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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
Το βασικό έλασµα (βασική µεµβράνη) αποτελεί µια ειδική κατηγορία εξωκυττάριας ουσίας, η 
οποία διακρίνεται µε ηλεκτρονική µικροσκοπία σε τρεις ζώνες, τη Lamina lucida (φωτεινός 
υµένας), τη Lamina densa (σκοτεινός υµένας) και τη Sub Lamina densa (ζώνη κάτω από τον 
σκοτεινό υµένα).  Η ξεχωριστή αυτή εξωκυττάρια ουσία υπόκειται όλων των εσωτερικών ή 
εξωτερικών επιθηλιακών στρωµάτων, καλύπτει όλα τα ενδοθηλιακά κύτταρα προς το µέρος 
του συνδετικού ιστού, ενώ περιβάλει τα κύτταρα Schwann, τους µύες και τα λιπώδη κύτταρα. 
Γενικότερα τα βασικά ελάσµατα,  εκτός από το να στηρίζουν τους ιστούς και να τους 
συνδέουν µε το υποκείµενο ή περιβάλλον µεσέγχυµα, εµποδίζουν την παθητική διέλευση 
µακροµορίων, κυττάρων ή νευρικών απολήξεων, δεσµεύουν και αποθηκεύουν αυξητικούς 
παράγοντες και ορµόνες και συµβάλλουν στην κυτταρική µετακίνηση και γενικότερα στον 
µεταβολισµό και στην ανάπτυξη των κυττάρων. Όσον αφορά το βασικό έλασµα της 
επιδερµίδας αυτό συνδέει και ταυτόχρονα διαχωρίζει τη δερµίδα από την επιδερµίδα και είναι 
υπεύθυνο για τη διατήρηση της δοµικής ακεραιότητας του δέρµατος. Τα κύρια συστατικά του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, που είναι οι λαµινίνες 5, 6, 10 και 1, το νιδογόνο, η 
περλεκάνη και τα κολλαγόνα IV και VII, σχηµατίζουν ένα πολύπλοκο δίκτυο 
αλληλεπιδρώντων µακροµορίων που συνδέεται ταυτόχρονα µε τα κερατινοκύτταρα και τη 
δερµίδα. Μεταλλαγές σε αρκετά από τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα παραπάνω 
συστατικά, προκαλούν µια σειρά δερµατικών ασθενειών στον άνθρωπο, που χαρακτηρίζονται 
από αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα και από τη δηµιουργία υποεπιδερµικών 
φουσκαλών µετά τη γέννηση. Ανάλογα συµπτώµατα παρατηρούνται και στην περίπτωση της 
απενεργοποίησης ορισµένων από τα παραπάνω γονίδια στον ποντικό.  
Στην παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια ανίχνευσης της λειτουργίας ενός καινούργιου 
γονιδίου στον ποντικό, του Fras1. Το γονίδιο Fras1 βρέθηκε ότι κωδικοποιεί για µία πρωτεΐνη 
µεγέθους 4010 αµινοξέων, που χαρακτηρίζεται από την παρουσία διαφορετικών πρωτεϊνικών 
περιοχών. Κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης το Fras1 εκφράζεται από τα περισσότερα 
επιθηλιακά κύτταρα, ενώ η πρωτεΐνη του παρουσιάζει ένα γραµµικό πρότυπο ανίχνευσης 
στον εξωκυττάριο χώρο που υπόκειται τόσο της επιδερµίδας, όσο και της βασικής πλευράς 
των περισσότερων επιθηλίων. Η απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1 οδήγησε στη 
δηµιουργία υποεπιδερµικών αιµορραγικών φουσκαλών καθώς και στην µονόπλευρη ή 
αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία στην περίοδο της εµβρυογένεσης. Μετά τη γέννηση τα Fras1-/- 
µεταλλάγµατα παρουσιάζουν συγχωνεύσεις στα άκρα και στα βλέφαρα, σκελετικές ανωµαλίες 
και µονόπλευρη νεφρική αγενεσία ή δυσπλασία. 
 Από τα πειράµατα που έγιναν προέκυψε ότι το Fras1 συνεισφέρει στο να δηµιουργηθεί το 
απαραίτητο δοµικό ικρίωµα για την συνάθροιση, ορισµένων τουλάχιστον, συστατικών του 
κατώτερου στρώµατος του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, επηρεάζοντας καθοριστικά 
την σύνδεση της επιδερµίδας µε τη δερµίδα µετά το στρώµα της Lamina Densa. Κατά 
συνέπεια η απουσία του µπορεί να προκαλέσει σε ορισµένες περιπτώσεις τη δηµιουργία 
υποεπιδερµικών φουσκαλών και την  αποκόλληση του δέρµατος µετά το επίπεδο της Lamina 
densa. Επιπρόσθετα στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έγινε συσχετισµός της 
απενεργοποίησης του Fras1 µε το µετάλλαγµα “Blebbed” στον ποντικό, το οποίο έχει 
προταθεί ότι αποτελεί µοντέλο εργασίας για το σύνδροµο Fraser στον άνθρωπο και 
διαπιστώθηκε ότι πιθανότατα οι αιτίες και των δύο παραπάνω ανωµαλιών οφείλονται σε 
διαταραχές του εξωκυττάριου χώρου που υπόκειται των επιθηλίων. 
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ABSTRACT 
 
 Basal lamina (Basement membrane) is a special category of extracellular matrix, discerned 
by electron microscopy into three zones, Lamina lucida, Lamina densa and Sub Lamina 
densa. This distinguishable extracellular matrix underlies all external and internal epithelia, 
covers endothelia towards the connective tissue and surrounds nerves, muscles and fat cells. 
Besides the connection with the underlying mesenchyme and the structural support that 
provides to different tissues, many various functions have been assigned to the basement 
membranes. These include a physical barrier for passage of macromolecules, cells or 
nervoprocesses, binding and deposition of growth factors and hormones and specification of 
cell migration, proliferation and metabolism.  Skin-basement membrane (Dermal Epidermal 
Junction, DEJ) separates dermis from epidermis but in the same time contributes to their 
adherent connection, resulting in the structural integrity of the skin. Skin-basal lamina is 
composed mainly of laminins 5, 6, 10 ,1, collagen IV and VII, nidogen and perlecan, that are 
arranged in an ordered fashion building a highly specialized ultrastructure (which is connected 
with dermis and basal keratinocytes). Different skin disorders in human have been associated 
with defects in the genes encoding some components of the basement membrane. These 
defects usually lead postnatally, to the loss of adherence of epidermis to dermis and 
subsequently to the formation of subepidermal blisters. Inactivation of the same genes in mice 
results in parallel symptoms.  
The present study is an investigation of the function of a new gene in mouse, called Fras1. 
The Fras1 gene encodes for a protein of 4010 amino acids, which can be subdivided in 
several distinct domains. During embryonic development Fras1 expression is confined to 
different epithelial cell layers, while Fras1 is detected extracellularly producing a linear 
staining pattern underlying epidermis as well as the basal surface of several epithelia. Loss of 
Fras1 function results in the formation of subepidermal hemorrhagic blisters as well as in 
unilateral or bilateral renal agenesis during mouse embryogenesis. Postnatally, homozygous 
Fras1 mutants exhibit fusion of the eyelids and digits, skeletal abnormalities, as well as 
unilateral renal agenesis or dysplasia. 
On the basis of the observed investigations, it is deciphered that Fras1 is involved in a 
structural scaffold that arranges the assembly of at least some of the macromolecules of the 
dermal side of skin basement membrane, affecting the dermal epidermal connection 
underneath the lamina densa. Therefore its absence causes, under certain circumstances, 
subepidermal blister formation and skin detachment underneath Lamina densa. Additionally, 
our data demonstrate that inactivation of Fras1 is correlated with the existing “Blebbed” 
mouse mutant, which have been suggested to provide a model for the human genetic 
disorder Fraser syndrome and that perturbations in the composition of the extracellular space 
underlying epithelia could account for the onset of both of the above anomalies.  
 

 5

http://www.in.gr/dictionary/lookup.asp?Word=distinguishable


Ι. Γενικά 
 
Η  εύρεση της λειτουργίας των γονιδίων του ανθρώπου και ιδιαίτερα η ανίχνευση γονιδίων 
που σχετίζονται µε ασθένειες αποτελεί ένα καινούργιο στοίχηµα για την επιστηµονική 
κοινότητα. Η δηµιουργία ζωικών µοντέλων που παρουσιάζουν συµπτώµατα ανθρώπινων 
ασθενειών θα βοηθήσει αποφασιστικά στην εύρεση της λειτουργίας αυτών των γονιδίων και 
θα διευκολύνει την ανάπτυξη της γονιδιακής θεραπείας καθώς και τον έλεγχο των πιθανών 
ευρεθέντων τρόπων αντιµετώπισης. 
 Το ποντίκι αποτελεί ιδανικό µοντέλο οργανισµού γι’ αυτές τις µελέτες, αφού τα γονιδιώµατα 
ανθρώπου και ποντικού είναι παρόµοια. [Ουσιαστικά άνθρωποι και ποντίκια διαφέρουν στις 
µη κωδικές αλληλουχίες του DNA (junk), οι οποίες δεν κωδικοποιούν για πρωτεΐνες. Π.χ µία 
από τις κυριότερες διαφορές τους εντοπίζεται στην ενεργότητα ορισµένων περιοχών αυτών 
των αλληλουχιών, όπως τα ρετροτρανσποζόνια-retrotransposons (Dennis et al., 2002).]   Από 
την άλλη µεριά, οι διαγονιδιακές µέθοδοι και η τεχνολογία απενεργοποίησης των γονιδίων 
µέσω της µεθόδου του οµόλογου ανασυνδυασµού έχουν αναπτυχθεί στο ποντίκι σε µεγάλο 
βαθµό. Συγκεκριµένα είναι δυνατό να πραγµατοποιηθούν στο γονιδίωµα του ποντικού, 
ελλείψεις τµηµάτων γονιδίων, πρόκληση πρόωρου τερµατισµού των γονιδιακών προϊόντων 
και εισαγωγή σηµειακών µεταλλαγών σε οποιοδήποτε γονίδιο. Με την ανάπτυξη της 
τεχνολογίας της γονιδιακής στόχευσης είναι δυνατή επίσης η επιλεκτική απενεργοποίηση 
γονιδίων είτε σε µία οµάδα κυττάρων, είτε σε καθορισµένα αναπτυξιακά ή ενήλικα στάδια.  
Το τεράστιο εύρος γενωµικής πληροφορίας που έχει προκύψει ύστερα από την ολοκλήρωση 
του προγράµµατος του ανθρώπινου γονιδιώµατος, το οποίο ξεκίνησε στα τέλη της δεκαετίας 
του 80 και επιτέλεσε πρόσφατα τον πρωταρχικό του στόχο µε την αλληλούχιση του 90% του 
ανθρώπινου γονιδιώµατος, είναι ελπιδοφόρο για την ανάπτυξη του πεδίου της µοριακής 
ιατρικής και της κατανόησης της παθογένεσης ανθρώπινων ασθενειών και εποµένως για τη 
γονιδιακή  θεραπεία. Η επόµενη πρόκληση αφορά την εύρεση όλων των ανθρώπινων 
γονιδίων, τον εντοπισµό των κωδικών τους περιοχών και τον καθορισµό του  λειτουργικού 
τους ρόλου. Η λειτουργία ενός γονιδίου εξαρτάται από το µοριακό περιεχόµενο του κυττάρου 
που το εκφράζει, αλλά και από το κυτταρικό µικροπεριβάλλον, γι’ αυτό και απαιτείται η χρήση 
πειραµατικών µεθόδων που θα ελένξουν τη γονιδιακή λειτουργία στο επίπεδο του 
οργανισµού. Το ανθρώπινο γονιδίωµα υπολογίζεται ότι περιέχει 35.000 γονίδια που 
κωδικοποιούν για περίπου 1.000.000 πρωτεΐνες, εκ των οποίων  το 60% είναι άγνωστης 
ιδιότητας. Η επιστηµονική  κοινότητα εποµένως απαιτείται πλέον να προσαρµοστεί στα νέα 
δεδοµένα και να ερευνήσει το ρόλο των γονιδίων ενός οργανισµού παράλληλα και όχι 
ανεξάρτητα και µεµονωµένα, έτσι ώστε να κατανοηθεί ταχύτερα και καλύτερα η λειτουργία 
τους. Η συστηµατική προσπάθεια κατανόησης της λειτουργίας των γονιδίων 
χρησιµοποιώντας τα αποτελέσµατα του προγράµµατος του ανθρώπινου γονιδιώµατος, 
αναφέρεται σαν λειτουργική ανάλυση γονιδιωµάτων (Functional Genomics). Η µελέτη αυτή 
περιλαµβάνει την πραγµατοποίηση συνολικών αναλύσεων (high-throughput analysis) των 
γονιδιακών προϊόντων (µετάγραφα, πρωτεΐνες) και των βιολογικών συστηµάτων (κυττάρων, 
ιστών, οργανισµών), µέσω αυτοµατοποιηµένων µεθόδων, που εφαρµόζουν σε µεγάλη 
κλίµακα πειράµατα που συνήθως πραγµατοποιούνται για ένα γονίδιο (π.χ παραγωγή 
µεταλλαγµάτων-gene trap (παγίδευση γονιδίων)-enhancer trap (παγίδευση ενισχυτών), 
ανάλυση µεταγράφων και πρωτεϊνικής έκφρασης σε επίπεδο γονιδιώµατος, ανάλυση 
πρωτεϊνικών δοµών και πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων-two hybrid (διϋβριδικό σύστηµα) 
κ.τ.λ). Η λειτουργική ανάλυση γονιδιωµάτων περιλαµβάνει φαινοτυπικές και γονιδιακές 
προσεγγίσεις. Οι φαινοτυπικές προσεγγίσεις αναλύουν φαινοτύπους που προκύπτουν είτε 
από τυχαία µεταλλαξογένεση, είτε από φυσικές παραλλαγές (φυσικά µεταλλάγµατα ποντικών, 
ανθρώπινες ασθένειες) και καταλήγουν στην κλωνοποίηση των σχετικών γονιδίων, χωρίς 
προηγούµενη πληροφόρηση για τους υπεύθυνους µοριακούς µηχανισµούς. Οι γονιδιακές 
προσεγγίσεις χρησιµοποιούν τη γονιδιακή πληροφορία για την ανίχνευση, κλωνοποίηση, 
έκφραση και χαρακτηρισµό των γονιδίων στο µοριακό επίπεδο.  Σ’ αυτές τις προσεγγίσεις 
ανήκει και η πρωτεϊνική ανάλυση γονιδιωµάτων (Proteomics), η οποία περιλαµβάνει 
οποιαδήποτε διαδικασία µπορεί να χαρακτηρίσει µεγάλο αριθµό πρωτεϊνών, συνεισφέροντας 
στην ανίχνευση, στην ποσοτικοποίηση και στον εντοπισµό τους, αλλά και στην εύρεση των  
αλληλεπιδράσεων και  τροποποιήσεων τους  και  τελικά στην κατανόηση της λειτουργίας 
τους. Και οι δύο στρατηγικές της λειτουργικής ανάλυσης γονιδιωµάτων είναι 
συµπληρωµατικές σε όλα τα επίπεδα µελέτης και οδηγούν συγκεντρωτικά στη συσχέτιση 
φαινοτύπων και γονοτύπων (εικ. 1). Η λειτουργική ανάλυση γονιδιωµάτων περιλαµβάνει 
εκτός των άλλων και τον έλεγχο της έκφρασης πολλών γονιδίων ταυτόχρονα, 
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χρησιµοποιώντας µεθόδους όπως η τεχνολογία των DNA chips, οι οποίες συµβάλλουν στην 
συγκριτική µελέτη της έκφρασης των γονιδίων και στον εντοπισµό των διαφορών τους. Οι 
µελέτες αυτές προωθούν τη διερεύνηση γενετικών µονοπατιών για φυσιολογικές διαδικασίες 
ανάπτυξης ή για διάφορες παθολογικές καταστάσεις. (Yaspo Marie-Laure, 2001; Ko MS, 
2001; Copeland et al., 2001; Haberkorn et al., 2002). 
 
 
 

 
 
 
Εικ. 1: Γενική επισκόπηση των δύο συµπληρωµατικών στρατηγικών της λειτουργικής 
ανάλυσης γονιδιωµάτων  
 Η  φαινοτυπική και η γονιδιακή προσέγγιση διαχωρίζονται τεχνητά κατά µήκος ενός διαγώνιου άξονα. 
Αναφέρονται τα κυριότερα εργαλεία ανάλυσης και οι σηµαντικότερες ερευνητικές µέθοδοι, όπως και οι 
συνδετικοί κρίκοι µεταξύ των διαφορετικών επιπέδων πληροφόρησης. 
 
 
I.I Μελέτη του γονιδίου Fras1 
 
Στο γενικότερο πλαίσιο της λειτουργικής ανάλυσης γονιδίων, αποφασίστηκε η ανίχνευση της 
λειτουργίας και ο µοριακός χαρακτηρισµός ενός καινούργιου γονιδίου στον ποντικό, του 
γονιδίου Fras1, που κλωνοποιήθηκε πρώτη φορά από τον Καθ. Γ. Χαλεπάκη. Πειράµατα in 
situ υβριδοποίησης του mRNA του σε ιστολογικές τοµές εµβρύων ποντικού και εγκεφάλων 
ενηλίκων από τον  Γ. Χαλεπάκη, έδειξαν ότι  την ηµέρα 12.5 (Ε12.5) της εµβρυογένεσης το 
γονίδιο παρατηρείται στα επιθήλια των πνευµόνων, των νεφρών και της επιδερµίδας. Το 
Fras1 ανιχνεύθηκε επίσης και στον εγκέφαλο, τόσο σε έµβρυα, όσο και σε νεογέννητα και σε 
ενήλικα ποντίκια. Συγκεκριµένα στο πρώτο µήνα ζωής των ποντικών η έκφραση του Fras1 
στον εγκέφαλο εντοπίστηκε στον ιππόκαµπο, στο νεοφλοιό, στο βασικό αµυγδαλοειδή 
πυρήνα, καθώς και στην παρεγκεφαλίδα. Έκφραση του Fras1 παρατηρήθηκε και στο 
χοριοειδές πλέγµα, σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και στους ενήλικες. 
 Κατά συνέπεια το ιδιαίτερα ενδιαφέρον πρότυπο έκφρασης του Fras1, το οποίο εντοπίζεται 
σε ιστούς όπως τα επιθήλια, αλλά και στην περιοχή του εγκεφάλου, σε συνδυασµό µε το 
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γεγονός ότι αποτελεί ένα καινούργιο γονίδιο, προκάλεσε το ενδιαφέρον του εργαστηρίου να 
ασχοληθεί µε τη διερεύνηση της λειτουργίας  του. 
Τα µοριακά εργαλεία τα οποία χρησιµοποιήθηκαν για τη διαλεύκανση της  λειτουργίας του 
καινούργιου αυτού γονιδίου, περιλαµβάνουν την εύρεση του cDNA του γονιδίου Fras1, τη 
χαρτογράφηση του στον ποντικό και στον άνθρωπο, την κλωνοποίηση του σε κατάλληλους 
πλασµιδιακούς φορείς, τη δηµιουργία πολυκλωνικών αντισωµάτων για τη Fras1 και την  
στοχευόµενη απενεργοποίηση του γονιδίου αυτού στον ποντικό. 
Οι περισσότερες πειραµατικές διαδικασίες στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων 
πραγµατοποιήθηκαν σε επιθήλια όπως το δέρµα, γι’ αυτό και στα επόµενα εισαγωγικά  
κεφάλαια θα αναφερθούν πληροφορίες για τους επιθηλιακούς ιστούς και για το βασικό τους 
έλασµα, θα σχολιαστούν τα συστατικά του βασικού ελάσµατος, καθώς και η σύνδεση 
ορισµένων από αυτά µε δερµατικές ασθένειες. 
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I.IΙ Επιθήλια 
 
Τα επιθήλια είναι µία ξεχωριστή κατηγορία ιστών που αποτελούνται από συνεκτικά συνδεδεµένες 
δεσµίδες κυττάρων, οι οποίες περιλαµβάνουν είτε ένα στρώµα κυττάρων (µονόστοιβα επιθήλια), είτε 

περισσότερα από ένα στρώµατα (πολύστοιβα στρωµατοποιηµένα επιθήλια), όπως η επιδερµίδα. Οι 
επιθηλιακές ζώνες περιβάλλουν όλες τις εξωτερικές και εσωτερικές επιφάνειες ενός οργανισµού, 
καλύπτοντας όλες τις κοιλότητες και τους σωλήνες του. Μ’ αυτόν τον τρόπο λειτουργούν σαν ζώνες 
µεσόφασης τόσο µεταξύ του εσωτερικού ενός οργανισµού και του εξωτερικού περιβάλλοντος, όσο και 
µεταξύ των διαφορετικών εσωτερικών βιολογικών διαµερισµάτων, προσδίδοντας στα όργανα που 
περιβάλλουν εκτός από περιεχόµενο και φυσική προστασία και ειδικές µεταφορικές ιδιότητες (Bissel 
Mina J. and Radisky Derek, 2001; NR cancer Thiery Jean Paul, 2002). 
 Με βάση την κυρίαρχη λειτουργία τους τα επιθήλια διακρίνονται στις παρακάτω κατηγορίες: 
Α) Τα εκκριτικά επιθήλια. Πολλές φορές τα επιθήλια αυτά οργανώνονται σε αδένες που είτε 
εκκρίνουν ορµόνες  στο αίµα (ενδοκρινείς αδένες), είτε εκκρίνουν άλλες ουσίες, όπως δάκρυα 
και βλέννα σε σωλήνες (εξωκρινείς αδένες). 
Β) Τα βλεφαριδωτά επιθήλια, τα οποία έχουν βλεφαρίδες που κινούν συγχρονισµένα στην 
ελεύθερη επιφάνεια τους προκειµένου να µετακινήσουν ουσίες πάνω από το επιθηλιακό 
στρώµα. 
Γ) Τα προσροφητικά επιθήλια, µε πολυάριθµες µικρολάχνες που αυξάνουν την επιφάνεια 
προσρόφησης ουσιών.  
∆) Τα περιοριστικά επιθήλια, τα οποία εµποδίζουν την είσοδο µικροοργανισµών. Τονίζεται ότι 
τα επιθήλια δεν αποτελούν µόνο φυσικά εµπόδια για την είσοδο µικροβίων, αλλά 
συµµετέχουν και δυναµικά στην αντιµετώπιση της εισβολής τους µέσω αισθητήρων, δικτύων 
σηµατοδότησης και µορίων τελεστών.  
 Τα περισσότερα επιθήλια συνδυάζουν όλες τις παραπάνω ιδιότητες (Ganz Τ, 2002). 
 
 
I.ΙΙ.1 Εσωτερικά επιθηλιακά όργανα 
 
Οι δοµικές µονάδες των εσωτερικών επιθηλιακών οργάνων διακρίνονται σε δύο κατηγορίες 
µονόστοιβων ζωνών που περικλείουν µια κοιλότητα, στις κύστες που είναι σφαιρικές και 
στους σωλήνες που είναι κυλινδρικοί. Ο συνδυασµός κύστεων και κυλίνδρων µπορεί να 
δηµιουργήσει πολύπλοκες επιθηλιακές δοµές όπως οι πνεύµονες των σπονδυλωτών, οι 
οποίοι αποτελούνται από ένα δίκτυο διακλαδιζόµενων κυλινδρικών βρογχιολίων που 
καταλήγουν σε κυστικές κυψελίδες. Κάθε κύτταρο στα µονόστοιβα επιθήλια είναι πολωµένο 
και περιλαµβάνει τρεις διακριτές επιφάνειες: µία κορυφαία µεµβρανική περιοχή πλούσια σε 
µικρολάχνες που βλέπει στην κοιλότητα του οργάνου, µία πλευρική µεµβρανική περιοχή που 
έρχεται σε επαφή µε τα γειτονικά κύτταρα, καθώς και µία βασική µεµβρανική περιοχή η οποία 
εφάπτεται του βασικού ελάσµατος (µία χαρακτηριστική περιοχή εξωκυττάριας ουσίας που 
ονοµάζεται και βασική µεµβράνη) και επικοινωνεί µε τον υποκείµενο συνδετικό ιστό. Το 
βασικό έλασµα που εντοπίζεται µεταξύ των επιθηλίων και της διάµεσης εξωκυττάριας ουσίας 
(interstitial extracellular matrix-ECM) που εκκρίνεται από το µεσέγχυµα, πιστεύεται ότι  
συµβάλλει στη διατήρηση της πολικότητας τόσο των επιθηλιακών κυττάρων όσο και των 
επιθηλιακών ιστών (εικ. 1). 
Το προτεινόµενο µοντέλο για την επιθηλιακή µορφογένεση, το οποίο οδηγεί στη δηµιουργία 
των εσωτερικών επιθηλιακών οργάνων, στηρίζεται στις παρακάτω δύο αρχές (εικ. 2): 
 α) Στην επιδίωξη της απόκτησης των τριών διακριτών µεµβρανικών επιφανειών των 
επιθηλιακών κυττάρων, µέσω της οποίας προωθείται η δηµιουργία µιας αυτό-εσώκλειστης 
(self-enclosed) µονόστοιβης επιθηλιακής ζώνης που περιβάλλει µία κοιλότητα. Η µονόστοιβη 
επιθηλιακή ζώνη έχει µορφή σφαίρας ή σωλήνα ανάλογα µε την γεωµετρία των κυττάρων 
στην αρχή της διαδικασίας αναζήτησης των τριών επιφανειών. Συγκεκριµένα τα µοναδιαία  
κύτταρα δίνουν σφαιρικές κύστες, ενώ οι επιµήκεις αλυσίδες κυττάρων κυλινδρικούς σωλήνες, 
ενώ η τάση αναζήτησης των τριών επιφανειών υφίσταται συνεχώς, τόσο κατά την διαδικασία 
της κυστοποίησης (cystogenesis), όσο και στα τελικά στάδια της σωληνοποίησης  
(tubulogenesis) των επιθηλίων. 
 Τονίζεται ότι, προκειµένου κάθε επιθηλιακό κύτταρο να εξασφαλίσει την απόκτηση των τριών 
χαρακτηριστικών µεµβρανικών επιφανειών θα πρέπει να διαθέτει µηχανισµούς µε τους 
οποίους: 
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Εικ. 1: Οι δοµικές µονάδες των επιθηλιακών οργάνων 
Τα εσωτερικά επιθηλιακά όργανα (a) αποτελούνται από δύο βασικές δοµικές µονάδες: τις κύστες και 
τους σωλήνες (b). c, Εγκάρσια τοµή των δοµικών µονάδων. d,  Κάθε κύτταρο στην επιθηλιακή ζώνη 
κάθε δοµικής µονάδας, περιέχει τρεις διακριτές επιφάνειες. Τα γειτονικά κύτταρα συνδέονται µεταξύ τους 
µε διάφορες κατηγορίες δεσµών. 
 
1) Ανιχνεύει το εξωκυττάριο περιβάλλον, τα γειτονικά κύτταρα ή το υγρό µιας κοιλότητας (π.χ 
η ανίχνευση της εξωκυττάριας ουσίας γίνεται µέσω υποδοχέων των επιθηλιακών κυττάρων 
που αναγνωρίζουν συστατικά της)  και  
2) ∆ηµιουργεί τις ανάλογες επιφάνειες. 
 Γενικότερα πιστεύεται ότι τα επιθήλια διαθέτουν ένα πολύπλοκο µηχανισµό, τόσο ανίχνευσης 
του περιβάλλοντος πλησίον κάθε επιθηλιακής µεµβρανικής επιφάνειας, όσο και δηµιουργίας 
της  συγκεκριµένης επιφάνειας. 
β) Στην παρουσία µορφογόνων όπως ο παράγοντας HGF (Hepatocyte Growth Factor-
Αυξητικός παράγοντας ηπατοκυττάρων), που επάγουν την σωληνοποίηση των επιθηλίων. Η 
δράση των µορφογόνων προωθεί τα κύτταρα στα µονόστοιβα επιθήλια σε παροδική 
αποδιαφοροποίηση, µέσω ενεργοποίησης της διαδικασίας της επιθήλιο-µεσεγχυµατικής 
µετάβασης (Epithelial-Mesenchymal Transition, ΕΜΤ), µε επακόλουθο τη δηµιουργία 
επιµήκους κυτταρικής αλυσίδας. Κατά τη µετάβαση αυτή τα επιθηλιακά κύτταρα 
µεταµορφώνονται σε άπολα και αποκτούν ιδιότητες µετακίνησης, διαπερνώντας  την ζώνη της 
βασικής τους µεµβράνης και διασχίζοντας την παρεµβαλλόµενη  εξωκυττάρια ουσία, 
παραµένοντας όµως µερικώς συνδεδεµένα (O’Brien Lucy Erin et al., 2002; Nelson WJ, 2001). 
Πολλές φορές τα επιθηλιακά κύτταρα στα αναπτυσσόµενα όργανα δεν παρουσιάζουν κάποια 
από τις χαρακτηριστικές παραπάνω επιφάνειες, είτε γιατί είναι πολύστοιβα, είτε γιατί δεν 
περιβάλλουν µία κοιλότητα. Τα κύτταρα αυτά µετακινούνται, πολλαπλασιάζονται, ή 
σχηµατίζουν κοιλότητες προκειµένου να αποκτήσουν τις τρεις διακριτές επιφάνειες και κατά 
συνέπεια την κατάλληλη επιθηλιακή διαφοροποίηση. Εποµένως η επιθηλιακή αρχιτεκτονική 
των διαφόρων οργάνων θεµελιώνεται µέσω της διαδικασίας αναζήτησης των επιθηλιακών 
κυττάρων για τρεις χαρακτηριστικές µεµβρανικές επιφάνειες και  µέσω της διαδικασίας της  
επιθηλιο-µεσεγχυµατικής µετάβασης (O’Brien Lucy Erin et al., 2002).   
 
I.II.2 ∆εσµοί που αναπτύσσονται µεταξύ επιθηλιακών κυττάρων και µεταξύ 
επιθηλιακών κυττάρων και εξωκυττάριας ουσίας  
Τα επιθηλιακά κύτταρα διατηρούν τη συνεκτικότητα τους µέσω διαφόρων συνδέσµων, όπως: 
α) Οι στενοσύνδεσµοι (tight junctions), οι οποίοι υπάρχουν και στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Οι 
σύνδεσµοι αυτοί εµποδίζουν την παθητική διέλευση υδατοδιαλυτών µορίων µεταξύ των 
κυτταροπλασµάτων γειτονικών κυττάρων και  συµβάλλουν στην ελεγχόµενη διάχυση ουσιών. 
Πιστεύεται ότι σχηµατίζονται από αλυσίδες άγνωστων διαµεµβρανικών πρωτεϊνών γειτονικών 
κυττάρων, οι οποίες συνδέονται µεταξύ τους στον διακυτταρικό χώρο και φέρνοντας σε 
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επαφή τις πλασµατικές µεµβράνες των γειτονικών αυτών κυττάρων δηµιουργούν τους 
συγκεκριµένους δεσµούς. Μ’ αυτόν τον τρόπο εµποδίζεται και η επικοινωνία µεταξύ 
κορυφαίας  και βασικής περιοχής των επιθηλιακών κυττάρων (εικ. 3). 

 
Εικ. 2: Μοντέλο επιθηλιακής µορφογένεσης 

  Η κινητήριος δύναµη των επιθηλιακών κυττάρων για τη δηµιουργία τριών µεµβρανικών επιφανειών και η 
διαδικασία της επιθηλιο-µεσεγχυµατικής µετάβασης καθορίζουν την επιθηλιακή αρχιτεκτονική των διαφόρων 
οργάνων. 

β) Οι χασµοσύνδεσµοι (Gap junctions) δηµιουργούνται από την συνένωση κατάλληλων  
δοµών γειτονικών κυττάρων, οι οποίες σχηµατίζουν ένα σύστηµα διαύλων πρωτεϊνικής φύσης 
(connexons). Οι δοµές αυτές, οι οποίες προεξέχουν από την κάθε κυτταρική επιφάνεια 
κρατώντας σε απόσταση τις πλασµατικές µεµβράνες των γειτονικών κυττάρων, 
δηµιουργούνται (η κάθε µια), από την σύνδεση  6 διαµεµβρανικών πρωτεϊνών που είναι 
γνωστές σαν connexins (Κονεξίνες). Τα υδατικά κανάλια που προκύπτουν  συνδέουν τα 
κυτταροπλάσµατα γειτονικών κυττάρων, επιτρέποντας τη παθητική  διέλευση µικρών µορίων 
σηµατοδότησης (χηµικών ή ηλεκτρικών), το µέγεθος των οποίων καθορίζεται από το είδος 
των connexins (εικ. 3).  
γ) Οι σύνδεσµοι πρόσδεσης (adherens junctions), οι οποίοι ενώνουν γειτονικά κύτταρα µέσω 
σύνδεσης των κορυφοπλευρικά εντοπισµένων ζωνών ακτίνης του κυτταροσκελετού τους. Οι 
δεσµοί αυτοί προκύπτουν  από τη συνένωση, παρουσία ασβεστίου, δύο γειτονικών 
διαµεµβρανικών  µορίων Ε-cadherin (Ε-καδερίνης). Κάθε µόριο Ε-cadherin συνδέεται 
κυτταροπλασµατικά µε την πρωτεΐνη β-κατενίνη,  η οποία ενώνεται µε την α-κατενίνη και αυτή 
µε τα ινίδια ακτίνης (εικ. 3, 4). 
δ) Τα δεσµοσώµατα, τα οποία χαρακτηρίζουν ιστούς σπονδυλωτών που υφίστανται ισχυρές 
πιέσεις, συµβάλλουν στην αγκυροβόληση των ενδιάµεσων ινιδίων κερατίνης δύο γειτονικών 
κυττάρων σε συγκεκριµένες θέσεις και µ’ αυτόν τον τρόπο στην σύνδεση των κυττάρων 
αυτών. Αποτελούνται, όπως και οι δεσµοί πρόσδεσης, από γειτονικά διαµεµβρανικά διµερή  
της οικογένειας των cadherin, τα οποία µε τη σειρά τους συνδέονται µε άλλες 
κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες και µέσω αυτών µε τα ινίδια κερατίνης του κυτταροσκελετού  
των κυττάρων (Bissel Mina J. and Radisky Derek, 2001). 

 Tόσο τα δεσµοσώµατα, όσο και οι δεσµοί πρόσδεσης, πραγµατοποιούν διακυτταρικές 
συνδέσεις στο επιδερµικό επιθήλιο και εντοπίζονται σε όλα τα µεταβολικά ενεργά κυτταρικά 
στρώµατα της επιδερµίδας (εικ. 3, 4).     

Όσον αφορά τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ κυττάρων και εξωκυττάριας ουσίας, αυτές 
πραγµατοποιούνται µέσω της δράσης ειδικών κυτταρικών υποδοχέων, όπως οι ιντεγκρίνες. 
Οι υποδοχείς αυτοί σχηµατίζουν δεσµεύσεις µε τα ινίδια ακτίνης του κυτταροσκελετού των 
κυττάρων και ενεργοποιούνται από συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας (π.χ αυξητικοί 
παράγοντες) (εικ. 3). Τονίζεται ότι στο επιδερµικό επιθήλιο και στα πολύστοιβα επιθήλια 
γενικότερα εντοπίζεται  και η δοµή των ηµιδεσµοσωµάτων.  Τα ηµιδεσµοσώµατα εκτείνονται 
από το κυτταροπλασµατικό περιβάλλον στον εξωκυττάριο χώρο, συνδέοντας τον 
κυτταροσκελετό των ενδιάµεσων ινιδίων των κερατινοκυττάρων µε άλλα συστατικά του  
βασικού ελάσµατος. Τα ηµιδεσµοσώµατα στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, παρουσιάζονται υπό 
τη µορφή ηλεκτρονιακά πυκνών συναθροίσεων (electron dense omplexes) και  αποτελούνται 
(εικ. 5):  
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Εικ. 3: Μηχανισµοί διακυτταρικών αλληλεπιδράσεων και αλληλεπιδράσεων των κυττάρων µε 
την εξωκυττάρια ουσία 
Οι κατηγορίες συνδέσµων µεταξύ γειτονικών επιθηλιακών κυττάρων περιλαµβάνουν, τους  
χασµοσυνδέσµους, τα δεσµοσώµατα, τους δεσµούς πρόσδεσης και τους στενοσύνδεσµους. 
 Η αλληλεπίδραση της εξωκυττάριας ουσίας µε τα επιθηλιακά κύτταρα επιτυγχάνεται µέσω ειδικών  
κυτταρικών υποδοχέων, όπως οι ιντεγκρίνες. 
 
1)  Από τις ιντεγκρίνες α6β4 και το κολλαγόνο XVII (BPAG2 ή BP180-bullous pemphigoid antigen-
ποµφολυγώδες αντιγόνο), τα οποία είναι διαµεµβρανικοί υποδοχείς που µε τις εξωκυττάριες περιοχές 
τους σχηµατίζουν την εξωτερική πλάκα των ηµιδεσµοσωµάτων (outer plaque). Οι υποδοχείς αυτοί 
αλληλεπιδρούν εξωκυτταρικά µε διάφορα συστατικά του βασικού ελάσµατος, δηµιουργώντας το 
υποκοιλιακό πυκνό στρώµα των ηµιδεσµοσωµάτων (sub-basal dense plate).   
2)  Από τις κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες πλεκτίνη και BPAG1 ή BP230-bullous pemphigoid antigen 
1 (ποµφολυγώδες αντιγόνο 1), µε τις οποίες αλληλεπιδρούν ενδοκυτταρικά η ιντεγκρίνη α6β4 και το 
κολλαγόνο XVII αντίστοιχα. Οι κυτταροπλασµατικές αυτές πρωτεΐνες αποτελούν δύο 
ηµιδεσµοσωµικές πρωτεΐνες, που ανήκουν στην οικογένεια των πλακινών (πρωτεΐνες µε µορφή 
περιελιγµένου σπειράµατος-coiled-coil proteins). Οι πρωτεΐνες αυτές διαθέτουν στην µη ελικοειδή 
καρβοξυτελική τους περιοχή  θέσεις σύνδεσης για τα ενδιάµεσα ινίδια κερατίνης. Μ’ αυτόν τον τρόπο 
σχηµατίζουν την εσωτερική πλάκα των ηµιδεσµοσωµάτων (cytoplasmic inner plaque), λειτουργώντας 
σαν γέφυρες µεταξύ των ινιδίων κερατίνης του κυτταροσκελετού και των διαµεµβρανικών υποδοχέων 
των ηµιδεσµοσωµάτων.  
3)  Από τα ενδιάµεσα ινίδια κερατίνης του κυτταροσκελετού, τα οποία συνδέονται µε τις 
προαναφερθείσες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες και τα οποία προσφέρουν µηχανική σταθερότητα 
στα κερατινοκύτταρα (Borradori L, Sonnenberg A, 1996; Raghavan S et al., 2000). 
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Εικ. 4: ∆εσµοσώµατα και δεσµοί προσκόλλησης  
a, Σύνδεσµος πρόσδεσης και δεσµόσωµα (b) και οι κυριότερες πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις που 
εντοπίζονται σ’ αυτές τις δοµές.  
Keratin IF, keratin intermediate filaments (ενδιάµεσα νηµάτια κερατίνης); p120ctn, adherens junction protein p120 
(πρωτεΐνη των συνδέσµων πρόσδεσης); VASP, vasodilator-stimulated phosphoprotein (φωσφοπρωτεΐνη που 
ενεργοποιείται από αγγειοδιαστολή).  
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 Εικ. 5: Ηµιδεσµοσώµατα 
Σχηµατική αναπαράσταση του ηµιδεσµοσώµατος. 
BPAG1e, bullous pemphigoid antigen 1 (ποµφολυγώδες αντιγόνο 1), epidermal isoform (επιδερµική ισοµορφή). 
 

I.IΙ.3 Εξωτερικά επιθηλιακά όργανα-∆έρµα 

Το όργανο το οποίο χρησιµοποιήθηκε εκτενέστερα στις πειραµατικές διαδικασίες που 
αναφέρονται στο κεφάλαιο των αποτελεσµάτων είναι το δέρµα. Το δέρµα αποτελείται από 
δύο κατηγορίες ιστών που συνδέονται ανατοµικά και αλληλεπιδρούν λειτουργικά. Το 
επιφανειακότερο τµήµα του δέρµατος περιλαµβάνει την εξωδερµικής προέλευσης επιδερµίδα, 
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ενώ πιο εσωτερικά εντοπίζονται διαδοχικά η δερµίδα και η υποδερµίδα. Τόσο η δερµίδα όσο 
και η υποδερµίδα προέρχονται από το µεσέγχυµα και αποτελούνται από συνδετικό ιστό.  
 Ο συνδετικός ιστός περιέχει αραιά τοποθετηµένα κύτταρα σε ένα πλούσιο στρώµα 
εξωκυττάριας ουσίας. Σε αντίθεση µε τα επιθήλια, ο στηρικτικός του ρόλος αποδίδεται στην 
εξωκυττάρια ουσία, η οποία  περιέχει πρωτεϊνικές ίνες βυθισµένες σε ένα πήκτωµα από 
πολυσακχαρίτες. Η εξωκυττάρια ουσία εκκρίνεται κυρίως από τους ινοβλάστες του συνδετικού 
ιστού. Κατηγορίες συνδετικού ιστού αποτελούν ενδεικτικά  τα οστά, οι χόνδροι καθώς και ο 
χαλαρός συνδετικός ιστός.  
Όσον αφορά τη δερµίδα αυτή αποτελείται από δύο στρώµατα συνδετικού ιστού, ένα πιο 
χαλαρό εξωτερικά και ένα πυκνότερο εσωτερικά, ενώ η υποδερµίδα περιέχει λιπώδη 
συνδετικό ιστό. Στη δερµίδα εντοπίζονται πρωτεογλυκάνες που έλκουν και συγκρατούν το 
νερό και διαφόρων ειδών πρωτεϊνικές ίνες, όπως διάµεσες ίνες κολλαγόνου και ελαστικές ίνες 
(οι ελαστικές ίνες συντίθενται από ελαστίνη και µικροινίδια). Η δερµίδα διακρίνεται σε δύο 
κατηγορίες ανάλογα µε τη διάµετρο των  ινών κολλαγόνου που περιέχει, την θηλώδη δερµίδα 
(papillary dermis), η οποία υπόκειται της επιδερµίδας και ακολούθως  τη δικτυωτή δερµίδα 
(reticular dermis), που περιέχει ίνες κολλαγόνου αυξηµένης διαµέτρου.  Η δερµίδα και η 
υποδερµίδα εκτός από τους ινοβλάστες (που εκκρίνουν τις πρωτεϊνικές ίνες της εξωκυττάριας 
ουσίας), περιέχουν αιµοφόρα αγγεία, οι απολήξεις των οποίων σταµατούν στη βάση της 
επιδερµίδας χωρίς να εισέρχονται στο εσωτερικό της, καθώς και επιδερµικές αποφύσεις, 
νευρικά κύτταρα, αδένες, µελανοκύτταρα, µακροφάγα και λεµφοκύτταρα. 
Η επιδερµίδα και οι αποφύσεις της, συµπεριλαµβανοµένων των θυλάκων των τριχών και των 
ιδρωτοποιών αδένων (που αποτελούνται όλα από επιθηλιακά κύτταρα), διαχωρίζονται από 
την υποκείµενη δερµίδα µ’ ένα στρώµα εξωκυττάριας ουσίας, το βασικό έλασµα, για το οποίο 
θα µιλήσουµε αναλυτικότερα στη συνέχεια (εικ. 6) (Arin Meral J. and Roop Dennis, 2001).  
Στους ενήλικες οργανισµούς  η επιδερµίδα αποτελείται από πολλά στρώµατα επιθηλιακών 
κυττάρων (στα αρχικά εµβρυϊκά στάδια απαντώνται λιγοστά επιδερµικά στρώµατα), από 
απολήξεις νευρικών ινών, µελανοκύτταρα, κύτταρα Langerhans, κύτταρα Merkel, αλλά δεν 
περιέχει ενδοθηλιακά κύτταρα. (Άλλοι ιστοί µε εσωτερικά στρωµατοποιηµένα επιθήλια είναι η 
γλώσσα, ο οισοφάγος, ο πρωκτός, ο πυθµένας της στοµαχικής περιοχής). 
Τονίζεται ότι τουλάχιστον στα ποντίκια, η επιδερµίδα παρουσιάζει σταδιακή στρωµατοποίηση 
κατά την διάρκεια της εµβρυογένεσης. Την ηµέρα 11.5 της εµβρυογένεσης αποτελείται από 
ένα στρώµα βασικών κερατινοκυττάρων και ένα εξωτερικό στρώµα την περιδερµίδα και 
σταδιακά αναπτύσσει αυξανόµενους βαθµούς στρωµατοποίησης για να φθάσει στην 
ολοκλήρωση της την εµβρυϊκή ηµέρα 17.5 (Kreidberg JA, 1996). 

Η επιδερµίδα του ενήλικου ανθρώπου διακρίνεται σε τέσσερα, µορφολογικώς διαφορετικά 
στρώµατα διαφοροποίησης, τα οποία από το εσωτερικό της επιδερµίδας προς το εξωτερικό 
περιβάλλον είναι (εικ. 6): 
Α) Το βασικό στρώµα (BL). Αυτό αποτελείται από µία στοιβάδα από κιονοειδή 
πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα, η οποία έρχεται σε επαφή µε το βασικό έλασµα. Στο βασικό  
στρώµα εντοπίζονται και τα πρόδροµα επιδερµικά κύτταρα, ένα µέρος των οποίων εισέρχεται 
στη διαδικασία της διαφοροποίησης και παράγει τα υπόλοιπα στρώµατα της επιδερµίδας.  
Β) Το µωσαϊκό στρώµα, το οποίο ονοµάζεται και ακανθώδες (prickle ή spinous layer-SL) και 
περιλαµβάνει πέντε µε δέκα σειρές µερικώς διαφοροποιηµένων και περισσότερο 
πεπλατυσµένων πολυγωνικών κυττάρων. Το όνοµα του στρώµατος αυτού οφείλεται στην 
εµφάνιση των κυττάρων που περιέχει, τα οποία παρουσιάζουν πολλά δεσµοσώµατα (που 
αποτελούν θέσεις αγκυροβόλησης νηµατίων κερατίνης), τα οποία αναγνωρίζονται σαν 
αγκάθια στο οπτικό µικροσκόπιο. 
Γ) Το λεπτό κοκκώδες στρώµα (granular cell layer-GL), που αποτελείται από µία  έως τρεις 
στοίβες  κυττάρων, σε περιοχές όπου το υπερκείµενο στρώµα είναι λεπτό και  από µέχρι δέκα 
στοίβες όταν είναι παχύ. Τα κύτταρα του στρώµατος αυτού είναι µεταγραφικά ενεργά αλλά 
τελικώς διαφοροποιηµένα, το κυτταρόπλασµα τους είναι γεµάτο από κοκκία κερατουαλίνης 
(keratohyaline) και το σχήµα τους θυµίζει διαµάντι. 
∆) Το τελευταίο επιθηλιακό στρώµα ονοµάζεται στρώµα κερατίνης στοιβάδας (stratum corneum-SC) 
και αποτελεί το πολύ λεπτό στρώµα των νεκρών, απύρηνων και χωρίς ενδοκυτταρικά συστατικά 
κυττάρων, τα οποία  σχηµατίζουν κάθετες στοίβες. Τα κύτταρα του στρώµατος αυτού είναι εντελώς 
πεπλατυσµένα και γεµάτα πυκνή πακεταρισµένη κερατίνη και η αποφολίδωση τους ξεκινάει από τις 
υψηλότερες στοιβάδες. Τα κύτταρα αυτά µαζί µε τα κύτταρα του κοκκιώδους στρώµατος 
παρουσιάζουν στην κυτταροπλασµατική πλευρά της πλασµατικής τους µεµβράνης ένα ισχυρό στρώµα 
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της πρωτεΐνης ινβολουκρίνης  (involucrin), το οποίο και τους προσφέρει µεγάλη ανθεκτικότητα 
(Raghavan S et al., 2000). 
Ο κύριος τύπος επιθηλιακών κυττάρων της επιδερµίδας είναι τα κερατινοκύτταρα, που 
συνθέτουν τα ενδιάµεσα ινίδια τύπου κερατίνης. Τα ινίδια αυτά σχηµατίζοντας ετεροδιµερή 
δηµιουργούν ένα δίκτυο κερατίνης, που σε συνεργασία µε τα πολλά στρώµατα κυττάρων, 
προσφέρει ανθεκτικότητα στην επιδερµίδα, ώστε να αντέχει πληθώρα φυσικών και χηµικών 
 
 
 

 
 
Εικ. 6: Το δέρµα και οι αποφύσεις του 
Απεικονίζεται το στρωµατοποιηµένο µηκώδες επιθήλιο της επιδερµίδας, το οποίο αποτελείται από 
πολλές κυτταρικές στοιβάδες και µία εγκάρσια τοµή ενός τριχοφόρου θυλακίου. Η τοµή αυτή περιέχει 
ένα εξωτερικό ριζικό περίβληµα (outer root sheath), το οποίο συνορεύει µε το βασικό επιδερµικό 
στρώµα. Στη βάση του θυλακίου εντοπίζεται ο τριχοφόρος βολβός (hair bulb), ο οποίος περιέχει τα 
πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα της µήτρας (proliferating matrix cells). Τα παροδικά πολλαπλασιαζόµενα 
κύτταρα της µήτρας κατά την τελική τους διαφοροποίηση παράγουν τους διάφορους κυτταρικούς 
τύπους των τριχοφόρων θυλακίων. Τέλος σηµειώνεται το εξόγκωµα (bulge), ως τµήµα του εξωτερικού 
ριζικού περιβλήµατος, στο οποίο εντοπίζονται τα πρόδροµα επιδερµικά κύτταρα. Το δερµατικό 
συστατικό των τριχοφόρων θυλακίων είναι η θηλώδης δερµίδα (dermal papilla), η οποία αποτελείται από 
ειδικά µεσεγχυµατικά κύτταρα τα οποία περιστοιχίζονται από τριχοφόρα κύτταρα της µήτρας. 
 
ερεθισµάτων και να εµποδίζει την είσοδο παθογόνων µικροοργανισµών. Η επιδερµίδα 
συµβάλλει και στην κατακράτηση των σωµατικών υγρών για να αποφευχθεί η αφυδάτωση, 
αποτελώντας ουσιαστικά την πανοπλία κάθε οργανισµού. Οι παραπάνω ιδιότητες της 
επιδερµίδας βασίζονται στην ικανότητα που έχει να ανανεώνεται και να επιδιορθώνεται. 
Συγκεκριµένα τόσο η επιδερµίδα όσο και το εντερικό επιθήλιο και οι αιµοποιητικοί ιστοί, που 
αποτελούν τους τρεις ιστούς που υποφέρουν περισσότερο από τις αλληλεπιδράσεις τους µε 
το εξωτερικό περιβάλλον, είναι ιδιαίτερα δυναµικοί και αυτοανανεώσιµοι. Το κύριο 
χαρακτηριστικό τους είναι η γρήγορη αντικατάσταση των ώριµων διαφοροποιηµένων 
κυττάρων τους από τα πιο εκτεθειµένα µέρη, µε κύτταρα λιγότερο διαφοροποιηµένα, τα οποία 
βρίσκονται σε πιο απάγκιους θώκους και διαρκώς πολλαπλασιάζονται. Τα κύτταρα αυτά 
ονοµάζονται πρόδροµα, πολλαπλασιάζονται καθ’ όλη τη  διάρκεια της ζωής ενός οργανισµού 
και ένα µέρος των απογόνων τους  κάποια στιγµή διαφοροποιείται (Fuchs Elaine and 
Raghavan Srikala, 2002).  
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Στην περίπτωση του εντερικού επιθηλίου, τα πρόδροµα και ελαφρώς διαφοροποιηµένα 
κύτταρα εντοπίζονται στην κρύπτη του κρυπτολαχνώδους άξονα, που αποτελεί και την 
βασική λειτουργική του µονάδα, ενώ τα ώριµα εντεροκύτταρα εντοπίζονται στις λάχνες του 
(Lussier C et al., 2000). 
Τα πρόδροµα επιδερµικά κύτταρα έχουν την ικανότητα να δηµιουργήσουν εκ νέου ολόκληρη 
την επιδερµίδα και προέρχονται στην περίπτωση των τριχοφόρων ζώων από ένα εξόγκωµα  
(bulge) που βρίσκεται σ’ ένα τµήµα των τριχοφόρων θυλακίων, ενώ στην περίπτωση της 
ανθρώπινης επιδερµίδας αποτελούν ένα µέρος του βασικού στρώµατος της (basal layer). 
Στην περίπτωση των τριχοφόρων ζώων τα πρόδροµα κύτταρα µετατοπίζονται άνωθεν, προς 
το εσωτερικό βασικό στρώµα της επιδερµίδας και είναι πολυδύναµα, δηλαδή µπορούν να 
συµβάλλουν στην ανανέωση τόσο της επιδερµίδας όσο και των τριχοφόρων θυλακίων και 
των σµηγµατογόνων αδένων. Αυτή η πολυδραστικότητα (multipotency) δεν έχει ακόµα 
αποδειχθεί για τα ανθρώπινα πρόδροµα επιδερµικά κύτταρα (Fuchs Elaine and Raghavan 
Srikala, 2002). 
 Συγκεκριµένα ένα µέρος των πρόδροµων κυττάρων του βασικού στρώµατος της 
επιδερµίδας, που αναφέρονται σαν παροδικά πολλαπλασιαζόµενα κύτταρα (transit amplifying 
cells), ύστερα από ένα περιορισµένο αριθµό διαιρέσεων αποσύρεται από τον κυτταρικό κύκλο 
και δεσµεύεται στο πρόγραµµα τελικής διαφοροποίησης τους. ∆ηλαδή αποχωρίζεται από το 
βασικό έλασµα (η αλληλεπίδραση µε το οποίο του προσδίδει ξεχωριστές ιδιότητες) και 
µετατοπίζεται στα ανώτερα στρώµατα της επιδερµίδας µέχρι να φτάσει στην επιφάνεια του 
δέρµατος τελικώς διαφοροποιηµένο. Κατά τη µετακίνηση τους τα κύτταρα αυτά πλαταίνουν 
σταδιακά και διαφοροποιούνται βαθµιαία. Όσον αφορά τα κερατινοκύτταρα, αυτά 
παρουσιάζουν ποικιλία στην έκφραση τους στα διαφορετικά στρώµατα της επιδερµίδας (για 
παράδειγµα τα κερατινοκύτταρα του βασικού στρώµατος εκφράζουν την κερατίνη 5 και 14, 
ενώ τα τελικά διαφοροποιηµένα κύτταρα την κερατίνη 1 και 10). Εκτός από τις αλλαγές στην 
έκφραση των µορίων κερατίνης κατά τη διαφοροποίηση των κερατινοκυττάρων, 
παρατηρούνται και µετατροπές στις κυτταρικές και κύτταρο-εξωκυτταρικές αλληλεπιδράσεις 
τους (παρατηρείται για παράδειγµα µείωση της έκφρασης των κατάλληλων ιντεγκρινών 
(integrins)), ώστε να αποχωρίζονται εύκολα από το βασικό έλασµα και να µεταναστεύουν 
(Brakebusch C et al., 2000). Τα νεκρά, απύρηνα και πεπλατυσµένα κύτταρα που φτάνουν 
τελικά στην επιφάνεια, αποµακρύνονται από το δέρµα για να αντικατασταθούν από άλλα πιο 
εσωτερικά κύτταρα, τα οποία µετακινούνται µε τη σειρά τους προς τα πάνω. Η πορεία αυτή  
έχει σαν αποτέλεσµα την διαρκή ανανέωση της επιδερµίδας. 
 Σηµειώνεται ότι σε περίπτωση τραυµατισµού της επιδερµίδας παρατηρείται µείωση της 
συνεκτικότητας των κυττάρων, αυξηµένος ρυθµός πολλαπλασιασµού τους και γρηγορότερη 
άνωθεν µετακίνηση τους, προκειµένου να επουλωθούν γρηγορότερα οι προβληµατικές 
περιοχές. 
Γενικότερα το διαµέρισµα της επιδερµίδας που πολλαπλασιάζεται περιλαµβάνει το βασικό της 
στρώµα και τα 2/3 των κυττάρων του υπερκείµενου στρώµατος. Από την άλλη µεριά το 
διαµέρισµα της επιδερµίδας που είναι διαφοροποιηµένο αποτελείται από το υπόλοιπο 1/3 των 
κυττάρων του προηγούµενου στρώµατος, µαζί µε όλα τα υπερκείµενα βιώσιµα κύτταρα. 
Όσον αφορά τους παράγοντες που καθορίζουν τις  ισορροπίες  πολλαπλασιασµού και 
διαφοροποίησης των επιδερµικών κυττάρων, ενώ δεν έχουν ακόµα διαλευκανθεί, πιστεύεται 
ότι περιλαµβάνουν µεταξύ άλλων και υποδοχείς κινασών τυροσίνης (Fuchs Elaine and 
Raghavan Srikala, 2002). 
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I.III Βασικό έλασµα 
 
Τα επιθηλιακά κύτταρα συνδέονται και αλληλεπιδρούν όχι µόνο µεταξύ τους αλλά και µε την 
εξωκυττάρια ουσία. Η εξωκυττάρια ουσία αποτελείται κυρίως από τέσσερα συστατικά: κολλαγόνα, 
πρωτεογλυκάνες, µη κολλαγονώδεις γλυκοπρωτεΐνες και σε µερικούς ιστούς όπως το δέρµα και η 
αορτή, από ίνες ελαστίνης. Τα συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας δηµιουργούν ένα τρισδιάστατο 
δίκτυο µεγάλων µακροµορίων, το οποίο γεµίζει το χώρο ανάµεσα στα κύτταρα, προσφέροντας το 
απαραίτητο ικρίωµα για την προσκόλληση και για την µετακίνηση των κυττάρων. Γενικότερα το 
εξωκυττάριο περιβάλλον είναι υπεύθυνο για την ακεραιότητα και την συµπεριφορά των κυττάρων που 
περιβάλλει, προσδίδοντας τους την κατάλληλη πληροφορία για διάφορες σηµαντικές λειτουργίες, όπως 
για τον πολλαπλασιασµό, την επιβίωση, τη διαφοροποίηση και την αλλαγή του κυτταρικού τους 
σχήµατος. Η σύσταση της εξωκυττάριας ουσίας διαφοροποιείται από ιστό σε ιστό έτσι ώστε να 
εξασφαλίζει τις δοµικές και λειτουργικές του ιδιότητες, τη µορφογένεση και την οµοιόσταση του. Μια 
ειδική κατηγορία της εξωκυττάριας ουσίας αποτελεί και το βασικό έλασµα (Aszodi A et al., 1998; Vu 
TH, 2001). 
 Το βασικό έλασµα (ή βασικός υµένας, ή βασική µεµβράνη, ή βασική λαµίνη-Basement membrane ή 
Basal Lamina) είναι ένας ευέλικτος λεπτός σχηµατισµός εξωκυττάριας ουσίας, που εντοπίζεται σε 
όλους σχεδόν τους πολυκύτταρους οργανισµούς και αποτελεί την πρώτη εξωκυττάρια ουσία που 
παράγεται κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης. Το λεπτό αυτό στρώµα (20-200 nm, στο ποντίκι) 
στηρίζει όλα τα επιθηλιακά (πάχους περίπου 50µm) και ενδοθηλιακά κύτταρα, αλλά και αρκετά 
µεσεγχυµατικά. Συγκεκριµένα εντοπίζεται κάτω από τη βασική πλευρά κάθε επιθηλιακής στοιβάδας, 
καλύπτει το ενδοθηλιακό στρώµα προς το µέρος του συνδετικού ιστού, ή περιβάλλει συγκεκριµένες 
κατηγορίες κυττάρων όπως τα µυϊκά κύτταρα, τα λιπώδη κύτταρα και τα κύτταρα Schwann (όπου 
τυλίγεται γύρω από τους άξονες περιφερικών νεύρων σχηµατίζοντας τη µυελίνη). 
Το βασικό έλασµα (όπως και η εξωκυττάρια ουσία)  εκτός από τη δοµική του λειτουργία, µέσω της 
οποίας στηρίζει και διαµερισµατοποιεί τους ιστούς, εµποδίζει και την ανεξέλεγκτη διέλευση 
µακροµορίων, κυττάρων ή νευρικών απολήξεων.  Μ’ άλλα λόγια όχι µόνο διαχωρίζει τα κύτταρα που 
περιβάλλει από τον υποκείµενο ή περιβάλλοντα συνδετικό ιστό, αλλά σε ορισµένες περιπτώσεις, όπως 
στις κυψελίδες των πνευµόνων ή των αγγειωδών σπειραµάτων των νεφρών, τοποθετείται µεταξύ δύο 
κυτταρικών στρωµάτων και δρα σαν ειδικό φίλτρο για τη διέλευση ουσιών µε βάση το µέγεθος τους 
(Timpl R, 1996; Liddington Robert C, 2001; Miosge N, 2001. Ταυτόχρονα εντός του πολύπλοκου 
µακροµοριακού του δικτύου, το βασικό έλασµα παγιδεύει µία πληθώρα αυξητικών παραγόντων, 
µορφογενετικών µορίων, ορµονών και γενικότερα σηµατοδοτικών συστατικών, προσδιορίζοντας το 
εξωκυτταρικό µικροπεριβάλλον. Αυτό, ανάλογα µε τη σύσταση του, ενεργοποιεί  υποδοχείς στα 
κύτταρα µε τα οποία έρχεται σε επαφή και κινητοποιεί κατάλληλους σηµατοδοτικούς µηχανισµούς που 
επηρεάζουν την εµβρυϊκή ανάπτυξη και την κυτταρική διαφοροποίηση, τον κυτταρικό µεταβολισµό, 
τον κυτταρικό θάνατο ή πολλαπλασιασµό (για παράδειγµα τα επιθηλιακά κύτταρα προκειµένου να 
επιβιώσουν πρέπει να στηρίζονται στο βασικό έλασµα, αλλιώς υφίστανται απόπτωση). Το  βασικό 
έλασµα συµβάλλει επίσης στον καθορισµό της πολικότητας των κυττάρων, στην οργάνωση των 
πρωτεϊνών µεταξύ γειτονικών πλασµατικών µεµβρανών, στην αναδιάρθρωση των ιστών, στην 
κυτταρική µετακίνηση και στην επούλωση πληγών, και επηρεάζει και την καρκινική  µετάσταση 
(Bruckner-Tuderman L and Bruckner P,1998; Hood John D. and Cheresh David A, 2002; Fuchs Elaine 
and Raghavan Srikala, 2002). 
 Παρά την οµοιογενή εµφάνιση που παρουσιάζουν τα βασικά ελάσµατα από διάφορα είδη κυττάρων 
στη δοµική τους οργάνωση, η σύσταση τους πρέπει να είναι περισσότερο πολύπλοκη, όπως 
υποδηλώνεται από τη µεγάλη βιολογική τους σηµασία και την ποικιλία των ρόλων τους. Πράγµατι η 
µοριακή σύνθεση του  βασικού ελάσµατος ποικίλλει από ιστό σε ιστό και πολλές φορές από περιοχή 
σε περιοχή µέσα στον ίδιο ιστό, ενώ ενδέχεται βασικά ελάσµατα µε τα ίδια πρωτεϊνικά συστατικά να 
διαφοροποιούνται λόγω µεταβολών στις ισοµορφές των εµπλεκοµένων πρωτεϊνικών µορίων, ή στη 
µοριακή τους οργάνωση.  
 Το τυπικό βασικό έλασµα διακρίνεται µε ηλεκτρονική µικροσκοπία σε τρεις ζώνες. Την Lamina 
lucida (φωτεινός υµένας), που αντιπροσωπεύει µια διαυγής περιοχή, την Lamina densa (σκοτεινός 
υµένας), η οποία αποτελεί µία σκοτεινή ζώνη που υπόκειται της Lamina lucida και ακολούθως την Sub 
lamina densa ή Lamina fibroreticularis (δικτυωτό πέταλο), η οποία περιλαµβάνει ινώδεις δοµές και 
συνδέει την Lamina densa µε την ανώτερη δερµική περιοχή. Υπάρχουν επίσης βασικά ελάσµατα µε 
πολλαπλές στρώσεις των παραπάνω ζωνών, όπως η µεµβράνη Reichert’s, η οποία αποτελείται από 
πολλαπλές στοιβάδες Lamina densa (Miosge N, 2001).  
Τυπικά συστατικά όλων των βασικών ελασµάτων αποτελούν τα κολλαγόνα, οι λαµινίνες, οι 
πρωτεογλυκάνες, πρωτεΐνες που προσδένουν ασβέστιο καθώς και αρκετές δοµικές πρωτεΐνες και 
πρωτεΐνες προσκολλήσεως (Miosge N, 2001). Αναλυτικότερα η λαµινίνη είναι µία γλυκοπρωτεΐνη, η 
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οποία παρατηρείται σε όλα τα βασικά ελάσµατα και απαιτείται για την συνάθροιση αρκετών άλλων 
συστατικών τους. Τα περισσότερα ώριµα βασικά ελάσµατα αποτελούνται επίσης από κολλαγόνο 
τύπου IV, νιδογόνο (entactin) και την πρωτεογλυκάνη περλεκάνη. Τόσο το κολλαγόνο τύπου IV, όσο 
και η λαµινίνη πολυµερίζονται και  δηµιουργούν δύο ανεξάρτητα πρωτεϊνικά δίκτυα, τα οποία 
συνδέονται µεταξύ τους µέσω των πιο ευέλικτων µορίων νιδογόνου, ενώ η περλεκάνη αλληλεπιδρά 
τόσο µε τα δίκτυα της λαµινίνης και του κολλαγόνου, όσο και µε το νιδογόνο. Το δίκτυο του 
κολλαγόνου χαρακτηρίζεται από υψηλό βαθµό οµοιοπολικών διασυνδέσεων (cross-links) µεταξύ των 
µορίων του, που προσδίδουν στο βασικό έλασµα υψηλή µηχανική σταθερότητα. Από την άλλη µεριά 
το δίκτυο της λαµινίνης, που είναι µη οµοιοπολικής φύσης, επιφέρει µία δυναµικότητα και 
ελαστικότητα στο βασικό έλασµα. Εκτός από αυτές τις 4 πρωτεΐνες, των οποίων οι αλληλεπιδράσεις 
δηµιουργούν το λεπτό επίστρωµα του βασικού ελάσµατος, παρατηρείται και µία πλειάδα άλλων 
µορίων, όπως  η Agrin (Αγκρίνη) , οι Fibulins 1 και 2 (Φιµπουλίνες 1 και 2) αλλά και η πρωτεΐνη BP-
40/SPARC/Osteonectin (Οστεονεκτίνη). Τα ποικίλα πρόσθετα συστατικά των βασικών ελασµάτων 
σταθεροποιούν, µέσω των αλληλεπιδράσεων τους, τα παραπάνω προτεινόµενα δίκτυα και ποικίλουν 
από ιστό σε ιστό, ανάλογα µε τις λειτουργίες και τις ιδιαιτερότητες που του εξασφαλίζουν. 
Τονίζεται ότι µόνο υπερδοµικές µέθοδοι (ultrastructural methods), όπως η ανοσοχρίζουσα ιστοχηµεία 
(immunogold histochemistry) µπορούν να καθορίσουν αν ένα εξωκυτταρικό συστατικό είναι 
συστατικό του βασικού ελάσµατος. Η χρήση οπτικού µικροσκοπίου δεν επαρκεί, δεδοµένου ότι 
οποιοδήποτε εξωκυττάριο συστατικό (είτε αποτελεί, είτε δεν αποτελεί συστατικό του βασικού 
ελάσµατος) εµφανίζει το ίδιο γραµµικό πρότυπο χρώσης κάτω από το επιθήλιο. Από την άλλη µεριά 
ένα µόριο µπορεί να αποτελεί συστατικό του βασικού ελάσµατος σε ένα ή περισσότερα όργανα και 
απλό εξωκυττάριο συστατικό σε κάποια άλλα. Οι λαµινίνες, το κολλαγόνο τύπου IV, το νιδογόνο και η 
περλεκάνη  έχουν επιβεβαιωθεί µε  υπερδοµικές µεθόδους για τη συµµετοχή τους στα βασικά 
ελάσµατα (Miosge N, 2001).  
Η πλήρης µοριακή σύσταση των ποικίλλων βασικών ελασµάτων,  ο µηχανισµός µε τον οποίο 
επιτυγχάνεται η συγκρότηση των συστατικών τους, καθώς και ο τρόπος µε τον οποίο τα συστατικά 
αυτά επιτελούν τις λειτουργίες τους, δεν είναι ακόµα γνωστά. Αυτό που πιστεύεται για το µηχανισµό 
συγκρότησης του βασικού ελάσµατος είναι ότι γίνεται αυθόρµητα και ότι απαιτεί την παρουσία 
κυττάρων. Συγκεκριµένα τα κύτταρα που περιβάλλονται από βασικά ελάσµατα,   µέσω της δράσης των 
διαµεµβρανικών υποδοχέων τους, όπως οι  ιντεγκρίνες και το σύµπλοκο δυστρογλυκάνης-
δυστροφίνης, συντελούν στη συνάθροιση των συστατικών του  βασικού ελάσµατος στην κατάλληλη 
περιοχή. Από τη στιγµή που συγκεντρωθούν τα απαραίτητα συστατικά του βασικού ελάσµατος, 
πραγµατοποιείται αυθόρµητος πολυµερισµός των µορίων κολλαγόνου IV (πιθανότατα παρουσία 
ιόντων ασβεστίου) και αυθόρµητος σχηµατισµός ενός δικτύου µορίων λαµινίνης. Ταυτόχρονα τόσο το 
νιδογόνο όσο και η περλεκάνη συνδέονται αυθόρµητα και µε τα δύο δίκτυα, γεφυρώνοντας τα.  
Εποµένως τα πρωτεϊνικά σύµπλοκα υποδοχέων της ιντεγκρίνης και της δυστρογλυκάνης συνδέουν το 
ενδοκυτταρικό και το εξωκυτταρικό  περιβάλλον, µεταφέροντας σινιάλα από και προς τον 
κυτταροσκελετό. Ο τρόπος µε τον οποίο ρυθµίζονται οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των συστατικών του 
βασικού ελάσµατος δεν έχει ακόµα διαλευκανθεί, αλλά υπάρχουν ενδείξεις, από την ανάλυση της 
δοµής συγκεκριµένων περιοχών ορισµένων συστατικών του  βασικού ελάσµατος,  για την εµπλοκή 
ιόντων µετάλλων π.χ Ca2+ Mg2+ (Liddington Robert C, 2001).  
Όσον αφορά την προέλευση των συστατικών του βασικού ελάσµατος είναι σηµαντικό να τονιστεί ότι 
προέρχονται κυρίως από τα κύτταρα τα οποία επικάθονται σ’ αυτό, αλλά και από το υποκείµενο 
µεσέγχυµα και συγκεκριµένα από τους ινοβλάστες του συνδετικού ιστού. ∆ηλαδή υπάρχουν συστατικά 
του  βασικού ελάσµατος που είναι αποκλειστικά προϊόντα του συνδετικού ιστού, συστατικά που 
προέρχονται από τα επιθηλιακά, ενδοθηλιακά, µυϊκά ή νευρικά κύτταρα, αλλά και συστατικά του 
βασικού ελάσµατος που έχουν κοινή προέλευση. 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα συστατικά του  βασικού ελάσµατος είναι τα αρχαιότερα και τα περισσότερο 
συντηρηµένα συστατικά εξωκυττάριας ουσίας. Στα πιο απλά µετάζωα όπως η ύδρα, το βασικό έλασµα 
διαχωρίζει το ενδόδερµα από το εξώδερµα. Σε πιο πολύπλοκους οργανισµούς, το βασικό έλασµα 
προσφέρει περισσότερο πολύπλοκες λειτουργίες. Η αλληλούχιση  του γονιδιώµατος του Κενοραβδίτη 
(C.Elegans) συνέβαλλε στην ανίχνευση σ’ αυτόν τον οργανισµό πολλών γνωστών συστατικών του 
βασικού ελάσµατος, όπως λαµινίνες, κολλαγόνα IV, φιµπουλίνες, νιδογόνο, περλεκάνη, ιντεγκρίνες, 
πρωτεΐνες του συµπλόκου δυστρογλυκάνη-δυστροφίνη, αγκρίνη, οστεονεκτίνη, κάποιες κατηγορίες 
µεταλλοπρωτεασών, αλλά και καινούργιων µορίων, όπως η  ηµισεντίνη (hemicentin). Από την άλλη 
µεριά ορισµένες γνωστές εξωκυττάριες  πρωτεΐνες, όπως η φιµπρονεκτίνη (fibronectin), η ελαστίνη 
(elastin) και το ινώδες κολλαγόνο απουσιάζουν από τον Κενοραβδίτη, ενώ εντοπίζονται σε άλλα 
ασπόνδυλα. Σηµειώνεται ότι κάποια συστατικά του  βασικού ελάσµατος στον Κενοραβδίτη, όπως το 
κολλαγόνο IV, συντίθενται αρκετά µακριά από τις περιοχές εντοπισµού του (Graham Patricia L et al., 
1997; Hutter H et al., 2000).  
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Γενικότερα πιστεύεται ότι οι περισσότερες πρωτεΐνες του  βασικού ελάσµατος στα µετάζωα δεν έχουν 
µόνο συντηρηµένη νουκλεοτιδική αλληλουχία, αλλά παρουσιάζουν συντήρηση και στη λειτουργία 
τους. ∆οµικές µελέτες υποστηρίζουν ότι τόσο η φύση, όσο και ο εντοπισµός των επιφανειών των 
µορίων του  βασικού ελάσµατος που πραγµατοποιούν τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, είναι 
συντηρηµένες στα µετάζωα και η ακριβής δοµή τους είναι απαράλλακτη. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε η 
δοµή της περιοχής G2 του νιδογόνου που δεσµεύει την περλεκάνη και πιθανότατα και το κολλαγόνο 
IV και διαπιστώθηκε ότι αυτή η περιοχή είναι συντηρηµένη ακόµα και στα αρχικά µετάζωα (Hopf 
Michael et al., 2001) 
Συγκεκριµένα το µόριο του νιδογόνου περιέχει τρεις σφαιρικές περιοχές: την G1, την G2 και την G3. 
Η G1 είναι άγνωστης δοµής και λειτουργίας, ενώ η G3 σχηµατίζει  ένα προωστήρα έξι πτερυγίων β-
πτυχωτής επιφάνειας  (six-bladed β-propeller). Τα G1 και G2  ενώνονται µέσω ενός εύκαµπτου 
συνδέσµου, ενώ τα G2 και G3 συνδέονται µε τη µεσολάβηση µιας άκαµπτης ράβδου, η οποία 
περιλαµβάνει µοτίβα που προσοµοιάζουν µε τα µοτίβα που εντοπίζονται στον  επιδερµικό αυξητικό 

παράγοντα (Epidermal Growth Factor (EGF)-like motifs) (εικ. 1). Οι συγκεκριµένοι ερευνητές 
ανέλυσαν τη δοµή της G2 περιοχής του νιδογόνου, η οποία περιλαµβάνει ένα ασυνήθιστο β-βαρέλι 11 
πτυχωτών δοµών µε µία κεντρική α-έλικα, πάνω στο οποίο επικάθεται µια περιοχή ανάλογη του EGF. 
Μία µεγάλη επιφάνεια στο β-βαρέλι παρουσιάζει εκπληκτική συντήρηση σ’ όλα τα µεταζωικά 
νιδογόνα. Με πειράµατα ειδικής µεταλλαξογέννεσης αποδείχθηκε ότι τα  συντηρηµένα αµινοξέα σ’ 
αυτήν την επιφάνεια είναι απαραίτητα για τη σύνδεση µε την περλεκάνη και ίσως µε το κολλαγόνο IV, 
γεγονός που υποδηλώνει τη σηµασία αυτών των αλληλεπιδράσεων στη συγκρότηση του  βασικού 

ελάσµατος (εικ. 2). 
 
 
 

 
 
 
 
 

Εικ. 1: Σχηµατικό διάγραµµα του µορίου νιδογόνου 
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Εικ. 2: H δοµή G2 του νιδογόνου 

a, Στερεοδοµή της G2, όπου µε πράσινο χρώµα συµβολίζεται η περιοχή που προσοµοιάζει στον EGF  και µε 
µπλε η περιοχή του β-βαρελιού. Οι  β-πτυχωτές δοµές συµβολίζονται µε a-b, στην περιοχή που περιέχει τα µοτίβα 
που προσοµοιάζουν στα µοτίβα του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα και Α-Κ στο β-βαρέλι. Οι α-έλικες 1-3 

σηµειώνονται µε κόκκινο χρώµα και οι δισουλφιδικοί δεσµοί µε κίτρινο. b,Τοπολογικό διάγραµµα του β-

βαρελιού, το οποίο κυκλοποιείται µε την παράλληλη αλληλεπίδραση των δοµών Α και F. C, Ηλεκτρονιακός 
χάρτης πυκνότητας στα 2.8 Α των D, E και F β-πτυχωτών δοµών. 
 
 

I.III.1 Το βασικό έλασµα της επιδερµίδας και των 
υπόλοιπων στρωµατοποιηµένων επιθηλίων  
 
Το βασικό έλασµα της ανθρώπινης επιδερµίδας ενηλίκου (human cutaneous basement membrane  ή 
dermal epidermal junction-DEJ), η οποία τοποθετείται ανάµεσα στο επιδερµικό επιθηλιακό στρώµα 
και την δερµίδα του δέρµατος, αντιστοιχεί ιστολογικά σε µία ζώνη µεγέθους 0.5-1µm (στο ενήλικο 
ποντίκι έχει πάχος 200 nm). Η ζώνη αυτή είναι υπεύθυνη για τη διατήρηση της δοµικής ακεραιότητας 
του δέρµατος, δεδοµένου ότι διαχωρίζει τα δύο διαφορετικά κυτταρικά διαµερίσµατα της δερµίδας και 
της επιδερµίδας, αλλά ταυτόχρονα διατηρεί τη σύνδεση και την αλληλεπίδραση τους. Αυτή η 
ικανότητα του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας οφείλεται από τη µια µεριά, στην επιβολή 
περιορισµών στη µεταβίβαση µορίων µεταξύ δερµίδας και επιδερµίδας ανάλογα µε το µέγεθος και το 
φορτίο τους και από την άλλη στην παθητική διέλευση κυττάρων, π.χ µελανοκυττάρων ή κυττάρων 
Langerhans κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ή λεµφοκυττάρων και καρκινικών κυττάρων στην 
περίπτωση παθολογικών καταστάσεων. Ταυτόχρονα το βασικό έλασµα της επιδερµίδας  στηρίζει την 
επιδερµίδα και επηρεάζει τη συµπεριφορά των κερατινοκυττάρων, ρυθµίζοντας την πολικότητα τους, 
τον πολλαπλασιασµό, την µετακίνηση και την διαφοροποίηση τους. Εξαιρετικής σηµασίας είναι 
επίσης η συµβολή του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας στην µορφογένεση, στην ανάπτυξη και 
αναδιάρθρωση του δέρµατος, αλλά και στην επούλωση  των πληγών της επιδερµίδας. 
Υπερδοµικές µελέτες (ultrastructural studies) αποκάλυψαν στο βασικό έλασµα της επιδερµίδας και στα 
στρωµατοποιηµένα επιθήλια γενικότερα, εκτός από τα κοινά συστατικά που συναντώνται σε όλα τα 
βασικά ελάσµατα, την παρουσία πολλαπλών ξεχωριστών δοµών. Tα καινούργια αυτά δοµικά 
συστατικά συµβάλλουν στη δηµιουργία ενός εξαιρετικά πολύπλοκου δικτύου από 
αλληλοσυνδεδεµένες πρωτεΐνες, το οποίο προσφέρει ανθεκτικότητα στα ποίκιλλα ερεθίσµατα που 
δέχονται τα στρωµατοποιηµένα επιθήλια. Ειδικότερα η ισχυρή ζώνη του βασικού ελάσµατος της 
επιδερµίδας  συντελεί στη διατήρηση της σύνδεσης µεταξύ δερµίδας και επιδερµίδας, κάτω από την 
επίδραση των µεγάλων µηχανικών πιέσεων στις οποίες υπόκειται το δέρµα από το εξωτερικό 
περιβάλλον. Η δηµιουργία αυτών των πρόσθετων χαρακτηριστικών δοµών είναι αποτέλεσµα: α) 
ειδικής συνάθροισης µακροµορίων στους κατάλληλους υποδοχείς, β) δηµιουργίας ολιγοµερών, γ) 
πολυµερισµού των ολιγοµερών αυτών σε διάφορα επίπεδα (π.χ ινίδια, ίνες) και δ) συνάθροισης των 

πολυµερών αυτών σε υπερδοµές (π.χ σύµπλοκο αγκυροβόλησης, anchoring complex) (εικ. 3). Κατά 
συνέπεια η σύνδεση των κερατινοκυττάρων αλλά και γενικότερα των πολύστοιβων επιθηλίων µε το 
βασικό έλασµα, εκτός από τον κλασσικό τρόπο µέσω των ιντεγκρινών α3β1 (που ισχύει στα 
περισσότερα  επιθήλια), ισχυροποιείται και από την παρουσία συµπληρωµατικών δοµών, όπως το 
σύµπλοκο αγκυροβόλησης. 
 Υπερδοµικά το σύµπλοκο αγκυροβόλησης αποτελείται από τους σχηµατισµούς των  
ηµιδεσµοσωµάτων, των νηµατίων  αγκυροβόλησης (anchoring filaments) και των ινών 
αγκυροβόλησης (anchoring fibrils). Τα συστατικά που συνθέτουν τους σχηµατισµούς αυτούς 
αναφέρονται παρακάτω µε αφορµή την ανάλυση  του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, το οποίο 
διακρίνεται (µε ηλεκτρονική µικροσκοπία) σε τέσσερα διαφορετικά διαµερίσµατα (Burgeson RE and 

Christiano AM, 1997) (εικ. 3):   
Α) Το πρώτο διαµέρισµα περιλαµβάνει τις κοιλιακές πλασµατικές µεµβράνες των βασικών 
κερατινοκυττάρων, στις οποίες εντοπίζονται τα ηµιδεσµοσώµατα. 
Β) Το δεύτερο τµήµα αντιπροσωπεύεται στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο σαν ηλεκτρονιακά διαυγής 
περιοχή, γνωστή ως Lamina Lucida (φωτεινός υµένας), η οποία περιλαµβάνει τις λεπτές δέσµες των  
νηµατίων αγκυροβόλησης (anchoring filaments) που αποτελούνται κυρίως από λαµινίνη-5. 
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Γ) Ακολουθεί το τρίτο διαµέρισµα, η Lamina densa (σκοτεινός υµένας), που εντοπίζεται σαν 
ηλεκτρονιακά πυκνή περιοχή και την οποία διαπερνούν τόσο τα παραπάνω νηµάτια αγκυροβόλησης, 
όσο και διάφορα άλλα συστατικά, όπως το κολλαγόνο IV, το νιδογόνο και η περλεκάνη. Από τη 
Lamina densa ξεκινούν και µερικές φορές και καταλήγουν και τα ινίδια αγκυροβόλησης. 
 
 
 
 
 

 
 
 
  
 
 

Εικ. 3: Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλόκου αγκυροβόλησης  
Τα ηµιδεσµοσώµατα στην κοιλιακή πλευρά των βασικών κερατινοκυττάρων, συνδέονται µε τα νηµάτια 
αγκυροβόλησης (anchoring filaments), τα οποία διατρέχουν τη Lamina lucida. Τα νηµάτια αγκυροβόλησης 
ενώνονται µε τα ινίδια αγκυροβόλησης (anchoring fibrils, AF), που ξεκινούν στην Lamina densa και είτε 
καταλήγουν στις πλάκες αγκυροβόλησης (anchoring plaques), είτε ξαναγυρίζουν στην Lamina densa.  
 
∆) Κάτω από την Lamina densa εντοπίζεται η Sub Lamina densa, η οποία αποτελείται από τις ινώδεις 
δοµές αγκυροβόλησης (anchoring fibrils), που αποτελούνται κυρίως από κολλαγόνο VII. Οι δοµές 
αυτές συνδέουν την Lamina densa µε σχηµατισµούς της δερµίδας που λειτουργούν σαν σταθµοί 
αγκυροβόλησης (plaque-like structures). 
Μέχρι σήµερα έχουν εντοπιστεί γύρω στα 20 βιοχηµικά συστατικά στο βασικό έλασµα της 
επιδερµίδας, συµπεριλαµβανοµένων των κοινών συστατικών που χαρακτηρίζουν γενικά όλα τα βασικά 
ελάσµατα. Αναλυτικότερα ορισµένα από τα συστατικά του βασικού ελάσµατος της ανθρώπινης 

επιδερµίδας, αναπαρίστανται στην εικ. 4. 
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Εικ. 4:  Το βασικό έλασµα της επιδερµίδας  
Σηµειώνονται οι τέσσερις ζώνες του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας: τα ηµιδεσµοσώµατα, η Lamina Lucida, 
η  Lamina densa  και η Sub Lamina densa, καθώς και  αρκετά από τα επιµέρους συστατικά τους. Επίσης 
απεικονίζονται οι υποδοχείς των βασικών κερατινοκυττάρων καθώς και τα ινίδια ακτίνης και κερατίνης του 
κυτταροσκελετού τους.   
  

Όπως φαίνεται στην εικ. 4, στη Lamina Lucida εντοπίζονται οι λαµινίνες 5, 6, 10 και 1. Η λαµινίνη 5 
προσδένεται στις ιντεγκρίνες α6β4 (οι οποίες αποτελούν  και τον πρωταρχικό τους δεσµευτή), στο 
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κολλαγόνο XVII, καθώς και στην ιντεγκρίνη α3β1 και εκτείνεται από την βασική πλασµατική 
µεµβράνη των κερατινοκυττάρων  µέχρι και την Lamina densa. Εντός της Lamina Lucida και της 
Lamina densa η λαµινίνη 5 σχηµατίζει διµερή µε την λαµινίνη 6.  Τα δύο αυτά στρώµατα του βασικού 
ελάσµατος της ανθρώπινης επιδερµίδας διασχίζουν και οι λαµινίνες 1 και 10, οι οποίες πολυµερίζονται 
δηµιουργώντας ανεξάρτητα δίκτυα, που δεσµεύονται από τις  ιντεγκρίνες  α6β4 και α3β1, η λαµινίνη 
10 και από την δυστρογλυκάνη και  ιντεγκρίνη α3β1, η λαµινίνη 1. Εντός της Lamina densa 
εντοπίζεται και το δίκτυο του κολλαγόνου IV καθώς και τα µόρια του νιδογόνου και της περλεκάνης 
τα οποία συνδέουν τα δίκτυα της λαµινίνης 1 και 10 αλλά και τα διµερή λαµινίνης 5-6 µε το δίκτυο του 
κολλαγόνου IV. Τα  µόρια νιδογόνου συνδέονται και µε τον υποδοχέα α3β1 των κερατινοκυττάρων. 
Τόσο το δίκτυο του κολλαγόνου IV, όσο και η λαµινίνη 5, αλλά και το διµερές λαµινίνης 5-6 (λιγότερο 
ισχυρά) συνδέονται και µε τα ινίδια αγκυροβόλησης, των οποίων το κυριότερο συστατικό είναι το 
κολλαγόνο VII. Τα ινίδια αυτά (µήκους 800nm) ξεκινάνε από την Lamina densa και τερµατίζουν είτε 
στην δερµίδα, στις υποθετικές πλάκες αγκυροβόλησης (anchoring plaques), είτε ξαναγυρίζουν στην 
Lamina densa, έχοντας διασχίσει µέρος της Sub Lamina densa. Αξίζει να σηµειωθεί ότι οι πλάκες 
αγκυροβόλησης είναι θεωρητικές και δεν έχει αποδειχθεί η ύπαρξη τους, αλλά ενδέχεται να περιέχουν 
λαµινίνες και κολλαγόνο IV (Bruckner-Tuderman Leena, 1999; Bruckner-Tuderman Leena et al., 
1999; Pulkkinen Leena and Uitto Jou 1999; Keene DR et al., 1997). Εκτός από το κολλαγόνο VII που 
είναι το σηµαντικότερο συστατικό της Sub Lamina densa, στη ζώνη αυτή εντοπίζονται και άλλα ινώδη 
συστατικά που χαρακτηρίζουν την εξωκυττάρια ουσία του συνδετικού ιστού, όπως ελαστικά 
µικρονηµάτια (Φιµπριλλίνες-fibrillins), µικρονηµάτια κολλαγόνου VI (συνδεδεµένα σαν χάντρες 
κοµπολογιού), ίνες κολλαγόνου I, III, V (οι οποίες σχηµατίζονται από τη σύνδεση των αντίστοιχων 
ινιδίων), καθώς και κολλαγόνα που συνδέονται µε αυτά τα ινίδια, όπως το κολλαγόνο XII και XIV. 
Επειδή τα περισσότερα από τα παραπάνω συστατικά και ιδιαίτερα τα κολλαγόνα I, III, V, που 
διαπλέκονται µεταξύ των ινιδίων του κολλαγόνου VII, είναι συστατικά της υποκείµενης δερµίδας, η 
παρουσία τους συµβάλλει στη σταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης ανάµεσα στο χαµηλότερο στρώµα 
του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας και στην δερµίδα. 
 Το βασικό έλασµα της επιδερµίδας διατρέχεται και από το µόριο της Φιµπρονεκτίνης (Fibronectin). Η 
γλυκοπρωτεΐνη αυτή χαρακτηρίζεται από την παρουσία χαρακτηριστικών µοτίβων (µοτίβα τύπου III 
Φιµπρονεκτίνης) και εντοπίζεται σαν διµερές που σχηµατίζεται µέσω δισουλφιδικών δεσµών. Το 
µόριο αυτό περιέχει θέσεις σύνδεσης τόσο για υποδοχείς στην επιφάνεια του βασικού στρώµατος των 
κερατινοκυττάρων, όπως η ιντεγκρίνη α5β1, αλλά και για διάφορα άλλα συστατικά του βασικού 
ελάσµατος, όπως για κολλαγόνα και πρωτεογλυκάνες. Τα κερατινοκύτταρα της επιδερµίδας 
εκφράζουν επίσης και την ιντεγκρίνη α2β1 που προσδένει κολλαγόνα, την ιντεγκρίνη ανβ5 που 
προσδένει τη Βιµπρονεκτίνη (Vibronectin), και την ιντεγκρίνη α9β1 που δεσµεύει την τενασίνη-C 
(εξαµερής γλυκοπρωτεΐνη µεγάλου µεγέθους), συµβάλλοντας στη σταθεροποίηση του δικτύου του 
βασικού ελάσµατος (Burgeson RE and Christiano AM, 1997; Chan LS,1997). 
Τα συστατικά που αναφέρθηκαν, µε τις µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις, την πρόσδεση ορισµένων σε 
υποδοχείς των κερατινοκυττάρων και την σύνδεση κάποιων άλλων µε µόρια της δερµίδας, 
συµβάλλουν στην οργάνωση και τη σταθεροποίηση του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας και 
εποµένως στην διατήρηση της συνοχής του δέρµατος. 
Σηµειώνεται ότι τόσο τα εκτοδερµικής προέλευσης κερατινοκύτταρα, όσο και οι µεσοδερµικά 
προερχόµενοι ινοβλάστες, συνεισφέρουν στην παραγωγή των συστατικών του βασικού ελάσµατος της 
επιδερµίδας.  Συγκεκριµένα τα κολλαγόνα τύπου IV, V και  VII, οι λαµινίνες 5 και 6, οι 
πρωτεογλυκάνες θειικής ηπαράνης όπως η περλεκάνη, καθώς και οι πρωτεΐνες που σχηµατίζουν τα 
ηµιδεσµοσώµατα, αποτελούν προϊόντα παραγωγής των βασικών  κερατινοκυττάρων. Από την άλλη 
µεριά οι ινοβλάστες της θηλώδους δερµίδας συνεισφέρουν στην παραγωγή των κολλαγόνων I, III, IV, 
VI, VIII,  νιδογόνου, φιµπρονεκτίνης και διαφόρων κατηγοριών λαµινίνης. Τονίζεται ότι πολλά από τα 
παραπάνω µόρια εκτός από δοµικά συστατικά του βασικού ελάσµατος, λειτουργούν και σαν 
σηµατοδοτικά σινιάλα. 
 

 
I.III.2 Τα βασικά ελάσµατα του νευροµυϊκού συστήµατος 
στα θηλαστικά 
 
Στην περίπτωση του νευροµυϊκού συστήµατος των θηλαστικών, εντοπίζονται τουλάχιστον επτά 
διαφορετικά βασικά ελάσµατα. Κάθε µία από τις εκατοντάδες-χιλιάδες µυϊκές ίνες που αποτελούν τους 
µυς περιβάλλεται από βασικό έλασµα. Η µυϊκή ίνα εκτείνεται σε όλο το µήκος του µυός και συνδέεται 
στα άκρα της µε συνδετικό ιστό σχηµατίζοντας τη µυοτενοντώδη σύνδεση (myotendinous junction, 
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MTJ). Επίσης νευρώνεται από ένα µοναδικό κινητικό νεύρο σε ένα µικρό σηµείο στο µέσο της, 
δηµιουργώντας τη νευροµυϊκή σύναψη (neuromuscular junction, NMJ). H υπόλοιπη περιοχή της 
µυϊκής ίνας ονοµάζεται εξωσυναπτική (extrajunctional). Και οι τρεις παραπάνω περιοχές της µυϊκής 
ίνας (MTJ, NMJ και extrajunctional) περιβάλλονται από βασικό έλασµα.  Όσον αφορά τα περιφερικά 
νεύρα, οι άξονες τους περιβάλλονται από κύτταρα Schwann και όλα µαζί από το περινεύριο 
(perineurium) (το περινεύριο παρουσιάζει πολλαπλές στρώσεις). Κάθε µονάδα άξονα/κυττάρου 
Schwann περιβάλλεται από το ενδονευρικό βασικό έλασµα (endoneurial BL), ενώ το περινεύριο 
καλύπτεται, από την αρχή µέχρι το τέλος του, από το περινευρικό βασικό έλασµα (perineurium BL). 
 Κατά συνέπεια στο νευροµυϊκό σύστηµα απαντώνται, στη περιοχή του µυός, τα βασικά ελάσµατα της 
µυοτενοντώδους σύνδεσης (myotendinous junction), του συναπτικού χάσµατος (synaptic cleft), της 
συναπτικής πτύχωσης (synaptic fold) και του εξωσυναπτικού µυός (extrajunctional muscle) και στο 
νεύρο τα τρία βασικά ελάσµατα των τελικών κυττάρων Schwann, το ενδονευρικό και το περινευρικό 

(Patton Bruce L, 2000) (εικ. 5). 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Εικ. 5: Βασικά ελάσµατα του νευροµυϊκού συστήµατος 

A, Το νευροµυϊκό σύστηµα περιέχει τουλάχιστον επτά βασικά ελάσµατα, συµπεριλαµβανοµένων της   
µυοτενοντώδους σύνδεσης, του συναπτικού χάσµατος, της συναπτικής πτύχωσης, και του εξωσυναπτικού µυός, 

στη περιοχή του µυός και των τελικών κυττάρων Schwann, τα ενδονευρικά και τα περινευρικά, στο νεύρο. B, 

Ενδονευρικά βασικά ελάσµατα  και περινευρικά βασικά ελάσµατα. C, Τέσσερα βασικά ελάσµατα τοποθετούνται 
γειτονικά στη νευροµυϊκή σύναψη. 
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I.IV ∆ερµατικές ασθένειες του ανθρώπου  
 
∆ιαταραχές σε συστατικά των βασικών ελασµάτων της επιδερµίδας, που οφείλονται είτε σε 
µεταλλαγές των γονιδίων που τα κωδικοποιούν, είτε στην δηµιουργία αυτοαντισωµάτων, 
οδηγούν σε µια σειρά δερµατικών ασθενειών στον άνθρωπο, όπως το σύνδροµο Alport και η 
Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση (Epidermolysis Bullosa-EB). Παραδείγµατα συστατικών του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας που προσβάλλονται από  αυτοαντισώµατα αποτελούν το 
κολλαγόνο VII (προκαλώντας την επίκτητη Ποµφολυγώδη Επιδερµόλυση-Epidermolysis 
bullosa acquisita), το κολλαγόνο XVII, το BPAG1 (αυτοαντισώµατα για το κολλαγόνο XVII και 
για το BPAG1 είναι υπεύθυνα για την ασθένεια του ποµφόλυγα-Bullous pemphigoid), η 
λαµινίνη 5 και 6 (αυτοαντισώµατα των οποίων οδηγούν στην ασθένεια  του ουλώδους 
ποµφόλυγα-anti-laminin cicatrial pemphigoid) (Chan LS,1997) (εικ. 1).  
 
 

 
 
Εικ. 1: Μικροσκοπία έµµεσου ανοσοφθορισµού σε χηµικά διαχωρισµένες τοµές δέρµατος από ασθενείς 
µε anti-laminin cicatrial pemphigoid (αριστερά), µε Bullous pemphigoid (µέσο) και µε Epidermolysis 
bullosa acquisita (δεξιά), στις οποίες σηµαίνονται οι αντιγονικές θέσεις (βέλη) στη δερµίδα, στην 
επιδερµική οροφή και στη µίδα αντίστοιχα.     δερ
E;επιδερµίδα, D; ∆ερµίδα 
 
Από την άλλη µεριά σε ποικίλες κληρονοµήσιµες ασθένειες του δέρµατος έχουν ανιχνευθεί  
τροποποιήσεις, τουλάχιστον στα 5 χαρακτηριστικά δοµικά συστατικά των βασικών 
ελασµάτων της επιδερµίδας, δηλαδή στα κολλαγόνα IV, VII, XVII, στην λαµινίνη-5 και στις 
ιντεγκρίνες α6β4. Τα περισσότερα από τα µόρια αυτά απαντούν ως διµερή ή τριµερή, ενώ 
περίπου 13 γονίδια κωδικοποιούν για τις πολυπεπτιδικές τους αλυσίδες. Μέχρι σήµερα 
µεταλλαγές σε 11 από τα παραπάνω γονίδια έχουν συσχετιστεί µε ασθένειες που 
χαρακτηρίζονται από διαταραχές του βασικού ελάσµατος. Στις ασθένειες αυτές 
πραγµατοποιείται, µετά τη γέννηση, δηµιουργία υποεπιδερµικών φουσκαλών και αποκόλληση 
της επιδερµίδας από την δερµίδα (subepidermal blisters) (Bruckner-Tuderman L and 
Bruckner P., 1998; Arin Meral J. and Roop Dennis R, 2001). 
Το πρωτότυπο των δερµατικών ασθενειών, που οφείλονται σε διαταραχές συστατικών του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας αποτελεί η EB.  Με τον όρο αυτό περιγράφεται µία 
ετερογενής κατηγορία κληρονοµήσιµων ασθενειών (αυτοσωµικές υπολειπόµενες ή 
επικρατείς), οι οποίες χαρακτηρίζονται από αφύσικη ευθραυστότητα του δέρµατος των 
ασθενών. Σ’ αυτές τις ασθένειες η αυξηµένη ευπάθεια των επιδερµικών επιθηλίων σε 
µηχανικούς τραυµατισµούς ή τριβές, οδηγεί στη δηµιουργία φουσκαλών (blisters or bullae), 
κυστών και γενικά στην αποσάθρωση του δέρµατος. Ανωµαλίες µπορεί να παρατηρηθούν 
επίσης σε φολιδωτά και παροδικά επιθήλια, ενώ είναι δυνατόν να προκύψουν και διάφορα 
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άλλα εξωδερµατικά συµπτώµατα, όπως αλωπεκία, δυστροφία των ονύχων και ανωµαλίες στο 
σµάλτο των δοντιών (pitted enamel).  Φουσκάλες εµφανίζονται συχνά και σε βλεννώδεις 
επιθηλιακές µεµβράνες, δηµιουργώντας προβλήµατα σε εσωτερικά όργανα. Τονίζεται ότι η 
κλινική εκδήλωση της ασθένειας κυµαίνεται από ένα απλό επιδερµικό φαινότυπο, µέχρι την 
εκτεταµένη παρουσία φουσκαλών και την παρουσία σπλαγχνικών προβληµάτων που 
οδηγούν σε θάνατο.  Αυτή η κλινική ποικιλοµορφία της ασθένειας πιστεύεται ότι οφείλεται σε 
γενετική ετερογένεια. 
Αρχικά η  EB κατηγοριοποιήθηκε, χρησιµοποιώντας κλινικά κριτήρια, στην επιδερµολυτική 
(Simplex-epidermolytic), στην δυστροφική (dystrophic-dermolytic/scarring) και στη συνδετική  
(Junctional). Στη συνέχεια η  παρατήρηση µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, οδήγησε στη 
διάκριση της EB σε τέσσερις κατηγορίες, µε βάση το επίπεδο σχηµατισµού της φουσκάλας 
στην περιοχή του δέρµατος, δηλαδή  σύµφωνα µε το στρώµα στο οποίο πραγµατοποιείται η 
αποκόλληση µεταξύ δερµίδας και επιδερµίδας (εικ. 2).  
Όταν ο διαχωρισµός επιδερµίδας δερµίδας συµβαίνει ενδοεπιδερµικά (intraepidermal 
blistering), δηλαδή εντός των βασικών κερατινοκυττάρων, µε αποτέλεσµα το βασικό έλασµα 
της επιδερµίδας να παραµένει ανεπηρέαστο, η EB ονοµάζεται Simplex (EBS). Αυτή η 
κατηγορία χαρακτηρίζεται µεταξύ άλλων και από  µεταλλαγές στα γονίδια της κερατίνης 5 και 
14, οι οποίες έχουν σαν αποτέλεσµα την συρρίκνωση των νηµατίων κερατίνης (filament 
clumping), την κυτταρική ευθραυστότητα και τη διάρρηξη των βασικών κερατινοκυττάρων. Στη 
δεύτερη κατηγορία EB το επίπεδο της αποκόλλησης του δερµατικού ιστού παρατηρείται στη 
βασική πλευρά των επιδερµικών κερατινοκυττάρων, εντός της ηµιδεσµοσωµικής πλάκας, 
δηλαδή οι φουσκάλες εντοπίζονται στη µεσόφαση µεταξύ των βασικών κερατινοκυττάρων και 
της Lamina Lucida. Η περίπτωση αυτή είναι γνωστή ως  ηµιδεσµοσωµική (Hemidesmosomal) 
και διακρίνεται, στην καλοήθης ατροφική συνδετική ποµφολυγώδη επιδερµολύση (atrophic 
benign junctional epidermolysis bullosa-GABEB), όταν εµφανίζονται µεταλλαγές στο 
κολλαγόνο XVII, στην ποµφολυγώδη επιδερµόλυση µε πυλωρική ατρησία (Epidermolysis 
Bullosa with pyloric atresia-EB-PA), σε περίπτωση µεταλλαγών στα γονίδια που 
κωδικοποιούν τις ιντεγκρίνες α6 ή β4, και στην ποµφολυγώδη επιδερµόλυση µε ταυτόχρονη 
παρουσία µυϊκής δυστροφίας (Epidermolysis Bullosa with muscular dystrophy-EB-MD), αν οι 
µεταλλαγές  παρατηρούνται στο γονίδιο της πλεκτίνης. Η τρίτη κατηγορία ποµφολυγώδους 
επιδερµόλυσης ονοµάζεται  συνδετική (Junctional) και το επίπεδο σχηµατισµού της 
φουσκάλας εντοπίζεται εντός της Lamina Lucida, ενώ έχουν παρατηρηθεί µεταλλαγές στα 
γονίδια της λαµινίνης α3, β3, γ2. Τέλος η τέταρτη κατηγορία της ασθένειας αυτής είναι η 
δυστροφική ποµφολυγώδη επιδερµόλυση (Dystrophic Epidermolysis Bullosa-DEB), στην 
οποία παρατηρούνται διαταραχές στα ινίδια αγκυροβόλησης που συνδέουν το βασικό έλασµα 
µε την υποκείµενη δερµίδα. Στην περίπτωση αυτή το επίπεδο διαχωρισµού της επιδερµίδας 
από τη δερµίδα παρατηρείται εντός της Sub-lamina densa, στην δερµική πλευρά του βασικού 
ελάσµατος  και ανιχνεύονται µεταλλαγές στο γονίδιο του κολλαγόνου VII (Pulkkinen Leena 
and Uitto Jouni, 1998) (εικ. 2 και Πίνακας 1). 
 
 
I.IV.1 Απενεργοποίηση γονιδίων στον ποντικό που κωδικοποιούν για 
συστατικά του βασικού ελάσµατος  
 
Σε αρκετά από τα γονίδια που κωδικοποιούν για συστατικά των βασικών ελασµάτων στον 
ποντικό έχει πραγµατοποιηθεί  στοχευόµενη απενεργοποίηση µε τη µέθοδο του οµόλογου 
ανασυνδυασµού. Στον παρακάτω πίνακα (πίνακας 2) αναφέρονται ενδεικτικά ορισµένα 
µοντέλα ποντικών για κληρονοµήσιµες δερµατικές ασθένειες του ανθρώπου που 
χαρακτηρίζονται από τη δηµιουργία φουσκαλών. 
Στη συνέχεια θα αναφερθούν αναλυτικά τα αποτελέσµατα της απενεργοποίησης ορισµένων 
γονιδίων που κωδικοποιούν για συστατικά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας: 
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Εικ. 2: Απεικόνιση του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας  
Σηµειώνεται το βασικό έλασµα της επιδερµίδας,  το οποίο διαχωρίζει τα βασικά κερατινοκύτταρα από 
την υποκείµενη θηλώδη δερµίδα (papillary dermis). Στα αριστερά του σχήµατος αναγράφονται οι δοµές 
προσκόλλησης εντός του βασικού ελάσµατος (οι οποίες αναγνωρίζονται µε ηλεκτρονική µικροσκοπία) 
και δεξιά τα πρωτεϊνικά συστατικά που συνιστούν αυτές τις δοµές. Επίσης σηµειώνεται το επίπεδο 
διαχωρισµού του δέρµατος στις τέσσερις κατηγορίες EB, την Simplex, την Hemidesmosomal, την 
Junctional και την Dystrophic. 
 
 

  
 
Πίνακας 1: Κλινικές παραλλαγές της E.B, επίπεδο διαχωρισµού του δερµατικού ιστού, 
υπεύθυνα γονίδια και µεταλλαγές τους 
 
 
I.IV.1.α κολλαγόνα 
 
I.IV.1.α.1 Κολλαγόνο VII  
 
Το Κολλαγόνο VII όπως έχει ήδη αναφερθεί, αποτελεί το βασικό συστατικό των ινιδίων 
αγκυροβόλησης που εντοπίζονται στην Sub-Lamina Densa και όπως όλα τα µόρια 
κολλαγόνου αποτελείται από τρεις πολυπεπτιδικές αλυσίδες [proa1(VII)]3. Κάθε µονοµερές 
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του κολλαγόνου VII αποτελείται από δύο κολλαγονώδεις περιοχές, οι οποίες διακόπτονται 
από µία µη κολλαγονώδη περιοχή 39 αµινοξέων. Τα κολλαγονώδη τµήµατα που 
περιλαµβάνουν επαναλήψεις Gly-Xaa-Yaa και σχηµατίζουν µια τριπλοελικοειδή περιοχή, 
περικλείονται από ένα µεγάλο και ένα µικρό µη-κολλαγονώδες τµήµα, το NC1 (non-
collagenous 1) και το NC2 (non-collagenous 2) αντίστοιχα. Όσον αφορά τον τρόπο 
συνάθροισης των ινιδίων του κολλαγόνου VII, αυτός περιλαµβάνει αρχικά τον σχηµατισµό 
αντιπαράλληλων διµερών που ενώνονται οµοιοπολικά µε δισουλφιδικούς δεσµούς. Η 
αλληλοεπικάλυψη των ινιδίων του κολλαγόνου λαµβάνει χώρα εντός της κολλαγονώδους  
ελικοειδής τους περιοχής, στο καρβοξυτελικό τους άκρο. Στη συνέχεια τα προκύπτοντα 
διµερή αφού πρωτεολυθούν κατάλληλα (διάσπαση της περιοχής NC2), συναθροίζονται 
πλευρικώς κατά οµάδες (µη ελαστική πλευρική συνάθροιση των διµερών σε ινίδια 
αγκυροβόλησης) (εικ. 3) (Bruckner-Tuderman Leena, 1999; Bruckner-Tuderman Leena et al., 
1999; Keene DR et al., 1997). 
 
 

 
 
 
Πίνακας 2: Μοντέλα στον ποντικό για κληρονοµήσιµες δερµατικές ασθένειες που 
χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη φουσκαλών ή κυστών   
 
Τονίζεται ότι το κολλαγόνο VII το οποίο παράγεται κυρίως από τα επιθηλιακά κύτταρα αλλά 
και από τα κύτταρα της δερµίδας, εντοπίζεται από την ηµέρα 11.5 και µέχρι τη γέννηση 
συνεχώς στη δερµίδα, ενώ η παρουσία του στην περιοχή του βασικού ελάσµατος της 
επιδερµίδας αυξάνει προοδευτικά κατά την ανάπτυξη (εικ. 4) (Heinonen Seppo et al., 1999; 
DiPersio CM et al., 1997). 
Απενεργοποίηση του κολλαγόνου VII στο ποντίκι προκαλεί την εκτεταµένη παρουσία 
φουσκαλών σε νεογέννητα ποντίκια, ιδιαίτερα στην κοιλιακή τους περιοχή. Στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο η θέση δηµιουργίας των φουσκαλών εντοπίζεται κάτω από την Lamina densa (η 
Lamina densa παραµένει ακέραια), ενώ παρατηρείται απουσία των ινιδίων αγκυροβόλησης 
ακόµα και στις περιοχές που δεν εντοπίζονται φουσκάλες, καθώς και ευθραυστότητα του 
δέρµατος. Οι φουσκάλες συχνά περιέχουν  µικρές ποσότητες αίµατος, λόγω του εντοπισµού 
τους κοντά στην δερµίδα που περιέχει αγγεία. Η επιβίωση των οµόζυγων µεταλλαγµένων  
ζώων διαρκεί το πολύ δύο εβδοµάδες µετά την γέννηση, ενώ αρκετά συχνά εντοπίζονται 
περιπτώσεις συνδακτυλίας. Σαν αιτίες θανάτου των ζώων αυτών µπορούν να θεωρηθούν: 
 α) Η εκτεταµένη ανισορροπία υγρού στα ποντίκια εξαιτίας των φουσκαλών, οι οποίες      
µπορεί να περιέχουν υγρό που να αντιστοιχεί στο 20%  του συνολικού βάρους του σώµατος 
τους. 
 β) Η  µειωµένη ικανότητα των µεταλλαγµένων ποντικών να πέµψουν το φαγητό τους, λόγω 
πιθανής ύπαρξης φουσκαλών και γενικότερης φθοράς του γαστροεντερικού τους σωλήνα. 
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Τα συγκεκριµένα ποντίκια µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν µοντέλα για την ασθένεια DEB. 
Μέχρι σήµερα έχουν ανιχνευθεί σε οικογένειες µε DEB, γύρω στις 200 µεταλλαγές στο γονίδιο 
του κολλαγόνου VII και έχουν παρατηρηθεί τόσο ήπιας όσο και βαριάς µορφής ασθένειες, οι 
οποίες κληρονοµούνται µε επικρατή ή υπολειπόµενο τρόπο. Οι µεταλλαγές αυτές, όπως 
συµβαίνει γενικότερα µε τις µεταλλαγές που παρουσιάζουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για 
τα περισσότερα κολλαγόνα σε πολλές κληρονοµήσιµες ασθένειες, είτε οδηγούν σε πρόωρο 
τερµατισµό του γονιδιακού προϊόντος, είτε το µεταλλαγµένο προϊόν επιδρά αρνητικά στη 
φυσιολογική πρωτεΐνη (dominant negative effects). Πρέπει να σηµειωθεί ότι παρατηρούνται 
και µεταλλαγές του κολλαγόνο VII που οδηγούν σε αντικατάσταση ή έλλειψη κάποιου 
αµινοξέος, οι οποίες είναι ασυµπτωµατικές.  Το γεγονός αυτό ξεχωρίζει το κολλαγόνο VII από 
τα ινώδη κολλαγόνα και υποδηλώνει ότι τα ινίδια αγκυροβόλησης µπορούν να υποστούν  
ορισµένες δοµικές αλλαγές στα συστατικά τους χωρίς να παρουσιάσουν πρόβληµα 
(Heinonen Seppo et al., 1999). 
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Εικ. 3: Ινίδια αγκυροβόλησης   
Α. Σχηµατική αναπαράσταση των ινιδίων αγκυροβόλησης (anchoring fibrils), σαν µέρος του συµπλόκου 
αγκυροβόλησης του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. Τα ινίδια αγκυροβόλησης που ξεκινούν στην 
Lamina densa, είτε καταλήγουν στις πλάκες αγκυροβόλησης (anchoring plaques), είτε ξαναγυρίζουν 
στην Lamina densa. Αρκετά συχνά µεταξύ των ινιδίων αγκυροβόλησης παγιδεύονται δερµατικές ίνες 
κολλαγόνου, έτσι ώστε να διασφαλίζεται η σύνδεση του συµπλόκου αγκυροβόλησης µε την 
εξωκυτταρική ουσία της δερµίδας. 
Β. Σχηµατική αναπαράσταση του πολυµερισµού των ινιδίων αγκυροβόλησης. 
 
 

 
 
 
Εικ. 4: Ανοσοεντοπισµός  του κολλαγόνου VII  
Το κολλαγόνου VII ανιχνεύεται στη περιοχή του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας καθώς και γύρω 
από τα τριχοειδή θυλάκια, σε νεογέννητο ποντίκι. 
 
 
I.IV.1.α.2 Κολλαγόνο VI  
 
 Το κολλαγόνο VI αποτελείται από τρεις διαφορετικές α αλυσίδες, που σχηµατίζουν ένα 
τριµερές µε µία µικρή κολλαγονώδη περιοχή, η οποία περιβάλλεται αµινοτελικά και 
καρβοξυτελικά από αρκετά µοτίβα τύπου Α του παράγοντα Von Willebrand. Και οι δύο 
παραπάνω  περιοχές του κολλαγόνου VI συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση του µε διάφορα 
µόρια. Για παράδειγµα, η κολλαγονώδης περιοχή προσδένει κύτταρα, πρωτεογλυκάνες και το 
κολλαγόνο II. Η περιοχή των µοτίβων Von Willebrand αλληλεπιδρά µε κολλαγόνα τύπου I, IV, 
VI, καθώς και µε την φιµπρονεκτίνη, την ηπαρίνη (heparin) και το υαλουρονικό οξύ. Το 
κολλαγόνο VI αποτελεί βασικό συστατικό της διάµεσης ουσίας (interstitial matrix) και 
σχηµατίζει ένα εκτεταµένο µικροινιδιακό δίκτυο (ιδιαίτερα άφθονο κοντά σε κύτταρα), το οποίο 
πιστεύεται ότι συνδέει το βασικό έλασµα, κυρίως µη επιθηλιακών κυττάρων, µε τον 
υποκείµενο συνδετικό ιστό. Ανάλογο ρόλο έχει το κολλαγόνο VI και στο βασικό έλασµα της 
επιδερµίδας, µε τη συµµετοχή όµως και άλλων µορίων. 
  Η απενεργοποίηση του γονιδίου του κολλαγόνου VI αποτελεί µοντέλο για το ανθρώπινο 
σύνδροµο Bethlem και προκαλεί συµπτώµατα µυοπάθειας στους σκελετικούς µύες σε ενήλικα 
ποντίκια (νέκρωση ινών, φαγοκύτωση και µία έκδηλη ποικιλοµορφία στη διάµετρο των ινών). 
Η µυοπάθεια πιστεύεται ότι οφείλεται στην αποτυχία του κολλαγόνου VI να συνδέσει το δίκτυο  
του κολλαγόνου IV του βασικού ελάσµατος µε ίνες κολλαγόνου, φιµπρονεκτίνη και 
πρωτεογλυκάνες που απαντώνται στη διάµεση ουσία. Ανάλογα προβλήµατα παρουσιάζουν 
και τα ετερόζυγα ποντίκια αλλά σε µικρότερο βαθµό. Οι διαφορές στα συµπτώµατα µεταξύ 
ανθρώπων και ποντικών (π.χ η απουσία κινητικών προβληµάτων στα ποντίκια) πιθανότατα 
οφείλονται στο διαφορετικό υποχρεωτικό αναπνευστικό ρυθµό έργου ανά µονάδα µάζας  
στους δύο οργανισµούς (Bonaldo P et al., 1998). 
 
  
I.IV.1.α.3 Κολλαγόνο IV 
 
 Το κολλαγόνο IV είναι ένα πολύ σηµαντικό συστατικό των βασικών ελασµάτων στα 
σπονδυλωτά και στα ασπόνδυλα. Σχηµατίζει, όπως τα κολλαγόνα που αναφέρθηκαν 
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παραπάνω, ένα τριµερές από πολυπεπτιδικές αλυσίδες α (µήκους 2000 Α0), οι οποίες 
σχηµατίζουν µε τις κολλαγονώδεις περιοχές τους (που περιέχουν επαναλήψεις Gly-X-Y) 
τριπλοέλικες. Το τριµερές του κολλαγόνου IV περιλαµβάνει επίσης δύο µη κολλαγονώδεις 
σφαιρικές περιοχές στο αµινοτελικό και καρβοξυτελικό του άκρο. Τα προκύπτοντα τριµερή 
συνδέονται οµοιοπολικά στις µη κολλαγονώδεις περιοχές τους και σχηµατίζουν δίκτυα. Στα 
θηλαστικά εντοπίζονται έξι αλυσίδες α εκ των οποίων οι α1 και α2 εκφράζονται σε έµβρυα και 
ενήλικα άτοµα, ενώ οι α3-α6 εκφράζονται σε συγκεκριµένα βασικά ελάσµατα. Ειδικότερα στα 
βασικά ελάσµατα των σπειραµάτων των νεφρών πραγµατοποιείται κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης,  αντικατάσταση των αλυσίδων α1 και α2, µε τις α3 και α5. 
 Στην περίπτωση απενεργοποίησης της αλυσίδας α3 του κολλαγόνου IV στον ποντικό, 
παρατηρείται νεφρικός φαινότυπος παρόµοιος µε αυτόν του συνδρόµου Alport στον 
άνθρωπο, που έχει συσχετιστεί µε µεταλλαγές στις αλυσίδες α3, α4 και α5 του κολλαγόνου 
IV. Τονίζεται ότι η αλυσίδα α3 του κολλαγόνου IV στον ποντικό, εντοπίζεται αµέσως µετά τη 
γέννηση στα βασικά ελάσµατα των νεφρών, µε αποτέλεσµα η έλλειψη της να προκαλεί 
διαφοροποιήσεις σε κάποια συστατικά της σπειραµατικής βασικής µεµβράνης (glomelural 
Basal membrane-GBM) των νεογέννητων ποντικών. Συγκεκριµένα στα οµόζυγα 
µεταλλαγµένα ποντίκια παρατηρείται έλλειψη των αλυσίδων α4 και α5 του κολλαγόνου IV µε 
τις οποίες αλληλεπιδρά η α3, διατήρηση της έκφρασης των αλυσίδων α1 και α2 του 
κολλαγόνου IV, εµφάνιση της φιµπρονεκτίνης και του κολλαγόνου VI, καθώς και αύξηση των 
επιπέδων της περλεκάνης. Τα υπόλοιπα συστατικά του σπειραµατικού βασικού ελάσµατος 
παραµένουν ανεπηρέαστα. Η αλλαγή στη µοριακή σύσταση αυτού του βασικού ελάσµατος 
προκαλεί νεφρικές ανωµαλίες, όπως τη διάρρηξη του σπειραµατικού φίλτρου. 
 Παρά το γεγονός ότι η αλυσίδα α3 του κολλαγόνου IV απαντάται και σε µη νεφρικά βασικά 
ελάσµατα, όπως στη σκελετονευροµυϊκή σύναψη, δεν παρατηρείται στην περιοχή αυτή 
ανάλογη έλλειψη της αλυσίδα α5 του κολλαγόνου IV, πιθανότατα γιατί οι αλυσίδες α3 και α5 
συµµετέχουν σε διαφορετικά δίκτυα κολλαγόνου IV σε κάποιους ιστούς (Miner JH and Sanes 
JR. 1996; Cosgrove D et al., 1996).  
 
 
I.IV.1.β Ιντεγκρίνες 
 
Οι ιντεγκρίνες συνιστούν µία πολυποίκιλη οικογένεια διαµεβρανικών γλυκοπρωτεϊνικών 
ετεροδιµερών, αλυσίδων α και β, που αποτελούν υποδοχείς για µια πληθώρα συστατικών της 
εξωκυττάριας ουσίας. Εκφράζονται από πολλαπλούς κυτταρικούς τύπους, τόσο κατά την 
ανάπτυξη όσο και κατά την ενηλικίωση και χαρακτηρίζονται από µεταβλητά πρότυπα 
έκφρασης (Bader BL et al., 1998). Μέχρι σήµερα έχουν βρεθεί 25 διαφορετικά, µη 
οµοιοπολικά συνδεδεµένα ετεροδιµερή, που προέρχονται από το συνδυασµό 18 αλυσίδων α 
και 8 αλυσίδων β, καθένα από τα οποία αλληλεπιδρά µε µία κατηγορία δεσµευτών. Για 
παράδειγµα, η ιντεγκρίνη ανβ3 προσδένει µία πληθώρα εξωκυττάριων συστατικών, όπως η 
φιµπρονεκτίνη, το φιµπρινογόνο (Fibrinogen), ο παράγοντας Von Willebrand, η βιµπρονεκτίνη 
(Vibronectin), πρωτεολυµµένες µορφές κολλαγόνου καθώς και λαµινίνη, ενώ η ιντεγκρίνη 
α5β1 προσδένει αποκλειστικά και µόνο φιµπρονεκτίνη. 
Ο κυριότερος ρόλος των ιντεγκρινών είναι η συγκρότηση και η διατήρηση του βασικού 
ελάσµατος, µέσω οργάνωσης των επιµέρους συστατικών τους τα οποία λειτουργούν σαν 
δεσµευτές των ιντεγκρινών. Εκτός από τις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων µε την εξωκυττάρια 
ουσία, µέσω των ιντεγκρινών επιτυγχάνονται και διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις που 
συµβάλλουν στη διατήρηση της συνεκτικότητας των κυττάρων και οι οποίες 
πραγµατοποιούνται µέσω αλληλεπίδρασης  των ιντεγκρινών µε διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, 
όπως οι καδερίνες (Cadherins). 
 Κάθε υποµονάδα της ιντεγκρίνης περιλαµβάνει µία µεγάλη εξωκυτταρική περιοχή, µία 
διαµεµβρανική περιοχή και µία µικρή µη καταλυτική περιοχή. Εκτός από την κυτταρική 
προσκόλληση και την προσκόλληση µε την εξωκυττάρια ουσία οι ιντεγκρίνες 
πραγµατοποιούν, µέσω της κυτταροπλασµατικής τους περιοχής, την ενεργοποίηση 
σηµατοδοτικών µηχανισµών που επηρεάζουν τις ιδιότητες και τις λειτουργίες των κυττάρων, 
αλλά και την ικανότητα της προσκόλλησης τους. Επιπρόσθετα οι ιντεγκρίνες, αφού 
προσδέσουν τον κατάλληλο δεσµευτή, σχηµατίζουν µέσω της κυτταροπλασµατικής τους 
περιοχής συναθροίσεις µε άλλες κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες, οι οποίες αλληλεπιδρώντας 
µε συστατικά του κυτταροσκελετού επηρεάζουν τόσο το σχήµα του κυττάρου όσο και την 
µετακίνηση του. Τονίζεται ότι η υποµονάδα α της ιντεγκρίνης καθορίζει την ειδικότητα της για 

 33



τον κατάλληλο δεσµευτή, ενώ η β επηρεάζει τον κυτταροπλασµατικό της ρόλο (Hood John D. 
and Cheresh David A., 2002). 
 Στην περίπτωση των επιθηλιακών κυττάρων των σπονδυλωτών απαντάται πληθώρα 
ιντεγκρινών, οι οποίες αλληλεπιδρούν µε ποικίλες ιστοειδικές λαµινίνες, αλλά και µε άλλα 
συστατικά του βασικού ελάσµατος. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές, όπως αναφέρθηκε, προκαλούν 
αλλαγές στη µορφολογία των επιθηλιακών κυττάρων, καθώς και στον τρόπο προσκόλλησης 
τους µε την εξωκυττάρια ουσία ή µε άλλα κύτταρα, έτσι ώστε να εξασφαλίζονται οι λειτουργίες 
τους. Οι ιντεγκρίνες που συναντώνται συχνότερα στα επιθήλια είναι οι α3β1, ενώ στα επιθήλια 
εκτοδερµικής προέλευσης, όπως του δέρµατος και του εντέρου, εντοπίζονται πολύ συχνά και 
οι ιντεγκρίνες α6β4. Όσον αφορά την ανθρώπινη  επιδερµίδα, εκτός από τα παραπάνω µόρια 
ιντεγκρινών, εκφράζονται και οι ιντεγκρίνες α2β1 (υποδοχέας και οργανωτής 
κολλαγόνου/λαµινινών) και α5β1 (υποδοχέας και οργανωτής της φιµπρονεκτίνης) και ανβ5 
(Brakebusch C et al., 2000). Οι ιντεγκρίνες α3β1 προσδένουν µεταξύ άλλων και τη λαµινίνη 5, 
ενώ ενδοκυτταρικά αλληλεπιδρούν µέσω άλλων πρωτεϊνών µε ινίδια ακτίνης. Έχει 
διαπιστωθεί ότι οι ιντεγκρίνες αυτές είναι απαραίτητες για την οργάνωση και την ακεραιότητα 
του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, ενώ οι ιντεγκρίνες α6β4 είναι υπεύθυνες  για τον 
σχηµατισµό των ηµιδεσµοσωµάτων και την επακόλουθη αύξηση της αντοχής στα επιθήλια 
(Raghavan S et al., 2000; Hodivala-Dilke KM et al., 1998; Brakebusch C et al., 2000; Belkin 
AM and Stepp MA, 2000). 
Τονίζεται ότι στον ενήλικα άνθρωπο οι δύο κυριότερες θέσεις έκφρασης των ιντεγκρινών είναι 
τα επιθήλια και οι λείοι µύες. Στα επιθήλια εντοπίζονται οι ιντεγκρίνες α2β1, α3β1, α7β1, 
α6β4, που δεσµεύουν κολλαγόνα ή λαµινίνες, ενώ στους λείους µύες εµφανίζονται οι α5β1,  
α8β1, α9β1 και ανβ. Όλες οι παραπάνω ιντεγκρίνες εντοπίζονται τόσο κατά την ανάπτυξη του 
εντέρου, όσο και στο ενήλικο έντερο, σε χαµηλότερο όµως ποσοστό (Lussier C et al., 2000). 
 
 
I.IV.1.β.1 α3 αλυσίδα ιντεγκρίνης  
  
Το γονίδιο της αλυσίδας α3 της ιντεγκρίνης εκφράζεται κατά την ανάπτυξη πολλών 
επιθηλιακών οργάνων, όπως τα νεφρά, οι πνεύµονες και το δέρµα. Έχουν ανιχνευθεί 
διάφοροι δεσµευτές της ιντεγκρίνης α3β1, συµπεριλαµβανοµένων της λαµινίνης 1 και 5, του 
νιδογόνου, της φιµπρονεκτίνης και κάποιων τύπων κολλαγόνου, καθώς και άλλα µόρια  
ιντεγκρινών. Τα συµπτώµατα που προκαλεί  η απενεργοποίηση του γονιδίου της αλυσίδας α3 
περιλαµβάνουν, τη διαταραχή της οργάνωσης του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, των 
σπειραµάτων των νεφρών και των πνευµόνων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Η 
παραµόρφωση του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας εκδηλώνεται υπό τη µορφή ήπιου 
δερµατικού φαινοτύπου χωρίς ιδιαίτερα προβλήµατα στην επιδερµίδα ή στα τριχοειδή 
θυλάκια, εκτός από την εµφάνιση  µικροφουσκαλών στα κάτω άκρα νεογέννητων  ποντικών 
(που οφείλονται στη τοπική διάρρηξη του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας στις περιοχές 
αυτές). Σε µερικές περιπτώσεις οι µικροφουσκάλες των νεογέννητων ποντικών περιέχουν 
αίµα. Τελικά τα ποντίκια α3-/-  πεθαίνουν σύντοµα  µετά τη γέννηση, πιθανότατα λόγω των 
νεφρικών και πνευµονικών προβληµάτων που παρατηρούνται και τα οποία οφείλονται στην 
έλλειψη του υποδοχέα α3β1 από τα βασικά τους ελάσµατα, µε επακόλουθες διαταραχές στις 
καθοριστικές για την ανάπτυξη τους επιθηλιοµεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις (Kreidberg JA 
et al., 1996). Οι ανωµαλίες που παρατηρούνται στα παραπάνω βασικά ελάσµατα πιστεύεται 
ότι οφείλονται  σε προβλήµατα στην οργάνωση των συστατικών τους. Στην παραπάνω 
υπόθεση συνιστά και η παρατήρηση συστατικών, όλων των ζωνών του βασικού ελάσµατος 
της επιδερµίδας, τόσο στην οροφή όσο και στο δάπεδο κάθε µικροφουσκάλας.  Κατά 
συνέπεια πιθανότατα λαµβάνει χώρα ακανόνιστη διάρρηξη, του ιδιαίτερα επιρρεπούς σε 
εξωτερικές πιέσεις βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, παρά αποκόλληση του από τη 
δερµίδα. Εποµένως η αλυσίδα α3 της ιντεγκρίνης,  µέσω του διµερούς α3β1, µπορεί να 
συµβάλλει σαν δευτερογενής υποδοχέας στην συγκρότηση του βασικού ελάσµατος ή/και στην 
διατήρηση της ακεραιότητας του (DiPersio CM et al., 1997). Επίσης διαπιστώνεται η σηµασία 
της ιντεγκρίνης α3β1 ως καθοριστή των κυτταροσκελετικών συναθροίσεων των κυττάρων και 
ως αναστολλέα (trans-dominant) της δράσης άλλων ιντεγκρινών (Hodivala-Dilke KM et al., 
1998).   
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I.IV.1.β.2  β1 αλυσίδα ιντεγκρίνης 
 
Η αλυσίδα β1 των ιντεγκρινών παρουσιάζει καθολική έκφραση και συµµετέχει σε 
διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις αλλά και σε αλληλεπιδράσεις των κυττάρων µε την 
εξωκυττάρια ουσία. Εκτός από την αλυσίδα α3 αλληλεπιδρά και µε τις αλυσίδες α2 και α5, 
αποτελώντας τον υποδοχέα για την λαµινίνη-5, το κολλαγόνο IV και την φιµπρονεκτίνη  
αντίστοιχα. Η απενεργοποίηση της αλυσίδας β1 προκαλεί πρόωρο εµβρυϊκό θάνατο, γι’ αυτό 
προκειµένου να µελετηθεί ο ρόλος της στο δέρµα προκλήθηκε ελεγχόµενη απενεργοποίηση 
του γονιδίου που την κωδικοποιεί σ΄ αυτόν τον ιστό. Τα επακόλουθα της απενεργοποίησης 
αυτής  περιλαµβάνουν, σε αντίθεση µε την έλλειψη της αλυσίδας α3, πολύ σοβαρό δερµατικό 
φαινότυπο σε νεογέννητα ποντίκια, που χαρακτηρίζεται από ιδιαίτερα ευπαθές δέρµα µε 
αποκόλληση της επιδερµίδας από την δερµίδα και πολλές φουσκάλες (εντός του βασικού 
ελάσµατος της επιδερµίδας) ύστερα από µικροτραυµατισµούς. Επίσης παρατηρείται 
διαταραχή στην ικανότητα πολλαπλασιασµού της επιδερµίδας και κάποιων εσωτερικών 
στρωµατοποιηµένων επιθηλίων, καθώς και  διαταραχές στη µορφογέννηση των τριχοφόρων 
θυλακίων. Σε αντίθεση µε την απενεργοποίηση των αλυσίδων β4 ή α6, όπου παρατηρείται 
εκτεταµένη έλλειψη τριχών στα ποντίκια, στην περίπτωση των α3-/- ποντικών διαπιστώνεται  
ισχνή και προοδευτική απογύµνωση. Τέλος προκαλείται φλεγµονή και δερµατική ίνωση. 
 Ουσιαστικά η δοµή του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας εξαφανίζεται και παρατηρείται 
απώλεια των ηµιδεσµοσωµάτων και των χαρακτηριστικών ζωνών του βασικού ελάσµατος, 
αλλά και έλλειψη των βασικών συστατικών του, καθώς και ανωµαλίες στην επεξεργασία τους. 
∆ηλαδή η αλυσίδα β1 (η µοναδική αλυσίδα ιντεγκρίνης που  η απενεργοποίηση της προκαλεί 
τόσο σοβαρό πρόβληµα στην ακεραιότητα της ζώνης του επιδερµικού βασικού ελάσµατος), 
µέσω των αλληλεπιδράσεων της µε τις αλυσίδες α3, α2 και α5, είναι απαραίτητη  (και όχι 
απλά βοηθητική όπως η α3) για την συγκρότηση και τη διατήρηση της οργάνωσης του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας (όχι όµως και του βασικού ελάσµατος των τριχοφόρων 
θυλακίων). 
  Τελικά τα  οµόζυγα µεταλλαγµένα ποντίκια πεθαίνουν, είτε από υποθερµία και αυξηµένη 
κατανάλωση ενέργειας (λόγω έλλειψης τριχών και λίπους), είτε λόγω διαταραχών στην 
πρόσληψη και πέψη της τροφής (εξαιτίας της πιθανής παρουσίας φουσκαλών σε γλώσσα, 
οισοφάγο και έντερο, είτε λόγω µειωµένης κινητικότητας των ζώων (προκαλείται δυσκαµψία 
του δέρµατος µε την αυξηµένη εναπόθεση εξωκυττάριας ουσίας) (Brakebusch C et al., 2000; 
Raghavan S et al., 2000; Fassler R et al., 1996).  
 
 
I.IV.1.β.3 α6 ή β4 αλυσίδα ιντεγκρίνης  
 
Η έκφραση της ιντεγκρίνης α6β4 εντοπίζεται στα στρωµατοποιηµένα επιθηλιακά κύτταρα, στα 
ενδοθηλιακά κύτταρα των ενδιάµεσων αιµοφόρων αγγείων, στα ανώριµα θυµοκύτταρα, στα 
κύτταρα Schwann, καθώς και στους ινοβλάστες του περιφερικού νευρικού συστήµατος. Η 
ιντεγκρίνη αυτή λειτουργεί ως υποδοχέας των λαµινινών 1, 2, 4, 5 και πιθανότατα και της 
λαµινίνης 10 (που αποτελούν συστατικά του βασικού ελάσµατος) και πιστεύεται ότι παίζει 
σηµαντικό ρόλο στην εµβρυογένεση, σε διαδικασίες όπως η µετακίνηση του ενδοδέρµατος και 
ο σχηµατισµός των σωληναρίων των νεφρών. Το αποτέλεσµα της απενεργοποίησης της 
αλυσίδας α6 (στην περίπτωση αυτή απουσιάζει τόσο η ιντεγκρίνη α6β4 όσο και η ιντεγκρίνη 
α6β1, που προσδένουν και οι δύο µόνο λαµινίνες) ή της β4, παραδόξως επιτρέπει τη γέννηση 
των ποντικών και την επιβίωση τους για σύντοµο χρονικό διάστηµα. Τα νεογέννητα ποντίκια 
παρουσιάζουν εκτεταµένη αποκόλληση της επιδερµίδας και άλλων φολιδωτών (squamous) 
επιθηλίων (όπως της γλώσσας και της στοµατικής και οσφρητικής κοιλότητας) από τον 
υποκείµενο συνδετικό ιστό και ύστερα από µικροτραυµατισµούς τη δηµιουργία φουσκαλών. 
Οι διαταραχές που παρουσιάζει το βασικό έλασµα της επιδερµίδας περιλαµβάνουν την 
απουσία των δοµών των ηµιδεσµοσωµάτων, ενώ στις περιοχές που δεν εντοπίζονται 
φουσκάλες παρατηρείται ένα τυπικό βασικό έλασµα µε συνεχή Lamina lucida  και Lamina 
densa  (σε αντίθεση µε την απενεργοποίηση της α3 ή της β1). Οι παρατηρούµενες φουσκάλες 
εντοπίζονται είτε εντός της Lamina lucida (µε αποτέλεσµα τόσο η Laminin-5, όσο και το  
κολλαγόνο VII να εντοπίζονται κάτω από τη φουσκάλα στον υποκείµενο συνδετικό ιστό), είτε 
εντός των βασικών κερατινοκυττάρων (στην περίπτωση αυτή το βασικό έλασµα παραµένει 
ανεπηρέαστο περιέχοντας πολλές φορές υπολείµµατα βασικών κερατινοκυττάρων). Η 
δηµιουργία ενδοεπιδερµικών φουσκαλών εντοπίζεται σε περιοχές όπου, εξαιτίας της έλλειψης 
σύνδεσης της βασικής πλασµατικής µεµβράνης των κερατινοκυττάρων µε τα ινίδια κερατίνης 
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(λόγω απουσίας των ηµιδεσµοσωµάτων), η προσκόλληση µεταξύ κυττάρου και εξωκυττάριας 
ουσίας τυγχάνει να είναι ισχυρότερη από την αντοχή του κυττάρου σε µηχανικές πιέσεις. 
Μεταλλαγές στο γονίδιο της β4 αλλά και της α6 εντοπίζονται σε ασθενείς µε συνδετική 
ποµφολυγώδη επιδερµόλυση µε πυλωρική ατρησία (Junctional Epidermolysis Bullosa with 
pyloric atresia, PA-JEB) (Georges-Labouesse et al., 1996; Van der Neut R et al., 1996). 
 Τονίζεται ότι τα ποντίκια β4-/- στα οποία εκφράστηκε η αλυσίδα β4 (κάτω από την έκφραση 
του υποκινητή της κερατίνης-5) στα τριχωτά επιθήλια της επιδερµίδας, επιβιώνουν για 
µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. Τα ηµιδεσµοσώµατα των επιδερµικών επιθηλίων τους 
επανασχηµατίζονται, ύστερα όµως από σύντοµο χρονικό διάστηµα παρατηρούνται 
φουσκάλες µε αίµα στις περιοχές των παλαµών και των πελµάτων και θάνατος από 
κυάνωση. Ο συγκεκριµένος φαινότυπος δικαιολογείται από την απουσία έκφρασης της 
αλυσίδας β4 στα µη τριχωτά επιθήλια, την επακόλουθη απώλεια των ηµιδεσµοσωµάτων και 
την αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα στις περιοχές αυτές. Η αποκόλληση του 
δέρµατος παρατηρείται πρώτα στις περιοχές των άκρων, οι οποίες υφίστανται παρατεταµένες 
µηχανικές πιέσεις και αργότερα στο τριχωτό επιθήλιο της µύτης και του στόµατος, γεγονός 
που επιφέρει την αναπνευστική απόφραξη και το θάνατο. Τονίζεται ότι το γέµισµα των 
φουσκαλών µε αίµα στις παλάµες και στα πέλµατα, µπορεί να εξηγηθεί από την αυξηµένη 
πίεση που προκαλείται µεταξύ των περιοχών µε υψηλή και χαµηλή έκφραση  της αλυσίδας β4 
(δηλαδή ανάµεσα στα τριχωτά και µη τριχωτά µέρη), η οποία οδηγεί σε διαταραχή του 
βασικού ελάσµατος σε πιο βαθιά στρώµατα, κοντά στη δερµίδα. Κατά συνέπεια προκαλείται 
διάρρηξη των λεπτών αιµοφόρων αγγείων που εντοπίζονται στα όρια επιδερµίδας δερµίδας 
(Van der Neut R et al., 1999). 
 
 
I.IV.1.β.4 α5β1 ιντεγκρίνη 
 
Η ιντεγκρίνη α5β1, που αποτελεί υποδοχέα της φιµπρονεκτίνης, όταν απενεργοποιηθεί στα 
ποντίκια επιφέρει το θάνατο την ηµέρα 10 της εµβρυογένεσης εξαιτίας ανωµαλιών στις 
µεσοδερµικές δοµές (Kreidberg JA et al., 1996). 
 
 
I.IV.1.β.5 α4 αλυσίδα ιντεγκρίνης  
 
Η απενεργοποίηση της ιντεγκρίνης α4β1, η οποία προσδένει τη φιµπρονεκτίνη και την 
πρωτεΐνη VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule-VCAM, µόριο αγγειακής προσκόλλησης), 
οδηγεί σε εµβρυϊκό θάνατο εξαιτίας δυσµορφιών στον πλακούντα και στην καρδιά (µάλλον 
λόγω δράσης VCAM) (Kreidberg JA et al., 1996).  
 
 
I.IV.1.β.6 α1 αλυσίδα ιντεγκρίνης  
 
Η απενεργοποίηση της αλυσίδας α1 δεν προκαλεί θάνατο ή κάποιον ορατό φαινότυπο 
(Kreidberg JA et al., 1996).  
 
 
I.IV.1.β.7 α8β1 ιντεγκρίνη 
 
Η ιντεγκρίνη α8β1 εκφράζεται σε πολλά αναπτυσσόµενα όργανα, όπως στα νεφρά, όπου 
εντοπίζεται στα µεσεγχυµατικά κύτταρα πλησίον των επιθηλιακών στρωµάτων που 
υφίστανται διακλαδιζόµενη µορφογένεση. Η απενεργοποίηση της ιντεγκρίνης α8β1 προκαλεί 
ανωµαλίες στις επιθηλιο-µεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις που απαιτούνται κατά την νεφρική 
ανάπτυξη, µε αποτέλεσµα την αγενεσία ή τη δυσγενεσία των νεφρών. Τα α8β1-/- ποντίκια 
επιβιώνουν για µία µε δύο µέρες µετά τη γέννηση τους και στη συνέχεια πεθαίνουν λόγω 
νεφρικής ανεπάρκειας. Τα ελάχιστα οµόζυγα µεταλλαγµένα ποντίκια που επιβιώνουν για 
µερικές εβδοµάδες ή και µήνες, έχουν τουλάχιστον το ένα νεφρό τους λειτουργικό. Η 
ποικιλοµορφία που παρουσιάζουν τα α8β1-/- ποντίκια στην ανάπτυξη των νεφρών πιστεύεται 
ότι οφείλεται σε στοχαστικούς παράγοντες, οι οποίοι είναι αποτέλεσµα διαφορών στο γενετικό 
υπόβαθρο των ποντικών (δηλαδή στην δράση διαφορετικών γενετικών τροποποιητών) 
(Muller U et al., 1997). 
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I.IV.1.β.8 αν ιντεγκρίνες  
 
Οι αλυσίδες αν των ιντεγκρινών εκφράζονται σε πολλαπλούς κυτταρικούς τύπους (νευρικά 
κύτταρα του φλοιού, νευρογλοιακά κύτταρα, µύες, επιθήλια, οστεοκλάστες και ενδοθήλια 
αιµοφόρων αγγείων) και έχουν εµπλακεί σε πολλές αναπτυξιακές διαδικασίες. Η 
αλληλεπίδραση τους µε διάφορες αλυσίδες τύπου β, οι οποίες παρουσιάζουν συγκεκριµένο 
πρότυπο έκφρασης, µαζί µε την ποικιλία των δεσµευτών που αναγνωρίζουν τα 
σχηµατιζόµενα διµερή, υποδηλώνει τη συµµετοχή τους σε πολλαπλές λειτουργίες. Παρόλα 
αυτά, η απενεργοποίηση των 5 διαφορετικών ιντεγκρινών στις οποίες συµµετέχει η 
υποµονάδα αν, δεν επιφέρει πολύ πρόωρο εµβρυϊκό θάνατο και τα οµόζυγα µεταλλαγµένα 
ζώα πεθαίνουν σε δύο διαφορετικές χρονικές περιόδους. Το 80% των  µεταλλαγµένων 
εµβρύων πεθαίνει από περικαρδικό οίδηµα και καθυστέρηση στην αύξηση και στην ανάπτυξη 
τους, πιθανότατα λόγω προβληµάτων στον πλακούντα, το διάστηµα µεταξύ 10.5 και 12.5 της 
εµβρυογένεσης. Το υπόλοιπο 20% των αν-/-  πεθαίνει λίγο µετά τη γέννηση, από σοβαρότατη 
ενδοεγκεφαλική και εντερική αιµορραγία, η οποία ξεκινάει κατά την ανάπτυξη και σταδιακά 
χειροτερεύει. 
Οι ιντεγκρίνες αν, αν και αποτελούν απαραίτητα συστατικά του βασικού ελάσµατος των 
ενδοθηλίων, δεν επηρεάζουν την εκ νέου δηµιουργία αγγείων (vascularization) και την 
αγγειογένεση (angiogenesis) των περισσότερων οργάνων. Αντίθετα η αγγειακή ανάπτυξη του 
κεντρικού νευρικού συστήµατος καθώς και των όγκων βασίζεται στις ιντεγκρίνες αν. 
 Η απουσία των ιντεγκρινών αν επιφέρει πιθανότατα τη δηµιουργία ελαττωµατικού βασικού 
ελάσµατος στα ενδοθήλια, µε τελικό αποτέλεσµα τα παραπάνω αιµορραγικά προβλήµατα. Η 
διαταραχή στο βασικό έλασµα των ενδοθηλίων προκαλεί, είτε την λανθασµένη 
τοποθέτηση/οργάνωση ορισµένων (άγνωστων µέχρι σήµερα) συστατικών του βασικού τους 
ελάσµατος, είτε την αποτυχηµένη αλληλεπίδραση των αγγείων του κεντρικού νευρικού 
συστήµατος µε κάποια βοηθητικά κύτταρα (Bader BL et al.,1998). 
 
 
I.IV.1.γ Κερατίνες  
 
I.IV.1.γ.1 Κερατίνη 10 και κερατίνη 14 
 
Στην περίπτωση που µε την τεχνολογία του οµόλογου ανασυνδυασµού εκφραστεί στα 
ποντίκια τµήµα της πρωτεΐνης Κ10, λειτουργώντας σαν αρνητική επικρατή µεταλλαγή 
(dominant negative), παρατηρείται γενικευµένη εµφάνιση φουσκαλών στην επιδερµίδα 
νεογέννητων ποντικών και υπερκεράτωση (δηλαδή αυξηµένη συγκέντρωση ινιδίων 
κερατίνης). Τα οµόζυγα µεταλλαγµένα ζώα πεθαίνουν σύντοµα µετά τη γέννηση και µπορούν 
να θεωρηθούν πρότυπα µοντέλα για την επιδερµολυτική υπερκεράτωση (Εpidermolytic 
Ηyperkeratosis-EHK), αν και στους ανθρώπους µεταλλαγές στο αντίστοιχο γονίδιο δεν 
προκαλούν τόσο σοβαρά συµπτώµατα (πιθανότατα επειδή είναι ανενεργές) (Arin Meral J. and 
Roop Dennis R, 2001). 
 Ανάλογα, η απενεργοποίηση της κερατίνης 14 (Κ14) στα ποντίκια, προκαλεί γενικευµένη 
εµφάνιση φουσκαλών στην επιδερµίδα νεογέννητων ποντικών, µε σταδιακή εξασθένιση του 
φαινοµένου κατά την ενηλικίωση. Τα συµπτώµατα που παρατηρούνται χαρακτηρίζουν την 
Simplex EBS αλλά είναι πολύ σοβαρότερης µορφής από ότι στον άνθρωπο (λόγω της 
ύπαρξης γενετικών τροποποιητών-genetic modifiers, ή διαφορών στις βιολογικές λειτουργίες 
ανθρώπων ποντικών) (Arin Meral J. and Roop Dennis R, 2001). 
 
 
I.IV.1.δ Πλεκτίνη (plectin) 
 
Επιδερµικές φουσκάλες (Skin blistering) και µυϊκή δυστροφία είναι συµπτώµατα που 
χαρακτηρίζουν τόσο την ασθένεια EBS-MD στον άνθρωπο, αλλά και νεογέννητα ποντίκια στα 
οποία έχει πραγµατοποιηθεί απενεργοποίηση του γονιδίου της πλεκτίνης. Τα ποντίκια αυτά 
πεθαίνουν µία µε δύο µέρες µετά τη γέννηση τους. Σηµειώνεται ότι στα ποντίκια αυτά 
παρατηρείται και διαταραχή του καρδιακού µυός, σύµπτωµα που δεν έχει αναφερθεί στους 
ασθενείς µε EBS-MD (Arin Meral J. and Roop Dennis R, 2001; Andrä Kerstin et al., 1997). 
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I.IV.1.ε BP-230 ή BPAG1  
 
Η απενεργοποίηση του BP-230 ή BPAG1 στον ποντικό, προκαλεί αποκόλληση της 
επιδερµίδας από τη δερµίδα στο επίπεδο των βασικών κερατινοκυττάρων. Τα 
ηµιδεσµοσώµατα εξακολουθούν να ανιχνεύονται, παρατηρείται όµως απουσία της εσωτερικής 
τους πλάκας και απώλεια σύνδεσης της βασικής πλασµατικής µεµβράνης των 
κερατινοκυττάρων  µε τα ινίδια κερατίνης. Τα παραπάνω συµπτώµατα προσοµοιάζουν στην 
ασθένεια EBS (Georges-Labouesse E et al., 1996; Van der Neut R et al., 1996).   
 
 
I.IV.1.ζ Περλεκάνη  
 
Η περλεκάνη είναι µία πενταµερής πρωτεΐνη (700 Α0) που περιέχει τρεις µεγάλες αλυσίδες  
της γλυκάνης θειικής ηπαράνης στο αµινοτελικό της άκρο και η οποία εκφράζεται σε όλες τις 
βασικές µεµβράνες, στους χόνδρους και σε αρκετούς µεσεγχυµατικούς ιστούς κατά την 
ανάπτυξη. Το µόριο αυτό προσδένει αυξητικούς παράγοντες και αλληλεπιδρά µε πληθώρα 
εξωκυτταρικών και διαµεµβρανικών πρωτεϊνών. Τα ποντίκια στα οποία έχει πραγµατοποιηθεί 
απενεργοποίηση του γονιδίου της περλεκάνης πεθαίνουν σε δυο διαφορετικά αναπτυξιακά 
κατώφλια. Συγκεκριµένα τα περισσότερα πεθαίνουν µεταξύ των αναπτυξιακών σταδίων 10.5 
και 12.5 της εµβρυογένεσης, ενώ τα ελάχιστα οµόζυγα µεταλλαγµένα ποντίκια που ξεπερνούν 
αυτήν την πρώτη κρίση επιβιώνουν µέχρι και το στάδιο της γέννησης τους. Ο θάνατος στα 
πρώιµα αναπτυξιακά στάδια οφείλεται στον εκφυλισµό του βασικού ελάσµατος του 
συστέλλοντος µυοκαρδίου, που έχει σαν αποτέλεσµα τη διαρροή αίµατος στην περικαρδιακή 
κοιλότητα και στην παύση  της καρδιακής λειτουργίας.  Από την άλλη µεριά τα νεογέννητα 
ποντίκια παρουσιάζουν προβλήµατα στο βασικό έλασµα των διαστελλοµένων εγκεφαλικών 
κυστιδίων που διαχωρίζουν τον εγκέφαλο από το γειτονικό µεσέγχυµα, µε αποτέλεσµα να 
παρατηρείται ανώµαλη νευροεπιθηλιακή επέκταση, νευρωνική παρεκτόπιση (neuronic 
ectopia) και εξωεγκεφαλία. 
Τονίζεται ότι αν και όλα τα συστατικά του βασικού ελάσµατος που εξετάστηκαν, δεν 
παρουσίασαν διαταραχές στην έκφραση τους, παρατηρήθηκαν αλλοιώσεις στη δοµή του 
βασικού ελάσµατος σε περιοχές µε αυξηµένες πιέσεις (π.χ η περιοχή της Lamina densa 
απουσιάζει από κάποια βασικά ελάσµατα), µε αποτέλεσµα η περλεκάνη να θεωρείται ότι είναι 
απαραίτητη για τη διατήρηση της ακεραιότητας, αλλά όχι της συγκρότησης αυτών των 
βασικών ελασµάτων. 
Εκτός από τις παραπάνω ανωµαλίες η απουσία της περλεκάνης προκαλεί προβλήµατα στη 
διατήρηση του χόνδρινου ιστού, ο οποίος στερείται βασικού ελάσµατος. Η περλεκάνη 
πιστεύεται ότι συµβάλλει στη διατήρηση της εξωκυττάριας ουσίας των χόνδρων, είτε 
αλληλεπιδρώντας µε συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, προστατεύοντας τα από τη δράση 
πρωτεασών, είτε µέσω πρόσδεσης και απενεργοποίησης των πρωτεασών αυτών (Costell M 
et al., 1999).  
 
 
I.IV.1.η ∆υστρογλυκάνη  
 
Η δυστρογλυκάνη είναι µία από τις πρωτεΐνες του πολυπεπτιδικού συµπλόκου δυστροφίνης-
δυστρογλυκάνης (dystrophin-glycoprotein complex, DGC), το οποίο αποτελείται από 
περιφερειακές και διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που συνδέουν τον κυτταροσκελετό  µε την 
εξωκυττάρια ουσία. Εκτός από τις δυστρογλυκάνες (DG) το παραπάνω σύµπλοκο 
περιλαµβάνει τις σαρκογλυκάνες (στην περίπτωση των µυών οι σαρκογλυκάνες 
παρουσιάζουν α, β, γ, δ υποµονάδες), τη σαρκοσπάνη και τις ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες 
δυστροπίνες και συντροφίνες. (Οι δυστρογλυκάνες, οι σαρκογλυκάνες και η σαρκοσπάνη 
ονοµάζονται και σαρκειληµµατικές πρωτεΐνες, sarcolemmal proteins.) Μεταλλαγές στα γονίδια 
που κωδικοποιούν τις παραπάνω πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν σαν αποτέλεσµα την απώλεια 
της σύνδεσης κυτταροσκελετού και εξωκυττάριας ουσίας, οδηγούν σε µυϊκές δυστροφίες. Οι 
µυϊκές δυστροφίες αποτελούν µία οµάδα κληρονοµήσιµων ασθενειών που χαρακτηρίζονται 
από προοδευτική µυϊκή απώλεια και εξασθένιση. 
Όσον αφορά τη δυστρογλυκάνη, αυτή διασπάται πρωτεολυτικά σε δύο υποµονάδες την α και 
τη β. Η β υποµονάδα διαπερνάει την κυτταρική µεµβράνη και συνδέεται ενδοκυτταρικά µε τα 

 38



καρβοξυτελικά άκρα των σηµατοδοτικών µορίων της δυστροφίνης, ουτροφίνης, ή µε κάποιες  
από τις ισοµορφές τους. Η β-δυστρογλυκάνη συνδέεται και µε την α-δυστρογλυκάνη, η οποία 
εντοπίζεται στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης και αλληλεπιδρά µε 
τουλάχιστον τρεις εξωκυτταρικές πρωτεΐνες: την αλυσίδα α1 της λαµινίνης, την αγκρίνη  και 
την περλεκάνη. Στην περίπτωση των µυών τόσο η α όσο και η β δυστρογλυκάνη 
αλληλεπιδρούν µε το σύµπλοκο των σαρκογλυκανών, που αποτελείται από µεµβρανικές 
πρωτεΐνες (integral membrane proteins) και το οποίο σταθεροποιεί τη σύνδεση µεταξύ 
δυστρογλυκάνης και δυστροφίνης/ουτροφίνης (εικ. 5). 
 

 
 
Εικ. 5:∆οµή του συµπλόκου DGC στη νευροµυϊκή σύναψη των θηλαστικών 
Το σύµπλοκο αυτό συνδέει την εξωκυττάρια ουσία µε τον κυτταροσκελετό της ακτίνης στους µύες. 
Rapsyn, (R) (ραπσίνη); Syntrophin, SYN (συντροφίνη); dystrobrevin, DB (δυστροµπρεβίνη); neuronal 
nitric oxide synthase, NOS (νευρωνική συνθάση νιτρικού οξειδίου); sarcospan, SP (σαρκοσπάνη). 
 
 Οι δυστρογλυκάνες έχουν πολλαπλές λειτουργίες ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο στον οποίο 
εκφράζονται, όπως το σχηµατισµό των βασικών ελασµάτων διαφόρων ιστών και την 
πρόσδεση κάποιων βακτηρίων ή ιών. (Η οργάνωση του συµπλόκου των δυστροφινών είναι 
παρόµοια σε όλους τους κυτταρικούς τύπους). Στην περίπτωση των µυών ο ρόλος τους 
διαφοροποιείται, καθώς συµβάλλει στην προστασία των µυϊκών ινών από µηχανικούς 
τραυµατισµούς και στην συνάθροιση των υποδοχέων της ακετυλοχολίνης (AchR) στην 
νευροµυϊκή σύναψη (NMJ) (το σύµπλοκο των δυστροφινών αλληλεπιδρά στην περίπτωση 
της NMJ µε την αγκρίνη, τη ραπσίνη (R) ή την πρωτεΐνη MAST).  
Η απενεργοποίηση της δυστρογλυκάνης στα ποντίκια (Dag1-/-) προκαλεί εµβρυϊκό θάνατο, 
αφού χρειάζεται για το σχηµατισµό της µεµβράνης Reichert’s και για το σχηµατισµό του 
υποενδοδερµικού βασικού ελάσµατος στα εµβρυονικά σώµατα. 
Στη περίπτωση απενεργοποίησης της δυστρογλυκάνης στον εγκέφαλο, προκύπτουν 
ανωµαλίες στη νευρονική µετακίνηση που προσοµοιάζουν των ανωµαλιών που 
παρατηρούνται στον εγκέφαλο στην συγγενή µυϊκή δυστροφία. 
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Όσον αφορά την απενεργοποίηση της δυστρογλυκάνης στους σκελετικούς µύες, 
παρατηρείται µυϊκή νέκρωση και µυϊκή δυστροφία ήπιας µορφής, χωρίς υπερτροφία και ιστική 
ίνωση, λόγω διατήρησης της ανανεωτικής ικανότητας των δορυφορικών κυττάρων να 
εκφράζουν τη δυστρογλυκάνη. Γίνεται λοιπόν κατανοητό ότι τα δορυφορικά κύτταρα παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια της µυϊκής δυστροφίας. Στον άνθρωπο παρατηρούνται 
παρόµοια συµπτώµατα κατά την διαταραχή της µεταµεταφραστικής επεξεργασίας της 
δυστρογλυκάνης (Cohn RD et al., 2002; Chamberlain Jeffrey, 1999). 
 
 
I.IV.1.θ Λαµινίνες 
 
 Οι λαµινίνες είναι µεγάλες γλυκοπρωτεΐνες (500-900 kDa) που αποτελούνται από τρεις 
διαφορετικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες, την α, β και γ. Οι τρεις αυτές πολυπεπτιδικές 
αλυσίδες αλληλεπιδρούν, σχηµατίζοντας µία τριπλή ελικοειδή περιέλιξη (triple-helical coiled-
coil) και το παραγόµενο τριµερές έχει τη µορφή σταυρού (εικ.6). Μέχρι σήµερα έχουν βρεθεί 5 
διαφορετικές αλυσίδες α, 3 αλυσίδες β και 3 αλυσίδες γ και  έχουν ανιχνευθεί 14 από τα 45 
τριµερή που είναι πιθανό να σχηµατίζουν. Όσον αφορά τις τρεις αλυσίδες γ, η γ1 εντοπίζεται 
σε όλες τις λαµινίνες, εκτός της λαµινίνης 5 και των λαµινινών 12 και 14 (που περιέχουν 
αντίστοιχα τις αλυσίδες γ2 και γ3) και περιέχει τη θέση αλληλεπίδρασης µε το νιδογόνο 
(Willem M et al., 2002). 
 Όπως οι περισσότερες πρωτεΐνες εξωκυττάριας ουσίας, έτσι και οι λαµινίνες αποτελούνται 
από πολλές περιοχές, αυτόνοµες  δοµικά και πολλές φορές και λειτουργικά. Οι περιοχές 
αυτές συναντώνται σε πολλές διαφορετικές και όχι απαραίτητα εξωκυττάριες πρωτεΐνες.  
Οι λαµινίνες ανιχνεύονται, τόσο σε εµβρυϊκό όσο και σε ενήλικο στάδιο, στα βασικά  ελάσµατα 
ποικίλλων κυτταρικών τύπων, όπως το δέρµα, οι µύες και τα νεύρα, εντοπίζονται όµως και 
εκτός βασικών ελασµάτων και χαρακτηρίζονται από δοµικές και λειτουργικές ιδιότητες. Από τη 
µια µεριά οι λαµινίνες αποτελούν µη-κολλαγονώδη δοµικά συστατικά των βασικών 
ελασµάτων, είτε λειτουργώντας σαν θέσεις πρόσδεσης για διαµεµβρανικούς υποδοχείς π.χ 
ιντεγκρίνες ή δυστρογλυκάνη, είτε συµβάλλοντας στην πρόσδεση πολλών άλλων 
εξωκυττάριων συστατικών της. Ταυτόχρονα όµως, µέσω της σύνδεσης τους µε τους 
µεµβρανικούς υποδοχείς, λειτουργούν και ως µόρια σηµατοδότησης ρυθµίζοντας τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την µετακίνηση, τη διαφοροποίηση, τη µορφολογία και την 
ικανότητα προσκόλλησης των κυττάρων (Ekblom P, 1996; Belkin AM and Stepp MA, 2000) 
(εικ. 6).  
Όλες οι πολυπεπτιδικές αλυσίδες των λαµινινών παρουσιάζουν γενικά µία δοµική οµοιότητα, 
περιλαµβάνοντας σφαιρικές περιοχές (LG, LN, L4), επαναλήψεις που παρουσιάζουν 
οµολογία  µε τα µοτίβα του επιδερµικού αυξητικού παράγοντα EGF, LE (EGF-like laminin-
repeats), καθώς και περιοχές που σχηµατίζουν τις α-έλικες για την σπειροειδή περιέλιξη του 
τριµερούς της λαµινίνης (Patton Bruce L, 2000; Jones JC et al., 2000; McGowan KA and 
Marinkovich MP, 2000;  Aumailley Monique and  Rousselle Patricia, 1999; Tunggal Patrick et 
al., 2000) (εικ. 7). 
 
 
I.IV.1.θ.1 ∆οµικά δεδοµένα που αφορούν τις λαµινίνες  
 
Πρόσφατα ταυτοποιήθηκε η δοµή της περιοχής LG των λαµινινών (Timpl Rupert et al., 2000). 
Η περιοχή αυτή αποτελείται από 14 β-πτυχωτές δοµές (A-N), οι οποίες διατάσσονται σε δύο 
στρώµατα. Μ’ αυτόν τον τρόπο σχηµατίζεται η δοµή ενός “β-σάντουιτς”, το οποίο µαζί µε τις 
συµπεριλαµβάνουσες δοµές λούπας, έχει σφαιρικό σχήµα διαµέτρου περίπου 3.5nm. Σε όλα 
σχεδόν τα µοτίβα LG το καρβοξυτελικό άκρο συνδέεται µε την β-πτυχωτή δοµή L µέσω µιας 
συντηρηµένης δισουλφιδικής γέφυρας. Στο συγκεκριµένο µοτίβο α2LG5 που µελετήθηκε, 
βρέθηκε µία καινούργια θέση πρόσδεσης ασβεστίου και γύρω από αυτή θέσεις σύνδεσης και  
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Εικ. 6: Προσκόλληση και µεταβίβαση σήµατος µέσω ιντεγκρινών 
Σαν αποτέλεσµα της πρόσδεσης λαµινινών, οι ιντεγκρίνες κινητοποιούν αλλαγές στον κυτταροσκελετό 
και ενεργοποιούν ενδοκυτταρικά µονοπάτια σηµατοδότησης, τα οποία οδηγούν τελικά σε τροποποιήσεις 
της γονιδιακής έκφρασης των κυττάρων, καθώς και σε ρύθµιση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού της 
διαφοροποίησης και της επιβίωσης.   
 
άλλων δεσµευτών όπως της α-δυστρογλυκάνης, σουλφατιδίων και της ηπαρίνης. Οι θέσεις 
αυτές εντοπίζονται απέναντι από τα όρια των β-πτυχώσεων (εικ. 8). 
 Όσον αφορά τη δοµή της περιοχής G, διαπιστώθηκε ότι το αµινοτελικό και καρβοξυτελικό 
άκρο κάθε µοτίβου LG είναι αρκετά κοντά και ότι στο µοτίβο α2LG4-LG5 ενσωµατώνεται ένα 
τµήµα του συνδέτη LG3-LG4, σχηµατίζοντας µία δισουλφιδική γέφυρα µε το LG5  (εικ. 8). 
Επίσης έχει προσδιοριστεί και  η δοµή του µοτίβου LE των λαµινινών (Timpl R, 1996; Tunggal 
Patrick et al., 2000). Συγκεκριµένα διαπιστώθηκε ότι κάθε µοτίβο LE παρουσιάζει το ίδιο 
πρότυπο δισουλφιδικών δεσµών, µέσω των οποίων προκύπτουν τέσσερις χαρακτηριστικές 
λούπες η a, b, c, d. Τονίζεται ότι το µοτίβο LE4 της αλυσίδας γ1 των διάφορων µορίων 
λαµινίνης, περιέχει την χαρακτηριστική περιοχή  σύνδεσης για το νιδογόνο, η οποία 
παρουσιάζεται σαν µια µικρή χαρακτηριστική θέση που περιλαµβάνει τα συντηρηµένα 
αµινοξέα Asp-Pro-Asn-Ala-Val. Οι πλευρικές αλυσίδες των αµινοξέων αυτών βρίσκονται στην 
επιφάνεια του µορίου, στην ίδια ευθεία, ενώ περαιτέρω σταθεροποίηση αυτής της θέσης 
προέρχεται από δεσµούς υδρογόνου. Τα µοτίβα LE διαφέρουν γενικά στη δευτεροταγή τους 
δοµή, στη διαµόρφωση κάθε λούπας και στην εσωτερική σταθεροποίηση τους λόγω δεσµών 
υδρογόνου και υδρόφοβων δεσµών (εικ. 9). 
 
 
I.IV.1.θ.2 Λαµινίνη 5 
 
Η λαµινίνη 5 (α3β3γ2), εκτός από το ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στη µορφογένεση, στην 
κυτταρική µετακίνηση και µετάσταση, αλλά και στην κυτταρική αύξηση, αποτελεί και τον  
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Εικ. 7: Σχηµατική αναπαράσταση των περιοχών στις οποίες οργανώνονται οι αλυσίδες των 
λαµινινών  
Τα µοτίβα L4 και LN είναι σφαιρικά και τοποθετούνται ανάµεσα ή εντός των µοτίβων LE και στο 
αµινοτελικό άκρο των αλυσίδων αντίστοιχα. Τα σφαιρικά µοτίβα LG εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό 
άκρο της αλυσίδας α. Οι ελικοειδείς περιοχές συµβολίζονται µε γραµµές.    
 
κυριότερο δεσµευτή σύνδεσης των επιδερµικών επιθηλίων (από τα οποία και παράγεται για 
να εκκριθεί στο βασικό έλασµα) µε το βασικό έλασµα της επιδερµίδας.   
Συγκεκριµένα µέσω της καρβοξυτελικής της περιοχής G, αλληλεπιδρά µε τις ιντεγκρίνες α3β1 
και α6β4 και συµβάλλει στην σταθεροποίηση του σχηµατισµού των ηµιδεσµοσωµάτων. Από 
την άλλη µεριά µε την αµινοτελική της περιοχή αλληλεπιδρά µε το κολλαγόνο VII και την 
λαµινίνη 6 (ή τη λαµινίνη 7 στο άµνιο). Το 90% της λαµινίνης 5 απαντάται στην Lamina Lucida 
και το υπόλοιπο 10% κατανέµεται κατά µήκος του βασικού ελάσµατος στην Lamina Lucida 
και στην Lamina Densa, όπου συνεντοπίζεται µε τα υπόλοιπα νηµάτια αγκυροβόλησης. 
Απενεργοποίηση στον ποντικό ενός από τα γονίδια που κωδικοποιούν για αλυσίδες της 
λαµινίνης 5 (LAMA3, LAMB3 LAMC2) προκαλεί στις µη τριχωτές περιοχές της επιδερµίδας, 
καθώς και στα βλεννώδη βασικά ελάσµατα νεογέννητων ποντικών, εκτεταµένη δηµιουργία 
αιµορραγικών φουσκαλών που τελικά επιφέρουν το θάνατο. Οι αιµορραγίες στις περιοχές 
αυτές προηγούνται των φουσκαλών, υποδηλώνοντας ότι δεν οφείλονται σε αυτές. Το επίπεδο 
της αποκόλλησης των ιστών  εντοπίζεται εντός της Lamina Lucida και οι ασθενείς µε 
µεταλλαγές στα αντίστοιχα ανθρώπινα γονίδια (οι οποίες προκαλούν συνήθως πρόωρα 
σινιάλα τερµατισµού) παρουσιάζουν την συνδετική ηµιδεσµοσωµική ποµφολυγώδη 
επιδερµόλυση (Hemidesmosomal junctional Epidermolysis Bullosa, Η-JEB) (Bruckner-
Tuderman L and  Bruckner P., 1998; Van der Neut R et al., 1999; Ryan Maureen C et al., 
1999).  
Η λαµινίνη 5 πιστεύεται ότι εντοπίζεται και στις “πλάκες αγκυροβόλησης”, συµβάλλοντας µ’ 
αυτόν τον τρόπο στην  σταθεροποίηση της σύνδεσης της επιδερµίδας µε τη δερµίδα (Spirito F 
et al., 2001). Συγκεκριµένα σε ασθενείς µε µειωµένη έκφραση της λαµινίνης 5, παρατηρείται 
αποκόλληση του δέρµατος, κυρίως κάτω από το επίπεδο της Sub Lamina Densa και λιγότερο   
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Εικ. 8: Κρυσταλλική δοµή του µοτίβου LG της λαµινίνης  
a , Σχήµα της δοµής  α2LG5. Τα κατάλοιπα των ασπαρτικών αλληλεπιδρούν µε το ασβέστιο και 
συµβολίζονται σαν ράβδοι και µπάλες αντίστοιχα. Η δισουλφιδική γέφυρα κοντά στο καρβοξυτελικό 
άκρο σηµειώνεται µε κίτρινο χρώµα. Οι β-πτυχωτές δοµές συµβολίζονται Α-Ν. b, Ο κρίκος LG3-LG4  
που συνδέεται µε δισουλφιδικό δεσµό µε το LG5, συµβολίζεται µε κόκκινο χρώµα. c,Υποθετικό µοντέλο 
της περιοχής G της λαµινίνης. Ο προσανατολισµός του συνδετικού κρίκου LG3-LG4, καθώς  και των 
LG4-5 σε σχέση µε τα LG1-3, είναι αυθαίρετος. 
 
εντός της Lamina Lucida, δεδοµένου ότι η λιγοστή ποσότητα της λαµινίνης 5 συγκεντρώνεται 
κυρίως πάνω από τα ινίδια αγκυροβόλησης. Κατά συνέπεια στους ασθενείς αυτούς 
παρατηρείται πιο συχνά η συνδετική, µη ηµιδεσµοσωµική, ποµφολυγώδη επιδερµόλυση (non 
Hemidesmosomal junctional Epidermolysis Bullosa, nΗ-JEB), η οποία χαρακτηρίζεται από 
την παρουσία ηµιδεσµοσωµάτων και αποτελεί ηπιότερη µορφή της Η-JEB. 
 
 
I.IV.1.θ.3 Λαµινίνη γ1 
 
Η απενεργοποίηση της λαµινίνης γ1 έχει σαν αποτέλεσµα την έλλειψη των 10 από τις 14 
γνωστές µέχρι σήµερα λαµινίνες, την έλλειψη όλων των βασικών ελασµάτων και τον θάνατο 
την ηµέρα 5.5 της εµβρυογένεσης λόγω προβληµάτων στην εκτοδερµική και ενδοδερµική 
κυτταρική διαφοροποίηση (Aumailley Monique and Rousselle Patricia, 1999). 
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I.IV.1.θ.4 Λαµινίνη α2 
 
Η απουσία της λαµινίνης α2 επιφέρει συµπτώµατα µυϊκής δυστροφίας σοβαρής µορφής και 
θάνατο εντός πέντε εβδοµάδων µετά τη γέννηση (McGowan KA and Marinkovich MP, 2000).  
 
 
I.IV.1.θ.5 Λαµινίνη β2 
 
Τα οµόζυγα µεταλλαγµένα ζώα β2-/- παρουσιάζουν πρωτεινουρία, λόγω αλλοίωσης της 
λειτουργίας του βασικού ελάσµατος στο σπείραµα των νεφρών, αλλά και ανωµαλίες στη δοµή 
των νευροµυϊκών συνάψεων (McGowan KA and Marinkovich MP, 2000).  
 
 
I.IV.1.ι Νιδογόνo 

 

Το νιδογόνο είναι µία σχετικά µικρή πρωτεΐνη (150 kDa). H απενεργοποίηση στον ποντικό 
των γονιδίων που κωδικοποιούν τόσο το νιδογόνο 1 όσο και το νιδογόνο 2 δεν προκαλεί 
κάποιο φανερό φαινοτυπικό αποτέλεσµα (πιθανότατα λόγω επικάλυψης του ρόλου της κάθε 
ισοµορφής νιδογόνου από άλλες ισοµορφές), ενώ η απενεργοποίηση και των δύο γονιδίων 
ταυτόχρονα δεν έχει ακόµα πραγµατοποιηθεί. Ο ρόλος του νιδογόνου µελετήθηκε µε την 
απενεργοποίηση της θέσης πρόσδεσης του στην αλυσίδα γ1 των λαµινινών. (Τόσο η αλυσίδα 
γ1 της  λαµινίνης, όσο και το νιδογόνο 1 πρωτοεµφανίζονται  στο στάδιο των 4 και 32 
κυττάρων της εµβρυϊκής ανάπτυξης αντίστοιχα.) 
 Στην περίπτωση της απενεργοποίησης αυτής, παρατηρούνται νεφρικές και πνευµονικές 
ανωµαλίες, οι οποίες οφείλονται στην δηµιουργία εντοπισµένων και περιορισµένων ρήξεων 
στο βασικό έλασµα του επιµήκη σωλήνα Wolfiann στα νεφρά και των κυψελιδικών κυστιδίων 
(alveolar sacculi) στους πνεύµονες. Παρόλο που η αλληλεπίδραση λαµινίνης-νιδογόνου δεν 
προαπαιτείται για το σχηµατισµό των βασικών ελασµάτων, πιστεύεται ότι η απουσία της είναι 
υπεύθυνη είτε:  
α) για αλλαγές στην δοµή του βασικού ελάσµατος, οι οποίες ενδέχεται να παρεµποδίζουν τη 
συνάθροιση µορφογενετικών και αυξητικών παραγόντων, απαραίτητων για ποικίλα 
σηµατοδοτικά µονοπάτια.  
β) για την έλλειψη σταθερότητας του βασικού ελάσµατος, που οδηγεί πιθανότατα στην 
διαταραχή του κατά ένα στοχαστικό τρόπο. 
Τα παραπάνω ποντίκια πεθαίνουν αµέσως µετά τη γέννηση εξαιτίας προβληµάτων στο 
σχηµατισµό της µεσόφασης (βασικό έλασµα) του αιµατοαναπνευστικού φραγµού (Willem M 
et al., 2002). 
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Εικ. 9: Σχηµατική αναπαράσταση της αλυσίδας γ1 της λαµινίνης και απεικόνιση της θέσης 
πρόσδεσης του νιδογόνου-1, LE γ1III4 
Τα αµινοξέα που συµβολίζονται µε αστερίσκο αλληλεπιδρούν άµεσα µε το νιδογόνο-1. Οι µαύρες 
γραµµές, οι οποίες συνδέουν τις κυστεΐνες συµβολίζουν δισουλφιδικούς δεσµούς και οι διακεκοµένες 
γραµµές τους δεσµούς υδρογόνου που σταθεροποιούν τη β-δοµή.
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I.V Σύνοψη αποτελεσµάτων και γενικά συµπεράσµατα 
 
Τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης αφορούν: 
Α) Την αποµόνωση του cDNA, µεγέθους 15.685 bp, του γονιδίου Fras1, το οποίο κωδικοποιεί για 
µία πρωτεΐνη µε 4010 αµινοξέα. Η συγκεκριµένη πρωτεΐνη χαρακτηρίζεται από την παρουσία 
διαφορετικών πρωτεϊνικών περιοχών µε ξεχωριστές λειτουργίες, οι οποίες εντοπίζονται σε διάφορες 
κατηγορίες πρωτεϊνών ποικίλων οργανισµών. Όσον αφορά τον κυτταρικό εντοπισµό της Fras1 (η 
οποία διαπιστώθηκε ότι είναι επιθηλιακής προέλευσης), αυτή ανιχνεύθηκε στον εξωκυττάριο χώρο 
της βασικής πλευράς των περισσότερων επιθηλίων, προς το µέρος του βασικού τους ελάσµατος, 
αλλά και στο εσωτερικό νευρικών και µυϊκών κυττάρων.  
Β) Την χαρτογράφηση του γονιδίου Fras1 στο χρωµόσωµα 5 του ποντικού και στη συντενική 
περιοχή του χρωµοσώµατος 4 στον άνθρωπο (4q13-q21). 
Γ) Τη δηµιουργία Fras1-/- ποντικών. Τα ποντίκια αυτά εµφανίζουν χαρακτηριστικές  υποεπιδερµικές 
φλύκταινες (φουσκάλες, Blisters), καθώς και µονόπλευρη ή αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία  κατά τη 
διάρκεια της εµβρυογένεσης. Τα µεταλλαγµένα ποντίκια Fras1-/-  που καταφέρνουν να επιβιώσουν, 
χαρακτηρίζονται από την συνένωση βλεφάρων στο ένα ή και στα δύο µάτια (κρυπτοφθαλµία), από 
ανωµαλίες στα άκρα που αρκετές φορές αφορούν συνδακτυλίες και από µονόπλευρη νεφρική 
αγενεσία ή µονόπλευρη/αµφίπλευρη νεφρική δυσπλασία. Παρουσιάζουν επίσης σκελετικά 
προβλήµατα και δυσµορφίες στην περιοχή του εγκεφάλου, καθώς και προβλήµατα σε διάφορα 
άλλα όργανα όπως στους πνεύµονες, στο ήπαρ και  στο έντερο.  
Τα κυριότερα συµπεράσµατα τα οποία προέκυψαν στα πλαίσια της συγκεκριµένης εργασίας είναι τα 
παρακάτω: 
- Η πρωτεΐνη Fras1, που αποτελεί ένα καινούργιο συστατικό της εξωκυττάριας ουσίας των 
περισσότερων επιθηλιακών κυττάρων, πιθανότατα συµµετέχει στη σταθεροποίηση των βασικών 
τους ελασµάτων. Πιο συγκεκριµένα στην περίπτωση του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, η 
Fras1 πιστεύεται ότι συµβάλλει στη συγκρότηση και στη συνάθροιση, ορισµένων τουλάχιστον, 
µακροµορίων της κατώτερης περιοχής του βασικού της ελάσµατος (το οποίο έρχεται σε επαφή µε 
τη δερµίδα), προσφέροντας το απαραίτητο δοµικό ικρίωµα για την τοποθέτηση τους. 
- Ο συσχετισµός των ποντικών Fras1-/-  µε τα ήδη υπάρχοντα  µεταλλάγµατα “blebbed’’ του 
ποντικού. Αυτός βασίστηκε α) στα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά της απενεργοποίησης του γονιδίου 
Fras1, που κυριολεκτικά αντιγράφουν το φαινότυπο που παρουσιάζουν τα µεταλλάγµατα “blebbed’’ 
(Darling and Gossler, 1994; Green MC, 1989), β) στη χαρτογράφηση τόσο του Fras1 όσο και της 
µεταλλαγής “blebbed’’ πλησίον του γενετικού τόπου Fgf5 στο χρωµόσωµα 5 του ποντικού, γ) στην 
απώλεια έκφρασης της Fras1 στα “blebbed’’ ποντίκια και δ) στην εύρεση µεταλλαγής στο Fras1 στα 
ποντίκια “blebbed’’ (McGregor L, et al., 2003).  
-  Η δηµιουργία µοντέλου εργασίας στον ποντικό, µε την απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1,   για 
το σύνδροµο Fraser. Το σύνδροµο αυτό αποτελεί µία σπάνια κληρονοµήσιµη ανθρώπινη ασθένεια 
µε κυρίαρχα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά την µερική ή ολική κρυπτοφθαλµία, την µερική 
συνδακτυλία και την µονόπλευρη ή αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία ή δυσπλασία (Slavotinek and 
Tifft, 2002). Στην διαπίστωση αυτή, που στηρίχτηκε στην υπόθεση ότι τα ποντίκια bleb σχετίζονται 
µε το σύνδροµο Fraser (Winter RM, 1988; Winter, RM 1990), συνέβαλλαν  τα παρόµοια 
χαρακτηριστικά των µεταλλαγµάτων Fras1-/- µε αυτά των ασθενών µε το σύνδροµο Fraser, καθώς 
και η εύρεση µεταλλαγών στο FRAS1 σε ασθενείς µε αυτό το σύνδροµο (McGregor L, et al., 2003). 
- Η απαρχή της αποκάλυψη της µοριακής βάσης του φαινοτύπου “blebbed’’ στον ποντικό και του 
συνδρόµου Fraser στον άνθρωπο, η οποία όπως προκύπτει από την παρούσα µελέτη, οφείλεται 
πιθανότατα σε ανωµαλίες της εξωκυττάριας ουσίας που υπόκειται των επιθηλίων.   
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I. ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΝΟΥΚΛΕΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ  
 
Ι.I Τεχνικές ανασυνδυασµού του DNA  
  
I.I.1 Τυποποιηµένες διαδικασίες χειρισµού του DNA  
 
Παρακάτω αναφέρονται οι  διαδικασίες που πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες του 
εργαστηριακού εγχειριδίου Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 2nd. Ed 
(Sambrook et al., 1989): 
1) Οι ενζυµατικοί χειρισµοί του DNA που περιλαµβάνουν αντιδράσεις πέψης µε ενδονουκλεάσες 
περιορισµού, υδρόλυσης των 5΄ ελεύθερων φωσφορικών οµάδων του µε το ένζυµο αλκαλική 
φωσφατάση (CIP), τροποποίησης των άκρων του µε DNA πολυµεράση I (Klenow fragment) και 
σύνδεσης µορίων DNA µε το ένζυµο T4 DNA λιγάση. 
2) Η διαδικασία που ακολουθείται για τον µετασχηµατισµό βακτηριακών στελεχών από 
πλασµιδιακές κατασκευές.  
3) Ο διαχωρισµός µορίων νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωµα αγαρόζης και σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµίδης. 
4) Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα. 
5) Η αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα,  µέσω της αλκαλικής λύσης σε 
συνδυασµό µε κατακρήµνιση από πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG-8000).  
6) Η ραδιοσήµανση µορίων DNA µε α[32P]-dATP και α[32P]-dCTP για την απόκτηση ραδιενεργών 
ανιχνευτών, µέσω της µεθόδου των τυχαίων εκκινητών (Random Priming).    
7) Η ραδιοσήµανση µονόκλωνων συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων µε γ[32P]-dATP, µε τη χρήση 
πολυνουκλεοτιδικής κινάσης Τ4. 
8) Η διαδικασία του Southern Blot. 
  
 
I.I.2 Προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας DNA  
 
Η εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας διαφόρων τµηµάτων DNA έγινε: 
1) Με τη µέθοδο Sanger (Sanger et al., 1977), η οποία αφορά τον τερµατισµό της αλυσίδας DNA 
µέσω της ενσωµάτωσης τριφωσφορικών δι-δεοξυνουκλεοτιδίων. Τα δείγµατα DNA που αναλύονται 
έχουν προηγουµένως κατεργαστεί µε Πρωτεϊνάση Κ για δύο ώρες στους 55°C. Η πρωτεϊνάση Κ 
δρα σε διάλυµα που περιέχει 0.02 % SDS, 100 mM NaCl, 50 mM Tris.HCl pH 7.5, 2 mM EDTA και 
χρησιµοποιείται σε συγκέντρωση 0.05 ng/µλ. 
2) Με το µηχάνηµα του αυτόµατου Sequencer ABI399 Prism°, στο εργαστήριο του Καθ. Κ.  Λούη. 
 
 
Ι.Ι.3 Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων 
 
Υλικά  
LB: 
10 g tryptone peptone 
8 g NaCl 
5 g εκχύλισµα ζύµης  
7.5 ml 1N NaOH 
 
∆ιαδικασία 
100 ml θρεπτικού διαλύµατος LB εµβολιάζεται µε 1/100 ολονύκτιας καλλιέργειας κύτταρων µέχρι η 
O.D των κυττάρων στα 560 nm να φτάσει την τιµή 0.36-0.44. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των 
κυττάρων στις 2.500 στροφές, για 10 λεπτά, στους 4°C, επαναδιάλυση σε 10 ml 50 mM CaCl2, 
επώαση στον πάγο για 30 λεπτά και επαναφυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες. Τελικά τα κύτταρα 
επαναδιαλύονται σε 10 ml διαλύµατος που περιέχει 50 mM CaCl2 και 10% γλυκερόλη και 
φυλάσσονται στους -80°C.  
 
Ι.Ι.4 Παρασκευή ηλεκτροδεκτικών κυττάρων  
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Υλικά 
LB: 
10 g tryptone peptone 
2 g NaCl 
5 g εκχύλισµα ζύµης  
pH 7.0 NaOH 
 
∆ιαδικασία 
Ακολουθείται ανάλογη πορεία µε τη διαδικασία παρασκευής επιδεκτικών κυττάρων, µόνο που τα 
κύτταρα επαναδιαλύονται σε παγωµένο Η20. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται 4-5 φορές. Οι 
φυγοκεντρήσεις πραγµατοποιούνται στις 4.000 στροφές, για 15 λεπτά, στους 4°C και τελικά τα 
κύτταρα επαναδιαλύονται σε  υδατικό διάλυµα 10 % γλυκερόλης.  
 
 
Ι.Ι.5 Μετασχηµατισµός ηλεκτροδεκτικών κυττάρων µε τη µέθοδο της παροχής 
ηλεκτρικού πεδίου (electroporation) 
 
Η διαδικασία που ακολουθείται για τον µετασχηµατισµό επιδεκτικών βακτηριακών στελεχών µε τη 
µέθοδο της παροχής ηλεκτρικού πεδίου, περιγράφεται στο εγχειρίδιο του ειδικού µηχανήµατος 
ECM399 (electroporator) της εταιρίας BTX και πραγµατοποιείται στα 1600 Volts. 
 
 
Ι.Ι.6 Αποµόνωση µορίων DNA από πήκτωµα αγαρόζης  
 
Η αποµόνωση µορίων DNA από πήκτωµα αγαρόζης πραγµατοποιείται µε διαδοχική ψύξη µε υγρό 
άζωτο και θέρµανση στους 70°C του τµήµατος της αγαρόζης που περιέχει το ζητούµενο τµήµα του 
DNA (διαδικασία που επαναλαµβάνεται 3-4 φορές). Ακολουθεί προσθήκη φαινόλης, επώαση στους 
70°C για 1-2 λεπτά και ισχυρή ανακίνηση. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται 2-3 φορές, για να 
ακολουθήσει ψύξη µε υγρό άζωτο και φυγοκέντρηση για 40 λεπτά, στους -4°C. Στην συνέχεια 
πραγµατοποιούνται εκχυλίσεις µε χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη και κατακρήµνιση του DNA µε 
αιθανόλη. 
 
 
Ι.ΙΙ Τεχνικές ανάλυσης RNA 
 
Ι.ΙΙ.1 Αποµόνωση RNA από ιστούς ή έµβρυα ποντικού   
 
Υλικά 
∆ιάλυµα D: 
4 M guanidium thiocyanate (θειοκυανική γουανιδίνη) 
25 mΜ κιτρικό νάτριο pH 7.0 
0.5 % Sarcosyl  
0.1 Μ µερκαπτοαιθανόλη 2 (η οποία προστίθεται πριν χρησιµοποιηθεί το διάλυµα D)  
Οξικό  νάτριο 2 Μ  pH 4.0  
Όξινη φαινόλη  
1xPBS 
RΝasin:40 U/λ (Promega) 
(Όλα τα διαλύµατα φυλάσσονται στους 4°C) 
 
∆ιαδικασία 
 Όλα τα παρακάτω βήµατα πραγµατοποιούνται στο πάγο, έτσι ώστε να µειωθεί η δράση  των 
ριβονουκλεασών.  
-Αποµόνωση του εµβρύου ή του ιστού και ξέπλυµα πολλές φορές µε 1xPBS.  
-Στην περίπτωση εµβρύου ηµέρας 15.5 (Ε15.5) οµογενοποιούµε το έµβρυο (µε µηχανικό 
οµογενοποιητή) σε 5 ml διαλύµατος D.  
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-Στην συνέχεια προστίθεται 0.5 ml οξικού οξέος, 5 ml όξινης φαινόλης και λίγο περισσότερο από 1 
ml διαλύµατος που περιέχει χλωροφόρµιο και ισοαµυλική αλκοόλη σε αναλογία 24:1. Μετά από 
κάθε προσθήκη ακολουθεί ανακίνηση, που στο τελευταίο στάδιο διαρκεί τουλάχιστον 2 λεπτά.  
-Το µείγµα αφήνεται στον πάγο για 15 λεπτά και στη συνέχεια φυγοκεντρείται στις     
3200 rpm, για 20 λεπτά. 
-Ακολούθως προστίθεται µείγµα ουδέτερης φαινόλης:χλωροφορµίου:ισοαµυλικής    

      αλκοόλης σε αναλογία 25:24:1, πραγµατοποιείται ανακίνηση  για 2 τουλάχιστον λεπτά     
      και φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες µε προηγουµένως. 

-Το RNA  κατακρηµνίζεται µε προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης, επώαση στους –20° C για 
περισσότερο από µία ώρα και  φυγοκέντρηση για 20-30 λεπτά,  στους 4°C, στις 10.000 rpm. 

      -Το ίζηµα ξεπλένεται µε 75 % αιθανόλη και τελικά επαναδιαλύεται σε 30-200 µλ διπλά   
κλιβανισµένου νερού. Στο διάλυµα προστίθεται και RΝasin, σε ποσοστό 0.2 % και  

      φυλάσσεται στους –20°C. 
 

 
(Reference: Chomozynski et al., 1987) 
 
 
Ι.ΙΙ.2 Παρασκευή cDNA µε τη χρήση της αντίστροφης µεταγραφάσης και RT-
PCR 
  
Υλικά 
5xRT-buffer: 
250 mM Tris pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2, 50 mM DTT 
εκκινητές (100 ng/µλ): 
τυχαία εξαµερή  
µείγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων (20 mM): 
5 mM dCTP 
5 mM dATP  
5 mM dTTP 
5 mM dGTP  
Αντίστροφη µεταγραφάση (M-MLV, Promega 200 U/µλ)  
 
∆ιαδικασία 
-Αναµιγνύονται:   
1 µg RNA 
10 µλ 5xRT-buffer 
3 µλ εκκινητών  
10 µλ µείγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων 
Η2Ο µέχρι τελικό όγκο 49 µλ 
-Το παραπάνω µείγµα επωάζεται στους 65°C, για 5 λεπτά και αφήνεται στη συνέχεια  σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά.  
 -Στη συνέχεια προστίθεται 1 µλ αντίστροφης µεταγραφάσης και το µείγµα επωάζεται στους 37°C 
για 45 λεπτά. 
Ακολουθεί PCR: 
Οι ποσότητες και οι όγκοι που χρησιµοποιούνται είναι οι ίδιες µε αυτές που χρησιµοποιούνται για 
την ανίχνευση του αλληλοµόρφου αγρίου τύπου του γονιδίου Fras1 (κύττα V.II), µε τη διαφορά ότι 
στη συγκεκριµένη περίπτωση η ποσότητα της µήτρας (template) που χρησιµοποιείται είναι 2 µλ 
από το µείγµα της παραπάνω αντίδρασης.  Παροµοίως οι συνθήκες για το PCR είναι ανάλογες µ΄ 
αυτές που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση του αλληλοµόρφου αγρίου τύπου του γονιδίου 
Fras1, µε εξαίρεση τη θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών µε τη µήτρα, που καθορίζεται 
από τη θερµοκρασία τήξης τους (melting temperature Tm). 
 
Ι.ΙΙ.3 Εύρεση των µεταγράφων του γονιδίου Fras1 µε τη µέθοδο του Northern 
Blot  
 
Η µεµβράνη η οποία χρησιµοποιήθηκε είναι από την CLONTECH (Mouse Embryo Multiple Tissue 
Northern MTN™ Blot). H µεµβράνη αυτή περιέχει poly A+ RNA από έµβρυα 7, 11, 15 και 17 
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ηµερών. Οι συνθήκες υβριδοποίησης έγιναν µε βάση το πρωτόκολλο της CLONTECH 
(Hybridization of cDNA probes to MTN Blots). 
Οι ανιχνευτές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν είναι: 
Α) Το κοµµάτι του cDNA του Fras1 µεγέθους 896 bp,  από 1291-2187 bp. 
Β) Το κοµµάτι του cDNA του Fras1 µεγέθους 750 bp, από 3.533-4.290 bp. 
Τα τµήµατα αυτά του cDNA σηµάνθηκαν ραδιενεργά µε την µέθοδο των   τυχαίων εκκινητών 
(Random Priming). 
 
 
II. ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΦΑΓΙΚΩΝ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΩΝ  
  
Οι βιβλιοθήκες που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 
 α) Μια βιβλιοθήκη cDNA (home made) η οποία περιέχει ενθέµατα cDNA µεγέθους 1-4 Kb 
κλωνοποιηµένα σε φαγικούς φορείς. Συγκεκριµένα οι κλώνοι cDNA της βιβλιοθήκης αυτής 
προκύπτουν µέσω της δράσης του ενζύµου της αντίστροφης µεταγραφάσης, η οποία χρησιµοποιεί 
σαν καλούπι RNA που έχει αποµονωθεί από τον εγκέφαλο εµβρύου ποντικού ηµέρας 14.5 και τόσο 
τυχαίους, όσο και oligodTTT εκκινητές. Τα κοµµάτια cDNA που προκύπτουν µ’ αυτόν τον τρόπο 
υφίστανται κατεργασία µε πολυµεράση Klenow, ώστε να παρουσιάζουν λεία άκρα και στη συνέχεια 
συνδέονται σε κάθε άκρο τους µε τµήµατα DNA που ονοµάζονται αλληλουχίες σύνδεσης (linkers). 
Στη συγκεκριµένη περίπτωση οι αλληλουχίες αυτές περιλαµβάνουν τις περιοριστικές θέσεις για τα 
ένζυµα EcoRI και NotI (η περιοριστική θέση NotI εντοπίζεται εξωτερικά της EcoRI). Οι κλώνοι cDNA 
στη βιβλιοθήκη αυτή (µεγέθους 1-4 Kb) είναι κλωνοποιηµένοι στο φαγικό φορέα λExCell EcoRI/CIP 
στη θέση EcoRI. Ο φορέας αυτός έχει µέγεθος 45.5 Kb, προέρχεται  από ένα φορέα λ charon, ο 
οποίος έχει τροποποιηθεί κατάλληλα έτσι ώστε να περιέχει ένα εσωτερικό γραµµοποιηµένο 
φαγεµιδιακό φορέα και µπορεί να µολύνει κύτταρα E.coli της κατηγορίας NM522, NP66 ή LE392 
(εικ.1). 
 Τονίζουµε ότι το στέλεχος  NP66, περιέχοντας τις απαραίτητες βοηθητικές πρωτεΐνες, διευκολύνει 
την in vivo απελευθέρωση ενός κυκλικού αυτόνοµα αντιγραφόµενου φαγεµιδίου, του pExCell. Η in 
vivo αποκοπή του φαγεµιδίου πραγµατοποιείται µέσω τοποειδικού ανασυνδυασµού µεταξύ των 
θέσεων attL και attR, οι οποίες περιβάλλουν το φαγεµίδιο στον φαγικό φορέα. Οι βοηθητικές 
πρωτεΐνες του στελέχους NP66 βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο ενός θερµοεπαγόµενου υποκινητή, 
µε αποτέλεσµα η αποκοπή να πραγµατοποιείται  µόνο όταν µετά την διαµόλυνση των κυττάρων 
NP66 από τον φάγο λExCell αυτά µεγαλώνουν στους 39˚C (Sambrook, et al., Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 2nd. Ed.1989). 
β) Μία γενωµική βιβλιοθήκη η οποία περιλαµβάνει ενθέµατα γενωµικού DNA που έχει αποµονωθεί 
από πολυδύναµα προγονικά κύτταρα ποντικού του στελέχους Sv129 (129/OLA genomic library). Τα 
τµήµατα του γενωµικού DNA έχουν προκύψει από µερική πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο Sau3A 
και έχουν κλωνοποιηθεί στον φαγικό φορέα λGEMTM-12vector (που προσφέρθηκε από τον Anton 
Berns), στην περιοριστική θέση  NotI. Σε κάθε ένθεµα έχει προστεθεί εκατέρωθεν συνδέτης που 
αποτελείται από τα περιοριστικά ένζυµα XmaI, BamHI, SacII, EcoRI, NotI (µε κατεύθυνση  από το 
ένθεµα προς τον φορέα). Ο φορέας αυτός µολύνει µεταξύ άλλων και κύτταρα E.coli του τύπου 
LE392 και µπορεί να δεχτεί ενθέµατα µεγέθους 9-23 Kb. 
 
 
II.I Ετοιµασία τρυβλίων για άπλωµα βιβλιοθήκης 
 

Υλικά 
1 lt NZY: 
 5 g NaCl, 2 g MgSO4.7H2O, 2 g Yeast Extract, 10 g NZ Amine (casein hydrolysate), 4.5 ml 1N 
NaOH pH 7.5, 15 g agar ή 7 g αγαρόζη για Top agarose 
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Εικ. 1: Φαγικός  φορέας  λ Excell  και in vivo αποκοπή του φαγεµιδίου 
Στο σχήµα απεικονίζεται ο φαγικός φορέας λ Excell, µε τις χαρακτηριστικές αµινοξικές περιοχές του και µερικές 
µοναδιαίες περιοριστικές θέσεις, το φαγεµίδιο που προκύπτει µε αποκοπή ύστερα από ανασυνδυασµό µεταξύ 
των θέσεων attR και attL, καθώς και η θέση εισαγωγής των κλώνων cDNA. 
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∆ιαδικασία 
-Χρησιµοποιούνται τρυβλία διαστάσεων 24x24. 
-Σε κάθε τρυβλίο προστίθενται 300 ml θρεπτικού µέσου NZY. 
-Τα τρυβλία παραµένουν ολονυκτίως σε θερµοκρασία δωµατίου. 
 

II.II Άπλωµα φαγικής βιβλιοθήκης 
  
Υλικά 
1 lt LB:  
8 g NaCl, 10 g Bacto-Tryptone, 5 g Yeast Extract, 7.5 ml 1N NaOH 
1 lt NZY: 
 5 g NaCl, 2 g MgSO4.7H2O, 5 g Yeast Extract, 10 g NZ Amine (casein hydrolysate), 4.5 ml 1N 
NaOH pH 7.5 
1 lt SM: 
 5.8 g NaCl, 2 g MgSO4.7H2O, 50 ml 1 M Tris-HCl pH 7.5, 100 mg ζελατίνη ή 5 ml από διάλυµα 2 % 
ζελατίνης  
Top agarose: 
1 lt NZY, 7 g αγαρόζη, 20 % Μαλτόζη, 1 M MgSO4 
  
  ∆ιαδικασία 
-Oλονύκτια επώαση κυττάρων NM522, σε θρεπτικό µέσο LB που περιέχει 0.2 % Μαλτόζη και 10 
mM MgSO4, ή εναλλακτικά κυττάρων LE392, σε θρεπτικό µέσο NZY που περιέχει 0.2 % Μαλτόζη. 
Και στις δυο περιπτώσεις η επώαση πραγµατοποιείται στους 37°C.  
-Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 1000 στροφές, για 10 λεπτά, στους 4°C  και το ίζηµα των 
κυττάρων διαλυτοποιείται σε διάλυµα 10 mM MgSO4, όγκου ίσου µε το  µισό του  όγκου της 
ολονύκτιας κυτταρικής καλλιέργειας. 
-Στην περίπτωση της βιβλιοθήκης cDNA, ακολουθεί  επώαση 3 ml κυττάρων NM522 µε 13.3 µλ 
βιβλιοθήκης, αραιωµένης 1/100, στους 37°C, για 20 λεπτά. Σηµειώνεται ότι έχει προηγηθεί 
τιτλοδότηση της βιβλιοθήκης, η οποία έδειξε ότι 13.3 µλ, από 1/100 αραίωση, περιέχουν περίπου 
200.000 φάγους.  
Ανάλογα, στην περίπτωση της γενωµικής βιβλιοθήκης, που η τιτλοδότηση έδειξε ότι 1 µλ περιέχει 
περίπου 28.000 φάγους, επωάζονται 3 ml LE392 µε 7 µλ γενωµικής βιβλιοθήκης, στους 37°C, για 
20 λεπτά. 
-Στη συνέχεια το παραπάνω µίγµα ανακατεύεται µε 30 ml Top agarose και απλώνεται σε τρυβλίο 
24x24. Και στις δύο περιπτώσεις βιβλιοθηκών χρησιµοποιούνται συνολικά 800.000 φάγοι, οι οποίοι 
µοιράζονται σε τέσσερα πιάτα. 
-Ακολουθεί επώαση στους 37°C. 
  

 
II.III Μεταφορά των φαγικών πλακών σε µεµβράνες  
 
Υλικά 
∆ιάλυµα αποδιάταξης:  
0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl 
∆ιάλυµα ουδετεροποίησης: 
0.5 M Tris-Cl pH 7.4, 1.5 M NaCl 
 

∆ιαδικασία 
-Οι µεµβράνες τοποθετούνται προσεκτικά στα τρυβλία. 
-Αφήνονται για 2 λεπτά και µαρκάρονται µε τη βοήθεια βελόνης.  
-Στη συνέχεια υφίστανται κατάλληλη επεξεργασία  που περιλαµβάνει: 
 α) εµβάπτισµα σε διάλυµα αποδιάταξης για 2 λεπτά 
 β) εµβάπτισµα σε διάλυµα ουδετεροποίησης για 5 λεπτά και 
 γ) ξέπλυµα των µεµβρανών µε 2xSSC  
-Ακολουθεί µονιµοποίηση του DNA µε  υπεριώδη διασύνδεση (U.V-crosslinking) 
 
II.IV Προυβριδοποίηση/Υβριδοποίηση και πλυσίµατα των µεµβρανών 
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Υλικά 
∆ιάλυµα Προυβριδοποίησης/Υβριδοποίησης: 
 3xSSC, 0.1 % SDS, 10x Denhard’s (100x:2 %BSA, 2 %Ficoll 400, 2 % polyvinyl pyrrolidone), 75 µg/ml 
salmon sperm DNA 
∆ιαλύµατα για τα πλυσίµατα των µεµβρανών: 
∆ιάλυµα Ι:   3xSSC, 0.1 %SDS 
∆ιάλυµα ΙΙ:  0.3xSSC, 0.1 %SDS 
∆ιάλυµα ΙΙΙ: 0.1xSSC, 0,1 %SDS 
 
∆ιαδικασία 
-Οι µεµβράνες  ξεπλένονται µε διάλυµα που περιέχει 0.3xSSC και 0.1 %SDS.  
-Ακολουθεί η διαδικασία της προϋβριδοποίησης. Οι µεµβράνες εµβαπτίζονται µε το διάλυµα 
προϋβριδοποίησης, για 2 ώρες τουλάχιστον. 
-Στη συνέχεια υβριδοποιούνται µε το διάλυµα υβριδοποίησης, το οποίο είναι ίδιο µε το διάλυµα 
προϋβριδοποίησης, µε τη διαφορά ότι περιέχει και τον κατάλληλο ραδιενεργό ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής έχει 
προηγουµένως αποδιαταχθεί στους 100°C, για 5 λεπτά. Η διαδικασία της υβριδοποίησης διαρκεί όλη νύχτα. 
-Τα πλυσίµατα των µεµβρανών πραγµατοποιούνται µε τα  διαλύµατα Ι,ΙΙ,ΙΙΙ.  Το ξέπλυµα µε κάθε διάλυµα 
γίνεται τρεις φορές, για 10 λεπτά κάθε φορά. 
-Τελικά οι µεµβράνες εκθέτονται σε φίλµ αυτοραδιογραφίας. 
 
 
II.V Συλλογή των  κατάλληλων πλακών 
 
-Οριοθετούµε τα φιλµ πάνω στις µεµβράνες και στη συνέχεια πάνω στα πιάτα, έτσι ώστε να συλλεχθούν τα 
τµήµατα των πιάτων που αντιστοιχούν στα σήµατα των φιλµ. 
-Το τµήµα του περιεχοµένου του πιάτου που συλλέγεται, τοποθετείται σε διάλυµα SM που περιέχει 0.6 % 
CHCl3. Η εκχύλιση αυτή πραγµατοποιείται συνήθως όλη νύχτα στους 4°C. 
Η παραπάνω διαδικασία ανίχνευσης επαναλαµβάνεται άλλες τρεις ή τέσσερις φορές. Κάθε φορά 
πραγµατοποιείται ανάµιξη συγκεκριµένου αριθµού φάγων µε 350 µλ βακτηρίων  και επώαση σε µικρότερα 
τρυβλία µαζί µε 3 ml Top agarose, µέχρι να είναι δυνατή η συλλογή µιας µοναδιαίας φαγικής πλάκας που θα 
περιέχει µόνο τον ζητούµενο κλώνο. 
 
 
II.VI  Αποµόνωση φαγικού γενωµικού από υγρή καλλιέργεια 
 
 Υλικά  
∆ιάλυµα δράσης πρωτεϊνάσης Κ: 
100 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA, 0.5 %SDS, 200 mM NaCl, 400 ng/µλ πρωτεϊνάση Κ  
50 mM CaCl2 
1 M MgCl2 
NZY 
SM 
CHCl3 
RNase (10 µg/µλ) 
DNase (10 µg/µλ) 
40 % PEG 6000) 
5 M NaCl 
TE 
Ισοπροπανόλη/οξικό αµµώνιο: 
(σε αναλογία, 416 ml ισοπροπανόλη/83 ml οξικό αµµώνιο, συγκέντρωσης 5 Μ) 
 
∆ιαδικασία 
-Από τρυβλίο, το οποίο είναι γεµάτο µε φαγικές πλάκες που περιέχουν τον ίδιο κλώνο, συλλέγουµε 
κατάλληλη περιοχή και την εµβαπτίζουµε σε 300 µλ διαλύµατος  SM που περιέχει και 20 µλ CHCl3. 
-Οι  φάγοι εκλούονται ολονυκτίως στους 4°C και ετοιµάζεται ολονύκτια καλλιέργεια των κατάλληλων 
βακτηριακών κυττάρων.  
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-Την επόµενη µέρα επωάζονται, 100 µλ της ολονύκτιας βακτηριακής καλλιέργειας µε 100 µλ από το 
διάλυµα έκλουσης των φάγων και 100 µλ διαλύµατος που περιέχει 5 mM CaCl2 και 5 mM MgCl2, 
στους 37°C, για 15 λεπτά. 
-Στη συνέχεια εµβολιάζονται 17 ml διαλύµατος NZY µε 100 µλ από το παραπάνω µίγµα και 
ακολουθεί επώαση στους 37°C, µέχρι να  λάβει   χώρα η λύση των βακτηριακών κυττάρων. 
-Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 9000 στροφές, για 30 λεπτά, ώστε να αποµακρυνθούν τα 
βακτηριακά κύτταρα. Στο υπερκείµενο διάλυµα  προστίθενται NaCl (σε όγκο ίσο µε το 1/4 του 
υπερκείµενου) και  το µίγµα φυγοκεντρείται στις ίδιες στροφές.  
-Έπειτα προστίθενται PEG, σε όγκο ίσο µε το 1/3  του προηγούµενου διαλύµατος και  το µίγµα 
επωάζεται για µία µε δυο ώρες στον πάγο. 
-Το µίγµα φυγοκεντρείται στις 9000 στροφές, για 30 λεπτά και το ίζηµα που προκύπτει 
επαναδιαλύεται  σε 700 µλ διαλύµατος πρωτεϊνάσης Κ. Ακολουθεί επώαση στους 50°C για 45 
λεπτά.     
-Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται εκχυλίσεις µε φαινόλη/CHCl3/ισοαµυλική αλκοόλη και  
κατακρήµνιση µε ισοπροπανόλη/οξικό αµµώνιο.  
-Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε περίπου 500 µλ ΤΕ και επωάζεται για 30 λεπτά. στους 37°C µε RNase 
συγκέντρωσης 100 µg/ml. 
-το διάλυµα που προκύπτει εκχυλίζεται µε φαινόλη/CHCl3/ισοαµυλική αλκοόλη, το DNA 
κατακρηµνίζεται µε αιθανόλη και οξικό αµµώνιο και τελικά  επαναδιαλύεται σε 50 µλ ΤΕ. 
 
 
III. ΦΥΣΙΚΗ ΧΑΡΤΟΓΡΑΦΗΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙ∆ΙΟΥ Fras1 ΚΑΙ FRAS1 ΜΕ ΤΗ 
ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΣΗ ΥΒΡΙ∆ΙΩΝ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
 
III.I Χαρτογράφηση του Fras1 στο γονιδίωµα του ποντικού 
 
Τα ζευγάρια των εκκινητών που χρησιµοποιούνται είναι: 
Α) pr3, pr5  
Β) pr3, pr6 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται: 
50 ng DNA 
300 ng από κάθε εκκινητή. 
1.5 mM MgCl2 
250 µM dNTPs 
Οι συνθήκες αντίδρασης είναι: 
Αποδιάταξη  στους 94oC για 5 λεπτά 
35 κύκλοι µε κάθε κύκλο να περιλαµβάνει:  
α)Υβριδοποίηση στους 60oC για 90 δευτερόλεπτα. 
β)Επέκταση στους 72oC για 2 λεπτά. 
γ)Αποδιάταξη στους 94oC για 1 λεπτό. 
Επέκταση στους 72oC για 10 λεπτά. 
 
 
ΙII.II Χαρτογράφηση του FRAS1 στο γονιδίωµα του ανθρώπου 
 
Οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται είναι οι  pr13, pr16. 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται: 
50 ng DNA 
300 ng από κάθε εκκινητή. 
1.5 mM MgCl2 
250 µM dNTPs 
Οι συνθήκες αντίδρασης είναι: 
Αποδιάταξη  στους 94oC για 5 λεπτά 
35 κύκλοι µε κάθε κύκλο να περιλαµβάνει:  
α)Υβριδοποίηση στους 60oC για 90 δευτερόλεπτα. 
β)Επέκταση στους 72oC για 2 λεπτά. 
γ)Αποδιάταξη στους 94oC για 1 λεπτό. 
Επέκταση στους 72oC για 10 λεπτά. 
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IV. ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΟΜΟΛΟΓΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΟΥ ΣΤΑ ΠΟΛΥ∆ΥΝΑΜΑ 
ΠΡΟΓΟΝΙΚΑ ΚΥΤΤΑΡΑ  
 
IV.I Αποµόνωση γενωµικού DNA από τα πολυδύναµα προγονικά κύτταρα  
 
Υλικά 
∆ιάλυµα λύσης: 
100 mM  Tris.HCl pH  8.5, 5 mM  EDTA, 0.2 % SDS, 200 mM  NaCl, 100 µg/ml Πρωτεϊνάση K 
TE: 
10 mM  Tris.HCl pH  8.0, 1 mM  EDTA 
 
∆ιαδικασία 
-Όταν τα πολυδύναµα προγονικά κύτταρα (ES) πυκνώσουν, αφαιρείται το θρεπτικό τους υλικό και 
προστίθενται 500 µl διαλύµατος λύσης. Στη συνέχεια το µείγµα µεταφέρεται σε σωληνάρια τύπου 
eppendorf. 
-Ακολουθεί ολονύκτια ανακίνηση στους 37oC ή στους 55oC, για 2-3 ώρες. 
-Τελικά το γενωµικό DNA των κυττάρων ES κατακρηµνίζεται µε ισοπροπανόλη και επαναδιαλύεται  
σε 50 µl TE. 
 
 
IV.II Ταυτοποίηση του οµόλογου ανασυνδυασµού µε τη µέθοδο του Southern 
Blot  
  
-Πραγµατοποιείται πέψη του γενωµικού DNA κάθε κλώνου µε τα περιοριστικά ένζυµα ApaI  και ClaI 
αναµιγνύοντας: 
7.5 µg γενωµικού DNA 
5 µg BSA 
2.5 µl ApaI (5 units/µλ) 
2.5 µl ClaI (5 units/µλ) 
-Οι πέψεις ηλεκτροφορούνται ολονυκτίως σε πήκτωµα αγαρόζης.  
-Ακολουθεί η διαδικασία του Southern Blot  και υβριδοποίηση. 
 
 
IV.III Ταυτοποίηση του οµόλογου ανασυνδυασµού µε τη µέθοδο PCR  
 
Οι εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιούνται είναι ο pr1 και ο pr2. 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται: 
-250 ng DNA από κάθε κλώνο κυττάρων ES  
-300 ng από κάθε εκκινητή 
-2 mM MgCl2 
-350 µm dNTPs 
-3 units ενζύµου Taq polymerase (Minotech) 
Οι συνθήκες αντίδρασης είναι: 
Αποδιάταξη στους 94oC για 5 λεπτά 
30 κύκλοι µε κάθε κύκλο να περιλαµβάνει: 
α)Υβριδοποίηση των εκκινητών στους 63oC για 90 δευτερόλεπτα.  
β) Επέκταση στους 72oC για 4 λεπτά. 
γ)Αποδιάταξη στους 94oC για 1 λεπτό. 
Επέκταση στους 72oC για 10 λεπτά. 
 
 
 
 
 
V. ΓΟΝΟΤΥΠΙΚΗ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΠΟΝΤΙΚΩΝ 
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V.I Αποµόνωση γενωµικού DNA από ουρές ποντικών  
 
Υλικά 
∆ιάλυµα λύσης: 
100 mM Tris.HCl pH 7.5 
5 mM EDTA 
10 % SDS 
5 M NaCl 
200 µg/ml Πρωτεϊνάση Κ 
 
∆ιαδικασία 
-Οι ουρές επωάζονται ολονυκτίως στους 55oC, σε 300 µl διαλύµατος λύσης.  
-Ακολουθεί φυγοκέντρηση, αφαίρεση του υπερκείµενου και κατακρήµνιση του DNA µε 
ισοπροπανόλη. 
-Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε 50-100 µl διαλύµατος που περιέχει 10 mM  Tris.HCl pH  8.0 και  0.1 
mM  EDTA. 
 
 
V.II Ταυτοποίηση του αλληλοµόρφου αγρίου τύπου του Fras1 
 
Τα ζευγάρια των εκκινητών που χρησιµοποιούνται είναι: 
Α) pr3, pr5  
Β) pr3, pr6  
Γ) pr4, pr5 
∆) pr4, pr6 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται: 
50 ng DNA 
230 ng από κάθε εκκινητή. 
1.5 mM MgCl2 
250 µM dNTPs 
Οι συνθήκες αντίδρασης είναι: 
Αποδιάταξη στους 94oC για 5 λεπτά 
35 κύκλοι µε κάθε κύκλο να περιλαµβάνει: 
α)Υβριδοποίηση των εκκινητών στους 64oC  για 90 δευτερόλεπτα. 
β)Επέκταση στους 72oC για 2 λεπτά. 
γ)Αποδιάταξη στους 94oC για 1 λεπτό. 
Επέκταση στους 72oC για 10 λεπτά. 
 
 
V.III Ταυτοποίηση του  µεταλλαγµένου αλληλοµόρφου του Fras1 
 
Τα ζευγάρια των εκκινητών που χρησιµοποιούνται είναι: 
Α) pr7, pr8 
Β) pr9, pr10  
Γ) pr11, pr12 
Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιούνται: 
50 ng DNA 
300 ng από κάθε εκκινητή. 
1.5 mM MgCl2 
250 µM dNTPs 
Οι συνθήκες αντίδρασης είναι: 
Αποδιάταξη  στους 94oC για 5 λεπτά. 
35 κύκλοι για το ζευγάρι εκκινητών Γ), 35 κύκλοι για το ζευγάρι εκκινητών Β) και 32 κύκλοι για το 
ζευγάρι εκκινητών Α), µε κάθε κύκλο να περιλαµβάνει: 
α)Υβριδοποίηση στους 60oC, για το ζευγάρι εκκινητών Γ) και  στους 68oC, για το ζευγάρι εκκινητών 
Α) και Β),  για 1 λεπτό. 
β)Επέκταση στους 72oC για 2 λεπτά. 
γ)Αποδιάταξη στους 94oC για 1 λεπτό 
Επέκταση στους 72oC για 10 λεπτά 
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VI. ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ  
 
Η διαδικασία παρασκευής των πολυκλωνικών αντισωµάτων για το γονίδιο Fras1 περιγράφεται 
αναλυτικά στην εργασία του µεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης.  
 
 
VI.I ∆ιαδικασία καθαρισµού των πολυκλωνικών αντισωµάτων 
  
 Υλικά 
∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης (Running buffer) (10x, 1lt): 
30 g Tris 
144 g  Γλυκίνη  
10 g  SDS 
pH 8-8.3 
∆ιάλυµα Ponceau: 
20 ml Ponceau S concentrate Sigma P7767 σε 180 ml H2O ή 0.2 % Ponceau  σε 3 % (w/v) TCA 
TBS buffer: 
20 mM Tris pH 7.5 
150 mM  NaCl 
Blocking solution (∆ιάλυµα Παρεµπόδισης): 
1X TBS 
5 % ξηρή σκόνη γάλακτος ή 3 % BSA  
0.2 M Glycine-HCl pH 2.5 
0.2 M Glycine-HCl pH 1.9 
1 M Tris pH  8.0 
Transfer buffer (∆ιάλυµα µεταφοράς) (4 lt): 
50 mM Tris  
380 mM Γλυκίνη  
0.1 % SDS  
20 % Μεθανόλη  
Sample buffer (∆ιάλυµα δείγµατος) (5x, 100 ml): 
50 ml γλυκερόλη 
10 g  SDS 
30 ml  1M Tris pH 6.8 
1 ml   µερκαπτοαιθανόλη-β 
0.005 %  µπλέ βρωµοφαινόλη 
 
∆ιαδικασία 
-Φυγοκέντρηση 10 ml κυτταρικής καλλιέργειας,  στην οποία έχει εκφραστεί το πεπτίδιο το οποίο 
χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή των αντισωµάτων, ύστερα από επαγωγή µε IPTG.  
-Σε 12.5 % πήκτωµα πολυακρυλαµίδης αναλύεται διαλυτοποιηµένο σε 2.5x Sample buffer το ίζηµα 
των παραπάνω κυττάρων. Μαζί µε το δείγµα φορτώνεται και προχρωµατισµένος πρωτεϊνικός 
δείκτης (prestain marker). Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 200 Volts, για 40 περίπου 
λεπτά. 
-Στη συνέχεια υφίσταται ηλεκτροφορητική µεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 
Η διαδικασία  αυτή γίνεται στα 300 mA, για µία ώρα και υπό ανάδευση.  
-Ακολουθεί επώαση  της  µεµβράνης  της νιτροκυτταρίνης µε Ponceau για 5-10 λεπτά και κόψιµο 
της ζώνης του υπερεκφραζόµενου πεπτιδίου. 
-Η ζώνη της νιτροκυτταρίνης επωάζεται στο διάλυµα παρεµπόδισης για 30 λεπτά, µε ήπια 
ανάδευση. 
-Η µεµβράνη ξεπλένεται  µε διάλυµα TBS (3 φορές και για 10 λεπτά κάθε φορά) και επωάζεται µε 
τον ορό που θέλουµε να καθαρίσουµε, για 90 λεπτά, µε ήπια ανακίνηση.  
-Ο ορός συλλέγεται ενώ η µεµβράνη ξεπλένεται µε διάλυµα TBS (3 φορές και  για 5 λεπτά κάθε 
φορά). 
-Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάζεται µε διάλυµα γλυκίνης 0.2 M pH2.5 (ίσου όγκου µε τον όγκο του 
ορού που χρησιµοποιήθηκε), για 5 λεπτά. Σ’ αυτές τις όξινες συνθήκες ξεκολλάει το µεγαλύτερο 
µέρος του αντισώµατος που προσδέθηκε στη µεµβράνη. Ο ορός που συλλέγεται ανακατεύεται µε 
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ίσο όγκο κρύου διαλύµατος 1M Tris pH 8-8.8 και  το µίγµα φυλάσσεται αµέσως στους –20oC µε την 
προσθήκη BSA τελικής συγκέντρωσης 1 %.  
-Η µεµβράνη ακολούθως επωάζεται κατά τον ίδιο τρόπο µε διάλυµα  γλυκίνης 0.2 M pH 1.9 και το 
διάλυµα που συλλέγεται αναµιγνύεται  µε το ίδιο διάλυµα Tris. 
 
 
References: 
1) Roth, J., Lentze, M., J. and Berger, E., G., (1985), J. Cell Biol., 100, 118-125. 
2) Burke, B. et al., (1982), EMBO J., 1, 1621-1628. 

3)Towbin et al., P.N.A.S, (1976),76, 4350 
4) Bio-Rad Instruction manual, Mini trans-blot Electrophoretic transfer cell) 
 
 
VII. ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ 
 
VII.I Μονιµοποίηση δειγµάτων 
 
Υλικά 
PBS (Phosphate-buffered saline-φωσφορικό άλας) (10x): 
1.5 M NaCl 0.4 M Na2HPO4, 0.05 M NaH2PO4 pH 7.4 
PFA (Paraformaldehyde-Παραφορµαλδεϋδη 4 %): 
40 gr PFA διαλύονται σε 1x PBS (προθερµασµένο στους 60oC). Το µείγµα ανακατεύεται ήπια στους 
58-60oC, µέχρι να διαλυθεί. Στην περίπτωση που το µείγµα δεν διαλύεται γρήγορα προστίθενται 
µερικές σταγόνες NaOH συγκέντρωσης 1 M µέχρι να γίνει διαυγές. Το pH του διαλύµατος πρέπει να 
είναι 7.4-7.6. Το διάλυµα φιλτράρεται και  φυλάσσεται στους –20oC. 

 
∆ιαδικασία 
-Τα δείγµατα µονιµοποιούνται σε 4 % PFA, στους 4oC, µε ήπια ανακίνηση. Ο χρόνος 
µονιµοποίησης εξαρτάται από το µέγεθος των δειγµάτων. Όσο µεγαλώνει το µέγεθος των 
δειγµάτων µεγαλώνει και ο χρόνος παραµονής σε κάθε διάλυµα. (Π.χ για έµβρυα ηµέρας 13.5-14.5 
ο χρόνος ανακίνησης διαρκεί όλη νύχτα.) 
-Ακολουθούν ξεπλύµατα µε ισοτονικό διάλυµα 1x PBS για 1-3 ώρες, ανάλογα µε το µέγεθος των 
δειγµάτων. 
 
 
VII.II ∆ιαδικασία έγκλισης δειγµάτων σε παραφίνη 
 
Υλικά 
NaCl: 0.86 % 
Ξυλένιο ή Neo-clear 
Παραφίνη  
Αιθανόλη 
 
∆ιαδικασία 
Για έµβρυα ηµέρας 13.5-14.5 ακολουθούνται τα παρακάτω βήµατα: 
-Μετά την µονιµοποίηση τα δείγµατα ξεπλένονται µε διάλυµα NaCl  για 1-3 ώρες. 
-Στη συνέχεια πραγµατοποιείται σταδιακή αφυδάτωση των δειγµάτων µε ξεπλύµατα σε: 
α)30 % αιθανόλη για 1-3 ώρες (δύο φορές) 
β)50 % αιθανόλη για 1-3 ώρες  (δύο φορές) 
γ)70 % αιθανόλη για 2-6 ώρες (συνήθως το στάδιο αυτό πραγµατοποιείται όλη νύχτα, µε µία 
αλλαγή)  
δ)95 % αιθανόλη για 1-2 ώρες (δύο φορές)  
ε)100 %  απόλυτη αιθανόλη για 2-3 ώρες (δύο φορές) 
-Ακολουθεί η διαδικασία της διαύγασης, κατά την οποία τα δείγµατα εµποτίζονται σε ξυλένιο για 2-3 
ώρες (δύο φορές). 
 (Όλα τα παραπάνω βήµατα πραγµατοποιούνται µε διαρκή ανακίνηση.) 
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-Έπειτα πραγµατοποιείται η σκήνωση των δειγµάτων, η οποία διαρκεί 24-48 ώρες και περιλαµβάνει 
τρεις αλλαγές παραφίνης. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται στους 65oC. 
-Μετά το στάδιο της σκήνωσης, τα δείγµατα τοποθετούνται µέσα σε ειδικά καλούπια και 
περιλούονται µε λειωµένη παραφίνη. Τα δείγµατα παγιδεύονται µέσα στην παραφίνη καθώς αυτή 
παγώνει και παίρνει το σχήµα του κύβου. 
 
VII.III ∆ιαδικασία έγκλισης δειγµάτων για επεξεργασία τους σε κρυοτόµο 
 
Υλικά 

10 % σουκρόζη σε 1x PBS 
30 % σουκρόζη σε 1x PBS 
 
∆ιαδικασία 
-Μετά την µονιµοποίηση τα δείγµατα ανακινώνται σε διάλυµα που περιέχει 10 % σουκρόζη (στους 
4oC), µέχρι τo δείγµα να απορροφήσει την σουκρόζη. 
-Ακολουθεί ανακίνηση σε 30 % σουκρόζη, όπως προηγουµένως. 
-Τελικά το δείγµα παγώνεται σε ισοπεντάνιο, αφού αφαιρεθεί η περίσσεια σουκρόζης. Στη συνέχεια 
τα δείγµατα είναι έτοιµα να κοπούν στον κρυοτόµο, αφού περιλουστούν µε υγρό κρυοπροστασίας. 
 
 
VII.IV Παραγωγή τοµών σε µικροτόµο ή κρυοτόµο 
 
Τα δείγµατα που έχουν εγκλειστεί σε παραφίνη ή σε υγρό κρυοπροστασίας µπορούν να 
επεξεργαστούν αντίστοιχα είτε σε µικροτόµο (συνήθως το πάχος διατοµής είναι 8-10 µm),  είτε σε 
κρυοτόµο (συνήθως το πάχος διατοµής είναι 12 µm). Τελικά οι τοµές συλλέγονται σε 
αντικειµενοφόρους που έχουν υποστεί κατάλληλη επεξεργασία.  

      Στην περίπτωση των τοµών παραφίνης οι τοµές απλώνονται πρώτα σε υδατόλουτρο στους 42oC 
και στη συνέχεια συλλέγονται σε αντικειµενοφόρους, οι οποίες αφήνονται να στεγνώσουν στους 
37oC. Οι κρυοτοµές και οι τοµές παραφίνης φυλάσσονται στους –80oC και 4oC αντίστοιχα. 
 
VII.V Επεξεργασία των αντικειµενοφόρων 
 
VII.V.1 Προετοιµασία αντικειµενοφόρων για ιστολογικές χρώσεις και για 
αντιδράσεις ανοσοεντοπισµού 
 
Υλικά 
∆ιάλυµα ζελατίνης: 
Η σύσταση του διαλύµατος ζελατίνης είναι 0.6 % σε νερό. Το διάλυµα αφήνεται 30 λεπτά και στη 
συνέχεια αναδεύεται για µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθως θερµαίνεται στους 65oC, 
για µία ώρα και έπειτα αναδεύεται για 2-3 ώρες στην ίδια θερµοκρασία. Τελικά µεταφέρεται σε 
θερµοκρασία δωµατίου, όπου προστίθεται σταδιακά KCr(SO4)2.12 H2O σε ποσοστό 0.06 %  και 
φιλτράρεται µε διηθητικό χαρτί. 
 
∆ιαδικασία 
-Οι αντικειµενοφόροι αναδεύονται όλη νύχτα σε χρωµοθειικό οξύ. 

      -Στη συνέχεια ξεπλένονται πολύ καλά µε νερό βρύσης και στη συνέχεια µε αποιονισµένο νερό. 
-Αφού στεγνώσουν, εµβαπτίζονται σε διάλυµα ζελατίνης για 10 περίπου λεπτά. 

-Τελικά αφήνονται να στεγνώσουν είτε σε θερµοκρασία δωµατίου, είτε στους 37oC (συνήθως όλη τη 
νύχτα). 

 
VII.V.2 Προετοιµασία αντικειµενοφόρων για in situ υβριδοποίηση 
 
-Οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίζονται σε διάλυµα 0.2 N NaOH και ανακινούνται για µισή ώρα.  
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε διπλά κλιβανισµένο νερό (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 2 φορές και για 2 λεπτά 
κάθε φορά). 
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-Στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται µε αιθανόλη (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 2 φορές και για 
2 λεπτά κάθε φορά) και αφήνονται να στεγνώσουν στους 42°C.  
-Ακολούθως εµβαπτίζονται σε διάλυµα πολυλυσίνης (poly-L-lysine MW 47,000) συγκέντρωσης 100 µg/ml, 
για 20 δευτερόλεπτα (προσοχή η πολυλυσίνη απλώνεται οµοιόµορφα πριν στεγνώσει) και αφήνονται σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 30 λεπτά. 
 -Τελικά ξαναεµβαπτίζονται στο διάλυµα της πολυλυσίνης, όπως προηγουµένως και αφήνονται όλη νύχτα 
στους 42°C. 
 
 
VII.VI In situ υβριδοποίηση  
 
VII.VI.1 Παρασκευή ανιχνευτή RNA µε αντίδραση µεταγραφής in vitro 
 
Υλικά 
1x ρυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής (Roche): 
10x: 400 mM Tris-HCl pH 8.0, 60 mM MgCl2, 100 mM DTT, 20 mM σπερµιδίνη  
1x DIG-RNA µίγµα σήµανσης (Roche): 
10x: 10 mM  ATP, 10 mM  CTP, 10 mM  GTP, 6.5 mM  UTP, 3.5 mM  DIG-11-UTP pH 7.5 
RΝasin (40 U/µλ) 
T3 ή T7 πολυµεράση RNA (20 U/µλ) 
DΝase I (15 U/µλ) 
DTT 
4 M Licl 
  
∆ιαδικασία 
- Για τελικό όγκο 20 µλ αναµειγνύονται τα παρακάτω συστατικά: 
1 µg  γραµµοποιηµένου πλασµιδιακού DNA 
Η2Ο  
1x ρυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής 
1x DIG-RNA µίγµα σήµανσης 
0.1M DTT (προαιρετικά) 
-Το µείγµα επωάζεται στους 37°C, για 2-3 λεπτά και  ακολούθως προστίθεται 2-3 units Rnasin και 40 units 
T3 ή T7 πολυµεράση RNA.  
-Ακολουθεί επώαση για δύο ώρες, στους 37°C και στη συνέχεια προστίθεται 1 µλ  DΝase I και το µείγµα 
επωάζεται στους 37°C για 15 λεπτά. 
-Η αντίδραση σταµατάει µε την προσθήκη 1 µλ EDTA 0.5 M pH 8.0. 
-Τελικά πραγµατοποιείται διπλή κατακρήµνιση του RNA µε  2.5 µλ LiCl και 75 µλ απόλυτη αιθανόλη, 
επώαση  στους –80°C,  φυγοκέντρηση και επαναδιάλυση.   
 
 
VII.VI.2 Αλκαλική λύση ανιχνευτή RNA 
 
Η διαδικασία αλκαλικής λύσης του RNA συµβάλλει στη διάσπαση του σε δύο ίσα τµήµατα  και κατά 
συνέπεια στη µείωση του παραγόµενου θορύβου λόγω µη ειδικής πρόσδεσης.  
 
Υλικά 
Ανθρακικό διάλυµα (Carbonate buffer, 2x buffer): 
80 mM NaHCO3 +120 mM NaCO3 pH 10.2 
οξικό οξύ 10 % 
οξικό νάτριο 3Μ pH 6 
 
 
 
∆ιαδικασία  
-Αναµιγνύεται ένα µέρος του διαλύµατος του ανιχνευτή RNA µε ίσο όγκο ανθρακικού διαλύµατος. 
-Το µείγµα επωάζεται στους 60°C, για το χρονικό διάστηµα που καθορίζεται από τον τύπο: t=(Lo-L)/kLoL, 
όπου k=0.11, Lo είναι το  αρχικό µέγεθος του ανιχνευτή RNA και L το µισό µέγεθος του ανιχνευτή RNA.  
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-Ακολουθεί κατακρήµνιση του RNA µε την προσθήκη 10 µλ οξικού οξέος, 12 µλ οξικού νατρίου και 300 µλ 
παγωµένης αιθανόλης. Το µείγµα αφήνεται για 30 λεπτά στους –80°C και στη συνέχεια φυγοκεντρείται στις 
13.000 στροφές για 10 λεπτά 
-Το παραγόµενο ίζηµα ξεπλένεται σε αιθανόλη και επαναδιαλύεται σε 50 µλ TE 
 
 
 
 (Reference: Kalantidis et al., Arabidopsis, a practical approach, 1999) 
 
 
VII.VI.3 In situ υβριδοποίηση RNA 
 
Υλικά 
1 lt PBS 10x: 
1.5 M NaCl, 0.4 M Na2HPO4, 0.05 M NaH2PO4 pH 7.4  
PFA4 % 
NTE: 
0.5 M NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA 
Μίγµα ακετυλίωσης: 
Σε 245.6 ml H2O προστίθενται 3.33 ml τριεθανολαµίνης, 0.44 ml HCl (37 %) και  0.625 ml οξικού 
ανυδρίτη. (Το µείγµα αυτό χρησιµοποιείται πάντα φρέσκο) 
Τριεθανολαµίνη (Triethanolamine) (MERCK) C6H15NO3 M=149.19 g/mol  
1lt=1.12 kg, 7.5 M (99 %) 
Οξικός ανυδρίτης (Acetic anhydride) (MERCK) (CH3CO)2O M=102.09 g/mol, 1lt = 1.08 kg (99 %)  
20xSSC: 
3 M NaCl, 0.3 M C6H5Na3O7.2H2O pH 5.5  
Το διάλυµα υβριδοποίησης αποτελείται: 
-50 % Φορµαµίδιο 
-2xSSPE (20x SSPE: 3.6 M NaCl, 0.2 M NaH2PO4, 0.02 M EDTA pH 7.7) 
-5 %Denhardt’s  
-10 %Dextran Sulfate  
-0.5 %SDS  
-100 µg/ml tRNA  
-Ανιχνευτή RNA συγκέντρωσης 0.5 µg/ml διαλύµατος υβριδοποίησης, ο οποίος αποδιατάσσεται 
προηγουµένως στους 80°C για 5 λεπτά. 
 (Ο ανιχνευτής ελέγχεται για το ποσοστό ενσωµάτωσης Dig-11-UTP µε σύγκριση µε µάρτυρα RNA 
που έχει καλό ποσοστό ενσωµάτωσης Dig-11-UTP)  
Β1: 
100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl  pH 7.5 
Β2: 
 B1+0.5 % αντιδραστηρίου παρεµπόδισης (blocking reagent) της εταιρείας Boehringer Mannheim. Το 
διάλυµα αυτό χρησιµοποιείται κάθε φορά  φρέσκο.  
Β3: 
 B1+1 % BSA, +0.3 % TritonX-100  + 1 % Tween-20 
Β4: 
100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl  pH 9.5+50 mM MgCl2 +0.1 % Tween-20 
Nitroblue tetrazolium chloride, NBT: 
 100 mg/ml (Boehringer Mannheim) 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, 4-toluidine salt ή X-phosphate, 4-toluidine salt, Bcip: 
 50 mg/ml  (Boehringer Mannheim) 
TE: 
10 mM Tris pH 8.0  
1 mM EDTA 
RΝaseA 
 
∆ιαδικασία 
Προυβριδοποίηση  
-Οι τοµές εµβαπτίζονται σε διάλυµα 0.86 % NaCl, για 5 λεπτά. 
-Στη συνέχεια ξεπλένονται σε 1x PBS, για 5 λεπτά. 
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-Ακολουθεί µεταµονιµοποίηση των τοµών σε  4 % PFA, για 15 λεπτά. 
-Στη συνέχεια οι τοµές ξεπλένονται  σε 1x PBS ( η διαδικασία επαναλαµβάνεται 4 φορές, για 5 
λεπτά κάθε φορά). 
-Ακολουθεί επώαση των τοµών για 10 λεπτά, στο µίγµα ακετυλίωσης.  
-Οι τοµές ξεπλένονται  σε 1x PBS, για 5 λεπτά και σε διάλυµα 0.86 % NaCl, για 5 λεπτά. 
-Στη συνέχεια ο ιστός αφυδατώνεται µε σταδιακά πλυσίµατα σε διαλύµατα αιθανόλης 30 
%, 50 %, 70 %, 80 %, 95 %, 100 % (η διαδικασία διαρκεί 2 λεπτά για κάθε στάδιο). 
-Ακολουθεί απολίπωση των τοµών µε εµβάπτισµα τους σε χλωροφόρµιο, για 5 λεπτά.  

-Οι τοµές ξεπλένονται σε 100 % αιθανόλη, για 2 λεπτά και σε 95 % αιθανόλη, για 2 λεπτά και 
αφήνονται να στεγνώσουν. 
Υβριδοποίηση 
-Στις τοµές κάθε αντικειµενοφόρου προστίθεται 100 µλ διαλύµατος υβριδοποίησης (το οποίο 
καλύπτεται µε parafilm). 
-Στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι τοποθετούνται σε δοχείο, το οποίο είναι κορεσµένο σε διάλυµα 
που περιέχει 50 % formamide και 2x SSC και το οποίο έχει προθερµανθεί στους 50°C. Η 
υβριδοποίηση διαρκεί περίπου 16 ώρες στους 50°C.  
Πλυσίµατα µετά την υβριδοποίηση 
-Οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται  σε 2x SSC, στους 50oC, υπό διαρκή ανακίνηση (για να 
αποµακρυνθούν τα parafilms).  
-Ακολουθεί ξέπλυµα σε διάλυµα που περιέχει 2x SSC και 50 % Formamide (η διαδικασία 
επαναλαµβάνεται 3 φορές και για µία ώρα κάθε φορά), στους 50°C και υπό διαρκή ανακίνηση. 
-Οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται σε διάλυµα NTE,  για 15 λεπτά, στους 37°C.  
-Στη συνέχεια οι τοµές επωάζονται µε 20 µg/ml RΝaseA, σε NTE, για 15 λεπτά, στους 37°C. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα σε διάλυµα NTE, για 15 λεπτά, στους 37°C. 
-Στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται σε διάλυµα που περιέχει 2x SSC και 50 % 
Formamide, για 30 λεπτά, στους 50°C.   
-Ακολούθως εµβαπτίζονται σε διάλυµα 2x SSC, για 15 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. 
-Τελικά ξεπλένονται σε διάλυµα 1x PBS (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 2 φορές και για 5 λεπτά  
κάθε φορά).                         
Ανίχνευση και Χρώση     
-Οι αντικειµενοφόροι ξεπλένονται σε διάλυµα Β1, για 5 λεπτά. 
-Στη συνέχεια εµβαπτίζονται σε διάλυµα Β2, για µία ώρα, υπό διαρκή ανακίνηση.  
-Ακολουθεί ξέπλυµα σε διάλυµα Β3,  όπως προηγουµένως. 
-Οι τοµές επωάζονται µε αντίσωµα για την digoxigenin, το οποίο περιέχει προσδεδεµένο το ένζυµο 
της αλκαλικής φωσφατάσης (anti-digoxigenin-alkaline phosphatase, Boehringer Mannheim). Η 
αραίωση του αντισώµατος η οποία χρησιµοποιείται είναι 1/3000 και η επώαση διαρκεί είτε 2 ώρες, 
σε θερµοκρασία δωµατίου, είτε όλη νύχτα, στους 4°C. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε διάλυµα Β3  (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και για 20 λεπτά κάθε 
φορά). 
-Στη συνέχεια οι αντικειµενοφόροι διαβρέχονται µε διάλυµα Β1. 
-Οι αντικειµενοφόροι εξισορροπούνται σε διάλυµα Β4,  για 5 λεπτά. 
-Ακολούθως οι τοµές στις αντικειµενοφόρους επωάζονται σε διάλυµα Β4, που περιέχει 4.5 µλ/ml 
NBT και 3.5 µλ/ml BciP, στο σκοτάδι, για κατάλληλο χρονικό διάστηµα. Τόσο το NBT όσο και το 
Bcip είναι υποστρώµατα του ενζύµου της αλκαλικής φωσφατάσης. 
-Η αντίδραση σταµατάει µε  την προσθήκη TE, για 15 λεπτά. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε νερό, για 15 λεπτά. 
-Τέλος οι τοµές αφυδατώνονται µε διαδοχικά πλυσίµατα σε 50 %,  70 %, 95 % και 100 % αιθανόλη 
(για 2 λεπτά, σε κάθε στάδιο) και καλύπτονται µε καλυπτρίδα µε τη µεσολάβηση συνθετικής 
ακρυλακριλικής ρητίνης-διάλυµα (entellan). 
VII.VIΙ Ανοσοεντοπισµός 
 
Υλικά 
PBT: 
1x PBS και 0.1 % Triton 
VECTASTAIN ELITE ABC KIT 
∆ιάλυµα απενεργοποίησης της ενδογενούς υπεροξειδάσης: 
0.3 % Η2Ο2 
50 % Μεθανόλη 
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50 % 1ΧPBS 
∆ιάλυµα µεταµονιµοποίησης: 
Ακετόνη 
Blocking solution (∆ιάλυµα Παρεµπόδισης): 
1x  PBS 
1 % BSA 
0.1 % Triton 
∆ιάλυµα αραίωσης  του πρωτογενούς  αντισώµατος: 
1x  PBS 
0.1 % BSA  
0.1 % Triton 
∆ιάλυµα αραίωσης  του δευτερογενούς  αντισώµατος, το οποίο είναι  βιοτινιλιωµένο: 
1x  PBS και φυσιολογικός ορός παρεµπόδισης (normal blocking serum) (σύµφωνα µε το 
VECTASTAIN ELITE ABC KIT) 
∆ιάλυµα αραίωσης  του δευτερογενούς  αντισώµατος, το οποίο είναι συνδεδεµένο µε µόριο 
που φθορίζει: 
1x PBS που περιέχει 0.1% BSA 
∆ιάλυµα δηµιουργίας του µακροµοριακού συµπλόκου Αβιδίνης-βιοτινιλιωµένης 
υπεροξειδάσης: 
(σύµφωνα µε τις οδηγίες του VECTASTAIN ELITE ABC KIT) 
Χρωµογόνο υπόστρωµα DAB 
∆ιάλυµα δηµιουργίας του χρωµογόνου υποστρώµατος της υπεροξειδάσης: 
Σε 10 ml Η2Ο προστίθενται µία ταµπλέτα DAB και µία ταµπλέτα Urea Hydrogen Peroxide (Sigma). 
Το µίγµα ανακατεύεται µέχρι να διαλυθεί και στη συνέχεια φιλτράρεται. Η παραπάνω διαδικασία 
πραγµατοποιείται στο σκοτάδι. ΠΡΟΣΟΧΗ το DAB είναι πιθανό καρκινογόνο και απενεργοποιείται 
στη χλωρίνη 
∆ιάλυµα διαύγασης: 
Ξυλένιο 
∆ιάλυµατα κάλυψης των τοµών: 
Entellan 
η–propyl-gallate glycerol 
 
∆ιαδικασία 
-Κάθε αντικειµενοφόρος µε τοµές περικλείεται µε το ειδικό πινέλο (pap pen) και αφήνεται 30 λεπτά 
να στεγνώσει. 
-Σε ορισµένες περιπτώσεις ακολουθεί µεταµονιµοποίηση των τοµών κάθε αντικειµενοφόρου, µε 
εµβάπτισµα των αντικειµενοφόρων σε ακετόνη, για 5 λεπτά. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε 1x PBT (η διαδικασία διαρκεί 3 φορές και για 10 λεπτά κάθε φορά).  
-Ενίοτε πραγµατοποιείται απενεργοποίηση της δραστηριότητας της ενδογενούς υπεροξειδάσης. 
Συγκεκριµένα, αν δεν έχει προηγηθεί µεταµονιµοποίηση των τοµών, πραγµατοποιείται αρχικά 
ξέπλυµα µε 1x PBT. Ακολουθεί επώαση στο διάλυµα απενεργοποίησης της ενδογενούς 
υπεροξειδάσης, για 15 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου. (Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται στο 
σκοτάδι λόγω της φωτοευαισθησίας του Η2Ο2). Στη συνέχεια οι τοµές ξεπλένονται µε 1x PBT (η 
διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και για 10 λεπτά κάθε φορά). 
-Ακολουθεί επώαση των τοµών στο διάλυµα παρεµπόδισης, τουλάχιστον για µία ώρα, σε 
θερµοκρασία δωµατίου.  
-Στη συνέχεια οι τοµές επωάζονται µε το πρωτογενές αντίσωµα, όλη νύχτα, στους 4oC.  
 
 
VII.VIΙ.1 Ανοσοεντοπισµός µε χρώση υπεροξειδάσης 
 
-Στην περίπτωση που το δευτεροταγές αντίσωµα που χρησιµοποιούµε είναι βιοτινιλιωµένο, 
ακολουθεί ξέπλυµα µε 1x PBT (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και  για 10 λεπτά κάθε 
φορά). 
-Επώαση των τοµών µε το  βιοτινιλιωµένο δεύτερο αντίσωµα, τουλάχιστον για δύο ώρες, σε 
θερµοκρασία δωµατίου. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε 1x PBT (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και για 10 λεπτά κάθε 
φορά). 
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-Στο παραπάνω χρονικό διάστηµα προετοιµάζεται το µακροµοριακό σύµπλοκο Αβιδίνης-
Βιοτινιλιωµένης υπεροξειδάσης. Ο χρόνος επώασης για τη δηµιουργία του συµπλόκου είναι µισή 
ώρα και ο σχηµατισµός του πραγµατοποιείται στο σκοτάδι. 
-Το διάλυµα µε το σύµπλοκο Αβιδίνης/Βιοτίνης προστίθεται στις τοµές, οι οποίες αφήνονται να 
επωαστούν για µισή ώρα τουλάχιστον, σε θερµοκρασία δωµατίου, στο σκοτάδι. 
-Ακολουθεί ξέπλυµα µε 1x PBT  (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και  για 10λεπτά κάθε 
φορά). 
-Οι τοµές επωάζονται µε το χρωµογόνο υπόστρωµα DAB, στο σκοτάδι, για κατάλληλο χρονικό 
διάστηµα (συνήθως 2-10 λεπτά). 
-Η διαδικασία της χρώσης σταµατάει µε ξέπλυµα των τοµών µε  1x PBT. 
-Ακολουθούν τρία δεκάλεπτα πλυσίµατα µε 1x PBT. 
-Τέλος οι τοµές αφυδατώνονται µε τα διαλύµατα 70, 95 και 100 % αιθανόλης (2 λεπτά παραµονή σε 
κάθε διάλυµα), εµβαπτίζονται σε ξυλένιο (τουλάχιστον µισή ώρα) και καλύπτονται µε Entellan. 
 
 
VII.VIΙ.2 Ανοσοφθορισµός  
 
-Στην περίπτωση που το δευτεροταγές αντίσωµα που χρησιµοποιούµε είναι συνδεδεµένο µε µόριο που 
φθορίζει, πραγµατοποιείται ξέπλυµα του πρώτου αντισώµατος µε 1x PBS (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 
φορές και για 5 λεπτά κάθε φορά). 
-Ακολούθως οι τοµές επωάζονται µε το δεύτερο αντίσωµα σε θερµοκρασία δωµατίου,  στο σκοτάδι, 
για µία ώρα.  
-Ακολουθεί ξέπλυµα σε 1x PBS (η διαδικασία επαναλαµβάνεται 3 φορές και για 10 λεπτά στο 
σκοτάδι). 
-Τελικά οι τοµές καλύπτονται µε το ειδικό υγρό µονιµοποίησης η–propyl-gallate glycerol και 
σκεπάζονται µε καλυπτρίδες. 
 
 
VII.VIΙΙ Ιστολογικές χρώσεις   
 
Τα βασικά βήµατα για χρώση τοµών παραφίνης ή κρυοτοµών είναι τα εξής: 
-Αποπαραφίνωση µε ξυλόλη. 
-Αποµάκρυνση της ξυλόλης µε απόλυτη αιθυλική αλκοόλη. 
(Τα δύο παραπάνω στάδια πραγµατοποιούνται µόνο σε τοµές παραφίνης) 
- Σταδιακή ενυδάτωση µε σειρά διαλυµάτων, που χαρακτηρίζονται από σταδιακή µείωση της  
συγκέντρωσης σε αλκοόλη. 
-Χρώση. 
- Σταδιακή αφυδάτωση µε σειρά διαλυµάτων, που χαρακτηρίζονται από σταδιακή αύξηση της  
συγκέντρωσης σε αλκοόλη. 
-∆ιαύγαση µε ξυλόλη. 
-Κάλυψη των τοµών µε Entellan και τοποθέτηση καλυπτρίδας. 
 
 
VII.VIΙΙ.1 Χρώση µε Αιµατοξυλίνη-Ηωσίνη 
 
Η χρώση µε αιµατοξυλίνη βάφει το πυρηνικό DNA  µε σκούρο µπλε χρώµα, ενώ η ηωσίνη έχει την 
ιδιότητα να χρωµατίζει το κυτταρόπλασµα και τα οργανίδια που περιέχονται σ’ αυτό, µε 
διαφορετικούς τόνους κόκκινου και ροζ. 
 
Υλικά 
∆ιάλυµα Ηωσίνης: 
α) ∆ιάλυµα αποθήκευσης: 
1 g ηωσίνης 
20 ml νερό 
80 ml 95 % αιθανόλη 
β) ∆ιάλυµα χρώσης: 
Ένα µέρος διάλυµα αποθήκευσης 
Τρία µέρη αιθυλική αλκοόλη 80 % 
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∆ιάλυµα αιµατοξυλίνης: 
Σε 700 ml νερό διαλύονται 5 g αιµατοξυλίνης (η διαλυτοποίηση διαρκεί αρκετές ώρες). 
Στη συνέχεια προστίθενται 50 g στυπτηρία αλουµινίου αµµωνίου [(NH4)2.AL2(SO4)3].4H20 και 
0.25 g NaIO3. Μετά την διάλυση όλων των συστατικών προστίθενται 300 ml γλυκερίνης και 20 ml 
οξικό οξύ. 
Εναλλακτικά χρησιµοποιείται  έτοιµο διάλυµα αιµατοξυλίνης (Sigma) 
 
∆ιαδικασία 
- Ξέπλυµα: 
- µε ξυλόλη  για 5 λεπτά (δύο φορές) 
- µε 100 % αιθανόλη για 5 λεπτά (δύο φορές) 
- µε 95 % αιθανόλη για 2 λεπτά (δύο φορές) 
- µε 70 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 50 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 30 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε νερό για 2 λεπτά 
- Χρώση µε διάλυµα αιµατοξυλίνης για  7 λεπτά 
- Ξέπλυµα µε νερό για 2-5 λεπτά 
- Εµβάπτισµα σε διάλυµα 1 % υδροχλωρικού οξέος  (8 σταγόνες διαλύµατος HCl    
  συγκέντρωσης 1 Μ  σε 100 ml διαλύµατος αιθυλικής αλκόολης 70 %) για 10 δευτερόλεπτα 
- Ξέπλυµα: 
- σε νερό βρύσης για 10 λεπτά 
- µε 30 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 50 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 70 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 95 % αιθανόλη για 5 δευτερόλεπτα 
- Χρώση µε ηωσίνη για 40 δευτερόλεπτα 
- µε 95 % αιθανόλη για 2-3 λεπτά 
- µε 100 % αιθανόλη για 2-3 λεπτά (δύο φορές) 
- µε ξυλόλη για 5 λεπτά (δύο φορές) 
-Τέλος κάλυψη τοµών µε  Entellan και τοποθέτηση καλυπτρίδας 
 
 
VII.VIΙΙ.2 Χρώση µε Methylene- Blue 
 
Η χρώση methylene blue µπορεί να βάψει το πυρήνα. 
∆ιαδικασία 
- Ξέπλυµα: 
- µε ξυλόλη για 15 λεπτά 
- µε ξυλόλη για 2-5 λεπτά 
- µε 96 % αιθανόλη για 1-2 λεπτά 
- µε 70 % αιθανόλη 1-2 λεπτά 
- µε νερό για 2-5 λεπτά 
- Χρώση µε Methylene blue για 5 λεπτά 
- µε νερό για 10 λεπτά (δύο φορές) 
- µε 70 % αιθανόλη για 5-10 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε 90 % αιθανόλη για 5 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε 100 % αιθανόλη για 5 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε ξυλόλη για 10λεπτά έως µία ώρα συνολικά (δύο φορές) 
- Επικάλυψη των τοµών µε Entellan και τοποθέτηση καλυπτρίδας. 
VII.VIΙΙ.3 Χρώση Cresyl violet 
 
Η χρώση Cresyl violet µπορεί να βάψει τα νουκλεοσώµατα, τα ριβοσώµατα και τα σωµάτια Nissl 
στο νευρικό σύστηµα. 
 
Υλικά 
Χρώση Cresyl violet: 
Η συγκέντρωση του διαλύµατος είναι 0.1 %. Το διάλυµα αναδεύεται για 2-3 ώρες και στη συνέχεια 
φιλτράρεται και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 
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∆ιαδικασία 
- Ξέπλυµα: 
- µε ξυλόλη για 15 λεπτά 
- µε ξυλόλη για 2-5λεπτά 
- µε 100 % αιθανόλη για 2 λεπτά 
- µε 96 % αιθανόλη για 1-2 λεπτά 
- µε 70 % αιθανόλη για 1-2 λεπτά 
- µε νερό για 2-5 λεπτά 
- Χρώση µε Cresyl violet για 10 λεπτά 
- Ξέπλυµα: 
- µε  νερό για 10 λεπτά (δύο φορές) 
- µε 70 % αιθανόλη για 15 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε 90 % αιθανόλη για 10 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε 100 % αιθανόλη για 10 λεπτά συνολικά (δύο φορές) 
- µε ξυλόλη για 10 λεπτά εως µία ώρα συνολικά (δύο φορές) 
- Επικάλυψη των τοµών µε Entellan και τοποθέτηση καλυπτρίδας 
 
 
VIII. Παρασκευή σκελετού 
 
Υλικά 
∆ιάλυµα χρώσης:  
1 όγκος 0.3 % Alcian blue 8GX (100 mg Alcian blue διαλύονται σε 100 ml 70 % αιθανόλη) 
1 όγκος 0.1 % Alizarin red S (100 mg Alizarin red S διαλύονται σε 100 ml 95 % αιθανόλη. Σ’ αυτή 
την περίπτωση διαλύεται πρώτα η σκόνη της Alizarin red S  σε νερό και στη συνέχεια προστίθενται 
απόλυτη αιθανόλη) 
1 όγκος 100 % οξικού οξέος  
17 όγκοι απόλυτη   αιθανόλη 
 
∆ιαδικασία 
(Οι χρόνοι που αναφέρονται στα παρακάτω δείγµατα αντιστοιχούν για έµβρυα ηµέρας 17.5-18.5) 
-Εµβάπτισµα των δειγµάτων σε διάλυµα  90 % αιθανόλης, για 24 ώρες.  
-Αφαίρεση του δέρµατος και των εσωτερικών τους οργάνων. 
-Τα δείγµατα  αφήνονται στο διάλυµα της 90 % αιθανόλης, ακόµα για 1-3 µέρες.  
-Ακολουθεί αφυδάτωση τους, σε 96 % διαλύµατος αιθανόλης, για 24 ώρες. 
-Στη συνέχεια πραγµατοποιείται περαιτέρω µονιµοποίηση τους µε ξέπλυµα  σε διάλυµα ακετόνης, 
για µία µέρα. 
-Πριν τη χρώση των δειγµάτων ακολουθεί ξέπλυµα µε διάλυµα που περιέχει 19 όγκους αιθανόλη 
και 1 όγκο νερό και στη συνέχεια ξέπλυµα µε διάλυµα που περιέχει 19 όγκους αιθανόλη και 1 όγκο 
100 % οξικού οξέος. 
-Ακολουθεί η χρώση των δειγµάτων µε το διάλυµα χρώσης, για χρονικό διάστηµα από 5-10 µέρες. 
(Προσοχή τα δείγµατα πρέπει  να  είναι σε σκοτεινό µέρος και το διάλυµα χρώσης να αλλάζεται 
αρκετά συχνά)  
-Έπειτα τα δείγµατα ενυδατώνονται σταδιακά µε διαδοχικά ξεπλύµατα σε 90 %, 70 %, 40 %  και 15 
%  διαλύµατος αιθανόλης σε Η2Ο (30 λεπτά περίπου το κάθε ξέπλυµα). Στο τέλος τα δείγµατα 
ξεπλένονται µε νερό µέχρι να βυθιστούν. 
-Ακολουθεί η διαύγαση των δειγµάτων, η οποία γίνεται σε διάλυµα 1 %  KOH, στο σκοτάδι και µε 
ήπια ανακίνηση. Πραγµατοποιούνται 3 αλλαγές του διαλύµατος KOH και κάθε αλλαγή διαρκεί  
αρκετές ώρες (εναλλακτικά  τα δείγµατα αφήνονται όλη νύχτα σε θερµοκρασία δωµατίου). 
-Έπειτα τα δείγµατα τοποθετούνται σε διάλυµα που περιέχει 20 % γλυκερόλη και 1 % KOH µέχρι να 
ολοκληρωθεί η διαύγαση. (Και αυτό το βήµα πραγµατοποιείται στο σκοτάδι) 
-Τέλος τα δείγµατα µεταφέρονται σταδιακά σε διαλύµατα που περιέχουν, 1 % KOH και  50 % ή 80 
% γλυκερόλη και τελικά  σε 100 % γλυκερόλη προκειµένου να διατηρηθούν. 
 
 
IX. ΟΛΙΓΟΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΑ 
 
Τα οιγονουκλεοτίδια τα οποία χρησιµοποιήθηκαν παρασκευάσθηκαν στo εργαστήριο Μικροχηµείας 
του Ι.Τ.Ε και είναι: 
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 pr1  
5'-GAG AGC TAT TGG AAG GGA GAG AAT CTG G 
 
 pr2  
5'-CCC CAT GCT GGG TAC ATG AAA ACC CGC  
 
pr3 
5’-TGG CAA AGT AAC ACT GCA GAG CAT G 
 
pr4 
5’-AAG GAC ATC TCC ATT CCC CAC CAC C 
 
pr5 
5’-CTA CTT TGA GGG TGC CTT CCT TAC C 
 
pr6 
5’-CTC CAC ATT CGT CAC CAG TCA GCT G 
 
 pr7 
5'-TTC ACT GGC CGT CGT TTT ACA ACG TCG TGA  
 
pr8 
5'-ATG TGA GCG AGT AAC AAC CCG TCG GAT TCT   
 
pr9  
5'-AGG ATC TCC TGT CAT CTC ACC TTG CTC CTG  
 
pr10 
5'-AAG AAC TCG TCA AGA AGG CGA TAG AAG GCG  
 
pr11  
5’-TTGGCGTAAGTGAAGCGAC 
 
pr12  
5’-AGCGGCTGATGTTGAACTG 
 
pr13 
5’-CAC TGC CTT TGG GCT ACT CTC CAG C 
 
pr14 
5’-CTG CAG TGT TTG TAA TTG AAA TCT C 
 
pr15 
5’-AAC CTC AGG TGG CAG CTC CAG CTC C 
 
pr16 
5’-TCC TTC CCA GCT ACT GCC CCA AGA G 
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 Ι. Ταυτοποίηση του cDNA του Fras1 
 
I.I Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του  cDNA του Fras1 
 
Η εύρεση της αλληλουχίας του cDNA του Fras1, έχει προκύψει από την ανάγνωση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µιας σειράς αλληλοεπικαλυπτόµενων κλώνων cDNA (contig) (εικ. 1).  
 Οι κλώνοι αυτοί έχουν αποµονωθεί από µία βιβλιοθήκη cDNA, που έχει προκύψει από εγκέφαλο 
εµβρύου ποντικού ηµέρας 14.5 (Ε14.5) (Oliver et al., 1995). Η χρησιµοποίηση της συγκεκριµένης 
βιβλιοθήκης βασίστηκε στην πληροφορία που προέκυψε, από πειράµατα in situ υβριδοποίησης του 
mRNA του Fras1, σύµφωνα µε την οποία το Fras1  εκφράζεται στο εµβρυϊκό αυτό στάδιο στον 
εγκέφαλο. Οι κλώνοι που αποµονώθηκαν,  κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pBS KSII+ ή 
στον pExCell και στη συνέχεια ανιχνεύθηκε η νουκλεοτιδική τους αλληλουχία (τα cDNA στον 
pExCell έχουν αποµονωθεί από τον Κ. Χαλεπάκη). Η επιλογή των κλώνων cDNA από την 
παραπάνω βιβλιοθήκη, έγινε µε την χρησιµοποίηση κατάλληλων ανιχνευτών οι οποίοι κάθε φορά 
εντοπίζονται στο καινούργιο 3΄ άκρο της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που προστίθεται από την 
ανάγνωση των νεοαποκτηθέντων κλώνων. 
Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του cDNA του Fras1 που ταυτοποιήθηκε, καταχωρήθηκε στην τράπεζα 
δεδοµένων EMBL (Κωδικός πρόσβασης: accession number Fras1 AJ489280 ) και έχει µέγεθος 
15.865 bp. Το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης εντοπίζεται στα 859 bp, ενώ το κωδικόνιο λήξης 
στα 12.891 bp, µε αποτέλεσµα η ευρεθείσα νουκλεοτιδική αλληλουχία από 859-12.891 bp  να 
κωδικοποιεί για µία πρωτεΐνη µεγέθους 4010 αµινοξέων (εικ. 2 και εικ. 3a). Στα 15.825 bp της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που ταυτοποιήθηκε, εντοπίζεται το σινιάλο πολυαδενυλίωσης 
(AATAAT) και στα 15.865 bp η ουρά πολυαδενυλίωσης. Εποµένως το κοµµάτι της νουκλεοτιδικής  
αλληλουχίας του cDNA του Fras1 από τα 12.891–15.865 bp αντιπροσωπεύει το 3΄ µη 
µεταφραζόµενο άκρο του Fras1 (3΄UTR). Από την άλλη µεριά η νουκλεοτιδική αλληλουχία από 1-
857 bp περιλαµβάνει µέρος  του 5΄ µη µεταφραζόµενο άκρου του Fras1 (5΄UTR), αφού περιέχει 
πολλαπλά κωδικόνια λήξης, στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µε το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης, 
τα οποία προηγούνται µίας καλά καθορισµένης αλληλουχίας Kozak.  Επιπρόσθετα ο εντοπισµός 
δύο διαφορετικών κλώνων cDNA του Fras1, του W87 και του W41, οι οποίοι έχουν κοινό 5΄ άκρο, 
καθώς και η εύρεση (µε ανάλυση Northern) ενός  µεταγράφου mRNA του Fras1, µε µέγεθος που 
αντιστοιχεί περίπου στο µέγεθος του cDNA που έχει αλληλουχηθεί  (εικ. 3b), υποδηλώνει ότι το 
cDNA του Fras1 που αποµονώθηκε περιλαµβάνει πιθανότατα ολόκληρο το 5΄ UTR.  
 
 
I.II Ανίχνευση των µεταγράφων mRNA του γονιδίου Fras1 
 
Με ανάλυση κατά Northern, όπου χρησιµοποιήθηκε µεµβράνη που περιέχει polyA+ RNA από 
διάφορα εµβρυϊκά στάδια του ποντικού και ανιχνευτές από δύο διαφορετικές περιοχές του cDNA 
του Fras1, διαπιστώθηκε ότι το Fras1  ξεκινάει να µεταγράφεται αρκετά νωρίς κατά την 
εµβρυογένεση, τουλάχιστον από τη µέρα 7 (Ε7.5) και µετά, ενώ εντοπίζεται και τις τέσσερις 
εµβρυϊκές ηµέρες που ελέγχθηκαν. Οι ανιχνευτές µεγέθους 900 και 750 bp που χρησιµοποιήθηκαν, 
περιλαµβάνουν τα τµήµατα του cDNA του Fras1 από 1291-2187 bp και από 3.533-4.290 bp 
αντίστοιχα, τα οποία κωδικοποιούν για περιοχές που εντοπίζονται µοτίβα τύπου von Willebrand και 
µοτίβα που συναντώνται σε πρωτεάσες της οικογένειας των φουρινών (εικ. 3a). Και µε τους δύο 
ανιχνευτές προκύπτει  ένα µετάγραφο µεγέθους 15-16.000 bp, επιβεβαιώνοντας ότι η αλληλουχία 
που έχει καταχωρηθεί στις βάσεις δεδοµένων περιέχει σχεδόν ολόκληρο το cDNA του Fras1. Με 
τον πρώτο ανιχνευτή ανιχνεύεται και ένα άλλο µικρότερο µετάγραφο, µεγέθους 4.8 Kb, το οποίο 
αποτελεί είτε προϊόν εναλλακτικής συναρµολόγησης του Fras1, είτε µετάγραφο οµόλογου γονιδίου 
(εικ. 3b).  
Επειδή το µεταφραζόµενο cDNA  του Fras1 είναι αρκετά µεγάλο και το µέγεθος των κλώνων cDNA 
της βιβλιοθήκης είναι  µόνο 1-4 Kb, γίνεται κατανοητό ότι η διαδικασία κλωνοποίησης του cDNA  
του Fras1  είναι µία πολύπλοκη και χρονοβόρα διαδικασία, που απαιτεί πολλές προσπάθειες 
ανίχνευσης της βιβλιοθήκης (screenings). Ταυτόχρονα σε κάθε διαδικασία ανίχνευσης συλλέγονται 
όσο το δυνατό περισσότεροι κλώνοι (ώστε να υπάρχουν και αρκετοί  
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Εικ. 1: Αλληλοεπικαλυπτόµενοι κλώνοι cDNA που συνθέτουν το cDNA του Fras1 
Απεικονίζεται ένα µέρος των κλώνων cDNA που έχουν αποµονωθεί, καθώς και η σχετική τους θέση. Πάνω 
από τη γραµµική παράσταση κάθε κλώνου αναγράφεται το όνοµα του, το οποίο ακολουθείται από τον 
χρησιµοποιούµενο φορέα κλωνοποίησης, που είναι είτε ο pBS-KS+, είτε ο pExCell. Σηµειώνονται επίσης το 
µέγεθος κάθε κλώνου, καθώς και ο τρόπος κλωνοποίησης του στον κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα, µε βάση 
τις περιοριστικές θέσεις που αναγράφονται εκατέρωθεν του κλώνου. Στις γραµµικές παραστάσεις  µερικών 
κλώνων υποδεικνύεται και ο προσανατολισµός των εκκινητών Τ3 και Τ7 των πλασµιδιακών φορέων pBS-KS+,  
που ταυτοποιεί την κατεύθυνση ένθεσης του κλώνου στον φορέα. 
 
επικαλυπτόµενοι  κλώνοι, οι οποίοι θα συµβάλλουν στην αποφυγή λαθών κατά την ανάγνωση της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας), µε αποτέλεσµα να ελλοχεύουν πιθανότητες ύπαρξης χιµαιρισµού στο 
cDNA  που αποµονώθηκε. Παρόλα αυτά η νουκλεοτιδική αλληλουχία του Fras1 που 
ταυτοποιήθηκε, επιβεβαιώθηκε για την αρτιότητα της αλληλουχίας της µε την εύρεση της στις 
διεθνείς βάσεις δεδοµένων και ιδιαίτερα στη  βάση δεδοµένων Celera (www.celera.com, στην 
οποία είχαµε πρόσβαση µέσω των  συνεργατών µας στη Γερµανία, στο εργαστήριο του Καθ. 
P.Gruss). Μέσω της Celera αποκαλύφθηκε ότι το Fras1 εκτείνεται σε ένα γενετικό τόπο µεγέθους 
περίπου 500 Kb.  
 
 
I.III Πρωτοταγής δοµή της πρωτεΐνης Fras1 
 
Συγκρίνοντας την πρωτεΐνική αλληλουχία της Fras1 µε τις πρωτεϊνικές αλληλουχίες που υπάρχουν 
στις διεθνείς βάσεις δεδοµένων, προκύπτει ότι η Fras1 παρουσιάζει διάφορες χαρακτηριστικές 
περιοχές, που συναντώνται σε ποικίλες γνωστές πρωτεΐνες, µε διαφορετικές λειτουργίες. 
Συγκεκριµένα, ξεκινώντας από το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης εντοπίστηκαν οι παρακάτω 
αµινοξικές περιοχές: 
1.  Η περιοχή 27-417 aa, η οποία είναι πλούσια σε κυστεΐνες και περιλαµβάνει 6 
επαναλαµβανόµενες πεπτιδικές αλληλουχίες. Tο µοτίβο των αλληλουχιών αυτών συναντάται  σε 
διάφορες πρωτεΐνες της εξωκυττάριας ουσίας, όπως η περιοχή C του παράγοντα von Willebrand 
(για το λόγο αυτό τα παραπάνω µοτίβα αναγνωρίζονται στις βάσεις δεδοµένων ως VWC-motifs) 
(Sadler, J.E, 1998), η Χορδίνη (chordin), τα Ινώδη Προκολλαγόνα I, ΙΙ, ΙΙΙ, V (fibrillar procollagens Ι, 
ΙΙ, ΙΙΙ, V), σε πρωτεΐνες που προσοµοιάζουν στα µέλη της οικογένειας Nel (Nel-like family), καθώς 
και στις πρωτεΐνες CRIM-1, Κιελίνη (Kielin), Amnionless, Νευραλίνη (Neuralin), Crossveinless2, 
(Θροµβοσπονδίνη 1) Thrombospondin1, (Θροµβοσπονδίνη 2) Thrombospondin2 κ.τ.λ (εικ. 2,  εικ. 
3a και εικ. 4 ) (Larrain et al., 2000;  Larrain et al., 2001). 
2.  Η αµινοξική περιοχή  από 418-1095 aa, που είναι και αυτή πλούσια σε κυστεΐνη και 
περιλαµβάνει 13 επαναλαµβανόµενα πρωτεϊνικά µοτίβα, τα οποία συναντώνται σε πρωτεάσες της 
οικογένειας των  φουρινών (furin) (Roebroek et al,. 1992) (εικ. 2,  εικ. 3a και εικ. 5).  
Και στις δύο παραπάνω περιοχές παρατηρείται ακριβής στοίχιση των καταλοίπων των κυστεϊνών 
ανάµεσα στη Fras1 και στις άλλες πρωτεΐνες. 
3.  Η µεγάλη πρωτεϊνική περιοχή από 1104-2520 aa, παρουσιάζει οµολογία µε την πρωτεΐνη NG2 
(η οποία είναι µία πρωτεογλυκάνη των θηλαστικών που προσδένει θειική χονδροϊτίνη). Το ποσοστό 
ταυτότητας µε την NG2 είναι 22 % (Nishiyama et al,. 1991; Pluschke et al,. 1996) (εικ. 2 και εικ. 
3a). 
4.  Η περιοχή των 564 αµινοξέων από 2566-3130 aa, που περιέχει 5 επαναλαµβανόµενες 
πεπτιδικές αλληλουχίες (Calx-beta motifs), οι οποίες συναντώνται σε ιοντοανταλλάκτες Na+/Ca++ 
(Na-Ca exchangers) της κατηγορίας των πρωτεϊνών NCX1, NCX3, στα θηλαστικά και στη 
δροσόφιλα και τα οποία έχουν χαρακτηρισθεί ως θέσεις πρόσδεσης ασβεστίου (Schwarz E.M. and 
Benzer S., 1997; Guerini D, 1998) (εικ. 2, εικ. 3a, εικ. 6). 
Όπως προκύπτει από προγράµµατα ανάλυσης πρωτεϊνικών δοµών (π.χ το πρόγραµµα Smart: 
http://smart.embl-heidelberg.de/), η πρωτεΐνη Fras1 περιέχει µια πιθανή αλληλουχία σινιάλο 
(SP:signal peptide) στα πρώτα 20 αµινοτελικά αµινοξέα, για εισαγωγή στο αδρό ενδοπλασµατικό 
δίκτυο και ολοκλήρωση της σύνθεσης της (κατάλοιπα από 2-22) και µία πιθανή διαµεµβρανική 
περιοχή (TM:transmembrane protein) (κατάλοιπα από 3895-3924) στο καρβοξυτελικό της  άκρο. 
Χρησιµοποιώντας διάφορα άλλα προγράµµατα βρέθηκαν στην πρωτεΐνη και αρκετές πιθανές 
θέσεις Ν (Asn-X-Ser/Thr, NXS/T) και Ο-γλυκοζιλίωσης (Ser-Gly, SG), Ν-µυριστιλίωσης και 
φωσφοριλίωσης. Συγκεκριµένα στην περιοχή της Fras1 που  
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1    MGVLKAWLGVALALAEFAVLPHCEGA 

27   CLYQGSFLADATIWKPDSCQNCRCHGDIVICKPVVCKNPRCAFEKGEVLWIAPNQCCPQCAPRTPGS 
94   CHHEGKIHEHGTEWASAPCTVCSCTHGEVRCSHQQCTPLSCGPQELEFLAEGR--CCPICVGTGKP 
           LacZ/Neo 
158  CSYDGHVFQDGEDWQLSRCAKCVCRNGLTQCFAAQCQPLFCNQDEIVVRVPGK--CCSQCSARS 

220  CSTAGQVYEHGEQWKEDACTLCMCDQGQVRCHKQVCPPLRCAKGQGRARHHGQ--CCEECATPDRS 

284  CSSGGVLRYQDEMWKGSACEFCMCDQGQVTCQTGECAKVACALGEELVHLEGK—-CCPECISRNGY 

348  CIYEQKAETMSSSAREIKHVPDGEKWEEGPCKLCECREAQVTCYEPSCPPCPVATLALVVKGQCCPDCTP 

 

418  VHCHPDCLTCSHSPDH----CDLCQDPTKLLQNGRCVHSCGLGFYQAGSL---C 

465  LACQPQCSTCTNGLE-----CSSCLPPLLMQQGQ-CVSTCGDGFYQDHHS---C 

510  AVCHESCAGCWGPTEKH---CMACRDPLQVLRDSSCENTCGNGFYNRQGT---C 

558  VACDQSCKSCGPSSPR----CLSCAEKTILHDGK-CISECPHGYYADSTGS--C 

605  KVCHSSCASCSGPTAAH---CIACIHPQTLRQGH-CLPSCGEGFYPDHGI---C 

652  EACHASCHTCVGPQPSH---CTQCKKPEAGLLVEQHSGENVPYGKCVSRCGTHFYLESTGLC 

711  EVCHPSCLTCEGKSPHN---CTGCESTHALLAGC-CVSQCPETHFNLEGT---C 

758  TECHPSCRQCHGPLESD---CVSCHPHLTLTSGH-CKTSCKEEQFLNLVGY--C 

806  ADCHPLCQHCVANLQDTGSICLKCQHARHLLLGDHCVPECPPGHYKERGT---C 

857  KTCHSSCRSCQNGGPFS---CSSCDTGLVLTHIGTCSTACFPGHYLDDNQV--C 

906  QPCNRHCRSCDSQGS-----CTSCRDPSKVLLFGECQYESCTPQYYLDIATKTC 

955  KECDWSCNACTGPLRTD---CLQCMDGYVLQDGV-CVEQCSPQHYRDSGS---C 

1002 KRCDSHCVECQGPHE-----CTRCEEPFLFFQAQ-CVQECGKGYFADHAKHR-C 

1049 IACPQGCLRCSHKDQ-----CHLCDHSFFLKSGL-CMPTCVPGFSGHSSNEN-C 

 

1096 TDKMYTPSLHVNGSLTLGIGSMKPLDFSLLNIQHQDGRVEDLLFHVVSTPTNGQLLLSRNGKEVQLEKAGHFSWKDVNEKKVRFVHSKEKLRKGYFSL 

1194 KISDQQFFSEPQLINIQAFSTQAPYVLRNEVLHVSKGERATITTQLLDIRDDDNPQDVAVNVLDPPLHGQLLQMPPAPAASIYQFHLDELSRGLLLYA 

1292 HDGSDSTSDIIVFQANDGHSFQNILFHVKNIPKNDRALRLVTNSMVWVPEGGMLKITNRILKAQAPGVRADDIIYKITHSRPQFGEVVLLMNLPADSP 

1390 AGPAEEGHHLPDGRMATPISTFTQQDIDDGVVWYRHLGAPTQSDSFRFQVSSATSAQEHLESHMFNIAILPQAPEAHKLSLGTSLHMTAREDGLSVIQ 

1488 PQSLSFVKAESPSGKIIYNITVPLHPNQGIIEHRDRPHSPIQYFTQEDINQGQIMYRPPVAPPHLQEIMAFSFAGLPESVKFYFTVSDGQHTSPEMAL 

1586 TIHLLHSDLQPPAFQVKAPLLEVSPGGRTSLGLQLLVRDAQVVPEELFFQLQKSPQHGMLVKYTAKSSVTMAAGDTFTYDEVERNVLQYVHDGSSAWE 

1684 DSLEISVTDGLTVTTSEVKVEVSPSENRGPRLAPGSSLSMTVASQHTAIITRSHLAYVDDSSSDPEIWIRLSSLPLYGVLFRSSGPDMDELSGDSNFT 

1782 MEDINKKNIRYSAVFETDGHSVTDGFHFSVSDMDGNHVDNQVFTITVTPAENPPHIIAFADLITVDEGGRAPLSLHHFFATEDQDNLQDDAVIKLSAL 

1880 PKYGCIENTGTGDRFGPGANSELEASFPIQDVLENYIYYFQSVHESIEPTHDVFSFYVSDGSGRSEIHSINITIERKNDEPPRMTLRPLGVRLSSGVA 

1978 ISNSSLSLQDLDTPDNELIFVLMKKPDHGHLLRRSTASDPLEHGTVLDQGSSFTYQDVLAGLVGYLPGDIYMAVDEFRFSLTDGLHVDTGRMEIYIEL 

2076 PSTNIPHLAINRGLQLSAGSVARITEQHLKATDTDSEAGQVVYIMKEDPGAGRLLMAKADNLEQISVRGPIRSFTQADVSQGQIEYSHGPGEPGGSFA 

2174 FKFDVVDGEGNKLADQSFSIGVLEDKSPPVVITNKGLVLDENSVEKITTAQLSATDQDSKPTELIYRITTQPQLGHLEHVASPGIQISSFTQADLASR 

2272 NVQYVRSSGTGKQSDAFSFVLSDGLHEVTQTFPITIHPLDDAQPLVQNRGMRVQEGVRKTITEFELKAVDVDTEAESITFTIVQPPRHGTIERTARGQ 

2370 RFHQTSSFTMEDIYQNRVSYSHDGSNSLKDRFTFTVSDGTNPFFIIEEGGEEIMTAAPQQFHVDILPVDDGTPRIVTNLGLQWLEYMDGKATNLITKK 

2468 ELLTVDPDTEDSQLIYEVTTGPMHGYLENKLQPGRAAATFTQEHVNLGLIRYVLYEEKIQKVMDSFQFLVKDSKPNVVSDNVFHIQWSLISFKYTSYN 

 

2566 vSeKAGS-----vSvTvQrTg-NLNQYAIvLCRtEQGTaSSSSHPGQQ---dyMEYAGQ----vQfDEgESTKSCTvIiNddDVF---eNIeSfTvGl 

2648 SMPAYALQGEFTQAKVIINDTEDEPTLEFDKKTYR 

2683 vNeSAGF-----lFaPiKrQg-dSSSTVSaVCYtVPKSaMGSSLYALESGSdfKSRGRSAESRvIfGPgVTVSTCDvMVIddSEY---eEEeEfEiAl 

2772 ADASNNARIGRQAVAKVLISGPNDASTVSLGNTAFT 

2808 iSeDAGT-----vKiPvIrHgTdLSTFTSvWCAtRPSDPASATPGV-----dyVPSSRK----vEfGPgITEQYCTLTiLddTQYPVIeGLeTfVvFl 

2892 SSAQGAELTKPSQAVIAINDTFQDVPSMQFSKDLLL 

2928 vKeKEGV-----lHiPiIrSg-dLSYESSvRCYtQGHSaQVME--------dfEERRNADSSRiTfLKgQKTKNCTvYiHddSMF---ePEeQfRvYl 

3008 GHPLGNHWSGARIGKNSVATVTISNDEDAPTIEFEEAAYQ 

3049 vRePAGPEAIAVlSiKvIrRg-dQNRTSKIRCStRDGSaQSGV--------dyYPKSRV----lKfSPgVDHIFFKvEiLSNEDR---eWHeSfSlVl 

3131 GPDDPVEAVLGDVTTATVTILDQEAAGSLILPAPPIVVTLADYDHVEELAKEGVKKAPSPGYPLVCVTPCDPRYPRYAVMKERCSEAGINQTSVQFSW 

3229 EVAAPTDGNGARSPFETITDNTPFTSVNHKVLDSIYFSRRFHVRCVAKAVDKVGHVGTPLRSNVVTIGTDSAICHTPVVAGTARGFQAQSFIATLKYL 

3327 DVKHKEHPNRIHISVQIPHQDGMLPLISTMPLHNLHFLLSESIYRHQHVCSNLVTARDLRGLAEAGFLDDAGFHSTALGPGYDRPFQFDSSVREPKTI 

3425 QLYRHLNLKSCVWTFDAYYDMTELIDVCGGSVTADFQVRDSAQSFLTVHVPLYVSYIYVTAPRGWASLEHHTEMEFSFFYDTVLWRTGIQTDSVLSAR 

3523 LQIIRIYIREDGRLVIEFKTHAKFRGQFVIEHHTLPDVKSFILTPDHLGGIQFDLQLLWSAQTFDSPHQLWRATSSYNRKDYSGEYTIYLIPCTVQPT 

3621 QPWVDPGEKALACTAHAPERFLIPIAFQQTNRPVPVVYSLNTEFQLCNNEKVFLMDPNTSDMSLAEMDYKGAFSKGQILYGRVLWNPEQNLHSAYKLQ 

3719 LEKVYLCTGKDGYVPFFDPTGTIYNEGPQYGCIQPNKHLKHRFLLLDRSQPEVTDKYFHDVPFEAHFASELPDFQVVSSMPGVDGFTLKVDALYKVEA 

3817 GHQWYLQVIYIIGPDSTSRPRVQRSLTVSLRRHQRDLVDPSGWLSLDDSLIYDNEGDQVKNGTNMKSLNLEMQEPVIAASLSQTGASIGSALAAIMLL 

3915 LLLFLVACFVTRKCQKQKKKQPPEDTLEEYPLNTKVDVAKRNADKVEKNANRQYCTVRNVNILSDNEGYYTFKGAKVKKLNLEVRVHNNLQDGTEV 
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Εικ. 2: Η πρωτεïνική αλληλουχία του γονιδίου Fras1 
Το µέγεθος της πρωτεΐνης Fras1 είναι 4010 αµινοξέα. Στην αναγραφόµενη πρωτεϊνική αλληλουχία 
συµβολίζεται µε µπλε κεφαλαίο γράµµα η Μεθεϊονίνη (M) στην αρχή της πρωτεΐνης, µε µπλέ 
υπογραµµισµένα γράµµατα το πιθανό πεπτίδιο σινιάλο (SP) στο αµινοτελικό άκρο, ενώ τα 
υπογραµµισµένα γράµµατα µε κόκκινο χρώµα συµβολίζουν την πιθανή διαµεµβρανική περιοχή 
(TM) στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης. Υπογραµµίζονται επίσης οι πιθανές θέσεις Ν- και Ο-
γλυκοζιλίωσης. Με  τα έντονα  υπογραµµισµένα γράµµατα αναπαρίστανται οι συντηρηµένες 
κυστεΐνες στα  6 επαναλαµβανόµενα µοτίβα τύπου VWC και στα 13 µοτίβα τύπου φουρίνης, ενώ µε 
έντονα γράµµατα σηµειώνονται τα συντηρηµένα αµινοξέα  στα 5 µοτίβα τύπου Calx-β. Οι παύλες 
ανάµεσα στα αµινοξέα συµβολίζουν κενά και απλώς χρησιµοποιήθηκαν για την απλούστερη 
στοίχιση των επαναλαµβανόµενων µοτίβων. Με βέλος υποδεικνύεται η θέση εισαγωγής της 
κασέτας µε τη γαλακτοζιδάση και τη νεοµυκίνη (LacZ/Neo), που χρησιµοποιήθηκε για την 
απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1. 
 
παρουσιάζει οµολογία µε την πρωτεογλυκάνη, περιέχονται 6 ζευγάρια Ser-Gly, τα οποία 
χρησιµεύουν σαν πιθανές θέσεις πρόσδεσης γλυκοσαµινογλυκανών (Ο-γλυκοζιλίωση) (εικ. 2 και 
εικ. 3a). 
 Ερευνώντας τις διεθνείς βάσεις δεδοµένων, το γονίδιο Fras1 εντοπίστηκε επίσης στον άνθρωπο. 
Συγκεκριµένα τµήµατα του cDNA του Fras1 ανιχνεύθηκαν στις βάσεις δεδοµένων σαν ESTs, τόσο 
στον ποντικό (καλύπτοντας συνολικά περίπου το 20% της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του cDNA 
του Fras1), όσο και στον άνθρωπο. Από την άλλη µεριά εντοπίστηκαν περιοχές του γονιδίου Fras1, 
µετά τα µοτίβα των κυστεϊνών και σε δυο άλλους οργανισµούς, στο Zebrafish και στον αχινό. Το 
µεγαλύτερο εύρος οµολογίας µε το Fras1 εντοπίζεται στον αχινό, του οποίου η πρωτεΐνη ECM3 που 
στερείται των µοτίβων που περιέχουν κυστεΐνες, παρουσιάζει 32% ταυτότητα µε την περιοχή της 
Fras1 από το αµινοξύ 1102 µέχρι το αµινοξύ 3937 (Hodor et al., 2000). Στο Zebrafish ανιχνεύεται 
ένα τµήµα που παρουσιάζει 79% βαθµό ταυτότητας µε µία µικρότερη αλλά συνεχόµενη περιοχή της 
Fras1, από το αµινοξύ 3171 µέχρι το αµινοξύ 3297.  
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Εικ. 3: Σχηµατική αναπαράσταση της πρωτεΐνης Fras1 και  ανίχνευση των mRNA του Fras1 
a. Οι διαφορετικές περιοχές της πρωτεΐνης Fras1 συνάγονται µε βάση την προκύπτουσα αµινοξική 
αλληλουχία. Ξεκινώντας από το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης (N) συναντάται πρώτα το πιθανό πεπτίδιο 
σινιάλο (SP), στη συνέχεια τα 6 επαναλαµβανόµενα και πλούσια σε κυστεΐνη µοτίβα της περιοχής C του 
παράγοντα Von Willebrand (VWC), τα οποία ακολουθούνται από 13 επαναλαµβανόµενα και πάλι πλούσια σε 
κυστεΐνη µοτίβα τύπου φουρίνης (FU), καθώς και από µια περιοχή που παρουσιάζει οµολογία µε την NG2 
(NG2 like domain). Στη συνέχεια εντοπίζονται τα 5 µοτίβα τύπου Calx-beta και προς το καρβοξυτελικό άκρο 
της πρωτεΐνης συναντάται µία πιθανή διαµεµβρανική περιοχή (TM). Υποδεικνύονται µε βέλος η θέση 
εισαγωγής της κασέτας γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης (LacZ/Neo), µπροστά από το τρίτο µοτίβο τύπου VWC, και 
µε οριζόντια µπάρα το πεπτίδιο στην περιοχή της πρωτεογλυκάνης, που χρησιµοποιήθηκε για την 
ανοσοποίηση και την παραγωγή του πολυκλωνικού αντισώµατος. b. Ανάλυση κατά Northern των mRNAs του 
Fras1. Η µεµβράνη που χρησιµοποιήθηκε περιέχει poly A+ RNA από έµβρυα ποντικού των αναπτυξιακών 
σταδίων Ε7.0, Ε11.0, Ε15.0 και Ε17.0 και υβριδοποιήθηκε µε ανιχνευτή µεγέθους 900 bp, ο οποίος εντοπίζεται 
στην περιοχή του cDNA του Fras1, που κωδικοποιεί για µοτίβα τύπου VWC.  ∆ιαπιστώνεται ότι το πλήρες 
µετάγραφο του γονιδίου Fras1 είναι 15-16 kb, ενώ παρατηρείται και ένα µικρότερο στα 4.8 kb, όπως 
υποδεικνύεται µε τα δυο βέλη. Στη δεξιά πλευρά του στυπώµατος σηµειώνονται οι µάρτυρες µεγέθους RNA. 
  
Fras1-1   27    CLYQGSFLADATIWKPDS------------CQNCRCHGDIVI 57 
Fras1-2   94    C HEGKIHEHGTEWASAP------------C C CTHGEVR 124 H TV S
Fras1-3   158   CSYDGHVFQDGEDWQLSR------------CAKCVCRNGLTQ 188 
Fras1-4   220   CSTAGQVYEHGEQWKEDA------------CTLCMCDQGQVR 250 
Fras1-5   284   C SGGVLRYQDEMWKGSA------------C C CDQGQVT 314 S EF M
Fras1-6   348   CIYEQKAETMSSSAREIKHVPDGEKWEEGPCKLCECREAQVT 390 
Nel1-1    273   CQVSGLLYRDQDSWVDGDN-----------CGNCTCKSGAVE 304 
Chordin-1 693   CSFEGQLRAHGSRWAPDYDRK---------CSVCSCQKRTVI 726 
Col1-1    34    CLQNGQRYKDKDVWKPSS------------CRICVCDTGNVL 64 
kielin-1  909   CVQDGVEFLEGIEWELDGNP----------CSSCTCRNGDTV 941 
kielin-1  1085  CNYAGKEYPNGADFPHPTDK----------CRQCHCINGNVQ 1117 
kielin-1  1617  CRYQGKEFSEGAHWVPHTDP----------CLKCTCSNGHVD 1649 
kielin-1  1676  CVYNGREYRDNSNWLSSSDH----------CMSCMCVDGVTT 1708 
kielin-1  1930  CWYQGQRFLSNEHWQVDE------------CTACTCVSGEVH 1960 
 
 
Fras1-1   58   CKPVVCKNPRCAFEKGEVLWIAPNQCCPQC 87 
Fras1-2   124  CSHQQCTPLSCGPQELEFLAEGR—-CCPIC 152 
Fras1-3   188  CFAAQCQPLFCNQDEIVVRVPGK—-CCSQC 216 
Fras1-4   250  CHKQVCPPLRCAKGQGRARHHGQ—-CCEEC 278 
Fras1-5   314  CQTGECAKVACALGEELVHLEGK—-CCPEC 342 
Fras1-6   390  CYEPSCPP--CPVATLALVVKGQ—-CCPDC 416 
Nel1-1    304  CRRMSCPPLNCSPDSLPVHISGQ—-CCKVC 332 
Chordin-1 726  CDPIVCPPLNCSQPVHLPDQ-----CCPVC 751 
Col1-1    64   CDDIICEDPDCLNPEIPF---GE--CCPIC 89 
kielin-1  941  CGVSECPPVSCLHPTRRE---GE--CCPVC 966  
kielin-1  1117 CLAQRCPPLLCAEPFPVP---GE--CCPQC 1142 
kielin-1  1649 CEPPQCPPLPCTQQVTDP---GT--CCPRC 1674 
kielin-1  1708 CSKLQCITS—CTNQITIP---GE--CCPVC 1732 
kielin-1  1960 CHSERCPQVSCTAEETPALIPGM--CCPHC 1988 
 

Εικ. 4:  Μοτίβα τύπου VWC 
Στοιχίσεις των 6 µοτίβων τύπου VWC της πρωτεΐνης  Fras1, µε 5 από τα 27 µοτίβα VWC της Κιελίνης (Kielin) 
(xenopus), µε 1 από τα 4 µοτίβα της Nel1(αρουραίος, rat),  µε 1 από τα 4 µοτίβα της Χορδίνης (chordin) (xenla) 
και µε το ένα µοτίβο VWC τουΚολλαγόνου I (Col1) (ποντίκι, mouse). Με έντονα γράµµατα συµβολίζονται οι 
κυστεΐνες που είναι 100% συντηρηµένες στα µοτίβα τύπου VWC, ενώ υπογραµµίζονται τα αµινοξέα των 
µοτίβων µε µικρότερο ποσοστό συντήρησης. 
Στη δεξιά και αριστερή πλευρά των µοτίβων υποδεικνύονται οι θέσεις των περιοχών στοίχισης σε κάθε 
πρωτεΐνη. 
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Fras1-1  418  VHCHPDCLT--CSHSPDH----CDLCQDPTKLLQNGR--CVHS-CGLGFYQAGSL----C 
Fras1-2  465  LACQPQCST—-CTN-GLE----CSSCLPPLLMQQGQ---CVST-CGDGFYQDHHS----C 
Fras1-3  510  AVCHESCAG—-CW--GPTEKH-CMACRDPLQVLRDSS--CENT-CGNGFYNRQGT----C 
Fras1-4  558  VACDQSCKS—-C---GPSSPR-CLSCAEKTILHDGK---CISE-CPHGYYADSTGS---C 
Fras1-5  605  KVCHSSCAS—-CS--GPTAAH-CIACIHPQTLRQGH---CLPS-CGEGFYPDHGI----C 
Fras1-6  711  EVCHPSCLT—-CE--GKSPHN-CTGCESTHALLAGC---CVSQ-CPETHFNLEGT----C 
Fras1-7  758  TECHPSCRQ—-CH--GPLESD-CVSCHPHLTLTSGH---CKTS-CKEEQFLNLVGY---C 
Fras1-8  806  ADCHPLCQH—-CVANLQDTGSICLKCQHARHLLLGDH--CVPE-CPPGHYKERGT----C 
Fras1-9  857  KTCHSSCRS— CQNGGPFS---CSSCDTGLVLTHIGT--CSTA-CFPGHYLDDNQV---C 
Fras1-10 906  QPCNRHCRS--CDSQGS-----CTSCRDPSKVLLFGE--CQYESCTPQYYLDIATKT--C 
Fras1-11 955  KECDWSCNA—-CT--GPLRTD-CLQCMDGYVLQDGV---CVEQ-CSPQHYRDSGS----C 
Fras1-12 1002 KRCDSHCVE—-CQ--GPHE---CTRCEEPFLFFQAQ---CVQE—CGKGYFADHAKHR--C 
Fras1-13 1049 IACPQGCLR--CSHKDQ-----CHLCDHSFFLKSGL---CMPT—CVPGFSGHSSNEN--C 
PCK5B-1  678  RHCHDSCAT—-CH--GRHSGQ-CLSCHEGNYFVEDEGT-CSEE-CGQGYYKDEEERK—-C 
PCK5B-2  1235 RPCHQSCKT—-CS--GPSDTD-CDSCKGDDTILDRGE--CITS-CGPGEYMDRREK---C               
FUR2-1   1014 WPCHDTCET—-CA--GAGPDS-CLTCAPAHLHVIDLAV-CLQF-CPDGYFENSRNRT--C 
FUR2-2   1112 AFCHSTCAT—-CN--GPTDQD-CITCRSSRYAWQNK—--CLIS-CPDGFYADKKRLE--C 
PAC4-1   693  SVCHPECGDKGCD--GPNADQ-CLNCVHFSLGSVKTSRKCVSV-CPLGYFGDTAARR--C 
PAC4-2   747  RRCHKGCET—-CSSRAATQ---CLSCRRGFYHHQEMNT-CVTL-CPAGFYADESQKN--C  
PCK5M-1  1395 VPCHKNCLE—-CN--GPKEDD-CKVCADTSKALHNGL--CLDE-CPEGTYKEEENDE--C  
PCK5M-2  1494 QPC KKC C --GPSEDQ-C C C C EGYHTDKDSQQ--C H SR—- S YT PRETFLLNTT--- VKE- P
PCK5M-3  1543 VLCHSSCRT—-CE--GPHSMQ-CLSCRPGWFQLGKE---CLLQ—CRDGYYGESTSGR--C 
PCK5M-4  1643 ERCHPTCDK—-CS--GKEAWS-CLSCVWSYHLLKGI---CIPE—CIVGEYREGKGENFNC 
  
 
Εικ. 5:  Μοτίβα τύπου φουρίνης 
Στοιχίσεις των 13 µοτίβων τύπου φουρίνης της πρωτεΐνης Fras1, µε 2 από τα 18 µοτίβα τύπου φουρίνης της 
PCK5-BRACL, µε 2 από τα 10 µοτίβα της FUR2-DR, µε 4 από τα 22 µοτίβα της PCK5-MOUSE και µε 2 από τα 
5 µοτίβα της PAC4-HUMAN. Με έντονα γράµµατα συµβολίζονται τα αµινοξέα των κυστεϊνών που είναι 100% 
συντηρηµένα στα µοτίβα τύπου φουρίνης, ενώ υπογραµµίζονται τα αµινοξέα των µοτίβων που παρουσιάζουν 
µικρότερη συντήρηση. Στην αριστερή πλευρά των µοτίβων υποδεικνύονται οι θέσεις των περιοχών στοίχισης 
σε κάθε πρωτεΐνη.   
 
 
CMRP-1  2566 VSEKAGS-----VSVTVQRTG-NLNQYAIVLCRTEQGTASSSSHPGQQ--- 2607 
CMRP-2  2683 VNESAGF-----LFAPIKRQG-DSSSTVSAVCYTVPKSAMGSSLYALESGS 2727 
CMRP-3  2808 ISEDAGT-----VKIPVIRHGTDLSTFTSVWCATRPSDPASATPGV----- 2848 
CMRP-4  2928 VKEKEGV-----LHIPIIRSG-DLSYESSVRCYTQGHSAQVME-------- 2964 
CMRP-5  3049 VREPAGPEAIAVLSIKVIRRG-DQNRTSKIRCSTRDGSAQSGV-------- 3090 
ECM3-1  1738 VNETERY-----LNIKLVRRG-YLGETSFVGIQTADGTAIADE-------- 1774 
ECM3-2  1852 IEEDIGE-----FLVPIRRTG-DLSQELMASCSTMPGSATGSDPSPVLSFS 1896 
ECM3-3  1978 VDENAPF-----VEVTVFRTGTDVSKMASVTVRSRASNPVSAVAGE----- 2018 
ECM3-4  2098 VNENDIR-----ITAEVVRSG-DLSIESSVRCYTRQGSAQVMM-------- 2134 
ECM3-5  2219 IDEPTDLDSVVTVSIPVIRMG-DNTQTSIVRVFTKDGSARSGI-------- 2260 
CALX-b1 453    VMENCGE-----FEVRVVRRG-DISTYASVEYETQDGTASAGT-------- 489 
NAC1-b1 415  CLENCGT-----VALTIIRRGGDLTNTVFVDFRTEDGTANAGS-------- 452 
 
CMRP-1  2608 DYMEYAGQ-----VQFDEGESTKSCTVIINDDDVF---ENIESFTVGL 2647 
CMRP-2  2728 DFKSRGRSAESR-VIFGPGVTVSTCDVMVIDDSEY---EEEEEFEIAL 2771 
CMRP-3  2849 DYVPSSRK-----VEFGPGITEQYCTLTILDDTQYPVIEGLETFVVFL 2891 
CMRP-4  2965 DFEERRNADSSR-ITFLKGQKTKNCTVYIHDDSMF---EPEEQFRVYL 3008 
CMRP-5  3091 DYYPKSRV-----LKFSPGVDHIFFKVEILSNEDR---EWHESFSLVL 3130 
ECM3-1  1775 DFRGKSARQ----VQFNPGQTEGFWRVRILNDRLY---EQAEVFEIIL 1815 
ECM3-2  1897 DYISRMEEDPDNMVAFDKGEDLAYCRILIIDDSLY---EEDETFQVKL 1941 
ECM3-3  2019 DYAGISRN-----LDFAPGVNQQTVKVYIIDDRGQPRLEGPETFELVL 2061 
ECM3-4  2135 DYDERPNTEASI-ITFLPGERSKTCTVLLMDDNVF---EPDEAFRLVL 2178 
ECM3-5  2261 DYNPLSQV-----LEFGFNVTERVVEIEILPDEDRN--EMREAFTLHI 2301 
CALX-b1 490  DFVGRKGL-----LSFPPGVDEQRFRIEVIDDDVF---EEDECFYIRL 529 
NAC1-b1 453  DYEFTEGT-----VVFKPGDTQKEIRVGIIDDDIF---EEDENFLVHL 492 
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Εικ. 6: Μοτίβα τύπου Calx-beta 
Στοιχίσεις  των 5 µοτίβων τύπου Calx-beta που εντοπίζονται στην πρωτεΐνη Fras1 µε τα αντίστοιχα µοτίβα των 
πρωτεϊνών ECM3, CALX-beta1 και NAC1-beta1. Όσον αφορά την ECM3 αναγράφονται 5  µοτίβα, ενώ για τις 
CALX-beta1 και NAC1-beta1 σηµειώνεται από ένα επαναληπτικό µοτίβο. Με έντονα γράµµατα συµβολίζονται 
τα αµινοξέα που είναι συντηρηµένα στα 5 µοτίβα τύπου Calx-beta και στη δεξιά και αριστερή πλευρά των 
µοτίβων υποδεικνύονται οι θέσεις των περιοχών στοίχισης σε κάθε πρωτεΐνη.  
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II. Στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1  
 
 Μία από τις προσεγγίσεις µέσω της οποίας αποφασίστηκε να µελετηθεί η βιολογική λειτουργία του 
γονιδίου Fras1 στον ποντικό, ήταν η απενεργοποίηση του χρησιµοποιώντας την µέθοδο του 
οµόλογου ανασυνδυασµού. Με την µέθοδο αυτή εισήχθηκε µόνιµα στο ενδογενές γονίδιο Fras1 µια 
κατασκευή DNA (κασέτα), η οποία προκαλεί την απενεργοποίηση του Fras1, είτε µέσω πρόωρου 
τερµατισµού της µεταγραφής του (µε τα σινιάλα τερµατισµού που περιέχει η κασέτα για την 
πολυµεράση RNA τύπου ΙΙ), είτε µέσω πρόωρου τερµατισµού της µετάφρασης του παραγόµενου 
µεταγράφου του Fras1 (µέσω των κωδικονίων λήξης της κασέτας, στην περίπτωση που κάποια 
µόρια πολυµεράσης ξεπεράσουν τα σινιάλα τερµατισµού της µεταγραφής της, readthroughs), είτε  
µέσω αλλαγής  του πλαισίου διαβάσµατος του µεγαλύτερου µέρους του µεταγράφου του Fras1 (µε 
την παρεµβολή των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της κασέτας, στην περίπτωση που ξεπεραστούν 
και τα δύο παραπάνω εµπόδια). 
Η ένθεση της κασέτας DNA στο γονίδιο Fras1 απαιτεί τη δηµιουργία κατάλληλης πλασµιδιακής 
κατασκευής, η oποία εισάγεται µε οµόλογο ανασυνδυασµό στο γονιδίωµα των πολυδύναµων 
προγονικών κυττάρων (ES) και αντικαθιστά ένα τµήµα του ενδογενούς γονιδίου Fras1.  Η 
πλασµιδιακή αυτή κατασκευή που ονοµάζεται και κατασκευή στόχος (targeting construct), περιέχει 
ένα τµήµα του ενδογενούς Fras1 και την κασέτα που αποφασίζεται να εισαχθεί στο Fras1. Η κασέτα 
περιλαµβάνει αλληλουχίες του πλασµιδιακού φορέα pGNA στις οποίες εντοπίζονται, σινιάλα 
τερµατισµού της µεταγραφής, γονίδια που κωδικοποιούν για πρωτεϊνικά προϊόντα απαραίτητα για 
την επιλογή των ES στα οποία η κατασκευή ενσωµατώνεται στο γονιδίωµα τους, καθώς και γονίδια 
που κωδικοποιούν για ποικίλους πρωτεϊνικούς µάρτυρες. 
Για τη δηµιουργία της κατασκευής στόχου λαµβάνονται υπ’ όψη οι παρακάτω προϋποθέσεις (εικ. 
1): 
α) Η κατασκευή στόχος οφείλει να περιέχει ένα τουλάχιστον εξόνιο του ενδογενούς γονιδίου, εντός 
του οποίου εισάγεται η κασέτα DNA, έτσι ώστε µετά τον οµόλογο ανασυνδυασµό και τη διαδικασία 
της συρραφής του µεταγράφου να είναι αδύνατη η αποµάκρυνση της κασέτας. 
β) Το εξόνιο του γονιδίου στην κατασκευή στόχο, εντός του οποίου γίνεται η εισαγωγή της κασέτας, 
επιλέγεται να κωδικοποιεί για την αµινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης (κατά προτίµηση η θέση 
εισαγωγής της κασέτας εντοπίζεται µετά το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης του ενδογενούς 
γονιδίου), έτσι ώστε το  συγκεκριµένο γονιδιακό προϊόν να καταστραφεί σχεδόν από την αρχή του. 
γ) Η περιοριστική θέση εντός του παραπάνω εξονίου, στην οποία επιλέγεται να εισαχθεί η κασέτα, 
είναι προτιµότερο να µην απαντάται συχνά στα υπόλοιπα τµήµατα της κατασκευής στόχου (για 
µεγαλύτερη ευκολία στη δηµιουργία αυτής της κατασκευής).  
δ) Εκατέρωθεν της κασέτας στην κατασκευή στόχο οφείλεται να εντοπίζονται τµήµατα του 
ενδογενούς γονιδίου στο οποίο θέλουµε να εισαχθεί η κασέτα, µε συνολικό µέγεθος τουλάχιστον 9-
10 Kb (κατά προτίµηση 3-4 Kb από τη µία µεριά και 6-8 Kb από την άλλη), έτσι ώστε ο οµόλογος 
ανασυνδυασµός ανάµεσα στην πλασµιδιακή κατασκευή και στο ενδογενές γονίδιο στα κύτταρα ES 
να πραγµατοποιείται µε αυξηµένη συχνότητα.   
ε) Οι γενωµικές περιοχές του ενδογενούς γονιδίου που χρησιµοποιούνται για την δηµιουργία της 
κατασκευής στόχου προέρχονται από γονιδίωµα του ίδιου στελέχους µε τα πολυδύναµα προγονικά 
κύτταρα στα οποία εισάγεται η κατασκευή αυτή, έτσι ώστε να µην παρατηρούνται πολυµορφισµοί 
ανάµεσα στα τµήµατα του ενδογενούς γονιδίου και στην πλασµιδιακή κατασκευή, οι οποίοι θα 
µείωναν το ποσοστό επιτυχίας του οµόλογου ανασυνδυασµού. 
ζ) Στην περίπτωση που η κασέτα περιέχει  κάποιο γονιδιακό µάρτυρα π.χ γαλακτοζιδάση χωρίς 
δικό του υποκινητή, η τοποθέτηση του µάρτυρα στην κατασκευή στόχο πραγµατοποιείται κατά 
τέτοιο τρόπο έτσι ώστε το πλαίσιο ανάγνωσης του να συµβαδίζει µε το πλαίσιο ανάγνωσης του 
εξονίου του ενδογενούς γονιδίου που προηγείται της κασέτας. Κατά συνέπεια ο εκάστοτε γονιδιακός 
µάρτυρας µπορεί να δώσει πληροφορίες για την έκφραση του στοχευόµενου γονιδίου, να 
διευκολύνει την ανάλυση του φαινοτύπου που προκύπτει µετά την απενεργοποίηση του γονιδίου, 
καθώς και να συµβάλλει στην δηµιουργία κυτταροκαλλιεργειών που να περιέχουν το 
απενεργοποιηµένο γονίδιο.   
θ) Η κατασκευή στόχος πρέπει να περιέχει µια µοναδική περιοριστική θέση, εκτός των γενωµικών 
τµηµάτων του ενδογενούς γονιδίου και των λειτουργικών περιοχών της κασέτας, έτσι ώστε να 
µπορεί να γίνει γραµµική πριν εισαχθεί στα κύτταρα ES (δεδοµένου ότι η γραµµική µορφή ευνοεί 
τον οµόλογο ανασυνδυασµό).   
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ι) Τέλος προκειµένου να πιστοποιηθεί ο οµόλογος ανασυνδυασµός και να ελεγχθεί η ακεραιότητα 
της στοχευόµενης περιοχής στο 5΄ και 3΄άκρο της, αφήνονται εκτός της πλασµιδιακής κατασκευής 
τα άκρα του τµήµατος του ενδογενούς γονιδίου που χρησιµοποιήθηκε για τη δηµιουργία της, ώστε 
να χρησιµοποιηθούν στη συνέχεια σαν ανιχνευτές.     
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Εικ. 1:Σχηµατική αναπαράσταση της κατασκευής στόχου σε γραµµική µορφή 
Η κατασκευή στόχος εντοπίζεται ανάµεσα στα όρια που περικλείονται από τις κάθετες µαύρες γραµµές  
 
Στη συγκεκριµένη περίπτωση η κασέτα που εισήχθηκε στο γονίδιο Fras1 αντιστοιχεί στον 
πλασµιδιακό φορέα pGNA, ενώ όσον αφορά το γενωµικό τµήµα του Fras1 που χρησιµοποιήθηκε 
στην κατασκευή στόχο, αυτό προέκυψε ύστερα από διερεύνηση µιας  γενωµικής βιβλιοθήκης. 
 Ο φορέας pGNA περιέχει ένα τµήµα DNA που κωδικοποιεί την βακτηριακή πρωτεΐνη 
γαλακτοζιδάση (περίπου 3000 bp) µαζί µε το σινιάλο τερµατισµού της µεταγραφής από τον SV40, 
χωρίς όµως ρυθµιστικά στοιχεία υποκινητή. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα προκειµένου να µεταγραφεί 
η γαλακτοζιδάση να χρησιµοποιείται η πολυµεράση που προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου 
Fras1. Κατά συνέπεια, µετά την εισαγωγή της κασέτας στο γονίδιο Fras1, απαιτείται η διατήρηση 
του πλαισίου ανάγνωσης της γαλακτοζιδάσης. Στον φορέα pGNA περιλαµβάνεται επίσης το γονίδιο 
της νεοµυκίνης (1200 bp), το οποίο εκφράζεται στα πολυδύναµα προγονικά κύτταρα υπό τον 
έλεγχο του υποκινητή RSV LTR και του ενισχυτή pyEC F9.1. Η µεταγραφή του γονιδίου της 
νεοµυκίνης σταµατάει µε τη βοήθεια ενσωµατωµένων στην κατασκευή σινιάλων λήξης του SV40 
(εικ. 2). 
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Εικ. 2: Ο πλασµιδιακός φορέας pGNA-Κασέτα 
Ο φορέας pGNA/κασέτα (7318 bp) περιέχει το γονίδιο της γαλακτοζιδάσης (LacZ) και της νεοµυκίνης (Neor), 
που υποδεικνύονται µε βέλη, η φορά των οποίων συµβολίζει και τη φορά µεταγραφής τους. Ο φορέας αυτός 
περιλαµβάνει και µεταγραφικά σινιάλα τερµατισµού από την ουρά πολυαδενυλίωσης (polyA) του SV40, τα 
οποία συµβολίζονται µε τα µαύρα κουτάκια. Με τα έγχρωµα κουτάκια αναπαρίστανται ο ευκαρυωτικός 
υποκινητής RSV LTR και ο ενισχυτής pyEC F9.1, που ελέγχουν την έκφραση του γονιδίου της νεοµυκίνης, ο 
προκαρυωτικός υποκινητής Tn 5, ενώ µε την έλλειψη το σινιάλο έναρξης της αντιγραφής στα βακτήρια, Ori. 
Απεικονίζεται επίσης ο χάρτης ορισµένων περιοριστικών θέσεων, συµπεριλαµβανοµένου του πολυσυνδέτη του 
φορέα. Οι περιοριστικές θέσεις XhoI  και AccI που έχουν υπογραµµιστεί είναι µοναδικές στην νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του φορέα. 
 
 
ΙΙ.Ι Ανίχνευση γενωµικής βιβλιοθήκης  
 
Η φαγική γενωµική βιβλιοθήκη η οποία χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει ενθέµατα γενωµικού DNA 
ποντικού του στελέχους Sv129 (129/OLA γενωµική βιβλιοθήκη στον φορέα λGEMTM-12). (Από αυτό 
το στέλεχος προέρχονται και τα κύτταρα ES στα οποία εισήχθηκε η πλασµιδιακή κατασκευή που 
δηµιουργήθηκε).Το µέγεθος των ενθεµάτων στους φορείς της βιβλιοθήκης κυµαίνεται από 9-23 Kb. 
Η διερεύνηση της γενωµικής βιβλιοθήκης έγινε µε τον ανιχνευτή που περιλαµβάνει το κοµµάτι του 
cDNA του Fras1 από τα 787-1745 bp, στο οποίο περιέχεται το κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης 
(στα 859 bp του cDNA του Fras1), ώστε οι κλώνοι που ανιχνεύονται να κωδικοποιούν για τµήµατα 
του αµινοτελικού άκρου της πρωτεΐνης Fras1. Η ανίχνευση της βιβλιοθήκης µε τον συγκεκριµένο 
ανιχνευτή κατέληξε σε τέσσερις διαφορετικούς  γενωµικούς  κλώνους, οι οποίοι για ευκολία στους 
χειρισµούς κλωνοποιήθηκαν στον πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+. Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια 
τόσο χαρτογράφησης των γενωµικών αυτών κλώνων, όσο και τοποθέτησης τους σε σχέση µε το 
cDNA του Fras1. Κατά συνέπεια οι γενωµικοί κλώνοι επωάστηκαν µε µία σειρά περιοριστικών 
ενζύµων και υβριδοποιήθηκαν, είτε µε ανιχνευτές από διάφορες περιοχές του cDNA του Fras1, είτε 
µε ολιγονουκλεοτίδια που περιέχουν εν δυνάµει περιοριστικές θέσεις εισαγωγής της κασέτας µαζί µε 
κάποια αλληλουχία από το cDNA του Fras1. 
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Με βάση τις προϋποθέσεις που οφείλεται να τηρούνται για τη δηµιουργία της κατασκευής στόχου, ο 
γενωµικός κλώνος που επιλέχθηκε να χρησιµοποιηθεί αναπαριστάται στην εικ. 3a. Ο κλώνος αυτός 
ονοµάζεται Wa, έχει µέγεθος 14.358 bp και περιέχει στα 3.177 bp την περιοριστική θέση MscI, η 
οποία χρησιµοποιείται σαν θέση εισαγωγής της κασέτας. Η θέση αυτή αντιστοιχεί στη θέση MscI 
στα 1357 bp του cDNA του Fras1, στο έκτο εξόνιο του Fras1 (µεγέθους 166 bp) και µάλιστα µετά τα 
πρώτα 16 bp του εξονίου, έτσι ώστε να µην είναι πολύ κοντά στις θέσεις συρραφής των εξονίων. 
Συγκεκριµένα εντοπίζεται στην περιοχή που κωδικοποιεί για το αµινοξύ 162 της πρωτεΐνης Fras1, 
στην αρχή του τρίτου µοτίβου τύπου VWC. Η επόµενη θέση MscI εντοπίζεται στα 9000 bp του 
γενωµικού κλώνου Wa. (Τονίζεται ότι τα εξόνια του γονιδίου Fras1 προκύπτουν από συγκρίσεις της 
αλληλουχίας του cDNA του Fras1 µε τις αντίστοιχες γενωµικές αλληλουχίες ποντικού στη βάση 
δεδοµένων Celera.) 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι ο γενωµικός κλώνος Wa ελέγχεται για χιµαιρισµό πριν  χρησιµοποιηθεί στην 
πλασµιδιακή κατασκευή. Η επιβεβαίωση της αρτιότητας της αλληλουχίας του Wα διαπιστώθηκε µε 
την  εισαγωγή της στη βάση δεδοµένων Celera και τη σύγκριση της µε τις αντίστοιχες γενωµικές 
αλληλουχίες του ποντικού. Από την άλλη µεριά πραγµατοποιήθηκε ενδεικτικά επώαση µε 
κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα και υβριδοποίηση µε τµήµατα που προέρχονται από το εσωτερικό 
του Wa, τόσο του Wa όσο και γενωµικού DNA ποντικού του ίδιου στελέχους. 
 Συγκεκριµένα τόσο ο γενωµικός κλώνος Wa όσο και το γενωµικό DNA επωάστηκαν µε τα 
περιοριστικά ένζυµα EcoRI και BamHI και στη συνέχεια υβριδοποιήθηκαν µε τους ανιχνευτές Α και 
Β, που εντοπίζονται στον Wa µεταξύ των περιοριστικών θέσεων EcoRI (2.749 bp)/BamHI(3.896 bp) 
και HindIII (5.412 bp)/XhoI (6.221 bp) αντίστοιχα (εικ. 3a). Σε κάθε  περίπτωση τόσο ο Wa όσο και 
το γενωµικό DNA του ποντικού, παρουσιάζουν και µε τους δύο ανιχνευτές τα αναµενόµενα 
προϊόντα. ∆ηλαδή µε επώαση µε EcoRI και υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή Α εντοπίζεται το τµήµα 
µεγέθους  2.977 bp, ενώ ύστερα από επώαση µε BamHI τα τµήµατα των 3.636 και 3.296 bp. 
Αντίστοιχα όταν ο γενωµικός κλώνος Wa και το γενωµικό DNA υβριδοποιηθούν µε τον ανιχνευτή Β, 
επιδεικνύουν µε EcoRI  τα προϊόντα των 3.527 bp και 2.977 bp , ενώ µε BamHI το προϊόν των 
3.636 bp (εικ. 3b, c). 
 
 
II.II ∆ηµιουργία της κατασκευής στόχου  
 
 Ο γενωµικός κλώνος Wa και ο πλασµιδιακός φορέα pGNA συνέβαλλαν στη δηµιουργία της 
πλασµιδιακής κατασκευής που χρησιµοποιήθηκε για την στοχευόµενη απενεργοποίηση του 
γονιδίου Fras1. Η δηµιουργία αυτής της κατασκευής περιλαµβάνει τέσσερα στάδια, τα οποία 
παρουσιάζονται αναλυτικά στην εικ. 4 a, b, c, d. 
  Στο πρώτο στάδιο, εισάγεται στον πλασµιδιακό φορέα  pBS-II KS+ το τµήµα του γενωµικού 
κλώνου Wa από τα 600-3.177 bp (εικ. 4a). Στο δεύτερο στάδιο, εισάγεται σε διαφορετικό 
πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+ το τµήµα του γενωµικού κλώνου Wa από τα 3.177-13.458 bp (εικ. 
4b). Οι περιοχές από 0-600 bp και 13.458-14.358 bp του Wa, αφήνονται εκτός των παραπάνω 
πλασµιδιακών κατασκευών, έτσι ώστε να χρησιµοποιηθούν για τον έλεγχο του οµόλογου 
ανασυνδυασµού και της ακεραιότητας του 5΄ και  3΄ άκρου της στοχευόµενης περιοχής του γονιδίου 
Fras1. Στο τρίτο στάδιο, κλωνοποιούνται διαδοχικά στον ίδιο πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+ και τα 
δύο παραπάνω τµήµατα του Wa που χρησιµοποιήθηκαν στο a και b. Η κλωνοποίηση τους γίνεται 
κατά τέτοιο τρόπο ώστε, να προηγείται το τµήµα του Wa που κωδικοποιεί για το πιο αµινοτελικό 
άκρο της πρωτεΐνης Fras1, να έπεται αυτό που κωδικοποιεί για το πιο καρβοξυτελικό και να 
παρεµβάλλεται µεταξύ τους η µοναδική περιοριστική θέση NotI (εικ. 4c). Τελικά τα τµήµατα του Wa 
τα οποία διακόπτονται από την NotI, αποµονώνονται από τον pBS-II KS+ και κλωνοποιούνται στον 
φορέα pGNA (εικ. 4d). Η κλωνοποίηση στον pGNA προϋποθέτει το πλαίσιο  ανάγνωσης του 
γονιδίου της γαλακτοζιδάσης της κασέτας να συµβαδίζει µε το πλαίσιο ανάγνωσης  των εξονίων του 
γενωµικού κλώνου από τα 600-3.177 bp. 
 Κατά συνέπεια η κατασκευή στόχος περιλαµβάνει τόσο τις αλληλουχίες του pGNA που περιέχουν 
την κασέτα της γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης, όσο και τις γενωµικές αλληλουχίες του Fras1, µεγέθους 
2.6 Kb (η περιοχή που κωδικοποιεί για το πιο αµινοτελικό τµήµα της πρωτεΐνης)  και 10.3 Kb 
αντίστοιχα, που περικλείουν τις αλληλουχίες της κασέτας. 
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Εικ. 3:  Περιοριστικός χάρτης του γενωµικού κλώνου Wa και επιβεβαίωση της αρτιότητας της 
αλληλουχίας του  
a. Παρουσιάζεται ο χάρτης ορισµένων περιοριστικών θέσεων για τον γενωµικό κλώνο Wa, ενώ σηµειώνεται 
και η περιοριστική θέση MscI στα 3.177 bp, στην οποία εισάγεται η κασέτα γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης. Η 
κατεύθυνση του βέλους στον κλώνο υποδεικνύει τη φορά της µεταγραφής του γονιδίου Fras1. Επίσης 
οριοθετούνται οι ανιχνευτές Α  και Β, από το 2.749-3.896 bp και από το 5.412-6.221 του Wa αντίστοιχα,  µε 
τους οποίους ανιχνεύεται η αρτιότητα της αλληλουχίας του Wa.  Η κλίµακα µέτρησης αντιπροσωπεύει 1Kb. b, 
c. Τόσο ο Wa όσο και το γενωµικό DNA παρουσιάζουν, όταν επωαστούν µε EcoRI και BamHI και 
υβριδοποιηθούν µε τους  ανιχνευτές Α και Β, τα αναµενόµενα προϊόντα, γεγονός που επιβεβαιώνει την 
απουσία χιµαιρισµού στον κλώνο Wa. 
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 Εικ. 4: ∆ηµιουργία της κατασκευής στόχου και ενσωµάτωση της κασέτας που περιέχει στο ενδογενές 
γονίδιο Fras1  
a. Εισαγωγή στον πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+ του τµήµατος του Wa από τα 600-3.177 bp.  b. Σε 
διαφορετικό πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+ προστίθεται  το τµήµα του Wa από τα 3.177-13.458 bp. c.  
Κλωνοποίηση των τµηµάτων του Wa από τα 600-3.177 bp και από τα 3.177-13.458 bp, µεταξύ των οποίων 
παρεµβάλλεται η µοναδική θέση NotI, στον πλασµιδιακό φορέα pBS-II KS+. d. Εισαγωγή στον πλασµιδιακό 
φορέα pGNA των τµηµάτων του Wa που χρησιµοποιήθηκαν στο (c). e. Γραµµοποίηση της κατασκευής 
στόχου ύστερα από πέψη µε NotI. f. Οµόλογος ανασυνδυασµός ανάµεσα στην γραµµική κατασκευή στόχο και 
στο ενδογενές γονίδιο Fras1.   
 
 
II.III Παραγωγή χιµαιρικών ζώων  
 
 Η πορεία που ακολουθείται από τη δηµιουργία της κατασκευής στόχου, µέχρι την παραγωγή 
χιµαιρικών ζώων που σε κάποιο ποσοστό των κυττάρων τους, συµπεριλαµβανοµένης και της 
γαµετικής σειράς, περιέχουν το απενεργοποιηµένο γονίδιο Fras1 περιλαµβάνει: 
Α) Την εισαγωγή της γραµµικής µορφής της κατασκευής στόχου στα κύτταρα ES. 
Β) Την επιλογή των κυττάρων ES στα οποία η κατασκευή στόχος ενσωµατώθηκε στο γονιδίωµα 
τους. 
Γ) Την επιλογή εκείνων των κυττάρων ES στα οποία έχει πραγµατοποιηθεί οµόλογος 
ανασυνδυασµός ανάµεσα στην κατασκευή στόχο και στο ενδογενές γονίδιο Fras1.  
∆) Την συνάθροιση όλων των κλώνων ES, στους οποίους έχει αντικατασταθεί το ενδογενές γονίδιο 
από την κατασκευή στόχο, µε έµβρυα αγρίου τύπου ποντικού στο στάδιο του µοριδίου. 
Ε) Την εισαγωγή των παραπάνω συσσωµατωµάτων στους ωαγωγούς ενός ψευδοεγκύου ποντικού 
αγρίου τύπου. 
Ζ) Την επιλογή των χιµαιρικών απογόνων που συνεισφέρουν το τροποποιηµένο αλληλόµορφο του 
Fras1 στην επόµενη γενεά (germline transmission).   
 Στην συγκεκριµένη περίπτωση η κατασκευή στόχος επωάστηκε µε NotI και η γραµµική της µορφή 
εισήχθηκε (electroporation) σε κύτταρα ES (η συγκεκριµένη διαδικασία πραγµατοποιήθηκε από τον 
Sharif Mansour στο εργαστήριο του  P.Gruss). Μετά την εισαγωγή της στα κύτταρα ES η 
πλασµιδιακή κατασκευή είτε καταστρέφεται, είτε εισέρχεται  στο γονιδίωµα των κυττάρων. Τα 
κύτταρα ES στα οποία ενσωµατώθηκε η κασέτα της γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης, επιλέχθηκαν 
παρουσία του αντιβιοτικού G418, δεδοµένου ότι το πρωτεϊνικό προϊόν του γονιδίου της νεοµυκίνης 
που περιέχεται στην κασέτα τους προσφέρει ανθεκτικότητα στο συγκεκριµένο αντιβιοτικό. Μ’ αυτόν 
τον τρόπο αποµονώθηκαν 209 κλώνοι ES, οι οποίοι αναλύθηκαν στην συνέχεια  µε PCR και 
Southern blot προκειµένου να διαπιστωθεί σε ποιους έχει πραγµατοποιηθεί οµόλογος 
ανασυνδυασµός (αφού ενδέχεται η ενσωµάτωση της κατασκευής στόχου στο γονιδίωµα των 
κυττάρων ES να γίνει και τυχαία). Ο έλεγχος αυτός βασίζεται στην εισαγωγή της κασέτας στο 
ενδογενές γονίδιο Fras1. 
 Στην περίπτωση του PCR οι εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιούνται εντοπίζονται (εικ. 4f και 5a): 
 -Στην περιοχή της κασέτας που εισάγεται στο εξόνιο του γονιδίου Fras1 και συγκεκριµένα στην 
αλληλουχία του πολυσυνδέτη πριν το γονίδιο της γαλακτοζιδάσης (εκκινητής pr2- reverse, µε 
αντίστροφη κατεύθυνση), και  
-Στην περιοχή του 5΄ άκρου του γονιδίου Fras1, που αντιστοιχεί στα πρώτα 600 bp του Wa, τα 
οποία δεν χρησιµοποιήθηκαν στην κατασκευή στόχο (εκκινητής pr1-forward, µε κατεύθυνση προς 
τα εµπρός). 
Από τους 209 κλώνους ES µόνο τέσσερις παρουσιάζουν µε PCR µε τους παραπάνω εκκινητές το 
προϊόν των 3000 bp, που προκύπτει όταν έχει πραγµατοποιηθεί οµόλογος ανασυνδυασµός.     
Οι 209 κλώνοι ES ανιχνεύθηκαν για την παρουσία οµόλογου ανασυνδυασµού και µε ανάλυση κατά 
Southern, κατά την οποία το γενωµικό τους DNA επωάστηκε µε ApaI/ClaI και υβριδοποιήθηκε µε 
τον ανιχνευτή P1. Ο ανιχνευτής P1 περιλαµβάνει το κοµµάτι του γενωµικού κλώνου Wa από 0-600 
bp, που εντοπίζεται στο 5΄ άκρο του γονιδίου Fras1 και το οποίο δεν χρησιµοποιήθηκε στην 
κατασκευή στόχο. Όπως και στην ανάλυση µε PCR µόνο τέσσερις από τους 209 κλώνους ES 
παρουσιάζουν το αναµενόµενο τµήµα των 5.0 kb, που προκύπτει όταν η κασέτα 
γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης εισάγεται µε οµόλογο ανασυνδυασµό στο Fras1. Όλοι οι υπόλοιποι 
κλώνοι επιδεικνύουν το τµήµα των 6.8 kb, που παράγεται στην περίπτωση του αλληλοµόρφου  
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αγρίου τύπου του Fras1 (πρότυπο ανάλογο µε αυτό της εικ. 5 a, b, που αναφέρεται σε γενωµικό 
DNA εµβρύων).  
Και οι τέσσερις θετικοί κλώνοι ES, που προέρχονται από το στέλεχος Sv129 (µε καφέ χρώµα 
τριχώµατος), συσσωµατώνονται µε έµβρυα αγρίου τύπου ποντικού (του στελέχους NMRI, µε  
άσπρο χρώµα τριχώµατος) σταδίου µοριδίου (στάδιο 8-16 κυττάρων). (Η διαδικασία αυτή 
πραγµατοποιήθηκε από την Silke Mayer στο εργαστήριο του P.Gruss). Τα συσσωµατώµατα 
αυτά εισάγονται στη συνέχεια στους ωαγωγούς ενός ψευδοεγκύου ποντικού (του στελέχους NMRI). 
Από τη µελέτη των απογόνων των εγκύων ποντικών διαπιστώθηκε ότι µόνο δύο από τους τέσσερις 
κλώνους παράγουν χιµαιρικούς απογόνους και από αυτούς οι χίµαιρες του ενός µόνο κλώνου 
συνεισφέρουν στην µεταφορά του στοχευόµενου γονιδίου Fras1 στην επόµενη γενιά. (Οι 
παραπάνω διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν στο εργαστήριο του P. Gruss.) Ακολούθησαν 
διασταυρώσεις µεταξύ των ετερόζυγων απογόνων που περιέχουν το τροποποιηµένο αλληλόµορφο 
του Fras1 (Fras1+/- x Fras1+/-), αλλά και διασταυρώσεις των ετερόζυγων απογόνων που 
προκύπτουν µε ποντίκια αγρίου τύπου (Fras1+/+) του στελέχους NMRI (ετεροµικτικό στέλεχος, 
outbred strain) ή του στελέχους C57BL/10 (οµοµικτικό στέλεχος, inbred stain) (F1 γενεά). Οι 
παραπάνω διασταυρώσεις συνεχίζονται τουλάχιστον µέχρι την F5 γενεά και συµβάλλουν στην 
σταδιακή απαλλαγή του γενετικού υπόβαθρου των ποντικών από το στέλεχος Sv129, καθώς και 
στην ανάλυση της απενεργοποίησης του Fras1 σε δύο στελέχη.  
   Η γονοτυπική ταυτοποίηση των απογόνων των διαφόρων γενεών έγινε µε PCR. Συγκεκριµένα για 
την ταυτοποίηση του αλληλοµόρφου αγρίου τύπου του γονιδίου Fras1, οι εκκινητές οι οποίοι 
χρησιµοποιήθηκαν εντοπίζονται (εικ. 5a):  
-Στην περιοχή του γονιδίου Fras1 λίγο πριν τη θέση εισαγωγής της κασέτας  
γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης, (εκκινητές pr3 ή  pr4–forward, µε κατεύθυνση προς τα εµπρός) και 
-Στην περιοχή του γονιδίου Fras1 λίγο µετά τη θέση ένθεσης της παραπάνω κασέτας (εκκινητές pr5 
ή  pr6-reverse, µε αντίστροφη κατεύθυνση). 
Η ανάλυση µε PCR, χρησιµοποιώντας έναν από τους παραπάνω τέσσερις πιθανούς  συνδυασµούς 
εκκινητών, έχει σαν αποτέλεσµα στην περίπτωση Fras1-/+ ή Fras1+/+ απογόνων, να προκύπτει 
προϊόν µεγέθους 250-350 bp (ανάλογα µε τον συνδυασµό των εκκινητών που χρησιµοποιείται). 
Αντίθετα στην περίπτωση των Fras1-/- απογόνων η παρεµβολή της κασέτας  της 
γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης, µεγέθους περίπου 7 Kb, καθιστά αδύνατη την παραγωγή προϊόντος µε 
τους παραπάνω συνδυασµούς εκκινητών. 
Από την άλλη µεριά για την ταυτοποίηση του στοχευόµενου αλληλοµόρφου του γονιδίου Fras1, οι 
εκκινητές οι οποίοι χρησιµοποιήθηκαν εντοπίζονται εντός της κασέτας γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης, 
είτε στην περιοχή της γαλακτοζιδάσης, είτε στην περιοχή της νεοµυκίνης. Στην περιοχή της 
γαλακτοζιδάσης χρησιµοποιούνται  δύο ζευγάρια εκκινητών, α) το pr7-forward µε pr8-reverse και   
το pr11-forward µε pr12-reverse. Στην περίπτωση της νεοµυκίνης  οι εκκινητές που 
χρησιµοποιήθηκαν είναι οι pr9-forward και pr10-reverse. Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις το 

µέγεθος  των παραγόµενων προϊόντων είναι περίπου 350 bp (εικ. 5a). 
 
 
II.IV Έλεγχος της αρτιότητας του 5΄ και 3΄ άκρου της στοχευόµενης γενωµικής 
περιοχής του Fras1 
 
Η αντικατάσταση του ενδογενούς τµήµατος µιας γενωµικής περιοχής από µία κατασκευή στόχο, 
όπως συµβαίνει στον οµόλογο ανασυνδυασµό, είναι πιθανόν σε ένα µικρό ποσοστό των κυττάρων 
ES να συνοδεύεται και από ταυτόχρονες διαταραχές (π.χ. ελλείψεις) στις περιοχές των άκρων του 
DNA που ανασυνδυάζονται. Από την άλλη µεριά έχουν παρατηρηθεί περιπτώσεις στο γονιδίωµα 
των κυττάρων ES, όπου εκτός του οµολόγου ανασυνδυασµού συµβαίνει και τυχαία ενσωµάτωση 
της κατασκευής στόχου. Στην περίπτωση που η ενσωµάτωση αυτή έχει πραγµατοποιηθεί αρκετά 
κοντά στην περιοχή που έγινε ο οµόλογος ανασυνδυασµός, είναι πιθανόν τα δύο αυτά συµβάντα να 
µη διαχωρίζονται κατά τις επακόλουθες µειωτικές διαιρέσεις. Το γεγονός αυτό θα είχε σαν συνέπεια 
σε κάποια κύτταρα ES το γονιδίωµα µε το τροποποιηµένο αλληλόµορφο να φέρει και µια τυχαία 
ενσωµάτωση της κατασκευής στόχου, η οποία θα µπορούσε να προκαλέσει ανεξέλεγκτες βλάβες 
σε άλλες χρωµοσωµικές περιοχές και να οδηγήσει σ’ ένα πιο σύνθετο φαινότυπο. Για τους 
παραπάνω  
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Εικ. 5:Κατευθυνόµενη απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1 
a. Σχηµατική αναπαράσταση ενός τµήµατος του ενδογενούς αλληλοµόρφου του γονιδίου Fras1 και του χάρτη 
ορισµένων περιοριστικών του θέσεων, της  κατασκευής στόχου (targeting construct) και του αναµενόµενου 
αλληλοµόρφου του Fras1 ύστερα από επιτυχή οµόλογο ανασυνδυασµό. Ταυτόχρονα σηµειώνονται µε 
κουτάκια τα εξόνια E5,  E6,  E7, E8, E9, E10, καθώς και οι περιοριστικές θέσεις A, ApaI; B, BamHI; M, MscI; E, 
EcoRI; X, XbaI; K, KpnI; Bg, BglII; St, StuI;  Sp, SphI.  Η κατασκευή στόχος περιέχει την κασέτα 
γαλακτοζιδάσης/νεοµυκίνης που εισάγεται στο εξόνιο Ε6, στην περιοριστική θέση MscI. Οι διακεκοµένες 
κάθετες γραµµές καθορίζουν τα όρια των οµόλογων περιοχών του Fras1  που περιέχονται στην κατασκευή 
στόχο. Υποδεικνύονται οι θέσεις των εκκινητών pr1 και pr2, που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση του 
οµόλογου ανασυνδυασµού, καθώς και οι θέσεις των εκκινητών pr3, pr4, pr5, pr6, που χρησιµοποιούνται για 
την ταυτοποίηση του αλληλοµόρφου αγρίου τύπου του γονιδίου Fras1. Σηµειώνονται επίσης και οι εκκινητές 
pr7, pr8, pr11, pr12 που εντοπίζονται στην περιοχή της γαλακτοζιδάσης και οι εκκινητές pr9, pr10 που 
αντιστοιχούν σε αλληλουχίες της νεοµυκίνης και οι οποίοι χρησιµοποιούνται για την ταυτοποίηση του 
στοχευόµενου αλληλοµόρφου του Fras1. Με P1 (στο 5΄άκρο) και P2 (στο 3΄άκρο), παριστάνονται αντίστοιχα οι 
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ανιχνευτές που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο του οµόλογου ανασυνδυασµού και της ακεραιότητας του 5΄ 
και 3΄ άκρου της στοχευόµενης  γενωµικής περιοχής και  µε P3 ο ανιχνευτής  για τον έλεγχο τυχαίας 
ενσωµάτωσης της κατασκευής στόχου.  Η κλίµακα µέτρησης που σηµειώνεται είναι 1 kb. Με ανάλυση κατά 
Southern του γενωµικού DNA απογόνων της διασταύρωσης Fras1-/+ Χ Fras1-/+ και επώαση µε ApaI/ClaI (b),  
EcoRI, BamHI/EcoRI, XbaI (c)  και EcoRI, StuI, XbaI, BglII (d) και υβριδοποίηση µε τους  ανιχνευτές  P1, P2 
και P3 αντίστοιχα, επιβεβαιώνεται ο οµόλογος ανασυνδυαµός και η αρτιότητα του 5΄ (b) και 3΄ άκρου της 
στοχευµένης περιοχής του  αλληλοµόρφου του γονιδίου Fras1 (c) και αποκλείεται η τυχαία ένθεση της 
κατασκευής στόχου στους απογόνους που εξετάστηκαν (d).  
 
λόγους και προκειµένου να ελέγξουµε την αρτιότητα της γενωµικής περιοχής του Fras1 που 
υφίστανται οµόλογο ανασυνδυασµό, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση κατά Southern  χρησιµοποιώντας 
γενωµικό DNA από τους απογόνους µιας διασταύρωσης Fras1-/+ Χ Fras1-/+ (εικ. 5). Η αρτιότητα του 
5΄ άκρου της στοχευόµενης γενωµικής περιοχής του γονιδίου Fras1, ελέγχθηκε µε επώαση του 
γενωµικού DNA των παραπάνω απογόνων µε  ApaI/ClaI και υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή P1. 
(∆ηλαδή πραγµατοποιήθηκε έλεγχος ανάλογος µε αυτόν 
που χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση του οµόλογου ανασυνδυασµού στα κύτταρα ES.)  Όλοι οι 
απόγονοι που µελετήθηκαν δεν παρουσίασαν κανένα πρόβληµα στο 5΄ άκρο της εξεταζόµενης 
γενωµικής περιοχής, αφού όπως φαίνεται στην εικ. 5b, οι Fras1-/- απόγονοι παρουσίασαν µόνο το 
αναµενόµενο τµήµα των 5.0 kb, οι απόγονοι αγρίου τύπου το τµήµα των 6.8 kb και οι απόγονοι  
Fras1+/-  και τα δύο αυτά τµήµατα. 
 Από την άλλη µεριά για τον έλεγχο της ακεραιότητας του 3΄ άκρου της γενωµικής περιοχής όπου 
συνέβη ο οµόλογος ανασυνδυασµός, το γενωµικό DNA των παραπάνω απογόνων επωάστηκε  µε 
i) EcoRI,  ii) BamHI/EcoRI, iii) XbaI και  υβριδοποιήθηκε  µε τον ανιχνευτή P2. Ο ανιχνευτής αυτός 
εντοπίζεται  στην περιοχή του γονιδίου Fras1 που αντιστοιχεί στο τµήµα  του Wα από τα 13.458-
14.358 bp, το οποίο δεν χρησιµοποιήθηκε στην πλασµιδιακή κατασκευή (εικ. 5a). Τα µεγέθη των 
προϊόντων που προκύπτουν για οποιονδήποτε γονότυπο απογόνου, πιστοποιούν την αρτιότητα 
του 3΄άκρου της στοχευόµενης γενωµικής περιοχής, δεδοµένου ότι είναι τα αναµενόµενα 10.5 Kb 
για το i),  8.1 Kb για το ii) και 3.6 Kb για το iii) (εικ. 5 c). 
Η περίπτωση τυχαίας ενσωµάτωσης της κατασκευής στόχου, ελέγχθηκε µε επώαση του γενωµικού 
DNA απογόνων Fras1-/- και απογόνων αγρίου τύπου µε διάφορους συνδυασµούς περιοριστικών 
ενζύµων, όπως i) EcoRI, ii) XbaI, iii) StuI, iv) BglII και υβριδοποίηση µε τον ανιχνευτή P3. Ο 
ανιχνευτής αυτός εντοπίζεται στην περιοχή του γονιδίου Fras1 που αντιστοιχεί στο τµήµα του 
γενωµικού κλώνου Wα από τα 10.741-13.458 bp (το οποίο περιέχεται και στην κατασκευή στόχο) 
(εικ. 5a). Όπως φαίνεται στην εικ. 5d, όλοι οι απόγονοι που εξετάστηκαν µε αυτόν τον τρόπο δεν 
παρουσιάζουν ενδείξεις για τυχαία ενσωµάτωση της κατασκευής στόχου, αφού ανεξαρτήτως 
γονοτύπου δίνουν, ύστερα από επώαση µε EcoRI σήµα υβριδοποίησης µεγέθους 10.548 bp, µε 
XbaI τα προϊόντα 3.557 bp και 1.949 bp, µε StuI 5.085 bp και µε BglII 6.168 bp. ∆ηλαδή 
προκύπτουν τα αναµενόµενα προϊόντα που προβλέπονται  µε βάση τη χαρτογράφηση της σχετικής 
περιοχής του γονιδίου Fras1. 
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III. Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου Fras1  
 
Από πειράµατα in situ υβριδοποίησης του mRNA του γονιδίου Fras1 που έχουν διεξαχθεί από τον 
Καθ. Γ. Χαλεπάκη, όπως έχει ήδη αναφερθεί στο κεφάλαιο της εισαγωγής, είναι γνωστό ότι το 
γονίδιο Fras1 εκφράζεται από διάφορες κατηγορίες επιθηλιακών κυττάρων κατά την εµβρυογένεση 
(ήδη από την ηµέρα 9.5, Ε9.5), καθώς επίσης και από µέχρι τώρα µη καθορισµένους κυτταρικούς 
τύπους στον εγκέφαλο εµβρύων και ενηλίκων ποντικών. Ο ανιχνευτής που χρησιµοποιήθηκε στις 
παραπάνω πειραµατικές διαδικασίες υβριδοποίησης είναι µεγέθους 896 bp και αντιστοιχεί στην 
περιοχή του cDNA του Fras1 από 1291-2187 bp, η  οποία κωδικοποιεί για µοτίβα τύπου VWC.    
Η επιθηλιακή έκφραση του γονιδίου Fras1 κατά την εµβρυογένεση επιβεβαιώθηκε και από 
συµπληρωµατικά πειράµατα in situ υβριδοποίησης του mRNA του, τα οποία πραγµατοποιήθηκαν 
στην πορεία, σε τοµές εµβρύων ποντικού Fras1 +/- ή Fras1+/+ διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων. Στις 
περιπτώσεις αυτές ο ανιχνευτής µεγέθους 646 bp που χρησιµοποιήθηκε, εντοπίζεται στο cDNA του 
Fras1 από 10.324-10.970 bp, που κωδικοποιεί για µια περιοχή στα επαναλαµβανόµενα µοτίβα 
Calx-beta (εικ. 1). 
 

 
Εικ. 1: Ανίχνευση του mRNA  του γονιδίου Fras1  
Πειράµατα in situ υβριδοποίησης του mRNA του γονιδίου Fras1 σε εγκάρσιες (a, b) και επιµήκεις (c) 
κρυοτοµές τοµές εµβρύων ποντικού ηµέρας 14.5. Σηµειώνεται  η έκφραση του γονιδίου Fras1 στο επιθήλιο του 
κερατοειδούς (ce; a) και του βλεφάρου (el; a), στο επιδερµικό επιθήλιο (se; b) και στα εσωτερικά επιθήλια 
του αναπτυσσόµενου νεφρού (k; c). Συντοµεύσεις: el:eyelid epithelium; ce:cornea epithelium; pl:pigment layer 
of the retina (χρωµοφόρος στοιβάδα του αµφιβληστροειδή); se:skin epithelium; d:dermis (δερµίδα); ad:adrenal 
gland (επινεφρίδια); k:kidney. 
 
 Στο ίδιο συµπέρασµα οδήγησαν και πειράµατα ανοσοανίχνευσης της γαλακτοζιδάσης (που 
υπάρχει στην κασέτα που εισήχθηκε στο γονίδιο Fras1) σε τοµές εµβρύων ποντικού Fras1+/- ή 
Fras1-/- από διάφορα αναπτυξιακά στάδια. Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο II, η γαλακτοζιδάση 
περιέχεται στην κασέτα που εισήχθηκε µε οµόλογο ανασυνδυασµό στο Fras1 και εκφράζεται µέσω 
του υποκινητή του γονιδίου Fras1. Κατά συνέπεια η ανοσοανίχνευση της γαλακτοζιδάσης µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για τον εντοπισµό των κυτταρικών τύπων που παράγουν το Fras1, δεδοµένου ότι 
παραµένει στο εσωτερικό των κυττάρων που την εκφράζουν αφού δεν χρησιµοποιήθηκαν σινιάλα 
για την έκκριση της. 
Προκειµένου να ταυτοποιήσουµε τον κυτταρικό εντοπισµό της πρωτεΐνης Fras1 (ενδοκυτταρική ή 
εξωκυτταρική τοποθέτηση), πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοανίχνευσης της σε κρυοτοµές 
εµβρύων ποντικού αγρίου τύπου. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε πολυκλωνικό αντίσωµα για 
την Fras1 (το οποίο δηµιουργήθηκε κατά τη διάρκεια της εκπόνησης του µεταπτυχιακού τίτλου 
ειδίκευσης), για την παρασκευή του οποίου πραγµατοποιήθηκε ανοσοποίηση κουνελιού µε πεπτίδιο 
µεγέθους 313 αµινοξέων (1212αα-1525 αα), το οποίο εντοπίζεται στην περιοχή της Fras1 που 
παρουσιάζει οµολογία µε την NG2 (εικ.3a Κεφάλαιο I). 
Με τα πειράµατα ανοσοιστοχηµείας διαπιστώθηκε ότι η πρωτεΐνη Fras1 ανιχνεύεται, υπό τη µορφή 
ενός γραµµικού προτύπου χρώσης, στον εξωκυττάριο χώρο που υπόκειται της βασικής πλευράς 
αρκετών εµβρυϊκών επιθηλίων. Ενδεικτικά αναφέρονται τα επιθήλια της επιδερµίδας, του 
κερατοειδή χιτώνα (εικ.2a), των βλεφάρων (εικ.2a), των άκρων (εικ.2b), του εντέρου (εικ.2c), του 
αναπτυσσόµενου ουρητήρα (εικ.2d), του µεσονεφρικού σωλήνα (εικ.2d), των νεφρών (εικ.2f), των 
πνευµόνων (εικ.2e), του χοριοειδούς πλέγµατος, της στοµατικής κοιλότητας, του αναπτυσσόµενου 
αναπνευστικού σωλήνα, του οισοφάγου. 
 Ο εντοπισµός της Fras1 στον εξωκυττάριο χώρο της βασικής πλευράς των περισσότερων 
επιθηλίων, έρχεται σε συµφωνία µε την προβλεπόµενη ύπαρξη ενός πεπτιδίου σινιάλου για 
εισαγωγή της Fras1 στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και ολοκλήρωση της σύνθεσης της, αλλά και  µε 
την παρουσία στην Fras1 διαφόρων πρωτεϊνικών περιοχών που απαντώνται σε εκκρινόµενους ή 
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διαµεµβρανικούς παράγοντες και επιβεβαιώνεται ότι η Fras1 αποτελεί ένα καινούργιο  εξωκυττάριο 
συστατικό (εκκρινόµενη ή διαµεµβρανική πρωτεΐνη). 
 Στον εξωκυττάριο χώρο της βασικής πλευράς των επιθηλίων, όπως έχει ήδη αναφερθεί στην 
εισαγωγή, εντοπίζεται µία ειδική κατηγορία εξωκυττάριας ουσίας, το βασικό έλασµα. Παρά το 
γεγονός ότι µε το οπτικό µικροσκόπιο το γραµµικό πρότυπο έκφρασης της Fras1 κάτω από το 
επιθήλιο είναι ανάλογο µε το πρότυπο έκφρασης πρωτεϊνών του βασικού ελάσµατος, δεν µπορεί να 
υποστηριχτεί µε βεβαιότητα ότι η Fras1 αποτελεί συστατικό της ειδικής αυτής εξωκυττάριας ουσίας. 
Μόνο υπερδοµικές µέθοδοι (ultrastructural methods) µπορούν να αποδείξουν ότι ένας 
εξωκυτταρικός παράγοντας αποτελεί συστατικό του βασικού ελάσµατος και ανάλογα πειράµατα 
πρόκειται να πραγµατοποιηθούν µελλοντικά.  
Η Fras1 ανιχνεύθηκε, µε κάποιες επιφυλάξεις και στο εσωτερικό αρκετών µυών π.χ των 
γραµµωτών µυών της γλώσσας και των λείων µυών του εντέρου (εικ. 2g,h). Η επιβεβαίωση της 
έκφρασης της Fras1 στους µύες απαιτεί όµως τη διεξαγωγή και άλλων πειραµάτων. 
 
 

 

 
 

 
Εικ. 2: Ανοσολογική ανίχνευση της πρωτεΐνης Fras1 
 a. Με ανοσολογική χρώση υπεροξειδάσης η Fras1 εντοπίζεται στη βασική πλευρά του κερατοειδή επιθηλίου 
(ce) και του επιθηλίου του βλεφάρου (el), σε επιµήκη τοµή εµβρύου ηµέρας 14.5 (Ε.14.5). b. Απεικονίζεται η  
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χρώση της υπεροξειδάσης στη βασική πλευρά του επιδερµικού επιθηλίου των άκρων, σε επιµήκη τοµή 
εµβρύου ηµέρας 16.5 (Ε.16.5). c. Εγκάρσια τοµή εντέρου από έµβρυο ηµέρας 16.5 (Ε.16.5), στην οποία η 
πρωτεΐνη Fras1 απαντάται στη βασική πλευρά του εντερικού επιθηλιακού τοιχώµατος. d. Η χρώση της 
υπεροξειδάσης ανιχνεύεται στη βασική πλευρά των επιθηλιακών δεσµίδων του ουρητήρα (ur) και του 
µεσονεφρικού σωλήνα (md), σε εγκάρσια τοµή εµβρύου ηµέρας 11.5. Ανάλογο πρότυπο έκφρασης του Fras1 
παρουσιάζεται στα τοιχώµατα των επιθηλιακών κυττάρων του πνεύµονα (l) (e), του νεφρού (k) (f), και του 
µεσοεπιθηλίου (me) του εντέρου (g), όπου η χρώση της υπεροξειδάσης συγκεντρώνεται  στη βασική πλευρά 
των επιθηλίων αυτών. Το Fras1 ανιχνεύεται  και στο εσωτερικό µυών, όπως του λείου µυ του εντέρου (sm) (g) 
και των σκελετικών γραµµωτών µυών της γλώσσας (tm) (h). Συντοµεύσεις: el, eyelid (βλέφαρο); le, lens 
(φακός); ce, cornea epithelium (επιθήλιο του κερατοειδή); k, kidney (νεφρός); l, lung (πνεύµονας); sm, smooth 
muscle (λείος µυς) ; me, mesothelium (µεσοθήλιο); ur, ureter (ουρητήρας) ; md, mesonephric duct 
(µεσονεφρικός σωλήνας); ge, gut epithelium (εντερικό επιθήλιο); tm, tongue muscle (µυς της γλώσσας).  
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 IV. Ανάλυση του φαινοτύπου των ποντικών Fras1-/- 

 
Η µελέτη των αποτελεσµάτων της απενεργοποίησης ενός γονιδίου στον ποντικό πραγµατοποιείται 
σε περισσότερα από ένα στελέχη, δεδοµένου ότι το διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο µε τους 
ξεχωριστούς γενετικούς τροποποιητές (modifiers) επηρεάζει την εκφραστικότητα του 
µεταλλαγµένου γονιδίου και συµβάλλει στην καλύτερη κατανόηση της λειτουργίας του. Για το λόγο 
αυτό πραγµατοποιούνται διασταυρώσεις των ετερόζυγων απογόνων των χιµαιρικών ζώων για το 
απενεργοποιηµένο αλληλόµορφο του Fras1,  µε ποντίκια αγρίου τύπου των στελεχών στα οποία 
αποφασίζεται να γίνει η ανάλυση των αποτελεσµάτων (F1γενιά). Επιπρόσθετα η φαινοτυπική 
ανάλυση διεξάγεται σε κάθε στέλεχος ύστερα από ένα σηµαντικό αριθµό γενεών, έτσι ώστε 
σταδιακά να εξαλείφεται  από τους απογόνους το µεγαλύτερο µέρος του γενετικού υπόβαθρου του 
στελέχους Sv129, από το οποίο προέρχονται τα πρόδροµα προγονικά κύτταρα στα οποία 
πραγµατοποιήθηκε  ο οµόλογος ανασυνδυασµός ανάµεσα στην κατασκευή στόχο και στο 
ενδογενές γονίδιο. 
Στην συγκεκριµένη περίπτωση τα αποτελέσµατα της απενεργοποίησης του Fras1 µελετήθηκαν σε 
δύο στελέχη ποντικού, στο NMRI (ετεροµικτικό, outbred) και στο C57BL/10 (οµοµικτικό, inbred), 
στην F5 γενεά. 
 
 
IV.I Εµφάνιση αιµορραγικών φουσκαλών στα Fras1-/-   έµβρυα 
  
Οι διασταυρώσεις των ετερόζυγων ποντικών για το τροποποιηµένο αλληλόµορφο του γονιδίου 
Fras1, στο στέλεχος C57BL/10, παράγουν µόνο αγρίου τύπου και ετερόζυγους απογόνους, 
υποδηλώνοντας την εµβρυϊκή θνησιµότητα των Fras1-/- ποντικών.  
Προκειµένου να διαπιστωθεί το αναπτυξιακό στάδιο στο οποίο εκδηλώνεται ο φαινότυπος των 
Fras1-/- ποντικών, καθώς και το στάδιο στο οποίο πεθαίνουν τα οµόζυγα µεταλλαγµένα έµβρυα, 
εξετάστηκε ο γονότυπος και ο φαινότυπος ενός µεγάλου αριθµού εµβρύων (αναλύθηκαν περίπου 
1000 έµβρυα που προέκυψαν από πολλές διασταυρώσεις ανάµεσα σε ετερόζυγα Fras1+/- ποντίκια) 
διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων. ∆ιαπιστώθηκε ότι την ηµέρα 11.5 (Ε11.5)  τα έµβρυα Fras1-/- 
απαντώνται στην αναµενόµενη µεντελική συχνότητα και δεν παρουσιάζουν καµία φαινοτυπική 
ανωµαλία. Η έναρξη των προβληµάτων στα έµβρυα Fras1-/- εµφανίζεται την ηµέρα 12.5 της 
εµβρυογένεσης (Ε12.5) και συνοδεύεται από την παρουσία δερµατικών φουσκαλών (blebs/blisters). 
Οι φουσκάλες αυτές εντοπίζονται κυρίως στο κεφάλι στην περιοχή των µατιών και αρκετά συχνά 
στο ακραίο τµήµα των άκρων, ενώ σπανιότερα παρατηρούνται στη ράχη των οµόζυγων 
µεταλλαγµάτων και ποτέ δεν έχουν εντοπιστεί στην κοιλιακή χώρα. Αρχικά οι φουσκάλες είναι 
γεµάτες από ένα διάφανο υγρό, ενώ όσο προχωρεί η εµβρυογένεση από διαφανείς γίνονται 
κόκκινες (εικ.1a, b, c, d, e). Η σύσταση της φουσκάλας δεν έχει διαλευκανθεί, αλλά πιστεύεται ότι 
οφείλει το κόκκινο χρώµα της στην είσοδο ερυθρών αιµοσφαιρίων. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται από 
το γεγονός ότι, σε τοµές εµβρύων στην περιοχή της φουσκάλας που έχουν κατεργαστεί µε 
ιστολογικές χρώσεις που βάφουν υποκυτταρικά οργανίδια, εντοπίζονται µη χρωµατισµένα κύτταρα, 
που πιθανότατα είναι ερυθρά αιµοσφαίρια (εικ. 1f, g). Κατά συνέπεια το διάφανο υγρό στα πρώτα 
στάδια εξέλιξης της φουσκάλας µπορεί να είναι πλάσµα του αίµατος, ενώ στη συνέχεια µε την 
είσοδο ερυθρών αιµοσφαιρίων, οι φουσκάλες γίνονται αιµορραγικές. Τελικά τα Fras1-/- έµβρυα 
πεθαίνουν, κυρίως µεταξύ των εµβρυϊκών ηµερών 14.5 και 16.5 (Ε14.5-Ε16.5), αφού σ’ αυτά και 
στα επόµενα αναπτυξιακά στάδια δεν ακολουθείται η αναµενόµενη µεντελική συχνότητα για τους 
Fras1-/- απογόνους. Ο θάνατος των Fras1-/- ποντικών στην εµβρυϊκή ηλικία, πιθανότατα οφείλεται σε 
επιπλοκές που ανακύπτουν από την παρατηρούµενη αιµορραγία. 
Τονίζεται ότι οι φουσκάλες στα Fras1-/- έµβρυα είναι ιδιαίτερα σταθερές, δεδοµένου ότι παραµένουν 
ανεπηρέαστες κατά την κατεργασία τους µε αλκαλικό διάλυµα KOH (το οποίο χρησιµοποιήθηκε για 
την παρασκευή του σκελετού των εµβρύων).  
 Όπως φαίνεται στην εικ. 1a, f, g, οι φουσκάλες στην περιοχή του µατιού πιθανότατα εξασκούν 
πιέσεις που οδηγούν σε τοπικές παραµορφώσεις των γειτονικών περιοχών. Παρόλα αυτά η 
ανάπτυξη των δοµών του µατιού π.χ φακοί, αµφιβληστροειδής δεν φαίνεται να επηρεάζεται (εικ. 1f, 
g).  
Σπανιότερα σε ορισµένα έµβρυα Fras1-/- παρατηρήθηκε διάταση της κοιλιακής περιοχής ή 
εξωεγκεφαλία (excencephaly).  
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Εικ. 1: ∆υναµική της εξέλιξης των φουσκαλών σε έµβρυα Fras1-/-   
Όλα τα έµβρυα που χρησιµοποιήθηκαν είναι στελέχους C57BL/10.  a, Έµβρυο Fras1-/-  ηµέρας 12.5, που 
παρουσιάζει τρεις διαφανείς φουσκάλες, µία στο δεξιό κάτω άκρο, µία στην περιοχή του αριστερού µατιού και 
την τελευταία στο κάτω µέρος της ράχης, οι οποίες σηµειώνονται µε ένα µαύρο βέλος και δύο άσπρα βέλη 
αντίστοιχα. Ο αστερίσκος υποδεικνύει τις µηχανικές παραµορφώσεις που προκαλεί η φουσκάλα στην περιοχή 
του µατιού. b, Έµβρυο Fras1-/- ηµέρας 13.5,  µε τρεις φουσκάλες στις οποίες έχει ξεκινήσει η αιµορραγία, οι 
οποίες εκδηλώνονται στο αριστερό µάτι και στα κάτω άκρα και σηµειώνονται µε τρία άσπρα βέλη. c, Έµβρυο 
Fras1-/- ηµέρας 14.5, µε τρεις αιµορραγικές φουσκάλες, οι οποίες εντοπίζονται στα κάτω άκρα και στη δεξιά 
περιοχή του µατιού. d, Φωτογραφία που δείχνει την δεξιά πλευρική περιοχή του εµβρύου που φαίνεται στο 
(c). e, ∆εξιά πλευρά ενός εµβρύου Fras1-/- ηµέρας 13.5, το οποίο παρουσιάζει µία αιµορραγική φουσκάλα στο 
κάτω άκρο του. f, Εγκάρσια τοµή η οποία έχει βαφτεί µε την χρωστική Cresyl violet, εγκεφάλου εµβρύου Fras1-

/- ηµέρας 14.5, το οποίο παρουσιάζει φουσκάλα στη δεξιά πλευρά του κεφαλιού του, που υποδεικνύεται από 
την συντόµευση  “bl”. g,  Χρώση µε Cresyl violet εγκάρσιας τοµής στην περιοχή του µατιού, του εµβρύου που 
χρησιµοποιείται και στο (f), µε την ίδια φουσκάλα (που συµβολίζεται µε “bl”). Ο σχηµατισµός της φουσκάλας 
στην δεξιά περιοχή του κεφαλιού, οδηγεί σε µηχανικές παραµορφώσεις των γειτονικών περιοχών, όπως 
υποδηλώνεται από τους αστερίσκους στις (f), (g). Η ανάπτυξη του µατιού παρόλα αυτά φαίνεται να µην έχει 
επηρεαστεί (g).     
 
Όσον αφορά τα Fras1-/- έµβρυα του στελέχους NMRI, αυτά επιδεικνύουν ένα πανοµοιότυπο αλλά 
περιστασιακά ελαφρώς ηπιότερο φαινότυπο, σε σχέση µε τα έµβρυα του στελέχους C57BL/10, που 
επιτρέπει στο 50% των Fras1-/- ποντικών να επιβιώσει και να αναπτυχθεί φυσιολογικά. Τα 
νεογέννητα οµόζυγα µεταλλαγµένα ποντίκια Fras1-/- έχουν συγκρίσιµο µέγεθος µε τα ετερόζυγα ή 
αγρίου τύπου ποντίκια, αλλά παρουσιάζουν αµέσως µετά τη γέννηση µία καθυστέρηση στην 
ανάπτυξη τους. Σχεδόν τα µισά από τα νεογέννητα Fras1-/- πεθαίνουν εντός του πρώτου µήνα της 
ζωής τους, ενώ τα Fras1-/- που καταφέρνουν να επιβιώσουν αναρρώνουν πλήρως µετά από τρεις 
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µήνες, για να φτάσουν τελικά στην ενηλικίωση όπου εξελίσσονται και συµπεριφέρονται σαν τα 
φυσιολογικά και διασταυρώνονται δίνοντας γόνιµους απογόνους.  
Σηµειώνεται ότι τα νεογέννητα ποντίκια Fras1-/- παρουσιάζουν συχνά φουσκάλες που έχουν 
διατηρηθεί από την εµβρυϊκή ηλικία.  Αυτές οι φουσκάλες περιορίζονται κυρίως στην περιφέρεια των 
άκρων και σταδιακά εξαφανίζονται, ενώ δηµιουργούνται µόνιµες παραµορφώσεις στα άκρα (IV.II). 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι µεγάλες αιµορραγικές φουσκάλες, εµβρυϊκά προσχηµατισµένες, δεν έχουν 
παρατηρηθεί ποτέ σε νεογέννητα Fras1-/- στην περιοχή του κεφαλιού (χωρίς βέβαια να αποκλείεται 
η παρουσία µικροφουσκαλών), υποδηλώνοντας ότι πιθανόν οι φουσκάλες στην περιοχή αυτή να 
οδηγούν σε εµβρυϊκή θνησιµότητα. Σε καµία περίπτωση πάντως δεν παρατηρείται στα νεογέννητα 
ποντίκια Fras1-/-  σχηµατισµός καινούργιων φουσκαλών και δεν υπάρχει καµία ένδειξη επιδερµικής 
ανωµαλίας, υποστηρίζοντας την άποψη ότι οι συγκεκριµένες αιµορραγικές φουσκάλες  
δηµιουργούνται µόνο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των Fras1-/- ποντικών και σε κάποιες 
περιπτώσεις (κάτω άκρα) συντηρούνται και στα αρχικά στάδια της ενηλικίωσης.  
Τα ετερόζυγα ποντίκια για τη µεταλλαγή Fras1 (Fras1+/-), τόσο στο γενετικό υπόβαθρο NMRI, όσο 
και στο C57BL/10, δεν διαφέρουν σε σχέση µε τα αντίστοιχα αγρίου τύπου (Fras1+/+).  
 
  
IV.II Εµφάνιση κρυπτοφθαλµίας και συνδακτυλίας σε ενήλικα Fras1-/- 
ποντίκια 
 
Τα εξωτερικά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των ενήλικων Fras1-/- ποντικών του στελέχους NMRI, 
περιλαµβάνουν την εµφάνιση κλειστών βλεφάρων είτε και στα δύο µάτια (σε ποσοστό 20%) (εικ. 
2b), είτε στο ένα µάτι (σε ποσοστό 75%) (εικ. 2c). Το υπόλοιπο 5% των Fras1-/- ποντικών 
παρουσιάζει µερικώς κλεισµένα βλέφαρα που συνοδεύονται από περιορισµένο βλεφαρικό άνοιγµα. 
Ανατοµία του δέρµατος που καλύπτει την περιοχή των µατιών σε ποντίκια Fras1-/- µε κλειστά 
βλέφαρα, αποκάλυψε την µόνιµη σύνδεση των βλεφάρων, δηλαδή την ύπαρξη κρυπτοφθαλµίας 
(εικ. 2e, f). Οι διαταραχές στο άνοιγµα των βλεφάρων πιστεύεται ότι δεν επηρεάζουν την ανάπτυξη 
και την µορφολογία των οφθαλµικών δοµών. Η υπόθεση αυτή ενισχύθηκε, όπως αναφέρθηκε 
παραπάνω, από ιστολογικές παρατηρήσεις τοµών στην περιοχή του µατιού, εµβρύων µε φουσκάλα 
στην περιοχή αυτή, στις οποίες φάνηκε η ακεραιότητα της δοµής του µατιού, τουλάχιστον 
µακροσκοπικά (εικ.1g).  
Εκτός από τις συγχωνεύσεις των βλεφάρων, άλλες ορατές συγχωνεύσεις οι οποίες παρατηρούνται 
στο 90% των Fras1-/- ποντικών, είναι αυτές που εντοπίζονται στα δάκτυλα των άκρων (ιδιαίτερα των 
κάτω). Συγκεκριµένα εντοπίστηκαν συγχωνεύσεις είτε µερικών (εικ. 2g, h) (απαντάται στο 2% των 
οµόζυγα µεταλλαγµένων ζώων που παρουσιάζουν συνδακτυλία), είτε όλων των δακτύλων (εικ. 2i). 
Τονίζεται ότι στην ολική περίπτωση συνδακτυλίας, οι συγχωνεύσεις όλων των δακτύλων 
συνοδεύονται συνήθως από πολύ σοβαρές δυσµορφίες των άκρων. 
Από τα παραπάνω προκύπτει ότι τα ενήλικα ποντίκια Fras1-/- παρουσιάζουν ανωµαλίες που 
σχετίζονται µε συγχωνεύσεις, στις ίδιες περιοχές που παρατηρούνται οι φουσκάλες στα έµβρυα 
Fras1-/- και των δύο στελεχών.  
 
 
 IV.III Νεφρικές ανωµαλίες στα Fras1-/-  ποντίκια 
 
Από την ιστολογική ανάλυση Fras1-/- εµβρύων διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων και των δύο 
στελεχών, διαπιστώθηκε η µονόπλευρη (σε ποσοστό 30% των εµβρύων µε νεφρικές ανωµαλίες) ή 
η αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία (σε ποσοστό 50% των εµβρύων µε προβλήµατα στα νεφρά). 
Ειδικότερα στην περίπτωση εµβρύων ηµέρας 15.5 (Ε15.5), εντοπίστηκε µονόπλευρη ή αµφίπλευρη 
νεφρική αγενεσία στο 50% των περιπτώσεων.  
Ανάλογος φαινότυπος µονόπλευρης ή αµφίπλευρης νεφρικής αγενεσίας, αλλά και νεφρικές δυσπλασίες, 
παρατηρήθηκαν και στα ενήλικα Fras1-/- ποντίκια του στελέχους NMRI και  
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Εικ. 2: Εξωτερικά χαρακτηριστικά ενηλίκων ποντικών Fras1-/-  του στελέχους NMRI 
a, Εµπρόσθια απεικόνιση ενηλίκου ποντικού αγρίου τύπου, του στελέχους NMRI. b, Φωτογραφία ενηλίκου 
ποντικού Fras1-/-, που παρουσιάζει αµφοτεροπλεύρως κλειστά βλέφαρα. c, Ποντικός Fras1-/- µε τα δεξιά 
βλέφαρα κλειστά. d, Φωτογραφία της δεξιάς πλευρικής περιοχής του κεφαλιού του ποντικού στο (c). e, 
Φωτογραφία της εξωτερικής πλευράς του δέρµατος, που περικλείει την περιοχή ενός µατιού µε κλειστά 
βλέφαρα, η οποία αποκαλύπτει ότι τα βλέφαρα είναι µόνιµα συνδεδεµένα. Όπως φαίνεται στη φωτογραφία δεν 
υπάρχει φανερό άνοιγµα ή δοµή βλεφάρου. f, Φωτογραφία της εσωτερικής πλευράς του δέρµατος που 
απεικονίζεται στο (e). Παροµοίως δεν εµφανίζονται δοµές βλεφάρων ή ορατό άνοιγµα. g, Φωτογραφία 
ποντικού Fras1-/- ο οποίος παρουσιάζει αριστερή κρυπτοφθαλµία και συνένωση τριών δακτύλων στο δεξιό 
άνω άκρο του, όπως συµβολίζεται µε το βέλος. h, Σπάνια µορφή συνδακτυλίας στην οποία παρατηρείται 
µερική συγχώνευση δύο δακτύλων. i, Φωτογραφία ποντικού Fras1-/- µε συγχωνευµένα όλα τα δάκτυλα στο 
αριστερό κάτω άκρο του και φυσιολογικό άνω άκρο.   
 
όπως προέκυψε από ανατοµικές αναλύσεις του ουρογενετικού συστήµατος νεογέννητων ποντικών, 
η νεφρική αγενεσία εντοπίζεται και πάλι στο 50% των περιπτώσεων (εικ. 3). Στην περίπτωση 
ενηλίκων ποντικών Fras1-/- που και τα δύο νεφρά είναι παρόντα, παρατηρείται σποραδικά το 
φαινόµενο της µονόπλευρης ή αµφίπλευρης νεφρικής δυσπλασίας ή υποπλασίας. Γενικότερα τα 
Fras1-/- ποντίκια παρουσιάζουν ποικίλους συνδυασµούς νεφρικής αγενεσίας ή 
δυσπλασίας/υποπλασίας. Αξίζει να σηµειωθεί επίσης ότι παρά την έλλειψη, τη δυσπλασία, ή την 
υποπλασία των νεφρών, τα επινεφρίδια, οι όρχεις και οι ωοθήκες παρουσιάζουν φυσιολογική 
µορφολογία, µε πιθανή εξαίρεση την ουροδόχο κύστη που ίσως είναι λίγο µικρότερη.   
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Εικ. 3: Ανάλυση του ουρογενετικού συστήµατος νεογέννητων ποντικών αγρίου 
τύπου και Fras1 -/-   
Τα νεογέννητα ποντίκια στελέχους NMRI  µονιµοποιούνται πρώτα σε παραφορµαλδεΰδη (PFA) και στη 
συνέχεια ακολουθεί η ανατοµική τους ανάλυση. a, Το ουρογενετικό σύστηµα φυσιολογικού νεογέννητου 
αρσενικού ποντικού. b, ∆εξιά νεφρική υποπλασία σε θηλυκό ποντίκι Fras1-/-. c, ∆εξιά νεφρική αγενεσία σε 
αρσενικό ποντίκι Fras1-/-. Με το βέλος συµβολίζεται ο  δεξιός ουρητήρας µε την τυφλή άκρη του. d, 
Αµφοτερόπλευρη νεφρική αγενεσία σε αρσενικό ποντίκι Fras1-/- , όπου οι δοµές των ουρητήρων δεν 
ανιχνεύονται. Συντοµεύσεις: ad, adrenal gland (επινεφρίδιο); t, testes (όρχεις) ; b, bladder (ουροδόχος κύστη); 
u, ureter (ουρητήρας); k, kidney (νεφρός); o, ovary (ωοθήκη); ut, uterus (µήτρα). 
 
 
IV.IV Σκελετικά προβλήµατα Fras1-/- ενηλίκων ποντικών 
 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα αποτελέσµατα που προέκυψαν ύστερα από κατάλληλη 
κατεργασία ενηλίκων ποντικών του στελέχους NMRI για την παρασκευή του σκελετού τους. 
Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε ότι όλα τα ποντίκια Fras1-/-  που µελετήθηκαν (συνολικά αναλύθηκαν 
40 ποντίκια) εµφανίζουν δισχιδή ξιφοειδή απόφυση του στέρνου τους, ενώ το 5-10% των Fras1-/-  
ποντικών παρουσιάζει  συνοστέωση των ακανθωδών αποφύσεων των σπονδύλων και λείανση ή 
κολόβωση των δοντιών τους (εικ. 4). ∆ηλαδή σε αναλογία µε την συγχώνευση των βλεφάρων ή των 
δαχτύλων των άκρων που αναφέρθηκαν προηγουµένως, παρατηρείται και συγχώνευση των οστών 
στις αποφύσεις των σπονδύλων.  
 
 
 IV.V Μοριακός χαρακτηρισµός της µεταλλαγής Fras1 
 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η σύνδεση των επιθηλίων µε τον υποκείµενο συνδετικό ιστό 
επιτυγχάνεται µέσω ενός ειδικού δικτύου εξωκυττάριων πρωτεϊνών, που συνιστούν το βασικό 
έλασµα, το οποίο στην περίπτωση του δέρµατος συµβάλει στη σύνδεση της επιδερµίδας µε την 
δερµίδα και λέγεται βασικό έλασµα της επιδερµίδας. Η εµφάνιση δερµατικών φουσκαλών ανάλογων 
µε τις φουσκάλες που εντοπίζονται στα Fras1-/- ποντίκια, χαρακτηρίζει µία σειρά ασθενειών του 
δέρµατος οι οποίες συνοδεύονται από ταυτόχρονη αποκόλληση της επιδερµίδας από την δερµίδα. 
Οι περισσότερες από τις παραπάνω δερµατικές ασθένειες, όπως η Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση 
(Epidermolysis bullosa) και το σύνδροµο Alport, οφείλονται σε ανωµαλίες στα συστατικά του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. Ανάλογες φουσκάλες εντοπίζονται και σε µία σειρά µοντέλων 
ποντικού, στα οποία έχει πραγµατοποιηθεί απενεργοποίηση γονιδίων που κωδικοποιούν για 
συστατικά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας τους. Οι φουσκάλες που εντοπίζονται στις 
παραπάνω περιπτώσεις, επάγονται σαν αποτέλεσµα µηχανικού τραύµατος ή τριβής σε νεογέννητα 
ή ενήλικα µεταλλάγµατα, σε αντίθεση µε τις φουσκάλες στα Fras1-/- έµβρυα  που αναπτύσσονται 
µέσα στη µήτρα.  
 Η εµφάνιση των δερµατικών φουσκαλών σε συνδυασµό µε την έκφραση της Fras1 στον 
εξωκυττάριο χώρο της βασικής πλευράς των επιθηλίων, οδήγησε στην συγκριτική µελέτη  
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Εικ. 4: Σκελετικές ανωµαλίες σε ποντίκια Fras1-/- 
Ενήλικα ποντίκια αγρίου τύπου και Fras1-/- υφίστανται κατάλληλη επεξεργασία για παρασκευή του σκελετού 
τους, κατά την οποία οι οστέινες περιοχές βάφονται κόκκινες και οι χόνδρινες µπλε, µε τις χρωστικές Alizarin 
red και Alcian blue αντίστοιχα. a, Το άσπρο βέλος δείχνει την ξιφοειδή απόφυση του στέρνου σε ποντίκι 
αγρίου τύπου, η οποία διχάζεται στα τµήµατα που υποδεικνύονται από τα άσπρα βέλη σε ποντίκι Fras1-/- (d). 
b, Οι άσπρες γραµµές οριοθετούν το χώρο µεταξύ δύο ακανθωδών αποφύσεων των σπονδύλων σε ποντίκι 
αγρίου τύπου. e, Σε ποντίκι Fras1-/-, όπως φαίνεται από το µαρκάρισµα µε τις άσπρες γραµµές δύο 
διαδοχικών ακανθωδών αποφύσεων των σπονδύλων, παρατηρείται συνοστέωση αυτών των αποφύσεων. f, 
Όπως φαίνεται στην εικόνα, σε ποντίκι Fras1-/- εντοπίζεται λείανση των πάνω δοντιών και κολόβωση των 
κάτω, συγκρίνοντας τα µε τα πάνω και τα κάτω δόντια αγρίου τύπου ποντικού (c).  Στις (c) και (f) τα άνω 
δόντια σηµειώνονται µε άσπρα βέλη και τα κάτω οριοθετούνται από τις άσπρες γραµµές.  
 
της σύστασης και της κατανοµής των συστατικών του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας στα 
Fras1-/- µεταλλάγµατα και στα ποντίκια αγρίου τύπου. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήθηκαν σε 
συνεργασία µε τον ∆ρ.Πέτρο Πέτρου πειράµατα ανοσοφθορισµού, τόσο µε το αντίσωµα που έχει 
δηµιουργηθεί για την πρωτεΐνη Fras1, όσο και µε αντισώµατα που αναγνωρίζουν ορισµένα 
συστατικά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. 
Η χρήση του αντισώµατος για την Fras1 επιβεβαίωσε το γνωστό γραµµικό πρότυπο έκφρασης της 
πρωτεΐνης Fras1 στον εξωκυττάριο χώρο της βασικής πλευράς των επιθηλίων, το οποίο προκύπτει 
και από τα ανοσολογικά πειράµατα µε τη χρώση υπεροξειδάσης (κεφάλαιο III). Συγκεκριµένα η 
Fras1 εντοπίστηκε στον εξωκυττάριο χώρο  που υπόκειται της βασικής πλευράς της επιδερµίδας, 
σε τοµές εµβρύων αγρίου τύπου (εικ. 5a), ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε έµβρυα Fras1-/- (εικ. 5b), 
επιβεβαιώνοντας την αποτελεσµατικότητα της απενεργοποίησης του γονιδίου Fras1. 
 Αξίζει να σηµειωθεί ότι η αποτελεσµατικότητα της απενεργοποίησης του γονιδίου Fras1 στα 
έµβρυα Fras1-/- ενισχύθηκε, τόσο µε την απουσία σήµατος σε πειράµατα in situ υβριδοποίησης του 
mRNA του Fras1 µε τους δύο διαφορετικούς ανιχνευτές που αναφέρθηκαν στο κεφάλαιο III, όσο και 
µε την ανίχνευση της γαλακτοζιδάσης που περιέχεται στην κασέτα που εισήχθηκε στο Fras1 µέσω 
οµόλογου ανασυνδυασµού, σε πειράµατα ανοσοιστοχηµείας  µε αντίσωµα για την γαλακτοζιδάση.  
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Από την άλλη µεριά χρησιµοποιώντας αντισώµατα για µάρτυρες του βασικού ελάσµατος της 
επιδερµίδας, όπως η λαµινίνη-α5 (Laminin-α5), καθώς και η  λαµινίνη-γ1 (Laminin-γ1), το νιδογόνο-
1 (Nidogen-1), το κολλαγόνο VII (Col VII) και η αγκρίνη (Agrin), σε µη προβληµατικές επιδερµικές 
περιοχές εµβρύων Fras1-/- (εικ.5e), διαπιστώθηκε µια ελαφρά εξασθένιση του τυπικού γραµµικού 
φθορίζοντος προτύπου ανίχνευσης που παρουσιάζουν αυτά τα συστατικά, στον εξωκυττάριο χώρο 
της βασικής πλευράς του επιδερµικού επιθηλίου σε έµβρυα αγρίου τύπου (εικ.5d). Κατά συνέπεια 
µπορεί να υποτεθεί ότι δεν παρατηρούνται ρήξεις, τουλάχιστον σοβαρές, του βασικού ελάσµατος 
της επιδερµίδας στα έµβρυα Fras1-/-. 
 Αντίθετα το κολλαγόνο VI (Collagen VI), το οποίο παράγεται από τον συνδετικό ιστό της δερµίδας 
και αποτελεί συστατικό της δερµικής πλευράς του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, ανιχνεύεται 
σε έµβρυα αγρίου τύπου τόσο στο βασικό έλασµα όσο και στον υποκείµενο συνδετικό ιστό (εικ.5g), 
ενώ σε έµβρυα Fras1-/-  η έκφραση του απαλείφεται από το βασικό έλασµα και περιορίζεται µόνο 
στην δερµίδα (εικ.5h).  
 Προκειµένου να καθοριστεί το επίπεδο του δέρµατος στο οποίο λαµβάνει χώρα η αποκόλληση της 
επιδερµίδας από τη δερµίδα, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοιστοχηµείας για µάρτυρες του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας σε τοµές εµβρύων Fras1-/-  που έχει δηµιουργηθεί φουσκάλα 
(εικ. 5 c, f, i). (Συγκεκριµένα οι µάρτυρες που χρησιµοποιήθηκαν εντοπίζονται στις ζώνες της 
Lamina Lucida και της Lamina Densa). 
  Με τα περάµατα αυτά διαπιστώθηκε ότι, η λαµινίνη-α5 (Laminin-α5), το νιδογόνο-1 (Nidogen-1), η 
αγκρίνη (Agrin) καθώς και η λαµινίνη-γ1 (Laminin-γ1), ανιχνεύονται στη περιοχή που υπόκειται του 
αποχωριζοµένου επιδερµικού επιθηλίου, στην οροφή της φουσκάλας. Μ’ αυτόν τον τρόπο 
υποδηλώνεται ότι το επίπεδο αποκόλλησης της επιδερµίδας από τη δερµίδα  λαµβάνει χώρα 
πιθανότατα κάτω από την lamina densa. ∆ηλαδή η απουσία της Fras1 επηρεάζει τη σύνδεση της 
δερµίδας µε την επιδερµίδας στη δερµική πλευρά της επιδερµικής βασικής µεµβράνης, 
συντελώντας στη δηµιουργία υποεπιδερµικών φουσκαλών. 
 
 
       Fras1+/+                       Fras1-/-                    Fras1-/- 

         
Εικ. 5: Ανάλυση ανοσοφθορισµού συστατικών του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας σε έµβρυα 
αγρίου τύπου και Fras1-/- 
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 Επιµήκεις κρυοτοµές από έµβρυα ηµέρας 15.5, επωάστηκαν µε τα αναγράφοντα πρωτογενή αντισώµατα, 
ανιχνεύθηκαν µε δευτερογενή φθορίζοντα αντισώµατα (συζευγµένα µε Alexa 594) και παρατηρήθηκαν µε 
συνεστιακό µικροσκόπιο. Οι τοµές στα (a), (d), (g) προέρχονται από έµβρυα αγρίου τύπου και στα (b), ( e), 
(h), (c), (f), (i), από έµβρυα Fras1-/-.  Οι φωτογραφίες στα (a), (d), (g), (b), ( e), (h), αναπαριστούν 
συγκρίσιµες  επιµήκεις τοµές από την επιδερµίδα της  ραχιαίας πλευράς εµβρύων, στο επίπεδο των νεφρών 
(και από µη προβληµατικές περιοχές στην περίπτωση των µεταλλαγµένων εµβρύων). Τα γεµισµένα βέλη στις 
(a), (d), (g), (b), ( e), (h),  οριοθετούν την εξωτερική επιφάνεια του επιθηλιακού στρώµατος της επιδερµίδας, 
ενώ τα άδεια βέλη σκιαγραφούν το φθορίζον σήµα στο βασικό έλασµα. Οι τοµές στις εικόνες (c, f, i) 
περιλαµβάνουν συγκρίσιµες περιοχές της επιδερµίδας γύρω από το µάτι ενός µεταλλαγµένου εµβρύου Fras1-/-, 
το οποίο παρουσιάζει φουσκάλα. a, Η πρωτεΐνη Fras1 ανιχνεύεται στη βασική πλευρά του επιδερµικού 
επιθηλίου, εντός του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, σε έµβρυα αγρίου τύπου. b, Αντίθετα παρατηρείται 
απουσία αντιγονικότητας για την Fras1 σε τοµές εµβρύων Fras1-/-. d, e, Η λαµινίνη-α5 (Laminin-α5) 
εντοπίζεται στo βασικό έλασµα της επιδερµίδας και στον υποκείµενο συνδετικό ιστό, σε τοµές από έµβρυο 
αγρίου τύπου (d), ενώ παρουσιάζει ελαφρά µειωµένη αντιγονικότητα ανάλογου προτύπου, σε έµβρυα Fras1-/- 

(e).  Αντίθετα στην περίπτωση του κολλαγόνου VI (Collagen VI), το οποίο παράγεται από το συνδετικό ιστό και 
ανιχνεύεται τόσο στα κύτταρα του, όσο και στην δερµική πλευρά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας σε 
τοµή από έµβρυο αγρίου τύπου (g), το φθορίζον σήµα του περιορίζεται στον συνδετικό ιστό της δερµίδας, 
στην περίπτωση τοµής από έµβρυο Fras1-/-  (h). c, f, i, Τόσο η  λαµινίνη-α5 (Laminin-α5) (c), όσο και η 
αγκρίνη (Agrin) (f) και το νιδογόνο-1 (Nidogen 1) (i) ανιχνεύονται στην οροφή της φουσκάλας, γύρω από το 
µάτι ενός µεταλλαγµένου εµβρύου Fras1-/-, κάτω από το αποχωριζόµενο επιθηλίο. Η κλίµακα µέτρησης στις  
(a, d, g, b, e, h), είναι 10µm και στις c, f, i, είναι 20µm. Συντοµεύσεις: e;epidermis (επιδερµίδα), d;dermis 
(δερµίδα), c;blister cavity (κοιλότητα της φουσκάλας).     
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V. Ταυτοποίηση των χρωµοσωµικών θέσεων των γονιδίων Fras1 και FRAS1 
 
Η φυσική χαρτογράφηση του Fras1 στο γονιδίωµα του ποντικού, αλλά και του οµόλογου γονιδίου 
FRAS1 στο γονιδίωµα του ανθρώπου, επιτεύχθηκε µε τη χρησιµοποίηση υβριδίων σωµατικών 
κυττάρων (Somatic cell  hybrids) ποντικού-κρικητού και ανθρώπου-κρικητού αντίστοιχα (σε 
συνεργασία µε τον ∆ρ.Kenji Imai, στην ερευνητική οµάδα του Καθ. Rudi Balling στο GSF του 
Μονάχου). (Όταν πραγµατοποιήθηκε η συγκεκριµένη διαδικασία χαρτογράφησης δεν αρκούσαν οι 
πληροφορίες που ήταν διαθέσιµες από τις βάσεις δεδοµένων.) Σε κάθε περίπτωση 
πραγµατοποιήθηκε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR), µε 
εκκινητές που εντοπίζονται σε περιοχές ιντρονίων (οι οποίες ως επί το πλείστον δεν είναι 
συντηρηµένες), στο γονιδίωµα του ποντικού, ή του ανθρώπου αντίστοιχα. 
Για τη χαρτογράφηση του Fras1, οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν εντοπίζονται στις ιντρονιακές 
αλληλουχίες εκατέρωθεν του έκτου εξονίου (περιοχή µοτίβων VWC της Fras1), µεγέθους 134 bp και 
είναι ο pr3 (µε κατεύθυνση προς τα εµπρός, forward) µε τον pr6 (µε αντίστροφη κατεύθυνση, 
reverse). Οι εκκινητές αυτοί ελέγχθηκαν προηγουµένως για την ειδικότητα τους µε PCR, όπου 
χρησιµοποιήθηκε σαν µήτρα DNA γονιδίωµα ποντικού ή κρικητού και διαπιστώθηκε ότι µόνο στον 

οντικό οι παραπάνω εκκινητές παράγουν το αναµενόµενο προϊόν των 344 bp (εικ. 1). π
 Τελικά το Fras1 χαρτογραφήθηκε στη µεσαία περιοχή του χρωµοσώµατος 5 (MMU), κοντά στον 
γενετικό µάρτυρα D5Mit20 και στον γενετικό τόπο Fgf5.  
 

ικ. 1: Ειδικότητα των εκκινητών pr3 και pr6 
 των 344 bp σε αντίδραση PCR, όταν χρησιµοποιείται σαν 

 χαρτογράφηση του Fras1 στην συγκεκριµένη περιοχή του χρωµοσώµατος 5, επιβεβαιώθηκε 

ράφηση του FRAS1 στο γονιδίωµα του 
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Ε
Οι εκκινητές pr3 και pr6 προσδίδουν το προϊόν
µήτρα DNA το γονιδίωµα του ποντικού, ενώ δεν παράγουν κάποιο προϊόν όταν χρησιµοποιείται το γονιδίωµα 
του κρικητού. Οι υπόλοιποι συνδυασµοί εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν απορρίπτονται, αφού δεν είναι 
ειδικοί για το γονιδίωµα του ποντικού και παράγουν προϊόντα όταν πραγµατοποιείται αντίδραση  PCR µε 
µήτρα το γονιδίωµα του κρικητού. Εξαιρείται ο συνδυασµός εκκινητών pr3 και pr5, ο οποίος θα µπορούσε να 
χρησιµοποιηθεί εναλλακτικά αντί του pr3 και pr6. 
 
Η
αργότερα µε έρευνες στις διεθνείς βάσεις δεδοµένων. 
 Στην εύρεση των κατάλληλων εκκινητών για τη χαρτογ
ανθρώπου, συνέβαλλε η ανίχνευση ενός ανθρώπινου γενωµικού κλώνου BAC για το FRAS1, από 
τις διεθνείς βάσεις δεδοµένων. Ο κλώνος αυτός παρουσιάζει σ’ ένα τµήµα του υψηλή ταυτότητα 
(81%) µε την περιοχή του cDNA του Fras1 από τα 3285-3450 bp (καρβοξυτελικό άκρο της Fras1). 
Εκατέρωθεν αυτής της οµόλογης περιοχής των 165 bp, εντοπίζονται οι εκκινητές pr13 (forward)  και 
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pr16 (reverse) που χρησιµοποιήθηκαν για τη χαρτογράφηση του FRAS1. Οι εκκινητές αυτοί δίνουν 
προϊόν µεγέθους 357 bp σε αντίδραση PCR µε µήτρα DNA το γονιδίωµα του ανθρώπου. Η 
ειδικότητα των εκκινητών αυτών επιβεβαιώθηκε, ανάλογα µε προηγουµένως,  µε την εφαρµογή 
PCR στα γονιδιώµατα του ανθρώπου και του κρικητού και την παραγωγή του προβλεπόµενου 
προϊόντος των 357 bp µόνο όταν χρησιµοποιείται σαν µήτρα DNA το ανθρώπινο γονιδίωµα (εικ. 2). 
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Εικ. 2: Ειδικότητα των εκκινητών pr13 και pr16 
ι εκκινητές pr13 και pr16 παράγουν µε PCR το προϊόν των 357 bp, όταν χρησιµοποιείται σαν µήτρα  DNA το 

είται σαν µήτρα το γονιδίωµα του κρικητού δεν 

 σε γειτονική περιοχή µε τους µάρτυρες STS, SHGC-20205 και SHGC-1003, 
τη θέση  4q13-q21 του ανθρώπινου χρωµοσώµατος (HSA). Το αποτέλεσµα αυτό επιβεβαιώθηκε 

 

VI. Κλωνοποίηση του µεταφραζόµενου cDNA του γονιδίου Fras1 στον 
λασµιδιακό φορέα pBluescript II-KS+ 

 
 Fras1 κλωνοποιήθηκε στον πλασµιδιακό φορέα 

pBluescript (pPBSII-KS+). Η πορεία κλωνοποίησης και οι ενδιάµεσες κατασκευές που προκύπτουν 

ν, όπως για τη δηµιουργία διαγονιδιακών 

ακό φορέα pBluescript, στον ευκαρυωτικό φορέα pCMV και εκφράστηκε παροδικά σε 

 
 
 

Ο
γονιδίωµα του ανθρώπου. Στην περίπτωση που χρησιµοποι
προκύπτει αποτέλεσµα. 
 
Το FRAS1 εντοπίστηκε
σ
αργότερα µε την εύρεση ανθρώπινων γενωµικών κλώνων από τις διεθνείς βάσεις δεδοµένων, οι 
οποίοι παρουσιάζουν υψηλή οµολογία µε το γονίδιο Fras1 και οι οποίοι χαρτογραφούνται στο 
χρωµόσωµα 4  και µάλιστα στην περιοχή 4q21.1. 
Τονίζεται ότι οι χρωµοσωµικές περιοχές MMU5 και HSA4 είναι συντενικές. 

 

π

Το µεταφραζόµενο τµήµα του cDNA του γονιδίου

µέχρι την τελική, παρουσιάζονται σχηµατικά παρακάτω. 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι τόσο η τελική κατασκευή, όσο και όλες οι ενδιάµεσες µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για µια σειρά λειτουργικών πειραµάτω
ζώων, καθώς και σε πειράµατα έκφρασης του Fras1 σε κυτταροκαλλιέργειες. Σε κάθε περίπτωση 
απαιτείται η εισαγωγή των αντίστοιχων τµηµάτων cDNA του Fras1 σε κατάλληλους πλασµιδιακούς 
φορείς.  
Το τελευταίο διάστηµα στο εργαστήριο το cDNA του γονιδίου Fras1 µεταφέρθηκε από τον 
πλασµιδι
κυτταροκαλλιέργειες ανθρώπινων ηπατοκυττάρων (HepG2). Τα πειράµατα αυτά έγιναν 
προκειµένου να διαλευκανθεί  αν η πρωτεΐνη Fras1 είναι διαµεµβρανική ή εκκρινόµενη, αλλά 
δυστυχώς δεν έχουν οδηγήσει ακόµα σε κάποια ξεκάθαρη απάντηση. 
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 ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗ ΓΙΑ ΤΗΝ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ 
ΜΕΤΑΦΡΑΖΟΜΕΝΟΥ cDNA ΤΟΥ Fras1 ΣΤΟΝ 
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EcoRI 1785 5450
NotI
BamHI

NotI
XhoI

42
79

 ( B
g l

II
)

Wδ/pExCeLL

Φορέας: Wγ
BglII/NotI

Ένθεµα:Wδ
BglII/NotI

791 NotI5450
Wε/pBSII-KS+

51
21

(C
la

I)

42
79

(B
g l

II
)

+SalI
XhoI
ApaI
KpnI

SalI
XhoI
ApaI
KpnI

42
79

 (B
g l

II
)
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ΣΤΡΑΤΗΓΙΚΗ ΓΙΑ ΤΗΝ ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ 
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Φορέας: pBSII-KS+ 

XhoI/ClaI

Ένθεµα: Wε XhoI/ClaI
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I. Γενικά  
 
Στη διάρκεια εκπόνησης της παρούσας διατριβής ολοκληρώθηκε η ταυτοποίηση της αλληλουχίας 
cDNA  ενός  καινούργιου γονιδίου στον ποντικό, του Fras1, µεγέθους 15.865 bp. Η νουκλεοτιδική 
αυτή αλληλουχία που κωδικοποιεί για µία πρωτεΐνη 4010 αµινοξέων, περιέχει το κωδικόνιο έναρξης 
και λήξης της µετάφρασης, το 3΄ µη µεταφραζόµενο άκρο (3΄ UTR) και την ουρά πολυαδενυλίωσης 
(PolyA tail) και πιθανότατα και το 5΄ µη µεταφραζόµενο άκρο (5΄UTR) του γονιδίου. Όσον αφορά τη 
γενωµική οργάνωση του Fras1, διαπιστώθηκε ότι  περιλαµβάνει πολλά και µικρά εξόνια και µεγάλα 
ιντρόνια. Συγκεκριµένα µε τη βοήθεια της βάσης δεδοµένων Celera, εντοπίστηκαν 74 εξόνια µε 
µέγεθος κατά µέσο όρο 150-200 νουκλεοτίδια, µε το µικρότερο εξόνιο να έχει µέγεθος 30 και το 
µεγαλύτερο 1800 νουκλεοτίδια. 
Η πρωτεΐνη Fras1 µε βάση την προβλεπόµενη αµινοξική της αλληλουχία, διακρίνεται σε τέσσερις 
ξεχωριστές πρωτεϊνικές περιοχές, που έχουν ταυτιστεί µε συγκεκριµένες λειτουργίες και οι οποίες 
εντοπίζονται σε διαφορετικές πρωτεΐνες ποικίλλων οργανισµών. Τονίζεται ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
περιέχουν, σε αντίθεση µε την Fras1,  η κάθε µία µόνο ένα είδος από τα παραπάνω τέσσερα 
πρωτεϊνικά πρότυπα.  Συγκεκριµένα ξεκινώντας από το αµινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης Fras1 
απαντώνται δύο διαφορετικές περιοχές πλούσιες σε κυστεΐνες, εκ των οποίων η πρώτη περιέχει 6 
επαναλαµβανόµενα µοτίβα που συναντώνται στην περιοχή C του παράγοντα Von Willlebrand και η 
δεύτερη 13 επαναλήψεις που εντοπίζονται στις πρωτεάσες της οικογένειας των Φουρινών, οι 
οποίες όµως δεν συµπίπτουν µε την καταλυτική περιοχή των πρωτεασών αυτών. Στη συνέχεια 
ανιχνεύεται η περιοχή που παρουσιάζει οµολογία µε την πρωτεογλυκάνη NG2, που εντοπίζεται στα 
θηλαστικά και προσδένει θειική χονδροιτίνη  και ακολουθεί η περιοχή µε τα 5 µοτίβα πρόσδεσης 
ασβεστίου (Calx beta), που συναντώνται σε ιοντοανταλλάκτες Na+-Ca+2 της κατηγορίας NCX1, 
NCX3, στα θηλαστικά και στη δροσόφιλα. Τέλος καρβοξυτελικά της Fras1, εµφανίζεται µία περιοχή 
1000 περίπου αµινοξέων που δεν εµφανίζει οµολογία µε καµία γνωστή πρωτεΐνη. Σηµειώνεται ότι 
µε διάφορα προγράµµατα ανάλυσης πρωτεϊνικών δοµών, στο καρβοξυτελικό άκρο της Fras1 
εντοπίζεται µία πιθανή διαµεµβρανική περιοχή, ενώ στο αµινοτελικό της άκρο ένα πεπτίδιο σινιάλο 
για την εισαγωγή της στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και την ολοκλήρωση της σύνθεσης της.  
Το γονίδιο Fras1, για το οποίο έχουν εντοπιστεί ESTs που καλύπτουν το 20% της νουκλεοτιδικής 
του αλληλουχίας, ανιχνεύθηκε µε διερεύνηση στις διεθνείς βάσεις δεδοµένων και στο γονιδίωµα του 
ανθρώπου. Το αντίστοιχο γονίδιο του Fras1 στον άνθρωπο, FRAS1, το οποίο µελετήθηκε στο 
εργαστήριο του P.J.Scambler (ύστερα από την προσφορά από το εργαστήριο µας του Fras1), 
διαπιστώθηκε ότι κωδικοποιεί για µια πρωτεΐνη µεγέθους 4007 αµινοξέων, η οποία παρουσιάζει 
85% ταυτότητα µε την Fras1. Η πρωτεΐνη αυτή περιλαµβάνει, σε αναλογία µε την Fras1, ένα 
πεπτίδιο σινιάλο στο αµινοτελικό άκρο της, µοτίβα τύπου Von Willebrand, µοτίβα τύπου φουρίνης, 
µία περιοχή που παρουσιάζει οµολογία µε την NG2, µοτίβα τύπου Calx-beta, καθώς και µία πιθανή 
διαµεµβρανική περιοχή. Από την άλλη µεριά περιοχές του γονιδίου Fras1, µετά τα µοτίβα των 
κυστεϊνών, εντοπίστηκαν και σε άλλους οργανισµούς, όπως στον αχινό και στο Ζebrafish. 
Συγκεκριµένα η πρωτεΐνη ECM3 του αχινού παρουσιάζει 32% ταυτότητα µε την περιοχή του Fras1 
από το αµινοξύ 1102 µέχρι το αµινοξύ 3937 (Hodor et al., 2000), ενώ στο Ζebrafish εντοπίζεται µια 
µικρή περιοχή που παρουσιάζει 79% βαθµό ταυτότητας µε το τµήµα της Fras1 από το αµινοξύ 3171 
µέχρι το αµινοξύ 3297.  
 Όσον αφορά την προέλευση των µεταγράφων του γονιδίου Fras1, διαπιστώθηκε µε πειράµατα in 
situ υβριδοποίησης και ανιχνευτές που εντοπίζονται στις περιοχές που κωδικοποιούν για µοτίβα 
τύπου von Willebrand και για µοτίβα τύπου Calx-beta, ότι τα µετάγραφα αυτά εντοπίζονται σε 
ποικίλα στρώµατα επιθηλιακών κυττάρων και εποµένως ότι στην περίπτωση του δέρµατος η 
πρωτεΐνη Fras1 είναι επιδερµικής και όχι δερµικής προέλευσης. Μετάγραφα του Fras1 εντοπίζονται 
επίσης σε µη καθορισµένους κυτταρικούς τύπους του εγκεφάλου εµβρύων και ενηλίκων ποντικών.  
Από την άλλη µεριά, προκειµένου να διαπιστωθεί ο κυτταρικός εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1, 
πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοεντοπισµού µε τα οποία η Fras1 ανιχνεύθηκε υπό τη µορφή 
ενός γραµµικού συνεχόµενου προτύπου στην εξωκυττάρια περιοχή της βασικής πλευράς των 
περισσότερων επιθηλίων. Είναι γνωστό ότι στον εξωκυττάριο χώρο τόσο της βασικής πλευράς των 
επιθηλίων, όσο και άλλων ιστών, εντοπίζεται ένας λεπτός και 
ευέλικτος σχηµατισµός εξωκυττάριας ουσίας, το βασικό έλασµα, το οποίο διακρίνεται µε τη βοήθεια 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου σε τρεις διακριτές επιφάνειες (Lamina lucida, Lamina  
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Εικ. 1: Βασικό έλασµα εµβρύων ηµέρας 10.5 
Απεικονίζεται το βασικό έλασµα του καρδιακού µύ (Ι) και το βασικό έλασµα της επιδερµίδας (L), το οποίο 
περιλαµβάνει τη ζώνη της Lamina lucida και της Lamina densa, οι οποίες υποδεικνύονται µε τα βέλη. 
Συντοµεύσεις: mf, muscle filament (µυικό νηµάτιο); e, epithelial cell (επιθηλιακό κύτταρο) (Costell M et al., 
1999). 
 
densa, Sub Lamina densa) (εικ. 1, 2). Κατά συνέπεια το αποτέλεσµα της ανοσοανίχνευσης της 
Fras1 µε το οπτικό ή το συνεστιακό µικροσκόπιο, υποδηλώνει ότι πιθανότατα ανήκει στην περιοχή 
του βασικού ελάσµατος των επιθηλίων. Βέβαια η ταυτοποίηση ενός εξωκυττάριου συστατικού σαν 
συστατικό του βασικού ελάσµατος,  πραγµατοποιείται µόνο µέσω εντοπισµού του µε ηλεκτρονική 
µικροσκοπία σε κάποια από τις τρεις ζώνες του βασικού ελάσµατος. Για το λόγο αυτό σχεδιάζεται 
µελλοντικά ο ανοσοεντοπισµός της Fras1 µε τη χρήση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και την 
εφαρµογή υπερδοµικών µεθόδων, όπως η ανοσοχρίζουσα ιστοχηµεία (immunogold 
histochemistry). Σηµειώνεται ότι για ευκολία η Fras1 θα αναφέρεται παρακάτω σαν συστατικό του 
βασικού ελάσµατος. 
Ο εντοπισµός της Fras1 στον εξωκυττάριο χώρο του βασικού ελάσµατος των επιθηλίων έρχεται σε 
συµφωνία µε την αλληλουχία σινιάλο στα πρώτα 20 αµινοτελικά αµινοξέα της, η  
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Eικ. 2: Ηλεκτρονική µικροσκοπία του  βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας ενηλίκων  
Σηµειώνονται οι χαρακτηριστικές ζώνες του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας και οι χαρακτηριστικές τους 
δοµές. Συντοµεύσεις: Anchoring filaments (Af) (νηµάτια αγκυροβόλησης), Anchoring fibrils (AF) (ινίδια 
αγκυροβόλησης), Hemidesmosome (HD) (ηµιδεσµόσωµα),  Lamina Lucida (LL) (διαυγής υµένας), Lamina 
Densa (LD) (σκοτεινός υµένας), Intermediate filaments (IF) (ενδιάµεσα νηµάτια), inner plaque (ip) (εσωτερική 
πλάκα), outer plaque (op) (εξωτερική πλάκα), (Spirito et al,. 2001). 
 
οποία οδηγεί την Fras1 στο αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο για ολοκλήρωση της σύνθεσης της, 
καθώς και µε τη πιθανή διαµεµβρανική περιοχή στο καρβοξυτελικό της άκρο. Ταυτόχρονα 
συµφωνεί και µε τις πρωτεϊνικές περιοχές που περιέχει η Fras1, οι οποίες εντοπίζονται σε 
εξωκυττάριες ή διαµεµβρανικές πρωτεΐνες. Αυτό που µένει να διαλευκανθεί είναι αν η πρωτεΐνη 
Fras1 είναι όντως διαµεµβρανική, ή αν αποτελεί εκκρινόµενη εξωκυττάρια πρωτεΐνη. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αν και η Fras1 εντοπίζεται στην περιοχή του βασικού 
ελάσµατος σχεδόν όλων των επιθηλίων, δεν ανιχνεύεται στον εξωκυττάριο χώρο του βασικού 
ελάσµατος των νεύρων και των ενδοθηλίων. Εύλογα λοιπόν τίθεται το ερώτηµα αν η παρουσία της 
Fras1 είναι απαγορευτική για το βασικό έλασµα αυτών των κυτταρικών τύπων, ή απλώς 
πλεονάζουσα. Εποµένως θα ήταν πολύ ενδιαφέρον και αποτελεί και µελλοντικό στόχο του 
εργαστηρίου, να εκφραστεί εκτοπικά το Fras1 στα παραπάνω κύτταρα στον ποντικό και να 
µελετηθούν τα αποτελέσµατα αυτής της επέµβασης στην έκφραση του. 
Από την άλλη µεριά σηµειώνεται ότι, ενώ η παρουσία του Fras1 έχει διαπιστωθεί µε πειράµατα in 
situ υβριδοποίησης του mRNA του σε εγκεφάλους εµβρύων και ενηλίκων ποντικών, στάθηκε 
αδύνατη η ανοσοανίχνευση της Fras1 στην περιοχή του εγκεφάλου. Οι ανιχνευτές που 
χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα in situ υβριδοποίησης εντοπίζονται στην περιοχή που 
κωδικοποιεί είτε για µοτίβα τύπου VWC, είτε για την περιοχή µοτίβων Calx-beta, ενώ τα πεπτίδια 
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 που χρησιµοποιήθηκαν για την ανοσοποίηση και την παραγωγή των αντισωµάτων ανήκουν στην 
περιοχή που παρουσιάζει οµολογία µε την NG2. Θα µπορούσε εποµένως να υποτεθεί ότι στον 
εγκέφαλο των ποντικών εκφράζεται ένα εναλλακτικό προϊόν συναρµολόγησης του Fras1, το οποίο 
δεν περιλαµβάνει την περιοχή που κωδικοποιεί για το µέρος της NG2 που χρησιµοποιήθηκε για την 
ανοσοποίηση. Στην υπόθεση αυτή συµβάλλει η εύρεση µε ανάλυση κατά Northern και 
χρησιµοποιώντας ως ανιχνευτή το τµήµα του cDNA του Fras1 που κωδικοποιεί  για µοτίβα τύπου 
VWC (και όχι τον ανιχνευτή που κωδικοποιεί για µοτίβα φουρινών), εκτός από το πλήρες 
µετάγραφο των 15.865 bp και ενός µικρότερου µεταγράφου µεγέθους 4.8 kb. Το µετάγραφο αυτό 
θα µπορούσε να αντιπροσωπεύει το µετάγραφο εναλλακτικής συναρµολόγησης του Fras1 στον 
εγκέφαλο.  
Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η έκφραση του Fras1 στον εγκέφαλο θα µπορούσαν να 
πραγµατοποιηθούν: 
α) Πειράµατα in situ υβριδοποίησης του mRNA του Fras1,  χρησιµοποιώντας ανιχνευτές από 
διάφορες περιοχές του cDNA του. 
β) Πειράµατα ανοσοεντοπισµού της Fras1 µε ποικιλία αντισωµάτων, που θα δηµιουργηθούν µε τη 
χορήγηση πεπτιδίων για ανοσοποίηση, τα οποία θα προέρχονται από περιοχές σε όλο το εύρος της 
Fras1.  
γ) Πειράµατα παραγωγής µεταγράφων του Fras1 µε τη βοήθεια της αντίστροφης µεταγραφάσης 
(Reverse Transcriptase, RT-PCR), χρησιµοποιώντας εκκινητές που να καλύπτουν όλο το Fras1.  
Σηµαντικό είναι να αναφερθεί ότι η ανάλυση της έκφρασης του Fras1 δεν πραγµατοποιήθηκε σε 
ενήλικα στάδια, µε εξαίρεση τα πειράµατα in situ υβριδοποίησης του mRNA του, µε τα οποία 
διαπιστώθηκε και η έκφραση του σε εγκεφάλους ενηλίκων. Μελέτες όµως που έγιναν το τελευταίο 
διάστηµα στο εργαστήριο από τον Π.Πέτρου και οι οποίες αφορούν την ανάλυση της έκφρασης του 
Fras1 στους πνεύµονες, απέδειξαν ότι η παρατηρούµενη έκφραση του στα εµβρυϊκά στάδια στο 
βασικό έλασµα του ορογόνου υµένα (pleura) και των βρόγχων των πνευµόνων, εξαφανίζεται την 
ηµέρα 17.5 (Ε17.5) της εµβρυογένεσης αλλά και κατά την ενηλικίωση. Το ίδιο συµβαίνει και µε την 
εµβρυϊκή έκφραση του Fras1 στο βασικό έλασµα των νεφρών και της επιδερµίδας, η οποία δεν 
συντηρείται στα ενήλικα ποντίκια. Πιθανότατα λοιπόν το Fras1, τουλάχιστον στο βασικό έλασµα των 
επιθηλίων, να σταµατάει να εκφράζεται µετά τη γέννηση των ποντικών. Η ορθότητα αυτής της 
υπόθεσης οφείλει να διαλευκανθεί είτε πραγµατοποιώντας  πιο εξονυχιστικά πειράµατα 
ανοσοιστοχηµείας σε ενήλικα ποντίκια, είτε µε διαδικασίες in situ υβριδοποίησης και RT-PCR. Στην 
περίπτωση που επιβεβαιωθεί η απουσία της έκφρασης του Fras1 στο βασικό έλασµα των 
επιθηλίων στο ενήλικο στάδιο, θα ήταν σκόπιµο να µελετηθούν τα αποτελέσµατα της παράτασης 
της έκφρασης του κατά την ενηλικίωση µε την χρήση διαγονιδιακών ζώων. 
  
 
 
I.I Ανάλυση του φαινοτύπου των Fras1-/-  ποντικών 
 
Η αποτελεσµατικότητα της απενεργοποίησης του ενδογενούς γονιδίου Fras1 στα Fras1-/-ποντίκια 
διαπιστώθηκε, τόσο µε την απουσία µεταγράφων του Fras1, όσο  και της πρωτεΐνης Fras1, σε 
πειράµατα in situ υβριδοποίησης και ανοσοεντοπισµού αντίστοιχα. Από την άλλη µεριά 
πραγµατοποιήθηκαν (σε Fras1-/- έµβρυα) πειράµατα ανοσοανίχνευσης της γαλακτοζιδάσης, που 
περιέχεται στην κασέτα που χρησιµοποιήθηκε στην κατασκευή στόχο για την απενεργοποίηση του 
Fras1, µε τα οποία επιβεβαιώθηκε η ένθεση της κασέτας στο ενδογενές γονίδιο.  
 
 
I.I.1 Υποεπιδερµικές φουσκάλες (Subepidermal Blisters) 
 
Το κύριο χαρακτηριστικό των Fras1-/- εµβρύων και των δύο στελεχών που µελετήθηκαν αποτελεί η 
δηµιουργία µεγάλων δερµατικών φουσκαλών. Η εκδήλωση του συγκεκριµένου φαινοτύπου ξεκινάει 
την ηµέρα 12.5 της εµβρυογένεσης και προοδευτικά οι φουσκάλες εξελίσσονται από διαφανείς σε 
κόκκινες. Οι φουσκάλες αυτές εντοπίζονται κυρίως στο κεφάλι, στην περιοχή γύρω από τα µάτια, 
αλλά και στα άκρα και σπανιότερα στη ράχη των µεταλλαγµένων εµβρύων. Συχνά οι φουσκάλες 
στα άκρα διατηρούνται και µετά τη γέννηση, για να εξαφανιστούν σταδιακά σε σύντοµο χρονικό 
διάστηµα. Αντίθετα δεν έχει παρατηρηθεί ποτέ αποµεινάρι εµβρυϊκά προσχηµατισµένης φουσκάλας 
στην περιοχή του κεφαλιού, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι φουσκάλες σ’ αυτή τη θέση επιφέρουν  
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πιθανότατα εµβρυϊκή θνησιµότητα. Από την άλλη µεριά δεν υπάρχει ένδειξη για τη δηµιουργία 
καινούργιων φουσκαλών µετά την γέννηση των µεταλλαγµένων ζώων, υπονοώντας ότι οι 
συγκεκριµένες παραµορφώσεις αναπτύσσονται µόνο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και κάποιες 
φορές συντηρούνται για σύντοµο χρονικό διάστηµα και στα ενήλικα µεταλλαγµένα ποντίκια (µόνο 
στα άκρα). Η αδυναµία δηµιουργίας καινούργιων φουσκαλών στα νεογέννητα ή ενήλικα 
µεταλλαγµένα ποντίκια, οφείλεται πιθανότατα στην απουσία έκφρασης του γονιδίου Fras1 στην 
επιδερµίδα των ενηλίκων ποντικών, µε αποτέλεσµα το Fras1 να µπορεί να θεωρηθεί αναπτυξιακό 
γονίδιο. 
 Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή παρόµοιες φουσκάλες εµφανίζονται σε διάφορες δερµατικές 
ασθένειες του ανθρώπου, οι οποίες προκαλούνται από µεταλλαγές σε γονίδια που κωδικοποιούν 
για συστατικά του βασικού ελάσµατος των επιδερµικών επιθηλίων. Από την άλλη µεριά ανάλογες 
φουσκάλες εντοπίζονται και σε ποντίκια, σαν αποτέλεσµα της απενεργοποίησης αντίστοιχων 
γονιδίων. Και στις δύο περιπτώσεις οι φουσκάλες επάγονται σε νεογέννητα ή ενήλικα άτοµα, 
ύστερα από την πρόκληση µηχανικών τραυµατισµών ή τριβών. Μοναδική µέχρι τώρα εξαίρεση 
δηµιουργίας φουσκάλας στην εµβρυϊκή ηλικία, καταγραµµένη στην βιβλιογραφία όµως περισσότερο 
σαν ανεπιβεβαίωτη υπόθεση, αποτελεί µία περίπτωση απενεργοποίησης της αλυσίδας α3 της 
ιντεγκρίνης, όπου ορισµένα α3-/- έµβρυα παρουσιάζουν σπανιότατα ίχνη από “φουσκάλες” πολύ 
µικρής διαµέτρου προς το τέλος της εµβρυϊκής τους ηλικίας (DiPersio et al.,1997). Αντίθετα η 
περίπτωση των Fras1-/- εµβρύων αποτελεί την µοναδική ξεκάθαρη περίπτωση δηµιουργίας 
φουσκαλών αποκλειστικά και µόνο στην εµβρυϊκή ηλικία, εντός της µήτρας (utero), όπου οι τριβές 
είναι ελάχιστες.  
Στις γνωστές περιπτώσεις δερµατικών ασθενειών που χαρακτηρίζονται από φουσκάλες, οι 
διαταραχές στη σύσταση των βασικών ελασµάτων της επιδερµίδας εξαιτίας της έλλειψης κάποιων 
συστατικών τους προκαλούν την ευπάθεια του δέρµατος σε τριβές ή ακόµα και σε ήπιους 
µηχανικούς τραυµατισµούς και την αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα. Το αποτέλεσµα 
των ερεθισµάτων αυτών είναι η έναρξη φλεγµονώδους αντίδρασης (inflammation) και η 
απελευθέρωση τοπικά σηµατοδοτικών µορίων, κυρίως από τα κύτταρα του συνδετικού ιστού, αλλά 
και από την ενεργοποίηση του συµπληρώµατος (complement activation). Τα µόρια αυτά επιδρούν 
στα γειτονικά τριχοειδή της δερµίδας και αναγκάζουν τα ενδοθηλιακά κύτταρα που τα αποτελούν να 
χάσουν τη συνεκτικότητα τους, ενώ αυξάνουν ταυτόχρονα την ικανότητα των λευκοκυττάρων που 
κυκλοφορούν στο αίµα για προσκόλληση  στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Κατά συνέπεια τόσο το 
πλάσµα του αίµατος, όσο και τα λευκοκύτταρα διαπερνούν τα ενδοθήλια και µεταναστεύουν στην 
προβληµατική περιοχή προκαλώντας τη δηµιουργία φουσκάλας (Bruckner-Tuderman Leena,1999; 
Chan LS, 1997; Leivo Tomi, 2000). Πολύ σπάνια µεταναστεύουν στην περιοχή αυτή και ερυθρά 
αιµοσφαίρια, µε αποτέλεσµα οι φουσκάλες να αποκτούν κόκκινο χρώµα.  
Η  παρουσία ελάχιστης ποσότητας αίµατος στις φουσκάλες αυτές σε σχέση µε τις µεγάλες 
αιµορραγικές φουσκάλες που χαρακτηρίζουν τα Fras1-/-  έµβρυα, χαρακτηρίζει α) τα ποντίκια Col 
VII-/-  ποντίκια (Heinonen Seppo et al., 1999), β) τα ποντίκια β4-/- στα οποία εκφράζεται εκτοπικά η 
αλυσίδα β4 της ιντεγκρίνης στα τριχωτά επιθήλια της επιδερµίδας (Van der Neut R et al., 1999) και 
γ) τα  ποντίκια στα οποία πραγµατοποιήθηκε η απενεργοποίηση της αλυσίδας α3 της ιντεγκρίνης 
(Hodivala-Dilke KM et al., 1998)  ή δ) της αλυσίδας α3 της λαµινίνης 5 (Ryan Maureen C et al., 
1999 ; Van der Neut R et al., 1999). Στην περίπτωση της απενεργοποίησης του κολλαγόνου VII 
(Col VII) οι φουσκάλες εντοπίζονται µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο στο επίπεδο της Sub Lamina 
densa, µε αποτέλεσµα η παρουσία αίµατος στο εσωτερικό τους να µπορεί να εξηγηθεί µε την 
διάρρηξη των λεπτών αιµοφόρων αγγείων που εντοπίζονται στα όρια επιδερµίδας δερµίδας από 
την πίεση της φουσκάλας. Στην δεύτερη περίπτωση η εµφάνιση αιµορραγικών φουσκαλών στις 
παλάµες και στα πέλµατα, είτε στην περιοχή της Lamina lucida, είτε ενδοεπιδερµικά (intraepidermal 
split), πιστεύεται ότι οφείλεται στην αυξηµένη πίεση που προκαλείται στα όρια µεταξύ των περιοχών 
µε υψηλή και χαµηλή έκφραση της αλυσίδας β4 (δηλαδή στα σύνορα των τριχωτών και των µη 
τριχωτών  τµηµάτων αντίστοιχα). Η πίεση αυτή οδηγεί σε διαταραχή του βασικού ελάσµατος της 
επιδερµίδας σε πιο βαθιά στρώµατα κοντά στη δερµίδα και εποµένως σε ρήξεις και στα τριχοειδή 
αιµοφόρα αγγεία της. Τα α3β1-/- ποντίκια παρουσιάζουν σπανιότατα πολύ µικρές φουσκάλες µε ίχνη 
αίµατος, ενώ στα LAMA3-/- ποντίκια η αιµορραγία πολλές φορές προηγείται της δηµιουργίας 
φουσκάλας.  Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η επαγωγή της αιµορραγίας λόγω ανωµαλιών στην 
έκφραση της λαµινίνης 5, δεν οφείλεται στη διαταραχή του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας, 
αλλά πιθανότατα στην παραγωγή ελαττωµατικών τριµερών όπως η λαµινίνη 6 ή 7.  Προκειµένου να 
διαλευκανθεί η διαφορετικότητα των φουσκαλών στα Fras1-/- έµβρυα, πραγµατοποιήθηκε µοριακή 
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 ανάλυση του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας τους. Μ’ αυτόν τον τρόπο διαπιστώθηκε ότι η 
απουσία του Fras1 έχει σαν αποτέλεσµα την ελαφρά εξασθένιση της έκφρασης ορισµένων από 
τους µάρτυρες του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας που εξετάστηκαν. Συγκεκριµένα της 
λαµινίνης-α5 (Laminin-α5), της λαµινίνης-γ1 (Laminin-γ1), του νιδογόνου-1 (Nidogen-1), τα οποία 
αποτελούν συστατικά της Lamina Lucida και της Lamina densa, αλλά και του κολλαγόνου VII (Col 
VII) που αποτελεί τον χαρακτηριστικότερο µάρτυρα της Sub Lamina densa. Οι παραπάνω 
διαπιστώσεις υποδηλώνουν ότι δεν εντοπίζονται προβλήµατα σοβαρής διάρρηξης στο βασικό 
έλασµα της επιδερµίδας των Fras1-/- εµβρύων (τουλάχιστον σε µη προβληµατικές περιοχές). 
Πράγµατι µε βάση παρατηρήσεις σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο τοµών επιδερµίδας αγρίου τύπου και 
Fras1-/- εµβρύων (σε µη προβληµατικές περιοχές) (που έγιναν µε τη βοήθεια του Καθ. Β. 
Γαλανόπουλου), διαπιστώθηκε ότι οι ζώνες του βασικού ελάσµατος της Lamina Lucida και της 
Lamina densa διατηρούνται στα Fras1-/- έµβρυα, αν και παρουσιάζονται ελαφρώς λεπτότερες (εικ. 
3a, b). 
 
 

 
 
 
Εικ. 3: Εξέταση µε ηλεκτρονική µικροσκοπία διέλευσης (TEM) του βασικού 
ελάσµατος της επιδερµίδας εµβρύων αγρίου τύπου και Fras1-/-   
Ανάλυση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διέλευσης σε επιµήκεις κρυοτοµές εµβρύων αγρίου τύπου (a) και Fras1-/- 
(b, c) ηµέρας 15.5, από συγκρίσιµες περιοχές της επιδερµίδας, της ραχιαίας τους πλευράς, στο επίπεδο των 
νεφρών (και από µη προβληµατικές περιοχές στην περίπτωση των µεταλλαγµένων εµβρύων Fras1-/-) (a, b) 
καθώς και από περιοχές της επιδερµίδας στην οροφή φουσκάλας που δηµιουργείται γύρω από το µάτι ενός 
µεταλλαγµένου εµβρύου Fras1-/- (c). Τα βέλη υποδεικνύουν τη Lamina Lucida και την Lamina Densa. Οι ζώνες 
της Lamina Lucida και της Lamina Densa διατηρούνται, αν και ελαφρώς ασθενέστερες, σε µη προβληµατικές 
περιοχές της επιδερµίδας Fras1-/- εµβρύων (b), σε σχέση µε τις αντίστοιχες ζώνες σε συγκρίσιµες περιοχές της 
επιδερµίδας εµβρύων αγρίου τύπου (a). Στην περίπτωση φουσκάλας σε Fras1-/- έµβρυο, οι ζώνες της Lamina 
Lucida και της Lamina Densa τοποθετούνται κάτω από το αποχωριζόµενο από τη δερµίδα επιθήλιο της 
επιδερµίδας, στην οροφή της φουσκάλας (c).  
Συντοµεύσεις: e;epidermis (επιδερµίδα), c;blister cavity (κοιλότητα της φουσκάλας), LL;Lamina Lucida 
(φωτεινός υµένας), LD;Lamina Densa (σκοτεινός υµένας). Η κλίµακα µέτρησης είναι 300nm.   
 
Οι ελαφρώς ασθενέστερες ζώνες της Lamina Lucida και της Lamina Densa στα Fras1-/- έµβρυα, 
συµβαδίζουν µε την παρατηρούµενη µείωση στην αντιγονικότητα των µαρτύρων αυτών των ζωνών 
του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. Μελλοντικά θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί 
λεπτοµερέστερα µε τη βοήθεια του ηλεκτρονικού µικροσκοπίου και η µορφολογία των 
χαρακτηριστικών δοµών του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας στα Fras1-/- έµβρυα, όπως των 
ενδιάµεσων νηµατίων  κερατίνης, των  ηµιδεσµοσωµάτων, των νηµατίων και των ινιδίων 
αγκυροβόλησης (anchoring fibrils).  
Από την άλλη µεριά το κολλαγόνο VI (Col VI), το οποίο παράγεται φυσιολογικά από τα κύτταρα του 
συνδετικού ιστού της δερµίδας και εντοπίζεται τόσο στο συνδετικό ιστό αλλά και στη δερµική 
πλευρά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας (συγκεκριµένα εντοπίζεται στο στρώµα της Sub 
Lamina densa, συµβάλλοντας στη σταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης της επιδερµίδας µε τον 
υποκείµενο συνδετικό ιστό), στα Fras1-/- έµβρυα απουσιάζει από το βασικό έλασµα και ανιχνεύεται 
µόνο στη δερµίδα. Η εξαφάνιση του  κολλαγόνου VI (Col VI) από το στρώµα του βασικού 
ελάσµατος της επιδερµίδας στα Fras1-/- έµβρυα, µπορεί να οφείλεται στην µειωµένη παρουσία των 
µακροµορίων που συνιστούν το βασικό αυτό έλασµα, όπως διαφαίνεται τόσο από την µειωµένη 
αντιγονικότητα τους, όσο και από τα πειράµατα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας.  
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Κατά συνέπεια η επακόλουθη εξασθένιση των αλληλεπιδράσεων µεταξύ αυτών των µακροµορίων, 
θα µπορούσε να  συµβάλλει στην αποδυνάµωση της κατακράτησης και του Col VI στο βασικό 
έλασµα της επιδερµίδας. 
 Εναλλακτικά το Col VI ενδέχεται να αλληλεπιδρά άµεσα µε την πρωτεΐνη Fras1 και µέσω αυτής της 
αλληλεπίδρασης να συγκρατείται στη δερµική πλευρά του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. Η 
υπόθεση αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι τόσο το κολλαγόνο V (Col V), όσο και το Col VI, 
αλληλεπιδρούν in vitro µε την κεντρική µη σφαιρική περιοχή της NG2 (Tillet et al., 1997), η οποία 
όπως έχει ήδη αναφερθεί παρουσιάζει οµολογία µε την µεσαία περιοχή της Fras1. Σύµφωνα µε την 
παραπάνω υπόθεση η απουσία της Fras1 στα Fras1-/- έµβρυα, οδηγεί στην κατάργηση της 
σύνδεσης των µορίων αυτών, στην διάχυση του Col VI και στην αποµάκρυνση του από την περιοχή 
της Sub Lamina densa. 
Όσον αφορά τον καθορισµό του επιπέδου του δέρµατος εντός του οποίου πραγµατοποιείται η 
αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα κατά τη δηµιουργία της φουσκάλας, διαπιστώθηκε ότι 
τόσο η λαµινίνη–α5 (Laminin-α5), το νιδογόνο-1 (Nidogen-1), η λαµινίνη-γ1 (Laminin-γ1) και η 
αγκρίνη (Agrin), που αποτελούν συστατικά της Lamina Lucida και της Lamina Densa του βασικού 
ελάσµατος της επιδερµίδας, υπόκεινται του επιδερµικού επιθηλίου που αποχωρίζεται από την 
δερµίδα και βρίσκονται στην οροφή της δηµιουργούµενης φουσκάλας. Ταυτόχρονα µε ιστολογική 
χρώση µε αιµατοξυλίνη-ηωσίνη του αποχωριζόµενου επιδερµικού επιθηλίου και της οροφής της 
φουσκάλας, διαπιστώθηκε ότι η κοιλότητα της φουσκάλας περιβάλλεται στην οροφή της µόνο από 
επιθηλιακά κύτταρα, υποδηλώνοντας ότι ο αποχωρισµός δερµίδας επιδερµίδας λαµβάνει χώρα 
εντός του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας. Για τη λεπτοµερέστερη οριοθέτηση της φουσκάλας 
θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν και άλλοι πρωτεϊνικοί µάρτυρες του βασικού επιδερµικού 
ελάσµατος, όπως το Col IV και το Col VII. Συγκεκριµένα το κολλαγόνο VII (Col VII) αποτελεί τον 
κυριότερο πρωτεϊνικό µάρτυρα της Sub Lamina densa και το κύριο συστατικό των ινιδίων 
αγκυροβόλησης,  µε αποτέλεσµα η ανίχνευση του στην οροφή ή στο δάπεδο της φουσκάλας να 
είναι καθοριστική. ∆υστυχώς όµως η προσπάθεια εντοπισµού του στάθηκε αδύνατη. Στο σηµείο 
αυτό αξίζει να σηµειωθεί ότι η απουσία ενός συστατικού του βασικού ελάσµατος, όπως του Col VII, 
από το βασικό έλασµα της επιδερµίδας σε περιοχές µε φουσκάλες στα Fras1-/-  έµβρυα,  δεν 
οφείλεται απαραίτητα στο ότι διαχέεται στο ελαφρά αποδιοργανωµένο βασικό έλασµα. Εναλλακτικά 
µπορεί να σηµαίνει ότι παύει να εκφράζεται από τα κύτταρα από τα οποία παράγεται φυσιολογικά, 
λόγω διαταραχών που προκαλούνται σε αυτά από την αποκόλληση δερµίδας επιδερµίδας (στην 
περίπτωση του Col VII τα κύτταρα που το εκφράζουν είναι κυρίως τα επιθηλιακά και λιγότερο τα 
µεσεγχυµατικά της υποκείµενης δερµίδας).  
Παρόλα αυτά η χαρτογράφηση της φουσκάλας στα Fras1-/- έµβρυα έγινε µε την πραγµατοποίηση 
αναλύσεων ηλεκτρονικού µικροσκοπίου (µε τη βοήθεια του Κ. Β. Γαλανόπουλου), στην περιοχή του 
αποκοµµένου από τη δερµίδα επιδερµικού επιθηλίου εξαιτίας της  δηµιουργίας φουσκάλας. Με τις 
µελέτες αυτές διαπιστώθηκε ότι οι ζώνες της Lamina Lucida και της Lamina Densa του βασικού 
ελάσµατος της επιδερµίδας, ακολουθούν το αποσπασµένο επιδερµικό επιθήλιο και εντοπίζονται 
στην οροφή της φουσκάλας (εικ. 3c). Γίνεται λοιπόν κατανοητό ότι το επίπεδο αποκόλλησης του 
ιστού στα Fras1-/- έµβρυα πραγµατοποιείται κάτω από τη Lamina Densa, µε αποτέλεσµα οι 
φουσκάλες που δηµιουργούνται  να χαρακτηρίζονται υποεπιδερµικές (Sub epidermal).  
Από τα παραπάνω και σε συνδυασµό µε τον κυτταρικό της εντοπισµό προκύπτει ότι η Fras1 
αποτελεί ένα καινούργιο συστατικό του εξωκυττάριου χώρου των επιθηλίων, το οποίο συνεισφέρει 
στο να δηµιουργηθεί το απαραίτητο δοµικό ικρίωµα για την συνάθροιση, ορισµένων τουλάχιστον, 
συστατικών του κατώτερου στρώµατος του βασικού ελάσµατος (π.χ Col VI) της επιδερµίδας. Κατά 
συνέπεια η απουσία της Fras1 στα Fras1-/- έµβρυα, επηρεάζει καθοριστικά την σύνδεση της 
επιδερµίδας µε τη δερµίδα µετά το στρώµα της Lamina Densa, οδηγώντας στην αποκόλληση του 
επιδερµικού επιθηλίου από την υποκείµενη δερµίδα και στη δηµιουργία φουσκαλών εντός της Sub 
Lamina densa (υποεπιδερµικές φουσκάλες). 
 Πιο συγκεκριµένα οι επαγόµενες φουσκάλες στα Fras1-/- έµβρυα, είναι πιθανότατα αποτέλεσµα 
ενός συνδυασµού γεγονότων που περιλαµβάνουν, την ευθραυστότητα που παρουσιάζουν τα 
επιδερµικά τους επιθήλια και την πρόκληση µηχανικών τριβών στο κεφάλι και στα άκρα λόγω της 
συχνής επαφής αυτών των ιστών µε το τοίχωµα της µήτρας.  
 Σηµειώνεται ότι οι αιµορραγικές φουσκάλες στην περίπτωση απουσίας του Fras1, µπορούν να 
εξηγηθούν από την παρατηρούµενη, όπως αναφέρθηκε, διαταραχή στη δερµική πλευρά του 
βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας και στην επακόλουθη αποσταθεροποίηση της. Η µείωση της 
συνοχής της επιδερµίδας µε τη δερµίδα προκαλεί σε κάποιες περιοχές (συγκεκριµένα στα άκρα και  
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στο κεφάλι, λόγω των επαφών τους µε τα τοιχώµατα της µήτρας), την αποκόλληση του κατώτερου 
στρώµατος του βασικού της ελάσµατος από την δερµίδα. Κατά συνέπεια δηµιουργούνται ρήξεις και 
στα βαθύτερα στρώµατα της δερµίδας, ενώ είναι δυνατόν να προκληθεί  χαλάρωση και διάσπαση 
των απολήξεων των τριχοειδών αιµοφόρων αγγείων που εντοπίζονται στα όρια δερµίδας 
επιδερµίδας. Σαν φυσικό επόµενο πραγµατοποιείται αρχικά απελευθέρωση υγρού πλάσµατος και 
στη συνέχεια λαµβάνει χώρα τοπική εκτόνωση του φαινοµένου στο σηµείο στο οποίο έχει συµβεί η 
αποκόλληση, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία διάφανης φουσκάλας. Με την πάροδο του χρόνου η 
χαλάρωση των τριχοειδών απολήξεων µεγαλώνει όλο και περισσότερο και εισρέουν στη φουσκάλα 
και ερυθρά αιµοσφαίρια, τα οποία της προσδίδουν το κόκκινο χρώµα της.  
Με τα υπάρχοντα δεδοµένα από το φαινότυπο και από τη µοριακή ανάλυση του επιδερµικού 
βασικού ελάσµατος των Fras1-/- εµβρύων, µπορεί να διατυπωθεί ένα µοντέλο στο οποίο η πρωτεΐνη 
Fras1 είναι µια εξωκυττάρια πρωτεΐνη, που εντοπίζεται στη δερµική πλευρά της επιδερµίδας και 
αλληλεπιδρά είτε άµεσα είτε έµµεσα µε το Col VI. Επιβάλλεται όµως να διαλευκανθεί αν η Fras1 
είναι διαµεµβρανική ή εκκρινόµενη, το στρώµα του βασικού ελάσµατος στο οποίο τοποθετείται, 
καθώς και να εξακριβωθεί ο τρόπος που αλληλεπιδρά µε άλλα συστατικά του βασικού ελάσµατος 
της επιδερµίδας, όπως το Col VI.   
Συµπερασµατικά, δεδοµένου ότι η Fras1 εντοπίζεται στον εξωκυττάριο χώρο πολλών επιθηλιακών 
κυττάρων, θα µπορούσε να συµβάλλει εκτός από τη σταθερότητα του επιδερµικού βασικού 
ελάσµατος και στη διατήρηση της συνοχής και άλλων επιθηλιακών βασικών ελασµάτων.   
 
 
I.I.2 Συµµετοχή του Fras1 στη διαδικασία της οργανογένεσης και σε 
παθογενετικές διαδικασίες  
  
H απουσία της Fras1 επηρεάζει εκτός από το δέρµα και διάφορα άλλα εσωτερικά όργανα. Για να 
κατανοηθεί ο τρόπος µε τον οποίο το Fras1, ως  συστατικό του εξωκυττάριου χώρου των 
επιθηλίων, θα µπορούσε να συµµετέχει στη διαδικασία της οργανογένεσης, αναφέρονται αναλυτικά 
οι παρακάτω πληροφορίες. 
 
 
Ι.Ι.2.α ∆ιαµόρφωση και αναδιαµόρφωση του βασικού ελάσµατος  
 
Τόσο κατά την ανάπτυξη, όσο και κατά την διαφοροποίηση αλλά και στην περίπτωση του καρκίνου, 
διαδικασίες όπως της οργανογένεσης, της επούλωσης των πληγών, της αγγειογένεσης, της 
απόφυσης των νευρικών αξόνων και γενικότερα της κυτταρικής µετακίνησης αλλά και της 
καρκινικής µετάστασης, προϋποθέτουν την προσπέλαση του βασικού ελάσµατος και γενικότερα του 
εξωκυττάριου περιβάλλοντος διαφόρων ιστών, υποθάλποντας ταυτόχρονα και την αναδιάρθρωση 
των ιστών. Η διείσδυση ενός εξωκυττάριου χώρου από διάφορες κατηγορίες ιστών, υπό 
φυσιολογικές συνθήκες είναι µία ελεγχόµενη διαδικασία και ρυθµίζεται από διάφορους παράγοντες 
που ωθούν ορισµένα κύτταρα στην εισβολή εξωκυττάριων χώρων. Συγκεκριµένα η διαδικασία αυτή 
επιτυγχάνεται µέσω της δράσης κατάλληλων πρωτεασών, οι οποίες µε τη σειρά τους 
χαρακτηρίζονται από ρυθµιζόµενη ενεργοποίηση και δράση. Στην κατηγορία των πρωτεασών που 
διασπούν την εξωκυττάρια ουσία ανήκουν οι πρωτεάσες σερίνης, κυστεΐνης και οι 
µεταλλοπρωτεάσες. Οι µεταλλοπρωτεάσες διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: τις µεταλλοπρωτεάσες 
µήτρας (matrix metalloproteases, MMPs) και τις µεταλλοπρωτεάσες µε περιοχές ιντεγκρινών 
(membrane type metalloproteases-disintegrins, ADAMs/MT-MMPs). Οι MMPs περιλαµβάνουν µία 
οικογένεια 20 ενζύµων, που δυνητικά είναι ικανά να  πρωτεολύσουν (παρουσία ψευδαργύρου ή 
ασβεστίου) όλα τα  συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, παρουσιάζοντας όµως το κάθε ένα 
εξειδίκευση υποστρώµατος.  Από την άλλη µεριά, οι ADAMs/MT-MMPs είναι διαµεµβρανικές 
πρωτεάσες µε ιδιότητες κυτταρικής προσκόλλησης, που τους προσδίδουν µία πιο περιορισµένη 
δράση. Ταυτόχρονα η ύπαρξη ειδικών ρυθµιζόµενων αναστολέων για τις παραπάνω πρωτεάσες 
(tissue inhibitors of metalloproteases, TIMPs), συµβάλλει στον έλεγχο της δράσης των πρωτεασών 
και εποµένως στην ελεγχόµενη  τροποποίηση της εξωκυττάριας ουσίας (Chang Chieh and Werb 
Zena, 2001). 
Η δράση των µεταλλοπρωτεασών στις παραπάνω διαδικασίες δεν αφορά µόνο την διάσπαση  
εξωκυττάριων πρωτεϊνικών παραγόντων, αλλά και την απελευθέρωση και ταυτόχρονη 
ενεργοποίηση διαµεµβρανικών µορίων ή µορίων συνδεδεµένων µε πρωτεΐνες της εξωκυττάριας 
ουσίας (π.χ αυξητικών παραγόντων), συµβάλλοντας µ’ αυτόν τον τρόπο στη διαθεσιµότητα τους και 
σε πιο αποµακρυσµένους ιστούς. Επιπρόσθετα οι µεταλλοπρωτεάσες είναι ικανές να 
απενεργοποιήσουν διαµεµβρανικούς υποδοχείς, αποκόπτοντας τους από τις πλασµατικές 
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µεµβράνες και αναστέλλοντας τη µετάδοση σήµατος στο εσωτερικό των κυττάρων 
(απενεργοποίηση των αντίστοιχων ενδοκυτταρικών µονοπατιών) (Vu TH, 2001; Chang Chieh and 
Werb Zena, 2001).  
Στην περίπτωση του καρκίνου η δράση των µεταλλοπρωτεασών είναι ανεξέλεγκτη και συµβάλλει 
στην επιδείνωση του καρκινικού φαινοµένου. Συγκεκριµένα στην περίπτωση επιθηλιακών 
καρκινωµάτων,  απελευθερώνονται  διάφορες ουσίες (χυµοκίνες, κυτοκίνες, και επαγωγείς 
µεταλλοπρωτεασών–Extracellular Matrix MetalloPRotease Inducer, EMMPRIN), οι οποίες 
προκαλούν την απελευθέρωση µεταλλοπρωτεασών από κύτταρα του συνδετικού ιστού (ινοβλάστες, 
ενδοθηλιακά κύτταρα, φλεγµονώδη κύτταρα). Οι ουσίες αυτές διασπούν εξωκυττάριες πρωτεΐνες, 
αποδεσµεύοντας συχνότατα ενεργά εξωκυτταρικά πρωτεϊνικά κοµµάτια, καθώς και τις πρωτεΐνες 
του βασικού  ελάσµατος. Ταυτόχρονα  απελευθερώνουν και κινητοποιούν αυξητικούς και 
αγγειογενετικούς παράγοντες, οι οποίοι είναι  εγκλωβισµένοι στην εξωκυττάρια ουσία, καθώς και 
διαµεµβρανικούς δεσµευτές,  που προάγουν τον πολλαπλασιασµό και την αγγείωση του όγκου. Η 
δράση αναστολέων των πρωτεασών (TIMPs), οι οποίοι παράγονται από τα καρκινικά κύτταρα, 
περιορίζει τη δράση των µεταλλοπρωτεασών στην επίµαχη εξωκυττάρια περιοχή και καθορίζει τόσο 
τον τόπο όσο και τον χρόνο της µετάστασης (εικ. 4). 
 
 

 
 
 
Εικ. 4: Αλληλεπίδραση µεσεγχυµατικών κυττάρων του στρώµατος (συνδετικός ιστός) µε 
κακοήθη επιθηλιακά κύτταρα για την διάρρηξη του βασικού τους ελάσµατος από 
µεταλλοπρωτεάσες 
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Αξίζει να σηµειωθεί ότι το εξωκυττάριο περιβάλλον είναι τόσο σηµαντικό όσο και το ενδοκυττάριο για 
την καρκινική εκδήλωση και ταυτόχρονα, εξασφαλίζοντας την διατήρηση ορισµένων σηµατοδοτικών 
µορίων, όπως αυξητικών παραγόντων, στην σωστή τους θέση (δηλαδή έχοντας ανάλογη δράση 
όπως και σε φυσιολογικές συνθήκες), συµβάλλει στη διατήρηση και στην εξέλιξη της 
καρκινογένεσης. Στην περίπτωση αντικατάστασης του παθολογικού εξωκυττάριου περιβάλλοντος 
ενός καρκινώµατος από φυσιολογικό, είναι δυνατή η αναστροφή της κακοήθειας του όγκου, γεγονός 
που επιβεβαιώνει την αποφασιστική επίδρασή του στην εξέλιξη της καρκινογένεσης. Επιπρόσθετα 
όπως ο εξωκυττάριος χώρος ενός αναπτυσσόµενου οργάνου µεταβάλλεται διαρκώς, συµβάλλοντας  
στη στήριξη, στη  παροχή κατάλληλων πληροφοριών και στη προστασία του συγκεκριµένου ιστού, 
έτσι και το εξωκυττάριο περιβάλλον ενός όγκου στην διάρκεια της καρκινογένεσης χαρακτηρίζεται 
από µεταβολές στη σύσταση και στη δοµή του (Bissell Mina J. and Radisky Derek, 2001; Hood 
John D. and Cheresh David, 2002). 
 

 
Ι.Ι.2.β Οργανογένεση και επιθήλιο-µεσεγχυµατικές 
αλληλεπιδράσεις  
 
Η ανάπτυξη ενός οργανισµού βασίζεται στις αµοιβαίες επαγωγικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ 
κυττάρων ή ιστών αλλά και στις αλληλεπιδράσεις αυτών µε την εξωκυττάρια ουσία. Το σύνολο των 
παραπάνω αλληλεπιδράσεων εξασφαλίζει τις απαραίτητες πληροφορίες για τον τελικό σχηµατισµό 
των οργάνων. 
Γενικότερα η διαδικασία της οργανογένεσης περιλαµβάνει τρία θεµελιώδη στάδια: 
α)Το στάδιο της έναρξης, κατά το οποίο παρέχεται η πληροφορία για να αρχίσει η διαδικασία 
σχηµατισµού του εκάστοτε οργάνου στην σωστή θέση και την κατάλληλη χρονική στιγµή. 
β)Το στάδιο της µορφογένεσης, όπου τα καθορισµένα κύτταρα σχηµατίζουν ένα υποτυπώδες 
όργανο. 
γ)Το στάδιο της διαφοροποίησης, στο οποίο δηµιουργούνται οι ειδικές δοµές του οργάνου.   
Η διαδικασία της µορφογένεσης στους πολυκύτταρους οργανισµούς διέπεται από τον συντηρηµένο 
µηχανισµό της επιθήλιο-µεσεγχυµατικής µετάβασης (Epithelial Mesenchymal Transition, EMT). Η 
µετάβαση αυτή αποτελεί αναπόσπαστο κοµµάτι της πρώιµης εµβρυογένεσης, όπου για παράδειγµα 
στην περίπτωση των σπονδυλωτών, συµβάλλει στην υπέρβαση του σταδίου της βλάστουλας και 
στη δηµιουργία των τριών στρώσεων του εµβρύου κατά τη γαστριδίωση. Γενικότερα η δηµιουργία 
µεσεγχυµατικών κυττάρων (µη συνδεδεµένα κύτταρα, αραιά τοποθετηµένα στην εξωκυττάρια ουσία 
και ικανά για µετακίνηση) από ένα πρωτόγονο επιθήλιο χαρακτηρίζει την ανάπτυξη στα 
περισσότερα µετάζωα. Ο µηχανισµός της ΕΜΤ είναι απαραίτητος και στις ιστογενετικές διαδικασίες 
των σπονδυλωτών, όπως ο σχηµατισµός της καρδιάς, του µυϊκοσκελετικού συστήµατος, αρκετών 
κρανιοπροσωπικών δοµών και του περιφερικού νευρικού συστήµατος. Στην  περίπτωση των 
νεφρών συντελείται η αντίστροφη διαδικασία της µεσέγχυµο-επιθηλιακής µετάβασης (Mesenchymal 
Epithelial Transition, ΜΕΤ), η οποία στην περίπτωση σχηµατισµού των σωµιτών και της καρδιάς 
εναλλάσσεται µε την επιθήλιο-µεσεγχυµατική µετάβαση. 
Κατά την επιθήλιο-µεσεγχυµατική και µεσέγχυµο-επιθηλιακή µεταµόρφωση, λαµβάνει χώρα 
µετατροπή επιθηλιακών κυττάρων σε µεσεγχυµατικά και µεσεγχυµατικών σε επιθηλιακά αντίστοιχα, 
µε ταυτόχρονη διάρρηξη ή δηµιουργία βασικού ελάσµατος και γενικότερα τροποποίηση της 
σύστασης και της δοµής του εξωκυττάριου περιβάλλοντος. Οι µεταβολές της εξωκυττάριας ουσίας  
επηρεάζουν τις αλληλεπιδράσεις της µε τα περιβάλλοντα κύτταρα και είναι απαραίτητες τόσο για 
την µεταµόρφωσης τους, όσο και για τη διατήρηση της καινούργιας υπόστασης των κυττάρων. 
Η διαδικασία της επιθήλιο-µεσεγχυµατικής και της µεσέγχυµο-επιθηλιακής µετάβασης σε 
συνδυασµό µε την διάσπαση ή τη δηµιουργία βασικών ελασµάτων, αποτελούν δυνητικούς  
µηχανισµούς έναρξης και  εξέλιξης της καρκινογένεσης (Arias AM, 2001; Boudreau N, Bissell MJ, 
1998). Σαν παράδειγµα αναφέρεται η πρόκληση επιθηλιακών δυσπλασιών ή αδενωµάτων που 
εξελίσσονται σε µεταστατικά καρκινώµατα. Αρχικά παρατηρείται ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασµός 
των επιθηλιακών κυττάρων και στη συνέχεια σταδιακή µετατροπή τους, µέσω επιγενετικών 
αλλαγών ή γενετικών τροποποιήσεων, σε καρκινώµατα in situ. Πρόσθετες τροποποιήσεις των 
καρκινωµάτων, µέσω του µηχανισµού της επιθήλιο-µεσεγχυµατικής µεταµόρφωσης (EMT) που 
τους επιφέρει µεσεγχυµατικές ιδιότητες, τα τροποποιεί σε µεταστατικά (invasive carcinoma).  
Συγκεκριµένα ύστερα από επαγωγή της διάρρηξης του βασικού ελάσµατος που περιβάλλει το 
καρκίνωµα, επιτυγχάνεται τοπική διασπορά των καρκινικών κυττάρων και µετανάστευσή τους  στο 
αίµα  ή στη λέµφο. Το πέρασµα στην αγγειακή  ή λεµφική κυκλοφορία (intravasation) προϋποθέτει  
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ταυτόχρονα τη διατάραξη του βασικού ελάσµατος των αγγείων ή της εξωκυττάριας ουσίας των 
λεµφοκυττάρων και επιτυγχάνεται µέσω της δράσης παραγόντων που ελευθερώνονται από το 
καρκίνωµα. Μ’ αυτόν τον τρόπο ο όγκος µεταφέρεται σε πιο αποµακρυσµένες θέσεις και ύστερα 
από την έξοδο του από την κυκλοφορία (extravasation) προσβάλλει άλλους ιστούς, εισβάλλοντας 
στον εξωκυττάριο χώρο τους και διαπερνώντας σε ορισµένες περιπτώσεις ιστών και το σχηµατισµό 
του βασικού τους ελάσµατος. Στις δευτερογενείς αυτές θέσεις τα καρκινικά κύτταρα είτε παραµένουν 
µόνα τους (micrometastasis), είτε οργανώνονται σε νέα καρκινώµατα που περιβάλλονται από το 
δικό τους εξειδικευµένο εξωκυτταρικό περιβάλλον. Η διαδικασία αυτή εξασφαλίζεται µέσω της 
µεσεγχυµοεπιθηλιακής µετάβασης (MET) των καρκινικών κυττάρων και τη δηµιουργία βασικού 
ελάσµατος (macrometastasis) (Thiery Jean Paul, 2002) (εικ. 5).   
Το Fras1 εποµένως είτε ως συστατικό της εξωκυττάριας ουσίας των επιθηλίων, µε δοµικό ή/και 
λειτουργικό ρόλο, είτε ως µόριο διαµόρφωσης της (π.χ µεταλλοπρωτεάση), θα µπορούσε να 
ρυθµίζει τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των επιθηλίων ή του επιθηλίου-µεσεγχύµατος, που είναι 
απαραίτητες διαδικασίες τόσο στην οργανογένεση όσο και σε άλλες λειτουργίες (φυσιολογικές ή 
παθογενετικές) του οργανισµού κατά την ανάπτυξη και την ενηλικίωση. 
  
 

 
 
 
Εικ. 5: EMT και MET στην καρκινική εµφάνιση και εξέλιξη 
 

 
I.I.2.γ  Ανάπτυξη των νεφρών 
 
Όπως αναφέρθηκε, τα Fras1-/- έµβρυα και των δύο στελεχών που µελετήθηκαν, αλλά και τα ενήλικα 
οµόζυγα µεταλλάγµατα, χαρακτηρίζονται από  νεφρικές ανωµαλίες. Πριν αναφερθούν οι πιθανές 
αιτίες δηµιουργίας του συγκεκριµένου φαινοτύπου παραθέτονται ορισµένες πληροφορίες για την 
οργανογένεση των νεφρών. 
Στο αρχικό στάδιο της ανάπτυξης τους όλα τα όργανα παρουσιάζουν ένα παρόµοιο αρχέγονο 
πρότυπο που αποτελείται από ένα επιθηλιακό εκβλάστηµα και  το γειτονικό του µεσέγχυµα. Η 
τελική µορφή κάθε οργάνου εξαρτάται από το πρότυπο διακλάδωσης του πρωτογενούς επιθηλίου 
και από τον ρυθµό πολλαπλασιασµού του, που καθορίζονται µέσω σηµατοδότησης από το 
γειτονικό µεσέγχυµα, το οποίο τελικά κατευθύνει την επιθηλιακή διαφοροποίηση. Η διακλάδωση του 
επιθηλίου περιλαµβάνει τέσσερα επαναλαµβανόµενα στάδια, την ανάκυψη του εκβλαστήµατος, τον 
καθορισµό του προσανατολισµού του, την επιµήκυνση του και την τελική του διαφοροποίηση.  Σε 
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µερικά όργανα, όπως στα νεφρά η διαδικασία της επιθηλιακής διακλάδωσης ενέχει και τους 
µηχανισµούς της κυτταρικής  µετακίνησης  και σύντηξης. 
Η ανάπτυξη των νεφρών στα θηλαστικά περιλαµβάνει τρεις διαδοχικούς εκκριτικούς σχηµατισµούς, 
που προέρχονται από το ενδιάµεσο µεσόδερµα. Αυτοί είναι ο προνεφρός χωρίς λειτουργικό ρόλο 
στο έµβρυο, ο µεσονεφρός µε εκκριτική λειτουργία κατά την εµβρυογένεση και ο τελικός νεφρός ή 
µετανεφρός. Και τα τρία αυτά όργανα µοιράζονται κοινά τµήµατα και αναπτύσσονται 
χρησιµοποιώντας συντηρηµένα µοριακά µονοπάτια. 
Η ανάπτυξη του µετανεφρού στα θηλαστικά ξεκινάει µε την επαγωγή του ουρητηρικού  
εκβλαστήµατος (ureteric bud) από τον σωλήνα Wolffian (µεσονεφρικός σωλήνας, mesonephric 
duct), που προέρχεται από το µεσονεφρό (ενδιάµεσο µεσόδερµα). Συγκεκριµένα το θεωρούµενο 
µετανεφρικό µεσέγχυµα (metanephric mesenchyme, blastema) ύστερα από άγνωστη διαδικασία 
προκαθορισµού του, παράγει τον παράγοντα GDNF (Glial cell Derived Neurotrophic Factor, 
Νευροτροφικός παράγοντας που παράγεται από τα νευρογλοιακά κύτταρα), ο οποίος µε τη 
συµµετοχή και άλλων µοριακών σινιάλων επάγει την έκφυση του ουρητήρα. Στην επαγωγή αυτή 
συµµετέχει µεταξύ άλλων και η δέσµευση  του παράγοντα GDNF, από το σύµπλοκο του υποδοχέα 
GFRa-1 και Ret, τα οποία εκφράζονται από τα επιθηλιακά κύτταρα του ουρητήρα (Sariola H, Sainio 
K, 1997; Baloh RH et al., 2000). Η ενεργοποίηση του παραπάνω συµπλόκου, έχει σαν αποτέλεσµα 
εκτός από την εµφάνιση της προεκβολής του ουρητήρα, την επιµήκυνση της και  την εισβολή της 
στο µετανεφρικό µεσέγχυµα, που πραγµατοποιείται την ηµέρα 10-11.5 στον ποντικό. Η εισβολή 
αυτή επιφέρει τη συµπύκνωση του µετανεφρικού µεσεγχύµατος που γειτνιάζει µε τον ουρητήρα, 
περιβάλλοντας τον σαν καπέλο. Το συµπυκνωµένο µεσέγχυµα επάγει µε τη σειρά του την 
περαιτέρω ανάπτυξη αλλά και τη διακλάδωση του ουρητήρα. Σηµειώνεται ότι στην περιφέρεια του 
συµπυκνωµένου µεσεγχύµατος αλλά και µεταξύ των διακλαδώσεων του ουρητήρα, αναπτύσσεται 
το στρώµα, το οποίο ενώ δεν διαφοροποιείται σε νεφρώνες και στο σύστηµα των αθροιστικών 
σωληναρίων, ρυθµίζει µέσω κατάλληλης σηµατοδότησης την νεφρική ανάπτυξη και επηρεάζεται 
από αυτή. Στην κορυφή κάθε ουρητηρικής διακλάδωσης το συµπυκνωµένο µεσέγχυµα που τις 
περιβάλλει σχηµατίζει συναθροίσεις (aggregates), οι οποίες υφίστανται µεσέγχυµο-επιθηλιακή 
µετάβαση (ΜΕΤ) για να σχηµατίσουν τελικά τους επιθηλιακούς εκκριτικούς σωλήνες του νεφρού. 
Αυτοί οι σωλήνες εξελίσσονται σε νεφρώνες ύστερα από µία σειρά ενδιάµεσων σταδίων ανάπτυξης. 
Το πρώτο στάδιο ανάπτυξης τους είναι το στάδιο που ο σωλήνας παίρνει τη µορφή κόµµατος 
(comma-shaped body), ενώ στη συνέχεια ο σωλήνας µορφοποιείται σε τελικό σίγµα (S-shaped 
body). Η µορφή του τελικού σίγµα σχηµατίζει το σπείραµα (glomerulus) και τα εγγύς και 
αποµακρυσµένα σωληνάρια (proximal and distal tubules). Αυτά συγχωνεύονται µε τον επιθηλιακό 
ουρητηρικό σωλήνα,  που είναι αποτέλεσµα των συνεχόµενων επιθηλιακών διακλαδώσεων του 
ουρητήρα. Το µεσαίο κοµµάτι των σωληναρίων σχηµατίζει την αγκύλη του Henle (loop of Henle), η 
οποία µαζί µε τα εγγύς σωληνάρια είναι υπεύθυνη για την απορρόφηση των θρεπτικών συστατικών 
και αλάτων της ουρίας πριν αυτή περάσει στα αθροιστικά σωληνάρια. Οι διακλαδώσεις του 
ουρητήρα σχηµατίζουν το σύστηµα των αθροιστικών σωληναρίων (collecting duct system), που 
συγκεντρώνει την ουρία στη νεφρική πύελο και στην ουροδόχο κύστη. 
 Από τα παραπάνω συµπεραίνεται ότι κατά τη διαδικασία σχηµατισµού των διακλαδώσεων του 
επιθηλιακού σωλήνα του ουρητήρα (που προκύπτουν ύστερα από την διαρκή επαγωγή του από το 
µεσέγχυµα, µε αποτέλεσµα την επιµήκυνση και την ανάπτυξη του), η κορυφή κάθε καινούργιας 
ουρητηρικής διακλάδωσης λειτουργεί ως επαγωγικό κέντρο για την έναρξη της νεφρογένεσης. Η 
επαγωγή των επιθηλιακών σωλήνων του µεσεγχύµατος, που οδηγούν στο σχηµατισµό νεφρώνων, 
επαναλαµβάνεται  περίπου 12.000 φορές στο ποντίκι και γύρω στις 500.000-1.000.000 φορές στον 
άνθρωπο. Τελικά προκειµένου να δηµιουργηθούν λειτουργικοί νεφροί, πραγµατοποιείται 
µετακίνηση και ενδοθηλιακών κυττάρων (τα οποία προέρχονται από το περιφερειακό µεσέγχυµα) 
και µεσαγγειακών κυττάρων στο σπείραµα, έτσι ώστε να επιτευχθεί η αγγείωση του. Τονίζεται ότι η 
νεφρογένεση είναι µια διαδικασία που στον άνθρωπο σταµατάει στη γέννηση, ενώ στο ποντίκι 
συνεχίζει και µετά τη γέννηση (Vainio Seppo and Lin Yanfeng, 2002; McCright B et al., 2001; 
Horster MF et al., 1999).  
Συµπερασµατικά η διαδικασία της µετανεφρογένεσης περιλαµβάνει αµοιβαίες επαγωγικές 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ δύο διαφορετικών ιστών (επιθηλιοµεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις), του 
επιθηλίου του ουρητηρικού εκβλαστήµατος και του γειτονικού µεσεγχύµατος. Οι αλληλεπιδράσεις 
αυτές οδηγούν στις δύο συντηρηµένες µορφογενετικές διαδικασίες, της µεσέγχυµο-επιθηλιακής 
µετάβασης και της επιθηλιακής διακλάδωσης. Η διαδικασία της µεσεγχυµο-επιθηλιακής µετάβασης 
δηµιουργεί τους νεφρώνες και οι επιθηλιακές διακλαδώσεις του ουρητήρα το σύστηµα των 
αθροιστικών του σωληναρίων. 
Στις  εικόνες 6, 7 σηµειώνονται τα γονίδια που έχουν ανιχνευθεί ότι  εµπλέκονται στη διαδικασία της 
νεφρογένεσης (Burrow Christopher R, 2000; Schedl Andreas and Hastie Nicholas D, 2000). Με 
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βάση τα παραπάνω γονίδια γίνεται κατανοητό ότι οι απαραίτητες επιθηλιο-µεσεγχυµατικές 
αλληλεπιδράσεις κατά την νεφρογένεση, προϋποθέτουν ρυθµιζόµενες αλληλεπιδράσεις µεταξύ 
διαφόρων µακροµορίων. Σ’ αυτά  τα µακροµόρια περιλαµβάνονται γλυκοπρωτεΐνες της 
εξωκυττάριας ουσίας (π.χ λαµινίνες, Willem et al., 2002), ένζυµα διάσπασης ή τροποποίησης της 
εξωκυττάριας ουσίας, αλλά και αναστολείς αυτών των ενζύµων (π.χ ΜΜP-9, TIMP-2), µόρια 
κυτταρικής προσκόλλησης (CAMs, Cell Adhesion Molecules), υποδοχείς της εξωκυττάριας ουσίας 
(ECM receptors, π.χ ιντεγκρίνες integrin α8β1, α3β, Muller et al., 1997; Kreidberg JA et al., 1996), 
ενδοκυτταρικές κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες, αυξητικοί παράγοντες, ορµόνες και υποδοχείς τους 
[π.χ  επιδερµικός αυξητικός παράγοντας (epidermal growth factor, EGF) και υποδοχέας του 
(epidermal growth factor receptor, EGFr), GDNF και υποδοχέας cRet, Kuure et al., 2000].  Όλα τα 
παραπάνω συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, οι υποδοχείς και τα µόρια κυτταρικής 
προσκόλλησης, υπόκεινται σε χρονική και τοπική ρύθµιση. Μερικά απ’ αυτά εκφράζονται στο 
µεσέγχυµα ή στο µεσέγχυµο-επιθηλιακό χώρο, λειτουργώντας σαν δεσµευτές, ενώ άλλα 
εντοπίζονται στο επιθήλιο του ουρητήρα και δρουν σαν υποδοχείς. Εκτός από τα παραπάνω µόρια, 
απαραίτητοι για την νεφρογένεση είναι και ορισµένοι µεταγραφικοί παράγοντες (π.χ PAX-2, EMX-2), 
αλλά και αρκετά πρωτοογκογονίδια (π.χ υποδοχέας cRet, Kuure et al., 2000). 
 
Στον πίνακα 1 σηµειώνονται περιπτώσεις απενεργοποίησης γονιδίων που προκαλούν ανωµαλίες 
στη νεφρική ανάπτυξη (Kuure S et al., 2000). 
 
 
I.I.3  Νεφρικές ανωµαλίες των Fras1-/-  ποντικών 
 
Τα Fras1-/- έµβρυα και των δύο στελεχών που µελετήθηκαν, χαρακτηρίζονται από  µονόπλευρη ή 
αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία (τονίζεται ότι το ποσοστό των εµβρύων ηµέρας 15.5 που 
παρουσιάζει νεφρικά προβλήµατα είναι περίπου 50%). Ταυτόχρονα το 50% των ενηλίκων Fras1-/- 

ποντικών του στελέχους NMRI που επιβιώνει, παρουσιάζει µονόπλευρη νεφρική αγενεσία ή/και 
µονόπλευρη ή αµφίπλευρη νεφρική δυσπλασία ή υποπλασία. Γενικότερα πάντως τα Fras1-/- 

ποντίκια εµφανίζουν διάφορους συνδυασµούς νεφρικής αγενεσίας και δυσπλασίας/υποπλασίας. 
Αξίζει να σηµειωθεί ότι σε Fras1-/- νεογέννητα ποντίκια εντοπίστηκαν και περιπτώσεις µονόπλευρης 
νεφρικής αγενεσίας, στις οποίες ανιχνεύθηκαν αµφίπλευρα οι δοµές του ουρητήρα. Γίνεται 
εποµένως κατανοητό ότι η απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1 δεν επηρεάζει την ανάπτυξη του 
µετανεφρού στο στάδιο της έκφυσης του ουρητήρα, αλλά πιθανότατα διαταράσσει κάποια από τις 
µετέπειτα διαδικασίες επιθήλιο-µεσεγχυµατικής αλληλεπίδρασης, που περιλαµβάνουν την 
µεσέγχυµο-επιθηλιακή µετάβαση του µετανεφρικού µεσεγχύµατος και τις επιθηλιακές διακλαδώσεις 
του ουρητήρα.  
Ο τρόπος µε τον οποίο η Fras1 θα µπορούσε να επηρεάζει τις επιθήλιο-µεσεγχυµατικές 
αλληλεπιδράσεις για τη δηµιουργία των νεφρών, είναι είτε άµεσος, σαν λειτουργικό µόριο 
σηµατοδότησης ή σαν υποδοχέας κατάλληλων δεσµευτών, είτε έµµεσος, µέσω της δοµικής 
διαταραχής που προκαλεί στον εξωκυττάριο χώρο των εµπλεκοµένων ιστών. Στη δεύτερη 
περίπτωση η παραµόρφωση στην οργάνωση της εξωκυττάριας ουσίας είναι δυνατόν να επιδρά 
στην αποθήκευση αυξητικών παραγόντων ή και άλλων σηµατοδοτικών µορίων (τα οποία 
αλληλεπιδρούν µε συστατικά του πολύπλοκου µακροµοριακού δικτύου της εξωκυττάριας ουσίας) 
(Aszodi et al., 1998), καθώς και στην ενεργοποίηση αυτών των αποθηκευµένων συστατικών (Vu 
TH, 2001; Raghunath M et al., 1998). 
Ένας αυξητικός παράγοντας ο οποίος ενδέχεται να επηρεάζεται από το Fras1 και που θα 
µπορούσε να συµβάλλει στην εκδήλωση των νεφρικών ανωµαλιών είναι ο TGF-β.  
Πρόσφατα δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η προσθήκη του αυξητικού παράγοντα Bmp7 (που ανήκει 
στην υπεροικογένεια των TGF-βs) σε καλλιέργεια που περιέχει υποτυπώδες νεφρικό ιστό από 
έµβρυο ποντικού ηµέρας 10.5 (Ε10.5) (mouse embryonic metanephric rudiment), προκαλεί την 
αναστολή της ικανότητας του µετανεφρικού µεσεγχύµατος να δηµιουργήσει νεφρώνες. Από την 
άλλη µεριά η απενεργοποίηση του Bmp7 στον ποντικό προκαλεί  
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Εικ. 6: Επιθηλιακή µορφογένεση του ουρητήρα και σχηµατισµός των αθροιστικών 
σωληναρίων των νεφρών. 
Α,  Το µετανεφρικό µεσέγχυµα επάγει την έκφυση του ουρητήρα (µπλέ βέλη) και αντιστρόφως (κόκκινα βέλη). 
Β, Σηµειώνεται η πρώτη  διακλάδωση του ουρητήρα. Επαναλαµβανόµενοι κύκλοι διακλαδώσεων παράγουν το 
σύστηµα των αθροιστικών σωληναρίων εντός του νεφρικού παρεγχύµατος καθώς και το πυελοκαλυκοειδές 
σύστηµα (pelviocaliceal system), το οποίο φαίνεται στο (C). Στο (D) γίνεται αναφορά των  γονιδίων  του 
µετανεφρικού µεσεγχύµατος που επάγουν την έκφυση του ουρητηρικού εκβλαστήµατος, καθώς και  των 
γονιδίων που συµµετέχουν στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, στη µετακίνηση, στην επιθηλιακή µορφογένεση 
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του ουρητηρικού σωλήνα και στο σχηµατισµό των αθροιστικών σωληναρίων. Με JC (junctional complex, 
συνδετικό σύµπλεγµα) σηµειώνονται οι στενοσύνδεσµοι των επιθηλιακών κυττάρων. 
 
 

 
 
 
Εικ. 7: Νεφρική µορφογένεση και σχηµατισµός νεφρώνων 
A, Τα επαγωγικά φαινόµενα του ουρητήρα (κόκκινα βέλη) καταλήγουν στην συµπύκνωση του νεφρικού 
µεσεγχύµατος και στο σχηµατισµό προ-σωληνωτών συναθροίσεων (pre-tubular aggregates), καθώς και 
πρωτόγονων νεφρικών κυστιδίων (renal vesicle), τα οποία συµβολίζονται µε µπλε βέλη. Β, Σηµειώνεται το 
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στάδιο του κόµµατος (comma shaped body) του αναπτυσσόµενου νεφρώνα. Ευκίνητα ενδοθηλιακά κύτταρα 
εισβάλουν στη σχισµή της παραπάνω δοµής (µαύρα βέλη) και η ολοκλήρωση της µορφογένεσης επάγει τη 
δηµιουργία του νεφρώνα στο (C). D, Αναφορά των γονιδίων του ουρητηρικού  επιθηλίου που επάγουν το 
µετανεφρικό µεσέγχυµα, καθώς και των γονιδίων του µεσεγχύµατος  που προκαλούν κυτταρικό 
πολλαπλασιασµό, διαφοροποίηση στρώµατος και επιθηλίων, νεφρική µορφογένεση και κυτταρικό καθορισµό. 
 
 

 
 
 
Πίνακας 1: Περίληψη των γονιδίων που  η απενεργοποίηση τους προκαλεί 
προβλήµατα κατά την νεφρική ανάπτυξη 
 
 
αναστολή της νεφρογένεσης µετά την ηµέρα 14.5 της εµβρυογένεσης (Vainio Seppo and Lin 
Yanfeng, 2002).  
Το Fras1 θα µπορούσε να αλληλεπιδρά µε µέλη της οικογένειας των TGF-β, είτε µέσω των µοτίβων 
τύπου VWC, είτε µέσω των µοτίβων που συναντώνται στις φουρίνες. 
Συγκεκριµένα τα µοτίβα τύπου VWC εκτός από την περιοχή C του παράγοντα Von Willebrand, 
εντοπίζονται και σε πληθώρα εξωκυτταρικών πρωτεϊνών συµπεριλαµβανοµένων της Χορδίνης 
(chordin), των Ινωδών προκολλαγόνων Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, V (fibrillar procollagens Ι, ΙΙ, ΙΙΙ, V), πρωτεϊνών που 
προσοµοιάζουν σε µέλη της οικογένειας Nel (Nel-like family), καθώς και των πρωτεϊνών CRIM-1, 
Κιελίνης (Kielin), Amnionless, Νευραλίνης (Neuralin), Crossveinless2, Θροµβοσπονδίνη 1 
(Thrombospondin 1), Θροµβοσπονδίνη 2 (Thrombospondin 2) (Larrain et al., 2000; Larrain et al., 
2001). Από τις παραπάνω πρωτεΐνες έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη χορδίνη του βατράχου 
αλληλεπιδρά, in vivo και in vitro µέσω αυτών των µοτίβων, µε τον παράγοντα BMP4 (Larrain et al., 
2000; Larrain et al., 2001), ενώ η πρωτεΐνη procollagen IIA αλληλεπιδρά in vitro µε τους αυξητικούς 
παράγοντες TGF-β1 και BMP4 (Larrain et al., 2000; Zhu Y et al., 1999). Επιπρόσθετα για αρκετές 
από τις εξωκυττάριες πρωτεΐνες που αναφέρθηκαν, όπως για τις CRIM-1, Crossveinless2, Κιελίνη 
και Νευραλίνη, υπάρχουν ενδείξεις ότι τροποποιούν τη σηµατοδότηση του TGF-β/BMP (Larrain et 
al., 2001) και εποµένως εικάζεται ότι θα µπορούσαν να προσδέσουν, ανάλογα µε την αλληλουχία 
τους και µέσω των µοτίβων VWC, διάφορα µέλη της οικογένειας TGF-β, (ρυθµίζοντας µ’ αυτόν τον 
τρόπο τα µονοπάτια που σηµατοδοτούν οι αυξητικοί αυτοί παράγοντες). Κατά συνέπεια η υποθετική 
αλληλεπίδραση του Fras1 µε κάποιο µέλος της οικογένειας των TGF-β, µέσω των µοτίβων VWC 
που περιέχει, µπορεί να οδηγήσει στην απενεργοποίηση του. Το αποτέλεσµα αυτό προκύπτει στην 
περίπτωση που η δέσµευση του µέλους του TGF-β από τη Fras1 εµποδίζει την πρόσδεση στον  
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υποδοχέα του, ή τη δράση πρωτεασών, όπως α) η Matrix Metalloproteinase2 (MMP-2) που 
ενεργοποιεί τον TGF-β πρωτεολύοντας την LAP (Vu TH, 2001), ή β) οι φουρίνες, που 
χρησιµοποιούνται για την ενδοκυτταρική επεξεργασία του. Από την άλλη µεριά η αλληλεπίδραση 
της Fras1 µε τον  TGF-B  θα µπορούσε εναλλακτικά να οδηγήσει στην ενεργοποίηση του (αν η 
δέσµευση του από τη Fras1 συµβάλλει στην ευκολότερη µεταφορά και πρόσληψη από τον 
υποδοχέα του). Συνεπώς η αντίστοιχη υπερέκφραση ή η αναστολή της λειτουργικότητας του 
συγκεκριµένου TGF-β στα Fras1-/- ποντίκια,  θα µπορούσε να ευθύνεται για τις ποικίλες νεφρικές 
ανωµαλίες.  
 Η υποθετική αλληλεπίδραση της Fras1 µε τον παράγοντα TGF-β, θα µπορούσε να επιτευχθεί και 
µέσω των µοτίβων τύπου φουρίνης που περιέχει η Fras1.  
Οι φουρίνες αποτελούν µια οικογένεια πρωτεασών σερίνης στα θηλαστικά, η οποία είναι µέλος µιας 
µεγαλύτερης οικογένειας πρωτεασών, των σαµπτιλισινών (eukaryotic subtilisin-like family of serine 
proteases). Γενικότερα οι πρωτεάσες σερίνης διακρίνονται σε αυτές που παρουσιάζουν οµοιότητες 
µε την θρυψίνη (trypsin) (trypsin-like) και σε αυτές που µοιάζουν στην σαµπτιλισίνη (subtilisin) 
(subtilisin-like). Οι δύο αυτές κατηγορίες πρωτεασών έχουν στο ενεργό τους κέντρο σερίνη, αλλά 
παρουσιάζουν διαφορετική πρωτεϊνική διαµόρφωση. Ειδικότερα οι φουρίνες χρησιµοποιούνται για 
την πρωτεολυτική επεξεργασία ορισµένων πρόδροµων πρωτεϊνών, που ακολουθούν το συστατικό 
µονοπάτι µεταφοράς (constitutive pathway). Η δράση τους εντοπίζεται στο µοτίβο που περιέχει τα 
βασικά αµινοξέα της µορφής Arg-X-Lys/Arg-Arg, το οποίο βρίσκεται και προς την καρβοξυτελική 
περιοχή των φουρινών. Το πρώτο µέλος της οικογένειας των φουρινών που ανιχνεύθηκε ήταν η 
ανθρώπινη φουρίνη, η οποία κωδικοποιείται από το γονίδιο FUR, αλλά στη συνέχεια εντοπίστηκαν 
και άλλα µέλη της οικογένειας στο ποντίκι, στον αρουραίο και στο βάτραχο, µε πολύ µεγάλες 
οµοιότητες στην αµινοξική τους αλληλουχία. Η FUR, η οποία είναι αγκυροβοληµένη είτε στη 
µεµβράνη της trans πλευράς του συµπλέγµατος Golgi (Trans Golgi Network, TGN), είτε στην 
επιφάνεια του κυττάρου, παρουσιάζει καθολική έκφραση σε αντίθεση µε τα υπόλοιπα µέλη της 
οικογένειας των φουρινών. Όσον αφορά τα υποστρώµατα της FUR, αυτά είναι είτε διαµεµβρανικές 
γλυκοπρωτεΐνες, είτε διαλυτές εκκρινόµενες πρωτεΐνες.  
Γενικά οι φουρίνες συντίθενται σαν πρόδροµα µόρια και διακρίνονται στις παρακάτω περιοχές, 
ξεκινώντας από την αµινοτελικό τους άκρο: 
-Στην πρόδροµη περιοχή (prepro domain), η οποία περιέχει ένα αποκοπτόµενο πεπτίδιο σινιάλο. 
-Στην καταλυτική περιοχή που προσοµοιάζει αυτής των σαµπτιλισινών (subtilisin-like catalytic 
domain), η οποία περιέχει αρνητικά φορτισµένα αµινοξέα εντοπισµένα είτε εντός, είτε κοντά στην 
περιοχή σύνδεσης µε το υπόστρωµα και τα οποία είναι υπεύθυνα όχι µόνο για την ενεργότητα αλλά 
και για την ειδικότητα των φουρινών.  
-Στην µεσαία περιοχή (middle domain). 
-Στην πλούσια σε κυστεΐνες περιοχή (cysteine-rich region), στην οποία εντοπίζονται και τα µοτίβα 
που παρουσιάζει η Fras1 και τα οποία πιστεύεται ότι είναι υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση των 
φουρινών µε τα υποστρώµατα τους. 
-Στην διαµεµβρανική περιοχή.  
-Στην κυτταροπλασµατική περιοχή. 
Οι τρεις πρώτες περιοχές εντοπίζονται σε όλα τα µέλη της οικογένειας των φουρινών, ενώ  η  
µεγαλύτερη οµολογία µεταξύ των µελών της οικογένειας, παρατηρείται στην καταλυτική τους 
περιοχή (De Strooper et al.,  1995, Roebroek et al., 1992, Roebroek et al., 1994, Bergeron  et al., 
2000). 
Από την άλλη µεριά είναι γνωστό ότι ο παράγοντας TGF-β συντίθεται από όλους τους τύπους 
κυττάρων και εκκρίνεται σαν µέρος ενός συµπλόκου (L-TGF-β), το οποίο ενεργοποιείται όταν 
απελευθερώνεται από το λανθάνον συνδεδεµένο πεπτίδιο (latent associated peptide, LAP). 
Συγκεκριµένα µετά την παραγωγή της πρόδροµης µορφής του TGF-β, πραγµατοποιείται 
ενδοκυτταρικά πρωτεόλυση αυτής της µορφής από φουρίνες. Μ’ αυτόν τον τρόπο παράγεται το 
LAP, που αποτελεί το αµινοτελικό τµήµα της πρόδροµης µορφής του TGF-β, καθώς και το 
καρβοξυτελικό ώριµο άκρο του TGF-β. Τα δύο αυτά πρωτεϊνικά τµήµατα συναθροίζονται σε διµερή, 
και αλληλεπιδρούν µεταξύ τους ενδοκυτταρικά (µη οµοιοπολικά) σχηµατίζοντας το L-TGF-β. Η 
µορφή αυτή διευκολύνει την µεταφορά του TGF-β έξω από το κύτταρο, µέσω αλληλεπίδρασης του 
L-TGF-β µε την λανθάνουσα προσδεδεµένη πρωτεΐνη (Latency binding protein, LTBP) στο 
ενδοκυτταρικό οργανίδιο του Golgi, αλλά  ταυτόχρονα εµποδίζει την πρόσδεση του TGF-β µε τον 
υποδοχέα του αναστέλλοντας την ενεργότητα του. Μέχρι σήµερα έχουν διατυπωθεί δύο µηχανισµοί 
ενεργοποίησης του L-TGF-β, είτε µέσω απελευθέρωσης της LAP πρωτεΐνης, είτε µέσω αλλαγής της 
διαµόρφωσης της, έτσι ώστε να µην αποδεσµεύεται από τον TGF-β, αλλά να απελευθερώνει την 
θέση πρόσδεσης του για τον υποδοχέα (Vu TH, 2001; Khalil Ν, 1999).   
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Από τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι και µέσω των µοτίβων της Fras1 που εντοπίζονται στην 
πλούσια σε κυστεΐνες περιοχή των φουρινών και τα οποία στις φουρίνες ενδέχεται να συµβάλλουν 
στην αλληλεπίδραση µε τα υποστρώµατα τους, µπορεί να επιτευχθεί αλληλεπίδραση της Fras1 µε 
τον TGF-β. Η αλληλεπίδραση αυτή θα παρεµπόδιζε την φυσιολογική ενδοκυτταρική επεξεργασία 
του TGF-β από τις φουρίνες και εποµένως θα συνέβαλλε στην απενεργοποίηση του TGF-β. 
Σηµειώνεται ότι στην περίπτωση αυτή η  υποθετική αλληλεπίδραση της Fras1 µε τον TGF-β, απαιτεί 
ενδοκυτταρική επικοινωνία των δυο πρωτεϊνικών µορίων και  θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί 
κατά τη διέλευση του Fras1 από το εκκριτικό µονοπάτι.   
Συµπερασµατικά το Fras1 µπορεί να αποτελεί ένα από τους παράγοντες ρύθµισης της ενεργότητας 
του TGF-β, του οποίου η δράση όπως αναφέρθηκε πρέπει να είναι εντός συγκεκριµένων ορίων για 
να µην προκαλεί διαταραχές, όπως νεφρικές ανωµαλίες. Στο σηµείο αυτό αξίζει να σηµειωθεί ότι η 
έλλειψη του TGF-β θα µπορούσε να εξηγήσει εν µέρει και τις σκελετικές ανωµαλίες των Fras1-/- 
ποντικών, αφού στην περίπτωση στοχευόµενης απενεργοποίησης του BMP7 (που αποτελεί µέλος 
της οικογένειας TGF-β), προκύπτουν εκτός από νεφρικές ανωµαλίες και παρόµοια σκελετικά 
προβλήµατα (Jena N, et al., 1997). 
Εναλλακτικά, αν και είναι ελάχιστα πιθανό, οι ανωµαλίες που παρατηρούνται στη διαδικασία της 
µετανεφρικής ανάπτυξης στα Fras1-/- ποντίκια, δεν αποκλείεται να οφείλονται στην ύπαρξη 
µικροφουσκαλών στην κορυφή του ουρητήρα (οι οποίες θα µπορούσαν να προκαλούν µηχανικές 
παραµορφώσεις). 
 
 
I.I.4  Συγχωνεύσεις βλεφάρων και άκρων στα Fras1-/- ποντίκια 
 
Ένα ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των ενηλίκων Fras1-/- ποντικών του στελέχους NMRI, είναι οι 
συγχωνεύσεις που παρατηρούνται στα βλέφαρα και στα άκρα τους. Συγκεκριµένα όλα τα Fras1-/- 
ενήλικα ποντίκια χαρακτηρίζονται από τελείως κλειστά ή µερικώς κλειστά βλέφαρα, στο ένα ή και 
στα δύο µάτια, ενώ το 80-90% των ενηλίκων Fras1-/- χαρακτηρίζεται από συγχωνεύσεις των 
δαχτύλων στα άκρα. 
Τόσο τα δάχτυλα των άκρων όσο και τα βλέφαρα αποτελούν δοµές οι οποίες, ενώ έχουν αποκτήσει 
πρώιµα στην εµβρυογένεση µια πρωτογενή µορφή του τελικού τους προτύπου, συγχωνεύονται στη 
συνέχεια προσωρινά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης µέχρι να ανασχηµατιστούν τελικά την 
κατάλληλη χρονική περίοδο. Οι πρόδροµες µορφές αυτών των οργάνων είναι αποτέλεσµα 
αποπτωτικών διαδικασιών στην περίπτωση των άκρων (Kaufman M, 1994; Dunker N et al., 2002) 
και αποτέλεσµα εγκολπώσεων και µεταναστεύσεων στα βλέφαρα (Kaufman M, 1994; Teraishi, T, 
and Yoshioka, M, 2001; Swiergiel, J.J et al., 2000; Juriloff DM et al., 2000; Li C et al., 2001; Flugel-
Koch C et al., 2002; Reneker LW et al., 2000). Συγκεκριµένα, αφού δηµιουργηθούν οι αρχικές 
µορφές των βλεφαρικών επιθηλίων των ποντικών, τα αντίστοιχα επιδερµικά επιθήλια 
πολλαπλασιάζονται και µετατοπίζονται ώστε να συγχωνευθούν την ηµέρα 15.5-16.5 (Ε15.5-Ε16.5) 
της εµβρυογένεσης. Οι συγχωνεύσεις αυτές αποχωρίζονται 12-14 µέρες µετά την γέννηση, οπότε 
τα βλέφαρα αποκτούν την τελική τους µορφή. Ανάλογα την ηµέρα 12.5 της εµβρυογένεσης 
πραγµατοποιείται η συγχώνευση των αρχέγονων µορφών των δακτύλων, ενώ ο τελικός 
αποχωρισµός τους ολοκληρώνεται την ηµέρα 17.5 της εµβρυογένεσης. Σηµειώνεται ότι η συνένωση 
των πρόδροµων µορφών τόσο των βλεφάρων όσο και των δαχτύλων, επιτυγχάνεται µε την 
ανάπτυξη κατάλληλων δεσµών (π.χ δεσµοσώµατα) µεταξύ των γειτονικών επιδερµικών επιθηλίων. 
Οι πρωτεΐνες που συµµετέχουν σ’ αυτές τις συνδέσεις είναι µεταξύ άλλων οι Καδερίνες (Cadherins) 
και οι ιντεγκρίνες (Stepp M.A, 1999). Οι δεσµοί που αναπτύσσονται δεν είναι µόνιµοι (όπως 
συµβαίνει στην περίπτωση άλλων οργάνων) και την κατάλληλη χρονική στιγµή διαταράσσονται, 
προκαλώντας την αποµάκρυνση των συνδεδεµένων στρωµάτων των επιθηλιακών κυττάρων, τη  
διαφοροποίηση και τελικά τη  νέκρωση και την αποκόλληση τους  από το υποκείµενα επιθήλια, ενώ 
σχηµατίζονται τα βλέφαρα και τα δάχτυλα των άκρων. Η συγχώνευση των επιθηλιακών ιστών µέσω 
των παραπάνω δεσµών, χαρακτηρίζεται από την διατήρηση του βασικού ελάσµατος των 
εµπλεκόµενων επιδερµικών επιθηλίων. Το γεγονός αυτό παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, αφού 
συνήθως το αποτέλεσµα της συγχώνευσης επιθηλιακών ιστών (όπως για παράδειγµα στον 
ουρανίσκο) συνοδεύεται από διάρρηξη του βασικού ελάσµατος των αλληλεπιδρώντων επιθηλίων, 
έτσι ώστε να σχηµατίζεται ένας µόνιµα συνδεδεµένος ιστός. Στην περίπτωση των άκρων και των 
βλεφάρων τα συγχωνευµένα επιθήλια, πιθανότατα λόγω παρουσίας συγκεκριµένων ινοβλαστικών 
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 κυττάρων στην  υποκείµενη δερµίδα τους, λόγω διαφορετικής δοµικής σύστασης των βασικών 
µεµβρανών τους και µε αφορµή την παρουσία ξεχωριστών ιστοειδικών παραγόντων, διατηρούν τα 
βασικά τους ελάσµατα στην περιοχή της σύνδεσης (Stepp MA, 1999; Mah MG, 2000; Teraishi, T., 
and Yoshioka, M, 2001; Carroll JM et al., 1998). 
Οι αιτίες των συγχωνεύσεων στα άκρα και στα βλέφαρα δεν έχουν ακόµα διαλευκανθεί αλλά µπορεί 
να οφείλονται: 
α) Στις µηχανικές παραµορφώσεις που προκαλούν οι φουσκάλες που εντοπίζονται στις αντίστοιχες 
εµβρυϊκές περιοχές. Πολλές φορές στα κάτω άκρα ενηλίκων µεταλλαγµένων ποντικών 
παρατηρούνται ίχνη εµβρυϊκών φουσκαλών, οι οποίες στη συνέχεια  διαλύονται και εξαφανίζονται, 
ενώ ταυτόχρονα παρατηρούνται παραµορφώσεις στα άκρα. Οι πιέσεις που ασκούνται από αυτές τις 
φουσκάλες κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, θα µπορούσαν να είναι υπεύθυνες για τις διαταραχές 
στα άκρα. Από την άλλη µεριά στα ενήλικα Fras1-/- ποντίκια δεν έχουν εντοπιστεί φουσκάλες στην 
περιοχή του κεφαλιού, υποδηλώνοντας ότι πιθανότατα οδηγούν σε εµβρυϊκή θνησιµότητα. Θα 
µπορούσε όµως να υποτεθεί ότι σε ορισµένες περιπτώσεις οι φουσκάλες στην περιοχή του 
κεφαλιού εκτονώνονται νωρίς στην εµβρυϊκή ηλικία, µε αποτέλεσµα τα οµόζυγα µεταλλάγµατα να 
γλιτώνουν το θάνατο, προκαλώντας στο ενήλικο στάδιο ποικίλες παραµορφώσεις στα βλέφαρα.  
Σηµειώνεται ότι δεν µπορούµε να αποκλείσουµε την πιθανότητα παρουσίας εµβρυϊκά 
προσχηµατισµένων µικροφουσκαλών στις περιοχές των βλεφάρων των  ενήλικων ζώων 
(µικροφουσκάλες δεν έχουν µέχρι τώρα ανιχνευθεί), οι οποίες θα ευθύνονταν για τις ανωµαλίες στις 
περιοχές αυτές. 
 β) Σε διαταραχές στις αποπτωτικές διαδικασίες που λαµβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης των άκρων. Αν και οι πρόδροµες µορφές των άκρων, που δηµιουργούνται µέσω 
απόπτωσης, έχουν παρατηρηθεί σε ιστολογικές τοµές εµβρύων Fras1-/-, δεν έχει ξεκαθαριστεί αν ο 
σχηµατισµός των δαχτύλων επιτυγχάνεται στο φυσιολογικό επίπεδο. Κατά συνέπεια ο έλεγχος για 
αποπτωτικές ανωµαλίες στις περιοχές µεταξύ των δαχτύλων κρίνεται απαραίτητος. Πειραµατικές 
διαδικασίες στις οποίες πραγµατοποιήθηκαν TUNEL assays (που έγιναν τελευταία από τον 
Λ.Παναγή και τον Π.Πέτρου), έδειξαν ότι δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά στον αριθµό των 
αποπτωτικών κυττάρων, στο χώρο µεταξύ των δακτύλων, σε έµβρυα αγρίου τύπου και Fras1-/-, 
ηµέρας 14.5 (την ηµέρα 13.5 και 14.5 της εµβρυογένεσης πραγµατοποιείται έντονη απόπτωση στις 
συγκεκριµένες περιοχές, Kaufman M, ; Dunker N et al., 2002). Κατά συνέπεια το πρόβληµα στα 
άκρα των Fras1-/- εµβρύων εντοπίζεται πιθανότατα στις διαδικασίες µετά την συγχώνευση των 
αρχέγονων µορφών τους, οι οποίες δεν σχετίζονται µε απόπτωση.  
γ) Σε ανωµαλίες στις επιθηλιακές αλληλεπιδράσεις των συγχωνευµένων επιθηλίων των βλεφάρων 
και των δαχτύλων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, που θα οδηγούσαν σε αναστολή της 
φυσιολογικής διαδικασίας αποχωρισµού τους. Η διατήρηση της συνεκτικότητας των επιθηλιακών 
κυττάρων θα µπορούσε να οφείλεται σε διαταραχές στα βασικά ελάσµατα των συνδεδεµένων 
επιθηλιακών περιοχών, γεγονός που µπορεί να συσχετιστεί µε την απουσία της Fras1 πρωτεΐνης 
στα Fras1-/- έµβρυα. Οι παραµορφώσεις στα βασικά ελάσµατα των αλληλεπιδρώντων επιθηλίων 
ενδέχεται να οδηγούν σε ανωµαλίες στα σηµατοδοτικά µονοπάτια των επιθηλιακών κυττάρων και 
κατά συνέπεια σε διαταραχές στην έκφραση και στην τοποθέτηση των πρωτεϊνικών συµπλόκων 
που δηµιουργούν τις µεταξύ τους συνδέσεις. 
Από τα παραπάνω προκύπτει ότι, στα Fras1-/- ποντίκια παρατηρούνται διαταραχές στο δέρµα, µε 
την παρατηρούµενη αποκόλληση επιδερµίδας-δερµίδας, στα νεφρά, καθώς και σε διάφορα άλλα 
εσωτερικά όργανα, συµπεριλαµβανοµένων των οστών (στέρνο και δόντια), του ήπατος και του 
εντέρου. Επίσης διαπιστώνονται προβλήµατα στην οργανογένεση δοµών, όπως τα άκρα, τα 
βλέφαρα, οι ακανθώδεις αποφύσεις των σπονδύλων και οι πνεύµονες, που αφορούν ανώµαλες 
συγχωνεύσεις επιθηλίων. Κατά συνέπεια το Fras1 παίζει σηµαντικό ρόλο στην διαδικασία της 
οργανογένεσης, που επιτυγχάνεται µέσω επιθηλιακών και επιθήλιο-µεσεγχυµατικών 
αλληλεπιδράσεων.  
Μέχρι τώρα οι µοριακές και δοµικές ανωµαλίες στον εξωκυττάριο χώρο των επιθηλίων, η 
δηµιουργία υποεπιδερµικών φουσκαλών και τα προβλήµατα στα διάφορα όργανα, 
συµπεριλαµβανοµένων των νεφρών, των βλεφάρων, των άκρων και των οστών, δεν έχουν 
διαλευκανθεί. Όλα όσα προαναφέρθηκαν αποτελούν υποθέσεις, µε τις οποίες η Fras1 θα µπορούσε 
να υποστηρίζει τον πολυπαραγοντικό της ρόλο και να εξηγεί τον πολύπλοκο φαινότυπο. 
Συµπερασµατικά οι πολλαπλές λειτουργίες της Fras1 (δοµικές ή λειτουργικές), που υποδηλώνονται 
από την πολύπλοκη αρχιτεκτονική της, µε τις διαφορετικές λειτουργικές περιοχές της, τον κυτταρικό 
εντοπισµό της και από τον παρατηρούµενο φαινότυπο των Fras1-/- ποντικών, θα µπορούσαν να 
επιτελούνται: 
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α)είτε µέσω αλληλεπιδράσεων µε άλλα συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας, όπως κολλαγόνα, 
µεταλλοπρωτεάσες (π.χ η αλληλεπίδραση µε το Col VI θα µπορούσε να πραγµατοποιηθεί µέσω της 
περιοχής της Fras1 που παρουσιάζει οµολογία µε την NG2), 
β)είτε µέσω πρόσδεσης µε αυξητικούς παράγοντες, όπως ο TGF-β (π.χ µέσω των µοτίβων VWC, ή 
των µοτίβων που συναντώνται στις φουρίνες), µε άλλους εξωκυττάριους δεσµευτές, ή µε  
διαµεµβρανικούς υποδοχείς 
γ)είτε ρυθµίζοντας τις τοπικές συγκεντρώσεις των ιόντων ασβεστίου (µέσω των µοτίβων  τύπου 
Calx-beta).  
δ)είτε προκαλώντας ανωµαλίες στη συγκέντρωση των σηµατοδοτικών µορίων που αποθηκεύονται 
στην περιοχή του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας (µέσω των δοµικών διαταραχών που 
προκαλεί η Fras1   στο επιδερµικό βασικό έλασµα) 
  Τελικά αυτό που µπορεί να υποστηριχτεί µε βεβαιότητα, είναι ότι το Fras1 αποτελεί ένα 
αναπτυξιακό γονίδιο, που η απουσία του επηρεάζει την οργάνωση και την ακεραιότητα του 
κατώτερου στρώµατος του εµβρυϊκού βασικού ελάσµατος, τουλάχιστον της επιδερµίδας, 
προκαλώντας άµεσα τον παρατηρούµενο δερµατικό φαινότυπο και έµµεσα, µέσω διαταραχών στις 
επιθήλιο-µεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις (οι οποίες θα µπορούσαν να οφείλονται σε διαταραχές 
στα βασικά ελάσµατα των εµβρυϊκών εσωτερικών επιθηλίων), την ανάπτυξη διαφόρων οργάνων.   
 
 
Ι.Ι.5 Θνησιµότητα των Fras1-/- ποντικών  
 
Η σηµασία του γονιδίου Fras1 υποδηλώνεται από το ποσοστό θνησιµότητας των Fras1-/-  ποντικών 
και στα δύο στελέχη που µελετήθηκαν. Συγκεκριµένα, όλα τα Fras1-/- ποντίκια του στελέχους 
C57BL10 και το 50% των οµόζυγων µεταλλαγµάτων του στελέχους NMRI, πεθαίνουν στην 
εµβρυϊκή ηλικία. Η διαφορά στην ικανότητα επιβίωσης των οµόζυγων µεταλλαγµάτων στα δύο 
στελέχη, οφείλεται στην παρουσία διαφορετικών γενετικών τροποποιητών (genetic modifiers), οι 
οποίοι επηρεάζουν τη διεισδυτικότητα και την εκφραστικότητα του φαινοτύπου. Φαινοτυπικές 
διαφορές, χαρακτηριστική ποικιλοµορφία και διαφορετική ευπάθεια στη θνησιµότητα, 
παρατηρούνται και στα Fras1-/- ποντίκια του ίδιου στελέχους, ακόµα και στην F5 γενιά. Η 
ποικιλοµορφία αυτή οφείλεται στο γενετικό υπόβαθρο των ποντικών που αναλύονται, που αποτελεί 
µίγµα του στελέχους Sv129 (από το οποίο προέρχονται τα κύτταρα ES) και του στελέχους στο 
οποίο αποφασίζεται να µελετηθεί ο φαινότυπος. Κατά συνέπεια τα ποντίκια που προκύπτουν 
ύστερα από σειρά κατάλληλων διασταυρώσεων, παρουσιάζουν διαφορετική χρωµοσωµική 
συνεισφορά από το κάθε στέλεχος, δηλαδή διαφορετικό ποσοστό από το κάθε γενετικό υπόβαθρο 
και κατά συνέπεια διαφορές στη σύσταση των γενετικών τροποποιητών. Γίνεται λοιπόν κατανοητό 
ότι, η παρατηρούµενη φαινοτυπική ποικιλοµορφία στα οµόζυγα µεταλλάγµατα είναι αποτέλεσµα 
στοχαστικών γεγονότων. 
Σ’ αυτή τη φάση µπορούν να γίνουν µόνο υποθέσεις για τις αιτίες θνησιµότητας στα Fras1-/- 
ποντίκια, οι οποίες ενδέχεται να δρουν και συνεργατικά. 
Όσον αφορά την αιτία θανάτου των εµβρύων Fras1-/-, τα µέχρι τώρα δεδοµένα συνηγορούν στην 
εκτεταµένη ανισορροπία υγρού που προκύπτει στο σώµα των ποντικών εξαιτίας των φουσκαλών, οι 
οποίες ενίοτε περιέχουν πολύ µεγάλες ποσότητες πλάσµατος. Αρκετά συχνά οι φουσκάλες 
συσσωρεύουν και µεγάλες ποσότητες αίµατος, ιδιαίτερα όταν εντοπίζονται στην περιοχή του µατιού, 
µε αποτέλεσµα να επέρχεται θάνατος λόγω της εξασθενηµένης καρδιακής λειτουργίας, η οποία 
λόγω της διαρροής του αίµατος σε µια περιοχή τροφοδοτεί µε ολοένα και χαµηλότερη πίεση τους 
ιστούς µε αίµα. Η σοβαρότητα των επιπλοκών που προκαλούν οι φουσκάλες στην περιοχή του 
µατιού, υποστηρίζεται από την καθολική απουσία τους από την περιοχή αυτή σε ενήλικα οµόζυγα 
µεταλλάγµατα. 
Από την άλλη µεριά ο θάνατος του 50% των ενηλίκων ποντικών Fras1-/- τον πρώτο µήνα της ζωής 
τους, µπορεί να οφείλεται στην λειτουργική ανεπάρκεια διαφόρων οργάνων τους. Κι αυτό γιατί το 
Fras1 θα µπορούσε να συµβάλλει στην ακεραιότητα της δοµής ή της σύστασης  των βασικών 
ελασµάτων πολλών επιθηλιακών οργάνων (σε αναλογία µε το βασικό έλασµα του δέρµατος) και 
κατ’ επέκταση στις καθοριστικές για την ανάπτυξη τους επιθήλιο-µεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις. 
Τα όργανα για τα οποία υπάρχουν ενδείξεις ότι µπορούν να επηρεάζονται είναι, α) τα νεφρά και β) 
οι πνεύµονες. Σε κάποιες περιπτώσεις (λόγω στοχαστικών γεγονότων), οι αλλοιώσεις στις δοµές 
των νεφρών και των πνευµόνων (που είναι καθολικές στα Fras1-/- ενήλικα ποντίκια) µπορεί να είναι  
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καθοριστικές για την επιβίωση των ποντικών. Τα οµόζυγα µεταλλαγµένα ζώα σ’ αυτή την 
περίπτωση πεθαίνουν, είτε λόγω νεφρικής ανεπάρκειας, είτε λόγω αναπνευστικών προβληµάτων, 
µε επακόλουθο την κυάνωση. Επιπρόσθετα, στα Fras1-/- ποντίκια ενδέχεται να προκύπτουν 
παθολογικές καταστάσεις λόγω προβληµάτων στα επιθήλια του γαστροεντερικού και 
αναπνευστικού τους συστήµατος (σηµειώνεται ότι έχει παρατηρηθεί στένωση του αεραγωγού σε µία 
περίπτωση  Fras1-/- ποντικού). Εκτός από ανωµαλίες στις επιθηλιοµεσεγχυµατικές αλληλεπιδράσεις 
για την ανάπτυξη των παραπάνω οργάνων, οι παρατηρούµενες διαταραχές  µπορεί να οφείλονται 
στην ύπαρξη µικροφουσκαλών στα επιθηλιακά τους στρώµατα, που τελικά εµποδίζουν τις 
λειτουργίες της απέκκρισης, της αναπνοής και την ικανότητα πέψης της τροφής. 
Η διατήρηση της έκφρασης του Fras1 στα ενήλικα στάδια στην περιοχή του εγκεφάλου και η 
εµφάνιση Fras1-/- ποντικών µε υπερκινητικά προβλήµατα, υποδηλώνει ότι ο θάνατος τους σε 
κάποιες περιπτώσεις πιθανόν να οφείλεται σε εγκεφαλικές διαταραχές. Ανάλογα η παρατήρηση 
Fras1-/- ποντικών µε µυϊκές δυσλειτουργίες και η ανίχνευση του Fras1 στο εσωτερικό ποικίλων 
µυών, αφήνει υπόνοιες για αναστολή της λειτουργίας ζωτικών µυών.   
Εναλλακτικά τα νεογέννητα Fras1-/- ποντίκια, λόγω της αρχικά καθυστερηµένης ανάπτυξης τους, 
χαρακτηρίζονται και από µειωµένη ικανότητα πρόσληψης τροφής σε σχέση µε τα αγρίου τύπου ή 
ετερόζυγα ζώα, γεγονός που σταδιακά θα µπορούσε να οδηγήσει κάποια από αυτά στο θάνατο. 
 
 
Ι.Ι.6 Συσχετισµός της απενεργοποίησης του Fras1 µε το µετάλλαγµα 
“Blebbed” στον ποντικό και µε το σύνδροµο Fraser στον άνθρωπο 
  
Η εύρεση της χρωµοσωµικής θέσης του γονιδίου Fras1 στο γονιδίωµα του ποντικού βοήθησε 
καθοριστικά στην συσχέτιση του µε το υπάρχον µετάλλαγµα “Blebbed” (bl).  
Το µετάλλαγµα “Blebbed” αποτελεί µία κατηγορία των µεταλλαγών ‘Bleb’ στο ποντίκι, οι οποίες 
παρουσιάζουν παρόµοιους φαινοτύπους, που χαρακτηρίζονται από την παρουσία φουσκαλών 
(blebs/blisters) κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης. Μέχρι σήµερα έχουν ανιχνευθεί στο ποντίκι 5 
µεταλλαγές ‘Bleb’, η “Blebbed” (bl), η “Eye-blebs” (eb), η “Head bleb” (heb), η “Myelencephalic 
blebs” (my) και η “Fetal haematomata” (fh). Οι µεταλλαγές ‘Bleb’ χαρτογραφούνται σε διαφορετικά 
χρωµοσώµατα (πίνακας 2), επιδεικνύουν πάντοτε ανωµαλίες στις περιοχές των µατιών και των 
κάτω άκρων, είναι υπολειπόµενες και εµφανίζουν ποικίλη διεισδυτικότητα και εκφραστικότητα. 
Ειδικότερα τα µεταλλάγµατα “Blebbed”, εκτός από τις ανωµαλίες στις περιοχές των µατιών και στα 
κάτω άκρα, παρουσιάζουν και προβλήµατα στα νεφρά (Winter RM, 1990; Darling, S., and Gossler, 
A., 1994).  
Κατά συνέπεια το Fras1 είναι πιθανότατα το γονίδιο το οποίο επηρεάζεται στην µεταλλαγή bl. Από 
τη µια µεριά το µετάλλαγµα αυτό χαρτογραφείται, µαζί µε µια σειρά από άλλα µεταλλάγµατα, στo 
χρωµόσωµα 5, κοντά στον γενετικό τόπο Fgf5 που χαρτογραφείται και το Fras1.  Από την άλλη 
µεριά παρατηρείται  φαινοτυπική ταύτιση των Fras1-/- ποντικών µε τα µεταλλάγµατα “Blebbed”.  
Η υπόθεση αυτή ενισχύθηκε από την απώλεια έκφρασης, στα οµόζυγα “Blebbed” ποντίκια, της 
πρωτεΐνης Fras1, σε αντίθεση µε άλλους µάρτυρες του βασικού ελάσµατος της επιδερµίδας που 
εξακολουθούν να ανιχνεύονται. Ταυτόχρονα, η ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου Fras1 σε 
αρκετά µεταλλάγµατα “Blebbed” (McGregor L et al., 2003), κατέληξε στην ανίχνευση ενός είδους 
µεταλλαγής στο γονίδιο Fras1. Η συγκεκριµένη µεταλλαγή δηµιουργεί ένα πρόωρο κωδικόνιο 
τερµατισµού και συµβάλλει στην αποµάκρυνση 1810 αµινοξέων από το καρβοξυτελικό άκρο της 
πρωτεΐνης Fras1 . 
Οι διαταραχές στα άκρα και στα µάτια που παρουσιάζονται στα ποντίκια Bleb, πιστεύεται ότι  
οφείλονται στις µηχανικές παρεµβολές που προκαλούν οι φουσκάλες τους, οι οποίες όµως  
δεν µπορούν να δικαιολογήσουν τα διάφορα άλλα συµπτώµατα που ανακύπτουν (Winter RM, 1990; 
Darling, S., and Gossler, A., 1994). Όσον αφορά τα γονίδια στα οποία οφείλονται οι µεταλλαγές 
‘Bleb’, αυτά είτε εµπλέκονται σε διαφορετικά στάδια του ίδιου ή πολύ παρόµοιων µονοπατιών, είτε 
αποτελούν µία καινούργια οικογένεια γονιδίων (Winter RM, 1990; Darling, S., and Gossler, A., 
1994). Η εύρεση του γονιδίου Fras1 µπορεί να συµβάλλει στην ανίχνευση και των υπολοίπων 
γονιδίων ‘Bleb’ και στην εξακρίβωση του αν είναι οµόλογα ή εντελώς διαφορετικά γονίδια. Εκτός 
από τον κλασσικό τρόπο κλωνοποίησης των υπόλοιπων γονιδίων 
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Mutant Phenotype 

Mutation Eye Foot Kidney Skin/ 
Hair 

Cranio 
facial 

CNS Mouse 
Chromosome 

location 

Possible 
Region(s) 

of 
homology 
in humans 

Blebbed (bl) + + + + - - 5 4p/4q 
Eye-blebs (eb) + + + - - - 10 Not 

mapped 
Fetal 

haematoma (fh) 
+ + - - - - Not known Not 

mapped 
Head bleb (heb) + + - - + - 4 1p/9 

Myelencephalic 
Blebs (my) 

+ + + + + + 3 4q 

+, abnormality present; -, abnormality absent 
 

Πίνακας 2: Μεταλλαγές ‘Bleb’ στο ποντίκι 
 
‘Bleb’, η ανίχνευση τους µπορεί να γίνει και in silico. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιείται το 
τελευταίο διάστηµα στο εργαστήριο, διερεύνηση των βάσεων δεδοµένων για τον εντοπισµό 
τµηµάτων DNA στον ποντικό που παρουσιάζουν οµολογία µε περιοχές του Fras1. Στη συνέχεια θα 
ελεγχθούν οι χρωµοσωµικές περιοχές χαρτογράφησης των τµηµάτων αυτών, προκειµένου να 
διαπιστωθεί αν κάποια από αυτά µπορούν να συσχετιστούν µε τα υπόλοιπα γονίδια ‘Bleb’. 
Βασιζόµενος στα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των µεταλλαγών ‘Bleb’, καθώς και στα ιστολογικά και 
κλινικά χαρακτηριστικά του συνδρόµου Fraser, ο R. Winter υπέθεσε το 1998, ότι ένα ή και 
περισσότερα από τα µεταλλάγµατα ‘Bleb’ είναι δυνατόν να αποτελούν µοντέλο εργασίας για το 
σύνδροµο αυτό στον άνθρωπο (Winter RM, 1998; Winter RM, 1990). 
 Το σύνδροµο Fraser είναι µία σπάνια γενετική ασθένεια (µε συχνότητα 1/10.000), η οποία 
χαρακτηρίζεται σχεδόν πάντα από κρυπτοφθαλµία (µερική ή ολική συγχώνευση των βλεφάρων), 
πολύ συχνά από δερµατική συνδακτυλία και συνήθως από νεφρική δυσπλασία ή από µονόπλευρη 
ή αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία. Στους ασθενείς µε σύνδροµο Fraser παρατηρούνται επίσης 
παραµορφώσεις στα γεννητικά όργανα, λαρυγγική ατρησία (laryngial atresia), ή στένωση (stenosis), 
κρανιοπροσωπικές και ακουστικές ανωµαλίες, πνευµατική καθυστέρηση και µυοσκελετικές  
ανωµαλίες. Τονίζεται ότι το 25% των ασθενών µε σύνδροµο Fraser πεθαίνει στη γέννηση, ενώ το 
20% τον πρώτο χρόνο της ζωής τους (Slavotinek AM, and Tifft CJ, 2002). Εκτός από τις 
φαινοτυπικές οµοιότητες των µεταλλαγών ‘Bleb’ µε το σύνδροµο Fraser και τα δύο παρουσιάζουν 
υπολειπόµενη κληρονοµικότητα, καθώς και ποικιλία στην διεισδυτικότητα και στην εκφραστικότητα 
του φαινοτύπου τους και επηρεάζονται από το γενετικό τους υπόβαθρο. Βέβαια από τη στιγµή που 
το σύνδροµο Fraser δεν έχει χαρτογραφηθεί γενετικά και καµιά από τις µεταλλαγές ‘Bleb’ δεν έχει 
αναλυθεί στο µοριακό επίπεδο, πρέπει να αποδειχθεί ότι τα γονίδια αυτά εµπλέκονται στην 
εκδήλωση του συνδρόµου Fraser (Winter RM, 1990; Darling, S., and Gossler, A., 1994). Από τη 
στιγµή που τα γονίδια αυτά κλωνοποιηθούν θα είναι εύκολη η αποµόνωση των αντίστοιχων 
ανθρώπινων γονιδίων και ο έλεγχος της ύπαρξης µεταλλαγών σε ασθενείς µε σύνδροµο Fraser.  
Με βάση λοιπόν την υπόθεση ότι οι µεταλλαγές ‘Bleb’ αποτελούν µοντέλο εργασίας για το 
σύνδροµο Fraser και την διαπίστωση ότι το γονίδιο Fras1 είναι υπεύθυνο για την µεταλλαγή  bl, 
υποστηρίζεται ότι τα συµπτώµατα του συνδρόµου Fraser οφείλονται σε µεταλλαγές στο ανθρώπινο 
οµόλογο του Fras1. Το γεγονός αυτό ενισχύεται από τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των ενήλικων 
Fras1-/- ποντικών που περιλαµβάνουν την κρυπτοφθαλµία, την συνδακτυλία και την νεφρική 
αγενεσία ή δυσπλασία και τα οποία αποτελούν τα κυριότερα συµπτώµατα του συνδρόµου Fraser. 
Από την άλλη µεριά η εύρεση µεταλλαγών (έξι διαφορετικών) εντός του FRAS1, δηλαδή στο 
ανθρώπινο οµόλογο του γονιδίου Fras1 (McGregor L et al., 2003), επιβεβαιώνει την καινούργια 
αυτή υπόθεση. Οι παρατηρούµενες µεταλλαγές (σηµειακές ή ένθεσης) προκαλούν πρόωρο 
τερµατισµό της µετάφρασης της παραγόµενης πρωτεΐνης και εντοπίζονται στην περιοχή της FRAS1 
µετά τα µοτίβα των κυστεϊνών. 

 127



Η εµπλοκή του γονιδίου Fras1 στο σύνδροµο Fraser διευκολύνει την απαρχή της κατανόησης αυτού 
του συνδρόµου στο µοριακό επίπεδο. Με βάση τα παραπάνω δεδοµένα δεν ενισχύεται  η 
υπάρχουσα αντίληψη ότι το σύνδροµο Fraser οφείλεται σε αποπτωτικές διαταραχές. Εναλλακτικά  
υποστηρίζεται η άποψη ότι τα προβλήµατα που παρουσιάζονται στο σύνδροµο Fraser οφείλονται 
σε διαταραχές του εξωκυττάριου χώρου που υπόκειται της βασικής πλευράς των επιθηλίων, οι 
οποίες επηρεάζουν τις απαραίτητες για την ανάπτυξη επιθηλιο-µεσεγχυµατικές και επιθηλιακές 
αλληλεπιδράσεις. 
Οι παραπάνω µελέτες, µέσω της ανακάλυψης όλο και περισσότερων µεταλλαγών στο FRAS1,  θα 
µπορούσαν µελλοντικά να συµβάλλουν στην πρόγνωση και στην προγενετική διάγνωση του 
συνδρόµου Fraser, αλλά και στην γονιδιακή του θεραπεία. Τέλος τo ζωικό µοντέλο των Fras1-/- 
ποντικών για αυτό το σύνδροµο, µπορεί  να βοηθήσει αποφασιστικά στον έλεγχο των πιθανών 
τρόπων θεραπείας πριν αυτές δοκιµαστούν στους ασθενείς.  
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