήματα πού ύπεισέρχονται στήν σύνθεση άμι- 

νοξέων ή προδρόμων νουκλεϊνικών όξέων ρυθμίζονται μέ ένζυμική 

καταστολή. Καί. οΐ δύο τρόποι ρυθμίσεως δηλαδή ή ένζυμική έ- 

παγωγή καί ή ένζυμική καταστολή έχουν τό κοινό χαρακτηριστι

κό δτι λειτουργούν τή δράση είδικών πρωτεϊνών πού όνομάζον 

νται "repressors" καταστολεϊς καί οί όποιες έμποδίζουν τήν 

σύνθεση τών mRNA διά τής συνδέσεώς τους μέ άλληλοδιαδοχές 

τού DNA πού όνομάζονται χειρισταί "operators" καί πού βρί

σκονται κοντά στήν άρχή τών γονιδίων πού ρυθμίζουν.

’Αντίθετα μέ τά άγγελιοφόρα τών εύκαρυωτικών κυττάρων τά 

περισσότερα άγγελιοφόρα στά προκαρυωτικά κύτταρα περιέχουν 

τήν πληροφορία γιά πολλές πρωτεΐνες είναι δηλαδή πολυσιστρο- 

νικά. "Οπως οί καταστολεϊς ρυθμίζουν τήν σύνθεση τών άγγε-.

λειοφόρων αύτών κάθε καταστολέας ρυθμίζειτήν σύνθεση πολλών
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ένζύμων μιας μεταβολικής άλύσεως:

2.- Τό συνεργίωμα τής λακτόζης κωδικοποιεί, γιά τήν β-γαλα- 

κτοσιδάση τήν περμεάση καί τήν άκετυλάση 

Τό 1961 ol Jacob καί Monod απέδειξαν τήν ύπαρξη μιας νέας γε

νετικής μονάδος τοϋ συνεργιώματος "operon". Τό συνεργίωμα 

είναι μία όμάς γονιδίων συνενωμένων μεταξύ τους στό χρωματό

σωμα καί πού ρυθμίζονται μέ ένα συντονισμένο τρόπο. Τό πιό 

γνωστό συνεργίωμα είναι αύτό τής λακτόζης (lac-operon) καί 

ύπεισέρχεται στήν χρησιμοποίηση τοϋ δισακχαρίτου αύτοΰ άπό 

τό μικροβιακό κύτταρο. Τό συνεργίωμα τής λακτόζης περιλαμ

βάνει τρία δομικά γονίδια τά Ζ,Υ,Α καί παράγει ένα πολυ- 

σιστρονικό mRNA. Τό άγγελιοφόρο αύτό κωδικοποιεί γιά τις 

τρεις πρωτεΐνες β-γαλακτοσιδάση, περμεάση καί άκετυλάση.

Ή  β-γαλακτοσυδάση είναι ένα τετραμερές ένζυμο μέ ύπομονά- 

δες μοριακού βάρους 130.000 daltons πού σπάει τόν δισακχαρί- 

τη λακτόζη σέγαλακτόζη καί γλυκόζη. 'Η περμεάση είναι μία 

πρωτεΐνη πού δρά σάν φορέας γιά τήν είσοδο τής λακτόζης στό 

κύτταρο καί ή άκετυλάση μέ δύο ύπο.μονάδες καταλύει τήν μετα

φορά ένός άκετυλίου άπό τό έκετυλο-CoA στήν γαλακτόζη.

Regulatory gene lactose operon
I--------- 1—l---------------------------------- ,------- ,--------1

η γ ι «j// >y»
Repressor β  galactosidase Permease Acetylase

II
«1
II

promoterJ
1040 * ' l l '

Promoter Operator

3510

εικόνα 3
The lactose operon and its associated regu
latory gene drawn to scale based on 
known sizes of their gene products. The 
numbers give the number of base pairs 
found in the several genes.

! I
780  ̂ 825 ’

B. c o li chromosome
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Η δμάς των τριών δομικών γονιδίων ρυθμίζεται άπό τρία τμή-' 

ματα τοΰ DNA πού δρουν σάν ρυθμιστικά στοιχεία. Αυτά είναι 

τό ρυθμιστικό γονίδιο i πού κωδικοποιεί γιά τόν καταστολέα 

δ υποκινητής "promotor" καί δ χειριστής "operator" (εικόνα 3)

3.- Τό ρυθμιστικό γονίδιο κωδικοποιεί γιά την πρωτεΐνη 

καταστολέα πού ένάνεται μέ τόν έπαγωγέα 

Τό στοιχείο κλειδί γιά τό μοντέλο τοΰ συνεργιώματος είναι ή 

ύπαρξη ένός ρυθμιστικού γονιδίου πού ρυθμίζει τήν ταχύτητα 

ροής τής πληροφορίας άπό τά δομικά γονίδια στις πρωτεΐνες.

Ή  ταχύτης έκφράσεως τοΰ συνεργιώματος τής λακτόζης ρυθμί

ζεται άπό τό προϊόν τοΰ γόνου i πού κωδικοποιεί γιά τόν κα

ταστολέα.

* 0 καταστολέας είναι μία πρωτεΐνη πού άπεμονώθη καί καθαρί

στηκε. Βρέθηκε πώς άποτελείται άπό τέσσαρες ύπομονάδες μθΓ> 

ριακοΰ βάρους 40.000 daltons. ‘Υπάρχουν περίπου δέκα μόρτα 

τοΰ καταστολέα τής λακτόζης σέ κάθε κύτταρο Ε. coli. Ό  κα

ταστολέας ένώνεται ισχυρά καί ειδικά σέ ένα βραχύ τμήμα τοΰ 

DNA πού όνομάζεται χειριστής καί βρίσκεται πολύ κοντά στήν 

έναρξη τοΰ πρώτου δομικού γονιδίου. Μέ τήν ένωσή του αύτή 

ό καταστολέας έμποδίζει τήν σύνδεση τής RNA πολυμεράσης καί 

ώς έκ τούτου καταστέλει τήν σύνθεση τοΰ άγγελιοψόρου τοΰ lac- 

operon (εικόνα 4).

Ή  συγγένεια γιά τήν σύνδεση τοΰ καταστολέα μέ τόν χειριστή 

ρυθμίζεται άπό τήν παρουσία τοΰ έπαγωγέα. *0 φυσικός έπαγω- 

γέας τοΰ lac-operon είναι ή λακτόζη πού όταν είσέλθη στό 

κύτταρο ένώνεται μέ τόν καταστολέα. Κάθε) μία ύπομονάδα τοΰ 

καταστολέα έχει ένα κέντρο συνδέσεως γιά τόν έπαγωγέα. Με

τά τήν σύνδεση ό καταστολέας ύφίσταται μία μεταβολή στήν
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εΙκόνα 4
How the interaction of repressor, inducer, and operator controls the syn
thesis of the E. coli proteins 0-gaIactosidase, /3-galactoside permease, and 
galactoside acetylase.

£*Golactosidose
operator O 3-Galoctosidose Goloctoside permease Goloctoside ocetylose

Goloctoside* ·  /9-Goloctosidose Galactoside permease Galactoside ocetylose

τρισδιάστατη δομή του διά της όποιας καθίσταται άνίκανος νά 

ένωθεΐ μέ τόν χειριστή. "Ετσι παρουσία τής λακτόζης έπάγε- 

tai ή σύνθεση των ένζύμων τοΰ συνεργιώματος.

Τό άποτέλεσμα αύτής τής αλλαγής στήν δομή τοΰ καταστολέα 

έχει δραματικά άποτελέσματα, ένώ κατά τήν έλλειψη λακτόζης 

ή Ε. coli περιέχει κατά μέσον δρο 3 μόρια β-γαλακτοσιδάσης 

άνά κύτταρο μετά τήν έπαγωγή περιέχει 3.000 μόρια/άνά' κύττα

ρο.

Τά φαινόμενα τής έπαγωγής καί τής καταστολής έχουν τόν.ίδιο 

κοινό μηχανισμό ένώσεως τοΰ έπαγωγέα (inducer) καί τοΰ συγ- 

καταστολέα (corepressor) μέ τήν ρυθμιστική πρωτεΐνη τοΰ κα

ταστολέα "repressor". Ή  διαφορά έγκειται στό δτι στήν μέν 

έπαγωγή ή ένωσις τοΰ έπαγωγέα μέ τόν καταστολέα τόν κάνει 

άνενεργό γιά σύνδεση μέ τόν χειριστή ένώ στήν καταστολή ό 

συνκαταστολέας ένεργοποιεϊ τόν καταστολέα γιά νά ένωθεΐ μέ 

τόν χειριστή (εικόνα 5).
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Binding by wni 
secondory bonbi

(prevents /5-golactosidose 
Synthesis)

(unable to control 
/3-galoctosidose synthesis)

Binding by weal 
secondory bond)

(b) In a c t iv e  histidine repressor + Histidine (corepressor) Active repressor-corepressor
complex

(unable to control synthesis
of enzymes
for histidine synthesis)

(controls rote of synthesis
of enzymes
for histidine synthesis)

εικόνα 5 '
Schematic drawing illustrating the opposite effects of corepressors and 
inducers upon the activity of repressors. We see here that, depending 
upon whether the enzymes are inducible or repressible, the free re
pressors are either active or inactive.

4 ·- *0 χειριστής είναι μία άλληλοδιαδοχή τοΰ DNA μέ διπλή

συμμετρία

Ό  χειριστής είναι τό τμήμα τοΰ DNA δπου συνδέεται ό κατα- 

στολέας. Ό  χειριστής είναι άνάγκη νά βρίσκεται πολύ κοντά 

στά δομικά γονίδια πού ρυθμίζει ένώ άντίθετα τό ρυθμιστικό 

γονίδιο πού παράγει τήν πρωτεΐνη καταστολέα μπορεί νά βρί

σκεται σέ μεγάλη άπόσταση άπό τά δομικά γονίδια. Τόσο τό 

ρυθμιστικό γονίδιο δσο καί ό χειριστής άνεκαλύφθησαν μέ γε

νετικά πειράματα δπου μελετήθηκαν στελέχη φέροντα μεταλλά

ξεις στά τμήματα αύτά τοΰ DNA.

Μεταλλαγή στό ρυθμιστικό γονίδιο Ι~ έχει σάν αποτέλεσμα τήν 

παραγωγή ένός άνενεργοΰ καταστολέα πού δέν μπορεί νά ένωθεί 

μέ τόν χειριστή. Στήν περίπτωση αυτή τά γονίδια Ζ,Υ,Α πα

ράγουν συνεχώς τά προϊόντα τους άκόμη καί άν δέν ύπάρχει '
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λακτόζη. Λέμε στήν περίπτωση αύτή δτε ή σύνθεση των ένζύμων γ 

γίνεται, κατά τρόπο άδίάφορο (constitutive) .

Μεταλλαγή στόν χεερεστή 0C επίσης άλλάζεε τήν σύσταση τοΰ τμή

ματος αύτοϋ τοΰ DNA μέ τρόπο πού νά μήν αναγνωρίζεται, άπό τόν 

καταστολέα όπότε πάλε τά ένζυμα Ζ,Υ,Α παράγονταε μέ τόν πεό ■: 

ταχύ ρυθμό καί ή σύνθεση είναι, πάλε άδεάφορος (constitictive) . 

Ή  δεάκρεσες μεταξύ των δύο αύτών μεταλλαγών γίνεταε μέ τήν 

χρήση μεροδεπλοεεδεκών κυττάρων πού περεέχουν δύο άντέγραφα 

τοΰ lac-operon. Πράγματε έάν τέτοεα κύτταρα είναε I /Ι+ τό

τε είναε έπαγώγεμα δηλαδή φτεάχνουν τά ένζυμα μόνον όταν ύπ- 

άρχεε λακτόζη καέ αύτό γεατέ παράγουν ένα καταστολέα (τά Ι+) 

πού εεναε ένεργός. Λέμε δτε ή παρουσία ένός φυσεολογεκοϋ κα~ 

ταστολέα εεναε έπεκρατής έπί τής παρουσίας τοΰ μεταλλαγμένου 

(εικόνα 6α).

Lactose aperon

Nsrrrol
irrcTiosome I Ο Z Y  AC

/» ^
Άντεθέτως μεροδεπλοεεδεκά κύτταρα τοΰ τύπου 0 / 0  δηλαδή μέ 

ένα φυσεολογεκό καί ένα μεταλλαγμένο χεερεστή είναε άδεάφο- 

ρα (ponstitutve) γεατί πάντοτε τό ένα άπό τά δύο συνεργεώμα- 

τα δέν συνδέεε τόν καταστολέα καί τά γονίδεά του δουλεύουν
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σ υ ν ε χ ώ ς . ν c +Λέμε ότι 0 είναι έπικρατής έπί τοΰ 0 εΙκόνα 6β).

b) Partially diploid cell containing a normal 
-perotor (O) and o mutant (O') operator. 
r*ere the O* is dominant over the O form.

Mutation in
Mvtont Regulatory operator (O*)
chromosome gene I j

operator inducer (constitutive synthesis)
of both /S-galoctosidose ond 
goloctoside permease

ε ί κ ό γ α _ 6 β
The control of specific mRNA synthesis 
by normal and mutant operators.

Είς τό συνεργίωμα τής λακτόζης ό χειριστής βρίσκεται ατά α

ριστερά τών δομικών γονιδίων Ζ,Υ καί Α. Ό  καταστολέας έ-

νοϋται στά κάτωθι 21 ζεύγη βάσεων τοΰ DNA, (εικόνα 7)
*» 3 10 15 30

iohm toie»tcoo»ii«c*ii ι εικόνα 7
» c ;  t ι λ a c a c t c c c c i a t  i c r u .  The lac operator sequence, showing its relation to the starting point

; ; 2 ; ; I c { (arrow) for transcription of lac mRNA. Base pair changes which lead to
poor binding of the lac repressor are shown below their wild type equiv- 

' ‘ c “ ’ c * alents.

'Η άλληλοδιαδοχή αύτή περιέχει τμήματα μέ διπλή συμμετρία, 

βλέπουμε δτι όρισμένες άλληλοδιαδοχές στό άριστερό μέρος τοΰ 

χειριστή είναι παρούσες καί στό δεξιό μέρος άλλά μέ τήν ά- 

ντίθετη φορά.

Παρόμοιες συμμετρικές άλληλοδιαδοχές βρέθηκαν καί σέ άλλους 

χειριστάς καθώς καί στό DNA πού άναγνωρίζετε άπό είδικές 

πρωτεΐνες όπως οί περιοριστικές ένδονουκλεάσες. Φαίνεται 

πώς δηλώνει ότι οί πρωτεΐνες πού άν^γνωρίζουν τό DNA είναι 

πολυμερείς δηλαδή αποτελούνται άπό περισσότερες τής μιας ύπο-



13

μονάδες.

Τά συμμετρικά τμήματα προφανώς αντιπροσωπεύουν αναγνωριστικά 

τμήματα γιά διάφορες ύπομονάδες.

5.- Οί καταστολεΐς ένώνονται έντός τών ύποκινητών καί 

έμποδίζουν την σύνδεση τής RNA πολυμεράσης 

*0 ύποκινητής (Ρ) είναι τό' τμήμα τού DNA στό όποιο ή RNA πο- 

λυμεράση συνδέεται κατ’άρχάς δταν άρχίζει τήν μεταγραφή τού 

δομικού γονιδίου. Ή  άλληλοδιαδοχή τών βάσεων τού ύποκινητή 

γιά τό συνεργίωμα τής λακτόζης δίδεται στήν εικόνα 8.

εικόνα 8
The sequence of the E. coli promoter, 
showing its relation to the overlapping 
operator sequences.

-Promoter-

I CAP site

_Ξ o
Ο Λ  Ο O  (7)

RNA polymerase 
interaction site Operator

Protected 
by repressor·

h i
------- oy repressor— i

|------>mRNA

CTnM̂TCCttTOTMCTTCreitt̂TIGTGAeCCCfcTÂCAAtT 
— CCn TCGCCt^TCACT^CCCTTGCGnWTTS^CTCMTCSACTSACTMTCCCTCSGCTCCGWTCTQWUr&UGCCtrCACCATACAACACACC^MCACTCCCCTAnGnAAACTCTCTCCTTTtTCQffACTgTC**»

5 ' t t t t t ___  _______________________________________ L i  | f i t•♦♦CSAM6CCCCDOafCttMC6CWOTttTCraaTI«TCJlCTC*n«eCttCCCIIfieCmtttfm«BCTTOBSCTC6T^

-80 -70 •00 -50  -40  -30  -30  -10

CAP binding site (?)

HIGH G*C HIGH A*T HIGHG-C

pCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGi 

CGCGT TGCGTTAATTACACTCAATCGAGTCAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTj 
-8 0  —75 -70  -65  -60  ~55 -50  -45  -40  -35  -30  -25  -20  -15  -1 0  “ 5 ~  0

Ή  RNA πολυμεράση ένοΰται μέ τόν ύποκινητή μόνον δταν μία 

πρωτεΐνη πού ένοΰται μέ τό κυκλικό ΑΜΡ (πρωτεΐνη CAP) είναι 

ένωμένη στό άριστερό τμήμα. Ή  λειτουργία τής πρωτεΐνης CAP 

καί τού κυκλικού ΑΜΡ θά συζητηθή παρακάτω.

Δύο τμήματα τού ύποκινητή φαίνεται δτι είναι σημαντικά γιά 

τήν σύνδεση τής RNA πολυμεράσης. (1) ένα τμήμα πλούσιο σέ 

Α-Τ άλληλοδιαδοχές βρίσκεται 25 μέ 35 βάσεις πριν άπό τήν 

άρχή τού γόνου Ζ (2) ή άλληλοδιαχή TATGTTG βρίσκεται 6 έως 12
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βάσεις πριν άπό τήν άρχή τού γόνου Ζ·

Μεταλλάξεις στήν πρώτη περιοχή ίσχυρώς άναστέλουν τήν έκφρα

ση τοΰ lac-operon. 'Η περιοχή ή πλούσια σέ AT φαίνεται πώς 

διευκολύνει τήν τοπική άποδιάταξη τών άλύσεων τοΰ DNA ένα 

μηχανισμό πού είναι άπαραίτητος γιά τήν σύνθεση RNA.

Ή  εικόνα (8) δείχνειδτι δ καταστολέας πού ένώνεται μέ τό 

DNA καλύπτει τό άρχικό τμήμα πού πρέπει νά άντιγραφή σέ mRNA. 

Επίσης ύπάρχει έπικάλυψις μεταξύ τοΰ ύποκινητή καί του χει

ριστή. Πειράματα in vitro απέδειξαν δτι ή RNA πολυμεράση 

έμποδίζεται νά ένωθεί στόν ύποκινητή δταν ό χειριστής είναι 

κατειλλημένος άπό τόν καταστολέα.

6. - Τό μοντέλο τών Jacob - Monod είναι ένας μηχανισμός 

αρνητικής ρυθμίσεως.

Τό μοντέλο τών Jacob καί Monod τοΰ operon είναι βασισμένο 

σέ ένα μηχανισμό άρνητικής ρυθμίσεως πού δρά στό έπίπεδο τής 

μεταγραφής. Πράγματι στήν ένεργό του μορφή ό καταστολέας έ

χει άνασταλτική δράση στήν σύνθεση τοΰ mRNA, π.χ. σέ μία 

καλλιέργεια E.coli πού άναπτύσσεται σέ ένα θρεπτικό ύλικό 

χωρίς λακτόζη ό καταστολέας είναι ένεργός, ένοΰται στόν χει

ριστή καί έμποδίζει τήν RNA πολυμεράση νά μεταγράψη τά δομι

κά γονίδια τοΰ συνεργιώματος. ’Αποτέλεσμα είναι δτι ή β- 

γαλακτοσιδάση καί οί άλλες πρωτεΐνες δέν συντίθενται. Άντι- 

θέτως παρουσία λακτόζης ό καταστολέας είναι ανενεργός δέν 

ένοΰται στόν χειριστή μέ άποτέλεσμα σύνθεση σέ μεγάλα ποσά 

τής β-γαλακτοσιδάσης καί τών άλλων ένζύμων.

Αύτές οί προσαρμογές λαμβάνουν χώρα πολύ γρήγορα γιατί τά 

βακτηριακά mRNA έχουν πολύ βραχεία ήμισία ζωή καί έπομένως 

κάθε άλλαγή στήν ταχύτητα συνθέσεώς τους ταχέως άντανακλάται 

στήν ταχύτητα συνθέσεώς τών άντιστοίχων πρωτεϊνών.
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7. - θετική ρύθμισις τοϋ συνεργιώματος τής λακτόζης γίνεται 

μέ τό σύμπλεγμα πρωτεΐνη CAP - cAMP 

Τό κυκλικό AMP (cAMP) έχει ένα ρυθμιστικό ρόλο στά βακτηρί

δια ένεργοποιώντας έπαγώγιμα συνεργιώματα στό έπίπεδο τής 

μεταγραφής. Ή  Ε. coli έχει μία πρωτεΐνη υποδοχέα τοϋ cAMP 

πού είναι ικανή νά ένώνετε με τό cAMP μέ υψηλή συγγένεια.

Ή  πρωτεΐνη αύτή είναι γνωστή σάν CAP πρωτεΐνη ή "γονιδιακή 

ένεργοποιός πρωτεΐνη άπό καταλύτας". Πρόκειται γιά μία διμε<-> 

ρή πρωτεΐνη μέ δύο ύπομονάδες 45.000 dalton έκάστη πού δταν 

ένωθεϊ μέ τό cAMP μπορεί νά συνδεθή σέ ένα ειδικό σημείο τοϋ 

υποκινητή άριστερά τής RNA-πολυμεράσης.

Ή  RNA πολυμεράση αναγνωρίζει τόν ύποκινητή τοϋ συνεργιώματος 

τής λακτόζης μόνον δταν τό σύμπλεγμα CAP-cAMP είναι ήδη συν- 

δεδεμένο στόν υποκινητή. 'Ως έκ τούτου στό συνεργίωμα τής 

λακτόζης έκτος άπό τήν άρνητική ρύθμιση μέ τόν καταστολέα 

ύπάρχει καί μία θετική ρύθμιση μέ τό σύμπλεγμα CAP-cAMP.

'0 μηχανισμός αύτός είναι κοινός γιά τήν έκφραση καί πολλών 

άλλων επαγώγιμων συνεργιωμάτων δπως είναι αύτά πού ύπεισέρχο- 

νται στήν χρησιμοποίηση τής μαλτόζης, γαλακτόζης, άραβινόζης. 

Παρ’όλα ταϋτα τό cAMP δέν είναι άπαραίτητο γιά τήν σύνθεση 

έκείνων των ένζύμων πού χρειάζονται γιά τήν χρησιμοποίηση 

τής γλυκόζης σάν πηγή ένεργείας.

Ποιά είναι ή αίτια γιά ένα δεύτερο μηχανισμό ρυθμίσεως τοϋ 

συνεργιώματος τής λακτόζης; 'Η άπάντηση στήν έρώτηση αύτή 

συνδέεται μέ ένα άπό μακροϋ γνωστό φαινόμενο.

"Οταν βακτηρίδια άναπτύσσονται παρουσία γλυκόζης ή ταχύτης 

συνθέσεως τών έπαγωγίμων ένζύμων όπως είναι αύτά των συν-> 

εργιωμάτων τής λακτόζης, μαλτόζης, άραβινόζης είναι πολύ μι

κρή. Τό φαινόμενο αύτό όνομάζεται καταβολική καταστολή καί
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μπορεί τώρα νά έξηγηθή στό μοριακό επίπεδο. Τά βακτηρίδια 

πού άναπτύσσονται παρουσία γλυκόζης έχουν ένα πολύ μικρό 

ποσό cAMP σέ σχέση μέ αύτά πού αναπτύσσονται παρουσία μιας 

πιό φτωχής πηγής ένεργείας δπως είναι ή λακτόζη.

"Οταν τό ένδοκυτταρικό έπίπεδο τού cAMP είναι χαμηλό ή πρω- 

τείνη δέκτης τού cAMP ή πρωτεΐνη CAP δέν μπορεί νά ένωθεί στόν 

ύποκινητή τού lac-operon καί έπομένως τό συνεργίωμα αύτό δέν 

ένεργοποιείται άκόμη καί παρουσία λακτόζης. Ή  κατάστασις 

αύΐή άνατρέπεται έάν προστεθή έκ των έξω cAMP. Έ ά ν  ή E.coli 

αναπτύσσεται παρουσία γλυκόζης καί λακτόζης τό έπίπεδο τού 

cAMP θά είναι χαμηλό καί τά βακτηρίδια θά χρησιμοποιήσουν 

μόνον τήν γλυκόζη πού είναι ένεργειακά πιό πλούσια. ' 0 τρό

πος μέ τόν όποιο 6 καταβολισμός τής γλυκόζης χαμηλώνει τό έ

πίπεδο τού cAMP δέν είναι τελείως γνωστός. Φαίνεται πάντως 

πώς κάποιος καταβολίτης τής γλυκόζης έπιδρα καί άναστέλει τήν 

σύνθεση ή αύξάνει τήν καταστροφή τό cAMP (εικόνα 9).

ε-ίκόνα 9
Control of catabolite-sensitive transcription 
through cyclic AMP.
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8. - Τό συνεργίωμα τής τρυπτοφάνης. Ρύθμισις της μεταγραφής 

κατά τήν έναρξη καί τήν λήξη.

Τό συνεργίωμα τής τρυπτοφάνης κωδικοποιεί γεά πέντε ένζυμα 

πού χρειάζονται γιά τήν σύνθεση τού άμινοξέως (εικόνα 1 ο).

εΙκόνα 10
The tryptophan operon of E. coli, showing 
the relation of the leader to the structural 
genes that code for the trp enzymes. 
Regions of dyad symmetry within the at
tenuator are underlined.

trpE trpD trpC trpe

l i S
*fcosom* 1 "̂dingtote ?

^AKcpualed frp mRNA

1
Anthronflate
synthetase

trp A

*===

-^trp mRNA

1 i 1
Phosphoribosyl -'-Rbosphonbosyl onthronilote Tryptophan Tryptophan
onthranilate isomero»e*ipdole glycerol synthetase β  synthetase«  
transferase phosphote syntheto^

T C A G ------------------------------------------------------G C C C G C G G G C 7  T T T T T T G A A C A A A A T T -----------------------------A T G C  A A ACACA^f—
j* AG TA ------------------------------------------------------ -C G G G C G C C C G A A A A A A A C .T  T G T  T T..TAA-------------------------- T A C G T  T T G T G T  T i~

AC*
trp mRNA

U C A c

-------G C C C G C G G G C U U U U U U U G A A C A A A A U U ------------------ A U G C A A A C a C A / I -
met gin. thr gin |

---------  — - - - - - -  G C C C G C G G G C U U U U U U U o h  1.A!JeilwQlPd.trp flLRfcJA__ ___ _______ __ __ __ __________ __ _ _ _______ _ __ _

Είναι γνωστό άπό πολλά χρόνια πώς ή έκφρασις τοϋ συνεργιώμα- 

τος αύτοΰ ρυθμίζεται άπό τήν παρουσία τής τρυπτοφάνης στό 

ύλικό καλλιέργειας καί ότι ή τρυπτοφανη καταστέλλει τήν σύνθε

ση των ένζύμων τοϋ συνεργιώματος. Κατά τήν ένζυμική καταστο

λή ό ρυθμιστικός γόνος παράγει μία πρωτεΐνη καταστολέα ύπό 

άνενεργό μορφή. Ό  καταστολέας κατόπιν ένώσεως μέ ένα κατα- 

βολίτη πού ονομάζεται συγκαταστολέας (corepressoi) καί πού 

έδώ είναι ή τρυπτοφάνη μεταβάλειτό σχήμα του καί γίνεται έν- 

εργός οπότε μπορεί νά συνδεθή μέ τόν χειριστή καί νά έμποδί- 

ση τήν σύνδεση τής RNA πολυμεράσης (εικόνα ΤΟ).

'Ένας δεύτερος μηχανισμός μέ τόν όποιο ή έκφραση τών γόνων 

τοϋ συνεργιώματος ρυθμίζεται, άνεκαλύφθη τελευταίως άπό τόν 

Yanofsky.. '0 έπιπρόσθετος αύτός μηχανισμός ύπεισέρχεται
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κατά την λήξη τής συνθέσεως τοΰ RNA. Τό σημαντικό εύρημα 
ήτο ότι μεταλλαγές έλλείψεως δεξιά τοΰ χειριστή είχαν σάν 
αποτέλεσμα αύξηση τής συνθέσεως των ένζύμων τοΰ συνεργιώμα- 
τος. 01 έλλείψεις αύτές άφαιροΰσαν μία αλληλοδιαδοχή λή- 
ξεως πού όνομάσθηκε "έκτροχιαστής" (attenuator) καί βρίσκε
ται μέσα σέ μία "όδηγό" αλληλοδιαδοχή (leader sequence) με
ταξύ τοΰ τμήματος τοΰ RNA τοΰ ύποκινητή-χειριστή καί τοΰ 
πρώτου δομικού γονιδίου τοΰ συνεργιώματος (εικόνα IQ. 
Φυσιολογικά τά 90% τών μορίων τής RNA πολυμεράσης πού αρχί
ζουν τήν μεταγραφή στον ύποκινητή τελειώνουν τήν μεταγραφή 
στό σημείο τοΰ "έκτροχιαστή” δίνοντας ένα μικρό RNA 140 νου- 
κλεοτιδίων πού δέν κωδικοποιεί γιά τά ένζυμα τοΰ συνεργιώμα- 
τος. Μόνον 10% τών μορίων τής πολυμεράσης προχωρούν πέραν 
τοΰ έκτροχιαστοΰ γιά νά δώσουν πλήρη άγγελιοφόρα. *0 τερμα
τισμός στόν έκτροχιαστή χρειάζεται τόν παράγοντα λήξεως ρ 
καί ρυθμίζεται άπό τό ύπάρχον ποσόν τρυπτοφάνης. “Οταν τό 
ποσόν τής τρυπτοφάνης είναι χαμηλό τό ποσοστό τών πλήρων 
άγγελιοφόρων αύξάνει. ’Αντίθετα ύψηλά ποσά τρυπτοφάνης έχουν 
σάν άποτέλεσμα πρόωρο τερματισμό τής μεταγραφής. Ό  τρόπος 
μέ τόν όποιον γίνεται αύτό δέν είναι γνωστός άλλά φαίνεται 
ότι υπεισέρχεται ένας συμπληρωματικός ρυθμιστικός παράγων ό 
όποιος ένεργοποιείται όταν τό ποσόν τής τρυπτοφάνης είναι 
χαμηλό καί έπιτρέπει τήν παραγωγή πλήρων άγγελιοφόρων.

9.- Ρύθμισις στό έπίπεδο τής λειτουργίας τών ένζύμων

Ή  ρύθμισις τοΰ μεταβολισμού τοΰ κυττάρου δέν γίνετε μόνον 
στό έπίπεδο τής μεταγραφής τών άγγελιοφόρων μέ τήν έπαγωγή 
ή καταστολή τής συνθέσεώς τους. Ά ς  πάρουμε σάν παράδειγμα 
τήν Ε. coli νά αύξάνετε σέ ένα ύλικό περιέχον γλυκόζη. Έ ά ν  
στό υλικό αύτό προσθέσουμε ίσολευκίνη αμέσως ή σύνθεση τών
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άγγελεοφόρων πού κωδεκοποεοΰν γεά τά ένζυμα πού ύπεεσέρχονταε 
στήν βεοσύνθεση της έσολευκίνης σταματά. Χώρες κανένα άλλο 
μηχανεσμό ρυθμίσεως τά ήδη ύπάρχοντα ένζυμα (πού έχουν καί. με
γάλο χρόνο ήμεσίας ζωής) θά έξακολουθήσουν νά παράγουν εσο- 
λευκενη μέ δεατάραξη τής ένεργεεακής οεκονομεας τοϋ κυττάρου. 
Αύτό δμως δέν σύμβαίνεε δεότε ύψηλά ποσά έσολευκίνης έχουν 
σάν άποτέλεσμα νά άναστέλουν τήν ένεργητεκότητα τοΰ ένζύμου 
πού ύπεεσέρχετε στό πρώτο βήμα τής βεοσυνθέσεως τής έσολευκέ- 
νης άπό τήν θρεονίνη (εεκόνα 11).

εΙκόνα 11
The pathway of isoleucine biosynthesis 
starting from threonine. The dotted colored 
line shows that isoleucine inhibits the en
zyme (theonine deaminase) which trans
forms threonine into a-ketobutyrate.

Threonine

a-Ketobvtyrote

Acetohydroxybutyrate

Dihydroxyisoleucine

«•Ketoisoleuctne

Ή  αναστολή αύτή γενεταε γεατέ ή ίσολευκενη συνδέεταε μέ τό 
ένζυμο άπαμενάση τής θρεονένης. Τό ένζυμο ύ,πό αύτάς τάς συν- 
θήκας δέν μπορεί νά μετατρέψη τήν θρεονίνη σέ α-κετοβουτυρε- 
κό όξύ οπότε παύεε νά λεετουργεε δλόκληρος ό βεοσυνθετεκός 
κύκλος.
Αύτή ή πολύ εεδεκή Αναστολή όνομάζεταε άναδραστεκή αναστολή
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(feedback inhipition) γιατί ή συσσώρευσις τοϋ τελικού προϊ
όντος μιάς μεταβολικής άντιδράσεως άναστέλει τήν παραγωγή 
του.
Τό τελικό προϊόν μιας μεταβολικής όδοΰ διαφέρει χημικώς αρ

κετά άπό τό αρχικό προϊόν γιατί ύφίσταται πολλές μεταβολές 
άπό σειρά ένζύμων. Έτσι τό ένζυμο πού δρά στό πρώτο βήμα 
μιάς σειράς ένζυμικών άντιδράσεων δέν μπορεί νά άναγνωρίσρι 
τό τελικό προϊόν μέ τό ίδιο ένεργό κέντρο πού άναγνωρίζη τό 
πρόδρομό του μόριο. Πράγματι τά ένζυμα αύτά έχουν δύο έν- 
εργά κέντρα ένα γιά την ένζυματική τους δράση στό υπόστρωμα 
καί ένα δεύτερο δπου τό τελικό προϊόν συνδέεται. 'Η σύνδεση 
τού τελικού προϊόντος προκαλεΐ μία μεταβολή στήν τρισδιάστα
το δομή τού ένζύμου μέ μεταβολή τού σχήματος τού ένεργού κέν
τρου ένζυματικής δράσεως. Έτσε τό ένζυμο δέν μπορεί πιά νά 
άναγνωρίση τό ύπόστρωμα καί ή ένζυματική του δράσις άναστέ- 
λεται. Τά ρυθμιστικά αύτά ένζυμα ονομάζονται άλλοστερικά 
(εΙκόνα 12).

εικόνα 12
Schematic view of how the binding of an 
end-product inhibitor inhibits an enzyme 
by causing an allosteric transformation.

Enzyme Substrates

Allosteric

End-product Enzyme Substrates
inhibitor

Enzyme-substrate
complex

Inactive enzyme
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Επειδή ή σύνδεσις μέ τό τελικό προϊόν γίνεται μέ άσθενείς 
δεσμούς Van der Waals, δεσμούς ύδρογόνου κ.λ.π. ή άναδραστι- 
κή άνστολή είναι άντιστρεπτή καί σταματάει όταν ή συγκέντρω- 
σις τοϋ τελικού προϊόντος έλλατώνεται. Έ τσι ή παραγωγή τού 
τελικού προϊόντος ρυθμίζεται στό έπίπεδο τής δράσεως των έν- 
ζύμων.

I

t

*Γ '■>*·»,»

- . ν'.. , :*ύ ^5
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ΓΟΝΙΔΙΩΜΑ ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

Α . ΔΟΜΗ ΤΟΥ ΠΥΡΗΝΑ ΚΑΤΑ ΤΗΝ ΚΕΣΟΦΑΣΗ

1.- Πυρηνική μεμβράνη
'0  πυρήν χών εύκαρυωτικών κυττάρων κατά τήν μεσόφαση περιβάλ
λεται από μία διπλή μεμβράνη ή όποια αποτελεί συνέχεια των 
μεμβρανών τοΰ ένδοπλασματικοϋ δικτύου. Τό τμήμα τής μεμβρά
νης πρός τήν πλευρά τοΰ πυρήνος όνομάζεται έσωτερική πυρηνι
κή μεμβράνη τό τμήμα πρός τό κυτταρόπλασμα έξωτερική πυρηνι
κή μεμβράνη. Τό διάστημα πού σχηματίζεται άπό τις δύο 
μεμβράνες λέγεται περιπυρινικό διάστημα καί συγκοινωνεί μέ 
τά διαστήματα τοΰ ένδοπλασματικοϋ δικτύου (εικόνα 12). Ή  σύστασις τής 
πυρηνικής μεμβράνης περιλαμβάνει δύο άλλα στοιχεία τούς πυρη- 
νικόύς πόρους καί μία πρωτείνική μεμβράνη (lamina) πού είναι 
συγκολημένη στό μέσα μέρος τής έσωτερικής πυρηνικής μεμβράνης. 
Πράγματι έάν έπιδράσουμε σΐό κύτταρο μέ μή ίονικά άπορρυπαντι- 
κά δπως τό tween-100 ή τό ΝΡ40 διαλύουμε τις κυτταρικές λιπο- 
διαλυτές μεμβρ'άνες (έξωτερική μεμβράνη, ένδοπλασματικό δίκτυο, 
έσωτερική καί έξωτερική πυρηνική μεμβράνη) άλλά ό πυρήνας τοΰ 
κυττάρου διατηρείται άνέπαφος. Αύτό όφείλεται στήν ύπαρξη τής 
έσωτερικής πρωτείνικής μεμβράνης πού διατηρείται ύπό αύτές τις 
συνθήκες καί κρατάει τήν μορφή τοΰ πυρήνος ανέπαφη. Ή  μεμ
βράνη αύτή είναι συνδεδεμένη ισχυρά μέ τήν χρωματίνη τοΰ πυ
ρήνος καί φαίνεται πώς ή σύνδεση γίνεται μέ τό DNA. Ά ρ α  καί 
τό DNA των εύκαρυωτικών κυττάρων είναι συνδεδεμένο μέ μεμβρά
νες. Ή  σύσταση τής lamina έχει μελετηθεί καί άποτελείται 
άπό τήν συνένωση τριών κυρίως πρωτεϊνών μέ μοριακά βάρη
70.000, 67.000, 60.000.
Τό άλλο στοιχείο τής πυρηνικής μεμβράνης είναι οί πυρηνικοί 
πόροι. Ή  έσωτερική καί έξωτερική πυρηνική μεμβράνη ένώνο- 
νται μεταξύ τους καί δημιουργούν κατά κανονικά διαστήματα στήν



Αεέκόνα 1 α
Structure de Fenveloppe nuckalre*
a) Portion de noyau dans une cellule acineuse de 
pancreas de souris. Des masses de chromatine Ch sont 
acco!6es a Fenveloppe nucldaire sauf au niveau des 
pores po; nu, nucteole; re, reticulum endoplasmique; 
x 25000 (micrographie Slectronique J. Andr6).
b) Portion d’enveloppe nucldaire dans une cellule 
nkrist̂ matique de racine d’oignon. La membrane 
nucldaire interne mni et la membrane nucl£aire 
exteme mne d̂ hmitent l’espace p6rinud£aire ep. 
Au niveau des pores po est localise un materiel 
dense formant les complexes des pores (filches); 
Ch, chromatine; Hy, hyaloplasme; Np, 
nucldoplasme; x 150 000 (micrographie 
61ectronique W.W. Franke et U. Scheer, 1974).

1 ~β- ►
Structure du pore nockaire.
a) Bloc diagramme montrant un pore nuckaire et 
le complexe qui lui est assod6. La lamina est 
accolde k  la membrane nucl6aire interne; des ribo
somes sont attaches k  la membrane exteme. Le 
complexe du pore est ίοπηέ de sous-unit6s dispo- 
s6es en deux Stages de part et d’autre de Fenve- 
loppe; chaque Stage comporte probablement 4 
sous-unit£s qui sont d6cal6es d’un 6tage k  Fautre.
b) Aspect du complexe du pore en vue frontale. 
Les sous-unit4s forment un anneau : c’est pourquoi 
le complexe du pore est aussi appel6 annulus. Le 
diamfetre exteme du complexe est supgrieur k  celui 
du pore, son diamfctre interne inkrieur k  celui du 
pore. Les ^changes entre le nucteoplasme et le 
hyaloplasme se font k  travels un canal de 100 Λ de 
diam&tre; le matdriel qui cktimite la lumkre du 
canal n’est pas mis en Evidence par les techniques 
actuelles.
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πυρηνική μεμβράνη πόρους. "Ετσι, ό πυρήνας συγκοινωνεί 
δυά τών πόρων αυτών μέ τό πρωτόπλασμα. Στό εσωτερικό κάθε 
πόρου ύπάpχεt ένα δακτυλιοειδές Ολικό κάθετο στό πυρηνικό 
περίβλημα πού διαπερνά τόν πόρο καί προεξέχει στό έσωτερι- 
κό καί τό έξωτερικό τοϋ πυρήνος. Τό δακτυλοειδές αυτό Ολι
κό έχει όκταγωνικό σχήμα καί άποτελείται άπό 8 ύπομονάδες. 
Έτσι οι πυρηνικοί πόροι μικραίνουν σέ διάμετρο καί ό άνοικτός 
αύλός ,τους διά τήν έπικοινωνία πυρήνος καί πρωτοπλάσματος 
είναι τής τάξεως των 10θΧ, (εικόνα 13).
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Ό  αριθμός των πυρηνικών πόρων διαφέρει άπό κύτταρο σέ κύτ
ταρο καθώς καί ατό ίδιο κύτταρο άνάλογα μέ τήν φάση λειτου
ργίας του π.χ. στά κύτταρα Hela κατά τήν διάρκεια τής συνθέ-
σεως τ ο ύ  DNA ό α ρ ι θ μ ό ς  των  πόρων δ ι π λ α σ ι ά ζ ε τ α ι ,  ( ε Ι κ ό ν α  1 4 ) .  
ε ί κ ό ν α  14

diemtrre 
du noyau 

Gun*)

surface da 
ranvsloppt
nudSaira
.(pm2)

nombra da 
pore*., 

par μ ι χ τ  
d’envsfopps

nombra total 
da pores 
par noyau

pourcontag* da la 
surface nudtsire 

occupte 
par das pores

lym phocyte hum ain 5,5 90 3 270 1,4
r·

cellu le  HeLa phase G, 9 250 8 2000 4

cellu le  HeLa fin  de 
phase S 10,5 350 11 4000 5,7

h4patocyte de ra t 10 300 30 9000 15

ovocyte d 'am phib ien 
en fin  de croissance 500 800 000 50 40 m illio n s 25

Οί πόροι έπιτρέπουν τήν διέλευση τών μορίων μεταξύ πυρήνος 
καί πρωτοπλάσματος μέ παθητική διάχυση. Γιά τήν διέλευση
τών μεγάλων μορίων ύπάρχουν πολλά σκοτεινά σημεία. Οί πρω
τεΐνες όπως γνωρίζουμε παράγονται στό πρωτόπλασμα καί μετα- 
φέρονται κατόπιν στόν πυρήνα έφ’δσον είναι πυρηνικές πρωτεΐ
νες πού πέρνουν μέρος στήν σύσταση -τής χρωματίνης ή τοΰ πυ- 
ρηνίσκου. Γιατί οί πρωτεΐνες αύτές κινούνται άπό τό πρωτό
πλασμα στό έσωτερικό τοΰ πυρήνος δέν είναι γνωστό. Φαίνεται 
ότι περιέχουν στήν μοριακή τους δομή ένα "σύνθημα" πού τούς 
έπιτρέπει νά συγκεντρώνονται έκλεκτικά μέσα στόν πυρήνα. 
Πειράματα πού έγιναν σέ ώοκύτταρα μέ μικροενέσεις στό κυττα
ρόπλασμά τους πυρηνικών πρωτεϊνών ίχνηθετιμένων μέ ραδιοϊ- 
σότομα άπέδειξαν τήν μεταφορά τών πρωτεϊνών αύτών στόν πυρή
να. Πρωτεΐνες όπως ή άκτίνη πού βρίσκεται τόσο στόν πυρή
να όσο καί στό πρωτόπλασμα δέν συναθροίζονται έκλεκτικά στόν 
πυρήνα,.(εικόνα 15),
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εΙκόνα 15

♦
I ·

Nucleus

a )  Ή λ εκτρ ο φ ό ρ η σ ι,ς  6ύο 
διαστάσεω ν των π ρω τεϊ
νών το υ  πυρήνος Ω οκυτ
τάρων Xenopus ί.χνηθε-  
τημένω ν μ έ  μεθυο-  
ν ύ ν η ς .

b) Μεταψορά σ τον πυρήνα 
των ί,χνηθετημενω ν πρω
τ ε ϊν ώ ν  πού έύσηχθησαν 
στο κυτταρόπλασμα.

c ) Κυτταρόπλασμα τοΌ υδύου 
κυ ττά ρ ο υ  24̂  δ ρ ες  μ ετά  τή ν  
ένεσ η  των πρω τεϊνώ ν.

ι  .
Acfiit

Cytoplasm

Selective migration of nudear protein*. Two dimensional get analysis nf ** j  mithiomne b 
beteo nuuewputfsuc proteins micro injected into X e n o p u s  obeytes. An autoradiograph of this experiment is sh e ·· 
in Figure 15-5 A. A preparation of*S-X e n o p u s  nudeoplasmic proteins that was injected into o6cytes. Note th e · 
contains act in ard many nuclear proteins. B, The nudear fraction rei soli ted from unlabeled adeytes infected SI 
hours earlier in i: the cytoplasm with th**S proteins shown in A. Note that the nudear proteins re-enter ttwae· 
deus, while ae&r. decreases in relative amount. C, Cytoplasmic fraction from the same microinjected αδeyres. Mar 
that actin is the aust prominent protein, while the nudear proteins are not detectable in the cytoplasm, (from!
M. De Roberts

Τό κύτταρο έχει τήν Ικανότητα νά τοποθετεί ειδικές πρωτεΐνες 
σέ ειδικά διαμερίσματα. Αύτό συμβαίνει σέ πολλές πρωτεΐνες 
δπως αύτές πού βρίσκονται στά μιτοχόνδρια ή τούς χλωροπλάστες 
ή πρωτεΐνες πού πρόκειται νά άπεκριθοΰν. Γιά τις τελευταίες 
γνωρίζουμε τόν μηχανισμό γιατί παράγονται άπό ριβοσωμάτια 
πού είναι ένωμένα μέ τό ένδοπλασματικό δίκτυο καί περιέχουν 
ένα ύδρόφοβο πεπτίδιο πού τις άναγκάζει νά εισέρχονται μέσα 
στήν μεμβράνη τοΰ ένδοπλασματικοΰ δικτύου. Άπό έκεΐ μετά-
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φέρονται έκτός τοΰ κυττάρου άφοΰ τό πεπτίδιο "σινιάλο" ά- 
ποκοπεΐ μέ μία πεπτιδάση.
Ό  μηχανισμός αύτός δέν άφορά τΙς πρωτεΐνες τοΰ πυρήνα 
πού πρέπει, νά περιέχουν κάποιο σινιάλο πού δέν άποκόπτετε. 
"Ενα άλλο πρόβλημα άφορά τήν έξοδο των νουκλεοπρωτεΐνών 
πού παράγονταε στόν πυρήνα καί πρέπει, νά μεταφερθοΰν στό 
πρωτόπλασμα. Συχνά πρόκειται, γιά πολύ μεγάλα μόρια δια
μέτρου 100oS καί έτσι πολύ μεγαλύτερα άπό τούς πυρηνικούς 
πόρους. "Οπως δείχνουν όρισμένες φωτογραφίες στό ηλεκτρο
νικό μικροσκόπιο φαίνεται δτι τά συμπλέγματα αύτά μεταβάτ·. 
λουν σχήμα γιά νά περάσουν άπό τούς πυρηνικούς πόρους. 
(εΙκόνα 16).

εικόνα 16
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Β . ΧΡΩΜΑΤΙΝΗ
1.α.- Δομικά μοριακά συστατικά
Τό DNA τών εύκαρυωτικών κυττάρων δέν είναι γυμνό μέσα στόν 
πυρήνα άλλά ένωμένο μέ πρωτεΐνες γιά νά δώση μία δομή γνω^τ 
στή μέ τό όνομα χρωματίνη. 'Η χρωματίνη παρασκευαζόμενη 
βιοχημμκώς άπό άπομονωμένους πυρήνας σέ ύποτονεκά διαλύμα
τα είναι μία ιξώδης ,ζελατινώδης ούσία πού περιέχει DNA,
RNA βασικές πρωτεΐνες όνομαζόμενες ίστόνες καί άλλες πρω-̂  

τεΐνες περισσότερο όξινες.
Τό περιεχόμενο σέ RNA καί σέ πρωτεΐνες μή ίστόνες διαφέρει 
στά διάφορα παρασκευάσματα χρωματίνης άπό διαφόρους ιστούς 
ή διάφορα είδη κυττάρων, άντίθετα οί ίστόνες καί τό DNA 
βρίσκονται πάντοτε σέ μία σταθερή σχέση μεταξύ τους πού 
είναι περίπου ένα πρός ένα (πίνακας 1).

πίνακας 1

Σύστασις χρωματίνης έπί τής 1 ξηρό βάρος
Συστατικό Σικώτι έπίμυός έμβρυο μπιζελιού

DNA 31 31
RNA 5 17,5

ίστόνες 36 33
Πρωτεΐνες μή ίστόνες 28 18

β.- 0 L ίστόνες
Οί ίστόνες είναι περιορισμένες στόν άριθμό, μόνον 5 τύποι 
ύπάρχουν καί καθεμία βρίσκεται στήν χρωματίνη σέ μεγάλα ποσά. 
Αυτό ύποδηλοί κάποιο δομικό ρόλο. Οί ίστόνες είναι μικρά
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ix6ptα μέ μοριακά βάρη πού κειμένονται άπό 1 1.000 έως 21.000. 
Είναι είδκώς πλούσιες σέ δύο βασικά άμινοξέα στήν λυσίνη 
καί τήν άργινίνη πού μαζί άποτελοΰν περίπου τά 25% της πολυ- 
πεπτιδικης τους άλύσεως.

' Ηλεχτροφ άρησις ίστονώ ν οέ πηκτή άκρυλαμιδ ιίου (είκ<5να 5 )

•  b e
Separation des histones 
Bocttoeomiqoes.
£jectrophor&se d’histones 
extraites de la chromatine de M  
de rat. a) histones du noyau 
nuefeosomique; b) histones 
totales; c) histones du noyau 
nud6osomique converties par le 
dimethyl suberimidate en une 
esphx moltodaire qui migre 
comme un octamin forme par 
deux exemplaires des quatre 
histones nucteosomiques (cliche 
J.O. Thomas et PJ.G. Butler,1977).

01 πέντε Ιστόνες είναι, ή Η2Α, Η3, Η4 πού βρίσκονται
μαζί, στήν χρωματίνη καί ή ίστόνη Η·] πού βρίσκεται χωριστά. 
Τά χαρακτηριστικά των ίστονών φαίνονται στόν παρακάτω πίν 
νακα (πίνακας 2)

Πίνακας 2 ιστόνες θύμου άδένος βοός

h isto ne P .M .
lys ine

p o u rce n ta g e  
m o ia ire  (1)

a rg in in e  
p o u rce n ta g e  
m o ia ire  (1)

acides  a m in e s  
b a s iq u es /ac id es

(21

acides  a m in ts  
h y d ro p h o b e s  

h y d ro p h ile s  (2)

n o m b re  total, 
d 'ac id es  
a m in e s

H1 2 1 .0 00 24,8 2,6 5 ,90 — 216

H 2A 13.960 10,9 9,3 1,50 5 3  42 129

H 2B 13.700 16,0 6,4 1,93 4 4  4 5 125

H3 15.273 9 ,6 13,3 1,65 5 5  4 7 135

H 4 11.236 10,8 13,7 2 ,4 5 3 4  3 8 102

octamfcre

»

hi [:
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01 δ ιάφορες Ιστόνες πλήν τής Ηι έχουν σύσταση άμινοξέων πού 
έλάχιστα διάψέρει μεταξύ των διαφόρων ειδών ζώων καί Φυτών 
π.χ. ή άλληλοδιαδοχή άμινοξέων τής Ιστόνης από έπίμη δια
φέρει μόνο κατά δύο άμινοξέα άπό την Η3 του μπιζελιού.
Αύτή ή διατήρησις τής δομής πού άποτελει χαρακτηριστικό φαι
νόμενο τών πρωτεϊνών αύτών δείχνει πώς κάθε άμινοξύ είναι 
σημαντικό γιά την λειτουργία τής πρωτεΐνης και σημαίνει συγ
χρόνως πώς οΐ Ιστόνες έχουν ένα όμοιο ρόλο σέ όλα τά είδη 
ζώων καί φυτών.
βΗ ιστόνη Η*| παρουσιάζει τήν ιδιαιτερότητα δτι δέν έχει την 
ίδια πρωτοδομή γιά όλα τά είδη καί ή σύστασίς της'έπίσης 
διαφέρει μεταξύ τών διαφόρων Ιστών. Ή  Ιστόνη αύτή όπως εί
παμε δέν βρίσκεται μαζί μέ τίς άλλες στήν χρωματίνη καί είναι 
μάλλον άσθενώς συνδεδεμένη μέ τό DNA.
Ή  μελέτη τής άλληλοδιαδοχής τών άμινοξέων στίς διάφορες 
ιστόνες άπέδειξε δρισμένες Ιδιότητες τού μορίου τους. Εύρέ- 
θη ότι τά βασικά άμινοξέα βρίσκονται κυρίως στά άκρα τής πο- 
λυπεπτιδικής άλύσεως μέ μικρές διαφορές άνάμεσα στίς διάφο
ρες ιστόνες, (εικόνα 18).

εικόνα 18
«) Siquence des 229 addes 
amm ds de Thistone 2A  de thym us 
de veau.
La chains amdcnt dans sa partie 
moyenne d m  regions 
hydrophobes, Pune va de la 
valine 43 4 l’alanine 70; l’autre 
de la valine 100 & la proline 117. 
Noter 6galement le bloc 
oontenant cinq r6sidus basiques 
prts de rextr£mite carboxyhque 
histidine 123-lysine 129. La 
sdrine constituent I’extr4mit4 
aminle est ac£tyl6e. La lysine 5 
est un site d’ac£tylation 
reversible, la serine 19 un site de 
phosphorylation (d’aprds 
P. Sautidre et coll., 1974).

N-Ac-^^G ly-Arfl-G lyJ^yG ln-G lv-G ly-Lvs-Ala-Arg-Ala-lvs-A la-Lvs-Thr-Ang- Ser-

*fî Aro*Ala-Giy-Leu-<5lfVPhe-Pro-Vel-GlY-Arg-Vai-His-Arg-leu-Leu-Af9-Lv*-Gly- 
W  20 30

-A sn-T yr-A la^lo -A rg-fhK g y  A la Oly  A ftlV frT& l  Ttr4jBu^Ua-Ala-VaMjeu-Glii-
40 "  ' 50

Ate Afa Arg-Asp-Asn-Lys-lv*· 
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-Thr-Arq· Be lie  Pro-Arg-Ht»lgu-<jlr>-leu·Ala-0»·Arg-Asn-Asp-Gtu-Olu-Le^hAan- 
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4-v^-L^u-lati-G  ̂ -ly s -O tfT h r  l ^ AlalS hiPĜ ^Ghr· Vaf L au-Pro-Asn-fle-GhvAla-ioo 110
■lfiri4w4ei»4io-Lys-lYS-Thr»Glu-Ser-Hi$-His-LYS-Ala-Lvs-Gly-Lys(OH)
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Αύτό έχεε σάν άποτέλεσμα τήν μή πτύχωση της άλύσεως στά άκ
ρα άμενοτελεκό καί. καρβοξυτελεκό άντεθέτως τό κέντρο τοϋ μο
ρίου είναε ύδρόβοφο καί πτυχούταε γεά νά δωση τη δομή σψαερεκής 
πρωτεΐνης. Τά άκρα πού εεναε ήλεκτροθετεκά είναε έκεενα πού 
άντεδροΰν Ισχυρά μέ τό άρνητεκά φορτεσμένο DNA, (εικόνα 19).

βο. - Χημεκές μεταβολές των ίστονών
01 Ιστόνες ύφεστανταε μετά τήν σύνθεσή τους όρεσμένες χημε
κές μεταβολές τοϋ μορίου τους πού δφείλονταε σέ ένζυματεκές 
άντεδράσεες. 01 μεταβολές αύτές εεναε κυρίως ή άκετυλεωσες, 
ή φωσφορυλεωσες καί ή μεθυλεωσες. Οί μεταβολές αύτές γίνο- 
νταε κυρίως στόν πυρήνα καί εεναε άντεστρεπτές. Ή  άκετυ- 
λίωσες άφορά τις άμενοομάδες τής λυσενης καί ή φωσψορυλίωσες 
ένώνεε μία δμάδα φωσφορεκή στά άμενοξέα σερίνη καί θρεονίνη 
καί τούς προσδίδη όξενο χαρακτήρα. 01 χημεκές αύτές μεταβο
λές γενονταε κυρίως στά άκρα των άλύσεων τών ίστονών πού δέν 
πτυχοΰνταε είναε ήλεκτροθετεκά καί συνδέονταε ισχυρά μέ τό 
DNA (βλέπε εικόνα 19)
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Σάν αποτέλεσμα των χημικών αύτών μεταβολών έχουμε μεταβολές 
στην σχέση τών μορίων τών ίστονών μέ τό DNA άφοϋ αλλάζει τό 
φορτίο τών μορίων τους καί οπωσδήποτε θά έχουμε μεταβολές 
τών δομών τής χρωματίνης πού έχουν σχέση μέ την λειτουργία 
της. Φαίνεται πώς ή άκετυλίωσις έχει σχέση μέ την ένεργό^- 
τητα τής χρωματίνης κατά τά φαινόμενα τής μεταγραφής έπι·* 
τρέπει δηλαδή στήν χρωματίνη νά μεταγράφεται σέ RNA.

γ. - Πρωτεΐνες τής χρωματίνης μή ίστόνες
Οί πρωτεΐνες μή ίστόνες είναι άντικείμενο έντατικής μελέτης 
γιατί θεωρείται δτι μεταξύ τών πρωτεϊνών αύτών βρίσκονται οί 
πρωτεΐνες πού ρυθμίζουν τήν λειτουργία τών εύκαρυωτικών γονι
δίων καί τήν διαφοροποίηση. Οί πρωτεΐνες αύτές είναι πολύ 
έτερογενείς περιλλαμβάνουν άρκετές έκατοντάδες μόρια καί δια
φέρουν στούς διάφορους ιστούς. Ή  διαίρεσίς τους σέ κατηγο
ρίες είναι άρκετά δύσκολη γιατί όλίγα γνωρίζουμε σήμερα γι- 
αύτές. Πάντως στήν κατηγορία αύτή άνήκουν:
1) Οί πρωτεΐνες πού υπεισέρχονται στήν άρχιτεκτονική δομή 

τών χρωματοσωμάτων.
2) Οί πρωτεΐνες τοϋ αναδιπλασιασμού τού DNA.
3) Οί πρωτεΐνες πού άφοροΰν τήν μεταγραφή μεταξύ τών όποιων 

θά πρέπει νά βρίσκονται καί οί ρυθμιστικές πρωτεΐνες γιά 
τήν ένεργοποίηση ειδικών γονιδίων.

2. - Τρισδιάστατος δομή τής χρωματίνης
Ή  ύπαρξις μιας συμμετρικής όργανώσεως τής χρωματίνης σέ ύπο- 
μονάδες πού έπαναλαμβάνονται προήλθε άπό βιοφυσικές καί βιο
χημικές μελέτες καί άπό παρατηρήσεις στό ήλεκτρονικό μικρο
σκόπιο. Ά π ό  τό 1959 τά διαγράμματα διαθλάσεως τών άκτινών 
X δείχνουν μία περιοδικότητα τών νημάτων τής χρωματίνης πού
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έπαναλαμβάνεται κάθε 1Onm περίπου.
'Η δεύτερη προσέγγισις τοΰ προβλήματος έγινε μέ βιοχημικές 
μεθόδους πού στηρίζονται στην ένζυματική πέψη τής χρωματί
νης άπό διάφορες νουκλεάσες.
Παρετηρήθη δτι έπίδρασις τής δεσοξυριβονουκλεάσης τού σταφυ
λοκόκκου έπί τής χρωματίνης έχει σάν άποτέλεσμα τήν μερική 
καταστροφή τοΰ DNA πού κόβετε σέ κομμάτια 200 ζευγών βάσεων 
ή πολλαπλάσια τοΰ άριθμοΰ αύτοΰ. Αύτό όφείλετε στό δτι ή 
χρωματίνη είναι όργανωμένη σέ σωματίδια άποτελούμενα άπό 
DNA καί ίστόνες πού έμποδίζουν τήν πλήρη πέψη τοΰ DNA άπό 
τήν νουκλεάση. Έ ά ν  μετά τήν πέψη μέ τό ένζυμο φυγοκεντρί- 
σουμε τήν χρωματίνη σέ κλίση πυκνότητος σακχαρόζης θά πάρου
με ένα διάγραμμα οπτικής πυκνόητος μέ πολλές κορυφές πού θά 
άντιστοιχοΰν σέ μονομερή καί πολυμερή των σωματιδίων τής χρω
ματίνης, (εικόνα 20 α).
Έ ά ν  τώρα άπό τά διάφορα κλάσματα τής χρωματίνης άπομονώσου- 
με τό DNA καί τό ήλεκροφορήσουμε σέ πηκτή άγαρόζης θά πάρου
με ζώνες DNA πού θά άντιστοιχοΰν σέ κομμάτια 200 βάσεων καί 
πολλαπλάσια αύτών (εικόνα 2 0 β).

2 03
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Παρατήρησές στό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο τών σωματιδίων πού 
έλευθερώνονται κατόπιν δράσεως τών νουκλεασών (εικόνα 20γ).

εικόνα 20γ

Τέλος παρατήρησις της χρωματίνης στό ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 
άπό σπασμένους πυρήνες σέ χαμηλής ίονικής δύναμης διαλύμματα 
6είχνη τήν ύπαρξη σωματιδίων 10θ8 πού βρίσκονται κανονικά 
διατεταγμένα κατά μήκος τών ίνών τού DNA (εικόνα 21)

εικόνα 21
S tructures nuci^osom iques d ’uu 
noyau d E ry th ro c y te  de pou le t.
Fibre nucMosomique form£e par 
un « collier » de particules de 100 A 
de diam^tre, reliees par des 
filaments de 140 A de longueur; 
coloration negative a J'ac^tate 
d’uranyle. x 500 000 
(micrographie ^lectronique D.E. 
Olins et A.L. Olins, 1978).
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Στηριζόμενος στά δεδομένα αύτά καί έπειδή οί διάφορες ίστό- 
νες βρίσκονται στό DNA σέ ίσα ποσά καί μάλιστα 2 μόρια άπό 
τήν κάθε μία ίστόνη (έκτός της Η·|) γιά κάθε 200 βάσεις τοϋ 
DNA. '0 R. Kornberg έπρότεινε τό 1974 ένα μοντέλο τοϋ νου- 
κλεοσωματίου στό όποιο οί τέσσερις ίστόνες ί^Α, Η 2Β, Η3 καί 
Η4 είναι διατεταγμένες σέ ένα όκταμερές περιέχον 2 μόρια άπό 
κάθε ίστόνη. Τό όκταμερές αύτό σωματίδιο έπαναλαμβάνετε κά
θε 200 βάσεις τοϋ DNA.
Οί ίστόνες τοϋ όκταμερούς σωματιδίου είναι σέ στενή έπαφή μέ 
τό DNA τό όποιο περιελύσεται στήν έξω πλευρά τοϋ νουκλεοσω- 
ματίου (εικόνα 22)

α) BEADED STRING

b) lOnm FIBER
rear view front view

εικόνα 22
—  A model showing the two possible appearances of chromatin under the electron microscope.

The nudeosome is represented by tennis balls, and the DNA, by plastic tubing. It is important to note that the 
DNA is wound on the ou ts id e  of the nudeosome. A, The beads-on-a-string configuration that results from the on* 
winding of part of the DNA during sample preparation. 0, The 10 nm fiber, in which nudeosomes are in dose con
tact and is the natural configuration of chromatin. (Courtesy of A. Worcd, from C old  S p r in g  Herder S y m p . Q uant. 
B io l .  4 2 3 13.1977.)
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Ή  μορφή καμβολογίου δέν είναι ή πραγματική δομή τής χρωμα
τίνης άλλά όφείλεται στήν παρασκευή τοϋ δείγματος τής χρω
ματίνης γιά τήν παρατήρηση στό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο καί 
έχει σάν άποτέλεσμα τήν άποκόληση τής ίστόνης Η·| άπό τήν 
χρωματίνη. Ή  ίστόνη δπως είπαμε δέν περιλαμβάνεται στήν 
δομή τοϋ νουκλεοσωματίου άλλά ένώνετε μέ τό DNA μεταξύ τών 
διαδοχικών νουκλεοσωματίων. Μέ πιό προσεκτική παρασκευή τής 
χρωματίνης τά νουκλεοσωμάτια φαίνονται κολλημένα τό ένα στό 
άλλο δίνοντας ένα ίνίδιο ίστονών - DNA διαμέτρου 10nm.

Τό ινίδιο τών 1Onm άντιπροσωπεύει έπομένως τό πρώτο έπίπεδο 
όργανώσεως τής χρωματίνης.

Τό νουκλεοσωμάτιο άποτελεϊται άπό δύο τόπους, τόν πυρήνα πού 
φέρει τίς τέσσερεις ίστόνες σέ ζεύγη καί τήν γέφυρα τοϋ DNA 
πού ένωνει μεταξύ τους τά διάφορα νουκλεοσωμάτια. Κατά τήν 
πέψη μέ τό ένζυμο μικροκοκκική νουκλεάση (ή ϋΝαση τοϋ σταφυ
λοκόκκου) τό DNA κόβετε μεταξύ τών νουκλεοσωματίων όπου είναι 
γυμνό άπό ίστόνες (γέφυρα).
Μέ πιό έκτεταμένη έπίδραση τοϋ ένζύμου έχουμε μεγαλύτερη ά- 
ποικοδόμηση τού DNA πέραν τών τμημάτων τών 200 ζευγών βάσεων. 
Ή  πέψις μέ τό ένζυμο πάντως σταματάει σέ κομμάτια 140 βά
σεων πού μαζί μέ τίς 4 ίστόνες άποτελοΰν τό πραγματικό πυ
ρήνα τοϋ νουκλεοσωματίου. 'Υπάρχουν διαφορές στό ολικό πο
σό DNA άνά νουκλεοσωμάτιο άνάμεσα στά διάφορα είδη ζώων καί 
φυτών άλλά καί άνάμεσα στούς διαφόρους ιστούς ένός καί τοϋ 
αύτοϋ είδους. Οί διαφορές αύτές δμως άφοροϋν πάντοτε τό 
DNA μεταξύ νουκλεοσωματίων καί ποτέ τό DNA τοϋ πυρήνος τών 
νουκλεοσωματίων τό όποιο πάντοτε περιέχει 140 ζεύγη βάσεων 
(πίνακας 3).
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πίνακας 3

Longueur de f’ADN des 
nucKosomes de quekjues types 
ceDulaires·

AON
du

nudEosome

AON
du noyau 

nudEosomique

AON das liens 
i ntemudEosomiques

A s p e rg illu s 154 140 14
cellules HeLa 188 140 48
neurones du 

cortex de lapm 182 140 22
cellu les g lia les 

du cortex de lap in 197 140 57
cellu les de 

I'ov iducte  de poule 196 140 56
Erythrocytes de poule 212 140 72
spermatozoTdes d 'ou rs in 241 140 101

Αύτό φαίνεται, νά όφείλεται στήν ίστόνη Η 1 καί στις διαφορές 
της μεταξύ διαφόρων ειδών καί διαφόρων ιστών καθώς καί στίς 
ίστόνες Η2Α καί Η2Β πού έρχονται έπίσης σέ σχέση μέ τήν γέ
φυρα τοΰ DNA μεταξύ των νουκλεοσωματίων.
Τό DNA στά νουκλεοσωμάτια πού φτιάχνουν τό νημάτιο των 1Onm 
είναι περίπου 6-7 φορές περισσότερο συνεπτυγμένο άπό ότι 
στήν έλευθέρα αλυσό του (χωρίς πρωτεΐνες). Αύτό έξάγεται 
άπό τό δτι οι 200 βάσεις τού DNA έχουν μήκος 680& ένώ τό 
μήκος τοΰ νουκλεοσωματίου είναι 10θ8. . Ή  σύμπτυξη αύτή τοΰ 
DNA στήν χρωματίνη δέν άποτελεί πάντως τήν μόνη όργάνωση 
πού παρατηρούμε εάν λάβουμε ύπ’δψιν δ τ ι στά μεταφασικά χρω
ματοσώματα φτάνουμε σέ ένα βαθμό συμπτύξεως 1000 φορές ά- 
νώτερο.
Ή  όργάνωσις τής χρωματίνης σέ νημάτια τών 1Onm δέν είναι 
ή μόνη. Μελέτη στό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο - νηματίων χρω
ματίνης προερχομένων άπό ξεδίπλωμα μεταφασικών χρωματοσωμά
των άλλά καί άπό πυρήνες στήν μεσόφαση προερχόμενους άπό 
κύτταρα μέ πολύ άνενεργό χρωματίνη δπως τά έρυθροκύτταρα 
τής κόττας (πού είναι έμπύρηνα) άπέδειξαν τήν ύπαρξη ένός 
παχύτερου ινιδίου 20-30nm πού άντιπροσωπεύει φαίνεται τήν 
δομή τής άνενεργούς χρωματίνης.
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Τά νημάτια των 20-30nm προέρχονται άπό μία μεγαλύτερη πτύχω
ση τού άρχτκοΰ νηματίου τών 1Onm ύπό μορφήν ένός σωληνοεεδοΰς 
πού έχει περίπου 6 νουκλεοσωμάτία άνά περιστροφή έλυκος. 
(εικόνα 23,24)

-------- 250*300 A  — —

V ·.#
'  . · '  1 CΙ ι  *Ν

.Sw to  iTnrpniiUlwi de I · fibre cfcrooMaoadque dt 290 4 30Q A.
a) M o d iU  so U n o id e  (Finch «  KJug). Le nuddoAUmcnt cs( enroute co one hdlice doat le pas est de HO A 
ex le diamttrc eftdrieur de 230 4 300 A. Cheque tour de ce soUnolde oontiem 6 4 8 oudiosones.
b) M o d iU  t n  tu p e r b o u le i (Hoser). Dans cene interpretation le fibre.de 250*300 A scrait oonstitu6e par le 
tuxtaposibon de segments de nucteofilamcM comprenant 10*12 nucMosomes et organises en masses 
tphenques . let superboules.
Dans ces modeles Γhistone H I participe au comrdle ou 4 la stabilisation de ragencetnent du 
nucICofUament.

- · ·  - Chromatin
Irom chicken erythrocyte nuclei, 
negative staining. A, the chroma
tin has stretched during spread
ing. and the nudeosomes can be 
seen as beads on a string of DNA 
x 500.000. B, the structure of the 
20 to 30 nm fiber has been pre
served, and the nudeosomes can 
be visualized closely packed 
within it. x 250,000. (Courtesy oi 
A. t .  Olins.)
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Τά τμήματα των χρωματοσωμάτων πού παραμένουν σέ συμπαγή μορ
φή είναι κυρίως τά κεντρομέρη άλλά καί τά τελομέρη καθώς καί 
ένδιάμεσα‘ μέρη των χρωματοσωμάτων. Πολλές φορές καί όλόκλη- 
ρα χρωματοσώματα μπορεί νά παραμείνουν στήν μεσόφαση υπό συ
μπαγή μορφή καί αύτό συμβαίνει στά φυλετικά χρωμοσώματα. 
Γενικώς θεωρείται δτι ή έτεροχρωματίνη είναι άνενεργός δσον 
άφορά τήν σύνθεση RNA καί άρα τά γονίδιά της δέν έκφράζονται.' 
Αύτό δέν οφείλεται στό δτι οί ίστόνες άποτελοΰν αναστολείς τής 
έκφράσεως τών γονιδίων μάλλον ή συμπύκνωση τής χρωματίνης εί
ναι έκείνη πού προκαλεί τήν άναστολή τής έκφράσεως τών γονι
δίων. "Ενα γενετικό παράδειγμα τής άνενεργίας τής χρωματίνης 
δταν βρίσκεται ύπό μορφή έτεροχρωματίνης είναι ή άνενεργοποίη- 
ση τοϋ ένός X χρωματοσώματος στά θηλυκά άτομα καί ό σχηματι
σμός τού σωματιδίου Barr. Τά γονίδια τοΰ χρωματοσώματος αύτοϋ 
δέν λειτουργούν.
Διακρίνουμε δύο είδη έτεροχρωματίνης τήν θεμελιώδη (constitutive) 
καί τήν περιστασιακά έκφραζόμενη (facultative) καί οί δύο αύ- 
τές έτεροχρωματίνες είναι μορφολογικά όμοιες καί άνενεργεΐς 
ή διαφορά τους έγκειται στό δτι ή' περιστασιακά έκφραζόμενη 
άλλοτε συμπεριφέρεται σάν θεμελιώδης καί άλλοτε σάν εύχρωμα- 
τίνη. "Ετσι δέν είναι άνενερνής σέ δλα τά κύτταρα ένός 
οργανισμού ούτε σέ δλα τά στάδια άναπτύξεως. Ή  θεμελιώδης 
έτεροχρωματίνη άντίθετα βρίσκεται σ ’αύτήν τήν μορφή συνεχώς 
σέ δλα χαά κύτταρα άποτελεϊ δέ τόν πιό συχνό τύπο έτε
ροχρωματίνης. Κυρίως άφορά τάκεντρομερή τών χρωματοσωμάτων 
πού παραμένουν συμπεπυκνωμένα κατά τήν μεσόφαση καί όπως θά 
δούμε σέ άλλο κεφάλαιο περιέχει έπαναλαμβανόμενες άλληλοδια- 
δοχές DNA.
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3.- Δεδομένα γιά τήν λειτουργία τής χρωματίνης κατά 
τήν μεταγραφή

"Ενα ένδιαφέρον έρώτημα είναι, τό πώς μεταγράφεται ή χρωματί
νη. Δηλαδή τό DNA παραμένει ένωμένο μέ τό νουκλεοσωμάτιο 
κατά τήν διάρκεια τής μεταγραφής; Στό έρώτημα αύτό δέν ύπ-" 
άρχει άκόμη όλοκληρωμένη, καί σαφής άπάντησις. 'Η έρευνα 
δμως έπί τοϋ προβλήματος αύτοΰ έχει δώση όρισμένες ένδιαφέ* 
ρουσες πληροφορίες.
Δύο κυρίως έρευνητικές προσεγγίσεις γιά τήν μελέτη τοϋ προ
βλήματος υπάρχουν 1/ Ή  μελέτη τής μεταγραφομένης χρωματίνης 
διά τοϋ ήλεκτονικοϋ μικροσκοπίου 2/ Ή  βιοχημική μελέτη τής 
μεταγραφομένης χρωματίνης διά τής χρησιμοποιήσεως DNA νου- : 
κλεασών.
Α. Ή  μελέτη μέ τό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο στηρίζεται κυρίως 
στήν τεχνική τοϋ 0. Miller κατά τήν όποια μεμονομένοι πυρήνες 
κυττάρων διαρίγνυνται διά τής χρησιμοποιήσεως λίαν υποτονικών 
διαλυμμάτων καί παρουσία άπορρυπαντικών ουσιών καί τό περι
εχόμενό τους φυγοκεντρείται κατ’εύθείας έπί τοϋ πλέγματος 
πού χρησιμοποιείται γιά τήν παρατήρηση στό ήλεκτρονικό μικρο
σκόπιο. 'Υπό τάς συνθήκας αύτάς ή χρωματίνη έξαπλοΰται στό 
μεταλλικό πλέγμα τόΰ ήλεκτρονικοϋ μικροσκοπίου καί ψάχνουμε 
νά βρούμε νήματα χρωματίνης μέ πλαγίους άλύσεις νεοσυνθετομέ- 
νου RNA. 0L παρατηρήσεις έγιναν τόσο σέ μεταγραφομένους γό
νους ριβοσωματικοϋ DNA όσον καί μή ριβοσωματικοϋ DNA.
Τά άποτελέσματα μέ τήν μέθοδο αυτή δείχνουν όρισμένες διαφο
ρές μεταξύ ριβοσωματικών καί μή ριβοσωματικών γονιδίων.
Στά ριβοσωματικά γονίδια γόνοι πού παράγουν πολύ ένεργά RNA 
(αύτό φαίνεται άπό τήν πυκνότητα τών πλαγίων άλύσεων τοϋ 
νεοσύνθετομένου RNA άνά μονάδα μήκους DNA) δέν περιέχουν
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νονκλεοσωμάτυα. Τά μή ριβοσωματικά γονίδια (ή μελέτη έγινε 
κυρίως στά γιγαντιαία χρωματοσώματα τής δροσόφιλας) άν μέν 
παράγουν πολύ ένεργά RNA δέν βλέπουμε στο ήλεκτρονικό μι-» 
κροσκόπιο τυπικά νουκλεοσωμάτια άν ό γόνος δέν είναι πολύ 
ένεργός στήν σύνθεση RNA τότε βλέπουμε όλίγα νουκλεοσωμάτια. 
Σέ δλες τίς περιπτώσεις ύπάρχει μια έπιμύκυνση τοΰ νηματίου 
τής χρωματίνης στούς ένεργούς σέ μεταγραφή γόνους. Πράγμα
τι γνωρίζουμε δτι ή συμπύκνωσις τοΰ DNA λόγω περιελύξεως 
του στά νουκλεοσωμάτ ια είναι περίπου 5 πρός 1 σέ σχέση μέ τό γυμνό 
DNA. Ή  συμπύκνωσις αυτή κατόπιν μελέτης στό ήλεκτρονικό 
μικροσκόπιο είναι περίπου 1,5-2.
Τά άποτελέσματα αύτά δέν σημαίνουν δτι τά νουκλεοσωμάτια 
λείπουν άπό τήν χρωματίνη πού μεταγράφεται είναιδυνατόν οι 
ίστόνες νά έχουν άλλάξη δομή καί νά μήν φαίνονται ύπό τήν 
μορφή τών νουκλεοσωμάτίων. Πράγματι μέ άνοσοχημικές τεχνι
κές μπορούμε νά βρούμε ίστόνες στήν μεταγραφομένη χρωματίνη. 
Μία άλλη πιθανότης είναι δτι τά άλλοιωμένα νουκλεοσωμάτια τής 
μεταγραφομένης χρωματίνης ύπό τάς συνθήκας μελέτης στό ήλε
κτρονικό μικροσκόπιο δηλαδή χαμηλή' ίονική δύναμη διαλυμάτων 
καί χρήσις άπορρυπαντικών, έχουν έγκαταληίψη τό μεταγραφόμε
νο DNA χωρίς αύτό νά σημαίνει δτι τό ίδιο πράγμα συμβαίνει 
καί in vivo.
Β. Ή  βιοχημική μελέτη τής μεταγραφομένης χρωματίνης πού έ
γινε μέ τήν μελέτη τής έπεδράσεως διαφόρων DNA νουκλεασών 
έδωσε σχετικά διαφορετικά καί πιό σαφή άποτελέσματα. 
θά άναφερθοϋμε κυρίως στά πειράματα μέ τήν ΏΝάση τοΰ σταφυ
λοκόκκου καθώς καί τήν παγκρεατική DNAan I.
’Αναφέραμε προηγουμένως πώς ή ϋΝάση τοΰ σταφυλοκόκκου δταν 
έπιδράση έπί τής χρωματίνης κόβη τό DNA σέ κομμάτια 200 ζευ
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γών βάσεων καί. έλευθερώνει μονομερή νουκλεοσωμάτια. Περαι
τέρω δράσις τοΰ ένζύμου έχει σάν άποτέλεσμα τό κόψιμο τοϋ 
DNA σέ κομμάτυα 140 bp πού είναι τό DNA πού έλίσεται στό 
νουκλεοσωμάτιο. Τό ένζυμο αύτό είπαμε ότι επιδρά στίς γέφυρες 
τοΰ γυμνού DNA πού ένωνει μεταξύ τους τά νουκλεοσωμάτια.
Ή  μελέτη της δράσεως τοΰ ένζύμου αύτοΰ στά έρυθροκύτταρα 
πτηνών πού παράγουν αιμοσφαιρίνη έχει σάν άποτέλεσμα τήν α
πελευθέρωση μονομερών νουκλεοσωμάτίων μέ σταθερά καθιζήσεως 
11S πού περιέχουν κομμάτια DNA 200 pb.
Μεταξύ των κομματιών αύτών εύρέθηκε DNA πού αντιστοιχεί στόν 
γόνο τής αίμοσφαιρίνης. Τά ίδια άποτελέσματα παίρνουμε έάν 
μελετήσουμε ένα άλλο γονίδιο πού παράγει ώολευκοματίνη καί 
είναι ένεργό σέ άντίστοιχο ιστό τών πτηνών (ώαγωγύς).
Τά άποτελέσματα αύτά δείχνουν ότι τά νουκλεοσωμάτια ύφίστα- 
νται καί στά γονίδια έκείνα πού είναι ένεργά γιά μεταγραφή 
καί έπομένως ότι ή ένεργός χρωματίνη διατηρεί τήν οργάνωση 
σέ νουκλεοσωμάτια.
Ή  ΰΝΑση I σέ άντίθεση μέ τήν σταφυλοκοκκική νουκλράση 
έπιδρά τόσο στό DNA τής γέφυρας όσο καί στό DNA πού προστα
τεύεται άπό τά νουκλεοσωμάτ ια καί τό κόβη σέ κομμάτιαι.τών'. 10bp. 
Έ ά ν  μελετήσουμε τήν δράση τοΰ ένζύμου αύτοΰ στούς ίδιους μέ 
παραπάνω ιστούς (έρυθροκύτταρα ώαγιογούς) γιά νά δούμε τήν 
δράση του πάνω στά ένεργά γονίδια τής αιμοσφαιρίνης καί ώολευ- 
κωματίνης βρίσκουμε πώς τό ένζυμο καταστρέφη κατά προτίμηση 
τά ένεργά αύτά γονίδια σέ σχέση μέ τήν όλική μή ένεργό χρω
ματίνη.
Ά π ό  τά δύο αύτά άποτελέσματα φαίνεται λοιπόν ότι ναι μέν ύπ- 
άρχουν νουκλεοσωμάτια στήν μεταγραφομένη χρωματίνη άλλά τά 
νουκλεοσωμάτια αύτά έχουν μία διαφορετική πιό "άνοιχτή" δομή



πού καθιστά πιό εύάλωτο τό DNA στις νουκλεάσες. Ή  εύαισθη- 
σία αύτή τοϋ DNA τών μεταγραφομένων γονιδίων είναι ανεξάρτη
τος τού φαινομένου τής μεταγραφής αύτοϋ καθ’έαυτοϋ. Δέν ο
φείλεται δηλαδή στήν παρουσία τών μορίων τής RNA πολυμεράσης 
πάνω στό DNA τών γονιδίων.
Πράγματι μελέτη διαφοροποιημένων Ιστών άπέδειξε πώς δλα τά 
γονίδια πού είναι ειδικά γιά τόν ιστό αύτό είτε μεταγράφονται 
είτε όχι είναι ευαίσθητα στήν DNase I. Έρυθροκύτταρα έμβρύου 
κόττας 18 ήμερών πού δέν συνθέτουν αιμοσφαιρίνη καί κύτταρα 
άπό τούς ωαγωγούς κόττας δταν δέν έπιδροϋν τά οίστογόνα καί 
έπομένως οί γόνοι ώολευκωματίνης δέν μεταγράφονται έχουν τά 
γονίδια αιμοσφαιρίνης καί ώολευκωματίνης σέ κατάσταση εύαισθη- 
σίας στήν DNase I.
Αύτό σημαίνει πώς ύπάρχει μία ειδική όργάνωση γιά τήν χρωμα
τίνη τών γονιδίων πού άντιστοιχει σέ ένα "πρόγραμμα μεταγρα
φής" δπως αύτό ύπάρχει στούς διαφοροποιημένους ιστούς άνεξάρ- 
τητα τοΰ άν οί γόνοι αύτοί μεταγράφονται ή δχι.
Ή  φύσις τοΰ φαινομένου αύτοΰ είναι μεγάλης σημασίας γιά τήν 
μελέτη τής κυτταρικής διαφοροποιήσεως καί οί έρευνες σ ’αύτόν 
τόν τομέα δείχνουν πώς τόσο οί ίστόνες δσο καί οί πρωτεΐνες 
μή ίστόνες ύπεισέρχονται στήν λειτουργική όργάνωση τής χρωμα
τίνης.
Ά π ό  τις χημικές μεταβολές πού ύφίστανται οί ίστόνες ή μεθυ- 
λίωσις καί φωσφορυλίωσις δέν φαίνεται νά έχουν σχέση μέ τήν 
μεταγραφή άντίθετα υπάρχουν πολλές ένδείξεις δτι ή άκετυλίω- 
σις τών ίστονών είναι ένα φαινόμενο πού προηγείται τής μετα
γραφής.
Λεμφοκύτταρα στά όποια έχουν έπιδράση μιτογόνα δπως ή φυτο- 
αιμαγλουτινίνη καί κονκαναβαλίνη παρουσιάζουν πρώτα αύξηση
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τής άκετυλιώσεως των ίστονών καί κατόπιν 
σεως τοϋ RNA.

αύξηση της συνθέ-

Τ6 φαινόμενο της άκετυλιώσεως είναι άμφίδρομο (άκετυλίωσις
---->· άποακετυλίωσις) καί πολύ ταχύ 1-2 λεπτά. Εύρέθη ότι
μία ούσία τό βουτυρικό νάτριο ένα λιπαρό όξύ άναστέλει τήν 
άποακετυλίωση τών ίστονών 3 καί 4 στις φυσιολογικές θέσεις 
άκετυλιώσεώς τους καί έτσι οΐ ίστόνες αύτές μετά τήν δράση 
της ούσίας βρίσκονται ύπερακετυλιομένες.
’Εάν έπιδράσουμε σέ κύτταρα μέ βουτυρικό νάτριο καί ύπερα- 
κετυλιώσσυμε τις ίστόνες 3 καί 4 μελετήσουμε δέ κατόπι τήν 
εύαισθησία της χρωματίνης στήν νουκλεολιτική δράση της DNase I 
βρίσκουμε ότι ή εύαισθησία αύτή έχει αύξηθή περίπου 10 φορές. 
’Επίσης ή νουκλεάση τοϋ σταφυλοκόκκου κόβη τό DNA στήν ύπε- 
ρακετυλιαμένη χρωματίνη καί τήν φυσιολογική χρωματίνη μέ τήν— 
ίά*α «ΰαιττθησία άλλά άποσπά κατά προτίμηση ύπερακετυλιωμένα 
νουκλεοσωμάτια. 'Υπάρχει έπομένως μία συσχέτηση μεταξύ άκε
τυλιώσεως τών ίστονών καί μεταγραφής άφοϋ καί στις δύο αύτές 
καταστάσεις έχουμε ύπερευαισθησία στις νουκλεάσες.
Ή  ύπερακετυλίωσις τών ίστονών άλλάζοντας τις σχέσεις ίστό- 
νης - DNA μπορεί νά προσδίδη στά νουκλεοσωμάτια μία άλλη ορ
γάνωση όμοια μέ έκείνη τής μεταγραφομένης χρωματίνης.
Μεταξύ τών πρωτεϊνών μή ίστονών τής χρωματίνης (NHP=non hi
stone proteins) ύπάρχει μία δμάδα πού άναφέρεται ώς HMG Chigh 
mobilty group proteins) καί ή όποια περιλαμβάνει πρωτεΐνες 
τής χρωματίνης πού έκλούονται μέ 5% ύπερχλωρικό όξύ ή 0,35Μ 
NaCl. Οί πρωτεΐνες αύτές έχουν μοριακό βάρος περίπου 30.000 
καί περιέχουν 25% βασικά καί 30% όξινα άμινοξέα. Πέντε τέ
τοιες πρωτεΐνες μελετήθηκαν κυρίως καί είναι οί HMG 1, 2,
14, 17 καί 20.
Οί πρωτεΐνες αύτές όπως οί ίστόνες δέν φέρουν μία ειδικότητα
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είδους οΰτε ειδικότητα Ιστού καί. άρα όπως οΐ Ιστόνες θά πρέ
πει. νά έχουν μ Lav δομική λειτουργία στην χρωματίνη. Πάντως 
έπειδή τό ποσό τους εΐ-vac μικρό έπεται δτι δέν μπορούν νά 
είναι παρούσες παρά μόνον στό 101 των νουκλεοσωματίων.
Είναι δυνατόν έπομένως νά έχουν κάποιο δομικό ρόλο γιά μία 
ειδική ύποομάδα νουκλεοσωματίων δπως π.χ. αύτών πού ένεργώς 
παράγουν RNA. Τά κάτωθι πειράματα τής όμάδος τού Weintraub 
άφορούν αύτήν τήν όμάδα πρωτεϊνών.
’Εάν άφαιρέσουμε άπό τά έρυθροκύτταρα κατόπιν έκπλήσεως της χρωμα
τίνης μέ 0,35Μ NaCl τις πρωτεΐνες αυτές οί γόνοι τής α ί μ ο «  

σφαιρίνης χάνουν τήν ύπερευαισθησία τους στήν DNase I.
’Εάν ξαναπροσθέσουμε στήν χρωματίνη αύτή τό έκπλυμα τών 0,35Μ 
NaCl τότε ή ύπερευαισθησία έπανέρχεται. Τό έκπλυμα χρωματί
νης άπό κύτταρα έγκεφάλου δπου οί γόνοι αιμοσφαιρίνης δέν 
είναι ένεργεΐς, έπίσης άποκαθιστά τήν ύπερευαισθησία τών γόνων 
αιμοσφαιρίνης έρυθροκυττάρων στήν DNase I.
Τό αντίστροφο δμως πείραμα δηλαδή ή προσθήκη έκπλήματος 0,35Μ 
NaCl άπό χρωματίνη έρυθροκυττάρων στά κύτταρα έγκεφάλου δέν έπά- 
γει τήν εύαισθησία τών γόνων αιμοσφαιρίνης στά κύτταρα αύτά. 
Συμπεραίνουμε δτι οί πρωτεΐνες τού έκπλύματος (κυρίως HMG 
14 καί 17) 1ον) δέν έχουν ειδικότητα ιστού 2ον) δέν έχουν ικα
νότητα άναγνωρίσεως ειδικών γόνων στό DNA γιατί τότε τό έκλυ- 
μα έρυθροκυττάρων θά έπρεπε νά αύξήση τήν εύαισθησία τού γό
νου αιμοσφαιρίνης στά κύτταρα έγκεφάλου.
"Αρα φαίνεται δτι οί έν ένεργεία γόνοι περιέχουν άλλα στοιχεία 
(πρωτεΐνες) πού άναγνωρίζονται άπό τις HMG καί τούς προσδίδουν 
ειδικότητα γιά νά προκαλέσουν τήν μετατροπή στήν οργάνωση τής 
χρωματίνης ένός γονιδίου.
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Γ. DNA

Τό DNA είναι τό κυριότερο μεγαλομόρεο τοϋ πυρήνος των εύκα- 
ρυωτικών κυττάρων καί των χρωματοσωμάτων καί άποτελεΐ τήν πα
ρακαταθήκη τής γενετικής πληρο(ρορίας τοϋ κυττάρου. ’Αποτελ 
λεί τό κυρτότερο συστατικό τοϋ πυρήνος τόσο άπό δομική δσο 
καί άπό λειτουργική σκοπιά.

1.- Ποσόν άνά κύτταρο καί μέγεθος τών μορίων τοϋ DNA 
Τό ποσόν τοϋ DNA στόν πυρήνα τών κυττάρων είναι διαφορετικό 
στά διάφορα είδη ζώων καί φυτών άλλά πάντοτε τό 'ίδιο γιά τά 
διάφορα είδη κυττάρων ένός καί τοϋ αύτοϋ όργανισμοϋ.
Ή  σταθερότης αύτή τοϋ ποσοϋ τοϋ DNA στά διάφορα κύτταρα 
ένός όργανισμοϋ ύπέδειξε τόν γενετικό ρόλο τοϋ DNA καθώς καί 
τό δτι ή διαφοροποίησις τών σωματικών κυττάρων δέν όφείλεται 
σέ χάσημο μέρους τής γενετικής πληροφορίας.
Ή  σταθερότης αύτή τοϋ ποσοϋ τοϋ DNA άνά κύτταρο άπεδείχθη άπό 
πολύ παλιά μέ κυτταροφωτομετρικές μεθόδους. Τό DNA τών πυρή
νων χρωματίσθηκε μέ μία ειδική χρώση γιά τό DNA τήν άντίδρα- 
ση Feulgen καί τό ποσόν τής χρωστικής μετρήθηκε μέ μικροκότ- 
ταροφωτομετρία. Έ τ σ ι  άπεδείχθη ή σταθερότης τοϋ ποσοϋ τοϋ 
DNA στά διάφορα κύτταρα ένός όργανισμοϋ. Τό ποσό αύτό είναι 
βέβαια συνάρτησες τοϋ άριθμοϋ τών χρωματοσωμάτων δ όποιος 
είναι σταθερός στά σωματικά κύτταρα (2η διπλοειδισμός).
Στά γενετικά κύτταρα (σπερματοζωάρια) δπου δ άριθμός τών χρω
ματοσωμάτων είναι η (άπλοειδισμός) τό ποσόν τοϋ DNA είναι 
άκριβώς τό ήμιση τών σωματικών κυττάρων. Υπάρχουν καί με
ρικές άλλες έξαιρέσεις δπως π.χ. σέ όρισμένους ιστούς (ήπαρ) 
βρίσκονται πολυπλοειδικά κύτταρα (4η ή 8η) καί οί πυρήνες τους 
περιέχουν άνάλογα πολλαπλάσια τοϋ ποσοϋ τοϋ DNA.
’ Α ν τ ί θ ε τ α  μ έ  τ ή ν  σ τ α θ ε ρ ό τ η τ α  τ ο ϋ  π ο σ ο ϋ  σ τ ά  κ ύ τ τ α ρ α  τ ο ϋ  ί δ ι ο υ
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πολυκυττάρου οργανισμού τό ποσόν τοϋ DNA στά διάφορα είδη 
ζώων καί. φυτών είναι διαφορετικό καί άποτελεΐ χαρακτηριστικό 
γνώρισμα τοϋ κάθε οργανισμού. Κατά γενικό κανόνα όσο άνε- 
βαίνουμε στήν βιολογική κλίμακα άπό τά κατώτερα πρός τά άκ 
νώτερα είδη εύκαρυωτικών κυττάρων τό ποσόν τού DNA αυξάνει 
όπως έπίσης αύξάνει άπό τούς κατωτέρους όργανισμούς στους 
άνωτέρους π.χ. ή δροσοφίλα περιέχει 40 φορές περισσότερο 
DNA άπό τήν E.coli. Τά κύτταρα τών σπονδυλωτών περιέχουν 
700-1000 φορές περισσότερο DNA (εικόνα 25).

(εικόνα 25) ·
baploid genome size in

species picograms daltons base pain

phages: 174 1-6 x 10* 5,500
lambda 30 x 10* 45,000
T4 130 x 10* 200,000

animal virus: adenovirus 12 14 x 10* 21,000
procaryotes: Mycoplasma galiisepiicjm 0 2 x 10» 0 3 x 106

B. subiilis 1-3 x 10s 2-1 x 10*
E. coli 2-8 x 10* 4 6 x JO6

unicellular -

eucaryote: S. cerevisiae 6 5 x UP 10 x 10*
higher .
organisms: D. melanogaster 0-18 <MI x 1012 0-18 x 10»

. Zea mays 15 10 x 1012 15 x 10»
' X. laevis 22 14 x 1012 22 x 10»

mouse 2-3 1*5 x 1012 2 -3 x 10»
man 2-8 1*8 x JO12 2-8 x 10*

(smaHest chromosome) 0 03 x 10" 4 5 x 107
(largest chrontosorne) O-iSx 10" 2 3 x 10*

'Υπάρχουν στά εύκαρυωτικά κύτταρα όρισμένες παρεκλίσεις άπό 
τόν γενικό κανόνα,κύτταρα όρισμένων ειδών πού βρίσκονται χα- 
μηλώτερα στήν βιολογική κλίμακα έχουν άσυνήθως πολύ περισσό
τερο DNA. Τό μεγαλύτερο ποσό άνά κύτταρο έχει ένα είδος 
σαλαμάνδρας ή Amphiuma μέ 168 picograms DNA άνά πυρήνα δηλ 
λαδή 40.000 φορές τό ποσό τής Ε. coli.
Έ ά ν  λάβουμε ύπ’όψιν o t l  ένα picogram DNA άντιστοιχεΐ σέ 31 
cm μπορούμε νά ύπολογίσουμε τό μήκος τού DNA στά άνθρώπινα 
κύτταρα σέ 174cm, 52 μέτρα στήν Amphiuma καί 97 μέτρα στά
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γιγαντιαία πολυταινικά χρωματοσώματα τών σιελογόνων άδένων 
της δροσόφιλας. Τό ποσό τοΰ DNA στά χρωματοσώματα είναι 
άνάλογο μέ τό μέγεθος τών χρωματοσωμάτων. Τά μεγάλα χρωμα
τοσώματα τοΰ άνθρώπου πού έχουν μήκος 10μιη περιέχουν περί
που 7,2cm DNA. Κάθε χρωμόσωμα περιέχει, μόνον ένα γραμμικό 
μόριο DNA αύτό σημαίνει ότι 1ον) τό DNA κάθε χρωματοσώματος 
είναι ένα συνεχές μόριο καί 2ον)ότι ύπάρχει μόνον ένα τέτοιο 
μόριο κατά μήκος ένός χρωματοσώματος.
Ή  άπόδειξις είναι έμμεσος καί άμεσος. Τά έμμεσα έπιχειρή- 
ματα είναι κυρίως γενετικής (ρύσεως (χαρτογραφία χρωματοσω
μάτων στήν δροσόφίλα). 'Υπάρχουν όμως καί άμεσα έπιχειρήματα 
άπό τό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο καθώς καί βιοχημικά δεδομένα 
άπό τά χρωματοσώματα τής δροσόφιλας όπου άποδεικνύεται ότι 
τό μέγεθος τοΰ μορίου τοΰ DNA είναι άνάλογο τοΰ μεγέθους τοΰ 
άντιστοίχου χρωματοσώματος.
Τό σημαντικό πρόβλημα πού θέτει τό DNA τών χρωματοσωμάτων 
είναι τό πρόβλημα τής άργανώσεως καί τής κατανομής τής πλη
ροφορίας κατά μήκος τοΰ μορίου του. 01 γενετικοί μέθοδοι 
πού τόσο βοήθησαν γιά τήν χαρτογράφηση τών χρωματοσωμάτων 
τών προκαρυωτικών κυττάρων καί ιών δέν προσφέρονται γιά τήν 
μελέτη τής λεπτής δομής τοΰ γονιδώματος τών εύκαρυωτικών κυτ
τάρων Ιον) λόγω τοΰ μεγάλου ποσοΰ τοΰ DNA καί 2ον) λόγω τοΰ 
διπλοειδισμοΰ τών κυττάρων αύτών πού καθιστά δύσκολο τήν ά- 
πομόνωση μεταλλαγμένων στελεχών έφ’δσον οΐ περισσότερες με
ταλλάξεις δέν έκφράζονται.
Έ τ σ ι  ή μεθοδολογία γιά τήν μελέτη τής όργανώσεως τών εύκα
ρυωτικών χρωματοσωμάτων χρησιμοποίησε τις νεώτερες μεθόδους 
τής μοριακής βιολογίας.
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2.- Μέθοδοί μελέτης τοΰ DNA
Γιά νά μπορέσουμε νά μελετήσουμε τήν όργάνωση καί την φυσιο
λογία τοΰ χρωματοσώματος καθώς καί τούς μηχανισμούς έκφρά- 
σεως τής πληροφορίας θά πρέπει:
1ον. Νά μποροϋμε νά άπομονώσουμε σέ καθαρή μορφή τά προϊό
ντα έκφράσεως των γονιδίων πού είναι τά άγγελιοφόρα ΒΝΑ καί 
τά πρόδρομα τών άγγελιοφόρων μόρια.
2ον. Νά μπορούμε νά κόψουμε τά μεγάλα μόρια τού DNA σέ κα
θορισμένα τμήματα καί νά τά χαρτογραφήσουμε καί αύτό γιατί 
τό μέγεθος τοΰ μορίου είναι τέτοιο πού δέν έπιτρέπει τήν ά- 
νάλυση τής δομής του μέ άλλο τρόπο.
3ον. Νά μπορούμε νά μελετήσουμε τήν άλληλοδιαδοχή τών βά
σεων τού DNA.
Οί έρευνες τής μοριακής βιολογίας στόν τομέα αύτό έκαναν κα
τά τά τελευταία χρόνια τεράστιες προόδους. 'Η έπανάστασις 
αύτή στήν μοριακή βιολογία τού γονιδίου όφείλεται στην άνά- 
πτυξη μιας πολύπλοκης μεθοδολογίας πού περιλαμβάνει τρεις 
όμάδες τεχνικών:
α) Τήν χρησιμοποίηση μορίων ίχνηθετών (molecular probes) γιά 
τήν μελέτη τών άλληλοδιαδοχών τών βάσεων τού DNA. Οί τεχνι
κές αυτές στηρίζονται στήν άκριβή άναγνώριση μεταξύ των τών συμ
πληρωματικών άλύσεων νουκλεοτιδίων είτε DNA/DNA είτε DNA/RNA 
(μελέτη δηλαδή τής "έπανασυνδέσεως" τών συμπληρωματικών άλύ
σεων τού DNA ή τής "ύβριδοποιήσεως" συμπληρωμτ ικών άλληλοδ ια- 
δοχών RNA καί DNA).
Ή  μεθοδολογία τού άνασυνδιασμένου DNA (recombinant DNA) έ- 
πέτρεψε έξ άλλου τόν πολλαπλασιασμό καί τήν άπομόνωση σέ κα
θαρή μορφή τών μορίων ίχνηθετών διά τής εισαγωγής τούς σέ
βακτηρίδια καί τήν άπομόνωση καθαρών κλώνων (molecular cloning).
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β) Ή  δεύτερη όμάς τεχνικών άναφέρεται στήν φυσική καί χημι
κή χαρτογράφηση τοΰ DNA καί. οφείλεται στήν ανακάλυψη των 
περιοριστικών ένδονουκλεασών πού έπιτρέπει τό σπάσιμο τοΰ 
μορίου σέ καθορισμένα τμήματα καθώς καί στήν άνάπτυξη τεχνι
κών ταχείας μελέτης τής άλληλοδιαδοχής τών βάσεων τοΰ DNA. 
γ) Τέλος ή τρίτη όμάς άφορά τεχνικές παρατηρήσεως τών μορίων 
τοΰ DNA μέ τό ήλεκτρονικό μικροσκόπιο.

ΑΠΟΔΙΑΤΑΞΗ - ΕΠΑΝΑΣΥΝΔΕΣΗ - ΥΒΡΙΔΟΠΟΙΗΣΗ 
1.- *Αποδιάταξη
Ή  δομή τής διπλής έλικος τοΰ DNA στηρίζεται στήν άναγνώριση 
τών συμπληρωματικών δομών τών άλληλοδιαδοχών βάσεων σέ κάθε 
έλικα (άδενίνη ένοϋται μέ θυμίνη καί κυτοσίνη μέ γουανίνη). 
Οί δεσμοί πού συνδέουν τις δύο έλικες δέν είναι ισχυροί ό- 
μοιοπολικοί δεσμοί άλλά άσθενεΐς δεσμοί κυρίως ύδρογόνου με
ταξύ τών συμπληρωματικών βάσεων.
Είναι έπομένως εύκολο νά προκαλέσουμε τήν άποδιάταξη τής δι
πλής έλικος τοΰ DNA &ν έπιδρύσουμε μέ θερμότητα ή άλκαλικό 
περιβάλλον (οί βάσεις φορτίζονται άρνητικά καί άπωθοΰνται). 
Άλλοι παράγοντες πού έπιδροΰν στήν άποδιάταξη τοΰ μορίου 
είναι ή μείωσις τής ίονικής δυνάμεως τοΰ διαλύματος (φωσφο« 
ρικές όμάδες μένουν άκάλυπτες καί άπωθοΰνται) καθώς καί ή 
έπίδρασις όργανικών ούσιών δπως ή ούρια καί τό φορμαμίδιο 
(διατάραξις ύδροφόβων καί ύδρογονικών δεσμών).
Τήν άποδιάταξη τοΰ DNA μπορούμε νά τήν μελετήσουμε παρακο
λουθώντας τις μεταβολές στήν άπορρόφηση τοΰ ύπεριώδους φω
τός στά 260rvm. Γνωρίσουμε ότι οί βάσεις πουρίνης καί πυρι- 
μιδίνης καθώς καί τά νουκλεοτίδια άπορροφοΰν ισχυρά τήν ύ
περιώδη άκτινοβολία. “Οταν τό DNA όμως βρίσκεται ύπό μορφή 
διπλής έλικος ή άπορρόφησις αύτή είναι μικρότερη άπό έκείνη
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πού θά έδιναν οΐ έλεύθερες βάσεις πού άποτελοϋν τό μόριο 
τού DNA. Αύτό οφείλεται στήν διάταξη των βάσεων στήν διπλή 
έλικα κάθετα πρός τόν άξονά της. Όταν άποδιατάξουμε τό 
DNA αύξάνει ή άπορρόφησις στά 260. Τό φαινόμενο αύτό όνομά- 
ζεται ύπερχρωμικότητα ((hyperchromicity). Καί μάς έπιτρέ- 
πει νά παρακολουθήσουμε τήν άποδιάταξη στό σπεκτροφωτόμετρο 
παράλληλα μέ τήν αύξηση τήςΦεόμοκρασίας τοΰ διαλύματος τοϋ DNA. 
Ή  άποδιάταξις τοΰ DNA γίνεται άπότομα σέ ένα μικρό εύρος 
θερμοκρασίας (είκόνα 26).

εικόνα 26

JW A  curve· (le ft) end dependence on GC content o r m ole percentage (tight)»

Χαρακτηρίζουμε ώς Tm (melting temperature) τό σημείο τής κα
μπύλης πού άντιστοιχεΐ στήν άποδιάταξη τοϋ ήμίσεως ποσού τοΰ 
DNA.
'Η θερμοκρασία άποδιατάξεως διαφόρων DNA δέν είναι ή ίδια.
Τό Tm έξαρτάται άπό τήν περιεκτικότητα τοΰ DNA σέ βάσεις G/C 
καί μάλιστα μέ γραμμικό τρόπο. "Οσο μεγαλύτερη είναι ή πε- 
ριεκτικότης σέ G/C τόσο τό Tm βρίσκεται σέ ύψηλότερη θερμο
κρασία καί αύτό γιατί όπως γνωρίζουμε οί βάσεις G/C σταθε
ροποιούνται στήν διπλή έλικα μέ 3 δεσμούς ύδρογόνου καί τό 
ποσοστό τους αύξάνει τήν σταθερότητα τής διπλής έλικος.
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2. - * Επανασύνδεση
'Η όποδιάί,αξη:. των δύο κλώνων τοΰ DNA είναι ένα φαινόμενο 
αντιστρεπτό. "Οταν ή θερμοκρασία χαμηλώσει κάτω άπό τό Tm 
ot δύο έλικες τοΰ DNA έπανασυνδέονται μεταξύ τους καί ξανα- 
φτιάχουν τήν διπλή έλικα. Αύτό δέν σημαίνει ότι οί ίδιες 
άκριβώς έλικες πού ύπέστησαν στήν άποδιάταξη θά ξανασυνδε- 
θοΰν μεταξύ τους μπορεί νά συνδεθοΰν δύο άλλες έλικες πού 
προέρχονται άπό όμοια μόρια.
*Η έπανασύνδεσις των έλίκων τοΰ DNA (reassociation) γίνεται 
σέ δύο στάδια. Τό πρώτο στάδιο είναι ή δημιουργία ένός δι- 
κλώνου πυρήνος όταν ένας άριθμός συμπληρωματικών βάσεων κα
τά τήν θερμική κίνηση τών μορίων έλθη σέ έπαφή μεταξύ τους. 
Τό δεύτερο στάδιο είναι τό κλείσιμο τής διπλής έλικος σάν 
φερμουάρ άπό τήν περιοχή τοΰ δικλώνου πυρήνος.
Ά π ό  τά δύο φαινόμενα τό δεύτερο είναι πολύ ταχύ. Αντίθετα 
ή πυρήνωση έπειδή προϋποθέτει τήν τυχαία συνάντηση μεταξύ 
τους δύο συμπληρωματικών άλύσεων DNA καθυστερεί καί είναι 
έκείνη πού χαρακτηρίζει τήν κινητική τής άντιδράσεως.
Τήν έπανασύνδεση μετράμε μέ πολλούς τρόπους. Είναι δυνατόν 
νά μετρηθεί φασματοφωτομετρικώς άπό τήν όπτική πυκνότητα 
του διαλύματος τοΰ DNA στά 26 0nm λόγω τοΰ φαινομένου τής 
ύποχρωμικότητος (έλάττωσις τής άπορροφητικότητος λόγω σχη
ματισμού διπλών άλύσεων). ’Επίσης μπορούμε νά διαχωρίσου
με τό μονόκλωνο άπό τό δίκλωνο DNA κατά τήν διάρκεια τής 
άντιδράσεως μέ βάση τήν διαφορική πρόσδεση τους στόν ύδρο- 
ξυαπατιτή (κρυσταλική μορφή φωσφορικού άσβεστίου). *0 ύδρο- 
ξυαπατίτης προσροφά καί συγκρατεί τά νουκλείνικά όξέα, άλλη- 
λεπιδρώντας μέ τις φωσφορικές τους ρίζες. Τά δίκλωνα μόρια 
όπου οί φωσφορικές ρίζες βρίσκονται σέ κανονική διάταξη, 
συγκρατοΰνται πιό έντονα. Ά ν  προσθέσουμε στό διάλυμα φωσφο
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ρίκά άλατα, αύτά συναγωνίζονται τις φωσφορικές ρίζες των 
νουκλείνικών οξέων καί έτσι τά έλευθερώνουν άπό τόν ύδρο-*) 
ξυλαπατίνη. Μονόκλωνο DNA έλευθερώνεται μέ διάλυμα 0,12Μ 
φωσφορικών ένώ δίκλωνο σέ 0,4Μ. Μπορούμε λοιπόν νά περά
σουμε τό δείγμα τού DNA παρουσία 0,12Μ φωσφορικού όπότε συ- 
λέγουμε τό μονόκλωνο DNA. Μετά προσθέτουμε 0,4Μ φωσφορικού 
καί συλλέγουμε τό δίκλωνο DNA.
’Από τήν σχέση μεταξύ των δύο κλασμάτων μπορούμε νά ύπολο- 
γίσσυμε κατά τήν διάρκεια τής άντιδράσεως τό έκάστοτε ποσοη 
στό τού άρχικοΰ DNA πού έχει μετατραπεί σέ δίκλωνο.
Τέλος ένας τρίτος τρόπος είναι ή χρησιμοποίησες ειδικής 
νουκλεάσης (S^) πού ύδρολύει μόνο τό μονόκλωνο DNA. "Ετσι 
τό ανθεκτικό DNA μάς δίδει τό ποσό τού DNA πού έχει έπανα- 
συνδεθεί.
Ή  έπανασύνδεσις ένός ζεύγους συμπληρωματικών άλύσεων τού 
DNA είναι άποτέλεσμα τής συγκρούσεως τους καί ως έκ τούτου 
ή ταχύτης έπανασυνδέσεως έξαρτάται άπό τήν συγκέντρωσή τους. 
Μία δεύτερη παράμετρος πού ύπεισέρχεται στήν έπανασύνδεση 
δύο συμπληρωματικών άλύσεων είναι ό χρόνος έπωάσεως.
Οί παράμετροι συγκέντρωσες καί χρόνος μπορεί νά έκφρασθοΰν 
σάν ένας παράγων άπό τό γινόμενό τους πού ονομάζεται Cot· 
(δηλαδή άρχική συγκέντρωσες DNA Cox χρόνος) καί έκφράζεται 
σέ μοριακότητα νουκλεοτιδίων X χρόνο σέ δευτερόλεπτα / άνά 
λίτρο.
Σάν Coth καθορίζεται ή τιμή τού Cot κατά τήν όποια ή άντί» 
δρασις έπανασυνδέσεως είναι 50% δηλαδή τό % τού DNA έχει έ- 
πανασυνδεθεί.
'Η τιμή Coth είναι χαρακτηριστική γεά κάθε είδος DNA γιατί 
καθορίζει τήν πολυπλοκότητα ένός γονιδιώματος.
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2.α. - * Ορισμός τής έννοιας τής πολυπλοκότητος
Σάν πολυπλοκότητα ένός γονιδιώματος καθορίζουμε τό συνολικό 
μήκος των άλληλοδιαδοχών βάσεων τοΰ γονιδιώματος αύτοΰ πού 
δέν έπαναλαμβάνονται. “Αν π.χ. έχουμε ένα γονιδίωμα πού ά- 
ποτελείται άπό μ Ια άλληλοδιαδοχή 100 βάσεων χωρίς έσωτερικές 
έπαναλήψεις στή σειρά τών βάσεων αυτών τότε λέμε ότι ή πολυ- 
πλοκότης τοΰ γονιδιώματος αύτοΰ είναι 10Obp (ζεύγη βάσεων). 
Ά ν  έχουμε ένα γονιδίωμα πού άποτελείται άπό 1OObp πού δέν 
έπαναλαμβάνονται καί 1Obp πού έπαναλαμβάνονται 10 φορές τό 
μήκος τοΰ γονιδιώματος αύτοΰ θά είναι 200bp άλλά ή πολυπλο- 
κότης του θά είναι μόνον 11Obp.

2 β. - Τό Cot καθορίζει την πολυπλοκότητα ένός DNA"
Είπαμε ότι τό Cot καί πιό συγκεκριμένα τό Qoth σχετίζεται ά
μεσα μέ την πολυπλοκότητα. “Ας θεωρήσουμε τήν έπαναδιάταξη 
δύο ειδών DNA τών όποιων τά μόρια δέν περιέχουν έσωτερικές 
έπαναλήψεις τών άλληλοδιαδοχών τών νουκλεοτιδίων τους. Π.χ. 
τό DNA ένός φάγου μέ 10^ νουκλεοτίδια καί τό DNA ένός βακτη
ριδίου μέ 5·106 νουκλεοτίδια.
Επειδή τό μήκος τής άλύσεως τοΰ UNA έπηρεάζει τήν έπαναδιά
ταξη γιά νά έχουμε συγκρίσημα Αποτελέσματα σπάμε τά DNA αύτά 
σέ κομμάτια 500bp. ’Εάν έξετάσουμε τίς συγκεντρώσεις ένός έκά- 
στου τμήματος 500 νουκλεοτιδίων άπό τά δύο DNA θά δοΰμε ότι 
γιά τό DNA τοΰ φάγου κάθε κομμάτι άντιπροσωπεύει τό 0,005
τοΰ όλικοΰ DNA ένώ γιά τό DNA τοΰ βακτηριδίου άντιπροσωπεύει

2τό 0,0001 δηλαδή ή σχέσις είναι 1/50 . Γιά νά έχουμε τήν 
ίδια άρχική συγκέντρωση DNA (Co) θά πρέπει νά βάλουμε 50 φο
ρές περισσότερο DNA φάγου άπό DNA βακτηριδίου. ’Επειδή ή 
άρχική συγκέντρωσις τών δύο DNA είναι ίδια θά έχουμε 50 φορές 
μεγαλύτερη συγκέντρωση ένός έκάστου τμήματος 500 νουκλεο
τ ιδίων άπό τό DNA τοΰ φάγου
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σέ σχέση μέ τήν άντίστοιχη συγκέντρωση των διαφόρων τμημά
των DNA τοΰ βακτηριδίου καί αρα ό χρόνος th γΐ-ά τήν έπαναπ
σύνδεση τοΰ DNA τοΰ φάγου θά είναι 50 φορές μικρότερος άπό 
τόν χρόνο th τοΰ DNA τοΰ βακτηριδίου. Γιά τόν ίδιο λόγο 
Coth φάγου θά είναι 1/50 Coth βακτηριδίου.
'Η καμπύλη έπανασυνδέσεως τοΰ DNA τοΰ φάγου θά είναι έπομέ- 
νως μετατοπισμένα πρός τά άριστερά (μικρότερα Cot) σέ σχέση 
μέ τήν καμπύλη έπανασυνδέσεως τοΰ DNA τοΰ βακτηριδίου 
(ε ίκόνα 27). 

εικόνα 27
Nucleotide poirs

it 10 1C2 Ο3 t  Κ>4 Χ55 Τ xf t ίο7 κΡ κΡί id0
I-------- 1-----------------i-------- ·---------------- !-------- 1--------------- 1------------ 1-------- !------------- i------------- 1

Είπαμε ότι ή Cot είναι άνάλογος τής πολυπλοκότητος ένός DNA. 
Γιά DNA πού δέν περιέχουν έπαναλαμβανόμενα τμήματα άλληλοδια 
δοχών ή πολυπλοκότης άντιστοιχεί καί μέ τό μέγεθος τοΰ γονι- 
διώματος σέ άριθμό ζευγών βάσεων.
Μπορούμε έπομένως μελετώντας τήν άπανασύνδεση ένός άγνώστου 
DNA νά ύπολογίσουμε τό μέγεθος τοΰ γονιδιώματός του σέ ζεύγη 
βάσεων.
Πειραματικώς σ ’αύτήν τήν περίπτωση χρησιμοποιούμε καί ένα 
standard τό όποιον είναι ένα DNA γνωστού μεγέθους γονεδιώμα- 
τος καί συγκρίνουμε τήν έπανασύνδεση των κομματιών τοΰ DNA 
αύτοΰ μέ τό άγνωστο DNA.
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2 γ. - 01 καμπύλες Cot άποκαλύπτουν τήν ύπαρξη έπαναλλαμβα-
νομένων άλληλοδεαδοχών βάσεων στό DNA 

'Ας έξετάσουμε τώρα τήν περίπτωση ένός DNA πού φέρει, έπανα- 
λαμβανόμενες αλληλοδιαδοχές βάσεων καί άς πάρουμε σάν παρά
δειγμα ένα DNA πού άποτελεεταε άπό δύο στοεχεεα: 
α) άπό 50% έπαναλαμβανόμενες άλληλοδεαδοχές συνολεκής πολυ- 
πλοκότητος 10** bp καί πού έπαναλαμβάνονταε 10^ φορές στό γο- 
νεδίωμα τού DNA αυτού (στοεχεεο Α) καί β) άπό 50% όχι. έπανα
λαμβανόμενες άλληλοδεαδοχές (μοναδεκές) όλεκής πολυπλοκότη-;

Qτος 10 bp (στοεχεεο Β).
Τό μέγεθος τού γονεδεώματος αύτοΰ θά είναε 2X1O^bp καε ή ό- 
λεκή πολυπλσκότης τού 1000100.000 bp.
’Εάν τά δύο στοεχεεα Α καί Β τού DNA αύτοΰ μπορούσαν νά ξε- 
χωρεσθούν καί νά μελετηθεί χωρεστά ή έπανασύνδεσες ένός έκά- 
στου θά έδεναν τΙς 2 καμπύλες Cot πού παρουσεάζονταε στήν 
εΙκόνα 28. 01

εΙκόνα 28

( V  curves fo r whole D N A  (so lid  lin e ) and isolated frequency components 
(dashed lines) from  a hypothetical eucaryotic organism .

01 άξεες Cot** των δύο αύτών στοεχεεων θά δεέφεραν μεταξύ τους 
κατά ένα παράγοντα 10^ σύμφωνα μέ όσα είπαμε προηγουμένως. 
’Εάν ή έπανασύνδεσες τών Α καί Β γίνη συγχρόνως τότε θά πά-
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ρουμε τήν συνισταμένη των δύο καμπύλών Cot Α καί. Β πού θά 
είναι, μία διφασική καμπύλη (εικόνα 28). Τά έξης συμπερά
σματα μπορεί νά βγάλουμε άπό τήν καμπύλη αύτή.
1ον. “Οτι τό ύπό μελέτη DNA είναι, σύνθετο άποτελούμενο άπό 
μοναδικές καί. έπαναλαμβανόμενες άλληλοδιαδοχές.
2ον. Έ φ ’δσον ξεχωρίζουμε καθαρά δύο στοιχεία στην καμπύλη 
(διφασική καμπύλη) τό DNA άποτελεΐται άπό δύο στοιχεία. Τό 
τμήμα τού DNA πού άντιστοιχεί στό κάθε στοιχείο μπορεί νά ύ- 
πολογισθή. ’Εάν έπεκτείνουμε μία νοητή γραμμή άπό τό τελικό 
σημείο τής καμπύλης έπανασυνδέσεως τοΰ κάθε στοιχείου πρός 
τόν άξονα των y πού μετράει ποσοστά έπανασυνδέσεως. Στό έν 
λόγω παράδειγμα τά ποσά (fractions=f) κάθε στοιχείον τοΰ DNA 
είναι ίσα μεταξύ τους
3ον. Μπορούμε νά προσδιορίσουμε τήν Cotk (καθαρή) γιά τό
κάθε στοιχείο έάν έπεκτείνουμε μία γραμμή άπό τό μέσο σημείο
τής καμπύλης έπανασυνδέσεως τοΰ κάθε στοιχείου στόν άξονα
των χ πού μετράει τήν Cot σέ μοριακότητα νουκλεοτιδίων άνά
δευτερόλεπτο στό λίτρο. Βρίσκουμε έτσε ότι τό στοιχείο Α=2Χ10~1,
ενώ τό Β=2Χ10 άρα ή διαφορά Cot μεταξύ δύο στοιχείων είναι τής τάξεως 

'4 4τοΰ 10 (δηλαδή τό Β είναι 10 φορές πιό πολύπλοκο άπό τό Α).
4ον. Μπορούμε νά προσδιορίσουμε τήν έπαναλληπτικότητα τών 
δύο στοιχείων έάν γνωρίζουμε δτι τό ένα στοιχείο άποτελεΐται 
άπό μή έπαναλαμβανόμενες άλληλοδιαδοχές άπό τήν διαφορά Cot1̂ 
μεταξύ τών δύο στοιχείων ύπολογίζουμε τήν έπαναλληπτικότητα. 
’Εδώ είναι γιά τό Β=10^.
Ή  μελέτη έπανασυνδέσεως διαφόρων DNA άπέδειξε δτι τά DNA 
τών ιών τών φάγων καί τών βακτηριδίων έπανασυνδέονται μέ α
πλές καμπύλες. ’Αντίθετα τά DNA τών εύκαρυωτικών κυττάρων 
φυτών καί ζώων παρουσιάζουν σύνθετες καμπύλες έπανασυνδέσεως
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πού ύποδεικνύουν τήν ύπαρξη διαφόρων "οικογενειών" επαναλαμ
βανομένων άλληλοδιαδοχών μέ διαφόρους έπαναλληπτικότητες.
Ή  άνακάλυψις αύτή έγινε άπό τούς Britten καί Kohne καί τούς 
Britten καί, Davitson πού ένώ περίμεναν νά βρουν πολύ ύψηλά 
Cot γιά τό DNA των εύκαρυωτικών κυττάρων λόγω της μεγάλης 
πολυπλοκότητός του βρήκαν ότι αύτό άποτελεΐται άφ’ένός μέν 
άπό μή έπαναλαμβανόμενες άλληλοδιαδοχές (μεγάλες Cot) άλλά 
καί άπό ένα μείγμα έπαναλαμβανομένων άλληλοδιαδοχών, (είκ. 28α). 
Ό λ ο  τό DNA τών εύκαρυωτικών κυττάρων δέν άνήκει στην κα
τηγορία τού έπαναλαμβανομένου DNA. ’Αλλά έπίσης κάθε DNA 
δέν παρουσιάζει- τις ίδιες οικογένειες μέ τήν ίδια κατανομή 
έπαναλαμβανομένων άλληλοδιαδοχών.
ΕΙκόνα 28α

Ή  εικόνα 29 δείχνει μία καμπύλη κατανομής τής έπαναληπτικό- 
τητος στό DNA ποντικού. ’Εάν σπάσουμε τό DNA σέ κομμάτια 
τών 400-500bp μπορούμε μέ τήν μέθοδο τού ύδροξυλαπατίτου νά 
διαχωρίσουμε τις διάφορες οικογένειες άλληλοδιαδοχών άνάλο- 
γα μέ τήν έπαναληπτικότητά τους. Παίρνουμε τότε ένα φάσμα πού 
είκονίζεται στήν εικόνα 29 καί δείχνειάφ*ένός τό ποσοστό τών 
διαφόρων έπαναλαμβανομένων άλληλοδιαδοχών άφ’έτέρου τόν βα
θμό έπαναλήψεώς τους. Μία κατηγορία τέτοιων άλληλοδιαδοχών
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εΙκόνα 29

Log 10 repetio n  frequency

είναι πολύ όμοιογενής καί άποτελείτοα άπό άλληλοδιαδοχές μέ 
βαθμό έπαναλήψεως 10^. Ή  κατηγορία αύτή άποτελεί ®ά 10% 
τού γονιδιώματος τού ποντικού. ‘Ακολουθεί μία πολύ άνομοιο- 
γενής κατηγορία άποτελουμένη άπό διάφορες "οικογένειες*' άλ-

3ληλοδιαδοχών μέ βαθμούς έπαναλήψεως πού κειμένονται άπό 10 - 
10^ καί πού άποτελεί τά 15% τού γονιδιώματος. Τέλος τδ ύ- 
πόλοιπο DNA τού ποντικού ποσοστό περίπου 70% συμπεριφέρεται 
σάν "μοναδικό" DNA.
*Η Κατηγορία τού DNA μέ τήν μεγαλήτερη έπαναληπτικότητα μπο
ρεί νά διαχωρισθεΐ καί διαφορετικά.
Στό DNA τού ποντικού ή κατηγορία αύτή διαφέρει άπό τό ύπόλοι-
πο DNA δσον άφορά τήν σύσταση σέ βάσεις -------  Είναι γνω-

G + C
στό δτι ή πυκνότης ισορροπίας (buoyant density) τού DNA κατό
πιν φυγοκεντρήσεως σέ κλίση πυκνότητος χλωριούχου καισίου 
έξαρτάται άπό τήν σύστασή του σέ βάσεις. Ό σ ο  πιό πλούσιο 
είναι τό DNA σέ ζεύγη A + Τ τόσο πιό έλαφρό είναι. "Ετσι άν 
φυγοκεντρήσουμε DNA ποντικού σέ χλωριοΰχο καίσιο έκτός άπό 
τήν κυρία ζώνη πυκνότητος πού σχηματίζεται στά 1,701 gr/cm^ 
CsCl παρουσιάζεται καί μία μικρότερη ζώνη σέ πυκνότητα 1 ,-690 
gr/cm^ (είκόνα 30).
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εΙκόνα 30
I I

Τό DNA αύτό όνομάσθηκε δορυφόρο DNA καί. άποτελειται άπό έπα- 
ναλαμβανόμενες άλληλοδιαδοχές 8-13 ζευγών βάσεων πού έπανα- 
λαμβάνονται 10^ φορές στό γονιδί,ωμα τού ποντικού.
Τά DNA δορυφόρα διαφέρουν στά διάφορα είδη ζώων καί. φυτών 
άλλοτε είναι πλούσια σέ A + Τ άλλοτε πλούσια σέ G + C (Ινδι
κό χοιρίδιο) καί. άλλοτε ή σύστασις σέ βάσεις δέν διαφέρει 
άρκετά άπό τό κύριο DNA ώστε νά διαχωρισθούν σέ κλίση πυκνότη- 
τος CsCl. Είναι δυνατόν νά αύξήσουμε τήν διαχωριστική Ικα
νότητα πού όφεί,λεται σέ διαφορά συστάσεως βάσεων A + Τ ή 
G + C προσθέτοντας Ιόντα Ag+ πού ένώνονται είδικότερα στά 
ζεύγη A + Τ fj Ιόντα Hg++ πού ένώνονται είδικότερα στά ζεύγη 
G + C καί. αύξάνουν τήν διαφορά πυκνότητος. Έτσι κατόπιν 
φυγοκεντρήσεως σέ θεϊκόν καίσιο CS2SO4 παρουσία τών ιόντων 
αύτών μπορούμε νά άπομονώσουμε δορυφόρα DNA πού καλύπτονται
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άπό κύριο DNA στήν φυγοκεντρηση σέ CsCl.
Είδαμε μελετώντας τήν χρωματίνη δτι ή θεμελιώδης έτεροχρωμα- 
τίνη πού ώς φαίνεται δέν έκφράζεται περιέχει έπαναλαμβανόμε- 
νο DNA. Ή  χρωματίνη αυτή κατά τήν μετάφαση έντοπίζεται κυ
ρίως στά κεντροσωμάτια των χρωματοσωμάτων.
Οί Gall καί Pardue έκαμαν τό άκόλουθο πείραμα νιά νά έντοπί- 
σουν στά χρωματοσώματα τοΰ ποντικού τήν θέση τού δορυφόρου 
DNA. Άπεμόνωσαν δορυφόρο DNA ποντικού καί παρήγαγαν ραδι
ενεργό RNA μεταγράφοντας in vitro τό δορυφόρο DNA. Τό RNA 
αύτό τό ύβριδοποίησαν σέ χρωματοσώματα ποντικού στήν μετά
φαση. Γι’αύτό έπέδρασαν στά χρωματοσώματα μέ άλκάλι γιά νά 
άποδιατάξουν τό DNA έπικάλυψαν τό παρασκεύασμα μέ τό ραδι-^ 
ενεργό RNA καί έπανέφεραν τό ΡΗ στά φυσιολογικά όρια. Στήν 
περίπτωση αύτή τό DNA τού δορυφόρου ύβριδοποιήθηκε μέ τό ρα
διενεργό RNA καί στήν αύτοραδιογραφία βρέθηκε πώς τό δορυφότ» 
ρο DNA βρίσκεται έντοπισμένο στά κεντρομερίδια τών χρωματο
σωμάτων (ε ίκόνα 31).

εικόνα 31
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Ή  τεχνική αύτή τής ίστολογικής ύβριδοποιήσεως θά ήταν πο
λύ ένδιαφέρουσα γιά τήν έντόπιση γονιδίων πάνω στά χρωματο
σώματα. Δυστυχώς όμως δέν μπορεί νά έφαρμοσθεί παρά μόνο 
γιά έπαναλαμβανόμενες άλληλοδιαδοχές βάσεων στό DNA. Ή  ρα-> 
διενέργεια δέν είναι άρκετά ισχυρή όταν πρόκειται γιά μονα
δικό DNA δπότε μόνο ένα ραδιενεργό μόριο RNA ύβριδοποιείται 
σέ μία θέση τοϋ χρωματοσώματος.
* Η έντόπισις τοϋ δορυφόρου DNA στά κεντρομερίδια τών χρώμα·* 
τοσωμάτων, ή μελέτη τής άλληλοδιαδοχής τών βάσεων του καθώς 
καί τό ότι δέν εύρέθη RNA στόν πυρήνα τοϋ κυττάρου πού νά 
ύβριδοποιείται μέ τό δορυφόρο DNA άποτελοΰν ένδείξεις ότι τό 
DNA αύτό είναι σιωπηρό στά χρωματοσώματα τών κυττάρων καί 
δέν κωδικοποιεί γιά πρωτείνες (δέν άποτελείται ώς έκ τούτου 
άπό δομικά γονίδια). Ό  ρόλος τοϋ DNA αύτοΰ μάς είναι πρός 
τό παρών άγνωστος. Ί σ ω ς  νά έχει δομικό ρόλο στόν σχηματι
σμό τών χρωματοσωμάτων (house-keeping DNA) έφ’δσον λαμβάνει 
μέρος στήν δημιουργεία τών κεντρομεριδίων. Τελευταίως εύρέ
θη ότι τό DNA δρισμένων δορυφόρων μεταγράφεται στά ψυκ·*;> 
τροειδή χρωματοσώματα τών ώαρίων.
Τό DNA τών δορυφόρων άνήκει στήν κατηγορία τοϋ highly repe
titive DNA λίαν έπαναλαμβανόμενο DNA. Τό DNA αύτό όπως είπα
με άποτελείται άπό ένα μοτίβο 8-13 βάσεων έπαναλαμβανόμενο 
10^ φορές στό DNA. Μπορούμε όμως τό DNA αύτό νά τό άπομο- 
νωσουμε ύπό μεγαλομοριακή μορφή πού δείχνει πώς σχηματίζει 
μεγαλομοριακό DNA καί όχι διάσπαρτες άλληλοδιαδοχές στό γονι
ό ίωμα τοϋ κυττάρου.
’Εκτός άπό τήν κατηγορία αύτή τοϋ έπαναλαμβανομένου DNA ύπ-'.
άρχει τό midle repetitive DNA μέσης έπαναληπτικότητος DNA
τό όποιο όπως είδαμε άποτελείται άπό "οικογένειες1' άλληλο-

5 3διαδοχών μέ συχνότητα έπαναλήψεως 10 έως 10 . ’Αντίθετα
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*

μέ τό λίαν έπαναλλαμβανόμενο DNA τό DNA αύτό άποτελεεταε άπό 
βραχείες σχετεκώς άλληλοδεαδοχές (δεαφορετεκοϋ μήκους στά δεά- 
φορα είδη πού μελετήθηκε) 300-6000bp πού βρίσκονταε δεάσπαρ- : 
τες στό γονεδέωμα μεταξύ τοϋ μοναδεκοΰ DNA. 'Η μελέτη τοΰ 
τύπου δεασποράς γίνεταε πάλε μέ την ύβρεδοποέηση ή όποια μας 
δίνεε μία γενεκή εικόνα τοΰ τύπου δεασποράς π.χ. εύρέθη δτε 
στόν xenopus ό τύπος οργάνωσες τοΰ DNA εεναε άλληλούχεες 300 
bp άπό έπαναλαμβανόμενες άλληλοδεαδοχές δεάσπαρτες μεταξύ μο
ναδεκοΰ DNA 800-1OOObp. Στην δροσόφελα έχουμε μεγαλύτερες ε
παναλαμβανόμενες άλληλοδεαδοχές 6000bp μεταξύ μοναδεκοΰ DNA 
μέσου μήκους 10.OOObp. Τό 1968 οε Britten καί Davidson έπρό- 
τεεναν μία θεωρεία γεά τόν ρυ'θμεστεκό ρόλο στην μεταγραφή 
των δεεσπαρμένων έπανάλαμβανομένων άλληλοδεαδοχών. "Οτε 
δηλαδή τό DNA αύτό άποτελεεταε άπό ρυθμεστεκά στοεχεεα τά 
όποια ρυθμίζουν τήν έκφραση τοΰ μοναδεκοΰ DNA τό όποεο καί 
άποτελεεταε άπό δομεκά γονίδεα. Πράγματε τά περεσσότερα γο- 
νίδεα στά εύκαρυωτεκά κύτταρα άποτελοϋνταε άπό μοναδιικό DNA 
άλλά ύπάρχουν καί έξαερέσεες πού θά δοΰμε παρακάτω δπως γεά : 
τά γονίδεα των ίστονών των ρεβοσωματεκών RNA τών άνασοσφαερε-ν 
νών. *Η ύπόθεση ;τών Britten καί Davidson είναε άληθοφανής 
άλλά δέν γνωρίζουμε άκόμη πόση άλήθεεα περεέχεε.
Ή  μελέτη τής όργανώσεως τοΰ εύκαρυωτεκοΰ DNA μέ τες τεχνεκές 
πού άναφέραμε, ύπό τήν μορφή δηλαδή τοΰ όλεκοΰ γονεδεώματος, 
δέν έπετρέπεε τήν κατά βάθος προσέγγεση τοΰ προβλήματος.
Ή  λεπτομερής περεγραφή καί ή κατανόηση τής λεετουργίας τών 
δεαφόρων τύπων άλληλοδεαδοχών θά προέλθη μελλοντεκά άπό μελέ
τη συγκεκρεμένων γονεδίων καί περεοχών τοΰ DNA. 0L μελέτες 
αυτές γενονταε σήμερα μέ καενούργεες πεεραματεκές μεθοδολο
γίες πού θά άναπτυχθοΰν παρακάτω.
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3. - *Υβριδοποίησες
Ό τ α ν  oL δύο συμπληρωματικές αλυσίδες πού έπανασυν- 

δέονταε άποτελοΰνται άπό RNA καί. DNA τότε δμιλοΰμε γιά ύβ- 
ριδοποίηση. Ή  ύβριδοποίησις είναι μία τεχνική μέ μεγάλη 
χρησιμότητα στήν μοριακή βιολογία γιατί μάς έπιτρέπει νά με
λετήσουμε τά άμεσα προϊόντα τής λειτουργίας τών γονιδίων 
πού είναι τά μόρια τοΰ RNA καί μέσω αύτών νά βγάλουμε συμπε
ράσματα τόσο γιά τήν όργάνωση όσο καί γιά τήν λειτουργία 
τοΰ γονιδιώματος.
Οί τεχνικές ύβριδοποιήσεως μάς έπιτρέπουν π.χ.
Ιον. Νά ύπολογίσουμε τόν άριθμό τών γονιδίων στό DNA ένός 

κυττάρου πού παράγουν ένα συγκεκριμένο μόριο RNA δπως 
π.χ. ριβοσωματικό RNA ή άγγελιοφόρο RNA αιμοσφαιρίνης. 

2ον. Νά μελετήσουμε τόν χρόνο έκφράσεως τών γονιδίων: πότε 
κατά τήν διαφοροποίηση παράγεται ένα raRNA ή στόν κύκλο 
ζωής ένός ίοΰ ποιά γονίδια έκφράζονται πρώτα καί ποιά 
έκφράζονται άργότερα.

3ον. Νά συγκρίνουμε δύο RNA μεταξύ τους έάν τό ένα άποτελει 
πρόδρομο μορφή τοΰ άλλου κ.λ.π.

'Υπάρχουν πολλές παραλλαγές στις τεχνικές ύβριδοποιήσεως

A 1. Υβριδοποίησες κορεσμού σέ στερεό υπόστρωμα
Ή  νιτροκυτταρίνη έχει τήν Ιδιότητα νά κατακρατεί μονό

κλωνο DNA. Άντιθέτως δίκλωνο DNA καθώς καί RNA δέν κατακρα
τούνται καί διέρχονται άπό τούς πόρους τοΰ φίλτρου. Ή  Ιδιό- 
της αύτή έπιτρέπει τήν χρησιμοποίηση τών φίλτρων νιτροκυττα- 
ρίνης γιά τήν μελέτη ύβριδοποιήσεως RNA/DNA. Τό DNA ύφίσταται 
άποδιάταξη καί ύπό τήν μορφή αύτή καθηλώνεται στά φίλτρα. 
Μελετούμε τήν ύβριδοποίηση ιχνηθετημένου μέ ένα ισότοπο RNA.
Ή  ίχνηθέτησις γίνεται συνήθως in vivo καί τό RNA άπομονώνε-
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ταl κατόπιν σέ καθαρά μορφή. .Θά πάρουμε σάν παράδειγμα ένα 
ριβοσωματικό RNA τό όποιο έπειδή παράγεται ατά κύτταρα σέ 
μεγάλα ποσά είναι εύκολο νά άπομονωθεΐ σέ καθαρή μορφή. 
Μετράται ή ειδική ραδιενέργεια τού RNA (άριθμός κρούσεων άνά 
μg RNA) ούτως ώστε από τήν ραδιενέργεια πόΰ μετράται στά φίλ
τρα μετά τήν ύβριδοποίηση νά μπορούμε νά ύπολογίσουμε τό πο- 
σόν τού ύβριδοποιηθέντος RNA. Προσδιορίζεται τό μέγιστο πο
σό RNA πού μπορεί νά ύβριδοποιηθεί σέ ένα σταθερό ποσό 3ΝΑ 
άκινητοποιημένου στά φίλτρα νιτροκυτταρίνης (καμπύλη κορεσμού) 
’Από τό μέγιστο ραδιενέργειας στά φίλτρα ύπολογίζουμε τό πο
σοστό τού DNA πού εύρίσκεται ϋπό μορφήν ύβριδίσυ.

\

Έ φ ’δσον γνωρίζουμε τό ποσόν τού DNA άνά κύτταρο καί τό μο
ριακό βάρος τού RNA μπορούμε νά ύπολογίσουμε τόν άριθμό των 
γόνων πού άντιστοιχοΰν στό ύπό μελέτην RNA.
Π.χ. κατά τήν υβριδοποίηση 28S ριβοσωματικού RNA σέ ϋΝΑαάπό 
κύτταρα Hela εύρίσκουμε δττ 1,8»10~^g 28S ριβοσωματικού RNA

εικόνα 32
RELATIONSHIP BETWEEN rRNA AND ITS PRECURSORS

Τά έπίπεδα κορεσμού είναι άνάλογα μέ.ίό μοριακό βάρος.
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ύβριδοποιοΰνται σέ 1pg DNA. Αύτό σημαίνει ότι σέ lag DNA 
ύπάρχουν 1,8*10"4ag ριβοσωματικοί γόνοι ή ότι τό 1,8-10"2% 

τοϋ DNA είναι ριβοσωματικό. ’Εάν τό DNA τών κυττάρων Hela 
είναι 1,2-10^^ dalton καί τό μοριακό βάρος τοϋ 28S 1,6·10^ 
dalton τότε ό άριθμός τών γόνων γεά τό 2 8S θά είναι:

1 ,2 . 1 0 1 3 . _ Κ 8 Ο 0 ^ „ 250
1,6·106

A 2. Συναγωνιστική ύβριδοποίησις σέ στερεό ύπόστρωμα
'Υπό τάς αύτάς συνθήκας χρησιμοποιώντας φίλτρα νιτροκυτ- 

ταρίνης καί καθηλωμένο σέ άποδιάταξη DNA μπορούμε νά συγκρί
νουμε μεταξύ τους δύο RNA έκ τών όποίων τό ένα θεωρείται πρό
δρομο μόριο τοϋ άλλου.
Τό ένα έκ τών δύο RNA προστίθεται σέ αύξανόμενα ποσά καί ύπό 
μή ραδιενεργό μορφή (συναγωνιστής competitor) ένώ τό δεύτερο 
πού είναι ίχνηθετημένο μέ ένα ραδιοϊσότοπο προστίθεται σέ 
ένα σταθερό ποσό. Έ ά ν  ύπάρχει σχέσις προδρόμου-παραγώγου 
μεταξύ τών δύο RNA θά πάρουμε μία καμπύλη άναστολής τής ύβρι- 
δοποιήσεως τοϋ ίχνηθετημένου RNA. Ά ν  τά δύο RNA δέν προ
έρχονται άπό τούς ίδιους γόνους τ-οΰ DNA άλλά είναι άσχετα 
μεταξύ τους ό συναγωνιστής δέν θά έπηρεάση τήν ύβριδοποίηση 
τοϋ ίχνηθετημένου RNA καί ή ύβριδοποίησις θά είναι μία σταθε
ρή εύθεία.

Β. Ύβριδοποίησις σέ περίσσεια DNA σέ ύγρά φάση
Μπορούμε νά ύπολογίσουμε τόν άριθμό τών γονιδίων γιά 

ένα όρισμένο RNA καί μέ μία άλλη τεχνική ύβριδοποιήσεως πού 
στηρίζεται στήν έπανασύνδεση τοϋ DNA σέ ύγρά φάση. Τό DNA 
βρίσκεται σέ μεγάλη περίσσεια καί καθορίζει τήν κινητική τής 
άνΐιδράσεως ένώ τό ύπό μελέτη RNA είναι ίχνηθετημένο καί βρί
σκεται στό μείγμα τής άντιδράσεως σέ πολύ μικρό ποσό.
Ή  άντίδρασις είναι δμοια μέ τήν έπανασύνδεση τοϋ DNA πού στά
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εύκαρυωτικά κύτταρα γίνεται σέ διάφορα Cot. Παρακολουθώντας 
παράλληλα τήν έπανασύνδεση DNA/DNA καί, τήν ύβριδοποίηση RNA/ 
DNA πού μετριέται άπό την ραδιενέργεια των ύβριδίων μπο
ρούμε νά βρούμε άν τό RNA ύβριδοποιείται σέ Cot πού άντιστοι- 
χει σέ έπαναλαμβανόμενο f| μοναδικό DNA.
Έτσι ύπολογίστηκε δτι τό ριβοσωματικό RNA στόν Xenopus έχει 
έπαναληπτικότητα περίπου 450. Τό mRNA τών ίστονών αντιστοι
χεί σέ 30 γονίδια στόν Xenopus καί τό mRNA αιμοσφαιρίνης ύβ- 
ριδοποιείται μέ κινητική πού άντιστοιχεί σέ μοναδικό DNA.
Οί τεχνικές πού άναφέραμε μέχρι τώρα προϋποθέτουν τήν παρα
σκευή τών ίχνηθετών RNA σέ καθαρή μορφή γιά νά μελετηθεί ή 
ύβριδοποίησίς τους στό DNA. "Οσον άφορά τό ριβοσωματικό 
RNA είναι εύκολο νά τό παρασκευάσουμε χωρίς προσμίξεις άπό 
άλλα μόρια RNA. Δυσκολότερο είναι νά παρασκευασθούν τά άγ- 
γελιοφόρα RNA. Έ δ ώ  διακρίνουμε δύο περιπτώσεις α)· άγγελτο- 
φόρα RNA πού παράγονται κυρίως άπό διαφοροποιημένα κύτταρα 
καί βρίσκονται στό κυτταρόπλασμα σέ μεγάλα ποσά όπως π.χ. 
τό mRNA τής αιμοσφαιρίνης ή τό mRNA τής ώολευκωματίνης κα
θώς καί mRNA πού παράγονται άπό όλα τά κύτταρα άλλά καί αύ-= 
τά ύπάρχουν στό κυτταρόπλασμα σέ μεγάλα ποσά π.χ. mRNA ίστο
νών καί β) άγγελιοφόρα RNA πού παράγονταν στά κύτταρα σέ μι
κρές ποσότητες καί κωδικοποιούν π.χ. γιά διάφορα ένζυμα ή 
άλλες πρωτεΐνες τού κυττάρου πού δέν ύπάρχουν σέ μεγάλα πο
σά.
*Η άπομόνωσμς κυρίως τών mRNA τής δεύτερης κατηγορίας σέ κα
θαρή μορφή είναι πολύ δύσκολη. Γιά τήν μελέτη τους καταφεύ
γουμε σέ άλλες τεχνικές.
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ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΗ ΣΥΝΘΕΣΙΣ IN VITRO ΕΝΟΣ ΓΟΝΙΔΙΟΥ:
TO cDNA

Ή  άνακάλυ,ψις στούς RNA όγκογόνους Ιούς ένός ένζυμου 
τής άντίστροφης μεταγραφάσης παρείχε ατούς μοριακούς βιολό- 
γους ένα σημαντικό έργαλειο γιά τήν ένζυματική σύνθεση DNA 
in vitro. Τό ένζυμο αυτό είναι μ£,α DNA-πολυμεράση πού έχει 
τήν Ικανότητα νά συνθέτει DNA μέ μήτρα τό RNA (εΙκόνα 33).

β  β
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εέκόνα 33
Avian reverse transcriptase holoenzyme, subunits, and derivatives. The αβ 
holoenzyme may be derived from a less active ββ precursor by proteolytic 
removal of fragment B (possessing endonuclease activity) from one of the 
subunits. RNaseH activity is identified with a small fragment (A) produced 
upon further proteolysis.

Τό ένζυμο αύτό ύπεισέρχεται στόν κύκλο ζωής τού Ιού γιά νά 
κατασκευάσει, μέσα στό κύτταρο ένα άντίγραφο DNA μέ μήτρα τό 
RNA τού Ιού. Τό DNA αύτό ένσωματοΰται σέ μ La δεύτερη φάση 
στά χρωματοσώματα τοϋ κυττάρου πού έξαλάσσεται σέ καρκινικό. 
Εκτός άπό τήν μήτρα RNA τό ένζυμο έχει άνάγκη καί άπό μιά 
πριμοδοτική άλληλοδιαδοχή πού στήν περίπτωση τής μεταγραφής 
τού RNA τού έοϋ είναι ένα tRNA.
Ή  άντίστροφος μεταγραφάση χρησιμοποιήθηκε γεά τήν σύνθεση 
DNA μέ καλούπι διάφορα mRNA τού κυττάρου. 'Ως γνωστόν τά
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περισσότερα mRNA στά εύκαρυωτικά κύτταρα περιέχουν στό άκρο 
τους 3' μιάν αλληλοδιαδοχή πολύ-Α. ’Εάν προσθέσουμε όλιγο- 
(dT) στό mRNA θά δημιουργηθεί στήν ουρά πολύ-Α τοϋ αγγελιοφό
ρου μιά βραχεία δίκλωνη περιοχή RNA/DNA πού μπορεί νά χρησι* 
μεύση σάν πριμοδοτική άλληλοδιαδοχή γιά τήν σύνθεση DNA μέ φο
ρά 5'-~ 3'.
Ύ π ό  κατάλληλες συνθήκες in vitro είναι δυνατόν νά άντιγρά- 
ψουμε ύπό μορφήν ένός μονοκλώνου DNA δλο τό μήκος τοϋ mRNA 
Στό 5' άκρο τοϋ άγγελιοφόρου ή άντίστροφος μεταγραφάση δη
μιουργεί μίαν άκραία άναδίπλωση (hairpin) τής άλύσεως του 
DNA πού συνθέτει ή όποια είναι άντιπαράλληλος ώς πρός τό άκ
ρο 3' τής άλύσεως τοϋ μονόκλωνου DNA.

5' 3*----------------xxxxxx mRNA
πολύ-Α

3' 5*
(ϊττγ--------------- χ χ χ χ χ  cDNA

όλιγο(άΤ)
*Η άκρη αύτή μπορεί νά χρησιμοποιηθεί σάν καινούργια πριμο- 
δοτική άλληλοδιαδοχή γιά τό ένζυμο πού άρχίζει νά δρά τώρα 
σάν DNA-πολυμεράση καί δημιουργεί τελικά ένα δίκλωνο μόριο 
DNA. Τό άρχικό RNA ύδρολύεται άπό τήν μεταγραφάση πού περί* 
έχει στό μόριό της καί μία ένεργητικότητα RNase Η δηλαδή μία 
νουκλεάση πού καταστρέφει μόνο ύβριδισμένο RNA.
Συνήθως τό στάδιο τοΰ σχηματισμού δικλώνου DNA άπό τό Ιδιο 
τό ένζυμο δέν γίνεται εύκολα in vitro γιαυτό προσθέτουμε στό 
μείγμα τής άντιδράσεως DNA-πολυμεράση I τής E-coli πού δη-1 

μιουργεί δίκλωνο DNA. Τό DNA αύτό είναι όμοιοπολικά συνδε- 
δεμένο στό ένα του άκρο (hairpin loop) έπειδή όμως στήν στρο
φή τής άλύσεως δέν γίνεται ζευγάρωμα βάσεων μπορούμε νά σπά
σουμε στό σημείο αύτό τήν άλυσο τοϋ DNA μέ μία ειδική νουκλ 
κλεάση γιά μονόκλωνο DNA τήν νουκλεάση Sj.
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To DNA πού συνθέσαμε έτσε in vitro είναι, δίκλωνο άντίγραφο 
ένός mRNA καί όνομάζεταε ds-cDNA (double stranded copy DNA).

ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΓΣ ΧΙΜΑΙΡΙΚΟΝ MOPIQN DNA
Η ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ TOY ΣΥΝΔΙΑΣΜΕΝΟΥ DNA

Τήν τέλευταεα δεκαετία άνεπτύχθη στήν μορεακή Βεολογία μία 
καενούρνεα τεχνολογία ή όποια συνίσταταε στήν δημεουργία 
χεμαερεκών μορίων DNA άπό διαφόρους όργανεσμούς. Ή  τεχνο
λογία αύτή ή όποια όνομάζεταε καί μηχανεκή γενετεκή (gene
tic engineering) δέν άφορά ένα τελείως καενούργεο φαενόμενο 
άλλά έπεκτείνεε όρεσμένα φαενόμενα μεταφοράς γενετεκοϋ ύλεκοΰ 
πού συμβαίνουν στήν φύση καί χρησεμοποεήθηκαν πολύ άπό τούς 
μορεακούς θεολόγους σάν μέσα μελέτης των προκαρυωτεκών γονε- 
δ εωμάτων.
Πράγματε ή πρόοδος στήν κατανόηση τής έκφράσεως τοΰ γονεδεώ- 
ματος τών προκαρυωτεκών κυττάρων ώφείλεταε κυρίως σέ μελέτη 
των βακτηρεοφάγων καί τών πλασμεδεων τών βακτηρεδίων.
Ά π ό  τούς φάγους ό φάγος λ τής Ε.- coli είναε εσως ό ποεό πο
λύ μελετημένος. Ό  λυσεγόνος αυτός φάγος όπως γνωρίζουμε 
είτε άναπτύσσεταε στά βακτηρίδεα σάν λυτεκός είτε ένσωματώ- 
νεταε στό χρωμόσωμα τοΰ βακτηρεδίου καί δρά σάν λυσεγόνος.
’ Εάν άπό ένα τέτοεο βακτηρίδεο ό ένσωματομένος φάγος έξέλθη 
τοΰ χρωματοσώματος εεναε δυνατόν πολλές φορές νά παρασύρεε 
καί τμήμα τοΰ χρωματοσώματος τοΰ βακτηρεδίου μολύνοντας δέ 
ένα άλλο κύτταρο νά μεταφέρεεσ αυτό τά γονίδεα τοΰ πρώτου.
Τό φαενόμενο αύτό τής μεταγωγής (transduction) χρησεμο- ■ 
ποεήθηκε πολύ γεά τήν μελέτη γονεδίων τών προκαρυωτεκών κυτ
τάρων όπως καί ένα άλλο φαενόμενο μεταφοράς γενετεκοϋ ύλετ-: 
κοΰ πού άφόρά τήν σύζευξη καί γίνεταε μέ όρεσμένα πλασμίδεα 
"τούς παράγοντας γονεμότητος" (F=fertility factor) καί χρη
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σιμοποιήθηκε στήν μελέτη τής γενετικής τής Ε. coli. Πολλές 
φορές ό παράγων F έξέρχεται τοΰ χρωματοσώματος τοΰ Hfr βα--: 
κτηριδίου συμπαρασύρωντας καί. δρισμένα γονίδιά του. Τέτοια 
F' πλασμίδια μπορούν νά μεταφέρουν ειδικά γονίδια, άπό ένα 
κύτταρο E.coli σέ άλλο σχηματίζοντας μεροδιπλοειδικά κύτταΓ 
ρα τά οποία ώς γνωστόν έπέτρεψαν την κατανόηση τής λειτουρ
γίας πολλών βακτηριακών συνεργιωμάτων.
Οί τεχνικές τού άνασυνδιασμένου DNA (recombinand DNA techno
logy) παρουσιάζουν την διαφορά ότι γίνονται in vitro καί δτι 
καθιστούν δυνατό νά εισαγάγουμε DNA άπό όποιονδήποτε όργανι-- 
σμό σέ ένα πλασμίδιο ή στό DNA ένός φάγου ή ένός ίοϋ. 
Κατασκευάζουμε έτσι ένα χιμαιρικό μόριο τό όποιο μπορεί νά 
πολλαπλασιασθή στόν οργανισμό ένός καταλλήλου δέκτου πού δυ
νατόν νά είναι είτε ένα προκαρυωτικό είτε ένα εύκαρυωτικό 
κύτταρο.
Ή  άνάπτυξις τής νέας αύτής τεχνολογίας όφείλεται κυρίως 
στήν πρόοδο τής ένζυμολογίας τοΰ DNA (άνακάλυψις τών περιο
ριστικών ένδονουκλεασών καθώς καί πολλών άλλων ένζύμων) καί·; 
στις συσσωρευθάσες γνώσεις μας πάνω στά πλασμίδια καί τήν 
γενετική τής Ε. coli. Πολύς θόρυβος έγινε κυρίως στήν άρχή 
τής χρησιμοποιήσεως τής τεχνικής αύτής γιά τούς κινδύνους 
πού δυνατόν νά έγκυμονεϊ. 01 λόγοι ώφείλονται στό δτι ή Ε. 
coli είναι ένα φυσιολογικό παράσιτο τού έντέρου τοΰ ανθρώπου 
καί θά μπορούσε νά συμβάλλει στήν διάδοση πιθανώς έπικινδύ- 
νων γονιδίων είτε άπό όγκογόνους ιούς (SV40) είτε άπό αυτό 
τούτο τό γονιδίωμα τών εύκαρυωτικών κυττάρων.
Οί φόβοι αυτοί άπεδείχθησαν μέ τόν καιρό υπερβολικοί καθώς 
οί γνώσεις μας προήχθησαν. Έτσ ι  σήμερα γνωρίζουμε πώς εύ- 
καρυωτικά γονίδια δέν έκφράζονται στήν Ε. coli γιατί δπως θά 
δούμε έχουν μία ειδική όργάνωση. Ά φ ’έτέρου ή E.coli πού
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χρησιμοποιείται στά έργαστήρια γιαυτούς τούς σκοπούς ,έχει 
χάση τήν Ικανότητα άναπτύξεως στό έντερο τοΰ άνθρώπου.
Τέλος είδικώς κατασκευασμένα έργαστήρια πού προφυλάσσουν 
άπό τήν διάδοση των βακτηριδίων χρησιμοποιούνται μέ πολλές 
κατηγορίες άσφαλείας άναλόγως τού διεξαγομένου πειράματος.
Οί χρήσεις τής νέας αύτής τεχνολογίας είναι πολλές,κατ’άρ-; .!·; 
χάς άποτελεί ένα σημαντικό έργαλείο γιά τήν μελέτη τού εύ- 
καρυωτικού γονιδιώματος τόσο όσον άφορδ τήν όργάνωση όσον 
καί τήν λειτουργία του. ’Αλλά έκτός τής μεγάλης σημασίας >: 
της γιά τήν βασική έρευνα ή τεχνολογία αύτή έχει καί πρα
κτικές έφαρμογές πού συνίστανται στήν παραγωγή σέ μεγάλα 
ποσά σημαντικών πρωτεϊνών γιά τήν φαρμακοβιομηχανία όπως 
ινσουλίνης, Ιντερφερόνης αύξητικής όρμόνης κ.λ.π.
Τέλσς δέν γνωρίζουμε ποιές μπορεί νά είναι οί προεκτάσεις 
τής τεχνικής αύτής γιά τό μέλλον όπως π.χ. ή θεραπεία γεν- 
νετικών άνωμαλιών κ.λ.π.

1. Πλασμ ίδια
Τά πλασμίδια είναι γενετικά στοιχεία τά όποια άναδιπλασιά- 
ζονται ξεχωριστά άπό τό χρωματόσωμα τοΰ βακτηριδίου μέσα 
στό όποιο εύρίσκονται. Πρόκειται γιά μικρά κυκλικά χρώμα- * 
τοσώματα DNA. Στήν κατηγορία τών πλασμιδίων ανήκουν οί πα
ράγοντες γονιμότητος τών βακτηριδίων (F factors) οί R-factors 

πού φέρουν τά γονίδια άνθεκτικότητος τών βακτηριδίων σέ 
διάφορα άντιβιοτικά, οί C-factoTs πού φέρουν τά γονίδια γιά 
τήν παραγωγή κολισινών πού είναι βακτηριοστατικές ούσίες έ- 
κρινόμενες άπό όρισμένα βακτηρίδια.
Πολλά άπό τά πλασμίδια σέ όλες τις κατηγορίες πού άναφέραμε 
έχουν τήν ικανότητα νά μεταφέρονται άπό τό ένα κύτταρο στό 
άλλο. Παράδειγμα άποτελοΰν οί παράγοντες γονιμότητος τών
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βακτηριδίων πού φέρουν στό χρωματόσωμά τους τά γονίδια γιά 
τόν σχηματτσμό τής πρωτε'ίνικής γέφυρας πού σχηματίζεται, κα-* 
τά τήν σύζευξη.
Γιά τήν χρησιμοποίηση ένός πλασμιδίου σάν δέκτη ξένου DNA 
συνήθως προτιμούμε πλασμίδια πού δέν έχουν τήν Ικανότητα με?-» 
ταφοράς.
Άπό τό DNA τού πλασμιδί,ου σημασία έχει ή περιοχή πού ρυθμί- 
ζη τήν άναπαραγωγή του δηλαδή ή άλληλουχία·>πού άναγνωρίζεται 
άπό τά βακτηριακά ένζυμα συνθέσεως τού DNA. ’Επίσης γιά νά 
μπορέσουμε νά άπομονώσουμε τά βακτηρίδια πού περιέχουν τό 
πλασμίδιο, θά πρέπει τό πλασμίδιο νά περιέχει ένα γονίδιο 
άνθεκτίκότητος σέ ένα άντιβιοτικό.
Τέλος τό πλασμίδιο θά πρέπει νά περιέχει μοναδικές θέσεις 
άναγνωρίσεως σέ περιοριστικές ένδονουκλεάσεις σέ σημεία όχι 
σημαντικά τού γονιδιώματός του δηλαδή έκτός τής περιοχής 
ρυθμίσεως τής άναπαραγωγής του καί έκτός τού γονιδίου άνθε- 
κτικότητος στο. άντιβιοτικό. ’Ορισμένα πλασμίδια μπορούν νά 
πολλαπλασιασθούν μέσα στά βακτηρίδια όταν ή σύνθεσις τού DNA 
τού βακτηριδίου σταματήση (π.χ. έϊιίδρασις χλωραμφενικόλης). 
Τό DNA τού πλασμιδίου μπορεί νά άποτελέση τά 501 τού όλικοΰ 
DNA τού βακτηριδίου 2.000-3.000 μόρια άνά κύτταρο.

2. Συνδιασμός DNA πλασμιδίου καί ξένου DNA.
Μετά τήν άπομόνωση τού καταλλήλου πλασμιδίου ή συνένωσις DNA 
πλασμιδίου καί ξένου DNA γίνεται μέ πολλούς τρόπους.
’Εάν τό πλασμίδιο περιέχει μία άλληλοδιαδοχή βάσεων πού ανα
γνωρίζεται άπό ένα περιοριστικό ένζυμο πού παράγει κολλόμενα 
άκρα π.χ. Eco-Ri καί τό τμήμα τού DNA πού θέλουμε νά ένώσουη 
με μέ τό πλασμίδιο έχει παρασκευασθή μέ τόν 1 6 l o  τρόπο καί 
περιέχει έπίσης κολλόμενα άκρα άπό τήν έπίδραση τού ίδιου
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ένζύμου εεναε εύκολο νά συνενώσουμε DNA πλασμίδιου καί ξένο 
τμήμα DNA.(εικόνα 34).

origins microbienne denomination sequences cibles des enzymes

E s c h e r ic h ia  c o i i E coR l
i

5 ' - G A  A Τ T  C - 3 ' 
3 ' - C Τ  T  A A G  - 5 '

t

H a e m o p h ilu s  in f lu e n z a e H ind  II
4

5 ' - G T P y  Pu A C - 3 '  
’ 3 '  - C A  Pu^Py T G - 5'

t

H ind III
4

5 ' · A  A G C Τ T - 3 ' 
3* · T T C  G A A - 5 '  

T

H a e m o p h ilu s  p a ra in f lu e n z a s Hpa 1
4

5* - G T T A A C - 3 '
3* * C A  A_T T  G - 5'

t  . .

Hpa II
4

5* · C C G G · 3' 
3 ' - G G C J p - 5 ’ 

t

B a c illu s  a m y lo lig u e fa c ie n s  H Bam Η 1
4

5 ' - G G A T C C - 3 #
3'  - C C T A  G^G - 5*

S ' - G ·  A A T T C - 3 ' 5'  - G T T  t  A A C ' 3 '

r - C T T A A  ‘ G  · S' y  - C A A  1  Τ  T  G - 5'

coupure libfrant des extrtmitis cohi· coupure libtrant des bords francs
sives (EcoR!) (Hpo !).

■zudim
Sequences de coupure  e t modes 
de clivage  d ’ endonud£ases de 
re s tric tio n .

Les fliches localism tes points de cou
pure sur chaque chaine

Τό πλασμίδεο έπωάζεταε μέ τό ένζυμο Eco-RI καί μετατρέπεταε 
άπό κυκλτκό σέ γραμμικό DNA. Πλασμίδεο καί ξένο DNA έπωά- 
ζονταε σέ συνθήκες έπανασύνδεσες τού DNA (χαμηλή θερμοκρα
σία) όπότε τά συμπληρωματεκά άκρα. μπορούν νά κολλήσουν.

G |Α A Τ Τ C --- / /—  G A A Τ Τ C
C Τ Τ A A G ---/ /--- C Τ Τ A a |g

Γεά νά κλείσουμε τελεκά τά άνασυνδεασμένα αύτά DNA μέ δμοεο- 
πολεκούς δεσμούς έπεδροΰμε μέ τό ένζυμο DNA δεσμάση.
Σέ περίπτωση πού δέν έχουμε κολλόμενα άκρα στά ύπό άνασυν-ι. 
δεασμό DNA καί κυρίως αύτό συμβαίνεε γεά τό ξένο DNA πού 
μπορεί π.χ. νά είναε ένα cDNA πού παρήχθη άπό ένα συγκεκρε- 
μενο mRNA εύκαρυωτεκών κυττάρων κατόπεν έπεδράσεως τής άντε- 
στροφης μεταγραφάσης χρησεμοποεοϋμε μία πεό γενεκώτερη. μέ-
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θοδο γιά νά δημιουργήσουμε συμπληρωματικά άκρα.
Τό ένζυμο άκρα Lot δεσοξυριβονουκλεοτιδική τρανσφεράση μπορεί 
νά μεταφέρει στά άκρα 3' ένός DNA τριφωσφορικά δεσοξυριβονουκλεο- 
τίδια. ’Αντίθετα μέ τις DNA-πολυμεράσες τό ένζυμο αύτό δέν 
χρειάζεται καμμία μήτρα άλλά προσθέτει δλα άνεξάρτητα τά 
τριφωσφορικά νουκλεοτίδια άνεξαρτήτως σειράς. Τό ένζυμο αύ
τό εύρέθη στόν θύμο άδένα καί στό μυελό των όστών καί ή φυ̂ ' 
σιολογική χρησιμότης του μάς είναι άκόμη άγνωστος. Στόν μο
ριακό βιολόγο τό ένζυμο αύτό είναι σήμερα πολύ χρήσιμο γιά 
τήν παρασκευή πολυμερών.
’Εάν έπωάσουμε γραμμικό DNA πλασμίδιου μέ τό ένζυμο αύτό πα
ρουσία ένός μόνον τριφωσφορικοϋ νουκλεοτίδιου, π.χ. dTTP τό
τε στά 3' άκρα τοϋ δικλώνου DNA τού πλασμίδιου θά δημιουρνη- 
θοϋν ούρές άπό πολύ-(άΤ). .

pSC ‘01 DMA

<3> £ccS1

-  r-c rrs :e -

Sheer or&ckzge

nererogeneoys popyfeton c? ny0r*  d n a s

< 3 ^  J rcr.s?crfr.3r ^  of € eou to 
res*s:once

O  ls- :o :;cn  of ο 'πϊ,τγ.'ί  D?iA 
PA z  :rcr.$?*rm(?fl c^cr.©

ίεΐκ* ZS) “ ' ** , l «" α Γ ■; A
1 Ik ; l i» m o p i) | ) m c r  (a il in g  iiv h n H ju e  ( ΓΓ»>,η | l f t | :6 J; c»»p.vriiilit \1 I
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’Αντίστοιχα δημιουργούμε ούρές πολύ-(<1Α) στό ξένο DNA.
Τά δύο DNA τίθενται ύπό συνθήκας έπανασυνδέσεως DNA όπότε
δημιουργοϋνται κυκλικά μόρια πού περιέχουν τό πλασμίδιο μέ 

(είκ. 35)τό ξένο DNA, Ή  τεχνική αύτή έχει καί ένα άλλο πλεονέκτημα 
σέ σχέση μέ τήν προηγούμενη δτι κατά τήν μετατροπή των γραμ
μικών DNA σέ κυκλικά δέν δημιουργοϋνται κυκλικά πλασμίδια 
πού νά μήν περιέχουν τό ξένο DNA.

Μεταμόρφωσις βακτηριδίων καί πολλαπλασιασμός τού πλασμιδίου 
’Επιλογή συνδιασμένων κλώνων..
Τό πλασμίδιο μέ τό ξένο DNA χρησιμοποιούνται γιά νά μεταμορ
φώσουν βακτηρίδια E-coli. Εύρέθη δτι είναι δυνατόν νά είσα- 
γάγη κανείς DNA μέσα στά βακτηρίδια χρησιμοποιόντας CaClf· 
πού κάνει τά τοιχώματα τού βακτηριδίου διαπερατά στό DNA. 
’Επειδή ή πιθανότης μολύνσεως ή μεταμορφώσεως είναι σχετικά 
σπάνιο φαινόμενο είναι δυνατόν μέ μόλυνση σέ μεγάλη άραίωση 
νά καταφέρουμε νά είσέλθη ένα μόνον πλασμίδιο 
άνά βακτηρίδιο E-coli. Αύτό είναι σημαντικό κατόπιν γιά τήν 
έπιλογή τών κλώνων νά έχουμε άνάπτυξη E-coli πού έχουν δεχθή 
ένα μόνον πλασμίδιο καί αύτό γιατί τό άρχικό ξένο DNA πολλές 
φορές είναι έτερογενές καί μάς ένδιαφέρει νά παραγάγουμε σέ 
μεγάλο ποσό ένα ειδικό κομμάτι ξένου DNA.
Τά βακτηρίδια Αραιώνονται καί έμβολιάζονται σέ τριβλία petri 
τά όποια περιέχουν στερεό θρεπτικό ύλικό μέ τό Αντιβιοτικό 
Y lA τό όποιο έχουμε καταστήση Ανθεκτικά τά βακτηρίδια μολύ- 
νοντάς τα μέ τό πλασμίδιο πού φέρει τόν γόνο άνθεκτικότητος 
στό Αντιβιοτικό αύτό.
Μόνο τά βακτηρίδια πού μολύνθηκαν μέ τό πλασμίδιο θά Αναπτυ
χθούν παρουσία τού Αντιβιοτικού καί θά δημιουργήσουν στό 
στερεό θρεπτικό ικλικό Αποικίες. Κάθε Αποικία προέρχεται άπό



77

την ανάπτυξη ένός βακτηριδίου, πού δέχτηκε ένα μόνο πλασμίδιο. 
Ή  τεχνική αυτή έχει δύο σκοπούς τόν πολλαπλασιασμό ένός τμή
ματος ξένου DNA καί τόν καθαρισμό αύτοΰ τού τμήματος άπό άλ
λα στό αρχικό μείγμα.
Γιά τήν μελέτη τού γονιδιακοΰ DNA μπορούμε νά ξεκινήσουμε μέ 
τό DNA ένός όλοκλήρου γο.νιδιώματος. Τό DNA αύτό τό σπάμε σέ 
κομμάτια μέ μηχανικά μέσα καί τά κομμάτια αύτά τά εισαγάγου
με σέ ένα πλασμίδιο.
Στήν περίπτωση αύτή θά έχουμε ένα έτερογενές πληθυσμό πλασμι- 
δίων ένα έκαστο δέ άπό αύτά θά φέρει ένα διαφορετικό κομμάτι 
DNA τού όλικοΰ γονιδιώματος ύπό μελέτη. Στήν περίπτωση αύτή 
ομιλούμε γιά τόν σχηματισμό μιας'βιβλιοθήκης"τού γονιδιώμα- 
τος ένός όργανισμοϋ διότι έχουμε δημιουργήση μία σειρά κλώ
νων βακτηριδίων πού Καθένα περιέχει ένα κομμάτι τού ξένου 
γονιδιώματος ένώ δλοι οί κλώνοι μαζί περιέχουν τό δλόκληρο 
γονιδίωμα. Πώς μπορούμε τώρα νά άναγνωρίσουμε ένα ειδικό 
κομμάτι τού γονιδιώματος καί νά τό μελετήσουμε;
Αύτό γίνεται μέ άλλη τεχνική πού όνομάσθηκε ύβριδοποίηση ά-:ο 
ποικιών (colony hybridiration)
Ή  τεχνική αύτή συνίσταται στήν δημιουργία ένός άποτυπώματος 
τών άποικιών κάθε τριβλίου τη χρήση ένός φίλτρου νιτροκώττατ·» . 
ρίνης. Τά βακτηρίδια πού μεταφέρθηκαν στήν νιτροκυτταρίνη 
άπό κάθε άποικία λύονται τη χρήση άπορρυπαντικών τό DNA τους 
ύφίσταται άποδιάταξη μέ άλκαλικό περιβάλλον καί τό φίλτρο 
νιτροκυτταρίνης χρησιμοποιείται σέ ύβριδοποίηση μέ ένα συγκε
κριμένο ραδιενεργό μόριο ίχνηθέτη. Π.χ. ριβοσωματικό DNA έάν 
θέλουμε νά άπομονώσουμε τούς ριβοσωματικούς γόνους ή mRNA ή 
cDNA αιμοσφαιρίνης ή ώολευκωματίνης έάν θέλουμε νά άπομονώ
σουμε τούς άντίστοιχους γόνους.
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'Η αύτοραδεογραφία μας δείχνη ποεά άποεκία περιέχει, τή ζη
τούμενη Αλληλουχία Από τό όλεκό DNA.
Ή  Αποεκία αυτή παραλαμβάνεταε καί καλλεεργεεταε σέ ύγρό 
θρεπτεκό ύλεκό. Μέ τήν προσθήκη χλωραμφενεκόλης στήν καλ- 
λεέργεεα μετά Από ένα όρεσμένο χρονεκό δεάστημα μπορούμε νΑ > 
σταματήσουμε τόν πολλαπλασεασμό τοΰ DNA των βακτηρεδίων καί 
νΑ έπετρέψαυμε τόν άναδεπλασεασμό τοΰ DNA τού πλασμεδίου μέ
σα σέ κάθε βακτηρίιδεο μέχρε 2.000-3.000 πλασμίδεα Ανά βακτη- 
ρίδεο.
Ή  καλλεέργεεα σταματΑεε καί προβαίνουμε στήν Απομόνωση τοΰ 
πλασμεδίου Από τό όλεκό DNA χρησεμοποεόντας τήν τεχνεκή 
φυγοκεντρήσεως τοΰ DNA σέκλίση πυκνότητος CsCl παρουσία βρω- 
μεούχου έθεδίου.
Ά π ό  τό πλασμίδεο μποροΰμε νΑ Αφαερέσουμε τό ξένο DNA σπάζο- 
ντΑς το μέ τό Ιδεο περεορεστεκό ένζυμο πού χρησεμοποεήσαμε . 
γεά τήν παρασκευή τοΰ χεμαερεκοΰ μορίου.
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Παραγωγή ένός μορίου ίχνηθετημένου ύψηλής ραδιενεργέίας 
μέ τήν μέθοδο της nick-translation

Μέ τήν μέθοδο τοΰ άνασυνδ ιασμένου DNA μπορούμε δπως άναφέρα- 
με νά πολλαπλασιάσουμε τό DNA ένός γονιδίου μέσα σέ ένα πλα- 
σμίδιο. "Ενα τέτοιο DNA μπορεί νά προέρχεται άπό τήν 0 v t l -  

γραφή ένός mRNA μέ τό ένζυμο άντίστροφος μεταγραφάση. Μετά 
τήν άπομόνωση τοΰ πλασμιδίου μπορούμε νά ίχνηθετήσουμε τό 
DNA αυτό in vitro μέ μεγάλη ειδική ραδιενέργεια χρησιμοποιό- 
ντας τήν τεχνική τής nick-translation. Ή  τεχνική αυτή στη
ρίζεται στήν δημιουργία διακοπών στό δίκλωνο DNA κατόπιν έ- 
πιδράσεως μικρών ποσών DNase I. Προσθέτουμε μετά στό DNA 
DNA-πολυμεράση I τής E-coli καθώς καί τά 4 τριφωσφορικά νου- 
κλεοτίδια τοΰ DNA ίχνηθετημένα στόν φώσφορο a μέ ρ 32.
'Η πολυμεράση I τοποθετείται στις θέσεις 3’ τών διακοπώνκαί μέ 
τήν έξωνουκλεασική της δράση άρχιζει νά βγάζει τά νουκλεοτί
δια στό 5'άκρο τών διακοπών καί νά προσθέτει ραδιενεργά μέ 
φορά 5'— >3'. Μ ’αύτό τόν τρόπο όλα τά νουκλεοτίδια τοΰ DNA 
μπορούν νά άντικατασταθοΰν μέ ραδιενεργά· καί νά κατασκευά
σουμε έτσι ένα DNA μέ υψηλή ραδιενέργεια που είναι χρήσιμον 
σάν ίχνηθετης. / ’
Μωσαϊκά γονίδια εύκαρυωτι,κών κυττάρων
Ό  ώαγωγός της κόττας έκρίνη ύπό τήν έπίδραση όρμονών τις 
πρωτεΐνες του λευκού του αυγού δηλαδή τήν ώολευκωματΙνη τήν. 
κοναλμπουμίνη τήν όβομουκοείδη καί τήν λυσοζύμη*
Ή  βεοσύνθεστς τής ώολευκωματΙνης προέχεε ατά κύτταρα τού 
ωαγωγού πού περίπου τά 60% τών πρωτεϊνών πού παράγουν αποτε
λούνται άπό αυτήν τήν πρωτεΐνη. To mRNA τής ώολευκωματΙνης 
άποτελεΐ τό 50% τών αγγελιοφόρων τών κυττάρων αύτών καί ώς
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έκ τούτου ή άπομόνωσες καί 6 καθαρεσμός τοϋ άγγελεοφόρου 
αύτοϋ είναι, έφεκτός. Τό άγγελεοφόρο αύτό παρεσκευάσθη άντε- 
γράφτηκε μέ τήν άντίστροφο μεταγραφάση σέ cDNA καί dsDNA 
ένώθηκε μέ ένα πλασμίδεο καί πολλαπλασεάσθηκε στήν E-coli. 
Μελέτη τοϋ ds DNA δσον άφορά τήν ύπαρξη άλληλοδεαδοχών πού 
νά άναγνωρίζονταε άπό δεάφορα περιορεστεκά ένζυμα άπέδεεξε 
δτε τά ένζυμα Eco Ri καί Hind ΙΓΙ δέν κόβουν καθόλου τό dsDNA. 
Αύτό σημαένεε δτε τό γονίδεο τής ώολευκωματενης δέν περεέχεε 
τΙς άλληλοδεαδοχές πού άναγνωρίζονταε άπό τά δύο αύτά ένζυμα, 
*Η όμάδα τού Pierre Chambon στό Στρασβούργο ήθελε νά μελετή- 
ση τό γονίδεο τής ώολευκωματίνης σέ δύο δεαφορετεκά κύτταρα 
τοϋ όργανεσμοϋ δηλαδή στά έρυθροκύτταρα δπου τό γονίδεο δέν 
είναε ένεργό καί στά κύτταρα τοϋ ώαγωγοϋ δπου έκφράζεταε.
Ή  μελέτη αύτή έγενε γεά νά δούμε μήπως ύπάρχουν δεαφορές πού 
νά έξηγοΰν τήν δεαφοροποίηση. Όλεκό DNA άπό έρυθροκύτταρα . 
κόττας καθώς καί κύτταρα ώαγωγών παρασκευάσθη καί κόπηκε μέ 
τά δύο άνωτέρω ένζυμα πού άφίνουν άνέπαφο τό γονίδεο τής 
ώολευκωματ ίνης.
Τά δύο αύτά ένζυμα κόβουν τό DNA τής κόττας σέ πάρα πολλά ά- 
νομοιογενή κομμάτια καί γεά τόν δεαχωρεσμό καί τήν μελέτη 
τους χρησεμοποεήθηκε ή τεχνεκή μεταφοράς κατά Southern.
Τά κομμάτεα τοϋ όλεκοϋ DNA ύφίστανταε κατ’άρχάς μία ήλεκτρο- 
φόρηση σέ πηκτή άγαρόζης πού τά δεαχωρίζη άνάλογα μέ τό μέ- 
γεθός τους.
Μετά τήν ήλεκτροφόρηση δημεουργεεταε μέ δεηθητεκό χαρτί μία 
ροή ρυθμεστεκοϋ δεαλύματος δεά μέσου τής άγαρόζης ή όποια 
παρασύρη τά τμήματα τοϋ DNA σέ ένα φύλλο νετροκυτταρίνης τό 
όποιο έχεε άπλωθή πάνω στήν άγαρόζη. “Ολο τό DNA μεταφέρε- 
ταε στήν νετροκυτταρίνη χωρίς νά άλλάζεε ή σχετεκή θέσες των 
κομματεών μεταξύ τους δπως δεεχωρίσθησαν μέ τήν ήλεκτροφόρηση
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Τό DNA ύφίσταται άποδιάταξη, πρό τής μεταφοράς του στήν νιτρο- 
κυτταρίνη, διά έπιδράσεως αλκαλικού περιβάλλοντος στήν πηκτή 
άγαρόζης όπότε μεταφερόμενο στήν νιτροκυτταρίνη είναι έτοι
μο νά μελετηθεί μέ τήν τεχνική τής ύβριδοποιήσεως. 'Η ύβρι- 
δοποίησις γίνεται μέ τό dsDNA τής ώολευκωματίνης τό όποίον 
έχει καταστεί ραδιενεργό in vitro μέ τήν τεχνική τής nick- 
translation.
'Η αύτοραδιογραφία σ ’αύτό τό πείραμα άπέδειξε δτι άντί γιά 
μιά ζώνη ύβριδοποιήσεως πού θά έδειχνε μία μόνον κατηγορία 
κομματιών DNA πού φέρουν τό γ ο ν ί δ ι ο  τής ώολευκωματίνης πα
ρουσιάστηκαν 4 διαφορετικά κομμάτια μέ μήκη 9,5Kb 2,35Kb 
1,8Kb καί 1,3Kb. (εικόνα 36).

EcoRI Hind III
t \  /  "" "V
Ery ov Ery ov

εΙκόνα 36
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Αύΐό σημαίνει δτε στό γονεδεακό DNA ή όργάνωσες τοϋ γονιδίου 
της ώολευκωματίνης είναε δεαφορετεκή. Τό γονίδεο περεέχεε 
τΙς άλληλοδεαδοχές τοΰ ώριμου mRNA σέ 4 δεαφορετεκά κομμά-: 
τεα DNA συγχρόνως δέ μεταξύ αύτών των 4 κομματεών ύπάρχουν 
άλλες άλληλοδεαδοχές πού δέν βρίσκονταε στό ώρεμο mRNA γεατε 
άναγνωρίζονταε άπό περεορεστεκές ένδονουκλεάσες πού δέν κό
βουν τό dsRNA. Ά ρ α  τό φυσεκό γονίδεο τής ώολευκοματΙνης 
έχεε μ Ια δεακεκομένη όργάνωση καί άποτελείταε άπό τμήματα 
πού κωδεκοποεοΰν γεά άμενοξέα πού βρίσκονταε καί στό ώρεμο 
mRNA καί ένδεάμεσες άλληλοδεαδοχές πού ένώνουν μεταξύ τους 
αύτά τά τμήματα άλλά 6έν κωδεκοποεοΰν γεά πρωτεΐνες.

Χρησεμοποεήσες τής τεχνεκής τών άγκυλών R στό ήλεκτρονεκό 
μεκροσκόπεο γεά τήν μελέτη δεακεκομένων γονεδίων.

Ή  μελέτη τοϋ φυσεκοΰ γονεδίου τής ώολευκωματίνης συμπληρώ
θηκε μέ παρατηρήσεες στό ήλεκτρονεκό μεκροσκόπεο. Τό τμήμα 
τοΰ γονεδ εακοΰ DNA πού φέρεε τόν γόνο τής ώολευκωματίνης έπ- 
ελέγη άπό τήν "βεβλεοθήκη" πού είχε δημεουργηθεε τοΰ γονε
δ εακοΰ DNA τής κόττας καί χρησεμοποεήθηκε γεά μελέτη στό ή
λεκτρονεκό μεκροσκόπεο.
Έ χ ε ε  παρατηρηθεί δτε ύπό δρεσμένας συνθήκας παρουσία ψορμα- 
μεδίου καί θερμοκρασία πλησίον τοΰ Tm τά ύβρίδεα RNA/DNA 
είναε πεό σταθερά άπό τά άντίστοεχά τους DNA/DNA. Έ ά ν  λοε- 
πόν έπωάσουμε σ'αύτές τις συνθήκες ένα mRNA μέ τό άντεστοεχο 
του γονεδεο ύπό μορφήν δεκλώνου DNA ό ένας κλώνος τοΰ DNA 
θά έκτοπεσθεε άπό τό συμπληρωματεκό του mRNA καί θά δημεουργη
θεε ένα δίκλωνο μόρεο RNA/DNA μέ μία άγκύλη,τοΰ έκτοπεσθέντος 
μονοκλώνου DNA.
Έ ά ν  όμως τό DNA μόνον μερεκώς είναε συμπληρωματ εκό τοΰ mRNA.
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καί περεέχεε καί ένδεάμεσα τμήματα μή συμπληρωματεκά τότε 
θά δοϋμε καί ένδεάμεσες άγκύλες άπό δίκλωνα μόρεα DNA. 
(εικόνα 37)

Η μέθοδος αύτή χρησεμοποεήθηκε γεά τό φυσεκό γονίδεο της 

ώολευκωματίνης καί τό ώρεμο m R N A -καί εύρέθη, (εικόνα 38).
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εικόνα 38
δτε άποτελεεταε άπό 7 τμήματα συμπληρωματικά τοΰ mRNA πού 
χωρίζονται άπό 7 ένδεάμεσες άλληλοδεαδοχές πού δέν βρίσκο- 
νταε στό ώρεμο mRNA (στήν ήλεκτρονεκή φωτογραφία αποτελούν 
7 R-άγκύλες). Τό μέγεθος τού γονεδίου τής ώολευκωματίνης 
είναε περίπου 7.700bp,περίπου 10 φορές μεγαλύτερο άπό τό μέ
γεθος τοΰ mRNA.
Τά τμήματα πού κωδεκοποεοϋν γεά άμενοξέα καί δεατηροΰνταε 
στό παραγόμενο ώρεμο mRNA δνομάσθηκαν έξόνεα (exons) ένώ τά 
τμήματα πού άποτελοΰνταε άπό άλληλοδεαδοχές πού δέν κωδεκο
ποεοϋν άμενοξέα καί δέν δεατηροΰντάε στό ώρεμο mRNA όνομά*- 
σθηκαν ίντράνεα (introns).
Τό φαενόμενο των δεακεκομένων γονεδίων είναε άρκετά γενεκό 
στούς εύκαρυωτεκούς όργανεσμούς. 'Υπό αυτήν τήν μορφή βρε- 
σκεταε στό γονεδίωμα. τό γονίδεο τής αίμοσφαερίνης,> των 
άνοσοσψαερενών, τό ρεβοσωματεκό 28S DNA στήν Δροσοφίλα καί 
όρεσμένα γονίδεα tRNA τής ζύμης.
Σέ όρεσμένα γονίδεα δπως στά γονίδεα τών ίστονών στήν Δροσό- 
φελα καί τόν άχενό δέν βρέθηκαν ένδεάμεσες άλληλοδεαδοχές. 
Εκτός άπό τά γονίδεα τών εύκαρυωτεκών κυττάρων τό φαενόμε
νο παρατηρεεταε καί στούς ιούς πού άναπτύσσονταε σέ εύκαρυω-
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τικά κύτταρα όπου καί τό φαινόμενο αύτό άνεκαλύφθη πρώτα.
Δεν γνωρίζουμε ακόμη ποιος είναι ό λόγος πού πολλά γονίδια 
εύκαρυωτεκών κυττάρων είναι διακεκομένα ούτε ποιος είναι ό ρό- 
λος των ένδεαμέσων αλληλοδιαδοχών (έξέλπξι,ς; δ εαφοροποίησες;)

Μελέτη πρωτοδεάταξες DNA.
Μέχρι, πρό ολίγων έτών ή μελέτη τής αλληλοδιαδοχής των βάσεων 
σέ μόρεα DNA δέν άντεμετωπεζετο 1ον/ λόγω τοϋ μεγάλου μεγέ
θους των μορίων καί 2ον/ λόγω έλλείψεωςακαταλλήλων τεχνεκών 
ταχείας μελέτης τής άλληλοδεαδοχής.
Ή  άνακάλυψες των περεορεστεκών ένδονουκλεασφν έλυσε τό ένα 
άπό τά δύο αύτά προβλήματα γεατί έπετρέπεε τό σπάσεμο ένός 
DNA σέ καθορεσμένα μεκρότερα κομμάτεα τά όποια μπορούν νά 
αναλυθούν εύκολώτερα. Τό δεύτερο πρόβλημα έλύθη τελευταίως 
(1976) μέ τήν άνακάλυψη τεχνεκών ταχείας μελέτης τής πρωτο- 
δεάταξης τών μορίων DNA.
Έστω π.χ. δτε θέλουμε νά μελετήσουμε τήν πρωτοδεάταξη τού 
DNA τού μεκρού όγκογόνου ιού τών θηλαστεκών SV40. θά πρέπεε 
πρώτα νά κατασκευάσουμε ένα φυσεκό χάρτη τού χρωματοσώματος 
τού ιού δπου θά άναφαενονταε οε δεάφορες θέσεες ένξύμων πε- 
ρεορεσμού γεά δεάφορες νουκλεάσες, Ετσε ή άλληλοδεαδόχή βάσεων 
κάθε κομματεού θά μπορεί, νά έκφρασθεε τελεκά σέ μία όλεκή 
άλληλοδεαδοχή βάσεων τού χρωματοσώματος έφ’δσον θά ξέρουμε 
τήν θέση πού τά δεάφορα κομμάτεα κατέχουν στό χρωματόσωμα 
τού ιού.

Χρήσες τών περεορεστεκών ένδονουκλεασών γεά τήν φυσεκή 
χαρτογράφηση ένός DNA

Οε περεορεστεκές ένδονουκλεάσες άνεκαλύφθηκαν τά τελευταία 
χρόνεα. Σήμερα ένας μεγάλος άρεθμός τέτοεων ένζύμων έχεε ά-
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πομονωθεϊ άπό διάφορα είδη βακτηριδίων.
Ή  φυσιολογική λειτουργία των ένζύμων αύτων στά αντίστοιχα 
βακτηρίδια άπό όπου άπομονώθηκαν είναι άμυντική.
Τά βακτηρίδια δηλαδή περιέχουν τά ένζυμα αυτά γιά νά άμύνο- 
νται έναντίον τής εισόδου ξένου DNA δπως π.χ. τοΰ DNA φάγων. 
Τό ίδιο τό DNA τοΰ βακτηριδίου προστατεύεται άπό τήν δράση 
τοΰ ένζύμου άπό μία ειδική μεθυλάση πού μεθυλιώνει τις βά
σεις τοΰ DNA πού άναγνωρίζονται άπό τό ένζυμο περιορισμού 
(restriction-and-mondification).
Μέ τήν είσοδο τού ξένου DNA ή μεθυλάση δέν προλαβαίνει νά 
μεθυλιώση τό DNA αυτό πού κόβεται άπό τήν περιοριστική νου- 
κλεάση.
Ή  χαρτογράφηση δπως είπαμε καί προηγουμένως είναι ένα πρώτο 
βήμα γιά τήν μελέτη τής άλληλοδιαδοχής τών βάσεων ένός DNA 
άλλα έκτός αυτού μάς δίνει καί όφ’έαυτής σημαντικά άποτελέσμα- 
τα. Μπορούμε χρησιμοποιόντας τήν χαρτογράφηση καί σέ συνδια- 
σμό μέ τήν ΰβριδοποίηση κατόπιν μεταφοράς κατά Southern νά 
έντοπίσουμε γονίδια πάνω στόν χάρτη ένός όρισμένου DNA. Χρη- 
σιμοποιόντας δηλαδή άντίστοιχα γνωστά mRNA μπορούμε νά βρού* 
με σέ πιά κομμάτια ύβριδοποιοϋνται καί γνωρίζοντας στόν χάρτη 
τήν θέση τών κομματίών αύτών νά καθορίσουμε τήν άρχή καί τό 
τέλος έκάστου mRNA καί νά έντοπίσουμε έτσι τά άντίστοιχα γο- 
νύδια.
Επίσης μέ τήν μέθοδο αύτή μπορούμε νά μελετήσουμε μεταβολές 
μέσα στά ίδια τά γονίδια ή σέ γειτονικές περιοχές τών γονι
δίων δπως π.χ. μεταλλαγές έλλείψεως.
Π.χ. DNA άπό άτομα πού πάσχουν άπό μεσογειακή άναιμία καί πα
ρουσιάζουν σηνήθως μεταλλαγές έλλείψεως στό γονιδίακό DNA 
πού γειτονεύει μέ τόν γόνο τής β-σφαιρίνης.



87

'Η μέθοδος μπορεί νά χρησιμοποιηθεί καί γιά προγενετική διά
γνωση .
Μέθοδοι χαρτογράφησης

Ά ς  λάβουμε π.χ. ένα μικρό κυκλικό DNA πού θέλουμε νά χαρτο
γραφήσουμε (SV40). ’Επιδρούμε μέ διάφορα ένζυμα περιορισμού 
καί άναλύουμε μέ ήλεκτροφόρηση τά κομμάτια πού δημιουργού-'·:', 
νται άπό τήν έπίδραση καθέ ένζύμου. Τά κομμάτια φαίνονται 
κατόπιν χρώσεως τής πηκτής άγαρόζης μέ τήν ευαίσθητη χρωστίτ 
κή βρωμιούχο αίθίδιο.
Συγχρόνως μέ τό άγνωστο DNA ήλεκτροφορούμε καί ένα δείγμα άπό 
μείγμα θραυσμάτων γνωστού μήκους καί άπό τήν κινητικότητα των 
ζωνών μπορούμε νά ύπολογήσουμε τό μέγεθος των άγνώστων θρασμά 
των σέ bj>.
Έστω δτι χρησιμοποιήσαμε 3 ένζυμα τά A, Β, Γ, τό Α δίνει ένα 
κομμάτι DNA, τό Β 2 καί τό Γ 3 άρα τό Α έχει μία θέση άναγνω^ 
ρίσεως στό DNA τό Β δύο θέσεις καί τό Γ 3 θέσεις.

A Β Γ

Γιά νά καθορίσουμε τις θέσεις άναγνωρίσεως των ένζύμων στό 
κυκλικό DNA χρησιμοποιούμε σάν σημείο άναφοράς τό μοναδικό 
σημείο Α .
1. Κόβουμε τό DNA μέ τό ένζυμο Α.

322. Σημαίνουμε τά δύο άκρα τού Α μέ γ-ρ -ΑΤΡ καί τό ένζυμο κι- 
γάση πολυνουκλεοτιδίων.

3. Επιδρούμε στό σημασμένο κομμάτι μέ τό ένζυμο Β. Τό DNA 
θά σπάσεl σέ τρία κομμάτια. Ά π ό  τά 3 αυτά κομμάτια τά 
5ύ.ο θά είναι ραδιενεργά καί τό τρίτο όχι ραδιενεργό. Ύπο-
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ογίζουμε τά μοριακά βάρη καί τά bj> έκάστου κομματεού άπό 
τήν ήλεκτροφόρηση.
Μπορούμε τώρα νά καθορίσουμε τήν θέση τών κομματιών Β στόν 
κυκλεκό χάρτη μέ σημείο άναφορας τό Α.

Τά δύο ραδεενεργά κομμάτεα Β θά άρχίζουν ύποχρεωτεκά άπό τή 
θέση Α . Έ σ τ ω  δτε τά όνομάζουμε Β-άρεστερά 900bp καί Β-δεξ·αά 
SOObp.
4. ’Απομονώνουμε τά δύο κομμάτεα Β καί έπεδροΰμε σ ’αύτά μέ 
τό ένζυμο Γ. Τό ένζυμο αύτό είπαμε άρχεκά πώς κόβεε τό DNA 
σέ 3 τμήματα καί άρα άναγνωρίζεε 3 θέσεες. Ά ς  ύποθέσουμε 
δτε καί οΐ τρεις αύτές θέσεες βρίσκονταε στά δύο σημασμένα 
κομμάτεα Β.
Τό κομμάτε Β- άρεστερά 900bp σπάεε σέ δύο τμήματα ένα ράβε*-: 
ενεργό 200bp καί ένα ραδεενεργό 300bp. Ή  μία θέση Γ είναε 
άρα γνωστή. Τό κομμάτε Β-άρεστερά· 900bp σπάεε σέ τρία κομμά
τεα τό ένα ραδεενεργό 400bp καί τά δύο άλλα μή ραδεεγεργά. 
π.χ. 300bp καί 200bp. Ή  δεύτερη θέση Γ βρίσκεταε έπομένως 
400bp άπό τό Α άλλά ή τρίτη θέση Γ μπορεί νά βρίσκεταε είτε 
σέ άπόσταση 400+300=700bp είτε σέ άπόσταση 400+200=600bp
5. Γεά νά βρούμε τήν τρίτη αύτή θέση μπορούμε νά κάνουμε 
ένα άλλο πείραμα.
Έπεδρούμε στό κομμάτε Β-άρεστερά-900ύρ είτε μέ λεγότερο 
ένζυμο Γ είτε μέ λεγότερο χρόνο, έτσε ώστε νά προκαλέσουμε 
άτελεί πέψη τού κομματεοΰ αύτοΰ. Στήν περίπτωση αύτή θά 
ύπάρξουν κομμάτεα τού Β πού θά κοπούν μόνον μία φορά άπό τό
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ένζυμο Γ καί. θά είναι ραδιενεργά. "Αν βρούμε ραδιενεργά 
κομμάτια των 400bp καί. 600bp τότε ή δεύτερη θέση Γ καθορί
ζεται 600bp άπό τήν Α. ^

Μελέτη τής άλληλοδιαδοχής των βάσεων τού DNA 
*Η χαρτογράφηση τοΰ DNA μέ περιοριστικές ένδονουκλεάσεις μας 
έπιτρέπει νά μελετήσουμε έν συνεχεία τήν πρωτοδιάταξη σέ βά
σεις τοΰ κάθε τμήματος τοΰ όλικοΰ DNA.
Ά ς  ύποθέσουμε δτι έχουμε ένα τμήμα DNA τό όποίο φέρει μία 
θέση γιά μία περιοριστική ένδονουκλεάση.

32’Ιχνηθετοΰμε τό DNA αύτό στά 5' άκρα του μέ Ρ χρησιμοποιό-
ντας τό ένζυμο κινάση-πολυνουκλεοτιδίων καί μεταφέροντας

32ένα γ φωσφόρο άπό γ-Ρ -ΑΤΡ.
Έ ν  συνεχεία τό διπλά σημασμένο αύτό κομμάτι σπάμε μέ τό έν
ζυμο περιορισμού πού άναγνωρίζει μία θέση στό DNA αύτό.
Τά δύο σημασμένα τμήματα χωρίζουμε μέ ήλεκτροφόρηση άκριλα- 
μιδίου καί έκλούομε άπό τό άκρυλαμίδιο.
Έχουμε τώρα δύο κομμάτια DNA σημασμένα μόνο στό ένα άκρο 5' 
μέ φωσφόρο 32.
'Υπάρχουν δρισμένες χημικές άντιδράσεις πού τροποποιούν μία 
άπό τις 4 βάσεις τοΰ DNA καί άποσταθεροποιοΰν τό πλησίον εύ- 
ρισκόμενο φωσφοριεστερικό δεσμό. Π.χ. ή μεθυλίωση τής άδενί- 
νης είναι ένα τέτοιο παράδειγμα.
Έ σ τ ω  ή άλληλοδ ιαδοχή βάσεων

G A T T C A G T C G C T A C G
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’Εάν ρυθμίσουμε τΙς συνθήκες μεθυλιώσεως ώστε νά έχουμε 
άτελή τροποποίηση τότε μπορούμε νά έπιτύχουμε νά έχουμε κα
τά μέσον δρο μία τροποποίηση Α άνά μόριο DNA. Ή  άνωτέρω
Αλληλοδιαδοχή θά μεταβληθεί ώς έξης: 

me* G ' A T T C A G T C G C T A C G
mef f G A T T C A G T C G C T A C G  

‘ G A T T C A G T C G C  Λ  C G

Ύδρόλυσις τοΰ μείγματος αύτοϋ θά σπάσει τούς δεσμούς δίπλα 
στις άδενίνες καί θά μάς δώσει κομμάτια DNA πού δλα θά άρχίζουν 
άπό ένα ραδιενεργό άκρο καί δλα θά τελειώνουν σέ άδενίνη.

* G**
me* G A Τ Τ C A

* G A T T C A G T C C T C Τ”Ι
θά έχουμε βέβαια καί κομμάτια ένδιάμεσα πού θά δημιουργηθοΰν 
άπό έσωτερικά σπασίματα άλλά αύτά δέ μάς ένδιαφέρουν γιατί 
δέν θά είναι ραδιενεργά.
Χρησιμοποιούμε τώρα τό Ιδιο DNA γ.ιά νά σπάσουμε στίς G, Τ, 
καί C+T ( δέν ύπάρχει άντίδραση ειδική γιά Τ μόνον)
- Τά θράσματα άπό τίς 4 Αντιδράσεις ύποβάλουμε σέ ήλεκτροφό- 
ρηση σέ πήκτωμα πολυακριλαμίδης σέ γειτονικές θέσεις.
- Ή  ήλεκτροφόρηση γίνεται ύπό τέτοιες συνθήκες πού έπιτρέπει 
διαχωρισμό δύο κομματιών πού διαφέρουν μόνον κατά ένα νουκλεο- 
τ ίδιο.
- Μετά τήν ήλεκτροφόρηση κάνουμε αύτοραδιογραφία καί διαβά
ζουμε άπό κάτω πρός τά πάνω τήν Αλληλοδιαδοχή τών βάσεων.
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I

95

ΙΣΤΟΡΙΚΟ TOY HIV

To καλοκαίρι του 1980 ηέθανε ένας ασθενής στην Νέα Υόρκη 
μετά από κάποια παρατεταμένη ασθένεια που στα τελευταία της στάδια 
συνοδεύθηκε από λοιμώξεις, που με την τρέχουσα ιατρική πρακτική θα 
μπορούσε να ιαθεί. Αυτή ήταν η πρώτη επίσημη παρατήρηση -ανακοίνωση 
8ΐα μια νέα ασθένεια που εκ των υστέρων βρέθηκε να έχουν παρατηρηθεί 
και άλλα περιστατικά από το 1978. Το ^ ο ν ό ς  αυτό αποτέλεσε ένα 
σημαντικό σταθμό στην όλη ιστορία της ιατρικής επιστήμης. Μια 
επιδημία διαπιστώνεται να κάνει την εμφάνισή της σε όλα σχεδόν τα μέρη 
του πλανήτη και να απειλεί μαζικά την ανθρώπινη ζωή.

Ενα χρόνο αργότερα η έρευνα έδειξε ότι η νέα αυτή ασθένεια 
ήταν το αποτέλεσμα της καταστροφής του ανοσοποιητικού συστήματος 
με το οποίο ο ανθρώπινος οργανισμός αντιστέκεται στις λοιμώξεις. Η 
ασθένεια ονομάστηκε AIDS (Aquired Immune Deficiency Syndrome). Στα 
Ελληνικά: σύνδρομο επίκτητης ανοσοανεπάρκειας.

Ερευνητές από όλο το κόσμο άρχισαν αμέσως την έρευνα 
ανακάλυψης του αιτιολο^ικού παράγοντα. Στις αρχές του 1983 
εμφανίσθηκαν τα πρώτα σημαντικά αποτελέσματα. Μια γαλλική 
ερευνητική ομάδα καθοδηγούμενη από τον δρ. Luc Montagnier στο 
Ινστιτούτο Pasteur του Παρισιού απομόνωσε ένα νέο ιό από ασθενή που 
έπασχε από ένα σύνδρομο λεμφαδενοπάθειας που συνήθως προηγείται της 
πλήρους εμφάνισης της ασθένειας AIDS. Ο νέος αυτός ιός αναπτύχθηκε σε 
κυτταροκαλλιέρ^εια και ονομάσθηκε LAV., Lymphadenopathy-associated 
virus: ιός σχετιζόμενος με λεμφαδενοπάθεια.

Αργότερα τον ίδιο χρόνο 1983, οι ίδιοι ερευνητές απομόνωσαν 
και πάλι ιούς από ασθενείς με πλήρη ανάπτυξη της ασθένειας AIDS και 
έκαναν σύγκριση στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο με τους προηγούμενους 
απομονωμένους. Ήσαν ακριβώς οι ίδιοι ιοί και έτσι παρέμεινε η αρχική 
τους ονομασία LAV.

Στην Μ. Βρεττανία ο Abraham Karpas στο Πανεπιστήμιο του 
Cambridge απομόνωσε και αυτός έναν ιό που έμοιαζε με το στέλεχος του 
LAV και τον ονόμασε C-LAV (Cambridge LAV). Περίπου την (δια εποχή ο 
Paul Fiorino στις Ηνωμένες Πολιτείες απομονώνοντας τον ιό έκανε την 
παρατήρηση ότι ο ιός του AIDS φαινόταν διαφορετικός από τους άλλους 
ανθρώπινους ιούς, αναπτυσσόταν δύσκολα σε κυτταροκαλλιέρ^εια και

ι
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έμοιαζε περισσότερο με τους αντίστοιχους των ζώων που ονομάζονται 
Λεντιιοί (Lentivirus = αρχός ιός) λόχω του οτι χρειάζονται μεγάλο χρόνο 
χια να αναπτυχθούν.

Εν τω μεταξύ ο Robert Gallo στο Εθνικό Ινστιτούτο Καρκίνου στο 
Maryland-ΗΠΑ, ερευνούσε την ύπαρξη ενός άλλου ιού στους ασθενείς του 
AIDS που πιθανόν να ανήκε σε μια υποομάδα των ρετροϊών που 
ονομάζονται RNA οχκοχόνοι ιοί. Χαρακτηριστικό των ιών αυτών (ρετροϊών ) 
είναι ότι μπορούν να συνθέτουν DNA έχοντας σαν μοριακή μήτρα RNA( 
αντί DNA) ανατρέποντας το κεντρικό δόχμα της μοριακής βιολογίας: DNA 
- RNA - πρωτεΐνη. ' Οταν ο Gallo δημοσίευσε τα ευρήμαχά του τον Μάιο 
του 1984 ονόμασε τον ιό του AIDS, HTLV-III (Human T-Cell 
Leukaemla/lymphoma virus III) δηλ. ανθρώπινο ιό λευχαιμίας/λεμφώματος 
III των Τ-λεμφοκυττάρων θέλοντας να δείξει ότι ο ιός του AIDS είναι το 
τρίτο είδος των χνωστών ανθρώπινων ρετροϊών HTLV-I και HTLV-II.

Όταν όλοι οι παραπάνω ερευνητές συνέκριναν την παρόμοια δομή 
των ιών τους σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο και αρχύτερα την αλληλουχία 
των βάσεων DNA, κατέστη πλέον σαφές ότι πρόκειται χια τον ίδιο ιό και 
θα πρέπει να δοθεί ένα κοινώς αποδεκτό διεθνές όνομα χια τον / τους ιούς 
όπως και χια την ασθένεια. Ετσι ο ιός ονομάσθηκε HIV (Human Immune 
deficiency virus): ανθρώπινος ιός της ανοσοανεπσρκειας και η ασθένεια 
AIDS.

Πιθανή προέλευση του HIV

Κρίνοντας από το χεχονός ότι ο HIV μοιάζει αρκετά με ένα άλλο ιό 
της ιδίας ομάδας Lentivirinae, αλλά που προσβάλλει αποκλειστικά και 
μόνο τον σημιΐδη (Simian) πίθηκο προκαλώντας Simian AIDS πιστεύεται 
ότι ο HIV είχε κοινό πρόχονο με άλλους ιούς που προσβάλλουν 
αφρικανικούς πιθήκους. Η προέλευση του ιού πιθανόν να προέρχεται από 
την τροπική Αφρική όπου χια κάποιο ανεξήχητο λοχο μπόρεσε και έσπασε 
το "φράχμα" του είδους κάπου στην Κεντρική Αφρική, πιθανόν κοντά στην 
δυτική όχθη της λίμνης Βικτωρία, όπου η ασθένεια του AIDS είναι 
ενδημική . Πιθανόν εκεί χια πρώτη φορά ένας λεντιϊός μόλυνε άνθρωπο και 
άρχισε να εξαπλώνεται τοπικά. Η μετακίνηση πληθυσμών δεν άρχησε να 
δώσει στην μόλυνση παχκόσμιες διαστάσεις.

Ο κύκλος ζωής των ρετροϊών

Γενικά οι ιοί χωρίζονται σε δυο κατηγορίες ανάλοχα με το αν φέρουν 
DNA ή RNA ως χενετικό τους υλικό. Οι ρετροϊοί αποτελούν την κατηχορία 
των RNA ιών που, στον αναπαραχωχικό τους κύκλο, χαρακτηρίζονται από 
την μετατροπή του χενωματικού των RNA σε DNA με το ενδοχενές ένζυμο 
ανάστροφη μεταχραφάση.



Κά9ε σωματίδιο ιού φέρει ένα αντίγραφο μονόκλωνου RNA που 
περιβάλλεται από πρωτεΐνες σχηματίζοντας μια κεντρική πυρηνική δομή. Η 
δομή αυτή με την σειρά της περιβάλλεται από την εξωτερική κάψα του ιού 
που αποτελείται από ειδικές πρωτεΐνες που ονομάζονται χλυκοπρωτεΐνες. 
Ονομάζονται δε έτσι διότι είναι ενωμένες με μόρια σακχάρου.

Η μόλυνση ενός κυττάρου - στόχου αρχίζει με την αντίδραση των 
#λυκοπρωτεΐνων της εξωτερικής κάψας του ιού με ειδικές πρωτεΐνες της 
εξωτερικής κυτταρικής μεμβράνης που ονομάζονται υποδοχείς. Αν και η 
λειτουργία, γενικά, των υποδοχέων δεν έχει πλήρως ερμηνευθεί η ύπαρξή 
των όμως είναι απαραίτητη ^ια μια ιϊκή μόλυνση. Κύτταρα χωρίς ειδικούς 
υποδοχείς ^ια τον ανάλογο ιό δεν μπορούν να μολυν9ούν. Την αντίδραση 
του ιού με τον υποδοχέα ακολουθεί μια τοπική σύντηξη του 
ιού/κυτταρικής μεμβράνης που επιτρέπει την είσοδο του ιού αλλά και 
την απελευθέρωση του ιϊκού RNA στο κυτταρόπλασμα. Στο στάδιο αυτό 
το ενδογενές ιϊκό ένζυμο ανάστοφη μεταχρσφάση μετατρέπει το ^ένωμα 
του ιού σε γραμμικό δίκλωνο DNA που μπορεί να μεταφερθεί στον 
κυτταρικό πυρήνα όπου μετατρέπεται σε ένα κυκλικό μόριο DNA. Κά9ε 
κυκλικό μόριο μπορεί να ενσωματωθεί στο κυτταρικό DNA με μηχανισμούς 
που ακόμη δεν έχουν πλήρως διελευκανθεί αλλά (ραίνεται όμως ότι υπάρχει 
μια πιθανή προτίμηση σε ^ενωματικές θέσεις με έντονη μετα^ραφίκή 
δραστηριότητα. Στις περισσότερες περιπτώσεις ενσωματώνεται σε εντελώς 
τυχαίες θέσεις. Η ενσωμάτωση του ιού συνήθως είναι μόνιμη #ια όλη την 
διάρκεια της ζωής του κυττάρου και στην μορφή αυτή ονομάζεται προϊός.

Ιός 0

ΚΥΚΛΟΙ ΖΩΗΣ ΡΕΤΡΟΙΟΥ
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Ο πολλαπλασιασμός του ρετροϊου, δηλαδή η π α ρ α λ ή  ιϊκών 
σωματιδίων, από την στιγμή που 9α ενσωματωθεί στο ^ένωμα του 
κυτττάρου εξαρτάται αποκλειστικά από αυτό. Αυτό συμβαίνει λό^ω του ότι 
ο ρετροϊός είναι ατελής όσον αφορά τους μηχανισμούς αλλά και τους 
παράγοντες που απαιτούνται τόσον ^ια την μεταγραφή όσον και την 
μετάφρασή του. Έτσι η εξάρτησή του από το ευκαρυωτικό κύτταρο 
συνίσταται στο να χρησιμοποιεί την μηχανή πολλαπλασιασμού του 
κυττάρου στο οποίο έχει ενσωματωθεί σαν προϊός. Δηλαδή ένας ρετροϊός 
μεταγράφεται (RNA πολυμεράση II )και μεταφράζεται (ριβοσώματα) σαν 
ένα μέρος της συνολικής μεταγραφής και μετάφρασης του κυττάρου. 
Επομένως απαραίτητη προϋπόθεση #ια τον πολλαπλασιασμό του ρετροϊου 
είναι η πολλαπλασιαστική ενερ^ότητα του ευκαρυωτικού κυττάρου. Η λήξη 
επομένως ή η ενεργοποίηση του πολλαπλασιασμού του κυττάρου 
συνεπάγεται και την αντίστοιχη λήξη ή π α ρ α λ ή  ιϊκών σωματιδίων. Στις 
περισσότερες περιπτώσεις παρά^ονται δύο ειδών RNA περίπου σε ίση 
αναλογία: ένα μετα^ράφημα πλήρους μήκους και ένα μικρότερο 
uno-^ενωμικό RNA που παρά^εται μετά από ανασύνδεσηίερίΐοίπς) του 
πλήρους μετα^ραφήματος και χρησιμεύει ^ια την μετάφραση των 
πρωτεϊνών της εξωτερικής κάψας. Από το μετα^ράφημα πλήρους μήκους 
ένα μέρος χρησιμοποιείται #ια την μετάφραση των εσωτερικών δομικών 
πρωτεϊνών και του ενδογενούς ενζύμου ανάστροφη μεταχραφάσηίβλέπε 
παρακάτω), ενώ ένα άλλο μέρος πακετάρεται σε νέα καψίδια ^ια να δώσουν 
τους απο^όνους-ιούς, που μπορούν να διαπεράσουν την εξωτερική 
μεμβράνη και να δώσουν δευτερογενή μόλυνση σε άλλα κύτταραί βλέπε 
σχήμα 1).

Περιγραφή και μοριακή βιολογία του HIV

Ο HIV ανήκει στην υποομάδα Lentlvlrlnae,xuiv ρετροιών, που κυρίως 
περιλαμβάνει ιούς ζώων. Μοιάζει με τους ρετροϊούς στην ιδιότητά τους 
να συνθέτουν DNA από RNA χρησιμοποιώντας το ένζυμο ανάστροφη 
μετα^ραφάση. Η διάμετρός του είναι περίπου 100 νανόμετρα (1nm = 
1x10"9m). Η τρισδιάστατη δομή του HIV φαίνεται να έχει κανονικό 
γεωμετρικό σχήμα.

Πιστεύεται ότι η κατανομή των πρωτεϊνών στην ιϊκή επιφάνεια 
μοιάζει αρκετά με μπάλα ποδοσφαίρου με 12 πεντάγωνα και 20 εξά^ωνα 
συ^κολλημένα μεταξύ των σχηματίζοντας μια σφαίρα. Σε κάθε $ωνιά 
του εξα^ώνου και στο κέντρο τους βρίσκεται και ένα μόριο της πρωτεΐνης 
gp 120 (σχήμα 2). Τα χαρακτηριστικά του ιού HIV είναι:

1. Αφ' ής στιγμής μολύνει ένα κύτταρο-στόχο χρειάζεται αρκετός 
σχετικά χρόνος gia την ενεργοποίηση του πολλαπλασιασμού του. Δηλ. 
είναι ένας αρ^ά πολλαπλασιαζόμενος ιός που δεν καταστρέφει αμέσως το
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μολυσμένο κύτταρο. Σε αντίθεση με πολλούς άλλους ρετροϊούς που 
αμέσως ενσωματώνονται στο DNA του κυττάρου ένας μεγάλος αριθμός 
σωματιδίων του HIV παραμένει στο κυτταρόπλασμα. 2. Παρουσιάζει 
ιδιαίτερα χαρακτηριστικά στον τρόπο που τα ιϊκά σωματίδια - απόγονοι 
εξέρχονται της κυτταρικής μεμβράνης του μόλυσμένου κυττάρου.
3. Παρουσιάζει συχνές αντιχονικές αλλαγές που εντοπίζονται στις 
πρωτεΐνες της εξωτερικής επιφάνειας του ιού. Η ιδιότητά του αυτή 
αποτελεί ένα σημαντικό πρόβλημα χια το ανοσοποιητικό σύστημα του 
ξενιστή στο να πιστοποιεί και να πολεμά με αντισώματα αυτές τις 
πρωτεΐνες του ιού (τα αντιγόνα του ιού). Εδώ δε εντοπίζεται η αδυναμία 
στο να αναπτυχθεί κάποιο αποτελεσματικό εμβόλιο.

4. Παρουσιάζει ένα ασυνήθιστο τρόπο ρύθμισης πολλαπλασιασμού του, που 
περιλαμβάνει και αυτοανασταλτικό μηχανισμό μη συναντώμενο σε άλλους 
ιούς ( χονίδιο nefj. 5. Τα βασικά του δομικά χονίδια είναι τρία: (βλέπε 
σχήμα 2)

ΑΝΤΙΣΤΟΙΧΙΑ ΔΟΜΙΚΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ /ΠΡΩΤΕΪΝΏΝ ΗIV

i X v i j A · 01 2 .
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a) gag: κωδικοποιεί ^ια εσωτερικές δομικές πρωτεΐνες του ιού. 
β) ροΙ: κωδικοποιεί ^ια μια πολυπρωτεΐνη με τρεις βασικές 

λειτουργίες: ηρωτεάσης, ανάστροφης μετα^ραφάσης και
ενδονουκλεάσης .

ά) £θ ϊι κωδικοποιεί ^ια πρωτεΐνες της εξωτερικής κάψας του ιού. Όπως 
αναφέρθηκε και πιο πάνω το γονίδιο αυτό χαρακτηρίζεται από 
πολυμορφικότητα και παρά^εται σαν μιά πρόδρομη ^λυκοπρωτεΐνη 
(gp) με μοριακό βάρος 160 που μεταγενέστερα δίνει τις πρωτεΐνες 
gp120 και gp41.

Τα δομικά αυτά γονίδια βρίσκονται μεταξύ δύο πανομοιότυπων 
αλληλουχιών DNA, που αποτελούν ένα βασικό χαρακτηριστικό των 
ρετροϊών, και είναι υπεύθυνες ^ια την μεταγραφή και την ρύθμιση του 
ιού. Είναι συ^κεκριμμένες περιοχές DNA μήκους περίπου 500 ζευγών και 
ονομάζονται LTR (Long terminal repeats). Βλέπε σχήματα 1,2 και 3. Κάθε 
LTR διακρίνεται σε τρία τμήματα: Uj, R και U5. Ο ρόλος του U5 δεν είναι

διευκρινισμένος. Αντίθετα, είναι γνωστό ότι στο 5' άκρο του R εντοπίζεται 
η αρχή της RNA μεταγραφής ^ια όλους τους ρετροϊούς που έχουν 
μελετηθεί μέχρι σήμερα. To U3 αποτελεί την κύρια ρυθμιστική περιοχή

του LTR όπου ευρίσκονται οι υποκινητές CAAT και TATA ^ια την δέσμεση 
της RNA πολυμεράσης II, ενώ ανοδικώτερα οι επαυξηντές #ια την 
δέσμευση κυτταρικών ϋ^πε-ενερΒοποιητών. Το 5' LTR ρυθμίζει την 
μεταγραφή του ιού, ενώ το 3’ LTR φέρει τα απαραίτητα στοιχεία 
πολυαδενυλίωσης των μετα^ραφημάτων.

Ενώ οι περισσότεροι ρετροϊοί,κυρίως των ζώων,χαρακτηρίζονται 
μόνο από τα τρία δομικά γονίδια gag, pgi και env ο HIV φέρει τουλάχιστον 

6 επιπλέον: ia t  L£Y, IL L  YEL Υβϋ, και nef που η έκφρασή των ρυθμίζει την 
ιϊκή πρωτεινική π α ρ α λ ή  και ανάπτυξη. Τα γονίδια Μ ,  t£Y. ,και nel 
κωδικοποιούν χια σημαντικές ρυθμιστικές πρωτεΐνες ενώ ^ια το vif 
πιστεύεται ότι ελέγχει την μολυσματικότητα του HIV. Ο ρόλος των 
γονιδίων vpr και m l  παραμένει τελείως άγνωστος.

Η ρύθμιση του HIV ,σε αντίθεση με όλους τούς άλλους ρετροϊούς που 
έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, παρουσιάζει σημαντική πολυπλοκότητα 
που ακόμη δεν έχει εξηγηθεί πλήρως. Συνδέεται δε άμεσα με την ^ονιακή 
του έκφραση και μπορεί να χωρισθεί σε δύο φάσεις:
1. Πρώιμη φάση Η ενεργοποίηση ενός λεμφοκυττάρου συνεπάγεται και 
την άμεση συνδυασμένη δράση των βασικών και επ α ^ ιμω ν  παραγόντων 
της μεταγραφής του που οδηγεί και στην αύξηση της μεταγραφής του 
προϊού. Το επίπεδο αύξησης είναι σχετικά χαμηλό αλλά όμως αρκετά 
σημαντικό. Ο παρα^όμενος πληθυσμός των ^ενωμικών ιϊκών mRNA διαπερνά 
την πυρηνική μεμβράνη και εισέρχεται στο κυτταρόπλασμα με την μορφή 
διπλά ανασυνδεδεμένου mRNA που έχει μοριακό βάρος 2Kb. Τα mRNA αυτά
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κωδικοποιούν #ια τρεις ρυθμιστικές πρωτεΐνες JLaLC trans-activator), n£l 
(negative regulator factor) και (regulator of virion expression) όπως 
φαίνεται στο σχήμα 3.

ΠΡΩΙΜΗ ΟΨΙΜΗ

Η πρωτεΐνη Μ  ,που αποτελείται από Β6 αμινοξέα και είναι πλούσια σε 
κυστεΐνες,έχει μοριακό βάρος 15,5' Kd και είναι απαραίτητη #ια τον 
πολλαπλασιασμό του ιού. Είναι μία πυρηνική πρωτεΐνη που δρα μετά από 
την πρόσδεσή της σε ειδικές αλληλουχίες υποκινητών των LTR αυξάνοντας 
τον ρυθμό της μεταγραφής του. Είναι δηλαδή ένας trans ενερ^οποιητής 
και αυξάνει την έκφραση πολλών χονιδίων συμπεριλαμβανομένου και του 
εαυτού της (θετική αυτορύθμιση ).Όσον δε αυξάνει η έκφρασή της,τόσον 
αυξάνει και ο βαθμός ενεργοποίησης. Δρα δηλαδή με ένα μηχανισμό ανά
δρασης (Feedback mechanism) που μπορεί να αυξήσει την ^ονιδιακή 
έκφραση του ιού μέχρι 1000 φορές παραπάνω.

Η ειδική αλλληλουχία DNA στην οποία προσδένεται η Μ  ευρίσκεται στα 
LTR του ιού και ονομάζεται TAR( trans activation response element) nou 
είναι μία μεταγραφόμενη περιοχή και ευρίσκεται πάντα στα πρώτα 59 
νουκλεοτίδια όλων των μετα^ραφημάτων RNA του ιού. Χαρακτηριστικό της 
πρωτεΐνης iat είναι ότι προσδένεται με την περιοχή TAR των RNA, που 
αποτελεί ένα τελείως νέο μηχανισμό αλλά ο ακριβής ρόλος της ακόμη 
παραμένει άχνωστος. Πιστεύεται ότι δρα σαν αναστολέας της λήξης της 
μεταγραφής.
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Σε αντίθεση με τον ουσιαστικό ρόλο της πρωτεΐνης ia t  το πρωτεϊνικό 
π α ρ ό λ ο  του γονιδίου Q£l δεν χρειάζεται ^ια τον πολλαπλασιασμό του 
HIV. Η πρωτεΐνη jM  έχει μοριακό βάρος 27 Kd και φέρει λιπαρά οξέα στο 
μόριό της που την κάνει ικανή να συνδέεται με τις μεμβρανικές δομές 
του κυττάρου, Πιστεύεται ότι ανήκει σε εκείνες τις μεμβρανικές 
πρωτεΐνες που υδρολύουν GTP και χρησιμεύουν gia την μεταφορά 
ερεθισμάτων από την μεμβράνη στον πυρήνα. Η δράση της ngf συνίσχαται 
στην καταστολή της ιϊκής μεταγραφής που, πιθανόν, γίνεται μετά την 
πρόσδεσή της σε ειδικές αλληλουχίες των LTR. Ο κατασταλτικός της 
χαρακτήρας έχει σαν αποτέλεσμα την αντιστάθμιση του υψηλού βαθμού 
έκφρασης από την iaL. συμπεριλαμβανομένης όμως και της ιδ(ας(αρνητική 
αυτορύθμιση). Σαν επιπρόσθετο στοιχείο του ρόλου της θεωρείται η 
συμβολή της στην μετάπτωση του HIV από ενεργό σε λανθάνοντα.
2. Όψιμη φάση Το τρίτο μέλος των ρυθμιστικών πρωτεϊνών της πρώιμης 
φάσης είναι η πρωτεΐνη rev που είναι υπεύθυνη gia την ε π α ^ ή  της 
μετάπτωσης από την πρώιμη στην όψιμη φάση της ιϊκής έκφρασης. Η φάση 
αυτή χαρακτηρίζεται από την υπερέχουσα έκφραση των δομικών πρωτεϊνών 
( βλέπε σχήμα 3). Η πρωτεΐνη £gv έχει μοριακό βάρος 19 Kd ,είναι 
φωσφορυλιωμένη (φέρει φωσφορικές ομάδες) και εντοπίζεται στους 
πυρηνίσκους των ενεργοποιημένων CD4 λεμφοκυττάρων. Το ιδιαίτερο

χαρακτηριστικό της είναι ότι έχει διαφορική δράση. Συ^κεκριμμένα, επά^ει 
την έκφραση των μη ανασυνδεδεμένων gag- ροΐ ή μονά ανασυνδεδεμένων 
env. vlf RNA ενώ συγχρόνως αναστέλλει την έκφραση των διπλά 
ανασυνδεδεμένων RNA που κωδικοποιούν χια τις ρυθμιστικές πρωτεΐνες. 
Ετσι η πρωτεΐνη rgv ρυθμίζει αρνητικά και την δική της έκφραση( 
αρνητική αυτορύθμιση). Αν και θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι ρυθμίζει την 
ισορροπία των μη ανασυνδεδεμένων κάι ανασυνδεδεμένων μορίων RNA ,σε 
τελευταίες μελέτες φαίνεται ότι η r£v ενεργοποιεί την πυρηνική έξοδο 
ενός αριθμού μη ανασυνδεδεμένων μορίων RNA από βασικά χονίδια που 
κανονικά δεν μπορούν να περάσουν από την πυρηνική μεμβράνη στο 
κυτταρόπλασμα.
Η αλληλουχία DNA- στόχος της rgv ευρίσκεται μέσα στην περιοχή του 

γονιδίου env που ονομάζεται RRE(rev response element). Είναι πάντως 
άγνωστο ακόμη αν η πρόσδεσή γίνεται όταν το RRE ευρίσκεται στην 
μορφή του ΟΝΑ(προϊός) ή στην μορφή RNA(μεταgpάφημα env γονιδίου).
Είναι πολύ πιθανό να χρειάζεται ένα οριακά υψηλό επίπεδο έκφρασης της 
πρωτεΐνης rgv πριν την μετάπτωση στην όψιμη φάση. Κατά την σχετικά 
σύντομη χρονική στιγμή δράσης της rev όλα τα ήδη συσσωρευμένα RNA 
των δομικών πρωτεϊνών από την tat θα απελευθερωθούν στο 
κυτταρόπλασμα με συνέπεια τα επίπεδα της ιϊκής έκφρασης και 
π α ρ α λ ή ς  ιϊκών σωματιδίων να είναι πολύ υψηλά.Πιθανόν έτσι να 
εξηγείται και το ^ε^ονός ότι το ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστημα δεν



προλαβαίνει να πιστοποιήσει και να εξουδετερώσει, μέσω αντισωμάτων, 
τον ιό και να έχουμε τον κυτταρικό θάνατο.

Είναι φανερό ότι η έκφραση καθενός από τα τρία ρυθμιστικά γονίδια Μ ,  
rev και nef επηρρεάζει τα άλλα δύο. Η αλληλοεπίδρασή των έχει σαν 
τελικό αποτέλεσμα την συνολική ρύθμιση του ιϊκού πολλαπλασιασμού.

Το βένωμα του HIV είναι ετερογενές

Διαφορετικές απομονώσεις του ιού HIV από ασθενείς AIDS και μελέτη 
της αλληλουχίας των βάσεων DNA έχει αποκαλύψει ένα μεγάλο αριθμό 
διαφορετικών, αλλά φυσικά σχετιζομένων μεταξύ των, ιών HIV. Το ^ ο ν ό ς  
αυτό δείχνει ότι ο ιός παρουσιάζει μεγάλη ετερο^ένεια που οφείλεται σε 
μεταλλάξεις που συμβαίνουν στο ^ένωμά του.

Η εξήγηση της ετερο^ένειας αυτής βασίζεται κυρίως στο ενδογενές 
ένζυμο ανάστροφη μεταχραφάση και λιτότερο σε άλλους
μεταλλαξιο^όνους παράγοντες. Το ένζυμο αυτό είναι υπεύθυνο ^ια την 
ανάστροφη μεταγραφή, ευρίσκεται σε όλους τους ρετροϊούς και είναι 
επιρρεπές στο λάθος κατά την μεταγραφή του ^ενωμικού RNA σε DNA. Η 
συχνότητα λάθους έχει μετρηθεί σε πειράματα In vitro και βρέθηκε οτι 
είναι 10~4/βάση, δηλ. κάθε 10.000 βάσεις μεταγράφεται και μία λάθος 
βάση. Επιπρόσθετες μεταλλάξεις σημείου ,αναδιπλασιασμοί και 
ανασυνδυασμοί με άλλους ιούς ή και με αλληλουχίες κυτταρικών γονιδίων, 
όταν συνδυασθούν με τα λάθη της ανάστροφης μετα^ραφάσης μπορούν να 
αυξήσουν την συχνότητα της ετερο^ένειας.

Αν η ίδια συχνότητα λάθους συμβαίνει In vivo τότε σε κάθε μεταγραφή 
του ^ενώματος θα παρά^εται και ένας διαφορετικός ιός (τουλάχιστον κατά 
μία βάση). Μεταλλάξεις μη σημαντικές ^ια τον αναπαραγωγικό κύκλο του 
ιού θα συνεχίσουντην π α ρ α λ ή  νέων μεταλλάξεων , ενώ οι σημαντικές θα 
σταματούν τις παραπέρα μεταλλάξεις λό^ω του ότι θα παρά^ονται ατελείς 
ιοί. Έτσι μπορεί να εξηγηθεί και το ^ ο ν ό ς  οτι ωρισμένοι ιοί HIV 
παρουσιάζουν υψηλή και άλλοι χαμηλή αναπαρα^ω^ικότητα.

Σχετικές μελέτες ^ια γενετικές αλλαγές στο ^ένωμα του HIV υπάρχουν 
πολλές. Από χρόνιες μολύνσεις δύο ατόμων έχουν απομονωθεί 39 
διαφορετικοί αλλά γενετικά παρόμοιοι ιοί. Απομόνωση ιού ακόμη και από 
το ίδιο άτομο σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα έχει αποκαλύψει 
διαφορετικούς ιούς. Επίσης το ίδιο δείχνει και η σύγκριση ιών από 
διαφορετικές περιοχές.

Προιίκή λανθάνουσα κατάσταση και ενεργοποίηση του HIV

Τα ανθρώπινα CD4 - Τ λεμφοκύτταρα είναι η υποομάδα των λεμφοκυττάρων 

που αποτελούν τα κύτταρα-στόχο δράσης του HIV. Τα λεμφοκύτταρα αυτά
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παραμένουν στην φάση 6 0 του κυτταρικού κύκλου, που είναι η φάση

ηρεμίας μετά την μίτωση και πριν την νέα σύνθεση DNA #ια τον νέο 
κυτταρικό κύκλο , και πολλαπλασιάζονται επ α ^ ικ ώ ς  μόνο μετά την 
επίδραση κάποιου αντιγόνου. Η φάση αυτή χαρακτηρίζεται από την 
έκφραση μόνο των βασικών γονιδίων του κυττάρου λό#ω της χαμηλής 
συνολικά μεταγραφής και μετάφρασης ενώ η ιϊκή π α ρ α λ ή  σωματιδίων, 
όπως συμβαίνει #ια πολλούς ιούς, διακόπτεται. Μπορεί όμως και πάλι να 
αρχίσει μόνο μετά από αντεθνική ενεργοποίηση οπότε το κύτταρο στην 
νέα επα^ω^ική διεργασία του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, 9α εκφράσει 
τα χονίδια του ιού σαν μέρος της συνολικής του ^ονιδιακής έκφρασης.

Η φάση G0 δεν χαρακτηρίζεται μόνο από την αναστολή του ιϊκού

πολλαπλασιασμού αλλά και από την αδυναμία μόλυνσης ενός κανονικού 
λεμφοκυττάρου. Τα κύτταρα της φάσης αυτής στερούνται εκείνων των 
κυτταρικών παραγόντων που απαιτούνται #ια την σύνθεση του πλήρους 
μήκους DNA του προϊού αλλά και της αποτελεσματικής του ενσωμάτωσης 
στο ^ένωμα του ξενιστή κυττάρου. Κατ’ αυτή την έννοια ο HIV αν και 
δεσμεύται αποτελεσματικά στην πρωτεΐνη επιφάνειας CD 4 των Τ

λεμφοκυττάρων,που είναι ο υποδοχέας του, δεν μπορεί όμως να κάνει 
μόλυνση και μεταγενέστερα να πολλαπλασιασθεί. Έτσι, η αντίδραση του 
HIV με τα λεμφοκύτταρα στη φάση G 0 του κυτταρικού κύκλου αποτελεί

τον πρώτο τύπο λανθάνουσας μόλυνσης που καθορίζεται από την έλλειψη 
ειδικών κυτταρικών παραγόντων. Η παρουσία των μη ενσωματωμένων ιϊκών 
σωματιδίων στην κυτταρική μεμβράνη μπορεί να διατηρηθεί gia αρκετό 
χρονικό διάστημα ενώ μία μεταγενέστερη αντεθνική ενεργοποίηση του Τ 
λεμφοκυττάρου 9α είχε σαν αποτέλεσμα την ενσωμάτωση του ιού στο 
#ένωμα αλλά και την π α ρ α λ ή  νέων ιϊκών σωματιδίων.

Η αντεθνική ενεργοποίηση και ο πολλαπλασιασμός του Τ λεμφοκυττάρου 
είναι μία μεταπτωτική κατάσταση που τελικά οδηγεί και πάλι στην 
κατάσταση ηρεμίας G0 του κυτταρικού κύκλου οπότε διακόπτεται η

π α ρ α λ ή  του ιού. Στην περίπτωση αυτή έχουμε τον δεύτερο τύπο 
λανθάνουσας κατάστασης όπου ο ιός είναι ήδη ενσωματωμένος σαν 
προϊός και δεν παράχεται μέχρι την έναρξη του επόμενου κυτταρικού 
κύκλου. Μία όμως μεταγενέστερη επανερ^οποίηση του κυττάρου από 
κάποιο αντιγόνο,κυτταροκινάσεςίδμί,οΐαηθε),ή άλλους ετερόλο^ους trans 
ιϊκούς ενερχοποιητές μπορεί να επανερχοποιήσει τον προϊό του HIV και να 
έχουμε ιϊκή π α ρ α λή .

Η ενεργοποίηση του HIV στο Τ λεμφοκύτταρο μπορεί να ^ίνει είτε από 
βασικούςΐΌοηεΙΙ tutive) μετα^ραφικούς παράγοντες όπως SP  ̂ και TF II D ή

από άλλους επαχώχιμους παράγοντες όπως NF-κΒ και NFAT-1 (βλέπε 
παρακάτω σχήμα 4). Για τον παράγοντα NF-κΒ έχει αποδειχθεί ότι είναι 
μία πρωτεΐνη που προσδένεται στον ειδικό επαυξηντή των LTR και επά^ει
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την μεταγραφή του HIV. Παράλληλα όμως ο NF-κΒ επά^ει τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό, την π α ρ α λ ή  της ιντερλευκ(νης-2(ΙΙ_-2) όπως και την 
α-υπομονάδα του υποδοχέα της. Κατά συνέπεια ο προϊός του HIV 
ενεργοποιείται και πολλαπλασιάζεται από τους ίδιους επαγώγιμους 
κυτταρικούς μετα^ραφικούς παράγοντες που επά^ουν και το συνολικό 
πρόγραμμα πολλαπλασιασμού του κυττάρου.

U3RU5 Προϊος H IV  U3RU5

Θ

Αντιγόνα

MurwvjKwlVS*
Ιϊχοι παράγοντες

Μεταγραφιχοί παράγοντες C 

Επαγώγιμοι: NF-xB, NFAT
1 _

Κοτταριχά  γονίδια  

( IL -2, IL -2 R a  )

|ΛΩ 4

Αντισώματα Αντι-HIV

Ο καλύτερος τρόπος πιστοποίησης της μόλυνσης από HIV είναι η 
ανίχνευση του ίδιου του ιού ή του γενετικού του υλικού στο αίμα. Μέχρι 
στιγμής δεν υπάρχει κάποια άμεση εργαστηριακή εξέταση αλλά προς 
αυτή την κατεύθυνση κινούνται πολλές εταιρίες βιοτεχνολογίας και ίσως 
στο άμεσο μέλλον να επινοηθεί κάτι τέτοιο.
Κείνο που γίνεται αυτή τη στιγμή είναι η έμμεση ανίχνευση του ιού στο 

ορρό του μολυσμένου ατόμου με την παρουσία αντισωμάτων. Το 
ανοσοποιητικό σύστημα, όπως σε όλες τις μολύνσεις, αντιδρά παράγοντας 
αντί-HIV αντισώματα που είναι πρωτεΐνες υψηλής ειδικότητας ως προς την

I
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δέσμευσή τους με τα αντιγόνα του ιού. Σε αντίθεση με άίϊΒες ιΐκές 
λοιμώξεις, τα παρα^όμενα αντισώματα κατά του HIV δεν παρέχουν 
προστασία στο μολυσμένο άτομο. Είτε ^ιατί παρά^ονται αρκετά αρ#ά σε 
σχέση με τον χρόνο της αρχικής μόλυνσης, είτε εμφανίζονται όταν πλέον 
ο ιός έχει μολύνει άλλα κύτταρα παρουσιάζοντας διαφορετική δομή (στην 
πρωτεΐνη κάψας gp 120), είτε άν και μπορούν να τον δεσμεύσουν δεν τον 
εξουδετερώνουν πλήρως.

Η εξέταση αίματος ^ια την ανίχνευση του HIV είναι απλή και στηρίζεται 
στην χαρακτηριστική αντίδραση: αντιχόνο (πρωτεΐνες του HIV) + αντίσωμα 
(αντί-HIV) - σύμπλοκο αντι^όνου/αντισώματος που είναι εξειδικευμένη και 
πολύ σταθερή. £ς αντιγόνο χρησιμοποιούνται εργαστηριακά καθαρισμένες 
πρωτεΐνες του HI V και ως αντίσωμα ο ορός του υπό εξέτασιν ατόμου.

Η μέθοδος που χρησιμοποιείται σήμερα ^ια την ανίχνευση αντισωμάτων 
ονομάζεται ELISA, που είναι τεχνική επινόηση πάνω στην βασική 
αντίδραση αντι^όνου/αντισώματος και χαρακτηρίζεται από υψηλή 
ευαισθησία. Αν ο ορός περιέχει αντισώματα (αντί-HIV) που θα δεσμευθούν 
στις ιΐκές πρωτεΐνες τότε το άτομο χαρακτηρίζεται θετικό ή φορέας μετά 
όμως από μία δεύτερη ανάλυση που ονομάζεται Western blotting. Η 
ανίχνευση αντισωμάτων HIV σε ένα άτομο δεν σημαίνει καχ'ανά^κην ότι 
πάσχει ήδη από AIDS . Σημαίνει απλώς ότι έχει μολυνθεί από τον ιό HIV. 
Αυτό πρέπει να τονισθεί ^ιατί ο χρόνος επώασης του ιού μέχρι την 
εμφάνιση της πλήρους νόσου πολλές φορές είναι μεγάλος.

Λό^ω της ιδιαιτερότητας του ιού στην εξάπλωση (κυρίως σεξουαλική 
επαφή) ήταν δύσκολο να υπολο^ισθεί ο χρόνος που απαιτείται $α  την 
εμφάνιση της νόσου. Πολλά όμως στοιχεία ήλθαν από τράπεζες αίματος 
σχετικά με μεταγγίσεις μολυσμένου αίματος σε αιμοφιλικά ή μη άτομα . 
Η ακριβής καταγραφή των περιστατικών επέτρεψε τον υπολογισμό του 
χρόνου εμφάνισης της νόσου που κυμαίνεται από 4.2 μέχρι 15 χρόνια, 
όπως φαίνεται στο παρακάτω σχήμα 5. Ο μέσος όρος δε υπολογίζεται, με 
μαθηματικά μοντέλα, περίπου θ χρόνια.

ΧΡΟΝΟΓ ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΡΧΙΚΗ ΜΟΛΥΝΣΗ (Χρόνια!
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Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις που υποστηρίζουν ότι η πρώτη ανοσολο^ική 
αντίδραση του οργανισμού στον ιό HIV μπορεί να παρέχει προστασία 
από μεταγενέστερες επαναμολύνσεις με μεταλα^μένα στελέχη. Αυτό 
είναι σημαντικό ^ια την ανάπτυξη ενός αποτελεσματικού εμβολίου στο 
μέλλον.

Η εξέταση ανοσοανίχνευσης έδωσε μεγάλη ώθηση στην παγκόσμια 
χαρτογράφηση της νόσου και ελαχιστοποίησε τον κίνδυνο μόλυνσης από 
μεταγγίσεις αίματος. Σήμερα όλες οι Τράπεζες Αίματος ελέγχουν τα 
αποθέματα τους όπως και τους αιμοδότες.

Η εμφάνιση αντισωμάτων στην δεδομένη ιϊκή μόλυνση HIV ποικίλει 
κυμαινόμενη συνήθως από περίπου 20-30 ημέρες μέχρι 4 μήνες και ίσως 
ένα χρόνο. Γίνεται επομένως αντιληπτό ότι η πρώτη εξέταση στην αρχή 
μιάς υπόπτου μόλυνσης μπορεί να είναι αρνητική αλλά χρειάζεται να 
επαναληφθεί μετά από μερικούς μήνες.

Εχουν αναφερθεί περιπτώσεις όπου ένας μολυσμένος οργανισμός δεν 
ανέπτυξε αντισώματα αλλά απ' ευθείας την πλήρη νόσο AIDS. Οι 
περιπτώσεις αυτές αφορούν βρέφη που έφεραν την μόλυνση από την 
μητέρα. Δεν ανέπτυξαν δε αντισώματα λό^ω του νεαρού της ηλικίας των 
οπού το ανοσοποιητικό των σύστημα είναι ακόμη ατελές.

Η μόλυνση του ανοσοποιητικού συστήματος

Η αμυντική ικανότητα του οργανισμού στις διάφορες λοιμώξεις 
εξασφαλίζεται από εξειδικευμένα κύτταρα που κυκλοφορούν στο αίμα και 
την λέμφο και ονομάζονται λεμφοκύτταρα. Τα λεμφοκύτταρα διακρίνονται 
σε δυο κατηγορίες: α) τα Β λεμφοκύττταρα που παρά^ονται στον μυελό 
των οστών και β) τα Τ λεμφοκύτταρα που προέρχονται από τον θύμο.
Οταν μια ξένη ουσία (αντιγόνο) εισχωρήσει στον ανθρώπινο οργανισμό 
μπορεί να απαντά σε δυο μορφές. Είτε να κυκλοφορεί ελεύθερα ή να 
προσληφθεί από κάποιο κύτταρο και να προβάλλει σαν αντιγόνο στην 
εξωτερική του κυτταρική μεμβράνη. Την εξουδετέρωση του αντιγόνου της 
πρώτης μορφής αναλαμβάνουν τα Β-λεμφοκύτταρα που ενεργοποιούμενα, 
από το ίδιο το αντιγόνο, παράγουν αντισώματα. Τα αντισώματα είναι 
πρωτεΐνες υψηλής ειδικότητας που σκοπό έχουν την δέσμευση του 
αντιγόνου και την μετέπειτα καταστροφή του μέσω των μακροφά^ων . Η 
ενεργοποίηση μέσω του αντιγόνου έχει ένα επιπλέον αποτέλεσμα, την 
π α ρ α λή  μνημονικών Β λεμφοκυττάρων. Αυτά "θυμούνται" το δεδομένο 
αντιγόνο και σε μια μεταγενέστερη μόλυνση η ανοσοαντίδραση στην 
π α ρ α λή  αντισωμάτων είναι ταχύτατη.
Την εξουδετέρωση του αντιγόνου της δεύτερης μορφής αναλαμβάνουν τα 
Τ λεμφοκύτταρα που διακρίνονται σε τρείς κατηγορίες:
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1. Τα κυτταροτοξικά (kux γ) 2. Τα κατασταλτικά (1<ατ γ) και 3. Τα 

βοηθητικά (Βο γ).

Τα κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα δρουν άμεσα και είναι κατ' εξοχήν 
υπεύθυνα ^ια την δέσμευση και την λύση ενός μολυσμένου κυττάρου που 
στην συνέχεια θα καταστραφεί από τα φαγοκύτταρα. Τα κατασταλτικά 
φέρουν τους απαραίτητους μηχανισμούς που χρειάζονται ^ια την σήμανση 
του τέλους μιας ανοσοαντίδρασης όταν πλέον το αντιγόνο έχει 
εξουδετερωθεί και καταστραφεί.

Τα σημαντικότερα, από τις τρείς κατηγορίες, είναι τα βοηθητικά που 
παίζουν συντονιστικό ρόλο. Η αντεθνική τους ενεργοποίηση έχει σαν 
αποτέλεσμα την έκκριση λεμφοκινών (πρωτεΐνες) που ενεργοποιούν τόσον 
τα κυτταροτοξικά, ^ια άμεση κυτταροτοξική δράση, όσον και τα 
κατασταλτικά #ια την καταστολή της ανοσοαντίδρασης. Τα βοηθητικά 
εκτός από την ενεργοποίηση των ομολόγων Τ λεμφοκυττάρων 
(κυτταροτοξικά και κατασταλτικά) ενεργοποιούν και τα Β λεμφοκύτταρα 
#ια την π α ρ α λ ή  αντισωμάτων.
Τα Τ λεμφοκύτταρα μπορούν να χωρισθούν σε δυο υποομάδες ανάλογα με 
τις πρωτεΐνες-δείκτες που φέρουν στην εξωτερική κυτταρική τους 
μεμβράνη. Τα κυτταροτοξικά και κατασταλτικά φέρουν την πρωτεΐνη - 
δείκτη CDg ενώ τα βοηθητικά την C04

ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ

Η ΔΡΑΣΗ ΤΟΥ .ΗIV ΣΙΤΟ ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ
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Ικανή και αναγκαία συνθήκη #ια χην μόλυνση ενός κυττάρου από 
ένα ιό είναι η παρουσία υποδοχέων. Οι υποδοχείς είναι πρωτεΐνες υψηλής 
ειδικότητας αυστηρά καθορισμένες #ια κάθε ιό.

Η έρευνα της δράσης του HIV στο ανοσοποιητικό σύστημα απεκάλυψε 
ότι ο ιός χρησιμοποιεί σαν υποδοχέα του την πρωτεΐνη CD4 και μολύνει 
τα CCM Τ-λεμφοκύτταρα όπως και τα κύτταρα της νευρο^λοίας του Κ.Ν.Σ. 
που εξελικτικά προέρχονται από τον μυελό των οστών και εκφράζουν και 
αυτά την πρωτεΐνη CD4. Τα δύο αυτά είδη κυττάρων ονομάζονται 
επιτρεπτικά στην μόλυνση από HIV σε αντίθεση με άλλα ανθρώπινα 
κύτταρα που δεν εκφράζουν την CD4 και ονομάζονται μη επιτρεπτικά.

Το 1986 ο Maddon απέδειξε ότι η πρωτεΐνη CD4 είναι ο υποδοχέας του 
HIV με το ακόλουθο πείραμα: Εισή^α^ε με τεχνικές μεταφοράς εξωγενούς 
DNA το ειδικό cDNA, που κωδικοποιεί #ια την πρωτεΐνη CD4, σε μη 
επιτρεπτικά ανθρώπινα κύτταρα. Τα κύτταρα αυτά εξέφρασαν το cDNA 
και επομένως ανέπτυξαν στην εξωτερική τους κυτταρική μεμβράνη την 
πρωτεΐνη-υποδοχέα CD4. Ενώ πριν την εισα^ω^ή του cDNA τα κύτταρα 
δεν μολύνονταν, τώρα μπορούσαν να μολυνθούν από HIV που σημαίνει ότι 
η πρωτεΐνη CD4 αποτελεί τον ειδικό υποδοχέα του ΗIV.

Μετά από μελέτες απεδείχθει ότι η δέσμευση του HIV με την CD4 
αποτελεί μια αντίδραση υψηλής χημικής συ^ένειας με σταθερά 
διάστασης kd= 10-9 Μ που χαρακτηρίζει την μεγάλη σταθερότητα της 
δέσμευσης. Η δέσμευση αποτελεί το πρώτο στάδιο στην διαδικασία της 
μόλυνσης. Για την είσοδο όμως του ιού στο κύτταρο δύο κυρίως μοριακές 
διεργασίες απαιτούνται: 1. Η φωσφορυλίωση του υποδοχέα και 2. η
αντίδραση με την κυτταρική μεμβράνη που χαρακτηρίζεται από την 
σύντηξη του διλιπιδικού στρώματος της κάψας του ιού με αυτή. Η 
σύντηξη αυτή διευκολύνεται μέσω της ιϊκής ^λυκοπρωτεΐνης gp41.

Η είσοδος του ιού στο κύτταρο θα ακολουθήσει τον κύκλο ζωής των 
ρετροϊών με την προϋπόθεση ότι το κύτταρο θα ενεργοποιηθεί #ια τον 
πολλαπλασιασμό του από παράγοντες που προαναφέρθησαν. Η μόλυνση 
έχει σαν σύνηθες αποτέλεσμα την δημιουργία συχκυτιωμένων κυττάρων 
(κύτταρα που συντήκονται και παρουσιάζουν πολλούς πυρήνες με κοινή 
εξωτερική κυτταρική μεμβράνη) και τελικά την λύση και καταστροφή των 
μολυσμένων κυττάρων.

Αυτονόητο είναι ότι η απώλεια του κεντρικού ρόλου, που παίζουν τα 
βοηθητικά λεμφοκύτταρα (βλέπε σχήμα 6) στο ανοσοποιητικό σύστημα, 
αφήνει τον οργανισμό τελείως απροστάτευτο, όσον αφορά τις κάθε είδους 
ευκαιριακές μολύνσεις, θα πρέπει να τονισθεί ότι ο HIV δεν σκοτώνει ένα 
ανθρώπινο οργανισμό απ' ευθείας. Απλώς προκαλεί ανοσοανεπάρκεια που 
τον αφήνει τελείως εκτεθειμένο σε τυχαίες μολύνσεις που φυσικά δεν 
μπορεί να καταπολεμήσει. Μολύνσεις δηλαδή που $ια ένα υ^ιές άτομο θα 
περνούσαν ίσως απαρατήρητες.
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Μία κακοήθεια που σχετίζεται άμεσα με χο AIDS είναι χο σάρκωμα 
Kaposi. Αυχό περι^ράφεχαι σαν μία α^ειακή κακοήθεια, πιθανόν, 
λεμφοενδοθηλιακής προέλευσης που πισχοποιείχαι από καρκινικά κύχχαρσ 
αχρακχοειδούς μορφής με άΡΠά°ΡΠ μετάσταση σχους λεμφαδενες, 
σπλαχνικά όργανα και δέρμα. Κλινικές παρατηρήσεις έχουν δείξει όχι χο 
σάρκωμα Kaposi ενεργοποιείται μεχά από ιατρική ανοσοκαχασχολή ιδίως 
σε περιπχώσεις νεφρικών μεχαμοσχεύσεων. Η παύση όμως χης 
ανοσοκαχασχολής κάνει χην ασθένεια κλινικά ελεγχόμενη. Αυτή η 
παραχήρηση δείχνει όχι χο σάρκωμα Kaposi μπορεί να ελεγχθεί σχην 
πορεία χης κακοή9ειάς χου, αν χο ανοσολο^ικό σύσχημα χου ασθενούς 
επανα<ρερ9εί σχην φυσιολογική χου καχάσχαση. Έχσι η ανάπχυξη εμβολίου 
σχον HIV 9α έχει και άμεση εφαρμογή σχην ανχιμεχώπιση χου σαρκώμαχος 
Kaposi.

Ο HIV δεν προσβάλλει μόνο χο ανοσοποιηχικό σύσχημα αλλά και χον 
εγκέφαλο. Οι οργανικές κακώσεις σχον εγκέφαλο αναφέρονχαι σε 
φλεγμονές ,μηνι^ίχιδα, ανάπχυξη ό^κων και λευκοε^κεφαλοπάθεια. Γενικά 
οι ιοί που προσβάλλουν χον άνθρωπο δεν μπορούν να διαπεράσουν χον 
εγκέφαλο και να μολύνουν χα νευρικά κύχχαρα. Ο HIV είναι ο μόνος ιός 
που μπορεί να προσβάλλει εγκεφαλικά κύχχαρα, η δε μόλυνσή χου 
πισχεύεχαι όχι γίνεται όχι άμεσα, αλλά μέσω χων ήδη μολυσμένων 
μακροφά^ων που μπορούν να μεχαφερθοΰν εκεί με χην κυκλοφορία χου 
αίμαχος. Η δράση χου HIV σχον εγκέφαλο συνίσχαχαι σχην καχασχροφή 
χων κυχχάρων χης νευρο^λοίας που προσχαχεύουν χα άλλα νευρικά 
κύχχαρα.

Προβλήματα ανάπτυξης εμβολίου στον HIV

Κάθε ξένη ουσία, που προσβάλλει ένα οργανισμό, αγχιμεχωπίζεχαι με χην 
φυσιολογική π α ρ α λ ή  ανχισωμάχων που σκοπό έχουν χην ανενερχοποίηση 
χης. Επειδή ο καλύτερος χρόπος σχην ανχιμεχώπιση μιας ασθένειας είναι 
η πρόληψής χης, χα εμβόλια εξυπηρεχούν χην λογική χης 
προσιδιασμένης φυσιολογικής π α ρ α λ ή ς  ανχισωμάχων που θα 
χρησιμοποιηθούν σε μια μελλονχική μόλυνση. Η π α ρ α λ ή  ανχισωμάχων ή 
ανοσοανχίδραση που θα προκληθεί από χην πρώχη εφαρμογή χου εμβολίου 
μπορεί να διαρκέσει αρκετά χρόνια λό^ω π α ρ α λ ή ς  μνημονικών 
Β-λεμφοκυττάρων και πάντα έχουμε επιτυχή αντιμετώπιση μιας 
μεταγενέστερης μόλυνσης.
Πολλά ιϊκά εμβόλια έχουν αναπτυχθεί άλλοτε με μικρή ή μεγάλη επιτυχία 
και απανχώνχαι σε χρείς κυρίως μορφές:
1. Χορήγηση τελείως ανενερχού ιού. Σχην μορφή αυτή ο ιός 
καχασχρέφεχαι σε βαθμό που να μην μπορεί να αναβιώσει και να μολύνει
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οργανισμό. Τα αντιγόνα του όμως μπορούν να ηροκαλέσουν 
ανοσοαντίδραση. Εμβόλια αυτής της μορφής είναι της λύσσας και της 
πολυομυελίτιδας.
2. Χορήχηση εξασθενημένου ιού, όπου ο ιός διατηρεί την 
μολυσματικότητά του και την πρόκληση ανοσοαντίδρασης αλλά δεν είναι 
πα9ο#όνος. Τέτοια εμβόλια χρησιμοποιήθηκαν ^ια την ιλαρά, 
παρωτίτιδα και πολυομυελίτιδα.
3. Χορήχηση μιάς δομικής υπομονάδος του ιού. Είναι η πιο μοντέρνα 
χρησιμοποιούμενη στρατηγική μετά την ανάπτυξη της μοριακής βιολογίας. 
Είναι γνωστό ότι δεν είναι απαραίτητο να χορηγηθούν όλα τα αντιγόνα του 
ιού 8ΐα την πρόκληση της ανοσοαντίδρασης. Ενα εμβόλιο είναι εξ ίσου 
αποτελεσματικό αν είναι ικανό να προκαλέσει ανοσοαντίδραση gia κάποια 
απαραίτητη πρωτεΐνη της ζωής του ιού. Αντισώματα κατά της πρωτεΐνης 
αυτής θα καταπολεμήσουν, κατά συνέπεια, και τον ίδιο τον ιό. Η μορφή 
αυτή εμβολίου είναι η πιο ενδεδει^μένη jjia τις περιπτώσεις των ρετροϊών 
που όπως είναι γνωστό φέρουν στο ^ονιδίωμά τους, μερικές φορές, 
ο^κο^ονίδια. Ετσι θα ήταν επικίνδυνο να χρησιμοποιηθούν οι δυο 
προηγούμενες μορφές εμβολιασμού που ασφαλώς μπορεί μεν κανείς να 
προκαλέσει ανοσοαντίδραση πλην όμως είναι πιθανό να προκαλέσει και 
ο^κο^έννεση.

Οι προσπάθειες ανάπτυξης εμβολίου #ια τον HIV άρχισαν το 1984 και τα 
περισσότερα εμβόλια αν και ακόμη είναι υπό δοκιμασία, φαίνονται 
αναποτελεσματικά μέχρι σήμερα.
Η ιστορία των επιδημιών δείχνει ότι όταν ένας μολυσμένος πληθυσμός 

φθάσει σε υψηλά επίπεδα θνησιμότητας (όπως τώρα στις ΗΠΑ, όπου το 438 
των μολυσμένων πεθαίνει) τότε ωρισμένα άτομα μπορούν να ξεπεράσουν 
την μόλυνση και να επιζήσουν. Πράγματι αυτό συμβαίνει και σήμερα όπου 
στην Βαλτιμόρη από τα 1000 άτομα, που βρέθηκαν θετικά gia HIV, 3 αυτή 
την στιγμή παρουσιάζονται αρνητικά και παραμένουν έτσι ^ια 
τουλάχιστον 3 μήνες. Αυτό σημαίνει ότι στα άτομα αυτά η ενεργός 
μόλυνση παύει να υπάρχει $ιατί έχει ήδη προκληθεί αποτελεσματική 
ανοσοαντίδραση και είναι πλέον άνοσα. Πιθανόν όμως τα άτομα αυτά 
είχαν μολυνθεί από κάποιο εξασθενισμένο στέλεχος και όχι από τον τυπικό 
ιό HIV. Αυτό βέβαια αφήνει ανοιχτή την δυνατότητα χρήσης 
εξασθενισμένων ιών HIV gia την κατασκευή εμβολίου. Μια τέτοια 
στρατηγική όμως παρουσιάζει δυσκολίες, επιπλέον των όσων αναφέρθηκαν 
παραπάνω, λό^ω της βασικής ιδιότητας των ρετροϊών να ανασυνδυάζονται 
με τους ίδιους ιούς μιάς δευτεροχενούς μόλυνσης και την πιθανή 
π α ρ α λή  ενεργών ιϊκών στελεχών. Εκτός των δυο προηγουμένως 
αναφερθέντων λό^ων (δηλ, ο^κο^εννητικότητας και ανασυνδυασμού) η 
στρατηγική αυτή παρουσιάζει δυο επιπλέον μειονεκτήματα: 1. Τέτοια
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πρακτική δεν έχει χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν gia ρετροϊούς και 2. η 
π α ρ α λ ή  μεγάλων ποσοτήτων ιού δεν είναι εύκολη λό^ω του οτι ο ιός 
πολλαπλασιάζεται πολύ αρ^ά αλλά και εμπεριέχει υψηλό βαθμό 
επικινδυνότητος.

Παίρνοντας το παράδειγμα κατασκευής του εμβολίου έναντι μιας 
υπομονάδος του ιού της ηπατίτιδας Β, οι ερευνητές προσπαθούν να 
αναπτύξουν ένα εμβόλιο έναντι του πρωτεΐνης - αντιγόνου gp 160 
(ςρ=8λυκοπρωτεΐνη) που είναι η πρωτεΐνη της εξωτερικής επίφάνειαςτης 
κάψας του ιού η οποία διακρίνεται σε δυο υπομονάδες την gp 120 και gp41. 
Το μεγάλο πρόβλημα όμως εδώ είναι ότι η πρωτεΐνη gp 120 παρουσιάζει 
μεγάλη πολυμορφίκότητα που ανέρχεται στο 25ft στα αμινοξέα που την 
αποτελούν μεταξύ των ιϊκών στελεχών που μέχρι χώρα έχουν απομονωθεί.

Η πολυμορφίκότητα αυτή εντοπίζεται σε μια περιοχή περίπου 18 
αμινοξέων που (ραίνεται ότι αλλάζει περισσότερο αλλά είναι και ο 
περισσότερο ανοσο^εννητικός επίτοπος (Επίτοπος είναι μια περιοχή 
αμινοξέων σε μια πρωτεΐνη που δίνει καλύτερη ανοσοαντίδραση σε σχέση 
με παρακείμενες περιοχές). Πιθανόν η πολλαπλή κατασκευή εμβολίων #ια 
πολλούς πιθανούς συνδιασμούς, αυτών των 1Β αμινοξέων, να δώσει ένα 
αποτελεσματικό εμβόλιο.

Η ανάπτυξη εμβολίου σε ένα συχκεκριμμένο συνδυασμό αμινοξέων 
μπορεί να εγκυμονεί έναν επιπλέον κίνδυνο. Είναι γνωστό ότι ένα 
αντίσωμα μπορεί να προκαλέσει την ανερ^οποίηση ενός αντιγόνου ή την 
καταστροφή ενός μολυσμένου κυττάρου πλήν όμως μπορεί να 
ενεργοποιήσει τα μακροφά^α και μονοκύτταρα που είναι το μέρος 
όπου καταστρέφονται μερικοί ιοί. Η μόλυνση όμως των μακροφά^ων / 
μονοκυττάρων 9α μπορούσε να προκαλέσει την μεταφορά του HIV σε άλλα 
όργανα του σώματος όπως τον μυελό των οστών και τον εγκέφαλο. Αυτός 
σε πιστεύεται να είναι και ο μηχανισμός μόλυνσης του εγκεφάλου που σε 
άλλες περιπτώσεις δεν 9α μπορούσε να συμβεί.

Οσον αφορά την ανάπτυξη εμβολίου έναντι της gp 160 υπάρχουν δύο 
επιπλέον δυσκολίες 1. η πρωτεΐνη gp 160 παρουσιάζει μερική αμινοξική 
ομοιότητα με την κατηγορία II των ανθρωπίνων λεμφοκυτταρικών αντιγόνων 
(HLA-II) που απαντώνται στην επιφάνεια πολλών κυττάρων του ανθρωπίνου 
οργανισμού. Έτσι η ανάπτυξη αντισωμάτων στην gp 160 θα μπορούσε να 
επα^ά^ει αυτοανοσία. Δηλαδή αντισώματα που 9α "καταπολεμούν" τα 
κύτταρα του ίδιου του οργανισμού όπως στην περίπτωση της αυτοανοσίας 
του συστηματικού ερυθηματώδη λύκου (Lupus erythematosus) και 2. Από 
πειράματα που έχουν #ίνει με την υπομονάδα gp41, της πρωτεΐνης gp 160, 
φαίνεται ότι η χρησιμοποίησή της σαν εμβόλιο να προκαλεί την αναστολή 
πολλαπλασιασμού των Τ-λεμφοκυττάρων (που είναι απαραίτητα χια 
ανοσοαντίδραση) μέσω της ενεργοποίησης των κατασταλτικών 
Τ-λεμφοκυττάρων (Βλέπε μόλυνση του ανοσοποιητικού συστήματος). Έτσι
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η χρησιμοποίηση του μορίου της gp 160 σαν εμβολίου 9α μπορούσε να 
καθυστερήσει ή και να εμποδίσει την π α ρ α λ ή  αντισωμάτων.
Εκτός των δυσκολιών που παρουσιάζει η πρωτεΐνη gp 160, ένα επιπρόσθετο 

πρόβλημα παρουσιάζει και μια ιδιότητα του ιού να "κρύβεται" σε 
κυτταροπλασματικές κρύπτες-'τσέπες" χωρίς να προδίδει την αντεθνική 
του παρουσία έναντι ενός αποτελεσματικού αντισώματος.

Η ελπίδα #ια την κατασκευή εμβολίου δεν έχει εκλείψει.Εκείνο όμως που 
κάνει εμφανή την απουσία του είναι η απουσία ενός ζώου-μοντέλου #ια 
την δοκιμασία υποψηφίων εμβολίων. Μερικά εργαστήρια χρησιμοποιούν 
χιμπατζήδες,που και αυτοί προσβάλλονται από HI V,αλλά η αντικειμενική 
δυσκολία είναι προφανής. Το, 1988,απομονώθηκε ένας παρόμοιος ιός HIV 
που όμως προσβάλλει αποκλειστικά και μόνον ^άτες και ονομάζεται ίΐν,η  
δε ανάλογη ασθένεια FAIDS (Ε=ίβ1ίπθ=^ατίσιος). Το σύστημα της ^άτας 
θα μπορούσε να προσφέρει αρκετή πληροφορία στην μελέτη του FIV αλλά 
κυρίως στην δοκιμασία εμβολίων που με την σειρά τους θα δώσουν την 
κατεύθυνση κατασκευής εμβολίου έναντι του HI V.

Αν και σήμερα δοκιμάζονται πιθανά εμβόλια, οι άμεσες ανάγκες 
θεραπείας του AIDS, ώθησαν την χρήση πιθανών φαρμάκων που είχαν 
σχεδιασθεί ^ια άλλες περιπτώσεις κακοηθειών. Την μεγαλύτερη δράση 
παρουσιάζει το ΑΖΤ που είναι αντικαρκινικό φάρμακο και το μοναδικό 

μέχρι σήμερα με θετικά κλινικά αποτελέσματα. Η ακριβής του δράση δεν 
είναι γνωστή αλλά χρησιμοποιείται λό^ω του οτι επιφέρει επιβράδυνση 
στην εμφάνιση της νόσου παρ'οτι παρουσιάζει κάποια σχετική τοξικότητα. 
Ενα άλλο φάρμακο με παρόμοια δομή είναι η δις-δεοξυκυτοσίνη που 
παρουσιάζει μικρότερη τοξικότητα αλλά ακόμη δεν είναι σε κλινική 
χρήση.
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