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Summary: 

The forebrain comprises an intricate set of structures that are required for some of the most 

complex and evolved functions of the mammalian brain. As a reflection of its compexity, 

specification of different neuronal cell types is remarakbly precise and cell migration in the 

forebrain is extremely elaborate.  

During the formation of the cerebral cortex, cortical non pyramidal cells, the GABAergic 

interneurons, are generated in the medial ganglionic eminence (MGE) of the ventral telencephalon 

and migrate tangentially to the dorsal telencephalon. Although several genes that play a role in the 

specification and the migration of these cells have been identified, the underlying molecular and 

cellular mechanism is not fully understood.  

The present study forms part of a project that intends to examine the role of Rac1 on the 

development of cortical inhibitory interneurons. Rac1 belongs to the family of Rho GTPases, a 

group of proteins that are intracellular signal transducers known to regulate multiple signalling 

pathways. Rho GTPases therefore mediate a variety of cellular functions, including cellular 

migration and specification. For the aim of our study, Rac1 was specifically deleted, using the Cre-

LoxP method, from GABAergic interneurons, at the progenitor stage as well as post-mitotically, by 

using different Cre lines. When Rac1 is deleted in progenitors we observe delayed migration of 

interneurons as well as reduced numbers of these cells in the adult cortex. On the contrary, no 

similar phenotype is observed when Rac1 is deleted in post-mitotic interneurons. These findings 

suggest that Rac1 plays a role in the development of these cells during the progenitor stage, whereas 

it seems to be dispensable for cellular motility per se during neuronal migration.   

An additional aim is to explore whether Rac3 compensates for Rac1 function. In order to 

address this issue we specifically deleted Rac1 from interneuron progenitors in Rac3 knockout 

mice, generating mice with interneurons lacking both proteins. Even greater reduction of the 

numbers of GABAergic interneurons is observed in these mice, suggesting that some functional 

compensation between the two molecules exists.  
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Περίληψη: 

 Ο προσθεγκέφαλος των θηλαστικών απαρτίζεται από ετερογενείς δοµές, οι οποίες είναι 

απαραίτητες για την εκτέλεση ορισµένων από τις πιο πολύπλοκες και ανώτερες εξελικτικά 

λειτουργίες του εγκεφάλου. Ο αξιοθαύµαστος βαθµός οργάνωσής του απαιτεί τον ακριβή 

συντονισµό, τόσο της διαφοροποίησης των επιµέρους κυτταρικών τύπων, όσο και των ποικίλλων 

µεταναστευτικών διαδικασιών που λαµβάνουν χώρα σε κάθε επιµέρους δοµή του.   

 Κατά την ανάπτυξη του τελεγκεφάλου, οι µη πυραµιδικοί ενδονευρώνες του φλοιού, οι 

οποίοι εκφράζουν το νευροδιαβιβαστή γ-αµινοβουτυρικό οξύ (GABA), γεννιούνται στην µεσσαία 

πρόδροµη δοµή του ραβδωτού (MGE) στον βασικό τελεγκέφαλο και ακολουθούν οριζόντια 

µεταναστευτική πορεία προς τον φλοιό.  Αν και έχει χαρακτηριστεί µια πληθώρα γονιδίων τα οποία 

παίζουν ρόλο στην διαφοροποίηση καθώς και στο µεταναστευτικό σύστηµα των εν λόγω 

κυττάρων, ο µοριακός µηχανισµός της ανάπτυξής τους δεν έχει διελευκανθεί πλήρως. 

 Η παρούσα εργασία αποτελεί µέρος µιας µελέτης, η οποία σκοπό έχει να εξετάσει τον ρόλο 

της GTPάσης Rac1 κατά την ανάπτυξη των ενδονευρώνων του φλοιού. Η Rac1 ανήκει στις Rho 

GTPάσες,  οµάδα πρωτεϊνών που αποτελούν κοµβικό σηµείο πλήθους σηµατοδοτικών µονοπατιών 

και εµπλέκονται σε πολλές κυτταρικές διεργασίες. Για τον σκοπό της εργασίας µας, µελετήσαµε 

ποντίκια στα οποία έχει γίνει στοχευµένη απενεργοποίηση του γονιδίου Rac1 στους 

GABAεργικούς ενδονευρώνες, τόσο σε µιτωτικό όσο και σε µετα-µιτωτικό στάδιο. Αναστέλλοντας 

την έκφραση της Rac1 σε µιτωτικά κύτταρα που αποτελούν τα πρόδροµα των ενδονευρώνων, 

παρατηρούµε καθυστερηµένη έναρξη της µετανάστευσης καθώς και µείωση του αριθµού των 

ενδονευρώνων στον ώριµο φλοιό. Αντίθετα, αναστέλλοντας την έκφραση της Rac1 σε µετα-

µιτωτικούς ενδονευρώνες δεν παρατηρήσαµε κάποια επίδραση στην ανάπτυξη και µετανάστευση 

αυτών των κυττάρων. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η Rac1 εµπλέκεται στην ανάπτυξη 

των ενδονευρώνων, και µάλιστα είναι απαραίτητη κατά το στάδιο του πολλαπλασιασµού των 

κυττάρων αυτών (mitotic stage). Αντίθετα, φαίνεται να µην είναι απαραίτητη κατά την διαδικασία 

της µετανάστευσης των µετα-µιτωτικών ενδονευρώνων. 

 Επιπλέον, θελήσαµε να ερευνήσουµε κατά πόσο η  πρωτεϊνη Rac3 αναπληρώνει την 

απώλεια δράσης της Rac1. Για τον σκοπό αυτό έγινε στοχευµένη απενεργοποιήση της Rac1 στους 

ενδονευρώνες του φλοιού σε ποντίκια που ήταν ήδη ελλειµµατικά για Rac3, δηµιουργώντας διπλά 

ελλειµµατικά ζώα. Από αρχικά αποτελέσµατα που προκύπτουν, φαίνεται ότι ο  παρατηρούµενος 

φαινότυπος επιδεινώνεται στα διπλά ελλειµµατικά ζωά, υποδηλώνοντας έτσι τη λειτουργική 

αναπλήρωση µεταξύ των δυο µορίων. 



  4 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
ΕισαγωγήΕισαγωγή   

  
  
  
  

 

 

 



  5 

Α. Η ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΤΕΛΕΓΚΕΦΑΛΟΥ ΚΑΙ ΤΩΝ ΕΠΙΜΕΡΟΥΣ ΔΟΜΩΝ ΤΟΥ ΣΤΑ 

ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ. 

 

 Κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης του νευρικού συστήµατος των θηλαστικών, ο 

νευρικός σωλήνας είναι µια ευθεία δοµή, χωρίς κάποιο ιδιαίτερο µορφολογικό χαρακτηριστικό 

καθ΄όλο το µήκος του. Σύντοµα ωστόσο, πριν ακόµη κλείσει το οπίσθιο τµήµα του νευρικού 

σωλήνα, το πρόσθιο τµήµα αρχίζει να διαφοροποιείται. Τρεις περισφίξεις κατά µήκος του νευρικού 

σωλήνα οδηγούν στη δηµιουργία τριών αρχικών κοιλιών: του προσθεγκεφάλου (forebrain), του 

µεσεγκεφάλου (midbrain) και του ροµβεγκεφάλου (hindbrain). Ακολούθως, ο προσθεγκέφαλος 

διαιρείται και πάλι κατά τον προσθιοπίσθιο άξονα στον τελεγκέφαλο και τον διεγκέφαλο. 

Επιπλέον, µια περίσφιξη στη µέση της κοιλίας του τελεγκεφάλου κατά το µεσοπλευρικό άξονα 

δηµιουργεί τις δυο πλευρικές κοιλίες του τελεγκεφάλου, τα µελλοντικά ηµισφαίρια του εγκεφάλου 

(Gilbert et al.,1994).  

 
Εικόνα 1: Η ανατοµία του αναπτυσσόµενου προσθεγκεφάλου: Α) Σχηµατική απεικόνιση µιας 
επιµήκους τοµής εγκεφάλου ποντικού, ηλικίας Ε12.5. Δακρίνονται οι επιµέρους δοµές του 
τελεγκεφάλου φλοιός (Pallium), οσφρητικός βολβός (olfactory bulb) και βασικός τελεγκέφαλος 
(subpallium) καθώς και διεγκέφαλος. Β. Σχηµατική απεικόνιση µιας εγκάρσιας τοµής 
τελεγκεφάλου στην οποία διακρίνονται οι βασικές υποδιαιρέσεις του. (LGE) πλευρική και (MGE) 
µέση δοµή του ραβδωτού σώµατος, (POA-anterior preoptic area) πρόσθια προ-οπτική δοµή. 
(Μarin& Rubenstein, 2003).  
 
 
 Αρχικά το τοίχωµα των πλευρικών κοιλιών του τελεγκεφάλου δεν εµφανίζει κάποια δοµική 

ειδίκευση. Η πρώτη ένδειξη διαφοροποίησης στο ποντίκι παρατηρείται την εµβρυϊκή ηµέρα Ε10.5 

(Ε: εµβρυϊκή ηµέρα), όταν προεκβάλλει το κοιλιακό τοίχωµα σε κάθε µια από τις κοιλίες του 

τελεγκεφάλου. Η προεκβολή αυτή οδηγεί στην δηµιουργία µιας αύλακας, η οποία χωρίζει τον 
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ραχιαίο από τον κοιλιακό τελεγκέφαλο (corticostriatal sulcus). Σύντοµα, η προεκβολή του 

κοιλιακού τοιχώµατος διαχωρίζεται µε µια αύλακα (interganglionic sulcus) κατά τον µεσοπλευρικό 

άξονα και έτσι σχηµατίζονται δύο προεκβολές, µια πιο κοντά στην µέση γραµµή και µια δεύτερη, 

πλευρικά. Οι δοµές αυτές καλούνται µέση (MGE: medial ganglionic eminence) και πλευρική  

(LGE: lateral ganglionic eminence) γανγλιονική προεξοχή αντίστοιχα. (Εικ.1) Σε πιο οπίσθια 

επίπεδα η προεκβολή του κοιλιακού τοιχώµατος είναι ενιαία και καλείται οπίσθια γανγλιονική 

προεξοχή (CGE: caudal ganglionic eminence). 

Ταυτόχρονα, παράλληλα µε τον βασικό τελεγκέφαλο, και ο ραχιαίος τελεγκέφαλος 

διαφοροποιείται περαιτέρω στον ιππόκαµπο και τον νεοφλοιό (neocortex).  

 

A.1. Η ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΤΟΥ ΝΕΟΦΛΟΙΟΥ ΤΟΥ ΤΕΛΕΓΚΕΦΑΛΟΥ ΣΤΑ ΘΗΛΑΣΤΙΚΑ. 

  

 Ο νεοφλοιός των θηλαστικών είναι η έδρα όλων των ανώτερων κινητικών, αισθητικών και 

γνωσιακών λειτουργιών. Eίναι η πιο πρόσφατη εξελικτικά περιοχή του εγκεφάλου, και συµβάλλει 

σηµαντικά στην µεγάλη λειτουργική πολυπλοκότητα του εγκεφάλου των θηλαστικών. Για τα 

µοναδικά λειτουργικά χαρακτηριστικά που αποδίδονται στο νεοφλοιό, υπεύθυνη είναι εν µέρει η 

ιδιαιτερότητα της δοµικής του οργάνωσης σε ξεχωριστές στοιβάδες, καθώς και η παρουσία πολλών 

τύπων νευρικών κυττάρων, που διαφέρουν τόσο σε µορφολογικό όσο και σε λειτουργικό επίπεδο. 

 Τα νευρικά κύτταρα του νεοφλοιού κατηγοριοποιούνται σε δυο βασικούς πληθυσµούς 

(Marin and Rubenstein, 2001).  

Ο πρώτος πληθυσµός περιλαµβάνει τους πυραµιδικούς νευρώνες, οι οποίοι γεννιούνται 

στην κοιλιακή ζώνη (ventricular zone) του ραχιαίου τελεγκεφάλου και µεταναστεύουν ακτινωτά 

προς τον αναπτυσσόµενο νεοφλοιό (Gorski et al., 2002). Οι πυραµιδικοί νευρώνες έχουν ως κύριο 

διαβιβαστή την γλουταµίνη, και δηµιουργούν διεγερτικές συνάψεις σε πολλά σηµεία τόσο στο 

φλοιό όσο και σε άλλες περιοχές του εγκεφάλου. Οι νευρώνες αυτοί αποτελούν το 80% περίπου 

του συνόλου των νευρώνων του φλοιού. 

Το υπόλοιπο 20% των νευρώνων του φλοιού αποτελούν οι µη-πυραµιδικοί ενδονευρώνες, 

οι οποίοι γεννιούνται στην κοιλιακή ζώνη του βασικού τελεγκεφάλου και µεταναστεύουν οριζόντια 

προς τον ραχιαίο τελεγκέφαλο. Οι ενδονευρώνες έχουν ως διαβιβαστή το γ-αµινοβουτυρικό οξύ 

(GABA) και σχηµατίζουν τοπικές ανασταλτικές συνάψεις στο φλοιό (Marin and Rubenstein, 2001; 

Molyneaux et al., 2007).  

 Παρόλο που στον ώριµο φλοιό διακρίνονται αρκετές περιοχές µε διαφορετικά λειτουργικά 

χαρακτηριστικά, η δοµική του οργάνωση σε έξι στοιβάδες παραµένει η ίδια µεταξύ των επιµέρους 

περιοχών. Στο ποντίκι, ο σχηµατισµός των στοιβάδων λαµβάνει χώρα µεταξύ των εµβρυϊκών 
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σταδίων ανάπτυξης Ε11.5 και Ε17.5 (Molyneaux et al., 2007) και κυρίαρχο ρόλο στην διαδικασία 

αυτή παίζει η ακτινωτή µετανάστευση των πυραµιδικών νευρώνων  (Gupta et al., 2002). 

 Στα πρώϊµα στάδια της ανάπτυξης ο νεοφλοιός είναι οµοιογενής και αποτελείται από  µια 

πληθώρα µιτωτικών πρόδροµων νευρικών κυττάρων, τα οποία σχηµατίζουν την κοιλιακή ζώνη. Οι 

πρώτοι µεταµιτωτικοί νευρώνες εµφανίζονται την Ε10.5, εγκαταλείπουν την κοιλιακή περιοχή 

µεταναστεύοντας ακτινωτά προς την εξωτερική επιφάνεια του εγκεφάλου και σχηµατίζουν µια 

στοιβάδα που ονοµάζεται προφλοιϊκή πλάκα (preplate). Την εµβρυϊκή ηµέρα Ε13.5 ένα δεύτερο 

κύµα νευρώνων µεταναστεύει ακτινωτά από την κοιλιακή ζώνη χωρίζοντας τη ζώνη προφλοιϊκής 

πλάκας σε µια επιφανειακή, που καλείται επιχείλια ζώνη (marginal plate) και σε µια βαθιά, που 

καλείται υποφλοιϊκή πλάκα (subplate). Συνεπώς, αυτό το δεύτερο κύµα νευρικών κυττάρων 

σχηµατίζει µια στοιβάδα ανάµεσα στις δυο προαναφερόµενες ζώνες, η οποία καλείται φλοιϊκή 

πλάκα (cortical plate).  Ταυτόχρονα, ακριβώς κάτω από την υποφλοιϊκή πλάκα, άξονες µε 

οριζόντια κατεύθυνση σχηµατίζουν την ενδιάµεση ζώνη του φλοιού (intermediate zone), ενώ 

αρχίζει να διακρίνεται, ακριβώς πάνω από την κοιλιακή ζώνη, η υποκοιλιακή ζώνη (subventricular 

zone), η οποία αποτελείται από µιτωτικούς και µεταµιτωτικούς νευρώνες. Μεταξύ των εµβρυϊκών 

ηµερών ανάπτυξης Ε14.5 και Ε18.5, µεταµιτωτικοί νευρώνες συνεχίζουν να µεταναστεύουν 

ακτινωτά έξω από την κοιλιακή ζώνη καταλαµβάνοντας τις τελικές τους θέσεις στην φλοιϊκή 

πλάκα, δηµιουργώντας µε αυτόν τον τρόπο διαφορετικές κυτταρικές στοιβάδες µέσα στην ζώνη της 

φλοιϊκής πλάκας. Πειράµατα χρονικού καθορισµού της γέννησης των νευρώνων (birthday studies) 

των επιµέρους µεταναστευτικών κυµάτων έδειξαν πως τα εν λόγω κύτταρα ακολουθούν µια χωρική 

κατανοµή στην φλοιϊκή πλάκα τύπου ‘έσω προς τα έξω’ (inside-out model), σε σχέση µε το χρόνο 

γέννησής τους. Με άλλα λόγια, τα νευρικά κύτταρα που γεννιούνται νωρίς καταλαµβάνουν τις 

βαθύτερες ζώνες της φλοιϊκής πλάκας, ενώ αυτά που γεννιούνται αργότερα τις ανώτερες. Μετά την 

πλήρη διαµόρφωση της φλοιϊκής πλάκας, η ζώνη της υποφλοιϊκής πλάκας αποικοδοµείται και έτσι 

τελικά σχηµατίζονται οι έξι ζώνες του νεοφλοιού (Molyneaux et al., 2007). (Εικ. 2)  

 Από την εµβρυϊκή ηµέρα Ε12.5 και ως το τέλος της ανάπτυξης του νεοφλοιού, εντοπίζονται 

σε αυτόν σε συγκεκριµένες ζώνες σε κάθε στάδιο, GABAεργικοί ενδονευρώνες, οι οποίοι όπως 

αναφέραµε µεταναστεύουν µε οριζόντια κατεύθυνση από τον βασικό τελεγκέφαλο. Αξίζει να 

σηµειωθεί πως και οι ενδονευρώνες, αφού φτάσουν στην κατάλληλη θέση στον φλοιό, 

µεταναστεύουν ακτινωτά προς την κατάλληλη στοιβάδα (Nakajima, 2007; Tanaka et al., 2003). 

Στις επόµενες παραγράφους θα αναφερθούµε αναλυτικά στους µηχανισµούς της οριζόντιας 

µετανάστευσης των GABAεργικών ενδονευρώνων και συνολικότερα στην ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση αυτής της οµάδας κυττάρων. 
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Εικόνα 2: Σχηµατική απεικόνιση 
της δηµιουργίας των στοιβάδων 
του νεοφλοιού. Οι πρώτοι 
µεταµιτωτικοί νευρώνες 
σχηµατίζουν την προφλοιϊκή πλάκα 
(preplate), η οποία αργότερα 
χωρίζεται στην επιφανειακή 
επιχείλιο ζώνη (marginal zone) και 
την εσωτερική υποφλοιϊκή πλάκα 
(subplate). Η φλοιϊκή πλάκα 
(cortical plate), η οποία θα δώσει 
τις στοιβάδες του φλοιού,  
σχηµατίζεται ανάµεσα στις 
παραπάνω ζώνες. Διαδοχικά 
κύµατα µεταµιτωτικών 
πυραµιδικών νευρώνων φτάνουν 
στην φλοιϊκή πλάκα και 
µεταναστεύουν σε πιο επιφανειακή 
ζώνη από νευρώνες που έχουν 
γεννηθεί νωρίτερα. (IZ-
intermediate zone) ενδιάµεση ζώνη, 
(SVZ-subventricular zone) 

υποκοιλιακή ζώνη, (WM-white matter) λευκή ουσία. (από Molyneaux et al., 2007).  
 

 

A.2. ΟΙ GABAΕΡΓΙΚΟΙ ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΕΣ ΤΟΥ ΦΛΟΙΟΥ. 

 

Οι GABAεργικοί ενδονευρώνες αποτελούν, όπως αναφέραµε, το 20% περίπου του 

συνολικού πληθυσµού των κυττάρων του φλοιού. Παρά το µικρό ποσοστό τους επί του συνολικού 

πληθυσµού, ο ρόλος τους θεωρείται σηµαντικός για τις διαδικασίες της µάθησης. Επιπρόσθετα, η 

δυσλειτουργία τους έχει συσχετισθεί µε πλήθος νευρολογικών διαταραχών, όπως είναι η επιληψία, 

ο αυτισµός και η σχιζοφρένεια (Cossart et al., 2005; Woo and Lu, 2006). Άλλα παραδείγµατα 

διαταραχών που έχουν αποδοθεί σε προβλήµατα στη µετανάστευση των ενδονευρώνων 

περιλαµβάνουν το σύνδροµο Miller-Dieker (Pancoast et al., 2005) και το σύνδροµο X-linked 

lissencephaly (Kato and Dobyns, 2005). Τα δύο προαναφερθέντα σύνδροµα αποτελούν περιπτώσεις 

λισεγκεφαλίας, µιας κατάστασης που στον άνθρωπο χαρακτηρίζεται από πάχυνση του φλοιού και 

απώλεια των πτυχώσεων (gyri), και οδηγεί σε διανοητική καθυστέρηση και επιληψία. Επιπλέον, 

µεταλλαγές στο γονίδιο Sonic hedgehog (Shh) έχουν ως αποτέλεσµα µικροκεφαλία και 

συµπεριφορικές διαταραχές, και ο φαινότυπος αυτός είναι πιθανό να οφείλεται σε δυσλειτουργία 

των GABΑεργικών ενδονευρώνων (Wonders and Anderson, 2006; Nakajima, 2007). Αυτό µπορεί 

να συµβαίνει καθώς η έκφραση του Shh επηρεάζει την έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα 
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Nkx2.1, και ως εκ τούτου τον καθορισµό των ενδονευρώνων, όπως θα αναφέρουµε και παρακάτω 

(Xu et al., 2005; Butt et al., 2008). 

 

Α.2.1. Χωροχρονική προέλευση των GABAεργικών ενδονευρώνων και οριζόντια µεταναστευτικά 

µονοπάτια προς τον νεοφλοιό.  

 

 Η παρουσία στο νεοφλοιό κυτταρικών πληθυσµών, οι οποίοι προέρχονται από περιοχές του 

βασικού τελεγκεφάλου, αποδείχθηκε για πρώτη φορά µέσω πειραµάτων σήµανσης του βασικού 

τελεγκεφάλου σε καλλιέργειες τοµών εγκεφάλου πριν από µια δεκαετία περίπου (De Carlos et al., 

1996; Tamamaki et al., 1997). Σύντοµα έγινε γνωστό ότι οι εν λόγω κυτταρικοί πληθυσµοί που 

ακολουθούν αυτό το πρότυπο µετανάστευσης είναι οι ενδονευρώνες του φλοιού, οι οποίοι 

εκφράζουν το νευροδιαβιβαστή GABA (Anderson et al, 1997).  

 Την αρχική ανακάλυψη του µεταναστευτικού προτύπου των ενδονευρώνων ακολούθησε 

πλήθος µελετών οι οποίες τόσο µε in vitro πειράµατα σήµανσης του βασικού τελεγκεφάλου, 

(Lavdas et al., 1999) όσο και µέσω ανάλυσης ποντικιών ελλειµµατικών για συγκεκριµένους 

µεταγραφικούς παράγοντες του βασικού τελεγκεφάλου (Sussel et al., 1999; Casarosa et al., 1999) 

αποκάλυψαν την ύπαρξη διαφορετικών πηγών προέλευσης ενδονευρώνων καθώς και διαφορετικών 

µονοπατιών οριζόντιας µετανάστευσης στο φλοιό. Συνοπτικά, στα πρώϊµα στάδια εµβρυικής 

ανάπτυξης (Ε11.5-Ε13.5), τα οριζόντια µεταναστευτικά κύτταρα προέρχονται από το MGE και 

ανιχνεύονται στην προφλοιϊκή πλάκα. Λίγο αργότερα κατά την ανάπτυξη (Ε13.5-Ε14.5), ένα 

δεύτερο κύµα οριζόντια µεταναστευτικών κυττάρων από το MGE και το CGE µεταναστεύει στην 

ενδιάµεση και την επιχείλια ζώνη του φλοιού. Στα µετέπειτα στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης, οι 

κυτταρικοί πληθυσµοί που µεταναστεύουν οριζόντια εντοπίζονται κατά κύριο λόγο στην 

ενδιάµεση, την υποκοιλιακή ζώνη και την επιχείλια ζώνη του φλοιού (Marin and Rubenstein, 

2001). (Εικ.3)  

 Οι GABAεργικοί ενδονευρώνες του φλοιού αποτελούν µια πολύ ετερογενή οµάδα 

κυττάρων, αναφορικά µε την µορφολογία τους, τα ηλεκτροφυσιολογικά τους χαρακτηριστικά 

καθώς και µε βάση το είδος του νευροπεπτιδίου και άλλων πρωτεϊνών που εκφράζουν (Flames and 

Marin, 2005; Markram et al., 2004). Ένας τρόπος διαχωρισµού των εν λόγω κυττάρων είναι µε 

βάση την πρωτεΐνη-δεσµευτή ασβεστίου (calcium-binding protein) στους calbindin, calretinin και 

parvalvumin υποπληθυσµούς. Ένας ακόµη τρόπος διαχωρισµού γίνεται µε βάση το είδος του 

νευροπεπτιδίου που εκφράζουν π.χ. somatostatin, NPY (Kubota  et al., 1994; Wichterle et al., 

2001).  
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Εικόνα 3: Η πορεία της οριζόντιας µετανάστευσης των ενδονευρώνων από τον βασικό 
τελεγκέφαλο προς τον φλοιό. a) Στα πρώϊµα στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης (Ε12) οι δοµές 
MGE και η Anterior Entopenducular Area (ΑΕΑ) αποτελούν πηγές προέλευσης των 
µεταναστευτικών νευρώνων, οι οποίοι εντοπίζονται στην ζώνη της προφλοιϊκής πλάκας του 
νεοφλοιού (NCx). b) Στα ενδιάµεσα στάδια εµβρυϊκης ανάπτυξης (Ε13.5) η κύρια πηγή οριζόντια 
µεταναστευτικών νευρώνων είναι το MGE. Οι εν λόγω νευρώνες ανιχνεύονται στην ενδιάµεση και 
υποκοιλιακή ζώνη του φλοιού. c) Προς το τέλος της µετανάστευσης τα µεταναστευτικά κύτταρα 
από το MGE εντοπίζονται κυρίως στην υποκοιλιακή ζώνη. Η διακεκοµµένη κόκκινη γραµµή 
οριοθετεί τη δοµή του ραβδωτού (Str-striatum) όπου µεταναστεύει ένας υποπληθυσµός των 
κυττάρων που γεννιούνται στον βασικό τελεγκέφαλο. (Pcx) παλαιοφλοιός, (H) ιππόκαµπος. (Marin 
and Rubenstein, 2001).   

  

 Η ύπαρξη διακριτών σηµείων προέλευσης των ενδονευρώνων καθώς και διαφορετικών 

µονοπατιών µετανάστευσης έθεσε το ερώτηµα αν οι διαφορετικοί υποπληθυσµοί των 

ενδονευρώνων γεννιούνται σε διαφορετικά σηµεία και ακολουθούν διαφορετικές πορείες προς το 

φλοιό. Μέσω µιας σειράς µελετών είναι πλέον γνωστό ότι σχεδόν όλοι οι ενδονευρώνες του φλοιού 

γεννιούνται στις νευροεπιθηλιακές περιοχές (στις ζώνες πολλαπλασιασµού) των δοµών MGE και 

CGE. Από το MGE προέρχεται το 80% περίπου των ενδονευρώνων του φλοιού και από το CGE το 

υπόλοιπο 20%. Αρχικά και η δοµή του LGE θεωρείτο περιοχή γέννησης ενδονευρώνων. Τα πρώτα 

πειράµατα που έγιναν περιλάµβαναν in utero µεταµόσχευση περιοχών MGE και LGE, και 

παρατήρηση της πορείας των µεταµοσχευµένων κυττάρων (fate-mapping). Από αυτά προέκυψε ότι 

ένα µεγάλο ποσοστό των ενδονευρώνων του φλοιού προέρχονται από το MGE, ενώ στο LGE 

γεννιούνται νευρώνες οι οποίοι µεταναστεύουν στους οσφρητικούς λοβούς και στο ραβδωτό σώµα 

(striatum) (Wichterle et al., 2001). Μια ακόµη πολύ σηµαντική παρατήρηση που προέκυψε από την 

παραπάνω µελέτη είναι ότι ο παράγοντας που καθορίζει την τύχη των µεταµοσχευµένων νευρώνων 

είναι το σηµείο απ’ όπου αυτοί προέρχονται και όχι η περιοχή στην οποία µεταµοσχεύονται. Έτσι, 

τµήµα ιστού από το LGE εµφανίζει το ίδιο πρότυπο µετανάστευσης είτε τοποθετηθεί στην περιοχή 
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του LGE είτε του MGE στον ιστό του δέκτη (Wichterle et al., 2001). Η παρατήρηση αυτή 

επιβεβαιώθηκε και από τους Nery et al., οι οποίοι έδειξαν επιπλέον ότι  η περιοχή του CGE είναι η 

δεύτερη περιοχή γέννησης των ενδονευρώνων του φλοιού (Nery et al., 2002). Οι Nery et al., 

παρατήρησαν ότι οι GABAεργικοί ενδονευρώνες που  προέρχονταν από το MGE και το CGE 

διέφεραν σηµαντικά ως προς τη µορφολογία τους και την κατανοµή τους στις στοιβάδες του 

φλοιού. Τις αρχικές αυτές παρατηρήσεις ακολούθησε πλήθος µελετών σχετικά µε την προέλευση 

των διαφορετικών υποπληθυσµών των GABAεργικών ενδονευρώνων του φλοιού. Είναι πλέον 

γνωστό, ότι από µοριακά διακριτές περιοχές του βασικού τελεγκεφάλου προέρχονται διαφορετικοί 

υποπληθυσµοί GABAεργικών ενδονευρώνων (Xu et al., 2004; Butt et al., 2005; Fogarty et al., 

2007; Wonders et al., 2008). Η περιοχή του MGE δίνει τους µη αλληλεπικαλυπτόµενους 

parvalvumin- και somatostatin-θετικούς πληθυσµούς, ενώ από την περιοχή του CGE προκύπτουν οι 

διπολικοί ενδονευρώνες που εκφράζουν τη πρωτεΐνη calretinin. Ο κάθε πληθυσµός χαρακτηρίζεται 

επιπλέον από µοναδικά µορφολογικά και ηλεκτροφυσιολογικά χαρακτηριστικά (Butt et al, 2005; 

Fogarty et al., 2007). (Εικ.4) Εκτός από την περιοχή προέλευσης, ο χρόνος γέννησης των εν λόγω 

κυττάρων σχετίζεται επίσης µε την κατάταξή τους σε συγκεκριµένους υποπληθυσµούς. Οι Miyoshi 

et al., έδειξαν ότι συγκεκριµένες υποοµάδες ενδονευρώνων γεννιoύνται σε συγκεκριµένα χρονικά 

στάδια (Miyoshi et al., 2007).  

 

Εικόνα 4: Οι περιοχές γέννησης των GABAεργικών 
ενδονευρώνων του φλοιού. Α. Σχηµατική απεικόνιση 
εγκάρσιας τοµής εµπρόσθιου και οπίσθιου 
τελεγκεφάλου κατά την ηµέρα Ε13.5. Το µεγαλύτερο 
ποσοστό των ενδονευρώνων του φλοιού γεννιέται στις 
ζώνες πολλαπλσιασµού των δοµών MGE και CGE, και 
µεταναστεύουν οριζόντια (κόκκινα βέλη) προς την 
αναπτυσσόµενη φλοιϊκή πλάκα (CP). Ένα µέρος των 
MGE προερχόµενων νευρώνων µεταναστεύει πρώτα µε 
οποίσθια κατεύθυνση προτού κινηθεί προς τον νεοφλοιό 
(διακεκοµµένα κόκκινα βέλη). Β) Οι parvalvumin-
expressing (PV) fast spiking νευρώνες καθώς και οι 
somatostatin-expressing (SOM) burst spiking (IB) και 
non-fast spiking (NFS) προέρχονται από το MGE, µε 
διαφορετικά χρονικά προφίλ, όπως φαίνεται στο 
ιστόγραµµα (γκρι µπάρα). Οι calretinin-expressing 
adapting (AD)ενδονευρώνες προκύπτουν σε µετέπειτα 
χρονικά στάδια από το CGE. (Butt et al., 2007). 

 

 

 

Α.2.2. Καθορισµός της κυτταρικής τύχης των GABAεργικών ενδονευρώνων. 
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Από τα ευρήµατα που αναφέραµε παραπάνω, υποδηλώνεται ότι η έκφραση διαφορετικών 

συνόλων παραγόντων στις διαφορετικές περιοχές γέννησης των ενδονευρώνων έχει ως αποτέλεσµα 

να προκύπτουν σε κάθε περιοχή διαφορετικοί υποπληθυσµοί. Ένα εµπόδιο στον χαρακτηρισµό 

ενός τέτοιου γενετικού κώδικα είναι οτι µεσολαβεί αρκετά µεγάλο διάστηµα ανάµεσα στον 

τελευταίο κυτταρικό κύκλο, κατά τον οποίο φαίνεται να καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό η τύχη τους 

(Xu et al., 2005; Butt et al., 2007), και την εµφάνιση του ώριµου φαινοτύπου των νευρώνων, η 

οποία ολοκληρώνεται πολύ αργότερα. Παρόλα αυτά έχουν χαρακτηριστεί ορισµένοι πολύ 

σηµαντικοί παράγοντες που εµπλέκονται στον καθορισµό των ενδονευρώνων του φλοιού.  

Oι µεταγραφικοί παράγοντες της οικογένειας Dlx είναι απαραίτητοι για την ανάπτυξη των 

GABAεργικών ενδονευρώνων. Τέσσερα Dlx γονίδια εκφράζονται στο νευρικό σύστηµα, τα Dlx1, 

Dlx2, Dlx5 και Dlx6 και µεταγράφονται ανά ζεύγη Dlx1/2 και Dlx5/6. Στα διπλά ελλειµµατικά 

Dlx1-/2- ζώα εµποδίζεται η διαφοροποίηση των προγονικών κυττάρων στον βασικό τελεγέφαλο 

καθώς και η οριζόντια µετανάστευση των κυττάρων από την περιοχή αυτή. Στο φλοιό παρατηρείται 

απουσία GABA-θετικών κυττάρων (Anderson et al.,1997; Cobos et al., 2007). Οι παράγοντες 

Dlx1/2 είναι σε θέση να επάγουν τον GABAεργικό φαινότυπο, καθώς έκτοπη έκφρασή τους οδηγεί 

σε έκφραση των ενζύµων που εµπλέκονται στη σύνθεση του γ-αµινοβουτυρικού οξέος (Stuhmer et 

al., 2002). Οι παράγοντες Dlx5/6 εκφράζονται στους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες, και η έκφρασή 

τους ρυθµίζεται από τους Dlx1/2 (Zerucha et al., 2000).  

Ένας ακόµη σηµαντικός παράγοντας για τον καθορισµό των ενδονευρώνων είναι ο Nkx2.1, 

ο οποίος εκφράζεται στην περιοχή του MGE. Ο Nkx2.1 έχει διττό ρόλο: από τη µια επάγει 

συγκεκριµένες πορείες διαφοροποίησης των νευρώνων (cell fate determination) και ταυτόχρονα 

καταστέλλει την έκφραση γονιδίων χαρακτηριστικών για γειτονικές του MGE περιοχές (Butt et al., 

2008).  Η έκφραση του Nkx2.1 στο MGE είναι απαραίτητη για την δηµιουργία των πληθυσµών που 

προκύπτουν από αυτή την περιοχή, δηλαδή των parvalvumin- και somatostatin-θετικών 

ενδονευρώνων, καθώς σε Nkx2.1 ελλειµµατικά ζώα οι παραπάνω πληθυσµοί δεν 

διαφοροποιούνται. Επιπρόσθετα δεν παρατηρείται έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα Lhx6 

(Sussel et al., 1999; Xu et al., 2004). Μάλιστα, η δράση του Nkx2.1 φάινεται να µεσολαβείται σε 

µεγάλο βαθµό µέσω της επαγωγής της έκφρασης του Lhx6. Αυτό προκύπτει καθώς έκτοπη 

έκφραση του Lhx6 είναι σε θέση να σώσει τον Nkx2.1 ελλειµµατικό φαινότυπο (Du et al., 2008). 

Τέλος ο Nkx2.1 φαίνεται να προσδένεται σε µια συντηρηµένη περιοχή του υποκινητή του Lhx6 

γονιδίου επάγοντας τη µεταγραφή του (Du et al., 2008).  

Ο µεταγραφικός παράγοντας Lhx6 εκφράζεται σε µεταµιτωτικά κύτταρα κατά την έξοδό 

τους από την ζώνη πολλαπλασιασµού του MGE (Grigoriou et al., 1998; Lavdas et al.,1999). Πιο 
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συγκεκριµένα, ο Lhx6 εκφράζεται σε όλους τους MGE-προερχόµενους και Nkx2.1-θετικούς 

µεταµιτωτικούς νευρώνες (Fogarty et al., 2007) ενώ δεν εκφράζεται στους calretinin-θετικούς, 

CGE-προερχόµενους ενδονευρώνες. Ανάλυση σε ποντίκια ελλειµµατικά για τον παράγοντα Lhx6 

έδειξε ότι ενώ υπάρχουν στο φλοιό φυσιολογικοί αριθµοί GABA-θετικών κυττάρων, οι 

ενδονευρώνες του φλοιού και του ιπποκάµπου δεν εκφράζουν τους µάρτυρες των επιµέρους 

υποπληθυσµών parvalvumin και somatostatin (Liodis et al., 2007). Στην εικόνα 5 φαίνεται το 

πρότυπο έκφρασης των παραγόντων που αναφέραµε παραπάνω. 

Οι Fogarty et al., θέλοντας να επιβεβαιώσουν και να προεκτείνουν τα αποτελέσµατα που 

προκύπτουν από την ανάλυση των ελλειµµατικών ζώων, χρησιµοποιήσαν το σύστηµα της Cre 

ρεκοµπινάσης µε σκοπό να πραγµατοποίησουν in vivo παρατήρηση της πορείας ανάπτυξης των 

ενδονευρώνων (in vivo fate-mapping). Χρησιµοποιώντας διαγονιδιακές σειρές ποντικιών που 

εκράζουν την Cre ρεκοµπινάση υπό τον έλεγχο του υποκινητή του Nkx2.1 ή του Lhx6 γονιδίου, 

παρατήρησαν ότι πράγµατι το σύνολo των somatostatin- και parvalvumin-θετικών ενδονευρώνων 

περοέρχεται από την περιοχή έκφρασης των παραγόντων Nkx2.1  και Lhx6 (Fogarty et al.,2007). 

 Τα πρότυπα έκφρασης των µεταγραφικών παραγόντων που αναφέραµε παραπάνω 

φαίνονται στην εικόνα 5.  

 

Εικόνα 5: Πρότυπο έκφρασης των παραγόντων Dlx2, Nkx2.1 και Lhx6. Στην εικόνα φαίνονται 
τοµές τελεγκεφάλου ηλικίας Ε13.5, στις οποίες έχει γίνει in situ υβριδοποίηση για την ανίχνευση 
των παραπάνω µορίων. Α) Ο παράγοντας Dlx2 (όπως και ο Dlx1) εκφράζεται στον βασικό 
τελεγκέφαλο στα προγονικά κύτταρα καθώς και στους µεταµιτωτικούς νευρώνες. Ε) Ο παράγοντας 
Nkx2.1 εκφράζεται στην περιοχή του MGE στα µιτωτικά κύτταρα, G) Η έκφραση του παράγοντα 
Lhx6 ξεκινάει στους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες, καθώς εξερχονται από την ζώνη 
πολλαπλασιασµού του MGΕ και συνεχίζεται και στη συνέχεια (τροποποιηµένη από Flames et al., 
2007).  
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Α.2.3. Μηχανισµοί καθοδήγησης των ενδονευρώνων κατά την οριζόντια µετανάστευση από τον 

βασικό τελεγκέφαλο στο νεοφλοιό. 

  

 Από τη στιγµή που η ταυτότητα των κυττάρων που µεταναστεύουν οριζόντια προς το φλοιό 

καθοριστεί, τρεις κατηγορίες µορίων συµµετέχουν στη ρύθµιση του µεταναστευτικού µηχανισµού 

τους (Marin and Rubenstein, 2001; Marin and Rubenstein, 2003) : 

 

1. Παράγοντες που επάγουν την κυτταρική κίνηση (motogenic factors). 

2. Πρωτεΐνες που συνιστούν το εξωκυτταρικό µικροπεριβάλλον/υπόστρωµα των 

µεταναστευόντων κυττάρων. 

3. Μόρια που καθοδηγούν τα διαφορετικά µεταναστευτικά κύµατα νευρώνων µέσω των 

κατάλληλων µονοπατιών στις θέσεις στόχους τους. 

 

  Στην πρώτη κατηγορία, ανήκουν οι πρωτεΐνες doublecortin (DCX) και doublecortin-like 

kinase (DCLK), δύο πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το σύστηµα των µικροσωληνίσκων. Η 

αναστολή της δράσης τους µπλοκάρει την οριζόντια µετανάστευση των ενδονευρώνων. Ποντίκια 

ελλειµµατικά για τα µόρια αυτά εµφανίζουν µειωµένους αριθµούς ενδονευρώνων στο φλοιό 

(Friocourt et al., 2007). Η πρωτεΐνη Rac1 είναι ένα ακόµη µόριο που ανήκει στην παραπάνω 

κατηγορία. Πρόσφατα ευρήµατα δείχνουν ότι η Rac1 είναι απαραίτητη για τη µεταναστευτική 

ικανότητα των ενδονευρώνων (Chen et al., 2007). Στα ευρήµατα σχετικά µε τον ρόλο της Rac1 θα 

αναφερθούµε αναλυτικά στις επόµενες παραγράφους.  

  Στην δεύτερη κατηγορία µορίων ανήκει η πρωτεΐνη TAG-1. H TAG-1 εκφράζεται στους 

φλοιοθαλαµικούς άξονες, πάνω στους οποίους µεταναστεύουν οι ενδονευρώνες ενώ  αναστολή της 

δράσης της µε χρήση αντισωµάτων οδηγεί σε µειωµένους αριθµούς ενδονευρώνων στο φλοιό 

(Denaxa et al., 2001).  

  Τέλος, στην τρίτη κατηγορία έχει χαρακτηριστεί πλήθος µορίων τα οποία καθοδηγούν τους 

ενδονευρώνες κατά τη διάρκεια της µετανάστευσής τους. Ορισµένα παραδείγµατα καθοδηγητικών 

µορίων είναι οι neuropilin (Npn1) και Npn2 (Marin et al., 2001), ο υποδοχέας της  Νeuregulin1 

ErbB4 (Flames et al., 2004) και ο υποδοχέας CXCR4 (Stumm et al., 2003). 

 

B. Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ ΤΩΝ RHO GTPΑΣΩΝ.   

 

  Η Rho GTPάσες ανήκουν στην υπεροικογένεια των µικρών Ras GTPασών. Ο αριθµός τους 

ποικίλλει από περίπου 6 στον καινοραβδίτη (C.elegans) και την µύγα (D.melanogaster) ως  και 
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περισσότερες από 20 στα θηλαστικά (Schultz et al., 1998). Τα περισσότερο µελετηµένα µέλη της 

οικογένειας των Rho GTPασών είναι οι RhoA, Rac1 και Cdc42 (Govek et al., 2005).   

  Οι Rho GTPάσες λειτουργούν ως µοριακοί διακόπτες, εναλλασσόµενες διαρκώς µεταξύ 

δυο καταστάσεων. Στην ενεργή τους µορφή βρίσκονται προσδεµένες µε το GTP, ενώ στην 

ανενεργή τους µορφή είναι προσδεµένες µε το GDP. Τρεις κατηγορίες µορίων ρυθµίζουν την 

κατάσταση ενεργοποίησης των Rho GTPασών. Οι Rho GEFs (Guanine nucleotide Exchange 

Factors) επάγουν την αντικατάσταση του GDP απο GTP και έτσι ενεργοποιούν τις Rho GTPάσες. 

Αντίθετα οι GAPs (GTPase Αctivating Proteins), αυξάνουν την ενδογενή ενεργότητα GTPάσης 

αυτών των µορίων, οδηγώντας στην υδρόλυση του GTP και την επακόλουθη απενεργοποίηση των 

Rho GTPασών. Μια τρίτη οµάδα πρωτεϊνών είναι οι GDIs (Guanine nucleotide Dissociation 

Inhibitors), οι οποίες  προσδένουν τις ανενεργές µορφές των GTPασών και δεν επιτρέπουν την 

ενεργοποίησή τους (Etienne-Maneville and Hall, 2002). (Εικ.6) 

  Στην ενεργή τους µορφή οι Rho GTPάσες αλληλεπιδρούν µε πολλές πρωτεΐνες στόχους, οι 

οποίες καλούνται και µόρια µεσολαβητές (effectors), µέσω των οποίων ρυθµίζουν πλήθος 

κυτταρικών διεργασιών. Η ενεργοποίηση των συγκεκριµένων σε κάθε περίπτωση πρωτεϊνών 

στόχων για την εκτέλεση συγκεκριµένων λειτουργιών, εξασφαλίζεται µέσω της αυστηρής 

χωροχρονικής ενεργοποίησης των GTPασών από διαφορετικές GEFs (Etienne-Maneville and Hall, 

2002).  

  Ο πιο σηµαντικός ρόλος των Rho GTPασών αφορά στη ρύθµιση του κυτταροσκελετού της 

ακτίνης. Ένα µεγάλο ποσοστό των πρωτεϊνών-στόχων των Rho GTPασών είναι µόρια που 

επιδρούν στον κυτταροσκελετό, και µέσω της ενεργοποίησης τους οι Rho GTPάσες ρυθµίζουν 

πλήθος διεργασιών, παραδείγµατα των οποίων αποτελούν η ρύθµιση της µορφολογίας των 

κυττάρων, η δηµιουργία και κίνηση κυτταρικών προεκτάσεων καθώς και η κυτταρική 

µετανάστευση. Πλήθος πειραµατικών δεδοµένων υποστηρίζει ότι οι Rho GTPάσες είναι 

σηµαντικές σε διάφορες φάσεις κατά την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος, κάτι που είναι 

λογικό καθώς καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξής του λαµβάνουν χώρα γεγονότα που 

περιλαµβάνουν µεταβολές του κυτταροσκελετού (Govek et al., 2005). Οι Rho GTPάσες, µέσω 

άλλων πρωτεϊνών-στόχων ρυθµίζουν επιπλέον και πολλές ακόµα κυτταρικές λειτουργίες, όπως 

είναι η γονιδιακή έκφραση, ο καθορισµός της κυτταρικής τύχης, η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου 

και ο µεταβολισµός των λιπιδίων (Govek et al., 2005).  
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Εικόνα 6: Ο κύκλος των Rho GTPασών. Οι Rho GTPάσες εναλάσονται διαρκώς µεταξύ της 
ενεργής GTP-προσδεµένης και της ανενεργής GDP-προσδεµένης µορφής. Ο κύκλος ρυθµίζεται 
αυστηρά από τις GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors), τις GAPs (GTPase activating 
proteins) και τις GDIs (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors). Στην ενεργή τους µορφή οι 
Rho GTPάσες ενεργοποιούν πλήθος από µόρια µεσολαβητές (effectors) (από Raftopoulou et al., 
2004). 
 

  Για την µελέτη του ρόλου των Rho GTPασών έχει κυριαρχήσει η χρήση διαρκώς ενεργών 

(CA: constitutively active) και dominant negative (DN) µορφών σε κυτταρικές σειρές ή 

διαγονιδιακά ζώα. Η µεθοδολογία αυτή, παρότι έχει δώσει ένα µεγάλο όγκο πληροφορίας 

εµπεριέχει ορισµένους περιορισµούς (Wang and Zhen, 2007). Ένας περιορισµός είναι ότι σε 

ορισµένες περιπτώσεις προκαλούνται αποκρίσεις µη ειδικές για την υπό µελέτη GTPάση, λόγω 

διαταραχής του συστήµατος. Ο τρόπος δράσης των DN µορφών είναι να προσδένουν και να 

απενεργοποιούν τις GEFs, οι οποίες όµως µπορεί να ενεργοποιούν περισσότερες από µια GTPάσες. 

Για παράδειγµα µια DN µορφή της Rac3 έχει φανεί να αναστέλλει την δηµιουργία λαµελλιποδίων, 

διεργασία η οποία δεν µεσολαβείται από την ίδια αλλά από την πρωτεΐνη Rac1 (Chan et al., 2005). 

Επιπρόσθετα, εκτοπική έκφραση CA µορφών µπορεί να οδηγεί στην διαρκή δέσµευση πρωτεϊνών-

στόχων, αλλάζοντας την ακριβή ρύθµισή τους. Ένας δεύτερος περιορισµός των παραπάνω µεθόδων 

είναι ο σηµαντικός βαθµός λειτουργικής αλληλοεπικάλυψης (redundancy) που υπάρχει µεταξύ των 

GTPασών. Για την παράκαµψη αυτών των περιορισµών, η καλύτερη προσέγγιση είναι η µελέτη 

διαγονιδιακών ζώων που φέρουν έλλειµµα σε συγκεκριµένες GTPάσες ή συνδυασµούς GTPασών 

(Wang and Zhen, 2007). 
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Β.1. Η ΠΡΩΤΕΙΝΗ RAC1 ΚΑΙ Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΣΤΟ ΝΕΥΡΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ.  

 

   Η Rac1 ανήκει στην υποοικογένεια των Rac GTPασών. Στα θηλαστικά υπάρχουν τρεις Rac 

GTPάσες, οι Rac1, Rac2 και Rac3. Από αυτές η Rac1 εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, η Rac2 

είναι ειδική για το αιµοποιητικό σύστηµα και η  Rac3 εκφράζεται στο νευρικό σύστηµα (Haataja et 

al.,1997). 

  Στο νευρικό σύστηµα, η Rac1 φαίνεται να εµπλέκεται στην νευριτογένεση, την καθοδήγηση 

των αξόνων και των δενδριτών, τη µετανάστευση των νευρώνων και τη µυελίνωση (Luo et al., 

1996; Nakayama et al., 2000; Kawauchi et al., 2003; Nodari et al., 2007; συνοψίζονται στο Govek 

et al., 2005). Στο φλοιό η Rac1 συνεντοπίζεται και αλληλεπιδρά µε την κινάση Cdk5, η οποία είναι 

απαραίτητη για τη µετανάστευση των πυραµιδικών νευρώνων (Nikolic et al.,1998). Επιπλέον, in 

utero ηλεκτροφόρηση µιας DN µορφής της Rac1 στον αναπτυσσόµενο φλοιό αναστέλλει τη 

µετανάστευση των πυραµιδικών νευρώνων (Kawauchi et al., 2003).  

  Απώλεια του γονιδίου Rac1 οδηγεί σε θάνατο των εµβρύων κατά τη γαστριδίωση, πριν τη 

δηµιουργία του νευρικού συστήµατος (Sugihara et al., 1998). Οι Kassai et al. χρησιµοποίησαν το 

σύστηµα της Cre ρεκοµπινάσης για να απενεργοποιήσουν το γονίδιο Rac1 στους ιστούς που 

εκφράζουν τον παράγοντα Emx-1 (Kassai et al., 2008). Η έκφραση του Emx-1 εντοπίζεται στον 

ραχιαίο τελεγκέφαλο από την ηµέρα Ε10.5. Τα Rac1 ελλειµµατικά ζώα που προκύπτουν είναι υγιή 

και αναπαράγονται κανονικά. Ο φλοιός τους είναι πιο λεπτός σε πάχος και παρουσιάζει µικρές 

διαταραχές στην οργάνωσή του, ενώ η ακτινωτή µετανάστευση των πυραµιδικών νευρώνων δεν 

εµποδίζεται. Επιπλέον αναστέλλεται η δηµιουργία των αξονικών µονοπατιών εµπρόσθιο 

συνδεσµικό σύστηµα (AC: anterior commissure) και συνδεσµικό σύστηµα του µεσολοβίου (CC: 

corpus callosum) που ενώνουν τα ηµισφαίρια του φλοιού. Αντίθετα, άλλα αξονικά συστήµατα 

όπως το φλοιοθαλαµικό και το θαλαµοφλοιϊκό, δεν επηρεάζονται από την απώλεια της Rac1 στο 

ραχιαίο τελεγκέφαλο (Kassai et al., 2008). Η σχεδόν φυσιολογική µετανάστευση των πυραµιδικών 

νευρώνων έρχεται σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα της χρήσης DN µορφών που αναφέραµε 

παραπάνω (Kawauchi et al., 2003). Αυτό είναι πιθανό να οφείλεται σε αναπλήρωση της δράσης της 

Rac1 από κάποια άλλη GTPάση. Ένα τέτοιο υποψήφιο µόριο είναι η Rac3, στην οποία θα 

αναφερθούµε αναλυτικότερα στη συνέχεια. 

  Σε µια δεύτερη διαγονιδιακή σειρά ποντικιών, η Rac1 απενεργοποιείται στους ιστούς που 

εκφράζεται ο παράγοντας Foxg1 (Chen et al., 2007). Η έκφραση του Foxg1 αρχίζει την ηµέρα Ε8.5 

στο πρόσθιο τµήµα της νευρικής πλάκας (anterior neural plate). Από την εµβρυϊκή ηµέρα Ε10.5, η 

έκφρασή του περιορίζεται στον αναπτυσσόµενο τελεγκέφαλο και σε άλλες διακριτές δοµές του 

εγκεφάλου, όπως τα πρόσθιο οπτικό και ακουστικό κυστίδιο (anterior optic και otic vesicle) 
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(Herbert and McConnell, 2000). Τα Rac1fl/fl;Foxg1+/Cre ποντίκια, στα οποία η Rac1 

απενεργοποιείται στους ιστούς που εκφράζουν τον Foxg1, παρότι επιβιώνουν µέχρι την ηµέρα 

Ε18.5, πεθαίνουν πριν τη γέννηση. Ο αναπτυσσόµενος τελεγκέφαλος των ζώων αυτών είναι 

µικρότερος σε µέγεθος ενώ ο πρόσθιος σύνδεσµος (AC) δεν δηµιουργείται. Επιπλέον, τα 

συνδεσµικά αξονικά συστήµατα του µεσολοβίου (CC) και του ιπποκάµπου (HC:hippocampal 

commisural) δεν περνούν τη µέση γραµµή. Στα ίδια ζώα παρατηρείται επίσης καθυστερηµένη 

µετανάστευση των πυραµιδικών νευρώνων καθώς και αναστολή της οριζόντιας µετανάστευσης των 

GABAεργικών ενδονευρώνων. Οι Chen et al., δηµιούργησαν επίσης τα Rac1fl/fl;Dlx5/6+/Cre ζώα, 

στα οποία η Rac1 απενεργοποιείται στους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες του φλοιού. Στα ζώα αυτά 

η οριζόντια µετανάστευση των ενδονευρώνων δεν επηρεάζεται (Chen et al., 2007). Η ερµηνεία που 

δίνουν οι ερευνητές στα ευρήµατα αυτά είναι ότι η Rac1 είναι απαραίτητη κατά το στάδιο της 

διαφοροποίησης των ενδονευρώνων ώστε να αποκτήσουν µεταναστευτική ικανότητα (Chen et al., 

2007).  

  Περαιτέρω ανάλυση των  Rac1fl/fl;Foxg1+/Cre ποντικιών έδειξε ότι η Rac1 επηρεάζει την  

ικανότητα πολλαπλασιασµού και την επιβίωση των προγονικών κυττάρων (progenitor cells), καθώς 

και την τελική διαφοροποίηση των νεογέννητων νευρώνων (Chen et al., 2009), γεγονός που εξηγεί 

εν µέρει το µικρότερο µέγεθος του εγκεφάλου αυτών των ζώων. Ένας τέτοιος ρόλος για την Rac1 

στη ρύθµιση προγονικών κυττάρων έχει διαπιστωθεί και σε άλλα συστήµατα, όπως το 

αιµοποιητικό και επιθηλιακό (Gu et al., 2003; Benitah et al., 2005).  

   Η πρωτεΐνη Rac3 ανήκει στις Rac GTPάσες και είναι ειδική για το νευρικό σύστηµα 

(Haataja et al.,1997). Η Rac3 εκφράζεται σε συγκεκριµένες δοµές στο αναπτυσσόµενο και ενήλικο 

νευρικό σύστηµα, και η µέγιστη εκφρασή της παρατηρείται κατά την εµβρυϊκή µέρα E13.5 και τη 

µετεµβρυϊκή ηµέρα P7. Οι Rac1 και Rac3 εµφανίζουν 90% οµολογία σε πρωτεϊνικό επίπεδο. 

Ποντίκια ελλειµµατικά για την Rac3 είναι βιώσιµα και δεν εµφανίζουν κάποιο ιδιαίτερο φαινότυπο, 

εκτός από αυξηµένη ικανότητα µάθησης, όπως προκύπτει από συµπεριφορικές µελέτες (Corbetta et 

al.,2005).  

  Απώλεια των Rac1 και Rac3 οδηγεί σε απώλεια των βρυωδών κυττάρων του ιπποκάµπου 

(hippocampal mossy cells) και επιδρά στη δηµιουργία των αξονικών µονοπατιών από και πρός το 

hippocampal hilus. Ο φαινότυπος αυτός δεν παρατηρείται σε ποντίκια ελλειµµατικά για µια από τις 

δυο GTPάσες, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι Rac1 και Rac3 δρουν συνεργατικά για την επιτέλεση 

συγκεκριµένων διαδικασιών στο αναπτυσσόµενο νευρικό σύστηµα (Corbetta et al.,2009).   
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Γ. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΠΡΟΣΕΓΓΙΣΕΙΣ 

  Η παρούσα εργασία αποτελεί µέρος µιας µελέτης που σκοπό έχει τη διερεύνηση του ρόλου 

της GTPάσης Rac1 στην ανάπτυξη των GABAεργικών ενδονευρώνων του φλοιού.  

 Για την προσέγγιση του παραπάνω ερωτήµατος έγινε στοχευµένη απενεργοποίηση του 

γονιδίου Rac1 στους ενδονευρώνες ως εξής: Χρησιµοποήθηκε µια διαγονιδιακή σειρά ποντικιών 

που φέρει αλληλουχίες LoxP εκατέρωθεν του πρώτου εξωνίου του Rac1 γονιδίου (Rac1flox/flox) 

(Walsley et al., 2003). Στα ζώα αυτά, η δράση της Cre ρεκοµπινάσης οδηγεί σε απενεργοποίηση 

τoυ Rac1. Η διασταύρωση αυτών των ζώων µε µια δεύτερη σειρά ποντικιών στα οποία η έκφραση 

της Cre ρεκοµπινάσης βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου Nkx2.1 (Nkx2.1_Cre) 

(Kessaris et al., 2006), οδηγεί σε απενεργοποίηση του Rac1 στην περιοχή του MGE, απ΄όπου 

προκύπτει το µεγαλύτερο µέρος των ενδονευρώνων του φλοιού. Στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα θα 

µελετήσουµε την επίδραση της απώλειας της Rac1 τόσο στην µετανάστευση όσο και στη 

διαφοροποίηση των ενδονευρώνων στους διάφορους υποπληθυσµούς. Ο έλεγχος αυτός 

πραγµατοποιείται µε την χρήση κατάλληλων µαρτύρων (markers) στα διάφορα αναπτυξιακά 

στάδια όπως και στον ώριµο φλοιό. Επιπρόσθετα, θα διερευνήσουµε την πιθανή λειτουργική 

συµπλήρωση του ρόλου της Rac1 από την Rac3, διασταυρώντας τα παραπάνω ζώα µε ποντίκια 

ελλειµµατικά για την Rac3.  

 Από προηγούµενες µελέτες έχει προταθεί ότι έκφραση της Rac1 είναι απαραίτητη στα 

προγονικά κύτταρα των ενδονευρώνων, ώστε οι ώριµοι ενδονευρώνες να αποκτήσουν 

µεταναστευτική ικανότητα (Chen et al., 2007). Για να ελέγξουµε την υπόθεση αυτή θα 

δηµιουργήσουµε µια δεύτερη σειρά ποντικιών στα οποία το γονίδιο Rac1  θα απενεργοποιείται 

αποκλειστικά στους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες. Αυτό θα το επιτύχουµε διασταυρώνοντας τα 

Rac1flox/flox ποντίκια µε µια σειρά ζώων στα οποία η Cre ρεκοµπινάση θα εκφράζεται υπό τον 

έλεχγο των ρυθµιστικών αλληλουχιών του γονιδίου Lhx6 (Lhx6_Cre). Τα Rac1flox/flox;Lhx6_Cre 

ζώα θα αναλυθούν όπως και τα παραπάνω.  

 Και οι δυο διαγονιδικές σειρές, είναι σχεδιασµένες ώστε να φέρουν επιπλέον τον Cre 

µάρτυρα Rosa26StopYFP, που οδηγεί την έκφραση της φθορίζουσας πρωτεΐνης YFP στα κύτταρα 

στα οποία εκφράζεται η Cre ρεκοµπινάση, και άρα στα κύτταρα στα οποία απενεργοποιείται η 

Rac1 (Srinivas et al.,2001).   

 Από το σύνολο των παραπάνω πειραµάτων αναµένεται να σχηµατίσουµε µια 

ολοκληρωµένη εικόνα σχετικά µε την επίδραση της Rac1 στην ανάπτυξη των GABAεργικών 

ενδονευρώνων. 
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 Στην συγκεκριµένη εργασία πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση των Rac1flox/flox;Lhx6_Cre ζώων. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης θα αναλυθούν στην επόµενη ενότητα, ενώ θα συζητηθούν σε 

συνδιασµό µε τα ευρήµατα που προκύπτουν από την ανάλυση των Rac1flox/flox;Nkx2.1_Cre 

ποντικιών. Επιπλέον πραγµατοποιήθηκαν κάποια αρχικά πειράµατα σχετικά µε τη λειτουργική 

συµπλήρωση του ρόλου της Rac1 από την Rac3. 
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1. ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΖΩΑ  

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν: 

1) Φυσιολογικά ποντίκια των στελεχών CBAxC57BB1/10. 

2) Ποντίκια που φέρουν αλληλουχίες LoxP εκατέρωθεν εξωνίων του γονιδίου Rac1 

(Rac1flox/flox). Στα συγκεκριµένα ζώα, η δράση της Cre ρεκοµπινάσης οδηγεί σε 

απενεργοποίηση του γονιδίου Rac1 (Walsley et al., 2003).  

3) Ποντίκια που φέρουν αλληλουχίες LoxP εκατέρωθεν αλληλουχιών (transcription stop 

sites) που εµποδίζουν την µεταγραφή του γονιδίου της κίτρινης φθορίζουσας πρωτεϊνης 

YFP, το οποίο βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου ROSA26 

(ROSA26_YFPstop/stop). Στα ζώα αυτά η δράση της Cre ρεκοµπινάσης οδηγεί σε έκφραση 

της πρωτεϊνης YFP (Srinivas et al., 2001).  

4) Ποντίκια που εµφανίζουν απώλεια δράσης του γονιδίου Rac3 (Rac3-/-) (Corbetta et al., 

2005).  

5) Ποντίκια στα οποία εκφράζεται η Cre ρεκοµπινάση υπό τον έλεγχο του υποκινητή του 

γονιδίου Nkx2.1 (Kessaris et al., 2006).  

6) Ποντίκια στα οποία εκφράζεται η Cre ρεκοµπινάση υπό τον έλεχο του υποκινητή του 

γονιδίου Lxh6. (εργαστήριο Βασίλη Πάχνη, NIMR-MRC, Mill Hill, London). 

Ο προσδιορισµός του γονοτύπου των ζώων έγινε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης.  

Η ηµέρα της σύλληψης θεωρήθηκε η εµβρυϊκή ηµέρα 0.5 (Ε0.5). Τα έγκυα ζώα θυσιάστηκαν 

µε αποσύνδεση της σπονδυλικής τους στήλης (cervical dislocation) ενώ τα ποντίκια σε 

µετεµβρϋική ηλικία (P0-P5) θυσιάστηκαν µε αποκεφαλισµό. Τα έµβρυα και οι ιστοί συλλέχθησαν 

σε φωσφορικό διάλυµα PBS (Phospate Buffer Saline: 400mM Na2HPO4, 50mM NaH2PO4, 1.5M 

NaCl).  

2. ΒΑΣΙΚΕΣ ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων. 

Ο µετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων (E.coli, στέλεχος DH10b) έγινε µε την µέθοδο 

της εφαρµογής ηλεκτρικού ρεύµατος (electroporation). Σε κύτταρα  δεκτικά να υποστούν 

µετασχηµατισµό (electrocompetent) προστίθεται το DNA που χρησιµοποιείται για τον 

µετασχηµατισµό και στην συνέχεια τα κύτταρα τοποθετούνται σε ειδική κρύα κυψελίδα στην οποία 

γίνεται το electroporation (2000V για 5msec).  
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Στα κύτταρα προστίθενται ~800µl 2xYT και αφήνονται να επωαστούν για 1 ώρα στους 37°C. Τα 

κύτταρα στην συνέχεια απλώνονται σε τριβλίο µε θρεπτικό υλικό που φέρει το κατάλληλο 

αντιβιοτικό (αµπικιλίνη 15µg/ml) για την επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων.  

2.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα (mini prep). 

Για την παρασκευή σε µικρή κλίµακα υπερελικωµένου πλασµιδιακού DNA 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της αλκαλικής λύσης (alkaline lysis), σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται από τους (Sambrook et al., 1989). Η µέθοδος αυτή αποδίδει υψηλής καθαρότητας και 

σχετικά µεγάλες ποσότητες πλασµιδιακού DNA, κατάλληλο για ανάλυση µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες.  

2.3 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα (maxi prep). 

Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µεγάλη κλίµακα χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα 

Nucleobond Xtra Midi kit της εταιρίας Nucleobond, σύµφωνα µε τις οδηγίες της προµηθεύτριας 

εταιρίας. 

2.4 Αποµόνωση γενωµικού DNA από ιστούς. 

Για την αποµόνωση γενωµικού DNA,  οι ιστοί (ουρές ποντικιών) επωάζονται για 14-16 

ώρες στους 55°C σε 400 ml διαλύµατος tail lysis buffer (100mM NaCl, 10mM Tris pH8, 25mM 

EDTA, 0.5% SDS). Στην συνέχεια ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά, συλλογή του 

υπερκειµένου και προσθήκη ίσου όγκου ισοπροπανόλης. Στην συνέχεια το DNA κατακρηµνίζεται, 

η πελέτα καθαρίζεται µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύεται σε dH20. 

 Για την αποµόνωση γενωµικού DNA από ουρές εµβρύων,  οι ιστοί επωάζονται για 1 ώρα σε 

22 µl quick tail lysis buffer (50mM Tris pH8, 2mM NaCl, 10mM EDTA, 0.1%SDS) και 2µl 

πρωτεϊνάση Κ. Στην συνέχεια τοποθετούνται για 5 λεπτά στους 95°C, προστίθενται 76µl dH2O και 

1 µl  από το µίγµα χρησιµοποιείται ως υπόστρωµα για την αντίδραση PCR.  

2.5 Πέψη µορίων DNA µε ένζυµα περιορισµού. 

Για την περιοριστική πέψη µορίων χρησιµοποιήθηκαν ένζυµα των εταιριών Minotech και 

New England Biolabs και οι πέψεις πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις οδηγίες τις προµηθεύτριας 

εταιρίας. 
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2.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR). 

Για τον προσδιορισµό του γονοτύπου των ποντικών χρησιµοποιήθηκε σε κάθε περίπτωση η 

µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Στους παρακάτω πίνακες αναφέρονται οι 

αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε περίπτωση καθώς και τα προγράµµατα 

των αντιδράσεων. Οι εκκινητές δηµιουργήθηκαν στο εργαστήριο µικροχηµείας του Ινστιτούτου 

Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας, Ηρακλείου Κρήτης. 

 

 

 

Όνοµα εκκινητή  Αλληλουχία 

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 Rac3 

Rac3- Fw1 5’- CATTTCTGTGGCGTCGCCAAC-3’ 

Rac3-R2 5’- CACGCGGCCGAGCTGTGGTG-3’ 

Rac3-R3 5’ – TTGCTGGTGTCCAGACCAAT-3’ 

Εκκινητές που χρησιµοποιούνται για την  αντίδραση Lhx6_Cre 

iCre-250 5’- GAGGGACTACCTCCTGTATC-3’ 

iCre-880 5’- TGCCCAGAGTCATCCTTGGC-3’ 

Εκκινητές που χρησιµοποιούνται για την  αντίδραση Nkx2.1_iCre 

Nkx2.1-iCre-Fw 5’- GTCCACCATGGTGCCCAAGAAGAAG-3’ 

Nkx2.1-iCre-Rev 5’- GCCTGAATTCTCAGTCCCCATCTTCGAGC-3’ 

Εκκινητές που χρησιµοποιούνται για την  αντίδραση YFP-Stop 

Rosa26-Lc 5’- GCTCTGAGTTGTTATCAGTAAGG-3’ 

Rosa26-R2 5’- GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC-3’ 

Rosa26-R3 5’- GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’ 
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Σε κάθε περίπτωση οι αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις παρακάτω 

συνθήκες: Γενωµικό DNA από ουρά έως 500pg, 2.5ng από κάθε εκκινητή, 0.2µΜ dNTPs και 1-

2units Taq polymerase (Minotech ή Finzymes) σε  1x από το αντίστοιχο PCR buffer.  

 

3. ΒΑΣΙΚΕΣ ΙΣΤΟΛΟΓΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Μονιµοποίηση και έγκλιση ιστών. 

 Η µονιµοποίηση αποµονωµένων εγκεφάλων ποντικών έγινε σε διάλυµα παραφορµαλδεϋδης 

4%, για χρονικό διάστηµα από 10 έως 18 ώρες. Στην συνέχεια οι µονιµοποιηµένοι ιστοί 

επωάζονται σε διάλυµα σουκρόζης 30% σε PBS για 14-16 ώρες για κρυοπροστασία και την 

διαδικασία αυτή ακολουθεί έγκλισή τους σε διάλυµα ζελατίνης 7.5%-σουκρόζης 15%. Τέλος, οι 

ιστοί κόβονται σε κρυοτόµο, σε θερµοκρασία -28°C, σε τοµές πάχους 12µm (για τα έµβρυα) ή 14 

µm (ιστοί ποντικιών σε µετεµβρυϊκή ηλικία).  

3.2 Ιστοχηµικές χρώσεις – χρώση Cresyl Violet. 

 Τοµές κρυοτόµου ενυδατώνονται, εµβαπτίζοντάς τις σε νερό, και στην συνέχεια βάφονται 

µε διάλυµα 1% cresyl violet και 1% θειονίνη  για 10 λεπτά. Ακολουθεί αφυδάτωση των τοµών µε 

την διαδοχική εµβάπτισή τους σε διαλύµατα EtOH από 70% ως 100%, για 5 λεπτά το καθένα. 

Τέλος εµβαπτίζονται σε ξυλένιο (3x5 λεπτά), καλύπτονται µε Entellan και παρατρούνται σε 

στερεοσκόπιο. 

 

Αντίδραση 
PCR 

Πρόγραµµα αντίδρασης  

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 
1λεπτό στους 72°C, ακολουθούµενοι από 10 λεπτά στους 72°C. 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. 

Lhx6_iCre 
3 λεπτά στους 94°C, 32 κύκλοι από 30”στους 94°C, 30”στους 59°C και 1 λεπτό 
στους 72°C ακολουθούµενοι από 5 λεπτά στους 72°C. Διατήρηση της αντίδρασης 
στους 4°C. 

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. 
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3.3 Ανοσοϊστοχηµεία. 

 Η ανοσοϊστοχηµεία σε κρυοτοµές πραγµατοποιήθηκε ως εξής: Οι τοµές πλύθηκαν µε PBS 

και ακολούθησε επώαση 1 ώρας σε διάλυµα 1% FBS σε PBS, ώστε να καλυφθούν οι µη ειδικές 

θέσεις πρόσδεσης του αντισώµατος. Στην συνέχεια επωάστηκαν µε το/τα πρωτογενή αντισώµατα 

αραιωµένα σε διάλυµα αντισώµατος (0.1% FBS, 0.1% Triton X-100 σε PBS) στους 4°C o/n.Ύστερα 

από 3 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε PBT (0.1% Triton X-100 σε PBS), οι τοµές επωάστηκαν µε το/τα 

δευτερογενή αντισώµατα αραιωµένα σε διάλυµα αντισώµατος. Σε περιπτώσεις που 

πραγµατοποιήθηκε πυρηνική χρώση, αυτή έγινε µε επώαση των τοµών σε διάλυµα topro 

(αραιωµένο 1/1000 σε PBS), ακολουθούµενη από πλυσίµατα των τοµών (3x10 λεπτά) µε  PBT. 

Τέλος οι τοµές καλύφθηκαν µε διάλυµα mowiol. Τα αντισώµατα καθώς και οι αραιώσεις στις 

οποίες αυτά χρησιµοποιήθηκαν αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα. 

Πρωτοταγή αντισώµατα 

Αντίσωµα Αραίωση Τύπος αντισώµατος 

rabYFP 1:2500 Πολυκλωνικό (rabbit) 

mYFP 1:500 Μονοκλωνικό (mouse IgG) 

ratYFP 1:1000 Μονοκλωνικό (rat IgG2) 

aLhx6 1:200 Πολυκλωνικό (rabbit) 

Δευτεροταγή αντισώµατα 

Αντίσωµα Αραίωση 

Anti-mouse IgG, Alexa 488 (Molecular Probes) 1/800 

Anti-mouse IgG, Alexa 555 (Molecular Probes) 1/800 

Anti-rabbit IgG, Alexa 488 (Molecular Probes) 1/800 

Anti-rabbit IgG, Alexa 555 (Molecular Probes) 1/800 

Anti-rat IgG, Alexa 488 (Molecular Probes) 1/800 

Anti-rat IgG, Alexa 555 (Molecular Probes) 1/800 

 

3.4 In situ υβριδοποίηση. 

3.4.1 Παρασκευή ανιχνευτών 

 

Για την δηµιουργία των ανιχνευτών (probes) χρησιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια που 

παραθέτονται στον παρακάτω πίνακα. Η γραµµοποίηση των πλασµιδίων έγινε µε τα κατάλληλα 
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περιοριστικά ένζυµα. Ακολούθησε καθαρισµός, κατακρήµνιση και τέλος επαναδιάλυση των 

γραµµοποιηµένων πλασµιδιακών φορέων σε ΤΕ, ώστε η τελική τους συγκέντρωση να είναι 1µg/µl. 

Μη νοηµατικό RNA 
(antisense RNA) 

Νοηµατικό RNA 
(sense RNA) 

Μόριο Πλασµιδιακός 
Φορέας 

Ένζυµο Πολυµεράση Ένζυµο Πολυµεράση 
SST  EcoRI T7   
GAD67 pBS II (KS) SalI T7 NotI T3 
NPY  XhoI T3   
Lhx6 pBluescript NotI T3 Xho T7 

 

Η σήµανση των ανιχνευτών έγινε µε in vitro µεταγραφή, ως εξής: Σε σωληνάκια eppendorf 

αναµιγνύονται τα ακόλουθα υλικά µε την σειρά που αναφέρονται και η αντίδραση επωάζεται για 3 

ώρες στους 37°C:                

  Η2Ο χωρίς νουκλεάσες   7µl 

  5x ρυθµιστικό διάλυµα µεταγραφής  4µl 

  0.1Μ DTT     2µl 

  10mM rGTP     1µl 

  10mM rCTP     1µl 

  10mM rATP     1µl 

  10mM rUTP     0.65µl 

  10mM 11-DIG-UTP    0.35µl 

  κατατολέας RNασών    1µl 

  RNA πολυµεράση    1µl 

  1µg/µl γραµµοποιηµένο πλασµδιακό DNA 1µl 

Η αντίδραση σταµάτησε µε την προσθήκη 2µl DΝασηςΙ και επώαση για 15 λεπτά στους 

37°C. Στην συνέχεια το RNA κατακρηµνίζεται προσθέτοντας: 90µl EDTA, 12µl LiCl, 360µl EtOH 

100%. Μετά από τουλάχιστον 30 λεπτά στους -20°C, ακολουθεί φυγοκέντρηση για 15 λεπτά και 

επαναδιάλυση του RNA σε ΤΕ, σε τελική συγκέντρωση 0.1µg/µl. 

 

3.4.2.Διαδικασία in situ υβριδοποίησης σε κρυοτοµές. 

 

 Η µεθοδος της in situ υβριδοποίησης εφαρµόστηκε σε κρυοτοµές ως εξής: οι τοµές 

αφήνονται να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολουθεί µονιµοποίηση σε διάλυµα 4% 

PFA σε PBS, για 10 λεπτά. Ακολούθως οι τοµές πλένονται µε PBS (3x3 λεπτά) και στην συνέχεια 

επωάζονται σε διάλυµα ακετυλίωσης (4ml τριαιθανολαµίνη, 0.525ml HCl 37%, 0.75ml οξικός 

ανυδρίτης σε 295ml H2O) για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στην συνέχεια οι τοµές 
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πλένονται µε PBT (3x5λεπτά) και ακολοθεί επώαση µε το διάλυµα προϋβριδοποίησης (50% 

φορµαµίδιο, 5xSSC, 5xDenharts, 250mg/ml yeast RNA, 500mg/ml herring sperm DNA) για 6 ώρες ή 

o/n  σε θερµοκρασία δωµατίου. Την διαδικασία της προϋβριδοποίησης ακολουθεί η υβριδοποίηση, 

η οποία γίνεται µε επώαση των τοµών σε διάλυµα υβριδοποίησης, το οποίο περιέχει 400ng/ml από 

τον σηµασµένο µε διοξυγεγίνη ανιχνευτή (DIG-RNA) σε διάλυµα προϋβριδοποίησης. H 

υβριδοποίηση γίνεται στους 72°C για 14-16 ώρες, και οι τοµές καλύπτονται µε καλυπτρίδα ώστε να 

αποφευχθεί η εξάτµιση του διαλύµατος.  

 Την επόµενη ηµέρα, οι τοµές εµβαπτίζονται σε διάλυµα 5xSSC θερµασµένο στους 72°C και 

αποµακρύνονται προσεκτικά οι καλυπτρίδες και στην συνέχεια µεταφέρονται σε διάλυµα 0.2xSSC 

στους 72°C για µια ώρα. Μετά από δυο πεντάλεπτα πλυσίµατα µε το δάλυµα Β1 (0.1Μ Tris pH7.5, 

0.15M NaCl), ακολουθεί επώαση των τοµών για µια ώρα µε διάλυµα 10% FBS σε Β1, για να 

καλυφθούν οι µη ειδικές θέσεις πρόσδεσης του αντισώµατος. Στην συνέχεια οι τοµές επωάζονται 

µε πρωτογενές αντίσωµα έναντι της διοξυγενίνης, το οποίο είναι συνδεδεµένο µε αλκαλική 

φωσφατάση (anti-DIG-AP), αραιωµένο 1/5000 σε διάλυµα 1% FBS σε Β1, o/n στους 4°C. 

 Την επόµενη µέρα οι τοµές πλένονται µε διάλυµα Β1 (3x5 λεπτά) και ακουθούν 3 

δεκάλεπτα πλυσίµατα µε διάλυµα Β2 (0.1Μ Tris pH9.5, 0.1M NaCl, 50mM MgCl2), έτσι ώστε να 

εξισορροπηθεί το pH των τοµών. Ακολουθεί επώαση σε χρωµογόνο διάλυµα (75mg/ml NBT, 50 

mg/ml BCIP σε Β2) στο σκοτάδι, εως ότου αποκτηθεί ικανοποιητική χρώση. Τέλος οι τοµές 

πλένονται σε διάλυµα PBT και καλύπτονται µε ζελατίνη/γλυκερόλη.  

 

 

4. ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΚΑΤΑ WESTERN 

 
4.1. Προετοιµασία δειγµάτων- παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από τµήµατα εγκεφάλου 

ποντικών. 

 

 Αναπτυσσόµενοι εγκέφαλοι από έµβρυα ποντικών (Ε14.5) αποµονώθηκαν. Ακολούθως τα 

επιθυµητά τµήµατα του εγκεφάλου (η περιοχή του MGE όσο το δυνατό απαλλαγµένη από την 

κοιλιακή ζώνη-ventricular zone) αποµονώθηκαν και τοποθετήθηκαν σε αποστειρωµένα eppendorf. 

Σε αυτά προστέθηκε διάλυµα λύσης (0.5%TritonX, 150mM NaCl, 10mM Tris-Cl pH7.5, quorofinin, 

leupeptin, PMSF) και ακολούθησε οµογενοποίηση των ιστών στον πάγο. Στην συνέχεια η 

ποσότητα της συνολικής πρωτεϊνης υπολογίζεται µε την µέθοδο Bradford, και τέλος στο δείγµα 

προστίθεται ίσος όγκος 2x loading buffer.  
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4.2.Παρασκευή πηκτώµατος πολυακριλαµίδης- ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνων (SDS-PAGE). 

 

 Για την ανίχνευση της πρωτεϊνης Rac1, η οποιά έχει µέγεθος περίπου 21kD 

χρησιµοποιήσαµε πήκτωµα ακρυλαµίδης 12%. Κάθε πήκτωµα ακρυλαµίδης για ανάλυση 

πρωτεϊνών αποτελείται από δύο επιµέρους πηκτώµατα,  το πήκτωµα επιστοίβαξης (stacking gel) 

και το πήκτωµα διαχωρισµού (separating gel). Αυτά παρασκευάστηκαν ως εξής: 

 Stacking gel (4ml) 

 Ρυθµιστικό διάλυµα   1.5 ml 

 (1M Tris-Cl pH6.8+ 0.4% SDS) 

 Διάλυµα ακρυλαµίδης  30%  0.9 ml 

 APS     60 µl 

 Temed     6 µl 

 H2O     3.6 ml 

Separating gel 12% (10ml) 

Ρυθµιστικό διάλυµα   2.5 ml 

(1.5M Tris-Cl pH8.8 + 0.4%SDS) 

 Διάλυµα ακρυλαµίδης  30%  4 ml 

 APS     100 µl 

 Temed     5 µl 

 H2O     3.5 ml 

 

 Πριν φορτωθούν στο gel, τα πρωτεϊνικά δείγµατα θερµαίνονται στους 100°C για 5 λεπτά, 

ώστε να επιτευχθεί η πλήρης αποδιάταξη των πρωτεϊνών. Η συνολική ποσότητα πρωτεϊνης που 

φορτώνουµε από κάθε δείγµα είναι 90mg. Η ηλεκτροφόρηση γίνεται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης (25mM Tris base, 192mM γλυκίνη, 0.1% SDS σε H2O) σε θερµοκρασία δωµατίου 

και στα 60V, έως ότου οι πρωτεΐνες να διαχωριστούν µε βάση το µοριακό τους βάρος. Μετά τον 

διαχωρισµό των πρωτεϊνών, αυτές µεταφέρονται σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, µε εφαρµογή 

ηλεκτρικού πεδίου τάσης 310mA για 1 ώρα σε διάλυµα µεταφοράς (transfer buffer: 25mM Tris 

base, 192mM γλυκίνη 0.1%SDS και 20% µεθανόλη σε Η2Ο).  

 

4.3. Ανοσοαποτύπωση κατά Western. 

 

  Η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης πλένεται µε PBS και στην συνέχεια επωάζεται για µια 

ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε διάλυµα blocking (διάλυµα γάλακτος 5% σε PBS-Tween 0.1%) 
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για τον αποκλεισµό των µη ειδικών αντιγονικών θέσεων. Κατόπιν επωάζεται µε το πρωτογενές 

αντίσωµα (aRac1 [Rac1-CII, Santa Cruz], αραιωµένο 1:100  σε διάλυµα blocking) για 16 ώρες 

στους 4°C. Ακολουθούν 3 δεκάλεπτες πλύσεις µε PBST και επώαση µε το δευτερεύον αντίσωµα, 

το οποίο είναι συνδεδεµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση (anti-rabbit HRP, 1/1000 σε διάλυµα 

blocking), για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Στην συνέχεια η µεµβράνη πλένεται 3 φορές µε 

PBST και τέλος οι ανοσοεντοπιζόµενες πρωτεϊνικές ζώνες ανιχνεύονται µέσω του συστήµατος 

ενισχυµένης φωταύγειας ECL, σε ακτινογραφικό φιλµ και για χρόνο που εξαρτάται από την ένταση 

του σήµατος. 

 

5. ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ 

 
 Η παρατήρηση των φθοριζόντων δειγµάτων καθώς και η λήψη των εικόνων τους έγιναν σε 

συνεστιακό µικροσκόπιο Leica TCS-NT Laser Scanning. Οι κρυοτοµές (ιστολογικές χρώσεις- in 

situ υβριδοποιήσεις) παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν σε στερεοσκόπιο Leica MZ12. 
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Α. ΣΤΟΧΕΥΜΕΝΗ ΑΠΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ Rac1 ΑΠΟ Lhx6_Cre ΠΟΝΤΙΚΙΑ.  

 

 Για να επιτύχουµε τη στοχευµένη απενεργοποίηση του Rac1 στους µεταµιτωτικούς 

ενδονευρώνες του φλοιού, χρησιµοποιήσαµε µια διαγονιδιακή σειρά ποντικιών στα οποία το 

γονίδιο της Cre ρεκοµπινάσης βρίσκεται υπό τον έλεγχο του υποκινητή του Lhx6 γονιδίου 

(Lhx6_Cre). Ο παράγοντας Lhx6 εκφράζεται από τους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες, καθώς αυτοί 

εξέρχονται από την ζώνη πολλαπλασιασµού (ventricular zone) του MGE.  

 Τα Rac1 ελλειµµατικά ζώα δηµιουργήθηκαν ως εξής: Αρχικά διασταυρώθηκαν ποντίκια 

γονοτύπου Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop µε Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre ζώα. Οι απόγονοι της 

διασταύρωσης αυτής έχουν γονότυπο Rac1+/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre. Διασταυρώνοντας αυτά 

τα άτοµα µε Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop, προκύπτουν Rac1 ελλειµµατικά ζώα 

(Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre) αλλά και ετερόζυγα ζώα (Rac1+/fl;Rosa26YFPstop; 

Lhx6_Cre), τα οποία χρησιµοποιούνται ως πειραµατικό control. Η παρουσία του διαγονιδίου 

Rosa26YFPstop έχει ως αποτέλεσµα την έκφραση της φθορίζουσας πρωτεΐνης YFP στα κύτταρα 

στα οποία εκφράζεται η Cre ρεκοµπινάση.  

 Ο προσδιορισµός του γονοτύπου των ζώων έγινε µε PCR (Εικ.1Α). Για να επιβεβαιώσουµε 

την απουσία της Rac1 πρωτεΐνης στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα αποµονώσαµε από έµβρυα ηλικίας 

E14.5 την περιοχή του MGE αφαιρώντας από αυτήν τη ζώνη πολλαπλασιασµού (ventricular zone). 

Το πρωτεϊνικό εκχύλισµα του ιστού χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της πρωτεΐνης Rac1 µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western (Εικ1Β). Παρατηρούµε την παρουσία µιας ζώνης στα control 

άτοµα, η οποία ανιχνεύεται ελάχιστα στα Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre. Η ζώνη αυτή 

αντιστοιχεί στο κατάλληλο µοριακό βάρος (21 kD). Οι επιπλέον ζώνες που εµφανίζονται πιθανώς 

οφείλονται σε µη ειδική πρόσδεση του αντισώµατος. Η χαµηλή ζώνη (~15kD) µπορεί επίσης να 

οφείλεται σε αναγνώριση κάποιας αποικοδοµηµένης µορφής  (degradation product) της Rac1. 

 Τα Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre γεννιούνται σε αναµενόµενες µενδελικές αναλογίες, 

αλλά πεθαίνουν στα πρώτα µετεµβρυϊκά στάδια. Συγκεκριµένα, τα περισσότερα ζώα (n=12) 

πεθαίνουν µέχρι την έβδοµη ηµέρα µετά την γέννηση (P7) ενώ σε µια µόνο περίπτωση δυο άτοµα 

επιβίωσαν ως και την 20 ηµέρα (P20). Τέλος, τα Rac1 ελλειµµατικά ζώα είναι µικρότερα σε 

µέγεθος σε σχέση µε τα ζώα µάρτυρες (Rac1+/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre) (Εικ.1Γ). Παρά τη 

µεγάλη διαφορά στο µέγεθος, οι εγκέφαλοι των Rac1 ελλειµµατικών ζώων δεν είναι σηµαντικά 

µικρότεροι σε σχέση µε των Rac1+/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre ποντικιών (Εικ. 3) 

 Όπως θα συζητήσουµε παρακάτω, η θνησιµότητα των εν λόγω ζώων φαίνεται να µην 

προκύπτει από την απώλεια της Rac1 στους ενδονευρώνες του φλοιού, η ανάπτυξη των οποίων δεν 
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επηρεάζεται. Έτσι είναι πιθανό να οφείλεται στην απώλεια της Rac1 σε κάποιον από τους άλλους 

ιστούς στους οποίους εκφράζεται ο παράγοντας Lhx6, όπως τα βραγχιακά τόξα ή ο υποθάλαµος. Η 

απώλεια της Rac1 στον υποθάλαµο µπορεί να σχετίζεται επίσης µε το µικρότερο µέγεθος των ζώων 

καθώς η δοµή αυτή είναι υπεύθυνη για την έκφραση πολλών ορµονών ανάπτυξης (growth 

hormones). Τέλος δεν µπορεί να αποκλειστεί η έκτοπη έκφραση της Cre ρεκοµπινάσης σε άλλους 

ιστούς πλην του νευρικού από τα συγκεκριµένα διαγονιδιακά ζώα (Lhx6_Cre). Ο χαρακτηρισµός 

αυτής της διαγονιδιακής σειράς σε σχέση µε την έκφραση της Cre σε άλλους ιστούς δεν έχει 

πραγµατοποιηθεί ακόµη (εργαστήριο Βασίλη Πάχνη, NIMR-MRC, Mill Hill, London). 

 

Εικόνα 1: Στοχευµένη απενεργοποίηση του Rac1 από τα Lhx6_Cre ποντίκια. A) Γονοτυπική 
ανάλυση µε αντίδραση PCR. Από τα ετερόζυγα άτοµα για τον Rac1 τόπο  προκύπτουν δυο ζώνες, 
µε µεγέθη 250 και 300bp. Το οµόζυγο Rac1fl/fl εµφανίζει µια µόνο ζώνη, στα 300bp. B) Ανάλυση 
κατά Western για τον εντοπισµό της Rac1 πρωτεΐνης στην περιοχή του MGE εµβρύων ηλικίας 
E14.5. Το πείραµα αυτό επιβεβαιώνει την απουσία της Rac1 στα Rac1fl/fl; Lhx6_Cre ζώα. Η ζώνη 
της πρωτεΐνης Rac1 σηµειώνεται µε αστερίσκο (≈21 kD). Γ) Τα 
Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre είναι πολύ µικρότερα σε µέγεθος από τα ποντίκια-µάρτυρες, σε 
ηλικία P5.  
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 Πριν περάσουµε στην ανάλυση της ανάπτυξης των ενδονευρώνων στα παραπάνω ποντίκια, 

θα αναφέρουµε συνοπτικά τα αποτελέσµατα που έχουν προκύψει από τη µέχρι στιγµής ανάλυση 

των Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώων. Σε αυτά, η Rac1 απενεργοποιείται στα µιτωτικά 

πρόδροµα των MGE προερχόµενων ενδονευρώνων του φλοιού. Την εµβρυϊκη ηµέρα E14.5 ένας 

σηµαντικός αριθµός ενδονευρώνων έχει φύγει από τη περιοχή του MGE και ακολουθεί οριζόντια 

µεταναστευτική πορεία. Στα Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre δεν εµφανίζονται 

µεταναστευτικοί νευρώνες στο φλοιό. Αντίθετα, τα κύτταρα αυτά παραµένουν στην περιοχή του 

MGE. Αργότερα, κατά την ηµέρα E17.5 παρατηρείται καθυστερηµένη µετανάστευση των 

ενδονευρώνων. Τέλος, στο φλοιό ζώων την ηµέρα P0 καθώς και στα ενήλικα άτοµα οι αριθµοί των 

ενδονευρώνων είναι σηµαντικά µειωµένοι, περίπου στο 50% (Βιδάκη Μ., Καραγωγέως, Δ., µη 

δηµοσιευµένα αποτελέσµατα).  

  

Α.1. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗ ΜΕΤΑΝΑΣΤΕΥΣΗ ΤΩΝ ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΩΝ ΤΟΥ ΦΛΟΙΟΥ ΣΤΑ  

Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre  ΠΟΝΤΙΚΙΑ.  

 

 Αρχικά θελήσαµε να ελέγξουµε αν πραγµατοποιείται η οριζόντια µετανάστευση των 

GABAεργικών ενδονευρώνων στα  Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre ζώα ή αν και τα ζώα αυτά 

εµφανίζουν καθυστέρηση. Για τον σκοπό αυτό µελετήσαµε έµβρυα ηµέρας Ε13.5. Η παρουσία 

µεταναστευτικών κυττάρων εξετάστηκε  µε ανοσοϊστοχηµεία σε τοµές τελεγκεφάλου 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα ενάντια στις πρωτεΐνες YFP και Lhx6. Τα µόρια αυτά 

χρησιµοποιούνται ως µάρτυρες των ενδονευρώνων κατά τη µετανάστευση. Ο παράγοντας Lhx6 

εκφράζεται, όπως έχουµε αναφέρει, από τους ενδονευρώνες µετά την έξοδό τους από τον τελευταίο 

κυτταρικό κύκλο και η έκφρασή του συνεχίζει και αργότερα. Η πρωτεΐνη YFP εκφράζεται από όλα 

τα Lhx6 θετικά κύτταρα εξαιτίας της δράσης της Cre ρεκοµπινάσης. Όπως φαίνεται στην εικόνα 2, 

το πρότυπο µετανάστευσης των Rac1 ελλειµµατικών ενδονευρώνων δεν παρουσιάζει κάποια 

διαφοροποίηση σε σχέση µε τα control. Στον αναπτυσσόµενο φλοιό τόσο των 

Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre όσο και των Rac1+/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre εντοπίζεται 

πλήθος µεταναστευτικών κυττάρων, όπως µαρτυρά η παρουσία YFP-θετικών και Lhx6-θετικών 

κυττάρων (Εικ.2).  Έτσι λοιπόν τα Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre δεν εµφανίζουν 

καθυστερηµένη µετανάστευση στους ενδονευρώνες του φλοιού.  

 Παρατηρούµε ότι η πρωτεΐνη YFP εκφράζεται και από τα αγγεία που βρίσκονται διάσπαρτα 

στο φλοιό. Κάτι τέτοιο έχει αναφερθεί ξανά για τη συγκεκριµένη Cre διαγονιδιακή σειρά και 
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πιθανώς να οφείλεται σε έκφραση είτε του Lhx6 είτε του Cre διαγονιδίου στο αναπτυσσόµενο 

αγγειακό σύστηµα (Fogarty et al., 2007).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα2: Μετανάστευση των ενδονευρώνων στα Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre ποντίκια.  
Ανοσοϊστοχηµεία για τους παράγοντες Lhx6 και YFP σε τοµές εγκεφάλου εµβρύων ηλικίας Ε13.5. 
Τόσο στα Rac1 ελλειµατικά όσο και στα control ζώα εντοπίζονται µεταναστευτικά κύτταρα στο 
φλοιό, όπως φαίνεται στα µεγενθυµένα τετράγωνα. 

Α.2. ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΟΙ ΑΡΙΘΜΟΙ ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΩΝ ΣΤΟ ΦΛΟΙΟ ΤΩΝ RAC1 
ΕΛΛΕΙΜΑΤΙΚΩΝ ΖΩΩΝ.  

 

 Στην συνέχεια θελήσαµε να διερευνήσουµε  αν η απώλεια της Rac1 έχει κάποια επίδραση 

στη µορφολογία του ώριµου φλοιού καθώς και στον αριθµό και τη διαφοροποίηση των 

ενδονευρώνων. Όπως αναφέραµε τα ζώα αυτά πεθαίνουν σύντοµα µετά την γέννησή τους και η 

µελέτη του ώριµου φλοιού δεν είναι εφικτή. Έτσι, η µελέτη µας διεξήχθη στην ηλικία P5, κατά την 

οποία τα Rac1 ελλειµµατικά ποντίκια ζουν ακόµη. Στην ηλικία αυτή δεν έχουν αποκτηθεί όλα τα 

χαρακτηριστικά των ώριµων ενδονευρώνων, όπως η έκφραση όλων των µορίων και η ολοκλήρωση 
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της συνδεσµoλογίας. Παρόλα αυτά η µετανάστευση έχει ολοκληρωθεί και η µορφολογία και η 

κατανοµή των ενδονευρώνων στο φλοιό είναι όµοια µε το ενήλικο άτοµο. Η µορφολογία του 

εγκεφάλου των Rac1 ελλειµµατικών ζώων δεν παρουσιάζει διαφορά σε σχέση µε τα control ζώα. 

Στην εικόνα 3 παρουσιάζονται ιστολογικές χρώσεις τοµών εγκεφάλου (cresyl violet stainings) σε 

δύο επίπεδα, στα οποία έγιναν και οι µετρήσεις των κυττάρων στα πειράµατα που θα αναφέρουµε 

στη συνέχεια. 

 

 

  

 

 Για τη µελέτη των ενδονευρώνων έγιναν πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας σε τοµές εγκεφάλου 

και ως µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα ενάντια στις πρωτεΐνες YFP και Lhx6. Τα µόρια 

αυτά σηµαίνουν όλους τους MGE προερχόµενους ενδονευρώνες. Επιπλέον έγιναν πειράµατα in 

situ υβριδοποίησης για την παρουσία Lhx6-, somatostatin- (SST) και GAD67-θετικών κυττάρων. O 

µάρτυρας GAD67 σηµαίνει όλα τα κύτταρα που εκφράζουν GABA, και άρα το σύνολο των 

ενδονευρώνων του φλοιού, ενώ τα SST-θετικά κύτταρα µας δίνουν πληροφορία για τον έναν εκ 

των δυο υποπληθυσµών ενδονευρώνων. Η parvalvumin (PVA), που αποτελεί µάρτυρα του 

δεύτερου πληθυσµού δεν µπορούσε να χρησιµοποιηθεί καθώς η έκφρασή της δεν έχει αρχίσει σε 

αυτήν την ηλικία.  

Εικόνα 3: Ιστολογική χρώση 
τοµών εγκεφάλου ηλικίας P5. 
Οι εγκέφαλοι των 
Rosafl/fl;Rosa26YFPstop;Lxh6_Cr
e ποντικιών δεν παρουσιάζουν 
µορφολογικές διαφορές σε σχέση 
µε των Rosa+/fl;Rosa26YFPstop; 
Lxh6_Cre. Στην εικόνα 
παρουσιάζονται δυο επίπεδα. Τα 
επίπεδα αυτά αντιστοιχούν στα 
βρέγµατα -1.46mm και -2.54mm 
του ενήλικου φλοιού. Η περιοχή 
στην οποία έγιναν οι µετρήσεις 
των κυττάρων στα πειράµατα 
ανοσοϊστοχηµείας και in situ 
υβριδοποίησης σηµειώνεται µε 
λευκό τετράγωνο. 
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 Από την πραγµατοποίηση διπλής ανοσοϊστοχηµείας για Lhx6 και YFP µπορούµε να 

υπολογίσουµε την αποτελεσµατικότητα της Cre ρεκοµπινάσης στα Lhx6_Cre ποντίκια, 

τουλάχιστον όσον αφορά στον Rosa26YFPstop τόπο. Συγκρίνοντας τους αριθµούς των διπλά 

σηµασµένων, Lhx6-θετικών/YFP-θετικών κυττάρων σε σχέση µε το σύνολο των Lhx6 θετικών 

κυττάρων προέκυψε ότι η Cre είναι λειτουργική στο µεγαλύτερο ποσοστό (97%) των Lhx6 

κυττάρων. Για τη σύγκριση του αριθµού των ενδονευρώνων στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα, έγιναν 

µετρήσεις του αριθµού των YFP-θετικών κυττάρων σε ισοµεγέθεις περιοχές του φλοιού σε δύο 

επίπεδα. Από τις µετρήσεις αυτές προέκυψε ότι ο συνολικός αριθµός των ενδονευρώνων δεν 

εµφανίζει διαφορές µεταξύ των Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop; Lhx6_Cre και Rac1+/fl;Rosa26YFPstop; 

Lhx6_Cre ποντικιών. (Εικ.4) Τo ίδιo αποτέλεσµα προκύπτει και από την in situ υβριδοποίηση µε 

µάρτυρα τον GAD67, που επίσης σηµαίνει το σύνολο των ενδονευρώνων.  

Εικόνα 4:  Ο αριθµός των ενδονευρώνων δεν διαφοροποιείται στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα σε 
ηλικία P5. A) Ανοσοϊστολογική χρώση για τις πρωτεΐνες YFP (πράσινο) και Lhx6 (κόκκινο) σε  
περιοχή του φλοιού. Παρατηρούµε ότι τα περισσότερα κύτταρα είναι διπλά σηµασµένα Lhx6- και 
YFP-θετικά. Η περιοχή που παρουσιάζεται είναι η περιοχή στο βρέγµα -1.46mm στην οποία 
πραγµατοποιήθηκαν οι µετρήσεις των κυττάρων. B) Ιστόγραµµα όπου παρουσιάζεται η µέση τιµή 
του αριθµού των ενδονευρώνων στα Rac1-ελλειµατικά και στα control ζώα. Οι τιµές αυτές 
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προκύπτουν από µετρήσεις σε τρία ζώα από κάθε γονότυπο. Γ) Αριθµοί των YFP-θετικών 
κυττάρων. Μετρήθηκαν 3 άτοµα από κάθε γονότυπο στα δυο επίπεδα. 

 

 Για να διερευνήσουµε αν η απώλεια της Rac1 επιδρά στη διαφοροποίηση των 

ενδονευρώνων στους αντίστοιχους υποπληθυσµούς ελέγξαµε αν υπάρχει διαφορά στον αριθµό των 

somatostatin-θετικών ενδονευρώνων στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα. Από τις µετρήσεις του αριθµού 

των κυττάρων αυτών φαίνεται ότι δεν σηµειώνονται µεταβολές µεταξύ των δυο γονοτύπων (Εικ.5).   

Εικόνα 5:  Ο αριθµός των somatostatin-θετικών ενδονευρώνων δεν διαφοροποιείται στα Rac1 
ελλειµµατικά ζώα σε ηλικία P5. A) In situ υβριδοποίηση µε µάρτυρα για τη somatostatin. Στην 
εικόνα φαίνεται τµήµα του φλοιού στο βρέγµα -1.46mm. Στην περιοχή αυτή πραγµατοποιήθηκαν 
οι µετρήσεις των κυττάρων. B) Ιστόγραµµα όπου παρουσιάζεται η µέση τιµή του αριθµού των 
ενδονευρώνων στα Rac1-ελλειµατικά και στα control ζώα. Οι τιµές αυτές προκύπτουν από 
µετρήσεις σε τρία ζώα από κάθε γονότυπο. Γ) Αριθµοί των SST-θετικών κυττάρων που 
µετρήθηκαν. Μετρήθηκαν 3 άτοµα από κάθε γονότυπο στα δυο επίπεδα. 

 

 Ο πληθυσµός των somatostatin-θετικών ενδονευρώνων αποτελεί το 35%- 40% περίπου του 

συνόλου των MGE-προερχόµενων ενδονευρώνων, και ως εκ τούτου των Lhx6 θετικών κυττάρων 

(Wichterle et al., 2001; Nery et al., 2002; Fogarty  et al., 2007). Το ποσοστό αυτό επιβεβαιώνεται 

και από τα δικά µας πειράµατα, συγκρίνοντας τους αριθµούς των Lhx6- και somatostatin-θετικών 

κυττάρων που προκύπτουν από τις in situ υβριδοποιήσεις.  
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 Η ίδια ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε σε αυτή την ηλικία, έγινε και σε ζώα ηλικίας P0, 

απ’ όπου και προέκυψαν τα ίδια αποτελέσµατα. Το σύνολο των µετρήσεων για όλους τους 

µάρτυρες και στις δυο ηλικίες παρατίθεται στο παράρτηµα 1. Από αυτές συµπεραίνουµε ότι η 

απώλεια της Rac1 στους µεταµιτωτικούς GABAεργικούς ενδονευρώνες, µέσω του Lhx6_Cre,  δεν 

έχει επίδραση στη µετανάστευση ή τη διαφοροποίησή τους.  

  

Β. ΔΗΜΙΟΥΡΓΊΑ ΔΙΠΛΑ ΕΛΛΕΙΜΜΑΤΙΚΩΝ RAC1/RAC3 ΖΩΩΝ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ 

ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΤΩΝ ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΩΝ ΤΟΥ ΦΛΟΙΟΥ. 

 

 Από την παρούσα εργασία προέκυψαν επίσης ορισµένα αρχικά αποτελέσµατα σχετικά µε 

την λειτουργική συµπλήρωση του ρόλου της Rac1 από την Rac3. Για την προσέγγιση αυτού του 

ερωτήµατος δηµιουργήθηκαν διπλά ελλειµµατικά ζώα.  

 Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν ζώα στα οποία η Cre ρεκοµπινάση εκφράζεται υπό τον 

έλεγχο του υποκινητή του γονιδίου Nkx2.1. H διασταύρωση που πραγµατοποιήθηκε για την 

απόκτηση διπλά ελλειµµατικών ζώων είναι Rac1+/fl;Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre;Rac3+/- µε 

Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Rac3-/- ποντίκια. Από την διασταύρωση αυτή προκύπτουν τόσο διπλά 

ελλειµµατικά όσο και µονά ελλειµµατικά ζώα για την κάθε Rac GTPάση. 

 Στη συνέχεια πρόκειται να αναφερθούµε σε αποτελέσµατα από ένα µόνο άτοµο, ηλικίας P0, 

το οποίο φέρει έλλειµµα και στα δύο µόρια. Παρότι το δείγµα είναι πολύ µικρό και όχι αρκετό για 

την εξαγωγή συµπερασµάτων, προκύπτουν ενδείξεις που συνηγορούν υπέρ της ύπαρξης 

λειτουργικής συµπλήρωσης ανάµεσα στις Rac1 και Rac3. Ως control χρησιµοποιήθηκαν άτοµα που 

φέρουν έλλειµµα σε κάθε ένα από τα δύο µόρια.    

 Αρχικά διερευνήθηκε η µορφολογία του τελεγκεφάλου στα διπλά ελλειµµατικά 

Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre;Rac3-/-ζώα. Όπως φαίνεται στην εικόνα 6 (Εικ.6, a-c) o 

τελεγκέφαλος των Rac1fl/fl;Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre;Rac3-/- ζώων είναι σηµαντικά µικρότερος 

σε µέγεθος σε σχέση µε τα control. Επιπρόσθετα, οι κοιλίες είναι µεγαλύτερες ενώ ο φλοιός είναι 

πιο λεπτός.  

  Στα ζώα αυτά πραγµατοποιήθηκε in situ υβριδοποίηση µε µάρτυρες για τα µόρια Lhx6 και 

SST, ενώ δεν ήταν δυνατό να πραγµατοποιηθεί ανοσοϊστοχηµεία για τη πρωτεϊνη YFP, καθώς τα 

άτοµα δεν έφεραν το Rosa26YFPstop αλληλόµορφο. Τα Rac1fl/fl;Rac3-/- ζώα δεν διαφέρουν από τα 

αγρίου τύπου στην παρουσία και την κατανοµή των Lhx6-θετικών κυττάρων. Αντίθετα, στα Rac1 

ελλειµατικά, Rac1fl/fl;Νkx2.1_Cre; Rac3+/- ζώα, παρότι οι ενδονευρώνες εκφράζουν τον παράγοντα 

Lhx6, δεν µεταναστεύουν και βρίσκονται συγκεντρωµένοι στον βασικό τελεγκέφαλο, στην περιοχή 
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όπου δηµιουργούνται. Στο φλοιό των ζώων αυτών παρατηρείται σηµαντική µείωση του αριθµού 

των Lhx6-θετικών κυττάρων (Εικ.6, d-e). Ο φαινότυπος αυτός εµφανίζεται αρκετά εντονότερος στο  

Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre;Rac3-/- τελεγκέφαλο. Τα Lhx6-θετικά κύτταρα που 

βρίσκονται στο βασικό τελεγκέφαλο είναι πολύ περισσότερο συγκεντρωµένα. Επιπλέον o αριθµός 

τους στο φλοιό παρουσιάζει ακόµα µεγαλύτερη µείωση (Εικ.6, f, Εικ.7). Τα ίδια αποτελέσµατα 

προκύπτουν και από την µελέτη των SST-θετικών κυττάρων (Εικ.6, g-i, Εικ.7). 

Εικόνα 6: Ανάλυση του τελεγκεφάλου στο Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre;Rac3-/- ζώο.  
a-c) Ιστολογική χρώση τοµών εγκεφάλου ηλικίας P0. Η µορφολογία του εγκεφάλου δεν εµφανίζει  
κάποια διαφορά τόσο στα Rac3 (Rac1fl/fl;Rac3-/-) όσο και στα Rac1 ελλειµµατικά ζώα 
(Rac1flfl;Nkx2.1_Cre;Rac3+/-) ελλειµµατικά ζώα. Στα διπλά ελλειµµατικά 
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Rac1flfl;Nkx2.1_Cre;Rac3-/-  ο εγκέφαλος είναι πολύ µικρότερος και οι κοιλίες πιο µεγάλες. d-f) In 
situ υβριδοποίηση µε µάρτυρα τον Lhx6. g-i) In situ υβριδοποίηση µε µάρτυρα για τη somatostatin. 
Τα λευκά τεράγωνα περικλείουν την περιοχή που πραγµατοποιήθηκαν οι µετρήσεις των κυττάρων. 

  

 Oπως αναφέραµε στα ζώα αυτά δεν ήταν δυνατό να πραγµατοποιηθεί ανσοϊστοχηµεία για 

την YFP. Η σειρά αυτή τροποποιείται ώστε να συµπεριληφθεί το Rosa26YFPstop αλληλόµορφο. Η 

πιθανή παρουσία YFP-θετικών κυττάρων είναι κάτι που πρέπει να διερευνηθεί στα διπλά 

ελλειµµατικά ζώα, καθώς υπάρχουν δύο πιθανότητες. Η µια είναι ορισµένα από τα κύτταρα που 

ανιχνευόνται στο φλοιό να είναι YFP-θετικά και άρα Rac1 ελλειµµατικά. Εναλλακτικά, δεν µπορεί 

να αποκλειστεί τα κύτταρα που εντοπίζονται στο φλοιό να είναι YFP-αρνητικά. Η πιθανότητα αυτή 

δεν είναι αµελητέα καθώς η Cre  ρεκοµπινάση µέσω της σειράς Nxk2.1_Cre δεν εκφράζεται σε ένα 

µικρό σχετικά τµήµα στην ραχιαία περιοχή του MGE (Fogarty et al., 2007). Έτσι είναι πιθανό 

ενδονευρώνες από εκείνη την περιοχή, και άρα φυσιολογικοί για Rac1 να είναι αυτοί που 

εντοπίζονται στο φλοιό. 

 Στην εικόνα 7 φαίνονται οι αριθµοί των κυττάρων που µετρήθηκαν σε κάθε περίπτωση. 

Όπως αναφέραµε, πρέπει να έχουµε υπ’ όψιν ότι οι τιµές αυτές προέρχονται από ένα άτοµο για 

κάθε γονότυπο και δεν µπορούµε να βασιστούµε σε αυτές για να οδηγηθούµε σε συµπεράσµατα. 

Παρατηρώντας παρ’ όλα αυτά τους αριθµούς, βλέπουµε τα εξής: Τα Rac3-/- ζώα εµφανίζονται 

φυσιολογικά σε σχέση µε τη µετανάστευση και διαφοροποίηση των ενδονευρώνων. Στα µονά, 

Rac1 ελλειµµατικά ζώα παρατηρείται περίπου 50% µείωση στον αριθµό των κυττάρων και στους 

δύο µάρτυρες (239/509 για τα Lhx6, 96/205 για τα SST). (Εικ.7Α). Στα παραπάνω ζώα ο αριθµός 

των SST-θετικών κυττάρων είναι περίπου το 40% των Lhx6-θετικών (205/509 για το Rac3-/-, και 

96/239 για το Rac1flfl;Nkx2.1_Cre;Rac3-/-). Στα διπλά ελλειµµατικά ζώα, Rac1flfl;Nkx2.1_Cre; 

Rac3-/-, παρατηρείται ακόµα µεγαλύτερη µείωση στον αριθµό των κυττάρων στο φλοιό.  Η µείωση 

αυτή είναι της τάξης του 75% για τα Lhx6-θετικά  και 85% για τα SST-θετικά, µε αποτέλεσµα ο 

SST-θετικός υποπληθυσµός στο ζώο αυτό να αντιστοιχεί στο 20% περίπου του συνολικού αριθµού 

(27/126). 
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Εικόνα 7: Μειωµένοι αριθµοί ενδονευρώνων στο φλοιό των διπλά ελλειµµατικών ζώων. Α) 
Στον πίνακα φαίνονται οι αριθµοί των Lhx6- και SST-θετικών κυττάρων που µετρήθηκαν. Β) 
Ιστόγραµµα στο οποίο φαίνονται οι τιµές των κυττάρων σε κάθε γονότυπο.   
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Α. ΓΕΝΙΚΑ 

  

 Ο φλοιός του τελεγκεφάλου εκτελεί ορισµένες από τις πιο πολύπλοκες και ανώτερες 

εξελικτικά λειτουργίες του εγκεφάλου των θηλαστικών. Για τα µοναδικά λειτουργικά 

χαρακτηριστικά του υπεύθυνη είναι εν µέρει η ιδιαιτερότητα της δοµικής του οργάνωσης σε 

στοιβάδες καθώς και η µεγάλη ποικιλοµορφία των νευρικών κυττάρων που τον απαρτίζουν. 

 Οι νευρώνες του φλοιού κατηγοριοποιούνται σε δυο βασικούς πληθυσµούς. Ο πρώτος 

περιλαµβάνει τους πυραµιδικούς νευρώνες και ο δεύτερος τους µη πυραµιδικούς, GABAεργικούς 

ενδονευρώνες. Οι τελευταίοι αποτελούν το 20% περίπου του συνολικού αριθµού και δηµιουργούν 

τοπικές ανασταλτικές συνάψεις. Οι GABAεργικοί ενδονευρώνες γεννιούνται στο βασικό 

τελεγκέφαλο και µεταναστεύουν οριζόντια προς τις τελικές τους θέσεις. Η σηµασία αυτών των 

κυττάρων αντικατοπτρίζεται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις οι οποίες προκαλούνται από 

την απουσία ή τη δυσλειτουργία τους. 

 Τα µέλη της οικογένειας των Rho GTPασών είναι πολύ σηµαντικά σηµατοδοτικά µόρια. 

Λειτουργούν ως µοριακοί διακόπτες και ρυθµίζουν πλήθος κυτταρικών διεργασιών όπως είναι η 

κυτταρική διαίρεση, η γονιδιακή έκφραση και η κίνηση των κυττάρων µέσω του κυτταροσκελετού. 

Η µελέτη σε κυτταρικές σειρές έχει βοηθήσει σηµαντικά στην αποσαφήνιση του βιοχηµικού 

µηχανισµού µέσω του οποίου οι Rho GTPάσες µεσολαβούν τη δράση τους. Έτσι έχει 

χαρακτηριστεί ένας µεγάλος αριθµός µορίων (Rho GEFs και GAPs) που ρυθµίζουν τα  

σηµατοδοτικά µονοπάτια των GTPασών. Αντίθετα, ο in vivo ρόλος των GTPασών κατά την 

ανάπτυξη του νευρικού είναι σχετικά άγνωστος. Αυτό οφείλεται αφενός µεν στην ύπαρξη 

λειτουργικής συµπλήρωσης (functional compensation) µεταξύ των µελών της οικογένειας, γεγονός 

που µπορεί να επισκιάζει το ρόλο των µορίων αυτών, αφετέρου δε στην πρόωρη θνησιµότητα των 

εµβρύων που φέρουν έλλειµµα (germline deletion) για συγκεκριµένες GTPάσες.  

 Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν να διερευνήσει τον ρόλο της GTPάσης Rac1 κατά την 

ανάπτυξη των GABAεργικών ενδονευρώνων του φλοιού. Για το σκοπό αυτό πραγµατοποιήσαµε  

στοχευµένη απενεργοποίηση του  Rac1 στον εν λόγω κυτταρικό πληθυσµό.  

 

Β.  Η ΠΡΩΤΕΙΝΗ RAC1 ΕΙΝΑΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΗ ΚΑΤΑ ΤΗ ΦΑΣΗ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ 

ΤΩΝ ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΩΝ. 

 

 Για τη διερεύνηση του ρόλου της Rac1 στους ενδονευρώνες του φλοιού χρησιµοποιήθηκε 

το σύστηµα της Cre ρεκοµπινάσης ώστε να πραγµατοποιηθεί στοχευµένη απενεργοποίηση του 

γονιδίου Rac1. Η Rac1 απενεργοποιήθηκε τόσο στους µιτωτικούς όσο και στους µετα-µιτωτικούς 
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ενδονευρώνες χρησιµοποιώντας τις διαγονιδιακές σειρές Nkx2.1_Cre και Lhx6_Cre, αντίστοιχα. 

Και στις δυο περιπτώσεις εισάγαµε επιπλέον το διαγονίδιο Rosa26YFPstop, σαν ανεξάρτητο 

µάρτυρα κυτταρικής προέλευσης (lineage marker). Το αλληλόµορφο Rosa26YFPstop οδηγεί στην 

έκφραση της πρωτεΐνης YFP στα κύτταρα στα οποία εκφράζεται η Cre, και ως εκ τούτου σε αυτά 

που φέρουν έλλειµµα για τη Rac1. 

 Στο πρώτο µέρος της εργασίας πραγµατοποιήθηκε η ανάλυση των Rac1fl/fl; 

Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre ζώων.  Στα ζώα αυτά πραγµατοποιήσαµε πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας 

για τα µόρια YFP και Lhx6, που αποτελούν µάρτυρες των ενδονευρώνων. Παρατηρήσαµε ότι στο 

φλοιό εντοπίζονται µεταναστευτικά κύτταρα κατά την ηµέρα Ε13.5. Έτσι συµπεραίνουµε ότι η 

οριζόντια µετανάστευση σε αυτά τα ζώα ξεκινάει κανονικά. Πραγµατοποιώντας τα ίδια πειράµατα 

στην ηλικία P5 δείξαµε ότι ο αριθµός των ενδονευρώνων στο φλοιό δεν εµφανίζει διαφορά στα 

Rac1 ελλειµµατικά ζώα. Τέλος η διαφοροποίηση των ενδονευρώνων σε υποπληθυσµούς φαίνεται 

επίσης να µην επηρεάζεται, καθώς ο αριθµός των somatostatin-θετικών κυττάρων, ενός από τους 

δυο βασικούς υποπληθυσµούς, δεν εµφανίζει διαφορά.  

 Αντίθετα, η απώλεια της Rac1 από τα µιτωτικά προγονικά κύτταρα φάνηκε να επιδρά στη 

µετανάστευση και τη συνολικότερη ανάπτυξη των ενδονευρώνων. Αντίστοιχη ανάλυση που 

πραγµατοποιήθηκε στα Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ποντίκια, έδειξε ότι κατά την 

εµβρυϊκή ηµέρα Ε14.5 δεν εντοπίζονται YFP-θετικά κύτταρα στο φλοιό. Το σύνολο των YFP-

θετικών κυττάρων βρίσκεται συγκεντρωµένο στο βασικό τελεγκέφαλο. Την ηµέρα Ε17.5 

παρατηρείται καθυστερηµένη µετανάστευση κυττάρων προς το φλοιό. Στον ώριµο φλοιό των ζώων 

αυτών οι αριθµοί των ενδονευρώνων είναι σηµαντικά µειωµένοι. Συγκεκριµένα, τα YFP-θετικά 

κύτταρα παρουσιάζουν µείωση της τάξης του 50%. Η ίδια µείωση παρατηρείται και στους 

αριθµούς των διπλά σηµασµένων YFP/Lhx6, YFP/somatostatin και YFP/parvalvumin-θετικών 

κυττάρων (Βιδάκη Μ. και Καραγωγέως Δ., µη δηµοσιευµένα αποτελέσµατα). 

 Ο φαινότυπος των Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ποντικιών, σε συνδυασµό µε 

αυτόν των Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre µας οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η Rac1 είναι απαραίτητη 

κατά τη φάση πολλαπλασιασµού των ενδονευρώνων, ώστε να αποκτήσουν µετέπειτα τη 

µεταναστευτική ικανότητα. Επιπρόσθετα φαίνεται ότι η  έκφραση της Rac1 δεν είναι απαραίτητη 

κατά τη διάρκεια της µετανάστευσης των κυττάρων.  

 Κάτι τέτοιο έχει ήδη προταθεί για τη Rac1 στον εν λόγω κυτταρικό πληθυσµό  (Chen et al., 

2007). Οι Chen et al. χρησιµοποίησαν τη διαγονιδιακή σειρά Foxg1_Cre ώστε να 

πραγµατοποιήσουν στοχευµένη απενεργοποίηση του Rac1 στον τελεγκέφαλο. Η έκφραση του 

Foxg1 ξεκινάει την ηµέρα Ε8.5 ενώ κατά την εµβρυϊκή ηµέρα Ε10.5 εκφράζεται σε σχεδόν 

ολόκληρο τον τελεγκέφαλο (Herbert et al., 2000). Στα ποντίκια αυτά την ηµέρα Ε18.5 δεν 
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εντοπίζονται ενδονευρώνες στο φλοιό.  Οι ερευνητές µελέτησαν επίσης µια δεύτερη διαγονιδιακή 

σειρά ζώων στην οποία το Rac1 απενεργοποιείται στους µεταµιτωτικούς ενδονευρώνες (Rac1fl/fl; 

Rosa26YFPstop;Dlx5/6_IRES_Cre). Σε αυτήν έδειξαν τη φυσιολογική µετανάστευσή τους, όµοια 

µε τα δικά µας αποτελέσµατα από την ανάλυση των Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Lhx6_Cre  

ποντικιών. Έτσι διατύπωσαν την υπόθεση ότι η Rac1 είναι απαραίτητη κατά το στάδιο 

πολλαπλασιασµού των ενδονευρώνων (Chen et al., 2007).  

 Η απενεργοποίηση του Rac1 µέσω της Foxg1_Cre στα παραπάνω ζώα έχει ως αποτέλεσµα 

την εµφάνιση και άλλων φαινοτύπων, όπως είναι η καθυστερηµένη µετανάστευση των 

πυραµιδικών νευρώνων του φλοιού καθώς και η αναστολή της δηµιουργίας συγκεκριµένων 

αξονικών µονοπατιών του τελεγκεφάλου (Chen et al., 2007). Το γεγονός αυτό υποδυκνεύει ότι η 

Rac1 έχει διαφορετικούς ρόλους στους διαφορετικούς πληθυσµούς κυττάρων κατά την ανάπτυξη 

του νευρικού συστήµατος.  

 Παρότι από την παραπάνω εργασία και από τα δικά µας αποτελέσµατα οδηγούµαστε στο 

ίδιο συµπέρασµα σχετικά µε το ρόλο της Rac1, υπάρχουν ορισµένες ασυµφωνίες. Στα Foxg1_Cre 

ποντίκια η Rac1 απενεργοποιείται όχι µόνο στους ενδονευρώνες αλλά και σε ολόκληρο τον 

αναπτυσσόµενο τελεγκέφαλο. Έτσι η απουσία ενδονευρώνων στο φλοιό στα στελέχη αυτά θα 

µπορούσε να αντικατοπτρίζει την ανάγκη της Rac1 σε κάποιον άλλο κυτταρικό πληθυσµό στο 

περιβάλλον όπου µεταναστεύουν οι ενδονευρώνες. Από την άλλη µεριά, από τα δικά µας 

αποτελέσµατα µπορεί να προκύψει το παραπάνω συµπέρασµα µε µεγαλύτερη ασφάλεια, καθώς η 

Rac1 απενεργοποιείται µόνο στους ενδονευρώνες, σε διαφορετικές χρονικές στιγµές.  

 Ένα δεύτερο σηµείο ασυµφωνίας είναι ότι στα Foxg1_Cre ποντίκια δεν εντοπίζονται 

ενδονευρώνες στο φλοιό κατά την ηλικία E18.5. Αντίθετα, στα Rac1fl/fl; 

Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώα στην ίδια ηλικία πραγµατοποιείται καθυστερηµένη µετανάστευση 

και ανιχνεύονται ενδονευρώνες στο φλοιό. Το γεγονός αυτό µπορεί να σηµαίνει ότι η έκφραση της 

Rac1 είναι απαραίτητη τόσο από τους ενδονευρώνες όσο και από κάποιον δεύτερο πληθυσµό 

κυττάρων. Για παράδειγµα µπορεί η απουσία της στον αναπτυσσόµενο φλοιό να έχει ως 

αποτέλεσµα να µην εκφράζονται πιθανά καθοδηγητικά µόρια. Μια ακόµη εξήγηση για την 

ασυµφωνία θα µπορούσε να είναι ότι η έκφραση του Nkx2.1 ξεκινάει την ηµέρα Ε10.5 (Shimamura 

et al., 1995; Sussel et al., 1999), περίπου 2 ηµέρες αργότερα από την έκφραση του Foxg1. Είναι 

πιθανό η παρουσία της Rac1 µέχρι την ηµέρα 10.5 να είναι υπεύθυνη για τη δυνατότητα 

καθυστερηµένης µετανάστευσης που έχει ένα µέρος των ενδονευρώνων στα Rac1fl/fl; 

Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώα. 
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 Ποιός είναι όµως ο µηχανισµός δράσης της Rac1 στα µιτωτικά προγονικά κύτταρα των 

ενδονευρώνων;  

 Μια πρόσφατη µελέτη έχει δείξει ότι η Rac1 έχει σηµαντική δράση στα πρόδροµα νευρικά 

κύτταρα. Συγκεκριµένα, φαίνεται να προκαλεί την πρόωρη έξοδο των προγονικών κυττάρων 

(neural progenitors) από τον κυτταρικό κύκλο. Ως αποτέλεσµα αυτού παρατηρείται πρόωρη 

διαφοροποίηση καθώς και εξάντληση των µιτωτικών κυττάρων (progenitor pool) νωρίτερα (Chen 

et al., 2009). Η µελέτη αυτή είναι η πρώτη που καθιερώνει το ρόλο της Rac1 στα νευρικά 

προγονικά κύτταρα. Προηγούµενες µελέτες αποδίδουν έναν τέτοιο ρόλο στη Rac1 σε άλλους 

ιστούς, όπως η επιδερµίδα, το αιµοποιητικό και το αγγειακό σύστηµα (Gu et al., 2003; Benitah et 

al.,2005; Tan et al., 2008).  

 Είναι πιθανό λοιπόν η απενεργοποίηση της Rac1 στα µιτωτικά πρόδροµα των 

ενδονευρώνων στα Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώα να οδηγεί σε πρόωρη έξοδό τους 

από τον κυτταρικό κύκλο. Στην περίπτωση αυτή, µπορεί οι µεταµιτωτικοί ενδονευρώνες να µην 

έχουν προλάβει να λάβουν ορισµένη σηµατοδότηση, απαραίτητη για την έναρξη της 

µετανάστευσης. Αυτό µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα την παραµονή τους στο βασικό τελεγκέφαλο 

ή και το θάνατο αυτών των κυττάρων. Η καθυστερηµένη µετανάστευση που παρατηρείται από 

µέρος των ενδονευρώνων µπορεί να αφορά κύτταρα που γεννιούνται αργότερα και ως εκ τούτου 

έχουν λάβει τη σηµατοδότηση για µεταναστευτική δυνατότητα. Ένας παρόµοιος µηχανισµός έχει 

περιγραφεί για την δράση της πρωτεΐνης Notch1 στην ανάπτυξη των νευρώνων του ραβδωτού 

σώµατος (Mason et al., 2005).  

 Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τα παραπάνω, προκύπτει ότι θα πρέπει αρχικά να ελέγξουµε πως 

επιδρά η απώλεια της Rac1 στα µιτωτικά προγονικά κύτταρα. Για να το σκοπό αυτό θα πρέπει να 

πραγµατοποιηθεί µια σειρά πειραµάτων. Χρησιµοποιώντας ως µάρτυρες µόρια που σηµαίνουν τα 

µιτωτικά πρόδροµα, όπως το Ki67 και η φωσφορυλιωµένη ιστόνη 3 (PH3) θα ελέγξουµε αν ο 

πληθυσµός των µιτωτικών προδρόµων είναι µειωµένος στα Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώα. Ο 

έλεγχος αυτός θα πραγµατοποιηθεί στις ηλικίες από Ε12.5 ως Ε18.5, ώστε να καλυφθεί ολόκληρη 

η περίοδος της γέννησης των ενδονευρώνων. Επιπρόσθετα θα διερευνηθεί αν στα Rac1 

ελλειµµατικά ζώα αλλάζει το ποσοστό των κυττάρων που εξέρχονται από τον κυτταρικό κύκλο στις 

παραπάνω ηλικίες.  

 Από τα παραπάνω πειράµατα θα αποκτήσουµε µια καλύτερη εικόνα σχετικά µε τον 

µηχανισµό δράσης της Rac1 κατά την ανάπτυξη των ενδονευρώνων του φλοιού.  
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Γ. Η ΑΠΩΛΕΙΑ ΤΩΝ RAC1 ΚΑΙ RAC3 ΟΔΗΓΕΙ ΣΕ ΜΕΓΑΛΥΤΕΡΗ ΜΕΙΩΣΗ ΤΩΝ 

ΕΝΔΟΝΕΥΡΩΝΩΝ ΣΤΟ ΦΛΟΙΟ.  

 

 Στα θηλαστικά εκφράζονται τρεις Rac GTPάσες, οι Rac1, Rac2 και Rac3. Από αυτές η 

Rac1 εκφράζεται σε όλους τους ιστούς, η Rac2 εκφράζεται στο αιµοποιητικό και η Rac3 στο 

νευρικό σύστηµα. Ο βαθµός οµοιότητας αυτών των µορίων σε πρωτεϊνικό επίπεδο είναι πολύ 

µεγάλος, περίπου 90%. 

 Σε αρκετές περιπτώσεις έχει διαπιστωθεί η δυνατότητα πολλών µελών της οικογένειας των 

Rac GTPασών να επιτελούν τις ίδιες λειτουργίες (redundant functions). Για παράδειγµα έκφραση 

µιας διαρκώς ενεργούς (constitutively active) µορφής της Rac3 οδηγεί στη δηµιουργία 

λαµελλιποδίων, µια διεργασία που επιτελείται από τη Rac1 (Chan et al., 2005). Επιπρόσθετα, η 

δηµιουργία ζώων διπλά ελλειµµατικών για περισσότερες GTPάσες σε συγκεκριµένους ιστούς έχει 

αποκαλύψει την ύπαρξη τόσο κοινών όσο και ειδικών λειτουργιών για το κάθε µόριο. Για 

παράδειγµα, η Rac1 και Rac2 ρυθµίζουν την προσκόλληση των αιµοποιητικών προγονικών 

κυττάρων (HSC: hematopoietic stem cells) στο µυελό των οστών. Ταυτόχρονη απώλεια και των 

δυο µορίων, και όχι ενός από αυτά, οδηγεί σε αποκόλληση των HSCs και την είσοδό τους στην 

περιφερειακή κυκλοφορία (Cancelas et al.,2005).  Από µελέτη σε αντίστοιχα διαγονιδιακά ζώα 

διπλά ελλειµµατικά για τη Rac1 και τη Rac2 φαίνεται ότι τα µόρια αυτά είναι σηµαντικοί 

ρυθµιστές της ανάπτυξης των T- και B- λεµφοκυττάρων  (Walmsley et al., 2003; Benvenuti et al., 

2004). 

 Η πρωτεΐνη Rac3 εκφράζεται µόνο στο αναπτυσσόµενο και το ώριµο νευρικό σύστηµα. Η 

έκφραση της Rac3 ρυθµίζεται αναπτυξιακά και είναι µέγιστη κατά τη φάση της έντονης 

συναπτογένεσης (Bolis et al., 2003). Επιπλέον η έκφραση της Rac3 δεν είναι οµοιόµορφη, αλλά 

εντοπίζεται σε συγκερκιµένους πληθυσµούς. Οι περιοχές που εµφανίζουν τη µέγιστη έκφραση της 

Rac3 είναι ο ιππόκαµπος, οι πυραµιδικοί νευρώνες της πέµπτης στοιβάδας του φλοιού και η 

παρεγκεφαλίδα (Corbetta et al., 2005).  Ποντίκια ελλειµµατικά για τη Rac3 είναι υγιή και βιώσιµα, 

υποδηλώνοντας ότι η Rac3 δεν είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη του νευρικού συστήµατος 

(Corbetta et al., 2005).  

 Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε ότι η Rac1 και Rac3 µαζί είναι απαραίτητες κατά την 

ανάπτυξη του νευρικού. Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκε µια σειρά ποντικιών που φέρει 

στοχευµένη απενεργοποίηση της Rac1 σε συγκεκριµένους πληθυσµούς ώριµων νευρώνων του 

τελεγκεφάλου, µέσω της σειράς Synapsin_Cre. Η δηµιουργία διπλών ελλειµµατικών ζώων είχε ως 

αποτέλεσµα την αναστολή της δηµιουργίας των βρυωδών κυττάρων του ιπποκάµπου και των 
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αξονικών µονοπατιών από και πρός τον ιππόκαµπο (Corbetta et al., 2009). Τα ζώα αυτά 

εµφανίζουν επιληπτικές κρίσεις και πρόωρο θάνατο κατά τη δεύτερη εβδοµάδα της ζωής τους. 

 Η έκφραση της Rac3 από τους ενδονευρώνες του φλοιού µπορεί να είναι υπεύθυνη για το 

φαινότυπο που παρατηρούµε στα Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre ζώα. Είναι πιθανό η Rac3 

να αναπληρώνει τη δράση της Rac1, και η αναπλήρωση αυτή να έχει ως αποτέλεσµα τη 

µεταναστευτική δυνατότητα ενός µέρους των ενδονευρώνων.  

Για να διερευνήσουµε αν κάτι τέτοιο συµβαίνει δηµιουργήσαµε διπλά ελλειµµατικά 

ποντίκια, διασταυρώνοντας τα Rac1fl/fl; Rosa26YFPstop;Nkx2.1_Cre  µε Rac3-/- ζώα. Η ανάλυση 

αυτών των ποντικιών είναι σε πολύ αρχικό στάδιο. Ωστόσο αρχικά αποτελέσµατα που πήραµε από 

την ανάλυση ενός διπλά ελλειµµατικού ατόµου ηλικίας Ρ0 στηρίζουν µια τέτοια υπόθεση. 

Συγκεκριµένα, ο εγκέφαλος του διπλά ελλειµµατικού ζώου είναι σηµαντικά µικρότερος, οι κοιλίες 

είναι µεγαλύτερες και ο φλοιός λεπτότερος. Στο άτοµο αυτό εκτελέσαµε in situ υβριδοποίηση για 

Lhx6 και SST και δείξαµε ότι παρατηρείται σηµαντικά µεγαλύτερη µείωση του αριθµού των 

ενδονευρώνων στο φλοιό σε σχέση µε τα Rac1 ελλειµµατικά άτοµα.   

Η ανάλυση των διπλά ελλειµµατικών ζώων τόσο κατά τα πρώιµα στάδια ανάπτυξης των 

ενδονευρώνων (Ε12.5-Ε14.5) όσο και αργότερα, πρέπει να πραγµατοποιηθεί ώστε να διευκρινιστεί 

αν και σε ποιο βαθµό υπάρχει λειτουργική συµπλήρωση του ρόλου της Rac1 από τη Rac3. 
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