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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

 Η σωστή λειτουργία του φλοιού εξαρτάται κατά ένα μέρος, από τους 

    εργικούς ενδονευρώνες που παρέχουν την κύρια πηγή αναστολής. Η μη 

φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων αυτών έχει συσχετιστεί με σοβαρές 

νευροαναπτυξιακές διαταραχές, όπως είναι η σχιζοφρένεια, η επιληψία, η 

νοητική υστέρηση και οι διαταραχές του φάσματος του αυτισμού. Μια κομβικής 

σημασίας διαδικασία στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων, είναι η μετανάστευσή 

τους από τον κοιλιακό τελεγκέφαλο, όπου γεννιούνται, προς τον 

αναπτυσσόμενο φλοιό. Η διαδικασία αυτή καθορίζεται από τις εγγενείς 

ιδιότητες των ενδονευρώνων καθώς και από εξωκυτταρικούς παράγοντες, που 

τροποποιούν την καθοδηγητική τους απόφυση ως απόκριση στους παράγοντες 

αυτούς, μέσω της ενεργοποίησης ενδοκυττάριων μονοπατιών. Οι     πρωτεΐνες 

αποτελούν τους ενδοκυτταρικούς μεσολαβητές για πολυάριθμες αναπτυξιακές 

διεργασίες, όπως η οργάνωση του κυτταροσκελετού, η μετακίνηση των 

κυστιδίων, η μεταγραφή, η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, σε διάφορους 

τύπους κυττάρων. 

 Στην παρούσα μελέτη επικεντρωθήκαμε στον ρόλο της    1 η οποία 

εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και της νευροειδικής    3, στους 

ενδονευρώνες που προέρχονται από την έσω γαγγλιακή προεξοχή (   ). Από 

την περιοχή αυτή προέρχεται η πλειοψηφία των ενδονευρώνων του φλοιού. 

Προηγούμενη εργασία από το εργαστήριό μας αποκάλυψε, χρησιμοποιώντας 

την τεχνολογία    /    , ότι η Rac1 GTPάση είναι απαραίτητη σε ένα πρώιμο 

στάδιο της ανάπτυξης των ενδονευρώνων, στα προγονικά τους κύτταρα (Vidaki 

et al., 2012). Οι ελλειμματικοί για τη Rac1 ενδονευρώνες βρέθηκαν να 

συσσωρεύονται στον κοιλιακό τελεγκέφαλο λόγω επιπτώσεων στην οργάνωση 

του κυτταροσκελετού της ακτίνης στις καθοδηγητικές τους αποφύσεις και λόγω 

καθυστέρησης στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου των πρόδρομων κυττάρων 

τους. Σαν αποτέλεσμα μόνο το 50% των ενδονευρώνων εντοπίζονται στο φλοιό 

μεταγεννητικά. Τα ποντίκια με έλλειψη στη    3, δεν αντιμετωπίζουν εμφανή 

προβλήματα κατά την ανάπτυξή τους, ενώ με δοκιμές συμπεριφοράς προέκυψε 

ότι παρουσιάζουν υπερκινητική συμπεριφορά, υπεραντιδραστικότητα στην 

παρουσίαση νέων ερεθισμάτων και κάποιες διαφορές στον κινητικό συντονισμό 

και την κινητική μάθηση (Corbetta et al., 2005; Corbetta et al., 2008). 

 Το γεγονός ότι η αφαίρεση της    3 δεν επηρέασε σοβαρά την ανάπτυξη 

του φλοιού, παρόλο που η ίδια είναι μια νευρο-ειδική    άση καθώς και το ότι, 

η αφαίρεση της    1 από τα πρoγονικά κύτταρα των ενδονευρώνων του     

είχε ως αποτέλεσμα μια σοβαρή μεν, αλλά μερική μείωση των ΜGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων, οδήγησε στην υπόθεση ότι οι δύο         

μπορεί να αντισταθμίζουν η μία την απώλεια της άλλης. Για να διερευνηθεί η 

ορθότητα της υπόθεσης αυτής και ταυτόχρονα να ξεπεραστεί η δυσκολία που 

προκύπτει στην μελέτη του ρόλου των     , η προσέγγιση που ακολουθήθηκε 
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σε αυτή την εργασία, ήταν να εξεταστούν οι ενδονευρώνες απουσία των δύο     

GTPασών. Για να επιτευχθεί αυτό, δημιουργήθηκαν    1/   3 διπλά 

ελλειμματικοί μύες. Tα ζώα αυτά προέκυψαν από διασταύρωση μυών στα οποία 

η Rac1 απαλείφονταν μόνο από τους ενδονευρώνες που προέρχονται από το 

MGE με ζώα που δεν εξέφραζαν καθόλου τη Rac3 πρωτεΐνη.  

Στο πρώτο μέρος αυτής της εργασίας περιγράφηκε ο φαινότυπος των 

   1/   3 διπλά ελλειμματικών ζώων. Η ταυτόχρονη αφαίρεση των    1/   3 

οδηγεί σε ακόμη πιο σοβαρή μείωση των ενδονευρώνων στο φλοιό 

μεταγεννητικά. Το 80% των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων αποτυγχάνουν 

να μεταναστεύσουν προς τον φλοιό λόγω καθυστέρησης στην έξοδο από τον 

κυτταρικό κύκλο – καθυστέρηση ίδιας έκτασης με αυτή που περιγράφεται στο 

   1 ελλειμματικά ζώα- και ανωμαλιών στον κυτταροσκελετό τους. Στην 

πραγματικότητα, οι ενδονευρώνες με έλλειψη    1/   3 εμφανίζουν μεγάλες 

κυτταροσκελετικές αλλαγές, λόγω διαταραχών στη δυναμική της ακτίνης και 

των μικροσωληνίσκων. Οι βασικές αλλαγές που παρατηρούνται στη μορφολογία 

τους είναι: μείωση του μήκους του άξονα, καθοδηγητική απόφυση έντονα 

διακλαδισμένη, μη φυσιολογικός σχηματισμός του αυξητικού κώνου και 

μείωσης της σταθερότητας των μικροσωληνίσκων (Tivodar et al., 2015). 

Παρουσία taxol, ενός αντιδραστηρίου που σταθεροποιεί τους 

μικροσωληνίσκους, τα χαρακτηριστικά που περιγράφηκαν βελτιώνονται 

σημαντικά και ο φαινότυπος των κυττάρων διασώζεται τουλάχιστον εν μέρει.  

 Καθώς η μετανάστευση των διπλά ελλειμματικών για τις Rac 

ενδονευρώνων βρέθηκε να επηρεάζεται και η μετανάστευση είναι μια 

διαδικασία στην οποία απαιτείται η συνεχής κυτταροσκελετική αναδιοργάνωση, 

στο δεύτερο μέρος αυτής της εργασίας αναλύθηκε η μεταναστευτική 

συμπεριφορά των ενδονευρώνων, καταγράφοντας με μικροσκοπία την κίνηση 

των ζωντανών κυττάρων. Αρκετές πτυχές της κίνησής τους, όπως η ταχύτητα, η 

συχνότητα μετατόπισης, το πλάτος της μετατόπισης και άλλες, βρέθηκαν να 

μειώνονται. Ο υποκυτταρικός εντοπισμός του κεντροσώματος και του 

συμπλέγματος      , που είναι και τα δύο βασικά στοιχεία, απαραίτητα για τη 

σωστή μετανάστευση, άλλαξαν, απουσία    1/   3. Επίσης η δυναμική της 

ακτομυοσίνης διαταράχθηκε, εξηγώντας τα ελλείμματα που παρατηρήθηκαν 

στη μεταναστευτική συμπεριφορά των ενδονευρώνων. Επιπλέον, η ανάπτυξη 

του άξονα, η έναρξη της επιμήκυνσής του και η αξονική μεταφορά, όπως 

δείχθηκε καταγράφοντας την κίνηση των λυσοσωμάτων, επηρεάστηκαν επίσης 

σημαντικά. Η τοποθέτηση των λυσοσωμάτων κατά τη διάρκεια της 

μετανάστευσης των ενδονευρώνων βρέθηκε να διαφοροποιείται απουσία των 

δύο Rac.  

 Πραγματοποιήθηκε    -αλληλούχηση και αποκαλύφθηκε ένας αριθμός 

γονιδίων των οποίων η έκφραση στους ΜGE-προερχόμενους ενδονευρώνες 

τροποποιείται μετά την απομάκρυνση των    1 και    3. Ανάμεσά τους το 

γονίδιο TPCN2 που κωδικοποιεί το δίαυλο TPC2, έναν τασεο-ελεγχόμενο δίαυλο 

ιόντων, που βρίσκεται κυρίως στα όψιμα ενδοσώματα και στα λυσοσώματα και 
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επιτρέπει την απελευθέρωση   2+ (Marchant and Patel, 2015; Patel and 

Kilpatrick, 2018). Τα επίπεδα πρωτεϊνών του    2 βρέθηκαν μειωμένα και ο 

υποκυτταρικός εντοπισμός του βρέθηκε επίσης να τροποποιείται. Τέλος, η 

φαρμακολογική αναστολή του    2 σε ενδονευρώνες άγριου τύπου επηρέασε 

σοβαρά την ανάπτυξη των νευραξόνων τους και την έναρξη αυτής της 

διαδικασίας, παρόμοια με ότι παρατηρείται στους ενδονευρώνες απουσία των 

   1/3. Η φαρμακολογική αναστολή του    2 επηρέασε επίσης τη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων με την ταχύτητα και η συχνότητα της 

μετατόπισης να μειώνονται. 

 Συνολικά τα δεδομένα αυτά υποστηρίζουν την ιδέα ότι η μείωση του 

   2 κατά την αφαίρεση των    1 και    3 στους ενδονευρώνες του φλοιού θα 

μπορούσε να συμβάλει στον φαινότυπο που παρατηρήθηκε όσον αφορά την 

επιμήκυνση του άξονα, την έναρξη της ανάπτυξής του και τη μετανάστευσης 

των ενδονευρώνων. 
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SUMMARY 
 

 The correct function of cortical microcircuits depends in part on 

GABAergic interneurons that provide the main source of inhibition. Impaired 

interneuronal function results in severe neurodevelopmental disorders such as 

schizophrenia, epilepsy and autism. A pivotal process in the development of 

cortical interneurons, is their migration from the ventral telencephalon, where 

they originate towards the developing cortex. It is a process that is determined 

by intrinsic properties of the interneurons and extracellular factors, which 

modify their leading processes in response to them through activation of 

intracellular pathways. Rac-proteins are intracellular mediators of numerous 

developmental processes such as cytoskeleton organization, vesicle trafficking, 

transcription, cell cycle progression in diverse cell types.  

 In the present study we focused in the role of the ubiquitously expressed 

Rac1 and the neural-specific Rac3 in interneurons derived from the medial 

ganglionic eminence (MGE), a population comprising the majority of cortical 

interneurons. Previous work from our lab uncovered, using Cre/loxP technology, 

a cell autonomous and stage-specific requirement for Rac1 activity within 

proliferating interneuron precursors (Vidaki et al., 2012). Mutant cortical 

interneurons aggregate ventrally due to defects in the actin organization in the 

leading processes and a delay in cell cycle progression of their progenitors. As a 

consequence, only 50% of interneurons populate the cortex postnatally. Mice 

deficient for Rac3 show no obvious developmental defects, while the results of 

behavioral tests revealed a hyperactive behavior, hypereactivity to the 

presentation of new stimuli and some differences in motor coordination and 

motor learning(Corbetta et al., 2005; Corbetta et al., 2008). 

The fact that the ablation of Rac3 did not severely affect cortical development, 

even though it is a nervous system-specific GTPase and also that the ablation of 

Rac1 from the MGE progenitors resulted in a severe, yet partial reduction of 

MGE-derived interneurons has led to the assumption that the two GTPases might 

                         ’      .                                             

difficulty that arises in exploring the role of Racs, the approach followed in this 

work, was to examine interneurons with both Racs absent. To do so, Rac1/Rac3 

double mutant mice were generated by crossing Rac1 conditional KO with Rac3 

KO animals. 

 In the first part of this work the phenotype of the Rac1/Rac3 double 

mutants was described. The double ablation of Rac1/Rac3 leads to an even more 

severe reduction of cortical interneurons in the postnatal cortex. 80% of the 

ΜGE-derived interneurons fail to migrate to the cortex due to a delay in the cell 

cycle exit (of the same extent as the one described in Rac1 single mutants) and 

cytoskeletal defects. In fact, Rac1/Rac3-deficient interneurons exhibit gross 

cytoskeletal abnormalities, due to impairments in actin-microtubule dynamics, 
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including reduction of axon length, splitting of the leading process, abnormal 

growth cone formation and reduction of microtubule stability (Tivodar et al., 

2015). Pharmacological treatment of the interneurons with taxol, a reagent that 

stabilizes microtubules, improved the described features described and partially 

rescued the phenotype of the cells. 

 As migration of the Rac1/Rac3 double mutant interneurons was impaired, 

a process that requires constant cytoskeletal reorganization, in the second part 

of this work the migratory behavior of interneurons was analyzed by time lapse 

microscopy. Several aspects of their movement, like velocity, frequency of 

translocation, amplitude of translocation and others were found affected. The 

subcellular localization of the centrosome and Golgi complex, key elements of 

proper migration, were altered in the absence of Rac1/Rac3 and also actomyosin 

dynamics was impaired, explaining the deficits in their migratory behavior. 

Moreover, axon outgrowth, the initiation of this process and also axonal 

transport, as evidenced by lysosomal locomotion were significantly impacted. 

Lysosomal positioning was also found affected during the migration of the cells.  

RNA-sequencing revealed a number of genes with altered expression in 

MGE-derived interneurons upon ablation of Rac1 and Rac3. Among them the 

two-pore channel 2 (TPCN2 encoding TPC2), a member of the superfamily of 

voltage-gated ion channels, that is mainly located in late endosomes/lysosomes 

and mediates Ca2+ release (Marchant and Patel, 2015; Patel and Kilpatrick, 

2018). The protein levels of TPC2 were found reduced and its subcellular 

localization was affected. Lastly, pharmacological inhibition of TPC2 in wild type 

interneurons severely affected their axon growth and the initiation of this 

process, similarly to the ablation of Rac1/3. Pharmacological inhibition of TPC2 

also affected the migration as the velocity and the frequency of translocation 

were found decreased. Collectively, these data support the idea that reduction of 

TPC2 upon ablation of Rac1 and Rac3 in cortical interneurons could contribute 

to the phenotype observed regarding the initiation of axon outgrowth, axon 

extension and interneuron migration.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Α.  Ανάπτυξη των ενδονευρώνων του φλοιού των εγκεφαλικών 

ημισφαιρίων. 

 

Ο φλοιός των εγκεφαλικών ημισφαιρίων, αποτελεί την έδρα όλων των 

ανώτερων λειτουργιών του εγκεφάλου των θηλαστικών. Είναι η πιο πρόσφατη 

εξελικτικά περιοχή του κεντρικού νευρικού συστήματος και χαρακτηρίζεται από 

ιδιαίτερη δομική πολυπλοκότητα. Αποτελείται από μεγάλη ποικιλία κυτταρικών 

πληθυσμών, οργανωμένων σε στιβάδες. Η οργάνωση, η ποικιλομορφία των 

κυττάρων του φλοιού και τα πολύπλοκα δίκτυα που αναπτύσσουν, ευθύνονται 

για τα μοναδικά λειτουργικά χαρακτηριστικά της συγκεκριμένης δομής. 

Οποιαδήποτε ανωμαλία κατά την ανάπτυξή του μπορεί να προκαλέσει 

νευρολογικές παθήσεις όπως επιληψία, αυτισμό, σχιζοφρένεια (Corbin and Butt, 

2011; Wonders and Anderson, 2006). Η κατανόηση των μηχανισμών που 

εμπλέκονται στην ανάπτυξη και στη σωστή λειτουργία των νευρικών κυττάρων 

του φλοιού αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την κατανόηση της 

παθολογίας του εγκεφάλου και την αντιμετώπιση τέτοιων παθήσεων.  

 

Η ανάπτυξη του τελεγκεφάλου και ο σχηματισμός του φλοιού των 

εγκεφαλικών ημισφαιρίων στα θηλαστικά. 

 

 Η ανάπτυξη του φλοιού των εγκεφαλικών ημισφαιρίων, είναι μια 

διεργασία μοναδική στα θηλαστικά και σημαντικά συντηρημένη ανάμεσα στα 

διάφορα είδη. Μετά το κλείσιμο του νευρικού σωλήνα κατά την εμβρυογένεση, 

το πρόσθιο τμήμα του, μορφοποιείται σε μια κοιλότητα, που ονομάζεται 

προσεγκέφαλος (         , ή               ,). Από το πρόσθιο τμήμα του 

προσεγκεφάλου, τον τελεγκέφαλο (             ), θα προέλθουν σταδιακά 

κατά την εμβρυογένεση ο εγκεφαλικός φλοιός, οι οσφρητικοί βολβοί, ο 

ιππόκαμπος, η αμυγδαλή, τα βασικά γάγγλια (Corbin and Butt, 2011). Το 

τοίχωμα της συγκεκριμένης δομής, αποτελείται από νευροεπιθηλιακά κύτταρα 

τα οποία συνεχώς πολλαπλασιάζονται, σχηματίζοντας τα εγκεφαλικά κυστίδια 

(Vitalis & Rossier, 2010). Το τοίχωμα των πλευρικών κοιλιών του 

τελεγκεφάλου αρχίζει να διαφοροποιείται, στο ποντίκι, την εμβρυϊκή μέρα 

Ε10.5 (Ε: εμβρυϊκή μέρα) όταν δημιουργείται μία προεκβολή, που οδηγεί στη 

δημιουργία μιας αύλακας (                      ). Χωρίζεται έτσι ο ραχιαίος 

(                ) από τον κοιλιακό ή βασικό τελεγκέφαλο (               ). 

Κατά την εμβρυϊκή μέρα Ε11.5 ολοκληρώνεται ο σχηματισμός των 

γαγγλιονικών προεξοχών στον κοιλιακό τελεγκέφαλο με το διαχωρισμό του 

κοιλιακού τοιχώματος από μια ακόμη αύλακα (                      ) (εικ.1). 

Οι δομές που προκύπτουν ονομάζονται έσω (   :                           ) 

και πλευρική (   :                            ) γαγγλιονική προεξοχή.  πίσθια 



18 
 

από τις δομές αυτές η προεκβολή του κοιλιακού τοιχώματος είναι ενιαία και 

ονομάζεται οπίσθια γαγγλιονική προεξοχή (   :                           ) 

(Corbin and Butt, 2011). 

 Οι νευρώνες και τα γλοιακά κύτταρα του φλοιού προέρχονται από το 

νευροεπιθήλιο που περιβάλλει τις κοιλίες του τελεγκεφάλου και ονομάζεται 

κοιλιακή ζώνη (                ,  Z) (Εικ. 1). Πριν τη νευρογένεση τα 

περισσότερα πρόδρομα κύτταρα της κοιλιακής ζώνης διαιρούνται συμμετρικά. 

Όσο εξελίσσεται η εμβρυογένεση κι η ανάπτυξη του φλοιού, η διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου αυξάνεται καθώς επεκτείνεται η φάση  1. Σε κάποιο 

χρονικό σημείο τα πρόδρομα κύτταρα διαιρούνται ασύμμετρα. Σταδιακά ο 

αριθμός των πρόδρομων κυττάρων μειώνεται, ενώ αυξάνεται ο αριθμός των 

νευρικών κυττάρων και κατά το τέλος της ανάπτυξης του φλοιού όλα σχεδόν 

τα πρόδρομα κύτταρα δίνουν δυο θυγατρικά νευρικά κύτταρα. Μόλις τα 

νευρικά κύτταρα εξέλθουν από τον κυτταρικό κύκλο μεταναστεύουν από την 

κοιλιακή ζώνη προς την τελική τους θέση στον αναπτυσσόμενο φλοιό (Vitalis 

and Rossier, 2011). 

 

 

 

 Στο μυ, την εμβρυϊκή μέρα Ε11.5 ένα πρώτο “κύμα” νευρώνων 

μεταναστεύουν σχηματίζοντας μία στιβάδα που ονομάζεται προφλοιϊκή πλάκα 

(preplate, PP) (Εικ.1). Ο δεύτερος πληθυσμός νευρώνων που μεταναστεύει την 

εμβρυϊκή μέρα Ε13.5 χωρίζει την προφλοιϊκή πλάκα σε δύο στιβάδες. Μια 

επιφανειακή, την επιχείλια ζώνη (             ,  Z) ή στιβάδα   και μια 

βαθύτερη την υποφλοιϊκή πλάκα (        ,   ). Η στιβάδα κυττάρων που 

δημιουργείται ανάμεσα ονομάζεται φλοιϊκή πλάκα (              ,   ) (Ayala et 

Εικόνα 1 Σχηματική αναπαράσταση της ανάπτυξης του εγκεφαλικού φλοιού.  
Παρουσιάζονται με διαφορετικά χρώματα οι ξεχωριστοί πληθυσμοί κυττάρων. CP, cortical 
plate; IZ, intermediate zone; MZ, marginal zone; PP, preplate; SP, subplate; SVZ, 
subventricular zone. (Τροποποιημένη από (Vitalis and Rossier, 2011)) 
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al., 2007).   ανάπτυξη του φλοιού συνεχίζεται με νέους πληθυσμούς νευρώνων, 

που μεταναστεύουν διαδοχικά και σταδιακά καταλαμβάνουν πιο επιφανειακές 

θέσεις. Καταλήγουν στη περιοχή της φλοιϊκής πλάκας, όπου προκύπτουν οι 

στιβάδες ΙΙ-  , ακολουθώντας πρότυπο κατά το οποίο, στις βαθύτερες στιβάδες 

εντοπίζονται οι νευρώνες που γεννιούνται νωρίτερα κατά την ανάπτυξη, 

σύμφωνα με το “από μέσα προς τα έξω” μοντέλο (Marín et al., 2010). 

Ταυτόχρονα, ακριβώς κάτω από την υποφλοιϊκή πλάκα, άξονες με οριζόντια 

κατεύθυνση σχηματίζουν την ενδιάμεση ζώνη του φλοιού (                 , 

 Z), ενώ αρχίζει να διακρίνεται, ακριβώς πάνω από την κοιλιακή ζώνη, η 

υποκοιλιακή ζώνη (                   ,   Z), η οποία αποτελείται από 

μιτωτικούς και μεταμιτωτικούς νευρώνες(Ayala et al., 2007). (εικ.2) 

 

Πληθυσμοί των νευρώνων στο φλοιό. 

 

 Ο εγκεφαλικός φλοιός, όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι έδρα των 

ανώτερων λειτουργιών των θηλαστικών και οι λειτουργίες αυτές δεν θα 

μπορούσαν να επιτυγχάνονται, δίχως την ισορροπία μεταξύ διέγερσης και 

αναστολής των δικτύων στα οποία οργανώνονται τα νευρικά κύτταρα.   Οι δύο 

βασικοί τύποι νευρώνων που εντοπίζονται στον ώριμο εγκέφαλο και 

σχηματίζουν τα νευρωνικά δίκτυα είναι οι πυραμιδικοί νευρώνες και οι 

ενδονευρώνες. 

 Οι πυραμιδικοί νευρώνες αποτελούν περίπου το 80% των νευρικών 

κυττάρων του φλοιού. Είναι διεγερτικοί νευρώνες και νευροδιαβιβαστής τους 

είναι το γλουταμινικό οξύ. Ενώ σχηματίζουν συνάψεις με νευρώνες σε άλλες 

περιοχές του φλοιού, ακόμα και σε απομακρυσμένες δομές του εγκεφάλου 

γεννιούνται στην κοιλιακή ζώνη του ραχιαίου τελεγκεφάλου και μεταναστεύουν 

προς τον φλοιό ακτινωτά, κάθετα προς την εξωτερική επιφάνεια της κοιλιακής 

ζώνης, ακολουθώντας τις ίνες των ακτινωτών κυττάρων της γλοίας (He et al., 

2016). 

 Οι ενδονευρώνες αντίθετα, δρουν κυρίως τοπικά, ενώ μικρός μόνο 

αριθμός τους προεκβάλλει σε απομακρυσμένες φλοιϊκές δομές. Είναι 

ανασταλτικοί νευρώνες, νευροδιαβιβαστής τους είναι το      (γ-

αμινοβουτυρικό οξύ) και μέσω των συνάψεών τους με τους πυραμιδικούς 

νευρώνες, εξισορροπούν τη διέγερση του φλοιού και ρυθμίζουν τη μετάδοση του 

σήματος. Αποτελούν περίπου το 20% των συνολικών κυττάρων του φλοιού των 

θηλαστικών κατά μέσο όρο ενώ το ποσοστό αυτό φαίνεται να αυξάνεται σε 

ανώτερους εξελικτικά οργανισμούς. Στα πρωτεύοντα οι     εργικοί νευρώνες 

αποτελούν περίπου το 25%, ενώ στον ανθρώπινο εγκέφαλο 34-44% (Faux et al., 

2012). Γεννιούνται στην κοιλιακή ζώνη του βασικού τελεγκεφάλου και 

μεταναστεύουν προς το ραχιαίο τελεγκέφαλο για να βρεθούν στις κατάλληλες 

φλοιϊκές στιβάδες. 

 Μετά τη γέννηση, τη μετανάστευση και την τοποθέτηση των κυτταρικών 

σωμάτων στις κατάλληλες φλοιϊκές στιβάδες ακολουθεί η ανάπτυξη του άξονα, 
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των δενδριτών και η συναπτογένεση (Lim et al., 2018a). Το επόμενο βασικό, 

χρονικά, σημείο στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων είναι ο προγραμματισμένος 

αποπτωτικός θάνατος. Οι ενδονευρώνες γεννιούνται σε περίσσεια στο φλοιό και 

εντοπίζονται τις πρώτες μέρες μεταγγεννητικά στους μύες σε σημαντικά 

μεγαλύτερο αριθμό. Μελέτες έδειξαν ότι ενδονευρώνες με μειωμένη 

δραστηριότητα λίγο πριν την περίοδο όπου συμβαίνει ο κυτταρικός θάνατος 

είχαν περισσότερες πιθανότητες να υποστούν απόπτωση (Wong et al., 2018). Οι 

τελικοί αριθμοί των ενδονευρώνων προσαρμόζονται μέσω ενός εγγενώς 

καθορισμένου προγράμματος απόπτωσης που λαμβάνει χώρα νωρίς σε ένα 

μικρό χρονικό διάστημα, τις πρώτες ημέρες μεταγεννητικά (Denaxa et al., 2018; 

Priya et al., 2018). Μετά το στάδιο αυτό οι ενδονευρώνες ωριμάζουν 

συμμετέχοντας σε ένα κύκλωμα στο φλοιό (Lim et al., 2018a). 

 

H κατηγοριοποίηση των ενδονευρώνων. 

 

 Οι ανασταλτικοί ενδονευρώνες εμφανίζουν μεγάλη ποικιλομορφία. 

Παρότι οι διεγερτικοί ενδονευρώνες υπερτερούν αριθμητικά, είναι η τεράστια 

ποικιλία των διαφορετικών υποτύπων των ενδονευρώνων που προσδίδει την 

ικανότητα στο ανασταλτικό σύστημα να “αισθάνεται” το κατάλληλο επίπεδο 

διέγερσης, και τελικά να ρυθμίζει την έξοδο του κυκλώματος, χρησιμοποιώντας 

ένα ευρύ φάσμα ανασταλτικής δραστηριότητας, σαν απόκριση στα ερεθίσματα 

(Sultan and Shi, 2018a). Αν και δεν υπάρχει ακόμη πλήρης εικόνα του πόσοι 

ανασταλτικοί τύποι κυττάρων υπάρχουν και πώς αυτοί διαφοροποιούνται, 

εμφανίζονται όμως πλέον ξεκάθαρα κάποια μοτίβα (Tremblay et al., 2016a). Οι 

υποτύποι των ενδονευρώνων μπορούν να διακριθούν σε ομάδες με βάση 

διάφορα κριτήρια όπως είναι η μορφολογία, η έκφραση μοριακών δεικτών, οι 

ηλεκτρικές τους ιδιότητες, υποκυτταρική συναπτική τους στόχευση, και τα 

μοτίβα συνδεσιμότητας που αναπτύσσουν (Sultan et al., 2013). 

 Aνατομικά, οι GABAεργικοί ενδονευρώνες του φλοιού παρουσιάζουν μια 

ποικιλία σωματικών, δενδριτικών και αξονικών μορφολογιών, 

συμπεριλαμβανομένων των συγκεκριμένων υποκυτταρικών περιοχών που 

στοχεύουν οι άξονές τους (Kubota, 2014; Markram et al., 2004). Οι υποτύποι των 

ενδονευρώνων διαφέρουν επίσης ως προς τη συνδεσιμότητά τους με άλλους 

νευρώνες, είτε διεγερτικούς, είτε ανασταλτικούς (Pfeffer et al., 2013). 

Ηλεκτροφυσιολογικά, έχει παρατηρηθεί μια πληθώρα μοτίβων πυροδότησης, η 

οποία προκύπτει από τη διαφορετική σύνθεση, των διαύλων ιόντων της 

μεμβράνης, μεταξύ των υποτύπων των ενδονευρώνων, που καθορίζει τις 

παθητικές και ενεργητικές ιδιότητες της μεμβράνης τους (Markram et al., 2004). 

Ακόμη οι συνάψεις συγκεκριμένων τύπων ενδονευρώνων σχετίζονται με 

υποδοχείς GABA που διαφέρουν στη σύνθεση των υπομονάδων τους, γεγονός 

που μπορεί να επηρεάσει την κινητική της GABAergic απόκρισης (Freund and 

Katona, 2007). Οι ενδονευρώνες επίσης ποικίλλουν ως προς την απόκρισή τους 

σε νευροδιαμορφωτές όπως είναι η ακετυλοχολίνη (Ach), η σεροτονίνη (5-HT), η 



21 
 

νοραδρεναλίνη και η ντοπαμίνη, οι οποίοι επηρεάζουν ιδιαίτερα τη λειτουργία 

των κυκλωμάτων του νεοφλοιού και είναι υπεύθυνα για δυναμικές αλλαγές που 

σχετίζονται με διαφορετικές καταστάσεις του εγκεφάλου και διαφορετικά 

συμπεριφορικά πλαίσια (Lim et al., 2018b).  Τέλος, οι ενδονευρώνες διαφέρουν 

ως προς την έκφρασή τους σε μόρια, όπως πρωτεΐνες και νευροπεπτίδια που 

δεσμεύουν το ασβέστιο όπως παρβαλβουμίνη (parvalbumin, PV), καλβινδίνη 

(calbindin, CB) και καλρετινίνη (calretinin, CR) (2) όπως η σωματοστατίνη 

(somatostatin, Sst), η αγγειοεντερική πρωτεΐνη (vasointestinal protein, VIP), το 

νευροπεπτίδιο Υ (neuropeptide Y, NPY) και η χολοκυστοκινίνη (cholecystokinin, 

CCK) καθώς και άλλους βιοχημικούς δείκτες όπως reelin, νευρωνική συνθάση 

νιτρικού οξειδίου (                              ,     ), ο υποδοχέας της 

σεροτονίνης (5   )-3A (Kepecs and Fishell, 2014; Sultan and Shi, 2018b).  

 H κατηγοριοποίηση των ενδονευρώνων δεν υπήρξε μια απλή διαδικασία 

για την επιστημονική κοινότητα. Σημείο αναφοράς ήταν η συνάντηση στη Petilla 

Interneuron Nomenclature Group (PING). Στα χρόνια που ακολούθησαν τη 

συνάντηση της        , η έκφραση ορισμένων μοριακών δεικτών βρέθηκε να 

αποτελεί ένα καλό σημείο εκκίνησης για την ταξινόμηση των ενδονευρώνων του 

νεοφλοιού. Η έκφραση των συγκεκριμένων δεικτών παρείχε μια αρχική βάση 

ώστε να ξεκινήσει ο χαρακτηρισμός των υποτύπων των ενδονευρώνων 

(Tremblay et al., 2016b). Επιπλέον, η πρόοδος στη μοριακή γενετική επέτρεψε 

τη δημιουργία διαγονιδιακών τρωκτικών που εκφράζουν φθορίζουσες 

πρωτεΐνες ή τα ένζυμα     ή                 υπό τον έλεγχο των υποκινητών 

των γονιδίων που κωδικοποιούν αυτούς τους δείκτες, επιτρέποντας την 

ταυτοποίηση και τον χειρισμό των συγκεκριμένων ομάδων ενδονευρώνων 

(Taniguchi et al., 2011). Από την ανάλυση αυτή, έχει προκύψει ότι είναι τρεις οι 

κύριες ομάδες ενδονευρώνων οι οποίες δεν είναι αλληλεπικαλυπτόμενες και 

ταυτοχρόνως αντιπροσωπεύουν σχεδόν το 100% των     εργικών νευρώνων 

του φλοιού. Είναι οι ενδονευρώνες που εκφράζουν την πρωτεΐνη που δεσμεύει 

Ca2+, παρβαλβουμίνη (  ), αυτοί που εκφράζουν το νευροπεπτίδιο 

σωματοστατίνη (   ) και αυτοί που εκφράζουν τον υποδοχέα της σεροτονίνης 

5HT3aRs (Fishell and Rudy, 2011; Sultan and Shi, 2018b). Οι δύο πρώτες 

κατηγορίες αποτελούν το 60% των ενδονευρώνων του φλοιού (Wonders and 

Anderson, 2006). Σε κάθε μία από αυτές τις τρεις ομάδες ενδονευρώνων 

συμπεριλαμβάνονται πολυάριθμοι υπότυποι με διαφορές στα βασικά 

χαρακτηριστικά που προαναφέρθηκαν (Εικ. 2). 

 

Βασικά χαρακτηριστικά των διαφορετικών ενδονευρώνων του φλοιού. 

 

 Συνοπτικά περιγράφοντας τους βασικούς τύπους ενδονευρώνων που 

εντοπίζονται στο φλοιό: 

 Η μεγαλύτερη κατηγορία ενδονευρώνων του φλοιού χαρακτηρίζεται από 

την έκφραση    (Eικ.2). Μπορούν να διακριθούν τρεις κύριες υποκατηγορίες 

ενδονευρώνων   +, οι οποίες παρουσιάζουν χαρακτηριστικές ιδιότητες ταχείας 
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πυροδότησης: τους αξο-αξονικούς νευρώνες (chandelier cells), τα καλαθοφόρα 

κύττταρα (basket cells) και ενδονευρώνες που διαπερνούν πάνω από μια 

στιβάδα του φλοιού (Lim et al., 2018a). Οι αξο-αξονικοί νευρώνες έχουν την πιο 

χαρακτηριστική μορφολογία η οποία αντικατοπτρίζεται και στο όνομά τους 

(chandelier cells). Σχηματίζουν συνάψεις στο αρχικό τμήμα του άξονα των 

πυραμιδικών κυττάρων και είναι ιδιαίτερα άφθονα στα όρια μεταξύ των 

στιβάδων 1 και 2 και στη στιβάδα 6 (Taniguchi et al., 2011).  

 

 

 

 Τα χαρακτηριστικά   + καλαθοφόρα κύττταρα αποτελούν το πιο 

άφθονο τύπο ενδονευρώνων στο νεοφλοιό. Σχηματίζουν συνάψεις στο σώμα 

και στους εγγύς δενδρίτες των πυραμιδικών κυττάρων αλλά και άλλων 

ενδονευρώνων (Hu et al., 2014). Κατανέμονται μέσω των στιβάδων 2 έως 6 στο 

νεοφλοιό και σε όλες τις περιοχές του φλοιού. Τέλος, οι   + ενδονευρώνες που 

διαπερνούν πάνω από μια στιβάδα του φλοιού αποτελούν έναν σχετικά σπάνιο 

τύπο ταχείας πυροδότησης που είναι ιδιαίτερα άφθονος στις στιβάδες 5 και 6 

(Bortone et al., 2014).  

 Η δεύτερη κατηγορία ενδονευρώνων είναι αυτή που χαρακτηρίζεται από 

την έκφραση της SST. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι ενδονευρώνων    +: τα 

Εικόνα 2 Κατηγοριοποίηση των ενδονευρώνων του φλοιού. 
Σχεδόν το 100% των ενδονευρώνων του νεοφλοιού ανήκουν σε τρεις ομάδες που χαρακτηρίζονται από 
την έκφραση της παρβαλβουμίνης (PV), της σωματοστατίνης (SST) και του ιοντοτρόπου υποδοχέα της 
σεροτονίνης 5HT3a (5HT3aR). Κάθε ομάδα περιλαμβάνει υποκατηγορίες και κάθε υποκατηγορία 
αποτελείται από διαφορετικούς λειτουργικά πληθυσμούς νευρώνων (Tremblay et al., 2016a).  
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κύτταρα            και μη-Martinot   κύτταρα (Eικ.2). Τα    + κύτταρα 

           αποτελούν μία πολύ μεταγραφικά ετερογενή ομάδα ενδονευρώνων 

που χαρακτηρίζεται από έναν ανιόντα άξονα του οποίου οι δενδρίτες 

καταλήγουν σε μεγάλο βαθμό στη στιβάδα 1 (Wang et al., 2004).  Τα κύτταρα 

           είναι ιδιαίτερα άφθονα στη στιβάδα 5, αλλά είναι επίσης κοινά στις 

στιβάδες τα 2 και 3. Αυτά τα κύτταρα αντιπροσωπεύουν περίπου το 60% των 

νευρώνων    + σε αυτές τις στιβάδες (Lim et al., 2018b). Τα κύτταρα            

έχουν σχετικά ετερογενή μοτίβα πυροδότησης, αλλά συχνά μεσολαβούν στη 

δισυναπτική αναστολή των πυραμιδικών νευρώνων. Τα κύτταρα    + μη-

          κύτταρα βρίσκονται σε όλες τις στιβάδες από 2 έως 6, ενώ είναι 

χαρακτηριστικό ότι στερούνται άξονες στη στιβάδα 1 (Lim et al., 2018a). 

Εμφανίζουν χαμηλότερο δυναμικό μεμβράνης ηρεμίας και υψηλότερη 

συχνότητα πυροδότησης από τα κύτταρα           . Τα μη-           κύτταρα 

είναι ιδιαίτερα άφθονα στο στιβάδα 4 (Ma et al., 2013), όπου στοχεύουν κυρίως 

τα   + καλαθοφόρα κύττταρα. Επιπλέον o νεοφλοιός περιέχει     εργικούς 

ενδονευρώνες που εκφράζουν    , βρίσκονται στις πιο βαθιές στιβάδες και 

προβάλλουν σε άλλες περιοχές του νεοφλοιού. Αυτοί οι    + ενδονευρώνες 

συχνά εκφράζουν και τη συνθάση νιτρικού οξειδίου (   ), χονδρολεκτίνη 

(     ) και το νευροπεπτίδιο Υ (   ) και είναι ενεργοί κατά τη διάρκεια του 

ύπνου (Lim et al., 2018a). 

 Τέλος η τρίτη βασική κατηγορία ενδονευρώνων είναι αυτοί που 

εκφράζουν τον υποδοχέα σεροτονίνης 5  3   που αποτελούν μία πολύ 

ετερογενή ομάδα (Rudy et al., 2011) (Eικ.2). Μεταξύ αυτών, οι ενδονευρώνες 

που εκφράζουν το αγγειοδραστικό εντερικό πεπτίδιο (   ). Αυτοί είναι οι πιο 

άφθονοι και είναι ανασταλτικοί ενδονευρώνες που στοχεύουν    + και   + 

ενδονευρώνες (Lim et al., 2018a) Υποομάδα των    + ενδονευρώνων είναι 

χαρακτηριστικά διπολικά κύτταρα με κατακόρυφα προσανατολισμένους 

άξονες, ιδιαίτερα εμπλουτισμένοι στις στιβάδες 2 και 3 τα οποία συνεκφράζουν 

την πρωτεΐνη καλρετινίνη που δεσμεύει ασβέστιο (  ), όπως προαναφέρθηκε 

(He et al., 2016). Επιπλέον υπάρχουν και τα VIP+ πολυπολικά κύτταρα, τα οποία 

είναι πολύ διαφορετικά μεταγραφικά σε σχέση με τα    + διπολικά κύτταρα. Τα 

τελευταία συνεκφράζουν το νευροπεπτίδιο χολοκυστοκινίνη (CCK) και έτσι 

είναι μεταγραφικά πιο όμοια με άλλα καλαθοφόρα κύττταρα CCK+, που δεν 

εκφράζουν VIP. Έχουν μικρό σώμα και είναι ιδιαίτερα άφθονα στις 

υπερκοκκιώδεις στιβάδες του φλοιού, ενώ τα καλαθοφόρα κύττταρα CCK+, που 

δεν εκφράζουν VIP εντοπίζονται κυρίως στις στιβάδες 5 και 6 (He et al., 2016). 

Τα CCK+ καλαθοφόρα κύττταρα κάνουν συνάψεις στο σώμα των πυραμιδικών 

κυττάρων και άλλων ενδονευρώνων (Lim et al., 2018c). Τα κύτταρα που 

μοιάζουν με τα νευρογλοιακά είναι ο πιο άφθονος τύπος ενδονευρώνων στη 

στιβάδα 1. Έχουν πολύ πυκνή και χαρακτηριστική μορφολογία στον άξονα που 

εμφανίζει πολλές αποφυάδες. Εκτός από τον 5HT3aR υποδοχέα εκφράζουν, 

πολύ συχνά συνεκφράζουν reelin και NPY (Lee et al., 2010). Στη στιβάδα 1 είναι 

επίσης άφθονα τα single bouquet κύτταρα τα οποία αν και μεταγραφικά δεν 
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έχουν πολλές διαφορές με τα κύτταρα που μοιάζουν με τα νευρογλοιακά, σε 

αντίθεση με αυτά εμφανίζουν αξονικές διακλαδώσεις που εκτείνονται στις πιο 

βαθιές στιβάδες του φλοιού. Τα κύτταρα αυτά εκφράζουν 5HT3aR και reelin 

(Lim et al., 2018a). Δύο επιπλέον τύποι ενδονευρώνων που εκφράζουν το 

5HT3aR είναι τα NPY+ πολυπολικά κύτταρα και οι Meis2+ GABAεργικοί 

ενδονευρώνες. Οι πολυπολικοί ενδονευρώνες NPY+ παρουσιάζουν ακανόνιστες 

ιδιότητες πυροδότησης και είναι ιδιαίτερα άφθονοι στο όριο μεταξύ των 

στιβάδων 1 και 2 (Miyoshi and Fishell, 2011). Οι νευρώνες Meis2+ βρίσκονται 

στη λευκή ουσία και επεκτείνουν τους άξονες σε βαθιές στιβάδες του φλοιού και 

του ραβδωτού σώματος (von Engelhardt et al., 2011). 

 

H προέλευση των ενδονευρώνων του φλοιού. 

 

 Σε αντίθεση με τους πυραμιδικούς νευρώνες οι οποίοι παράγονται στο 

ραχιαίο τελεγκέφαλο, οι ενδονευρώνες του φλοιού γεννιούνται στον κοιλιακό 

τελεγκέφαλο. H περιοχή αυτή τόσο στα τρωκτικά όσο και στα πρωτεύοντα, 

συμπεριλαμβανομένου και των ανθρώπων μπορεί να διαιρεθεί σε υποπεριοχές 

καθεμιά από τις οποίες χαρακτηρίζεται από την έκφραση ενός διαφορετικού 

συνδυασμού μεταγραφικών παραγόντων (Flames et al., 2007; Hansen et al., 

2013). Αυτές περιλαμβάνουν την πλάγια, την έσω και την οπίσθια γαγγλιακή 

προεξοχή (lateral, medial, caudal ganglionic eminence LGE, MGE και CGE, 

αντίστοιχα), την πιο κοιλιακή περιοχή, την προ-οπτική περιοχή (preoptic area, 

POA) και την παρακείμενή της περιοχή, την προ-οπτική-υποθαλαμική (pre- 

optic-hypothalamic, POH) (Εικ. 3). 

Από την περιοχή LGE παράγονται GABΑεργικοί ενδονευρώνες του ραβδωτού 

και νευρώνες που καταλήγουν στους οσφρητικούς βολβούς αλλά όχι του φλοιού 

(Wonders and Anderson, 2006). Οι ενδονευρώνες του φλοιού φαίνεται να 

προέρχονται κυρίως από τρεις από αυτές τις προγονικές περιοχές:    ,     και 

την POA (Gelman and Marín, 2010). Παρότι στον άνθρωπο φαίνεται να μοιάζουν 

αυτές οι περιοχές πρόσφατα δεδομένα έδειξαν ότι ένας υποπληθυσμός 

ανασταλτικών ενδονευρώνων παράγεται από τα ακτινωτά κύτταρα της γλοίας 

(RGC, radial glial cells) από όπου προέρχονται οι πυραμιδικοί νευρώνες, κάτι 

που δε συμβαίνει στον εγκέφαλο των μυών (Bandler et al., 2022; Llorca and 

Deogracias, 2022; Ma et al., 2013; Shi et al., 2021). 

 Από την περιοχή του MGE προέρχονται οι SST+ και οι PV+ ενδονευρώνες 

που αποτελούν περίπου το 50-60% των ενδονευρώνων του φλοιού (Wonders 

and Anderson, 2006) (Εικ.3). To μέγιστο της παραγωγής παρατηρείται κατά τις 

εμβρυϊκές μέρες Ε12-Ε14 (Marin et al., 2000). H περιοχή του CGE συμβάλλει στη 

δημιουργία του 30-40% των ενδονευρώνων. Mελέτες έχουν δείξει ότι οι 

ενδονευρώνες που προέρχονται από CGE εκφράζουν CR και/ή VIP, CCK, είτε 

reelin (Butt et al., 2005; Miyoshi et al., 2010; Niquille et al., 2018; Xu, 2004). Από 

το     δημιουργείται περίπου το 10% των     εργικών ενδονευρώνων. Tα 

περισσότερα από τα κύτταρα αυτά μοιάζουν με αυτά που προέρχονται από το 
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CGE (Gelman et al., 2009) (Εικ.3). Είναι για παράδειγμα νευρώνες που μοιάζουν 

με γλοιακά κύτταρα, εκφράζουν NPY (Niquille et al., 2018), ενώ παράγονται και 

κάποιοι SST+ και PV+ (Gelman et al., 2011). 

 Η ιστογένεση του MGE ξεκινάει στους μύες περίπου την εμβρυική ημέρα 

Ε9 και ακολουθεί το LGE, Ε10 και το CGE, Ε11. Για την ιστογένεση των περιοχών 

απαιτείται η έκφραση μορφογόνων και μεταγραφικών παραγόντων καθώς και 

η αλληλεπίδρασή τους. Το μορφογόνο Sonic hedgehog (   ) χαρακτηριστικά 

και οι αυξητικοί παράγοντες ινοβλαστών (    ) συμβάλλουν στη διαμόρφωση 

του ραχιαίο-κοιλιακού άξονα και στην ανάπτυξη της κοιλιακής ζώνης (Peyre et 

al., 2015). 

 

 

Εικόνα 3 Σχηματική  απεικόνιση της  προέλευσης  και της  ποικιλομορφίας  των ενδονευρώνων του 
φλοιού.  

(α) Οι ενδονευρώνες του φλοιού σε ποντίκια προέρχονται από προγονικά κύτταρα που βρίσκονται 

στον κοιλιακό  τελεγκέφαλο συγκεκριμένα στην έσω γαγγλιακή υπεροχή (MGE), την ουραία 

γαγγλιακή υπεροχή (CGE) και την προοπτική περιοχή (PoA). LGE, πλευρική γαγγλιακή υπεροχή. 

Ctx, φλοιός; OB, οσφρητικός βολβός. (b) Η κύρια πηγή ενδονευρώνων είναι το MGE, που 

δημιουργεί το ~ 70% των ενδονευρώνων του φλοιού που αποτελούνται από δύο μη 

επικαλυπτόμενους πληθυσμούς που εκφράζουν παρβαλβουμίνη (PV) και σωματοστατίνη (SST). 

Περίπου το 30% των ενδονευρώνων του φλοιού είναι μια ετερογενής ομάδα κυττάρων που 

δημιουργείται από το CGE, τα οποία εκφράζουν όλα 5HTR (υποδοχέας σεροτονίνης)-3A καθώς και 

είτε αγγειοεντερικό πεπτίδιο (VIP) είτε reelin. Επιπλέον, το  CGE είναι η κύρια πηγή κυττάρων που 

εκφράζουν καλρετινίνη (CR) και χολοκυστοκινίνη (CCK). Το PoA δημιουργεί ~10% των 

ενδονευρώνων, ένα κλάσμα των οποίων εκφράζει το νευροπεπτίδιο Υ (NPY), τη συνθάση του 

νευρωνικού μονοξειδίου του αζώτου (nNOS) και SST. (c) Εξέλιξη του εγκεφάλου των θηλαστικών 

από κατώτερα θηλαστικά όπως το ποντίκι σε πρωτεύοντα όπως ο πίθηκος μακάκος και ο 

άνθρωπος. Ποντίκι και μακάκος πίθηκος απέκλιναν από τον άνθρωπο ~100 και ~25 (εκατομμύρια 

χρόνια  πριν), αντίστοιχα.67 (d) Αναπτυξιακή προέλευση των ενδονευρώνων του φλοιού σε είδη 

θηλαστικών. GW, εβδομάδα κύησης (Sultan and Shi, 2018a). 
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 Σε όλες τις περιοχές του κοιλιακού τελεγκεφάλου που αναφέρθηκαν το 

νευροεπιθήλιο όλων των περιοχών αυτών στον κοιλιακό τελεγκέφαλο μπορεί να 

διαιρεθεί σε τρία κύρια μέρη: τη κοιλιακή ζώνη ( Z), την υποκοιλιακή ζώνη 

(  Z) και την επιχείλια ζώνη ( Z). Σε αυτές τις περιοχές εντοπίζονται 

διαφορετικοί πληθυσμοί προγονικών κυττάρων από τους οποίους παράγονται 

οι ενδονευρώνες. Στη VZ εντοπίζονται κυρίως τα κορυφαία προγονικά κύτταρα. 

Διαιρούνται στην κοιλιακή επιφάνεια για να δημιουργήσουν τόσο τα βασικά 

προγονικά κύτταρα, όσο και τους ενδονευρώνες του φλοιού (Brown et al., 2011; 

Ciceri et al., 2013a). Σε αντίθεση με τα RGCs του φλοιού, ορισμένα κορυφαία 

προγονικά κύτταρα, τα οποία διαφέρουν μορφολογικά και θεωρείται ότι 

αποτελούν μια ξεχωριστή κατηγορία, διαιρούνται μέσα στη VZ, σε απόσταση 

όμως από την κοιλιακή επιφάνεια (Pilz et al., 2013). Αυτά τα κύτταρα έχουν 

μελετηθεί στο LGE και δεν είναι ακόμη σαφές αν αντίστοιχα κύτταρα μπορεί να 

υπάρχουν και σε MGE, CGE ή POA. Tα βασικά προγονικά κύτταρα τώρα, 

αποκτούν πολυπολική μορφολογία και μεταναστεύουν προς τη SVZ όπου 

διαιρούνται για να επεκτείνουν τις γενεαλογίες των ενδονευρώνων (Ciceri et al., 

2013b). Στα πρωτεύοντα όπως και στον αναπτυσσόμενο ανθρώπινο εγκέφαλο, 

η υποκοιλιακή ζώνη SVZ είναι αξιοσημείωτα μεγαλύτερη και μπορεί να χωριστεί 

σε έσω και έξω υποκοιλιακή ζώνη (iSVZ, oSVZ)(Reillo and Borrell, 2012). 

Επομένως, από την περιοχή αυτή μπορεί να καλύπτεται η παραγωγή του 

αυξημένου ενδονευρώνων που παρατηρείται σε πρωτεύοντα και άνθρωπο 

συγκριτικά με τα τρωκτικά  (Hansen et al., 2013; Paredes et al., 2022).  

 Για να προκύψουν οι διαφορετικές κατηγορίες των ενδονευρώνων είναι 

απαραίτητο να περιοριστεί η ολοδύναμη δυνατότητα των προγονικών 

κυττάρων, μέσω ενός πολύπλοκου δικτύου μεταγραφικών παραγόντων το 

οποίο μάλιστα πιθανά δεν έχει πλήρως αποσαφηνισθεί. Κάποια από τα μέχρι 

τώρα γνωστά μονοπάτια ενεργοποίησης μεταγραφικών παραγόντων 

παρουσιάζονται στην Εικ. 4 (Peyre et al., 2015). Πιο συγκεκριμένα στην περιοχή 

του CGE oι μεταγραφικοί παράγοντες που δρουν πρώτοι για τον καθορισμό της 

τύχης των    -προερχόμενων ενδονευρώνων είναι οι     ή αλλιώς     

        . Οι    1 και    2 έχουν βρεθεί να συνεκφράζονται αλλά έχουν 

ανταγωνιστικές λειτουργίες εντός του    . Ο μεταγραφικός παράγοντας     1 

αποτελεί στόχο των Gsh.  ι    1 και    2 συνεκφράζονται σε υποσύνολα 

προγονικών κυττάρων και συμβάλλουν στην κυτταρική ωρίμανση μειώνοντας 

τη ρύθμιση του    2/    1 (Yun et al., 2002). Άλλοι παράγοντες μεταγραφής 

στο     περιλαμβάνουν τους    2 1 και    2 2 ή       1 και       2, 

αντίστοιχα, καθώς και το   8. Αν και αυτά τα γονίδια δεν εκφράζονται 

αποκλειστικά στο CGE. (Lodato et al., 2011). Στην περιοχή POA εκφράζονται     

και    2-1 αλλά όχι    6 . Ενώ οι    1 και    6-2 είναι δείκτες αντίστοιχα της 

ραχιαία και κοιλιακής    , χωρίς η λειτουργία των γονιδίων αυτών να έχει 

πλήρως διαλευκανθεί (Flames et al., 2007; Peyre et al., 2015). Ενώ η περιοχή 

POH που βρίσκεται πιο οπίσθια χαρακτηρίζεται από έλλειψη του μεταγραφικού 
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παράγοντα Nkx2.1 και οι ενδονευρώνες που παράγονται από εκεί μοιάζουν 

περισσότερο με τους CGE-προερχόμενους ενδονευρώνες (Lim et al., 2018a). 

 

Καθορισμός της ταυτότητας της έσω γαγγλιονικής προεξοχής (MGE) 

 

 Βασικός μεταγραφικός παράγοντας που καθορίζει την ταυτότητα της 

έσω γαγγλιονικής προεξοχής είναι ο    2-1 (Du et al., 2008; Fogarty et al., 2007; 

Kessaris et al., 2006; Sussel et al., 1999) (Εικ. 4). Ο    2-1 καταστέλλει την 

ραχιαία και οπίσθια ταυτότητα (    και    ) ενώ ο μεταγραφικός παράγοντας 

   2 καταστέλλει την κοιλιακή ταυτότητα (   ) καθορίζοντας τα όρια του MGE 

(Liu et al., 2019). O ίδιος ο    2-1 κατά την πρώιμη φάση ανάπτυξης του MGE 

διατηρεί την έκφραση του     (Sussel et al., 1999).  

 

 

 

Χαρακτηριστικό της σημασίας της δράσης του Nkx2.1 είναι ότι η πρώιμη 

αφαίρεσή του από τα προγονικά κύτταρα του     επαναπροσδιορίζει την 

ταυτότητα των ενδονευρώνων και αποκτούν χαρακτηριστικά LGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων, ενώ η καθυστερημένη αφαίρεσή του οδηγεί στην 

απόκτηση του     φαινοτύπου (Butt et al., 2008). Αργότερα ο    2-1 προάγει 

την έκφραση των γονιδίων της υποκοιλιακής ζώνης (  Z) που είναι απαραίτητα 

για τη νευρωνική διαφοροποίηση, των    6 και    8 στους μεταμιτωτικούς 

νευρώνες. Ο    8 απαιτείται για τη διαφοροποίηση των χολινεργικών 

νευρώνων του ραβδωτού (Fragkouli et al., 2005; Fragkouli et al., 2009; Zhao et 

al., 2008), ενώ ο Lhx6 των ενδονευρώνων του φλοιού. Μάλιστα η έκφραση του 

Εικόνα 4  Γενετική ρύθμιση της παραγωγής των ενδονευρώνων του φλοιού σε περιοχές του 
κοιλιακού τελεγκεφάλου. 
(A) Καταρράκτες σηματοδότησης που ρυθμίζουν την παραγωγή των ενδονευρώνων που 
προέρχονται από τις περιοχές MGE και POA.(B) Καταρράκτες σηματοδότησης που ρυθμίζουν την 
παραγωγή των ενδονευρώνων που προέρχονται από την περιοχή του CGΕ (τροποποιημένη από 
(Peyre et al., 2015)). 
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Nkx2-1 χρειάζεται να μειωθεί για να μεταναστεύσουν οι ενδονευρώνες στον 

φλοιό (Gelman et al., 2009) και αυτό ελέγχεται εν μέρει μέσω της επαγωγής των 

   1&2 και του Z  2 (Z   1 ,    1) (van den Berghe et al., 2013).  

 Ο μεταγραφικός παράγοντας    6 απαιτείται για τη διαφοροποίηση των 

    εργικών   + και    + ενδονευρώνων του φλοιού(Alifragis, 2004; Liodis et 

al., 2007; Neves et al., 2013; Zhao et al., 2008). Οδηγεί επίσης στην έκφραση των 

    και     3 (    7), μεταγραφικών παραγόντων απαραίτητων για τη 

ρύθμιση της διαφοροποίησης και της μετανάστευσης των ενδονευρώνων του 

φλοιού, αντίστοιχα (Vogt et al., 2014). Απουσία του παράγοντα Lhx6 οι 

ενδονευρώνες του MGE αποκτούν CGE τύχη (Vogt et al., 2014). Επιπλέον έχει 

δειχθεί ότι η έκφραση ενός επόμενου μεταγραφικού παράγοντα που ακολουθεί, 

του    6 είναι απαραίτητη για τη δημιουργία του κατάλληλου αριθμού    και 

SST (Azim et al., 2009; Batista-Brito and Fishell, 2009). Εκτός από το Sox6 στους 

ενδονευρώνες που μεταναστεύουν εκφράζεται και ο    1 και στη συνέχεια τον 

Satb1, καθώς καταλήγουν στις θέσεις τους στις φλοιϊκές στιβάδες όπου 

αναπτύσσουν τις ώριμες συναπτικές τους ιδιότητες (Azim et al., 2009; Close et 

al., 2012; Denaxa et al., 2012; Du et al., 2008; Liodis et al., 2007; Neves et al., 

2013; Sussel et al., 1999; van den Berghe et al., 2013; Vogt et al., 2014). 

 Νέα δεδομένα που επεκτείνουν τη γνώση μας γύρω από τους 

μηχανισμούς που καθορίζουν την τύχη των GABAεργικών ενδονευρώνων σε 

διάφορα επίπεδα, προστίθενται συνεχώς. Για παράδειγμα πρόσφατα δείχθηκε 

ότι ο παράγοντας   9 ρυθμίζει την οριζόντια μετανάστευση μεταξύ των 

νευρώνων που προέρχονται από   E, εν μέρει μέσω της προώθησης της 

έκφρασης    6 (Liu et al., 2018). Oι μεταγραφικοί παράγοντες Mafb και c-Maf οι 

οποίοι δρουν μαζί στο MGE και ρυθμίζουν τόσο το χρόνο παραγωγής όσο και 

την ποσότητα των SST+ ενδονευρώνων που παράγονται (Pai et al., 2019). 

Επιπλέον, ότι η έκφραση του παράγοντα δέσμευσης       (    ) είναι 

απαραίτητη για τη φυσιολογική ανάπτυξη και την εξειδίκευση σε MGE-

προερχόμενους ενδονευρώνες. Ο παράγοντας αυτός εκφράζεται σε όλους τους 

ιστούς και εμπλέκεται στο σχηματισμό βρόγχου στη χρωματίνη, Με το βρόγχο 

αυτό είναι δυνατό απομακρυσμένα γονιδιωματικά στοιχεία όπως υποκινητές 

και ενισχυτές να έρχονται σε κοντινή απόσταση ή μπορεί να λειτουργήσει και ως 

φραγμός (Elbert et al., 2018). 

 

Εξειδίκευση των προγονικών κυττάρων των ενδονευρώνων σε χωρικό 

και χρονικό επίπεδο. 

 

 Για τη διαφοροποίηση και την παραγωγή των διαφορετικών υποτύπων 

ενδονευρώνων απαιτούνται να εκφραστούν στα προγονικά κύτταρα, όπως 

αναφέρθηκε, σύνολα μεταγραφικών παραγόντων που εμπλέκονται στον 

καθορισμό της ταυτότητας των ενδονευρώνων. Η ρύθμιση αυτή φαίνεται να 

γίνεται τόσο σε χωρικό επίπεδο όσο και σε χρονικό. 
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 Όσον αφορά την εξειδίκευση που αποκτούν τα προγονικά κύτταρα η 

οποία καθορίζεται από την περιοχή του κοιλιακού τελεγκεφάλου στην οποία 

εντοπίζονται, υπάρχουν δεδομένα από διάφορες μελέτες. Εκτός από το ότι σε 

κάθε περιοχή MGE, CGE, POA γεννιούνται διαφορετικής κατηγορίας 

ενδονευρώνες, ακόμη και εντός μιας γαγγλιονικής προεξοχής υπάρχουν 

διαφοροποιήσεις. Πιο χαρακτηριστική είναι η περίπτωση του MGE. Από το 

ραχιαίο μέρος του, παράγονται κυρίως SST+ ενδονευρώνες, ενώ από το κοιλιακό 

και οπίσθια περιοχή παράγονται PV+ ενδονευρώνες, ενώ σε αυτά τα μέρη του 

MGE έχουν βρεθεί να εκφράζονται οι μεταγραφικοί παράγοντες    6-2 και    1 

αντίστοιχα οι οποίοι πιθανά παίζουν ρόλο στον καθορισμό των διαφορετικών 

δεξαμενών προγονικών κυττάρων που αναπτύσσονται (Flames et al., 2007; He 

et al., 2016; Inan et al., 2012; Wonders et al., 2008). 

 Οι μηχανισμοί διαμόρφωσης στο     στον ραχιαίο-οπίσθιο άξονα έχουν 

μελετηθεί λιγότερο, ωστόσο διαφορές στη γονιδιακή έκφραση κατά μήκος 

αυτού του άξονα έχουν επίσης συνδεθεί με τη γένεση διαφορετικών κατηγοριών 

ενδονευρώνων. Οι μεταγραφικοί παράγοντες       1/2 εκφράζονται στο πιο 

ουριαίο μέρος του    , από όπου δημιουργούνται κυρίως SST+ κύτταρα(Hu et 

al., 2017). Τέλος στοιχεία χωρικής διαμόρφωσης έχουν επίσης αναφερθεί στο 

CGE, που υποδηλώνουν ότι διαφορετικές χωρικές περιοχές της     είναι ικανές 

για τη γένεση διαφορετικών τύπων ενδονευρώνων (HATANAKA et al., 2016). 

 

 

Εικόνα 5 Ρύθμιση της διαφοροποίησηςγια την παραγωγή των διαφορετικών 
υποτύπων ενδονευρώνων. 
Στην περιοχή του MGE οι STT+ ενδονευρώνες προέρχονται κυρίως από κορυφαία 
προγόνικά κύτταρα της κοιλιακής ζώνης (VZ) ενώ οι PV+ ενδονευρώνες προέρχονται από 
προγονικά κύττατα που διαιρούνται στην υποκοιλιακή ζώνη ( SVZ ) (Petros et al., 2015).  
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 Ωστόσο, το γεγονός ότι κάθε περιοχή του κοιλιακού τελεγκεφάλου 

δημιουργεί πολλαπλούς τύπους ενδονευρώνων δεν οφείλεται μόνο στην ύπαρξη 

μιας ετερογενούς δεξαμενής προγονικών κυττάρων σε κάθε περιοχή. Μελέτες 

έχουν δείξει ότι μεμονωμένα προγονικά κύτταρα στο     δημιουργούν τόσο 

SST+ όσο και   + ενδονευρώνες (Brown et al., 2011; Ciceri et al., 2013a; Mayer et 

al., 2018). Φαινομενικά ομοιογενείς δεξαμενές προγονικών κυττάρων δηλαδή 

δημιουργούν διαφορετικούς τύπους ενδονευρώνων σε διαφορετικά 

αναπτυξιακά στάδια (He et al., 2016). Αυτές οι παρατηρήσεις υποδηλώνουν ότι 

τα περισσότερα προγονικά κύτταρα στη  Z του     έχουν τη δυνατότητα να 

δημιουργήσουν διαφορετικούς τύπους ενδονευρώνων - εντός των ορίων που 

επιβάλλονται από την έκφραση μεταγραφικών παραγόντων που προσδιορίζουν 

τη συγκεκριμένη περιοχή - υποδηλώνοντας την ύπαρξη κάποιου επιπλέον 

ελέγχου σε χρονικό επίπεδο, ο οποίος όμως είναι ακόμα ελάχιστα κατανοητός.  

 Χαρακτηριστικό είναι ότι οι SST+ ενδονευρώνες δημιουργούνται σε 

μεγαλύτερους αριθμούς στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια, ενώ οι PV+ 

ενδονευρώνες σε σταθερούς ρυθμούς καθ' όλη τη διάρκεια της ανάπτυξης των 

ενδονευρώνων (Butt et al., 2008; Inan et al., 2012). Επιπρόσθετα οι   + αξο-

αξονικοί νευρώνες οι οποίοι προέρχονται από μια χωρικά περιορισμένη 

δεξαμενή πρόγονων κυττάρων, γεννιούνται αρκετά αργά κατά την 

εμβρυογένεση (Taniguchi et al., 2011). Παρότι οι μηχανισμοί αυτοί είναι πολύ 

λιγότερο μελετημένοι στο CGE,  φαίνεται και εκεί να υπάρχει χρονική οργάνωση 

με διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους να παράγονται σε πρώιμα ή πιο όψιμα 

στάδια της νευριτογένεσης (Miyoshi et al., 2010). Εκτός από τη ρύθμιση σε 

χωρικό και χρονικό επίπεδο, έχει προταθεί ότι και ο τρόπος διαίρεσης των 

προγονικών κυττάρων μπορεί να επηρεάζει την ταυτότητα των ενδονευρώνων 

που προκύπτουν (Eικ.5). Στην περιοχή του MGE οι STT+ ενδονευρώνες 

προέρχονται κυρίως από κορυφαία προγονικά κύτταρα της κοιλιακής ζώνης 

(VZ) ενώ οι PV+ ενδονευρώνες προέρχονται από προγονικά κύτταρα που 

διαιρούνται στην υποκοιλιακή ζώνη (SVZ) (Petros et al., 2015).  

 Τέλος, συνοψίζοντας, οι ενδονευρώνες παράγονται από προγονικά 

κύτταρα στον κοιλιακό τελεγκέφαλο και λίγο αφότου γίνουν μεταμιτωτικά, 

μεταναστεύουν προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό ακολουθώντας συγκεκριμένα 

μεταναστευτικά μονοπάτια. Κινούμενα στο φλοιό τελικά εγκαταλείπουν τα 

μονοπάτια αυτά για να καταλάβουν τη θέση τους σε κάποια από τις φλοιϊκές 

στιβάδες. Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας αυτής, αποκτούν σταδιακά τους 

βιοχημικούς τους δείκτες και συχνά δεν επιδεικνύουν τη χαρακτηριστική τους 

μορφολογία και τις συνδέσεις τους, παρά μόνο αργότερα, σε σχετικά μετέπειτα 

μεταγεννητικά αναπτυξιακά στάδια (Lim et al., 2018a; Wamsley and Fishell, 2017).  

Η μεγάλη καθυστέρηση που υπάρχει μεταξύ της γέννησης των ενδονευρώνων 

και της στιγμής που αρχίζουν να εμφανίζουν τα ώριμα χαρακτηριστικά τους, 

έχει οδηγήσει σε αποκλίνουσες απόψεις σχετικά με τους μηχανισμούς που 

ελέγχουν τη δημιουργία της διαφορετικότητάς τους (Lim et al., 2018a).  
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 Πιο συγκεκριμένα, με βάση την υπόθεση της εξειδίκευσης των 

προγονικών κυττάρων, η ταυτότητα των ενδονευρώνων καθιερώνεται περίπου 

κατά τη γέννηση μέσω περιβαλλοντικών σημάτων τα οποία διαμορφώνουν την 

εγγενή ταυτότητα των προγόνων. Χαρακτηριστική περίπτωση όπου δεδομένα 

υποστηρίζουν τη συγκεκριμένη προσέγγιση είναι η ανάπτυξη των   + αξο-

αξονικών νευρώνων καθώς και η ανάπτυξη των ενδονευρώνων που 

προέρχονται από το     η οποία χαρακτηρίζεται από τη διαδοχική χρονικά 

έκφραση ενός συνόλου μεταγραφικών παραγόντων (Llorca and Deogracias, 

2022). Επιπρόσθετα, πρόσφατα δεδομένα από την ανάλυση του προτύπου 

έκφρασης μεμονωμένων ενδονευρώνων υποδηλώνουν επίσης ότι οι 

ενδονευρώνες κατευθύνονται προς την απόκτηση της ενήλικης μοίρας τους λίγο 

μετά τη γέννησή τους, τουλάχιστον σε σχέση με τον υποτύπο στον οποίο 

ανήκουν (Bandler et al., 2022). Επιπλέον οι νεογέννητοι ενδονευρώνες στο     

βρέθηκε να παρουσιάζουν ήδη σημαντικές διαφορές στα πρότυπα γονιδιακής 

έκφρασης (Mayer et al., 2018; Mi et al., 2018) και το άνοιγμα χρωματίνης σε 

απομακρυσμένα ρυθμιστικά στοιχεία (Allaway et al., 2021). 

 Mε βάση την υπόθεση της προοδευτικής εξειδίκευσης, οι γενετικές 

πληροφορίες που είναι απαραίτητες για τη διαμόρφωση της ταυτότητας 

συγκεκριμένων υποτύπων ενδονευρώνων, αποκτώνται μόνο μεταμιτωτικά, 

αργότερα κατά την ανάπτυξη, μέσω της αλληλεπίδρασης τους με το περιβάλλον 

του φλοιού. Προτείνεται ότι ο πρώιμος γενετικός προγραμματισμός καθιερώνει 

μια αρχική βασική ταυτότητα των ενδονευρώνων, η οποία στη συνέχεια 

τελειοποιείται σε μια οριστική ταυτότητα, πιθανώς μέσω ενός μηχανισμού που 

διαμεσολαβείται από τη δραστηριότητα στο φλοιό (Wamsley and Fishell, 2017). 

 Σε συμφωνία με αυτήν την ιδέα είναι δεδομένα που προκύπτουν από 

μελέτες, όπως το ότι μετά την ολοκλήρωση της μετανάστευσής τους στο φλοιό, 

οι ενδονευρώνες αρχίζουν να εκφράζουν γονίδια που ρυθμίζουν πτυχές της 

ωρίμανσής τους. Εκφράζουν για παράδειγμα το συμμεταφορέα καλίου-χλωρίου 

2 ((Kcc2), γνωστός και ως Slc12a5)) και τους μεταγραφικούς παράγοντες Satb1 

και Mef2c. Μερικά από αυτά τα γονίδια και/ή τα πρωτεϊνικά τους προϊόντα 

ρυθμίζονται με σηματοδότηση ασβεστίου ως απόκριση μάλιστα στη νευρωνική 

εκπόλωση (Bortone and Polleux, 2009; Denaxa et al., 2012; Mao et al., 1999). 

Σχετίζονται δηλαδή με τη δραστηριότητα στο περιβάλλον του φλοιού. Επίσης 

υπέρ της σημασίας του περιβάλλοντος συνηγορούν ενδείξεις από εργασίες που 

προτείνουν ότι τα πιο ειδικά χαρακτηριστικά των υποτύπων των φλοιϊκών 

ενδονευρώνων, συμπεριλαμβανομένης της θέσης τους στις στιβάδες, της 

μορφολογίας τους, της ειδικότητας των συνάψεων και της συνδεσιμότητας που 

αναπτύσσουν, βασίζονται στη δραστηριότητα που επιδρά στους ενδονευρώνες 

κατά την ωρίμανσή τους (                   , 2009;              í       ., 

2011; Lodato et al., 2011). Ωστόσο ακόμα και για τους υποστηρικτές αυτής της 

θεώρησης δεν είναι σαφές αν οι επιδράσεις αυτές ρυθμίζουν χρονικά ένα 

προηγουμένως καθορισμένο εγγενές γενετικό πρόγραμμα ή αν οι ίδιες 
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καθορίζουν και ξεκινούν με τη δράση τους, ένα νέο ξεχωριστό πρόγραμμα 

γονιδιακής έκφρασης (Wamsley and Fishell, 2017).  

 

Mετανάστευση των ενδονευρώνων. 

 

 Βασικό στοιχείο στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων αποτελεί η 

μετανάστευσή τους. Οι ενδονευρώνες μεταναστεύουν σε μεγάλες αποστάσεις 

για να φτάσουν από τον κοιλιακό τελεγκέφαλο όπου γεννιούνται, στον 

αναπτυσσόμενο φλοιό και να καταλάβουν τις θέσεις τους στις κατάλληλες 

φλοιϊκές στιβάδες. Παρά τη μεγάλη ποικιλομορφία των ενδονευρώνων και τη 

διαφορετική τους προέλευση, όλοι οι ενδονευρώνες ακολουθούν τρία παρόμοια 

βήματα κατά τη μετανάστευσή τους. Αρχικά οι ενδονευρώνες μεταναστεύουν 

οριζόντια στον φλοιό, στη συνέχεια διασκορπίζονται σε όλες τις περιοχές του 

φλοιού και τέλος φτάνουν στην τελική τους θέση όπου ενσωματώνονται σε 

συγκεκριμένες στιβάδες του φλοιού, αλλάζοντας τη μετανάστευσή τους σε 

ακτινωτή (Εικ 6).  

 

 

 

Η διαδικασία μετανάστευσης εξαρτάται από ένα πολύπλοκο πρόγραμμα 

συντονισμένης έκφρασης μεταγραφικών παραγόντων, μορίων καθοδήγησης 

που βρίσκονται στο περιβάλλοντα χώρο των ενδονευρώνων καθώς και 

Εικόνα 6  Πρότυπα κυτταρικής μετανάστευσης στον αναπτυσσόμενο τελεγκέφαλο. 
 (Α) Οι πυραμιδικοί νευρώνες μετακινούνται ακτινωτά από το ραχιαίο τελεγκέφαλο προς το φλοιό 
(πράσινα βέλη, a), ενώ οι ενδονευρώνες που γεννιούνται κοιλιακά, μετακινούνται με οριζόντια 
μετανάστευση προς τον τελικό προορισμό τους (μωβ βέλη, b, c). Τα κύτταρα που εισέρχονται στο 
φλοιό οριζόντια, συνεχίζουν με ακτινωτή μετακίνηση, προκειμένου να φθάσουν στη σωστή 
φλοιϊκή στιβάδα (μωβ στικτό βέλος, d). (Β) Μεταναστευτική πορεία των νευρικών κυττάρων στο 
φλοιό. Cortex: φλοιός, Hippocampus: ιππόκαμπος, Striatum: ραβδωτό σώμα, Olfactory 
Bulb:οσφρητικός λοβός, MGE: έσω γαγγλιονική προεκβολή, LGE: πλευρική γαγγλιονική 
προεκβολή,MZ: επιχείλια ζώνη, CP: φλοιϊκή πλάκα, SP: υποφλοιϊκή πλάκα, IZ: ενδιάμεση ζώνη, 
SVZ:υποκοιλιακή ζώνη, VZ: κοιλιακή ζώνη. (Τροποποιημένη από (Ayala et al., 2007; Faux et al., 
2012)) 
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υποδοχέων επιφάνειας των κυττάρων. Στην Εικόνα 7 απεικονίζονται εξωτερικά 

σήματα που εκφράζονται κατά μήκος των διαφορετικών μεταναστευτικών 

μονοπατιών προκειμένου να κατευθύνουν τη μετανάστευση των ενδονευρώνων 

στον τελικό τους προορισμό. Ταυτόχρονα, κάθε υποτύπος ενδονευρώνων 

αναπτύσσει το δικό του μεταγραφικό πρόγραμμα, για να εκφράσει 

συγκεκριμένους υποδοχείς και σηματοδοτικά μονοπάτια. Με αυτόν τον τρόπο, 

διαφορετικοί ενδονευρώνες επιλέγουν διαφορετικά μεταναστευτικά μονοπάτια 

σε απάντηση στα εξωκυττάρια καθοδηγητικά σήματα. Ο συντονισμός των 

παραπάνω διαδικασιών αποτελούν προϋπόθεση ώστε τελικά να σχηματιστούν 

ολοκληρωμένα νευρωνικά δίκτυα (Llorca and Deogracias, 2022).  

 Ένα πρώτο κύμα μεταναστευόντων ενδονευρώνων παρατηρείτε την 

εμβρυϊκή ημέρα (Ε)12.5 σε μύες, Ε14.5 σε επίμυες, με τα κύτταρα αυτά να 

προέρχονται από το MGE.  Ένα δεύτερο μεγαλύτερο κύμα που αποτελείται ως 

επί το πλείστον από κύτταρα MGE, έχει παρατηρηθεί ότι μεταναστεύει κυρίως 

μέσω της ενδιάμεσης ζώνης (IZ) λίγο αργότερα στην ανάπτυξη (μύες E13.5-15.5, 

επίμυες E15.5-17.5) (Marín and Rubenstein, 2001). Στα τελευταία στάδια της 

φλοιογένεσης, κύτταρα που προέρχονται κυρίως από το LGE, αλλά και από την 

MGE, εμφανίζονται στην κατώτερη IZ και στην υποκοιλιακή ζώνη (SVZ) (   í  

et al., 2010). Οι ενδονευρώνες από το CGE εμφανίζουν το μέγιστο της 

μετανάστευσής τους την εμβρυϊκή μέρα Ε16.5 (Miyoshi et al., 2010). Μέρος των 

κυττάρων αυτών βρέθηκε να μεταναστεύουν προς το πιο οπίσθιο άκρο του 

τελεγκεφάλου μάλιστα με ταχύτητα σχεδόν διπλάσια των MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων (Polleux et al., 2002; Yozu et al., 2004). Ενώ οι MGE-

προερχόμενοι ενδονευρώνες ακολουθούν το πρότυπο “από μέσα προς τα έξω”, 

οι CGE- προερχόμενοι ενδονευρώνες φαίνεται να εντοπίζονται κυρίως στις πιο 

επιφανειακές στιβάδες του φλοιού. Επιπλέον οι νευρώνες αυτοί καταλήγουν 

στο φλοιό τοπολογικά σε εμπροσθοπίσθια κατεύθυνση, με τους περισσότερους 

να εντοπίζονται οπίσθια και στη μέση και λιγότερους στα εμπρόσθια μέρη του 

φλοιού. Αντίθετα οι POA-προερχόμενοι ενδονευρώνες καταλήγουν τοπολογικά 

σε διεύθυνση στον εμπροσθοπίσθιο άξονα αντίστοιχη αυτής των CGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων, αλλά με αντίθετο προσανατολισμό, με τους 

περισσότερους να εντοπίζονται στο εμπρόσθιο και μεσαίο τμήμα του φλοιού 

(Gelman et al., 2009; Yozu et al., 2004).  Ωστόσο, για τους ενδονευρώνες που 

προέρχονται από τις δύο αυτές περιοχές o μοριακός μηχανισμός της 

μετανάστευσής τους δεν έχει ακόμη πλήρως αποκαλυφθεί. Τα περισσότερα 

ερευνητικά δεδομένα μέχρι στιγμής προκύπτουν από τη μελέτη των MGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων. 

 

Η οριζόντια μετανάστευση των ενδονευρώνων. 

 

 H οριζόντια μετανάστευση των Μ  -προερχόμενων ενδονευρώνων έχει 

μελετηθεί πολύ. Η μετανάστευση φαίνεται να ξεκινάει με χημειο-απωθητικά 

σήματα που δέχονται οι ενδονευρώνες από τη VZ. Οι παράγοντες     1 και     5 
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εκφράζονται στη VΖ και απωθούν τους νευρώνες, με αποτέλεσμα να κινούνται 

προς τη SVZ (Marillat et al., 2002; Zimmer et al., 2008). Στη συνέχεια οι 

νεογέννητοι ενδονευρώνες αποκρίνονται σε σήματα που επάγουν την 

κινητικότητά τους, και τέτοια φαίνεται να είναι ορισμένοι νευροτροφικοί 

παράγοντες όπως ο εγκεφαλικός νευροτροφικός παράγοντας (    ), ο 

αυξητικός παράγοντας ηπατοκυττάρων (   ) και ο νευρογλοιακός παράγοντας 

(GDNF)(   í , 2013) . Ο      και η νευροτροφίνη-4 (  4) μπορεί να προάγουν 

την οριζόντια μετανάστευση των ενδονευρώνων που προέρχονται από     

μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού      (Polleux et al., 2002). Οι     και 

     επάγουν τη μετανάστευση των ενδονευρώνων in vitro, αν και in vivo η 

εικόνα παραμένει λιγότερο σαφής (   í , 2013).  Εκτός από τους νευτροφικούς 

αυτούς παράγοντες στη μετανάστευση των ενδονευρώνων επιδρά και το GABA 

και το γλουταμικό μέσω των υποδοχέων τους, των GABA υποδοχέων και των 

AMPA αντίστοιχα οι οποίοι εκφράζονται σε μεγάλο βαθμό από τους 

ενδονευρώνες αμέσως μετά την έναρξη της μετανάστευσης (Bortone and 

Polleux, 2009; Cuzon Carlson and Yeh, 2011; Manent et al., 2006). Tη 

μετανάστευση επηρεάζουν επίσης και μεταγραφικοί παράγοντες που 

εκφράζονται από τους μεταμιτωτικούς ενδονευρώνες (πχ Lhx6, Sp9), όπως 

αναφέρθηκε. Σε αντίθεση με ό,τι συμβαίνει στους ώριμους ενδονευρώνες, στους 

μεταναστεύοντες ενδονευρώνες το GABA προκαλεί εκπόλωση της μεμβράνης. 

Αυτό οφείλεται στην ενεργοποίηση των ευαίσθητων στην τάση καναλιών 

ασβεστίου τύπου   (     ), τα οποία διεγείρουν τη δραστηριότητα των 

ενδονευρώνων. Η αναστολή της σηματοδότησης του      εμποδίζει την είσοδό 

τους στον αναπτυσσόμενο φλοιό (                   , 2009;  é         ., 2000). 

 Στη συνέχεια οι ενδονευρώνες αποφεύγουν ενεργητικά την     περιοχή 

και το ραβδωτό σώμα (Εικ 7). Πιο συγκεκριμένα, κατά τη διάρκεια της περιόδου 

της μετανάστευσης, οι σεμαφορίνες 3 /3  και οι υποδοχείς τους neuropolin 

1/2, αποκτούν συμπληρωματικά πρότυπα έκφρασης στον αναπτυσσόμενο 

κοιλιακό τελεγκέφαλο, με τις σεμαφορίνες να εκφράζονται στο ραβδωτό σώμα 

και τους υποδοχείς τους να εκφράζονται στους μεταναστεύοντες προς το φλοιό 

ενδονευρώνες (Zimmer et al., 2008). Είναι ενδιαφέρον ότι οι υποδοχείς αυτοί 

δεν εκφράζονται στους ενδονευρώνες που προέρχονται από     αλλά θα 

καταλήξουν στο ραβδωτό σώμα (Zimmer et al., 2008). Επιπρόσθετα και ο 

υποδοχέας Robo1 εξυπηρετεί τους ενδονευρώνες να “αισθάνονται” τις 

σεμαφορίνες του ραβδωτού (Hernández-Miranda et al., 2010). Σε αντίθεση με τα 

χημειοαπωθητικά σήματα που εκφράζονται στον κοιλιακό τελεγκέφαλο, τα 

χημειοελκτικά σήματα εκφράζονται από το ραχιαίο τελεγκέφαλο κυρίως (Yang 

et al., 2022).  

 Ένας χημειοελκτικός παράγοντας που ρυθμίζει τη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων που προέρχονται από     στον φλοιό είναι η Νeuregulin-1, μια 

πρωτεΐνη που περιέχει μια επικράτεια η οποία μοιάζει με τον επιδερμικό 

αυξητικό παράγοντα και σηματοδοτεί μέσω του υποδοχέα     4 (Yang et al., 

2022). Στον αναπτυσσόμενο τελεγκέφαλο εκφράζονται δύο διαφορετικές 
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ισομορφές της    1: η    -   1, μια πρωτεΐνη δεσμευμένη στη μεμβράνη που 

εκφράζεται στo μονοπάτι που ακολουθείται από    -προερχόμενους 

ενδονευρώνες κινούμενους προς τον φλοιό και η   -   1, μια πρωτεΐνη που 

διαχέεται, παράγεται στο ραχιαίο τελεγκέφαλο και δημιουργεί κλίση 

συγκέντρωσης (Flames et al., 2004). Πειραματικά στοιχεία υποδεικνύουν ότι 

αυτές οι διαφορετικές ισομορφές του    1, δρουν ως ελκτικές ουσίες μικρής και 

μεγάλης εμβέλειας, αντίστοιχα, για τους μεταναστεύοντες ενδονευρώνες 

(Flames et al., 2004; Yau et al., 2003). Σε γενετικά τροποποιημένους μύες που δεν 

εκφράζουν είτε Nrg1 είτε     4 ο αριθμός των Μ  -προερχόμενων 

ενδονευρώνων μειώνεται (Flames et al., 2004).  

 

Τα μεταναστευτικά μονοπάτια που ακολουθούν οι MGE-προερχόμενοι 

ενδονευρώνες 

 

 Οι ενδονευρώνες φυσιολογικά δεν διαχέονται σε όλο τον φλοιό με 

αδιάκριτο τρόπο, αλλά χρησιμοποιούν ένα πολύ συγκεκριμένο σύνολο 

διαδρομών ή μεταναστευτικών ρευμάτων (Εικ. 6,7) (   í                , 

2001).  

 

Εικόνα 7 Μοριακοί μηχανισμοί που ελέγχουν τη μετανάστευση των MGE-προερχόμενων 
ενδονευρώνων προς το φλοιό.. 
 (A) Σχηματική αναπαράσταση ενός ημισφαιρίου εγκεφάλου εμβρύου, εμβρυϊκής ηλικίας 13.5. 
(B) Σχηματική αναπαράσταση μιας εγκάρσιας τομής του τελεγκεφάλου στο επίπεδο που 
υποδεικνύεται στην (A), στην οποία απεικονίζεται η μετανάστευση των ενδονευρώνων. Οι 
ενδονευρώνες ανταποκρίνονται σε χημειοαπωθητικούς (κόκκινο) και χημειοελκτικούς 
(πράσινους) παράγοντες, πολλοί από τους οποίους έχουν εντοπιστεί, στα βασικά γάγγλια και 
στον φλοιό. Οι μεταναστευτικοί ενδονευρώνες εκφράζουν ένα πολύπλοκο σύνολο υποδοχέων 
για την ανίχνευση αυτών των μορίων. CSPG, πρωτεογλυκάνες θειϊκής χονδροϊτίνης. Η, 
ιππόκαμπος; NCx, νεοφλοιός; Str, striatum (Marín, 2013). 
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Οι περισσότεροι ενδονευρώνες μεταναστεύουν μέσω ενός από τα δύο μεγάλα 

μεταναστευτικά ρεύματα, ένα που διέρχεται από την επιχείλια ζώνη ( Z) και 

ένα μονοπάτι πιο βαθιά στην υποκοιλιακή ζώνη (  Z) (Lavdas et al., 1999) (Εικ. 

6). Ένα μικρότερο μέρος των ενδονευρώνων μεταναστεύει μέσω της υποπλάκας 

(SP). Είναι αξιοσημείωτο ότι οι ενδονευρώνες μένουν μακριά από τη φλοιϊκή 

πλάκα (  ) κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης, ενώ τα πυραμιδικά κύτταρα 

αρχίζουν να σχηματίζουν τις φλοιϊκές στιβάδες σε αυτή τη θέση. Οι 

ενδονευρώνες φαίνεται να μην αποφεύγουν το CP με ενεργητικό τρόπο, 

αντ΄αυτού υπάρχουν μηχανισμοί που διευκολύνουν τους ενδονευρώνες να 

μετακινηθούν κατά μήκος συγκεκριμένων μεταναστευτικών μονοπατιών 

(López-Bendito et al., 2003). 

 Ένα μόριο που μεσολαβεί στη συγκεκριμένη διαδικασία είναι η 

χημειοκίνη     12 (Εικ.7). Εκφράζεται στις λεπτομήνιγγες και το SP (Sánchez-

Alcañiz et al., 2011) και αποτελεί ισχυρό χημειοελκτικό παράγοντα μακράς 

εμβέλειας για τους ΜGE-προερχόμενους ενδονευρώνες (Li et al., 2008; Martini et 

al., 2008). Μύες με τροποποιημένη την έκφραση του     12 στις μήνιγγες ή στο 

  Z παρουσιάζουν ελλείμματα στη μετανάστευση των ενδονευρώνων (Tiveron 

et al., 2006). Η λειτουργία του     12 διαμεσολαβείται μέσω δύο υποδοχέων, 

του     4 και     7. Ελλείψει του υποδοχέα     4 ή του     7, πολλοί 

ενδονευρώνες αποτυγχάνουν να περιορίσουν τη μετακίνησή τους στο  Z και το 

  Z και αντ' αυτού εισβάλλουν πρόωρα στο    (Chen et al., 2011; Li et al., 2008; 

             ., 2008;  á     -    ñ        ., 2011;              ., 2006). Τέλος, η 

επιλογή του μεταναστευτικού ρεύματος φαίνεται να εξαρτάται από την 

εμβρυϊκή προέλευση και την ταυτότητα των ενδονευρώνων(Antypa et al., 2011; 

Kanatani et al., 2008). Για παράδειγμα, οι ενδονευρώνες που προέρχονται από το 

MGE, PV+ ενδονευρώνες και τα    + κύτταρα            φτάνουν στον φλοιό 

μέσω της MZ ενώ τα κύτταρα μη-           μεταναστεύουν μέσω του  Z (Lim et 

al., 2018b). 

 

Η ακτινωτή μετανάστευση των ενδονευρώνων. 

 

 Η μετάβαση από την οριζόντια μετανάστευση στην ακτινωτή 

μετανάστευση και η κατανομή των ενδονευρώνων στις φλοιϊκές στιβάδες 

στηρίζεται στη διαδοχική και συμπληρωματική λειτουργία τουλάχιστον 

χημειοελκτικών παραγόντων, των  X  12 και           3 (   3) (Chen et al., 

2011; Faux et al., 2012; Li et al., 2008; Martini et al., 2008). Η έξοδος των 

ενδονευρώνων από τα μεταναστευτικά μονοπάτια στα οποία μεταναστεύουν 

εξαρτάται από την απώλεια της απόκρισής τους στον CXCL12. Πρόσφατα 

δεδομένα υποδεικνύουν ότι η μετάβαση από την οριζόντια μετανάστευση στην 

ακτινωτή μετανάστευση ελέγχεται από τη δραστηριότητα της κινάσης    3 

(Viou et al., 2020). Η τελική κατανομή τους στις στιβάδες ελέγχεται από το 

εκκρινόμενο από τους πυραμιδικούς νευρώνες μόριο Nrg3 και την 
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αλληλεπίδρασή του με τον υποδοχέα των ενδονευρώνων ErbB4 (Bartolini et al., 

2013). Χαρακτηριστικό είναι ότι η ανώμαλη κατανομή των πυραμιδικών 

νευρώνων που παρατηρείται σε ποντικούς        (Hevner et al., 2004; Pla et al., 

2006) επηρεάζει την κατανομή των ενδονευρώνων με τρόπο ανεξάρτητο από 

Reelin (Lodato et al., 2011; Pla et al., 2006). H αλληλεπίδραση με τους 

πυραμιδικούς νευρώνες επιτρέπουν την τελική τοποθέτηση των ενδονευρώνων 

στις κατάλληλες στιβάδες (Lodato et al., 2011). Η τελική κατανομή των CGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων εξαρτάται από τη σηματοδότηση της 

σεροτονίνης μέσω του υποδοχέα 5HTR-3A (Murphy and Lesch, 2008).   

 Η τελική φάση στη μετανάστευση των ενδονευρώνων του φλοιού 

αντιστοιχεί στην κατανομή στις συγκεκριμένες στιβάδες του φλοιού. Αυτή η 

διαδικασία συμβαίνει κατά τις πρώτες μεταγεννητικές ημέρες και σχετίζεται με 

τη δραστηριότητα των νευρώνων (Hevner et al., 2004; Miyoshi and Fishell, 

2011; Pla et al., 2006). Μόλις οι ενδονευρώνες φτάσουν στον τελικό προορισμό 

τους, το      προκαλεί υπερπόλωση της μεμβράνης, γεγονός που μειώνει τα 

ρεύματα ασβεστίου και μειώνει την κινητικότητα των ενδονευρώνων. Αυτό 

συμβαίνει καθώς τερματισμός της μετανάστευσης των ενδονευρώνων του 

φλοιού συνδέεται με την ανοδική ρύθμιση του διαύλου    2 στους 

ενδονευρώνες (Bortone and Polleux, 2009), μέρος ενός εγγενούς προγράμματος 

ωρίμανσης που είναι πιθανό να είναι κοινό σε όλες τις κατηγορίες 

ενδονευρώνων (Inamura et al., 2012). 

 

Ο κυτταρικός μηχανισμός μετανάστευσης των ενδονευρώνων. 

 

 Οι ενδονευρώνες μεταναστεύουν σε μεγάλες αποστάσεις από τον τόπο 

όπου γεννιούνται προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό και για να το καταφέρουν 

αυτό έχουν αναπτύξει έναν ιδιαίτερο κυτταρικό μηχανισμό. Σε αντίθεση με τα 

πυραμιδικά κύτταρα, τα οποία συνδέονται με κύτταρα της ακτινωτής γλοίας και 

μεταναστεύουν κυρίως σε ευθεία τροχιά, οι μεταναστευτικοί ενδονευρώνες 

πλοηγούνται χωρίς εμφανή φυσική υποστήριξη και αλλάζουν συχνά 

κατεύθυνση. Ακολουθούν τρία βασικά βήματα καθώς πλοηγούνται προς τον 

στόχο τους: (α) σχηματισμός και επέκταση της κύριας καθοδηγητικής 

απόφυσης (β) μετατόπιση πυρήνα και (γ) ανάκληση της οπίσθιας απόφυσης 

(   í       ., 2010). Ο τρόπος αυτός της μετανάστευσης των ενδονευρώνων 

παρατηρείται μόνο στα συγκεκριμένα κύτταρα. 

 Στους ενδονευρώνες η καθοδηγητική απόφυση έχει πολύ 

χαρακτηριστική μορφολογία, είναι συνεχώς διακλαδιζόμενη, με χαρακτηριστικό 

να παράγονται κατ' εξακολούθηση πολλαπλοί κλάδοι από τον κύριο νευρίτη και 

χρησιμεύει στο κύτταρο σαν πυξίδα έχοντας στην άκρη της έναν αυξητικό κώνο. 

Κατευθύνει την προσανατολισμένη μετανάστευση των ενδονευρώνων 

αποκρινόμενη σε διάφορες χημειοελκτικές ή χημειοαπωθητικές κλίσεις 

συγκέντρωσης (Faux et al., 2012; Trivedi and Solecki, 2011; Valiente and Marín, 

2010). Το κυτταρικό σώμα παραμένει σε μεγάλο βαθμό στατικό, ενώ η κύρια 
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καθοδηγητική απόφυση εξερευνά το περιβάλλον, διακλαδίζεται συνεχώς μέχρι 

να επιλεγεί και να προσανατολιστεί ένας κλάδος της προς την κατεύθυνση της 

κίνησης και ακόλουθα οι υπόλοιποι κλάδοι αποσύρονται (Faux et al., 2012; 

Trivedi and Solecki, 2011; Valiente and Marín, 2010). Η σηματοδότηση μέσω του 

primary cilium μπορεί να τους βοηθήσει να αισθανθούν ενδείξεις 

προσανατολισμού  (Higginbotham et al., 2012; Luccardini et al., 2015). Την 

επιλογή κατεύθυνσης της καθοδηγητικής απόφυσης ακολουθεί ο σχηματισμός 

ενός χαρακτηριστικού κυτταροπλασματικού διογκώματος εμπρόσθια από τον 

πυρήνα, στην κατεύθυνση της κίνησης. Εν συνεχεία το κεντροσωμάτιο και το 

σύμπλεγμα       μετακινούνται στο σχηματισμό του διογκώματος, ενώ και εκεί 

μετατοπίζεται στη συνέχεια με αλματώδη τρόπο, ο πυρήνας. Τέλος ανακαλείται 

η οπίσθια απόφυση (Marín et al., 2010; Trivedi and Solecki, 2011) (Eικ.8). 

 

 

  

Εικόνα 8  Ο μεταναστευτικός κύκλος των ενδονευρώνων του φλοιού. 
(a) Σχηματική απεικόνιση των χαρακτηριστικών δομών που αναπτύσσονται στους 

ενδονευρώνες κατά τη μετανάστευσή τους. Χαρακτηριστικά παρουσιάζονται οι δύο δυνάμεις 

που εμπλέκονται στην αλματώδη μετατόπιση του πυρήνα, κεντροσωμάτιο/μικροσωληνίσκοι 

και ακτομυοσίνη. (b) Σχηματική αναπαράσταση του μεταναστευτικού κύκλου των 

ενδονευρώνων του φλοιού. Ο κύκλος ξεκινά με την επέκταση ενός της καθοδηγητικής 

απόφυσης (πράσινο βέλος) και την κίνηση προς τα εμπρός του διογκώματος που περιέχει τη 

συσκευή Golgi και το κεντρόσωμα (μπλε βέλος). Επέκταση και ανάκληση διαφορετικών 

κλάδων της κύριας διαδικασίας συνυπάρχουν μέχρι να επιλεγεί ένας από αυτούς. Στη 

συνέχεια ο πυρήνας κινείται προς τα εμπρός μέχρι το σημείο διακλάδωσης (κίτρινο βέλος). 

Τέλος, οι μη επιλεγμένοι κλάδοι της καθηδηγητικής απόφυσης, όπως και η ουριαία απόφυση 

αποσύρονται ενώ μια νέα διαδικασία αρχίζει να αναπτύσσεται και ο κύκλος 

επαναλαμβάνεται. (c) Απεικόνιση του πυρήνα και του κυτταροσκελετού κατά τη διάρκεια της 

νουκλεοκίνησης. (Tyr-Tub, τυροσινωμένη τουμπουλίνη; ace-tub, ακετυλιωμένη τουμπουλίνη; 

και t, χρόνος) (Valiente and Marín, 2010). 
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Η διαδικασία της νουκλεοκίνησης λαμβάνει χώρα σε δύο φάσεις. Πρώτον, τα 

κυτταροπλασματικά οργανίδια (δηλαδή το      /κεντροσωμάτιο) κινούνται 

προς τα εμπρός και χωρίζονται από τον πυρήνα. Ακολουθεί η διάσπαση του 

κεντροσώματος και η μετατόπιση του πυρήνα προς τα οργανίδια. Η αλματώδης 

μετατόπιση του πυρήνα δείχθηκε ότι δεν σχετίζεται με τη δυναμική δημιουργία 

διακλαδώσεων στην καθοδηγητική απόφυση. (Εικ. 8) Βρέθηκε ότι από τη 

στιγμή που επιλέγονταν η κατεύθυνση της κίνησης, ο πυρήνας μετακινούνταν 

ανεξάρτητα από το βαθμό διακλάδωσης που παρουσιάζονταν στην 

καθοδηγητική απόφυση (Britto et al., 2009).  Επιπλέον ακόμα και όταν ένας 

ενδονευρώνας βρίσκεται να μεταναστεύει σε μια σχετικά σταθερή κατεύθυνση, 

ο πυρήνας τείνει να εναλλάσσει τη μετακίνησή του, μεταξύ του νευρίτη που 

αναπτύσσεται τη μία δεξιά και την άλλη αριστερά (Martini et al., 2008). Τα 

δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι αυτές οι δύο διαδικασίες ρυθμίζονται από 

διαφορετικούς μηχανισμούς (Faux et al., 2012). Επιπλέον έχει δειχθεί ότι ο 

πυρήνας εναλλάσσει φάσεις ηρεμίας που συσχετίζονται με την επιμήκυνση της 

καθοδηγητικής απόφυσης και των φάσεων κίνησης που σχετίζονται με τους 

αυξητικούς κώνους (Silva et al., 2018). 

 Συνολικά ο κύκλος των τριών βημάτων επαναλαμβάνεται για να 

επιτευχθεί η κίνηση των ενδονευρώνων προς τον εγκεφαλικό φλοιό. Η 

απόσυρση της ουριαίας απόφυσης πιστεύεται ότι ωθεί τον πυρήνα προς τα 

εμπρός, διευκολύνοντας την πυρηνική μετατόπιση. Η επέκταση της 

καθοδηγητικής απόφυσης, η νουκλεοκίνηση και η ανάκληση της ουριαίας 

απόφυσης των μεταναστευτικών νευρώνων εξαρτώνται από την ενσωμάτωση 

εξωτερικών σημάτων και την προκύπτουσα δυναμική αναδιάταξη των 

στοιχείων του κυτταροσκελετού (Peyre et al., 2015). Ένα συντονισμένο δίκτυο 

μονοπατιών σηματοδότησης που προέρχονται από διαφορετικά μέρη των 

ενδονευρώνων, από το κυτταρικό σώμα, τον αυξητικό κώνο το primary cilium 

(πρωτογενής βλεφαρίδα) ελέγχει την αναδιοργάνωση αυτή (Yang et al., 2022). 

To               , είναι ένα μικρό οργανίδιο που προεκβάλλει από την 

επιφάνεια των περισσότερων ευκαρυωτικών κυττάρων και παίζει σημαντικό 

ρόλο στη μετανάστευση των ενδονευρώνων (Higginbotham et al., 2012). 

Πρόσφατα δείχθηκε επιπρόσθετα ότι ρυθμίζει τη μετανάστευση των νευρώνων 

μέσω της παραγωγής κυκλικής 3'-5' μονοφωσφορικής αδενοσίνης (    ) που 

ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση Α (   ) του κεντροσωμάτιου τονίζοντας το 

ρόλο του κεντροσωμάτιου σαν κόμβου σηματοδότησης (Stoufflet et al., 2020).  

 Η διαρκής αναπροσαρμογή του κυτταροσκελετού των μικροσωληνίσκων 

και της ακτίνης, που έχει σαν αποτέλεσμα την αλλαγή στη μορφολογία των 

νευρώνων είναι απαραίτητα στοιχεία για να επιτυγχάνεται η μετανάστευση. 

Ένα από τα βασικά βήματα για παράδειγμα, στη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων είναι η σταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων στον κύριο 

νευρίτη. Διαταραχή στη δυναμική των μικροσωληνίσκων μέσω της διαγραφής 

πρωτεϊνών που σχετίζονται με μικροσωληνίσκους, όπως η    1 (Gopal et al., 

2010) και η Doublecortin (Dcx) (Kappeler et al., 2006a) οδηγούν σε ανώμαλη 
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διακλάδωση νευρίτη και τη μη-φυσιολογική μετανάστευση των κυττάρων ή 

ρυθμιστές που βρίσκονται ανοδικά στο σηματοδοτικό μονοπάτι όπως το 

p35/Cdk5 (Tanaka et al., 2004), οδηγούν σε ανώμαλη διακλάδωση νευρίτη και 

τη μη-φυσιολογική μετανάστευση των κυττάρων (Ayala et al., 2007; Kappeler et 

  ., 2006 ;   w     , 2011;     ć      ., 2009;           al., 2004). Επιπλέον, 

μικρές GTPases (Kholmanskikh et al., 2003; Kholmanskikh et al., 2006) και 

ρυθμιστικά μόρια των νηματίων ακτίνης (Nagano, 2004) επιδρούν στη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων 

 Νέα δεδομένα προστίθενται συνεχώς που επεκτείνουν την κατανόησή 

μας σε επιμέρους στοιχεία του κυτταρικού αυτού μηχανισμού. Το σύμπλεγμα 

των πρωτεϊνών e         προωθεί αυτόνομα τη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων του φλοιού ελέγχοντας τη δυναμική του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης και ρυθμίζει τη νουκλεοκίνηση και τη δυναμική των διακλαδώσεων της 

καθοδηγητικής απόφυσης (Tielens et al., 2016). Η  27   1 μια πρωτεΐνη που 

σχετίζεται με μικροσωληνίσκους και προάγει τον πολυμερισμό τους ελέγχει 

αυτόνομα τη νουκλεοκίνηση και τη διακλάδωση του νευρίτη ρυθμίζοντας τόσο 

το κυτταροσκελετό της ακτίνης όσο και των μικροσωληνίσκων. Σε μοριακό 

επίπεδο ελέγχει τη δραστηριότητα της μυοσίνης    μέσω της     κινάσης (Godin 

et al., 2012). Μία ακόμη ενδιαφέρουσα περίπτωση είναι το απογλουταμυλιωτικό 

ένζυμο των ενδονευρώνων του φλοιού, Ccp1, όπου έλλειμμά του τροποποιεί τον 

τρόπο μετανάστευσης προκαλώντας κυτταροσκελετικές αλλαγές που οδηγούν 

σε σημαντική μείωση της παύσης του πυρήνα κατά τη μετανάστευση, 

μετατρέποντας την αλματώδη μετατόπιση, σε μετατόπιση που μοιάζει 

περισσότερο με αυτήν που συναντάται στους πυραμιδικούς νευρώνες (Silva et 

al., 2018). 

 

Νευροαναπτυξιακές διαταραχές που σχετίζονται με τους ενδονευρώνες. 

 

 H ισορροπία μεταξύ της διέγερσης και της αναστολής είναι απαραίτητη 

τόσο για τη σωστή λειτουργία όσο και για την ανάπτυξη του εγκεφάλου. 

Δεδομένα από πολυάριθμες μελέτες υποδεικνύουν ότι απορρύθμιση αυτού του 

συστήματος μπορεί να οδηγήσει σε νευροαναπτυξιακές διαταραχές, 

συμπεριλαμβανομένων της σχιζοφρένειας, της κατάστασης του φάσματος του 

αυτισμού (   ), τη νοητική αναπηρία και την επιληψία. Διαταραχή σε κάποιο 

από τα κρίσιμα σημεία της ανάπτυξης των ενδονευρώνων όπως την 

αυτοανανέωση, τη νευρογένεση, την εξειδίκευση και τη διαφοροποίηση, τη 

μετανάστευση, την αξονογένεση και τη δενδριτογένεση, τη συναπτογένεση 

μπορεί να οδηγήσει σε δυσλειτουργία των ενδονευρώνων ή των ανασταλτικών 

κυκλωμάτων. Είναι τόσο εγγενείς και όσο και εξωγενείς παράγοντες που 

συμβάλλουν στις νευροαναπτυξιακές διαταραχές. Με την πρόοδο της μελέτης 

συσχέτισης σε επίπεδο γονιδιώματος (    ), έχουν εντοπιστεί όλο και 

περισσότερα γονίδια που σχετίζονται με τις διαταραχές αυτές. Τις τελευταίες 

δύο δεκαετίες, μελέτες σε ζωικά μοντέλα αποκάλυψαν πώς οι μεταλλάξεις των 
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γονιδίων κινδύνου συμβάλλουν σε νευροφυσιολογικά ελλείμματα στην 

ανάπτυξη των ενδονευρώνων, τα οποία θα μπορούσαν να είναι πιθανές αιτίες 

ορισμένων νευροαναπτυξιακών διαταραχών. 

 

Επιληψία 

 Η επιληψία είναι η δεύτερη πιο συχνή νευρολογική διαταραχή μετά την 

ημικρανία. Εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια. Η συχνότητα εμφάνισής της είναι 

ιδιαίτερα υψηλή στα νεογνά και κατά τα πρώτα χρόνια της ζωής. Η πρώιμη 

ανάπτυξη του εγκεφάλου ρυθμίζεται στενά από εσωτερικούς και εξωτερικούς 

παράγοντες. Εσωτερικές διαταραχές (όπως μεταλλάξεις σε γονίδια) ή 

εξωτερικοί παράγοντες (όπως η υποξία), που δεν αντισταθμίζονται από 

ομοιοστατικούς μηχανισμούς μπορεί να οδηγήσουν σε επιληψία, γνωστικά 

ελλείμματα ή ψυχιατρικές διαταραχές (Righes Marafiga et al., 2021). Η 

ανισορροπία μεταξύ διέγερσης και αναστολή είναι βασικό αίτιο της 

παθοφυσιολογίας της επιληψίας. Ωστόσο, η μεγάλη ποικιλομορφία των 

ενδονευρώνων, το ευρύ φάσμα της χωροχρονικής συνδεσιμότητας των 

νευρώνων και οι διακριτές επιδράσεις του νευροδιαβιβαστή      κατά την 

ανάπτυξη, περιπλέκουν την εικόνα, με την αυξημένη διεγερσιμότητα λόγω 

μειωμένης αναστολής να είναι το αποτέλεσμα διαφορετικών μονοπατιών 

(Righes Marafiga et al., 2021). Παράγοντες που επηρεάζουν τη γέννηση, τη 

μετανάστευση και την ωρίμανση των  ΑΒΑεργικών ενδονευρώνων έχουν 

συσχετιστεί με την εμφάνιση της διαταραχής (Cobos et al., 2005; Powell, 2013). 

Ο μοριακός της μηχανισμός μπορεί να θεωρείται ένα σύνολο διαφορετικών 

μονοπατιών που οδηγούν τελικά σε μία κοινή παθοφυσιολογία (Staley, 2015).  

 

Σχιζοφρένεια 

 Στη σχιζοφρένεια, μία σοβαρή νευροψυχιατρική ασθένεια που 

χαρακτηρίζεται από τρεις ομάδες συμπτωμάτων: θετικά συμπτώματα, όπως 

αυταπάτες και παραισθήσεις, αρνητικά συμπτώματα, συμπεριλαμβανομένης της 

απάθειας και της κοινωνικής απόσυρσης και γνωστικά συμπτώματα, όπως 

ελλείμματα στην προσοχή και στη μνήμη εργασίας Μία σειρά ενδείξεων 

υποδηλώνουν ότι τα γνωστικά συμπτώματα προκύπτουν από τη μη 

φυσιολογική λειτουργία των ανασταλτικών κυκλωμάτων στο προμετωπιαίο 

φλοιό (  w        ., 2005;    í , 2012). Οι αλλαγές που συμβαίνουν στους 

ενδονευρώνες του προμετωπιαίου φλοιού στη σχιζοφρένεια συνοψίζονται στην 

Εικόνα 9. 

 Σε εγκεφάλους ασθενών με σχιζοφρένεια μετά το θάνατο τα ελλείμματα 

στο GΑΒΑεργικό σύστημα και η υπολειτουργία των PV+ ενδονευρώνων στον 

φλοιό είναι κοινά ευρήματα (Gonzalez-Burgos and Lewis, 2012; Hashimoto et al., 

2003). Οι μεταλλάξεις πολλών γονιδίων συμπεριλαμβανομένων των NRG1, 

ERBB4, DISC1, DTNBP1, BDNF και GRIN1 σχετίζονται με τη σχιζοφρένεια 

(Hamshere et al., 2005; Millar et al., 2000; Stefansson et al., 2009). Ο ρόλος της 

χημειοτακτικής πρωτεΐνης Νrg-1 και της σηματοδότησης της μέσω του 
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υποδοχέα της Εrbb4, περιεγράφηκαν στην ακτινωτή μετανάστευση των 

ενδονευρώνων που προέρχονται από το MGE (Fazzari et al., 2010; Wen et al., 

2010). Η γενετική αποσιώπηση του Disc1 στον προμετωπιαίο φλοιό (PFC) μυών 

διαταράσσει το κύκλωμα, με τη συμμετοχή ντοπαμινεργικών νευρώνων, 

πυραμιδικών και ενδονευρώνων (Niwa et al., 2010). Η υπερέκφραση μιας 

κυρίαρχης-αρνητικής μορφής του Disc1 οδηγεί σε μεγέθυνση των πλάγιων 

κοιλιών ιδιαίτερα στην αριστερή πλευρά και σε επιλεκτική μείωση των PV+ 

ενδονευρώνων (Hikida et al., 2007). H απώλεια του γονιδίου Dtnbp1 προκαλεί 

μείωση της διεγερσιμότητας των PV+ ενδονευρώνων τόσο στο PFC όσο και στο 

ραβδωτό σώμα.  Η απώλεια του Grin1 στους ενδονευρώνες οδηγεί σε μειωμένη 

διέγερση των PV+ ενδονευρώνων του φλοιού και ανώμαλη ανασταλτική 

λειτουργία (Yang et al., 2022). 

 

 

 Παρόλο που φαίνεται ότι η απώλεια της λειτουργίας των γονιδίων που 

σχετίζονται με τη σχιζοφρένεια στους μύες μπορεί να επηρεάσουν διαφορετικά 

σημεία στην ανάπτυξη όπως τη διαφοροποίηση, μετανάστευση, συναπτογένεση, 

δενδριτογένεση ή και την επιβίωση, σχεδόν όλα αυτά τα ζωικά μοντέλα 

δημιουργούν κάποια κοινά παθοφυσιολογικά ευρήματα, συμπεριλαμβανομένου 

Εικόνα 9  Σχηματική αναπαράσταση των αλλαγών που παρατηρούνται στους  ενδονευρώνες 
στη σχιζοφρένεια.  
Σύνοψη των αλλαγών που συμβαίνουν στους GABAεργικούς νευρώνες στο προμετωπιαίο λοβό  
ατόμων με σχιζοφρένεια όπως αποκαλύπτεται από  μελέτες εγκεφαλικού ιστού ασθενών μετά 
το θάνατο.   Απεικονίζονται με διαφορετικά χρώματα  χολινεργικοί νευρώνες (ChC), νευρώνες 
που εκφράζουν παρβαλβουμίνη (PVBC),  καλρετινίνη (CR), χολοκυστοκινίνη (CCK) και 
σωματοστατίνη (SST) (Dienel and Lewis, 2019) . 
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του μειωμένου αριθμού ή της ελαττωμένης δραστηριότητας των PV+ 

ενδονευρώνων του φλοιού και την υπερδραστηριότητα του φλοιού, 

υποδεικνύοντας ότι η μια πιθανή κύρια αιτία της σχιζοφρένειας είναι η 

διαταραχή της διεγερτικής-ανασταλτικής ισορροπίας στον φλοιό.  

 Τέλος, πολλά περιβαλλοντικά γεγονότα που έχουν συνδεθεί με τον 

αυξημένο κίνδυνο της νευροψυχιατρικής νόσου συμβαίνουν επίσης κατά την 

προγεννητική ή περιγεννητική περίοδο της ζωής και αυτά τα συμβάντα 

περιλαμβάνουν επιπλοκές τοκετού και λοιμώξεις (Marenco et al., 2011). H 

ωκυτοκίνη, ορμόνη που απελευθερώνεται πριν τον τοκετό, έχει δειχθεί να 

μεσολαβεί στη μετατροπή της δραστηριότητας του GABA από διεγερτικό σε 

ανασταλτικό, γεγονός που συμβαίνει πριν από τη γέννηση (Hamshere et al., 

2005).  Η μετατροπή αυτή θεωρείται ότι μειώνει τη νευρωνική δραστηριότητα, 

προστατεύοντας έτσι τους εμβρυϊκούς νευρώνες από την υποξία, η οποία είναι 

ένας περιγεννητικός παράγοντας κινδύνου για πολλές νευροαναπτυξιακές 

διαταραχές (Hamshere et al., 2005). Τέλος οι λοιμώξεις κατά τη διάρκεια της 

εγκυμοσύνης μπορούν επίσης να επηρεάσουν την ανάπτυξη του εγκεφάλου 

μέσα από την πρόκληση έκφραση προφλεγμονωδών κυτοκινών. 

 

Διαταραχές του φάσματος του αυτισμού  

 Οι διαταραχές του φάσματος του αυτισμού (ΔΦΑ) είναι μια ομάδα 

αναπτυξιακών διαταραχών, που χαρακτηρίζονται από έκπτωση στην κοινωνική 

αλληλεπίδραση, γνωστικά ελλείμματα, επαναλαμβανόμενα και στερεοτυπικά 

πρότυπα συμπεριφοράς (Chahrour and Zoghbi, 2007). Αν και τα αίτια των ΔΦΑ 

είναι περίπλοκα, συσσωρευμένα στοιχεία υποδεικνύουν ότι οι ανωμαλίες της 

ανάπτυξης των ενδονευρώνων και των ανασταλτικών κυκλωμάτων παίζουν 

ουσιαστικό ρόλο σε ορισμένες περιπτώσεις ΔΦΑ. Μεταλλάξεις μερικών γονιδίων 

κινδύνου ASD, συμπεριλαμβανομένων των CNTNAP2, SHANK3, MET, 

Neuroligin3 (NLGN3), RELN, DLX2, GAD1, MECP2 και COUP-TFI οδηγούν στη 

δυσλειτουργία των ενδονευρώνων ή των ανασταλτικών κυκλωμάτων (Yang et 

al., 2022).  

 Τα πειραματικά μοντέλα εμφανίζουν επίσης διαταραχές της λειτουργίας 

και της ανάπτυξης των ενδονευρώνων. Η μετάλλαξη του     2 εμπλέκεται στο 

90% περίπου των περιπτώσεων του συνδρόμου     . Σε μύες, η στοχευμένη 

διαγραφή του     2 στους     εργικούς νευρώνες έχει ως αποτέλεσμα 

φαινοτύπους που σχετίζονται με τον αυτισμό, συμπεριλαμβανομένων 

επαναλαμβανόμενων συμπεριφορών, καθώς και τη μειωμένη μετάδοση του 

GABA (Chahrour and Zoghbi, 2007; Yang et al., 2022). Οι       2-   μύες 

παρουσιάζουν συμπεριφορές που σχετίζονται με τον αυτισμό, 

υπερκινητικότητα και επιληπτικές κρίσεις. Παρατηρείται ανώμαλη κατανομή 

νευρώνων του φλοιού, υποδεικνύοντας ελλείμματα μετανάστευσης και 

αξιοσημείωτη μείωση στους αριθμούς ενδονευρώνων, ιδιαίτερα των PV+  

(Lunden et al., 2019). Η μείωση των PV+ νευρώνων που εντοπίζεται στον 

ανθρώπινο εγκέφαλο σε μετά το θάνατο μελέτες παρατηρείται επίσης και στο 
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μοντέλο ΜΙΑ, στο μοντέλο Ube3a-het του συνδρόμου Angelman στο Fmr1 KO 

μοντέλου του συνδρόμου εύθραυστου Χ (FXS) και στους Shank1 και Shank3 KO 

μύες  (Contractor et al., 2021; Yang et al., 2022). Τα συμπτώματα του αυτισμού 

όπως και της σχιζοφρένειας συνδέονται τελικά με διαταραχές στις ιδιότητες που 

εμφανίζονται όταν οι νευρώνες αλληλεπιδρούν στον εγκέφαλο, επομένως το 

ενδιαφέρον στρέφεται στη κατανόηση του πώς επηρεάζεται η δραστηριότητα 

του κυκλώματος σε διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου στις διαταραχές 

αυτές. Η νευρωνική υπερδραστηριότητα για παράδειγμα είναι ένας φαινότυπος 

που καταγράφεται και παρατηρείται και στα μοντέλα μυών Fmr1 KO, Shank3 

KO, και Ube3a (Contractor et al., 2021; Yang et al., 2022). Ενώ επηρεάζεται και η 

παραγωγή του ρυθμoύ γ (Gamma oscillations) (Lunden et al., 2019). Τόσο σε 

παιδιά, όσο και σε ενήλικες που έχουν διαγνωστεί με ΔΑΦ, έχουν περιγραφεί με 

ηλεκτροεγκεφαλογραφία, ελλείμματα στους εγκεφαλικούς ρυθμούς. Αντίστοιχα 

ελλείμματα παρατηρούνται και σε ζωϊκά μοντέλα    1    μύες, ΜΙΑ (Yang et 

al., 2022). 

 Τέλος καθώς όπως στη σχιζοφρένεια, αντίστοιχα και στις ΔΦΑ 

περιβαλλοντικοί παράγοντες επιδρούν στην ανάπτυξη της νόσου, μία 

ενδιαφέρουσα προσέγγιση είναι ότι οι ΔΦΑ αναπτύσσεται in utero, έχοντας 

αντίκτυπο στην ανάπτυξη του εγκεφάλου. Οδηγεί τελικά σε μη-φυσιολογικά 

σχηματισμένους ενδονευρώνες, οι οποίοι δεν αποκτούν φυσιολογική 

συνδεσιμότητα και τα δίκτυα που αναπτύσσονται παραμένουν ανώριμα. Αυτοί 

οι ανώριμοι νευρώνες διαταράσσουν τη δημιουργία των ρυθμών που είναι 

απαραίτητοι για τη συμπεριφορά. Συνεπώς, η χρήση φαρμάκων που επιλεκτικά 

μπλοκάρουν την ανώριμη δραστηριότητά των ενδονευρώνων θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί ώστε να αμβλυνθούν τα συμπτώματα σε παιδιά με ΔΦΑ (Ben-

Ari and Lemonnier, 2021).  

 

Νοητική υστέρηση 

 Η νοητική υστέρηση χαρακτηρίζεται από ελλείμματα τόσο στη 

διανοητική λειτουργία όσο και στη προσαρμοστική συμπεριφορά, που ξεκινούν 

πριν από την ηλικία των 18 ετών. Όλο και περισσότερες γενετικές παραλλαγές 

έχουν εντοπιστεί σε ασθενείς και ορισμένες από αυτές, συμπεριλαμβανομένου 

του χρωμοσώματος 21, της εύθραυστης νοητικής καθυστέρησης Χ γονίδιο 

(FMR1), Neurofibromin (NF1), CREB-Binding protein πρωτεΐνη (CBP), (ARID1B), 

p21-activating kinase 3 (PAK3) και COUP-TFI, σχετίζονται με  τη νοητική 

υστέρηση και τη δυσλειτουργία του ανασταλτικoύ κύκλωμα. Το σύνδρομο 

εύθραυστου Χ, το οποίο προκύπτει από τη μετάλλαξη του γονιδίου FMR1, είναι 

ένας τύπος ID και σχετίζεται επίσης σε μεγάλο βαθμό με τις ΔΦΑ και 

συμπτώματα συμπεριλαμβάνεται και η επιληψία. Τα μη φυσιολογικά νευρικά 

κυκλώματα GABAergic συμβάλλουν σε αυτή τη διαταραχή (Yang et al., 2022). Αν 

και η αιτία του ελλείμματος στο ανασταλτικό κύκλωμα δεν είναι ακόμα σαφής. 

Η νευροϊνωμάτωση τύπου Ι οφείλεται  στη μετάλλαξη του γονιδίου NF1. Η 

απώλεια του γονιδίου Nf1 σε μύες οδηγεί σε ελλείμματα συναπτικής 
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πλαστικότητας και αυξημένη ανασταλτική λειτουργία (Yang et al., 2022). Οι 

μεταλλάξεις του γονιδίου PAK3 προκαλούν μη-συνδρομική Χ-συνδεδεμένη 

νοητική υστέρηση (Viou et al., 2020). Όπως αναφέρθηκε το PAK3 ελέγχει τη 

μετάβαση μεταξύ της οριζόντιας και της ακτινωτής μετανάστευσης των 

ενδονευρώνων του φλοιού. Η απώλεια του COUP-TFI που επίσης εμπλέκεται 

στη μετανάστευση των ενδονευρώνων προκαλεί απώλεια της οργάνωσης του 

φλοιού, δυσπλασία στον ιππόκαμπο και ανώμαλη διαφοροποίηση των 

ενδονευρώνων του φλοιού (Flore et al., 2017). 

 Μελέτες νευροαναπτυξιακών διαταραχών σε πειραματικά μοντέλα έχουν 

ρίξει φως σε νέους νευροπαθολογικούς μηχανισμούς και μπορούν να οδηγήσουν 

σε πιθανές νέα θεραπευτικές προσεγγίσεις. Ωστόσο, δεδομένης της κλινικής και 

γενετικής ετερογένειας αυτών των διαταραχών, η νευροπαθολογία και η 

αιτιολογία τους δεν έχουν διευκρινιστεί ακόμη με σαφήνεια. Επιπλέον, οι 

συννοσηρότητες ΔΦΑ, νοητικής υστέρησης, σχιζοφρένειας ή επιληψίας 

δημιουργούν επιπλέον προκλήσεις στη μοντελοποίηση των διαταραχών. Τέλος, 

λόγω της εξελικτικής απόστασης μεταξύ του τρωκτικού και του ανθρώπου, 

μελέτες σε νευρώνες και νευρικά οργανοειδή που προέρχονται από  iPSC  από 

ασθενείς μπορεί να ωφελήσουν την κατανόηση των παθολογικών μηχανισμών 

αυτών των νευροαναπτυξιακών διαταραχών. 
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B. Η οικογένεια των Rho-GTPασών και οι πρωτεΐνες Rac1 και Rac3 

  

 Οι    -   άσες ανήκουν στην υπεροικογένεια των μικρών        ασών. 

Στα θηλαστικά, στην οικογένεια αυτή ανήκουν είκοσι δύο πρωτεΐνες, οι οποίες 

κατανέμονται σε οχτώ υποοικογένειες. Αλληλεπιδρούν με πολλές πρωτεΐνες 

στόχους (         ), ρυθμίζουν έτσι πλήθος κυτταρικών διεργασιών, όπως τη 

μορφολογία, τη μετανάστευση, τη νευρωνική ανάπτυξη, τη κυτταρική διαίρεση 

και τη πρόοδο του κυτταρικού κύκλου, τη κυτταρική συνάφεια, τη δυναμική του 

κυτταροσκελετού, της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων, τη μεταφορά 

κυστιδίων και την έκφραση γονιδίων. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι εξελικτικά 

συντηρημένες από το ζυμομύκητα και τα φυτά μέχρι τα θηλαστικά. Οι πιο 

συντηρημένες είναι οι    ,    42 και     , με τις δύο πρώτες να έχουν 

παρόμοια δράση ενώ η τελευταία να εμφανίζει ανταγωνιστική δράση ως προς το 

βιολογικό αποτέλεσμα (Govek et al., 2005). 

 Στην υποοικογένεια Rac GTPασών περιλαμβάνονται oι Rac1, Rac2, Rac3 

και RhoG. Είναι μικρά μόρια (20-25κDA) και αν και οι αλληλουχίες τους είναι σε 

μεγάλο βαθμό ταυτόσημες, έχουν διαφορετικό πρότυπο έκφρασης (Parri and 

Chiarugi, 2010). Η    1 εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, η    2 είναι ειδική για 

το αιμοποιητικό σύστημα, η      σε διάφορους ιστούς και η    3 εκφράζεται 

στο νευρικό σύστημα (Heasman and Ridley, 2008). 

 

 

 T  γονίδιό της εμφανίστηκε κατά την εξέλιξη, πιθανά, πρώτα στα 

σπονδυλωτά. Η    3 εμφανίζει την μεγαλύτερη ομολογία με την    1 (92% με 

τη Rac1 και 89% με τη Rac2) (de Curtis, 2019). Διαφέρει με τη Rac1 κατά 14 

αμινοξέα στο καρβοξυτελικό της άκρο, περιοχή σημαντική για τον υποκυτταρικό 

Εικόνα 10  Ο κύκλος των Rho-GTPασών.  
Οι Rho-GTPάσες εναλλάσσονται διαρκώς μεταξύ της ενεργού (προσδεδεμένες 
με GTP) και της ανενεργού μορφής τους (προσδεδεμένες με GDP).Ο κύκλος 
ρυθμίζεται από τις GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors), τις  GAPs 
(GTPase activating proteins) και τις GDIs (Guanine nucleotide Dissociation 
Inhibitors)(Kawano et al., 2014). 
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εντοπισμό της και για τις αλληλεπιδράσεις της με τις πρωτεΐνες- στόχους της 

(Haataja et al., 1997). 

 Οι    -   άσες λειτουργούν ως μοριακοί διακόπτες, εναλλασσόμενες 

διαρκώς μεταξύ δυο καταστάσεων. Στην ενεργή τους μορφή, βρίσκονται 

προσδεδεμένες με το    , ενώ στην ανενεργή τους μορφή με το    . Η 

ενεργοποίηση συγκεκριμένων πρωτεϊνών στόχων για την εκτέλεση 

συγκεκριμένων λειτουργιών, ελέγχεται μέσω της αυστηρής χωροχρονικής 

ενεργοποίησης των    ασών. Τον κύκλο αυτό της εναλλαγής της ενεργής και 

της ανενεργής κατάστασης των    -   ασών, ρυθμίζουν οι      (        

                           ), οι      (GTPase-                   ) και τις      

(Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) (Eικ. 10) Οι      ενεργοποιούν τις 

Rho-   άσες προάγοντας την απελευθέρωση του     και την πρόσδεση του 

   . Οι      τις απενεργοποιούν αυξάνοντας την ενδογενή ενεργότητα    άσης 

που έχουν και τέλος οι      προσδένονται σε αυτές, απομακρύνοντάς τις από τις 

πρωτεΐνες που τις ρυθμίζουν και τις πρωτεΐνες-στόχους τους. Στα θηλαστικά 

υπάρχουν 85     , 80     , και 3      (Jaffe and Hall, 2005). 

 

Ο ρόλος των Rac GTPασών στη ρύθμιση τoυ κυτταροσκελετού. 

  

 Οι     πρωτεΐνες εμπλέκονται στη ρύθμιση τόσο του κυτταροσκελετού 

της ακτίνης όσο και των μικροσωληνίσκων. Όσον αφορά την ακτίνη ρυθμίζουν 

τον πολυμερισμό της, κατά την επέκταση των λαμελλιποδίων, με διάφορους 

τρόπους (Εικ. 11). 

 

 
Εικόνα 11  Ρύθμιση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων απο τη 
Rac1. 
(A) Σηματοδοτικό μονοπάτι ρύθμισης της ακτίνης στο οποίο εμπλέκεται η Rac1. (B) 
Σηματοδοτικό μονοπάτι ρύθμισης των μικροσωληνίσκων  στο οποίο εμπλέκεται η Rac1 
(τροποποιημένη από (Heasman and Ridley, 2008; Watanabe et al., 2005)). 
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  Οι δυναμικές αυτές δομές, στην καθοδηγητική απόφυση βοηθούν στην 

καθοδήγηση κατά τη μετανάστευση. Πιο συγκεκριμένα ο παράγοντας    2/3 

είναι βασικός για τον πολυμερισμό της ακτίνης και προσδένεται στα νημάτια 

ακτίνης για να σχηματίσει διακλαδώσεις. Η        άση τον ενεργοποιεί έμμεσα 

μέσω του συμπλόκου      (       -Aldrich syndrome protein (WASP) family 

verprolin-homologous protein) (Govek et al., 2011). Η πρωτεΐνη cofilin 

συμμετέχει στην αποδιοργάνωση των ινιδίων ακτίνης, προάγοντας την 

απομάκρυνση μονομερών ακτίνης από τα άκρα των ινιδίων. Μεταπίπτει από την 

ενεργή στην ανενεργή κατάσταση κι ο κύκλος της αυτός ρυθμίζεται αυστηρά. 

Απενεργοποιείται με φωσφορυλίωση από τις κινάσες     (    ) οι οποίες με τη 

σειρά τους, ενεργοποιούνται από τη  65    κινάση που είναι     εξαρτώμενη 

(Ridley, 2006) (Εικ.11)   ενεργότητα της    , για το σχηματισμό λαμελλιποδίων 

χρειάζεται να είναι περιορισμένη τοπικά. Σε ινοβλάστες που μεταναστεύουν, 

παρατηρείται κλίση συγκέντρωσης της ενεργής     στην καθοδηγητική 

απόφυση (Raftopoulou and Hall, 2004).  

 

 

 Οι        ασες ρυθμίζουν και τους μικροσωληνίσκους του 

κυτταροσκελετού (Εικ.11).  ι μικροσωληνίσκοι σχηματίζονται συνήθως από 

δεκατρία πρωτοινίδια πολυμερισμένων ετεροδιμερών α/β τουμπουλίνης. 

Σταθεροποιούνται από διάφορες πρωτεΐνες Μ   (                       

        ), όπως η    . Είναι δυναμικές δομές, πολωμένες που υπόκεινται σε 

κύκλους επιμήκυνσης και συρρίκνωσης στα + άκρα τους τα οποία εντοπίζονται 

στην περιφέρεια του κυττάρου. Τα – άκρα των μικροσωληνίσκων που δεν 

αναπτύσσονται αγκιστρώνονται συνήθως στο      (           -organizing 

center) (Neukirchen and Bradke, 2011). Οι        ασες επηρεάζουν τα δυναμικά 

των μικροσωληνίσκων ρυθμίζοντας τα + άκρα. 

 Η πρωτεΐνη stathmin αλληλοεπιδρά με τα + άκρα των μικροσωληνίσκων 

και προάγει την καταστροφή τους, καθώς επίσης και με τα ετεροδιμερή 

τουμπουλίνης εμποδίζοντας τον πολυμερισμό τους. Απενεργοποιείται μέσω 

φωσφορυλίωσης από την κινάση  65    η οποία με τη σειρά της 

ενεργοποιείται από τη   c (Watanabe et al., 2005).   πρωτείνη     -170 

(Cytoplasmic Linker Protein 170) σταθεροποιεί τα + άκρα των μικροσωληνίσκων 

και διευκολύνει τη μετάβαση από την καταστροφή στον πολυμερισμό τους, που 

σαν αποτέλεσμα έχει την επιμήκυνσή τους (Neukirchen and Bradke, 2011). 

Προσδένεται στους μικροσωληνίσκους μαζί με την πρωτεΐνη-ικρίωμα       που 

είναι πρωτεΐνη στόχος της    . Η       προσδένεται επίσης και στα νημάτια 

ακτίνης επιδρώντας στη σταθερότητά τους (Watanabe et al., 2005) (εικ. 13).  

 Οι δυναμικές αλλαγές στον κυτταροσκελετό της ακτίνης και των 

μικροσωληνίσκων σε απόκριση στο περιβάλλον είναι ζωτικής σημασίας για 

πτυχές της νευρωνικής ανάπτυξης όπως είναι η καθοδήγηση του αυξητικού 

κώνου και η μετανάστευση, ο σχηματισμός και η ανάπτυξη των νευραξόνων, 

καθώς και η δενδριτογένεση και η δημιουργία των δενδριτικών ακάνθων (      
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          , 2015). Οι    -   άσες λειτουργούν ως τελεστές πολλαπλών 

εξωκυτταρικών σημάτων και σαν απόκριση σε αυτά, μέσω των μονοπατιών που 

αναφέρθηκαν, αναδιοργανώνουν τον κυτταροσκελετό συμμετέχοντας στις 

παραπάνω διαδικασίες (Εικ. 12).  

 

 

  

 Ο ρόλος των Rac σε αυτές έχει μελετηθεί σε νευρώνες στο C.elegans, στη 

Drosophila melanogaster και σε θηλαστικά (Gonzalez-Billault et al., 2012; 

Hakeda-Suzuki et al., 2002; Lundquist, 2003; Lundquist et al., 2001). 

 Εκτός από τη ρύθμιση της οργάνωσης του κυτταροσκελετού και τη 

σημασία της στη μετανάστευση που ήδη αναφέρθηκε, με έμφαση στη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων, εξέχουσας σημασίας είναι και η 

αναδιοργάνωσή του στην καθοδήγηση και στην αύξηση του άξονα. Είναι και 

αυτές διαδικασίες που στηρίζονται στη συνεχή δυναμική αλλαγή στα 

λαμελλιπόδια και στα φιλοπόδια, δομές αποτελούμενες από ακτίνη, καθώς και 

Εικόνα 12 Μόρια που εμπλέκονται στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού κατά την 
εξέλιξη ενός μεταναστευτικού κύκλου των ενδονευρώνων. 
Η βασική μορφολογία ενός ενδονευρώνα κατα τη μετανάστευση (α) και οι πρωτείνες που 
εμπλέκονται στη ρυθμιση του κυτταροσκελετού κατά τα επιμέρους βήματα της κίνησής 
του:  στην επέκταση της καθοδηγητικής απόφυσης(b), στο σχηματισμό του διογκώματος και 
στη μετατόπιση του κεντροσωμάτιου (c) στη μετατόπιση του πηρήνα (d και e) (Kaneko et 
al., 2017). 
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στη δυναμική αλλαγή των μικροσωληνίσκων, όπως χαρακτηριστικά 

παρουσιάζεται στην εικόνα 13. 

 

 

 Ο ρόλος των Rac GTPασών στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου. 

  

 Εκτός από το ρόλο τους στην αξονογένεση και τη μετανάστευση των 

νευρικών κυττάρων, οι     φαίνεται ότι επηρεάζουν την ανάπτυξη του 

εγκεφάλου συμμετέχοντας και σε διεργασίες, όπως ο πολλαπλασιασμός και η 

ομαλή εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου των πρόδρομων νευρικών κυττάρων (Jaffe 

and Hall, 2005). H Rac1 ρυθμίζει τη λειτουργία των κυκλινών και των κυκλινο-

εξαρτώμενων κινασών κατά τη διάρκεια της φάσης  1 του κυτταρικού κύκλου 

και επιπλέον μετέχουν στην οργάνωση των μικροσωληνίσκων και της ακτίνης 

κατά τη διάρκεια της μίτωσης (φάση Μ)(Etienne-Manneville and Hall, 2008; 

Ohtaka-Maruyama and Okado, 2015). Βρέθηκε επίσης να επάγει την μεταγραφή 

της κυκλίνης  , ενώ αποκρινόμενη σε ιντεγκρίνες διεγείρει και τη μετάφραση της 

κυκλίνης   (Mettouchi et al., 2001).  

Συμβάλλει ακόμη στη ρύθμιση της μετακίνησης του πυρήνα κατά τη διάρκεια 

των μιτωτικών διαιρέσεων των προγονικών κυττάρων των πυραμιδικών 

Εικόνα 13  Σχηματική αναπαράστηση της δράσης των GTPασών στον αυξητικό κώνο των 
νευρώνων. 
Οι συγκεντρώσεις των ενεργών Rac και  Cdc42 (κόκκινο) είναι σχετικά υψηλές στην πλευρά του 
κώνου που αναπτύσσεται, ενώ η δραστηριότητα της Rho (πράσινο) είναι σχετικά χαμηλή σε αυτήν 
την πλευρά. Αντίθετη είναι η δραστηριότητα των GTPασών στο πιο οπίσθιο τμήμα του αυξητικού 
κώνου (Rajnicek et al., 2006) 

 



51 
 

νευρώνων, στη VZ (Minobe et al., 2009). Αργότερα βρέθηκε να είναι απαραίτητα 

για το φυσιολογικό πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των πρόδρομων 

κυττάρων της υποκοιλιακής ζώνης SVZ του φλοιού και την επιβίωση των 

πρόδρομων κυττάρων τόσο στην κοιλιακή όσο και στην υποκοιλιακή 

ζώνη(Leone et al., 2010).  

 Μελέτη της δράσης της Rac1 στους ενδονευρώνες του φλοιού, από ομάδα 

του εργαστηρίου μας έδειξε ότι απενεργοποίησή της από τα πρόδρομα κύτταρα 

της έσω γαγγλιονική προεξοχής οδηγεί σε παρατεταμένη παραμονή των 

κυττάρων αυτών στον κυτταρικό κύκλο υποδεικνύοντας, ότι η    1 είναι 

απαραίτητη για την μετάβαση από τη φάση  1 στη φάση  . Στα κύτταρα αυτά 

βρέθηκε ότι η έκφραση της κυκλίνης D και της φωσφορυλιωμένης Rb, πρωτεΐνες 

που εμπλέκονται στο συγκεκριμένο σημείο ελέγχου του κυτταρικού κύκλου, 

ήταν μειωμένη (Vidaki et al., 2012). 

 Επιπλέον οι Rac GTPάσες επάγουν την έκφραση γονιδίων όπως του 

μεταγραφικού παράγοντα NFκB, ενώ έχει δειχθεί ότι εμπλέκονται στη ρύθμιση 

τόσο της επιβίωσης όσο και της απόπτωσης σε διαφορετικούς κυτταρικούς 

τύπους (Jaffe and Hall, 2005; Mack et al., 2011). Συγκεκριμένα η Rac1 

καταστέλλει την απόπτωση μέσω της σηματοδότησης στο   κ  (Joneson and 

Bar-Sagi, 1999). Προάγει επίσης την επιβίωση μέσω     και   κ  σε κύτταρα 

του μαστού και μέσω αλληλεπίδρασης με το     σε αιμοποιητικά κύτταρα 

(Chaigne-Delalande et al., 2008; Friedland et al., 2007). Παράλληλα, από 

διαφορετικά σηματοδοτικά μονοπάτια οι Rac GTPάσες προάγουν την απόπτωση, 

με διέγερση της  38 και της     και μέσω της     στα Τ λεμφοκύτταρα (Mack et 

al., 2011). 

Οι Rac1 και Rac3 GTPάσες στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων. 

 

 Απώλεια της Rac1 στους μύες οδηγεί σε θάνατο των εμβρύων κατά τη 

γαστριδίωση, πριν τη δημιουργία του νευρικού συστήματος (Chen et al., 2007). Η 

μελέτη του ρόλου της Rac1 στην ανάπτυξη του νευρικού συστήματος ευoδώθηκε 

με διαγονιδιακές σειρές ζώων και πειραματικές προσεγγίσεις, που επέτρεπαν τη 

μελέτη του ρόλου της    1 σε επιμέρους συστήματα.  

 Απώλεια της    1 από όλα τα πρόδρομα κύτταρα του τελεγκεφάλου κατά 

την ανάπτυξη, επηρεάζει την ανάπτυξη βασικών αξονικών πληθυσμών του 

εγκεφάλου, όπως το μεσολόβιο (               ) και ο πρόσθιος σύνδεσμος των 

ημισφαιρίων (                   )(Chen et al., 2007). Στα ίδια διαγονιδιακά 

ζώα, η απενεργοποίηση της    1, έχει ως αποτέλεσμα την καθυστερημένη 

μετανάστευση των πυραμιδικών νευρώνων (Heasman and Ridley, 2008). 

Παρατηρήθηκε επίσης μικροκεφαλία, λόγω μείωσης του αριθμού των 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων στις κοιλιακές ζώνες του φλοιού (Chen et al., 

2009). 

 Σε προηγούμενη μελέτη ομάδας του εργαστηρίου μας (Vidaki et al., 2012) 

δείχθηκε ότι μύες οι οποίοι στερούνται τη    1 αποκλειστικά από τους 
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προγόνους των νευρώνων που προέρχονται από    , παρουσιάζουν μείωση 

50% στον αριθμό των     εργικών αυτών ενδονευρώνων στον ώριμο φλοιό. 

Απουσία της Rac1,  ι ενδονευρώνες συσσωρεύονται στον κοιλιακό τελεγκέφαλο, 

λόγω ελλειμμάτων στην οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στην 

καθοδηγητική τους απόφυση καθώς και καθυστέρησης στην εξέλιξη του 

κυτταρικού κύκλου των προγόνων τους. Τα δεδομένα αυτά υποδηλώνουν ότι η 

εγγενής λειτουργία της Rac1 στα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων είναι 

απαραίτητη για την ανάπτυξη των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων.  

 Μεταγεννητικά η μειωμένη     εργική αναστολή μεταβάλλει τη 

γλουταμινεργική λειτουργία στον ενήλικο προμετωπιαίο φλοιό (   ), μια 

επίδραση που βρέθηκε να αντιστρέφεται με την ενίσχυση της     εργικής 

λειτουργίας κατά τη διάρκεια μιας πρώιμης μεταγεννητικής περιόδου 

(Konstantoudaki et al., 2016). Η μείωση του αριθμού των φλοιϊκών 

ενδονευρώνων που προκύπτει από τη μη-φυσιολογική τους ανάπτυξη έχει ως 

αποτέλεσμα τα τοπικά νευρωνικά δίκτυα να εμφανίζουν αλλαγές στις 

ταλαντώσεις      ,      ,       και       (Kalemaki et al., 2018). 

 Ολοκληρωτική απώλεια της    3 στους μύες δεν επιφέρει μεγάλες 

ανατομικές αλλαγές στον εγκέφαλο ή στην οργάνωση των νευρώνων (Corbetta 

et al., 2005; Corbetta et al., 2009). Από μελέτες συμπεριφοράς, παρατηρείται 

υπερδραστηριότητα στην απόκριση σε νέα ερεθίσματα και αλλαγές στη κινητική 

μάθηση υποδεικνύοντας έναν ένα πιο επιμέρους ή πιθανά ένα διαφορετικό ρόλο 

της    3, στη λειτουργία των νευρώνων.  

 Απουσία και των δύο Rac GTPασών επηρεάζονται οι     εργικοί 

ενδονευρώνες του φλοιού και του ιππόκαμπου (Pennucci et al., 2016; Vaghi et al., 

2014).  Τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν ότι παρότι οι ρόλοι των    1 και 

   3 κατά την ανάπτυξη του εγκεφάλου φαίνεται ότι δεν μπορούν να 

αντισταθμιστούν από άλλες GTPάσες, είναι πιθανό η    1 έστω και εν μέρει να 

λειτουργεί αντισταθμιστικά στην ολοκληρωτική απώλεια της    3 κατά την 

ανάπτυξη του νευρικού συστήματος. 

 

O ρόλος των RhoGTPάσες σε παθολογικές καταστάσεις. 

 

Οι Rho-GTPάσες στον καρκίνο. 

 Συγκεκριμένα, η σηματοδότηση των R   έχει εμπλακεί στον έλεγχο των 

συνδέσεων μεταξύ των κυττάρων, της κυτταρικής μετανάστευσης, της προόδου 

του κυτταρικού κύκλου και του κυτταρικού μετασχηματισμού. Ως αποτέλεσμα 

της λειτουργικής του ποικιλομορφίας, η σηματοδότηση της R   μπορεί να 

επηρεάσει διάφορες πτυχές της ογκογένεσης, ενώ εμφανίζονται συνεχώς νέα 

δεδομένα που υποδεικνύουν τη συμβολή των Rac στην ογκογένεση (Mack et al., 

2011).  

Στις διαδικασίες αυτές περιλαμβάνεται ο κακοήθης μετασχηματισμός, η 

ογκογένεση, η αγγειογένεση και τη μετάσταση (Bid et al., 2013). Ιδίως στη 
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μετάσταση όπου απαιτείται αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, θα 

μπορούσε αυτή να σχηματοποιηθεί σε πέντε ξεχωριστά βήματα 1. προέκταση 

φιλοπόδιου στην πρόσθια άκρη 2. σχηματισμός νέων θέσεων επαφής με το 

εξωκυττάριο σώμα (ΕCM) συνήθως μέσω ιντεγκρινών 3. έκκριση επιφανειακής 

πρωτεάσης στις επαφές ECM ώστε να επιτυγχάνεται η εστιακή πρωτεόλυση 4. 

συστολή του κυτταρικού σώματος μέσω της δράσης ακτομυοσίνης 5. 

αποκόλληση της ουριαίας απόφυσης. Οι Rac GTPάσες έχει δειχθεί να 

εμπλέκονται σε κάθε ένα από το προαναφερθέντα βήματα (Parri and Chiarugi, 

2010). Επιστημονικά στοιχεία που προκύπτουν συνηγορούν υπέρ της 

συμμετοχής της Rac1 στην εξέλιξη του καρκίνου, ειδικά σε όγκους του 

εγκεφάλου (Khalil and El-Sibai, 2012). Γενετικές αλλοιώσεις που αφορούν τη 

   1 έχουν εντοπιστεί σε μεγάλο ποσοστό μελανωμάτων και καρκίνων του 

πνεύμονα, της μήτρας και του μαστού (De et al., 2019). Αυτά τα ευρήματα έχουν 

ανοίξει το δρόμο για την ανάπτυξη πιθανών στοχευμένων θεραπευτικών 

στρατηγικών. Για παράδειγμα, η επίδραση της λειτουργίας    1 στον 

πολλαπλασιασμό και την κινητικότητα των μελανοκυττάρων έχει προτείνει 

καινοτόμες στρατηγικές θεραπείας που βασίζονται στη ρύθμιση του εντοπισμού 

   1, στη ρύθμιση με τη μεσολάβηση    , στη δέσμευση νουκλεοτιδίων και στην 

αλληλεπίδραση με τελεστές καθοδικά της    1 (Cannon et al., 2020). 

 

Oι Rac-GTPάσες σε διαταραχές του ΚΝΣ. 

 

 Στις διαταραχές που σχετίζονται με τη Rac1 συμπεριλαμβάνονται de novo 

μεταλλάξεις αντικατάστασης νουκλεοτιδίου στο γονίδιο της    1 που 

επηρεάζουν τη λειτουργία των πρωτεΐνης και έχουν συσχετιστεί με μια 

ετερογενή νευροαναπτυξιακή διαταραχή που χαρακτηρίζεται από ψυχοκινητική 

καθυστέρηση και εγκεφαλικές δυσπλασίες, γνωστή ως Νοητική υστέρηση 

αυτοσωματική επικρατής 48, (Mental Retardation autosomal dominant 48, 

MRD48, OMIM # 617751) (Reijnders et al., 2017). Οι μεταλλάξεις επηρεάζουν 

διαφορετικά τμήματα της πρωτεΐνης, αν και φαίνεται να συγκεντρώνονται 

κοντά στις επικράτειες  w     1 και 2. Ο βασικός κλινικός φαινότυπος αυτής της 

πάθησης περιλαμβάνει ήπια έως σοβαρή διανοητική αναπηρία, δυσμορφισμό 

του προσώπου, μικρο- ή μακροκεφαλία, υποτονία και διαταραχές συμπεριφοράς. 

Οι καρδιακές και ουρογεννητικές ανωμαλίες είναι λιγότερο συχνά συσχετιζόμενα 

χαρακτηριστικά (Reijnders et al., 2017).  Mε μαγνητική τομογραφία εγκεφάλου 

έχουν βρεθεί ανωμαλίες στη λευκή ουσία τους κοιλιακούς και υπαραχνοειδή 

χώρους και στη παρεγκεφαλίδα, υποπλασία ου εγκεφαλικού στελέχους και σε 

ορισμένες περιπτώσεις ανώμαλη αυλάκωση του φλοιού (πολυ-μικρογυρία) 

(Reijnders et al., 2017). 

 Γενετικές μεταβολές που επηρεάζουν τη λειτουργία    1 φαίνεται να 

σχετίζονται με νευροαναπτυξιακές διαταραχές. Έχει προταθεί μια άμεση 

σύνδεση μεταξύ της Rac1 και των υποκείμενων παθογόνων μηχανισμών στις 
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διαταραχές του φάσματος του αυτισμού (ΔΑΦ), τη σχιζοφρένεια, το σύνδρομο 

εύθραυστου X, το σύνδρομο      και τη νόσο του            [44wang 2020]. 

Μόρια των σηματοδοτικών μονοπατιών της Rac1 στον εγκέφαλο συνδέονται με 

γονίδια υψηλού κινδύνου της ΔΑΦ, όπως το  U  2 (                           

and developmental regulator), SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat 

        3, ), και U  3  (U  q     -protein ligase E3A, OMIM) (Dong et al., 2016; 

Duffney et al., 2013; Hori et al., 2014). Επιπλέον, η    1 φαίνεται να εμπλέκεται 

έμμεσα στην παθογένεση του συνδρόμου     , μιας πολύ γνωστής σοβαρής 

προοδευτικής νευροαναπτυξιακής κατάστασης με σημαντικές ανωμαλίες 

συμπεριφοράς που συνδέεται με παθογόνες παραλλαγές στο     2 (      -

cpg-                2) και στη     5 (εξαρτώμενη από κυκλίνη κινάση 5). Αξίζει 

να σημειωθεί ότι το    1 πιθανώς εμπλέκεται στην παθογένεση της 

σχιζοφρένειας, ειδικά σε σχέση με τα ειδικά γονίδια κινδύνου     1 (          

                 1), και τους    1     παράγοντες       (       ) και     1 

(T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) (Scala et al., 2021). Τα 

σηματοδοτικά μονοπάτια που συσχετίζουν τη Rac1 με τις παραπάνω 

νευροαναπτυξιακές διαταραχές παρουσιάζονται στην Εικόνα 14.  

 

Εικόνα 14  Σχηματική απεικόνιση των πιθανών σηματοδοτικών μονοπατιών  της Rac1 που 
εμπλέκονται σε νευροαναπτυξιακές διαταραχές.  
Σχηματική απεικόνιση των πιθανών σηματοδοτικών μονοπατιών  της Rac1 που εμπλέκονται σε 

νευροαναπτυξιακές διαταραχές. Παρουσιάζεται σηματοδοτικό μονοπάτι για τις διαταραχές του 

φάσματος του αυτισμού ΔΑΦ, τη σχιζοφρένεια, το σύνδρομο του εύθραυστου Χ, το σύνδρομο Rett 

και τη νόσο του Huntington.  Οι διακεκομμένες γραμμές υποδεικνύουν ορισμένους μηχανισμούς που 

παραμένουν ασαφείς και απαιτούν περαιτέρω διερεύνηση (Wang et al., 2020). 
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 Στις διαταραχές που σχετίζονται με τη Rac3 περιλαμβάνεται μια νέα 

νευροαναπτυξιακή κατάσταση που χαρακτηρίζεται από δομικές ανωμαλίες του 

εγκεφάλου και δυσμορφικά πρόσωπα (      ,      #618577) (Costain et al., 

2019; Hiraide et al., 2019). Tα βασικά χαρακτηριστικά της διαταραχής αυτής 

είναι η αναπτυξιακή καθυστέρηση (Global Developmental delay) που οδηγεί σε 

σοβαρή διανοητική αναπηρία, μη-φυσιολογικός μυϊκός τόνος και δομικές 

ανωμαλίες του εγκεφάλου (Costain et al., 2019; Hiraide et al., 2019). Σε αντίθεση 

με το    48 που σχετίζεται με το    1, η μικροκεφαλία δεν είναι συχνή και 

μακροκεφαλία δεν έχει παρατηρηθεί ποτέ σε άτομα με τη συγκεκριμένη 

διαταραχή (Costain et al., 2019; Hiraide et al., 2019; Reijnders et al., 2017). 

Ακόμη, τα προσβεβλημένα άτομα παρουσιάζουν επαναλαμβανόμενα 

δυσμορφικά χαρακτηριστικά του προσώπου, δυσκολίες στη σίτιση, επιληψία και 

αναπνευστικά προβλήματα (Scala et al., 2022). Οι νευρολογικές εκδηλώσεις 

περιλαμβάνουν δυσπραξία, σπαστικότητα, διαταραχές συμπεριφοράς και 

στερεότυπες κινήσεις (Scala et al., 2022). Όχι σπάνια, μπορεί να παρατηρηθούν 

συνδρομικά χαρακτηριστικά, όπως ουρογεννητικές και ενδοκρινολογικές 

ανωμαλίες (Scala et al., 2022). Αξίζει να σημειωθεί, ότι ενώ αναφέρθηκαν 

ανωμαλίες συμπεριφοράς ειδικές για το    3 (υπερκινητική συμπεριφορά) που 

δεν συνδέονται με γνωστική ανεπάρκεια στο μοντέλο ποντικιού ΚΟ, αυτά τα 

χαρακτηριστικά είναι αρκετά σπάνια σε ανθρώπους με    3 ασθενείς (Scala et 

al., 2022).  

 Δεδομένου ότι οι Rac1 και Rac3 διαφέρουν κυρίως στο C-τελικό άκρο, που 

είναι απαραίτητο για τον σωστό εντοπισμό των πρωτεϊνών εντός του κυττάρου, 

ο ποικίλος υποκυτταρικός εντοπισμός τους έχει προταθεί ως ένας πιθανός 

συναφής συμπαράγοντας στον προσδιορισμό των διαφορών μεταξύ των 

μηχανισμών που προκαλούν τη διαταραχή και των κλινικών φαινοτύπων οι 

οποίοι σχετίζονται με τις RAC1 και RAC3 (Scala et al., 2022). Οι RAC1 και RAC3 

συνεργάζονται σε δίκτυα νευρωνικής σηματοδότησης, τα οποία είναι ζωτικής 

σημασίας για τη συναπτική λειτουργία, γεγονός που ευνοεί τον κρίσιμο ρόλο 

τους στην παθοφυσιολογία της νευροαναπτυξιακής έκπτωσης σε ασθενείς (de 

Curtis, 2019; Kounoupa and Karagogeos, 2022). Ωστόσο, η παρατήρηση ότι οι 

ανωμαλίες του μεγέθους του εγκεφάλου είναι κυρίαρχες σε ασθενείς που 

φιλοξενούν παραλλαγές RAC1, ενώ τα άτομα με RAC3 εμφανίζουν συχνότερα 

δυσμορφίες στην ανάπτυξη του φλοιού (πολυ-μικρογυρία, ετεροτοπία και 

δυσγυρία) υποδηλώνει ότι το RAC1 πιθανότατα παίζει σημαντικό ρόλο στη 

νευρογένεση και/ή στην απόπτωση, ενώ το RAC3 εμπλέκεται κυρίως στη 

μετανάστευση των νευρώνων(Reijnders et al., 2017; Scala et al., 2022; Wang et 

al., 2020). 
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ΣΚΟΠΟΣ  
 

 Ο φλοιός των εγκεφαλικών ημισφαιρίων, αποτελεί την έδρα όλων των 

ανώτερων λειτουργιών του εγκεφάλου των θηλαστικών συμπεριλαμβανομένης 

της αντίληψης, της ομιλίας, της μνήμης. Η οργάνωση και η ποικιλομορφία των 

κυττάρων του φλοιού, ευθύνονται για τα μοναδικά λειτουργικά χαρακτηριστικά 

του. Κρίσιμης σημασίας για τη φυσιολογική του λειτουργία είναι η ισορροπία 

μεταξύ διέγερσης και αναστολής και οι ενδονευρώνες είναι ο κυτταρικός 

πληθυσμός που αποτελεί τη βασική πηγή αναστολής. 

 Μη-φυσιολογική λειτουργία των ενδονευρώνων έχει συσχετιστεί με 

σοβαρές νευροαναπτυξιακές διαταραχές όπως είναι η σχιζοφρένεια, η επιληψία, 

οι διαταραχές του φάσματος του αυτισμού, η νοητική υστέρηση. Οι 

ενδονευρώνες παρότι αποτελούν περίπου το 1/4 των νευρώνων του φλοιού 

εμφανίζουν τεράστια ποικιλομορφία. Γεννιούνται ωστόσο στο σύνολό τους 

στον κοιλιακό τελεγκέφαλο και για να βρεθούν τελικά στις κατάλληλες φλοιϊκές 

στιβάδες, όπου θα ωριμάσουν και θα αποτελέσουν μέρος ενός σύνθετου 

δικτύου, μεταναστεύουν σε μεγάλες αποστάσεις. Για επιτευχθεί αυτή η 

μετακίνηση προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό, οι ενδονευρώνες έχουν αναπτύξει 

ένα πολύ ξεχωριστό κυτταρικό μηχανισμό. 

 Οι Rac1 kαι Rac3 είναι πρωτεΐνες που ανήκουν στην οικογένεια των Rho-

GTPασών. Λειτουργούν ως μοριακοί διακόπτες, εναλλασσόμενες διαρκώς 

μεταξύ δυο καταστάσεων, της ενεργούς και της ανενεργούς, και εμπλέκονται ως 

ενδοκυττάριοι διαμεσολαβητές σε μια σειρά κυτταρικών λειτουργιών, όπως στη 

ρύθμιση του κυτταροσκελετού ως απόκριση σε εξωκυττάρια σήματα, στην 

εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, στην έκφραση γονιδίων κ.α. Έχουν μεταξύ τους 

μεγάλη ομολογία και μέχρι στιγμής έχει αποδειχθεί αρκετά δύσκολο να 

μελετηθούν οι διαφορετικές τους δράσεις στα κύτταρα. Εμπλέκονται στο 

καρκίνο, ενώ και η Rac1 μεσολαβεί σε μονοπάτια που σχετίζονται με 

νευροαναπτυξιακές διαταραχές, όπως είναι η σχιζοφρένεια, οι διαταραχές του 

φάσματος του αυτισμού και η νοητική υστέρηση. Πρόσφατα, ταυτοποιήθηκαν 

στον άνθρωπο de novo μεταλλάξεις και των δύο    ασών και χαρακτηρίστηκαν 

οι νευροαναπτυξιακές διαταραχές στις οποίες οδηγούν. Δεδομένα από μελέτες 

σε μύες υποδηλώνουν ότι οι δύο αυτές Rho GTPάσες, υποκαθιστούν η μία τη 

δράση της άλλης, με αποτέλεσμα η μελέτη της λειτουργίας τους ξεχωριστά να 

μην είναι εύκολη υπόθεση. 

Σκοπός της συγκεκριμένης διατριβής ήταν να διερευνηθεί ο ρόλος των 

Rac1/Rac3 GTPασών στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων του φλοιού, 

μελετώντας στα κύτταρα αυτά, την επίπτωση της ταυτόχρονης απώλειας και 

των δύο Rac. Δεδομένου ότι οι Rac εμπλέκονται στην ρύθμιση του 

κυτταροσκελετού, κύρια ερωτήματα της μελέτης αυτής ήταν το κατά πόσο ή και 

με ποιον τρόπο οι Rac1/Rac3 εμπλέκονται στη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων. Βασική πειραματική προσέγγιση που ακολουθήθηκε ήταν η ex 



58 
 

vivo ανάλυση της μετανάστευσης των ενδονευρώνων του φλοιού, σε μύες 

ελλειμματικούς για τις Rac1/Rac3, με time-lapse μικροσκοπία. Επιπλέον, ένας 

ακόμη στόχος ήταν να διερευνηθεί το αποτέλεσμα της απώλειας των δύο Rac 

στη γονιδιακή έκφραση των ενδονευρώνων και να εξεταστεί αν από τα 

δεδομένα, προκύπτουν νέοι παράγοντες οι οποίοι εμπλέκονται στη διαδικασία 

της μετανάστευσης των ενδονευρώνων. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

 Oι Rho    άσες εμπλέκονται σε μια πληθώρα βιολογικών διαδικασιών 

όπως η οργάνωση του κυτταροσκελετού, η ενδοκυττάρια κίνηση κυστιδίων, η 

μεταγραφή, η προαγωγή της εξέλιξης του κυτταρικού κύκλου, η απόπτωση. 

Συγκεκριμένα σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου (Vidaki et al., 2012), 

δείχθηκε ότι η Rac1 GTPάση είναι απαραίτητη σε ένα πρώιμο στάδιο της 

ανάπτυξης των ενδονευρώνων, στα προγονικά κύτταρα. Απαλοιφή της από την 

έσω γαγγλιονική προεξοχή, είχε σαν αποτέλεσμα την καθυστερημένη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων στο φλοιό, που οφείλονταν σε ελλείμματα 

στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου και στην οργάνωση του κυτταροσκελετού. 

Απουσία της Rac1 τα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων καθυστερούν να 

εγκαταλείψουν τον κυτταρικό κύκλο, παρουσιάζοντας επιμήκυνση χρονικά της 

G1 φάσης. Παράλληλα οι ΜGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες αναπτύσσουν μη 

φυσιολογικούς αυξητικούς κώνους. Τελικά,  μεταγεννητικά, εντοπίζεται στο 

φλοιό μόνο το 50% των GABAεργικών ενδονευρώνων. Προκαλείται στους Rac1 

ελλειμματικούς μύες ανισορροπία μεταξύ διέγερσης και αναστολής, με τους 

περισσότερους μύες να πεθαίνουν πριν την ενηλικίωσή τους, πιθανότατα λόγω 

επιληπτικών κρίσεων (Konstantoudaki et al., 2016; Kounoupa and Karagogeos, 

2022). Επιπλέον στους μύες αυτούς η διαταραχή της GABAεργικής αναστολής 

επηρεάζει την νευρωνική πλαστικότητα, ενώ διαταράσσει και τον συγχρονισμό 

των νευρωνικών δικτύων στο φλοιό (Kalemaki et al., 2018).  

 Η Rac3 GTPάση εκφράζεται κυρίως στο νευρικό σύστημα (Malosio et al., 

1997), ωστόσο σε γενετικά τροποποιημένους μύες όπου αυτή δεν εκφράζεται 

καθόλου, δεν φαίνεται να επηρεάζεται η ανάπτυξη του φλοιού, τουλάχιστον 

κατά το διάστημα της εμβρυογένεσης (Corbetta et al., 2005). Οι Rac3 

ελλειμματικοί μύες εμφανίζουν γενικευμένη υπερκινητικότητα, καθώς και 

υπερκινητικότητα που σχετίζεται με την παρουσία ενός  νέου ερεθίσματος 

(Corbetta et al., 2008). 

 Eπιπρόσθετα σε ανάλυση του προτύπου έκφρασης των γονιδίων με 

μικροσυστοιχίες (microarrays) στο ραχιαίο τελεγκέφαλο εμβρύων εμβρυϊκής 

ηλικίας Ε15.5, μυών ελλειμματικών για το μεταγραφικό παράγοντα Lhx6 

βρέθηκε, μεταξύ άλλων γονιδίων, μειωμένη έκφραση της Rac3 GTPάσης. Καθώς 

στα ζώα αυτά η μετανάστευση των ενδονευρώνων είναι ελλειμματική (Liodis et 

al., 2007; Zhao et al., 2008), θεωρήθηκε ότι η Rac3 θα μπορούσε να επιδρά στο 

φαινότυπο αυτό. 

 Το γεγονός ότι η κατά συνθήκη απαλοιφή της Rac1 μόνο στους Μ  -

προερχόμενους ενδονευρώνες επιφέρει απώλεια όχι του συνόλου, αλλά του 50% 

τους στον φλοιό, καθώς και το ότι μύες ελλειμματικοί για τη Rac3 δεν 

παρουσιάζουν σοβαρές αναπτυξιακές ανωμαλίες οδήγησε την ομάδα μας, όπως 

αντίστοιχα και άλλους (Corbetta et al., 2009; Vaghi et al., 2014) στην υπόθεση 

ότι η Rac1 και η Rac3 θα μπορούσαν να υποκαθιστούν η μία τη δράση της άλλης 

όσον αφορά τον ρόλο τους στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων.  
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Μελέτη της έκφρασης της Rac3 GTPάσης. 

 

 Για τη περαιτέρω διερεύνηση της δράσης τους στην ανάπτυξη των 

ενδονευρώνων επιλέχθηκε να μελετηθεί η επίπτωση της ταυτόχρονης έλλειψης 

των Rac1 και Rac3    ασών από τους ενδονευρώνες που προέρχονται από το 

MGE.  

 Ωστόσο χρειάζονταν να καθοριστεί από ποιο επίπεδο της ανάπτυξης των 

ενδονευρώνων θα μπορούσαν αυτοί να επηρεάζονται. Για τη Rac3 πρωτεΐνη 

ήταν γνωστό ότι εκφράζεται σε αυξημένα επίπεδα μεταγεννητικά (P7) στους 

διεγερτικούς νευρώνες του εγκεφάλου, κυρίως στη πέμπτη στιβάδα του φλοιού 

και στις περιοχές   1-  3 του ιππόκαμπου (Corbetta et al., 2005). In situ 

υβριδοποίηση έδειξε ότι το mRNA της Rac3 εντοπίζονταν σε διάφορες περιοχές 

του εγκεφάλου εμβρύων εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 κυρίως όμως στο ραχιαίο 

τελεγκέφαλο (Corbetta et al., 2005). Μεταξύ των περιοχών αυτών δεν 

περιλαμβάνονταν ανάλυση στον κοιλιακό τελεγκέφαλο, περιοχή όπου 

γεννιούνται οι ενδονευρώνες. Αρχικά ως εκ τούτου, στόχος ήταν να 

προσδιοριστεί εάν η Rac3 εκφράζεται κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη και στους 

ενδονευρώνες. In situ υβριδοποίηση για το mRNA της Rac3 σε μετωπιαίες 

κρυοτομές εγκεφάλου εμβρύων εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 αγρίου τύπου (Εικ. 1Α), 

έδειξε ότι υπήρχε έκφραση της Rac3 και στον κοιλιακό τελεγκέφαλο πέραν των 

Εικόνα 2 Ανάλυση της έκφρασης της Rac3 GTPάσης. 
(A-D) mRNA in situ υβριδοποίηση για τη Rac3 σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου 

εμβρύων (Α-C), εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 (Α, Β), Ε16.5 (C ) και εγκεφάλου ηλικίας P5 (D). 

(A,C,D) κρυοτομές αγρίου τύπου, (Β) κρυτομή Rac3 ελλειμματικού εμβρύου. (Ε) RT-RCR με 

ειδικούς εκκινητές για τη Rac3 και τη GAPDH που χρησιμοποιήθηκε ως  γονίδιο αναφοράς 

σε mRNA απομονωμένο από Ε13.5 MGE  εμβρύων αγρίου τύπου και Rac3 ελλειμματικών 

εμβρύων. Το προϊόν της PCR είναι 580bp για τη Rac3 και 101bp για το GAPDH. nc: negative 

control, M: λ/HindIII ladder. Κλίμακα A, B: 50μm, C, D: 100 μm. 
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εξωτερικών στοιβάδων του αναπτυσσόμενου φλοιού, ενώ παρατηρούνταν 

παντελής έλλειψη του σήματος στους Rac3 ελλειμματικούς μύες. Τα επίπεδα της 

έκφρασης ωστόσο στις περιοχές της έσω, μέσω (Εικ. 1Α) και οπίσθιας 

γαγγλιονικής προεξοχής ήταν πολύ χαμηλά.  

 Για να επιβεβαιωθεί η έκφραση της Rac3 στις περιοχές όπου γεννιούνται 

οι ενδονευρώνες, απομονώθηκε RNA από ιστοτεμάχια MGE εμβρύων αγρίου 

τύπου, εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 και πραγματοποιήθηκε   -    όπου 

διαπιστώθηκε η έκφραση της Rac3 στη συγκεκριμένη περιοχή και στο 

συγκεκριμένο το πρώιμο αναπτυξιακό στάδιο. Αργότερα, κατά την εμβρυϊκή 

ηλικία Ε16.5, η Rac3 εκφράζεται πιο εκτεταμένα στον αναπτυσσόμενο φλοιό, 

κυρίως στην φλοιϊκή πλάκα (Εικ. 1C). Μεταγεννητικά την ημέρα P5, νωρίτερα 

ακόμη απ' ότι είχε μέχρι στιγμής περιγραφεί (Corbetta et al., 2005). Η Rac3 

φαίνεται να εκφράζεται σε όλες τις φλοιϊκές στιβάδες με τη μεγαλύτερη 

έκφρασή της να εντοπίζεται στις στιβάδες   /  (Εικ. 1D). 

 Με δεδομένο ότι η Rac3 εκφράζεται, αν και σε χαμηλά επίπεδα, στην 

περιοχή που γεννιούνται οι ενδονευρώνες και χρονικά η έκφρασή της συμπίπτει 

με αυτό το πρώιμο αναπτυξιακό τους στάδιο, θα μπορούσε πράγματι η Rac3 να 

επιδρά στην ανάπτυξή τους. Η ταυτόχρονη απαλοιφή της Rac3 με την απαλοιφή 

της Rac1 από τα προγονικά κύτταρα των ενδονευρώνων της έσω γαγγλιονικής 

προεξοχής θα μπορούσε να επιφέρει ένα διαφορετικό φαινότυπο από αυτόν που 

έχει ήδη μελετηθεί απουσία της Rac1 (Vidaki et al., 2012). 

Παραγωγή των διπλά ελλειμματικών μυών για τις Rac1 και Rac3. 

 

 Για την παραγωγή των διπλά ελλειμματικών μυών για τις Rac1 και Rac3 

χρησιμοποιήθηκαν τα ζώα απ' όπου η Rac1 απαλείφονταν υπό συνθήκη, από 

την έσω γαγγλιονική προεξοχή (ΜGE) τα οποία είχαν προηγουμένως μελετηθεί 

(Vidaki et al., 2012) και διασταυρώθηκαν με μύες στους οποίους η Rac3 

απουσίαζε καθολικά (Corbetta et al., 2005). 

 Πιο συγκεκριμένα, η στοχευμένη απενεργοποίηση του γονιδίου της Rac1 

στους ενδονευρώνες που προέρχονται από το MGE, πραγματοποιήθηκε μέσω 

της τεχνολογίας του    -     ανασυνδυασμού. Διασταυρώθηκαν μύες που 

φέρουν      τόπους ανασυνδυασμού, εκατέρωθεν του 2ου και 3ου εξωνίου του 

γονιδίου της    1 (   1  /  , (Walmsley et al., 2003)) με ζώα στα οποία έχει 

εισαχθεί διαγονίδιο που φέρει τόπους      εκατέρωθεν αλληλουχιών που 

εμποδίζουν την μεταγραφή του γονιδίου της κίτρινης φθορίζουσας πρωτεΐνης 

YFP (transcription stop sit  ). Το διαγονίδιο αυτό, βρίσκεται υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του γονιδίου     26 (    26- YFPstop/stop). Σαν αποτέλεσμα, 

στους μύες αυτούς δράση της     ρεκομπινάσης, οδηγεί σε έκφραση της 

πρωτεΐνης     (Srinivas et al., 2001). Τα ζώα που προέκυψαν από την 

παραπάνω διασταύρωση, διασταυρώθηκαν με διαγονιδιακούς μύες που φέρουν 

το γονίδιο της    -ρεκομπινάσης υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου 

Nkx2.1 (Nkx2.1+/Cre, (Fogarty et al., 2007)). Όπως έχει προαναφερθεί, ο 
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μεταγραφικός παράγοντας    2.1 εκφράζεται σε ολόκληρη την περιοχή της 

έσω γαγγλιονικής προεξοχής του βασικού τελεγκεφάλου (   ). Για το λόγο 

αυτό, η διασταύρωση των    2.1+/    διαγονιδιακών ζώων με τα 

   1  /  ;    26  /   ζώα, οδηγεί στη στοχευμένη απενεργοποίηση της    1 

μόνο από τους ενδονευρώνες που προέρχονται από την περιοχή του    . Η 

απενεργοποίηση της    1 στους ενδονευρώνες του    , αναμένεται μετά την 

εμβρυϊκή ημέρα Ε10.5, καθώς τότε αρχίζει η έκφραση του    2.1 στην περιοχή.  

 Για την απενεργοποίηση της Rac3 από την αλληλουχία του γονιδίου 

έχουν αφαιρεθεί τα εξώνια 2,3,4,5, μέρος των εξωνίων 1 και 6 και έχουν 

αντικατασταθεί με το βακτήριο γονίδιο    Z (Corbetta et al., 2005). Ακολούθως 

τα    1 ελλειμματικά ζώα όπως περιγράφηκαν παραπάνω διασταυρώθηκαν με 

τα    3 ελλειμματικά ζώα. Σαν αποτέλεσμα οι ΜGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες 

δεν εκφράζουν καμία από τις Rac1 και Rac3 GTPάσες και ταυτόχρονα 

σημαίνονται με την έκφραση της YFP πρωτεΐνης. Αρχικά, σκοπός ήταν να 

περιγραφεί ο φαινότυπος των διπλά ελλειμματικών ζώων για τις    1 και    3. 

Ακόμα να διερευνηθεί, αν ο φαινότυπος αυτός αντανακλά τις ποιοτικά 

ξεχωριστές επιδράσεις των δύο GTPασών ή αν είναι αποτέλεσμα ποσοτικής 

επίδρασης της συνδυασμένης δράσης και των δύο.  

 

H μετανάστευση των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων απουσία των 

πρωτεϊνών Rac1 και Rac3 μεταβάλλεται σημαντικά. 

 

 Όπως αναφέρθηκε εισαγωγικά, από την περιοχή του ΜGE η μέγιστη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων λαμβάνει χώρα μεταξύ των εμβρυϊκών 

ηλικιών Ε13.5 και Ε14.5 (    á    -Miranda et al., 2010). Σε αυτό το 

αναπτυξιακό στάδιο, οι ενδονευρώνες από την MGE περιοχή μεταναστεύουν 

οριζόντια προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό, ακολουθώντας συγκεκριμένα 

μεταναστευτικά μονοπάτια (      , 2003;                 í , 2010) (Εικόνα 8 

εισαγωγή) Με ανοσοϊστοχημεία για την πρωτεΐνη YFP, σε μετωπιαίες κρυοτομές 

του εγκεφάλου εμβρύων της ομάδας ελέγχου, εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5  (Εικ. 2Α), 

δείχθηκε ότι οι MGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες μετανάστευαν oοριζόντια, 

παράλληλα με την εξωτερική επιφάνεια της κοιλιακής ζώνης σχηματίζοντας δυο 

χαρακτηριστικά μονοπάτια, στην επιχείλια ζώνη (ΜΖ) και στην 

ενδιάμεση/υποκοιλιακή ζώνη ( Z/  Z) (υποδεικνύονται με βέλη στην Εικ. 2A) 

και στη συνέχεια εισέρχονταν στο ραχιαίο τελεγκέφαλο.  

 Σε εγκεφάλους των Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων τα δύο αυτά 

μεταναστευτικά μονοπάτια ήταν εντελώς απόντα (Εικ. 2A’). Μάλιστα 

συγκρίνοντάς τις με αντίστοιχες κρυοτομές Rac1 ελλειμματικών εμβρύων 

(Vidaki et al., 2012) παρατηρήθηκε ότι οι διπλά ελλειμματικοί ενδονευρώνες 

καθυστερούσαν να εισέλθουν στο ραχιαίο τελεγκέφαλο, μία επιπλέον μέρα σε 

σχέση με Rac1 ελλειμματικούς ενδονευρώνες. Aνάλυση του προτύπου έκφρασης 
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του mRNA του μεταγραφικό παράγοντα Lhx6 ο οποίος αποτελεί δείκτη των 

μεταμιτωτικών ΜGE-ενδονευρώνων και του νευροπεπτιδίου της 

σωματοστατίνης (Sst), που χαρακτηρίζει έναν υποτύπο των ενδονευρώνων που 

επίσης προέρχονται από το MGE, με in situ υβριδοποίηση, επιβεβαίωσε ότι η 

απώλεια των Rac1 και Rac3 επηρεάζει βαρύτατα τη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων (Εικ. 2B’, C’) έτσι ώστε μόνο το 20% αυτών να βρίσκονται στον 

νεοφλοιό μεταγεννητικά, όπως θα περιγραφεί παρακάτω. 

 
 
Εικόνα 3 Oι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί MGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες αποτυγχάνουν να 
μεταναστεύσουν προς  τον αναπτυσσόμενο φλοιό. 
 (A,Α’) Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου, εμβρυϊκής 
ηλικίας Ε14.5 και Ε16.5 (D,D’) της ομάδας ελέγχου (dhet) (A,D) και διπλά ελλειμματικών για τις Rho 
GTPασες εμβρύων (dmut) (A’, D’). mRNA in situ υβριδοποίηση για το μεταγραφικό παράγοντα Lhx6 
(B,B’,E,E’) και για τη σωματοστατίνη (Sst) (C,C’,F,F’) σε μετωπιαίες τομές εγκεφάλου, εμβρυϊκής 
ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (dhet) (B,C,E,F) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (dmut) 
(B’,C’,E’,F’). Oι κεφαλές των βελών υποδεικνύουν τα δύο μεταναστευτικά μονοπάτια, στην επιχείλια 
ζώνη (MZ) και ενδιάμεση/υποκοιλιακή ζώνη (IZ/SVZ). Οι αστερίσκοι επισημαίνουν τα κύτταρα που 
παραμένουν συγκεντρωμένα στον κοιλιακό τελεγκέφαλο. Κλίμακα: 100 μm. 

 

 Σε μετέπειτα αναπτυξιακά στάδια, κατά την εμβρυϊκή ηλικία Ε16.5, τόσο 

με ανοσοϊστοχημεία για τη YFP όσο και με in situ υβριδοποίηση για Lhx6 και Sst 

δείχθηκε, ότι ενώ στην ομάδα ελέγχου παρατηρήθηκε ένας μεγάλος αριθμός 

κυττάρων του     να εντοπίζονται ήδη στο φλοιό των ημισφαιρίων και πολλά 

κύτταρα να συνεχίζουν να μεταναστεύουν οριζόντια από τον κοιλιακό προς το 

ραχιαίο τελεγκέφαλο (Εικ. 2D-F), μόνο ελάχιστοι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί 

ενδονευρώνες εντοπίζονταν στο φλοιό (Εικ. 2D’-F’). Μάλιστα παρατηρήθηκε ότι 

ένα μεγάλο ποσοστό των νευρώνων αυτών παρέμεναν συγκεντρωμένοι στο 

κοιλιακό τελεγκέφαλο, στην κοιλιακή ζώνη όπου γεννιούνται, σχηματίζοντας 

ένα χαρακτηριστικό συσσωμάτωμα (υποδεικνύεται με αστερίσκο στις Εικ. 2D’-

F’). 

 Προκειμένου να διαπιστωθεί αν η επίπτωση αυτή ήταν συστημική ή 

εστιασμένη στους συγκεκριμένους νευρώνες από τους οποίους απουσίαζαν οι 
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δύο GTPάσες, ιστοτεμάχια από την περιοχή του MGE εμβρύων εμβρυϊκής 

ηλικίας E13.5  της ομάδας ελέγχου, Rac1 ελλειμματικών, Rac3 ελλειμματικών, 

και Rac1/Rac3 ελλειμματικών, απομονώθηκαν και καλλιεργήθηκαν σε 

τρισδιάστατο υπόστρωμα (matrigel). Το υπόστρωμα αυτό επέτρεπε την 

ελεύθερη μετακίνηση των ενδονευρώνων ακτινωτά από το ιστοτεμάχιο προς 

την περιφέρεια, δημιουργώντας μία χαρακτηριστική στεφάνη. Ανάλυση των 

αποτελεσμάτων αυτών της ομάδας μας, στις 24 ώρες και στις 48ώρες 

καλλιέργειας, έδειξε ότι σε διάστημα 48 ωρών οι ενδονευρώνες αγρίου τύπου 

μετανάστευαν σε αντίστοιχη απόσταση με τους ελλειμματικούς για το Rac3. Oι 

Rac1 ελλειμματικοί ενδονευρώνες έφταναν στις 48ώρες, σε απόσταση 

αντίστοιχη με αυτή που κάλυπταν οι ενδονευρώνες αγρίου τύπου στο διάστημα 

των 24 ωρών. Εμφάνιζαν δηλαδή περίπου μίας ημέρας καθυστέρηση στη 

μετανάστευση. Τέλος οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί ενδονευρώνες έφταναν στις 

48ώρες σε απόσταση αντίστοιχη με αυτή που κάλυπταν οι Rac1 ελλειμματικοί 

ενδονευρώνες σε διάστημα 24 ωρών, υποδεικνύοντας ότι σε αυτούς η 

καθυστέρηση ήταν ακόμη μεγαλύτερη, περίπου δύο ημερών σε σχέση με την 

ομάδα ελέγχου ((Tivodar et al., 2015) , figure 2). 

 Συμπερασματικά, η απουσία των Rac1 και Rac3 από τα προγονικά 

κύτταρα των ενδονευρώνων που προέρχονται από το MGE έχει σοβαρή 

επίπτωση στη μετανάστευσή τους και μάλιστα η επίδραση αυτή δεν είναι 

συστημική καθώς παρατηρείται και in vitrο, αλλά αφορά στα συγκεκριμένα 

κύτταρα. 

 

Η επίπτωση της απώλειας των Rac1 και Rac3 GTPασών από τους ΜGE-

προερχόμενους ενδονευρώνες μεταγεννητικά. 

 

 Τα Rac1/Rac3 ελλειμματικά ζώα δεν ενηλικιώνονταν. Σε αντιστοιχία με 

τα Rac1 ελλειμματικά ζώα όπου λίγα ενηλικιώνονταν, με την απουσία και των 

δύο GTPασών η επίπτωση ήταν σφοδρότερη με αποτέλεσμα οι μύες αυτοί να 

φτάνουν μέχρι την ηλικία των P15. 

 Ανάλυση του φλοιού των Rac1/Rac3 ελλειμματικών μυών από μέλος της 

ομάδας μας, μεταγεννητικά σε ηλικία P5 και P15, έδειξε ότι εντοπίζεται στο 

φλοιό, μόνο το 20 % των ενδονευρώνων που προέρχονται από το ΜGE 

((Tivodar et al., 2015) , figure 3, sup figure 2).  Χρησιμοποιώντας εκτός από τη 

YFP, μάρτυρες ειδικούς για ενδονευρώνες όπως GABA και Lhx6, μάρτυρες 

ειδικούς για υποτύπους νευρώνων που προέρχονται από το MGE όπως Sst και 

PV και μάρτυρες ειδικούς για υποτύπους νευρώνων που προέρχονται από 

περιοχές εκτός του MGE, κυρίως από το CGE όπως NPY, VIP, και CR δείχθηκε ότι 

η απώλεια του 80% των ενδονευρώνων αφορούσε μόνο τους ενδονευρώνες που 

προέρχονταν από το MGE και όχι άλλους τύπους ενδονευρώνων που 

προέρχονταν από άλλες περιοχές. Επιπλέον, η μείωση ήταν ίδιου επιπέδου σε 

κάθε υποτύπο ενδονευρώνα που προέρχεται από το MGE, υποδεικνύοντας ότι η 
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μεγάλη αυτή απώλεια των ενδονευρώνων που παρατηρήθηκε δεν οφείλεται σε 

έλλειμμα κατά τη διαφοροποίηση των ενδονευρώνων. 

 

Η επίπτωση της απώλειας των Rac1 και Rac3 GTPασών στην εξέλιξη του 

κυτταρικού κύκλου των προγονικών κυττάρων των ενδονευρώνων και 

στο κυτταρικό θάνατο. 

 

 Η απώλεια της Rac1 από τα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων 

προκαλεί καθυστέρηση στην έξοδό τους από τον κυτταρικό κύκλο (Vidaki et al., 

2012). Kαθώς και η Rac3 εκφράζεται στο MGE, επιδιώχθηκε να εξεταστεί αν 

μπορεί να παίζει ρόλο στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου. Πραγματοποιήθηκε 

ενσωμάτωση Β  U σε έμβρυα ηλικίας Ε 12.5 και Ε 14.5 μέσω ενδοπεριτοναϊκής 

ένεσης σε εγκύους, ενώ τα έμβρυα απομακρύνονταν 24 ώρες μετά. Το BrdU 

χρησιμοποιήθηκε για να σημανθεί με ανοσοϊστοχημεία ο πληθυσμός των 

κυττάρων που βρίσκονταν στην   φάση και ο μάρτυρας K 67 για να σημανθούν 

κύτταρα που δεν είχαν ακόμα εγκαταλείψει τον κυτταρικό κύκλο. Στα 

   1/   3 ελλειμματικά έμβρυα ο πληθυσμός των κυττάρων που ήταν θετικός 

για BrdU και αρνητικός για   67 ήταν μειωμένος, υποδεικνύοντας ότι ήταν 

λιγότερα τα κύτταρα που εγκατέλειπαν  τον κυτταρικό κύκλο ((Tivodar et al., 

2015), sup figure 5). Ωστόσο η μείωση αυτή ήταν αντίστοιχη με αυτήν που 

παρατηρήθηκε στα    1 ελλειμματικά ζώα, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

μείωση αυτή οφείλεται κυρίως στη    1 και όχι στη    3 GTPάση. Συνεπώς η 

επιπλέον μείωση στον αριθμό των ενδονευρώνων του φλοιού που παρατηρείται 

στους    1/   3 ελλειμματικούς μύες σε σχέση με τους    1 ελλειμματικούς 

μύες δεν οφείλεται σε επιπλέον επίπτωση στην έξοδο από τον κυτταρικό κύκλο.  

 Ένα άλλο ενδεχόμενο που θα μπορούσε να εξηγεί την επιπρόσθετη αυτή 

μείωση των ενδονευρώνων στο φλοιό στα διπλά ελλειμματικά ζώα θα ήταν και 

η απόπτωση. Ανοσοϊστοχημεία σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου εμβρύων 

Ε13.5 και Ε15.5 για την ενεργοποιημένη κασπάση 3 δεν έδειξε διαφορές μεταξύ 

της ομάδας ελέγχου και των δίπλα ελλειμματικών μυών ((Tivodar et al., 2015), 

sup figure 6).  Αυτό υποδεικνύει ότι ο κυτταρικός θάνατος δεν είναι η κύρια 

αιτία της μείωσης των ενδονευρώνων πού εντοπίζονται στο φλοιό. Δεν 

αποκλείεται βέβαια, να λαμβάνει χώρα κυτταρικός θάνατος στα κύτταρα που 

παραμένουν συγκεντρωμένα στον κοιλιακό τελεγκέφαλο, σε μετέπειτα στάδια. 

 

Η απουσία των GTPασών Rac1 και Rac3 έχει επιπτώσεις στη μορφολογία 

των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων. 

 

 Ο μειωμένος αριθμός των ενδονευρώνων στο φλοιό απουσία των 

Rac1/Rac3 βρέθηκε να οφείλεται στην καθυστερημένη έξοδο των πρόδρομων 

κυττάρων τους από τον κυτταρικό κύκλο καθώς και στη μειωμένη 
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μετανάστευσή τους. Εφόσον, οι Rho GTPάσες εμπλέκονται στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού, ένα ερώτημα που τέθηκε, ήταν κατά πόσο η μορφολογία των 

ενδονευρώνων θα μπορούσε να επηρεάζεται απουσία των Rac1 και Rac3. 

 Αρχικά μελετήθηκαν οι ενδονευρώνες in vivo, με ανοσοϊστοχημεία για την 

YFP σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου εμβρύων της ομάδας ελέγχου και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών, εμβρυϊκής ηλικίας Ε15.5 (Eικ. 3Α-Β΄). Παρατηρήθηκε 

ότι τα κύτταρα που προέρχονται από το     και μεταναστεύουν στα διπλά 

ελλειμματικά ζώα παρουσιάζουν διαφορετική μορφολογία. Η καθοδηγητική 

τους απόφυση βρέθηκε μειωμένη σε μήκος περίπου κατά 1,5 φορά (Eικ. 3C). 

 

Εικόνα 4 H μορφολογία των Rac1/Rac3 ελλειμματικών MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων in 
vivo.(A,B’) Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου, εμβρυϊκής 
ηλικίας Ε15.5 της ομάδας ελέγχου (dhet) (A,A’) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (dmut) (B,B’). 
(C) Γράφημα που αναπαριστά το μήκος της καθοδηγητικής απόφυσης των ενδονευρώνων και (D) τη 
γωνία της καθοδηγητικής απόφυσης με τον άξονα της μετατόπισης. Η στατιστική ανάλυση έγινε με 
Student’s t test, *P < 0.05. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 300 μm (A,B), 50μm (A’-B’). 

 

Για την περαιτέρω μελέτη, κύτταρα απομονωμένα από το     εμβρύων της 

ομάδας ελέγχου και    1/   3 ελλειμματικών ζώων εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 
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καλλιεργήθηκαν και εξετάστηκαν με ανοσοϊστοχημεία μετά από δύο ημέρες στη 

καλλιέργεια. Πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία με αντίσωμα για την     

πρωτεΐνη, με την            594, η οποία σημαίνει την ακτίνη που βρίσκεται 

πολυμερισμένη στα ινίδια (Eικ. 4Α-4D’). Οι ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου 

βρέθηκαν να εκτείνουν τους αυξητικούς τους κώνους και να επεκτείνουν τους 

νευρίτες τους.  

 

.   
 
Εικόνα 5 Mορφολογικές ανωμαλίες των Rac1/Rac3 ελλειμματικών MGE-προερχόμενων 
ενδονευρώνων in vitro. 
(A,B) Ανάλυση της μορφολογίας των ενδονευρώνων με SEM (scanning electron microscopy). (C-D’) 

Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) και την ακτίνη των ινιδίων (phalloidin, μπλε) σε 2DIV 

καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλου3ς εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 της 

ομάδας ελέγχου (dhet) (C,C`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (dmut) (D,D`). Ανοσοϊστοχημεία 

για την YFP (πράσινο) και την cortactin (κόκκινο) σε 3DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 της ομάδας ελέγχου (dhet) (Ε,Ε`) και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (dmut) (F,F`). `). Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) και την 

Τau (κόκκινο) σε 5DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλους εμβρυϊκής 

ηλικίας Ε13.5 της ομάδας ελέγχου (dhet) (G,G`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (dmut) (H,H`). 

(I-M) Γράφημα που απεικονίζει το ποσοστό των ενδονευρώνων με διακλαδωμένο αυξητικό κώνο (Ι), 

το ποσοστό των κυττάρων με μη φυσιολογικά ανεπτυγμένο αυξητικό κώνο (Κ), κατηγοριοποιημένους 

τους ενδονευρώνες με βάση το μήκος της καθοδηγητικής απόφυσης (L) και με βάση των αριθμό των 

νευριτών που αναπτύσσουν (Μ). Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test *P<0.05 **P<0.01, 

***P < 0.001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 5μm (A,B), 50μm (C,D), 10μm (C’,D’), 

20μm (E-F’), 75μm (G-H’). 
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Ωστόσο, οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί ενδονευρώνες παρατηρήθηκε να εκτείνουν 

προεκβολές, όπου γίνεται πολυμερισμός της ακτίνης μεν, οι οποίες όμως δεν 

καταλήγουν στο σχηματισμό αυξητικού κώνου. Ανοσοϊστοχημεία για την 

cortactin έδειξε ότι ο σχηματισμός των λαμελλιποδίων ήταν σοβαρά 

επηρεασμένος από την απουσία των Rac1/Rac3. Μόνο σε ένα πολύ μικρό 

ποσοστό των κυττάρων εντοπίζονταν σχηματισμοί θετικοί για την cortactin 

ποσοστό των κυττάρων εντοπίζονταν σχηματισμοί θετικοί για την cortactin 

στους αυξητικούς κώνους (Eικ. 4E-4F’). Σε ποσοστό περίπου 60% ο αυξητικός 

κώνος των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων εμφανίζονταν 

διακλαδωμένος, ενώ σε ποσοστό περίπου 80% οι αυξητικοί κώνοι τους ήταν 

προβληματικά ανεπτυγμένοι (Eικ. 4I,4K). Στις πέντε μέρες στην καλλιέργεια 

παρατηρήθηκε ότι οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί ενδονευρώνες ανέπτυσσαν 

άξονες με μειωμένο μήκος (Eικ. 4G-4H’), ενώ παρατηρούνταν και αυξημένος 

αριθμός νευριτών στα κύτταρα αυτά (Eικ. 4M). 

 

Η σταθερότητα των μικροσωληνίσκων επηρεάζεται αρνητικά λόγω της 

απουσίας των Rac1 και Rac3 GTPασών στους MGE-προερχόμενους 

ενδονευρώνες. 

 

 Ο αυξημένος αριθμός των νευριτών που παρατηρήθηκε, οδηγούσε στην 

υπόθεση ότι οι μικροσωληνίσκοι θα μπορούσαν να είναι προβληματικά 

οργανωμένοι λόγω της απουσίας των Rac1/Rac3 GTPασών. Για τη μελέτη της 

παραπάνω υπόθεσης εξετάστηκαν μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις της 

τουμπουλίνης. Συγκεκριμένα μελετήθηκαν τα επίπεδα της έκφρασης της 

ακετυλιωμένης τουμπουλίνης (Α -Tubulin) και της τυροσινιωμένης 

τουμπουλίνης (Ty-Tubulin). Η ακετυλίωση είναι μία τροποποίηση, η οποία δε 

συμβάλλει αυτή καθαυτή στη σταθεροποίηση των μικροσωληνίσκων, συμβαίνει 

όμως σε σταθερούς μικροσωληνίσκους. Αντίθετα, η απομάκρυνση και η 

προσθήκη της τυροσίνης του καρβοξυτελικού άκρου της τουμπουλίνης είναι 

δυναμική διαδικασία που λαμβάνει χώρα στους δυναμικά αναπτυσσόμενους 

μικροσωληνίσκους. Σταθεροί μικροσωληνίσκοι προκύπτουν μετά από 

απομάκρυνση της τυροσίνης και επιπλέον τροποποίηση της τουμπουλίνης π.χ. 

με ακετυλίωση (Janke and Kneussel, 2010).  

 Πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία  με αντίσωμα για την     πρωτεΐνη 

σε συνδυασμό με αντισώματα ειδικά για την   -        και Τ -Tubulin, σε ΜGE-

προερχόμενους ενδονευρώνες, απομονωμένους από έμβρυα Ε13.5, διπλά 

ελλειμματικά για τις Rac και της ομάδας ελέγχου, μετά από τρεις ημέρες στην 

καλλιέργεια (Εικ. 3). Για την ακετυλιωμένη τουμπουλίνη παρατηρήθηκε ότι ενώ 

στους ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου εντοπίζεται περισσότερο στον 

εκφυτικό κώνο της καθοδηγητικής απόφυσης, μία τέτοιου είδους εντόπιση της 

πρωτεΐνης δεν ανιχνεύτηκε στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, 

όπου η διασπορά της πρωτεΐνης ήταν διαφορετική (Εικ. 3Α’’-3Β’’). Μάλιστα 



69 
 

ανάλυση των επιπέδων της πρωτεΐνης με ανοσοαποτύπωση κατά Western από 

την ομάδα μας, έδειξε ότι η ακετυλιωμένη τουμπουλίνη είναι μειωμένη. 

  Τα μειωμένα επίπεδα της τουμπουλίνης καθώς και η διαφορά στη 

διασπορά της, υποδηλώνουν ότι η σταθερότητα των μικροσωληνίσκων 

επηρεάζεται αρνητικά απουσία των Rac1 και Rac3 GTPασών από τους 

ενδονευρώνες. 

 
 
Εικόνα 6 H διασπορά της ακετυλιωμένης τουμπουλίνης διαφέρει στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς 
MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες. 
Ανοσοϊστοχημεία για την πρωτεΐνη YFP (πράσινο) , την ακετυλιωμένη τουμπουλίνη (Ac-Tub) (μπλε), 

την τυροσινιωμένη τουπμουλίνη (κόκκινο) σε 4DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων 

απομονωμένων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (A-A’’) και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut) (Β-Β’’). Τα (Α’-Β’’) αποτελούν μεγένθυση του 

πλαισίου που σημαίνεται στις Α,Β. Κλίμακα: 75μm (A,B), 50μm (Α’,Β’’), 20μm (C’,D’). 

 

 

Μετά  την παρατήρηση αυτή προστέθηκε στην καλλιέργεια 24 ώρες μετά την 

έναρξή της και για 48 ώρες, η φαρμακευτική ουσία taxol, η οποία σταθεροποιεί 

τους μικροσωληνίσκους. Στη συνέχεια ακολούθησε ανοσοϊστοχημεία με 

αντίσωμα για την YFP και με pphalloidin σε ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου 

και σε Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες (Εικ. 6). Μετρήσεις του μήκους 

των αναπτυσσόμενων αξόνων έδειξαν ότι παρουσία του taxol αυξάνονταν 

σημαντικά, σε βαθμό που το μήκος των Rac1/Rac3 ελλειμματικών 

ενδονευρώνων έφτανε το μήκος των ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου (Εικ. 

6Ε). Επιπλέον μετρήσεις του ποσοστού των κυττάρων και κατηγοριοποίησή 
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τους με βάση τον αριθμό νευριτών έδειξε, ότι ενώ όπως αναφέρθηκε στους 

Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες ο αριθμός των νευριτών ήταν 

αυξημένος, ο φαινότυπος αυτός αντιστρέφονταν  παρουσία του  taxol (Εικ. 6F). 

 

 
 

 Συμπερασματικά κάποιες από τις μορφολογικές ανωμαλίες των 

ενδονευρώνων που παρατηρήθηκαν λόγω της απουσίας των Rac1/Rac3 

Εικόνα 7 Η μη φυσιολογική μορφολογία των Rac1/Rac3 ελλειμματικών MGE-προερχόμενων 
ενδονευρώνων βελτιώνεται μετά από χορήγηση taxol. 
Σε καλλιέργεια ενδονευρώνων απομονωμένων από ΜGE εμβρυϊκής ηλικίας E13.5 εμβρύων της 
ομάδας αναφοράς (A-B’) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων (C-D’), 24 ώρες μετά 
την έναρξή της καλλιέργειας και για 48 ώρες προστέθηκε η φαρμακευτικής ουσία taxol. (A-D’) 
Ανοσοϊστοχημεία για την πρωτεΐνη YFP (πράσινο) και την ακτίνη των ινιδίων 
(phalloidin,κόκκινο). (E) Γράφημα που απεικονίζει το μήκος της καθοδηγητικής απόφυσης των 
ενδονευρώνων και (F) τον αριθμό των νευριτών. Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t 
test *P<0.05 **P<0.01. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 75μm (A-D), 25μm 
(Α’,D’).  
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GTPασών, εν μέρει προκύπτουν από επιπτώσεις στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού των μικροσωληνίσκων. Φαρμακολογική σταθεροποίηση των 

μικροσωληνίσκων διασώζει μερικώς το φαινότυπο των Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων. 

 Συνοψίζοντας, από τα παραπάνω δεδομένα προκύπτει ότι οι Rac 

πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για τη μετανάστευση των ενδονευρώνων του 

φλοιού διττά. Η Rac1 επηρεάζει την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου των 

πρόδρομων κυττάρων των ενδονευρώνων και μαζί, οι Rac1/Rac3, ρυθμίζουν την 

οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης στους αναπτυσσόμενους 

ενδονευρώνες που προέρχονται από το MGE. 

 

Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 GTPασών μεταβάλλει σημαντικά τη 

μεταναστευτική συμπεριφορά των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων. 

 

 Ακολούθως η μελέτη συνεχίστηκε πιο εστιασμένα στις επιπτώσεις που 

προκαλούνται από την απαλοιφή των Rac1/Rac3 στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού. Μία αρχική προσέγγιση ήταν να διαχωριστούν οι επιπτώσεις 

στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, από αυτές που σχετίζονται με τη ρύθμιση 

του κυτταροσκελετού. Σε μία προσπάθεια για την πραγματοποίηση του 

παραπάνω στόχου, αφαιρέθηκαν οι δύο Rac, αυτή τη φορά από τους 

μεταμιτωτικούς ενδονευρώνες, χρησιμοποιώντας την σειρά Lhx6-cre. Zώα στα 

οποία η Rac1 απαλείφονταν υπό συνθήκη, μέσω της τεχνολογίας  re-loxP, όπου 

εκφράζονταν ο μεταγραφικός παράγοντας Lhx6 και είχαν προηγουμένως 

αναλυθεί (Vidaki et al., 2012), διασταυρώθηκαν με ζώα που δεν εκφράζουν 

καθόλου τη Rac3 GTPαση (Rac3 KO). Σαν αποτέλεσμα, οι ελλειμματικοί και για 

τις δύο Rac,  MGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες ταυτόχρονα σημαίνονταν με τη 

YFP μεταμιτωτικά, όταν εκφράζεται ο Lhx6 μεταγραφικός παράγοντας. Θα 

αναφέρονται από εδώ και στο εξής ως Rac1/Rac3 Lhx6 dmut. 

 Αρχικά μελετήθηκε στα ζώα αυτά η μετανάστευση των MGE-

προερχόμενων ενδονευρώνων. Ανοσοϊστοχημεία για την YFP, καθώς mRNA in 

situ υβριδοποίηση για το μεταγραφικό παράγοντα Lhx6, και τη Somatostatin, το 

μάρτυρα για υποτύπο των ενδονευρώνων που προέρχονται από το MGE, σε 

ηλικία Ε14.5, έδειξε ότι δεν υπήρχε κάποια καθυστέρηση στη μετανάστευση των 

διπλά ελλειμματικών ενδονευρώνων (Eικ. 7Α-Β''). Τα δύο μεταναστευτικά 

μονοπάτια στην επιχείλια και στην υποκοιλικακή ζώνη ήταν διακριτά τόσο στην 

ομάδα ελέγχου, όσο και στα γενετικά τροποποιημένα ζώα που εμφάνιζαν 

έλλειψη στις Rac1/Rac3 από τους μετατιτωτικούς ενδονευρώνες. Λόγω 

επιπλοκών στο έντερο (Liodis et al., 2007) τα ζώα αυτά πεθαίνουν τις πρώτες 

ημέρες μεταγεννητικά. Σε ηλικία P0 ωστόσο, που ήταν δυνατή η μελέτη τους, 

ανιχνεύοντας τους ίδιους μάρτυρες που προαναφέρθηκαν, δεν παρουσιάστηκε 

κάποια αισθητή διαφορά στο φλοιό των ζώων αυτών (Εικ. 7C-D''). Μετρήσεις 

των YFP+ κυττάρων στο φλοιό έδειξαν ότι δεν υπήρχε στατιστικά σημαντική 



72 
 

διαφορά μεταξύ των γονοτύπων υποδεικνύοντας ότι η απαλοιφή των 

Rac1/Rac3    ασών μεταμιτωτικά από τους ενδονευρώνες του φλοιού δεν είχε  

κάποια επίδραση στη μετανάστευσή τους. 

 

 
 
Εικόνα 8  Η απαλοιφή των Rac1/Rac3 πρωτεϊνών από τους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες 
μεταμιτωτικά δεν επηρεάζει τη μετανάστευσή τους προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό. 
(A-B) Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) σε μετωπιαίες κρυοτομές εγκεφάλου, εμβρυϊκής 

ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3 wt) (A) και διπλά ελλειμματικών για τις 

RhoGTPασες εμβρύων (Lhx6Cre;Rac1/3 dmut) (B). mRNA in situ υβριδοποίηση για το μεταγραφικό 

παράγοντα Lhx6 (A’,B’) και για τη σωματοστατίνη Sst (A’’,B’’) σε μετωπιαίες τομές εγκεφάλου, 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3 wt) (A'-Α'') και διπλά ελλειμματικών 

για τις RhoGTPασες εμβρύων (Lhx6Cre;Rac1/3 dmut) (Β'-Β''). (C,D) Ανοσοϊστοχημεία για την YFP 

(πράσινο) σε μετωπιαίες τομές εγκεφάλου, ηλικίας P0 εγκεφάλων (Lhx6Cre;Rac1/3 wt) (C) και διπλά 

ελλειμματικών για τις RhoGTPασες εμβρύων (Lhx6Cre;Rac1/3 dmut) (D). In situ υβριδοποίηση για 

Lhx6 (C',D') και για τη σωματοστατίνη (C'',D'') σε μετωπιαίες τομές εγκεφάλου ηλικίας P0 της ομάδας 

ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3wt) (C'-C'') και για διπλά ελλειμματικών για τις RhoGTPασες 

(Lhx6Cre;Rac1/3dmut) (D'-D'') εγκεφάλων. Κλίμακα, 150μm σε (Α, B, C, D), 500μm σε (A'-D''). 

In vitrο, οι MGE-προερχόμενοι Rac1/Rac3 Lhx6 dmut ενδονευρώνες ανέπτυσσαν 

φυσιολογικούς αυξητικούς κώνους, όπως αποκάλυψε η χρώση με phaloidin στη 
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2DIV (Εικ 8Α-8Β’). Σε επόμενες μέρες στην καλλιέργεια, 4DIV και 6DIV, οι άξονές 

τους έφταναν σε αντίστοιχο μήκος με αυτό των ενδονευρώνων αναφοράς, χωρίς 

να παρατηρείται κάποια εμφανής διαφοροποίηση στην οργάνωση των 

μικροσωληνίσκων, όπως προέκυψε από ανοσοϊστοχημεία για τη πρωτεΐνη Tuj1 

(Εικ. 8C-8D’).  

 

 
 
Εικόνα 9  Η απομάκρυνση των Rac1/Rac3 GTPασών μεταμιτωτικά από τους MGE-προερχόμενους 
ενδονευρώνες δεν επηρεάζει τη μορφολογία τους. 
(A-B`) Ανοσοϊστοχημεία για την YFP (πράσινο) και την ακτίνη των ινιδίων (phalloidin, μπλε) σε 2DIV 
καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της 
ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3wt) (A,A`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων 
(Lhx6Cre;Rac1/3dmut) (B,B`). (C-D`) Ανοσοϊστοχημεία για μικροσωληνίσκους (Tuj-1,) και YFP 
(πράσινο) σε 4DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλους εμβρυϊκής 
ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3wt) (C,C`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων 
(Lhx6Cre;Rac1/3dmut) (D,D`). Ο πυρήνας σημαίνεται με DAPI (γαλάζιο). Ο πυρήνας σημαίνεται με 
DAPI (γαλάζιο). Κλίμακα: 5 μm. 

 

Τα παραπάνω δεδομένα συνηγορούν στο ότι η ταυτόχρονη απαλοιφή των Rac1 

και Rac3 από τους μεταμιτωτικούς ενδονευρώνες που προέρχονται από το ΜGE 

δεν έχει κάποια επίδραση στη μετανάστευση ή στη μορφολογία τους. Φαίνεται 

λοιπόν, ότι σε αυτό το επίπεδο της ανάπτυξης των ενδονευρώνων,  που 

περιλαμβάνει τη γέννηση,  τη μετανάστευσή τους από τον κοιλιακό 

τελεγκέφαλο στον αναπτυσσόμενο φλοιό μέχρι και να καταλάβουν τις θέσεις 

τους στις κατάλληλες φλοιϊκές στιβάδες, η ανάγκη της δράσης των δύο Rac 

GTPασών είναι εντοπισμένη. Οι Rac1/Rac3 αποδεικνύονται απαραίτητες  σε ένα 
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συγκεκριμένο πρώιμο στάδιο, πριν ακόμη τα προγονικά κύτταρα των 

ενδονευρώνων εξέλθουν από τον κυτταρικό κύκλο. 

 Εφόσον δεν κατέστη δυνατό να διαχωριστούν οι επιπτώσεις που 

προκαλούνται από την απαλοιφή των Rac1/Rac3 στην εξέλιξη του κυτταρικού 

κύκλου, από αυτές που σχετίζονται με την οργάνωση του κυτταροσκελετού 

αξιοποιώντας το παραπάνω μοντέλο, η μελέτη συνεχίστηκε στα ζώα στα οποία 

οι δύο Rac απομακρύνονται από τα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων. 

 Όπως αναφέρθηκε εισαγωγικά, οι ενδονευρώνες του φλοιού κατά τη 

μετανάστευσή τους ακολουθούν μία εξειδικευμένη και στερεοτυπική μορφή 

κίνησης που ακολουθεί κυκλικά τρία στάδια. Αρχικά, η καθοδηγητική απόφυση 

που αργότερα θα γίνει ο άξονας του νευρώνα, επεκτείνεται προς την 

κατεύθυνση της κίνησης, πολλές φορές διακλαδιζόμενη. Στη συνέχεια 

σχηματίζεται το χαρακτηριστικό διόγκωμα, όπου μετατοπίζονται το 

κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi. Ο πυρήνας μετακινείται εμπρόσθια στο 

χώρο που καταλαμβάνει το διόγκωμα, με αλματώδη τρόπο και τέλος η 

ακολουθητική απόφυση που έχει αναπτυχθεί, αποσύρεται. Πρώτη επιδίωξη 

ήταν να διαπιστωθεί αν και με ποιο τρόπο οι Rac1/Rac3 μπορεί να επιδρούν σε 

αυτά τα χαρακτηριστικά βήματα της κίνησης των ενδονευρώνων. Για το σκοπό 

αυτό, πραγματοποιήθηκε            μικροσκοπία σε οργανοτυπικές 

καλλιέργειες εγκεφάλου εμβρύων μυών, ηλικίας Ε14.5 για 8-12 ώρες (ταινία 1, 

2). Οι εικόνες καταγράφονταν κάθε τρία λεπτά.  

 

 
Εικόνα 9  Η μετανάστευση ΜGE-προερχόμενων ενδονευρώνων ελλειμματικών για τη Rac1 ή τη 

Rac3 GTPάση.  

(A) Σχηματική αναπαράσταση μετωπιαίας τομής 300 μm από εγκέφαλο εμβρύου, εμβρυϊκής ηλικίας 

E14.5 η οποία έχει προετοιμαστεί για καταγραφή με time-lapse μικροσκοπία (το πλαίσιο υποδεικνύει 

την περιοχή που καταγράφεται στο μικροσκόπιο). (B-B’) τομή εμβρύου με έλλειψη στη Rac3 

πρωτεΐνη (Rac3mut) (C-C’) τομή εμβρύου με έλλειψη στη Rac1 πρωτεΐνη (B’,C’) μεγαλύτερης 

μεγέθυνσης εικόνα της περιοχής που βρίσκεται στο πλαίσιο. (D) Διάγραμμα που απεικονίζει την 

ταχύτητα των μεταναστευόντων ενδονευρώνων (n=40- 55 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3 διαφορετικά 

έμβρυα στην κάθε περίπτωση). Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. H στατιστική ανάλυση έγινε με 

One-way ANOVA και στη συνέχεια με Tukey’s multiple comparisons test, *P<0.05, **P<0.01, ***P < 

0.0001, ****P < 0.0001. Κλίμακα 50μm σε (Β-C’). 
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Παρατηρήθηκε ότι σχηματίζονταν το διόγκωμα στην καθοδηγητική απόφυση, 

μπροστά από τον πυρήνα και ακολουθούσε η μετατόπιση του πυρήνα με 

αλματώδη τρόπο σε όλους τους γονότυπους, παρά το ότι στην περίπτωση των 

R  1 ελλειμματικών ενδονευρώνων πολύ λίγα κύτταρα εισέρχονταν στο ραχιαίο 

τελεγκέφαλο και ακόμη λιγότερα στην περίπτωση των    1/   3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων. Σε αυτή την ex vivo μελέτη, η ταχύτητα των 

μεταναστευόντων ενδονευρώνων, βρέθηκε σημαντικά μειωμένη, σε όλους τους 

ελλειμματικούς για τις     γονότυπους (Εικ. 9). 

 
 
Εικόνα 10 Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 GTPασών επηρεάζει τη μεταναστευτική συμπεριφορά 
των MGE- προερχόμενων ενδονευρώνων. 
(A) Σχηματική αναπαράσταση μετωπιαίας τομής 300 μm από εγκέφαλο εμβρύου, εμβρυϊκής ηλικίας 
E14.5 η οποία έχει προετοιμαστεί για καταγραφή με time-lapse μικροσκοπία (το πλαίσιο υποδεικνύει 
την περιοχή που καταγράφεται στο μικροσκόπιο). (B) Ακολουθία εικόνων κατά την παρέλευση του 
χρόνου (time-lapse sequence) ενδονευρώνων που εκφράζουν την YFP (πράσινο) της ομάδας ελέγχου 
(Rac1/3wt) (C) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων (Rac1/3dmut). Τα λευκά βέλη και οι 
διάστικτες γραμμές υποδεικνύουν τη θέση εκκίνησης και τη θέση λήξης της κίνησης του πυρήνα και 
της άκρης της καθοδηγητικής απόφυσης αντίστοιχα κατά τη διάρκεια ενός μεταναστευτικού κύκλου. 
Οι εικόνες καταγράφονταν κάθε 3min για ~8hrs. Ιστόγραμμα (D) της ταχύτητας μετανάστευσης 
(mean±SEM: 0.01603±0.00069 για τα Rac1/3wt, 0.006359±0.00043 για τα Rac1/3dmut), (n=39-68 
κύτταρα ανά γονότυπο, από 3-5 ανεξάρτητα πειράματα), (E) της διάρκειας του μεταναστευτικού 
κύκλου (mean±SEM: 20.59±1.53 Rac1/3wt, 116.6±12.37 Rac1/3dmut), (n=35-52 κύτταρα ανά 
γονότυπο, από 3-5 ανεξάρτητα πειράματα), (F) της συχνότητας μετατόπισης του πυρήνα (mean±SEM: 
20.22±0.65 Rac1/3wt, 11.89±0.51 Rac1/3dmut), (n=19-25 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3-5 
ανεξάρτητα πειράματα), (G) του εύρους μετατόπισης του πυρήνα (mean±SEM: 4.733±0.41 Rac1/3wt, 
1.038±0.12 Rac1/3dmut), (n=21-28 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3-5 ανεξάρτητα πειράματα), (H) της 
χρονικής διάρκειας κατά την οποία είναι εμφανής η χαρακτηριστική διόγκωση) (n=34-49 κύτταρα ανά 
γονότυπο, από 3-5 ανεξάρτητα πειράματα). Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test, ****P < 
0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 10 μm.  
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Καθώς, όπως δείχθηκε και παραπάνω, οι    1 και    3 μπορούν να 

υποκαθιστούν η μία τις δράσεις της άλλης, έστω και εν μέρει, η τακτική που 

ακολουθήθηκε στην έρευνα αυτή ήταν να μελετηθούν με μεγαλύτερη 

λεπτομέρεια οι δίπλα ελλειμματικοί ενδονευρώνες. Διάφορα στοιχεία στη 

στερεοτυπική κίνηση που φυσιολογικά ακολουθούν οι ενδονευρώνες βρέθηκαν 

να επηρεάζονται απουσία των     (Εικ. 10). Η ταχύτητα μετανάστευσης ήταν 

μειωμένη κατά 2,5 φορές περίπου, ενώ η χρονική διάρκεια του μεταναστευτικού 

κύκλου ήταν σημαντικά μεγαλύτερη (Εικ. 10D, 10E). Ακολούθως  η συχνότητα 

της μετατόπισης του πυρήνα, όπως και το εύρος της μετατόπισης ήταν 

μειωμένο στατιστικά σημαντικά (Εικ. 10F, 10G). Τέλος, παρατηρήθηκε ότι η 

χρονική διάρκεια που υπήρχε το χαρακτηριστικό δείγμα ήταν σημαντικά 

αυξημένη (Εικ. 10H). Μελετήθηκε επιπλέον η κινητική συμπεριφορά των 

ενδονευρώνων που εντοπίζονται στο MGE και δεν καταφέρνουν ή δεν έχουν 

ακόμη καταφέρει να μεταναστεύσουν.  

 

 
 
Εικόνα 11 Κινητικότητα των ενδονευρώνων στην περιοχή του MGE. 
(A-C) Καταγραφή της κινητικότητας των ενδονευρώνων στην περιοχή του MGE (A) Σχηματική 

αναπαράσταση της εστιασμένης ηλεκτροδιάτρησης σε οργανοτυπικές καλλιέργειες εγκεφάλου 

εμβρύων μυών, εμβρυϊκής ηλικίας E14.5 με το πλασμίδιο-φορέα έκφρασης της φθορίζουσας 

χρωστικής RFP (red fluorescent protein, pCAGGs-IRES-RFP). Το πλαίσιο υποδεικνύει την περιοχή που 

καταγράφεται στο μικροσκόπιο. (B) Ακολουθία εικόνων κατά την παρέλευση του χρόνου (time-lapse 

sequence) ενδονευρώνων που εκφράζουν την YFP (πράσινο) της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (C) και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων (Rac1/3dmut). Κλίμακα: 4 μm (F,G,H)  

 

Καθώς στην περιοχή είναι συγκεντρωμένο πλήθος ΥFP σημασμένων 

ενδονευρώνων, δεν είναι δυνατή η διάκριση και η καταγραφή μεμονωμένων 

κυττάρων. Για να προσπεραστεί η προαναφερθείσα δυσκολία, ακολουθήθηκε η 

τεχνική της εστιασμένης ηλεκτροδιάτρησης σε οργανοτυπικές καλλιέργειες 

εγκεφάλου εμβρύων μυών , εμβρυϊκής ηλικίας  14.5, της ομάδας ελέγχου και 

των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων, με πλασμίδιο-φορέα έκφρασης 

της φθορίζουσας χρωστικής     (red fluorescent protein). Με τον τρόπο αυτό 
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σημάνθηκε μόνο ένας μικρός αριθμός κυττάρων στο MGE και κατέστη δυνατή η 

καταγραφή της κίνησής τους. 24 ώρες μετά την ηλεκτροδιάτρηση, χρονικό 

διάστημα αρκετό ώστε να έχει εκφρασθεί η φθορίζουσα χρωστική και 

ακολουθούσε tim        μικροσκοπία στις οργανοτυπικές καλλιέργειες για 4-6 

ώρες (Εικ. 11).  Οι εικόνες καταγράφονταν κάθε τρία λεπτά. Σε συμφωνία με τις 

προηγούμενες παρατηρήσεις, η κινητικότητα των    1/   3 ελλειμματικών 

νευρώνων ήταν σημαντικά μειωμένη. Σε αρκετές περιπτώσεις μπορούσε να 

καταγραφεί ο σχηματισμός του διογκώματος, χωρίς όμως να ακολουθείται  από 

τη μετατόπιση του πυρήνα, τουλάχιστον για όσο χρονικό διάστημα  διαρκούσε η 

καταγραφή.  

 Στο σύνολό τους τα δεδομένα αυτά υποδεικνύουν ότι η μεταναστευτική 

συμπεριφορά των ενδονευρώνων μεταβάλλεται σημαντικά απουσία των    1 

και    3. Σημαντική προϋπόθεση βέβαια είναι αυτές αφαιρεθούν σε πολύ 

πρώιμα αναπτυξιακά στάδια, πριν ακόμη τα πρόδρομα κύτταρα των 

ενδονευρώνων να εξέλθουν από τον κυτταρικό κύκλο. 

H τοποθέτηση του κεντροσωμάτιου και του συμπλέγματος Golgi, καθώς 

και η μετατόπιση του πυρήνα είναι διαδικασίες που παρουσιάζουν 

σημαντικό έλλειμμα απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών στους 

ενδονευρώνες. 

 

 Επιδιώκοντας να μελετηθεί περαιτέρω ο φαινότυπος που παρουσιάζουν 

ως προς τη κίνησή τους οι ελλειμματικοί για τις Rac ενδονευρώνες, εξετάστηκαν 

στοιχεία όπως το κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi. Προηγούμενες 

μελέτες έχουν δείξει ότι και τα δύο αυτά οργανίδια εμπλέκονται στη ρύθμιση της 

μετανάστευσης των νευρώνων (Ayala et al., 2007; Bellion et al., 2005; Koizumi et 

al., 2006; Tanaka et al., 2004; Yanagida et al., 2012). Kατά τη στερεοτυπική 

κυκλική κίνηση που ακολουθούν οι ενδονευρώνες, μετά το σχηματισμό του 

διογκώματος, το κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi μεταφέρονται 

μπροστά από τον πυρήνα, στην περιοχή που καταλαμβάνει το διόγκωμα.  

 Η θέση που καταλαμβάνουν τα δύο αυτά οργανίδια είναι σημαντική για 

τη φυσιολογική κινητική συμπεριφορά των ενδονευρώνων, για το λόγο αυτό 

επιλέχθηκε να μελετηθεί η θέση στην οποία εντοπίζονται στους Rac1/Rac3 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες, in vitro (Εικ. 12).  Μετά από 3 μέρες καλλιέργειας 

(3DIV) των ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου και των Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων, ακολούθησαν πειράματα ανοσοϊστοχημείας με 

τα αντισώματα που αναγνωρίζουν τις πρωτεΐνες YFP, pericentrin και golgin-97 

με τις δύο τελευταίες να σημαίνουν το κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi 

αντίστοιχα. Οι πυρήνες σημάνθηκαν με DAPI. Εν συνεχεία μετρήθηκε  στους 

νευρώνες η απόσταση που καταλάμβανε το κεντροσωμάτιο από τον πυρήνα. 

Βρέθηκε ότι στους διπλά ελλειμματικούς ενδονευρώνες η απόσταση αυτή ήταν 

σημαντικά μικρότερη (Εικ. 12C).  
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Εικόνα 12  O υποκυτταρικός εντοπισμός του κεντροσωμάτιου και του συμπλέγματος Golgi στους 
ενδονευρώνες μεταβάλλεται λόγω της απουσίας των Rac1 και Rac3 GTPασών. 
(A-B`) Ανοσοϊστοχημεία για το κεντροσωμάτιο (pericentrin με κόκκινο) και την πρωτεΐνη YFP 

(πράσινο) σε 3DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων απομονωμένων από εγκεφάλους 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (A,A`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών 

εμβρύων (Rac1/3dmut) (B,B`). Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). (C) Γράφημα που αναπαριστά 

την απόσταση του κεντροσωμάτιου από τον πυρήνα. (D) Γράφημα που απεικονίζει το ποσοστό των 

κυττάρων που παρουσιάζουν τη χρώση του κεντροσωμάτιου να συνεπικαλύπτεται με τον πυρήνα 

(αναφέρεται ως “nucleus”), κυττάρων των οποίων το κεντροσωμάτιο απέχει από τον πυρήνα 0-2μm, 

2-4μm ή σε απόσταση μεγαλύτερη των 4μm. (E-F`) Ανοσοϊστοχημεία για το σύμπλεγμα Golgi (golgin-

97 με κόκκινο) και την πρωτεΐνη YFP (πράσινο) σε 3DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων, απομονωμένους από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου 
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(Rac1/3wt) (E,E`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut) (F,F`). Ο πυρήνας σημαίνεται 

DAPI (γαλάζιο). (G) Γράφημα που αναπαριστά την απόσταση του συμπλέγματος Golgi από τον 

πυρήνα. (H) Γράφημα που απεικονίζει το ποσοστό των κυττάρων που παρουσιάζουν τη χρώση του 

συμπλέγματος Golgi να συνεπικαλύπτεται με τον πυρήνα (αναφέρεται ως “nucleus”), κυττάρων των 

οποίων το κεντροσωμάτιο απέχει από τον πυρήνα 0-2μm, 2-4μm ή σε απόσταση μεγαλύτερη των 

4μm. (n=90-120 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3 ανεξάρτητα πειράματα). Η στατιστική ανάλυση έγινε 

με Multiple t test, *P < 0.05, **P<0.01, ****P < 0.0001. Student’s t test, ****P < 0.0001. Τα error bars 

αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 5 μm.  

 

Όσον αφορά την πρώτη προσέγγιση, οι ελλειμματικοί ενδονευρώνες για τη Rac1 

και τη Rac3 εξετάστηκαν με την ίδια ακολουθία πειραμάτων και αναλύσεων 

όπως παραπάνω. Μετά από τρεις ημέρες καλλιέργειας και ανοσοϊστοχημεία για 

να σημανθεί το κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi και μετρώντας την 

απόσταση των οργανιδίων αυτών από τον πυρήνα των ενδονευρώνων, βρέθηκε 

ότι δεν υπήρχε στατιστικά σημαντική διαφορά στον εντοπισμό τους τόσο στους 

Rac1 ελλειμματικούς ενδονευρώνες όσο και στους Rac3 ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες (Εικ. 12). Διακρίνοντας τους ενδονευρώνες στις τέσσερις 

κατηγορίες με βάση την απόσταση των δύο υπό μελέτη οργανιδίων από τον 

πυρήνα: κατηγορία (α κατηγορία) συνεντοπισμός του οργανιδίου με τη χρώση 

πυρήνα, (β κατηγορία) απόσταση μεταξύ 0-2μm, (γ κατηγορία) απόσταση 

μεταξύ 2-4μm, (δ κατηγορία) απόσταση μεγαλύτερη των 4μm,  βρέθηκε ότι δεν 

υπήρχε στατιστικά διαφορά σε καμία από τις κατηγορίες τόσο στoυς Rac1 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες όσο και στους Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες 

(Εικ. 12D, 12H). 

 Όσον αφορά τη δεύτερη προσέγγιση, αυτή αφορούσε τη μελέτη του 

ενδοκυττάριου εντοπισμού κεντροσώματος και συμπλέγματος  Golgi σε 

ενδονευρώνες όπου οι Rac απαλείφονται μεταμιτωτικά. Όπως αναφέρθηκε 

πρωτύτερα, σε αυτήν την περίπτωση, οι ενδονευρώνες δεν εμφανίζουν κάποιο 

εμφανές πρόβλημα στην οργάνωση του κυτταροσκελετού. Μετά από 

καλλιέργεια 3DIV των Rac1/Rac3 Lhx6 dmut ενδονευρώνων και της αντίστοιχης 

ομάδας ελέγχου έγιναν πειράματα ανοσοϊστοχημείας και πάλι με αντισώματα 

που αναγνωρίζουν τις πρωτεΐνες YFP, pericentrin και golgin-97 με τις δύο 

τελευταίες να σημαίνουν το κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi αντίστοιχα. 

Οι πυρήνες σημάνθηκαν με DAPI. Εξετάστηκε η απόσταση των οργανιδίων 

αυτών από τον πυρήνα. Στους διπλά ελλειμματικούς για τις Rac ενδονευρώνες 

αυτή τη φορά δεν παρατηρήθηκε διαφορά στην τοποθέτηση των υπό μελέτη 

οργανιδίων (Εικ. 13). Στο σύνολό τους τα παραπάνω δεδομένα υποδεικνύουν 

πώς η ταυτόχρονη απώλεια και των δύο, της Rac1 και Rac3 από τα προγονικά 

κύτταρα των ενδονευρώνων επιδρά σοβαρά στον εντοπισμό του 

κεντροσωμάτιου και του συμπλέγματος Golgi. Ο φαινότυπος αυτός προκύπτει 

πιο πιθανά ως επίπτωση των ελλειμμάτων στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων που προκύπτουν από 

την απαλοιφή των Rac1/Rac3. 
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Εικόνα 14  Η απομάκρυνση των Rac1/Rac3 GTPασών μεταμιτωτικά από τους MGE-προερχόμενους 

ενδονευρώνες δεν επηρεάζει την υποκυτταρική εντόπιση του κεντροσωμάτιου ή του 

συμπλέγματος Golgi. 

(A-B’) Ανοσοϊστοχημεία για την pericentrin (κεντροσωμάτιο; κόκκινο) και YFP (πράσινο) σε 4DIV 

καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της 

ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3wt) (A,A`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων 

(Lhx6Cre;Rac1/3dmut) (B,B`). (C-D’) Ανοσοϊστοχημεία για την golgin-97 (σύμπλεγμα Golgi; κόκκινο) 

και YFP (πράσινο) σε 4DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων από εγκεφάλους 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Lhx6Cre;Rac1/3wt) (C,C`) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών 

εμβρύων (Lhx6Cre;Rac1/3dmut) (D,D`). Ο πυρήνας σημαίνεται με DAPI (γαλάζιο). Κλίμακα: 5 μm σε 

(A-D) και 2μm σε (A’ , B’). 

 

 Επιπρόσθετα η μειωμένη απόσταση των οργανιδίων αυτών από τον 

πυρήνα θα μπορούσαν να σχετίζονται με το μειωμένο εύρος μετατόπισης του 

πυρήνα που περιγράφηκε κατά την κίνηση των ενδονευρώνων. 

 Για τη μετατόπιση του πυρήνα ένα ιδανικό επίπεδο δυναμικής 

μικροσωληνίσκων είναι απαραίτητο (Garcez et al., 2015; Marín et al., 2010). 

Τόσο η εκτεταμένη σταθερότητα στους μικροσωληνίσκους, όσο και η μειωμένη 

επηρεάζουν αρνητικά τη μετατόπιση του πυρήνα (Garcez et al., 2015). Για να 

εξεταστεί η δυναμική των μικροσωληνίσκων που περιβάλλουν τον πυρήνα 

σχηματίζοντας μία «φωλιά», οι οποίοι παίζουν ιδιαίτερο ρόλο στη κίνησή του, 

καλλιεργήθηκαν ιστοτεμάχια MGE σε κατάλληλο τρισδιάστατο υπόστρωμα που 

επέτρεπε τη μετανάστευση των ενδονευρώνων ακτινωτά από το MGE. Μετά 

από δύο ημέρες στην καλλιέργεια, χρονικό διάστημα αρκετό ώστε μεγάλος 

αριθμός ενδονευρώνων να έχουν μεταναστεύσει και από τους δύο γονοτύπους, 

της ομάδας ελέγχου και τους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, 

σχηματίζοντας μία στεφάνη γύρω από τα αρχικά ιστοτεμάχια, ακολούθησε 
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σήμανσή τους με ανοσοϊστοχημεία (Εικ. 15Α). Χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα 

που αναγνωρίζουν την ακετυλιωμένη-τουμπουλίνη, για τους σταθερούς 

μικροσωληνίσκους και τη τυροσινιωμένη-τουμπουλίνη για τους δυναμικούς 

μικροσωληνίσκους και μετρήθηκε η ένταση του φθορισμού στην περιοχή γύρω 

από τον πυρήνα. Βρέθηκε ότι η ένταση του φθορισμού της ακετυλιωμένης-

τουμπουλίνης ήταν  μειωμένη στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, 

ενώ η τυροσινιωμένη-τουμπουλίνη βρέθηκε αυξημένη σε σχέση με τους 

μεταναστεύοντες ενδονευρώνες αναφοράς (Εικ. 15C-15D). 

Επιπλέον μετρήθηκε ο λόγος των δυναμικών μικροσωληνίσκων προς τους 

σταθερούς και βρέθηκε στους ελλειμματικούς ενδονευρώνες σημαντικά 

αυξημένος, γεγονός το οποίο θα μπορούσε επιπρόσθετα να εξηγεί τη μη 

φυσιολογική μετατόπιση που παρατηρήθηκε στον πυρήνα τους. 

 

 
 

Εικόνα 15  Η δυναμικών των μικροσωληνίσκων στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα σε 

μεταναστεύοντες ενδονευρώνες. 

(Α) Ανοσοϊστοχημεία για την πρωτεΐνη YFP (πράσινο) , την ακετυλιωμένη τουμπουλίνη (Ac-Tub) 

(κόκκινο), την τυροσυνιωμένη τουμπουλίνη (κόκκινο) σε ενδονευρώνες που μεταναστεύουν από 

ιστοτεμάχια MGE δύο ημέρες μετά την καλλιέργειά τους σε τρισδιάστατο υπόστρωμα (matrigel). Tα 

MGEs απομονώνονται από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και 

από Rac1/Rac3 ελλειμματικών έμβρυα. Ο πυρήνας σημαίνεται με DAPI (γαλάζιο). Γράφημα όπου 

παρουσιάζεται η ένταση του φθορισμού (κανονικοποιημένη) (Β)  της ακετυλιωμένης τουμπουλίνης, 

(C) της τυροσινιωμένης τουμπουλίνης και (D) ο λόγος της τυροσινιωμένης τουμπουλίνης/ 

ακετυλιωμένη τουμπουλίνη. (n=40-5 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3 έμβρυα)  Η στατιστική ανάλυση 

έγινε με Student’s t test ****P<0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 4μm.  

 

 Εκτός από τους μικροσωληνίσκους στην περιοχή του πυρήνα και τη 

τοποθέτηση του κεντροσωμάτιου, βασική συνιστώσα για τη μετακίνηση του 

πυρήνα είναι και η δυναμική της ακτομυοσίνη. Η ακτομυοσίνη παρέχει την 

απαιτούμενη δύναμη που ωθεί τον πυρήνα προς τα εμπρός, στην κατεύθυνση 

της κίνησης (Bellion et al., 2005; Schaar and McConnell, 2005a). Ακόμη, η 

συσταλτικότητα της ακτομυοσίνης η οποία ρυθμίζεται από το σηματοδοτικό 

μονοπάτι RhoA GTPασης στην καθοδηγητική απόφυση, συμβάλλει επιπλέον  και 

στην ελκτική δύναμη που κινεί τον πυρήνα (Shinohara et al., 2012; Solecki et al., 

2009a). Ακόμη, η συσταλτικότητα της ακτομυοσίνης η οποία ρυθμίζεται από το 

σηματοδοτικό μονοπάτι RhoA GTPασης στην καθοδηγητική απόφυση, 

συμβάλλει επιπλέον  και στην ελκτική δύναμη που κινεί τον πυρήνα  

Επιδιώχθηκε να εξακριβωθεί αν οι δυνάμεις αυτές, των οποίων η συνισταμένη 
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τελικά μετατοπίζει τον πυρήνα στην περιοχή του διογκώματος, επηρεάζονται 

απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών. Ανοσοϊστοχημεία για τη φωσφορυλιωμένη 

μορφή της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης (pMLC), έναν δείκτη της ενεργούς 

δράσης του συμπλέγματος της ακτομυοσίνης, σε μεταναστεύοντες 

ενδονευρώνες, in vivo σε τομές εγκεφάλου εμβρυϊκής ηλικίας Ε15.5, έδειξε 

συσσώρευση της pMLC στους ενδονευρώνες αναφοράς στην καθοδηγητική 

απόφυση μπροστά από τον πυρήνα. Κάτι τέτοιο δεν παρατηρήθηκε στους 

Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, όπου επιπλέον η έκφραση της pΜLC 

φαίνονταν μειωμένη (Εικ. 16Α).  

 

 
 
Εικόνα 16  Η απαλοιφή των Rac1/Rac3 GTPασών επιφέρει μεταβολές στα δυναμικά της 
ακτομυοσίνης στους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες.  
Επιδράσεις στην ενεργοποίηση της μυοσίνης.  
Ανοσοϊστοχημεία για την pMLC (κόκκινο) και την YFP (πράσινο) (A) σε μεταναστεύοντες 
ενδονευρώνες μετωπιαίων τομών εγκεφάλου 300μm, εμβρυϊκής ηλικίας E14.5, της ομάδας ελέγχου 
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Rac1/3wt) και διπλά ελλειμματικών μυών (Rac1/3dmut) και (B) σε MGE-προερχόμενους 

ενδονευρώνες απομονωμένους από τους προαναφερθέντες μύες, μετά από καλλιέργεια τριών 

ημερών. Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). (C) Γράφημα όπου παρουσιάζονται 

κανονικοποιημένες τιμές για την ένταση του φθορισμού της pMLC (F) και (D) η μέση ένταση της pMLC 

μετρημένη σε σταθερά διαστήματα κατά μήκος του άξονα, με ομόκεντρους κύκλους σταθερής 

ακτίνας, ξεκινώντας από το κέντρο του πυρήνα. Συγκεκριμένα, ακτίνα 1
ου

 κύκλου: 1.20 μm , 2
oυ

 : 2.15, 

3
ου

 : 3.10, 4
ου

 :4.05, 5
ου

: 5.00, 6
ου

: 5.96, 7
ου

: 6.91, 8
ου

:7.86, 9
ου

:8.81, 10
ου

:9.77, 11
ου

:10.72, 12
ου

: 11.67, 

13
ου

:12.62, 14
ου

:13.57, 15
ου

: 14.53, 16
ου

: 15.48, 17
ου

: 16.43, 18
ου

: 17.38, 19
ου

: 18.34, 20
ου

: 19.29 and 

21
ου

: 20.24 μm. (n=40-5 κύτταρα ανά γονότυπο, από 3 έμβρυα). Η στατιστική ανάλυση έγινε με 

Student’s t test (C), two-way ANOVA , που ακολουθήθηκε από  Sydak’s multiple comparison (D), 

****P < 0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 4 μm. 

 

Για να ποσοτικοποιηθεί το επίπεδο έκφρασης της pMLC επιλέχθηκε 

ανασοϊστοχημεία σε ενδονευρώνες in vitro μετά από τρεις ημέρες σε καλλιέργεια 

(Εικ. 16Β). Μετρήθηκε η ένταση του φθορισμού της πρωτεΐνης, 

κανονικοποιημένη ως προς την YFP πρωτεΐνη και βρέθηκε στατιστικά 

σημαντικά μειωμένη (Εικ. 16C). Στη συνέχεια μετρήθηκε και συγκρίθηκε η 

ένταση του φθορισμού σε σημεία κατά μήκος του αναπτυσσόμενου άξονα των 

ενδονευρώνων. Ομόκεντροι κύκλοι σταθερών ακτίνων σχεδιάστηκαν στους 

ενδονευρώνες με κέντρο το πυρήνα τους και η ένταση του φθορισμού 

μετρήθηκε ακριβώς στα σημεία τομής των κύκλων με τον άξονα. Στατιστική 

ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι η pMLC ήταν μειωμένη κυρίως γύρω 

από τον πυρήνα και στον εκφυτικό κώνο της καθοδηγητικής απόφυσης (Eικ. 

16D) 

 
 
Εικόνα 17  Η απαλοιφή των Rac1/Rac3 GTPασών επιφέρει μεταβολές στα δυναμικά της 

ακτομυοσίνης στους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες.  

Επιδράσεις στην ενεργοποίηση της RhoA GTPάσης. 

 (Α) Ανοσοϊστοχημεία για την RhoA (κόκκινο), την pRhoA και την YFP (πράσινο) σε 3DIV καλλιέργεια 

MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων απομονωμένων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της 
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ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut). Ο πυρήνας 

σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). (Β-Ε) Ποσοτικοποίηση της έντασης του φθορισμού των πρωτεϊνών αυτών. 

Γράφημα που απεικονίζει (Β) το λόγο των τιμών έντασης των pRhoA/RhoA, (C) τις κανονικοποιημένες 

τιμές έντασης της RhoA, (D)  της pRhoA και (E) το λόγο pRhoA/RhoA μετρημένο σε σταθερά 

διαστήματα κατά μήκος του άξονα, με ομόκεντρους κύκλους σταθερής ακτίνας, ξεκινώντας από το 

κέντρο του πυρήνα. Συγκεκριμένα, ακτίνα 1
ου

 κύκλου: 1.20 μm , 2
oυ

 : 2.15, 3
ου

 : 3.10, 4
ου

 :4.05, 5
ου

: 

5.00, 6
ου

: 5.96, 7
ου

: 6.91, 8
ου

:7.86, 9
ου

:8.81, 10
ου

:9.77, 11
ου

:10.72, 12
ου

: 11.67, 13
ου

:12.62, 14
ου

:13.57, 

15
ου

: 14.53, 16
ου

: 15.48, 17
ου

: 16.43, 18
ου

: 17.38, 19
ου

: 18.34, 20
ου

: 19.29 and 21
ου

: 20.24 μm. (n=30 

κυττάρων ανά γονότυπο, από 3 έμβρυα). Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test (Β-D), two-

way ANOVA , followed by Sydak’s multiple comparison (Ε), *P<0.05, **P<0.01 ***P<0.001. Τα error 

bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 4μm. 

 

Καθώς το σηματοδοτικό μονοπάτι της RhoA ρυθμίζει τη συσταλτικότητα της 

ακτομυοσίνης εξετάστηκε το επίπεδο της έκφρασής της και το επίπεδο της 

φωσφορυλιωμένης μορφής της (pRhoA) που αποτελεί την ενεργή μορφή της, 

κανονικοποιημένες ως προς τη YFP πρωτεΐνη. Ο λόγος της pRhoA προς τη RhoA 

βρέθηκε μειωμένος (Εικ. 17Α.). Ταυτόχρονα η ένταση του φθορισμού για τη 

RhoA, όπως και για τη pRhoA βρέθηκε στατιστικά σημαντικά μειωμένη στους 

Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, με τη δεύτερη να εμφανίζει 

μεγαλύτερη μείωση (Eικ 17C, 17D). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι εξαρχής τα 

επίπεδα της RhoA ήταν μειωμένα, παράλληλα όμως ότι ήταν μειωμένα και τα 

επίπεδα ενεργοποίησής της, απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών (Eικ. 17Β). Η 

μέτρηση του λόγου αυτού, ενδεικτικού της ενεργότητάς της, μετρώντας τον 

μάλιστα με αντίστοιχο τρόπο όπως προαναφέρθηκε για τη pMLC, κατά μήκος 

του άξονα, έδειξε ότι ήταν στατιστικά σημαντικά μειωμένος στην περιοχή γύρω 

από τον πυρήνα και στον εκφυτικό κώνο της καθοδηγητικής απόφυσης (Εικ. 

17Ε) . 

 Στο σύνολό τους τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν ότι οι δυνάμεις 

της ακτομυοσίνης που ωθούν τον πυρήνα προς τα εμπρός μεταβάλλονται 

απουσία των Rac1/Rac3. Σε συνδυασμό με τη διαφορά που παρατηρήθηκε στη 

δυναμική των μικροσωληνίσκων και την αλλαγή στη θέση του κεντροσωμάτιου 

θα μπορούσαν να αποτελούν την αιτία για τη μη φυσιολογική μετατόπιση του 

πυρήνα στους ενδονευρώνες των οποίων οι Rac GTPάσες απαλείφονται από τα 

προγονικά τους κύτταρα. 

Η απουσία των Rac1/Rac3 μειώνει την αύξηση του άξονα των 

ενδονευρώνων. 

 

 Οι ενδονευρώνες καθώς μεταναστεύουν από τον κοιλιακό τελεγκέφαλο 

προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό, αναπτύσσουν διπολική μορφή Ο σχηματισμός 

και η επιμήκυνση της καθοδηγητικής τους απόφυσης, που στο μέλλον θα γίνει ο 

άξονας του κάθε ενδονευρώνα, είναι καθοριστικής σημασίας για τη 

μετανάστευσή του και τα μετέπειτα στάδια της ανάπτυξής του. Ένα ερώτημα 

ήταν λοιπόν αν και με ποιο τρόπο η απώλεια των Rac1 και Rac3 GTPασών 

επηρεάζει την ανάπτυξη του άξονα των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων. 
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Εικόνα 18  Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 GTPασών επηρεάζει τη μεταναστευτική συμπεριφορά 
των MGE- προερχόμενων ενδονευρώνων. 
Ανοσοϊστοχημεία για τους μικροσωληνίσκους (Τuj-1 με μπλε),την ακτίνη των ινιδίων (phalloidin, 

κόκκινη) και την πρωτεΐνη YFP (πράσινο) σε 2DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων 

απομονωμένων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (A,A`) και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut) (B,B`). Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). 

Μεγέθυνση της περιοχής που πλαισιώνεται στο παραλληλόγραμμο 1 και περιλαμβάνει το κυτταρικό 

σώμα ενός νευρώνα της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (C-C΄) και Rac1/Rac3 ελλειμματικού νευρώνα 

(Rac1/3dmut) (D-D`) και της περιοχής που πλαισιώνεται στο παραλληλόγραμμο 2 (Ε-F`) και 

περιλαμβάνει το κυτταρικό σώμα ενός νευρώνα της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt ) (E-E`) και Rac1/Rac3 

ελλειμματικού νευρώνα (Rac1/3dmut) (F-F`). (G) Time-lapse μικροσκοπία MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων που έχουν καλλιεργηθεί in vitro σε τρισδιάστατο υπόστρωμα (matrigel). (Η) Γράφημα 

όπου απεικονίζεται ο ρυθμός ανάπτυξης τις πρώτες 8 ώρες μετά την έναρξη της καλλιέργειας 

ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και των διπλά ελλειμματικών ενδονευρώνων 

(Rac1/3dmut). (Ι) Γράφημα που δείχνει το μήκος του άξονα στις 2,4,6 ημέρες μετά την έναρξη τη(L) 

Sholl ανάλυση σε ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου και Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες 

(n=34-37 κύτταρα ανά γονότυπο). (Μ) Γράφημα που δείχνει το μήκος των νευριτών των 

ενδονευρώνων. Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test (H,I,M) **P<0.01, ***P < 0.001 και 

Two-way ANOVA (L), ****P < 0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 4,2,10 μm. 

 



86 
 

Όπως περιγράφηκε παραπάνω οι ενδονευρώνες απουσία των Rac αποκτούν 

μικρότερου μήκους άξονες, η καθοδηγητική τους απόφυση που χωρίζεται στην 

άκρη της και οι αυξητικοί τους κώνοι είναι προβληματικά σχηματισμένοι. 

Εξέταση στοιχείων του κυτταροσκελετού των ενδονευρώνων in vitro, με 

ανοσοϊστοχημεία, τόσο για την ακτίνη που βρίσκεται συνδεδεμένη στα νημάτια 

ακτίνης χρησιμοποιώντας φθορίζουσα phalloidin, όσο και για τους 

μικροσωληνίσκους με αντίσωμα για την τουμπουλίνη (Tuj-1) στην περιοχή του 

πυρήνα και στον αυξητικό κώνο, υπέδειξε μια μη φυσιολογική οργάνωση του 

κυτταροσκελετού (Eικ. 18Α-18F’). Στους ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου τα 

νημάτια ακτίνης παρουσιάζονταν να σχηματίζουν ένα πυκνό δίκτυο που 

περιέβαλλε τον πυρήνα και συνεχίζονταν στον εκφυτικό κώνο του 

αναπτυσσόμενου άξονα. Αντίστοιχα παρατηρούνταν και ένα δίκτυο 

μικροσωληνίσκων που επίσης περιέβαλλε τον πυρήνα σχηματίζοντας τη 

χαρακτηριστική “φωλιά” και ήταν διακριτό και στον εκφυτικό κώνο. Από το 

φθορισμό των αντίστοιχων στοιχείων δεν προέκυπτε ότι συνεντοπίζονταν, παρ’ 

ότι κάλυπταν την ίδια περιοχή στον ενδονευρώνα (Eικ. 18Α-18C’). Στην 

περίπτωση των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων εμφανίζονταν ένα 

δίκτυο νηματίων ακτίνης γύρω από τον πυρήνα, πιο αισθητή ήταν όμως η 

παρουσία δεσμίδων ακτίνης (Eικ. 18B-18D’). Νημάτια ακτίνης που 

συνενώνονταν σε μία μεγάλου πάχους δεσμίδα, η οποία ξεκινώντας από τον 

πυρήνα περιελίσσονταν γύρω από τους μικροσωληνίσκους του άξονα, χωρίς να 

παρεμβάλλεται στο δίκτυο των μικροσωληνίσκων. Μάλιστα σε σημεία η δεσμίδα 

παρουσίαζε χαρακτηριστικά εξογκώματα. Στον αυξητικό κώνο εκτός από το 

έλλειμμα στο σχηματισμό στα λαμελλιπόδια, παρατηρήθηκε ότι οι 

μικροσωληνίσκοι ξεπερνούσαν την κεντρική επικράτεια του αυξητικού κώνου, 

όπως επίσης και τη μεταβατική ζώνη και εισέβαλαν σε μεγάλο βαθμό στην 

περιφερειακή επικράτεια, Στην περιοχή  αυτή του αυξητικού κώνου, θα 

εντοπίζονταν φυσιολογικά κυρίως  φιλοπόδια και λαμελλιπόδια, σχηματισμοί 

της ακτίνης  και όχι οι μικροσωληνίσκοι (Eικ 18F-18F’).  

 Η απομάκρυνση των Rac GTPασών στο επίπεδο των μεταμιτωτικών 

ενδονευρώνων, δηλαδή, εκτός των άλλων, απομάκρυνση που λαμβάνει χώρα 

μετά το σχηματισμό της καθοδηγητικής τους απόφυσης, δεν είχε ιδιαίτερη 

επίπτωση στην οργάνωση του κυτταροσκελετού τους. Με δεδομένο το 

παραπάνω, τέθηκε το ερώτημα, αν στους ενδονευρώνες όπου οι Rac έχουν 

αφαιρεθεί από τα προγονικά τους κύτταρα, μία από τις βασικές διαδικασίες που 

θα μπορούσε να επηρεάζεται είναι ακριβώς ο σχηματισμός της καθοδηγητικής 

απόφυσης. Για το σκοπό αυτό, ενδονευρώνες απομονωμένοι από MGE εμβρύων, 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου και των Rac1/Rac3 ελλειμματικών 

μυών καλλιεργήθηκαν σε τρισδιάστατο υπόστρωμα. Μία ώρα μετά την έναρξη 

της καλλιέργειας οι ενδονευρώνες καταγράφονταν με time lapse για δέκα ώρες, 

με τις εικόνες να συλλέγονται κάθε τρία λεπτά (Eικ. 18G). Αρχικά καθώς δεν 

υπήρχαν στη βιβλιογραφία αντίστοιχα δεδομένα για την ανάπτυξη χρονικά των 

αξόνων των ενδονευρώνων, στους ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου 
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αναλύθηκε το μήκος του αναπτυσσόμενου άξονα στο χρόνο κατασκευάζοντας 

μία πρότυπη καμπύλη (Eικ. 18H).  Προέκυψε, ότι το μήκος του άξονα αυξάνεται 

εκθετικά τις πρώτες 5 ώρες μετά την καλλιέργεια, ενώ στη συνέχεια ο άξονας 

συνεχίζει να επιμηκύνεται με το ρυθμό ανάπτυξης του άξονα να είναι 

μικρότερος. Αντίστοιχη ανάλυση των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων 

έδειξε ότι τις πρώτες ώρες, ο ρυθμός ανάπτυξης είναι στατιστικά σημαντικά 

μειωμένος, ενώ συνεχίζει να είναι μικρότερος σε σχέση με τους ενδονευρώνες 

αναφοράς για όλο το διάστημα της καταγραφής (Eικ. 18H).  Στη συνέχεια αν και 

δεν υπήρχε τεχνολογικά η δυνατότητα να καταγραφεί με time lapse 

μικροσκοπία η ανάπτυξη των αξόνων των ενδονευρώνων σε διάρκεια ημερών, 

έγινε δυνατό να καταγραφούν οι ενδονευρώνες ανά 24 ώρες για 6 ημέρες (Eικ. 

18I). Από την ανάλυση αυτή προέκυψε ότι οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί 

ενδονευρώνες διατηρούν ένα μειωμένο ρυθμό ανάπτυξης καθ΄ όλο αυτό το 

χρονικό διάστημα και τελικά αποκτούν μικρότερου μήκους άξονες.  

 Όπως προαναφέρθηκε, οι ενδονευρώνες απουσία των Rac GTPασών 

αποκτούν άξονες οι οποίοι παρουσιάζουν μεγάλο αριθμό διακλαδώσεων, 

φαινότυπος που σχετίζεται με τη μειωμένη σταθερότητα των 

μικροσωληνίσκων. Sholl ανάλυση στους ενδονευρώνες αυτούς, έδειξε τη 

στατιστικά σημαντική αύξηση των νευριτών που αναπτύσσονται (Eικ. 18K, 

18L). Παρά το ότι ο αριθμός των νευριτών είναι αυξημένος, το συνολικό μήκος 

τους είναι μειωμένο στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες συγκριτικά 

με τους ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου (Eικ. 18Μ).  

 Από τα παραπάνω δεδομένα προκύπτει ότι η απαλοιφή των Rac1/Rac3 

GTPασών από τους ενδονευρώνες, σε πρώιμο στάδιο της ανάπτυξής τους, 

επιδρά στη μορφολογία του αυξητικού τους κώνου, σε βαθμό που στη συνέχεια 

αποκτούν, έναν ιδιαίτερα διακλαδιζόμενο άξονα. Επιπλέον επηρεάζει σημαντικά 

την εκκίνηση της ανάπτυξης του άξονα καθώς και τη διαδικασία της 

επιμήκυνσής του, με το φαινότυπο αυτό να οφείλεται πολύ πιθανά στο έλλειμμα 

που προκαλείται στην οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των 

μικροσωληνίσκων. 

H επίδραση της απουσία των Rac1 και Rac3 GTPασών από τους 

ενδονευρώνες στη νευραξονική μεταφορά και η τοποθέτηση των 

λυσοσωμάτων κατά τη μετανάστευσή τους. 

 

 Η μεταφορά κατά μήκος του άξονα είναι προεξέχουσας σημασίας για την 

ανάπτυξή του και τη διατήρηση της ομοιόστασής του (Maday et al., 2014). Για 

να εξετασθεί αν η διαδικασία αυτή επηρεάζεται αρνητικά από την απουσία των 

       ασών, ως δείκτης της αξονικής μεταφοράς αξιοποιήθηκαν τα 

λυσοσώματα. Τα λυσοσώματα απαρτίζονται από δύο διακριτά υποσύνολα. Ένα 

σχεδόν ακίνητο υποσύνολο λυσοσωμάτων πού εντοπίζεται στην εγγύς πυρηνική 

περιοχή, γύρω από το κέντρο οργάνωσης των μικροσωληνίσκων και ένα 

υποσύνολο με λυσοσώματα μεγάλης κινητικότητας τα οποία κινούνται κατά 
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μήκος του άξονα και προς τις δύο κατευθύνσεις, από και προς το σώμα 

(Cabukusta and Neefjes, 2018).  

Για να επιτευχθεί η μελέτη της κινητικότητας των λυσοσωμάτων, οι 

ενδονευρώνες απομονώθηκαν από     εμβρύων, εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5, 

   1/   3 ελλειμματικών όσο και της ομάδας ελέγχου και καλλιεργήθηκαν    

      για τρεις μέρες. 

  
 
Εικόνα 19  Η κινητικότητα των λυσοσωμάτων επηρεάζεται λόγω της απαλοιφής των Rac1 και Rac3 
από τους ενδονευρώνες του φλοιού.. 
(Α) Αντιπροσωπευτικές εικόνες ενός αναπτυσσόμενου άξονα MGE-προερχόμενου ενδονευρώνα, 

τρεις ημέρες στην καλλιέργεια, που εκφράζει τη YFP (πράσινο), απομονωμένος από έμβρυο 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt). Οι μικροσωληνίσκοι σημαίνονται με τη 

φθορίζουσα χρωστική tubulin tracker (μπλε) και τα λυσοσώματα με την φθορίζουσα χρωστική 

LysoTracker (κόκκινο), χρωστικές οι οποίες επιτρέπουν τη σήμανση σε ζωντανά κύτταρα. (Β) 

Ακολουθία εικόνων κατά την παρέλευση του χρόνου (time-lapse sequence) αναπτυσσόμενου άξονα 

ενδονευρώνα όπου παρουσιάζονται τα λυσοσώματα να κινούνται σε διαφορετικές διευθύνσεις. Το 

βέλος μωβ χρώματος αντιστοιχεί σε λυσόσωμα που παραμένει στατικό κατά τη διέλευση του χρόνου, 

το κίτρινο βέλος σε λυσόσωμα που κινείται ορθόρδομα, το κόκκινο βέλος σε λυσόσωμα που κινείται 

ανάδρομα και το πράσινο βέλος σε λυσόσωμα που κινείται με εναλλασσόμενες κατευθύνσεις. (C) 

Αντιπροσωπευτικά kymographs όπου αναπαρίσταται η κίνηση των λυσοσωμάτων κατά μήκος του 

άξονα ενδονευρώνα της ομάδας ελέγχου και διπλά ελλειμματικού ενδονευρώνα στις 3 ημέρες 

καλλιέργειας. (D) Ιστόγραμμα που δείχνει την πυκνότητα των λυσοσωμάτων κατά μήκος του 

αναπτυσσόμενου άξονα ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων (Rac1/3dmut) ανά κατηγορία τύπου κίνησής τους (στατικά, που 

κινούνται ορθόδρομα, ανάδρομα ή με εναλλασσόμενες κατευθύνσεις). Τα μονοπάτια που 

σχηματίζουν τα λυσοσώματα στα Kymographs μετρήθηκαν ως αριθμό μονοπατιών κανονικοποιημένα 

προς το μήκος του κάθε άξονα. (Ε) Ιστόγραμμα όπου απεικονίζεται η ταχύτητα των λυσοσωμάτων 

υπολογισμένη σε μm/sec ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων (Rac1/3dmut). (F) Ιστόγραμμα της ταχύτητας των λυσοσωμάτων σε 

μm/sec ανά κατηγορία τύπου κίνησής τους (στατικά, που κινούνται ορθόδρομα, ανάδρομα ή με 

εναλλασσόμενες κατευθύνσεις) (n=75-79 κύτταρα ανά γονότυπο, από 4 ανεξάρτητα πειράματα). Η 

στατιστική ανάλυση έγινε με Multiple t test, *P < 0.05, **P<0.01, ****P < 0.0001. Τα error bars 

αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 5 μm. 



89 
 

 

Στη συνέχεια τα λυσοσώματα σημάνθηκαν με ειδική φθορίζουσα χρωστική, ενώ 

για να είναι ορατός και ο άξονας πάνω στον οποίο κινούνταν τα λυσοσώματα 

σημάνθηκαν με κατάλληλη φθορίζουσα χρωστική και οι μικροσωληνίσκοι (Eικ. 

19Α). Aκολούθησε καταγραφή τους με     -      μικροσκοπία. Αρχικά μέσω 

της ΥFP πρωτεΐνης αναγνωρίζονταν οι ΜGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες. 

Έπειτα χρησιμοποιώντας κατάλληλου μήκους κύματος        καταγράφονταν 

σε αυτούς ταυτόχρονα οι μικροσωληνίσκοι και τα λυσοσώματα να κινούνται 

κατά μήκος τους (Eικ. 19Α). Κάθε καταγραφή διαρκούσε ένα λεπτό και οι 

εικόνες καταγράφονταν κάθε 563    . Για τη μελέτη της κίνησης των 

λυσοσωμάτων κατά μήκος του αναπτυσσόμενου νευράξονα, για κάθε νευράξονα 

που καταγράφηκε, κατασκευάστηκαν με τη χρήση κατάλληλου λογισμικού (Fiji, 

multikymograph plugin, (authors J.Reitdorf, A.Seitz)  δισδιάστατα γραφήματα 

στα οποία στον άξονα x αναπαρίσταται το μήκος του άξονα από το σώμα προς 

το τέλος του νευράξονα και στον άξονα y ο χρόνος (Kymographs). Ακολούθως τα 

γραφήματα αυτά αναλύθηκαν με το λογισμικό εργαλείο KymoAnalyzer 

(Neumann et al., 2017), από όπου προέκυψαν στοιχεία για την κίνησή τους.  

 Κατά την ανάλυση, αρχικά τα λυσοσώματα που καταγράφηκαν σε κάθε 

νευράξονα κατηγοριοποιήθηκαν με βάση την κατεύθυνση και το είδος της 

κίνησής τους σε τέσσερις κατηγορίες: λυσοσώματα στατικά (Εικ. 19Β, μωβ 

βέλος), κινούμενα ορθόδρομα (Εικ. 19Β, κίτρινο βέλος), κινούμενα ανάδρομα 

(Εικ. 19Β, κόκκινο βέλος) και κινούμενα με εναλλασσόμενες κατευθύνσεις (Εικ. 

19Β, πράσινο βέλος). Παρατηρήθηκε ότι στους αναπτυσσόμενους άξονες των 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων ο αριθμός των λυσοσωμάτων που 

κινούνταν ανάδρομα ανά μm του νευράξονα ήταν μειωμένος, ενώ αντίθετα ήταν 

σημαντικά αυξημένος ο αριθμός των λυσοσωμάτων που κινούνταν κατά μήκος 

του άξονα εναλλάσσοντας την κατεύθυνση της κίνησής τους (Εικ. 19D). 

Υπολογίζοντας το σύνολο των λυσοσωμάτων ανά μm νευράξονα δεν βρέθηκε 

στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου 

και των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων, παρά μόνο μία τάση μείωσης 

(Εικ. 19D).  

 Εν συνεχεία μετρήθηκε η ταχύτητα των κινούμενων λυσοσωμάτων η 

οποία βρέθηκε σημαντικά μειωμένη στους αναπτυσσόμενους άξονες των 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων (Εικ. 19E). Η ταχύτητα των 

λυσοσωμάτων αναλύθηκε περαιτέρω κατηγοριοποιώντας τα λυσοσώματα σε 

τέσσερις διαφορετικές κατηγορίες: αυτά που κινούνται ορθόδρομα, ανάδρομα, 

με εναλλασσόμενες διευθύνσεις αλλά συνολική κατεύθυνση από το σώμα προς 

την άκρη του νευράξονα (ορθόδρομη) και τέλος με εναλλασσόμενες διευθύνσεις 

αλλά συνολική κατεύθυνση από την άκρη του νευράξονα προς το σώμα 

(ανάδρομη). Βρέθηκε ότι μεγαλύτερη επίπτωση στους ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες είχαν τα λυσοσώματα που κινούνταν ορθόδρομα (και οι δύο 

κατηγορίες) με την ταχύτητά τους να είναι σημαντικά μειωμένη (Εικ. 19D).  
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 Συμπερασματικά μελετώντας την κινητικότητα των ενδονευρώνων 

προκύπτει ότι η απώλεια των Rac1/Rac3 από τους ενδονευρώνες έχει μεγάλη 

επίπτωση στη μεταφορά κατά μήκος του άξονα, γεγονός που επιβαρύνει 

επιπρόσθετα την ανάπτυξη του άξονα. 

Ανασοϊστοχημεία για τη φθορίζουσα πρωτεΐνη ΥFP, για την Lamp-1 που 

σημαίνει τα λυσοσώματα και τα όψιμα ενδοσώματα και χρώση με DAPI για 

σήμανση του πυρήνα, σε τομές in vivo εγκεφάλων εμβρυϊκής ηλικίας Ε15.5, από 

μύες της ομάδας αναφοράς, έδειξε μία χαρακτηριστική συσσώρευση των 

λυσοσωμάτων γύρω από τον πυρήνα, στον εκφυτικό κώνο της καθοδηγητικής 

απόφυσης καθώς και στην περιοχή του διογκώματος στους μεταναστεύοντες 

MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες (Eικ. 20). 

 
Εικόνα 20  Η υποκυτταρική εντόπιση των λυσοσωμάτων σε μεταναστεύοντες ενδονευρώνες.  

(A) Σχηματική απεικόνιση μετωπιαίας τομής 300 μm από εγκέφαλο εμβρύου, εμβρυϊκής ηλικίας 

E14.5. η οποία έχει προετοιμαστεί για καταγραφή με time-lapse μικροσκοπία. Το πλαίσιο 

υποδεικνύει την περιοχή που καταγράφεται στο μικροσκόπιο. (B) Ανοσοϊστοχημεία για τα όψιμα 

λυσοσώματα (Lamp-1, κόκκινο), YFP (πράσινο) σε μεταναστεύοντες ενδονευρώνες της ομάδας 

ελέγχου (Rac1/3wt) σε τομές εγκεφάλου. Κλίμακα: 4 μm.  

 

Kαθώς οργανίδια όπως τα μιτοχόνδρια είναι γνωστό ότι ακολουθούν ένα 

πρότυπο τοποθέτησης και μετατόπισης κατά μήκος της καθοδηγητικής 

απόφυσης των ενδονευρώνων σε όλη τη διάρκεια του μεταναστευτικού τους 

κύκλου(Lin-Hendel et al., 2016), ένα ερώτημα που τέθηκε ήταν αν και τα 

λυσοσώματα αλλάζουν τοποθέτηση σύμφωνα με κάποιο πρότυπο στους 

μεταναστεύοντες ενδονευρώνες και ακολούθως αν η απουσία των Rac1/Rac3 

επηρεάζει το μοτίβο αυτό. 

 Για την εξέταση του παραπάνω ερωτήματος απομονώθηκαν ιστοτεμάχια 

MGE από εγκεφάλους εμβρύων, εμβρυϊκής ηλικίας Ε15.5, μυών της ομάδας 

ελέγχου και καλλιεργήθηκαν σε τρισδιάστατο υπόστρωμα, ώστε όπως 

αναφέρθηκε και προηγουμένως, να διευκολύνεται η μετανάστευση των 

ενδονευρώνων μέσα στο μέσο αυτό. Μετά από 24 ώρες στην καλλιέργεια, 

χρονικό διάστημα που βρέθηκε ιδανικό απ΄τη μία για να υπάρχει αρκετά 

μεγάλος αριθμός ενδονευρώνων οι οποίοι να απομακρύνονται ακτινωτά από το 

ιστοτεμάχιο και απ΄την άλλη μεταξύ αυτών των ενδονευρώνων να υπάρχουν  
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αρκετοί μεμονωμένοι μεταναστεύοντες ενδονευρώνες που να μπορούν να 

καταγραφούν με time-      μικροσκοπία, τα λυσοσώματα και οι πυρήνες 

σημαίνονταν ex vivo, με κατάλληλες φθορίζουσες χρωστικές,            -DN95 

και Hoechst αντίστοιχα. Ακολουθούσε καταγραφή των ενδονευρώνων ενώ 

μετανάστευαν, με ταυτόχρονη καταγραφή της κίνησης του πυρήνα και των 

λυσοσωμάτων τους κάθε 3 λεπτά και για χρονικό διάστημα τεσσάρων-πέντε 

ωρών (Eικ. 21).   Παρατηρήθηκε ότι τα λυσοσώματα που εντοπίζονταν γύρω 

από την περιοχή του πυρήνα, που αποτελούν τoν πιο ακίνητo πληθυσμό των 

λυσοσωμάτων, σε κάθε μεταναστευτικό κύκλο, κινούνταν εμπρόσθια προς την 

περιοχή του «διογκώματος» που σχηματίζονταν στην καθοδηγητική απόφυση 

και μάλιστα η μετακίνηση αυτή,  προηγούνταν της αλματώδους μετατόπισης 

του πυρήνα (Eικ. 21, ταινία 3). 

 

 
 
Εικόνα 21  H μετατόπιση των λυσοσωμάτων σε MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες κατά τη 

διάρκεια ενός κύκλου κίνησης κατά τη μετανάστευσή τους.  

(Α-C) Απεικόνιση της μετατόπισης του πυρήνα και των λυσοσωμάτων κατά την κίνηση των 

ενδονευρώνων σε τρισδιάστατο υπόστρωμα-μέσο. Πυρήνας (γαλάζιο) και λυσοσώματα (κόκκινο) 

σημαίνονται με τις φθορίζουσες χρωστικές Hoechst και Lysotracker-Red αντίστοιχα. Παρουσιάζονται 
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χαρακτηριστικά στιγμιότυπα στην αρχή, κατά τη διάρκεια και στο τέλος της κίνησης των 

ενδονευρώνων. Κλίμακα: 5 μm. 

 

Μετά την παρατήρηση αυτή που υποδείκνυε την ύπαρξη ενός μοτίβου 

μετατόπισης των λυσοσωμάτων κατά το μεταναστευτικό κύκλο που 

ακολουθούν οι ενδονευρώνες, διερευνήθηκε αν αυτό το πρότυπο μετακίνησης 

επηρεάζεται απουσία των Rac1/Rac3    ασών. Ακολουθήθηκε η πειραματική 

διαδικασία όπως περιγράφηκε παραπάνω αυτή τη φορά σε Rac1/Rac3 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες. Ανακόλουθα με την χαρακτηριστική κίνηση των 

λυσοσωμάτων που παρατηρήθηκε στους ενδονευρώνες της ομάδας αναφοράς, 

στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες τα λυσοσώματα φαίνονταν να 

μην προπορεύονται εμπρόσθια του πυρήνα προς την περιοχή του διογκώματος, 

πριν τη μετατόπιση του πυρήνα, αλλά μετακινούνταν μαζί με τον πυρήνα καθώς 

αυτός μετατοπίζονταν προς την περιοχή του διογκώματος (Eικ. 21, ταινία 3).   

 H παρατήρηση αυτή υποδηλώνει, ότι απουσία των Rac1 και Rac3 

GTPασών, τα ελλείμματα που προκύπτουν στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού επιδρούν επηρεάζουν και την υποκυτταρική εντόπιση των 

λυσοσωμάτων κατά τη διάρκεια του μεταναστευτικού κύκλου. 

Η τροποποιημένη έκφραση των γονιδίων στους MGE-προερχόμενους 

ενδονευρώνες μετά από την απομάκρυνση των Rac1 και Rac3 GTPασών. 

 

 Για την εξέλιξη της μελέτης, βασική πειραματική διαδικασία που 

επιλέχθηκε ήταν η τεχνολογία της     αλληλούχησης. Στόχος ήταν η εύρεση 

γονιδίων, στους ΜGE προερχόμενους ενδονευρώνες του φλοιού, των οποίων η 

έκφραση επηρεάζεται από την απώλεια των δύο     πρωτεϊνών. Η σύγκριση 

έγινε μεταξύ της ομάδας ελέγχου με γονότυπο    1+/+;   3+/+;   2.1+/    

και των διπλά ελλειμματικών για τις     ζώων, με γονότυπο    1fl/fl;Rac3-/-

;   2.1+/   . Από τους εγκέφαλους εμβρύων των παραπάνω ομάδων κατά την 

εμβρυϊκή ηλικία  13,5 απομονώθηκαν οι περιοχές των ΜGEs και στη συνέχεια 

το ολικό    . Eξετάστηκαν τρία βιολογικά δείγματα από τα Rac1/Rac3 

ελλειμματικά έμβρυα και τρία από την ομάδα ελέγχου, με το καθένα βιολογικό 

δείγμα να αποτελείται από ΜGEs τριών εμβρύων. Ακολούθησε ποιοτικός και 

ποσοτικός έλεγχος του     και τέλος η διαδικασία της αλληλούχησης.  

Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων έχοντας ως ελάχιστο, την αύξηση 

έστω δύο φορές της έκφρασης ενός γενετικού τόπου στα Rac1/Rac3 

ελλειμματικά ζώα συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (+2     ) ή τη μείωση του 

έστω δύο φορές (-2     ) προέκυψε ότι επηρεάζεται η έκφραση 365 τόπων. Σε 

270 παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης στα Rac1/Rac3 ελλειμματικά ζώα σε 

σύγκριση με την ομάδα ελέγχου και σε 95 μείωση (πίνακας 1 παράρτημα). Στην 

εικόνα 22C παρουσιάζεται heat map όπου παρατίθενται τα επίπεδα της 

έκφρασης των γονιδίων όπως προέκυψαν από την ανάλυση των 

αποτελεσμάτων της RNA αλληλούχησης.  Μεταξύ των γενετικών αυτών τόπων 

εντοπίστηκαν δύο διακριτά υποσύνολα∙ περίπου 40 στον αριθμό γενετικοί τόποι 
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κωδικοποιούσαν γονίδια υπεύθυνα για την έκφραση ιστονών και μία δεύτερη 

ομάδα γονιδίων αφορούσαν πρωτεΐνες που σχετίζονται με τους 

μεταφραστικούς μηχανισμούς (ριβοσωμικές πρωτεΐνες κτλ) (Εικ1 παράρτημα)  

Ακολούθησε ανάλυση με εργαλεία βιοπληροφορικής (  RING, REACTOME, 

Gorilla, Cytoscape). Σκοπός ήταν, για τα γονίδια που εμφάνιζαν αύξηση ή μείωση 

της έκφρασης τους έστω δύο φορές, στα    1/   3 ελλειμματικά ζώα 

συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (±2     ) να βρεθούν πιθανές αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ τους, κοινά μονοπάτια ή κοινές βιολογικές διαδικασίες στις οποίες θα 

μπορούσαν να  εμπλέκονται. 

 
 
Εικόνα 22  Γονίδια των οποίων η έκφραση τροποποιείται στους ελλειμματικούς για τις Rac1 και 

Rac3 μύες. 

((A) Εμπλουτισμένοι GO όροι που σχετίζονται με κυτταρικά οργανίδια (Β) Reactome σηματοδοτικά 

μονοπάτια γονιδίων των οποίων η έκφραση τροποποιείται απουσία των GTPασών Rac1 και Rac3. (C) 

Απεικόνιση heat map των γονιδίων που προέκυψαν από την ανάλυση των αποτελεσμάτων της RNA 

αλληλούχησης (D) qRT-PCR για επιλεγμένα γονίδια κανονικοποιημένα ως προς την ομάδα ελέγχου 

(Rac1/3wt) και το γονίδιο Gapdh. (n=3 δείγματα ανά γονότυπο). Η στατιστική ανάλυση έγινε με 

Student’s t test, *P<0.05, **P<0.01. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. 

 

Στην εικόνα 22 παρουσιάζονται εμπλουτισμένοι GO (Gene Ontology) όροι που 

σχετίζονται με κυτταρικά οργανίδια, τα reactome σηματοδοτικά μονοπάτια 

γονιδίων των οποίων η έκφραση τροποποιείται απουσία των    ασών Rac1 και 
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Rac3 και τις βιολογικές διαδικασίες στις οποίες εμπλέκονται τα γονίδια αυτά. Εν 

συνεχεία ορίστηκε ένα σύνολο κριτηρίων, όπως δίνονται στον πίνακα 1 και 

επιλέχθηκε το ενδιαφέρον να επικεντρωθεί σε γονίδια που σχετίζονταν με το 

φαινότυπο των Rac1/Rac3 ελλειμματικών ζώων. Συγκεκριμένα επιλέχθηκαν  

γονίδια των οποίων τα προϊόντα εμπλέκονται στη νευρωνική διαφοροποίηση, 

στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου των πρόδρομων κυττάρων των νευρώνων 

ή άλλων κυτταρικών τύπων, στη καρκινογένεση, σε νευροαναπτυξιακές 

διαταραχές όπου εμπλέκονται ενδονευρώνες, ή σε γονίδια που σχετίζονται με τη 

σηματοδότηση τωv  Rho GTPασών και την οργάνωση του κυτταροσκελετού 

Μετά από βιβλιογραφική μελέτη και με βάση τα παραπάνω κριτήρια που 

τέθηκαν, τα γονίδια που επιλέχθηκαν ήταν τα: Ank1, Ccnl1, Dyntl1, Magel2, Meg3, 

Sptb, Zmym6, Hist2h2ac, miR-124-4a, Miat και Tpcn2.  

 

 
Πίνακας 1  Γονίδια με τροποποιημένη έκφραση 

στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες. 

 

 
Συνοπτικά οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονίδια Ank1, Dyntl1, 

Zmym6 και Sptb εμπλέκονται στην οργάνωση του κυτταροσκελετού, 

λειτουργούν στηρικτικά στην κυτταρική μεμβράνη και αλληλεπιδρούν με την 
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ακτίνη. Η     1 εμπλέκεται στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου και 

συγκεκριμένα στη μετάβαση από τη  1 στην   φάση (Terfve et al., 2015). Η 

    2 2   είναι ιστόνη που έχει χαρακτηριστεί ως ρυθμιστής του 

πολλαπλασιασμού σε καρκινικά κύτταρα του μαστού, ενώ εμπλέκεται και στη 

μετάθεση των επιθηλιακών σε καρκινικά κύτταρα (Monteiro et al., 2017). Το 

miR-124, είναι μικρό μη-κωδικό     που έχει συσχετιστεί με τον 

πολλαπλασιασμό εμβρυικών βλαστικών κυττάρων καθώς και τη 

διαφοροποίηση και τη μετανάστευση νευρικών κυττάρων (Fang et al., 2014; 

Tuncdemir et al., 2015; Visvanathan et al., 2007).  Το γονίδιο Magel2 έχει 

συσχετιστεί με τον αυτισμό και η πρωτεΐνη που κωδικοποιεί έχει δράση στην 

οργάνωση της ακτίνης (Chen et al., 2020; Meziane et al., 2015). Το      είναι 

επίσης μη-κωδικό     με δράση κατά τη νευρωνική διαφοροποίηση ενώ έχει 

συσχετιστεί και με τη σχιζοφρένεια (Aprea et al., 2013; Barry et al., 2014). To 

Meg3 είναι γονίδιο μητρικής έκφρασης από το οποίο μεταγράφεται ένα μη-

κωδικό    . Σε καρκινικά κύτταρα έχει εμπλοκή στη ρύθμιση του 

πολλαπλασιασμού τους (Benetatos et al., 2011). Τέλος, το Τpcn2 κωδικοποιεί 

ένα δίαυλο των λυσοσωμάτων με σημαντικό ρόλο στη μετανάστευση 

μεταστατικών καρκινικών κυττάρων (Nguyen et al., 2017). 

 Για τα γονίδια αυτά κατασκευάστηκαν κατάλληλοι εκκινητές ώστε να 

ανιχνευθεί και να ποσοτικοποιηθεί η έκφρασή τους με              . Από τη real 

time PCR προέκυψε στατιστικά σημαντική διαφορά για όλα τα παραπάνω 

γονίδια πλην της Ank1 (Eικ. 22D). 

Η έκφραση και η κατανομή του TPC2 στους ενδονευρώνες μεταβάλλεται 

απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών. 

 

 Μεταξύ των γονιδίων των οποίων η έκφραση μεταβάλλονταν στους 

ενδονευρώνες απουσία των Rac1 και Rac3 GTPασών επιλέχθηκε να συνεχιστεί η 

μελέτη με τον τασοελεγχόμενο δίαυλο ιόντων Two-Pore Channel 2 (ΤPC2, 

κωδικοποιείται από το γονίδιο Tpcn2). O δίαυλος TPC2 εντοπίζεται κυρίως σε 

όψιμα ενδοσώματα/λυσοσώματα. Επιτρέπει τη διέλευση ιόντων Ca+2 μετά από 

ενεργοποίησή του από δευτεροταγή σηματοδοτικά μηνύματα όπως το NAADP 

(nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate) και άλλα μόρια (Calcraft et al., 

2009; Jha et al., 2014; Lee et al., 2016; Ogunbayo et al., 2018; Ruas et al., 2010; 

Zong et al., 2009). Αφού επιβεβαιώθηκε η μείωση της έκφρασης του Tpcn2 

στους ενδονευρώνες που προκαλείται λόγω της έλλειψης  των Rac1 και Rac3 

GTPασών, μελετήθηκαν τα επίπεδα της έκφρασης της πρωτεΐνης. 

Αρχικά αναλύθηκαν τα επίπεδα έκφρασής του TPC2 στους ενδονευρώνες, in 

vitro. Οι ενδονευρώνες απομονώθηκαν από MGE εμβρύων εμβρυϊκής ηλικίας 

Ε14.5 από την ομάδα ελέγχου και από διπλά ελλειμματικά για τις Rac έμβρυα 

και τρεις ημέρες μετά την έναρξη της καλλιέργειας, πραγματοποιήθηκε 

ανοσοϊστοχημεία. Χρησιμοποιήθηκε ειδικό για την πρωτεΐνη αντίσωμα, το 

αντίσωμα που αναγνωρίζει τη lamp-1 και σημαίνει τα λυσοσώματα και τα όψιμα 
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ενδοσώματα και αντίσωμα για την YFP (Eικ. 23Α-23Β’’). Βρέθηκε ότι η συνολική 

επιφάνεια που καταλαμβάνει η Τpcn2 πρωτεΐνη στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες είναι στατιστικά σημαντικά μειωμένη σε σχέση με την ομάδα αναφοράς 

(Eικ. 23C). Επιπλέον βρέθηκε μειωμένη στατιστικά σημαντικά και η μέση ένταση του 

φθορισμού που ανιχνεύτηκε στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, 

υποδηλώνοντας μειωμένα επίπεδα της πρωτεΐνης στα κύτταρα (Eικ. 23D). 

 

 
 

Εικόνα 23  Η απομάκρυνση των Rac1 και Rac3 επιδρά στην έκφραση και στην υποκυτταρική 

εντόπιση του διαύλου TPC2 στους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες. 

 (A-B``) Ανοσοϊστοχημεία για το ΤPC2 (μπλε), YFP (πράσινο), τα όψιμα λυσοσώματα (Lamp-1, κόκκινο) 

σε ΜGE-προερχόμενους ενδονευρώνες εμβρύων εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου 

(Rac1/3wt) (A,A``) και εμβρύων διπλά ελλειμματικών για τις Rac (Rac1/3dmut) (B,B``), τρεις ημέρες 

στην καλλιέργεια. Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). (C) Γράφημα που δείχνει την επιφάνεια σε 

μm
2 

που καταλαμβάνει ο δίαυλος TPC2. (D) Ιστόγραμμα που απεικονίζει την ένταση του φθορισμού 

του TPC2 σε ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) (E,E`) και των διπλά ελλειμματικών 

ενδονευρώνων (Rac1/3dmut). Γράφημα όπου παρουσιάζεται η υποκυτταρική εντόπιση του TPC2 (E) 

και της πρωτεΐνης lamp-1 των όψιμων λυσοσωμάτων (F) σε ενδονευρώνες της ομάδας ελέγχου 

(Rac1/3wt) και των διπλά ελλειμματικών ενδονευρώνων (Rac1/3dmut). Η μέτρηση έγινε σε σταθερά 

διαστήματα κατά μήκος του άξονα, με ομόκεντρους κύκλους σταθερής ακτίνας, ξεκινώντας από το 

κέντρο του πυρήνα. Συγκεκριμένα, ακτίνα 1
ου

 κύκλου: 1.20 μm , 2
oυ

 : 2.15, 3
ου

 : 3.10, 4
ου

 :4.05, 5
ου

: 

5.00, 6
ου

: 5.96, 7
ου

: 6.91, 8
ου

:7.86, 9
ου

:8.81, 10
ου

:9.77, 11
ου

:10.72, 12
ου

: 11.67, 13
ου

:12.62, 14
ου

:13.57, 

15
ου

: 14.53, 16
ου

: 15.48, 17
ου

: 16.43, 18
ου

: 17.38, 19
ου

: 18.34, 20
ου

: 19.29 and 21
ου

: 20.24 μm. n=40-45 

κύτταρα ανά γονότυπο, από 3 ανεξάρτητα πειράματα). Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test 

(C,D), **P<0.01, ****P < 0.0001 και two-way ANOVA(E,F) ****P < 0.0001, που ακολουθήθηκε από 

Sidak’s multiple comparison. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 5 μm.  

 

 

Τέλος εξετάστηκε η κατανομή του σήματος για το δίαυλο TPC2 στους 

ενδονευρώνες αυτούς. Για να επιτευχθεί αυτό μετρήθηκε η μέση ένταση του 

φθορισμού σε σταθερού εύρους διαστήματα κατά μήκος των αναπτυσσόμενων 
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αξόνων τους. Σχεδιάστηκαν και πάλι ομόκεντροι κύκλοι σταθερών ακτίνων με 

κέντρο το πυρήνα των ενδονευρώνων και η ένταση του φθορισμού μετρήθηκε 

ακριβώς στα σημεία τομής των κύκλων με τον άξονα. Διαπιστώθηκε ότι η 

ένταση του σήματος ήταν στατιστικά σημαντικά αυξημένη στα πρώτα 

διαστήματα που βρίσκονταν κοντά στον πυρήνα στους Rac1/Rac3 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες συγκριτικά με τους ενδονευρώνες της ομάδας 

ελέγχου (Eικ. 23E, σημεία 1,2,3), γεγονός που αντιστρέφεται στα διαστήματα 

που αφορούν πιο απομακρυσμένα από τον πυρήνα τμήματα του άξονα (Eικ. 

23E, σημεία 10-20). Η παραπάνω παρατήρηση υποδεικνύει ότι υπάρχει διαφορά 

στην κατανομή του TPC2 διαύλου στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες με αυξημένη συγκέντρωσή του να εντοπίζεται κοντά στον 

πυρήνα και την έκφρασή του να ελαττώνεται κατά μήκος του άξονα. Αντίστοιχη 

μελέτη έγινε και για την lamp-1 πρωτεΐνη, όπου διαπιστώθηκε ότι η κατανομή 

του διαύλου Τpcn2 ακολουθεί την κατανομή της lamp-1 πρωτεΐνης, 

επιβεβαιώνοντας δηλαδή, ότι παρά τη διαφορά στη κατανομή, ο δίαυλος 

εξακολουθεί να εντοπίζεται στα λυσοσώματα στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες (Eικ. 23F). 
 

 
 

Εικόνα 24  Στους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες όπου απουσιάζουν μόνο η Rac1 ή μόνο η 

Rac3 δεν επηρεάζεται η υποκυτταρική εντόπιση των λυσοσωμάτων.  

(A) Ανοσοϊστοχημεία για τα όψιμα λυσοσώματα (Lamp-1, κόκκινο) και την YFP (πράσινο) σε ΜGE-

προερχόμενους ενδονευρώνες, 3DIV εμβρύων εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 Rac3 ελλειμματικών 

εμβρύων (Rac3 mut) και Rac1 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1 mut). Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI 

(γαλάζιο). (B-C) Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα έντασης ενός Rac3 ελλειμματικού ενδονευρώνα (B) 

και ενός Rac1 ελλειμματικού ενδονευρώνα (C), (n=85-100 κυττάρων ανά γονότυπο, από 3 έμβρυα). 

Κλίμακα: 5 μm. 

 

Επιπλέον διερευνήθηκε η εντόπιση των λυσοσωμάτων κατά μήκος του 

άξονα σε ενδονευρώνες ελλειμματικούς μόνο για τη Rac1 ή μόνο για τη Rac3. 

Πραγματοποιήθηκε ανοσοϊστοχημεία με αντισώματα έναντι των πρωτεϊνών 

YFP και lamp-1, σε ενδονευρώνες ελλειμματικούς για μία Rac GTPάση, οι οποίοι 

βρίσκονταν σε καλλιέργεια τρεις ημέρες (Eικ. 24). Από την ανάλυση των 

διαγραμμάτων έντασης των δύο πρωτεϊνών κατά μήκος του άξονα προέκυψε 

ότι δεν υπήρχε κάποια διαφορά στην κατανομή της lamp-1, συνεπώς και των 

λυσοσωμάτων στους ενδονευρώνες αυτούς, σε αντίθεση με ό,τι παρατηρήθηκε 

στους διπλά ελλειμματικούς ενδονευρώνες (Eικ. 24B-C).   

Καθώς, όπως προαναφέρθηκε, απουσία μόνο της Rac1 ή της Rac3 από 

τους ενδονευρώνες και σε αντιπαραβολή με το φαινότυπο των Rac1/Rac3 
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ελλειμματικών ενδονευρώνων, δεν προκαλούνταν κάποιο αισθητό πρόβλημα 

στην οργάνωση του κυτταροσκελετού των μικροσωληνίσκων, υποδηλώνεται 

από τα παραπάνω στοιχεία η ύπαρξη συσχέτισης της τοποθέτησης και των 

λυσοσωμάτων με τον κυτταροσκελετό των μικροσωληνίσκων. 

Επιπλέον, η ταυτόχρονη απομάκρυνση των GTPασών Rac1 και Rac3 από 

τους ενδονευρώνες, σε πολύ πρώιμο στάδιο της ανάπτυξής τους, πριν ακόμη τα 

προγονικά τους κύτταρα να εξέλθουν από τον κυτταρικό τους κύκλο, έχει σαν 

αποτέλεσμα τη μείωση της έκφρασης του διαύλου TPC2, καθώς και την αλλαγή 

στην κατανομή του κατά μήκος του άξονα. 

Η φαρμακολογική αναστολή του TPC2 επηρεάζει αρνητικά την αύξηση 

του άξονα και τη μετανάστευση των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων. 

 

Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 από τα πρόδρομα κύτταρα των 

ενδονευρώνων, όπως παρουσιάστηκε, είχε μεγάλη επίπτωση στην ανάπτυξη του 

άξονα. Παράλληλα στους κινητικούς νευρώνες στο zebrafish βρέθηκε ο δίαυλος 

ΤPC2 να ρυθμίζει την επιμήκυνση του άξονα (Guo et al., 2020). Επιπλέον 

βιβλιογραφικά δεδομένα εμπλέκουν το TPC2 στην ενεργοποίηση της 

καλσινευρίνης, η οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί τις Rac GTPάσες (Davis et al., 

2020; Pandey et al., 2009). Συνεπώς, με τα παραπάνω στοιχεία, μία υπόθεση 

προς διερεύνηση ήταν, αν ο δίαυλος TPC2 έχει κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη του 

άξονα των ενδονευρώνων όμοιο με αυτό των Rac1/Rac3 GTPασών. Για να 

εξεταστεί η υπόθεση αυτή, μελετήθηκε η επίπτωση στους ενδονευρώνες από 

την απώλεια της λειτουργίας του ΤPC2. Xρησιμοποιήθηκε η χημική ουσία trans-

Ned 19 που αποτελεί ανταγωνιστή του NAADP και αναστέλλει την 

απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου διαμέσου του TPC2 διαύλου(Guo et al., 2020; 

Kelu et al., 2015; Nguyen et al., 2017).  

Ενδονευρώνες απομονωμένοι από MGE εμβρύων, εμβρυϊκής ηλικίας 

Ε14.5 μυών της ομάδας αναφοράς, που εξέφραζαν δηλαδή σε φυσιολογικά 

επίπεδα τις δύο Rac και παράλληλα σημαίνονταν με την πρωτεΐνη ΥFP, 

αναπτύχθηκαν in vitro και ακολούθως εξετάστηκε σε αυτούς η επιμήκυνση του 

άξονα παρουσία του trans Νed-19 που προκαλούσε αναστολή της δράσης του 

TPC2. Συγκεκριμένα μετά από μία ημέρα στην καλλιέργεια (1DIV) προστέθηκε 

στο καλλιεργητικό μέσο η χημική ουσία trans Νed-19 σε δύο συγκεντρώσεις, μία 

χαμηλή των 20μΜ και μία υψηλή των 100μΜ για 24 ώρες. Για ομάδα ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκαν νευρώνες στων οποίων την καλλιέργεια είχε προστεθεί 

DMSO. Μετά τη διέλευση του χρονικού αυτού διαστήματος ακολούθησε 

ανοσοϊστοχημεία για την YFP, ώστε να σημανθούν οι ενδονευρώνες με 

αντίσωμα που αναγνωρίζει τα λυσοσώματα και phalloidin για να σημανθεί η 

ακτίνη που εντοπίζεται στα νημάτια ακτίνης (Eικ. 25Α-Ε’) .  

Μετρήθηκε το μήκος του άξονα και βρέθηκε στατιστικά σημαντικά μικρότερο 

στους νευρώνες που αναπτύχθηκαν παρουσία trans Νed-19 συγκρινόμενοι με 

τους ενδονευρώνες αναφοράς, καθώς και με τους ενδονευρώνες που 
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αναπτύχθηκαν με DMSO (Εικ. 25F). Mάλιστα στη χαμηλή συγκέντρωση trans 

Νed-19 των 20μΜ η μείωση ήταν περίπου 31%, η μείωση στο μήκος του άξονα 

στη μεγάλη συγκέντρωση των 100μΜ ήταν μεγαλύτερη, περίπου 49%. 

Παρατηρήθηκε ότι οι ενδονευρώνες που αναπτύσσονταν στα 100μΜ trans Νed-

19  είχαν μικρότερου μήκους άξονες, οι οποίοι όμως φαίνονταν να έχουν 

μεγαλύτερο εύρος. 

 

 
 
Εικόνα 25  H φαρμακολογική αναστολή του TPC2 επηρεάζει αρνητικά την αύξηση του άξονα των 

αγρίου τύπου ενδονευρώνων.  

(A-E') Ανοσοϊστοχημεία για την ακτίνη των ινιδίων (phalloidin, κόκκινη), την YFP (πράσινο), τα όψιμα 

λυσοσώματα (Lamp-1, μπλε), σε 2DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων 

απομονωμένων από εγκεφάλους εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και 

Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut). Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). Οι 

ενδονευρώνες αναπτύσσονταν στο σύνηθες καλλιεργητικό μέσο (untreated), (A-A') παρουσία DMSO 

(B-B', D-D') ή παρουσία του trans-Ned 19 (C-C', E-E') σε συγκεντρώσεις 20μΜ (B-B', C-C') και 100μM 

(D-D', E-E'). Γραφήματα που απεικονίζουν το μήκος του άξονα (F), την επιφάνεια που καταλαμβάνει 

ο άξονας (G) και τη συνολική επιφάνεια που καταλαμβάνουν τα κύτταρα (H). (n=42-50 κύτταρα ανά 
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συνθήκη, από 3 ανεξάρτητα πειράματα). Η στατιστική ανάλυση έγινε με One-way ANOVA, Tukey’s 

multiple comparisons test, *P<0.05, ***P<0.001, ****P < 0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο 

SEM. Κλίμακα: 10 μm. 

 

Για να διερευνηθεί αν η αύξηση στο εύρος μπορούσε να αντισταθμίσει 

πιθανά την απώλεια στο μήκος, μετρήθηκε η επιφάνεια που καταλαμβάνουν οι 

αναπτυσσόμενοι άξονες σε όλες τις συνθήκες (Εικ. 25G). Βρέθηκε ότι η 

επιφάνεια του άξονα των ενδονευρώνων που αναπτύχθηκαν παρουσία trans 

Νed-19 συγκρινόμενοι με τους ενδονευρώνες αναφοράς, καθώς και με τους 

ενδονευρώνες που αναπτύχθηκαν με DMSO ήταν στατιστικά σημαντικά 

μικρότερη.  Στη συγκέντρωση των 20μΜ trans Νed-19 η μείωση στην επιφάνεια 

ήταν περίπου 20%, ενώ στη συγκέντρωση των 100μΜ ήταν μεγαλύτερη, 

περίπου 46%. 

Τέλος εξετάστηκε αν η επίπτωση που παρατηρήθηκε στον άξονα ήταν 

τόσο μεγάλη ώστε να επηρεάζει συνολικά το μέγεθος του κυττάρου. Για να 

δοθεί απάντηση στο παραπάνω ερώτημα μετρήθηκε συνολικά η επιφάνεια 

όλων των κυττάρων (Εικ. 25H). Στους ενδονευρώνες παρουσία 20μΜ trans Νed-

19 υπάρχει μία μείωση στην επιφάνεια των κυττάρων η οποία δεν είναι 

στατιστικά σημαντική. Στη μεγαλύτερη συγκέντρωση των 100μΜ trans Ned-19 

η επίπτωση στο μέγεθος του άξονα ήταν τόσο μεγάλη, ώστε να επηρεαστεί η 

συνολική επιφάνεια των νευρώνων, η οποία βρέθηκε να παρουσιάζει μείωση 

στατιστικά σημαντική, περίπου 18%.  

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι η αναστολή της λειτουργίας του 

διαύλου TPCN2 στους ενδονευρώνες επιδρά αρνητικά στην επιμήκυνση του 

άξονά τους. 

 Δείχθηκε πρωτύτερα ότι η απώλεια των Rac1 και Rac3 επηρεάζει εκτός 

από την επιμήκυνση του άξονα των ενδονευρώνων και τη έναρξη της αύξησής 

του. Οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί ενδονευρώνες παρατηρήθηκε να έχουν 

σημαντικά μειωμένο ρυθμό επιμήκυνσης ιδίως τις πρώτες 4 ώρες καλλιέργειας 

των κυττάρων (Εικ. 18Η). Με δεδομένη την παρατήρηση αυτή, διερευνήθηκε αν 

η φαρμακολογική αναστολή της λειτουργίας του ΤPC2 είναι δυνατό να 

επηρεάσει με αντίστοιχο τρόπο την έναρξη της επιμήκυνσης του άξονα των 

ενδονευρώνων. Για το σκοπό αυτό ενδονευρώνες απομονωμένοι από MGE 

εμβρύων, εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 μυών της ομάδας αναφοράς, που εξέφραζαν 

σε φυσιολογικά επίπεδα τις δύο Rac και παράλληλα σημαίνονταν με την 

πρωτεΐνη ΥFP, αναπτύχθηκαν σε καλλιέργεια σε τρεις διαφορετικές συνθήκες 

(Εικ. 26Α). Στην ομάδα αναφοράς αναπτύχθηκαν στο σύνηθες καλλιεργητικό 

μέσο, στη δεύτερη ομάδα μία ώρα μετά την καλλιέργεια προστέθηκε ο 

αναστολέας της λειτουργίας του TPC2, trans-Νed 19 σε συγκέντρωση 100μΜ 

και στη τρίτη αντίστοιχα DMSO, o διαλύτης του trans-Νed 19. Χρησιμοποιήθηκε 

για το πείραμα αυτό μόνο η μεγάλη συγκέντρωση trans-Νed 19, καθώς όπως 

δείχθηκε είχε μεγαλύτερη επίπτωση στην αύξηση του άξονα. 
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Εικόνα 27  H φαρμακολογική αναστολή του TPC2 επηρεάζει αρνητικά τη μετανάστευση των 

αγρίου τύπου ενδονευρώνων.  

(A) Σχηματική αναπαράσταση της πειραματικής διάταξης που ακολουθήθηκε. (B) Διαδοχικές 

μετωπιαίες τομές 200 μm από εγκέφαλο εμβρύου, εμβρυϊκής ηλικίας E14.5 καλλιεργήθηκαν 

παρουσία 200μΜ trans-Ned 19 και DMSO. Ακολούθησε ταυτόχρονη καταγραφή τους με time-lapse 

μικροσκοπία γιο 8 ώρες (οι εικόνες καταγράφονταν κάθε 6 λεπτά). Μετρήσεις (C) της ταχύτητας των 

ενδονευρώνων παρουσία DMSO ή trans-Ned 19 (αριθμός εμβρύων : 4, n=52-60 κύτταρα ανά 

συνθήκη), (mean±SEM 0.0108±0.00038 με DMSO, 0.0075±0.00035 με trans-Ned 19), (D) της 

συχνότητας μετατόπισης του πυρήνα των μεταναστευόντων ενδονευρώνων (αριθμός εμβρύων: 4, 

n=45-49 κύτταρα ανά συνθήκη),(mean±SEM: 1.787±0.1038 με DMSO, 1.062±0.0916 με trans-Ned 19). 

Η στατιστική ανάλυση έγινε με Student’s t test, ****P < 0.0001. Τα error bars αντιστοιχούν στο SEM. 

Κλίμακα: 10 μm. 

Τα κύτταρα μονιμοποιούνταν και ακολουθούσε ανοσοϊστοχημεία για την YFP, 

με αντίσωμα που αναγνωρίζει τα λυσοσώματα και phalloidin για να σημανθεί η 

ακτίνη που εντοπίζεται στα νημάτια ακτίνης, 2 ώρες, 4 ώρες και 12 ώρες μετά 
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την προσθήκη του trans Νed-19 (Εικ. 26Β-J’). Σε κάθε ομάδα νευρώνων 

μετρήθηκε το μήκος του αναπτυσσόμενου άξονα και η επιφάνεια που 

καταλαμβάνει (Eικ. 26Κ, 26L). 

Στις δύο ώρες βρέθηκε ότι παρουσία του αναστολέα της δράσης του TPC2 

υπήρχε μία τάση για μείωση στην ανάπτυξη του άξονα, όπως προέκυψε τόσο 

από τη μείωση στο μήκος του όσο και από τη μείωση στην επιφάνειά του. Στις 

τέσσερις ώρες η διαφορά στην ανάπτυξη ήταν μεγαλύτερη, στατιστικά 

σημαντική. Στατιστικά σημαντική ήταν και η διαφορά στην έκταση του άξονα 

και ως προς το μήκος και ως προς την επιφάνειά του. H διαφορά στη μείωση της 

ανάπτυξης του άξονα στις 4 ώρες ήταν περίπου 51%, ενώ στις 12 ώρες περίπου 

35%, υποδεικνύοντας ότι η αναστολή της λειτουργίας του ΤPC2 επιδρά 

αρνητικά και στην έναρξη της επιμήκυνσης του άξονα. 

 Συνοψίζοντας, από τα παραπάνω προκύπτει ότι η αναστολή της 

λειτουργίας του TPC2 επιδρά στην έναρξη της αύξησης του άξονα των 

ενδονευρώνων καθώς και στην επιμήκυνσή τους. Καθώς απουσία των 

Rac1/Rac3 η έκφραση του TPC2 μειώνεται, ο φαινότυπος των Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων ως προς αύξηση του άξονα, είναι πιθανό να 

οφείλεται μερικώς στο δίαυλο TPC2. 

 
 

Εικόνα 28  H φαρμακολογική αναστολή του TPC2 επιδρά αρνητικά έναρξη της αύξησης του άξονα 

των αγρίου τύπου ενδονευρώνων. 

 ((A) Σχηματική αναπαράσταση του πρωτοκόλλου που ακολουθήθηκε. (B-J') Ανοσοϊστοχημεία για την 

ακτίνη των ινιδίων (phalloidin, κόκκινη), την YFP (πράσινο), τα όψιμα λυσοσώματα (Lamp-1, μπλε), σε 

2DIV καλλιέργεια MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων απομονωμένων από εγκεφάλους εμβρυϊκής 

ηλικίας Ε14.5 της ομάδας ελέγχου (Rac1/3wt) και Rac1/Rac3 ελλειμματικών εμβρύων (Rac1/3dmut). 

Ο πυρήνας σημαίνεται DAPI (γαλάζιο). Οι ενδονευρώνες καλλιεργήθηκαν στο σύνηθες θρεπτικό 

υλικό (B-B',E-E',H-H') ή παρουσία DMSO (C-C',F-F',I-I') και trans-Ned 19 (D-D',G-G',J-J') σε 

συγκέντρωση 100μM για 2hrs (B-D'), 4hrs (E-G') και 12hrs (H-J'). Γράφημα όπου παρουσιάζεται το 

μήκος του αναπτυσσόμενου άξονα (K) και η επιφάνεια του αναπτυσσόμενου άξονα (L). (n=35-45 

κύτταρα ανά συνθήκη, από 3 ανεξάρτητα πειράματα) Η στατιστική ανάλυση έγινε με One-way 

ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test, *P<0.05, **P<0.01, ****P < 0.0001. Τα error bars 

αντιστοιχούν στο SEM. Κλίμακα: 4 μm. 

 Βασική επίπτωση της απουσίας των Rac1/Rac3 είναι στη μετανάστευση 

των ενδονευρώνων. Συνεπώς ένα ερώτημα που τέθηκε ήταν αν η μειωμένη 
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έκφραση του διαύλου TPC2 θα μπορούσε επιπρόσθετα να επηρεάζει τη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων.  

Για να διερευνηθεί το παραπάνω ερώτημα εξετάστηκε η ταχύτητα 

μετανάστευσης των ενδονευρώνων in vitro παρουσία του trans Νed-19. 

Χρησιμοποιήθηκαν οργανοτυπικές καλλιέργειες από εγκεφάλους εμβρύων, 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε14.5 μυών της ομάδας αναφοράς, που εξέφραζαν δηλαδή σε 

φυσιολογικά επίπεδα τις δύο Rac και παράλληλα σημαίνονταν με την πρωτεΐνη 

ΥFP. Σε διαδοχικές τομές προστέθηκε στη καλλιέργεια trans Νed-19 

συγκέντρωσης 250μΜ και DMSO αντίστοιχα στην ομάδα ελέγχου για 4ώρες 

(Εικ.28Α, 28Β). Στη συνέχεια, παρουσία των χημικών αυτών ουσιών 

ακολούθησε καταγραφή της κίνησης των ενδονευρώνων για 8 ακόμη ώρες με 

time-lapse μικροσκοπία. Οι εικόνες καταγράφονταν κάθε έξι λεπτά (Εικ. 28Β). 

Μετρήθηκε η ταχύτητα των μεταναστευόντων ενδονευρώνων (Εικ. 28C) καθώς 

και η συχνότητα μετατόπισης του πυρήνα (Εικ. 28D). Η φαρμακολογική 

αναστολή του TPC2 είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση της ταχύτητας 

μετανάστευσης των ενδονευρώνων κατά 30%. Επιπλέον παρατηρήθηκε μείωση 

κατά 40% στη συχνότητα της μετατόπισης του πυρήνα. 

Συνεπώς η αναστολή της λειτουργίας του διαύλου TPC2 επηρέασε σε μεγάλο 

βαθμό τη μεταναστευτική συμπεριφορά των MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων. 

 Συμπερασματικά τα παραπάνω δεδομένα από τις επιπτώσεις της 

φαρμακολογικής αναστολής του TPC2 υποδεικνύουν ότι η μείωση της έκφρασης 

του διαύλου που προκαλείται από την απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών 

μπορεί πιθανά να επιδρά επιπρόσθετα αρνητικά στην απώλεια των Rac, τόσο 

στην αύξηση του άξονα των ενδονευρώνων, όσο και στη μετανάστευσή τους. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

 Ο φλοιός των εγκεφαλικών ημισφαιρίων, αποτελεί την έδρα όλων των 

ανώτερων λειτουργιών του εγκεφάλου των θηλαστικών. Η οργάνωση και η 

ποικιλομορφία των κυττάρων του φλοιού, ευθύνονται για τα μοναδικά λειτουργικά 

χαρακτηριστικά της δομής αυτής. Αποτελείται από δύο βασικούς πληθυσμούς νευρικών 

κυττάρων: τους πυραμιδικούς, διεγερτικούς νευρώνες και τους μη-πυραμιδικούς, 

ανασταλτικούς ενδονευρώνες. Οι πυραμιδικοί νευρώνες αποτελούν το 80% του 

συνολικού πληθυσμού νευρώνων, ενώ οι ενδονευρώνες αποτελούν μόλις το 20% του 

συνόλου των νευρικών κυττάρων. Οι ενδονευρώνες του φλοιού δημιουργούνται στο 

βασικό τελεγκέφαλο και κατά την εμβρυογένεση μεταναστεύουν οριζόντια προς τον 

αναπτυσσόμενο φλοιού. Χαρακτηρίζονται από μεγάλη ετερογένεια και 

κατηγοριοποιούνται σε πολλούς υποπληθυσμούς, οι οποίοι σχηματίζουν τοπικές 

ανασταλτικές συνάψεις, σημαντικές για τη σωστή λειτουργία των νευρικών δικτύων, 

καθότι ρυθμίζουν την ισορροπία διέγερσης-αναστολής.  

  Η σημασία της ομαλής ανάπτυξης και διαφοροποίησης των ενδονευρώνων 

αντικατοπτρίζεται σε παθολογικές καταστάσεις που προκαλούνται από την απουσία ή 

τη δυσλειτουργία των κυττάρων αυτών, όπως η επιληψία, ο αυτισμός, η σχιζοφρένεια 

και η διανοητική καθυστέρηση (Marín, 2012). Η κατανόηση των μηχανισμών που 

ρυθμίζουν συνεπώς τις διαδικασίες αυτές στους ενδονευρώνες, είναι ιδιαίτερα 

σημαντική. Οι πρωτεΐνες    1 και    3 ανήκουν στην οικογένεια των     

   ασών. Αν και οι αλληλουχίες τους είναι σε μεγάλο βαθμό ταυτόσημες, έχουν 

διαφορετικό πρότυπο έκφρασης, με τη    1 να εκφράζεται σε όλους τους ιστούς και τη 

   3 να εκφράζεται μόνο στο νευρικό σύστημα (Govek et al., 2005; Hall and Lalli, 2010). 

Οι        άσες ρυθμίζουν πλήθος κυτταρικών διεργασιών, όπως τη μορφογένεση, τη 

μετανάστευση, τη νευρωνική ανάπτυξη, τη κυτταρική διαίρεση και την εξέλιξη του 

κυτταρικού κύκλου, την οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των 

μικροσωληνίσκων (Gonzalez-Billault et al., 2012; Hakeda-Suzuki et al., 2002; Jaffe and 

Hall, 2005; Lundquist, 2003; Lundquist et al., 2001; Otasek et al., 2019). Η λειτουργία 

τους ρυθμίζεται από μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών και μπορούν με τη σειρά τους να 

επηρεάζουν την ενεργότητα διαφόρων πρωτεϊνών-τελεστών. Κάποιες από αυτές τα 

τελευταία χρόνια έχουν συσχετιστεί με την ανάπτυξη και την ωρίμανση των 

ενδονευρώνων καθώς και τις παραπάνω διαταραχές (de Curtis, 2014; Kounoupa and 

Karagogeos, 2022). Συνεπώς η περιγραφή των κυτταρικών διαδικασιών που 

ρυθμίζονται από τις Rac και η αναγνώριση των μοριακών μηχανισμών τους  κατά την 

ανάπτυξη των ενδονευρώνων, είναι άμεσα συνδεδεμένη με την πιο βαθιά κατανόηση 

του ρόλου των GABAεργικών ενδονευρώνων στις γνωστικές λειτουργίες, τόσο στη 

φυσιολογική κατάσταση όσο και στις νευροαναπτυξιακές διαταραχές που 

αναφέρθηκαν 

 Στην παρούσα ερευνητική εργασία μελετήθηκε ο ρόλος των Rac1 και Rac3 

GTPασών στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων του φλοιού που προέρχονται από την 

περιοχή της έσω γαγγλιονικής προεξοχής (MGE), μέσω απενεργοποίησής της από τα 

κύτταρα αυτά. Από τη μελέτη προκύπτει ότι απουσία των δύο GTPασών η 

μετανάστευση των ενδονευρώνων, από τη περιοχή όπου γεννιούνται προς τον 

αναπτυσσόμενο φλοιό είναι σημαντικά μειωμένη, σε βαθμό που μεταγγεννητικά στο 

φλοιό εντοπίζεται μόνο το 20% των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων. Η επίπτωση 
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αυτή στη μετανάστευση βρέθηκε να οφείλεται στην καθυστερημένη έξοδο των 

προγονικών κυττάρων των ενδονευρώνων από τον κυτταρικό κύκλο, καθώς και σε 

ελλείμματα στην οργάνωση του κυτταροσκελετού των ενδονευρώνων. Συγκεκριμένα 

παρατηρήθηκε μία πιο εκτεταμένη G1 φάση, αντίστοιχη με αυτήν που είχε περιγραφεί 

σε ενδονευρώνες όπου απουσίαζε μόνο η Rac1 GTPάση (Vidaki et al., 2012). Παράλληλα 

η μορφολογία των κυττάρων διαφοροποιήθηκε σοβαρά απουσία των δύο    ασών 

λόγω ελλειμμάτων στην οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των 

μικροσωληνίσκων. Οι ενδονευρώνες ανέπτυσσαν διακλαδιζόμενους αυξητικούς κώνους, 

χωρίς το σχηματισμό των λαμελλιποδίων, μικρότερου μήκους άξονες και αυξημένο 

αριθμό νευριτών. Εκτός από την επίπτωση της απώλειας των Rac στον πολυμερισμό 

της ακτίνης, επηρεάζονταν επιπλέον η σταθερότητα των μικροσωληνίσκων. 

  Τα ελλείμματα στην οργάνωση του κυτταροσκελετού, απουσία των Rac1 και 

Rac3, δείχθηκε να επηρεάζουν τον εξειδικευμένο κυτταρικό μηχανισμό που διαθέτουν 

οι ενδονευρώνες για να καταφέρνουν να μεταναστεύουν διανύοντας μεγάλες 

αποστάσεις (Valiente et al., 2010). Σαν αποτέλεσμα η μεταναστευτική συμπεριφορά 

των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων τροποποιείται. Η θέση του κεντροσωμάτιου, 

του συμπλέγματος Golgi και των λυσοσώματων διαφοροποιείται κατά την εξέλιξη του 

μεταναστευτικού κύκλου. Επιπλέον η επιμήκυνση του άξονα και η έναρξή της, βασική 

διαδικασία που προϋπάρχει της μετανάστευσης, καθυστερεί σημαντικά στους 

Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες.  

 Με τη διαδικασία της RNA-αλληλούχησης δείχθηκε ότι στους συγκεκριμένους 

νευρώνες η έκφραση ομάδας γονιδίων αλλάζει. Μεταξύ αυτών και ο δίαυλος, two-pore 

channel 2 (TPCN2, κωδικοποιεί τη πρωτεΐνη TPC2), ένας τασσοελεγχόμενος δίαυλος 

που απελευθερώνει Ca2+ από τα λυσοσώματα. Σε επίπεδο πρωτεΐνης παρατηρήθηκε 

μείωσή του, ενώ βρέθηκε να μεταβάλλεται και ο υποκυτταρικός του εντοπισμός. 

Φαρμακολογική αναστολή του TPC2 παρουσιάστηκε να επιδρά αρνητικά στην αύξηση 

του άξονα και στη μετανάστευση των ενδονευρώνων. Τα τελευταία αυτά 

αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η διαφοροποίηση στην έκφραση του TPC2 συμβάλλει 

στον φαινότυπο των ελλειμματικών ενδονευρώνων που προκύπτει λόγω της απουσίας 

των Rac1/Rac3.  

Oι Rac1 και Rac3 GTPάσες δρουν συνεργατικά κατά την ανάπτυξη των 

ενδονευρώνων και ταυτόχρονα εμφανίζουν και διακριτές δράσεις. 

  

 Σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου μας είχε δειχθεί, ότι η απενεργοποίηση 

της Rac1 από τα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων του MGE, είχε σαν αποτέλεσμα 

μεταγεννητικά, να εντοπίζεται στο φλοιό μόνο το 50% των GABAεργικών 

ενδονευρώνων που προέρχονται από τη συγκεκριμένη περιοχή (Vidaki et al., 2012). 

Επιπρόσθετα, δεδομένα από την ομάδα του de Curtis (Corbetta et al., 2005; Corbetta et 

al., 2008), όπου παράχθηκαν και μελετήθηκαν μύες γενετικά τροποποιημένοι, με ολική 

έλλειψη της Rac3, υποστήριζαν ότι απουσία της Rac3 η ανάπτυξη του φλοιού, 

τουλάχιστον κατά το διάστημα της εμβρυογένεσης, δεν επηρεάζονταν ιδιαίτερα. Τα 

στοιχεία αυτά συνδυαστικά συνηγορούσαν στο ότι οι δύο GTPάσες θα μπορούσαν να 

υποκαθιστούν η μία τη δράση της άλλης. 

 Η ταυτόχρονη έλλειψη και των δύο GTPασών από τους ενδονευρώνες είχε 

μεγαλύτερη επίπτωση στο φαινότυπο. Στους μύες αυτούς, το 80% των MGE 

προερχόμενων δεν κατάφερναν να μεταναστεύσουν προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό. Ο 
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πιο επιβαρυμένος αυτός φαινότυπος υποδεικνύει τη συνεργατική δράση των δύο 

GTPασών. Το συμπέρασμα αυτό βρίσκεται σε αντιστοιχία με δεδομένα που προέκυψαν 

από την ανάλυση Rac1/Rac3 ελλειμματικών ενδονευρώνων στον ιππόκαμπο και στο 

φλοιό (Vaghi et al., 2014). Σε αυτή τη μελέτη χρησιμοποιήθηκε για την απομάκρυνση 

της Rac1 η         -    σειρά, όπου η cre ρεκομπινάση εκφράζονταν από την εμβρυϊκή 

μέρα E14.5, αργότερα δηλαδή κατά την ανάπτυξη των ενδονευρώνων σε σχέση με τη 

Nkx2.1 cre σειρά που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία και το οποίο εκφράζεται 

από την Ε10.5. 

 Στα    1/   3 ελλειμματικά ζώα, όπου η Rac1 απαλείφονταν από τα πρόδρομα 

κύτταρα των ενδονευρώνων που εξέφραζαν τον μεταγραφικό παράγοντα Nkx2.1, 

βρέθηκε να επηρεάζεται η εξέλιξη του  κυτταρικού κύκλου στην περιοχή του MGE. 

Παρατηρήθηκε ότι τα πρόδρομα μιτωτικά κύτταρα των ενδονευρώνων καθυστερούσαν 

να εξέλθουν από τον κυτταρικό κύκλο. Περισσότερα κύτταρα βρίσκονταν στη  1 φάση, 

γεγονός που υποδήλωνε ότι η  φάση αυτή ήταν μεγαλύτερη χρονικά απουσία των 

   1/   3    ασών. Ωστόσο, η αλλαγή αυτή που παρατηρήθηκε στην εξέλιξη του 

κυτταρικού κύκλου, ήταν αντίστοιχη με την επίπτωση που  είχε προηγουμένως 

περιγραφεί απουσία μόνο της  Rac1 GTPάσης (Vidaki et al., 2012). Συνεπώς, παρότι 

στην παρούσα μελέτη δείχθηκε πως η Rac3 εκφράζεται στην περιοχή του MGE κατά την 

εμβρυϊκή ηλικία Ε13.5, στάδιο όπου υπάρχουν ακόμη αρκετά προγονικά κύτταρα των 

ενδονευρώνων, ο φαινότυπος που αφορά στον κυτταρικό κύκλο αποδίδεται το πιο 

πιθανό μόνο στη Rac1 GTPάση. 

 Επιπρόσθετα, στους ΜGE προερχόμενους ενδονευρώνες απουσία των Rac1 και 

Rac3 GTPασών επηρεάζονταν σε μεγάλο βαθμό η μορφολογία τους. Απουσία μόνο της 

Rac1 οι ενδονευρώνες ανέπτυσσαν μικρότερου μήκους άξονες και μη φυσιολογικούς 

αυξητικούς κώνους (Vidaki et al., 2012). Το πρόβλημα εντοπίζονταν κυρίως στην 

οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης, στον πολυμερισμό της, με αποτέλεσμα  

να μην σχηματίζονται φυσιολογικά τα λαμελλιπόδια, στον αυξητικό κώνο. Σε μετέπειτα 

στάδια της ανάπτυξης των ενδονευρώνων, κατά την ωρίμανσή τους, είχε δειχθεί ότι η 

Rac3 εμπλέκεται στη νευριτογένεση, με την επίπτωση να είναι ακόμη μεγαλύτερη 

απουσία και της Rac1 (Franchi et al., 2016). Στο μοντέλο που παρουσιάστηκε στην 

παρούσα μελέτη, εξετάστηκε ο ρόλος των Rac GTPασών εστιάζοντας στα πρώιμα 

στάδια της ανάπτυξής τους. Σε αυτό το επίπεδο, απουσία της Rac3 δεν παρατηρήθηκαν 

μορφολογικές διαφορές στους ενδονευρώνες. Απουσία και των δύο GTPασών 

παρατηρήθηκαν τόσο αντίστοιχες μορφολογικές ανωμαλίες με αυτές που 

παρουσιάζονται ελλείψει μόνο της Rac1 GTPάσης από τα προγονικά κύτταρα των 

ενδονευρώνων, όσο και επιπρόσθετες. Ο κυτταροσκελετός της ακτίνης στον αυξητικό 

κώνο επηρεάζονταν ακόμη περισσότερο, με αποτέλεσμα στην πλειοψηφία των 

ενδονευρώνων in vitro να μην σχηματίζεται ο αυξητικός κώνος∙ εμφανίζονταν 

διακλαδιζόμενος με παντελή έλλειψη των λαμελλιποδίων. Επιπλέον, βρέθηκαν να 

επηρεάζονται ιδιαίτερα οι μικροσωληνίσκοι. Οι άξονες των κυττάρων ήταν ακόμη 

μικρότεροι σε σχέση με τους Rac1 ελλειμματικούς ενδονευρώνες και εμφάνιζαν και ένα 

νέο στοιχείο, αναπτύσσονταν σε αυτούς, επιπρόσθετοι νευρίτες. Η σταθερότητα των 

μικροσωληνίσκων βρέθηκε μειωμένη, όπως επίσης βρέθηκε να διαφέρει και η κατανομή 

της ακετυλιωμένης τουμπουλίνης, των σταθερών μικροσωληνίσκων δηλαδή. Παρουσία 

της φαρμακολογικής ουσίας Taxol, η οποία σταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους 

(Janke and Kneussel, 2010) βελτιώνονταν το μήκος του άξονα των Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων. Η παρατήρηση αυτή βρίσκεται σε αντιστοιχία με μελέτη 
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σε νευρώνες του ιππόκαμπου, όπου διαπιστώθηκε ότι η σταθερότητα των 

μικροσωληνίσκων διαφέρει μεταξύ αξόνων και νευριτών και ότι η σταθεροποίηση των 

μικροσωληνίσκων με Taxol ήταν αρκετή για να αναπτυχθούν πολλαπλοί άξονες στους 

νευρώνες (Witte and Bradke, 2008).  

 Τα δεδομένα αυτά συνολικά, υποδηλώνουν ότι οι Rac1 και Rac3 GTPάσες στα 

πρώιμα στάδια της ανάπτυξης των ενδονευρώνων που προέρχονται από το MGE, δρουν 

συνεργατικά αλλά ταυτόχρονα εμφανίζουν και διακριτές δράσεις. Σε αντίστοιχο 

συμπέρασμα κατέληξαν και ερευνητές μελετώντας μετέπειτα στάδια της ανάπτυξης 

των ενδονευρώνων, όπου βρέθηκε ότι οι Rac1 και Rac3 συνεισφέρουν διαφορετικά 

στην ανάπτυξη των GABAεργικών ενδονευρώνων του ιππόκαμπου που εκφράζουν PV 

(Pennucci et al., 2016). 

 Τέλος, στην έρευνα αυτή παρουσιάστηκε ότι τα παραπάνω αποτελέσματα, όχι 

μόνο προκύπτουν από ενδογενή δράση των Rac GTPασών στους ενδονευρώνες, αλλά 

επιπλέον ότι αυτή η δράση σχετίζεται με συγκεκριμένο αναπτυξιακό στάδιο των 

ενδονευρώνων. Για να παρατηρηθούν οι επιπτώσεις στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού που περιγράφηκαν, χρειάζεται οι δυο Rac να απομακρυνθούν από 

τους πρόδρομους ενδονευρώνες του MGΕ οι οποίοι χαρακτηρίζονται από την έκφραση 

του μεταγραφικού παράγοντα Nkx2.1. Απομάκρυνση των Rac GTPασών από τους 

μεταμιτωτικούς ενδονευρώνες, χρησιμοποιώντας τη σειρά Lhx6-cre, δεν είχε επίπτωση 

στην οργάνωση του κυτταροσκελετού. Σε αντίστοιχο συμπέρασμα είχε οδηγηθεί ομάδα 

του εργαστηρίου σε προηγούμενη μελέτη ελλειμματικών μυών μόνο για τη Rac1 (Vidaki 

et al., 2012). Υπογραμμίζεται έτσι η σημαίνουσα δράση της Rac1 σε αυτά τα πρώιμα 

αναπτυξιακά στάδια. 

 Ενδιαφέρον έχει ωστόσο το πρότυπο έκφρασης της Rac3 στον αναπτυσσόμενο 

φλοιό και μεταγεννητικά, όπου η έκφρασή της είναι αυξημένη στη φλοιϊκή πλάκα και 

μετέπειτα στη στιβάδα V του φλοιού. Φαίνεται η Rac3 να εντοπίζεται στην περιοχή του 

φλοιού, όπου οι πυραμιδικοί νευρώνες αναπτύσσουν την πολικότητά τους και 

μεταπίπτουν από ανώριμη, πολυ-πολική μορφολογία, στη διπολική. Ήδη έχει δειχθεί ότι 

η Rac1 εμπλέκεται σε αυτή τη διαδικασία. Πιο συγκεκριμένα η TAG-1, γλυκοπρωτείνη 

κυτταρικής συνάφειας,  των απαγωγών αξόνων του φλοιού, έρχεται σε επαφή με τους 

πολύ-πολικούς νευρώνες και ρυθμίζει της πολικότητά τους τουλάχιστον εν μέρει μέσω 

της κινάσης Lyn και της Rac1 (Namba et al., 2014). Επιπλέον, στη στιβάδα V όπου η 

Rac3 εμφανίζει μεταγεννητικά το μεγαλύτερο επίπεδο έκφρασής της, τα ανασταλτικά 

μικροδίκτυα παίζουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο στο cortical output (Naka and 

Adesnik, 2016). Θα είχε ενδιαφέρον να μελετηθεί ο ρόλος της Rac3 στους νευρώνες, 

διεγερτικούς και ανασταλτικούς της συγκεκριμένης στιβάδας, πιθανά καθώς όπως 

αναφέρθηκε η μία Rac GTPάση υποκαθιστά τη δράση της άλλης, απαλείφοντας και τις 

δύο από τους υπό μελέτη πληθυσμούς των νευρώνων. 

 

Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 GTPασών  

οδηγεί σε  ελλείμματα στη μετανάστευση των ενδονευρώνων του φλοιού,  

επηρεάζοντας των εξειδικευμένο κυτταρικό μηχανισμό που  

διαθέτουν για τη μετανάστευσή τους. 

 

 Η μετανάστευση των ενδονευρώνων από την περιοχή του τελεγκεφάλου όπου 

γεννιούνται, προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό είναι εξέχουσας σημασίας για τη 
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φυσιολογική ανάπτυξη του νευρικού συστήματος. Για τη μετανάστευση σε μεγάλες 

αποστάσεις, οι ενδονευρώνες διαθέτουν έναν εξειδικευμένο κυτταρικό μηχανισμό 

(Valiente a      í , 2010). Ακολουθούν έναν κύκλο τριών επαναλαμβανόμενων 

βημάτων. Αρχικά η διακλαδιζόμενη καθοδηγητική απόφυση εκτείνεται εμπρόσθια, 

ακολουθεί ο σχηματισμός του χαρακτηριστικού διογκώματος όπου μετατοπίζονται το 

κεντροσωμάτιο και το σύμπλεγμα Golgi. Στη συνέχεια ο πυρήνας μετακινείται στο 

διόγκωμα με αλματώδη τρόπο. Tέλος, η ακολουθητική απόφυση που αναπτύσσεται 

οπίσθια της κατεύθυνσης της κίνησης, αποσύρεται (Bellion, 2005).  

 Καθώς όπως προαναφέρθηκε, το έλλειμμα στη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων είναι απόρροια της ενδογενούς δράσης των Rac1 και Rac3 στα ίδια τα 

κύτταρα και όχι του περιβάλλοντος στο οποίο μεταναστεύουν, εξετάστηκε η επίδραση 

της απουσίας των δύο GTPασών, στα τρία βήματα της χαρακτηριστικής κίνησης των 

ενδονευρώνων. Βρέθηκε ότι η μέση ταχύτητα των Rac1/Rac3 ελλειμματικών 

ενδονευρώνων ήταν στατιστικά σημαντικά μειωμένη, η χρονική διάρκεια ενός 

χαρακτηριστικού κύκλου κινήσεων ήταν αυξημένη, ενώ η συχνότητα μετατόπισης του 

κυττάρου μειωμένη. 

 Στους ενδονευρώνες που μεταναστεύουν, η κύρια δύναμη που ωθεί τον πυρήνα 

εμπρόσθια, είναι αποτέλεσμα της συσταλτικότητας που προκαλείται από την 

ακτομυοσίνη (Baudoin et al., 2007; Bellion, 2005; Martini and Valdeolmillos, 2010; 

Schaar and McConnell, 2005b). Η μυοσίνη ΙΙ η οποία συγκεντρώνεται στο πίσω μέρος 

των ενδονευρώνων που προέρχονται από το MGE, προωθεί την εμπρόσθια μετατόπιση 

του πυρήνα. Προϋποτίθεται η ενεργοποίηση της, μετά από φωσφορυλίωση της 

ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης ΙΙ (PMLC), μέσω σηματοδότης της RhoA και της Rho-

κινάσης (Bellion, 2005; Laguesse et al., 2012). Στους ενδονευρώνες απουσία των 

Rac1/Rac3 τα επίπεδα της RhoA, της φωσφορυλιωμένης μορφής της καθώς και της 

φωσφορυλιωμένης μυοσίνης ΙΙ ήταν μειωμένα, γεγονός που υποδεικνύει ότι οι 

συσταλτικές δυνάμεις της ακτομυοσίνης εμφανίζονται ελαττωμένες, οδηγώντας στη μη 

φυσιολογική κίνηση του πυρήνα και στη μείωση της ταχύτητας μετανάστευσης.  

 Καθώς το εύρος της μετατόπισης του πυρήνα σχετίζεται άμεσα με τη θέση όπου 

σχηματίζεται το χαρακτηριστικό διόγκωμα, η μείωση στο εύρος μετατόπισης που 

παρατηρείται στους Rac1/3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, υποδεικνύει ότι και το 

διόγκωμα σχηματίζεται πιο κοντά προς τον πυρήνα. Αντίστοιχα και το κεντροσωμάτιο 

βρέθηκε σε απόσταση στατιστικά σημαντικά μικρότερη στους ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες. 

 Εκτός από τη συσταλτικότητα που προκαλείται από την ακτομυοσίνη, μία 

δύναμη που συμβάλλει επιπρόσθετα στην μετατόπιση του πυρήνα, προέρχεται από 

τους μικροσωληνίσκους που σχηματίζουν ένα “κελί” γύρω από τον πυρήνα και 

συνδέονται με το κεντροσωμάτιο (Valiente and Marín, 2010). To έλλειμμα που 

παρατηρήθηκε στην μετατόπιση του πυρήνα λόγω απουσίας των Rac1 και Rac3, μπορεί 

επιπρόσθετα να εξηγηθεί, από αλλαγές στη σταθερότητα των μικροσωληνίσκων. Όπως 

αναφέρθηκε πρωτύτερα, η ακετυλιωμένη τουμπουλίνη που συνδέεται με τους 

σταθερούς μικροσωληνίσκους, είναι μειωμένη στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς 

ενδονευρώνες (Tivodar et al., 2015). Ενώ και η ποσοτικοποίηση των επιπέδων των 

δυναμικών και των σταθερών μικροσωληνίσκων στην περιοχή γύρω από τον πυρήνα, 

σε ενδονευρώνες που μεταναστεύουν υποδεικνύει ότι υπάρχει διαφορά στη δυναμική 

των μικροσωληνίσκων απουσία των Rac1 και Rac3.  
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 Η παραπάνω υπόθεση βρίσκεται σε αντιστοιχία με προηγούμενες μελέτες όπoυ 

παρατηρήθηκε πως για την μετανάστευση, είναι απαραίτητο ένα ιδανικό επίπεδο 

δυναμικών και σταθερών μικροσωληνίσκων. Τόσο η πλεονάζουσα σταθερότητα όσο 

και η αστάθεια που μπορεί να προκαλείται από μειωμένα επίπεδα (Garcez et al., 2015; 

Tanaka et al., 2004; Umeshima et   ., 2007;                 í , 2010) επιδρούν 

αρνητικά στη μετανάστευση. Οι MGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες καλλιεργούμενοι με 

nocodazole, ένα αντιδραστήριο που σταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους, ανέπτυσσαν 

μικρότερου μήκους κατευθυντήριους άξονες και μειωμένης ταχύτητας μετανάστευση 

(Baudoin et al., 2007). Ένας φαινότυπος δηλαδή, αντίστοιχος με αυτόν που 

παρατηρείται στους διπλά ελλειμματικούς για τις Rac ενδονευρώνες. Απαλοιφή της 

doublecortin, μίας πρωτεΐνης που σταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους, είχε σαν 

αποτέλεσμα οι ενδονευρώνες να παρουσιάζουν αυξημένο αριθμό νευριτών καθώς και 

ανωμαλίες κατά τη μετατόπιση του πυρήνα και το σχηματισμό του διογκώματος στη 

φάση της μετανάστευσης (Kappeler et al., 2006b). Αντίστοιχα νευρώνες που 

μεταναστεύουν στο εμπρόσθιο μεταναστευτικό μονοπάτι στον ενήλικο εγκέφαλο, 

επίσης εμφανίζουν ανωμαλίες στη μετατόπιση του πυρήνα, παρότι σε αυτή την 

περίπτωση αντίθετα με τους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, δεν 

παρατηρούνταν πρόβλημα στη θέση του κεντροσωμάτιου (Koizumi et al., 2006). 

Επιπρόσθετα σε νευρώνες που μετακινούνται με έναν διαφορετικό τύπο 

μετανάστευσης που διαμεσολαβείται από τα γλοιακά κύτταρα, όπως οι κοκκιώδεις 

νευρώνες της παρεγκεφαλίδας, έχει δειχθεί ότι η μυοσίνη ΙΙ και η ακτίνη παίζουν ρόλο 

στην αρμονική μετατόπιση του κεντροσώματος και του κυτταρικού σώματος (Solecki 

et al., 2009b). Καθώς οι Racs εμπλέκονται στη ρύθμιση του κυτταροσκελετού, η μη 

φυσιολογική δυναμική της ακτίνης που προκαλείται από την απουσία των Rac1 και 

Rac3, θα μπορούσε να είναι μία επιπρόσθετη εξήγηση για τα ελλείμματα στη 

τοποθέτηση του κεντροσώματος και τη κίνηση του πυρήνα. 

 Στα Rac1/Rac3 ελλειμματικά κύτταρα, το διόγκωμα παραμένει μεγαλύτερο 

χρονικό διάστημα, πιθανά αντικατοπτρίζοντας τις ανωμαλίες που εμφανίζονται στη 

μετατόπιση και του πυρήνα. Ωστόσο και ο ίδιος ο σχηματισμός του διογκώματος 

φαίνεται να διαρκεί περισσότερο, υποδεικνύοντας ένα πιθανό ρόλο της ενεργότητας 

των Rac στη ρύθμιση του διογκώματος. Στους διεγερτικούς φλοιϊκούς νευρώνες έχει 

δειχθεί, ότι για το σχηματισμό του αντίστοιχου κυτταροπλασματικού διογκώματος που 

αυτοί εμφανίζουν, απαιτείται η πρωτεΐνη POSH να τοποθετήσει στη σωστή θέση την 

ενεργοποιημένη πρωτεΐνη Rac1 (Yang et al., 2012).  

 Τέλος, στους ενδονευρώνες του φλοιού,  η μετατόπιση του συμπλέγματος Golgi 

στο διόγκωμα προηγείται της μετατόπισης του πυρήνα (Baudoin et al., 2007; Yanagida 

et al., 2012). Mε την απαλοιφή των Rac1 και Rac3, oι ΜGE-προερχόμενοι ενδονευρώνες 

εμφανίζουν μη φυσιολογική τοποθέτηση της συσκευής Golgi, που εντοπίζεται τώρα πιο 

κοντά στον πυρήνα. Τo γεγονός αυτό θα μπορούσε να εξηγηθεί από τα ελλείμματα στη 

δυναμική της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων που προκύπτουν από την απουσία 

των Rac, όπως περιεγράφηκε πρωτύτερα (Tivodar et al., 2015). Στους κοκκιώδεις 

νευρώνες της παρεγκεφαλίδας έχει δειχθεί ότι για την τοποθέτηση της συσκευής Golgi, 

όμοια, όπως και για το κεντροσωμάτιο, είναι απαραίτητα τα νημάτια ακτίνης και η 

μυοσίνη ΙΙ (Trivedi et al., 2014). Επιπρόσθετα στους νευρώνες του ιππόκαμπου, η θέση 

του συμπλέγματος Golgi επηρεάζεται από την οργάνωση των μικροσωληνίσκων 

(Meseke et al., 2013a). Τα δεδομένα μας βρίσκονται επίσης σε αντιστοιχία με το 

φαινότυπο που εμφανίζουν οι νευρώνες αυτοί στην περίπτωση που εκφράζουν μη 



111 
 

λειτουργική (dominant negative (DN)) Rac1 ή Cdc42, όπου η τοποθέτηση του Golgi 

επηρεάζεται (Meseke et al., 2013b). 

 Κατά τη μετανάστευση των ενδονευρώνων του φλοιού και άλλα οργανίδια είναι 

απαραίτητο να μετακινούνται ενδοκυτταρικά, όπως για παράδειγμα τα μιτοχόνδρια 

(Lin-Hendel et al., 2016). Στη μελέτη αυτή παρουσιάζονται στοιχεία που υποδεικνύουν 

ότι και τα λυσοσώματα αλλάζουν τοποθέτηση κατά την εξέλιξη του κύκλου των 3 

βημάτων της μετανάστευσης των ενδονευρώνων. Μετά το σχηματισμό του 

διογκώματος και πριν τη μετατόπιση του πυρήνα, τα λυσοσώματα που εντοπίζονται 

στην γύρω πυρηνική περιοχή, μετακινούνται εμπρόσθια καταλαμβάνοντας μία θέση 

στο διόγκωμα. Με την απαλοιφή των Rac1/Rac3 τα λυσοσώματα φαίνεται να μην 

προηγούνται του πυρήνα στην μετατόπιση, αλλά αντίθετα να μετακινούνται 

εμπρόσθια, μαζί του. Μία πιθανή εξήγηση για την παρατήρηση αυτή, καθώς και για τη 

μη φυσιολογική τοποθέτηση του κεντροσωμάτιου και του συμπλέγματος Golgi, θα 

μπορούσε να είναι τα ελλείμματα που προκύπτουν στην οργάνωση του 

κυτταροσκελετού λόγω της απουσίας των Rac∙ καθώς απουσία μόνο της Rac1 ή μόνο 

της Rac3, όπου δεν παρατηρούνταν σοβαρές/καθόλου ανωμαλίες στον κυτταροσκελετό 

των μικροσωληνίσκων δεν εμφανίζονταν και κάποιου είδους διαφοροποίηση στην 

τοποθέτηση των παραπάνω οργανιδίων. Ομοίως, δεν παρατηρούνταν διαφορά στην 

τοποθέτηση του κεντροσωμάτιου, του συμπλέγματος Golgi και των λυσοσωμάτων 

στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες, όπου οι Rac απαλείφονταν 

μεταμιτωτικά. Κοινή συνισταμένη και σε αυτή την περίπτωση ήταν ότι δεν 

παρουσιάζονταν στα κύτταρα αυτά μορφολογικές αλλαγές. 

Ανωμαλίες στην οργάνωση του κυτταροσκελετού επηρεάζουν αρνητικά 

την αύξηση του άξονα Rac1/Rac3 ελλειμματικούς νευρώνες. 

 

 O συντονισμός των δυναμικών αλλαγών της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων 

είναι εξέχουσας σημασίας για την φυσιολογική αύξηση του άξονα (Flynn K C, 2013). Οι 

Rho GTPases είναι γνωστό ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στην οργάνωση, τόσο του 

κυτταροσκελετού της ακτίνης όσο και των μικροσωληνίσκων. Κατά αυτόν τον τρόπο 

έχουν ουσιαστική επίδραση στην έναρξη του σχηματισμού του άξονα και στην αύξησή 

του. Μεταξύ αυτών έχουν χαρακτηριστεί και η Rac1 πρωτεΐνη καθώς και οι πρωτεΐνες 

τελεστές της όπως είναι οι STEF, Tiam, FIR, DOCK7 ως ρυθμιστές του σχηματισμού του 

άξονα και της επιμήκυνσης τους (Gonzalez-Billault et al., 2012; Govek et al., 2005; Hall 

and Lalli, 2010; Kunda et al., 2001; Matsuo et al., 2002; Schelski and Bradke, 2017a; 

Tanaka et al., 2004; Watabe-uchida et al., 2006). Σε αρκετές μελέτες όπου όμως κατά 

βάση χρησιμοποιούνταν μεταλλαγμένες μορφές της πρωτεΐνης Rac1 που αυτή ήταν, 

είτε μόνιμα ανενεργή είτε μόνιμα στην ενεργή κατάσταση είχε περιγραφεί ένα 

διαφορικός ρόλος της Rac1 στην αύξηση του άξονα (Tahirovic et al., 2010). Κάτι τέτοιο 

θα μπορούσε να υποδεικνύει την ανάγκη, η Rac1 να μεταπίπτει κυκλικά από την ενεργή 

στην ανενεργή μορφή της, για να επιτυγχάνεται η φυσιολογική ρύθμιση του 

σχηματισμού του άξονα και των νευριτών (Govek et al., 2005; Tahirovic et al., 2010). 

Εναλλακτικά, θα μπορούσε να εξηγείται από διαφορές στη ρύθμιση των βιολογικών 

αυτών διαδικασιών από κυτταρικό τύπο σε κυτταρικό τύπο (Govek et al., 2005; 

Tahirovic et al., 2010). H υπό συνθήκη απαλοιφή της Rac1 από κινητικούς νευρώνες του 

νωτιαίου μυελού και του εγκεφάλου, αισθητικούς νευρώνες, νευρώνες της ραχιαίας 

ρίζας των γαγγλίων και νευρώνες του αμφιβληστροειδούς, έδειξαν ότι η συγκεκριμένη 
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GTPαση είναι απαραίτητη για την αύξηση του άξονα και την καθοδήγησή του (Hua et 

al., 2015). Επιπλέον, στους κοκκιώδεις νευρώνες της παρεγκεφαλίδας, οι οποίοι 

φυσιολογικά δεν εκφράζουν άλλη ισομορφή των Rac παρά μόνο τη Rac1, η απαλοιφή 

της οδηγεί σε ελλείμματα τόσο στη μετανάστευση όσο και στο σχηματισμό του άξονα 

(Tahirovic et al., 2010). 

 Στους ενδονευρώνες του φλοιού, σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου είχε 

δειχθεί ότι η υπό συνθήκη απαλοιφή της Rac1 μόνο από τα πρόδρομα κύτταρα των 

συγκεκριμένων νευρώνων, είχε σαν αποτέλεσμα οι ελλειμματικοί ενδονευρώνες να 

αναπτύσσουν in vitro μη φυσιολογικής μορφολογίας αυξητικούς κώνους ως προς τον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης, καθώς επίσης αδυνατούσαν να μεγαλώσουν πέραν ενός 

συγκεκριμένου μήκους (Vidaki et al., 2012). 

 Η επιπρόσθετη απαλοιφή της Rac3 από τους MGE-προερχόμενους 

ενδονευρώνες όπως προαναφέρθηκε, είχε επίπτωση τόσο στη μορφολογία του 

αυξητικού κώνου, όσο και στη σταθερότητα των μικροσωληνίσκων και συνεπακόλουθα 

και στην αύξηση του άξονα (Tivodar et al., 2015). Επιπλέον η απαλοιφή της Rac1 και 

της Rac3 από τους ενδονευρώνες του φλοιού είχε αρνητική επίδραση στην έναρξη της 

επιμήκυνσης του άξονα, καθώς και στο ρυθμό επιμήκυνσής του. Αρχικά περιγράψαμε 

χρονική ακολουθία της έναρξης του σχηματισμού του κεντρικού νευρίτη που στη 

συνέχεια θα γίνει ο άξονας του νευρώνα in vitro, σε συνθήκες όπου οι ενδονευρώνες 

καλλιεργούνται μόνοι τους. Κυρίως η μελέτη επικεντρώθηκε στις πρώτες 10 ώρες μετά 

την έναρξη της καλλιέργειας. Δείχθηκε ότι σε αυτές τις συνθήκες καλλιέργειας,  

λαμβάνει χώρα μία απότομη αύξηση στο ρυθμό της επιμήκυνσης του άξονα τις πρώτες 

5 ώρες. Στους διπλά ελλειμματικούς για τις Rac ενδονευρώνες ο ρυθμός της αύξησης 

του άξονα βρέθηκε σημαντικά μειωμένος στο συγκεκριμένο χρονικό διάστημα, 

υποδεικνύοντας ότι η απουσία των Rac1 και Rac3 διατάραξε την έναρξη της 

επιμήκυνσης του άξονα. Η διαδικασία της επιμήκυνσης βρέθηκε να επηρεάζεται 

αρνητικά επίσης, καθώς μέχρι και την έκτη ημέρα ο ρυθμός ανάπτυξης του άξονα ήταν  

σταθερά σημαντικά μειωμένος και την 6η ημέρα τελικά ο ενδονευρώνες αποκτούσαν 

μικρότερου μήκους άξονες, γεγονός που θα μπορούσε να οφείλεται στην ελαττωμένη 

σταθερότητα των μικροσωληνίσκων.  

 Οι νευρίτες επεκτείνονται στον αυξητικό κώνο, όπου η προεξέχουσα άκρη του 

προωθείται από προεκβολές που σχηματίζονται και περιέχουν νημάτια ακτίνης, καθώς 

και από δυνάμεις που διαμεσολαβούνται από τους μικροσωληνίσκους (Coles and 

Bradke, 2015). H ρύθμιση της αλληλεπίδρασης των δύο αυτών στοιχείων του 

κυτταροσκελετού, γνωρίζουμε ότι συμβαίνει σε πολλά επίπεδα, είναι πεδίο έρευνας και 

δεν είναι ακόμη πλήρως κατανοητή (Flynn K C, 2013). Η Rac1 έχει δειχθεί ότι αποτελεί 

ρυθμιστή των δυναμικών της ακτίνης, μέσω του συμπλέγματος WAVE complex, 

προάγοντας την αύξηση των νηματίων ακτίνης. Θα μπορούσε επομένως να παρέχει την 

απαιτούμενη δύναμη ή πιο σωστά μέρος της απαιτούμενης δύναμης για την επέκταση 

του άξονα (Schelski and Bradke, 2017b; Tahirovic et al., 2010). Επιπρόσθετα η Rac1 

διευκολύνει τον πολυμερισμό της ακτίνης, αναστέλλοντας τη stathmin που 

φυσιολογικά αποσταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους, οδηγώντας στον απο-

πολυμερισμό τους  (Watabe-Uchida et al., 2006; Wittmann et al., 2004). Έχει επίσης 

δειχθεί ότι η Rac1 βρίσκεται συζευγμένη με την πρωτεΐνη-ενεργοποιητή της, την Trio 

(Rac1 GEF triple functional domain) και την MAP1B και οι αλληλεπιδράσεις αυτές 

προάγουν την αύξηση του άξονα (Montenegro-Venegas et al., 2010; Schelski and 

Bradke, 2017b; Van Haren et al., 2014). Tέλος, η RhoA, μια άλλη GTPάση που συχνά σε 



113 
 

κυτταρικά μοντέλα παρουσιάζεται να έχει αντίθετες δράσεις από τη Rac1, έχει δειχθεί 

ότι χωρίς να παίζει ρόλο στην εξειδίκευση του άξονα, εμπλέκεται στην ανάπτυξη 

πολικότητας στο κύτταρο ρυθμίζοντας τις παύσεις κατά την ανάπτυξή του. 

Ενεργοποιώντας τη μυοσίνη ΙΙ, επιδρά στον πολυμερισμό της ακτίνης στον αυξητικό 

κώνο, που σαν αποτέλεσμα έχει την αναχαίτιση της επέκτασης των μικροσωληνίσκων 

και άρα και του άξονα (Dupraz et al., 2019). 

 Η απαλοιφή των Rac1 και Rac3 από τους ενδονευρώνες του φλοιού επηρέασε 

σε μεγάλο βαθμό τη μορφολογία του αυξητικού τους κώνου, ενώ η απουσία των 

δυνάμεων που περιεγράφηκαν παραπάνω, θα μπορούσε να είναι η αιτία για τη μη-

φυσιολογική επέκταση του άξονα. Παρακολουθώντας με λεπτομέρεια τη δυναμική της 

ακτίνης και των μικροσωληνίσκων στους αυξητικούς κώνους των Rac1/Rac3 

ελλειμματικών ενδονευρώνων θα παρέχονταν πιθανά νέα στοιχεία σχετικά με το 

συντονισμό των δύο αυτών δυνάμεων στην αύξηση του άξονα και την εμπλοκή των Rac 

GTPασών σε αυτήν. 

   ισορροπημένη ρύθμιση της Rac1 έχει βρεθεί ακόμη να προάγει την 

επιμήκυνση των νευριτών, σταθεροποιώντας τα σημεία σύνδεσης του αυξητικού κώνου 

με τον περιβάλλοντα χώρο, όπου περιέχεται η πρωτεΐνη paxillin (Woo and Gomez, 

2006). Αυτό θα μπορούσε να αποτελεί έναν επιπρόσθετο λόγο για τον οποίο η αύξηση 

του άξονα παρουσιάζει έλλειμμα απουσία των Rac1 και Rac3. To δίκτυο των πρωτεϊνών 

PIX/GIT (p21-activated kinase 1- interacting exchange factor (PIX)/ G- protein-coupled 

receptor (GPCR) kinase interacting protein 1 (GIT)) έχει βρεθεί να διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στη νευριτογένεση και στην ωρίμανση των MGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων (Franchi et al., 2016). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το ότι σε νευρωνική 

κυτταρική σειρά βρέθηκε οι Rac1 και Rac3 να ρυθμίζουν με διαφορετικό τρόπο το 

σηματοδοτικό μονοπάτι GIT1- paxillin, επιφέροντας αντίθετα αποτελέσματα σε σχέση 

με τη μορφολογία των κυττάρων και τη νευρωνική διαφοροποίηση(Hajdo-Milasinovic 

et al., 2009). 

 Στο μέλλον θα είχε ενδιαφέρον η μελέτη του κατά πόσο το συγκεκριμένο 

σηματοδοτικό μονοπάτι εμπλέκεται στην έναρξη της αύξησης του άξονα στους 

ενδονευρώνες και το αν είναι πιθανό να αναγνωριστούν διαφορετικοί ρόλοι των Rac1 

και Rac3 στη διαδικασία αυτή, προσθέτοντας ένα ακόμη στοιχείο σχετικά με το ρόλο 

των GTPασών στην ανάπτυξη του νευρικού συστήματος. 

Tα ελλείμματα στην οργάνωση του κυτταροσκελετού επηρεάζουν 

αρνητικά τη μεταφορά κατά μήκος του άξονα στους ενδονευρώνες 

απουσία των Rac1/Rac3. 

 

Για την ανάπτυξη του άξονα ενός νευρώνα η μεταφορά κατά μήκος του είναι 

πρώτιστης σημασίας (Guillaud et al., 2020; Martenson et al., 1993). Ένα από τα 

οργανίδια που μετακινούνται κατά μήκος του άξονα, σε μεγάλες αποστάσεις είναι και 

τα λυσοσώματα (De Pace et al., 2020). H απουσία των    1/   3 βρέθηκε να έχει 

βλαπτική επίπτωση στη κινητικότητα των λυσοσωμάτων κατά μήκος των ακόμα 

αναπτυσσόμενων αξόνων των ενδονευρώνων. Τα λυσοσώματα κινούνται φυσιολογικά 

και προς τις δύο κατευθύνσεις από και προς το σώμα, συνδεδεμένα με κινεσίνες και 

δυνεΐνες αντίστοιχα, σε μία κίνηση που δεν είναι συνεχόμενη αλλά χαρακτηρίζεται από 

διαδοχικές “παύσεις και μετατοπίσεις” (   í        ., 2017;         ., 2016). Η ορθόδρομη 
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μετατόπιση των λυσοσωμάτων διαμεσολαβείται μέσω αρκετών κινεσινών ιδίως των 

πρωτεϊνών    5 ,    5 , και    5  που ανήκουν στις κινεσίνες-1, τις κινεσίνες-3 

   1  και    1  , με τις    1 ,    5  και    5  να είναι ειδικές για τους 

νευρώνες(Kanai et al., 2000; Nakata et al., 2011; Xia et al., 1998). Στους    1/   3 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες ο αριθμός των λυσοσωμάτων που κινούνταν ανάδρομα 

βρέθηκε να είναι μειωμένος. Η ταχύτητα των λυσοσωμάτων βρέθηκε επίσης 

ελαττωμένη, ενώ τα λυσοσώματα των οπoίων η ταχύτητα άλλαξε ήταν αυτά που 

κινούνταν με κατεύθυνση ορθόδρομη. Μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις της 

τουμπουλίνης έχει δειχθεί να επηρεάζουν την κινητικότητα των κινεσινών, με τις 

κινεσίνες να μετακινούνται κατά προτίμηση σε ακετυλιωμένους ή απο-

τυροσινιωμένους μικροσωληνίσκους (Cai et al., 2009). Η    5  για παράδειγμα, ειδική 

για τους νευρώνες κινεσίνη που συνδέεται με τα λυσοσώματα, εντοπίζεται σε 

σταθερούς απο-τυροσινιωμένους μικροσωληνίσκους (Dunn et al., 2008). Ενώ γενικά η 

μεταφορά μέσω κινεσινών έχει δειχθεί να προάγεται από την ακετυλίωση της 

τουμπουλίνης (Reed et al., 2006). Η μείωση της ακετυλιωμένης τουμπουλίνης που 

παρουσιάζουν οι Rac1/Rac3 ελλειμματικοί ενδονευρώνες θα μπορούσε να αποτελεί 

εξήγηση για την πιο αργή μετατόπιση των λυσοσωμάτων που κινούνται με κατεύθυνση 

από το σώμα προς την άκρη του αναπτυσσόμενου άξονα. Ένα ακόμη στοιχείο πέραν 

όσων αναφέρθηκαν που ενισχύει την παραπάνω υπόθεση είναι ότι η κινεσίνη-1 κινείται 

με μεγαλύτερες ταχύτητες σε ακετυλιωμένους ή συνδεδεμένους με GTP σταθερούς 

μικροσωληνίσκους (Guardia et al., 2016). 

 Tέλος, η κινητικότητα των ενδοκυττάριων οργανιδίων, συμπεριλαμβανομένων 

των λυσοσωμάτων ρυθμίζεται από τα ιόντα ασβεστίου (  +2). Συνεπώς τροποποιήσεις 

στα επίπεδα του Ca+2 θα μπορούσαν επίσης να επιφέρουν αλλαγές στη κινητικότητα 

των λυσοσωμάτων. 

Η έκφραση του TPC2 στους ενδονευρώνες είναι τροποποιημένη μετά από 

την απαλοιφή των Rac1/Rac3. 

 

 H έκφραση του διαύλου TPC2 διαφοροποιείται με την έλλειψη των    1/Rac3 

   ασών. Ο TPC2 είναι ένας τασοελεγχόμενος δίαυλος ιόντων που εντοπίζεται κυρίως 

σε όψιμα ενδοσώματα/λυσοσώματα και επιτρέπει τη διέλευση ιόντων Ca+2 μετά από 

ενεργοποίησή του από δευτεροταγή σηματοδοτικά μηνύματα, όπως από το NAADP. 

Η απαλοιφή των    1/   3 από τις έσω γαγγλιονικές προεξοχές από την ηλικία των 

 13.5 έχει σαν αποτέλεσμα την αλλαγή στην έκφραση διάφορων γονιδίων (Εικόνα 22 

στα Αποτελέσματα). Γονίδια που είχαν βρεθεί σε προηγούμενες μελέτες να σχετίζονται 

με τους φαινοτύπους που παρατηρούνται στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς μύες, 

επιλέχθηκαν με βάσει τα κριτήρια που αναφέρονται στον πίνακα 1 για περαιτέρω 

εξέταση και τα επίπεδά έκφρασής τους επιβεβαιώθηκαν. Ανάμεσά τους εντοπίστηκε ο 

δίαυλος: Two-pore channel 2 (TPC2), ένας τασο-ελεγχόμενος δίαυλος που εντοπίζεται 

στα λυσοσώματα και τα όψιμα ενδοσώματα(Calcraft et al., 2009; Ruas et al., 2010). 

Μεταξύ των τριών ισομορφών του διαύλου μόνο οι ΤPC1 και TPC2 εκφράζονται στους 

μύες και στον άνθρωπο (Brailoiu et al., 2010; Calcraft et al., 2009) Ο ΤPC2 εκφράζεται 

κυρίως στα λυσοσώματα και είναι υπεύθυνος για την ενδοκυττάρια απελευθέρωση του 

Ca+2 από τα λυσοσώματα μετά από ενεργοποίησή του από NAADP και άλλα μόρια όπως 

phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate, Mg+2 and the mitogen activated protein kinases 
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c-jun N-terminal kinase, P38 and the mechanistic target of rapamycin complex 1. 

Σημαντικό είναι ότι η απελευθέρωση του   +2 σε κάθε περίπτωση εντοπίζεται να είναι 

από τα λυσοσώματα. Συνεπακόλουθα, η απελευθέρωση του   +2 μέσω του NAADP 

πυροδοτεί την απελευθέρωση και άλλου   +2 από το ενδοπλασματικό δίκτυο.  

 Μέχρι στιγμής, στην υπάρχουσα βιβλιογραφία συσχετίζεται η    1 με το TPC2 

με τη μελέτη των (Lin-Moshier et al., 2014), όπου σε πρωτεομική ανάλυση των 

πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με τον ανθρώπινο TPC2 πόρο, η RAC1 ταυτοποιήθηκε 

σαν πρωτεΐνη που πληροί τα κριτήρια να αλληλοεπιδρά με τον ΤPC2. Σε εκείνη τη φάση, 

η αλληλεπίδραση αυτή που βρέθηκε με φασματομετρία μάζας δεν επιβεβαιώθηκε με 

συν-ανοσοκατακρήμνιση, καθώς μέχρι τότε δεν υπήρχαν άλλα στοιχεία που να 

υποστηρίζουν την εντόπιση της    1, όσο και άλλων πρωτεϊνών που βρέθηκαν να 

αλληλεπιδρούν με το TPC2, στα λυσοσώματα. Η μελέτη αυτή παρέχει μία επιπρόσθετη 

ένδειξη της ύπαρξης κάποιας αλληλεπίδρασης μεταξύ της    1 και/ή της    3 με τον 

TPC2.  Ο τρόπος με τον οποίο ρυθμίζεται η έκφραση του TPC2 από τις Rho    άσες 

μένει ακόμη να διαλευκανθεί. Βιοπληροφορική ανάλυση υπέδειξε την ύπαρξη δικτύων 

σε μύες και στον άνθρωπο όπου οι    1/   3 και    2 αλληλεπιδρούν (παράρτημα 

εικόνα 2,3). Με in silico διερεύνηση προέκυψε ότι στον υποκινητή του γονιδίου Tpcn2 

εντοπίζονται πιθανές θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων κάποιοι εκ των 

οποίων, όπως οι  26,   -kappa b, activator-       1, είναι γνωστό ότι ενεργοποιούνται 

από τη Rac1 (Bosco et al., 2009; Perona et al., 1997; Zaldua et al., 2016) (Εικόνα 4, 

Παράρτημα). Mία επιπλέον πιθανότητα είναι η έκφραση του TPC2 να ρυθμίζεται από 

micro-RNAs.  

 Ακόμη, έχει περιγραφεί ο ρόλος του σηματοδοτικού μονοπατιού του Ca+2 , του 

NAADP και του TPC2 στην νευρωνική διαφοροποίηση. Αυθόρμητα σηματοδοτικά 

μονοπάτια Ca+2 έχουν αναγνωριστεί σαν μία ενδογενής ιδιότητα των πρόδρομων 

νευρώνων που αναπτύσσονται σε καλλιέργεια, σε νευρόσφαιρες, προερχόμενοι από 

εμβρυικά κύτταρα του ραβδωτού (Ciccolini et al., 2003). Χαμηλής συχνότητας ρεύματα 

ασβεστίου βρέθηκαν να ρυθμίζουν τη διαφοροποίηση των προδρόμων νευρώνων και 

την απαρχή της απόκτησης του     εργικού τους φαινότυπο (Ciccolini et al., 2003). 

Αργότερα, μεταφορά του       σε   12 κύτταρα μέσω λιποσωμάτων, δείχθηκε ότι 

ρύθμιζε την απελευθέρωση του ασβεστίου από τις αποθήκες των κυττάρων και αυτή η 

απελευθέρωση, που ήταν ειδικά επαγόμενη από το      , ήταν αρκετή ώστε να 

επάγει την διαφοροποίηση των κυττάρων αυτών σε νευρώνες (Brailoiu et al., 2006). 

 Τέλος, έχει περιγραφεί ότι το σηματοδοτικό μονοπάτι NAADP-TPC2 είναι 

απαραίτητο για τη νευρωνική διαφοροποίηση των εμβρυικών βλαστικών κυττάρων 

(Zhang et al., 2013). Πιο συγκεκριμένα στη μελέτη των (Zhang et al., 2013), το 

σηματοδοτικό μονοπάτι του TPC2 βρέθηκε να ρυθμίζει χρονικά τη διαφοροποίηση των 

εμβρυικών κυττάρων σε νευρώνες, αλλά όχι σε ολιγοδενδροκύτταρα ή σε 

αστροκύτταρα. Απ΄τη μία τα κύτταρα παρέμεναν μεγαλύτερο χρονικό διάστημα στην 

φάση των νευρικών πρόδρομων κυττάρων, ενώ από την άλλη η ικανότητα των 

νευρικών προδρόμων κύτταρων να διαφοροποιούνται σε νευρώνες αναστέλλονταν, 

υποδεικνύοντας μία ανάγκη-λειτουργία του συγκεκριμένου σηματοδοτικού μονοπατιού 

στους νέους προδρόμους νευρώνες και μία διαφορετική, αργότερα κατά τη νευρωνική 

διαφοροποίηση. Κάτι που ενίσχυσε την παραπάνω υπόθεση ήταν ότι τα επίπεδα της 

έκφρασης του    2 δεν ήταν σταθερά κατά τη διάρκεια της νευρωνικής 

διαφοροποίησης, βρέθηκαν χαμηλά αρχικά και να ανεβαίνουν σταδιακά μετέπειτα 

(Zhang et al., 2013). 
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 Όπως προαναφέρθηκε, με την απαλοιφή και των δύο Rac, της Rac1 και της 

Rac3, τα MGE-προερχόμενα προγονικά κύτταρα των ενδονευρώνων εμφάνισαν ένα 

έλλειμμα στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου. Η Rac1 έχει αποδειχθεί απαραίτητη για 

τη μετάβαση από τη G1 στην S φάση, σαν αποτέλεσμα τα προγονικά κύτταρα απουσία 

των Rac εμφάνισαν μία παρατεταμένη G1 φάση(Tivodar et al., 2015; Vidaki et al., 

2012). 

 Με δεδομένα τα παραπάνω, μία υπόθεση θα μπορούσε να είναι ότι τα χαμηλά 

επίπεδα του TPC2 που παρατηρούνται λόγω της έλλειψης των Rac1/Rac3, 

αντανακλούν ένα διαφορετικό στάδιο διαφοροποίησης στο οποίο βρίσκονται τα 

προγονικά κύτταρα στην κοιλιακή και στην υποκοιλιακή ζώνη των διπλά 

ελλειμματικών ζώων. 

 

O δίαυλος Two pore channel 2 επηρεάζει την αύξηση του άξονα των 

ενδονευρώνων. 

 

 Τα ρεύματα ασβεστίου, τόσο τα τοπικά όσο και τα καθολικά, που πάντα 

ρυθμίζονται αυστηρά χρονικά και χωρικά, όπως επίσης και τα σηματοδοτικά 

μονοπάτια του ασβεστίου ρυθμίζουν βασικές κυτταρικές διαδικασίες στους νευρώνες 

όπως είναι η καθοδήγηση του άξονα, η κινητικότητα του αυξητικού κώνου, η 

συναπτογένεση και η δημιουργία διακλαδώσεων στους νευρίτες (Gomez and Zheng, 

2006; Zheng and Poo, 2007). Επιπρόσθετα το ασβέστιο έχει βρεθεί να ρυθμίζει την 

επιμήκυνση του άξονα. Στο X       ο ρυθμός ανάπτυξης του άξονα στους νευρώνες 

του νωτιαίου μυελού όσο και στους νευρώνες του φλοιού σχετίζονταν αντίστροφα με 

τις συχνότητες των αυθόρμητων ρευμάτων ασβεστίου (Gomez and Spitzer, 1999; Tang 

et al., 2003). Με όμοιο τρόπο, μόρια που ανήκουν στο σηματοδοτικό μονοπάτι του 

ασβεστίου όπως η καλσινευρίνη, η Ca+2/calmodulin-dependent protein kinase II 

β(CamKIIβ) και η Ca+2/calmodulin-dependent protein kinase I (CaMKI) περιεγράφηκε 

να ρυθμίζουν την επέκταση του άξονα στο X      , στους νευρώνες του νωτιαίου 

μυελού, στους νευρώνες του ιππόκαμπου και στους κοκκιώδεις νευρώνες της 

παρεγκεφαλίδας αντίστοιχα  (Fink et al., 2003; Lautermilch and Spitzer, 2000; Wayman 

et al., 2004). Διαφορές στις συγκεντρώσεις του ασβεστίου μπορούν να προκύψουν από 

την εισροή από την πλασματική μεμβράνη, καθώς και από την κινητοποίηση των 

ενδοκυττάριων αποθηκών του. Η απελευθέρωση ασβεστίου από τις ενδοκυττάριες 

αποθήκες που διαμεσολαβείται από το Ν    , βρέθηκε να ενισχύει την αύξηση του 

νευρίτη σε νευρώνες του φλοιού σε επίμυες (Brailoiu et al., 2005). Πιο πρόσφατα 

ερευνητές της ομάδας (Guo et al., 2020), χρησιμοποιώντας τόσο έναν ανταγωνιστή του 

υποδοχέα του      ,      -    19, όσο και στρατηγικές γενετικής αποσιώπησης, 

έδειξαν ότι για την επιμήκυνση του άξονα των ουραίων πρωταρχικών κινητικών 

νευρώνων στο           είναι απαραίτητο το σηματοδοτικό μονοπάτι του ασβεστίου 

που διαμεσολαβείται από το TPC2. Τα αποτελέσματα αυτά προέκυψαν από ένα in vivo 

μοντέλο και από in vitro ανάλυση των νευρώνων, υποδεικνύοντας ότι η ιδιότητα αυτή, 

που περιεγράφηκε είναι ενδογενής. 

 Τα δεδομένα της παρούσας μελέτης, όπου η φαρμακολογική αναστολή του 

   2 με τη φαρμακολογική ουσία      -    19, εμποδίσαν τη φυσιολογική έναρξη της 

αύξησης του άξονα όσο και την επιμήκυνσή του στους ενδονευρώνες του φλοιού 

βρίσκονται σε συμφωνία με τα παραπάνω ευρήματα στο          . Συνεπακόλουθα μία 
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υπόθεση που προκύπτει είναι ότι τα μειωμένα επίπεδα του    2 στους ενδονευρώνες 

λόγω της απουσίας των    1/   3, θα μπορούσαν και αυτά μερικώς να συμβάλλουν 

στο μειωμένο ρυθμό αύξησης του άξονα που παρατηρήθηκε στα κύτταρα αυτά. 

O δίαυλος Two pore channel 2 επηρεάζει τη μετανάστευση των 

ενδονευρώνων. 

 

 Τέλος στην έρευνα αυτή, παρουσιάστηκαν δεδομένα που υποδεικνύουν ότι ο 

δίαυλος TPC2 αποτελεί ένα απαραίτητο στοιχείο για τη φυσιολογική μετανάστευση 

των ενδονευρώνων. Η ex vivo φαρμακολογική αναστολή του TPC2 με το μόριο trans-

Ned 19, επηρέασε δριμύτατα τη μετανάστευση των ενδονευρώνων από τον κοιλιακό 

τελεγκέφαλο προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το ότι ο TPC2 

είχε σε προηγούμενη μελέτη βρεθεί να εμπλέκεται σε μία πολύ διαφορετική βιολογική 

διαδικασία, όπου όμως η ενεργή μετανάστευση είναι προαπαιτούμενο, στη μετάσταση. 

Ερευνητές της ομάδας (Nguyen et al., 2017) έδειξαν συγκεκριμένα ότι η φαρμακολογική 

αναστολή του TPC2 με το trans-Ned 19, όσο και η γενετική του αποσιώπηση, είχε σαν 

αποτέλεσμα in vitro, τη μείωση των συνδέσεων συνάφειας των κυττάρων καθώς και 

των χαρακτηριστικών προεκβολών που αναπτύσσονται στην προαπαιτούμενος 

μεμβράνη των κυττάρων και είναι απαραίτητες για την μετακίνηση τους. Επιπλέον σε 

in vivo μοντέλο που χρησιμοποιήθηκε, δείχθηκε ότι τόσο η φαρμακολογική αναστολή 

της λειτουργίας του ΤPC2, όσο και η γενετική του αποσιώπηση μείωσε σημαντικά τη 

μετάσταση καρκινικών κυττάρων του πνεύμονα. Μία εξήγηση που δόθηκε για τα 

παραπάνω ευρήματα ήταν ότι αναστολή του TPC2 διαταράσσει τη φυσιολογική 

κυκλοφορία της πρωτεΐνης β1-ιντεγκρίνης, η οποία εμπλέκεται στη μετανάστευση των 

καρκινικών κυττάρων  (Nguyen et al., 2017). Διαταραχές στην φυσιολογική ομοιόσταση 

του ασβεστίου θα μπορούσαν επίσης να είναι μία πιθανή εξήγηση (Alharbi and 

Parrington, 2019). 

 Καθώς στη συγκεκριμένη μελέτη η φαρμακολογική αναστολή του TPC2 σε 

άγριου τύπου ενδονευρώνες είχε μεγάλη επίπτωση στη μετανάστευση τους, μία 

υπόθεση θα μπορούσε να είναι ότι η μη φυσιολογική μετανάστευση που περιεγράφηκε 

στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες πιθανά μερικώς να οφείλεται στη 

μείωση των επιπέδων του TPC2 που τα κύτταρα αυτά εμφανίζουν.  

 Επιπλοκές στη λειτουργία του TPC2, οι οποίες προκύπτουν από την 

φαρμακολογική αναστολή του ή από τα μειωμένα επίπεδα της ίδιας πρωτεΐνης, θα 

μπορούσαν να επιδρούν στα ενδοκυττάρια ρεύματα ασβεστίου και συνεπακόλουθα να 

επηρεάζουν τη μετανάστευση των ενδονευρώνων. Είναι πολύ καλά χαρακτηρισμένο ότι 

τα ρεύματα ασβεστίου, καθώς και τα σηματοδοτικά μονοπάτια του ασβεστίου 

επηρεάζουν ένα μεγάλο εύρος βιολογικών διαδικασιών στα οποία συμπεριλαμβάνεται 

και η μετανάστευση. Σε διαφορετικούς τύπους νευρώνων η αύξηση του ασβεστίου 

ενδοκυττάρια, που μπορεί να προκαλείται από διάφορα μόρια όπως τα: GABA, 

περιεγράφηκε οξύ, ενδογενής γλυκαίνει μέσω των τάσο-ελεγχόμενων διαύλων Ca+2 

(voltage-gated Ca+2 channels (VGGCs) και από άλλους δίαυλους Ca+2 έχει δειχθεί να 

παίζει ουσιαστικό ρόλο στην μετανάστευση των νευρώνων (Avila et al., 2013; Behar et 

al., 1999; Bortone and Polleux, 2009; Cuzon Carlson and Yeh, 2011; Inada et al., 2011; 

                , 1996;  ó   -             ., 2003;             ., 2006;  é         ., 

2000). Επιπλέον, η απελευθέρωση του Ca+2 από το ενδοπλασματικό δίκτυο η οποία 

μπορεί να ενεργοποιείται από διάφορα εξωκυττάρια σήματα, όπως ATP, neurotrophin-
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3 Wnt, Slit και διαμεσολαβείται από τους διαύλους ryanodine- and IP3-sensitive (IP3R), 

έχει επίσης βρεθεί να ρυθμίζει την κινητικότητα και την κατευθυντικότητα των 

μεταναστευόντων νευρώνων (Alder and Zheng, 2007; Horigane et al., 2019; Hutchins et 

al., 2011; Liu et al., 2008). Συνεπώς, μία υπόθεση εργασίας είναι ότι τα τροποποιημένα 

επίπεδα Ca+2 που απελευθερώνονται από τις ενδοκυττάριες αποθήκες σε κατάσταση 

αναστολής ή μείωσης των επιπέδων του TPC2, θα μπορούσαν πιθανά να επιδρούν 

αρνητικά στην μετανάστευση των ενδονευρώνων.  

 Έχει δειχθεί ότι την αύξηση των ενδοκυττάριων επιπέδων του Ca+2, ακολουθεί η 

μετάδοση του σήματος στο υπόλοιπο σηματοδοτικό του μονοπάτι. Αυτή καταλήγει 

στην τροποποίηση ή καλύτερα στην προσαρμογή του κυτταροσκελετού στα νέα 

δεδομένα∙ αναπροσαρμογή που είναι απολύτως απαραίτητη για τη διαδικασία της 

μετανάστευσης. Φαίνεται ότι υπάρχουν σημεία "διασταύρωσης" μεταξύ των 

σηματοδοτικών μονοπατιών του Ca+2, των μικρών Rho GTPασων καθώς και αυτών που 

οδηγούν στην αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού, τα οποία μάλιστα επηρεάζουν 

διαδικασίες όπως είναι η μετανάστευση και η αύξηση του άξονα σε διαφορετικού τύπου 

νευρώνες (Gomez and Zheng, 2006). Ενδεικτικά αναφέρεται, ο τρόπος με τον οποίο  

έχει δειχθεί να ρυθμίζεται η κινητικότητα των κοκκιωδών νευρώνων της 

παρεγκεφαλίδας (Kholmanskikh et al., 2006).  Είναι στη περίπτωση αυτή απαραίτητη η 

αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών    1 (lissencephaly-1) με την IQGAP1 (IQ motif 

containing GTPase activating protein 1), την Cdc42 και την CLIP170 (Kholmanskikh et 

al., 2006). Η IQGAP1  ρυθμίζεται από το σύμπλοκο Ca+2/καλμοδουλίνης, η Cdc42 

αποτελεί μέλος των Rho GTPασών και η CLIP17O είναι πρωτεΐνη που προσδένεται 

στους μικροσωληνίσκους, η οποία μάλιστα ενεργοποιείται και μέσω της Rac1 (Fukata et 

al., 2002). Μάλιστα η παραπάνω αλληλεπιδράσεις που περιεγράφηκαν λαμβάνουν 

χώρα σαν απάντηση στην εισροή Ca+2  .   

 Επιπρόσθετα, η ακτινωτή μετανάστευση των διεγερτικών νευρώνων του 

φλοιού καθώς και η μετάβαση τους από την πολύ-πολική μορφολογία στη διπολική που 

λαμβάνει χώρα φυσιολογικά στις εν το βάθει στιβάδες του φλοιού, ρυθμίζεται από την 

άσβεστο-εξαρτώμενη κινάση ΙΙ (calcium/calmodulin-dependent protein kinase II 

(CaMKII)) μέσω της δράσης της στην οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης. Η 

πρωτεΐνη αυτή ενεργοποιείται από αλλαγές στα ενδοκυττάρια επίπεδα του Ca+2. 

Μάλιστα βρέθηκε η αύξηση των επιπέδων Ca+2 και η μείωση τους να επιφέρουν τα 

αντίθετα αποτελέσματα στη μετανάστευση των νευρώνων (Nicole et al., 2018). Εκτός 

από την άσβεστο-εξαρτώμενη κινάση ΙΙ και η ασβεστο-εξαρτώμενη κινάση Ι 

(calcium/calmodulin-dependent protein kinase I (CaMKI)) επιδρώντας σε διάφορα 

υποστρώματα όπως είναι οι πρωτεΐνες β-PIX (Rac-GEF β-Pak-interacting exchange 

      ), ΜΑΡΚ2 (microtubule affinity regulating kinase 2), Numb, ρυθμίζει τον 

κυτταροσκελετό της ακτίνης, τους μικροσωληνίσκους και επιδρά στη μετανάστευση 

αντίστοιχα  (Saneyoshi and Hayashi, 2012; Sapir et al., 2008; Zhou et al., 2011).  

 Η ύπαρξη αυτής της “διασταύρωσης” των μονοπατιών που προαναφέρθηκαν, 

υποστηρίζει την υπόθεση, ότι η απορρύθμιση στην οργάνωση του κυτταροσκελετού 

που περιεγράφηκε στους ελλειμματικούς Rac1/Rac3 ενδονευρώνες, που πρωτίστως 

οφείλεται στην απουσία των δύο Rac πρωτεϊνών, θα μπορούσε δευτερευόντως να 

προκύπτει από αλλαγές στα ρεύματα Ca+2 που προκαλούνται λόγω της μειωμένης 

έκφρασης του TPC2. Άλλωστε έχει δειχθεί ότι τα σηματοδοτικά μονοπάτια του Ca+2 που 

ακολουθούνται από τηv αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού είναι απαραίτητα σε 

διάφορα στάδια κατά διαδικασία της μετανάστευσης. Για παράδειγμα, έχει περιγραφεί, 
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ότι για τη συσταλτικότητα της ακτομυοσίνης στο πίσω μέρος του σώματος, η οποία 

παρέχει μέρος των απαραίτητων δυνάμεων για την μετατόπιση του πυρήνα προς τα 

εμπρός στους μεταναστεύοντες ενδονευρώνες, είναι απαραίτητα αυθόρμητα και ταχέα 

ενδοκυττάρια ρεύματα Ca+2. Ταυτόχρονα η κινάση της ελαφριάς αλυσίδας της μυοσίνης 

(myosin light chain kinase (MLCK)), η οποία προάγει την συσταλτικότητα της 

ακτομυοσίνης, η ίδια αποτελεί ένα μόριο πού βρίσκεται χαμηλότερα στο σηματοδοτικό 

μονοπάτι ασβεστίου-καλμοδουλίνης (Martini and Valdeolmillos, 2010). 

 Επιπλέον η τοποθέτηση της δεξαμενής των λυσοσωμάτων που χαρακτηρίζονται 

σχεδόν ακίνητα ακριβώς γύρω από την περιοχή του πυρήνα, ενισχύει την πιθανότητα 

τα ρεύματα Ca+2 που απαιτούνται για την συσταλτικότητα της ακτομυοσίνης και τη 

μετατόπιση του πυρήνα, να προέρχονται από τα λυσοσώματα, ίσως και μέσω 

απελευθέρωσης του Ca+2 από το δίαυλο TPC2. Σε συνέχεια της παραπάνω υπόθεσης τα 

μειωμένα επίπεδα του TPC2 που παρατηρήθηκαν στους ελλειμματικούς Rac1/Rac3 

ενδονευρώνες, θα μπορούσαν να έχουν πρόσθετες επιπτώσεις στην ίδια την απουσία 

των δύο Rac, συμβάλλοντας στο φαινότυπο της μη-φυσιολογικής μετατόπισης του 

πυρήνα που περιγράφηκε.  

 Τέλος σχετικά με τον αυξητικό κώνο που διαδραματίζει ιδιαίτερο ρόλο στη 

διαδικασία της μετανάστευσης, έχει δειχθεί ότι τα σηματοδοτικά μονοπάτια του Ca+2 

ρυθμίζουν τη μορφολογία του, την κινητικότητά του, καθώς και την καθοδήγηση του. 

Οι αλλαγές στην ενδοκυττάρια συγκέντρωση Ca+2 στους αυξητικούς κώνους μπορούν 

να προκύπτουν από εισροή του ασβεστίου μέσω διαύλων από τη κυτταροπλασματική 

μεμβράνη ή από τις ενδοκυττάριες αποθήκες (Gomez and Zheng, 2006). Στους νευρώνες 

που εκκρίνουν γοναδοτροπίνη (Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-expressing 

neurons), βρέθηκε ότι η απελευθέρωση του Ca+2 από το ενδοπλασματικό δίκτυο 

ρυθμίζει τη μετανάστευσή τους  (Hutchins et al., 2013). Μάλιστα, το σηματοδοτικό 

μονοπάτι που ευθύνεται για τη διαδικασία αυτή, περιλαμβάνει την κινάση της κινάσης 

της καλμοδουλίνης (calcium/calmodulin protein kinase kinase), την κινάση που 

ενεργοποιείται από AMP (AMP-activated kinase), τη Rho κινάση (ROCK) και μία άλλη 

RhoGTPαση, τη RhoA και ενεργοποιεί τη ροή της ακτίνης στον αυξητικό κώνο.  

 Ο δίαυλος TPC2 εντοπίζεται στους αυξητικούς κώνους των κινητικών 

νευρώνων του zebrafish (Guo et al., 2020), και στη δική μας περίπτωση, στους 

ενδονευρώνες του φλοιού. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η απελευθέρωση Ca+2 μέσω του 

TPC2 μετά από ενεργοποίηση του με το μόριο NAADP από τα λυσοσώματα, σε συνέχεια 

προκαλεί απελευθέρωση του ασβεστίου και από το ενδοπλασματικό δίκτυο μέσω των 

διαύλων IP3R (Calcraft et al., 2009; Gerndt et al., 2020; Ruas et al., 2010). Συνεπώς, δεν 

θα μπορούσε να αποκλεισθεί η εμπλοκή του TPC2 στη ρύθμιση των επιπέδων του 

ασβεστίου και στον αυξητικού κώνο.  

 Η ίδια η φυσιολογική λειτουργία του TPC2 και η ενδοκυτταρική του εντόπιση 

τον ανάγουν σε ένα πολλά υποσχόμενο μόριο, για να διαπιστωθεί στο μέλλον αν και με 

ποιο τρόπο μπορεί η απελευθέρωση του Ca+2 που προκαλεί, να επηρεάζει τον κύκλο των 

τριών βημάτων κατά τη μετανάστευση των ενδονευρώνων. στο επίπεδο της 

μετατόπισης του πυρήνα, της επιμήκυνσης της καθοδηγητικής απόφυσης, ή/και της 

κινητικότητας και της καθοδήγησης του αυξητικού κώνου. 

Τέλος, ο δίαυλος TPC2 έχει βρεθεί να εμπλέκεται στον καρκίνο, όχι μόνο στη μετάσταση 

όπως προαναφέρθηκε αλλά και στην ογκογένεση (Alharbi and Parrington, 2019).  

Αξίζει να αναφερθεί ότι το δεδομένο που προέκυψε από τη συγκεκριμένη εργασία που 

εμπλέκει την ίδια πρωτεΐνη, το δίαυλο ΤPC2 στο καρκίνο όσο και στην ανάπτυξη των 
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ενδονευρώνων, στη μετανάστευσή τους, βρίσκεται σε σχετική αντιστοιχία με μελέτη 

όπου αναλύθηκαν και συγκρίθηκαν πρότυπα έκφρασης γονιδίων σε διαφορετικούς 

τύπους καρκίνου  με πρότυπα έκφρασης γονιδίων στον αυτισμό (   é -Martos et al., 

2019). Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από αυτές τις μελέτες συσχέτισης 

υποδηλώνουν την ύπαρξη μοριακών προτύπων συσχέτισης μεταξύ αυτισμού και 

καρκίνου που μένει να διερευνηθούν καλύτερα. 

 Ολοκληρώνοντας, στο σύνολό τους, τα δεδομένα μας υποστηρίζουν τη σημασία 

των Rac1 και Rac3 στα αρχικά στάδια της αύξησης του άξονα και της μετανάστευσης 

που τελικά επιδρά στην ανάπτυξη των ένδον νεύρων του φλοιού. Επιπλέον, ο δίαυλος 

TPC2, ένας δίαυλος των λυσοσωμάτων, ο οποίος είχε βρεθεί να σχετίζεται με την 

μετανάστευση καρκινικών κυττάρων, δείχθηκε επίσης να εμπλέκεται στην ανάπτυξη 

των ενδονευρώνων, με έμφαση στην μετανάστευση τους και στην επιμήκυνση του 

άξονα.  

 

 

Συνοψίζοντας από τη συγκεκριμένη διατριβή προκύπτει ότι: 

 

 Η ταυτόχρονη απαλοιφή των Rac1/Rac3 GTPασών από τα πρόδρομα κύτταρα 

των ενδονευρώνων της περιοχής του MGE έχει σαν αποτέλεσμα τη μειωμένη 

μετανάστευσή τους προς τον αναπτυσσόμενο φλοιό. 

 Μεταγεννητικά στο φλοιό εντοπίζεται μόνο το 20% των ΜGE-προερχόμενων 

ενδονευρώνων, χωρίς να παρατηρείται αυξημένος κυτταρικός θάνατος ή 

πρόβλημα στη διαφοροποίηση των ενδονευρώνων 

 Η μειωμένη μετανάστευση απουσία των Rac GTPασών οφείλεται στην 

καθυστερημένη έξοδο των πρόδρομων κυττάρων από τον κυτταρικό κύκλο, η 

οποία είναι αντίστοιχη με αυτήν που παρατηρείται ελλείψει μόνο της Rac1 

GTPάσης και σε μορφολογικές ανωμαλίες που παρουσιάζουν οι ενδονευρώνες. 

 Η έλλειψη των Rac1/Rac3 GTPασών επηρεάζει τη μορφολογία των 

ενδονευρώνων, συγκεκριμένα τον αυξητικό τους κώνο, το μήκος του άξονα ενώ 

αναπτύσσεται σε αυτούς και μεγαλύτερος αριθμός νευριτών. Επηρεάζεται η 

οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης και των μικροσωληνίσκων.  

 Στους Rac1/Rac3 ελλειμματικούς ενδονευρώνες η σταθερότητα των 

μικροσωληνίσκων είναι μειωμένη. Μάλιστα η μορφολογία των κυττάρων 

διασώζεται όταν σταθεροποιούνται φαρμακολογικά με Taxol οι 

μικροσωληνίσκοι των ενδονευρώνων. 

 Εx vivo ανάλυση με time lapse μικροσκοπία έδειξε ότι το πρόβλημα στην 

οργάνωση του κυτταροσκελετού επηρεάζει τη σοβαρά τη μεταναστευτική 

συμπεριφορά των ενδονευρώνων, απουσία των δυο GTPασών. 

 H τοποθέτηση του κεντροσωμάτιου και του συμπλέγματος Golgi, καθώς και η 

μετατόπιση του πυρήνα κατά τη μετανάστευση είναι διαδικασίες που 

παρουσιάζουν έλλειμμα απουσία των Rac1/Rac3 GTPασών στους ενδονευρώνες. 

 Η έλλειψη των Rac1/Rac3 GTPασών επιδρά σοβαρά  στην έναρξη της αύξησης και  

στην επιμήκυνση του άξονα των ενδονευρώνων. 

 Απουσία των Rac1/Rac3 επηρεάζεται επίσης η νευραξονική μεταφορά και η 

τοποθέτηση των λυσοσωμάτων κατά τη μετανάστευση των ενδονευρώνων. 
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 Οι παραπάνω επιπλοκές στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων, με εξαίρεση την 

επίπτωση την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, εμφανίζονται μόνο όταν 

αφαιρούνται και οι δύο Rac GTPάσες ταυτόχρονα- καθώς οι Rac δρουν και 

συνεργατικά- από τα πρόδρομα κύτταρα των ενδονευρώνων. Απομάκρυνση 

των Rac1/Rac3 από τους μεταμιτωτικούς ενδονευρώνες δεν είχε εμφανή 

επίπτωση στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων. 

 Η απαλοιφή των Rac GTPασών από τους MGE-προερχόμενους ενδονευρώνες 

επηρεάζει την έκφραση 365 γενετικών τόπων μεταξύ των οποίων το γονίδιο 

Tpcn2 που κωδικοποιεί τον τασοελεγχόμενο δίαυλο ιόντων Two-Pore Channel 2  

(TPC2). 

 Ο δίαυλος TPC2 παρουσιάζει μειωμένη έκφραση στους Rac1/Rac3 

ελλειμματικούς ενδονευρώνες, ενώ διαφοροποιείται και η κατανομή του. 

 Φαρμακολογική αναστολή της δράσης του TPC2 επηρεάζει αρνητικά  την 

έναρξη της αύξησης του άξονα και την επιμήκυνσή του καθώς και τη 

μετανάστευση των ενδονευρώνων, υποδηλώνοντας ότι ο φαινότυπος που 

παρατηρείται στoυς Rac1/Rac3 ελλειμματικούς μπορεί εν μέρει να οφείλεται 

στη μειωμένη έκφραση του TPC2 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

Ι) Πειραματόζωα 

 

Για τη μελέτη των Rho-GΤPασών Rac1 και Rac3 στην ανάπτυξη των ενδονευρώνων 

του φλοιού χρησιμοποιήθηκαν: 

 

1. Φυσιολογικοί μύες των στελεχών CBAxC57B1/10. 

2. Μύες που φέρουν αλληλουχίες LoxP εκατέρωθεν του 2ου και 3ου εξωνίου 

του γονιδίου Rac1 (Rac1flox/flox). Στα συγκεκριμένα ζώα, η δράση της Cre 

ρεκομπινάσης οδηγεί σε απενεργοποίηση του γονιδίου Rac1 (Walmsley et 

al., 2003). 

3. Μύες που φέρουν αλληλουχίες LoxP εκατέρωθεν αλληλουχιών (transcription 

stop sites) που εμποδίζουν την μεταγραφή του γονιδίου της κίτρινης 

φθορίζουσας πρωτεΐνης YFP. Το συγκεκριμένο γονίδιο βρίσκεται υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου ROSA26 (ROSA26-YFPstop/stop). Στα ζώα 

αυτά η δράση της Cre ρεκομπινάσης οδηγεί σε έκφραση της πρωτεΐνης YFP 

(Srinivas et al., 2001). 

4. Μύες στους οποίους εκφράζεται η Cre ρεκομπινάση υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του γονιδίου Nkx2.1 (Fogarty et al., 2007; από Ν. Καίσαρη, UCL, 

UK). 

5. Μύες στους οποίους εκφράζεται η Cre ρεκομπινάση υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του γονιδίου Lhx6 (Fogarty et al., 2007; από Ν. Καίσαρη, UCL, UK). 

6. Μύες στους οποίους τα εξώνια 2,3,4,5 και μέρος των εξωνίων 1 και 6 του 

γονιδίου Rac3 απαλείφεται και αντικαθίσταται από το γονίδιο lacZ. Στα ζώα 

αυτά υπάρχει πλήρης απενεργοποίηση του γονιδίου Rac3 (Corbetta et al., 

2005). 

 

Σημείωση.  Για να προκύψουν ζώα ή έμβρυα ελλειμματικά και για τις δύο Rac με 

μεγαλύτερη πιθανότητα διασταυρώνονταν θηλυκοί μύες με γονότυπο 

Rac1fl/fl;Rac3-/-  με αρσενικούς με γονότυπο Rac1+/fl;Rac3-/-;Nkx2.1+/cre 

 

 Η ημέρα της σύλληψης θεωρήθηκε η εμβρυική μέρα 0,5 (Ε0.5) οι έγκυες 

θηλυκές θυσιάστηκαν με αποσύνδεση της σπονδυλικής τους στήλης (cervical 

dislocation)  για συλλογή εμβρύων, ενώ οι μύες σε εμβρυική ηλικία Ρ 0-5 

θυσιάστηκαν με αποκεφαλισμό. Σε ζώα μεγαλύτερων μεταγεννητικών σταδίων και 

στα ενήλικα ζώα πραγματοποιήθηκε ενδοκαρδιακή έγχυση μονιμοποιητικού 

διαλύματος 4% PFA σε ένα 1Χ PBS. Τα έμβρυα συλλέχθηκαν σε παγωμένο 1Χ HBSS 

(Gibco) και οι ιστοί από τα ενήλικα ζώα συλλέχθηκαν σε διάλυμα 1Χ PBS. 
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ΙΙ) Γονοτύπηση 

 

Α. Απομόνωση Γενωμικού DNA από ιστούς 

 

Τμήμα της ουράς του ζώου, χρησιμοποιείται για απομόνωση γενετικού υλικού και 

γονοτύπηση. 

 

1. Στα ενήλικα ζώα η ουρά τοποθετείται σε 400μl διαλύματος λύσης (tail 

digestion buffer: 100 mM NaCl, 10 mM Tris HCl, pH8, 25 mM EDTA, pH: 8.0, 

0.5% SDS, στα έμβρα η ουρά τοποθετείται σε 100μl δι/τος λύσεως 50mM Tris 

pH8, 2mM NaCl, 10mM EDTA, 0.1% SDS, ακολουθείται η παρακάτω 

διαδικασία: 

2. Επώαση για 30’στους 37οC. 

3. Προσθήκη 15 μl πρωτεϊνάσης K (10 μg/μl) και επώαση στους 55οC. για 6-18 

ώρες. 

4. Προσθήκη RNAάσης (10 μg/μl) και επώαση στους 37οC για 10’. 

5. Φυγοκέντρηση για 5’ στις 13000rpm και απομόνωση του υπερκείμενου σε 

νέα σωληνάρια. 

6. Προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης και ήπια ανάδευση για την ανάμιξη 

των φάσεων. 

7. Φυγοκέντρηση για 10’ στις 13200rpm και απομάκρυνση του υπερκείμενου. 

8. Πλύση της πελέτας με 70% αιθανόλη. 

9. Φυγοκέντρηση για 5’ στις 13200rpm και απομάκρυνση του υπερκείμενου 

10. Επαναδιάλυση της πελέτας σε 100 μl dΗ2Ο 

 

Εναλλακτικά: 

 

1. Το τμήμα της ουράς επωάζεται σε 40μl διαλύματος 25mM NaOH, 0.2mM 

EDTA pH8 για 1h στους 95οC.  

2. Αφού έρθει σε θερμοκρασία δωματίου RT προστίθενται 40μl διαλύματος 

40mΜ Tris  pH8 

 

Β. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) 

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν  

Εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την αντίδραση Rac1 

Rac1-a 5’- GTTGAAGGTGCTAGCTTGGGAACTG- 3’ 

Rac1-b 5’- GAAGGAGAAGAAGCTGACTCCCATC-3’ 

Rac1-c 5’- CAGCCACAGGCAATGACAGATGTTC-3’ 

Εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την αντίδραση Nkx2.1_iCre 
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Σε 

κάθ

ε 

περίπτωση, οι αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τις παρακάτω 

συνθήκες, σε προγράμματα κατάλληλα για τους εκκινητές κάθε αντίδρασης: 

Γενωμικό DNA από ουρά 1μl, 25ng από κάθε εκκινητή, 0.2μΜ dNTPs και 1-2units 

Taq polymerase (‘otech) σε 1X από το PCR buffer. 

 

Σημείωση: Για τους εκκινητές παρασκευάζονταν «διάλυμα εργασίας» συγκέντρωσης 

σε κάθε αντίδραση χρησιμοποιούνταν 2μl από κάθε εκκινητή με εξαίρεση την 

αντίδραση για τη Rac1 όπου χρησιμοπούνταν 0,5μl από τον εκκινητή Rac1-a και 2μl 

από τους εκκινητές Rac1 b και Rac1 c. 

 

Nkx2.1-iCre-Fw 5’- GTCCACCATGGTGCCCAAGAAGAAG-3’ 

Nkx2.1-iCre-Rev 5’- GCCTGAATTCTCAGTCCCCATCTTCGAGC-3’ 

Εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την αντίδραση Rac3 

Rac3-F1 5’-CATTTCTGTGGCGTCGCCAAC-3’ 

Rac3-R2 5’-CACGCGGCCGAGCTGTGGTG-3’ 

Rac3-R3 5’-TTGCTGGTGTCCAGACCAAT-3’ 

Εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την αντίδραση YFP-Stop 

Rosa26-Lc 5’- GCTCTGAGTTGTTATCAGTAAGG-3’ 

Rosa26-R2 5’- GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3’ 

Rosa26-R3 5’- GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’ 

Εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την αντίδραση Nkx2.1_iCre 

icre-250 5’- GAGGGACTACCTCCTGTATC-3’ 

Icre-880 5’-TGCCCAGAGTCATCCTTGGC-3’ 

Αντίδραση PCR Πρόγραμμα αντίδρασης 

Nkx2.1_iCre 4 λεπτά στους 94°C. Στην συνέχεια 5 κύκλοι από 30”στους 94°C, 

50”στους 61°C και 2 λεπτά στους 72°C. Ακολουθούν 35 κύκλοι 

από 30”στους 94°C, 50”στους 56°C και 2 λεπτά στους 72°C. Στην 

συνέχεια 10 λεπτά στους 72°C και διατήρηση στους 4°C. 

Rac1 2 λεπτά στους 94°C, 30 κύκλοι από 30”στους 94°C, 30”στους 54°C 

και 30”στους 72°C ακολουθούμενοι από 10 λεπτά στους 72°C. 

Συντήρηση στους 4°C. 

Rac3 1 λεπτό στους 94°C, 30 κύκλοι από 20”στους 98°C, 1 λεπτό στους 

66°C και 1 λεπτό στους 72°C ακολουθούμενοι από 10 λεπτά στους 

72°C. Συντήρηση στους 4°C. 

YFP 4 λεπτά στους 94°C, 35 κύκλοι από 30”στους 94°C, 40”στους 58°C 

και 1 λεπτό στους 72°C ακολουθούμενοι από 5 λεπτά στους 72°C. 

Διατήρηση της αντίδρασης στους 4°C. 
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III Καλλιέργειες 

 

Α. Καλλιέργειες ενδονευρώνων. 

 

1. Έγκυες θηλυκές θυσιάζονται την Ε14.5, με αποσύνδεση της σπονδυλικής 

τους στήλης και τα έμβρυα συλλέγονται σε θρεπτικό μέσο L15-Leibovitz 

(GIBCO) με 100units/ml πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη στον πάγο. 

2. Τα έμβρυα παρατηρούνται σε μικροσκόπιο φθορισμού και επιλέγονται αυτά 

που φαίνεται ότι εκφράζουν στον εγκέφαλο τη YFP. 

3. Ακολουθεί απομόνωση του εγκεφάλου τους μέσα στο ίδιο θρεπτικό. Κάτω 

από στερεοσκόπιο, απομακρύνονται οι μήνιγγες και τα 2 ημισφαίρια 

χωρίζονται, αποκαλύπτοντας τις κοιλίες και τις εσωτερικές δομές του 

εγκεφάλου. Η περιοχή του MGE απομονώνεται. 

4. Φυγοκέντρηση για 5’, στις 300rpm στους 4oC και απομάκρυνση του 

υπερκείμενου. 

5. Προσθήκη 200μl Neurobasal/B27 [Neurobasal (phenol red free, όταν 

προορίζονται τα κύτταρα για live imaging, GIBCO), 0.6% γλυκόζη, 

100units/ml πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη, 1x Glutamax (100x, GIBCO), 2% 

(v/v) B27 supplement (GIBCO)] και με τη βοήθεια πιπέτας Gilson και tips 

200μl, πραγματοποιείται μηχανική διάσπαση των ιστοτεμαχίων (10-12 

φορές), έως ότου απομονωθούν μεμονωμένα κύτταρα προερχόμενα από το 

MGE. 

6. Μέτρηση των κυττάρων με Neubauer (Οι ενδονευρώνες αναπτύσσονταν 

ικανοποιητικά όταν από τα δύο MGEs ενός Ε14,5 εμβρύου τα κύτταρα 

καλλιεργούνταν σε 4-5 wells σε 24-well plate ή 8-10 wells σε 48well-plate 

7. Επικάλυψη των καλυπτρίδων που θα χρησιμοποιηθούν με κολλαγόνο 

(Invitrogen). 

8. Προσθήκη στις καλυπτρίδες, 1000μl Neurobasal/B27 και κατάλληλη 

ποσότητα κυττάρων ανάλογα με τη συγκέντρωσή τους 

9. Η επώαση των κυττάρων σε ειδικό κλίβανο με σταθερή θερμοκρασία 37οC 

και 5%CO2 για το χρονικό διάστημα που απαιτούνταν με βάση την 

πειραματική διαδικασία. 

 

Β. Προετοιμασία καλλιέργειας ενδονευρώνων για live imaging 

μικροσκοπία. 

 

Για την παρατήρηση της αύξησης του άξονα των ενδονευρώνων με time lapse 

μικροσκοπία οι ενδονευρώνες καλλιεργούνται σε 3D υπόστρωμα. Χρησιμοποιήθηκε 

για το σκοπό αυτό matrigel (phenol red free, Corning) το οποίο σε θερμοκρασία 4οC 

είναι σε υγρή μορφή ενώ στις 37 οC δημιουργεί πήκτωμα. 



127 
 

 

1. Το matrigel τοποθετείται στον πάγο και αφήνεται να ξεπαγώσει στους 4 οC . 

2. Μόλις ξεπαγώσει το matrigel αναμιγνύεται με θρεπτικό Neurobasal/B27 σε 

αναλογία 1:1. Τόσο το θρεπτικό υλικό όσο και τα tips που χρησιμοποιούνται 

για την ανάμειξη πρέπει να είναι παγωμένα (tips στους -20οC), ώστε το 

matrigel να παραμείνει σε υγρή μορφή και όλες τις διεργασίες που 

πραγματοποιούνται στον πάγο. 

3. Με τη βοήθεια πιπέτας gilson δημιουργείται ένα πολύ λεπτό στρώμα 

matrigel στην επιφάνεια τρυβλίου που περιέχει στο κάτω μέρος γυάλινη 

καλυπτρίδα (glass bottom dish, Nunc). 200μl matrigel/Νeurobasal αφήνονται 

προσεκτικά στη γυάλινη καλυπτρίδα του τρυβλίου και αναρροφώνται). 

4. Στη συνέχεια το τριβλίο τοποθετείται στον κλίβανο σε θερμοκρασία 37οC , 

5% CO2για 30 ‘ προκειμένου να δημιουργηθεί πήκτωμα. 

5. Tα κύτταρα απομονώνονται από εγκεφάλους Ε14.5, όπως περιεγράφηκε 

(παράγραφος ΙΙΙΑ). Ένα MGE διασπάται μηχανικά σε 50μl Neurobasal/B27, 

στον πάγο. 

6. Στα κύτταρα προστίθεται matrigel ίσου όγκου και αναμειγνύονται στον 

πάγο. 

7. 80μl από το διάλυμα αυτό (κυττάρων/matrigel) μεταφέρονται στο τριβλίο. 

8. Στη συνέχεια το τριβλίο τοποθετείται στον κλίβανο σε θερμοκρασία 37οC για 

30 ‘ προκειμένου να δημιουργηθεί πήκτωμα. 

9. Επόμενο βήμα είναι να προστεθούν 1000μl θρεπτικό μέσο Neurobasal/B27 

10. Τα κύτταρα μεταφέρονται στο μικροσκόπιο για να ακολουθήσει καταγραφή 

τους για 8h, 1h μετά την τοποθέτησή τους στο πήκτωμα του matrigel. 

 

Γ. Οργανοτυπικές καλλιέργειες τομών εγκεφάλου. 

 

 Στη παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες τομών από 

εγκεφάλους εμβρύων Ε14.5 και Ε15.5 με την ακόλουθη διαδικασία. 

 

1. Οι έγκυες θηλυκές θυσιάζονται με αποσύνδεση της σπονδυλικής του 

στείλεις και τα έμβρυα συλλέγονται σε θρεπτικό μέσο L15-Leibovitz (GIBCO) 

με 100units/ml πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη στον πάγο. 

2. Ακολουθεί η απομόνωση του εγκεφάλου τους μέσα στο ίδιο θρεπτικό μέσο 

και έγκλιση του ιστού σε 3% αγαρόζης χαμηλού σημείου ζέσεως (low melting 

agarose) σε L15-Leibovitz. (Η αγαρόζη χρειάζεται να λιώσει σε χαμηλή 

θερμοκρασία στο φούρνος μικροκυμάτων και για 1-2’). Η έγκλιση γίνεται με 

τέτοιο τρόπο-προσανατολισμό του εγκεφάλου ώστε στο μικροτόμο δόνησης 

οι τομές που συλλέγονται να είναι μετωπιαίες. 

3. Μετά την έγκλιση οι εγκέφαλοι τοποθετούνται για 30’ στους 4οC. 
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4. Ακολουθούν οι τομές εγκεφάλου πάχους 250μm σε μικροτόμο δόνησης. Οι 

τομές κόβονται μέσα σε θρεπτικό μέσο  L15-Leibovitz με 100units/ml 

πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη και συλλέγονται σε τριβλία που περιέχουν το 

ίδιο θρεπτικό υλικό στον πάγο.  

5. Στη συνέχεια οι τομές τοποθετούνται σε μεμβράνες Biopore (Millicell, 

Millipore) με θρεπτικό μέσο DMEM/F12 [DMEM/F12 (Gibco), 0.6%γλυκόζη, 

5% FCS, 100units/ml πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη 1X Glutamax (100X 

Gibco), 1% v/v N2 supplement (Gibco)]. 

6. Οι τομές επωάζονται σε κλίβανο με θερμοκρασία 37οC και 5% CO2 για μία 

ώρα 

7. Στη συνέχεια το θρεπτικό μέσο αντικαθίσταται από Νeurobasal/B27 

και οι τομές καλλιεργούνται για το απαραίτητο χρονικό διάστημα ανάλογα 

με το πείραμα μέσα σε κλίβανο με 5% CO2 και θερμοκρασία 37οC.  

8. Τέλος πραγματοποιείται live imaging μικροσκοπία, ή εστιακή 

ηλεκτροδιάτρηση ή ανοσοϊστοχημεία.  

9. Αν πρόκειται για ανασοϊστοχημεία οι τομές μονιμοποιούνται με 4% PFA 1Χ 

ΡΒS στους 4οC O/N ή εναλλακτικά για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου 

(RT). Ακολουθούν πλύσεις με 1X PBS. 

10. Στη συνέχεια τοποθετούνται οι τομές σε ένα 24 well-plate και καλύπτονται 

με διάλυμα 4% αγαρόζης χαμηλού σημείου ζέσεως διαλυτοποιημένης σε 1Χ 

PBS. Αφού στερεοποιηθεί, κόβετε σε κύβους. 

11. Ακολουθούν τομές σε μικροτόμο δόνησης πάχους 50 μm σε 1X PBS  

Οι τομές συλλέγονται σε 1X PBS και στη συνέχεια πραγματοποιείται 

ανοσοφθορισμός βάσει του πρωτοκόλλου. 

 

Δ. Καλλιέργειες ιστοτεμαχίων σε πήκτωμα (matrigel explants).  

 

 Και για αυτό το πείραμα χρησιμοποιήθηκε matrigel (phenol red free, 

Corning) όπως στην παράγραφο ΙΙΙΒ , για να διατηρηθεί σε υγρή μορφή είναι 

απαραίτητο όλες οι διαδικασίες να γίνονται στον πάγο και όλα τα υλικά που θα 

χρησιμοποιηθούν να είναι παγωμένα.  

1. Το Matrigel τοποθετείται στον πάγο και αφήνετε να ξεπαγώσει στους 4 οC. 

2.  Εγκέφαλοι εμβρύων Ε14.5 απομονώνονται μέσα σε θρεπτικό μέσο  L15-

Leibovitz (GIBCO) με 100units/ml πενικιλίνη και  

3. Κάτω από στερεοσκόπιο απομακρύνονται οι μήνιγγες και τα δύο ημισφαίρια 

χωρίζονται αποκαλύπτοντας τις κοιλιές και τις εσωτερικές δομές του 

εγκεφάλου. H περιοχή του MGE απομονώνεται και κόβετε με λαβίδες σε 

πολύ μικρά τεμάχια. Κάθε MGE κόβετε σε 8 ιστοτεμάχια.  

4. Τα ιστοτεμάχια επωάζονται μέσα σε θρεπτικό L15-Leibovitz (GIBCO) με 

αντιβιοτικό και 10% FCS για μία ώρα σε κλίβανο με 5% CO2 και θερμοκρασία 

37οC 
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5.  Κατά τη διάρκεια της επώασης παρασκευάζεται το πήκτωμα του matrigel ως 

εξής: Το Matrigel αναμιγνύεται με θρεπτικό Neurobasal/B27 σε αναλογία  

1:1. Τόσο το θρεπτικό υλικό όσο και τα tips που χρησιμοποιούνται για την 

ανάμειξη πρέπει να είναι παγωμένα έτσι ώστε το matrigel να παραμείνει σε 

υγρή μορφή και όλες οι διεργασίες που πραγματοποιούνται στον πάγο.  

6. Με τη βοήθεια πιπέτας gilson δημιουργείται ένα πολύ λεπτό στρώμα 

matrigel στην επιφάνεια του τριβλίου/καλυπτρίδας. (300μl matrigel 

αφήνονται προσεκτικά και αναρροφώνται. 

7. Στη συνέχεια το τριβλίο τοποθετείται στον κλίβανο σε θερμοκρασία 37οC , 

5% CO2 για 30 ‘ προκειμένου να δημιουργηθεί πήκτωμα. 

8. Μόλις δημιουργηθεί το πήκτωμα τοποθετούνται πάνω του τα  ιστοτεμάχια 

με τη βοήθεια πιπέτας gilson  

9. Ακολούθως πάνω σε κάθε ιστό τεμάχιο προστίθεται μία σταγόνα matrigel 

και τα τριβλία επανατοποθετούνται στον κλίβανο σε θερμοκρασία 37οC σε 

για 45’ ώστε να δημιουργηθεί και πάλι πηκτώμα.  

10. Επόμενο βήμα είναι να προστεθεί σε κάθε τριβλίο θρεπτικό μέσο 

Neurobasal/B27 και τα ιστοτεμάχια καλλιεργούνται σε κλίβανο με 5% CO2 

στους 37o C για 48 ώρες.  

11. Οι καλλιέργειες είτε μονιμοποιούνται και χρησιμοποιούνται για 

ανοσοφθορισμό είτε προετοιμάζονται για μικροσκόπια live imaging. 

 

Ε. Μεταμόσχευση τμήματος ιστού σε τομές εγκεφάλου σε καλλιέργεια 

 

Στη συγκεκριμένη εργασία πραγματοποιήθηκε μεταμόσχευση της περιοχής του 

ΜGE από τον εγκέφαλο του δότη που ήταν ελλειμματικός για την Rac3 στον 

εγκέφαλο του δέκτη που ήταν  αγρίου τύπου και αντίστροφα.  Η διαδικασία που 

πραγματοποιήθηκε είναι η εξής: 

1. Ο εγκέφαλος που θα αποτελέσει το δότη του μοσχεύματος καλλιεργείται σε 

τομές σύμφωνα με την διαδικασία στην παράγραφο ΙΙΙΔ.  

2. Αντίστοιχη καλλιέργεια πραγματοποιείται και για τον εγκέφαλο του δέκτη 

του μοσχεύματος. 

3. Μόλις ολοκληρωθεί η επώαση και πριν την αλλαγή του θρεπτικού μέσου 

DMEM/F12 κάτω από στερεοσκόπιο κόβεται και απομονώνεται με τη χρήση 

λεπτών λαβίδων ένα μικρό τμήμα από την περιοχή του MGE, σε τριγωνικό 

σχήμα. 

4. Αντίστοιχο τμήμα ιστού κόβεται και από την ίδια περιοχή της τομής του 

δέκτη και απομακρύνεται. 

5.  Στη συνέχεια με πιπέτα Gilson μεταφέρεται το μόσχευμα στο δέκτη και 

τοποθετείται προσεκτικά στη σωστή περιοχή. 
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6.  Ακολουθεί αλλαγή του θρεπτικού μέσου από DMEM/F12 σε 

Neurobasal/B27 και οι τομές τοποθετούνται στον κλίβανο σε θερμοκρασία 

37οC , 5% CO2, όπου επωάζονται για 48 ώρες.  

7. Ακολουθεί live imaging ή ανοσοϊστοχημεία.  

 

ΙV) Επεξεργασία ιστών για κρυοτομές. 

 

1. Απομόνωση εγκεφάλων μέσα σε 1x PBS και μονιμοποίηση σε 4% PFA, για 

12-18 ώρες στους 4oC. (Είτε είναι εγκέφαλος εμβρύου, είτε μυός P1-P5, είτε 

μεταγενέστερου αναπτυξιακού σταδίου όπου πραγματοποιήθηκε 

ενδοκαρδιακή έγχυση μονιμοποιητικού) 

2. Πλύσεις με 1Χ PBS 

3. Τοποθέτηση του ιστού σε διάλυμα 30% σουκρόζης σε 1x PBS, για 

κρυοπροστασία. 

4. Ο ιστός παραμένει στο διάλυμα αυτό στους 4oC, έως ότου καταβυθιστεί. 

5. Ακολουθεί έγκλιση του ιστού σε πήκτωμα 15% σουκρόζης και 7,5% ζελατίνης 

σε 1Χ PBS. 

6. Πάγωμα του ιστού σε ισοπεντάνιο, στους -45oC και φύλαξη στους -80oC. 

7. Ακολουθούν οι τομές  σε κρυοτόμο (LEICA),  πάχους 12μm.  

8. Οι τομές συλλέγονται σε αντικειμενοφόρους πλάκες και διατηρούνται στους 

-20oC. 

V. Ανασοφθορισμός 

 

Α. Σε τομές κρυοτόμου εμβρυϊκού ιστού. 

 

1. Πλύση των τομών σε PBS 1x   0,1% Triton (1x PBT) για 5  . 

 

2. Πλύση των τομών με 1Χ PBS, 3 x 15΄. 

3. Επώαση των τομών στο σκοτάδι, με δευτεροταγές αντίσωμα 

αραιωμένο σε blocking solution, για 2 ώρες σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

4. Πλύση των τομών με 1x PBS, 3 x 10  . 

5. Επώαση με DAPI αραιωμένο 1:1000 σε 1Χ  PBS για 10   σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

6. Πλύση των τομών με 1x PBS, 3 x 10  . 

7. Προσθήκη MOWIOL και καλυπτρίδων. 
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Β. Σε τομές μικροτόμου δόνησης. 

 

1. Πλύση των τομών σε PBS 1x   0,1% Triton (1x PBT) για 10  . 

2. Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης των αντισωμάτων με 1% 

Fetal Bovine Serum (FBS) σε 1Χ PBΤ (blocking solution), 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

3. Επώαση των τομών με πρωτοταγές αντίσωμα κατάλληλης 

συγκέντρωσης, αραιωμένο σε blocking solution, για 24 ώρες στους 

4oC. 

4. Πλύση των τομών με 1Χ PBS, 3 x 15΄, υπό ανάδευση. 

5. Επώαση των τομών στο σκοτάδι, με δευτεροταγές αντίσωμα 

αραιωμένο σε blocking solution, για 12-18 ώρες στους 4oC. 

6. Πλύση των τομών με 1x PBS, 3 x 15  , υπό ανάδευση. 

7. Επώαση με DAPI αραιωμένο 1:1000 σε 1Χ  PBS για 10   σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

8. Πλύση των τομών με 1x PBS, 3 x 10  . 

9. Προσθήκη MOWIOL και καλυπτρίδων. 

 

Γ. Σε καλλιέργειες ιστοτεμαχίων σε πήκτωμα. 

 

1. Μονιμοποίηση των κυττάρων με 4% PFA σε 1Χ  PBS, σε θερμοκρασία 

δωματίου, για 10  . 

2. Πλύση των ιστοτεμαχίων  με 1Χ PBS, 3 x 10΄ (πολύ προσεκτικά, είναι 

ευαίσθητα να αποκολληθούν από την καλυπτρίδα). 

3. Επώαση των ιστοτεμαχίων σε PBS 1Χ   0,1% Triton (1x PBT) για 10  . 

4. Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης των αντισωμάτων με 1% 

Fetal Bovine Serum (FBS) σε 1Χ PBS (blocking solution), 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου  

5. Επώαση των ιστοτεμαχίων με πρωτοταγές αντίσωμα κατάλληλης 

συγκέντρωσης, αραιωμένο σε blocking solution, για 24 ώρες στους 

4oC. 

6. Πλύση των ιστοτεμαχίων με 1Χ PBS, 3 x 15΄. 

7. Επώαση των ιστοτεμαχίων στο σκοτάδι, με δευτεροταγές αντίσωμα 

αραιωμένο σε blocking solution, για 12-18 ώρες στους 4oC. 

8. Πλύση των ιστοτεμαχίων με 1x PBS, 3 x 15  . 

9. Επώαση με DAPI αραιωμένο 1:1000 σε 1Χ PBS για 10   σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

10. Πλύση των ιστοτεμαχίων με 1x PBS, 3 x 10  . 

11. Προσθήκη MOWIOL και καλυπτρίδων. 
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Δ. Σε κύτταρα. 

 

1. Απομάκρυνση των κυττάρων από τον επωαστήρα και πλύση με 

αποστειρωμένο PBS 1Χ.  

2. Μονιμοποίηση των κυττάρων με 3,7% φορμαλδεΰδη (χωρίς 

μεθανόλη ) σε 1x PBS, αν πρόκειται να ακολουθήσει 

ανοσοφθορισμός με phalloidin ή έχουν χρησιμοποιηθεί στα κύτταρα 

φθορίζουσες χρωστικές όπως LysoTracker Red DND-99 Tubulin 

Tracker Deep Red ή Hoechst 33342ή εναλλακτικά μονιμοποίηση με 

4%PFA σε 1Χ PBS, για 10 , σε θερμοκρασία δωματίου.  

3. Πλύση των κυττάρων  με 1Χ PBS, 3 x 10΄  

4. Επώαση των κυττάρων σε PBS 1Χ   0,1% Triton (1x PBT) για 10  . 

5. Κάλυψη των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης των αντισωμάτων με 3% 

Bovine 

Serum Albumin(BSA) σε 1Χ PBS (blocking solution), για 30’ σε θερμοκρασία 

δωματίου .  

6. Επώαση των κυττάρων με πρωτοταγές αντίσωμα κατάλληλης συγκέντρωσης, 

αραιωμένο σε blocking solution, για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 

7. Πλύση των κυττάρων με 1Χ PBS, 3 x 10΄. 

8. Επώαση των κυττάρων στο σκοτάδι, με δευτεροταγές αντίσωμα αραιωμένο 

σε blocking solution, για 30’ σε θερμοκρασία δωματίου. 

9. Πλύση των κυττάρων με 1x PBS, 3 x 15   

10. Επώαση με DAPI αραιωμένο 1:2000 σε 1Χ  PBS για 3  σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

11. Πλύση των κυττάρων με 1x PBS . 

12. Προσθήκη MOWIOL. 

 

E. Χρήση φθοριζουσών χρωστικών σε ζωντανά κύτταρα ή ιστοτεμάχια. 

 

1. Το θρεπτικό μέσο Neurobasal/B27 στο οποίο αναπτύσσονται από τα κύτταρα 

ή τα ιστοτεμάχια απομακρύνεται και φυλάσσεται στους 37οC. 

2. Oι φθορίζουσες χρωστικές αραιώνονται σε Νeurobasal θερμοκρασίας 37οC, 

με βάση τις οδηγίες του κατασκευαστή. Στην παρούσα μελέτη 

χρησιμοποιήθηκαν 75 nM LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen), 0.25 μg/ml 

Hoechst 33342 (Invitrogen) και 1Χ Tubulin Tracker Deep Red (Invitrogen) 

3. Ακολουθεί επώαση σε επωαστικό κλίβανο με 5% CO2, σε θερμοκρασία 37
οC  

4. Στα κύτταρα: για το LysoTracker Red DND-99 για 1 ώρα και για το 1× Tubulin 

Tracker Deep Red για 30min 

5. Στα ιστοτεμάχια για το LysoTracker Red DND-99 για 1.5 ώρα και για το 

Hoechst 33342 για 45’. 



133 
 

6. Στη συνέχεια το διάλυμα των φθοριζουσών χρωστικών απομακρύνεται και 

ακολουθούν δύο πλύσεις με Neurobasal θερμοκρασίας 37οC  

7. Τέλος προστίθεται στην καλλιέργεια θρεπτικό μέσο Neurobasal/B27 στο 

οποίο αναπτύσσονταν και τα δείγματα μεταφέρονται για live imaging 

μικροσκοπία. 

 

ΣΤ. Αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν 

 

Πρωτοταγή Αντισώματα 

Cat. Number Αραίωση 

Τύπος 

Αντισώματος 

anti acetylated-tubulin  (Sigma-Aldrich # T7451) 1:200 mouse monoclonal 

Anti-GFP  (Minotech Biotechnology #701-

1) 1:500 

rabbit polyclonal 

Anti-GFP  (Nacalai Tesque #GF090R) 1:2000 Rat monoclonal  

anti-golgin-97  

(Thermo Fisher Scientific # A-

21270) 1:100 mouse monoclonal 

anti-LAMP-1  

(Santa Cruz Biotechnology # sc-

20011) 1:500 mouse monoclonal 

anti-pericenrtrin  (Abcam #ab4448) 1:500 rabbit polyclonal 

anti-phospho myosin 

light chain 2 (Ser19)  

( Cell Signaling Technology 

#3671T) 1:200 mouse monoclonal 

anti-phospho-RhoA  (NewEast Biosciences #26904 ) 1:50 mouse monoclonal 

 anti-RhoA  

(Cell Signallinh Technology 

#2117) 1:50 

rabbit polyclonal 

anti-TPC2  (Alomone Labs # ACC-07 1:50 rabbit polyclonal 

anti-Tuj-1  (Covance # MMS-435P) 1:1000 mouse monoclonal 

anti-tyrosinated tubulin  (Sigma-Aldrich #MAB1864-I) 1:100 rat monoclonal 

Alexa Fluor 594 

Phalloidin  (Sigma-Aldrich) 1:1000   

 

 

Δευτεροταγή 

Αντισώματα Cat. Number Αραίωση 

Τύπος 

Αντισώματος 

Alexa Fluor 488  

(ThermoFisher #A-

11008) 

1:800 

anti-rabbit 

Alexa Fluor 555  

(ThermoFisher #A-

21422) 

1:800 

anti-mouse 

Alexa Fluor 647  

(ThermoFisher #A-

21235) 

1:800 

anti-mouse 

CF®488A  (Biotium #20023) 1:800 anti-rat 
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CF®633  (Biotium #20125) 1:800 anti-rabbit 

CF®633 (Biotium #20857)  1:800 anti-rat 

CF®555  (Biotium #20038) 1:800 anti-rabbit 

DAPI (Sigma-Aldrich) 1:2000 

  

VI) Εστιακή ηλεκτροδιάτρηση σε τομές εγκεφάλου. 

 

1.  Οι έγκυες θηλυκές θυσιάζονται με αποσύνδεση της σπονδυλικής του στείλεις και 

τα έμβρυα συλλέγονται σε θρεπτικό μέσο L15-Leibovitz (GIBCO) με 100units/ml 

πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη στον πάγο. 

2.   Aκολουθεί η απομόνωση του εγκεφάλου τους σε 1Χ Κrebs και η έγκλιση του 

ιστού σε 4% αγαρόζης χαμηλού σημείου ζέσεως (low melting agarose) σε 1Χ Κrebs 

(περιέχει σε 500ml: 450ml H2O, 50ml 10X Krebs, 0.99gr glucose, 1.05gr Sodium 

bicarbonate). Η έγκλιση γίνεται με τέτοιο τρόπο-προσανατολισμό του εγκεφάλου 

ώστε στο μικροτόμο δόνησης οι τομές που συλλέγονται να είναι μετωπιαίες. 

 (Για το 10X Krebs: NaCl 126mM, Kcl 2.5mM, NaH2PO4 1.2mM, MgCl2 1.2mM 

CaCl2 2.1mM, διατηρείται στους 4oC. (Η αγαρόζη χρειάζεται να λιώσει σε χαμηλή 

θερμοκρασία στο φούρνος μικροκυμάτων και για 1-2’) 

3.   Μετά την έγκλιση οι εγκέφαλοι τοποθετούνται για 30' στους 4οC. 

4.   Ακολουθούν οι τομές εγκεφάλου πάχους 250μm σε μικροτόμο δόνησης. Οι 

τομές κόβονται μέσα σε παγωμένο 1Χ Κrebs και αφού επιλεχθούν οι κατάλληλες, ως 

προς το επίπεδο, μεταφέρονται σε υποστηρικτικές μεμβράνες (Whatman 

nucleopore track etched membranes, Sigma)  

5. Παρασκευάζεται 1% αγαρόζη σε 1Χ Krebs 

σε τριβλίο. Από το πήκτωμα κόβονται 

κατάλληλου μεγέθους κύβοι και τα 

“Plugs” που αποτελούν μικροσκοπικές 

στήλες αγαρόζης. 

6. Η διάταξη για την εστιακή 

ηλεκτροδιάτρηση παρουσιάζεται στην 

εικόνα  όπως περιεγράφηκε (Stühmer et 

al., 2002). Ο κύβος της αγαρόζης 

τοποθετείται στο οριζόντιο ηλεκτρόδιο που είναι θετικά φορτισμένο, ενώ στο 

plug αγαρόζης στο κινητό ηλεκτρόδιο πλατίνας που βρίσκεται από πάνω και 

είναι αρνητικά φορτισμένο. Τα ηλεκτρόδια που χρησιμοποιήθηκαν είναι 

πλατίνας(ΒΤΧ Harvard Apparatus, Holliston, MA) P5, Sonidel).  

7. Παρασκευάζεται διάλυμα που περιέχει το πλασμιδιακό φορέα έκφρασης 

pCAGGs-IRES-RFP σε συγκέντρωση 2µg/µL και διάλυμα fast green (stock 25 

mg/mL) με αραίωση 1/10.  
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8. Μικρή ποσότητα του διαλύματος μεταφέρεται με τριχοειδές στο MGE 

παρατηρώντας τη τομή στο στερεοσκόπιο. Τo fast green εξυπηρετεί στο να 

οπτικοποιηθεί το στάδιο αυτό.  

9. Η τομή στη συνέχεια μεταφέρεται με την υποστηρικτική μεμβράνη και 

τοποθετείται πάνω στον κύβο αγαρόζης. 

10. Το κινητό ηλεκτρόδιο μετακινείται προσεκτικά ώστε το plug να ακουμπήσει 

ακριβώς στο σημείο της έγχυσης και να κλείσει το κύκλωμα. 

11. Η συσκευή ηλεκτροδιάτρησης που χρησιμοποιήθηκε ήταν η ακόλουθη ECM-

830 BTX square wave electroporator (BTX Harvard Apparatus). Εφαρμόστηκαν 

δύο παλμοί , τάσης 125 V διάρκειας 5ms, με το διάστημα μεταξύ τους να 

ρυθμίζεται στα 500ms. 

12. Στη συνέχεια οι τομές μεταφέρονται με τις υποστηρικτικές μεμβράνες σε 

τριβλία (Millicell, Millipore) με θρεπτικό μέσο DMEM/F12 [DMEM/F12 (Gibco), 

0.6%γλυκόζη, 5% FCS, 100units/ml πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη 1X Glutamax 

(100X Gibco), 1% v/v N2 supplement (Gibco)]. 

13. Οι τομές επωάζονται σε κλίβανο με θερμοκρασία 37οC και 5% CO2 για μία ώρα. 

14. Στη συνέχεια το θρεπτικό μέσο αντικαθίσταται από Νeurobasal/B27 

και οι τομές καλλιεργούνται στο κλίβανο με 5% CO2 και θερμοκρασία 37οC για 

24 ώρες. 

15. Ακολουθεί μεταφορά των τομών και καταγραφή τους με time lapse 

μικροσκοπία. 

 

VII) Φαρμακολογική αναστολή του TPC2. 

 

 Για τη φαρμακολογική αναστολή χρησιμοποιήθηκε η ουσία Trans Νed-19 

(Tocris Bioscience), ανταγωνιστής του NAADP (nicotinic acid adenine dinucleotide 

phosphate), επαναδιαλύθηκε σε DMSO και αποθηκεύτηκε στους -20oC. Οι ΜGE-

προερχόμενοι ενδονευρώνες απομονωμένοι από έμβρυα E14.5 Rac1/Rac3wt 

καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικό μέσο Neurobasal/B27 σε επωαστήρα με 5% CO2 

στους 37 °C και 24 ώρες μετά την έναρξη της καλλιέργειας στο θρεπτικό μέσο 

προστέθηκε trans Ned-19 συγκέντρωσης 25μΜ και 100μΜ (Foster et al., 2019; 

Padamsey et al., 2017) και αντίστοιχης ποσότητα DMSO για τις ομάδες ελέγχου. Οι 

ενδονευρώνες αναπτύχθηκαν παρουσία των φαρμακευτικών ουσιών για 24 ώρες 

και στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ανοσοφθορισμός. Στη δεύτερη ομάδα 

πειραμάτων, τα κύτταρα επιστρώθηκαν καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικό μέσο 

Neurobasal/B27 σε επωαστήρα με 5% CO2 στους 37 °C για 1 ώρα. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν στο θρεπτικό 100μΜ trans Νed-19 και αντίστοιχα DMSO για τα 

κύτταρα της ομάδας ελέγχου. Πραγματοποιήθηκε αυτή τη φορά ανοσοφθορισμός 

2, 4 και 4 ώρες αργότερα.  Τέλος σε δύο διαδοχικές τομές εγκεφάλου από 

έμβρυα E14.5 Rac1/Rac3wt, προστέθηκε στο θρεπτικό μέσο στη μία trans-Ned 19, 

σε συγκέντρωση 200μΜ και στην άλλη αντίστοιχη πoσότητα DMSO. Oι τομές 
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καλλιεργήθηκαν για 4 ώρες και στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε time-lapse 

μικροσκοπία παρουσία των φαρμακευτικών ουσιών για άλλες 8 ώρες (Kelu et al., 

2015; Nguyen et al., 2017). Για να επιτευχθεί η ταυτόχρονη απεικόνιση και των δύο 

τομών χρησιμοποιήθηκαν διαμερισματοποιημένα τριβλία γυάλινου πυθμένα (ibidi 

GmbH, Gräfelfing, Γερμανία). 

 

VIII) Υβριδοποίηση in situ για τον εντοπισμό mRNA σε κρυοτομές 

 

Α. Παρασκευή του ανιχνευτή Rac3 με μεταγραφή in vitro. 

 

Σημείωση: Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι πρόσφατα παρασκευασμένα και 

απαλλαγμένα από ριβονουκλεάσες 

 

1. Σε epperdorf tubes προστίθεται με την ακόλουθη σειρά: 

 nuclease free Η2Ο 2,5μΙ 

 10x transcription buffer 1 μΙ 

 template DNA 1μλ 

 10 mM rGTP 1 μl 

 10 mM rCTP 1μΙ 

 10 mM rATP 1μΙ 

 10 mM rUTP 0.65μl 

 10 mM 11-DlGrUTP (ή DNP-UTP για FLU in situ hybridization) 0.35μΙ 

 RNAsin (23U/μl) 0.5μΙ 

 RNA polymerase (20U/μλ) 1μΙ 

 1 μg/μl linear template DNA 1μΙ 

Tελικός όγκος 10 μl. 

 

2. Επώαση για δύο ώρες στους 37οC. 

3. Η αντίδραση σταματάει με την προσθήκη 1μl από διάλυμα EDTA 200mM pH8. 

4. Για την κατακρήμνιση του RNA ανιχνευτή προστίθενται 1.25 4M LiCl και 37.5μl 

παγωμένης αιθανόλης 100%.  

5. ακολουθεί επώαση για δύο ώρες στους -20 οC ή Ο/Ν. 

6. Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm, για 15', στους 4 οC. 

7. Πλύσιμο με 50 μl παγωμένης αιθανόλης 70%, χωρίς να ανακατευτεί το δείγμα. 

8. Φυγοκέντρηση στις 12.000 rpm για 5', στους 4 οC 

9. Απομακρύνεται το υπερκείμενο και το RNA αφήνετε να στεγνώσει για λίγο  

10. Επαναδιαλύεται σε 25μl Η2Ο nuclease free, διατηρείται στους -20οC η -80οC 

μέχρι τη χρήση του.  

 

Οι ανιχνευτές που χρησιμοποιήθηκαν είναι οι ακόλουθοι: 
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B. Yβριδοποίηση in situ για τον εντοπισμό mRNA σε κρυοτομές. 

 

1. Επώαση των τομών με 4% PFA, 10’ σε θερμοκρασία δωματίου. 

2. Πλύσεις με 1x PBS, 3 x 5’. 

3. Ακετυλίωση των τομών με δ/μα: 4 ml τριαιθανολαμίνη, 0.525 ml HCl 

(37%) και 0.75 ml οξικός ανυδρίτης σε 295 ml H2O, για 10’ σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

4. Πλύσεις με 1x PBS, 3 x 10’ 

5. Προϋβριδοποίηση των τομών σε διάλυμα το οποίο περιέχει: 50% 

φορμαμίδιο, 5xSSC, 5xDenharts, 250mg/ml yeast RNA, 500mg/ml 

herring sperm DNA, για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου.  

6. Υβριδοποίηση των τομών με 400ng/ml ανιχνευτή RNA σημασμένου με 

διγοξυγενίνη (DIG labeled-probe), σε διάλυμα προϋβριδοποίησης, για 

12-18 ώρες, στους 72oC. 

7. Μεταφορά των τομών σε διάλυμα 0,2x SSC, για 1 ώρα, στους 72oC. 

8. Επώαση των τομών με αντίσωμα anti-DIG-AP (Roche) αραιωμένο 

1:5000 σε 1% FBS σε διάλυμαΒ1, για 12-18 ώρες στου 4oC. 

9. Πλύσεις των τομών με διάλυμαΒ1, 3 x 10’. 

10. Πλύσεις των τομών με διάλυμα Β2 που περιέχει: 0.1M Tris pH 9.5, 

0.1M NaCl, 50mM MgCl2, 3 x 10’ 

11. Επώαση με το χρωμογόνο διάλυμα: 75mg/ml NBT (Nitroblue 

tetrazolium chloride, Roche) και 50mg/ml BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-

indolyl-phosphate,4- toluidine salt, Roche) σε διάλυμα B2. H 

αντίδραση πραγματοποιείται στο σκοτάδι, μέχρι να δώσει 

ικανοποιητική χρώση. Ανανεώνεται ανά 24ώρες. 

12. Πλύσεις των τομών με 1x PBS, 3 x 10’ 

13. Προσθήκη μείγματος 50% ζελατίνης και 50% γλυκερόλης και 

καλυπτρίδων στις τομές. 

 

 

 

Μόριο προς 

ανίχνευση 

Πλασμιδιακός 

 φορέας 

Antisense RNA 

Ένζυμο Πολυμεράση 

Rac3 pBS II (KS) EcoRI T3 

Som pBS II (KS) EcoRI T7 

Lhx6 pBS II (KS) Not1 T3 

GAD67 pBS II (KS) SalI T7 
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IX) Απομόνωση και καθαρισμός  ολικού RNA. 

 

Για τα δείγματα που προορίζονταν για RNA-αλληλούχηση η απομόνωση του RNA 

έγινε με το RNeasy Plus Micro Kit (50), QIAGEN, Cat. No. / ID:74034. 

H RNA-αλληλούχηση έγινε σε MGEs απομονωμένα από εγκεφάλους εμβρύων 

εμβρυϊκής ηλικίας Ε13.5 με γονότυπο Rac1fl/fl;Rac3-/-;Nkx2.1+/cre διπλά 

ελλειμματικά για τις Rac και Rac1+/+;Rac3+/+; Nkx2.1+/cre. 

Συγκρίθηκαν 3 δείγματα από κάθε γονότυπο, και το καθένα αποτελούνταν από 

MGEs 3 εμβρύων. 

 

Α. Απομόνωση ολικού RNA με το RNeasy Plus Micro Kit 

 

1. Πριν την απομόνωση είναι απαραίτητη η προσθήκη β-μερκαπτοαιθανόλης 

στο διάλυμα RLT, σε αναλογία 10 µl β-μερκαπτοαιθανόλης σε 1ml 

διαλύματος RLT. 

2. Επίσης στο διάλυμα RPE προστίθενται 4 όγκοι 100% αιθανόλης. 

3. Τέλος παρασκευάζονται διαλύματα 70%, 80% αιθανόλης με τη χρήση H2O 

Rnase-free. 

4. Στον παγωμένο ιστό προστίθενται 350μl RLT. Ακολουθεί ομογενοποίηση με 

μηχανική διάσπαση. Αρχικά με tip 1000μl, στη συνέχεια με tip 200μl και 

τέλος με σύριγγα 25G. 

5. Φυγοκέντρηση για 3' , στις 12.000 rpm. Η υγρή φάση μεταφέρεται σε μία 

gDNA Eliminator κολώνα που έχει τοποθετηθεί σε σωληνάριο χωρητικότητας 

2 ml.  

6. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm, για 30΄΄. 

7. Η κολώνα απομακρύνεται, στην υγρή φάση προσθέτονται 350μl 70% 

αιθανόλης και ακολουθεί ανάδευση (με πιπέτα). 

8. To δείγμα μεταφέρεται σε RNeasy MinElute κολώνα. 

9. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15''. 

10. Η υγρή φάση απομακρύνεται και προσθέτονται στην κολώνα 700µl 

διαλύματος RW1. 

11. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15''. 

12. Η υγρή φάση απομακρύνεται, η κολώνα μεταφέρεται σε καινούριο 

σωληνάριο χωρητικότητας 2 ml και προσθέτονται στην κολώνα 500µl 

διαλύματος RPE. 

13. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15''. Η υγρή φάση 

απομακρύνεται. 

14. Στην RNeasy MinElute κολώνα προσθέτονται 500µl 80% αιθανόλης. 

15. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 2'. 

16. H RNeasy MinElute κολώνα μεταφέρεται σε νέο σωληνάριο συλλογής και 

ακολουθεί φυγοκέντρηση με ανοιχτό καπάκι στις 12000 rpm για 5'. 
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17. Τέλος η RNeasy MinElute κολώνα μεταφέρεται στο τελικό σωληνάριο 

συλλογής. Ακολουθεί προσθήκη 14μl H2O Rnase-free στο κέντρο της 

μεμβράνης της κολώνας. 

18. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 1'. 

19. Τέλος το RNA φυλάσσεται στους -80οC μέχρι τη χρήση του.  

 

Β. Απομόνωση ολικού RNA με TRIZOL.  

 

1. Αρχικά προστίθενται στο δείγμα του ιστού 800μl TRIZOL Reagent (Invitrogen) 

και πραγματοποιείται η ομογενοποίηση των ιστών με μηχανική διάσπαση. 

Διαδοχικά χρησιμοποιώντας, tip 1000μl, tip 200μl και τέλος σύριγγα 25G. 

2. Επώαση για 5' σε θερμοκρασία δωματίου. 

3. Προστίθενται 160μl χλωροφόρμιου που ακολουθείται από έντονη 

ανακίνηση με το χέρι για 15''. 

4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000rpm για 15' στους 4οC. 

5. Η διαυγής υδατική φάση μεταφέρεται προσεκτικά σε νέο σωληνάριο. 

6. Προστίθενται 400μl ισοπροπανόλης και ακολουθεί ανάδευση με απαλές 

κινήσεις.  

7. Επώαση για 10' σε θερμοκρασία δωματίου. 

8. Φυγοκέντρηση στους 4οC για 10', στις 12000rpm. 

9. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και στο ίζημα προστίθενται 800μl 75% 

παγωμένης αιθανόλης. 

10. Φυγοκέντρηση στους 4οC για 10', στις 7000rpm '. 

11. Το υπερκείμενο απομακρύνεται το ίζημα αφήνεται με ανοιχτό καπάκι να 

στεγνώσει για λίγο. 

12. Τέλος προστίθενται σε αυτό 15μλ H2O RΝase-free και το RNA 

επαναδιαλύεται. 

13. Φυλάσσεται στους -80οC μέχρι τη χρήση του. 

 

Γ. Καθαρισμός του RNA με DNάση. 

 

1. Για 1 μg RNA, αναμειγνύονται τα ακόλουθα σε σωληνάριο 1,5 ml, σε πάγο: 

 

RNA       1μg 

Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης 10X  1μl 

DNase I (1 U/μl)     1μl 

Rnase-free dΗ2Ο  

    Τελικός όγκος 10μl 

 

2. Επώαση στους 37°C για 15'.  
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3. Για τον τερματισμό της αντίδρασης: προστίθεται 1μl 25mM EDTA και 

ακολουθεί επώαση στους 65°C για 15'.  

4. Τέλος το δείγμα επανατοποθετείται στο πάγο για 1'. 

 

Χ) Σύνθεση cDNA. 

 

1. Αρχικά προετοιμάζεται μείγμα Α που περιέχει:  

6-μερή τυχαίων εκκινητών (random primers)  2μl 

μίγμα dNTP (50 μΜ)      1μl 

Πρότυπο RNA  

dH2O RNase-free 

     τελικός όγκος 10μl  

 

Με βάση τη συγκέντρωση του RNA o όγκος υπολογίζεται ώστε στην αντίδραση να 

προστεθούν 1μg. 

 

2. Επώαση του μείγματος στους 65°C για 5' και μετά ψύχεται αμέσως σε πάγο. 

3. Προετοιμάστε το μείγμα αντίδρασης συνδυάζοντας τα ακόλουθα συστατικά 

για να δημιουργηθεί μια αντίδραση 20 μl. 

 

μείγμα Α      10μl  

5X PrimeScript Buffer     4μl 

Rnase Αναστολέας (40U/μl)    20U(0.5μl)  

PrimeScript RT (200U/μl)    200U(1μl) 

dH2O Rnase-free     4.5μl 

    τελικός όγκος 20μl 

4. Ανακατεύουμε απαλά. 

5. Για την αντίδραση :Επώαση στους 30°C για 10' 

6. Επώαση στους 42°C για 45' 

7. Επώαση στους 70°C για 15' και μεταφορά αμέσως του δείγματος στον πάγο. 

ΧI) qPCR 

 

 Με qPCR αναλύθηκαν τα επίπεδα έκφρασης ομάδας γονιδίων των οποίων η 

έκφραση βρέθηκε τροποποιημένη στην RNA αλληλούχηση. Για την qPCR 

χρησιμοποιήθηκε RNA από τα ίδια δείγματα στα οπoία έγινε και η RNA 

αλληλούχηση (3 δείγματα της και 2 δείγματα ελλειμματικά για τις Rac, παράγραφος 

VIII)  
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Οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για τα προς μελέτη γονίδια δίνονται στον πίνακα 

που ακολουθεί. 

 

ΓΟΝΙΔΙΑ ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ 

Ank-1  F: 5'-ATCAAAGACATCGAGGCGCA-3' R: 5'-ACCCGTTCTGGTTACAGGTG-3' 

Ccnl1  F: 5'-GGAAAAAGGACTCCAAGCCC-3' R: 5'-CCCAACTCCTTTAGCACCCT -3' 

 Dyntl1 

F: 5'- GGCGAAGGAGATGCGTTAAA -

3' R: 5'-TGGCGCTTTCTATAGCCTCC -3' 

Hist2h2ac F: 5'-ACCTCGGTGTGTCCTACATTA-3' R: 5'-GCGTAGTTGCCCTTGCG-3' 

Magel2 F: 5'-AAGGGCACTCAACCATTCGT-3' 

R: 5'-GACCTGTCGGATCAGTGGTG-

3' 

 miR-124 F: 5'-GAAGGATCGACCCAGCACAA-3' 

R: 5'-TAAGGGCTACTTTGCGAGGC-

3' 

Sptb 

F: 5'-GAACATTGACGCAGAGGGGA-

3' R: 5'-AGTTGTTCTGCCTTCGCCTT-3' 

Miat  F: 5'-GGGCTTAGGGGAGTCCAAAC-3' R: 5'-CTCACTACCAACCCCAACCC-3' 

Meg3  F: 5’-GGGTAGGCTCAGCATGGTTT-3' R: 5'-CCCGCTCCAGATTTCACCTT-3' 

Tpcn2 F: 5'-GGCCTGTTACATTGGTGGGA-3' R: 5'-TGCAGCACCGGAGTGGAC-3' 

Zmym6 

F: 5'-TTCTCTCGGCTTTCAGGTTGG -

3' 

R: 5'-TCCGGTAGGTAGGTTGTCCC -

3'  

 

Όλοι οι εκκινητές επαναδιαλυτοποιήθηκαν έτσι ώστε η τελικής τους συγκέντρωση 

να είναι 100pmol/μl και αποθηκεύονται στους -20οC. 

Aπό το διάλυμα αυτό, παρασκευάζονταν ενδιάμεσο διάλυμα με συγκέντρωση 

2pmol/μl. 

 

Για τη qPCR χρησιμοποιήθηκε το KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix2 Universal 

(KAPA BIOSYSTEMS) 

 

Κάθε αντίδραση περιλαμβάνει: 

 

2X KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix    7.5μl 

Forward Primer        (10 µM) 1.5 μl 

Reverse Primer       (10 µM) 1.5 μl 

Template cDNA       3.5 μl 

H2O 

ROX (high, 500nM)       0.3μl 

H2O        0.7μl 

      Tελικός όγκος 15μl 
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Tα cDNA που συντέθηκαν ήταν από RNA 1μg. Aκόλουθα όλες οι αντιδράσεις 

σχεδιάστηκαν ώστε cDNA και Η2Ο να έχουν στην αντίδραση συνολικό όγκο 3,5μl, με 

σκοπό να είναι σταθερός όγκος του template που προστίθεται σε όλες τις 

αντιδράσεις 

 

Οι συνθήκες για τις PCR ήταν: 

 

1. 95oC για 20’’,  

2. ακολουθούμενοι από 40 κύκλους  

 95oC για 3’’,  

 58 oC για 30΄΄ (για τα γονίδια Ccnl1, Dyntl1, Hist2h2ac, Magel2, Meg3,  

   MiR124, Miat, Tpcn2, Zmym6)  

 Και 57oC για 30΄΄ (για τα γονίδια Ank1, Sptb) 

 72oC για 1’.  

3. τελικό βήμα στους 95 oC για 15’’,  

4. 60°C για 1’ 

5. 95°C για 15’’ 

 

 Πραγματοποιήθηκε qPCR με συγκριτική ανάλυση για: Ank1, Ccnl1, 

Hist2h2ac, Magel2, Meg3, miR-124, Miat, Sptb και qPCR με σχετική τυπική καμπύλη 

για Dntl1, TPCN2, Zmym6.  

Κάθε δείγμα αναλύθηκε εις τριπλούν. 

 Για τα γονίδια Ccnl1, Hist2h2ac η ανάλυση έγινε με cDNA που αντιστοιχoύσε 

σε 1 ng ολικού RNA, για τα γονίδια Dyntl1, Magel2, Meg3, MiR124, Miat, Tpcn2 σε 

5ng, για το γονίδιο Zmym6 10 ng, για τα γονίδια Sptb Ank1 σε 50 ng. 

 Πραγματοποιήθηκαν δοκιμές PCR για κάθε δείγμα εις τριπλούν 

χρησιμοποιώντας cDNA που αντιστοιχεί σε 1 ng ολικού RNA σχετικά με Ccnl1, 

Hist2h2ac, 5 ng σχετικά με Dyntl1, Magel2, Meg3, MiR124, Miat, Tpcn2, 10 ng 

σχετικά με Zmym6 και 50 ng Sptb Ank1. 

  Τα επίπεδα έκφρασης για όλα τα γονίδια κανονικοποιήθηκαν σύμφωνα με 

το γονίδιο αναφοράς και εκφράστηκαν ως ποσοστό αλλαγής σε σχέση με το γονίδιο 

αναφοράς. 

 

ΧΙI) Live-imaging μικροσκοπία. 

 

 Η απεικόνιση πραγματοποιήθηκε στο συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS 

SP8. Τα ζωντανά κύτταρα απεικονίστηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο Leica SP8 που 

είναι εξοπλισμένο με ειδικό θάλαμο όπου ελέγχεται η θερμοκρασία και η παροχή 

CO2. Tα πειράματα αυτά έγιναν στους 37οC και σε 5% CO2. Σε όλες τις καταγραφές 

ζωντανών κυττάρων επιλέχθηκε για λόγους ταχύτητας ο resonant scanner. 
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 Oι εικόνες των ζωντανών MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων που 

εκφράζουν YFP και μεταναστεύουν σε εμβρυϊκές τομές εγκεφάλου E14.5, από διπλά 

ελλειμματικά για τις Rac, Rac1 και Rac3 ελλειμματικά έμβρυα καθώς και από 

έμβρυα της ομάδας ελέγχου λαμβάνονταν κάθε 3 λεπτά, για έως και 8 ώρες στο 

ύψος του ορίου φλοιού και ραβδωτού σώματος. Το βήμα μεταξύ δύο διαδοχικών 

οπτικών πεδίων ήταν 1μm, ενώ το εύρος στο z άξονα δεν ήταν σταθερό, ορίζονταν 

σε κάθε τομή έτσι ώστε η απεικόνιση να ολοκληρώνεται εντός των 3 λεπτών. 

Χρησιμοποιήθηκε καταδυτικός φακός λαδιού 20Χ, 40Χ, με ή χωρίς επιπλέον zoom. 

Με βάση τη σχέση ποιότητας της εικόνας και χρόνου που απαιτείται για την 

καταγραφή της, το μέγεθος των εικόνων επιλέχθηκε να είναι 525pxΧ525px.  

 Αντίστοιχα σε εμβρυϊκές τομές εγκεφάλου E14.5, από διπλά ελλειμματικά 

για τις Rac έμβρυα και από έμβρυα της ομάδας ελέγχου στα οποία είχε 

πραγματοποιηθεί 24 ώρες νωρίτερα εστιακή ηλεκτροδιάτρηση και εκφράζουν RFP , 

οι εικόνες λαμβάνονταν κάθε 3 λεπτά, για έως και 5 ώρες στην περιοχή της 

υποκοιλιακής ζώνης. Το βήμα μεταξύ δύο διαδοχικών εικόνων ήταν 1μm.  

 Οι εικόνες των ζωντανών MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων που 

εκφράζουν YFP και μεταναστέυουν σε εμβρυϊκές τομές εγκεφάλου E14.5 από 

έμβρυα της ομάδας ελέγχου, τα οποία αναπτύχθηκαν παρουσία trans Ned-19 και 

DMSO λαμβάνονταν κάθε 6 λεπτά, για έως και 8 ώρες, στο ύψος του ορίου φλοιού 

και ραβδωτού σώματος. Η καταγραφή και στις δύο συνθήκες γίνονταν ταυτόχρονα, 

επομένως τα όρια στον άξονα του Ζ ορίζονταν με τέτοιο τρόπο σε κάθε τομή, ώστε 

στο διάστημα των 6 λεπτών να είναι δυνατή η καταγραφή και των δύο τομών ( με 

trans Ned-19 και με DMSO) και να συμπεριλαμβάνεται και ο χρόνος που 

απαιτούνταν για να μετακινηθεί ο φακός από σημείο καταγραφής σε σημείο 

καταγραφής μεταξύ των τομών όσο και ο χρόνος που απαιτούνταν για να 

επιστρέψει στο αρχικό σημείο. 

 Οι εικόνες των ενδονευρώνων της ομάδας ελέγχου ή Rac1/Rac3 

ελλειμματικών εμβρύων ηλικίας Ε14.5, που μετανάστευαν ακτινωτά 

εγκαταλείποντας τα ιστοτεμάχια του MGE σε πήκτωμα (matrigel) και είχαν 

προηγουμένως επωαστεί με τις φθορίζουσες χρωστικές lysotracker Red DND και 

Hoechst, λαμβάνονταν κάθε 3 λεπτά για 4 ώρες χρησιμοποιώντας τα κατάλληλα 

laser. Το βήμα μεταξύ δύο διαδοχικών εικόνων ήταν και πάλι 1μm. 

 Για τη μελέτη του ρυθμού ανάπτυξης των αξόνων των ενδονευρώνων, οι 

εικόνες των MGE-προερχόμενων ενδονευρώνων απομονωμένων από την ομάδα 

ελέγχου ή από Rac1/Rac3 ελλειμματικά έμβρυα ηλικίας Ε14.5, μία ώρα μετά την 

έναρξη της καλλιέργειάς τους καταγράφονταν κάθε 3 λεπτά για έως και 10 ώρες 

χρησιμοποιώντας μόνο έναν ανιχνευτή μεταδιδόμενου φωτός (διαφορετικά στην 

έκθεση του laser τα κύτταρα πέθαιναν μετά από διάστημα 2 ωρών). Το βήμα μεταξύ 

δύο διαδοχικών εικόνων ήταν επίσης 1μm. 

 Τέλος για την καταγραφή της κίνησης των λυσοσωμάτων στους 

αναπτυσσόμενους άξονες των ενδονευρώνων, τα κύτταρα της ομάδας ελέγχου και 
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των Rac1/Rac3 ελλειμματικών μυών επωάζονταν με lysotracker Red DND και tubulin 

tracker deep red. Για την καταγραφή, επιλέγονταν άξονες που εξέφραζαν την YFP 

και στη συνέχεια καταγράφονταν κάθε 523ms για 60sec. Eδώ η καταγραφή γίνονταν 

σε ένα επίπεδο που επιλέγονταν κάθε φορά (xyt acquisition mode). 

 

ΧΙΙI) Εργαλεία που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση των δεδομένων. 

 

  Η ανάλυση για τη Gene Ontology (GO) πραγματοποιήθηκε με το using 

Cytoscape software (Otasek et al., 2019; Shannon et al., 2003). Η ανάλυση των 

εικόνων έγινε με το ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/; RRID: nif-0000-30467)ή το 

Fiji(http://fiji.sc/Fiji; RRID: SciRes_000137) (Schindelin et al., 2009; Schneider et al., 

2012). Η ανάλυση για τις παραμέτρους της κίνησης των ενδονευρώνων έγινε με το 

MtrackJ plugin της πλατφόρμας Fiji (Meijering et al., 2012). H ένταση του φθορισμού 

κατά μήκος του αναπτυσσόμενου νευρίτη, μετρήθηκε σε σταθερές αποστάσεις από 

τον πυρήνα με το plugin Concentric Circles. Τα διαγράμματα της έντασης του 

φθορισμού στο χρόνο που δημιουργήθηκαν για μεταναστεύοντες ενδονευρώνες 

σημασμένους με Hoechst and Lysotracker Red DND κατασκευάστηκαν με 

πρόγραμμα του ImageJ, το Intensity2(author Steve Rothery, FILM - Facility for 

Imaging in Light Microscopy, Imperial College London 

https://www.imperial.ac.uk/medicine/facility-for-imaging-by-light-

microscopy/software/fiji/). Η ανάλυση της έκφρασης του TPC2 έγινε με το plugin 

του Fiji 3D object counter, με το οποίο μετρήθηκε ο αριθμός των σημείων με 

φθορισμό ανά κύτταρο σε thresholded εικόνες (Bolte and Cordelières, 2006). Τα 

Kymographs (γραφήματα στα οποία στον άξονα του x απεικονίζεται το μήκος του 

άξονα και στον άξονα του Υ ο χρόνος) κατασκευάστηκαν με το plugin του Fiji, Multi 

Kymograph  (authors J.Reitdorf, A.Seitz) και η ανάλυσή τους έγινε με το 

ημιαυτοματοποιημένο πρόγραμμα Kymoanalyzer v101 (Neumann et al., 2017). Η 

μορφολογία των νευριτών αναλύθηκε με το ημιαυτοματοποιημένο plugin του Fiji, 

SNT-Simple Neurite Tracer (Arshadi et al., 2021). H Sholl ανάλυση 

πραγματοποιήθηκε το Sholl plugin του Fiji (Ferreira et al., 2014). To μήκος του 

αναπτυσσόμενου άξονα και των νευριτών  σε νευρώνες που αναπτύχθηκαν 

παρουσία DMSO ή trans Ned-19 μετρήθηκε με το plugin AnalyzeSkeleton (Arganda-

Carreras et al., 2010). Για τις in silico αναλύσεις χρησιμοποιήθηκαν τα : TargetScan 

(Agarwal et al., 2015), LASAGNA_-Search (Lee and Huang, 2013), GeneMANIA 

(Mostafavi et al., 2008), STRING (Szklarczyk et al., 2021) were used. 

 

ΧΙV) Στατιστική ανάλυση 

 

 Όλα τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσος όρος ± SEM. Η στατιστική 

ανάλυση των μετρούμενων τιμών για κάθε ομάδα διεξήχθη χρησιμοποιώντας two-

https://www.imperial.ac.uk/medicine/facility-for-imaging-by-light-microscopy/software/fiji/
https://www.imperial.ac.uk/medicine/facility-for-imaging-by-light-microscopy/software/fiji/
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tailed, unpaired Student’s t-test, αναλύσεις διακύμανσης One-way ή Two-way 

ANOVA που ακολουθήθηκαν από Tukey's ή Sidak's post-hoc τεστ για τις πολλαπλές 

συγκρίσεις μεταξύ των ομάδων. Πραγματοποιήθηκαν επίσης αναλύσεις με 

πολλαπλά t-test που ακολουθήθηκαν από two-stage linear step-up procedure of 

Benjamini, Krieger and Yekutieli. Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας GraphPad Prism έκδοση 8.00 για Windows (Prism, GraphPad). 

Στατιστικά σημαντικές θεωρήθηκαν οι τιμές P που ήταν μικρότερες από 0,05. Πιο 

συγκεκριμένα οι στατιστικές αναλύσεις που πραγματοποιήθηκαν, αναφέρονται ανά 

πείραμα στην ενότητα των αποτελεσμάτων. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
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Feature ID 

control3 
- 
IonXpre
ssRNA_
011.3cK
aragoge
os_4.5.1
6 
(single) 
trimme
d 
(GE)_RP
KM0UR
10 - 
Unique 
gene 
reads 

control3 
- 
IonXpre
ssRNA_
012.1cK
aragoge
os_23.3.
16 
(single) 
trimme
d 
(GE)_RP
KM0_U
R10 - 
Unique 
gene 
reads 

control3 - 
IonXpress
RNA_013.
2cKarago
geos_29.
3.16 
(single) 
trimmed 
(GE)_RPK
M0UR10 - 
Unique 
gene 
reads 

control3 - 
Means 

mutan
t3 - 
IonXpr
essRN
A_012
.3mKa
ragoge
os_4.5
.16 
(single
) 
trimm
ed 
(GE)_R
PKM0
UR10 - 
Uniqu
e gene 
reads 

mutant3 - 
IonXpress
RNA_014.
1mKarag
ogeos_29
.3.16 
(single) 
trimmed 
(GE)_RPK
M0_UR10 
- Unique 
gene 
reads 

mutant3 - 
IonXpressR
NA_015.2m
Karagogeos
_29.3.16 
(single) 
trimmed 
(GE)_RPKM
0UR10 - 
Unique 
gene reads 

mutant3 
- Means 

1500016L03Rik 314 39 59 137.3333 0 0 15 5 

1700007K13Rik 22 10 20 17.33333 0 0 0 0 

1700028P14Rik 0 0 0 0 35 0 39 24.66667 

1700057H15Rik 53 78 66 65.66667 0 0 0 0 

2410015M20Rik 694 662 484 613.3333 865 1315 801 993.6667 

2610203C20Rik 5472 6583 4670 5575 2222 1933 1835 1996.667 

2900076A07Rik 207 284 255 248.6667 103 80 75 86 

4930511M06Rik 0 0 0 0 53 0 33 28.66667 

4930539J05Rik 26 23 13 20.66667 0 0 0 0 

4930546H06Rik 425 548 422 465 126 123 115 121.3333 

4930599N23Rik 18 28 22 22.66667 0 0 0 0 

4931423N10Rik 19 19 15 17.66667 0 0 0 0 

4933407K13Rik 407 476 469 450.6667 168 145 131 148 

5430416N02Rik 509 566 501 525.3333 209 150 119 159.3333 

5830403L16Rik 16 26 10 17.33333 0 0 0 0 

5930412G12Rik 56 31 25 37.33333 0 0 0 0 

6030498E09Rik 0 0 0 0 11 20 10 13.66667 

6720401G13Rik 459 560 508 509 147 182 122 150.3333 

9430008C03Rik 368 536 476 460 134 132 77 114.3333 

A930011O12Rik 1396 2584 1537 1839 770 431 242 481 

A930017M01Rik 20 18 33 23.66667 0 0 0 0 

AA474331 241 281 291 271 78 61 97 78.66667 

Adam23 1078 1264 1210 1184 376 383 474 411 

Adamts10 536 671 648 618.3333 212 211 210 211 

Adamts2 88 17 23 42.66667 0 0 0 0 

Adamts20 238 262 186 228.6667 74 80 75 76.33333 

Adrbk2 328 390 494 404 143 95 179 139 

Alb 26 39 51 38.66667 0 0 0 0 

Aldh1a2 35 36 35 35.33333 0 0 0 0 

Πινακας 1. Γενετικοί τόποι των οποίων η έκφραση παρουσιάζει διαφορά στην 

έφραση μεταξύ Rac1/Rac3 wt και Rac1/Rac3mut  τουλάχιστον +2fold ή-2 fold . 
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Ank1 412 311 395 372.6667 138 125 147 136.6667 

Ankef1 24 21 13 19.33333 0 0 0 0 

Ankrd10 4092 4349 3952 4131 1691 1301 1545 1512.333 

Ankrd16 523 553 506 527.3333 162 85 92 113 

Arl4d 1438 1786 1433 1552.333 2899 2079 1910 2296 

Atp5g2 117 161 114 130.6667 53 28 30 37 

Bcl2l15 30 29 32 30.33333 0 0 0 0 

Btnl7-ps 0 1607 0 535.6667 0 0 0 0 

C1qa 262 194 183 213 264 418 336 339.3333 

C230004F18Rik 208 227 201 212 53 59 71 61 

Cacng3 62 139 136 112.3333 185 239 127 183.6667 

Camk1d 16081 14576 11283 13980 14035 16990 33417 21480.67 

Caps2 13 16 24 17.66667 0 0 0 0 

Ccdc144b 0 55 74 43 0 0 0 0 

Ccdc155 32 33 40 35 0 0 0 0 

Ccdc17 12 11 36 19.66667 0 0 0 0 

Ccnl1 1681 2267 1895 1947.667 850 705 566 707 

Cd44 12725 11776 15184 13228.33 10586 14199 36993 20592.67 

Cd52 0 0 0 0 18 20 19 19 

Cdk3-ps 26 17 22 21.66667 0 0 0 0 

Cdk8 68201 40287 64773 57753.67 73361 112403 188295 124686.3 

Cfp 209 337 230 258.6667 96 87 71 84.66667 

Chat 38 50 53 47 0 0 0 0 

Clcn2 340 442 449 410.3333 162 101 180 147.6667 

Cldn10 46 17 12 25 0 0 0 0 

Cldn13 38 17 36 30.33333 0 0 0 0 

Clec3b 17 24 16 19 0 0 0 0 

Cmtm1 104 89 72 88.33333 0 0 0 0 

Cnpy1 167 41 20 76 0 0 0 0 

Cntd1 16 17 32 21.66667 0 0 0 0 

Coa4 183 222 233 212.6667 401 382 216 333 

Col12a1 375 271 686 444 104 71 212 129 

Col16a1 27 21 33 27 0 0 0 0 

Col3a1 849 814 537 733.3333 182 191 355 242.6667 

Cox6b1 1385 1491 1368 1414.667 2149 3007 1544 2233.333 

Cpa3 21 31 14 22 0 0 0 0 

Cphx3 0 79 65 48 0 0 0 0 

Cyp26b1 1600 47 44 563.6667 31 24 29 28 

Cyp27a1 10 30 16 18.66667 0 0 0 0 

Cyp2b19 15 28 11 18 0 0 0 0 

Cyp2j9 21 20 11 17.33333 0 0 0 0 

Cyp4f17 128 190 128 148.6667 21 45 39 35 

D8Ertd738e 654 532 577 587.6667 1038 1766 678 1160.667 

D930016D06Rik 515 562 512 529.6667 155 164 90 136.3333 

Dab2_1 344 458 348 383.3333 81 143 162 128.6667 

Dctpp1 972 1060 751 927.6667 1394 2025 977 1465.333 
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Ddx43 11 15 25 17 0 0 0 0 

Dgkq 435 534 519 496 166 118 170 151.3333 

Dmbx1 358 0 0 119.3333 0 0 0 0 

Dpp10 239 222 297 252.6667 404 427 297 376 

Dynlt1b 197 158 125 160 318 276 286 293.3333 

E030042O20Rik 14 31 19 21.33333 0 0 0 0 

Ebf3 3346 130 246 1240.667 82 63 135 93.33333 

Ecm2 17 19 14 16.66667 0 0 0 0 

Edn3 21 13 36 23.33333 0 0 0 0 

Efcc1 55 12 21 29.33333 0 0 0 0 

Egfl6 17 21 23 20.33333 0 0 0 0 

En2 417 24 0 147 0 0 0 0 

Enkur 15 26 22 21 0 0 0 0 

Epb4.2 294 251 203 249.3333 15 85 41 47 

Eps8l1 48 50 59 52.33333 0 0 0 0 

Ermap 242 149 147 179.3333 40 27 26 31 

F13a1 313 378 224 305 41 65 87 64.33333 

Fam107a 11 35 34 26.66667 0 0 0 0 

Fam159a 23 14 13 16.66667 0 0 0 0 

Fam227a 412 693 570 558.3333 199 166 113 159.3333 

Fam46c 2296 1978 1519 1931 395 918 567 626.6667 

Fbn1 664 743 778 728.3333 348 217 235 266.6667 

Fbn2 387 425 574 462 150 127 204 160.3333 

Figf 14 24 23 20.33333 0 0 0 0 

Fmo5 19 32 28 26.33333 0 0 0 0 

Gdf10 138 0 10 49.33333 0 0 0 0 

Gm10020 208 101 57 122 305 473 138 305.3333 

Gm10039 0 0 0 0 161 179 171 170.3333 

Gm10076 0 0 0 0 10 23 13 15.33333 

Gm10093 31 130 291 150.6667 19 0 16 11.66667 

Gm10557 364 405 464 411 115 83 197 131.6667 

Gm10704 13 18 10 13.66667 86 126 108 106.6667 

Gm10863 23 31 38 30.66667 0 0 0 0 

Gm11222 17 38 33 29.33333 0 0 0 0 

Gm11263 0 0 0 0 16 16 18 16.66667 

Gm11762 35 17 41 31 0 0 0 0 

Gm12054 1735 1264 2414 1804.333 3744 3004 4768 3838.667 

Gm12080 27 39 21 29 0 0 0 0 

Gm12439 13 23 13 16.33333 0 0 0 0 

Gm12696 462 411 468 447 596 811 679 695.3333 

Gm13123 0 0 0 0 15 25 69 36.33333 

Gm13736 0 0 0 0 52 0 30 27.33333 

Gm14286 16 54 33 34.33333 0 0 0 0 

Gm14342 599 731 839 723 290 191 253 244.6667 

Gm14681 163 151 260 191.3333 386 670 241 432.3333 

Gm15328 15 19 24 19.33333 0 0 0 0 
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Gm15442 0 0 0 0 11 18 11 13.33333 

Gm15487 83 67 119 89.66667 282 308 87 225.6667 

Gm16010 30 14 23 22.33333 0 0 0 0 

Gm16365 29 28 31 29.33333 0 0 0 0 

Gm16537 14 14 24 17.33333 0 0 0 0 

Gm1673 211 231 228 223.3333 257 582 286 375 

Gm16938 15 25 23 21 0 0 0 0 

Gm16973 98 199 139 145.3333 40 48 31 39.66667 

Gm20605 15 30 21 22 0 0 0 0 

Gm2061 33 12 11 18.66667 0 0 0 0 

Gm20635 24 29 26 26.33333 0 0 0 0 

Gm21464 18 13 31 20.66667 0 0 0 0 

Gm21811 341 357 383 360.3333 166 89 142 132.3333 

Gm21857 171 131 199 167 28 40 12 26.66667 

Gm21985 13 20 24 19 0 0 0 0 

Gm2237 103 151 112 122 21 16 13 16.66667 

Gm22513 0 0 0 0 0 17 96 37.66667 

Gm2381 12 24 14 16.66667 0 0 0 0 

Gm26551 0 253 0 84.33333 0 0 0 0 

Gm26561 38937 28646 45313 37632 0 0 0 0 

Gm26721 11 18 26 18.33333 0 0 0 0 

Gm26862 11 25 20 18.66667 0 0 0 0 

Gm26870 15 16 21 17.33333 0 0 0 0 

Gm26917 362 517 489 456 602 989 1473 1021.333 

Gm2824 139 148 132 139.6667 44 31 27 34 

Gm3164 20 20 14 18 0 0 0 0 

Gm3173 143 111 110 121.3333 25 22 24 23.66667 

Gm3526 17 23 13 17.66667 0 0 0 0 

Gm3667 168 151 155 158 46 27 32 35 

Gm3739 221 257 197 225 95 69 52 72 

Gm3764 4973 6589 3898 5153.333 1892 1898 1204 1664.667 

Gm3985 33 14 13 20 0 0 0 0 

Gm4134 21 20 19 20 0 0 0 0 

Gm4540 84 85 83 84 123 315 92 176.6667 

Gm4617 241 239 277 252.3333 321 654 459 478 

Gm514 36 63 51 50 0 0 0 0 

Gm5611 141 174 174 163 295 627 209 377 

Gm5796 104 90 78 90.66667 30 11 14 18.33333 

Gm5913 0 0 0 0 0 52 123 58.33333 

Gm6297 32 30 35 32.33333 0 0 0 0 

Gm6410 11 20 18 16.33333 0 0 0 0 

Gm6969 0 0 0 0 0 0 274 91.33333 

Gm8420 102 122 97 107 125 329 172 208.6667 

Gm8730 12 24 25 20.33333 2501 3148 7883 4510.667 

Gm9825 452 369 577 466 1748 1376 274 1132.667 

Gm9855 2585 1106 1084 1591.667 0 0 0 0 
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Gm9994 76 114 0 63.33333 0 0 0 0 

Gphn 91528 72958 92055 85513.67 88880 110514 256819 152071 

Gpr160 12 23 25 20 0 0 0 0 

Gpr62 16 40 23 26.33333 0 0 0 0 

Grhl2 22 17 16 18.33333 0 0 0 0 

Hddc3 303 442 380 375 544 700 428 557.3333 

Hemk1 369 436 471 425.3333 148 162 82 130.6667 

Hexb 8767 7758 10530 9018.333 8530 19579 41662 23257 

Hfm1 238 245 289 257.3333 91 45 24 53.33333 

Hist1h1a 176 87 112 125 201 288 362 283.6667 

Hist1h1b 204 162 169 178.3333 220 283 435 312.6667 

Hist1h1c 305 297 393 331.6667 445 464 724 544.3333 

Hist1h1d 368 273 335 325.3333 375 595 1004 658 

Hist1h1e 591 522 1127 746.6667 708 1049 1767 1174.667 

Hist1h2ab 34 29 69 44 44 104 289 145.6667 

Hist1h2ak 47 18 75 46.66667 56 165 236 152.3333 

Hist1h2ap 30 59 49 46 16 484 143 214.3333 

Hist1h2bb 18 25 29 24 26 126 172 108 

Hist1h2bc 114 154 100 122.6667 209 220 182 203.6667 

Hist1h2be 96 75 111 94 85 163 375 207.6667 

Hist1h2bl 47 49 88 61.33333 33 173 278 161.3333 

Hist1h2bm 29 30 61 40 33 85 230 116 

Hist1h2bn 34 19 35 29.33333 23 84 181 96 

Hist1h3a 38 24 24 28.66667 53 72 108 77.66667 

Hist1h3c 65 44 119 76 63 197 304 188 

Hist1h3d 58 23 67 49.33333 70 108 188 122 

Hist1h3e 75 43 117 78.33333 97 186 317 200 

Hist1h3h 26 19 24 23 40 56 109 68.33333 

Hist1h3i 42 44 69 51.66667 50 116 211 125.6667 

Hist1h4d 131 44 114 96.33333 87 231 417 245 

Hist1h4f 40 28 40 36 54 99 237 130 

Hist1h4h 45 39 42 42 43 115 144 100.6667 

Hist1h4j 54 27 50 43.66667 45 113 185 114.3333 

Hist2h2ac 16 20 31 22.33333 63 86 135 94.66667 

Hspa8 9265 6460 10664 8796.333 14751 18786 16424 16653.67 

Ifit3 13 14 23 16.66667 0 0 0 0 

Irf9 371 442 392 401.6667 199 104 134 145.6667 

Irx2 277 13 15 101.6667 0 0 0 0 

Itga9 19070 14872 25459 19800.33 15789 26872 61747 34802.67 

Itgb1bp2 28 34 23 28.33333 0 0 0 0 

Jarid2 54900 48192 58060 53717.33 49481 81938 140255 90558 

Kcne3 16 24 15 18.33333 0 0 0 0 

Kcnh6 99 398 423 306.6667 77 106 81 88 

Kcns2 45 43 73 53.66667 140 111 105 118.6667 

Kel 358 198 223 259.6667 48 96 48 64 

Lars2 105714 99489 145505 116902.7 99768 160117 363526 207803.7 
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Ldb3 11 19 24 18 0 0 0 0 

Leprel2 303 413 304 340 93 77 122 97.33333 

Lhx1 875 85 186 382 20 20 117 52.33333 

Loxl4 15 36 22 24.33333 0 0 0 0 

Lrrc6 21 16 18 18.33333 0 0 0 0 

Lsmd1 305 402 259 322 448 853 381 560.6667 

Lyrm7 64 73 93 76.66667 86 244 323 217.6667 

Maf 269 393 330 330.6667 716 953 613 760.6667 

Magel2 1083 1441 1560 1361.333 509 367 484 453.3333 

Malt1 94 129 163 128.6667 30 36 41 35.66667 

Mapk15 15 14 22 17 0 0 0 0 

Mb 15 22 19 18.66667 0 0 0 0 

Meg3 3074 7232 5152 5152.667 1829 2300 1161 1763.333 

Miat 5603 7486 5038 6042.333 1981 1397 1489 1622.333 

Mirg 310 484 306 366.6667 161 108 89 119.3333 

Mkx 15 20 15 16.66667 0 0 0 0 

mmu-mir-6236 1969 1713 2029 1903.667 2289 4942 8442 5224.333 

Morn2 169 149 150 156 206 338 206 250 

Mpo 26 15 20 20.33333 0 0 0 0 

Mrpl17 215 193 175 194.3333 321 410 159 296.6667 

Mrpl54 330 306 271 302.3333 357 709 313 459.6667 

Mrps21 469 530 407 468.6667 619 1008 529 718.6667 

Mrps36 156 184 142 160.6667 232 312 181 241.6667 

mt-Rnr1 29427 24236 21043 24902 23714 49843 57654 43737 

Mt3 205 235 254 231.3333 309 589 427 441.6667 

Myh8 187 12 0 66.33333 0 0 0 0 

Mypn 0 0 0 0 134 105 0 79.66667 

n-R5-8s1 229 256 1761 748.6667 251 3373 15512 6378.667 

Ndufa2 917 1137 801 951.6667 1257 2086 961 1434.667 

Ndufa3 238 388 267 297.6667 407 689 389 495 

Ndufb7 1037 965 857 953 1252 2166 1081 1499.667 

Ndufs6 526 512 344 460.6667 580 1127 509 738.6667 

Nkx2-2 14 30 18 20.66667 0 0 0 0 

Npas4 41 82 36 53 0 0 0 0 

Npy 372 484 345 400.3333 1053 871 598 840.6667 

Nrg4 11 18 20 16.33333 0 0 0 0 

Ntrk1 43 19 21 27.66667 0 0 0 0 

Nxph1 511 843 663 672.3333 1015 1211 904 1043.333 

Nxph2 0 13 0 4.333333 59 130 68 85.66667 

Osr1 33 32 16 27 0 0 0 0 

Otof 40 14 21 25 0 0 0 0 

Pabpc5 18 15 27 20 0 0 0 0 

Pax3 324 0 13 112.3333 0 0 0 0 

Pax6os1 40 39 42 40.33333 0 0 0 0 

Paxbp1 1952 2411 2142 2168.333 797 704 521 674 

Pcp4 109 117 75 100.3333 171 229 136 178.6667 
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Pdxk-ps 12 27 12 17 0 0 0 0 

Pisd-ps1 1850 3000 2258 2369.333 660 676 852 729.3333 

Pkd1l1 164 180 197 180.3333 0 0 37 12.33333 

Pla2g4b 44 39 27 36.66667 0 0 0 0 

Plekha6 1236 1376 1705 1439 566 361 583 503.3333 

Plekhg4 27 36 35 32.66667 0 0 0 0 

Plekhn1 112 128 119 119.6667 10 20 0 10 

Pomp 1673 1635 1367 1558.333 2540 2730 1727 2332.333 

Ppfia4 244 249 265 252.6667 119 64 74 85.66667 

Prkcq 80 140 103 107.6667 241 164 149 184.6667 

Pspn 0 0 0 0 12 10 25 15.66667 

Ptprcap 12 28 15 18.33333 0 0 0 0 

Rac3 498 669 596 587.6667 0 10 0 3.333333 

Rgs22 15 24 19 19.33333 0 0 0 0 

Rmrp 30 28 34 30.66667 12 149 531 230.6667 

Rn7sk 564 293 484 447 482 721 2374 1192.333 

Rnf113a1 103 80 74 85.66667 137 138 127 134 

Rnf39 25 20 18 21 0 0 0 0 

Robo3 1346 283 330 653 113 76 197 128.6667 

Romo1 614 444 373 477 893 889 558 780 

Rorc 15 26 40 27 0 0 0 0 

RP23-199B2.4 262 237 275 258 64 136 62 87.33333 

RP23-32A8.1 776 1045 1021 947.3333 351 357 267 325 

RP23-59B16.8 0 0 0 0 18 21 67 35.33333 

Rpl21 3336 2530 2387 2751 7671 9816 3894 7127 

Rpl23 5417 6051 5066 5511.333 7843 16383 6570 10265.33 

Rpl26 78 110 81 89.66667 100 3854 3618 2524 

Rpl3-ps1 19 22 14 18.33333 614 19 681 438 

Rpl30 2267 1748 1592 1869 3003 4375 1729 3035.667 

Rpl35a 1123 1601 1131 1285 1766 3180 1219 2055 

Rpl37 2021 1721 1371 1704.333 3815 4523 1976 3438 

Rpl41 5185 4610 3403 4399.333 6450 11993 4105 7516 

Rplp2 4466 4505 3535 4168.667 5579 8538 5202 6439.667 

Rpph1 0 0 0 0 0 14 99 37.66667 

Rps10 2474 3160 1971 2535 3790 6704 2542 4345.333 

Rps11 10681 10654 9183 10172.67 15038 21158 11878 16024.67 

Rps13-ps1 334 636 603 524.3333 957 3654 781 1797.333 

Rps15 10520 11970 10851 11113.67 15312 30735 12944 19663.67 

Rps15a-ps4 23 16 21 20 0 0 0 0 

Rps15a-ps8 198 781 561 513.3333 385 2233 965 1194.333 

Rps17 5520 4380 3683 4527.667 7904 10019 4436 7453 

Rps20 9214 9759 9528 9500.333 13935 20601 11517 15351 

Rps28 645 783 690 706 1004 1868 712 1194.667 

Rps29 346 420 297 354.3333 456 815 436 569 

Rps3a1 260 1629 1236 1041.667 8470 291 5418 4726.333 

Rps9 13604 14194 11701 13166.33 18690 25372 14569 19543.67 
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Rpsa-ps10 33 33 23 29.66667 6679 1100 21 2600 

Rsph3b 15486 9798 13276 12853.33 13625 17673 48366 26554.67 

Scn2b 22 14 24 20 0 0 0 0 

Sh2d4a 15 23 31 23 0 0 0 0 

Sim2 32 16 42 30 0 0 0 0 

Sirpb1b 0 0 0 0 36 36 0 24 

Skor2 444 0 11 151.6667 0 0 0 0 

Slc16a4 164 347 166 225.6667 77 73 56 68.66667 

Slc16a9 20 29 21 23.33333 0 0 0 0 

Slc2a4rg-ps 127 215 163 168.3333 58 57 28 47.66667 

Slc4a1 4386 3592 2913 3630.333 401 1289 740 810 

Slfn3 54 66 101 73.66667 0 0 0 0 

Snapc5 219 205 192 205.3333 314 465 203 327.3333 

Snhg11 451 600 584 545 112 48 51 70.33333 

Sp140 96 109 91 98.66667 12 18 12 14 

Spta1 356 227 224 269 54 126 47 75.66667 

Sptb 582 536 533 550.3333 165 235 205 201.6667 

Sst 479 793 488 586.6667 2503 2012 1396 1970.333 

Susd2 34 37 39 36.66667 0 0 0 0 

Svep1 21 30 21 24 0 0 0 0 

Syne4 11 31 27 23 0 0 0 0 

Tal1 784 518 444 582 129 230 154 171 

Tcea2 200 256 181 212.3333 75 62 79 72 

Tctn1 297 470 390 385.6667 149 94 149 130.6667 

Tfap2b 987 41 27 351.6667 0 10 0 3.333333 

Th 333 329 290 317.3333 114 87 144 115 

Tma7-ps 66 48 29 47.66667 0 0 0 0 

Tmem160 183 196 145 174.6667 212 370 296 292.6667 

Tmem56 3698 2472 3618 3262.667 3747 5509 11268 6841.333 

Tmsb10 7762 8526 6308 7532 15319 15582 7519 12806.67 

Tnni3 14 25 29 22.66667 0 0 0 0 

Tomm7 560 746 616 640.6667 912 1711 950 1191 

Tpcn2 113 132 125 123.3333 44 33 33 36.66667 

Tpm3-rs7 105 594 305 334.6667 2113 712 1287 1370.667 

Trank1 363 332 521 405.3333 160 70 125 118.3333 

Trappc2l 265 234 160 219.6667 333 467 313 371 

Trim58 33 29 19 27 0 0 0 0 

Trim65 21 33 18 24 0 0 0 0 

Trim71 21 20 36 25.66667 0 0 0 0 

Ttc16 14 16 18 16 0 0 0 0 

Twist1 32 49 35 38.66667 0 0 0 0 

Twist2 14 15 21 16.66667 0 0 0 0 

Uba52 1754 1462 1160 1458.667 2314 3357 1136 2269 

Uggt2 401 539 570 503.3333 192 129 169 163.3333 

Uqcrq 781 688 643 704 868 1732 928 1176 

Wdr92 495 636 720 617 604 936 1513 1017.667 
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Wdr95 23 25 24 24 0 0 0 0 

Wsb1 2695 3664 3460 3273 1160 1101 1115 1125.333 

ist 381 322 297 333.3333 110 60 115 95 

Xk 379 252 267 299.3333 99 79 140 106 

Zap70 20 25 11 18.66667 0 0 0 0 

Zc3h7a 5729 5158 6768 5885 6584 12916 19831 13110.33 

Zfp534 10 20 25 18.33333 0 0 0 0 

Zfp791 641 471 783 631.6667 520 913 1612 1015 

Zim1 142 190 298 210 63 59 83 68.33333 

Zkscan5 1171 1394 1237 1267.333 363 372 345 360 

Zmym6 558 718 593 623 246 212 204 220.6667 

Znhit1 423 522 480 475 576 1015 558 716.3333 

Zscan26 256 369 295 306.6667 95 54 78 75.66667 
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(Εικ. 1 )STRING network showing the predicted functional associations between 

proteins obtained from the RNA-seq.  
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(Εικ. 2) GENEmania networκ showing Rac1, Rac3 and TPC2 co-expression 

patterns in mice. Color codes indicate functions shared by genes. 
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(Εικ. 3) GENEmania networκ showing Rac1, Rac3 and TPC2 co-expression 

patterns in humans. Color codes indicate functions shared by genes. 
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(Εικ 4)Predicted transcription factor binding sites  (TFBS) in the promoter 

of  Tpcn2. 
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