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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Ο φλοιόσ των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων των κθλαςτικϊν, αποτελεί τθν ζδρα όλων των ανϊτερων αιςκθτικϊν, 

κινθτικϊν και ςυνειρμικϊν λειτουργιϊν. Απαραίτθτθ προχπόκεςθ για τθ ςωςτι λειτουργία του φλοιοφ, είναι θ 

ςωςτι τοποκζτθςθ των νευρϊνων κατά τθν ανάπτυξθ, θ διαφοροποίθςθ και θ ενςωμάτωςι τουσ ςε λειτουργικά 

νευρικά δίκτυα. Ζχει παρατθρθκεί πωσ οποιαδιποτε ανωμαλία ςτισ παραπάνω διεργαςίεσ, ςυχνά αποτελεί τθ βάςθ 

χρόνιων πακιςεων, όπωσ θ επιλθψία, θ ςχιηοφρζνεια και ο αυτιςμόσ. Επομζνωσ, θ κατανόθςθ των μθχανιςμϊν 

που κακορίηουν τθν ανάπτυξθ και τθ ςωςτι λειτουργία των νευρικϊν κυττάρων του φλοιοφ, αποτελεί απαραίτθτθ 

προχπόκεςθ για τθν κατανόθςθ τθσ πακολογίασ του εγκεφάλου και τθν αντιμετϊπιςθ πολλϊν πακιςεων. 

Οι μοριακοί μθχανιςμοί που ρυκμίηουν τα ςτάδια ανάπτυξθσ των ενδονευρϊνων, από τθ γζννθςι τουσ, ωσ τθν 

οριηόντια μετανάςτευςθ και τθ διαφοροποίθςι τουσ, ζχουν αποτελζςει αντικείμενο εκτεταμζνθσ ζρευνασ. 

Σελευταία ζχουν χαρακτθριςτεί αρκετά μόρια που μετζχουν ςτθν ανάπτυξθ των ενδονευρϊνων, κυρίωσ ςτο ςτάδιο 

τθσ μετανάςτευςισ τουσ. Προκειμζνου οι νεογζννθτοι νευρϊνεσ να καταλιξουν ςτισ ςωςτζσ κζςεισ τουσ ςτο φλοιό, 

απαιτείται ο ςυντονιςμόσ εξωκυττάριων κακοδθγθτικϊν ςθμάτων, αυξθτικϊν παραγόντων και μορίων κυτταρικισ 

ςυνάφειασ, κακϊσ και ενδοκυττάριων ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν. 

Σα μόρια κυτταρικισ ςυνάφειασ, εντοπίηονται ςτθν επιφάνεια των νευρικϊν κυττάρων και ςτο 

μικροπεριβάλλον του νευράξονα και διαδραματίηουν κεντρικό ρόλο ςε ποικίλεσ διεργαςίεσ των κυττάρων 

αυτϊν, γεγονόσ που τα κακιςτά πολφ ςθμαντικά για τθ ςωςτι λειτουργία του φλοιοφ και του νευρικοφ 

ςυςτιματοσ γενικότερα. 

΢τθν παροφςα πειραματικι διαδικαςία μελετικθκε θ ζκφραςθ τθσ TAG-1, που ανικει ςτα μόρια κυτταρικισ 

ςυνάφειασ και παρατθρείται ςε πλθκϊρα αξονικϊν και κυτταρικϊν πλθκυςμϊν κατά τθν εμβρυογζνεςθ. 

Ενδιαφζρον αποτελεί το γεγονόσ ότι τα πειραματικά δεδομζνα υποςτθρίηουν πωσ οι ενδονευρϊνεσ 

μετακινοφνται πάνω ςτουσ φλοιοκαλαμικοφσ άξονεσ, οι οποίοι εκφράηουν ςτθν επιφάνειά τουσ τθν TAG-1, 

τόςο κατά τθν οριηόντια μετανάςτευςι τουσ, όςο και όταν αλλάηουν κατεφκυνςθ και κινοφνται ακτινωτά, 

προκειμζνου να καταλάβουν τισ τελικζσ κζςεισ τουσ ςτο φλοιό. 

΢τόχοσ των πειραμάτων που περιγράφονται παρακάτω, είναι θ κατανόθςθ του ρόλου των φλοιοκαλαμικϊν 

αξόνων ςτθν οριηόντια μετανάςτευςθ των ενδονευρϊνων και ςτθν ανάπτυξθ του φλοιοφ γενικότερα. Επειδι θ 

TAG-1 εκφράηεται ςτουσ φλοιοκαλαμικοφσ άξονεσ ςε όλα τα αναπτυξιακά ςτάδια χρθςιμοποιικθκε ωσ 

μοριακόσ δείκτθσ των αξόνων αυτϊν. 

Πιο ςυγκεκριμζνα χρθςιμοποιικθκε μια διαγονιδιακι ςειρά μυϊν, θ οποία μελετικθκε ωσ προσ τθν in vivo 

ζκφραςθ του διαγονιδίου Tag-1TgCre, ζτςι ϊςτε να διαπιςτωκεί αν αυτι ςυμφωνεί με το πρότυπο ζκφραςθσ του 

ενδογενοφσ γονιδίου τθσ TAG-1. 

Θ ςυγκεκριμζνθ ςειρά διαγονιδιακϊν αποτελεί χριςιμο εργαλείο για τθ μελζτθ πολλαπλϊν αναπτυξιακϊν 

διεργαςιϊν ςτο νευρικό ςφςτθμα. Μζςω τθσ διαςταφρωςθσ των ηϊων αυτϊν με κατάλλθλα διαγονιδιακά ηϊα, 

που φζρουν loxP τόπουσ ςε γονίδια που εμπλζκονται ςτθν ανάπτυξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ, είναι δυνατι θ 

λεπτομερισ μελζτθ του ρόλου αυτϊν των γονιδίων, ςε οποιαδιποτε διαδικαςία ςυμμετζχουν. 
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ΕΙ΢ΑΓΩΓΗ 
 

ΝΕΤΡΙΚΟ ΢Τ΢ΣΗΜΑ 

Σο νευρικό ςφςτθμα διακρίνεται ςε κεντρικό και περιφερικό και αποτελεί το ςφςτθμα που ρυκμίηει και 
ελζγχει τθν λειτουργία όλων των οργάνων του ςϊματοσ, κακϊσ επίςθσ και τθν μεταξφ τουσ αρμονικι 
ςυνεργαςία. Παράλλθλα αποτελεί τθν ζδρα των ψυχικϊν λειτουργιϊν και επιπλζον μζςω των αιςκθτιριων 
οργάνων (μάτι, αυτί, δζρμα, γλϊςςα, μφτθ) ςυμβάλλει ςτθν αντίλθψθ του περιβάλλοντοσ από τον οργανιςμό. 

Κατά κφριο λόγο αποτελείται κυρίωσ από εξειδικευμζνα κφτταρα, τουσ νευρϊνεσ, των οποίων θ λειτουργία 
είναι να υποδζχονται αιςκθτικά ερεκίςματα και να τα μεταφζρουν ςτα εκτελεςτικά όργανα, δθλαδι 
τουσ μυσ και τουσ αδζνεσ. 

 

ΕΓΚΕΦΑΛΟ΢ 

Ο εγκζφαλοσ αποτελεί το ςπουδαιότερο και μεγαλφτερο τμιμα του κεντρικοφ νευρικοφ  ςυςτιματοσ. 
Εντοπίηετε ςτο εςωτερικό του κρανίου και περιβάλλετε από τρεισ προςτατευτικοφσ υμζνεσ, τισ μινιγγεσ. 
Αποτελείται από δφο θμιςφαίρια,  τα οποία χωρίηονται μεταξφ τουσ μζςω τθσ επιμικθσ ςχιςμισ. Από τθν 
κάτω επιφάνειά του εκφφονται τα νεφρα και ξεκινά ο νωτιαίοσ μυελόσ. Οι  άνω και οι πλάγιεσ επιφάνειεσ του 
εγκεφάλου αποτελοφν τον εγκεφαλικό φλοιό.  

 

 

-Ο νωτιαίοσ μυελόσ αποτελεί βαςικι μονάδα του Κ.Ν.΢ 
και είναι ζνασ εςωτερικόσ ςωλινασ τθσ ςπονδυλικισ 
ςτιλθσ, μζςα ςτον οποίο διζρχονται οι νευρϊνεσ.  

Διακρίνεται ςτθ φαιά ουςία που βρίςκετε ςτο κζντρο 
του νωτιαίου μυελοφ και ςτθ λευκι ουςία, που 
αποτελείται κυρίωσ από νευρογλοιακά κφτταρα, και  
βρίςκεται εξωτερικά. 

 

 

-Ο εγκεφαλικόσ φλοιόσ αποτελεί μια δομι ςτον εγκζφαλο των 
ςπονδυλωτϊν με χαρακτθριςτικζσ λειτουργικζσ και δομικζσ 
ιδιότθτεσ, κακϊσ  διαδραματίηει κεντρικό ρόλο ςε όλεσ τισ 
ανϊτερεσ εγκεφαλικζσ λειτουργίεσ, όπωσ θ μνιμθ, θ προςοχι, θ 
αντίλθψθ, θ ςκζψθ, θ γλϊςςα και θ ςυνείδθςθ. 

Θ επιφάνεια του φλοιοφ περιζχει πολλζσ εγκολπϊςεισ, 
τισ ζλικεσ, με αποτζλεςμα ςχεδόν τα 2/3 του φλοιοφ να 
βρίςκονται κρυμμζνα μζςα ςτισ αφλακεσ που ςχθματίηονται.  

Ο εγκεφαλικόσ φλοιόσ αναπτφςςεται από τθν νευρικι πλάκα, θ 
οποία πτυχϊνεται και κλείνει για να δθμιουργθκεί ο νευρικόσ 
ςωλινασ. Από τθν κοιλότθτα του νευρικοφ ςωλινα 
αναπτφςςεται το κοιλιακό ςφςτθμα, και από τα επικθλιακά 
κφτταρα των τοιχωμάτων του αναπτφςςονται οι νευρϊνεσ και τα 
γλοιακά κφτταρα. Από το πρόςκιο  μζροσ του νευρικοφ ςωλινα, 
τον Σελεγκζφαλο, προκφπτουν τα δφο εγκεφαλικά θμιςφαίρια 
και ο νεοφλοιόσ. 

 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CE%AC%CF%84%CE%B9
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CF%85%CF%84%CE%AF
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%94%CE%AD%CF%81%CE%BC%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%93%CE%BB%CF%8E%CF%83%CF%83%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CF%8D%CF%84%CE%B7
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%BF
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9D%CE%B5%CF%85%CF%81%CF%8E%CE%BD%CE%B1%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CF%85%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%B4%CE%AD%CE%BD%CE%B1%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CE%B3%CE%BA%CE%B5%CF%86%CE%B1%CE%BB%CE%B9%CE%BA%CE%AE_%CE%AD%CE%BB%CE%B9%CE%BA%CE%B1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%95%CE%B3%CE%BA%CE%B5%CF%86%CE%B1%CE%BB%CE%B9%CE%BA%CE%AE_%CE%B1%CF%8D%CE%BB%CE%B1%CE%BA%CE%B1&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A4%CE%B5%CE%BB%CE%B5%CE%B3%CE%BA%CE%AD%CF%86%CE%B1%CE%BB%CE%BF&action=edit&redlink=1
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ΣΑ ΚΤΣΣΑΡΑ ΣΟΤ ΝΕΤΡΙΚΟΤ ΢Τ΢ΣΗΜΑΣΟ΢  

Σα κφτταρα του νευρικοφ ςυςτιματοσ διακρίνονται ςε δφο βαςικζσ κατθγορίεσ:  

 Σα νευρογλοιακά κφτταρα που αποτελοφν το 80% των κυττάρων αυτϊν  

 και τουσ νευρϊνεσ  

 

-Σα νευρογλοιακά κφτταρα ςυνιςτοφν μθ νευρικά κφτταρα τα οποία ςυμβάλλουν ςτθ διατιρθςθ τθσ                                     
ομοιόςταςθσ και ςτθν προςταςία των νευρϊνων του ΚΝ΢ και του ΠΝ΢. Πιο ςυγκεκριμζνα, οι  ρόλοι που  
διαδραματίηουν τα κφτταρα αυτά ωσ προσ τουσ νευρϊνεσ είναι οι εξισ: 

 τουσ περιβάλλουν και τουσ ςυγκρατοφν ςτθ κζςθ τουσ 

 τουσ παρζχουν κρεπτικζσ ουςίεσ και οξυγόνο 

 τουσ απομονϊνουν τον ζναν απ’ τον άλλον 

 εξουδετερϊνουν  πακογόνα και   

 απομακρφνουν νεκροφσ νευρϊνεσ 

 

 Σα νευρογλοιακά κφτταρα διακρίνονται ςε: 

 Αςτροκφτταρα, τα οποία ζχουν κυρίωσ υποςτθρικτικό 
–δομικό ρόλο, ενϊ λαμβάνουν μζροσ και ςε 
πολφπλοκεσ διαδικαςίεσ όπωσ του ανοςοποιθτικοφ 

 Ολιγοδενδροκφτταρα, τα οποία επενδφουν τουσ 
άξονεσ των νευρϊνων με μια ςτιβάδα λιπιδίων που 
ονομάηεται μυελίνθ 

 Επενδυματικά κφτταρα, που διαδραματίηουν ρόλο 
ςτθν προςταςία του εγκεφαλονωτιαίου υγροφ 

 Μικρογλοιακά κφτταρα, που αποτελοφν τα 
«μακροφάγα» κφτταρα του νευρικοφ ςυςτιματοσ 

 Κφτταρα Schwann, τα οποία επενδφουν τα περιφερικά 
νεφρα με μυελίνθ και ςυμβάλλουν ςτθν 
ανακαταςκευι των κατεςτραμμζνων περιφερικϊν 
νεφρων.  

 Οι τζςςερεισ πρϊτεσ κατθγορίεσ νευρογλοιακϊν κυττάρων κατατάςςονται ςτα κφτταρα του Κεντρικοφ 
Νευρικοφ ΢υςτιματοσ, ενϊ θ τελευταία κατθγορία ςτο Περιφερικό Νευρικό ΢φςτθμα . 

-Οι νευρώνεσ διακζτουν δφο ςθμαντικζσ ιδιότθτεσ, τθν αγωγιμότθτα και τθν διεγερςιμότθτα. Πρόκειται για 
ειδικευμζνα κφτταρα που διαδραματίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτθ διζγερςθ και μετάδοςθ νευρικισ ϊςθσ.  

 

      Θ δομι τουσ διακρίνεται ςτα εξισ χαρακτθριςτικά: 

 

 το κυτταρικό ςϊμα που περιλαμβάνει τον 
πυρινα και μεγάλο αρικμό οργανιδίων  

 και από μία ι περιςςότερεσ αποφυάδεσ που 
διακρίνονται ςτουσ δενδρίτεσ όταν ςυλλζγουν 
τα ςιματα που ςτζλνονται ςτο κφτταρο και 
ςτουσ άξονεσ όταν μεταδίδουν ϊςεισ από το 
κυτταρικό ςϊμα.  

 

 Οι νευρϊνεσ κατθγοριοποιοφνται ανάλογα με τον αρικμό των αποφυάδων τουσ ςε μονοπολικοφσ, 
πολυπολικοφσ, αιςκθτικοφσ, κινθτικοφσ και ςυνδετικοφσ.   
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ΦΛΟΙΟ΢ 

 
Ο φλοιόσ των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων αποτελεί μια εξελικτικά ςυντθρθμζνθ δομι , θ οποία είναι υπεφκυνθ 
για όλεσ τισ ανϊτερεσ αιςκθτικζσ και κινθτικζσ λειτουργίεσ των κθλαςτικϊν. Αποτελεί τθν πιο πρόςφατθ 
εξελικτικά περιοχι του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ και χαρακτθρίηεται από ιδιαίτερθ δομικι 
πολυπλοκότθτα, αποτελοφμενοσ από μεγάλθ ποικιλία κυτταρικϊν πλθκυςμϊν, οργανωμζνων ςε ςτιβάδεσ. Θ 
οργάνωςθ και θ ποικιλομορφία των κυττάρων του φλοιοφ, τα οποία διαφζρουν τόςο μορφολογικά όςο και ςε 
λειτουργικό επίπεδο, ευκφνονται για τα μοναδικά χαρακτθριςτικά τθσ ςυγκεκριμζνθσ δομισ.  
 
 
ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΚΤΣΣΑΡΩΝ ΦΛΟΙΟΤ 

Οι νευρϊνεσ και τα γλοιακά κφτταρα του φλοιοφ, προζρχονται από το νευροεπικιλιο που περιβάλλει τισ 
κοιλίεσ του τελεγκεφάλου, το οποίο ονομάηεται κοιλιακι ηϊνθ (Ventricular Zone, VZ) (Rakic, 1982). Κατά τα 
αρχικά ςτάδια τθσ ανάπτυξθσ του εγκεφάλου, ςτθν κοιλιακι ηϊνθ εντοπίηονται πρόδρομα κφτταρα, τα οποία 
μζςω ςυμμετρικισ μιτωτικισ διαίρεςθσ ανανεϊνουν τον πλθκυςμό των πρόδρομων κυττάρων.  

΢ταδιακά και μζχρι το τζλοσ τθσ εμβρυογζνεςθσ, τα πρόδρομα κφτταρα μειϊνονται, κακϊσ θ πλειοψθφία 
αυτϊν διαιρείται οριςτικά, δθμιουργϊντασ μόνο νευρικά κφτταρα (Caviness and Takahashi, 1995). Μόλισ τα 
νευρικά κφτταρα εξζλκουν του κυτταρικοφ κφκλου, μεταναςτεφουν από τθν κοιλιακι ηϊνθ προσ τθν τελικι 
κζςθ τουσ ςτον αναπτυςςόμενο φλοιό.  

Κατά τισ εμβρυικζσ θμζρεσ από Ε11.5 ζωσ Ε18.5 παρατθρείται διαδοχικι μετανάςτευςθ νευρικϊν κυττάρων 
δθμιουργϊντασ τισ χαρακτθριςτικζσ ςτοιβάδεσ ςτθ δομι του φλοιοφ. (Hatten, 1999; Marin & Rubenstein 
2003; Ayala et al, 2007; Molyneaux et al, 2007).  

 

 

Πιο ςυγκεκριμζνα οι ςτοιβάδεσ που προκφπτουν είναι οι 
εξισ: 

 

 Προφλοιϊκι Πλάκα (Preplate, PP)  

 Επιχείλια Ηϊνθ (Marginal Zone, MZ) 

 Τποφλοιϊκι Πλάκα (Subplate, SP)  

 Φλοιϊκι Πλάκα (Cortical Plate, CP)  

 Ενδιάμεςθ Ηϊνθ (Intermediate Zone, IZ) 

 Τποκοιλιακι Ηϊνθ (Subventricular Zone, SVZ) 

 

 

 

Εικόνα 1. ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ ανάπτυξθσ του φλοιοφ των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων. Σα νευρικά κφτταρα εξζρχονται 
από τθν κοιλιακι ηϊνθ (VZ) και μεταναςτεφουν προσ το φλοιό, δθμιουργϊντασ αρχικά τθν προφλοιϊκι πλάκα (PP), θ οποία 
αργότερα χωρίηεται ςτθν επιφανειακι επιχείλια ηϊνθ (MZ) και τθν εςωτερικι υποφλοιϊκι πλάκα (SP). Θ φλοιϊκι πλάκα (CP), θ 
οποία κα δϊςει τισ ςτοιβάδεσ του φλοιοφ, ςχθματίηεται ανάμεςα ςτισ παραπάνω ηϊνεσ. Διαδοχικι μετανάςτευςθ νευρϊνων 
κατά τθν εμβρυογζνεςθ, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ δθμιουργία των ςτιβάδων του ϊριμου φλοιοφ. (Molyneaux et al., 2007).  

 

 

ΣΤΠΟΙ ΜΕΣΑΝΑ΢ΣΕΤ΢Η΢ ΣΩΝ ΝΕΤΡΙΚΩΝ ΚΤΣΣΑΡΩΝ ΣΟΤ ΦΛΟΙΟΤ 

Σα νευρικά κφτταρα μπορεί να μετακινοφνται είτε κάκετα προσ τθν εξωτερικι επιφάνεια του φλοιοφ, είτε 
παράλλθλα με αυτιν, ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςισ τουσ ςτον αναπτυςςόμενο Σελεγκζφαλο. ΢υχνά 
χρειάηεται να διανφςουν μεγάλεσ αποςτάςεισ από το ςθμείο γζννθςισ τουσ, μζχρι τθν τελικι τουσ κζςθ.  
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Πιο ςυγκεκριμζνα, τα κφτταρα αυτά μεταναςτεφουν ακολουκϊντασ δφο χαρακτθριςτικοφσ τφπουσ 
μετακίνθςθσ, κατά τθν ανάπτυξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ (Marin & Rubenstein, 2003; Ayala et al, 2007): 

 

 Ακτινωτι Κυτταρικι Μετανάςτευςθ  

Ακολουκείται από τα νευρικά κφτταρα που προζρχονται 
από τθν κοιλιακι ηϊνθ του ραχιαίου Σελεγκεφάλου. 

 Οριηόντια Κυτταρικι Μετανάςτευςθ 

Ακολουκείται από τα νευρικά κφτταρα που προζρχονται 
από τθν κοιλιακι ηϊνθ του βαςικοφ Σελεγκεφάλου.  

 Ωςτόςο, τα νευρικά κφτταρα που δθμιουργοφνται 
κοιλιακά και μεταναςτεφουν οριηόντια με τελικό 
προοριςμό το φλοιό των θμιςφαιρίων, μόλισ ειςζλκουν 
ςτο φλοιό, αλλάηουν τθν κατεφκυνςθ τθσ κίνθςισ τουσ 
και μεταναςτεφουν ακτινωτά, ζτςι ϊςτε να ειςζλκουν 
ςτθ ςωςτι φλοιϊκι ςτιβάδα.  

 
Εικόνα 2. Πρότυπα κυτταρικισ μετανάςτευςθσ ςτον αναπτυςςόμενο Σελεγκζφαλο. Σα νευρικά κφτταρα του ραχιαίου 
Σελεγκεφάλου μετακινοφνται ακτινωτά προσ το φλοιό (πράςινα βζλθ, a), ενϊ τα κφτταρα που γεννιοφνται κοιλιακά, 
μετακινοφνται με οριηόντια μετανάςτευςθ προσ τον τελικό προοριςμό τουσ (μωβ βζλθ, b, c). Σα κφτταρα π ου ειςζρχονται ςτο 
φλοιό οριηόντια, ςυνεχίηουν με ακτινωτι μετακίνθςθ, προκειμζνου να φκάςουν ςτθ ςωςτι φλοιϊκι ςτιβάδα (μωβ ςτικτό 
βζλοσ, d) (Σροποποιθμζνθ από Ayala et al, 2007; Kriegstein & Noctor, 2004).  

 

 

ΠΛΗΘΤ΢ΜΟΙ ΝΕΤΡΙΚΩΝ ΚΤΣΣΑΡΩΝ ΢ΣΟ ΦΛΟΙΟ ΣΩΝ ΗΜΙ΢ΦΑΙΡΙΩΝ  

Σα νευρικά κφτταρα των ςτιβάδων, οργανϊνονται ςε νευρικά δίκτυα, θ ςωςτι λειτουργία των οποίων είναι 
απαραίτθτθ για τθν κατανόθςθ και τθν ερμθνεία των περιβαλλοντικϊν ερεκιςμάτων, κακϊσ και για και τθν 
απόκριςθ του οργανιςμοφ ςε αυτά.  

Σα κφτταρα αυτά που απαρτίηουν το φλοιό των θμιςφαιρίων, κατθγοριοποιοφνται ςε δφο βαςικοφσ 
υποπλθκυςμοφσ, τουσ πυραμιδικοφσ νευρϊνεσ και τουσ μθ-πυραμιδικοφσ ενδονευρϊνεσ (Marin & 
Rubenstein, 2003).  

 

-Οι πυραμιδικοί νευρώνεσ αποτελοφν το 80% του ςυνολικοφ πλθκυςμοφ νευρϊνων και ακολουκοφν ακτινωτι 
μεταναςτευτικι πορεία (Gorski et al, 2002). Θ ανάπτυξθ και θ διαφοροποίθςθ των πυραμιδικϊν νευρϊνων 
είναι εκτενϊσ μελετθμζνθ και θ μετανάςτευςι τουσ είναι κακοριςτικι για τθ δθμιουργία των ςτοιβάδων του 
φλοιοφ (Gupta et al, 2002). Οι πυραμιδικοί νευρϊνεσ δθμιουργοφν διεγερτικζσ ςυνάψεισ χρθςιμοποιϊντασ ωσ 
νευροδιαβιβαςτι το γλουταμικό οξφ (glutamate).  

 

-Οι ενδονευρώνεσ του φλοιοφ δθμιουργοφνται ςτο βαςικό Σελεγκζφαλο και κατά τθν εμβρυογζνεςθ 
μεταναςτεφουν οριηόντια προσ τον αναπτυςςόμενο φλοιό. Εκεί διαφοροποιοφνται προσ ςυγκεκριμζνουσ 
υποπλθκυςμοφσ και ςχθματίηουν τοπικζσ αναςταλτικζσ ςυνάψεισ, ςθμαντικζσ για τθ ςωςτι λειτουργία των 
νευρικϊν δικτφων.  

 Μζςω των αναςταλτικϊν ςυνάψεων που δθμιουργοφν με τουσ πυραμιδικοφσ νευρϊνεσ , χρθςιμοποιϊντασ 
ωσ νευροδιαβιβαςτι το γ-αμινοβουτυρικό οξφ (GABA): 
 

 εξιςορροποφν τθν διζγερςθ του φλοιοφ 

 ελζγχουν τθ μετάδοςθ του ςιματοσ και  

 ςυντονίηουν τθν θλεκτρικι δραςτθριότθτα των κατά τόπουσ νευρικϊν δικτφων (Marin & Rubenstein, 
2001; Molyneaux et al, 2007) 
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Οι νευρϊνεσ αυτοί ςυνιςτοφν μια πολφ ετερογενι ομάδα, τόςο ωσ προσ τθ μορφολογία των κυττάρων και τισ 
θλεκτροφυςιολογικζσ τουσ ιδιότθτεσ, όςο και ωσ προσ το είδοσ του νευροπεπτιδίου και άλλων πρωτεϊνϊν που 
εκφράηουν (Sussel et al., 1999; Butt et al., 2008; Wonders et al., 2008), και είναι πολφ ςθμαντικοί ςε 
λειτουργίεσ όπωσ θ μνιμθ και θ μάκθςθ (Lee et al, 2008).  

 

Οι ενδονευρϊνεσ μποροφν να κατθγοριοποιθκοφν βάςει των ακόλουκων διακριτϊν χαρακτθριςτικϊν τουσ: 

 τθσ ζκφραςθσ των πρωτεϊνϊν για τθν δζςμευςθ αςβεςτίου 

 του νευροπεπτιδίου που εκφράηουν 

 του ςθμείου προζλευςισ τουσ ςτον αναπτυςςόμενο εγκζφαλο 

 το χρόνο γζννθςισ τουσ 

 

Είναι ςθμαντικό να αναφερκεί, ότι  θ ςωςτι τοποκζτθςθ των νευρϊνων κατά τα ςτάδια τθσ ανάπτυξθσ, θ 
διαφοροποίθςθ και θ ενςωμάτωςι τουσ ςτα κατάλλθλα λειτουργικά νευρικά δίκτυα αποτελοφν ςθμαντικζσ 
προχποκζςεισ για τθν ομαλι ανάπτυξθ και τθν επίτευξθ τθσ ςωςτισ λειτουργίασ του οργανιςμοφ.  

Οποιαδιποτε ανωμαλία ςτισ παραπάνω διεργαςίεσ, ςυχνά αποτελεί τθ βάςθ χρόνιων πακολογικϊν 
καταςτάςεων, όπωσ θ ςχιηοφρζνεια, θ διανοθτικι κακυςτζρθςθ οι επιλθψίεσ και ο αυτιςμόσ (Gressens, 2006; 
Suzuki, 2007)κακϊσ και ςοβαρζσ εγκεφαλοπάκειεσ και ςφνδρομα, (Suzuki, 2007). Επομζνωσ, θ κ ατανόθςθ των 
μθχανιςμϊν που κακορίηουν τθν ανάπτυξθ και τθ ςωςτι λειτουργία των νευρικϊν τμθμάτων του εγκεφάλου 
και πιο ςυγκεκριμζνα του φλοιοφ, αποτελεί απαραίτθτθ προχπόκεςθ για τθν κατανόθςθ τθσ πακολογίασ του 
εγκεφάλου και τθν αντιμετϊπιςθ των πακιςεων. 

 

ΟΡΙΖΟΝΣΙΑ ΜΕΣΑΝΑ΢ΣΕΤ΢Η ΣΩΝ ΕΝΔΟΝΕΤΡΩΝΩΝ ΠΡΟ΢ ΣΟ ΦΛΟΙΟ  

Μία κεμελιϊδθσ απορία ςτο πεδίο των αναπτυξιακϊν νευροεπιςτθμϊν είναι πϊσ οι νευρϊνεσ βρίςκουν τθν 
κατάλλθλθ κζςθ τουσ ςτο φλοιό. Από παλαιότερεσ μελζτεσ ζχουμε αδιάςειςτα ςτοιχεία που υποδεικνφουν ότι 
θ νευρωνικι μετανάςτευςθ επιτυγχάνεται μζςω ανακατανομισ  των κυτταροςκελετικϊν ςτοιχείων , ωσ 
απόκριςθ ςε εξωκυττάρια ςιματα, όπωσ είναι οι αυξθτικοί παράγοντεσ, τα κακοδθγθτικά ςιματα και τα 
μόρια κυτταρικισ ςυνάφειασ, που διαμεςολαβοφνται από πολυάρικμα ενδοκυτταρικά ςθματοδοτικά 
μονοπάτια (Ayala et al, 2007). 

 

ΜΟΡΙΑ ΚΤΣΣΑΡΙΚΗ΢ ΢ΤΝΑΦΕΙΑ΢ (CAMs)  

Κατά τθν ανάπτυξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ, τα νευρικά κφτταρα χρειάηονται τθ ςυνάφεια με το περιβάλλον 
τουσ προκειμζνου να μετακινθκοφν ςτθ ςωςτι κζςθ τουσ, να εκτείνουν άξονεσ και να δθμιουργιςουν 
ςυνάψεισ.  
 
Σα μόρια κυτταρικισ ςυνάφειασ, εντοπίηονται ςτθν επιφάνεια των νευρικϊν κυττάρων και ςτο 
μικροπεριβάλλον του νευράξονα και διαδραματίηουν κεντρικό ρόλο ςε πολλζσ διεργαςίεσ, γεγονόσ που τα 
κακιςτά πολφ ςθμαντικά για τθ ςωςτι λειτουργία του νευρικοφ ςυςτιματοσ (Katidou, Vidaki et al, 2008).  
 
Πιο ςυγκεκριμζνα, ςυμμετζχουν: 
Ι) ςτθν κυτταρικι αφξθςθ και διαφοροποίθςθ 
ΙΙ) ςτθν ανοςολογικι απόκριςθ κακϊσ και 
ΙΙΙ) ςτθν μετάδοςθ ςθμάτων από το εξωτερικό του κυττάρου ςτο εςωτερικό του.  
 
Σα μόρια αυτά κατθγοριοποιοφνται ςε κάποιεσ βαςικζσ οικογζνειεσ, βάςει τθσ  γενετικισ ςυγγζνειασ και τθσ 
δομικισ και λειτουργικισ ομοιότθτάσ τουσ. Οι ςθμαντικότερεσ από αυτζσ είναι: θ οικογζνεια των καντχερινϊν 
(Cadherins), οι ιντεγκρίνεσ (Integrins) και θ οικογζνεια των ανοςοςφαιρινϊν (Immunoglobulin Superfamily, 
IgSF).  
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IgCAMs 

Θ δομι των μορίων IgCAMs περιλαμβάνει περιοχζσ Ν-τερματικϊν Ig-like επαναλιψεων παρόμοιεσ με τισ 
ςτακερζσ επικράτειεσ των ανοςοςφαιρινϊν, ςυνικωσ με τθν C2 περιοχι των Ig μορίων (Williams and Barclay), 
ακολουκοφμενεσ ςε κάποια μζλθ από φιμπρονεκτινικζσ τφπου ΙΙΙ επικράτειεσ που εντοπίηονται πλθςιζςτερα 
ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ (Williams et al., 1989).  

Οι Ig/FNIII-like πρωτεΐνεσ αποτελοφν είτε διαμεμβρανικά CAMs και ζχουν κυτταροπλαςματικζσ περιοχζσ, είτε 
ςυνδζονται με τθ μεμβράνθ μζςω ουράσ γλυκοςυλφωςφατιδυλινοςιτόλθσ (GPI-linked). Επίςθσ, υπάρχουν και 
κάποια GPI-CAMs, τα οποία περιζχουν αποκλειςτικά Ig επικράτειεσ (υποοικογζνεια IgLON, Thy-1). 

Οι IgSF πρωτεΐνεσ είναι γνωςτό ότι αλλθλεπιδροφν με τον εαυτό τουσ (ομοφιλικι δζςμευςθ) και με άλλα 
μόρια (ετεροφιλικι δζςμευςθ), που είτε ανικουν ςτθν ίδια υπεροικογζνεια , είτε όχι (Karagogeos 2003; 
Rougon και Hobert 2003). 

Οι ρόλοι των IgCAMs ζχουν διερευνθκεί κυρίωσ κατά τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ και  πιο πρόςφατα ςτα 
πλαίςια του ενιλικου νευρικοφ ςυςτιματοσ. Πιο ςυγκεκριμζνα είναι γνωςτό ότι ρυκμίηουν τθν κυτταρικι 
ςυνάφεια, τθν ανάπτυξθ των νευριτϊν και τθ μετανάςτευςθ. 

 
 

Η ΠΡΩΣΕΙΝΗ TAG-1 

Θ πρωτεΐνθ TAG-1 (Transient Axonal surface Glycoprotein 1 ι contactin2 ι axonin-1), είναι ζνα νευρωνικό 
μόριο κυτταρικισ ςυνάφειασ, το οποίο ανικει ςτθν οικογζνεια των ανοςοςφαιρινϊν και ςυγκεκριμζνα ςτθν 
υπο-οικογζνεια των contactins (Katidou, Vidaki et al, 2008; Shimoda & Watanabe, 2009). 

 
Πρόκειται για μία GPI-ςυνδεδεμζνθ (GPI-linked) γλυκοπρωτεΐνθ 
μοριακοφ βάρουσ 135kDa. Αποτελείται από μια υδρόφοβθ αλλθλουχία 
ςτο αμινοτελικό άκρο τθσ, 6 επαναλιψεισ ομόλογεσ των C2 
ανοςοςφαιρικϊν περιοχϊν, 4 επαναλιψεισ με ομολογία ςτισ 
φιμπρονεκτινικζσ  τφπου ΙΙΙ περιοχζσ (Furley et al,1990), και 
προςδζνεται ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ μζςω τθσ ουράσ 
γλυκοςυλφωςφατιδυλινοςιτόλθσ που περιζχει ςτο καρβοξυτελικό 
άκρο τθσ. Θ πρωτεϊνθ TAG-1 εντοπίηεται επίςθσ και ςε διαλυτι μορφι 
(Karagogeos et al., 1991). Εκφράηεται από διάφορουσ υποπλθκυςμοφσ 
νευρϊνων κακϊσ και από τα ολιγοδενδροκφτταρα του ΚΝ΢ και τα 
κφτταρα Schwann του ΠΝ΢ παροδικά, κατά τθ διάρκεια που ο 
νευράξονασ εκτείνεται από το κυτταρικό ςϊμα (Traka et al., 2002).  
 
 
ΕΙΚΟΝΑ 3. Θ δομι τθσ πρωτεΐνθσ TAG-1. Με κίτρινουσ κφκλουσ απεικονίηονται οι 
περιοχζσ που ομοιάηουν ςτισ ανοςοςφαιρίνεσ και με μπλε ορκογϊνια οι περιοχζσ 
που ομοιάηουν ςτθ φιμπρονεκτίνθ (Karagogeos et al., 1991). 

 
 
Θ TAG-1, όπωσ και άλλα μόρια τθσ Ig υπεροικογζνειασ, δεςμευεται ςε διάφορα άλλα μζλθ τθσ ίδιασ 
οικογζνειασ και οι ετεροφιλικζσ αυτζσ αλλθλεπιδράςεισ μποροφν να διαδραματίηονται τόςο in cis (ςτθν ίδια 
μεμβράνθ) όςο και  in trans (ςε απζναντι μεμβράνεσ) (Brummendorf and Rathjen, 1996) 

 
Παρόλο που τα GPI-CAM μόρια ζχουν μελετθκεί κυρίωσ ςτο αναπτυςςόμενο νευρικό ςφςτθμα, είναι 
προφανζσ τα τελευταία χρόνια ότι διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο και ςτο ενιλικο νευρικό ςφςτθμα. Χαμθλά 
επίπεδα TAG-1 mRNA παρατθρικθκαν ςε νευρϊνεσ εγκεφάλων ενιλικων ποντικϊν και ςυγκεκριμζνα ςτουσ 
προβλθτικοφσ νευρϊνεσ του οςφρθτικοφ λοβοφ, τουσ πυραμιδικοφσ νευρϊνεσ του ιπποκάμπου και τα 
κοκκιϊδθ κφτταρα τθσ παρεγκεφαλίδασ (Karagogeos, 2003) 
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Πιο ςυγκεκριμζνα, θ ζκφραςθ τθσ TAG-1 ανιχνεφκθκε: 
 

1. ςτα γάγγλια τθσ ραχιαίασ ρίηασ (Dorsal Root Ganglia, DRG) (Dodd et al, 1988, Karagogeos et al., 1991) 
2. κατά τθ διαφοροποίθςθ και δθμιουργία νευραξόνων ςτουσ κινθτικοφσ και ςυνδεςμικοφσ νευρϊνεσ 

του νωτιαίου μυελοφ (Dodd et al, 1988).  
3. ςτα γαγγλιακά κφτταρα του αμφιβλθςτροειδι (Retinal Ganglion Cells, RGCs) (Chatzopoulou et al, 

2008),  
4. ςε οριηόντια μεταναςτεφοντεσ νευρϊνεσ ςτθν περιοχι του προμικθ μυελοφ, οι οποίοι ςχθματίηουν 

τουσ πυρινεσ του προπαρεγκεφαλιδικοφ ςυςτιματοσ (Kyriakopoulou et al, 2002; Denaxa, 
Kyriakopoulou et al, 2005) και  

5. ςτουσ φλοιοκαλαμικοφσ άξονεσ, που εκτείνονται από πυραμιδικοφσ νευρϊνεσ του φλοιοφ (Denaxa et 
al, 2001)  

6. ςτο ενιλικο κεντρικό και περιφερικό νευρικό ςφςτθμα, ςτισ εγγφσ των παρακομβικϊν περιοχϊν των 
εμμφελων ινϊν, όπου εκφράηεται από τα νευρικά κφτταρα και τα κφτταρα γλοίασ ( Traka et al., 2002, 
2003). 

 
 

Θ ζκφραςθ τθσ TAG-1 ςε πλθκϊρα αξονικϊν και κυτταρικϊν πλθκυςμϊν κατά τθν εμβρυογζνεςθ, 
αντικατοπτρίηει τον πολυςιμαντο ρόλο του μορίου ςτθν ανάπτυξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ (Katidou, Vidaki 
et al, 2008; Shimoda & Watanabe, 2009).  
 
 
Θ TAG-1 μετζχει: 
 

1. ςτθν επζκταςθ και δεςμιδοποίθςθ των αξόνων (Buttiglione et al, 1998)  
2. ςτθν οριηόντια μετανάςτευςθ των νευρϊνων τόςο ςτο φλοιό των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων, όςο και 

ςτον προμικθ μυελό (Denaxa et al, 2001; Kyriakopoulou et al, 2002; Denaxa, Kyriakopoulou et al, 
2005) 

3. ςτθ νευρογζνεςθ ςτον εγκζφαλο, μζςω τθσ επαγωγισ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ του APP (β -
Amyloid Precursor Protein), υπογραμμίηοντασ τον πικανό ρόλο του μορίου ςτθν πλαςτικότθτα και τθν 
πακολογία του ενιλικου εγκεφάλου (Ma et al, 2008; Mattson & van Praag, 2008)  

4. και τζλοσ, ςτον ενιλικο οργανιςμό, όπου διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ δθμιουργία του 
μοριακοφ ςυμπλόκου τθσ εγγφσ παρακομβικισ περιοχισ των εμμφελων ινϊν, που είναι υπεφκυνο για 
τθ ςυςςϊρευςθ ταςεοελεγχόμενων διαφλων καλίου, οι οποίοι ςυμμετζχουν ςτθ ςταδιακι 
επαναπόλωςθ των αξόνων (Traka et al, 2002; Traka et al, 2003)  

 
 

Θ αξονικι γλυκοπρωτεΐνθ  TAG-1 ζχει δειχτεί ότι παρουςιάηει τόςο χωρικοφσ όςο και χρονικοφσ περιοριςμοφσ  
ζκφραςθσ κατά τθ διάρκεια τθσ πρϊιμθσ νευρικισ ανάπτυξθσ (Yamamoto et al. 1986; Dodd et al 1988, 
Yamamoto et al.1990). 

Αλλαγζσ ςτο περιβάλλον των νευρϊνων του νωτιαίου μυελοφ δεν οδιγθςαν ςε μεταβολι τθσ  χρονικισ 
περιόδου ζκφραςθσ τθσ TAG-1 υποδεικνφοντασ ότι θ ρφκμιςθ τθσ πρωτεΐνθσ περιορίηεται κατά κφριο λόγο 
ςτο κφτταρο. Παρόλ’ αυτά είναι πικανόν θ  in vivo ζκφραςθ τθσ TAG-1 να ρυκμίηεται εν μζρει και από ςιματα 
του περιβάλλοντοσ. 

Σόςο θ ζκφραςθ τθσ εκκρινόμενθσ μορφισ τθσ TAG-1, όςο και αυτισ τθσ επιφάνειασ του κυττάρου, φαίνεται 
ότι ρυκμίηονται διαφορετικά από τουσ κεντρικοφσ και περιφερικοφσ νευρϊνεσ (Karagogeos et al., 1991). 

Θ  παροδικι ζκφραςθ τθσ TAG-1 αποτελεί εντυπωςιακό παράδειγμα αναπτυξιακισ ρφκμιςθσ και περιορίηεται 
ςτθν περίοδο επιμικυνςθσ των αξόνων κατά τθν διάρκεια των δφο μεταγεννθτικϊν εβδομάδων ςτο ποντίκι 
(Yamamoto et al. 1990; Bailly et al. 1996). Επίςθσ ζχει παρατθρθκεί ότι τα πρϊιμα κφτταρα, αλλά όχι τα 
ϊριμα, είναι ικανά να διαιςκανκοφν τα τοπικά ςιματα του μικροπεριβάλλοντοσ που κακορίηουν το 
ςχθματιςμό των ςτοιβάδων (Kriegstein and Noctor, 2004). Ωσ εκ τοφτου, δεν αλλάηει μόνο θ ζκφραςθ των 
ςθμάτων, για παράδειγμα των μορίων κυτταρικισ ςυνάφειασ, που κατευκφνουν τουσ νευρϊνεσ ςε 
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ςυγκεκριμζνεσ ςτοιβάδεσ, αλλά επίςθσ και θ ικανότθτα των νευρϊνων να ανταποκρίνονται ςε αυτά τα 
ςιματα αλλάηει, κακϊσ θ ανάπτυξθ προχωρά. 

 
 

Ο ΡΟΛΟ΢ ΣΗ΢ TAG-1 ΢ΣΗΝ ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΣΩΝ ΕΝΔΟΝΕΤΡΩΝΩΝ ΣΟΤ ΦΛΟΙΟ 

Θ TAG-1 εκφράηεται ςτθ μεμβράνθ των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων (Denaxa et al, 2001), οι οποίοι κατά τθν 
ανάπτυξθ εκτείνονται από πυραμιδικοφσ νευρϊνεσ του φλοιοφ προσ το κάλαμο και δομζσ του προμικθ και 
νωτιαίου μυελοφ. ΢το ϊριμο νευρικό ςφςτθμα, οι άξονεσ αυτοί μεταφζρουν νευρικά ςιματα από το φλοιό 
ςτισ περιοχζσ αυτζσ, ρυκμίηοντασ τθν απόκριςθ του οργανιςμοφ ςε ερεκίςματα του περιβάλλοντοσ 
(Worgotter et al, 2002; Chen et al, 2004; Molyneaux et al, 2007).  
 
Κατά τθν ανάπτυξθ, οι φλοιοκαλαμικοί άξονεσ φαίνεται ότι δθμιουργοφνται αρχικά ακτινωτά, από τθν 
επιχείλια προσ τθν ενδιάμεςθ ηϊνθ του αναπτυςςόμενου φλοιοφ, και ςτθ ςυνζχεια διατρζχουν το φλοιό κατά 
μικοσ τθσ ενδιάμεςθσ ηϊνθσ (IZ) ςε αναπτυξιακά ςτάδια που ςυμπίπτουν με τα ςτάδια τθσ οριηόντιασ 
μετανάςτευςθσ των ενδονευρϊνων (E12.5-14.5) (Molyneaux et al, 2007). Πιο ςυγκεκριμζνα, ζχει παρατθρθκεί 
ότι οι περιοχζσ εντοπιςμοφ των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων, ταυτίηονται με τα μονοπάτια που ακολουκοφν οι 
ενδονευρϊνεσ κατά τθν οριηόντια μετανάςτευςι τουσ από το βαςικό τελεγκζφαλο ςτο φλοιό (Corbin et al, 
2001; Marin & Rubenstein 2001; Marin & Rubenstein, 2003) και πικανολογοφνταν πωσ οι ενδονευρϊνεσ 
μετακινοφνται πάνω ςτουσ εν λόγω άξονεσ, τόςο κατά τθν οριηόντια μετανάςτευςι τουσ, όςο και όταν 
αλλάηουν κατεφκυνςθ και κινοφνται ακτινωτά, προκειμζνου να καταλάβουν τισ τελικζσ κζςεισ τουσ ςτο φλοιό 
(Denaxa et al, 2001).  
 

 
 
 
ΕΙΚΟΝΑ 4. Θ ζκφραςθ τθσ TAG-1 ςτον αναπτυςςόμενο φλοιό 
και ο πικανόσ ρόλοσ τθσ ςτθν κακοδιγθςθ των ενδονευρϊνων. 
(Α) Θ ζκφραςθ τθσ TAG-1 ςτουσ φλοιοκαλαμικοφσ άξονεσ, που 
εντοπίηονται ςτθν επιχείλια (ΜΗ) και τθν ενδιάμεςθ ηϊνθ του 
φλοιοφ (ΙΗ). Πάνω ςε αυτοφσ του άξονεσ (με πράςινο ςτισ δυο 
δεξιζσ φωτογραφίεσ) φαίνεται ότι μεταναςτεφουν οι 
ενδονευρϊνεσ που μετακινοφνται οριηόντια από το βαςικό 
τελεγκζφαλο (VT), προσ το φλοιό (Cx), αλλά και κατά τθν 
ακτινωτι τουσ πορεία ςτισ τελικζσ τουσ κζςεισ ςτθ φλοιϊκι 
πλάκα (CP) (κόκκινα κφτταρα ςτισ δυο δεξιζσ φωτογραφίεσ). 
(Β) Προτεινόμενθ πορεία μετανάςτευςθσ των ενδονευρϊνων 
(με κόκκινο), πάνω ςτουσ άξονεσ που εκφράηουν TAG-1 (με 
πράςινο) ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ του φλοιοφ 
(Denaxa et al, 2001).  

 

 
 

 

ΠΡΟΗΓΟΤΜΕΝΕ΢ ΜΕΛΕΣΕ΢ ΓΙΑ ΣΟΤ΢ ΦΛΟΙΟΘΑΛΑΜΙΚΟΤ΢ ΑΞΟΝΕ΢ ΚΑΙ ΣΟΤ΢ ΕΝΔΟΝΕΤΡΩΝΕ΢ ΢Ε 
TAG-1 ΕΛΛΕΙΜΜΑΣΙΚΑ ΕΜΒΡΤΑ 

 

Προκειμζνου να μελετθκεί θ ανάπτυξθ και θ μορφολογία των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων (TAG-1+ άξονεσ) και να 
διευκρινιςτεί θ εμπλοκι τουσ ςτθ μεταναςτευτικι πορεία των ενδονευρϊνων,  χρθςιμοποιικθκαν εγκζφαλοι 
από ζμβρυα ποντικοφ ελλειμματικά για τθν πρωτεΐνθ TAG-1 (TAG-1 -/- ηϊα). Θ ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ 
αποτελεί βαςικό μοριακό δείκτθ των αξόνων αυτϊν, κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξισ τουσ. ΢τθ ςυνζχεια, 
οι άξονεσ των TAG-1-/- εμβρφων ςυγκρίκθκαν με τουσ άξονεσ εμβρφων TAG-1+/-. 
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Από τθν παραπάνω πειραματικι μελζτθ προζκυψαν τα παρακάτω αποτελζςματα: 

 

1. Θ αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ TAG-1 ςτο φλοιό in vitro, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μείωςθ του αρικμοφ των 
νευρϊνων που μεταναςτεφουν οριηόντια προσ το φλοιό, γεγονόσ που υποςτθρίηει τον προτεινόμενο ρόλο 
τθσ πρωτεΐνθσ ωσ υπόςτρωμα για τθ ςυγκεκριμζνθ μετανάςτευςθ (Denaxa et al, 2001).  

 
2. Ωςτόςο, in vivo, ςε TAG-1 -/- μφεσ δεν παρατθρείται αντίςτοιχοσ φαινότυποσ (Denaxa, Kyriakopoulou et al, 

2005). Αυτό κα μποροφςε να οφείλεται ςτθν φπαρξθ άλλων μορίων κυτταρικισ ςυνάφειασ ςτθν περιοχι, 
που αναπλθρϊνουν τθ λειτουργία τθσ TAG-1 όταν αυτι απουςιάηει in vivo (Denaxa, Kyriakopoulou et al, 
2005; Shimoda & Watanabe, 2009). 

 
3. Θ αναςτολι τθσ δράςθσ τθσ TAG-1 ςτο φλοιό φαίνεται ότι μειϊνει αιςκθτά τουσ  GABAεργικοφσ 

ενδονευρϊνεσ. Παρόλα αυτά θ μετανάςτευςθ των GABAεργικϊν ενδονευρϊνων είναι φυςιολογικι ςτα 
TAG-1 -/- ποντίκια. Αυτό υποδεικνφει ότι θ TAG-1 μπορεί να δρα ωσ μεταναςτευτικό ςιμα, αλλά δεν είναι 
απαραίτθτθ για τθ μετανάςτευςθ των ενδονευρϊνων ςτο φλοιό, όπου άλλα μόρια π ικανόν 
αντιςτακμίηουν τθν απϊλειά τθσ. (Shimoda & Watanabe, 2009) 

 
4. Επίςθσ ζχει παρατθρθκεί ότι θ αναςτολι τθσ λειτουργίασ τθσ TAG-1 ςε νευρωνικοφσ πλθκυςμοφσ του 

οπίςκιου προμικθ μυελοφ (caudal medulla), μεταβάλει τθν επιφανειακι μετανάςτευςθ. Παρόλο που 
τζτοια μετανάςτευςθ παρατθρείται ςε TAG-1 -/- ποντίκια, ςθμαντικι ποςότθτα των κυττάρων που 
ακολουκοφν τθ ςυγκεκριμζνθ πορεία πεκαίνουν κατά τθ διάρκεια τθσ μετανάςτευςθσ μειϊνοντασ το 
μζγεκοσ των πυρινων ςτουσ οποίουσ κατευκφνονται (lateral reticular nuclei). Ωσ εκ τοφτου θ λειτουργία 
τθσ TAG-1 είναι απαραίτθτθ για τθν επιβίωςθ των νευρϊνων ςε κάποιουσ προπαρεγκεφαλιδικοφσ 
πυρινεσ. (Shimoda & Watanabe, 2009) 

 
 Αυτζσ οι παρατθριςεισ υποδεικνφουν ότι θ TAG-1 διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο για τθ φυςιολογικι 

μορφογζνεςθ του εγκεφάλου. 
 

5. Δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτουσ άξονεσ των TAG-1-/- εμβρφων ςε ςφγκριςθ με τουσ 
άξονεσ εμβρφων TAG-1 +/- in vivo, κακϊσ ςτα TAG-1-ελλειμματικα ηϊα, θ μορφολογία και θ ζκταςθ των 
αξόνων ιταν φυςιολογικζσ. (Βιδάκθ 2010).  

 
6. Για να διαπιςτωκεί αν θ TAG-1 αποτελεί υπόςτρωμα που όχι μόνο επιτρζπει αλλά και διευκολφνει τθν 

κυτταρικι μετανάςτευςθ, αναπτφχκθκε in vitro ςφςτθμα μελζτθσ τθσ μετανάςτευςθσ των ενδονευρϊνων 
πάνω ςε διακριτά υποςτρϊματα. Θ μεταναςτευτικι ςυμπεριφορά των ενδονευρϊνων ςτισ ςυγκεκριμζνεσ 
καλλιζργειεσ μελετικθκε ωσ προσ τον αρικμό των νευρϊνων που ζχουν προςκολλθκεί ςε κάκε 
υπόςτρωμα, το μικοσ τθσ κακοδθγθτικισ απόφυςθσ και τον αρικμό των πρωτοταγϊν διακλαδϊςεων που 
εκτείνονται από κάκε νευρϊνα πάνω ςτα διαφορετικά υποςτρϊματα. Από τθν ανάλυςθ αυτι, δεν 
παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των διαφορετικϊν υποςτρωμάτων (Βιδάκθ 
2010). 

 

7. Επιπλζον, φαίνεται ότι κατά τθν ανάπτυξθ, θ TAG-1 δεν εμπλζκεται ςτθν οριηόντια μετανάςτευςθ των 
ενδονευρϊνων από το βαςικό τελεγκζφαλο προσ το φλοιό. Θ απουςία του μορίου in vivo, δεν επθρζαςε 
τθν οριηόντια μετανάςτευςθ και τθν ανάπτυξθ του φλοιοφ (Denaxa, Kyriakopoulou et al, 2005).  

 
8. Εντοφτοισ, το γεγονόσ ότι θ απενεργοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ in vitro, παρεμποδίηει τθ φυςιολογικι 

μετανάςτευςθ των κυττάρων (Denaxa et al, 2001), υπογραμμίηει τθ διαφορά μεταξφ των δυο ςυςτθμάτων 
και υποδθλϊνει τθν πικανι αναπλιρωςθ του ρόλου τθσ TAG-1 από άλλα μόρια κυτταρικισ ςυνάφειασ, 
που δρουν ςτον αναπτυςςόμενο φλοιό in vivo, και ανικουν ςτθν ίδια οικογζνεια, όπωσ θ L1 που 
βρίςκεται ςτουσ καλαμοφλοιϊκοφσ άξονεσ (Fukuda et al, 1997), ι θ πρωτεΐνθ neurofilament που 
εκφράηεται ςε όλουσ τουσ αξονικοφσ πλθκυςμοφσ του φλοιοφ (Denaxa et al, 2001).  
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ΔΗΜΙΟΤΡΓΙΑ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΜΤΩΝ Ω΢ ΕΡΓΑΛΕΙΑ ΢ΣΗ ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ΢ ΑΝΑΠΣΤΞΗ΢ ΣΟΤ ΦΛΟΙΟΤ ΚΑΙ 
ΣΟΤ ΝΕΤΡΙΚΟΤ ΢Τ΢ΣΗΜΑΣΟ΢  

 

Από τα παραπάνω αποτελζςματα δεν προκφπτουν ςθμαντικζσ πλθροφορίεσ για το ρόλο τθσ TAG-1 ςτθν 
ανάπτυξθ των ενδονευρϊνων και των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων του φλοιοφ των θμιςφαιρίων. Φαίνεται ότι θ 
ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ δεν ζχει κάποια ςθμαντικι λειτουργία ςτισ εν λόγω διεργαςίεσ, ι ο ρόλοσ τθσ 
αναπλθρϊνεται από άλλα μόρια τθσ ίδιασ οικογζνειασ.  

Ωςτόςο, προκφπτουν ενδιαφζροντα ερωτιματα ωσ προσ το ρόλο των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων ςτθν οριηόντια 
μετανάςτευςθ των ενδονευρϊνων και ςτθν ανάπτυξθ του φλοιοφ γενικότερα.  

Με ςτόχο τθ μελζτθ του ςυγκεκριμζνου πλθκυςμοφ αξόνων και χρθςιμοποιϊντασ τθν TAG-1 για τθν 
κακοδθγοφμενθ ζκφραςθ διαγονιδίων ςτουσ άξονεσ αυτοφσ, δθμιουργικθκε μια ςειρά γενετικά 
τροποποιθμζνων μυϊν, προκειμζνου να χρθςιμοποιθκεί μελλοντικά ωσ εργαλείο για περαιτζρω μελζτεσ 
πάνω ςτθν ανάπτυξθ του φλοιοφ των θμιςφαιρίων.  

 

 

ΔΗΜΙΟΤΡΓΙΑ ΓΕΝΕΣΙΚΑ ΣΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΜΤΩΝ TAG-1TgCre (ΔΙΔΑΚΣΟΡΙΚΗ ΔΙΑΣΡΙΒΗ, ΜΑΡΙΝΑ ΒΙΔΑΚΗ 2010)  

Οι διαγονιδιακοί μφεσ TAG-1TgCre , δθμιουργικθκαν προκειμζνου να εκφράηουν τθν Cre-ρεκομπινάςθ, υπό τον 
ζλεγχο του υποκινθτι του γονιδίου τθσ TAG-1.  

Θ δθμιουργία τουσ ςτθρίχκθκε ςτθν τεχνολογία καταςκευισ διαγονιδιακϊν ηϊων με χριςθ τεχνθτϊν 
βακτθριακϊν χρωμοςωμάτων (Bacterial Artificial Chromosomes, BACs)  (Fogarty et al, 2005; Kessaris et al, 
2006).  

Από βιβλιοκικθ BAC, επελζγθςαν κλϊνοι BAC ϊςτε να περιζχουν το τμιμα του χρωμοςϊματοσ που φζρει 
ολόκλθρο το γονίδιο τθσ TAG-1 και όλεσ τισ γενωμικζσ αλλθλουχίεσ εκατζρωκζν του. Παράλλθλα, 
δθμιουργικθκε διαγονιδιακι πλαςμιδιακι καταςκευι που ζφερε το γονίδιο τθσ Cre-recombinase και 
εκατζρωκεν αυτοφ, αλλθλουχίεσ ομόλογεσ με αλλθλουχίεσ ανοδικά και κακοδικά του 2ου εξονίου τθσ TAG-1, 
ςτο οποίο εντοπίηεται το ςθμείο ζναρξθσ τθσ μεταγραφισ του γονιδίου. Σόςο ο κλϊνοσ BAC, όςο και θ 
πλαςμιδιακι καταςκευι, ειςιχκθςαν ςε κατάλλθλα βακτθριακά ςτελζχθ και ακολοφκθςε επαγωγι ομόλογου 
αναςυνδυαςμοφ και αντικατάςταςθ του 2ου εξονίου του γονιδίου τθσ TAG-1 ςτον κλϊνο, με το γονίδιο τθσ 
Cre-recombinase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢χιμα 1. ΢χθματικι απεικόνιςθ του κλϊνου BAC και τθσ διαγονιδιακισ καταςκευισ για τουσ TAG-1TgCre μφεσ. Μζςα ςε 
κατάλλθλα βακτθριακά κφτταρα (EL250) πραγματοποιικθκε ομόλογοσ αναςυνδυαςμόσ μεταξφ των περιοχϊν ομολογίασ τθσ 
πλαςμιδιακισ καταςκευισ και του γονιδίου μζςα ςτον κλϊνο BAC (5’HOM, 3’HOM). Ζτςι, το 2 ο εξόνιο του γονιδίου τθσ TAG-1 
αντικαταςτάκθκε από το γονίδιο τθσ Cre-recombinase. Σο αναςυνδυαςμζνο γονίδιο απομονϊκθκε από τον κλϊνο BAC και 
ειςιχκθ ςε γονιμοποιθμζνα ωάρια μυϊν και προζκυψαν γενετικά ανςυνδυαςμζνα ηϊα, ςτα οποία θ παρουςία του 
διαγονιδίου εντοπίςτθκε με αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ.  
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΢ΚΟΠΟ΢ 
 

΢τόχοσ μασ ιταν θ μελζτθ του προτφπου ζκφραςθσ του διαγονιδίου TAG-1TgCre  in vivo, ςτουσ διαγονιδιακοφσ μφεσ 
TAG-1TgCre. Οι γενετικά τροποποιθμζνοι μφεσ, μελετικθκαν ωσ προσ τθν in vivo ζκφραςθ του διαγονιδίου TAG-
1TgCre, ζτςι ϊςτε να διαπιςτωκεί αν αυτι ςυμφωνεί με το πρότυπο ζκφραςθσ του ενδογενοφσ γονιδίου τθσ 
TAG-1.  

Προκειμζνου να είναι δυνατι θ ανίχνευςθ του διαγονιδίου, οι TAG-1TgCre μφεσ διαςταυρϊκθκαν με μια άλλθ 
ςειρά διαγονιδιακϊν μυϊν, τθν Rosa26 YFPst/st, προκειμζνου να προκφψουν ηϊα με γονότυπο TAG-
1TgCre;Rosa26 YFPst/st . 

΢τουσ διαγονιδιακοφσ μφεσ Rosa26 YFPst/st ζχει ειςαχκεί διαγονίδιο που οδθγεί ςτθν ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ 
YFP, ανοδικά του οποίο βρίςκεται μία αλλθλουχία λιξθσ τθσ μεταγραφισ (transcription stop sites), 
εκατζρωκεν τθσ οποίασ εντοπίηονται loxP αλλθλουχίεσ. Τπό τθν ζκφραςθ τθσ Cre recombinase, θ αλλθλουχία 
λιξθσ τθσ μεταγραφισ αφαιρείται και θ πρωτεινθ YFP εκφράηεται. Οι παραπάνω αλλθλουχίεσ ζχουν ειςαχκεί 

ςτο γενετικό τόπο (locus) Rosa26  (Srinivas et al., 2001), ο οποίοσ είχε χαρακτθριςτεί αρχικά ωσ ένας gene-

trapped τόπος στο χρωμόσωμα 6, από τον οποίο η β-geo (marker) φαινόταν να εκφράζεται παντού σε 

όλο το σώμα του ποντικού.( Zambrowicz, 1997) 
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ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 

 ΣΕΧΝΙΚΕ΢ ΢ΣΙ΢ ΟΠΟΙΕ΢ ΒΑ΢Ι΢ΣΗΚΕ Η ΜΕΛΕΣΗ ΜΑ΢ 

 

 

ΣΕΧΝΙΚΗ ΧΡΗ΢Η΢ ΒΑΚΣΗΡΙΑΚΩΝ ΧΡΩΜΟ΢ΩΜΑΣΩΝ (BACTERIAL ARTIFICIAL CHROMOSOMES, BACS) ΜΕ 
ΔΤΝΑΣΟΣΗΣΑ ΕΦΑΡΜΟΓΗ΢ Cre/Lox ΜΕΘΟΔΩΝ   

 

Σα  βακτθριακά τεχνθτά χρωμοςϊματα (BACs) αποτελοφν κατάλλθλουσ φορείσ για πολλά πειράματα εξαιτίασ τθσ 
ικανότθτάσ τουσ να πολλαπλαςιάηουν ενκζςεισ DNA μεγάλου μεγζκουσ. Σο μζγεκοσ και θ ποικιλομορφία τθσ 
αλλθλουχίασ αυτϊν των καταςκευϊν  όμωσ, δεν επιτρζπει τθ χριςθ ςυμβατικϊν τεχνικϊν μοριακισ βιολογίασ ωσ 
εργαλεία για τον χειριςμό τουσ. 

 

Γι’ αυτό το λόγο τεχνικζσ όπωσ ο αναςυνδυαςμόσ και οι Cre / Lox μζκοδοι χρθςιμοποιοφνται για τθν χειραγϊγθςθ 
BAC καταςκευϊν.  

13bp 8bp 13bp 

ATAACTTCGTATA - GCATACAT -TATACGAAGTTAT 

 

 

Οι τεχνικζσ Cre / Lox αποτελοφν εργαλεία ηωτικισ 
ςθμαςίασ για τθ χριςθ τουσ ςτον ομόλογο 
αναςυνδυαςμό, εξαιτίασ τθσ απλισ και ςτοχευμζνθσ 
ςυμπεριφοράσ τουσ. Θ Cre recombinase είναι μία  
τοποϊςομεράςθ τφπου Ι που δεςμεφει μια περιοχι ςτόχο 
34-bp, θ οποία  ορίηεται ωσ θ Lox περιοχι ("Lox" site). Θ 
Lox περιοχι αποτελείται από δφο ανεςτραμμζνεσ 
επαναλιψεισ  13-bp  που διαχωρίηονται από  ζνα 
ενδιάμεςο τμιμα 8-bp. Αφοφ θ Cre δεςμευτεί  ωσ ζνα 
διμερζσ  ςτθν Lox-περιοχι  ςτόχο ανταλλαγι κλϊνων 
μπορεί να προκφψει με κάποια άλλθ δεςμευμζνθ με Cre 
Lox-περιοχι. Σο προϊόν τθσ αντίδραςθσ κακορίηεται από 
τον προςανατολιςμό του ενδιάμεςου τμιματοσ εντόσ 
των Lox περιοχϊν. 

 

Ο αναςυνδυαςμόσ με διαμεςολάβθςθ τθσ Cre δεν απαιτεί ενζργεια, εκτόσ από τθ κερμοκραςία που 
απαιτείται  για ενηυμικι δραςτθριότθτα και δεν προχποκζτει τθν φπαρξθ άλλων ςυμπαραγόντων εκτόσ από 
ιόντα μαγνθςίου. 

 

 

Εικόνα 2: Σο Cre-LoxP ςφςτθμα. Θ loxP περιοχι μπορεί να ειςαχκεί εκατζρωκεν ενόσ τμιματοσ DNA. (Α) Εάν θ Cre 
recombinase εκφράηεται ςτο κφτταρο, οι loxP περιοχζσ κα κοποφν και κα ενωκοφν μεταξφ τουσ, αφαιρϊντασ το κομμάτι 
του DNA μεταξφ των δφο περιοχϊν. (Β) Εφόςον οι loxP περιοχζσ ζχουν ςυγκεκριμζνθ κατεφκυνςθ μποροφν, επίςθσ, να 
χρθςιμοποιθκοφν για τθν αναςτροφι τμθμάτων DNA που ςυμπεριλαμβάνονται μεταξφ αυτϊν. Εδϊ δφο loxP περιοχζσ 
ζχουν ειςαχκεί εκατζρωκεν ενόσ τμιματοσ DNA με αντίκετεσ κατευκφνςεισ. Με τθν ζκφραςθ τθσ Cre, κόβονται οι 
περιοχζσ loxP και το κομμάτι του DNA αναςτρζφεται και επανατοποκετείται  . 
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Ο ΡΟΛΟ΢ ΣΗ΢ ΠΡΩΣΕΪΝΗ΢ GFP (Green fluorescence protein) ΢ΣΗΝ ΜΕΛΕΣΗ ΣΗ΢ ΓΟΝΙΔΙΑΚΗ΢ ΕΚΦΡΑ΢Η΢ 

 

Θ GFP ι αλλιϊσ πράςινθ φκορίηουςα πρωτεΐνθ, είναι μια πρωτεΐνθ μεγζκουσ 27 kDa που προζρχεται από το 
jellyfish Aequorea Victoria, το οποίο απελευκερϊνει πράςινο χρϊμα όταν ακτινοβολθκεί με  μπλε φωσ. Σο 
πλεονζκτθμα τθσ πρωτεΐνθσ αυτισ είναι ότι μπορεί να γίνει ορατι ςε ηωντανά κφτταρα. Ζχει χρθςιμοποιθκεί 
ευρζωσ ςαν ιχνθκζτθσ για τον ζλεγχο τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ, επιτρζποντασ τθν οπτικοποίθςθ και τον 
εντοπιςμό των ςθμαςμζνων με GFP πρωτεϊνϊν εντόσ των ηωντανϊν κυττάρων, χωρίσ τθν ανάγκθ χριςθσ 
χθμικισ ςιμανςθσ. Θ ακολουκία GFP μπορεί να ςυνδεκεί εφκολα με τθν ακολουκία αμινοξζων διαφόρων 
πρωτεϊνϊν που αποτελοφν αντικείμενο μελζτθσ. Όταν αυτζσ οι πρωτεΐνεσ εκφράηονται ςτα κφτταρα και τισ 
πτυχζσ πρωτεϊνϊν , ςυνδζονται με ζνα μόριο GFP και μποροφν εφκολα να ανιχνευκοφν.  

 

 

Η ΚΙΣΡΙΝΗ ΦΘΟΡΙΖΟΤ΢Α ΠΡΩΣΕΪΝΗ EYFP (ENHANCED YELLOW FLUORESCENT PROTEIN) Ω΢ ΜΟΡΙΑΚΟ΢ 
ΔΕΙΚΣΗ΢ ΕΚΦΡΑ΢Η΢ ΣΗ΢ ΕΝΕΡΓΟΣΗΣΑ΢ ΣΗ΢ Cre recombinase 

 

Θ EYFP (κίτρινθ φκορίηουςα πρωτεΐνθ) ςυνιςτά παραλλαγι τθσ πράςινθσ φκορίηουςασ πρωτεΐνθσ (GFP) και 
ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε παλαιότερεσ μελζτεσ ωσ μοριακόσ δείκτθσ ζκφραςθσ για τον ζλεγχο τθσ  δράςθσ τθσ 
Cre recombinase. Θ  πρωτεΐνθ αυτι είναι αυτοφκορίηουςα (όπωσ και θ GFP) και μπορεί να οπτικοποιθκεί ςε 
ηωντανά κφτταρα, με αποτζλεςμα να αποτελεί χριςιμο εργαλείο για τθν παρακολοφκθςθ τθσ ζκφραςθσ 
γονιδίων ςε ολόκλθρα ζμβρυα, ηϊα ι καλλιεργοφμενα κφτταρα και όργανα.  

Οι Srinivas et. al (2001) δθμιοφργθςαν μια ςειρά διαγονιδικϊν μυϊν, τθν R26R-YFP, ςτθν οποία ειςιχκθ YFP 
cDNA ςτον ROSA26 γονιδιακό τόπο, ενϊ προθγείται μία αλλθλουχία λιξθσ με loxP περιοχζσ εκατζρωκεν.  

Πιο ςυγκεκριμζνα  θ ςειρά αυτι μπορεί να εκμεταλλευτεί τισ ιδιότθτεσ τθσ Cre -lox τεχνολογίασ παρζχοντάσ 
μασ τθν δυνατότθτα να παρακολουκιςουμε τθν ενεργότθτα τθσ Cre recombinase. 

Όταν θ ςειρά R26R-YFP διαςταυρωκεί με κάποια άλλθ ςειρά διαγονιδιακϊν μυϊν που εκφράηει τθν Cre 
recombinase υπό τον ζλεγχο του υποκινθτι ενόσ ςυγκεκριμζνου γονιδίου, τότε τα κφτταρα που εκφράηουν 
τθν Cre-recombinase κα ςθμανκοφν με τθν YFP και κα είναι εφκολα ανιχνεφςιμα.  

 

 

 ΠΕΙΡΑΜΑΣΟΖΩΑ ΚΑΙ ΔΙΑ΢ΣΑΤΡΩ΢ΕΙ΢ 
 

Σα πειραματόηωα τα οποία χρθςιμοποιικθκαν ςτα πλαίςια τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ ιταν :  

 

- Μφεσ με γονότυπουσ: 

 

 TAG-1TgCre +/+ 

  Rosa26 YFP+/st 

 

Οι μφεσ αυτοί χρθςιμοποιικθκαν ςε διαςταυρϊςεισ προκειμζνου να μασ δϊςουν απογόνουσ με γονότυπο: 
TAG-1TgCre;Rosa26 YFPst/st. 
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 ΠΡΩΣΟΚΟΛΛΑ 

 

1. ΑΠΟΜΟΝΩ΢Η ΓΕΝΩΜΙΚΟΤ DNA ΑΠΟ Ι΢ΣΟΤ΢ (DNA EXTRACTION ΑΠΟ ΟΤΡΑ ΠΟΝΣΙΚΟΤ) 

Για τθν απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA χρθςιμοποιικθκε τμιμα τθσ ουράσ των μυϊν ςφμφωνα με τθν 
παρακάτω διαδικαςία: 

 

 Tail Digestion Buffer: 100mM Nacl 
                                       10mM Tris HCl (pH: 8) 
                                       25mM EDTA (pH: 8) 
                                       0.5% SDS 
 

 Tail snip in 400μl buffer 
+15-20μl   10g/μl Prot K 
+550 C  O/N (oven) 
 

- Σοποκζτθςθ του τμιματοσ τθσ ουράσ ςε 400 μl διαλφματοσ λφςθσ (tail digestion buffer). Προςκζτουμε 
επίςθσ 10 μl πρωτεϊνάςθσ K (proteinase K) (20 mg/ml) 

-   Επϊαςθ ςτουσ 55 οC overnight 

-   Προςκικθ RNAse (10 mg/μl) και επϊαςθ ςτουσ 37 οC για 10ϋ 

-   Προςκικθ 400 μl φαινόλθσ και ιπια ανάδευςθ για 15ϋ ςε κερμοκραςία δωματίου  

-  Προςκικθ 300 μl χλωροφόρμιου και ιπια ανάδευςθ για 15ϋ ςε κερμοκραςία δωματίου για τθν ανάμιξθ των   
2  φάςεων 

-   Φυγοκζντρθςθ για 10ϋ ςτισ 13000rpm και απομόνωςθ του υπερκείμενου ςε νζα eppendrorf 

-  Προςκικθ 400 μl χλωροφόρμιου και ιπια ανάδευςθ για 15ϋ ςε κερμοκραςία δωματίου για τθν ανάμιξθ των 
2 φάςεων  

-    Φυγοκζντρθςθ για 10ϋ ςτισ 13000rpm και απομόνωςθ του υπερκείμενου ςε νζα eppendorf 

-    Προςκικθ V/2 οξικοφ αμμωνίου και 2V 100% αικανόλθσ και ιπια ανάδευςθ 

-    Επαναδιάλυςθ τθσ πελλζτασ ςε 150 μl Θ2Ο 

 

 

2. ΓΟΝΟΣΤΠΗ΢Η ΣΩΝ ΓΕΝΕΣΙΚΑ ΣΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΜΤΩΝ ΜΕ ΣΗ ΜΕΘΟΔΟ ΣΗ΢ ΑΛΤ΢ΙΔΩΣΗ΢ 
ΑΝΣΙΔΡΑ΢Η΢ ΠΟΛΤΜΕΡΑ΢Η΢ (PCR GENOTYPING) 

 

Για τθ γονοτφπθςθ των γενετικά τροποποιθμζνων μυϊν πραγματοποιικθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ 
πολυμεράςθσ (PCR) με τα εξισ χαρακτθριςτικά: 

 

-Προκειμζνου να ελζγξουμε τον γονότυπο για το διαγονίδιο TAG-1TgCre χρθςιμοποιικθκαν οι παρακάτω 
εκκινθτζσ και θ αντίςτοιχθ αντίδραςθ πολυμεράςθσ: 

 

ΠΙΝΑΚΑ΢ ΑΛΛΗΛΟΤΧΙΑ΢ ΕΚΚΙΝΗΣΩΝ 

•    TAG-Cre forward: 
5ϋ-TGAGTGCTTTAGCTCTACAGC-3ϋ 

•    TAG-Cre reverse: 
5ϋ-GACACAGCATTGGAGTCAGA-3ϋ 
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TAG-1/Cre PCR   

  0,8 μl  genomic   DNA  

  2 μl   10x Taq buffer Minotech 

  2 μl  dNTPs  2mM 

  1 μl  primer Forw  (TAG-Cre For) (50ng/μl) 

  1 μl  primer Rev (TAG-Cre Rev) (50ng/μl) 

  0,6 μl Taq polymerase Minotech (2u/μl) 

  12,5 μl  H2O 

  20 μl 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ: #67 

940 C          3ϋ 

940 C         30ϋϋ 

590C          30ϋϋ         32x 

720C           1ϋ 

720C           5ϋ 

                    40C 

 
 

-Προκειμζνου να ελζγξουμε τον γονότυπο για το διαγονίδιο TAG-1TgCre χρθςιμοποιικθκαν οι παρακάτω 
εκκινθτζσ και θ αντίςτοιχθ αντίδραςθ πολυμεράςθσ: 

 

ΠΙΝΑΚΑ΢ ΑΛΛΗΛΟΤΧΙΑ΢ ΕΚΚΙΝΗΣΩΝ 

 Rosa26-Lc   5ϋ- GCTCTGAGTTGTTATCAGTAAGG-3ϋ 

 Rosa26-R2  5ϋ- GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3ϋ 

 Rosa26-R3  5ϋ- GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3ϋ 

 
 
   

  YFP-Lucy PCR 

 1 μl       genomic DNA 

 2,5 μl    dNTPs, 2mM 

 2,5 μl    10x Taq buffer Minotech 

 1 μl        primer YFP-LC (25ng/μl)          

 1 μl        primer YFP-R2 (25ng/μl) 

 0,5 μl    Taq Pol. Minot. (2u/μl) 

 16,5 μl  H2O 

25 μl 

 

 

  1 μl      genomic DNA 

  2,5 μl   dNTPs, 2mM 

  2,5 μl   10x Taq buffer Minotech 

  1 μl      primer YFP-LC (50ng/μl)                            

  1 μl      primer YFP-R3 (50ng/μl) 

  0,5 μl   Taq Pol. Minot. (2u/μl) 

  16,5 μl       H2O 

  25 μl 

 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ: YFP-Lucy 

950C       2ϋ 

960C      30ϋϋ 

550C      30ϋϋ          36x 

720C      45ϋϋ 

720C      10ϋ 

 40C 

 
 

3. ΗΛΕΚΣΡΟΦΟΡΙ΢Η ΢Ε GEL ΑΓΑΡΟΖΗ΢ 

Σο πικτωμα αγαρόηθσ παραςκευάηεται ςε τελικό όγκο 120ml 1x TAE με προςκικθ 1.2g αγαρόηθσ (αναλογία 

αγαρόηθσ προσ TAE 1%). Σοποκετοφμε τθν κωνικι φυάλθ ςτα μικροκφματα για 4-5 min, ςυμπλθρϊνουμε με 

απιονιςμζνο νερό μζχρι τελικό όγκο 120ml και προςκζτουμε 2-2,5μl βρωμιοφχου αικιδίου. Ανακινοφμε καλά 

και μεταφζρουμε το μείγμα ςε ειδικό δοχείο (tray). Σζλοσ, φυλάμε το πικτωμα αγαρόηθσ ςτουσ 40 C μζχρι να 

πιξει. Φορτϊνουμε τα δείγματά μασ ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόριςθσ με χριςθ 6x loading buffer, που ζχει 

ςφςταςθ:  0.25% orange G, 0,25% xylene  cyanol FF, 30% w/v glycerol ςε H2O 
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4. ΠΡΟΕΣΟΙΜΑ΢ΙΑ Ι΢ΣΩΝ ΓΙΑ ΚΡΤΟΣΟΜΕ΢ (CRYOSECTION) 

 

-   Απομόνωςθ εγκεφάλων μζςα ςε 1x PBS και μονιμοποίθςθ ςε 4% PFA για 12-18h ςτουσ 4oC 

-    Αλλαγι ιςτϊν από 4% PFA ςε 1x PBS. Κάνουμε δφο πλφςεισ με PBS 

-    Αφαιροφμε το PBS από τουσ ιςτοφσ και βάηουμε 30% sucrose ςε 1x PBS και 0,1% NaN3 

-    Ο ιςτόσ παραμζνει ςτο διάλυμα αυτό ςτουσ 4οC μζχρι να καταβυκιςτεί (overnight) 

-    Ζγκλιςθ του ιςτοφ ςε πικτωμα 15% ςουκρόηθσ και 7.5% ηελατίνθσ ςε 1x PBS 

-   Πάγωμα του ιςτοφ ςε ιςοπεντάνιο ςτουσ -45οC (με χριςθ ξθροφ πάγου) και φφλαξθ ςτουσ -80οC, ζωσ ότου   
κοπεί ςε κρυοτόμο ςε τομζσ πάχουσ 16 μm. Οι τομζσ ςυλλζγονται ςε αντικειμενοφόρουσ πλάκεσ και 
διατθροφνται ςτουσ -20οC 

 

 

5. ΔΙΠΛΗ ΑΝΟ΢ΟΪ΢ΣΟΧΗΜΕΙΑ (IMMUNOHISTOCHEMISTRY) 

 

Με τθ μζκοδο τθσ διπλισ ανοςοϊςτοχθμείασ μελετικθκε το πρότυπο ζκφραςθσ του διαγονιδίου Σag-1TgCre ςε 
ζμβρυα αναπτυξιακϊν ςταδίων E12.5, Ε13.5 και Ε14.5.  

 

ΗΜΕΡΑ 1θ: 

 Αφινουμε τα πλακάκια να ξεπαγϊςουν  

 Βάηουμε το ςτυλό DAKOPEN (υδρόφοβο υλικό) γφρω απ’ τισ τομζσ  

 Αφινουμε 5ϋνα ςτεγνϊςει 

 Βάηουμε τα πλακάκια για 10ϋςε PBS με Triton (PBT) 

 Σα ςκουπίηουμε από κάτω και τα τοποκετοφμε ςε γυάλινο δοχείο με κζςεισ  

 Παίρνουμε μια μαφρθ κικθ με κζςεισ, βάηουμε βρεγμζνο χαρτί ςτον πάτο και τοποκετοφμε τα 
πλακάκια από πάνω. Προςκζτουμε διάλυμα Blocking (πιάνει παντοφ μθ ειδικά) 400-600 μ, 1% FCS ςε 
PBT και τα αφινουμε για 1’ ςτον πάγο 

 Όταν βάηουμε Blocking ι αντίςωμα φυλάμε τα πλακάκια ςτο ςκοτάδι  

 Αφαιροφμε το Blocking (πλαγιάηοντασ τα πλακάκια) και βάηουμε το 1ο αντίςωμα (δ/μα ςε 0,1 
FCS+PBT) και το τοποκετοφμε πάνω ςτα πλακάκια  

 Βάηουμε ςε μια κικθ πάγο και εκεί μζςα βάηουμε το Antibody solution και τα αντιςϊματα 

 Βάηουμε ς’ ζνα tube~ 800μ l απ το antibody solution {υπολογίηουμε ~120 μl ςε κάκε πλακάκι} και 
προςκζτουμε 0,8 μl απ’ το κάκε αντίςωμα ,ανάλογα με το αντίςωμα, (1/1000) και spin μετά από κάκε 
αντίςωμα (spin καλό ςτθ φυγόκεντρο) 

 Φυλάμε αμζςωσ τα αντιςϊματα 

 ΢τραγγίηουμε τα πλακάκια πάνω ςτο χαρτί ϊςτε να μθν ζχουν blocking και προςκζτουμε 120μl του 
αντιςϊματοσ ςτο κάκε πλακάκι 

 Σα αφινουμε ςτο ςκοτάδι O/N ςτουσ 4ο C (coldroom) 
 

ΗΜΕΡΑ 2θ: 

  Παίρνουμε τθ κικθ απ το codroom (40C) 

 ΢τραγγίηουμε το αντίςωμα (όπωσ κάναμε με το Blocking) γυρνϊντασ το κάκε πλακάκι κάκετα πάνω 
ςτο χαρτί του πάτου 

 Βάηουμε τα πλακάκια ςε PBT (γυάλινεσ ι πλαςτικζσ  κικεσ ) για 3 πλφςεισ των 10 min θ κακεμιά 
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 Σοποκετοφμε ςε 0,1% FCS in PBT το 2ο αντίςωμα (αφοφ κάνουμε vortex πρϊτα).  

 Φτιάνουμε το διάλυμα με τον ίδιο τρόπο, όπωσ και για το 1ο αντίςωμα 

 Παίρνουμε πάλι ςε πάγο τα 2 αντιςϊματα 

 Επϊαςθ για 1 ½ h με το αντίςωμα 

 ΢τθ ςυνζχεια κάνουμε 3 πλφςεισ των 10 min ςε PBT ( διατθροφμε πάλι τα πλακάκια ςτο ςκοτάδι όταν 
ζχουμε φκορίηοντα Ab) 

 Προςκζτουμε 60-80 μl moviol και τοποκετοφμε τθν καλυπτρίδα 

 ΢κουπίηουμε με χαρτί από πάνω προςζχοντασ να μθν μετακινθκεί θ καλυπτρίδα 
 
 
 Ms IgM 4D7, goat-a-mouse IgM 555(1/800) κόκκινο 
 Rab-a-GFP (1/500, αναγνωρίηει και τθ YFP), Anti-rabbit 488 πράςινο 

 
 
 
6. Οι ανοςοϊςτοχθμίεσ που πραγματοποιικθκαν παρατθρικθκαν και φωτογραφικθκαν ςε 

ςυνεςτιακό μικροςκόπιο Leica TCS SP. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑ΢ΙΑ-ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 
 

 

Προκειμζνου να ελεγχκεί το πρότυπο ζκφραςθσ του διαγονιδίου TAG-1TgCre in vivo και να επαλθκευκεί ο 
ςυνεντοπιςμόσ τθσ ζκφραςισ του με το πρότυπο ζκφραςθσ τθσ ενδογενοφσ TAG-1 ακολουκικθκε θ παρακάτω 
πειραματικι διαδικαςία: 

 

Για να γίνει  δυνατι θ ανίχνευςθ του διαγονιδίου, τα ηϊα TAG-1TgCre διαςταυρϊκθκαν με ηϊα Rosa26-YFPst/st. 
Θ δεφτερθ διαγονιδιακι ςειρά μυϊν ζφερε διαγονίδιο που περιείχε τόπουσ loxP εκατζρωκεν αλλθλουχιϊν, 
που εμποδίηουν τθ μεταγραφι του γονιδίου τθσ κίτρινθσ φκορίηουςασ πρωτεΐνθσ  YFP (transcription stop 
sites). Σο διαγονίδιο αυτό βρίςκεται υπό τον ζλεγχο του υποκινθτι του γονιδίου ROSA26. ΢τα ηϊα αυτά θ  
δράςθ  τθσ CRE recombinase, από το διαγονίδιο TAG-1TgCre, οδθγεί ςε ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ YFP, 
κακιςτϊντασ δυνατό τον εντοπιςμό του TAG-1TgCre διαγονιδίου. 

 

Σθ διαςταφρωςθ αυτι διαδζχτθκαν και άλλεσ διαςταυρϊςεισ προκειμζνου να αποκτιςουμε ηϊα που φζρουν 
το διαγονίδιο ζκφραςθσ τθσ YFP, τόςο ςε ετεροηυγωτία, όςο και ςε ομοηυγωτία. 

 

Για τθ μελζτθ του προτφπου ζκφραςθσ τθσ YFP και κατά ςυνζπεια του TAG-1TgCre διαγονιδιακοφ τόπου 
χρθςιμοποιικθκαν ζμβρυα αναπτυξιακϊν ςταδίων Ε12.5-Ε14.5, κατά τα οποία θ φυςιολογικι ζκφραςθ τθσ 
TAG1 εντοπίηεται ςε υψθλά επίπεδα, αντικατοπτρίηοντασ τθν υψθλι ενεργότθτα του υποκινθτι του γονιδίου, 
τθν περίοδο αυτι. 

 

 Ωσ θμζρα Ε0.5 κεωρικθκε εκείνθ κατά τθν οποία παρατθρικθκε ότι ο κθλυκόσ μυσ ιταν plugged. 

 

Με τον τρόπο αυτό ελζγχξαμε αν το πρότυπο ζκφραςθσ τθσ YFP ςυνεντοπίηεται με το αντίςτοιχο τθσ 
ενδογενοφσ TAG-1. 

 

Προκειμζνου να διαπιςτωκεί ο γονότυποσ των εμβρφων που προζκυψαν και να μελετθκεί το πρότυπο 
ζκφραςθσ των διαγονιδίων  ακολουκικθκαν  οι παρακάτω πειραματικζσ μζκοδοι:  

 

1. Απομόνωςθ γενωμικοφ DNA από ουρά ποντικοφ 
2.  Γονοτφπιςθ με τθ μζκοδο τθσ PCR  
3. Θλεκτροφόριςθ ςε gel αγαρόηθσ και οπτικοποίθςθ των ηωνϊν με UV φκοριςμό  
4. Ανατομία ςε ζμβρυα μυϊν με τθ βοικεια ςτεροςκοπείου, προκειμζνου να αποκαλυφκεί ο εγκζφαλοσ 

και ο νωτιαίοσ μυελόσ  
5. Προετοιμαςία εγκεφάλου για κρυοτομζσ  
6. Διπλι ανοςοϊςτοχθμεία  
7. Παρατιρθςθ τομϊν εγκεφάλου ςτο ςυνεςτιακό μικροςκόπιο  

 

 

 
 Οι  παραπάνω πειραματικζσ διαδικαςίεσ περιγράφονται αναλυτικά ςτο παράρτθμα ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ. 
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ΣΑ ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ ΠΟΤ ΠΡΟΕΚΤΨΑΝ ΗΣΑΝ ΣΑ ΕΞΗ΢: 

 

 

Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ για τα Ε12.5 TAG-1TgCre;Rosa26 YFP+/st ηώα: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: ζκφραςθ τθσ ενδογενουσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

a 

Νωτιαίοσ Μυελόσ (spinal cord) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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 Σα αποτελζςματα των πειραμάτων ςε Ε12.5 διαγονιδιακά ηϊα υποδεικνφουν πωσ δεν ζχουμε το 
αναμενόμενο πρότυπο ζκφραςθσ.  Για το διαγονίδιο YFP (και κατά ςυνζπεια του Cre) παρατθρικθκε 
διάχυτθ ζκφραςθ και πολφ υψθλό background. Θ διάχυτθ ζκφραςθ του διαγονιδίου δε ςυμφωνεί με το 
πρότυπο ζκφραςθσ τθσ ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ TAG1 με το οποίο κα ζπρεπε να εμφάνιηε ςυνεντοπιςμό 
(Βιδάκθ 2010).  

 

 

 

Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ για τα Ε13.5 TAG-1TgCre;Rosa26 YFP+/st ηώα 

 

 

 

 

 

 

Νωτιαίοσ Μυελόσ (spinal cord) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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 Σα αποτελζςματα των πειραμάτων ςε Ε13.5 διαγονιδιακά  ηϊα υποδεικνφουν πωσ οφτε ςε αυτό το 
αναπτυξιακό ςτάδιο δεν ζχουμε το αναμενόμενο πρότυπο ζκφραςθσ.  Για το διαγονίδιο YFP 
παρατθρικθκε και εδϊ διάχυτθ ζκφραςθ και υψθλό background.   

 

 

Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ για τα Ε14.5 TAG-1TgCre;Rosa26 YFP+/st ηώα 

 

 

 

 

 

 

 

 Σα αποτελζςματα των πειραμάτων ςε Ε14.5 διαγονιδιακά  ηϊα είναι ίδια με αυτά των αναπτυξιακϊν 
ςταδίων Ε12.5 και Ε13.5. Είναι φανερό, λοιπόν, πωσ ςτθ διαγονιδιακι ςειρά μυϊν που χρθςιμοποιοφμε 
δεν παρατθροφμε το αναμενόμενο πρότυπο ζκφραςθσ των διαγονιδίων.  

 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ ςε TAG-1TgCre ηώα, ςτα οποία δεν υπάρχει το διαγονίδιο Rosa26 (R26R-YFP-). Σο 
πείραμα αυτό λειτοφργθςε ςαν αρνθτικό αποτζλεςμα ελζγχου (control) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Σο TAG-1TgCre; R26R-YFP- ηϊο χρθςιμοποιικθκε προκειμζνου να ελζγξουμε ότι θ διάχυτθ ζκφραςθ που 
παρατθροφςαμε ςτουσ μφεσ ιταν πραγματικι και δεν οφειλόταν ςε κάποιο τεχνικό λάκοσ τθσ 
πειραματικισ διαδικαςίασ. Από τα αποτελζςματά μασ επιβεβαιϊνεται θ πιςτότθτα των πειραμάτων μασ.  

 

 

Ανοςοϊςτοχθμικι ανάλυςθ ςε αμφιβλθςτροειδι (retina) και γάγγλια των ραχιαίων ριηών (DRGs) 
αναπτυξιακοφ ςταδίου Ε13.5 μυών TAG-1TgCre;Rosa26 YFP+/st και TAG-1TgCre;Rosa26 YFP-(control): 

 

 

 

 

 

 

 

Φλοιόσ Εγκεφαλικϊν Θμιςφαιρίων (cortex) 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Αμφιβλθςτροειδισ (retina) από TAG-1TgCre;Rosa26 YFP+/st μφεσ 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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 ΢τα πλαίςια τθσ πειραματικισ μασ μελζτθσ πραγματοποιικθκε ανοςοϊςτοχθμεία και ςτισ περιοχζσ του 
αμφιβλθςτροειδι και των γάγγλιων των ραχιαίων ριηϊν ςτο αναπτυξιακό ςτάδιο Ε13.5. Θ ζκφραςθ τθσ 
YFP φαίνεται διάχυτθ και ςε αυτζσ τισ περιοχζσ όπωσ και ςτο φλοιό και το νωτιαίο μυελό.  

 

 Οι παραπάνω διαδικαςίεσ επαναλιφκθςαν προκειμζνου να διαπιςτωκεί ότι δεν υπιρχε πικανό τεχνικό 
λάκοσ κατά τθν πρϊτθ δοκιμι. 

 

Αμφιβλθςτροειδισ (retina) από TAG-1TgCre;Rosa26 YFP- μφεσ 

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Γάγγλια των ραχιαίων ριηϊν (DRGs)  

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 

 

Γάγγλια των ραχιαίων ριηϊν (DRGs)  

Αριςτερά: Ζκφραςθ τθσ YFP, Κζντρο: Ζκφραςθ τθσ ενδογενοφσ TAG-1, Δεξιά: ΢υνεντοπιςμόσ τουσ 
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 Σα παραπάνω αποτελζςματα δεν ςυμφωνοφν με παλαιότερθ μελζτθ ςτα ςυγκεκριμζνα ηϊα (Βιδάκθ 
2010). Πιο ςυγκεκριμζνα αναμενόταν θ ζκφραςθ τθσ YFP (και κατά ςυνζπεια τθσ Cre recombinase) να 
ακολουκεί το πρότυπο ζκφραςθσ τθσ ενδογενοφσ TAG-1. 

  

 

Εικόνα 5. Πρότυπο ζκφραςθσ τθσ Cre-ρεκομπινάςθσ, υπό τον ζλεγχο του υποκινθτι τθσ TAG-1, ςτα διαγονιδιακά TAG-1Tg(Gre) 
ηϊα. Ανοςοϊςτοχθμεία ςε οβελιαίεσ τομζσ εμβρφων Ε13.5. Θ ζκφραςθ τθσ YFP φαίνεται με πράςινο, θ ζκφραςθ τθσ TAG -1 
εντοπίηεται με κόκκινο και ο ςυνεντοπιςμόσ τουσ, φαίνεται με κίτρινο χρϊμα. Φαίνεται ότι το πρότυπο ζκφραςθσ τθσ YFP 
ακολουκεί το αντίςτοιχο τθσ ενδογενοφσ TAG-1. Cortex: φλοιόσ, Corticofugal fibers: φλοιοκαλαμικοί άξονεσ, Spinal cord: 
νωτιαίοσ μυελόσ, DRGs: γάγγλια των ραχιαίων ριηϊν, DRGCs: κφτταρα των DRGs, Retina: αμφιβλθςτροειδισ, RGCs: γαγγλιακά 
κφτταρα του αμφιβλθςτροειδοφσ, Retinal axons: άξονεσ των κυττάρων του αμφιβλθςτροειδοφσ (AIS, axon initial segment: 
αρχικό τμιμα των αξόνων, κοντά ςτα κυτταρικά ςϊματα). 

 

΢ε προθγοφμενθ μελζτθ του εργαςτθρίου (Βιδάκθ 2010) είχε παρατθρθκεί ςυνεντοπιςμόσ του διαγονιδίου 
αυτοφ με τθν ενδογενι TAG-1 ςτον φλοιό των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων και ςυγκεκριμζνα ςτουσ 
φλοιοκαλαμικοφσ άξονεσ, ςτο νωτιαίο μυελό και ςτα γάγγλια των ραχιαίων ριηϊν ( DRGs), κακϊσ και ςτα 
κφτταρα των DRGs, ςτον αμφιβλθςτροειδι και ςυγκεκριμζνα ςτα γαγγλιακά κφτταρα (RGCs) και τουσ άξονεσ 
των κυττάρων του αμφιβλθςτροειδοφσ. 
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΢ΤΖΗΣΗ΢Η 
 

 

΢φμφωνα με τα αποτελζςματα τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ που ακολουκιςαμε παρατθρικθκε ςε ζμβρυα 
αναπτυξιακϊν ςταδίων Ε12.5, Ε13.5 και Ε14.5 ότι το πρότυπο ζκφραςθσ του διαγονιδίου Rosa26-YFP και κατά 
ςυνζπεια  και του διαγονιδίου TAG-1TgCre δεν ακολουκοφν το πρότυπο ζκφραςθσ τθσ ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ 
TAG-1, όπωσ αναμενόταν . 

 

 Θ YFP παρουςιάηει διάχυτθ και μθ ειδικι ζκφραςθ ςε όλα τα εμβρυϊκά αναπτυξιακά  ςτάδια που 
μελετικθκαν. 

 

 Μια πρϊτθ ερμθνεία του προβλιματοσ αυτοφ ιταν πωσ μπορεί θ μθ ειδικι ζκφραςθ να οφειλόταν ςε 
απενεργοποίθςθ του κωδικονίου λιξθσ του διαγονιδίου  ROSA26-YFP ςτα ομϊνυμα ηϊα. Θ ςειρά αυτι 
ηϊων περιλαμβάνει μια αλλθλουχία λιξθσ ςτο γενετικό τόπο ROSA26 που εμποδίηει τθν ζκφραςθ τθσ YFP 
που ζχει εντεκεί εκεί. Θ απενεργοποίθςθ του κωδικονίου αυτοφ λιξθσ κα είχε ωσ αποτζλεςμα τθ ςυνεχι 
ζκφραςθ τθσ YFP και κα δικαιολογοφςε τθ διάχυτθ-μθ ειδικι ζκφραςι τθσ. 

 

Αυτό αντιμετωπίςτθκε με αντικατάςταςθ του διαγονιδίου Rosa26-YFP με αντίςτοιχο διαγονίδιο άλλθσ ςειράσ 
διαγονιδιακϊν μυϊν, ςτθν οποία γνωρίηαμε ότι θ YFP εμφάνιηε ειδικι ζκφραςθ. Πιο ςυγκεκριμζνα 
προχωριςαμε ςε διαςταυρϊςεισ μεταξφ των διαγονιδιακϊν μυϊν TAG-1TgCre και Rosa26-YFP+/st προκειμζνου 
να αντικαταςτιςουμε το παλιό διαγονίδιο Rosa26-YFP με νζο που ακολουκοφςε ειδικό πρότυπο ζκφραςθσ.  

 

Σα διαγονιδιακά ζμβρυα που προζκυψαν από τισ παραπάνω διαςταυρϊςεισ υποβλικθκαν επίςθσ ςτθν 
πειραματικι διαδικαςία που αναφζρεται ςτο παράρτθμα ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑ΢ΙΑ-ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ. 

 

 Σα αποτελζςματα που προζκυψαν από αυτι τθ ςειρά διαγονιδιακϊν ηϊων εμφάνιηαν ακριβϊσ το ίδιο 
πρότυπο ζκφραςθσ  τθσ YFP (διάχυτθ-μθ ειδικι ζκφραςθ) με τθν προθγοφμενθ ςειρά ηϊων που 
μελετικθκε. Αυτό υποδεικνφει πωσ θ υπόκεςθ ότι το διαγονίδιο Rosa26-YFP ιταν ελαττωματικό είναι 
λανκαςμζνθ. 

 

 Μια εναλλακτικι υπόκεςθ που κα μποροφςε να δικαιολογιςει το μθ ειδικό πρότυπο ζκφραςθσ τθσ YFP 
είναι θ περίπτωςθ το διαγονίδιο TAG-1TgCre  να ζχει εντεκεί τυχαία ςε μία περιοχι του γονιδιϊματοσ που 
είναι ςυνεχϊσ μεταγραφικά ενεργι οδθγϊντασ ςε διάχυτθ ζκφραςθ τθσ Cre recombinase και κατά 
ςυνζπεια τθσ YFP. 

 

Αυτό αναμζνεται να μελετθκεί ςε περαιτζρω πειραματικζσ μελζτεσ του εργαςτθρίου.  

 

Είναι ςθμαντικό να επιτευχκεί θ επιδιόρκωςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ διαγονιδιακισ ςειράσ ηϊων TAG-1TgCre, διότι 
αποτελεί ςθμαντικό εργαλείο για τθ μελζτθ πολλαπλϊν αναπτυξιακϊν διεργαςιϊν ςτο νευρικό ςφςτθμα.  
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ΜΕΛΛΟΝΣΙΚΟΙ ΢ΣΟΦΟΙ 

 

Είναι γνωςτό ότι κατά τθν ανάπτυξθ του φλοιοφ των εγκεφαλικϊν θμιςφαιρίων, θ TAG -1 εκφράηεται ςτθ 
μεμβράνθ των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων, οι οποίοι ςυνδζουν το φλοιό με τισ υπόλοιπεσ δομζσ του κεντρικοφ 
νευρικοφ ςυςτιματοσ. Μάλιςτα, θ ςυγκεκριμζνθ πρωτεΐνθ αποτελεί βαςικό μοριακό δείκτθ των αξόνων 
αυτϊν, κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξισ τουσ.  

 

Αποτελεί προτεραιότθτα, λοιπόν, να επιδιορκωκεί θ αναδθμιουργθκεί θ ςυγκεκριμζνθ ςειρά διαγονιδιακϊν 
μυϊν TAG-1TgCre, διότι κα μποροφςε να φανεί χριςιμθ ςε πολλζσ μελλοντικζσ εφαρμογζσ αφοφ μζςω τθσ 
διαςταφρωςθσ των ηϊων αυτϊν με κατάλλθλα διαγονιδιακά ηϊα, που φζρουν loxP τόπουσ ςε γονίδια που 
εμπλζκονται ςτθν ανάπτυξθ του νευρικοφ ςυςτιματοσ, είναι δυνατι θ λεπτομερισ μελζτθ του ρόλου αυτϊν 
των γονιδίων, ςε οποιαδιποτε διαδικαςία ςυμμετζχουν.  

 

Τπάρχουν αρκετζσ ςειρζσ γενετικά τροποποιθμζνων μυϊν που κα μποροφςαν να διαςταυρωκοφν με τα TAG-
1TgCre ηϊα.  

 
- Για παράδειγμα, κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν τα Rac1fl/fl ηϊα που περιγράφονται ςτθν παροφςα 
διατριβι, προκειμζνου να μελετθκεί ο ρόλοσ τθσ GTPάςθσ Rac1 ςτθν ανάπτυξθ των φλοιοκαλαμικϊν αξόνων,  
κακϊσ και ςτθν ανάπτυξθ των αξόνων του αμφιβλθςτροειδοφσ και των γαγγλίων των ραχιαίων ριηϊν ςτο 
νωτιαίο μυελό. Θ δθμιουργία των εν λόγω αξονικϊν πλθκυςμϊν, απαιτεί ςυντονιςμζνθ και απόλυτα 
ελεγχόμενθ αλλθλεπίδραςθ του κυτταροςκελετοφ τθσ ακτίνθσ και των μικροςωλθνίςκων, διαδικαςίεσ ςτισ 
οποίεσ μετζχουν ενεργά οι Rho-GTPάςεσ και θ Rac1 (Jaffe & Hall, 2005). 
  
- Οι TAG-1TgCre μφεσ, κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν και για τθ μελζτθ του ρόλου άλλων μορίων 
κυτταρικισ ςυνάφειασ, ςτθν ανάπτυξθ των αξόνων και των νευρικϊν, ι γλοιακϊν κυττάρων ςτα οποία 
εκφράηεται το διαγονίδιο. ΢υγκεκριμζνα, υπάρχουν διακζςιμεσ διαγονιδιακζσ ςειρζσ ποντικϊν, που φζρουν 
loxP τόπουσ ςε γονίδια καντχερινϊν (π.χ. cadherin 1, www.jax.org/jaxmice/models/cre_flp_loxp), κακϊσ και 
ςε γονίδια πρωτεϊνϊν που εμπλζκονται ςτο μθχανιςμό δράςθσ των παραπάνω μορίων (π.χ. κατενίνεσ, που 
αλλθλεπιδροφν με τισ cadherins, www.jax.org/jaxmice/models/cre_flp_loxp). Θ αδρανοποίθςθ των μορίων 
αυτϊν μζςω Cre-loxP αναςυνδυαςμοφ, από τθ διαςταφρωςι τουσ με τα TAG-1TgCre ηϊα, κα μποροφςε να 
δϊςει ςθμαντικζσ πλθροφορίεσ ςχετικά με το ρόλο τουσ ςτα ςθματοδοτικά μονοπάτια κακοδιγθςθσ των 
αξόνων και τθσ ανάπτυξθσ του νευρικοφ ςυςτιματοσ.  
 
- Χριςιμθ κα ιταν επίςθσ θ διαςταφρωςθ των TAG-1TgCre με ηϊα που φζρουν loxP τόπουσ ςε γονίδια τθσ 
οικογζνειασ των εφρινϊν (π.χ. ephrin B2, www.jax.org/jaxmice/models/cre_flp_loxp). Παλαιότερεσ 
εργαςτθριακζσ μελζτεσ, ζχουν δείξει ότι τα μόρια αυτισ τθσ οικογζνειασ εμπλζκονται τόςο ςτθν ανάπτυξθ των 
αξόνων του αμφιβλθςτροειδοφσ (Drescher et al, 1997), όςο και ςτθ γενικότερθ κακοδιγθςθ αξόνων ςτο 
αναπτυςςόμενο νευρικό ςφςτθμα (Nieto et al, 1996). Επομζνωσ, θ χρθςιμοποίθςθ του ςυςτιματοσ Cre -loxP 
για τθ ςτοχευμζνθ απενεργοποίθςθ μορίων τθσ οικογζνειασ των ephrins ιςτοειδικά, κα διαφωτίςει το 
μθχανιςμό δράςθσ αυτϊν των μορίων. Αντίςτοιχα, κα μποροφςε να μελετθκεί ο ρόλοσ μορίων όπωσ θ 
neuropilin 1 (www.jax.org/jaxmice/models/cre_flp_loxp), που ωσ υποδοχζασ ςεμαφορινϊν εμπλζκεται ενεργά 
ςτθν κακοδιγθςθ αξόνων ςτο νευρικό ςφςτθμα (Gu et al, 2003).  
 
- Σζλοσ, τα γενετικά τροποποιθμζνα ηϊα TAG-1TgCre κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν και για τθν απάντθςθ 
πολφ εξειδικευμζνων ερωτθμάτων, ωσ προσ τθν ανάπτυξθ ςυγκεκριμζνων κυτταρικϊν πλθκυςμϊν. Για 
παράδειγμα, μζςω διαςταφρωςθσ τουσ με ςειρζσ loxP-ηϊων όπωσ τα Grin1 
(www.jax.org/jaxmice/models/cre_flp_loxp), κα μποροφςε να διαφωτιςτεί ο ρόλοσ του υποδοχζα Grin1 του 
γλουταμικοφ, ςτθν ανάπτυξθ του πλθκυςμοφ των πυραμιδικϊν νευρϊνων που εκφράηουν τθν TAG -1 ςτο 
φλοιό. 
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