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1.i) Abstract 
 

 The family of nematode DEG/ENaC (degenerin/epithelial Na+ channel) proteins 

comprises 30 members, 7 of which have been studied genetically. Previously characterized 

degenerins have been implicated in a variety of functions such as mechanosensation, 

proprioception and regulation of ultradian rhythms. Neuronally expressed members of the 

family can mutate to induce late-onset degenerative cell death, featuring landmarks of 

excitotoxic neuron demise, which follows stroke, in mammals. Despite the importance of 

these channels in signal transduction, little is understood about their gating mechanisms and 

regulation. Moreover, the function of the additional 23 DEG/ENaC proteins encoded in the C. 

elegans genome remains a mystery. We embarked on a systematic study of these previously 

uncharacterized family members, in an effort to elucidate their role in animal physiology. This 

line of investigation revealed that DEG/ENaC genes show only limited overlap in their 

spatiotemporal expression patterns, and function in a variety of cell types ranging from 

neurons to muscles and epithelia. Using RNAi, we found that DEG/ENaC proteins are 

required for the normal manifestation of diverse animal behaviours such as the nose touch 

responses, chemosensation, egg-laying, mating, excretory canal function, feeding and 

defecation. In a complementary approach, we are analyzing putative null alleles, obtained by 

screening deletion libraries. Remarkably, specific degenerins, which are highly expressed in 

head sensory neurons and interneurons, are required for conditioning to several chemical 

attractants, while they are dispensable for chemotaxis. Consistently, preliminary results 

implicate these degenerins in the process of associating the presence of food with the rearing 

temperature. Such observations indicate that degenerins contribute to the capacity of the 

animal for associative learning. This is an exciting working hypothesis in light of similar 

findings in mice, supporting the involvement of the related in sequence, acid-sensing ion 

channel (ASIC) in synaptic plasticity, learning, and memory (Wemmie J.A. et al., Neuron, 34: 

463-77). Hence, DEG/ENaC roles in associative learning and memory might be conserved 

from nematodes to mammals, thus, rendering C. elegans an attractive model in which to 

dissect the relevant mechanisms. 
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1.ii) Περίληψη 
 

 Κατά την διάρκεια του µεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης, επιχειρήθηκε ο λειτουργικός 

χαρακτηρισµός µιας οµάδας γονιδίων, στον οργανισµό Caenorhabditis elegans. Τα γονίδια 

που µελετήθηκαν ανήκουν στην οικογένεια των Degenerins. Η λειτουργία και ο ρόλος 

συγκεκριµένων γονιδίων είναι δυνατό να µελετηθεί µέσα από διάφορες προσεγγίσεις. Συχνή 

τακτική αποτελεί η απενεργοποίηση του υπό µελέτη γονιδίου και η ανίχνευση των 

φαινοτυπικών και µοριακών επιπτώσεων στον οργανισµό. Η απενεργοποίηση αυτή είναι 

δυνατό να γίνει είτε σε επίπεδο γονιδίου (π.χ. µεταλλαξογένεση), είτε σε επίπεδο γονιδιακού 

προϊόντος. Έτσι, για τα παραπάνω γονίδια έγινε χρήση στελεχών µε οµόζυγες µεταλλαγές για 

κάποιο από αυτά. Παράλληλα, έγινε ειδική καταστολή της έκφρασης για κάθε ένα από τα υπό 

µελέτη γονίδια. Αυτό έγινε µετά από εφαρµογή του φαινοµένου του RNA interference (RNAi). 

Τόσο για τα µεταλλαγµένα στελέχη, όσο και για τα άτοµα που εφαρµόστηκε το φαινόµενο του 

RNAi έγινε φαινοτυπικός χαρακτηρισµός. Για τον λόγο αυτό µελετήθηκε η ικανότητα των 

στελεχών να αποκρίνονται σε µια σειρά από διαφορετικά ερεθίσµατα. Από την µελέτη αυτή 

παρατηρήθηκε ότι δυο γονίδια των Degenerins συµµετέχουν σε διαφορετικές συµπεριφορές 

του οργανισµού. Το γονίδιο T28F4.2 έχει σηµαντικό ρόλο στην αίσθηση από τον C. elegans 

διαλυτών αλλά και πτητικών χηµικών ενώσεων. Το γονίδιο ZK770.1 φάνηκε ότι είναι 

σηµαντικό προκειµένου ο οργανισµός να συνδυάζει διαφορετικά ερεθίσµατα και να αλλάζει 

την συµπεριφορά του µε βάση αυτά. Πρόκειται δηλαδή για την εκδήλωση του φαινοµένου της 

µνήµης. 
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2. Εισαγωγή 
 

i) Ο C. elegans είναι ένας οργανισµός µοντέλο που έχει µελετηθεί σε βάθος, κυρίως σε 

σχέση µε το νευρικό του σύστηµα. Είναι γνωστές όλες οι κυτταρικές διαιρέσεις που οδηγούν 

στην συγκρότηση του οργανισµού από 958 νευρικά, µυϊκά και επιθηλιακά κύτταρα. Σχετικά µε 

το νευρικό του σύστηµα είναι γνωστό ότι αποτελείται από 302 νευρώνες. Για αυτούς έχουν 

περιγραφεί όλες οι κυτταρικές διαιρέσεις που οδηγούν στον σχηµατισµό τους, ενώ είναι 

γνωστό και το χωρο-χρονικό αναπτυξιακό τους πρότυπο. Έτσι, για κάθε νευρώνα ξεχωριστά 

είναι γνωστή η ακριβής θέση που φέρει στον οργανισµό, αλλά και το αναπτυξιακό στάδιο κατά 

το οποίο προήλθε.  

 

 Ο µεγάλος όγκος µελέτης που έχει πραγµατοποιηθεί σε σχέση µε το νευρικό σύστηµα 

έχει οδηγήσει στον χαρακτηρισµό της λειτουργίας σχεδόν κάθε νευρικού κυττάρου. Κάθε 

νευρώνας είναι υπεύθυνος για µια ή περισσότερες λειτουργίες. Ανάλογα µε τον ρόλο που 

επιτελεί κάθε νευρώνας, αυτοί χωρίζονται σε αισθητήριους (πρόσληψη ερεθισµάτων), 

ενδιάµεσους (επεξεργασία και προώθηση του σήµατος στον κατάλληλο νευρώνα) και 

κινητικούς (µετάδοση του σήµατος στους κατάλληλους µύες) (Hobert et al., 1998). Ανάλογα 

µε την θέση τους στον οργανισµό, οι παραπάνω νευρώνες χωρίζονται σε 118 κλάσεις. Τα 

ονόµατα των κυττάρων αυτών έχουν προέλθει από την θέση τους αυτή και από το αρχικό 

κύτταρο από το οποίο προέκυψαν µετά από διαδοχικές µιτωτικές διαιρέσεις. Επιπρόσθετα 

έχει χαρακτηριστεί το σύνολο των νευρικών συνάψεων που πραγµατοποιεί κάθε 

µεµονωµένος νευρώνας του C. elegans. Είναι γνωστό ότι σχηµατίζονται συνάψεις µε επαφή 

(gap junctions), που είναι κυρίως νευροµυϊκές και µεταξύ γειτονικών νευρώνων. Η 

πλειονότητα των συνάψεων ωστόσο είναι χηµικές, δηλαδή γίνονται µε την µεσολάβηση 

νευροδιαβιβαστών (Bargmann and Kaplan, 1998). Στον νηµατώδη συναντώνται 

νευροδιαβιβαστικά µόρια που είναι όµοια µε εκείνα των σπονδυλωτών. Τέτοια είναι η 

ακετυλοχολίνη, η ντοπαµίνη, η σεροτονίνη, το γ-αµινοβουτυρικό οξύ κ.α.. 

 

 Ο νηµατώδης έχει την ικανότητα να αντιλαµβάνεται µια σειρά από ερεθίσµατα, όπως 

χηµικά, µηχανικά ή θερµικά. Η κάθε αίσθηση που διαθέτει οφείλεται σε µια σειρά από 

διαφορετικούς και πολύ συγκεκριµένους αισθητήριους νευρώνες. Στους νευρώνες αυτούς 

φέρει υποδοχείς οι οποίοι είναι στις περισσότερες των περιπτώσεων κανάλια ιόντων (Mori, 

1999). Η πλειονότητα των αισθητήριων νευρώνων βρίσκεται στο εµπρόσθιο άκρο του 

οργανισµού (κεφάλι). Πολλοί από τους νευρώνες αυτούς είναι µέρος εξειδικευµένων 

αισθητήριων οργάνων που καλούνται sensilla. Όταν οι δοµές αυτές έρχονται σε επαφή µε το 

εξωτερικό περιβάλλον λέγονται αµφίδια (amphids) ή φασµίδια (phasmids), για το κεφάλι και 

την ουρά αντίστοιχα (Sengupta, 2002). Κάθε τέτοιο όργανο περιλαµβάνει µια σειρά από 

απολήξεις αισθητήριων νευρώνων και δυο τύπους µη νευρικών κυττάρων (socket και sheath). 

Το ένα (socket) σχηµατίζει µια κάψα συνδέοντας το όργανο µε την υποδερµίδα και το άλλο 
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(sheath) παρεµβάλλεται µεταξύ sensillum και περιβάλλοντος, καλύπτοντας τις απολήξεις που 

προεκβάλλουν (εικ.1).  

 
Εικόνα 1: Μορφολογία του sensillum (εξειδικευµένου 
αισθητηρίου οργάνου). Φαίνονται οι δυο τύποι µη νευρικών 
κυττάρων (socket και sheath cells) και οι απολήξεις των 
αισθητήριων νευρικών κυττάρων (ILs, OLs) (C. elegans 

www.server) 

 

 

 

 

 

 

 Σε σχέση µε την αίσθηση χηµικών ενώσεων, ο C. elegans αντιλαµβάνεται πάνω από 

40 διαφορετικά πτητικά υδατοδιαλυτά µόρια. Αυτό επιτυγχάνεται µέσω συγκεκριµένων 

οµάδων νευρικών κυττάρων. Στους νευρώνες αυτούς υπάρχουν υποδοχείς οι οποίοι, είτε 

είναι ειδικοί για την πρόσληψη κάποιου µορίου, είτε είναι γενικοί υποδοχείς. Αξιοσηµείωτο 

είναι το γεγονός ότι ο νηµατώδης έχει την δυνατότητα διάκρισης διαφορετικών χηµικών 

µορίων, ανάλογα µε την συγκέντρωσή τους στο περιβάλλον. Το φαινόµενο αυτό είναι γνωστό 

ως χηµειόταξη (chemo taxis) (Bargmann and Horvitz, 1991), (de Bono et al., 2002). 

 

 Όµως, ο C. elegans έχει και την δυνατότητα αίσθησης µηχανικών ερεθισµάτων. Αυτό 

επιτυγχάνεται µέσα από έξι νευρώνες οι οποίοι είναι κατανεµηµένοι κατά µήκος του σώµατος 

και δίνουν την δυνατότητα αίσθησης ήπιων ή ισχυρών µηχανικών ερεθισµάτων. Και πάλι 

διαφορετικοί υποδοχείς (µηχανοϋποδοχείς) στην επιφάνεια των κυττάρων αυτών 

προσλαµβάνουν ήπια και ισχυρά µηχανικά ερεθίσµατα (Tavernarakis and Driscoll, 1997). 

Έτσι, ο νηµατώδης µπορεί να αντιλαµβάνεται την ύπαρξη ενός εµποδίου και 

οπισθοχωρώντας να επαναπροσδιορίζει την κατεύθυνσή του. Το φαινόµενο αυτό είναι 

γνωστό ως απόκριση από µηχανική πίεση στην µύτη ή “nose touch response”. Αν το 

µηχανικό ερέθισµα ασκηθεί στην περιοχή της ουράς του, τότε επιταχύνει προς τα εµπρός. 

Τέλος φέρει κατάλληλους υποδοχείς για την αίσθηση της οσµωτικής πίεσης του 

περιβάλλοντος. 

 

 Καθώς το θερµοκρασιακό εύρος στο οποίο ζει ο νηµατώδης κυµαίνεται µεταξύ 140C 

και 260C, αυτός µπορεί να αισθάνεται την περιβαλλοντική θερµοκρασία. Το φαινόµενο 

αίσθησης της θερµοκρασίας λέγεται θερµόταξη (thermo taxis). Οι αισθητήριοι νευρώνες και οι 

υποδοχείς στους οποίους οφείλεται αυτή η ικανότητα του C. elegans έχουν χαρακτηριστεί και 

µελετηθεί (Mori and Ohshima, 1995). 
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 Χαρακτηριστικό του νευρικού συστήµατος του C. elegans, το οποίο συναντάται και σε 

πολυπλοκότερους οργανισµούς, είναι ο “εκφυλισµός” (adaptation), η ευαισθητοποίηση 

(sensitization) και η µικρής και µακράς διάρκειας µνήµη (habituation και associative learning 

respectively). Με την έκθεση του νηµατώδη σε ένα ερέθισµα, αρχικά παρατηρείται αυξηµένη 

ικανότητα απόκρισης σε αυτό (sensitization). Αν το ερέθισµα εξακολουθεί να επιδρά, τότε 

παρατηρείται µείωση της ικανότητας απόκρισης (adaptation) (Colbert and Bargmann, 1995). 

Αν η µειωµένη απόκριση διαρκεί για µικρό χρονικό διάστηµα, εξαιτίας ενός ερεθίσµατος, το 

φαινόµενο καλείται µη συνδεδεµένη µνήµη (habituation). Εντούτοις ο νηµατώδης έχει την 

δυνατότητα συνδυασµού της ύπαρξης δυο διαφορετικών ερεθισµάτων και απόκρισης µε βάση 

αυτά (associative learning). Έτσι ο C. elegans συνδυάζει την περιβαλλοντική θερµοκρασία µε 

την ύπαρξη, ή την απουσία, τροφής από αυτό. Αν βρεθεί σε διαφορετικό περιβάλλον 

προσπαθεί να βρει την θερµοκρασία την οποία έχει συνδυάσει µε την ύπαρξη τροφής. 

 

ii) Οι Degenerins αποτελούν µια οικογένεια γονιδίων που κωδικοποιούν κανάλια ιόντων 

νατρίου. Τα κανάλια αυτά έχει δειχτεί ότι παίζουν κυρίαρχο ρόλο στην διαδικασία της 

αίσθησης µηχανικών ερεθισµάτων από τους παραπάνω νευρώνες. Τα πρώτα µέλη της 

οικογένειας που χαρακτηρίστηκαν ήταν τα γονίδια DEG-1 και MEC-4. Και τα δυο αυτά γονίδια 

δείχθηκε ότι εκφράζονται σε αισθητήριους νευρώνες οι οποίοι εµπλέκονται στην αίσθηση 

µηχανικών ερεθισµάτων (touch receptor neurons). Η ονοµασία τους (Degenerins) προήλθε 

από το φαινοτυπικό αποτέλεσµα που είχαν επικρατείς µεταλλαγές των γονιδίων αυτών. 

Συγκεκριµένα προκαλούσαν τον θάνατο των αισθητήριων νευρώνων στους οποίους 

εκφράζονταν. Επίσης, εκτοπική έκφρασή τους σε νέους νευρώνες οδηγούσε και πάλι στον 

θάνατο των νευρώνων αυτών (neurodegeneration). Τα γονίδια MEC-4 και MEC-10 αποτελούν 

τον πυρήνα των καναλιών ιόντων που είναι υπεύθυνα για το mechanotransduction, καθώς 

κωδικοποιούν υποµονάδες των καναλιών αυτών. Άλλα γονίδια που ανήκουν στην οικογένεια 

των Degenerins είναι το UNC-8 και το UNC-105, τα οποία είναι υπεύθυνα για την ηµιτονοειδή 

κίνηση που χαρακτηρίζει τον C. elegans (locomotion). Συγκεκριµένα, τα µόρια αυτά 

ευθύνονται για την διαδοχική κάµψη και χαλάρωση των µυών που εξασφαλίζουν την κίνηση 

στον οργανισµό. 

 

 Σήµερα, η οικογένεια των Degenerins περιλαµβάνει 31 µέλη (εικ. 2), από τα οποία 

έχουν µελετηθεί και χαρακτηριστεί για την λειτουργία τους τα 7. Το σύνολο των γονιδίων 

αυτών έχουν οµαδοποιηθεί µε βάση την οµοιότητα στην αλληλουχία τους µε τις αρχικές 

Degenerins. Το γεγονός αυτό δεν προϋποθέτει κοινή λειτουργία για όλα τα γονίδια της 

οικογένειας. Για τον λόγο αυτό απαιτείται η µονοµερής µελέτη του ρόλου τους. 
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Εικόνα 2: ∆ενδρόγραµµα των DEG/ENaCs. 
Στον C. elegans απεικονίζονται µε µπλε 
γραµµές, όπου τα ονόµατα των γονιδίων που 
έχουν χαρακτηριστεί είναι µε κόκκινα 
γράµµατα. Στο σχήµα περιλαµβάνονται 
επίσης γονίδια θηλαστικών αλλά και της D. 

melanogaster. (Tavernarakis and Driscoll, 1997) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iii) Το RNAi είναι ένα φαινόµενο καταστολής της έκφρασης γονιδίων, που αρχικά 

περιγράφηκε στον C. elegans. Η εισαγωγή στον οργανισµό δίκλωνου RNA 

(dsRNA), το οποίο να αντιστοιχεί στο παραγόµενο mRNA ενός γονιδίου, οδηγεί στον 

ισχυρό και ειδικό κατακερµατισµό του mRNA και συνεπώς στην καταστολή της έκφρασης 

του γονιδίου-στόχου. Για το µονοπάτι εκδήλωσης του φαινοµένου του RNAi, έχουν 

διατυπωθεί διαφορετικές θεωρίες. Σύµφωνα µε την επικρατέστερη πιστεύεται ότι αρχικά 

το δίκλωνο µόριο RNA κόβεται σε µικρά τµήµατα 21-25nt (siRNAs) από την RNAάση 

τύπου ΙΙΙ που λέγεται DICER. Τα µικρά τµήµατα RNA που προκύπτουν έτσι, 

αναγνωρίζουν το οµόλογο m-RNA µε την βοήθεια του συµπλόκου RISC. Αποτέλεσµα της 

υβριδοποίησης αυτής είναι δυο γεγονότα. Το ενδογενές mRNA υπόκειται σε πέψη από 

κατάλληλες RNAασες και έτσι καταστέλλεται η έκφρασή του. Από την άλλη, τα ολιγοµερή 

siRNA υβριδοποιούνται µε το mRNA το οποίο και ενισχύεται από µια RNA πολυµεράση 

(RdRP). Στην συνεχεία τα δίκλωνα µόρια που παράγονται, πέπτονται και πάλι από την 

DICER, µε αποτέλεσµα την συνεχή παραγωγή και ανακύκλωση ολιγοµερών µορίων 

RNA.Η συνεχείς παραγωγή και ανακύκλωση των µορίων αυτών οδηγεί στην δραστική 

πέψη του παραγόµενου mRNA και τελικά στην καταστολή της έκφρασης του γονιδίου-

στόχου (εικ 3). 

 

 Η συγκεκριµένη µέθοδος καταστολής γονιδίων είναι ικανοποιητικά αποτελεσµατική 

και χρησιµοποιείται κατά κόρον εξαιτίας της ευκολίας στην εφαρµογή της. Η εισαγωγή του 

δίκλωνου RNA µπορεί να πραγµατοποιηθεί είτε µε µικροένεση του dsRNA, είτε µέσω της 

τροφής του οργανισµού. Στην πρώτη περίπτωση, τα κύτταρα του οργανισµού 
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«κατακλύζονται» από δίκλωνα µόρια RNA µε αποτέλεσµα την εισαγωγή τους στο 

εσωτερικό του κυττάρου. Στην δεύτερη περίπτωση, ο οργανισµός ταΐζεται µε βακτήρια τα 

οποία παράγουν δίκλωνο RNA. Η µέθοδος αυτή αν και είναι όσο αποτελεσµατική είναι η 

µέθοδος της µικροένεσης, φέρει διακριτά πλεονεκτήµατα. Σηµαντικότερο όλων είναι το 

γεγονός ότι το φαινόµενο του RNAi εφαρµόζεται ταυτόχρονα σε ολόκληρο τον πληθυσµό 

της καλλιέργειας και όχι σε περιορισµένο αριθµό ατόµων όπως κατά την ένεση dsRNA. 

 

 

 

 

 
 
Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση του µονοπατιού µετα-µεταγραφικής καταστολής γονιδίων (RNAi). (Sijen 

et al., 2001) 
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1.Πειραµατική διαδικασία 
 

i) Από την οικογένεια των Degenerins επιλέχθηκαν για καταστολή, µέσω RNAi, τα 

παρακάτω γονίδια. Επίσης, τα µήκη των τµηµάτων που υποκλωνοποιήθηκαν έχουν ως 

εξής: 

1. C24G7.2 (1520 bp) 

2. F28A12.1 (750 bp) 

3. T28D9.7 (1258 bp) 

4. T28F4.2 (1213 bp) 

5. ZK770.1 (1576 bp) 

 

 Για τα γονίδια αυτά ένα τµήµα του ORF είχε ήδη υποκλωνοποιηθεί στον πλασµιδιακό 

φορέα pCR-TOPO. Οι χάρτες των κατασκευών αυτών φαίνονται για το κάθε γονίδιο (εικ 

4α-ε):  
Εικόνα 4α:                                                                        Εικόνα 4β: 

pCR-TOPO-T28D9.7
5147 bp

T28D9.7

BamHI (295)

KpnI (287)

NotI (1545)

HindIII (277)

HindIII (1336

EcoRI (326)

EcoRI (1518)

pCR-TOPO-T28F4.2
5102 bp

T28F4.2

HindIII (277)

KpnI (287)

NotI (1500)

BamHI (295)

BamHI (1008)

EcoRI (326)

EcoRI (1473)

 
Εικόνα 4γ:                                                                        Εικόνα 4δ:

 

pCR-TOPO-F28A12.1
4639 bp

F28A12.1

BamHI (295)

HindIII (277)

KpnI (287)

NotI (1037)

EcoRI (326)

EcoRI (543)

EcoRI (1010

pCR-TOPO-ZK770.1
5531 bp

ZK770.1

BamHI (295)

NotI (1929)

HindIII (277)

HindIII (1434

KpnI (287)

KpnI (951)

EcoRI (326)

EcoRI (1902)
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Εικόνα 4ε

pCR-TOPO-C24G7.2
5409 bp

C24G7.2

BamHI (295)

KpnI (287)

NotI (1807)

HindIII (277)

HindIII (1378

EcoRI (326)

EcoRI (471)

EcoRI (1142)

EcoRI (1724)

EcoRI (1780)

 
 

 Στην συνέχεια έγινε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA για κάθε δείγµα. Ακολούθησε 

πέψη του DNA µε τα κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα, ώστε να αποµονωθεί το εκάστοτε 

ένθεµα. Για όλα τα δείγµατα η πέψη έγινε µε τα ένζυµα KpnI και NotI. Εξέρεση αποτελεί 

το ένθεµα ZK7770.1, το οποίο αποµονώθηκε µετά από πέψη µε το ένζυµο EcoRI. Τα 

προϊόντα των παραπάνω πέψεων φορτώθηκαν σε gel Αγαρόζης 1%, από όπου και 

αποµονώθηκε η ζώνη που αντιστοιχεί στο DNA του κάθε ενθέµατος (εικ 5).  

 
Εικόνα 5: Φωτογραφία από gel στο οποίο έχουν 
φορτωθεί τα προϊόντα της πέψης των παραπάνω 
φορέων µε κατάλληλα ένζυµα περιορισµού. Στην 
φωτογραφία δ κρίνονται οι ζώ ες π υ αντιστ χούν 
στο πλασµιδιακό DNA, αλλά και τα κενά απ’ όπου 
αποµονώθη ε το DNA που αντιστοι εί στα ενθέµατα 
του φορέα (pCR-TOPO). 

ια ν ο οι

κ χ

 

 

 

 

 Το DNA από τις παραπάνω ζώνες, αποµονώθηκε µε την χρήση κολώνας Qiagen. 

Στην συνέχεια χρησιµοποιήθηκε DNA του φορέα pL4440 στο οποίο είχε γίνει πέψη µε τα 

ένζυµα KpnI και NotI, για την κλωνοποίηση των τεσσάρων πρώτων δειγµάτων. Για την 

κλωνοποίηση του ZK770.1 έγινε πέψη µε το ένζυµο EcoRI (εικ 6). Ο φορέας pL4440 

χρησιµοποιείται για την παραγωγή δίκλωνων µορίων RNA. Φέρει τον υποκινητή της Τ7 

πολυµεράσης σε δυο αντίθετες κατευθύνσεις που περικλείουν την περιοχή κλωνοποίησης 

(polylinker). Αποτέλεσµα αυτής της δοµής του φορέα είναι κάθε φορά που παράγεται 

πολυµεράση T7 να µεταγράφει το ένθεµα και προς τις δυο κατευθύνσεις, παράγοντας 

δίκλωνο RNA. Η έκφραση της T7 πολυµεράσης εξασφαλίζεται µετά από επαγωγή µε 

IPTG του υποκινητή από τον οποίο ελέγχεται. 
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Εικόνα 6: Πέψη του φορέα έκφρασης pL4440 µε το περιοριστικό ένζυµο 
EcoRI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ακολούθησε αντίδραση λιγάσης (ligation) για την ένθεση των τµηµάτων DNA στον 

φορέα έκφρασης pL4440. Το προϊόν της αντίδρασης αυτής χρησιµοποιήθηκε για τον 

µετασχηµατισµό των βακτηριακών κυττάρων XL-1 blue. Από τις αποικίες που προέκυψαν 

από µονώθηκε πλασµιδιακό DNA. Για την διαπίστωση της ορθής ένθεσης των 

παραπάνω τµηµάτων στον φορέα έγιναν διαγνωστικές πέψεις µε τα περιοριστικά ένζυµα 

KpnI και NotI για όλα τα δείγµατα (και προϋπάρχοντα), ενώ για το ΖΚ770.1 έγινε πέψη µε 

το περιοριστικό ένζυµο EcoRI. Η εικόνα που προέκυψε δείχνει τα αναµενόµενα µεγέθη 

DNA που αντιστοιχούν στα µεγέθη των ενθεµάτων (εικ 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 7: Φαίνονται οι ζώνες στις οποίες αντιστοιχούν τα µεγέθη του ενθεµένου DNA στον              
φορέα pL4440, για το κάθε δείγµα. 
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 Οι χάρτες των πλασµιδιακών κατασκευών απεικονίζονται γραφικά στις εικόνες 8α-ε. 

Στις εικόνες αυτές απεικονίζεται το τµήµα του DNA που έχει εντεθεί ανάµεσα στους 

υποκινητές της Τ7 πολυµεράσης. Οι υποκινητές αυτοί έχουν αντίθετη φορά και φαίνονται 

ως µπλε βέλη. 

 
Εικόνες 8α-ε

pL4440-F28A12.1
3423 bp

F28A12.1

T7 promoter

T7 promoter

BamHI (100)

KpnI (92)

NotI (842)

EcoRI (66)

EcoRI (131)

EcoRI (348)

EcoRI (815)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pL4440-ZK770.1
4270 bp

ZK770.1

T7 promoter

T7promoter

HindIII (1174

HindIII (1654)

KpnI (691)

KpnI (1694)

EcoRI (66)

EcoRI (1642)

pL4440-T28F4.2
3886 bp

T28F4.2

T7 promoter

T7 promoter

KpnI (92)

NotI (1305)

BamHI (100)

BamHI (813)

EcoRI (66)

EcoRI (131)

EcoRI (1278)

pL4440-T28D2.7
3931 bp

T28D2.7

T7 promoter

T7promoter

BamHI (100)

HindIII (1141

KpnI (92)

NotI (1350)

EcoRI (66)

EcoRI (131)

EcoRI (1323)

pL4440-C24G7.2
4199 bp

C24g7.2

KpnI (1623)

NotI (89)

BamHI (105)

EcoRV (56)

EcoRV (1602)

EcoRI (66)

EcoRI (136)

EcoRI (281)

EcoRI (952)

EcoRI (1534)

EcoRI (1590)

EcoRII (3)

EcoRII (947)

EcoRII (976)

EcoRII (1697)

EcoRII (3919)

EcoRII (3932)

EcoRII (4053)
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 Το πλασµιδιακό DNA που περιλαµβάνει σε κάθε περίπτωση το κατάλληλο ένθεµα 

χρησιµοποιείται για τον µετασχηµατισµό δεκτικών κυττάρων HT115 (Mello et al., 1991). Ο 

λόγος που χρησιµοποιήθηκαν αρχικά τα δεκτικά κύτταρα XL-1 blue είναι εξαιτίας της 

µεγάλης αποτελεσµατικότητάς τους στον µετασχηµατισµό. Τα δεκτικά κύτταρα HT115 

χρησιµοποιειούνται για την πραγµατοποίηση πειραµάτων RNAi. Η χαµηλή 

αποτελεσµατικότητα στον µετασχηµατισµό ξεπερνάται επειδή χρησιµοποιείται 

υπερελικωµένο DNA από τα κύτταρα XL-1. Επίσης το συγκεκριµένο στέλεχος φέρει ένα 

επίσωµα µε το γονίδιο της πολυµεράσης T7 κάτω από τον υποκινητή LacZ (IPTG 

επαγόµενη έκφραση της πολυµεράσης T7), ενώ έχει µεταλλαγές σε RNAases τύπου ΙΙΙ, 

αποφεύγοντας έτσι την πέψη του παραγόµενου δίκλωνου RNA εντός των βακτηριακών 

κυττάρων. 

 

ii) Οι παραπάνω κατασκευές χρησιµοποιήθηκαν για το τάισµα ατόµων C. elegans και 

την καταστολή συγκεκριµένου κάθε φορά γονιδίου. Τα στελέχη που ελέχθησαν ήταν 

αγρίου τύπου (N2), αλλά και δυο ακόµα στελέχη που ελέγχονται για µεγαλύτερη 

αποδοτικότητα στο RNAi (nre-1, nre-2). Κι αυτό διότι πρόκειται για δυο στελέχη µε 

µεταλλαγές σε γονίδια που κωδικοποιούν RNAases οι οποίες πέπτουν το δίκλωνο RNA 

µειώνοντας την αποτελεσµατικότητα του RNAi. Οι φαινότυποι που ελέγχθηκαν και τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων µε RNAi φαίνονται στους πίνακες 1 και 2.  
Πίνακας 1: 

 
 

 

 

 

 - 13 -



Master Report-Βόγγλης Γιάννης 

 

 

 
Πίνακας 2: 
 

 
1 +++ = πολλά (αυγά, ωάρια, κ.τ.λ.) 
  ++   = αρκετά 
   +    = λίγα 
  -+   = ελάχιστα 
   -    = καθόλου 

 
 Στα παραπάνω πειράµατα έγινε έλεγχος για φαινοτυπικά µειονεκτήµατα σε µια σειρά 

από διαφορετικά πειράµατα RNAi. Οι φαινότυποι οι οποίοι ελέγχθηκαν σχετίζονται µε την 

ικανότητα απόθεσης αυγών (egg laying), την γονιµότητα (fertility), την ηµιτονοειδή κίνηση 

(locomotion) και την κίνηση του φάρυγγα (pharyngeal pumping) των ατόµων. Από τα 

πειράµατα αυτά υπήρξαν µικρές φαινοτυπικές διαφοροποιήσεις σε σχέση µε τα άτοµα αγρίου 

τύπου (κυρίως σε σχέση µε την απόθεση αυγών). Παρά ταύτα όµως οι σχετικά περιορισµένης 

έκτασης προβληµατικοί φαινότυποι δεν αποτελούν ισχυρή απόδειξη που να δικαιολογεί ένα 

φαινοτυπικό µειονέκτηµα εξαιτίας του RNAi. Εντούτοις θα πρέπει να σηµειωθεί ότι τα 

δεδοµένα αποτελέσµατα είναι δυνατό να οφείλονται είτε στο γεγονός ότι το RNAi δεν είχε 

πλήρη εφαρµογή στα στελέχη (variable efficiency), είτε διότι τα γονίδια που µελετώνται δεν 

εµπλέκονται στην εµφάνιση κάποιων από τους παραπάνω φαινοτύπους. 
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iii) Καθώς η ποικίλη εκδήλωση του φαινοµένου του RNAi είναι γεγονός, για περαιτέρω 

παρατηρήσεις χρησιµοποιήθηκαν στελέχη που ανασύρθηκαν µετά από σάρωση βιβλιοθηκών 

µεταλλαξογένεσης. Εν προκειµένω χρησιµοποιήθηκαν δυο στελέχη, κάθε ένα από τα οποία 

ήταν οµόζυγο για µια µεταλλαγή (έλλειψη) σε συγκεκριµένη Degenerin. Από τα στελέχη αυτά 

το ένα είχε µεταλλαγή στο αλληλόµορφο ΟΚ289 του γονιδίου Τ28F4.2 και το άλλο στο 

αλληλόµορφο ΟΚ415 του γονιδίου ΖΚ770.1. Και για τα δυο αυτά γονίδια καθορίστηκε το 

χωροχρονικό πρότυπο έκφρασης. Το µοτίβο έκφρασης των γονιδίων είναι συχνά 

πληροφοριακό για την λειτουργία τους ενώ παραπέµπει σε ένα επόµενο επίπεδο, την 

συµµετοχή κάποιας οµάδας ή µεµονωµένων κυττάρων στην εκδήλωση ενός φαινοτύπου. 

Μεγάλος αριθµός µεµονωµένων κυττάρων έχει µελετηθεί και οµαδοποιηθεί ανάλογα µε την 

λειτουργία που επιτελεί. Στον C. elegans είναι χαρακτηριστικό γεγονός η εκδήλωση ενός 

φαινοτύπου να οφείλεται στην δράση πολύ συγκεκριµένων νευρώνων. Παράλληλα, έχουν 

χαρακτηριστεί συγκεκριµένα γονίδια, τα οποία εκφράζονται σε συγκεκριµένους νευρώνες 

όπου και επιτελούν συγκεκριµένη λειτουργία. Το γεγονός ότι υπάρχει περιορισµένη 

επικάλυψη στην λειτουργία των διαφορετικών νευρώνων, κάνει δυνατή την συσχέτιση µιας 

οµάδας κυττάρων µε συγκεκριµένη λειτουργία. Για να γίνει εφικτή η παρατήρηση της 

έκφρασης ενός µεµονωµένου γονιδίου, θα χρειαστεί ένα στέλεχος αγρίου τύπου (Ν2 Bristol) 

να µετασχηµατιστεί µε µια πλασµιδιακή κατασκευή, µε µικροένεση (Mello et al., 1991). Η 

κατασκευή αυτή φέρει το γονίδιο που µελετάται (ORF) σε σύνδεση µε έναν γονίδιο µάρτυρα. 

Το γονίδιο-µάρτυρας κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη (GFP) η οποία όταν εκτεθεί σε µπλε 

ακτινοβολία (450nm) εκπέµπει µέρος της ενέργειας που δέχεται σε διαφορετικό µήκος 

κύµατος (περιοχή του πράσινου ~517nm). Ο µάρτυρας αυτός είναι δυνατό να παρατηρηθεί µε 

την χρήση µικροσκοπίου φθορισµού, οπότε και απεικονίζεται το µοτίβο έκφρασης του 

γονιδίου. Κατά τον µετασχηµατισµό χρησιµοποιείται και ένας µάρτυρας γνωστού φαινοτύπου 

(π.χ. rol-6). Πρόκειται για ένα γονίδιο που φέρει µια επικρατή µεταλλαγή απώλειας 

λειτουργίας. Μέσω του µάρτυρα αυτού ελέγχεται η αποτελεσµατικότητα του µετασχηµατισµού 

και επιτρέπεται η φαινοτυπική επιλογή των στελεχών χωρίς την χρήση ακτινοβολίας, 

δεδοµένου ότι η τελευταία προκαλεί ποικίλες βλάβες στα εκτιθέµενα άτοµα (συνήθως 

στειρότητα). Οι νευρώνες στους οποίους εκφράζονται τα δυο γονίδια φαίνονται στις 

παρακάτω εικόνες (εικ 9α-γ). 
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Εικόνα 9α Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου Τ28F4.2, όπως απεικονίζεται σε συνεστιακό µικροσκόπιο. 
Παρατηρείται ότι το συγκεκριµένο γονίδιο εκφράζεται σε νευρικά κύτταρα τα οποία εντοπίζονται στην 
περιοχή του νευρικού δακτυλίου (nerve ring) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 9β-γ Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου ΖΚ770.1, όπως απεικονίζεται σε συνεστιακό µικροσκόπιο. 
Παρατηρείται ότι το συγκεκριµένο γονίδιο εκφράζεται τόσο σε νευρικά κύτταρα που εντοπίζονται στην 
περιοχή του νευρικού δακτυλίου (nerve ring), όσο και σε νευρώνες που εκτείνονται σε όλο το µήκος του 
σώµατος του οργανισµού. 
 

 Τα παραπάνω πρότυπα έκφρασης δείχνουν ότι τα γονίδια που µελετήθηκαν 

εκφράζονται σε ένα σύνολο διαφορετικών νευρώνων. Σε αυτούς περιλαµβάνονται 

αισθητήριοι, ενδιάµεσοι και κινητικοί νευρώνες. Οι υποψήφιοι αισθητήριοι νευρώνες 

περιλαµβάνουν νευρικά κύτταρα που έχουν χαρακτηριστεί να συµµετέχουν στην αναγνώριση 

χηµικών και µηχανικών ερεθισµάτων. Οι ενδιάµεσοι νευρώνες έχουν κυρίως ρόλο 

επεξεργασίας σηµάτων (τις περισσότερες φορές διαφορετικά µεταξύ τους) και τα µεταδίδουν 

στους κινητικούς ή τα ασκούν ρυθµιστική δράση στους αισθητήριους. Από τα γονίδια που 
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µελετήθηκαν φάνηκε ότι δεν διαδραµατίζουν κάποιον αναπτυξιακό ρόλο, καθώς δεν 

παρατηρήθηκαν αναπτυξιακές ανωµαλίες εξαιτίας της έλλειψης των συγκεκριµένων γονιδίων. 

Ο ακριβής καθορισµός και η ταυτοποίηση του νευρώνα στον οποίο εκφράζεται το κάθε 

γονίδιο οφείλει να εξακριβωθεί µε περαιτέρω µελέτη και πειραµατικές προσεγγίσεις. 

 

iv) Τα δυο παραπάνω στελέχη ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητά τους να αποκρίνονται 

σε µια σειρά από ερεθίσµατα. Τα γονίδια αυτά είναι µέλη της οικογένειας των Degenerins 

όπου τα γνωστά µέλη συµµετέχουν, εκτός των άλλων, στην αίσθηση µηχανικών ερεθισµάτων. 

Για τον λόγο αυτό έγινε έλεγχος των στελεχών για την ικανότητά τους να προσλαµβάνουν και 

να µεταδίδουν µηχανικά ερεθίσµατα. Καθώς είναι γνωστό, ο C. elegans φέρει έξη νευρώνες οι 

οποίοι είναι υπεύθυνοι για την αίσθηση και την µετάδοση µηχανικών ερεθισµάτων. Οι 

µηχανοευαίσθητοι αυτοί νευρώνες φέρουν µηχανοϋποδοχείς οι οποίοι προσλαµβάνουν 

µηχανικά ερεθίσµατα. Την αλισθηση των µηχανικών αυτών ερεθισµάτων ακολουθεί η 

εκπόλωση του νευρώνα. Η εκπόλωση αυτή οφείλεται στην είσοδο ιόντων νατρίου 

(mechanotransduction) από αντίστοιχα κανάλια ιόντων νατρίου, τα οποία συγκροτούν κάποια 

από τα µέλη της οικογένειας των Degenerins (MEC-4, MEC-10). 

 

 Προκειµένου να ελεγχθεί η συµµετοχή των µελετούµενων γονιδίων στην διαδικασία 

του mechanotransduction, τα στελέχη ΟΚ289 και ΟΚ415 υποβλήθηκαν σε πειράµατα που 

είναι ενδεικτικά για προβλήµατα στην αίσθηση µηχανικών ερεθισµάτων. Μια από τις 

συµπεριφορές που ελέγχθηκαν είναι το ‘nose touch response’. Πρόκειται για την ιδιότητα του 

C. elegans να οπισθοχωρεί και να αλλάζει κατεύθυνση στην πορεία του όταν συναντήσει 

κάποιο εµπόδιο. Η συµπεριφορά αυτή οφείλεται στην αίσθηση µηχανικού ερεθίσµατος (από 

την πρόσκρουση στο εµπόδιο) από τους νευρώνες ASH, FLP και OLQ (Colbert et al., 1997). 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων για τα παραπάνω στελέχη φαίνονται στο διάγραµµα 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∆ιάγραµµα 1 Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα απόκρισης του στελέχους ∆T28F4.2 (ΟΚ289) µετά από 
µηχανικό ερέθισµα στο εµπρόσθιο άκρο του οργανισµού (anterior end) 
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 Εδώ φαίνεται ότι η µεταλλαγή (έλλειψη) στο γονίδιο T28F4.2 µειώνει την ικανότητα 

του ατόµου να αποκρίνεται σε µηχανικά ερεθίσµατα στο πρόσθιο άκρο του σώµατος. 

Αντίθετα, δεν παρατηρήθηκε αντίστοιχο φαινοτυπικό µειονέκτηµα για µηχανικά ερεθίσµατα 

που ασκούνται στα υπόλοιπα µέρη του σώµατος. Πρόκειται δηλαδή για ερεθίσµατα τα οποία 

όταν ασκούνται στο οπίσθιο άκρο του σώµατος προκαλούν την επιτάχυνση του ατόµου προς 

τα εµπρός, ενώ όταν ασκηθούν στο µέσο του σώµατος προκαλούν την οπισθοπορεία του 

ατόµου. Τέλος, η έλλειψη του γονιδίου ΖΚ770.1 δεν προκάλεσε κανένα φαινοτυπικό 

µειονέκτηµα το οποίο να σχετίζεται µε την αίσθηση και την απόκριση σε µηχανικά ερεθίσµατα. 

 
v) Στην συνέχεια έγινε έλεγχος της ικανότητας απόκρισης των στελεχών ΟΚ289 και 

ΟΚ415 σε υψηλό οσµωτικό στρες. Καθώς είναι γνωστό ο C. elegans έχει την δυνατότητα να 

αισθάνεται και να αποφεύγει περιβάλλοντα υψηλής οσµωτικής συγκέντρωσης, γεγονός που 

είναι απαραίτητο για την επιβίωσή του, καθώς φυσιολογικά ζει και αναπτύσσεται στο χώµα. Οι 

νευρώνες από τους οποίους κυρίως επιτελείται η διαδικασία αυτή της αποφυγής υψηλού 

οσµωτικού στρες (osmotic avoidance) είναι οι ASH. Από το πρότυπο έκφρασης των γονιδίων 

T28F4.2 και ΖΚ770.1 φαίνεται ότι αυτά είναι πιθανό να εκφράζονται στους συγκεκριµένους 

νευρώνες (ASH). Για τον λόγο αυτό ελέγχθηκε η ικανότητα απόκρισης των στελεχών ΟΚ289 

και ΟΚ415 σε υψηλό οσµωτικό περιβάλλον. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο 

διάγραµµα 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
∆ιάγραµµα 2 Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα απόκρισης των στελεχών ∆ Τ28F4.2 (ΟΚ289)και 
∆ΖΚ770.1 (ΟΚ415) σε συνθήκες έντονης οσµωτικής πίεσης 

 

 Εδώ παρατηρήθηκε ότι και τα δυο γονίδια (T28F4.2 και ΖΚ770.1) συµµετέχουν στην 

διαδικασία αίσθησης και απόκρισης σε υψηλό οσµωτικό στρες, διακρίνοντας έτσι µία από τις 

λειτουργίες στις οποίες µπορεί να εµπλέκονται οι συγκεκριµένες Degenerins στον C. elegans.  

 

vi) Για τον λειτουργικό χαρακτηρισµό των συγκεκριµένων Degenerins έγιναν επιπλέον 

πειραµατικοί έλεγχοι, για την συµµετοχή τους σε νέες λειτουργίες στον οργανισµό. Στα 
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πλαίσια αυτής της προσέγγισης µελετήθηκε η ικανότητα των στελεχών ΟΚ289 και ΟΚ415 να 

αισθάνονται µια σειρά από διαφορετικές χηµικές ενώσεις, διαλυτές ή πτητικές. Η απόκριση 

αυτή που καλείται χηµειόταξη, είναι χαρακτηριστική για τον οργανισµό, καθώς και πολύ 

ανεπτυγµένη. Όπως έχει αναφερθεί, ο C. elegans µπορεί να αισθάνεται περισσότερες από 40 

διαφορετικές χηµικές ενώσεις αλλά και να διακρίνει διαφορετικές συγκεντρώσεις των ενώσεων 

αυτών. Αυτό επιτυγχάνεται µέσα από ένα ευρύτερο σύνολο αισθητήριων νευρώνων και 

γονιδίων. Οι νευρώνες αυτοί εκτείνονται στο πρόσθιο ή το οπίσθιο άκρο του οργανισµού 

όπου και έρχονται σε επαφή µε το εξωτερικό περιβάλλον. Είναι δηλαδή εντοπισµένοι σαν 

απολήξεις στο εµπρόσθιο ή το οπίσθιο άκρο και συγκροτούν τα αµφίδια και τα φασµίδια 

αντίστοιχα. Για την αίσθηση διαφορετικών χηµικών ενώσεων είναι υπεύθυνοι και διαφορετικοί 

νευρώνες. Επίσης, παρατηρείται σχετικά µικρή επικάλυψη των λειτουργιών ανάµεσα σε 

διαφορετικούς νευρώνες. Με τον τρόπο αυτό ο C. elegans έχει την δυνατότητα, όχι µόνο να 

αισθάνεται, αλλά και να διακρίνει διαφορετικές χηµικές ενώσεις, ακόµα και όταν οι διαφορές 

στην συγκέντρωσή τους είναι µικρές. Τα γονίδια που έχουν χαρακτηριστεί ως υπεύθυνα για 

την λειτουργία της χηµειόταξης είναι ειδικοί η γενικοί υποδοχείς των διάφορων χηµικών 

ενώσεων ή συµµετέχουν στην µετάδοση του ερεθίσµατος στους ενδιάµεσους και κινητικούς 

νευρώνες. 

 

 Ένα χαρακτηριστικό γνώρισµα του οργανισµού που σχετίζεται µε την χηµειόταξη είναι 

η ικανότητα αποθήκευσης της προγενέστερης πληροφορίας και η τροποποίηση της 

συµπεριφοράς του µε βάση αυτήν. Συγκεκριµένα ο C. elegans µπορεί να συνδυάζει την 

ύπαρξη µιας χηµικής ένωσης µε την παρουσία ή την έλλειψη τροφής στο περιβάλλον. Με τον 

τρόπο αυτό, όταν ο οργανισµός έχει αναπτυχθεί σε περιβάλλον µε πλούσια θρεπτικά, 

παρουσία µιας χηµικής ένωσης, επιλέγει να κινηθεί προς την ίδια χηµική ένωση, ακόµα και 

όταν στο περιβάλλον δεν υπάρχει πλέον τροφή. Κι αυτό, διότι η ύπαρξη τροφής έχει 

συσχετιστεί µε την παρουσία της δεδοµένης χηµικής ένωσης. Αντίθετα, ο συνδυασµός 

απώλειας τροφής µε την ύπαρξη δεδοµένης χηµικής ένωσης, απωθεί τον οργανισµό από την 

ένωση αυτή. Κι αυτό γιατί η συγκεκριµένη ένωση υποδεικνύει δυσµενείς περιβαλλοντικές 

συνθήκες, δηλαδή έλλειψη τροφής. Η ικανότητα αποθήκευσης προγενέστερης πληροφορίας 

και ο συσχετισµός διαφορετικών τέτοιων ερεθισµάτων καλείται associative learning and 

memory. Η αλλαγή της συµπεριφοράς αναλόγως µε το είδος των ερεθισµάτων που έχει 

αντιληφθεί ο οργανισµός, καλείται neural plasticity.  

 

 Η ικανότητα του οργανισµού να αισθάνεται τις διάφορες χηµικές ενώσεις, αλλά και η 

ικανότητά του να συνδυάζει διαφορετικά ερεθίσµατα, ελέγχθηκαν πειραµατικά. Για τον σκοπό 

αυτό άτοµα που είχαν αναπτυχθεί είτε παρουσία είτε απουσία τροφής τοποθετήθηκαν σε ένα 

περιβάλλον κλίσης συγκέντρωσης για κάποια χηµική ένωση. Η προτίµηση απέναντι στην 

ένωση αυτή ή όχι υπολογίζεται ως ένας δείκτης (δείκτης χηµειόταξης). Ανάλογα µε το αν τα 

άτοµα είχαν µεγαλώσει παρουσία ή απουσία τροφής εξάγεται και διαφορετικό συµπέρασµα. 

Ο δείκτης χηµειοτακτισµού παρουσία τροφής, υποδεικνύει την ικανότητα αίσθησης κάποιας 
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χηµικής ένωσης (χηµειόταξη). Ο δείκτης χηµειοτακτισµού απουσία τροφής, υποδεικνύει την 

ικανότητα συνδυασµού της ύπαρξης της χηµικής ένωσης και της απουσίας τροφής 

(associative learning and memory). Τα πειράµατα αυτά εκδηλώθηκαν για τρεις διαφορετικές 

διαλυτές χηµικές ενώσεις (NaCl, AcNa, NH4Cl) και µια πτητική (ισοαµιλική αλκοόλη). Τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών απεικονίζονται στα παρακάτω διαγράµµατα (3α-δ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
∆ιάγραµµα 3α Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα αίσθησης του NaCl από τα στελέχη ∆T28F4.2 
(ΟΚ289) και η αδυναµία των στελεχών ∆ZK770.1 (ΟΚ415) συνδυασµού του NaCl µε την έλλειψη τροφής 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
∆ιάγραµµα 3β Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα αίσθησης του NH4Cl από τα στελέχη F4.2 ∆T28
(ΟΚ289) και η αδυναµία των στελεχών ∆ΖΚ770.1 (ΟΚ415 ) συνδυασµού του NH4Cl µε την έλλειψη 
τροφής 
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∆ιάγραµµα 3γ Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα αίσθησης του AcNa από τα στελέχη ∆T28F4.2 
(ΟΚ289) και η αδυναµία των στελεχών ∆ZK770.1 (ΟΚ415) συνδυασµού του AcNa µε την έλλειψη τροφής 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∆ιάγραµµα 3δ Παρατηρείται η µειωµένη ικανότητα αίσθησης της ισοαµιλικής αλκοόλης από τα στελέχη 
∆T28F4.2 (ΟΚ289) και η αδυναµία των στελεχών ∆ZK770.1 (ΟΚ415) συνδυασµού της ισοαµιλικής µε την 
έλλειψη τροφής 

 

 Από τα παραπάνω πειράµατα φάνηκε ότι η έλλειψη του γονιδίου T28F4.2 στο 

στέλεχος ΟΚ289 προκαλεί µειωµένη ικανότητα αίσθησης χηµικών ενώσεων. Αυτό το 

φαινοτυπικό µειονέκτηµα δεν περιορίζεται σε κάποια συγκεκριµένη χηµική ένωση, αλλά ούτε 

ανάλογα µε το αν αυτή είναι διαλυτή ή πτητική. Αντίθετα, παρατηρείται ένα γενικότερο 

µειονέκτηµα αίσθησης χηµικών ενώσεων, το οποίο εκτείνεται σε ένα µεγάλο εύρος ενώσεων. 

Αυτό κάνει πολύ πιθανό, το γονίδιο T28F4.2 να µην κωδικοποιεί κάποιον συγκεκριµένο 

χηµειοϋποδοχέα, αλλά για ένα µόριο που συµµετέχει στην µετάδοση ή την µετατροπή του 

χηµικού ερεθίσµατος σε σήµα, σε µοριακό επίπεδο. Το γεγονός ότι το στέλεχος ΟΚ289 

παρουσιάζει µειωµένη ικανότητα συσχετισµού του κάθε ερεθίσµατος µε την έλλειψη τροφής, 
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οφείλεται στην µειωµένη ικανότητα αίσθησης. Η αδυναµία αντίληψης ενός ερεθίσµατος επάγει 

και την µειωµένη δυνατότητα αποθήκευσης και συσχετισµού του ερεθίσµατος αυτού µε άλλα. 

 

 Επίσης, φάνηκε ότι το γονίδιο ΖΚ770.1 σχετίζεται µε την µνήµη του οργανισµού. Κι 

αυτό διότι όπως φάνηκε από τα παραπάνω πειράµατα, ενώ το στέλεχος ΟΚ415 έχει την 

ικανότητα αίσθησης όλων των χηµικών µορίων που ελέγχθηκαν, αδυνατεί να τα συνδυάσει µε 

την απουσία τροφής από το περιβάλλον. Πρόκειται δηλαδή για φαινοτυπικό µειονέκτηµα που 

σχετίζεται µε το associative learning and memory. 

 

νιι) Για την περαιτέρω διερεύνηση του λειτουργικού ρόλου των δυο αυτών γονιδίων 

διερευνήθηκε η ικανότητα των στελεχών ΟΚ289 και ΟΚ415 για θερµόταξη. Με τον όρο αυτό 

περιγράφεται η ικανότητα του C. elegans να επιλέγει ή να αποφεύγει µια δεδοµένη 

περιβαλλοντική θερµοκρασία, ανάλογα µε την ύπαρξη ή όχι τροφής στο περιβάλλον. Κατά 

αντίστοιχο τρόπο µε την διαδικασία της χηµειόταξης, ο C. elegans, κατά την θερµόταξη 

παρουσιάζει το φαινόµενο του neural plasticity. Κι εδώ δηλαδή παρατηρείται το φαινόµενο της 

επιλογής ή της αποφυγής στην µετακίνηση προς µια θερµοκρασία ανάλογα µε το αν η 

θερµοκρασία αυτή έχει προηγουµένως συσχετιστεί µε την ύπαρξη ή όχι τροφής στο 

περιβάλλον. Στην συγκεκριµένη περίπτωση, ανεξάρτητα αν ο οργανισµός έχει αναπτυχθεί σε 

συνθήκες επάρκειας ή έλλειψης τροφής, µε τον υπολογισµό του δείκτη θερµόταξης 

απεικονίζεται η ικανότητα µνήµης της θερµοκρασίας (διάγραµµα 4α-β). Η πειραµατική διάταξη 

που χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει την δηµιουργία γραµµικής θερµοκρασιακής κλίσης (linear 

temperature gradient) και τον έλεγχο της ικανότητας των στελεχών για θερµόταξη. Τα άτοµα 

που εξετάζονται έχουν αναπτυχθεί είτε παρουσία είτε απουσία τροφής σε σταθερή 

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
∆ιάγραµµα 4α Παρατηρείται ότι το στέλεχος ∆ZK770.1 (ΟΚ415) παρουσιάζει µειωµένη δυνατότητα 
µνήµης της περιβαλλοντικής θερµοκρασίας, καθώς δεν µεταβαίνει προς την θερµοκρασία αυτή. 
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∆ιάγραµµα 4β Παρατηρείται ότι το στέλεχος ∆ZK770.1 (ΟΚ415) παρουσιάζει µειωµένη δυνατότητα µνήµης 
καθώς δεν αποφεύγει την µετάβαση προς την θερµοκρασία στην οποία είχε αναπτυχθεί απουσία τροφής 
 
 Από τα παραπάνω πειράµατα φαίνεται ότι το στέλεχος ΟΚ415 φέρει σαφές 

µειονέκτηµα στον συσχετισµό της θερµοκρασίας του περιβάλλοντος και της παρουσίας 

τροφής σε αυτό. Τα αποτελέσµατα αυτά, σε συνδυασµό µε τα προηγούµενα, δείχνουν ότι το 

γονίδιο ΖΚ770.1 εµπλέκεται στην διαδικασία της µνήµης κατά έναν γενικότερο τρόπο και όχι 

µεµονωµένα σε σχέση µε χηµικά ή θερµοκρασιακά ερεθίσµατα. Τέτοια γονίδια συνήθως 

εκφράζονται και δρουν σε ενδιάµεσους νευρώνες, δηλαδή σε κοµβικά σηµεία του νευρικού 

συστήµατος, όπου και γίνεται η πρόσληψη, η επεξεργασία και η µετάδοση διαφορετικών 

ερεθισµάτων. 

 
viii) Τα αποτελέσµατα που περιγράφηκαν αναφέρονται σε φαινοτύπους βάσει των 

οποίων είναι δυνατό να περιγράφει και να καθοριστεί ο ρόλος του κάθε γονιδίου που 

µελετάται στον οργανισµό. Τα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν για τον σκοπό αυτό είναι 

οµόζυγα για µια µεταλλαγή (έλλειψη) σε κάθε τέτοιο γονίδιο. Όλες οι µέχρι τώρα 

παρατηρήσεις σχετίζονται και ερµηνεύονται µε βάση την απουσία του εκάστοτε γονιδίου. 

Εντούτοις, ο τρόπος σχηµατισµού τέτοιων µεταλλαγµένων στελεχών περιλαµβάνει την 

πιθανότητα ύπαρξης και άλλων µεταλλαγών στο γένωµα του οργανισµού. Οι συνθήκες 

µεταλλαξογένεσης δεν αποκλείεται να έχουν προκαλέσει επιµέρους µεταλλαγές οι οποίες να 

µην έχουν ορατό φαινοτυπικό αποτέλεσµα. Τέτοιες µεταλλαγές όµως είναι δυνατόν να 

προκαλούν την εµφάνιση των φαινοτυπικών ιδιαιτεροτήτων που έχουν ως τώρα παρατηρηθεί. 

Επίσης, είναι πιθανό οι παρατηρούµενοι φαινότυποι να µην σχετίζονται µε την έλλειψη του 

µελετούµενου γονιδίου, αλλά µε κάποια τυχαία µεταλλαγή σε άγνωστο γονίδιο. Για την 

πρόληψη τέτοιων γεγονότων έχει αρχικά γίνει το καλούµενο “out crossing”. Πρόκειται δηλαδή 

για τον «καθαρισµό» του µεταλλαγµένου στελέχους µετά από επτά διαδοχικές διασταυρώσεις 

µε άτοµα αγρίου τύπου. Κατά τις αλλεπάλληλες αυτές διασταυρώσεις γίνεται 

«αντικατάσταση» των χρωµοσωµάτων που φέρουν ανεπιθύµητες µεταλλαγές µε 
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χρωµοσώµατα αγρίου τύπου. Τυχαίες µεταλλαγές που βρίσκονται στο ίδιο χρωµόσωµα µε 

αυτό που φέρει την επιθυµητή µεταλλαγή αποµακρύνονται κατά την διαδικασία του 

ανασυνδυασµού. Εντούτοις, παραµένει ο κίνδυνος της ύπαρξης τυχαίας µεταλλαγής σε 

γενετικό τόπο ο οποίος βρίσκεται κοντά στον γενετικό τόπου του µελετούµενου γονιδίου. Σε 

µια τέτοια περίπτωση η πιθανότητα ανασυνδυασµού και εξάλειψης της τυχαίας µεταλλαγής 

είναι µηδαµινή (εικ 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 10 Απεικονίζεται ο γενετικός χάρτης του χρωµοσώµατος Ι και ο γενετικός τόπος του γονιδίου 
ΖΚ770.1. Παράλληλα, φαίνεται ότι ο τελευταίος χάρτης περιγράφει το κοσµίδιο ΖΚ770 στο οποίο και 
βρίσκεται το γονίδιο ΖΚ770.1, αλλά και τα «γειτονικά» σε αυτό γονίδια. 

 
 Για τους λόγους αυτούς και προκειµένου να γίνει επιβεβαίωση ότι τα παρατηρούµενα 

αποτελέσµατα οφείλονται αποκλειστικά στην έλλειψη συγκεκριµένου γονιδίου, γίνεται το 

πείραµα της διάσωσης του φαινοτύπου. Κατά την διαδικασία αυτή γίνεται µετασχηµατισµός 

του µεταλλαγµένου στελέχους (ΟΚ415 ή T28F4.2) µε ένα τµήµα γενωµικού DNA αγρίου 

τύπου. Το τµήµα αυτό του γενωµικού DNA περιλαµβάνει εξολοκλήρου το φυσιολογικό 

γονίδιο, το οποίο πρόκειται να συµπληρώσει το αντίστοιχο µεταλλαγµένο. Τα 

µετασχηµατισµένα στελέχη σε αυτήν την περίπτωση αναµένεται να παρουσιάσουν 

αναστροφή του ως τώρα παρατηρούµενου φαινοτύπου. ∆ηλαδή, η ύπαρξη του 

εξωχρωµοσωµικού DNA συµπληρώνει τον µεταλλαγµένο φαινότυπο. 

 

 Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος αυτού ενισχύθηκε το τµήµα DNA που 

αντιστοιχεί στο γονίδιο ΖΚ770.1 (µήκους 5,8kb) µε την αντίδραση πολυµεράσης (PCR). Το 

προϊόν της αντίδρασης ενέθηκε σε άτοµα του στελέχους ΖΚ770.1, τα οποία και 

µετασχηµατίστηκαν. Τα µετασχηµατισµένα αυτά στελέχη πρόκειται να ελεγχθούν σε όλα τα 

παραπάνω πειράµατα. Αν το εξωχρωµοσωµικό DNA που φέρουν τα µετασχηµατισµένα 

στελέχη συµπληρώνει την µεταλλαγή του γονιδίου ΖΚ770.1, τότε ο φαινότυπος αναµένεται να 

είναι αγρίου τύπου. 
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4.Συµπεράσµατα – Συζήτηση  
 
 Για την λειτουργική ανάλυση της οικογένειας των Degenerins πραγµατοποιήθηκαν µια 

σειρά από πειραµατικοί έλεγχοι σχετικά µε ορισµένους φαινοτύπους στον C. elegans. Για την 

αρχική ανίχνευση ανωµαλιών που οφείλονται στην έλλειψη των µελετούµενων γονιδίων, 

πραγµατοποιήθηκε καταστολή της έκφρασής τους µε την µέθοδο του RNAi. Από την 

πειραµατική αυτή διαδικασία δεν παρατηρήθηκε κάποιος φαινότυπος που να σχετίζεται µε την 

βιωσιµότητα, την αναπαραγωγή, την κίνηση, την παραγωγή ωαρίων και αυγών. Στην 

συνέχεια οι µελέτη επικεντρώθηκε στην ανίχνευση του ρόλου δυο γονιδίων (T28F4.2 και 

ZK770.1). 

 

 Με την χρησιµοποίηση οµόζυγα µεταλλαγµένων στελεχών (ΟΚ289 και ΟΚ415) έγιναν 

φαινοτυπικές παρατηρήσεις που σχετίζονται µε την µετάδοση µηχανικών ερεθισµάτων. Για το 

στέλεχος ΟΚ289 παρατηρήθηκε ότι έχει περιορισµένη ικανότητα απόκρισης σε υψηλό 

οσµωτικό περιβάλλον αλλά και σε χηµικά και µηχανικά ερεθίσµατα (nose touch response). 

Αντίθετα, το στέλεχος ΟΚ415 έχει µειωµένη ικανότητα απόκρισης σε περιβάλλον υψηλής 

οσµωτικής πίεσης, αλλά φυσιολογική απόκριση σε µηχανικά ερεθίσµατα. 

 

 Παρατηρήσεις που έγιναν στην συνέχεια και σχετίζονται µε την ικανότητα 

χηµειοτακτισµού και θερµόταξης οδήγησαν σε διαφορετικά συµπεράσµατα για το κάθε 

στέλεχος. Το στέλεχος ΟΚ289 παρουσιάζει ένα σαφές µειονέκτηµα στην αίσθηση χηµικών 

ερεθισµάτων, ανεξάρτητα αν αυτά είναι διαλυτές ή πτητικές χηµικές ενώσεις. Αντίθετα, 

εµφανίζει σχεδόν φυσιολογική απόκριση όταν πρόκειται για την ανίχνευση της 

περιβαλλοντικής θερµοκρασίας και τον συσχετισµό της µε την ύπαρξη τροφής στο 

περιβάλλον αυτό.  

 

 Το στέλεχος ΟΚ415 δεν εµφανίζει καµία αδυναµία στην αίσθηση χηµικών 

ερεθισµάτων, όµως παρουσιάζει σαφές µειονέκτηµα στον συσχετισµό του εκάστοτε χηµικού 

ερεθίσµατος µε την απουσία τροφής από το περιβάλλον του. Η παρατήρηση αυτή 

επιβεβαιώνεται όταν το ερέθισµα δεν είναι χηµικό, αλλά θερµικό (θερµοκρασία 

περιβάλλοντος). ∆ηλαδή, γίνεται σαφές ότι η απουσία του γονιδίου ΖΚ770.1 από το στέλεχος 

ΟΚ415 προκαλεί αδυναµία µνήµης και συσχετισµού διαφορετικών ερεθισµάτων (χηµικό ή 

θερµικό ερέθισµα και τροφή). Το γεγονός ότι οι παρατηρήσεις αυτές για το στέλεχος ΟΚ415 

επαληθεύονται µε διαφορετικά ερεθίσµατα, υποδηλώνει ότι το συγκεκριµένο γονίδιο 

διαδραµατίζει έναν κοµβικό, παρά περιφερειακό ρόλο στην διαδικασία της µνήµης. 
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5.Μελλοντικές κατευθύνσεις 
 
 Το σύνολο των παραπάνω αποτελεσµάτων δείχνουν ότι οι Degenerins συγκροτούν 

µια οικογένεια πρωτεϊνών ο ρόλος των περισσότερων από τις οποίες µένει να εξακριβωθεί. 

Φάνηκε ότι τα νέα µέλη της συγκεκριµένης οικογένειας που συνεχώς µελετώνται, έχουν 

ρόλους οι οποίοι δεν σχετίζονται αυστηρά µε τον ρόλο των πρώτων µορίων που 

ερευνήθηκαν, δηλαδή το mechanotranduction και το neurodegeneration. Οι παραπάνω 

παρατηρήσεις δείχνουν ότι δυο από τις Degenerins έχουν λειτουργικό ρόλο στην χηµειόταξη 

και την µνήµη αντίστοιχα. Τις παρατηρήσεις αυτές οφείλουν να υποστηρίξουν και να 

συµπληρώσουν επιπλέον πειραµατικά δεδοµένα.  

 

Η παρατήρηση της «διάσωσης του φαινοτύπου» πρόκειται να υποδείξει αν οι 

παραπάνω φαινότυποι προέκυψαν από µεταλλαγή στο γονίδιο που ερευνάται ή από τυχαία 

µεταλλαγή σε άγνωστο γονίδιο. Επίσης, για το στέλεχος ΟΚ415 µπορεί να γίνει επιβεβαίωση 

των υπαρχόντων αποτελεσµάτων µε επιπλέον πειραµατικές διατάξεις, όπως ο έλεγχος της 

µνήµης σε µηχανικό ερέθισµα, αλλά και µε ένα εναλλακτικό πείραµα συσχετισµού της 

περιβαλλοντικής θερµοκρασίας µε την ύπαρξη ή όχι τροφής. Σύµφωνα µε την πειραµατική 

αυτή διάταξη που καλείται ‘single worm thermotaxis assay” ένα άτοµο κάθε φορά εξετάζεται. 

Συγκεκριµένα, έχει αρχικά σχηµατιστεί κυκλική θερµοκρασιακή κλίση (radial gradient) µε 

αποτέλεσµα την ύπαρξη διαδοχικών οµόκεντρων και ισόθερµων κύκλων. Πάνω στους 

κύκλους αυτούς αφήνεται ένα άτοµο, το οποίο εν συνεχεία επιλέγει και κινείται στην ισόθερµη 

που αντιστοιχεί στην θερµοκρασία στην οποία είχε αναπτυχθεί. Με τον τρόπο αυτό 

διαγράφεται ένας κύκλος εξαιτίας της κίνησής του, συµπεριφορά που είναι κατεξοχήν 

ενδεικτική του φαινοµένου της µνήµης.  

 

 Το ερώτηµα που ακολουθεί τις παραπάνω παρατηρήσεις σχετίζεται µε τους 

µοριακούς µηχανισµούς, στους οποίους εµπλέκονται τα γονίδια T28F4.2 και ZK770.1 και από 

τους οποίους προκύπτουν οι παραπάνω φαινότυποι. Σηµαντική πληροφορία, η οποία και θα 

καθοδηγήσει τις περαιτέρω µελέτες, πρόκειται να προκύψει από τον ακριβή καθορισµό του 

µοτίβου έκφρασης των γονιδίων που µελετούνται. Μέχρι τώρα έχει διαπιστωθεί ότι κάθε ένα 

από τα γονίδια αυτά εκφράζεται σε µια οµάδα νευρώνων, των οποίων η ακριβής ταυτότητα 

µένει να διαπιστωθεί. Ένας τρόπος να συµβεί αυτό είναι η χρώση µιας οµάδας νευρώνων µε 

την χρήση κατάλληλης χρωστικής. Η πειραµατική διάταξη που ακολουθείται σε αυτήν την 

περίπτωση καλείται “dye filling assay”. Σύµφωνα µε αυτήν γίνεται χρώση των “amphid 

neurons” οι οποίοι έρχονται σε επαφή µε το περιβάλλον. Καθώς η χρωστική που 

χρησιµοποιείται εκπέµπει την προσπίπτουσα ακτινοβολία σε διαφορετικό µήκος κύµατος από 

το GFP (το οποίο και εκφράζουν τα στελέχη) είναι δυνατός ο συνεντοπισµός χρωστικής µε 

GFP. Με τον τρόπο αυτό µπορεί να ταυτοποιηθεί η έκφραση κάποιου γονιδίου σε 

συγκεκριµένους νευρώνες.  
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 Κατά αντίστοιχο τρόπο είναι δυνατό να γίνει συνεντοπισµός του µάρτυρα GFP µε 

έναν δεύτερο µάρτυρα (ο οποίος εκπέµπει σε διαφορετικό µήκος κύµατος) όπως είναι ο ΥFP. 

Σε αυτήν την περίπτωση, ο δεύτερος µάρτυρας βρίσκεται υπό τον έλεγχο υποκινητή ο οποίος 

εκφράζεται ειδικά σε κάποιον / ους νευρώνα / ες. Με τον τρόπο αυτό η ταυτοποίηση των 

νευρώνων στους οποίους εκφράζεται το γονίδιο που µελετάται είναι περισσότερο ακριβής. Για 

την µελέτη της λειτουργίας γονιδίων του νευρικού συστήµατος γίνεται φανερό ότι σηµαντικό 

ρόλο κατέχει η κατανόηση του µοτίβου έκφρασης. Το µοτίβο έκφρασης δεν θα ήταν τόσο 

πληροφοριακό αν η εκδήλωση συγκεκριµένων φαινοτύπων δεν οφειλόταν σε πολύ 

συγκεκριµένους νευρώνες. Επίσης, στις περισσότερες των περιπτώσεων, υπάρχουν 

συγκεκριµένα γονίδια που εκφράζονται σε µια µικρή οµάδα νευρικών κυττάρων και τα οποία 

µε την δράση τους χαρακτηρίζουν τους νευρώνες αυτούς.  

 

 Σε ένα επόµενο στάδιο µελέτης οφείλει να πραγµατοποιηθεί ο τοπολογικός 

εντοπισµός του υπό µελέτη γονιδίου, εντός του κυττάρου στο οποίο εκφράζεται. Με τον τρόπο 

αυτό θα γίνει γνωστό αν η συµµετοχή του στην εκδήλωση των παραπάνω φαινοτύπων 

οφείλεται στην δράση του ως υποδοχέας η αν µεσολαβεί στην µετάδοση του εκάστοτε 

σήµατος. Εδώ θα πρέπει να διευκρινιστεί ότι η οµοιότητα στην αλληλουχία των γονιδίων 

T28F4.2 και ZK770.1 µε γνωστά κανάλια ιόντων νατρίου δεν προϋποθέτει ανάλογη λειτουργία 

για τα µόρια αυτά. Είναι δηλαδή πολύ πιθανό να επιτελούν τελείως διαφορετικό ρόλο σε 

σχέση µε προηγούµενα µέλη της οικογένειας. 

 

 Εφόσον γίνει γνωστό το ακριβές µοτίβο έκφρασης των παραπάνω γονιδίων, είναι 

δυνατό στην συνέχεια να γίνει ανάλυση επίστασης µε άλλα γονίδια, τα οποία είτε εκφράζονται 

στους ίδιους νευρώνες είτε εµπλέκονται σε κοινές λειτουργίες. Η µελέτη αυτή πρόκειται να 

γίνει µε την χρησιµοποίηση διπλά µεταλλαγµένων στελεχών και παρατήρηση της 

συµπεριφοράς τους σε διαδικασίες όπως η χηµειόταξη και η θερµόταξη. Με τον τρόπο αυτό 

θα καθοριστούν οι µοριακοί συσχετισµοί των υπό µελέτη µορίων µε άλλα, ήδη γνωστά. 

Επιπρόσθετα, κάτω από το πρίσµα της συγκεκριµένης ανάλυσης διακρίνονται νέοι στόχοι για 

περαιτέρω µελέτη σε βιοχηµικό επίπεδο, όπως είναι για παράδειγµα η µελέτη πιθανών 

αλληλεπιδράσεων των παραπάνω µορίων. 

 

 Οµόλογες πρωτεΐνες των Degenerins στα θηλαστικά (ENaCs) έχει αποδεχθεί να 

εµπλέκονται σε σηµαντικές λειτουργίες, αλλά και σε ασθένειες (Liddle syndrome, non 

syndromic deafness), γεγονός που αναδεικνύει την σηµασία της κατανόησης του ρόλου τους. 

Με την παραπάνω µελέτη φάνηκε ότι µετά το neurodegeneration και το mechanotransduction, 

οι Degenerins έχουν σηµαντικό ρόλο και σε νέες διαδικασίες αίσθησης. Εκείνο που 

αναµένεται να κατοχυρώσει τις µέχρι τώρα παρατηρήσεις είναι η διαλεύκανση του τόπου µε 

τον οποίο δρουν τα συγκεκριµένα µόρια. Ο τρόπος µε τον οποίο ρυθµίζονται, το µονοπάτι 

µεταγωγής σήµατος, αλλά και η σχέση τους µε άλλες πρωτεΐνες που συµµετέχουν στις 

διαδικασίες αυτές είναι µελλοντικοί στόχοι. Μέσα από τέτοιες προσεγγίσεις αναµένεται να 
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κατανοηθεί ο τρόπος µε τον οποίο συµβάλουν οι συγκεκριµένες πρωτεΐνες στην διαδικασία 

της αίσθησης χηµικών ερεθισµάτων και της µνήµης. 
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