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Το zebrafish ζχει αναδειχκεί τισ τελευταίεσ δεκαετίεσ ςε ςθμαντικό πειραματικό 

μοντζλο των ανκρϊπινων αςκενειϊν. Ρολλοί είναι οι λόγοι που κακιςτοφν το zebrafish 

κατάλλθλο ηωικό μοντζλο για ερευνθτικοφσ ςκοποφσ ςε πολλοφσ τομείσ τθσ επιςτιμθσ. 

Χαρακτθριςτικά αναωζρουμε τθν εξωτερικι γονιμοποίθςθ και το γεγονόσ πωσ ςτα αρχικά 

ςτάδια ανάπτυξθσ τα ζμβρυα παραμζνουν διάωανα, ιδιότθτα που μασ δίνει τθ δυνατότθτα 

να μελετιςουμε in vivo τθν οργανογζνεςθ χωρίσ επεμβατικζσ τεχνικζσ, το μεγάλο αρικμό 

εμβρφων ανά επιτυχθμζνθ διαςταφρωςθ, τθν υψθλι ομολογία με το ανκρϊπινο γονιδίωμα, 

αλλά και το γεγονόσ πωσ μποροφν εφκολα να εωαρμοςτοφν πλθκϊρα μεκόδων πρόςκιασ 

και ανάςτροωθσ γενετικισ. Στθ παροφςα διδακτορικι διατριβι περιγράωονται για πρϊτθ 

ωορά δφο νζα μοντζλα zebrafish, θ γενετικι ςειρά s457 που αποτελεί ζνα νζο μοντζλο 

καρδιακισ βαλβιδοπάκειασ και θ s266 γενετικι ςειρά  που αποτελεί ζνα νζο μοντζλο τθσ 

πολυνευροπάκειασ Charcot-Marie-Tooth τφπου 2D. Οι s457 και s266 οικογζνειεσ 

προζκυψαν μετά από τυχαία μεταλλαξιγζνεςθ με N-αίκυλ-N-νιτροουρία (ENU) και 

επιλζχκθκαν με βάςθ τθν παλινδρόμθςθ του αίματοσ μεταξφ κόλπου και κοιλίασ. 
Οι βαλβιδοπάκειεσ ευκφνονται κατά ζνα ςθμαντικό ποςοςτό ςτθν εμωάνιςθ 

καρδιακισ ανεπάρκειασ αλλά και ςτθ ςυνολικι κνθςιμότθτα και κνθτότθτα του 

πλθκυςμοφ. Οι βαλβίδεσ τθσ καρδιάσ αναπτφςςονται και διαμορωϊνονται με τον 

ςχθματιςμό τθσ καρδιάσ και ενόςω αυτι ςυςτζλλεται. Λειτουργοφν κακόλθ τθν διάρκεια 

τθσ ηωισ ενόσ οργανιςμοφ με ςκοπό τθν παρεμπόδιςθ τθσ παλίνδρομθσ ροισ του αίματοσ. 

Θ ακριβισ τουσ διαμόρωωςθ είναι ςθμαντικι για τθν καρδιακι λειτουργία. Ρροθγοφμενεσ 

μελζτεσ και ζρευνεσ ςυγκλίνουν ςτο γεγονόσ ότι θ ςυςταλτικότθτα τθσ καρδιάσ και θ 

ενδοκαρδιακι αιμοδυναμικι ροι παίηουν ρόλο ςτθν ανάπτυξθ των καρδιακϊν βαλβίδων. 

Ωςτόςο, ζχει ωανεί ότι οι δφο αυτοί παράγοντεσ είναι δφςκολο να μελετθκοφν ξεχωριςτά 

λόγω τθσ αλλθλεπίδραςθσ του ενόσ από τον άλλο. 

Τα s457 ομόηυγα ζμβρυα ωζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ  ςτο γονίδιο southpaw, 

ςτον οποίο θ καρδιά παρουςιάηει είτε ετερόπλευρθ κζςθ από το ωυςιολογικό (situs 

inversus), είτε ςτθ μζςθ γραμμι, είτε ςτθ ωυςιολογικι (situs solitus) κατά τυχαίο τρόπο 

ακολουκοφμενθ από τυχαία κζςθ των ςπλαγχνικϊν οργάνων κατά τθν ανάπτυξθσ του 

ενδοδζρματοσ. Το southpaw ςχετίηεται με το Nodal, γονίδιο το οποίο εμπλζκεται ςτθν 

ρφκμιςθ τθσ δεξιάσ-αριςτερισ ςυμμετρίασ. Διαπιςτϊςαμε ότι ςτα μεταλλαγμζνα southpaw 

ζμβρυα θ ςχετικι κζςθ μεταξφ των δφο κοιλοτιτων αλλάηει, επθρεάηοντασ τθν γεωμετρία 

τθσ καρδιάσ και αωινοντασ ανεπθρζαςτθ τθν μυοκαρδιακι λειτουργία. Τα μεταλλαγμζνα 

southpaw ζμβρυα με ανάςτροωθ κζςθ τθσ καρδιάσ, είτε αυτά τα οποία ςχθματίηουν 

ωαινοτυπικά ωυςιολογικι καρδιά αναπτφςςονται ωυςιολογικά μζχρι τθν ενθλικίωςθ. 
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Αντίκετα, τα southpaw με τθν καρδιά ςτθν μζςθ γραμμι εμωανίηουν επθρεαςμζνο πρότυπο 

διαβαλβιδικι ροισ μζςω τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ κακϊσ και ελαττωματικι 

κολποκοιλιακι βαλβίδα. Σε ςυνδυαςμό με τθ μελζτθ μιασ άλλθσ γενετικισ ςειράσ τθσ s459 

που ωζρει μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ βαριάσ αλφςου τθσ μυοςίνθσ του 

κόλπου, amhc ι myh6 και προκαλεί τθν αςυςτολία του κόπου και βαλβιδοπάκεια ςτα 

ενιλικα μεταλλαγμζνα ψάρια, αποδείξαμε ότι θ αιμοδυναμικι ροι εντόσ τθσ καρδιακισ 

κοιλότθτασ ρυκμίηει τθν μορωογζνεςθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ ανεξάρτθτα από τθν 

μυοκαρδιακι ςυςταλτικότθτα. 

Ππωσ αναωζραμε, μελετιςαμε το πρϊτο zebrafish μοντζλο για τθ 

πολυνευροπάκεια CMT2D. Θ πολυνευροπάκεια CMT2D είναι μία ετερογενι γενετικι 

ομάδα των περιωερικϊν νευροπακειϊν. Μζχρι ςτιγμι είναι γνωςτζσ 12 μεταλλάξεισ ςτο 

ανκρϊπινο γονίδιο τθσ αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθσ τθσ γλυκίνθσ, GARS. Ραρά το γεγονόσ 

πωσ οι μεταλλάξεισ ςτο GARS ςυνδζονται με τθν εμωάνιςθ τθσ πολυνευροπάκειασ, ο 

μθχανιςμόσ εμωάνιςθσ του νευρομυϊκοφ ωαινοτφπου δεν είναι πλιρωσ γνωςτόσ. 

Τα μεταλλαγμζνα s266 ζμβρυα ωζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο gars γονίδιο, 

που προκαλεί τθν αντικατάςταςθ τθσ ωυςιολογικισ κρεονίνθσ με μία λυςίνθ ςτο αμινοξικό 

κατάλοιπο 209. Το Τ209 αμινοξφ είναι ιδιαίτερα ςυντθρθμζνο μεταξφ των ειδϊν και 

αντιςτοιχεί ςτο ανκρϊπινο κατάλοιπο 130, ενϊ βρίςκεται δίπλα από μία ιδθ μελετθμζνθ 

μετάλλαξθ ςτον άνκρωπο, τθν L129P. Τα ομόηυγα s266 ζμβρυα εμωανίηουν μείωςθ των 

νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςτουσ αναπτυςςόμενουσ μυσ, που οωείλεται ςτθν απϊλεια του 

διμεριςμοφ τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ. Επιπλζον, δείξαμε πωσ ο G319R Gars (G240R  

ςτθ GARS) απϊλειασ τθσ λειτουργίασ ανκρϊπινοσ αλλθλόμορωοσ δεν διαςϊηει τον 

προαναωερκζντα νευρομυϊκό ωαινότυπο. Τζλοσ, αποδεικνφουμε πωσ μία άλλθ μετάλλαξθ 

θ G605R Gars (G526R ςτθ GARS) που ςχετίηεται με τθν εμωάνιςθ τθσ ανκρϊπινθσ 

αςκζνειασ, διμερίηεται με τθν εναπομείναντα αγρίου-τφπου πρωτεΐνθ ςτα ετερόηυγα s266 

ψάρια και μειϊνει τθ λειτουργία του ενηφμου τόςο ϊςτε να εμωανιςτεί ο ωαινότυποσ. Τα 

αποτελζςματα μασ υποδεικνφουν πωσ είναι απαραίτθτοσ ο διμεριςμόσ μεταξφ ενόσ 

μεταλλαγμζνου μονομεροφσ με ζνα αγρίου-τφπου μονομερζσ για τισ αυτοςωμικζσ 

επικρατείσ αςκζνειεσ και πωσ το μοντζλο που προτείνουμε αποτελεί ζνα νζο ςθμαντικό 

εργαλείο για τθ μελζτθ νζων μεταλλαγμζνων ανκρωπίνων αλλθλόμορωων.  
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Ηebrafish (Danio rerio) is an excellent organism for modeling human diseases and is 

widely used for studies during the last two decades. It is amenable to forward and reverse 

genetic screens, and embryos can be obtained in large numbers, are transparent during 

early developmental stages. This is an advantage that allows in vivo studies through non-

invasive imaging. Most of the organs have simple morphology and are amenable to study at 

larval stages. Finally it shares a high presentence of homology with the human genome. 

During a forward genetic screen we identified two novel mutant lines. The first is the s457 

line which we used as a model for studying intracardiac flow dynamics in respect to the 

development of the cardiac valves and the second one is the s266 line which is the first 

zebrafish Charcot-Marie-Tooth Disease (CMT2D) model.  

Valvular heart disease is responsible for considerable morbidity and mortality. 

Cardiac valves develop as the heart contracts, and they function throughout the lifetime of 

the organism to prevent retrograde blood flow. Their precise morphogenesis is crucial for 

cardiac function. Accumulating evidence suggests a role for contractility and intracardiac 

flow dynamics in cardiac valve development. However, these two factors have proved 

difficult to uncouple, especially since altering myocardial function affects the intracardiac 

flow pattern.  

Here, we describe a novel zebrafish model of valve defects. We identified a novel 

mutant allele of southpaw (spaw), a nodal related gene involved in the early establishment 

of left-right asymmetry, which exhibits randomized heart and endoderm positioning. We 

show that midline, unlooped hearts have defects in cardiac valve maturation, contrary to 

mutant hearts that are properly looped or exhibit situs inversus. spaw mutants have no 

detectable defects in myocardial function. Only the relative position of the two chambers is 

altered in these mutants, affecting the geometry of the heart and therefore the intracardiac 

flow pattern. Combined those data with another mutant allele of weak atrium (wea), s459 

embryos that carry a point mutation in myosin heavy chain 6 (myh6) and affects the 

myocardium function causing atrioventricular valves failure in homozygous adult fish, we 

proved that that intracardiac flow dynamics regulate valve morphogenesis, independently of 

myocardial contractility. 

As mentioned above, in this study we also described the first Charcot-Marie-Tooth 

type 2D zebrafish model. Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is a genetically heterogeneous 

group of peripheral neuropathies. Mutations in several amino acyl tRNA synthetase (AARS) 

genes have been implicated in inherited CMT disease. There are 12 reported CMT-causing 

mutations dispersed throughout the primary sequence of the human Glycyl t-RNA 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Abstract 
  

xi 

 

synthetase (GARS). While there is strong genetic evidence linking GARS mutations to CMT 

disease, the molecular pathology that underlies the progression of the neuromuscular 

phenotype is still not fully understood. In particular, it is unclear whether the mutations 

result in a toxic gain of function, a partial loss of activity related to translation, or a 

combination of these mechanisms. During a forward genetic screen, we identified a 

zebrafish allele of gars (garss266). Homozygous mutant embryos carry a C->A transversion, 

leading to a non-conservative substitution within the gars gene that changes a threonine to 

a lysine, residing next to the CMT associated human mutation L129P. We show that the 

neuromuscular phenotype observed in animals homozygous for T130K is due to a loss of 

dimerization of the mutated protein and the loss of function and dimer deficient G240R 

mutant protein is unable to rescue the above phenotype. In addition, G526R Gars dimerizes 

with the remaining wild-type protein in animals heterozygous for the T130K GARS and 

reduces the function enough, to elicit a neuromuscular phenotype. Our data indicate that 

dimerization is required for the dominant neurotoxicity of disease-associated GARS 

mutations and provide a rapid, tractable model for studying newly identified variants for a 

role in human disease. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Tο Zebrafish (Danio rerio) ωσ πειραματικό μοντζλο 

1.1 Προζλευςθ, γεωγραφικι εξάπλωςθ και οικολογικόσ κϊκοσ 

Το zebrafish είναι ζνα μικρό βενκο-πελαγικό τροπικό ψάρι του γλυκοφ 

νεροφ. Ανικει ςτθν οικογζνεια των Κυπρινοειδϊν και περιγράωκθκε για πρϊτθ 

ωορά ςτον ποταμό Γάγγθ (Braunbeck et al., 2005). Είναι ενδθμικό ςε ποταμοφσ, 

χείμαρρουσ, κανάλια, λίμνεσ και τάωρουσ τθσ Ινδίασ, του Ρακιςτάν, του Νεπάλ, του 

Μπαγκλαντζσ, του Μπουτάν και τθσ Μυανμάρ (γεωγραωικό μικοσ 33οΝ - 8οΝ και 

πλάτοσ 66οΕ - 98οΕ) (Εικόνα 1). Ωσ αλλόχκονο είδοσ, το ςυναντάμε ςτθ Κολομβία, 

ςτθν Ιαπωνία, ςτθ Σρι Λάνκα και τθν Αμερικι. Στα ωυςικά οικοςυςτιματα τα οποία 

επιβιϊνουν τα zebrafish τα υδάτινα ρεφματα ζχουν ταχφτθτα 0m/sec με 0.1m/sec, 

ενϊ θ κερμοκραςία του νεροφ κυμαίνεται  από τουσ 25οC -38.6°C και ph 5.9–8.1. οι  

νερά είναι ςχετικά κακαρά, ενϊ τα ωυςικά υποςτρϊματα είναι  αργιλϊδθ, ιλυϊδθ ι 

και λικϊδθ (Engeszer et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Κατανομι του zebrafish ςτο φυςικό του περιβάλλον (Ρθγι: Spence et al., 2008). 
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  1.1.2 ΢υςτθματικι κατάταξθ 

Το zebrafish ανικει ςτθν οικογζνεια των κυπρινοειδϊν, το γζνοσ Danio και 

αρικμεί περίπου 20 είδθ. Θ ςυςτθματικι του κατάταξθ ωαίνεται ςτον πίνακα 1: 

 

Βαςίλειο  Ηϊα 

Φφλο  Χορδωτά 

Τποφφλο  Σπονδυλωτά 

Τπερομοταξία  Γνακοςτόματα 

Ομοταξία  Ακτινοπτερφγιοι 

Τφομοταξία  Τελεόςτεοι 

Σάξθ  Κυπρινόμορωοι 

Οικογζνεια  Κυπρινοειδι 

Γζνοσ  Danio 

Είδοσ  Danio rerio 

Πίνακασ 1. ΢υςτθματικι κατάταξθ του zebrafish (Danio rerio).  

 

1.1.3 Βιολογία και αναπαραγωγι. 

Το βαςικό μορωολογικό χαρακτθριςτικό που κακιςτά τα zebrafish εφκολα 

αναγνωρίςιμα είναι θ παρουςία 5-7 ομοιόμορωων οριηόντιων μπλε λωρίδων 

πλευρικά του ςϊματόσ του οι οποίεσ εκτείνονται μζχρι τθν ουρά. Τα αρςενικά 

zebrafish ζχουν μακρόςτενο ςχιμα και χρυςζσ λωρίδεσ μεταξφ των μπλε, ενϊ τα 

κθλυκά αναγνωρίηονται από τθ μεγαλφτερθ υπόλευκθ κοιλιά με αςθμζνιεσ αντί για 

χρυςαωζνιεσ λωρίδεσ και το κίτρινο πτερφγιο ςτθ ράχθ τουσ (Εικόνα 2). 

Εικόνα 2. Ενιλικα zebrafish. 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Ειςαγωγι  4 

 

Ο χρωματιςμόσ του ςϊματοσ είναι αποτζλεςμα ςυνδυαςμοφ τριϊν τφπου 

χρωματοωόρων κυττάρων: των μελανοωόρων, των ξανκοωόρων και των 

ιριδοωόρων.  Τα zebrafish ωτάνουν ςε μζγεκοσ περίπου τα πζντε εκατοςτά, ηουν για 

πζντε περίπου χρόνια.  

Το zebrafish είναι ωοτόκο, θ γονιμοποίθςθ είναι εξωτερικι και οι γονάδεσ 

ωριμάηουν αςφγχρονα. Θ παρουςία του αρςενικοφ είναι ςθμαντικι για τθν 

ωορρθξία των κθλυκϊν. Θ ωογζνεςθ εξαρτάται από τθν ζκκεςθ των κθλυκϊν ςτισ  

αρςενικζσ ωερομόνεσ (ςτεροειδζσ γλυκουρονίδιο) που διαχζονται ςτο νερό και 

γίνονται αντιλθπτζσ από το οςωρθτικό επικιλιο των κθλυκϊν (van der Hurk et al., 

1987, von Hofsten and Olssen, 2005). Ζνα ϊριμο κθλυκό ζχει τθν ικανότθτα να 

αποκζτει κάκε ωορά μζχρι και 400 αυγά, τα οποία είναι βενκικά, μθ κολλϊδθ και 

βφκια (Hill et al., 2005). Απελευκερϊνεται άμεςα ςτο υπόςτρωμα, χωρίσ  καμία 

προετοιμαςία του υποςτρϊματοσ από τουσ γονείσ, ενϊ δεν υπάρχει κάποια 

μετζπειτα γονικι ωροντίδα. Τα αυγά ενεργοποιοφνται με τθν επαωι τουσ με το 

νερό, ακόμθ και με απουςία ςπζρματοσ. Τα αυγά του zebrafish είναι τελολεκικικά 

(telolecithal), ενϊ θ πρϊτθ αυλάκωςθ είναι μεροβλαςτικι (meroblastic) και 

διςκοειδισ (discoidal) (Nagel, 2002). Θ διάμετρόσ τουσ κυμαίνεται από 1,0 ζωσ 1,2 

mm, ενϊ διακζτουν και διάωανθ εξωτερικι πρωτεϊνικι μεμβράνθ (Kammann et al., 

2006). Θ πρϊτθ αυλάκωςθ (cleavage) πραγματοποιείται 40 λεπτά μετά τθ 

γονιμοποίθςθ. Εάν ςε αυτό το ςτάδιο τα δφο βλαςτομερίδια (blastomers) είναι 

διαωανι και ςυμμετρικά, το αυγό είναι γονιμοποιθμζνο (Lange et al., 1995). Το 

ηυγωτό κατά τθ διάρκεια τθσ γονιμοποίθςθσ ζχει διάμετρο περίπου 0,7 mm. Μετά 

τθν πρϊτθ αυλάκωςθ, τα βλαςτομερίδια διαιροφνται ανά 15 λεπτά περίπου 

(Kimmel et al.,  1995) και μία ϊρα μετά τθ γονιμοποίθςθ το ζμβρυο βρίςκεται ςτο 

ςτάδιο των τεςςάρων κυττάρων. Οι ςυνεχιηόμενεσ αυλακϊςεισ μεταμορωϊνουν το 

ηυγωτό ςε μία ςυμπαγι μάηα κυττάρων που ονομάηεται μορίδιο (morula). Ενϊ οι 

αυλακϊςεισ ςυνεχίηονται και το ζμβρυο ζχει ωτάςει ςτο ςτάδιο των 128 κυττάρων, 

αρχίηουν οι κυτταρικζσ ανακατατάξεισ και το ζμβρυο είναι πια ςτο ςτάδιο του 

βλαςτιδίου (blastula). Σχθματίηεται ςτθ ςυνζχεια ο βλαςτόδιςκοσ (blastodisc). Στο 

τζλοσ του ςταδίου του βλαςτιδίου κφτταρα που βρίςκονται βακειά ςτο 

βλαςτόδιςκο και αποτελοφν το λεκικικό ςυγκυτιακό ςτρϊμα (Yolk Syncytial Layer – 
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YSL) κινοφνται προσ τον ηωικό πόλο, καλφπτουν τθ λζκικο και ξεκινάει το ςτάδιο τθσ 

επιβολισ (epiboly) (Kimmel et al., 1995). Θ επιβολι ςυνεχίηεται και περίπου ςτο 

50% αυτισ το ζμβρυο ειςζρχεται ςτο ςτάδιο τθσ γαςτριδίωςθσ (gastrula), πζντε 

ϊρεσ μετά τθν ζναρξθ τθσ γονιμοποίθςθσ. Στο εςωτερικό του βλαςτόδιςκου υπάρχει 

το βλαςτόδερμα, το οποίο αποτελείται από δφο επιμζρουσ ςτιβάδεσ κυττάρων. Τθν 

επιβλάςτθ που είναι θ ανϊτερθ ςτιβάδα και τθν υποβλάςτθ που είναι θ κατϊτερθ. 

Στο ςτάδιο αυτό με ςυγκλίνουςεσ κινιςεισ δθμιουργείται μια ςυςςϊρευςθ 

κυττάρων και ςχθματίηεται ο εμβρυικόσ δίςκοσ, περίπου 5,5 με 6 ϊρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ, ο οποίοσ τελικά κα δϊςει τθ ραχιαία πλευρά του εμβρφου. Αωοφ ςτο 

ςτάδιο του βλαςτιδίου δεν υπιρχε βλαςτόκοιλο, δε ςχθματίηεται αρχζντερο κατά τθ 

γαςτριδίωςθ και δεν υπάρχει βλαςτοπόροσ. Θ γαςτριδίωςθ ολοκλθρϊνεται μετά 

από 12 ϊρεσ από τθ ςτιγμι τθσ γονιμοποίθςθσ και ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

αναδιοργάνωςθ του εμβρφου και το ςχθματιςμό των τριϊν βλαςτικϊν ςτιβάδων 

(εξϊδερμα, μεςόδερμα, ενδόδερμα) των πρωτογενϊν ιςτϊν του εμβρφου. Στο τζλοσ 

τθσ γαςτριδίωςθσ θ εξωτερικι επιωάνεια του εμβρφου κα αποτελείται 

αποκλειςτικά από εξϊδερμα (100% επιβολι). Από το εξϊδερμα κα προκφψουν ςτθ 

ςυνζχεια οι ιςτοί τθσ επιδερμίδασ και του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ. Πταν 

ολοκλθρϊνεται το ςτάδιο τθσ γαςτριδίωςθσ θ ραχιαία επιβλάςτθ πυκνϊνει ςτο 

πρόςκιο και το κεντρικό μζροσ τθσ και ςχθματίηεται θ νευρικι πλάκα. Το επόμενο 

ςτάδιο είναι ο ςχθματιςμόσ των ςωμιτϊν. Ρερίπου 16 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ, 

ςτο ςτάδιο των 14 ςωμιτϊν, γίνεται θ αποκόλλθςθ τθσ ουράσ, ενϊ μετά τθν πάροδο 

19 ωρϊν παρατθροφνται και οι πρϊτεσ μυϊκζσ κινιςεισ του εμβρφου. Σε 22 ϊρεσ θ 

γαςτριδίωςθ ζχει ολοκλθρωκεί.  

Θ ανάπτυξθ του εμβρφου είναι πια εμωανισ και εμωανίηονται τα 

μορωολογικά χαρακτθριςτικά του. Διαωοροποιοφνται τα χρωματοωόρα κφτταρα και 

εμωανίηεται θ χρϊςθ ςτο δζρμα του. Τα μελανοωόρα κφτταρα τοποκετοφνται ζτςι 

ϊςτε να δθμιουργθκοφν οι χαρακτθριςτικζσ ηωνϊςεισ, το κυκλοωορικό ςφςτθμα 

ςχθματίηεται και είναι πια εμωανείσ οι καρδιακοί παλμοί. Το πρϊτο αορτικό τόξο 

ςχθματίηεται πλιρωσ, θ ουραία αρτθρία είναι ορατι κακϊσ ειςζρχεται ςτθν ουρά 

και όλα τα εςωτερικά όργανα ζχουν ολοκλθρϊςει τθν ανάπτυξι τουσ ςτισ 48 ϊρεσ 

(Kimmel et al., 1995). Στθν Εικόνα 3 ωαίνονται τα βαςικά αναπτυξιακά ςτάδια του 

zebrafish κακϊσ και ο κφκλοσ ανάπτυξισ του. 
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Ζπειτα, ακολουκεί θ εκκόλαψθ του εμβρφου, ζνα ςτάδιο ςτο οποίο 

ςυνεχίηεται θ ραγδαία ανάπτυξθ του οργανιςμοφ. Οι νφμωεσ, 3 θμζρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ ζχουν μικοσ μζχρι 3,5mm, μποροφν να κολυμποφν ενεργθτικά και ο 

λεκικικόσ τουσ ςάκοσ καταναλϊνεται μζςα ςτισ επόμενεσ 48 ϊρεσ. Από το ςτάδιο 

αυτό και μετά ξεκινάει θ κιρευςθ (Scholz et al., 2008).  

Τζλοσ, τα ζμβρυα ζχουν ταχφτατθ ανάπτυξθ. Θ εκκόλαψι τουσ 

πραγματοποιείται τθν δεφτερθ ι τθν τρίτθ μζρα μετά από τθ γονιμοποίθςθ, ςε 

κερμοκραςία 28οC. Ρερίπου 20 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ζχει ολοκλθρωκεί θ 

ανάπτυξθ του νυμωικοφ ςταδίου ςε κερμοκραςία 28οC. Τα νεαρά ιχκφδια ωτάνουν 

ςε αναπαραγωγικι ωριμότθτα ςε διάςτθμα που κυμαίνεται από 10 ζωσ 12 

εβδομάδεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. 

Εικόνα 3. ΢χηματική απεικόνιςη του κφκλου ανάπτυξησ του zebrafish. 
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1.1.4 Σο zebrafish ωσ οργανιςμόσ μοντζλο για τθ μελζτθ ανκρϊπινων αςκενειϊν. 

Ρολλοί είναι οι λόγοι που κακιςτοφν το zebrafish κατάλλθλο ηωικό μοντζλο 

για ερευνθτικοφσ ςκοποφσ ςε πολλοφσ τομείσ τθσ επιςτιμθσ όπωσ θ Τοξικολογία, θ 

Μοριακι και Αναπτυξιακι Βιολογία των Σπονδυλωτϊν, θ Γενετικι, θ Νευροβιολογία 

και γενικότερα οι βιοεπιςτιμεσ (Lele & Krone, 1996,  Whitlock & Westerfield, 2000,  

Nagel, 2002,  Raz, 2002, Maack & Segner, 2003,  Hill et al., 2005).   

Καταρχιν το μικρό μζγεκοσ των ενιλικων ατόμων (3-5 cm) το κακιςτά ζνα 

είδοσ εξαιρετικά εφκολο ςτθ διατιρθςθ και τουσ χειριςμοφσ. Οι απαιτιςεισ ςε 

χϊρο, αλλά και κόςτοσ μειϊνονται πολφ ςε ςχζςθ με άλλα είδθ που 

χρθςιμοποιοφνται για εργαςτθριακοφσ ςκοποφσ. 

Ζνα ηευγάρι ενιλικων ατόμων zebrafish είναι ικανό να παράγει ανά ωοτοκία 

του κθλυκοφ 200-300 αυγά. Αν οι ςυνκικεσ διατιρθςθσ των ψαριϊν είναι οι 

κατάλλθλεσ, θ ωοτοκία λαμβάνει χϊρα κάκε 5-7 θμζρεσ. Ο ςυνεχισ 

αναπαραγωγικόσ κφκλοσ και ο μεγάλοσ αρικμόσ αυγϊν, ςε ςυνδυαςμό με το μικρό 

χρόνο γενιάσ (3-4 μινεσ), δίνει τθ δυνατότθτα να χρθςιμοποιθκεί το είδοσ αυτό για 

ποικίλα πειράματα. Το ποςοςτό τθσ γονιμοποίθςθσ, το οποίο είναι αρκετά υψθλό 

(70-80%), εξαςωαλίηει ςτουσ ερευνθτζσ αρκετά άτομα για πειραματικοφσ ςκοποφσ 

και θ ταχφτατθ ανάπτυξθ του εμβρφου δίνει τθ δυνατότθτα παρατιρθςθσ των 

αναπτυξιακϊν ςταδίων και των ωαινοτυπικϊν χαρακτθριςτικϊν που 

κλθρονομοφνται ςε πειράματα μεταλλαξιγζνεςθσ. Μόλισ τζςςερεισ θμζρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ τα νεαρά ιχκφδια μποροφν να κολυμποφν και ζχουν αναπτυγμζνα 

όλα tα όργανα. Ζνα ακόμα ςθμαντικό πλεονζκτθμα είναι πωσ τα αυγά παραμζνουν 

διαωανι από τθ ςτιγμι τθσ γονιμοποίθςθσ και ζωσ και 30 ϊρεσ μετά, μζχρι τθ 

ςτιγμι που αρχίηουν οι ιςτοί να γίνονται πιο πυκνοί και να ςχθματίηεται θ χρϊςθ. 

Αυτό επιτρζπει τθν απρόςκοπτθ παρατιρθςθ των εμβρφων κατά τθν ανάπτυξθ 

(Εικόνα 4). 

Επίςθσ, τα ζμβρυα μποροφν να εκτεκοφν ςε ουςίεσ και να γίνει απορρόωθςθ 

μικρομορίων και χθμικϊν ουςιϊν (ωάρμακα, μεταλλαξιογόνα που ζχουν διαλυκεί 

ςτο νερό που αναπτφςςονται) μζςω πακθτικισ διάχυςθσ από το μζςο ςτο οποίο 

αυτά αναπτφςςονται (Ε3). Το μικρό μζγεκοσ του zebrafish ζχει επίςθσ το 

πλεονζκτθμα ότι απαιτοφνται πολφ μικρζσ ποςότθτεσ των διαλυμάτων ι των 
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τοξικϊν ουςιϊν που πρόκειται να μελετθκοφν, διατθρϊντασ ζτςι το κόςτοσ χαμθλό, 

αλλά και τθν ποςότθτα των αποβλιτων που παράγονται από τα πειράματα, ςε 

μικρζσ ποςότθτεσ (Hill et al., 2005). Ζτςι, μασ δίνει τθ δυνατότθτα να 

πραγματοποιιςουμε ευρείσ χθμικζσ και ωαρμακολογικζσ μελζτεσ. 

Επιπλζον, το zebrafish ωσ ςπονδυλωτόσ οργανιςμόσ ζχει μεγαλφτερο 

ποςοςτό ομολογίασ γονιδιϊματοσ με το ανκρϊπινο γονιδίωμα ςε ςχζςθ με άλλα 

γενετικά μοντζλα που χρθςιμοποιοφνται ωσ τϊρα (π.χ. C. Elegans, Drosophila), ενϊ 

θ αλλθλουχία του γονιδιϊματοσ του ζχει ςχεδόν ολοκλθρωκεί και υπάρχουν 

επαρκείσ πλθροωορίεσ για τθ χαρτογράωθςι του ςε βάςεισ δεδομζνων που 

περιλαμβάνουν γενετικοφσ και ωυςικοφσ χάρτεσ. 

 

Εικόνα 4. Διαςταφρωςθ αρςενικοφ και 
κθλυκοφ zebrafish. (Α). Ηεφγοσ zebrafish 
προσ αναπαραγωγι κατά τθ διάρκεια 
τθσ νφχτασ. Απελευκζρωςθ των 
εμβρφων από το κθλυκό. Γονιμοποίθςθ 
από το αρςενικό εκτόσ ςϊματοσ 
κθλυκοφ (Β). Συλλογι εμβρφων ςτο 
τρυβλίο τθν επόμενθ θμζρα (C). 
Διαωανι ζμβρυα ςτο ςτάδιο ανάπτυξθσ 
ςωμιτϊν  

 

 

 

Τζλοσ, το zebrafish  δίνει τθ δυνατότθτα χρθςιμοποίθςθσ διάωορων 

γενετικϊν τεχνικϊν, όπωσ θ πρόςκιασ γενετικισ (θ προςζγγιςθ ενόσ αγνϊςτου 

γονιδίου από ζναν ενδιαωζρον ειδικό ωαινότυπο) ι αντίςτροωθσ γενετικισ (θ 

διερεφνθςθ του ωαινοτφπου που προκαλείται από τθν αποςιϊπθςθ/μεταλλαγι 

ενόσ ιδθ γνωςτοφ γονιδίου). Σθμαντικόσ αρικμόσ μεταλλαγμζνων εμβρφων που 

προζκυψαν από μελζτεσ χθμικϊν μεταλλαξιγενιςεων, εμωανίηουν μορωολογικζσ 

και μοριακζσ ανωμαλίεσ που πολλζσ ωορζσ προςομοιάηουν απόλυτα τα 

ςυμπτϊματα με  εκείνων των ανκρϊπινων γενετικϊν διαταραχϊν. Ραράλλθλα, 

πρόςωατεσ μοριακζσ τεχνικζσ γονιδιωματικισ τροποποίθςθσ, όπωσ το ςφςτθμα 

ςτοχευμζνθσ μεταλλαξιγζνεςθσ, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein 9  (Cas9), μασ δίνουν τθ δυνατότθτα να 

μελετιςουμε ωαινοτφπουσ μεταλλάξεων απϊλειασ τθσ λειτουργίασ. 
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Για όλα αυτά τα πλεονεκτιματα το zebrafish αποτελεί ζνα από τα 

ςθμαντικότερα ηωικά μοντζλα για τθ μελζτθ των ανκρϊπινων ςυγγενϊν 

ανωμαλιϊν. Στθ παροφςα μελζτθ κα αναλυκοφν δφο μεταλλαγμζνεσ γενετικζσ 

ςειρζσ που προζκυψαν από τυχαία μεταλλαξιγζνεςθ με χθμικό τρόπο, τθν s457 και 

τθν s266. Θ παλινδρόμθςθ του αίματοσ χρθςιμοποιικθκε ςτο γενετικό ζλεγχο ςαν 

δείκτθσ για τθν διαταραχι ςτο ςχθματιςμό και λειτουργία τθσ αναπτυςςόμενθσ 

καρδιάσ. H s457 γενετικι ςειρά ωζρει μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο 

southpaw και αποτελεί ζνα μοντζλο μελζτθσ των αιμοδυναμικϊν ροϊν που 

επιδροφν ςτθν ανάπτυξθ και ςτο ςχθματιςμό των καρδιακϊν βαλβίδων. 

Ραράλλθλα, θ s266 γενετικι ςειρά  ωζρει μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ 

αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ γλυκίνθσ (gars) και αποτελεί το πρϊτο zebrafish 

μοντζλο για τθ πολυνευροπάκεια Charcot-Marie-Tooth 2D (CMT2D).  

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

Ανάπτυξη καρδιάσ ςτο zebrafish 

1.2.1 Ανάπτυξθ καρδιάσ ςτο zebrafish 

Θ καρδιά είναι το πρϊτο όργανο που ξεκινά να λειτουργεί ςτο 

αναπτυςςόμενο ζμβρυο του zebrafish, μόλισ 24 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ του. 

Μορωολογικά αποτελείται από ζνα εξωτερικό ςτρϊμα, το μυοκάρδιο, και ζνα 

εςωτερικό ςτρϊμα ενδοκαρδιακϊν κυττάρων. Ο διαχωριςμόσ των δφο ιςτϊν 

πραγματοποιείται από ζνα εκτενζσ εξωκυττάριο ςτρϊμα κεμζλιασ ουςίασ που 

καλείται καρδιακι γζλθ. Στο zebrafish θ καρδιά εντοπίηεςαι μπροςτά από τθν 

κοιλότθτα του κυρίωσ κορμοφ και κοιλιακά ςε ςχζςθ με τον οιςοωάγο. Το μθ-

οξυγονωμζνο αίμα ειςζρχεται ςε αυτιν μζςω του ωλεβϊδουσ κόλπου (sinus 

venosus), τα τοιχϊματα του οποίου είναι λεπτά και αποτελοφνται κυρίωσ από 

ςυνδετικό ιςτό. Στθ ςυνζχεια, το αίμα περνά μζςω τθσ ωλεβοκολπικισ βαλβίδασ και 

ειςζρχεται ςτον κόλπο. Ο κόλποσ διακζτει ζνα λεπτό μυϊδεσ τοίχωμα, ενϊ ςτον 

αυλό ςχθματίηεται ζνα χαλαρό πλζγμα. Σφςπαςθ του κόλπου και θ διαςτολι τθσ 

κοιλίασ ωκοφν το αίμα ςτθν κοιλία μζςω τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. Θ κοιλία 

διακζτει ζνα πολφ πιο παχφ τοίχωμα από τον κόλπο το οποίο αποτελείται από δφο 

ςτιβάδεσ, μια εξωτερικι μυϊκι ςτιβάδα και μια εςωτερικι ςπογγϊδθ ςτιβάδα. Θ 
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ςφςπαςθ τθσ κοιλίασ δθμιουργεί ςχετικά υψθλι πίεςθ, με αποτζλεςμα το αίμα να 

αντλείται ςτον αρτθριακό βολβό (bulbus arteriosus) μζςω τθσ κολποκοιλιακισ 

βαλβίδασ. Ο αρτθριακόσ βολβόσ ζχει παχφ τοίχωμα αποτελοφμενο από ιςτό 

ελαςτικϊν ινϊν και λείων μυϊκϊν ινϊν. Εξαιτίασ τθσ ελαςτικότθτάσ του, μπορεί να 

εκτείνεται ςθμαντικά επθρεάηοντασ τθν πίεςθ του κοιλιακοφ παλμοφ. Τζλοσ, από 

τθν καρδιά το αίμα διανζμεται ςτα βράγχια από τθν κοιλιακι αορτι μζςω των 

βραγχιακϊν τόξων. Θ ανάπτυξθ και διαμόρωωςθ τθσ καρδιάσ ακολουκεί τα 

παρακάτω ςτάδια. 

1.2.2 Καρδιογενισ εξειδίκευςθ και διαφοροποίθςθ  

Θ ανάπτυξθ τθσ καρδιάσ ξεκινάει με τθν εξειδίκευςθ των μυοκαρδιακϊν και 

ενδοκαρδιακϊν προγονικϊν κυττάρων που βρίςκονται πλαγίωσ τθσ οριακισ ηϊνθσ 

του εμβρφου πριν από τθν γαςτριδίωςθ (Stainier et al., 1993). Τα κολπικά 

προγονικά κφτταρα βρίςκονται περιςςότερο κοιλιακά ςτο ζμβρυο ςε ςχζςθ με τα 

προγονικά κφτταρα τθσ κοιλίασ (Εικόνα 5Α). Κατά τθ διάρκεια τθσ καρδιογενοφσ 

διαωοροποίθςθσ, θ ζκωραςθ των γονιδίων τθσ μυοςίνθσ των ςαρκομεριδίων 

παρατθρείται ςτο πρόςκιο πλάγιο κομμάτι μεςοδζρματοσ ςτο ςτάδιο των 14 

ςωμιτϊν. Θ διαωοροποίθςθ των μελλοντικϊν κυττάρων τθσ κοιλίασ ξεκινάει ςτο 

ςτάδιο των 12-15 ςωμιτϊν (Εικόνα 5C), ακολουκείται από τθ διαωοροποίθςθ των 

μελλοντικϊν κυττάρων του κόλπου μζχρι το ςτάδιο των 26 ςωμιτϊν και μζχρι τισ 30 

ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ςυνεχίηεται θ καρδιογενισ διαωοροποίθςθ του 

αρτθριακοφ πόλου (Keegan et al., 2004). 

1.2.3 Μετανάςτευςθ και ζνωςθ των καρδιακϊν πεδίων 

Κατά τθ διάρκεια τθσ γαςτριδίωςθσ και των αρχικϊν ςωμιτικϊν ςταδίων, τα 

καρδιακά προγονικά κφτταρα ςυγκλίνουν απευκείασ ςτθ μζςθ γραμμι και ωτάνουν 

ςτον προοριςμό τουσ, ςτο πρόςκιο πλάγιο κομμάτι μεςοδζρματοσ (Εικόνα 5Β).     

1.2.4 ΢χθματιςμόσ του ενδοκαρδίου 

Το ενδοκάρδιο προζρχεται από μία διακριτι περιοχι του προςκίου πλάγιου 

μεςοδζρματοσ, το οποίο επίςθσ δίνει γζνεςθ ςε αιμοποιθτικά κφτταρα τθσ αρχικισ 

μυελοειδοφσ ςειράσ (de Pater et al.,  2009). Στο ςτάδιο των 15 ςωμιτϊν τα καρδιακά 

προγονικά κφτταρα βρίςκονται ενδιάμεςα του λεκικικοφ ςυγκυτιακοφ ςτρϊματοσ 

ςτθν κοιλιακι τουσ πλευρά και του εμπρόςκιου ενδοδζρματοσ ςτθν ραχιαία τουσ 
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πλευρά και ςχθματίηουν δφο αρχζγονουσ ςωλινεσ μυοκαρδίου (Stainier & Fishman, 

1992). Tα καρδιομυοκφτταρα ακόμθ δεν είναι ςυςταλτά αλλά αρχίηουν να 

εκωράηουν γονίδια του ςαρκομερίου (Yelon et al., 1999). Κακϊσ οι αμωίπλευροι 

πλθκυςμοί των καρδιομυοκυττάρων πλθςιάηουν μεταξφ τουσ, δθμιουργοφν ζνα 

δίςκο από κφτταρα, αναωερόμενοσ ωσ καρδιακόσ κϊνοσ, μζςω μιασ διαδικαςίασ 

που ονομάηεται καρδιακι ςφντθξθ. Από τθ ςτιγμι που άμωω τα καρδιακά πεδία 

ζχουν ενωκεί ςτθ μζςθ γραμμι, ο καρδιακόσ ιςτόσ ςχθματίηει το κϊνο, ςτον οποίο 

τα μελλοντικά κφτταρα τθσ κοιλίασ βρίςκονται ςτθν περιωζρεια, τα ενδοκαρδιακά 

κφτταρα ςτο κζντρο και τα μελλοντικά κφτταρα του κόλπου ςτθν περιωζρεια (Εικόνα 

5D). Στο κζντρο του κϊνου υπάρχουν τα προγονικά κφτταρα του ενδοκαρδίου. 

1.2.5 ΢χθματιςμόσ και ςτροφι του μυοκαρδιακοφ ςωλινα   

Μζχρι το ςτάδιο του ςχθματιςμοφ του καρδιακοφ κϊνου, δεν υπάρχουν 

διαωορζσ μεταξφ δεξιϊν και αριςτερϊν καρδιακϊν πεδίων όςων αωορά τθ 

ςυμμετρία ςτθν ανάπτυξθ τθσ καρδιάσ. Από τθ ςτιγμι που ζχει ςχθματιςκεί ο 

καρδιακόσ κϊνοσ, ο μυοκαρδιακόσ ιςτόσ που προζρχεται από το δεξιό καρδιακό 

πεδίο ελίςςεται κοιλιακόσ και μετατοπίηεται προσ τα αριςτερά και ζμπροςκεν. Ωσ 

ςυνζπεια αυτοφ, θ αρχικι αριςτερά-δεξιά οργάνωςθ του καρδιακοφ δίςκου 

μεταωζρεται ςε μία ραχιαία-κοιλιακι οργάνωςθ του καρδιακοφ ςωλινα. Τα 

ενδοκαρδιακά κφτταρα τα οποία βρίςκονται κοιλιακόσ του μυοκαρδιακοφ δίςκου, 

κα τοποκετθκοφν μζςα ςτον αυλό του καρδιακοφ ςωλινα. Κατόπιν του 

αςυμμετρικοφ ελιγμοφ και τθσ ςτροωισ του μυοκαρδιακοφ ιςτοφ, ςχθματίηεται ο 

καρδιακόσ ςωλινασ, με το ωλεβικό άκρο ςτα αριςτερά και το αρτθριακό άκρο 

ακόμα ςτθ μζςθ γραμμι (Εικόνα 5Ε). 

1.2.6 ΢χθματιςμόσ καρδιακοφ ‘βρόχου’ και ςχθματιςμόσ των κοιλοτιτων 

Αωότου ζχει ςχθματιςκεί ο καρδιακόσ ςωλινασ, ςτρίβει προσ τα δεξιά τθσ 

μζςθσ γραμμισ. Το κομμάτι αυτό με τθ ςτροωι δεξιά είναι θ μελλοντικι κοιλία,  

ενϊ ο μελλοντικόσ κόλποσ παραμζνει ςτα αριςτερά τθσ μζςθσ γραμμισ (Εικόνα 5F) 

(Bakkers et al., 2011). Είναι ςθμαντικό να αναωερκεί ότι δεν κάνουν ςτροωι όλα τα 

μζρθ του καρδιακοφ ςωλινα ιςότιμα. Μεγαλφτερθ ςτροωι παρατθρείται ςτο 

μελλοντικό ωλεβικό πόλο και λιγότερο ζντονθ ςτο μελλοντικό αρτθριακό πόλο.  

Κατά τθ διάρκεια του ςχθματιςμοφ του καρδιακοφ βρόχου, θ κοιλία και ο κόλποσ 
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γίνονται διακριτζσ κοιλότθτεσ με ςχιμα ωαςολιοφ με μία διακριτι ‘ζξω’ και ‘ζςω’ 

καμπφλθ μζςα τθσ διαδικαςίασ τθσ διάταςθσ των καλάμων (chamber ballooning).  

1.2.7 Ανάπτυξθ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ  

Οι καρδιακζσ βαλβίδεσ είναι απαραίτθτεσ για τθν μονόδρομθ κατεφκυνςθ 

τθσ ροισ του αίματοσ και τθν ςωςτι λειτουργία τθσ καρδιάσ. Ρολλζσ ςυγγενείσ 

καρδιοπάκειεσ και καρδιακζσ πακιςεισ που εμωανίηονται ςτθν ενιλικο ηωι 

οωείλονται  ςε δυςγενεςίεσ των βαλβίδων, όπωσ είναι θ ςτζνωςθ τθσ αορτικισ και 

τθσ πνευμονικισ βαλβίδασ, θ δίπτυχθ αορτικι βαλβίδα, θ πρόπτωςθ τθσ 

μιτροειδοφσ και θ ανωμαλία Epstein.  

 

Εικόνα 5.  Σα ςτάδια ανάπτυξθσ τθσ καρδιάσ ςε ζμβρυα zebrafish 
(Ρθγι: Bakkers et al., 2011). 

H ανάπτυξθ τθσ καρδιακισ βαλβίδασ ξεκινάει με τον ςχθματιςμό του 

κολποκοιλιακοφ καναλιοφ, τθν ‘ςτζνωςθ’ μεταξφ κόλπου και κοιλίασ ςτισ 37 ϊρεσ 

μετά τθ γονιμοποίθςθ. Στο ςυγκεκριμζνο αναπτυξιακό ςτάδιο θ ζκωραςθ του bmp4 

και του versican περιορίηεται ςτα κολποκοιλιακά κφτταρα του μυοκαρδίου (Walsh & 

Stainier, 2001,  Beis et al., 2005). Αργότερα, μζχρι τισ 45 ϊρεσ μετά τθν 

γονιμοποίθςθ περιορίηεται και θ ζκωραςθ του notch1b ςτο κολποκοιλιακό κανάλι. 

Σε κυτταρικό επίπεδο, παρατθρείται διαωοροποίθςθ των ενδοκαρδιακϊν κυττάρων 
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που βρίςκονται ςτο κολποκοιλιακό κανάλι, όπου επίπεδα κφτταρα γίνονται 

κυβοειδι και ξεκινοφν να εκωράηουν Dm-grasp, ζνα κυτταρικισ επιωάνειασ μόριο 

προςκόλλθςθσ κυτταρικισ διάχυςθσ τθσ υπεροικογζνειασ των ανοςοςωαιρινϊν. 

Μζχρι τισ 55 ϊρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ, αυτά τα ενδοκαρδιακά κφτταρα ςτο άνω 

και κάτω μζροσ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ ςχθματίηουν ζνα μονό ςτρϊμα 

κυβοειδϊν κυττάρων που εκωράηουν Dm-grasp, ςε αντίκεςθ με τα επίπεδα κφτταρα 

που επαωίενται ςτο μυοκάρδιο των κοιλοτιτων και δεν εκωράηουν Dm-grasp. 

Επομζνωσ, τα κφτταρα του μυοκαρδίου και του ενδοκαρδίου ςτο κολποκοιλιακό 

κανάλι εμωανίηουν ξεχωριςτι μορωολογία από τα κφτταρα των καλάμων. Μζχρι τισ 

60 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ οι δομζσ αυτζσ διατθροφν τθν επικθλιακι τουσ 

οργάνωςθ κακϊσ εκωράηουν β-κατενίνθ θ οποία υποδεικνφει τθν παρουςία 

ςθμείων ιςχυρισ προςκόλλθςθσ μεταξφ των κυττάρων. Από τισ 60 ϊρεσ μετά τθν 

γονιμοποίθςθ, τα ενδοκαρδιακά κφτταρα που βρίςκονται ςτο άνω τμιμα του 

κολποκοιλιακοφ καναλιοφ υωίςτανται ζνα μεταςχθματιςμό επικθλιακοφ ςε 

μεςεγχυματικοφ ιςτοφ και προβάλλουν ςτθν εξωκυττάρια κεμζλια ουςία μεταξφ 

του ενδοκαρδίου και του μυοκαρδίου ςτθν περιοχι του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ.  

Τα κφτταρα του κάτω τμιματοσ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ ακολουκοφν τθν ίδια 

διαδικαςία μζχρι τισ 80 ϊρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ. Μζχρι τισ 96 ϊρεσ μετά τθν 

γονιμοποίθςθ και τα δφο ενδοκαρδιακά επάρματα (άνω και κάτω) ζχουν 

ςχθματιςκεί. Συνεπϊσ, ζχουμε το ςχθματιςμό κολποκοιλιακϊν επαρμάτων με διπλι 

κυτταρικι ςτοιβάδα. Τα κφτταρα ςτισ δφο αυτζσ ςτοιβάδεσ παρουςιάηουν 

διαωορετικι δομι. Τα εξωτερικά ζχουν το χαρακτθριςτικό κυβοειδζσ ςχιμα και τα 

εςωτερικά παίρνουν ζνα πιο κυκλικό ςχιμα (Staudt & Stainier, 2012).  Επίςθσ, 

προθγοφμενεσ μελζτεσ που ζγιναν με ‘ηωντανι’ απεικόνιςθ υψθλισ ταχφτθτασ 

αποκάλυψαν ότι οι καρδιακζσ βαλβίδεσ  δεν προκφπτουν εξολοκλιρου από το 

μεταςχθματιςμό του επικθλίου ςε μεςζγχυμα, αλλά και απευκείασ από μία 

διαδικαςία εκβλάςτθςθσ του ενδοκαρδίου (Εικόνα 7) (Scherz et al.,  2008). 
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Εικόνα 6. ΢χθματιςμόσ 
κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 
Μετατροπι επικθλιακοφ ςε 
μεςεγχυματικό ιςτό προσ 
ςχθματιςμόσ ενδοκαρδιακϊν 
επαρμάτων και αναδιαμόρωωςθ των 
ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων που 
δθμιουργεί τισ βαλβίδεσ. 

 

 

 

 

 

 

Ζπειτα, με διάωορεσ μορωολογικζσ αναδιατάξεισ ζχουμε τον ςχθματιςμό 

των γλωχινϊν τθσ καρδιακισ βαλβίδασ. Συγκεκριμζνα, τα δφο επάρματα ξεκινοφν 

μορωολογικζσ αναδιατάξεισ που οδθγοφν, 7 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ, ςτθ 

δθμιουργία των δφο κολποκοιλιακϊν γλωχινϊν οι οποίεσ αποτελοφνται από δυο 

διακριτζσ κυτταρικζσ ςτοιβάδεσ και ενϊνονται πλευρικά με το κοιλιακό μυοκάρδιο.  

Κατά τθ διάρκεια των ςταδίων τθσ προνφμωθσ, παρατθρείται περαιτζρω ωρίμανςθ 

των βαλβίδων. Θ ανάπτυξθ των βαλβίδων ςε αυτό το ςτάδιο γίνεται ςε δφο ωάςεισ. 

Ρραγματοποιείται επιμικυνςθ των πτυχϊν των βαλβίδων από τισ 6 μζχρι και τισ 16 

θμζρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ με ελάχιςτο κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό ςε αυτζσ τισ 

θμζρεσ, αλλά με μεταςχθματιςμό από επικθλιακό ςε μεςεγχυματικό ιςτό, όπωσ 

ωαίνεται από τθν αφξθςθ ζκωραςθσ μεςεγχυματικϊν δεικτϊν (Martin et al., 2009). 

Εναπόκεςθ εξωκυττάριασ κεμζλιασ ουςίασ, πάχυνςθ και ωρίμανςθ των βαλβίδων 

παρατθρείται μετά τισ 16 μζχρι τισ 28 θμζρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ, αναλόγωσ του 

μεγζκουσ των προνυμωϊν, προτείνοντασ επιπλζον ότι θ ωρίμανςθ ςυμβαίνει ςε 

αντίδραςθ ςε μθχανικζσ δυνάμεισ. Μζχρι τθν ενθλικίωςθ τουσ τα zebrafish, 

αποκτοφν κολποκοιλιακι βαλβίδα με τζςςερισ γλωχίνεσ (Beis et al., 2005). 
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Εικόνα 7. Θ διαδικαςία εκβλάςτθςθσ του ενδοκαρδίου προσ ςχθματιςμό των καρδιακϊν 
επαρμάτων (Ρθγι: Scherz et al.,  2008,  Haack & Abdelilah-Seyfried, 2016). 

 
1.2.8 Γενετικοί και επιγενετικοί παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν εμβρυϊκι 
καρκινογζνεςθ 

Θ παλλόμενθ καρδιά είναι μια εξαιρετικά δυναμικι δομι κακϊσ θ ςφςπαςθ 

τθσ προωκεί πολλϊν ειδϊν δυνάμεισ, ςε διαωορετικά επίπεδα, οι οποίεσ 

επθρεάηουν τθν μορωι τθσ. Είναι οι λεγόμενεσ αιμοδυναμικζσ δυνάμεισ οι οποίεσ 

επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ και ςχθματιςμό τθσ καρδιάσ ςτο zebrafish κακϊσ αυτι 

λειτουργεί. Με τον όρο αιμοδυναμικζσ δυνάμεισ εννοοφμε: τθ δφναμθ που αςκείται 

ωυςιολογικά λόγω πίεςθσ ςτο τοίχωμα τθσ καρδιάσ και των αγγείων, τθ 

ωυςιολογικι δφναμθ των κυττάρων που απαρτίηουν το τοίχωμα των αγγείων 

εμωανίηουν περιμετρικά εκτατικι δφναμθ ωσ αποτζλεςμα αυτισ τθσ ωυςιολογικισ 

πίεςθσ και τζλοσ θ διατμθτικι τάςθ (shear stress), δθλαδι μία δφναμθ τριβισ που 

εμωανίηουν τα ενδοκθλιακά κφτταρα των αγγείων από τθν ροι του αίματοσ (Εικόνα 

8).                 
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Ζχει δειχκεί ότι θ ωυςιολογικι ροι του αίματοσ είναι απαραίτθτθ για να 

προωκιςει τθν αφξθςθ του μεγζκουσ των κυττάρων, τθν επιμικυνςι τουσ κακϊσ 

επίςθσ και να ορίςει τθν ζκωραςθ των γονιδίων ςε ςυγκεκριμζνθ περιοχι για τον 

ςχθματιςμό των καμπφλων των κοιλοτιτων τθσ καρδιάσ. Θ ςυςταλτικότθτα του 

μυοκαρδίου από τθν άλλθ απαιτείται για να περιορίςει το μζγεκοσ των κυττάρων, 

το βακμό επιμικυνςθσ τουσ και τθν κατανομι τθσ ζκωραςθσ γονιδίων ςτισ 

αναπτυςςόμενεσ κοιλότθτεσ 

Κακϊσ θ καρδιά αναπτφςςεται, θ αιματικι ροι γίνεται ςταδιακά αμωίδρομθ 

ζωσ που οι βαλβιδικζσ γλωχίνεσ δθμιουργοφνται μεταξφ κόλπου και κοιλίασ (Scherz 

et al., 2008).  Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ (Vermot et al., 2009) ζδειξαν  το κλάςμα 

ανάδρομθσ ροισ του αίματοσ (retrogate flow fraction, REF) είναι αυξθμζνο ςτθν 

περιοχι του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ ςε ςφγκριςθ με τθν υπόλοιπθ καρδιά και 

αποτελεί ζνα διεγερτικό παράγοντα για τθν δθμιουργία βαλβίδων. Αυτό ςυμβαίνει 

λόγω του ότι περιοχζσ με μικρότερεσ διατομζσ (cross section) εκτίκενται ςε 

υψθλότερεσ αιμοδυναμικζσ δυνάμεισ λόγω των μεγαλφτερων ταχυτιτων που 

αναπτφςςονται.  

Επιπροςκζτωσ, μελζτεσ που είχαν ωσ βάςθ αλλαγι ςτθν αιμοδυναμικι τθσ 

καρδιάσ, με τθν τοποκζτθςθ μίασ γυάλινθσ χάντρασ ςτον ωλεβϊδθ κόλπο και ςτθν 

βαλβίδα μεταξφ κοιλίασ και του αρτθριακοφ βολβοφ (bulbus artiriosus) είχε ωσ 

αποτζλεςμα ελαττωματικό ςχθματιςμό του χϊρου ειςόδου και εξόδου τθσ καρδιάσ 

Εικόνα 8. Απεικόνιςθ των αιμοδυναμικϊν δυνάμεων ςτο αγγείο και θ αλλθλεπίδραςθ τουσ με τθν 
λειτουργία τθσ καρδιάσ (Ρθγι: Freund et al., 2012). 
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(Hove et al., 2003). Συγκεκριμζνα, πραγματοποιικθκε θ χειρουργικι τοποκζτθςθ 

γυάλινων χαντρϊν ςτθν αρχι ι ςτο τζλοσ του καρδιακοφ ςωλινα, ςε ζμβρυα 

θλικίασ 37 ωρϊν και μελζτθςε τισ επιπτϊςεισ ςτισ 4,5 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ 

(Εικόνα 9). Τα ζμβρυα παρουςίαςαν μειωμζνθ αιματικι ροι μζςα ςτθν καρδιά κάτι 

που οδιγθςε ςε εξαιρετικά μειωμζνθ διατμθτικι τάςθ και τελικά ςε δυςμορωίεσ 

τθσ καρδιάσ. Εωόςον ο ωαινότυποσ αυτόσ δεν προιλκε από τθν χειρουργικι 

επζμβαςθ (με τραυματιςμό του αγγειακοφ τοίχου και ενδοκθλίου) ι τθν ςυνεχι 

παρουςία τθσ χάντρασ (με τθν ανάπτυξθ υποξείασ ι τθν μθ διάδοςθ κρεπτικϊν 

ςυςτατικϊν), ςυμπεράκθκε ότι ιταν οι εςωτερικζσ αιμοδυναμικζσ ροζσ ςτθν καρδιά 

οι οποίεσ οδιγθςαν ςε μθ ωυςιολογικι δθμιουργία των βαλβίδων, 

επιβεβαιϊνοντασ ότι οι ενδοκαρδιακζσ δυνάμεισ που αναπτφςςονται από τθν ροι 

του αίματοσ είναι ζνασ απαραίτθτοσ επιγενετικόσ παράγοντασ για τθν 

καρδιογζνεςθ.  

Εικόνα 9: Θ διακοπι τθσ αιματικισ κυκλοφορίασ επθρεάηει τθν καρδιογζνεςθ. Θ τοποκζτθςθ 
γυάλινων ςβόλων (50μm) ςε  Tg(Tie2:EGFP)

s849
 ζμβρυα, θ οποία δεν εμποδίηει τθν αιματικι 

κυκλοφορία, δεν είχε επιπτϊςεισ ςτθν καρδιογζνεςθ (a), (d), (g). Αντίκετα, όταν θ αιματικι 
κυκλοφορία παρεμποδίςτθκε εντελϊσ (b) και (c),  θ καρδιά δεν κάμπτεται, παρατθρείται ςτζνωςθ 
τθσ φλζβασ και  οι κολποκοιλιακζσ βαλβίδεσ και  ο αρτθριακόσ βολβόσ δεν ςχθματίςτθκαν (h) και 
(i) (Ρθγι:Hove et al., 2003).  

 

Θ ςυςχζτιςθ των βιοχθμικϊν και μθχανικϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν 

κατά τθ μορωογζνεςθ των καρδιακϊν βαλβίδων ρυκμίηεται μζςω του klf2a γονιδίου 

(Vermot et al., 2009). Το γονίδιο αυτό είναι ευαίςκθτο ςτισ αλλαγζσ τθσ τοιχωματικό 

πίεςθσ που αςκείται από τθ διατμθτικι τάςθ και απαιτείται για τισ αλλαγζσ του 
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ςχιματοσ των κυττάρων ςτο κολποκοιλιακό κανάλι και τθσ διαδικαςίασ τθσ 

εκβλάςτθςθσ που παρατθρείται ςτα ενδοκαρδιακά επάρματα. Το klf2a 

παρατθρικθκε ότι, κακϊσ θ καρδιά ωρίμαηε, θ ζκωραςθ του περιορίηεται ςτθν 

περιοχι τθσ υψθλισ αναςτροωισ αίματοσ ςτο κολποκοιλιακό κανάλι (Εικόνα 10). Θ 

αποςιϊπθςθ του γονιδίου ςτα ζμβρυα zebrafish προκαλεί ςθμαντικι μείωςθ ςτθν 

ζκωραςθ του notch1b (ενόσ ρυκμιςτικοφ παράγοντα τθσ διαωοροποίθςθσ των 

ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων) αλλά και του μυοκαρδιακοφ bmp, γεγονόσ που 

αποδεικνφει τθν επικοινωνία του μυοκαρδίου και του ενδοκαρδίου κατά τον 

ςχθματιςμό των βαλβίδων, μζςω ενόσ αιμοδυναμικοφ-ευαίςκθτου μθχανιςμοφ. 

Επίςθσ, ςε ζμβρυα με παροδικι αποςιϊπθςθ γονιδίων που ελζγχουν τθν πρόδρομθ 

αιμοποίθςθ (gata1 και gata2) ι τθν ςφςπαςθ τθσ καρδιάσ (cx3 6.7, myh6, ttna) 

βρζκθκε ότι όταν παρουςιαηόταν μειωμζνο  κλάςμα ανάδρομθσ ροισ του αίματοσ, 

υπιρχε και μειωμζνθ ζκωραςθ του klfa και αυξθμζνεσ δυςμορωίεσ των βαλβίδων. 

Το ίδιο αποτζλεςμα ζδωςε και θ χοριγθςθ λιδοκαϊνθσ (διακόπτει τα κανάλια 

νατρίου) ϊςτε να μειωκοφν οι παλμοί τθσ καρδιάσ (Cummins TR, 2007) ι θ αφξθςθ 

τθσ κερμοκραςίασ για να αυξθκοφν οι παλμοί τθσ καρδιάσ (Galloway JL et al.,  2003). 

 Ραράλλθλα, θ ςυςταλτικότθτα του μυοκαρδίου παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

ανάπτυξθ των καρδιακϊν βαλβίδων. Μελζτεσ ςε μεταλλάξεισ ςτο zebrafish, όπωσ 

ςτο silent heart, που δθμιουργείται από μετάλλαξθ ςτο γονίδιο tnnt2 που 

κωδικοποιεί τθν πρωτεΐνθ ςυςταλτικότθτασ τροπονίνθ Τ και προκαλεί μθ ςυςταλτι 

καρδιά (Sehnert et al., 2002)  κακϊσ και πειράματα με χριςθ χθμικισ ουςίασ 2,3 

βουτανεδιόνθ μονοξίμθ (2,3-BDM) ςε ζμβρυα  zebrafish  θ οποία εξαλείωει τθν 

αιματικι κυκλοωορία, αποδεικνφουν ότι θ απουςία τθσ μυοκαρδιακισ λειτουργίασ 

ςε αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ είναι υπεφκυνθ για τθν μθ ανάπτυξθ των 

ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων ςτθν κολποκοιλιακι βαλβίδα (Bartman et al., 2004). 

Επιπλζον, μελζτεσ ςε μεταλλαγμζνα ζμβρυα zebrafish, όπωσ το cardiofunk, που 

προκαλείται από μετάλλαξθ ςε ζνα γονίδιο τθσ ακτίνθσ, εμωανίηει διάταςθ τθσ 

καρδιάσ, παλινδρόμθςθ αίματοσ μεταξφ των δφο κοιλοτιτων και δεν παρουςιάηει 

αιματικι κυκλοωορία και ςχθματιςμό ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων (Bertugo et al., 

2003,  Bartman et al., 2004). 
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Εικόνα 10.  ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ ρυκμιςτικισ λειτουργίασ του klfa ςτο ςχθματιςμό τθσ 
κολποκοιλιακισ βαλβίδασ (Ρθγι: Vermot et al., 2009). 

 

Επιπλζον, παράγοντασ που παίηει ρόλο ςτθν μορωογζνεςθ των 

καρδιομυοκυττάρων είναι θ αγωγιμότθτα τθσ καρδιάσ (Kim et al., 2002).  Ζχει 

αναωερκεί ότι οι θλεκτρικζσ καρδιακζσ δυνάμεισ επθρεάηουν τθν μορωογζνεςθ και 

αναδιαμόρωωςθ τθσ καρδιάσ. Χρθςιμοποιϊντασ ζνα μεταλλαγμζνο zebrafish, το 

dococ (dco), που προζρχεται από μία μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ κοννεξίνθσ 48.5 (cx 

48.5), παρουςιάηει αςφγχρονθ κοιλιακι ςυςτολι. Από πειράματα ςε ωυςιολογικζσ 

καρδιζσ με μεταμοςχευμζνα μεταλλαγμζνα μυοκαρδιοκφτταρα dco που διακόπτουν 

τθν θλεκτρικι αγωγιμότθτα βρζκθκε ότι υπιρχαν αλλαγζσ ςτθ διαμόρωωςθ τθσ 

καρδιάσ. Δθμιουργείται μια δυςμορωικι κοιλία με αλλαγζσ ςτθν μορωολογία των 

κυττάρων και εξάλειψθ τθσ ςτζνωςθσ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ. 

Συμπεραςματικά, παρότι τα πρϊτα ςτάδια τθσ καρδιακισ ανάπτυξθσ και 

μορωοποίθςθσ των επαρμάτων υπόκεινται ςτον ζλεγχο γονιδιακισ ζκωραςθσ χωρίσ 

να εξαρτϊνται από τισ αιμοδυναμικζσ πιζςεισ που αςκοφνται, μετζπειτα γεγονότα 

όπωσ θ ωρίμανςθ των βαλβίδων ρυκμίηονται μζςα από ζναν πολφπλοκο 

ςυνδυαςμό μορωογενετικϊν αλλαγϊν και αιμοδυναμικϊν ροϊν.  
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1.2.9 Μοντζλα για τθν μελζτθ ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν 

Οι ςυγγενείσ καρδιοπάκειεσ εμωανίηονται ςε ποςοςτό 0,8-1,2%.  

Συγκεκριμζνα ςτθν Ελλάδα, με 100.000 γεννιςεισ κάκε χρόνο αναμζνουμε 1.000 

νζουσ αςκενείσ από τουσ οποίουσ οι 500 κα χρειαςτοφν επεμβατικι διάγνωςθ και 

χειρουργικι αντιμετϊπιςθ τα πρϊτα χρόνια τθσ ηωισ τουσ (www.onasseio.gr). 

Το zebrafish, όπωσ ζχει αναωερκεί, προςωζρει πολλζσ δυνατότθτεσ για τθν 

μελζτθ των ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν. Μερικά μοντζλα μεταλλαγμζνων zebrafish 

που το αποδεικνφουν είναι ωαίνονται ςτον πίνακα 2. 

 

Πίνακασ 2. Μεταλλάξεισ ςτο zebrafish που ςχετίηονται με ςυγγενείσ καρδιακζσ πακιςεισ 
(Ρθγι: Bakkers et al., 2011). 

Ρολλά από τα μοντζλα αυτά προιλκαν από ζνα ευρφ ζλεγχο πρόκλθςθσ 

μεταλλάξεων ςτο γονιδίωμα του zebrafish, όπου ανευρζκθκαν  μεταλλάξεισ που 

επθρζαηαν τον ςχθματιςμό ι τθ λειτουργία του καρδιαγγειακοφ ςυςτιματοσ αλλά 

και από ζλεγχο κατά τον οποίο απομονϊκθκαν μεταλλάξεισ που επθρεάηουν τον 

ςχθματιςμό και λειτουργικότθτα των καρδιακϊν βαλβίδων με βάςθ τθν 

παλινδρόμθςθ του αίματοσ μεταξφ των κοιλοτιτων (Beis et al., 2005). 

 Από ζρευνεσ ςε αυτά τα μοντζλα ανευρζκθκαν γονίδια τα οποία 

εμπλζκονται και ςε ςυγγενείσ καρδιακζσ αςκζνειεσ ςτουσ ανκρϊπουσ, είτε 

πρόκειται για μυοκαρδιοπάκειεσ, με κυριότερεσ τθν υπερτροωικι και διατατικι 

μυοκαρδιοπάκεια, είτε για διαταραχζσ τθσ κζςθσ τθσ καρδιάσ, του διαχωριςμοφ των 

κοιλοτιτων και τθν μορωολογία των βαλβίδων. Χαρακτθριςτικά αναωζρω οριςμζνα 

από αυτά: τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα  sih και pik με μεταλλάξεισ ςτα γονίδια 

τροπονίνθ Τ και τιτίνθ, αντίςτοιχα, ςχετίηονται ςτον άνκρωπο με εμωάνιςθ 
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υπερτροωικισ και διατατικισ μυοκαρδιοπάκειασ (Sehnert et al., 2002, Yoskovitz et 

al., 2012). Ζνα γονίδιο που ζχει βρεκεί ςε αςκενείσ με διατατικι μυοκαρδιοπάκεια 

είναι θ κινάςθ που ςυνδζεται με ιντεγκρίνθ (ILK). Μετάλλαξθ του γονιδίου ςτο 

zebrafish, το main squeeze (msq) προκαλεί δυςλειτουργία ςτθ ςυςταλτικότθτα τθσ 

κοιλίασ. Μεταλλάξεισ ςτθν δευδρογονάςθ τθσ γλυκόηθσ ςτθ μετάλλαξθ Jekyll ςτο 

zebrafish, ζχει βρεκεί ότι μετάλλαξθ του ίδιου γονιδίου ςτον άνκρωπο ςχετίηεται με 

ανωμαλίεσ του κολποκοιλιακοφ διαχωριςμοφ. 

Τζλοσ, το γονίδιο ελαωρά άλυςοσ τθσ μυοςίνθσ του κόλπου (amhc) του 

οποίου μετάλλαξθ ςτο zebrafish προκαλεί αςυςτολία του κόλπου (weak atrium/ 

wea), ζχει βρεκεί ότι διάωοροι πολυμορωιςμοί του γονιδίου ςτον άνκρωπο 

ςχετίηονται με ανωμαλία ςτον ςχθματιςμό μεςοκολπικοφ τοιχϊματοσ, διατατικι και 

υπερτροωικι μυοκαρδιοπάκεια (Ching et al., 2005, Granados-Riveron et al., 2010,  

Bendig et al., 2004)
  αλλά και πρόςωατα με το ςφνδρομο του νοςοφντοσ 

ωλεβόκομβου. 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

Δεξιά-Αριςτερή αςυμμετρία 

1.3.1 Εγκακίδρυςθ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ 

 Τα μζλθ των αμωοτερόπλευρων παρόλο ζχουν ςαν κφριο χαρακτθριςτικό 

τθν εξωτερικι ςυμμετρία, εμωανίηουν αριςτερι-δεξιά αςυμμετρία λόγω 

κλθρονομοφμενων (κυρίωσ ςτα είδθ των ανϊτερων τάξεων) ι μθ κλθρονομοφμενων 

μορωολογικϊν διαωορϊν ςε αναπτυξιακζσ διαδικαςίεσ ςε μια από τισ δφο πλευρζσ 

τθσ μεςαίασ γραμμισ (midline). Μελζτεσ που χαρτογραωοφν τζτοιεσ αςυμμετρίεσ 

ανάμεςα ςτα διάωορα ωφλα δείχνουν πωσ για χαρακτθριςτικζσ δομζσ, θ 

κατευκυνόμενθ αςυμμετρία εξελίχκθκε πολλζσ ωορζσ από μια προγονικι 

αντιςυμμετρικι κατάςταςθ. 

Ειδικά ςτα ςπονδυλωτά, παρόλο που εξωτερικά ωαίνονται ςυμμετρικά, 

όργανα όπωσ τα ςπλαχνικά αλλά και θ καρδιά, κατανζμονται αςφμμετρα. 

Συγκεκριμζνα γονίδια παίηουν ρόλο ςτθν ρφκμιςθ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ 

αςυμμετρίασ με κυριότερα τα nodal, lefty και pitx2. Τα τρία αυτά γονίδια 

εκωράηονται ςτθν αριςτερι πλευρά των εμβρφων των ςπονδυλωτϊν, 
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δθμιουργϊντασ μια ςθματοδοτικι πορεία θ οποία ρυκμίηει τθν αριςτερι-δεξιά 

αςυμμετρία. Εκτόσ των ςπονδυλωτϊν, ωυλογενετικζσ μελζτεσ ανζδειξαν το ρόλο 

του pitx2 ςτθν δθμιουργία αςυμμετριϊν και ςε άλλα ωφλα των δευτεροςτομίων 

όπωσ είναι τα θμιχορδωτά κάτι που δείχνει ότι οι μοριακοί μθχανιςμοί που 

περιλαμβάνουν τα παραπάνω γονίδια είναι εξαιρετικά ςυντθρθμζνοι. (Boorman & 

Shimeld., 2002). 

Εικόνα 11. Aπλοποιθμζνο μοντζλο 
τθσ ρφκμιςθσ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ 
αςυμμετρίασ ςτα ςπονδυλωτά (Ρθγι: 
Boorman & Shimeld, 2002).  
                    

              Στον άνκρωπο, θ πρϊτθ 

ζνδειξθ αριςτερισ-δεξιάσ 

αςυμμετρίασ εντοπίηεται τθν 

23θ μζρα τθσ εμβρυικισ 

ανάπτυξθσ όπου ο καρδιακόσ 

ςωλινασ περιςτρζωεται 

δεξιόςτροωα. Ζπειτα 

ακολουκοφν και τα υπόλοιπα όργανα, δθμιουργϊντασ ζνα ςυγκεκριμζνο πρότυπο 

αςυμμετρίασ. Αποδιοργάνωςθ των ςθμάτων τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ 

οδθγοφν ςε ςυγγενείσ καρδιοπάκειεσ που προζρχονται από μθ ωυςιολογικι κάμψθ 

τθσ πρόδρομθσ καρδιάσ. Ωσ αποτζλεςμα, δεν δθμιουργοφνται ςωςτζσ χωρικζσ 

ςυςχετίςεισ των καλάμων τθσ καρδιάσ και δεν ευκυγραμμίηεται ςωςτά θ καρδιά και 

το αγγειακό ςφςτθμα. Αν και δεν είναι εφκολο να κακοριςτεί θ ςυχνότθτα 

καρδιακϊν δυςμορωιϊν που οωείλονται ςε προβλιματα αςυμμετρίασ, 

υπολογίηεται ότι παρουςιάηονται με ςυχνότθτα 1 ςτισ 7000 γεννιςεισ (Ferencz et 

al., 1989). Μελζτεσ που αναγνϊριςαν επιπλζον ρόλουσ για αςφμμετρα 

εκωραηόμενα γονίδια ςε ςχζςθ με τθν περιοχι εκροισ του αίματοσ, τθν δθμιουργία 

μεςοκολπικοφ διαωράγματοσ και τθν δθμιουργία των κολποκοιλιακϊν βαλβίδων 

υποδεικνφουν τθν ςθμαντικότθτα των ελαττωμάτων ςτο αριςτερά-δεξιά πρότυπο 

ωσ προσ τθν αιτιολογία των ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν (Frano & Campione, 2003). 

Ρλθροωορίεσ που μποροφμε να πάρουμε από διάωορα μοντζλα 

οργανιςμοφσ ςχετικά με τθν μοριακι βάςθ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ κα 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Ειςαγωγι  23 

 

βοθκιςουν ςτθν δθμιουργία εξετάςεων για ςυγκεκριμζνα καρδιακά ςφνδρομα και 

κα προάγουν τισ γνϊςεισ μασ για τουσ παράγοντεσ κινδφνου-όπωσ γενετικζσ, 

ωυςιολογικζσ και τερατογόνεσ επιρροζσ-που μποροφν να επθρεάςουν αυτόν τον 

βαςικό παράγοντα τθσ ανκρϊπινθσ εμβρυϊκισ ανάπτυξθσ. Εωόςον πάνω από 100 

ςυγγενείσ διαταραχζσ δείχνουν να ζχουν μονόπλευρθ τάςθ εμωάνιςθσ, θ 

πλευρικότθτα από μόνθ τθσ ωαίνεται να ζχει μεγάλθ επιρροι ςε τζτοιουσ 

ωαινοτφπουσ. Ζτςι, θ ςε βάκοσ γνϊςθ τθσ εγκακίδρυςθσ τθσ αριςτερισ-δεξιά 

αςυμμετρίασ κα δϊςει νζεσ προοπτικζσ ςτον τομζα τθσ κλινικισ τερατολογίασ και 

των ςυγγενϊν αςκενειϊν, πζρα από αυτϊν που επθρεάηουν το καρδιαγγειακό 

ςφςτθμα (Ahmad et al., 2004). 

Σε αυτι τθν κατεφκυνςθ, μελζτεσ για το προςδιοριςμό των γονιδίων που 

είναι υπεφκυνα για τον κακοριςμό τθσ πλευρικότθτασ πραγματοποιοφνται ςτθν 

όρνικα, το ποντίκι, τον βάτραχο και το zebrafish. Ρολλά κρίςιμα μονοπάτια αυτισ 

τθσ διαδικαςίασ περιλαμβάνουν υποδοχείσ κιναςϊν ςερίνθσ/κρεονίνθσ που 

προςδζνουν εκκρινόμενεσ πρωτεΐνεσ τθσ οικογζνειασ του μεταςχθματιηόμενου 

παράγοντα ανάπτυξθσ β (TGF-β). Διαωορετικά γονίδια ςε κάκε ηωικό μοντζλο (shh 

ςτθν όρνικα, Lrd ςτο ποντίκι μζςω των κινοφμενων κροςςωτϊν βλεωαρίδων, Vg1 

ςτον βάτραχο και bmp4 ςτο zebrafish) κωδικοποιοφν παράγοντεσ που προκαλοφν 

ζκωραςθ των γονιδίων nodal ςτθν αριςτερι πλευρά τθσ μεςαίασ γραμμισ και 

αποςιϊπθςθσ τουσ ςτθν δεξιά πλευρά ϊςτε να επιτευχκεί αςφμμετρθ 

οργανογζνεςθ. Ραρ’ όλθ τθν ανομοιογζνεια των πρϊιμων γεγονότων, τα κάτωκεν 

βιματα τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ που περιλαμβάνουν το nodal και το 

pitx2 ωαίνεται να είναι ςυντθρθμζνα ςε όλα τα είδθ που μελετικθκαν. 

1.3.2 Θ εγκακίδρυςθ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ ςτο zebrafish. 

H εγκακίδρυςθ τθσ αριςτερισ – δεξιάσ αςυμμετρίασ ςτο zebrafish ξεκινάει 

από το ςτάδιο τθσ βλάςτουλασ. Θ διαδικαςία ζχει ςαν ςθμείο εκκίνθςθσ ζνα 

βλεωαριδωτό οργανίδιο που ονομάηεται κυςτίδιο του Kupffer. Ζπειτα ςε 4 βαςικά 

ςτάδια γίνεται θ εγκακίδρυςθ τθσ αςυμμετρίασ  και είναι τα εξισ : 

1) Ρρζπει να υπάρχει αριςτερόςτροωθ ροι ςτο κυςτίδιο του Kupffer για να 

κατατερματιςτεί θ ςυμμετρία και αυτό επιτυγχάνεται χάρθ ςτθ κίνθςθ των 

πρωτογενϊν βλεωαρίδων. 
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2) Μετάδοςθ τθσ ροισ αυτισ ςτθν αριςτερι πλευρικι πλάκα του μεςοδζρματοσ 

LPM (lateral plate mesoderm). 

3) Θ αςφμμετρθ ζκωραςθ των nodal και lefty2, το οποίο προκαλεί τθν 

αναδραςτικι παρεμπόδιςθ του nodal.  

4) Xωροεξαρτϊμενθ μορωογζνεςθ μεςολαβοφμενθ από τθν αςφμμετρθ ζκωραςθ 

του pitx2 το οποίο εκωράηει ζναν μεταγραωικό παράγοντα και ρυκμίηεται από 

το nodal. (Shiraishi, 2012). 

Δθμιουργία κυςτιδίου Κupffer 

Tα παραπάνω μόρια (nodal, lefty2, pitx2) είναι υπεφκυνα για τθν αριςτερι–

δεξιά αςυμμετρία ςε διάωορα ηωικά μοντζλα όπωσ τουσ βατράχουσ, ςτισ όρνικεσ, 

ςτα ποντίκια και ςτο zebrafish (Yost, 1999). Στο zebrafish ζνα παροδικά 

εμωανιηόμενο κροςςωτό όργανο ςτο ουραίο βλαςτό που ονομάηεται κυςτίδιο  

Κuppfer (ΚV), απαιτείται για τθν ωυςιολογικι αςφμμετρθ γονιδιακι ζκωραςθ και 

ςυνεπϊσ τθν πλευρικότθτα των οργάνων (Essner et al., 2005). Το κυςτίδιο Kupffer 

προζρχεται από μια ομάδα 24 κυττάρων που ονομάηεται dorsal forerunner cells 

DFCs (DFCs) τα οποίο μεταναςτεφουν ςτθν άκρθ τθσ καλυπτιριασ κυτταρικισ 

ςτοιβάδασ (shield) παραμζνουν εκεί χωρίσ να αναδιπλϊνονται κατά τθ διάρκεια των 

κινιςεων του ςταδίου τθσ επιβολισ, ςε αντίκεςθ με τα γειτονικά κφτταρα. Μόνο 

κατά το τζλοσ τθσ γαςτριδίωςθσ μετακινοφνται βακιά μζςα ςτο ζμβρυο 

ςχθματίηοντασ το κυςτίδιο του Kupffer (Cooper and D’Amico, 1996,  D’Amico & 

Cooper, 1997,  Melby et al., 1996). Κατά τθ διάρκεια των μεταγενζςτερων ςταδίων 

το κυςτίδιο του Kupffer εμωανίηεται κοιλιακά ςτθν περιοχι τθσ νωτοχορδισ ςτο 

ουραίο βλαςτό και παρακείμενα τθσ λεκίκου. Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ δεν ζχει 

βρεκεί ακόμθ αν θ προζλευςθ των 2 παραπάνω ςχθματιςμϊν είναι μεςοδερμικι ι 

ενδοδερμικι. Στο κυςτίδιο του Kupffer, υπάρχουν οι βλεωαρίδεσ - κροςςοί οι οποίοι 

παράγουν τθν αριςτερόςτροωθ κίνθςθ.  Μείωςθ τθσ ςθματοδότθςθσ του nodal 

μζςω αφξθςθσ του ανταγωνιςτι του -lefty- μειϊνει τον αρικμό των DFCs (Oteiza et 

al., 2008). Επίςθσ το ενδοκυττάριο αςβζςτιο ζχει δειχτεί να παίηει ρόλο ςτθν 

κινθτικότθτα των βλεωαριδωτϊν κυττάρων που επθρεάηουν τθν μορωολογία του ΚV 

(Kreiling et al., 2008). Αυτό ςυμβαίνει μζςω τθσ αναςτολισ τθσ β-κατενίνθσ, θ 

ενεργοποίθςθ τθσ οποίασ ςτα  DFCs ζχει δειχτεί ότι προκαλεί προβλιματα 
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πλευρικότθτασ ςτο  ΚV (Schneider et al., 2008). Ζνα παρόμοιο αποτζλεςμα ζχει 

παρατθρθκεί μετά από παροδικι αποςιϊπθςθ  του  tbx16 και του no tail, δφο  T-

box μεταγραωικϊν  παραγόντων (Amack et al., 2007,  Amack & Yost, 2004). Θ 

κατευκυνόμενθ ροι των υγρϊν, που οδθγεί ςτθν αςφμμετρθ ζκωραςθ γονιδίων, 

οωείλεται ςε μια ανομοιογενι διανομι των βλεωαριδωτϊν κυττάρων ςτο  ΚV. Τα 

περιςςότερα βρίςκονται ςτο πρόςκιο-ραχιαίο μζροσ του ΚV (Kreiling et al., 2007, 

Okabe et al., 2008), δθμιουργϊντασ ζτςι μια γριγορθ αριςτερόςτροωθ ροι ςτο 

πρόςκιο μζροσ και μια πιο αργι, δεξιόςτροωθ ροι ςτο πίςω μζροσ του οργάνου 

(Kramer-Zucker et al., 2005). Επίςθσ, θ κλίςθ των βλεωαρίδων προσ τα μπροςτά 

ενιςχφει τισ διαωοροποιθμζνεσ ροζσ μζςα ςτο KV (Cartwright et al., 2004, Kramer-

Zucker et al., 2005, Okabe et al., 2008, Supatto et al., 2008).  

Επιγραμματικά,  για τθ δθμιουργία του κυςτιδίου Kupffer διακρίνουμε 5 

ςτάδια:  

1.  Τθ δθμιουργία των DFCs με τθ βοικεια του γονιδίου cas κατά το ςτάδιο τθσ 

βλάςτουλασ.  

2. Με τθ βοικεια ntl και oep (nοdal μόρια) ελζγχεται θ ζκωραςθ του left-right 

dynein-related1 (lrdr1)  

3. Χάρθ ςτα παραπάνω μόρια δθμιουργείται το κυςτίδιο του Kupffer. 

4. Δθμιουργοφνται οι βλεωαρίδεσ–κροςςοί ςτο γεμάτο υγρό, κυςτίδιο του 

Kupffer. 

5. Οι βλεωαρίδεσ–κροςςοί αποκτοφν τθν αριςτερόςτροωθ κίνθςθ. 
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Eικόνα 12.  ΢χθματικά τα βιματα που περιγράφθκαν παραπάνω 
(Ρθγι: Essner et. al., 2004). 

Αλληλουχία γεγονότων ςτη πλευρική μεςοδερμική πλάκα LPM 

 

Tο Nodal μονοπάτι αποτελεί το πρϊτο ςθματοδοτικό μονοπάτι που 

εκωράηεται αςφμμετρα αριςτερά τθσ πλευρικισ μεςοδερμικισ πλάκασ κατά τθν 

εγκακίδρυςθ τθσ δεξιάσ-αριςτερισ αςυμμετρίασ. Ορκόλογα του nodal ζχουν βρεκεί 

ςτα κεωαλοχορδωτά, ςτα καλάςςια ουρόχορδα (tunicates) και ςτα εχινόδερμα, κάτι 

που δείχνει πωσ αυτό το μονοπάτι ςυμμετζχει ςτθν ανάπτυξθ όχι μόνο των 

ςπονδυλωτϊν αλλά όλων των δευτεροςτομίων (Chea et al., 2005) (Ρίνακασ 3). Οι 

προςδζτεσ του μονοπατιοφ Nodal είναι μζλθ τθσ υπερ-οικογζνειασ του 

μεταςχθματιηόμενου αναπτυξιακοφ παράγοντα-β (TGF-β) που αναγνωρίηουν 

υποδοχείσ ςερίνθσ/κρεονίνθσ τφπου Ι & ΙΙ (ALK4 & ActRII) και προωκοφν τθν δράςθ 

τουσ μζςα από τα μόρια Smad2/Smad3 του μονοπατιοφ TGF-β (Shier, 2003). 

Μοναδικό χαρακτθριςτικό για τθν δράςθ του Nodal αποτελοφν οι ςυν-υποδοχείσ 

τθσ οικογζνειασ EGF-CFC τουσ οποίουσ ςυνιςτοφν μικρζσ εξωκυτταρικζσ πρωτεΐνεσ 

πλοφςιεσ ςε κυςτεϊνεσ και είναι απαραίτθτοι για τθν μεταβίβαςθ του ςιματοσ (Shen 

& Shier, 2000). Οι πρωτεΐνεσ EGF-CFC παρζχουν επιλεκτικότθτα ςτα μόρια  Nodal, 

ωσ προσ τον υποδοχζα που κα προςδεκοφν, μζςω αλλθλεπιδράςεων πρωτεϊνϊν 
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(Yan et al., 2002). Ραρόλο που όλεσ οι βιολογικζσ λειτουργίεσ των προςδετϊν του 

Nodal διαμεςολαβοφνται μζςα από τισ δράςεισ υποδοχζων, ζχει δειχτεί ότι 

ετεροδιμερίηονται και με άλλα μζλθ τθσ υπερ-οικογζνειασ του TGF-β όπωσ το bmp4 

για τθν δθμιουργία ςθματοδοτικϊν παραγόντων (Eimon and Harland, 2002). Επίςθσ 

το  Nodal μπορεί να αναςτείλει τθν δράςθ των BMPs και Wnt μονοπατιϊν 

(Haramoto et al., 2004,  Onuma et al., 2005).  

 

Πίνακασ 3. ΢θμαντικά μόρια του μονοπατιοφ Nodal  
(Ρθγι: Shen et al., 2007). 

 

Στουσ εξωκυττάριουσ αναςτολείσ του Nodal ςυμπεριλαμβάνονται οι 

πρωτεΐνεσ Lefty, μζλθ τθσ υπζρ-οικογζνειασ TGF-β, οι οποίεσ ανταγωνίηονται το 

Nodal μζςω αλλθλεπιδράςεων με τισ πρωτεΐνεσ EGF-CFC αλλά και με τουσ ίδιουσ 

τουσ προςδζτεσ, μπλοκάροντασ ζτςι τθν δθμιουργία των ςυμπλόκων ςτισ περιοχζσ 
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των υποδοχζων (Chen & Shen, 2004). Τα γονίδιαlefty αποτελοφν κάτωκεν ςτόχουσ 

του μονοπατιοφ Nodal, δθμιουργϊντασ ζναν αρνθτικό βρόχο ανατροωοδότθςθσ 

(Brandford & Yost, 2002). Στουσ ενδοκυττάριουσ αναςτολείσ του μονοπατιοφ 

ςυγκαταλζγεται ο Dpr2 ο οποίοσ εκτόσ από ρυκμιςτισ του μονοπατιοφ wnt δρα και 

ςαν ανταγωνιςτισ του Nodal, επάγοντασ τθν αποικοδόμθςθ των υποδοχζων 

Alk4/Alk5 (Zhang et al., 2004). Επιπλζον, θ ωωςωατάςθ ςερινϊν/κρεονινϊν Ppm1A 

αποωωςωορυλιϊνει τισ Smad2 και Smad3, αποςιωπϊντασ τθ ςθματοδότθςθ του 

μονοπατιοφ (Lin et al., 2006) (Εικόνα 13). 

Σε μεταγραωικό επίπεδο, θ δράςθ του Nodal ςυνδζεται με τουσ 

μεταγραωικοφσ παράγοντεσ foxH1 και mixer (Kunwar et al., 2003). Επίςθσ, το nodal 

ρυκμίηεται από μόνο του μζςω ενόσ κετικοφ ανατροωοδοτικοφ βρόγχου, με ζναν 

αςφμμετρο προαγωγζα (ASE) που βρίςκεται ςτο πρϊτο ιντρόνιο του γονιδίου 

(Whitman, 2001). Ο μεταγραωικόσ παράγοντασ drap1 μπορεί να αλλθλεπιδράςει με 

τον foxH1 και να αποτρζψει τθν ςφνδεςθ του με το DNA (Iratni et al., 2002). 

 

Εικόνα 13. ΢χθματικι περιγραφι του nodal ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ  
(Ρθγι:Shen et al., 2007). 

 

 Γενικότερα, οι ρυκμιςτικζσ ιδιότθτεσ του μονοπατιοφ nodal ομοιάηουν ενόσ 

βιολογικοφ ςυςτιματοσ διάχυςθσ (Εικόνα 14), το οποίο δθμιουργεί ζνα ςτακερό 
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διαβακμιηόμενο ςιμα κατά μικοσ ενόσ αναπτυξιακοφ πεδίου. Αυτό εξαρτάται από 

τθν ικανότθτα που ζχουν οι προςδζτεσ και οι ανταγωνιςτζσ τουσ να διαχζονται ςε 

μεγάλεσ αποςτάςεισ, ςε ςυνδυαςμό με ανατροωοδοτικοφσ βρόγχουσ. 

Συγκεκριμζνα, το lefty ζχει μεγαλφτερθ ικανότθτα διάχυςθσ από το nodal (Sakuma 

et al., 2002) και ο μθχανιςμόσ αυτόσ ωαίνεται να παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

δθμιουργία του μεςοδζρματοσ κακϊσ και ςτθν εγκακίδρυςθ του αριςτεροφ-δεξιοφ 

άξονα (Nakamura et al., 2006).  

 

Εικόνα 14. Ο μθχανιςμόσ αντίδραςθσ-διάχυςθσ για τθν προαγωγι τθσ χωρικισ πλθροφορίασ 

(Ρθγι: Shen et al., 2007). 

 

1.3.3 Σο γονίδιο southspaw (spaw). 

Στο zebrafish υπάρχουν τρία γονίδια του Nodal ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ, 

το cyclops (cyc), το squint (sqt) και το southpaw (spaw). Σε προθγοφμενεσ μελζτεσ 

δεν μποροφςε να απαντθκεί το ερϊτθμα γιατί (Long et al., 2003) μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα για διαωορετικά γονίδια του nodal μονοπατιοφ παρουςίαηαν ετερογζνεια 

ςτο ωαινότυπο τουσ (Long et al., 2003). Τα μεταλλαγμζνα για το cyclops ζμβρυα (το 

οποίο εκωράηεται αςφμμετρα ςτο LPM και ςτον διεγκζωαλο) δεν ζχουν ςοβαρά 

διαταραγμζνο αριςτερό-δεξιά πρότυπο. Αντίκετα, τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα για τα 

γονίδια oep (one-eyed pinhead) (Gamse et al., 2002) και foxh1 (Bisgrove et al.,  

2000) παρουςιάηουν ζντονεσ διαταραχζσ τθσ αςυμμετρίασ των ςπλαχνικϊν 

οργάνων και του διεγκεωάλου. Συνεπϊσ τζκθκε το ερϊτθμα αν θ αςφμμετρθ 

ζκωραςθ των Nodal γονιδίων ςτθν αριςτερι πλευρικι πλάκα μεςοδζρματο είναι 

απαραίτθτθ ςτο zebrafish για τθν εγκακίδρυςθ τθσ αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ. 

Ζτςι, μετά από RT-PCR εντοπίςτθκε το southpaw (spaw), θ ζκωραςθ του οποίου 

είναι αςφμμετρθ ςτον κορμό και αμωοτερόπλευρθ ςτο παραξονικό (paraxial) 

μεςόδερμα. Εωόςον το spaw εκωράηεται αςφμμετρα από το ςτάδιο των 10-12 
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ςωμιτϊν, εμωανίηεται να είναι ο πρϊτοσ χρονολογικά μοριακόσ δείκτθσ τθσ 

αριςτερισ-δεξιάσ αςυμμετρίασ ςτο zebrafish.  

Το spaw κατατάχκθκε ςτθν nοdal υπό-οικογζνεια αωοφ θ αμινοξικι του 

ακολουκία ομοιάηει περιςςότερο με τισ Nodal πρωτεΐνεσ ανάμεςα ςτθν  TGF-β 

υπζρ-οικογζνεια. Επίςθσ, θ Spaw πρωτεΐνθ περιζχει δφο αμινοξικά μοτίβα 

(NAYRCEG & PTNHAY) τα οποία είναι μοναδικά μζςα ςτθν οικογζνεια Νοdal. Τζλοσ, 

το spaw κατατάχκθκε ςτθν υπό-κλάςθ Xnr1 (Xenopus Nodal-related 1) αωοφ θ 

διάταξθ των διαμοιραςμζνων κυςτεϊνων του ομοιάηει περιςςότερο με του xnr1 

παρά με του zebrafish cyclops (Long et al., 2003). Αρχικά το spaw εκωράηεται 

ετερόπλευρα ςτο παραξονικό μεςόδερμα ςτο ουραίο βλαςτό, ςτο ςτάδιο των 4-6 

ςωμιτϊν. Σε αυτό το ςθμείο βρίςκεται και το κυςτίδιο του Kupffer. Ζπειτα, 

εκωράηεται ςτθν οπίςκια αριςτερι πλευρικισ πλάκασ μεςοδζρματοσ και ςταδιακά  

θ ζκωραςθ ανιχνεφεται προσ το κεωάλι (Αhmad N. et al., 2004). Στο ςτάδιο των 23-

25 ςωμιτϊν αρχίηει να εξαωανίηεται θ ζκωραςι του. 

 

Eικόνα 15. H ζκφραςθ του Spaw από τουσ 4-6 ςωμίτεσ εϊσ τουσ 15-18 ςωμίτεσ 

(Ρθγι: Ahmad et al. 2004). 

Mε μελζτεσ in situ υβριδοποίθςθσ δφο χρωμάτων ζγινε θ ςφγκριςθ τθσ 

ζκωραςθσ του spaw και των κάτωκεν ςτόχων του lefty2 και pitx2. Φάνθκε ότι το 

spaw εκωράηεται πρϊτο και ακολουκοφν τα  lefty2 και pitx2 από το ςτάδιο των 17 

ςωμιτϊν (Bisgrove et al., 1999, Essner et al., 2000, Rebagliati et al., 1998b, Sampath 

et al., 1998). Ζπειτα, ςτο ςτάδιο των 20-23 ςωμιτϊν, θ ζκωραςθ των τριϊν γονιδίων 

γίνεται παροδικά επικαλυπτόμενθ (Long et al., 2003) (Εικόνα 16). 
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Εικόνα 16: Αντιπαραβολι τθσ 

ζκφραςθσ του spaw με τα lefty2 

και pitx2 [(spaw:μωβ), 

(lefty2:κόκκινο), (pitx2:κόκκινο)] 

(Ρθγι:Long et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

1.3.4 Θ αριςτερι-δεξιά αςυμμετρία τθσ καρδιάσ 

Στα zebrafish ζμβρυα, το πρϊτο ορατό ςθμάδι που αωορά τθν αριςτερι-

δεξιά αςυμμετρία είναι αυτι τθσ αλλαγισ του καρδιακοφ ςωλινα όςον αωορά τθ 

κζςθ και τθ μορωολογία. Αρχικά, όπωσ προαναωζρκθκε πραγματοποιείται μία 

αριςτερι κάμψθ (jogging) και εν ςυνεχεία μία δεξιά ςτροωι τθσ κοιλίασ τθσ 

καρδιάσ (looping). Ζπειτα από ζρευνεσ παροδικισ αποςιϊπθςθσ του spaw θ 

αριςτερι-δεξιά αςυμμετρία τθσ καρδιάσ διαταράςςεται, αωοφ δεν 

πραγματοποιείται θ προαναωερκείςα κάμψθ τθσ. Συνεπϊσ, δθμιουργοφνται ςε 

αυξθμζνθ ςυχνότθτα ζμβρυα με δεξιά ι με κακόλου καρδιακι κάμψθ. Επίςθσ, 

παρατθρικθκε πωσ δεν υπάρχει ςυςχζτιςθ του jogging με το looping όςον αωορά 

τθ κζςθ που αυτά κα ζχουν (Long S. et al., 2003). 

                                   

Εικόνα 17. Πάνω παρατθροφμε το δεξιά ςτροφι τθσ κοιλίασ μιασ αγρίου-τφπου καρδιάσ, ενϊ κάτω 
μιασ ανάςτροφθσ καρδιάσ (situs inversus) (Ρθγι : Liu D-W et al., 2011). 
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Κατά τθ διάρκεια τθσ μζςθσ ςωμιτογζνεςθσ (17 – 22 ςωμίτεσ), 4 δείκτεσ 

(cyclops, lefty1, lefty2, pitx2) εκωράηονται αςφμμετρα ςτθ πλευρικι μεςοδερμικι 

πλάκα με τθν ζκωραςι τουσ να γίνεται πιο εξειδικευμζνθ ςτα αριςτερά μζχρι και τθ 

περιοχι που επικαλφπτει τον καρδιακό χϊρο και είναι το ανϊτερο όριο. Θ 

καρδιακι περιοχι είναι μεγαλφτερθ από αυτι που ορίηει ο καρδιακόσ ςωλινασ 

αωοφ περιζχει και τα πρόδρομα κφτταρα τθσ μετζπειτα καρδιάσ (Smith KA et al., 

2011). Το ωράγμα του spaw όςον αωορά τθ μζςθ γραμμι είναι το lefty1, ενϊ το 

lefty2 περιορίηεται ςτο καρδιακό χϊρο και αυτό αποτελεί το ωράγμα για το 

αριςτερό μζροσ τθσ καρδιάσ, ϊςτε να μθν επθρεαςτεί θ αριςτερι-δεξιά 

αςυμμετρία αυτισ. Τζλοσ, πειράματα τοποκζτθςαν τθν ςθματοδότθςθ μζςω του 

BMP ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ και παράλλθλα με το charon που είναι 

ανταγωνιςτισ του Nodal (Hashimoto et al., 2004) ςτον κακοριςμό τθσ αριςτερισ-

δεξιάσ αςυμμετρίασ. Το bmp αποςιωπά τθν ζκωραςθ του spaw ςτθν δεξιά πλευρά 

τθσ πλευρικισ πλάκασ μεςοδζρματοσ και επάγει τθν ζκωραςθ του lefty1 ςτο 

οπίςκιο μζροσ τθσ νωτοχορδισ (Chocron et al., 2007) μζςω των υποδοχζων bmpr2a 

και bmpr2b, οι οποίοι κωδικοποιοφνται από δφο zebrafish ορκόλογα των 

υποδοχζων τφπου ΙΙ των BMPs (Εικόνα 18). Ανάλυςθ από τον Monteiro και 

ςυνεργάτεσ (Monteiro et al., 2008) των ωαινοτφπων που προκάλεςε θ απαλοιωι 

των  bmpr2a και bmpr2b ζδειξε ότι τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα πραγματοποιοφςαν 

μθ ωυςιολογικό jogging τθσ καρδιάσ. Το BMP μόριο που ευκφνεται για αυτό 

πικανότατα είναι το ΒMP2  (Lenhart et al., 2011). 
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Εικόνα 18. Παροδικι αποςιϊπθςθ των υποδοχζων bmpr2a bmpr2b διαταράςςει τθν πλευρικότθτα 
τθσ καρδίασ, μζςω τθσ μθ φυςιολογικισ ρφκμιςθσ των spaw, lefty1 &lefty2 ςτο LPM. Ανάλυςθ τθσ 
ζκωραςθσ του cmlc2 ςτισ 32 ϊρεσ (A–G) και ςτισ 48 ϊρεσ (H–N) ςε bmpr2aMO3 και bmpr2bMO3 
ζμβρυα. (A) Αγρίου-τφπου ζμβρυα. Αποςιϊπθςθ του bmpr2a (B, C) ι του bmpr2b (E–G) προκαλεί 
τυχαιοποίθςθ τθσ κάμψθσ τθσ καρδιάσ (jogging). (Θ) Φυςιολογικι ςτροωι τθσ καρδιάσ (D-loop) ςτισ 
48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Τα bmpr2a morphants παρουςιάηουν ωυςιολογικό (I), μειωμζνο (J) ι 
ανεςτραμμζνθ ςτροωι τθσ καρδιάσ (K) (Ρθγι:Monteiro et al., 2008). 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

Παθήςεισ του Περιφερικοφ Νευρικοφ ΢υςτήματοσ (ΠΝ΢). 

 

1.4.1 ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΕ΢ ΝΕΤΡΟΠΑΘΕΙΕ΢ 

Οι πακιςεισ του ΡΝΣ (περιωερικζσ νευροπάκειεσ) οωείλονται ςτθν αλλαγι 

τθσ δομισ και κατά ςυνζπεια τθ δυςλειτουργία των κινθτικϊν, αιςκθτικϊν και 

αυτόνομων νευρϊνων του ΡΝΣ. Τα αίτια εμωάνιςθσ νευροπακειϊν ποικίλουν και 

μπορεί να είναι είτε κλθρονομικά, είτε επίκτθτα. Οι περιωερικζσ νευροπάκειεσ 

ανάλογα με τον αρικμό των νεφρων που πλιττονται κατατάςςονται ςε: 

1. μονό ‐ νευροπάκειεσ 

2. πολφ ‐ νευροπάκειεσ 

Θ ταξινόμθςθ των περιωερικϊν νευροπακειϊν με βάςθ τα κυριότερα αίτια που τισ 

προκαλοφν μπορεί να γίνει ωσ εξισ: 
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 Κλθρονομικζσ νευροπάκειεσ (αιςκθτικοκινθτικζσ νευροπάκειεσ, αιςκθτικζσ 

και αυτόνομεσ νευροπάκειεσ, οικογενείσ αμυλοειδικζσ πολυνευροπάκειεσ 

κ.α.) 

 Νευροπάκειεσ λόγω μεταβολικϊν/ενδοκρινικϊν νοςθμάτων (ςακχαρϊδθσ 

διαβιτθσ, χρόνια νεωρικι ανεπάρκεια, πορωυρία, αμυλοείδωςθ, θπατικι 

ανεπάρκεια, υποκυρεοειδιςμόσ κ.α.) 

 Νευροπάκειεσ λόγω ζκκεςθσ ςε τοξικζσ ουςίεσ (λιψθ ωαρμάκων, 

κατανάλωςθ οινοπνεφματοσ, ζκκεςθ ςε διαλφτεσ, βαρζα μζταλλα και 

ωυτοωάρμακα κ.α.) 

 Νευροπάκειεσ λόγω μολυςματικϊν αςκενειϊν (ιοί, βακτθρίδια κ.α.) 

 Φλεγμονϊδθσ Νευροπάκεια (ςφνδρομο Guillain – Barre) 

 Νευροπάκειεσ λόγω ζλλειψθσ βιταμινϊν (βιταμίνθ B12, βιταμίνθ Α κ.α.) 

 Νευροπάκειεσ λόγω πίεςθσ, ι τραυματιςμοφ 

 Νευροπάκειεσ λόγω παρουςίασ κακοικειασ (παρανεοπλαςματικά νοςιματα) 

Επίςθσ οι περιωερικζσ νευροπάκειεσ μποροφν να ταξινομθκοφν με βάςθ τθν 

πακοωυςιολογία τουσ ωσ εξισ: 

 Νευρωνοπάκειεσ: Οωείλονται ςε βλάβθ του κυτταρικοφ ςϊματοσ του νεφρου 

και κατά ςυνζπεια εκωφλιςθ του περιωερικοφ και του κεντρικοφ άξονα. Οι 

νευρωνοπάκειεσ μποροφν να διαχωριςτοφν ςε: 

 Κινθτικζσ, όπου παρουςιάηεται βλάβθ των κυττάρων των προςκίων κεράτων 

του νωτιαίου μυελοφ και εμωανίηουν μυϊκι αδυναμία, ατροωία των μυϊν και 

μείωςθ των αντανακλαςτικϊν. 

 Αιςκθτικζσ, όπου παρουςιάηεται βλάβθ των κυττάρων των νωτιαίων 

γαγγλίων και των γαγγλίων του αυτονόμου και εμωανίηουν μείωςθ τθσ 

αιςκθτικότθτασ, αιςκθτικι αταξία, μείωςθ των αντανακλαςτικϊν και 

παραιςκιςεισ. 

 Αξονικζσ νευροπάκειεσ: Ραρατθρείται βλάβθ ςτουσ νευράξονεσ των νευρικϊν 

ινϊν και παρουςιάηεται τόςο ςε κινθτικοφσ όςο και ςε αιςκθτικοφσ 

νευρϊνεσ. Χαρακτθρίηεται από τθν ζναρξθ τθσ εκωφλιςθσ από το 

περιωερικότερο τμιμα του άξονα με δευτερογενι απομυελίνωςθ. Κλινικά και 

θλεκτροωυςιολογικά παρουςιάηουν παρόμοια εικόνα με τισ νευρωνοπάκειεσ. 
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 Απομυελινωτικζσ νευροπάκειεσ: Ραρουςιάηεται εκωφλιςθ του ελφτρου τθσ 

μυελίνθσ των κυττάρων του Schwann και ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν 

καταςτροωι τθσ μυελίνθσ των περιωερικϊν νεφρων με ςχετικι διατιρθςθ 

του άξονα. Κλινικά εκωράηεται με μυϊκι αδυναμία και ιπιεσ διαταραχζσ τθσ 

αιςκθτικότθτασ και θλεκτροωυςιολογικά παρατθρείται μεγάλθ μείωςθ των 

ταχυτιτων αγωγισ. Θ αποκατάςταςθ εξαρτάται από τθν απομυελίνωςθ που 

λόγω τθσ ςχετικισ διατιρθςθσ του άξονα ςυνικωσ γίνεται με γριγορουσ 

ρυκμοφσ (εβδομάδεσ ι μινεσ). Επαναλαμβανόμενθ απομυελίνωςθ – 

επαναμυελίνωςθ οδθγεί ςε πολλαπλαςιαςμό των ςυγκεντρικϊν ςτιβάδων 

των κυττάρων του Schwann, γφρω από τον περιωερικό άξονα. Ο ςχθματιςμόσ 

που προκφπτει ονομάηεται τφπου «βολβοφ κρεμμυδιοφ» («onion bulb») και 

ςυναντάται κυρίωσ ςε χρόνιεσ και κλθρονομικζσ απομυελινωτικζσ 

πολυνευροπάκειεσ. 

 Μεικτζσ  πολυνευροπάκειεσ.  Στισ νευροπάκειεσ αυτζσ παρατθρείται τόςο 

αξονικι όςο και απομυελινωτικι εκωφλιςθ. 

 
1.4.2 ΠΟΛΤΝΕΤΡΟΠΑΘΕΙΑ CHARCOT–MARIE–TOOTH (CMT). 

Θ πολυνευροπάκεια Charcot‐Marie‐Tooth (CMT) ι Κλθρονομικι 

ΑιςκθτικόΚινθτικι Νευροπάκεια (Hereditary motor and sensory neuropathy –

HMSN) ι Ρερονιαία Μυϊκι Ατροωία (peroneal muscular atrophy), περιγράωθκε για 

πρϊτθ ωορά το 1886 από τουσ Jean‐Martin Charcot και Pierre Marie ςτο Ραρίςι και 

Howard Henry Tooth ςτο Κζμπριτη, από τουσ οποίουσ πιρε και το όνομα τθσ 

(Charcot, 1886,  Tooth, 1886). Οι Charcot, Marie και Tooth επιχείρθςαν να δϊςουν 

μια ςυνοπτικι περιγραωι τθσ νόςου με τα εξισ γενικά χαρακτθριςτικά: 

 Είναι κλθρονομικι νόςοσ. 

 Θ ζναρξθ των ςυμπτωμάτων τθσ νόςου αρχίηει από τθν πρϊτθ μζχρι 

τθν τρίτθ δεκαετία τθσ ηωισ των αςκενϊν. 

 Ραρουςιάηεται κατά κφριο λόγο με αδυναμία και ατροωία ςτουσ 

περονιαίουσ μφεσ παρά ςτουσ μφεσ των περιωερικϊν τμθμάτων των άκρων. 

 Συχνά ςυνυπάρχουν αιςκθτικζσ διαταραχζσ και μείωςθ ι εξάλειψθ 

των τενόντιων αντανακλαςτικϊν. 

 Ραρουςιάηεται ζντονθ ποδικι καμάρα ‐ κοιλοποδία (pes cavus) 
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 Ζχει αργι προοδευτικι πορεία. 

Τθν δεκαετία του 60 οι Dyck και Lambert (1968a, 1968b) ταξινόμθςαν τθν CMT ςε 4 

τφπουσ, ςτθριηόμενοι: 

 ςτο διαωορετικό μοντζλο κλθρονόμθςθσ 

 ςτισ ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρων 

 ςτθν ομάδα των ινϊν που επθρεάηονταν, και 

 ςτθ μελζτθ του εγκεωαλονωτιαίου υγροφ 

Οι τφποι αυτοί ιταν: 

1. Κλθρονομικι Αιςκθτικοκινθτικι Νευροπάκεια Τφπου 1 (Hereditary 

Motor and Sensory Neuropathy- 1 HMSN1 ι CMT1) 

2. Κλθρονομικι Αιςκθτικοκινθτικι Νευροπάκεια Τφπου 2 (Hereditary 

Motor and Sensory Neuropathy-2 HMSN2 ι CMT2) 

3. Κλθρονομικι Κινθτικι Νευροπάκεια (Hereditary Motor Neuropathy-

HMN) 

4. Κλθρονομικι Αιςκθτικοκινθτικι Νευροπάκεια Τφπου 3 (Hereditary 

Motor and Sensory Neuropathy-3 HMSN3 ι CMT3). 

Με βάςθ τα θλεκτροωυςιολογικά και πακολογικά κριτιρια θ CMT διαχωρίηεται ςε 

δφο μεγάλεσ κατθγορίεσ.  

1. Ο πρϊτοσ τφποσ είναι ο απομυελινωτικόσ (demyelinating), ςτον 

οποίον οι κινθτικζσ ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρων (MNCV) των περιωερικϊν 

τμθμάτων είναι ςυνικωσ μικρότερεσ από 38 m/s και  

2. Ο δεφτεροσ τφποσ είναι ο αξονικόσ (axonal), ςτον οποίο οι κινθτικζσ 

ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρων (MNCV) ζχουν κανονικζσ ι ελαωρά μειωμζνεσ 

τιμζσ (Berger et al., 2002). 

Ρρόςωατα περιγράωθκε και ο μικτόσ τφποσ ο οποίοσ είναι ζνασ ςυνδυαςμόσ 

απομυελινωτικοφ και αξονικοφ τφπου με ενδιάμεςεσ ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρου 

(Mastaglia et al., 1999). 

Ο απομυελινωτικόσ τφποσ χαρακτθρίηεται κυρίωσ από εκωυλιςμό τθσ 

μυελίνθσ που περιβάλει τον άξονα των περιωερικϊν νεφρων, τθσ οποίασ θ κφρια 

λειτουργία είναι θ αφξθςθ των ταχυτιτων αγωγισ νεφρων. Αποτζλεςμα των πιο 

πάνω είναι να παρουςιάηονται μειωμζνεσ ταχφτθτεσ ςτα θλεκτοωυςιολογικά 
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ευριματα για τον τφπο αυτόν. Ο αξονικόσ τφποσ χαρακτθρίηεται κυρίωσ από 

εκωυλιςμό του ίδιου του άξονα και ωσ εκ τοφτου οι ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρων 

διατθροφνται ςχετικά ςε ωυςιολογικζσ τιμζσ παρά τισ αιςκθτικοκινθτικζσ αδυναμίεσ 

που παρατθροφνται. Με βάςθ τον τρόπο κλθρονόμθςθσ θ CMT διαχωρίηεται ςε 

επικρατθτικό αυτοςωματικό (autosomal dominant‐AD) (Dyck and Lambert, 1968), 

υπολειπόμενο αυτοςωματικό (autosomal recessive‐AR) (Harding and Thomas, 

1980b) και ωυλοςφνδετο (X‐linked) τφπο (Fischbeck et al., 1986). 

Αποτζλεςμα των πιο πάνω διαχωριςμϊν ιταν θ ταξινόμθςθ τθσ 

πολυνευροπάκειασ CMT ςτουσ τφπουσ: CMT1, CMT2, CMT3, CMT4 και CMTX 

(Harding and Thomas, 1980a,  Harding and Thomas, 1980b,  Rozear et al., 1987). 

 

1.4.3 Περιγραφι τθσ Charcot- Marie- Tooth πολυνευροπάκειασ. 
 

Θ CMT πολυνευροπάκεια χαρακτθρίηεται από μεγάλθ κλινικι και γενετικι 

ετερογζνεια, τα βαςικά κλινικά χαρακτθριςτικά γνωρίςματα είναι θ αδυναμία και 

ατροωία των άκρων με βραδεία εξελικτικι πορεία, παρακλινικά δε από μεγάλθ 

επιβράδυνςθ τθσ κινθτικισ ταχφτθτασ αγωγισ ςτα περιωερικά νεφρα. Θ 

νευροπάκεια αυτι οωείλεται ςε ζνα μεγάλο αρικμό μεταλλάξεων που 

παρουςιάηονται ςε περιςςότερα από 80 υπεφκυνα γονίδια (Timmerman et al., 

2014). Δεν είναι ςπάνια νόςοσ αωοφ εμωανίηεται με ςυχνότθτα 30-40 ανά 100,000 

κατοίκουσ, δθλ. ςχεδόν 1/2500 άτομα (Skre et al., 1974). Ππωσ αναωζρκθκε θ 

πάκθςθ αυτι κλθρονομείται και με τουσ τρεισ μεντελικοφσ τρόπουσ (υπερζχων και 

υποτελισ αυτοςωματικόσ κακϊσ και ωυλοςφνδετοσ) αν και ο υπερζχων ωαίνεται να 

είναι ο ςυχνότεροσ τρόποσ μεταβίβαςθσ (80-90% των περιπτϊςεων). 

Θ προςβολι ςτα κάτω άκρα αωορά τουσ μφεσ του άκρου ποδόσ, τουσ μφεσ 

τθσ κνιμθσ (ιδιαίτερα τουσ περονιαίουσ) και τουσ μφεσ του κάτω τριτθμορίου του 

μθροφ. Στα άνω άκρα θ προςβολι αρχίηει από τουσ μφεσ τθσ άκρασ χειρόσ και 

ςυνεχίηει προσ τα πάνω μζχρι πριν από τουσ αγκϊνεσ. Χαρακτθριςτικό τθσ νόςου 

είναι επίςθσ το καλπαςτικό βάδιςμα. Στα προςβεβλθμζνα άνω και κάτω άκρα 

παρατθρείται ακόμθ μείωςθ ι εξάλειψθ των αντανακλάςεων των τενόντων. Σε 

νευροωυςιολογικζσ μελζτεσ ςυνικωσ βρίςκουμε επιβράδυνςθ τθσ κινθτικισ 

ταχφτθτασ αγωγισ ςτα περιωερικά νεφρα, ενϊ οι βιοψίεσ νεφρων δείχνουν 

ελάττωςθ των μεγάλων αιςκθτικό‐κινθτικϊν ινϊν με αφξθςθ του ενδονευρικοφ 
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ςυνδετικοφ ιςτοφ. Ρροςβάλλονται τόςο οι νευράξονεσ όςο και θ μυελίνθ και κατά 

κανόνα θ βλάβθ αωορά πολφ περιςςότερο τα περιωερικά απ’ ότι τα κεντρικά 

τμιματα των νεφρων. 

Εικόνα 19. Αςκενείσ με CMT: Χαρακτθριςτικι ποδικι καμάρα ‐
κοιλοποδία (pes cavus) ςε αςκενι με CMT (Ρθγι: Reilly et al., 
2009). 

 

 

 

 

Θ CMT πολυνευροπάκεια με βάςθ κλινικά, νευροωυςιολογικά, 

νευροπακολογικά, ιςτοπακολογικά και νευρογενετικά κριτιρια ςφμωωνα με τθν 

πρόςωατθ διεκνι βιβλιογραωία ταξινομείται ωσ εξισ: 
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Πίνακασ 4. Σαξινόμηςη τησ πολυνευροπάθειασ CMT 

 

1.4.4 Θ αξονικι πολυνευροπάκεια CMT2D 

Θ πολυνευροπάκεια CMT2D ςυνδζεται με ςθμειακζσ μεταλλάξεισ του 

γονιδίου τθσ αμινοάκυλο-tRNA ςυνκετάςθσ GARS (glycyl‐tRNAsynthetase) το οποίο 

χαρτογραωικθκε ςτο χρωμόςωμα 7p15 (Ionasescu et al., 1996a). Θ κωδικοποιοφςα 

πρωτεΐνθ ςυμμετζχει ςτισ διαδικαςίεσ μετάωραςθσ και μεταλλάξεισ του γονιδίου 

επθρεάηουν τθ ςφνκεςθ τθσ πρωτεΐνθσ που παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ διατιρθςθ 
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και τθν καλι λειτουργία των κινθτικϊν νεφρων (Antonellis et al., 2003). Θ νόςοσ 

εκδθλϊνεται ςε θλικίεσ μεταξφ 8 και 36 ετϊν. Αρχικά επθρεάηει τουσ μικροφσ μφεσ 

των άνω άκρων και ςτθ ςυνζχεια ςε μικρότερθ ζκταςθ τα κάτω άκρα. Οι κινθτικζσ 

ταχφτθτεσ αγωγισ νεφρων είναι ωυςιολογικζσ, ενϊ παρατθρείται απϊλεια των 

μεγαλυτζρων ςε διάμετρο κινθτικϊν αξόνων. 

1.4.5 tRNA και αμινοάκυλο-tRNA ςυνκετάςεσ: Ο ρόλοσ τουσ ςτθν 

πρωτεϊνοςφνκεςθ 

Θ μετάωραςθ των tRNA κατά τθν πρωτεϊνοςφνκεςθ περιλαμβάνει τθν 

αμινοακυλίωςθ των μορίων tRNA, τθ μεταωορά τουσ ςτο ριβόςωμα, με τθ βοικεια 

του παράγοντα επιμικυνςθσ EF-Tu, και τθ δθμιουργία πεπτιδικοφ δεςμοφ μεταξφ 

των αμινοξζων (Εικόνα 20) . Θ ενςωμάτωςθ ενόσ αμινοξζοσ ςε μια ςυγκεκριμζνθ 

κζςθ ενόσ νεοςυντικζμενου πεπτιδίου κακορίηεται κυρίωσ από το ςωςτό 

ςυνδυαςμό αμινοξζοσ–μορίου tRNA και τθν αλλθλεπίδραςθ του αντικωδικονίου 

του αμινοακυλιωμζνου tRNA με το κατάλλθλο κωδικόνιο του mRNA. Επομζνωσ, θ 

πιςτότθτα τθσ ςφνκεςθσ των αμινοάκυλο-tRNA μορίων εξαςωαλίηει τθν 

απρόςκοπτθ ροι κατάλλθλων υποςτρωμάτων προσ το ριβόςωμα, αλλά και από τθ 

δομικι ακεραιότθτα του ριβοςϊματοσ. Θ διεργαςία αυτι περιλαμβάνει τθν 

εςτεροποίθςθ τθσ καρβοξυλομάδασ ενόσ και μόνο ςυγκεκριμζνου αμινοξζοσ ςτθν 

υδροξυλομάδα τθσ αδενίνθσ ςτο 3ϋ-CCA άκρο του μορίου tRNA (Rould et al., 1989). 

Θ αντίδραςθ καταλφεται από μια οικογζνεια εξελικτικά ςυντθρθμζνων ενηφμων, τα 

οποία ονομάηονται αμινοάκυλο-tRNA ςυνκετάςεσ. Θ πιςτότθτα τθσ μετάωραςθσ 

εξαρτάται κυρίωσ από δφο βαςικζσ ιδιότθτεσ που εξαςωαλίηουν τα ζνηυμα αυτά: τθ 

ςωςτι εςτεροποίθςθ του ςυγγενοφσ αμινοξζοσ (cognate amino acid) ςτο ςυγγενζσ 

του μόριο tRNA (cognate tRNA) και τθν απομάκρυνςθ μθ ςυγγενϊν αμινοξζων, τα 

οποία δεςμεφονται ςε μθ ςυγγενι μόρια tRNA (Ibba & Soll, 2000). Υπάρχουν βζβαια 

και άλλα ςθμεία ελζγχου των αμινοακυλιωμζνων tRNA κακϊσ αυτά μεταωζρονται 

ςτο ριβόςωμα ςε ςφμπλοκο με τον παράγοντα επιμικυνςθσ Τu. Ο παραγόντασ EF-

Tu χρθςιμοποιεί ωσ δότθ ενζργειασ τθν υδρόλυςθ GTP για τθ μεταωορά των 

αμινοακυλιωμζνων tRNA ςτο ριβόςωμα. Στα πλαίςια τθσ επιδιόρκωςθσ, τα 

λανκαςμζνα μόρια tRNA αποδεςμεφονται πριν ι μετά τθν απελευκζρωςθ του EF-

Tu. Ο παράγοντασ EF-Tu ςυνειςωζρει ςτθν πιςτότθτα τθσ μετάωραςθσ με τρεισ 
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κυρίωσ τρόπουσ (Thompson et al., 1986,  Ibba & Soll, 1999). Θ αξιολόγθςθ λοιπόν 

των αμινοακυλιωμζνων tRNA ξεκινά από τισ ςυνκετάςεσ. Στο γζνωμα τον 

κθλαςτικϊν υπάρχουν 37 γονίδια AARS που κωδικοποιοφν 17 κυταροπλαςματικά 

και 17 μιτοχονδριακά ζνηυμα. Σε τρεισ περιπτϊςεισ, μεταξφ των οποίων και το 

GARS, ζνα μόνο γονίδιο κωδικοποιεί τόςο τθ κυτταροπλαςματικι όςο και τθ 

μιτοχονδριακι πρωτεΐνθ (Antonellis et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20. ΢χθματικι αναπαράςταςθ του μθχανιςμοφ τθσ μετάφραςθσ. Αρχικά, τα αμινοξζα 
αμινοακυλιϊνονται με τα αντίςτοιχα μόρια t-RNA από τισ κατάλλθλεσ αμινοάκυλο-tRNA ςυνκετάςεσ. 
Στθ ςυνζχεια, τα αμινοακυλιωμζνα-tRNA μεταωζρονται με τθ βοικεια του παράγοντα επιμικυνςθσ 
EF-Tu ςτο ριβόςωμα για τθ δθμιουργία του πεπτιδικοφ δεςμοφ. 

Οι αμινοάκυλο-tRNA ςυνκετάςεσ διαχωρίηονται ςε δφο κλάςεισ, Ι και ΙΙ, 

ανάλογα με τθν τοπολογία των ενεργϊν τουσ κζντρων και τα δομικά τουσ μοτίβα 

(Eriani et al., 1990). Κάκε κλάςθ περιλαμβάνει δζκα ζνηυμα ςτθν πλειονότθτα των 

οργανιςμϊν, που ζχουν μελετθκεί ωσ τϊρα (Πίνακασ 5).  
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Πίνακασ 5. Αμινο-άκυλο tRNA ςυνκετάςεσ. 

1.4.6 Θ αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ γλυκίνθσ GARS. 

Θ ενεργι μορωι τθσ πρωτεΐνθσ είναι ζνα ομοδιμερζσ. Στον άνκρωπο τα 

μονομερι αποτελοφνται από 685 αμινοξζα και υπάρχουν τζςςερισ διακριτζσ 

λειτουργικζσ περιοχζσ: α) τθν WHEP-TRS περιοχι (αμιοξζα 13-63), β) δφο 

καταλυτικζσ περιοχζσ (αμινοξζα 92-168 και 241-324) και γ) τθ περιοχι ςφνδεςθσ του 

αντικωδικονίου (αμινοξζα 557-655). Μζχρι ςιμερα ζχουν αναωερκεί 12 επικρατισ 

ςθμειακζσ μεταλλάξεισ ςτθν ανκρϊπινθ GARS διαςκορπιςμζνεσ ςε όλο το μικοσ τθσ 

πρωτεΐνθσ που ςχετίηονται με τθ αξονικι μορωι CMT2D (Εικόνα 21). Επιπλζον, 

μεταλλάξεισ ςε άλλεσ τζςςερισ αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςεσ ζχουν ςυςχετιςτεί με 

τθ αξονικι πολυνευροπάκεια CMT (Jordanova et al., 2006, Latour et al., 2010, 

Vester et al., 2013, Gonzalez et al., 2013).  

Εικόνα 21. ΢χθματικι απεικόνιςθ των μονομερϊν GARS και γνωςτϊν μεταλλάξεων ςτον άνκρωπο  
(Ρθγι: Motley et al., 2013). 
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1.4.7 Ηωικά μοντζλα τθσ CMT2D 

CMT2D μοντζλα ποντικοφ 

Τρία μεταλλαγμζνα μοντζλα ποντικοφ για τθ πολυνευροπάκεια CMT2D 

ζχουν αναωερκεί μζχρι ςτιγμισ (Seburn et al., 2006, Achilli et al., 2009). Τα δφο από 

αυτά ωζρουν επικρατι μετάλλαξθ ςτο Gars γονίδιο (GarsNmf249 και GarsC201R) και 

μοιράηονται κοινά πακοωυςιολογικά χαρακτθριςτικά με τουσ ανκρϊπουσ. 

Συγκεκριμζνα το GarsNmf249 ποντίκι ωζρει τθν αντικατάςταςθ μιασ CC αλλθλουχίασ 

με τθν ΑΑΑΤΑ και προκαλεί τθν αντικατάςταςθ τθσ ωυςιολογικισ λυςίνθσ ςε μία 

τυροςίνθ ςτο αμινοξικό κατάλοιπο 278  και αντιςτοιχεί ςτθν ανκρϊπινθ P234KY 

(Seburn et al., 2006). Τα ετερόηυγα μεταλλαγμζνα ποντίκια εμωανίηουν μειωμζνο 

ςωματικό βάροσ και απϊλεια των κινθτικϊν αξόνων μεγάλθσ διαμζτρου. Επίςθσ, οι 

νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ δεν αναπτφςςονται ωυςιολογικά με μερικι ι κακόλου 

νεφρωςθ. Θ ταχφτθτα μετάδοςθσ ςιματοσ ςτουσ νευρϊνεσ είναι ςθμαντικά 

μειωμζνθ, ενϊ το ζλυτρο τθσ μυελίνθσ των αξόνων παραμζνει ωυςιολογικό. Τζλοσ, 

τα ποντίκια ηοφνε για 6-8 εβδομάδεσ. Συνεπϊσ, παρατθροφμε πωσ τα κλινικά 

χαρακτθριςτικά του ςυγκεκριμζνου μοντζλου είναι αρκετά πιο ςοβαρά ςε ςχζςθ με 

τον άνκρωπο.  

Μελζτεσ για in vitro αμινοακυλίωςθ του tRNA ζδειξαν πωσ θ Nmf249  

μετάλλαξθ δεν επθρεάηει τθ δραςτικότθτα του ενηφμου, ενϊ και τα ολικά επίπεδα 

των μεταγράωων του γονιδίου παραμζνουν ςτα ίδια επίπεδα με τα αγρίου-τφπου 

ποντίκια. Τα αποτελζςματα αυτά οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα πωσ θ μεταλλαγμζνθ 

πρωτεΐνθ αποτελεί μία νεομορωι ι ενίςχυςθ τθσ λειτουργίασ τθσ Gars (gain of 

function).  

Το δεφτερο  μοντζλο ποντικοφ προιρκε από τυχαία μεταλλαξιγζνεςθ με 

αικυλονιτροουρία (ΕΝU) και τα μεταλλαγμζνα ποντίκια ωζρουν μία ςθμειακι 

μετάλλαξθ που προκαλεί τθν αντικατάςταςθ τθσ κυςτεΐνθσ ςε μία τυροςίνθ ςτθ 

κζςθ 201 (C201R). Ο ωαινότυποσ τθσ των Gars+/C201R είναι αρκετά πιο ιπιοσ από τον  

Nmf249, ενϊ τα μεταλλαγμζνα ομόηυγα ποντίκια ηοφνε μοναχά για 2 εβδομάδεσ και 

με πλθκϊρα κινθτικϊν προβλθμάτων. Συγκεκριμζνα βιοψίεσ ιςχιακοφ νεφρου ςε 

ποντίκια Gars+/C201R 17 μθνϊν ζδειξαν μία μείωςθ κατά 50% των μεγαλφτερων 

κινθτικϊν αξόνων, χωρίσ να επθρεάηεται θ ταχφτθτα μετάδοςθσ του ςιματοσ. 

Ραράλλθλα, οι νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ ιταν ωυςιολογικζσ, ενϊ τα ποντίκια 
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παρουςίαηαν απϊλεια βάρουσ. In vitro μελζτεσ αμινοακυλίωςθσ απζδειξαν πωσ ςτα 

ετερόηυγα ποντίκια το ζνηυμο παραμζνει πλιρωσ ενεργό, εν αντικζςει με τα 

ομόηυγα μεταλλαγμζνα που θ ενεργότθτα τθσ Gars μειϊνεται κατά 60%. Τζλοσ, ςτα 

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από ετροηυγοτά και ομοηυγοτά άτομα 15 θμερϊν 

παρατθρικθκε ςθμαντικι αφξθςθ των επιπζδων τθσ Gars πρωτεΐνθσ, ενϊ ςε 

μετζπειτα θλικιακά ςτάδια ιταν ςε ωυςιολογικά επίπεδα. Τα αποτελζςματα αυτά 

δείχνουν πόςο ςθμαντικι είναι θ Gars κατά τθν ανάπτυξθ (λόγω αυξθμζνων 

πρωτεϊνοςυνκετικϊν απαιτιςεων).  

Το τρίτο μοντζλο ποντικοφ για τθν πολυνευροπάκεια CMT2D είναι το 

GarsXM256 που ωζρει μία ‘καςζταϋ παρεμβολισ ςτο δεφτερο εξϊνιο με αποτζλεςμα 

τθ μείωςθ των επιπζδων των mRNA ςτα ετερόηυγα ποντίκια κατά 50%. Ραρόλα 

αυτά δεν εμωανίηουν κάποιο νευρομυϊκό ωαινότυπο και ςε ομόηυγθ κατάςταςθ ο 

XM256 αλλθλόμορωοσ είναι εμβρυϊκόσ κνθςιγόνοσ. Συνεπϊσ, ο ςυγκεκριμζνοσ 

αλλθλόμορωοσ αποτελεί ζνα  μοντζλο απϊλειασ τθσ λειτουργίασ τθσ Gars (Seburn et 

al., 2006).  

Τόςο ο Nmf249 όςο και ο C201R αλλθλόμορωοσ διαςταυρϊκθκαν με τον 

XM256 (Πίνακασ 6). Ραρόλο το γεγονόσ πωσ θ ενεργότθτα του ενηφμου δεν 

επθρεάηεται, οι διπλοί ετεροηυγϊτεσ δεν επιβίωναν, γεγονόσ που αποδεικνφει πωσ 

οι μεταλλάξεισ P278KY και C201R προκαλοφν το ωαινότυπο μζςω ενόσ μθχανιςμοφ 

ενίςχυςθσ τθσ λειτουργίασ τθσ πρωτεΐνθσ και πωσ θ παρουςία τθσ αγρίου-τφπου 

πρωτεΐνθσ μετριάηει τον ωαινότυπο. Τζλοσ, ο CMT2D ωαινότυποσ εμωανιηόταν ςτα 

μεταλλαγμζνα ποντίκια ακόμα και όταν υπερεκωραηόταν θ αγρίου-τφπου 

ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ (Motley et al., 2011) και μάλιςτα όςο αυξάνεται θ γενετικι 

δόςθ των μεταλλάξεων (όπωσ ςτα GarsC201R/C201R ποντίκια) τόςο πιο ζντονοσ είναι ο 

νευρομυϊκόσ ωαινότυποσ. Θ υπερζκωραςθ τθσ αγρίου-τφπου πρωτεΐνθσ ςτα 

όμοηυγα C201R  και C201R/XM256 ποντίκια αποκακιςτοφςε πλιρωσ τθ βιωςιμότθτα 

των εμβρφων, γεγονόσ που αποδεικνφει πωσ θ εμβρυικι κνθςιμότθτα που 

παρατθρείται οωείλεται ςτθν απουςία λειτουργικισ πρωτεΐνθσ, ενϊ ο αξονικόσ 

ωαινότυποσ όχι. Άλλωςτε το γονίδιο εκωράηεται ςε κάκε κφτταρο και είναι 

απαραίτθτο για τθν ζναρξθ τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ. 
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Πίνακασ 6. Φαινότυποι των μοντζλων ποντικοφ τθσ πολυνευροπάκειασ CMT2D  

(Ρθγι:Motley et al., 2010) 
 

CMT2D μοντζλο μφγασ Drosophila Melanogaster 

Το γονίδιο aars-gly ςτθ μφγα ζχει περίπου 60% ομολογία με το ανκρϊπινο 

GARS. To 2007 αναωζρκθκε θ πρϊτθ μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ μφγασ που 

προκαλοφςε μία αμινοξικι αντικατάςταςθ ςτθ πρωτεΐνθ αντίςτοιχθ με εκείνθ τθσ 

P98L ςτον άνκρωπο. Ο γενετικόσ ζλεγχοσ πραγματοποιικθκε με το ςφςτθμα 

MARCM (Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker) που δίνει τθ δυνατότθτα 

μελζτθσ ςυγκεκριμζνων κυττάρων με μεταλλαγμζνεσ πρωτεΐνεσ ςε ετεροηυγωτό 

περιβάλλον (Chihara et al., 2007).       

Στισ μεταλλαγμζνεσ ομόηυγεσ μφγεσ παρουςιάςτθκε απϊλεια τθσ 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ λόγω τθσ μετάλλαξθσ και ωσ ςυνζπεια θ ανάπτυξθ και θ 
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διακλάδωςθ των νευρϊνων ιταν ελλιπισ. Επίςθσ, ςε πειράματα καταςτολισ τθσ 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ των μιτοχονδρίων ζδωςαν ζνα αντίςτοιχο αξονικό ωαινότυπο. 

Άλλωςτε το GARS εκωράηει τόςο τθ κυτταροπλαςματικι πρωτεΐνθ, όςο και τθ 

μιτοχονδριακι. Στθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ ιταν θ πρϊτθ ωορά που ζγινε προςπάκεια 

ςφνδεςθσ του ωαινοτφπου τθσ μφγασ με τθν ανκρϊπινθ αςκζνεια, μζςω μιασ ςειράσ 

πειραμάτων βελτίωςθσ του ωαινοτφπου. Ζτςι, όταν υπερεκωράςτθκε θ αγρίου-

τφπου ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ ο ωαινότυποσ διαςωηότανε. Αντικζτωσ, θ ζκωραςθ τθσ 

ανκρϊπινθσ GARSE71G και GARSL129P δεν είχε καμία επίδραςθ ςτο ωαινότυπο 

(Chihara et al., 2007). Ραρατθροφμε πωσ θ μελζτθ που ζγινε ςτισ Drosophila 

δείχνουν πόςο ςθμαντικό ρόλο ζχει θ πρωτεϊνοςφνκεςθ ςτουσ αναπτυςςόμενουσ 

νευρϊνεσ. Ραρόλα αυτά, παρόμοιεσ μελζτεσ δεν ζγιναν ςε μθ νευρικό ιςτό  και 

κατά ςυνζπεια δεν γνωρίηουμε αν ο αξονικόσ ωαινότυποσ είναι ειδικόσ ι οωείλεται 

ςτο γενικότερο πλαίςιο τθσ αναςτολισ τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ.  

1.4.8 Μελζτεσ ζκφραςθσ και λειτουργίασ τθσ GARS ςε κυτταρικζσ καλλιζργειεσ. 

Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ςτθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ ζδειξαν ότι θ πλειοψθωία 

των μεταλλάξεων που ςχετίηονται με τθ πολυνευροπάκεια βρίςκονται ςτθ περιοχι 

ςφνδεςθσ τον μονομερϊν GARS (Εικόνα 22) προσ ςχθματιςμό τθσ ενεργοφσ 

ομοδιμερισ μορωισ (Xie et al., 2007, Cadez et al., 2007). Σε in vitro πειράματα 

ανοςο-κατακριμνιςθσ τθσ ενδογενισ πρωτεΐνθσ του ποντικοφ με τισ μεταλλαγμζνεσ 

ανκρϊπινεσ GARS ζδειξαν ότι θ L129P και θ G240R δεν ςχθμάτιηαν κακόλου διμερι, 

εν αντικζςει με τισ G526R, D500N και S581L που ενίςχυαν τον ςχθματιςμό των 

διμερϊν (Nagle et al., 200&). Ραράλλθλα, θ P234KY και θ Θ418R δεν επθρζαηαν 

κακόλου το διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ.  

Επιπλζον, ςε in vitro πειράματα αμινοακυλίωςθσ των tRNA ζδειξαν πωσ μόνο 

θ L129P, θ G240R και θ G526R κακιςτοφν τθ πρωτεΐνθ ανενεργι (Xie et al., 2007). 

Επίςθσ, ςε αναλφςεισ ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ παρατθρικθκε πωσ τρεισ  

ανκρϊπινεσ μεταλλάξεισ (L129P, H418R και G526R) δεν κατάωεραν να διαςϊςουν 

τισ GRS1 μεταλλαγμζνεσ ηφμεσ. Συνεπϊσ, ςυμπεραίνουμε πωσ θ εμωάνιςθ τθσ 

αςκζνειασ δεν ςυνδζεται απαραίτθτα  με τθν απϊλεια τθσ ικανότθτασ διμεριςμοφ 

και τθν ενεργότθτα τθσ πρωτεΐνθσ.      
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Εικόνα 22. Κατανομι των μεταλλάξεων ςτθν τριτοταγι δομι τθσ GARS 

(Ρθγι: Nagle et al., 2007).   

Τζλοσ, προθγοφμενεσ μελζτεσ πάνω ςτο ενδοκυτταρικό εντοπιςμό τθσ GARS 

ςε κυτταροκαλλιζργειεσ πρόδρομων κινθτικϊν νευρϊνων ΝΜ-1 ζδειξαν πωσ το 

ζνηυμο ςχθματίηει κυτταροπλαςματικά ςφμπλοκα-κουκίδεσ, αλλά και μζςα ςτο 

πυρθνίςκο του κυτταρικοφ πυρινα (Antonellis et al., 2006). Αντικζτωσ, ςτισ 

μεταλλαγμζνεσ μορωζσ τθσ GARS δεν ςχθματίηονταν αυτά τα κυταροπλαςματικά 

ςφμπλοκα προκαλϊντασ ζνα πιο διάχυτο ςιμα μζςα ςτο κυταρόπλαςμα. 

Ραράλλθλα, ςε πειράματα ανοςοϊςτοχθμείασ εναντίον τθσ ενδογενοφσ πρωτεΐνθσ 

ζδειξαν πωσ τα ςυγκεκριμζνα ςφμπλοκα εμωανίηονται και κατά μικοσ των αξόνων 

ακόμα και ςτισ μεταλλαγμζνεσ μορωζσ τθσ GARS, με τον αρικμό τουσ όμωσ να 

διαωζρει από μετάλλαξθ ςε μετάλλαξθ (Griffin et al., 2014). 

1.4.9  Μεταλλάξεισ ςε διαφορετικζσ AARS που ζχουν ςυςχετιςτεί με τθν εμφάνιςθ 

ανκρϊπινων αςκενειϊν. 

Το GARS γονίδιο αποτελεί το πρϊτο από τισ 37 tRNA ςυνκετάςεσ που ζχει 

ςυςχετιςτεί με κάποια ανκρϊπινθ αςκζνεια. Ραρόλα αυτά μεταλλάξεισ ςε 7 

διαωορετικά γονίδια ζχουν ςυςχετιςτεί με μια ςειρά αςκενειϊν. Συγκεκριμζνα,  δφο 

νευροπάκειεσ  του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ  με υπολειπόμενο τρόπο 
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κλθρονομικότθτασ ζχουν ςυνδεκεί με μεταλλάξεισ ςε μιτοχονδρικζσ tRNA 

ςυνκετάςεσ (θ λευκοεγκεωαλοπάκεια με τθ μιτοχονδριακι αμινοάκυλο tRNA 

ςυνκετάςθ του αςπαραγικοφ οξζοσ-DARS2 και θ βρεωικι εγκεωαλοπάκεια τθσ 

παρεγκεωαλίδασ με τθ μιτοχονδριακι αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ αργινίνθσ-

RARS2) (Scheper et al., 2007, Edvardson et al., 2007).    

Επιπλζον, μεταλλάξεισ ςε ποντίκια ςτο επιδιορκωτικό κζντρο (editing 

domain) τθσ αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ αλανίνθσ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ 

λάκοσ ωόρτωςθ του tRNA με το αμινοξφ ςερίνθ. Αποτζλεςμα αυτισ τθσ λάκοσ 

επιλογισ αμινοξζοσ είναι θ ενεργοποίθςθ του ςτρεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου 

ωσ απάντθςθ ςτθ ςυςςϊρευςθ μθ ωυςιολογικϊν πρωτεϊνϊν και θ εμωάνιςθ 

εγκεωαλοπάκειασ και τον εκωυλιςμό των κυττάρων Purkinje του παρεγκεωαλιδικοφ 

ωλοιοφ (Lee et al., 2006).  

Τζλοσ, όπωσ προαναωζραμε μεταλλάξεισ ςε τουλάχιςτον 4 tRNA ςυνκετάςεσ 

ζχουν ςυνδεκεί με τθν εμωάνιςθ διάωορων τφπου CMT2 πολφνευροπάκειασ 

(Jordanova et al., 2006, Latour et al., 2010, Vester et al., 2013, Gonzalez et al., 2013).       

1.4.10 Πικανοί μθχανιςμοί τθσ GARS αξονοπάκειασ. 

Απϊλεια ικανότθτασ τθσ αμινοακυλίωςθσ του tRNA 

Ππωσ προαναωζραμε κάποιεσ από τθσ μελετθμζνεσ μεταλλάξεισ εμωανίηουν 

χαρακτθριςτικά μιασ μετάλλαξθσ απϊλειασ τθσ λειτουργίασ για τθν αμινοακυλίωςθ 

in vitro ι ςε αναλφςεισ ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ. Αυτά τα αποτελζςματα για 

τισ ςυγκεκριμζνεσ μεταλλάξεισ ςυμβαδίηουν με ζνα μθχανιςμό απλοανεπάρκειασ 

(haploinsufficiency). Αντικζτωσ, τα δεδομζνα από τα ηωικά μοντζλα που αναωζραμε 

αλλά και οι μεταλλάξεισ που δεν επθρεάηουν τθν ενεργότθτα του ενηφμου in vitro, 

δείχνουν πωσ θ αςκζνεια δεν μπορεί να προζρχεται απλϊσ από τθν απϊλεια τθσ 

ενεργότθτασ τθσ GARS. Ρράγματι το γεγονόσ πωσ το ετερόηυγο GarsXM256 ποντίκι δεν 

εμωανίηει ωαινότυπο, τα διπλά ετροηυγοτά ποντίκια (GarsΝmf249/ΧΜ256και 

GarsC201R/ΧΜ256) δεν επιβιϊνουν αλλά και πωσ θ Ε71G μεταλλαγμζνθ πρωτεΐνθ δεν 

διαςϊηει τον αξονικό ωαινότυπο ςτισ μφγεσ, οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα πωσ θ 

αςκζνεια πικανϊσ ςυνδζεται από μία τοξικι  ενίςχυςθ τθσ λειτουργίασ ι από ζνα 

επικρατθτικό αρνθτικό (Dominant negative) μθχανιςμό. Ραρόλα αυτά, θ απϊλεια 
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τθσ λειτουργίασ που παρατθρείτε ςε κάποιεσ μεταλλάξεισ ωαίνεται να παίηει κάποιο 

ρόλο ςτθ πακογζνεςθ τθσ πολυνευροπάκειασ.  

Εςφαλμζνθ φόρτωςθ του tRNA με λάκοσ αμινοξφ 

Εν αντικζςει με τισ λοιπζσ AARS, θ GARS δεν ωζρει επιδιορκωτικό κζντρο. Θ 

γλυκίνθ είναι το μικρότερο αμινοξφ και ζτςι θ κζςθ ςφνδεςθσ τθσ ςτο ζνηυμο είναι 

πολφ μικρι ϊςτε να ωορτωκεί κάποιο άλλο αμινοξφ. Συνεπϊσ θ πικανότθτα οι CMT 

ςυςχετιηόμενεσ μεταλλάξεισ να μειϊνουν τθν εξειδίκευςθ του ενηφμου για τθ 

γλυκίνθ είναι αρκετά μικρι. Θ φπαρξθ ωςτόςο ενόσ υπολειπόμενου 

νευροεκωυλιςτικοφ ωαινοτφπου ςτα ποντίκια (sticky) που προζρχεται από 

μετάλλαξθ ςτο επιδιορκωτικό κζντρο τθσ Αars (Lee et al., 2006), εγείρει ερωτιματα 

για πικανό ςυνδετικό μθχανιςμό ςτισ ανκρϊπινεσ αςκζνειεσ που οωείλονται ςτισ 

tRNA ςυνκετάςεσ.  

Δυςλειτουργία του πυρθνίςκου 

Ο ρόλοσ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο πυρθνίςκο είναι ακόμθ άγνωςτοσ. Το 2006 ο 

Antonellis και οι ςυνεργάτεσ του παρατιρθςαν πωσ θ GARS ςυνεντοπιηότανε με ζνα 

πυρθνικό αντιγόνο ςε SH-SY5Y κυτταροκαλλιζργειεσ. Στον πυρθνίςκο γίνεται θ 

παραγωγι αλλά και θ μεταγραωι των ριβοςωμάτων. Τα ριβοςϊματα εγκαταλείπουν τον 

πυρθνίςκο από τουσ πυρθνικοφσ πόρουσ και δζνονται ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο. Θ 

αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ μεκειονίνθσ (MARS) ζχει εντοπιςτεί και αυτι ςτο 

πυρθνίςκο και ζχει αποδειχκεί ότι ρυκμίηει τθ ςφνκεςθ του rRNA ςε 

πολλαπλαςιαηόμενα κφτταρα (Κο et al., 2000). Ραρόλα αυτά θ MARS απουςιάηει 

από τα κφτταρα ςε θρεμία. Είναι δφςκολο λοιπόν να γνωρίηουμε αν θ GARS ζχει μία 

αντίςτοιχθ ρυκμιςτικι λειτουργιά ςτο πυρθνίςκο και αν οι μεταλλάξεισ παίηουν 

κάποιο ρόλο ςτθν αςκζνεια.  

Διμεριςμόσ τθσ GARS 

Ο μθ ωυςιολογικόσ διμεριςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ επιδρά με διάωορουσ τρόπουσ 

ςτθ δυςλειτουργία τθσ GARS ι ςτθ τοξικότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ςτο νευρικό ιςτό. Ο 

διμεριςμόσ δεν αποτελεί από μόνοσ του ζνα ανεξάρτθτο μθχανιςμό, αλλά μια 

ςφνδεςθ μεταξφ τθσ βιοχθμείασ τθσ GARS και άλλων πακολόγων μθχανιςμϊν που 

προαναωζρκθκαν. Για παράδειγμα θ μονομερι μορωι τθσ πρωτεΐνθσ μπορεί να μθν 

κατανζμεται ςωςτά ςτουσ άξονεσ ι όπωσ κα δείξουμε μετζπειτα (βλζπε 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CE%B5%CF%84%CE%B1%CE%B3%CF%81%CE%B1%CF%86%CE%AE_%28%CE%B2%CE%B9%CE%BF%CE%BB%CE%BF%CE%B3%CE%AF%CE%B1%29
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A1%CE%B9%CE%B2%CE%BF%CF%83%CF%8E%CE%BC%CE%B1%CF%84%CE%B1
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CE%BD%CE%B4%CE%BF%CF%80%CE%BB%CE%B1%CF%83%CE%BC%CE%B1%CF%84%CE%B9%CE%BA%CF%8C_%CE%B4%CE%AF%CE%BA%CF%84%CF%85%CE%BF
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Αποτελζςματα Μζροσ Β) θ ςυςςϊρευςθ των μονομερϊν ςτα κφτταρα ζχουν τοξικι 

δράςθ.  

Μιτοχονδριακι δυςλειτουργία και τοξικότθτα  

Ζχουν αναωερκεί διάωορεσ ανωμαλίεσ ςτθ λειτουργία των μιτοχονδρίων 

ςτισ νευροεκωυλιςτικζσ αςκζνειεσ, ςυμπεριλαμβανομζνων και τθσ 

πολυνευροπάκειασ CMT. Συγκεκριμζνα θ τφπου 2Α προζρχεται από μεταλλάξεισ ςτο 

γονίδιο τθσ μιτοωυςίνθσ 2 (mitofusin 2-MNF2), μια μεμβρανικι πρωτεΐνθ που είναι 

υπεφκυνθ για τθ διατιρθςθ τθσ μιτοχονδριακισ μορωολογίασ (Zuchner et al., 2004). 

Επίςθσ, μεταλλάξεισ και ςε άλλεσ μεμβρανικζσ μιτοχονδριακζσ πρωτεΐνεσ, όπωσ ςτο 

GDAP1, ζχουν ςυνδεκεί με τθν εμωάνιςθ τθσ πολυνευροπάκειασ τφπου 2Κ και 4Α 

(Baxter et al., 2002, Cuesta et al., 2002). H GARS δεν είναι μία μεμβρανικι πρωτεΐνθ 

και κατά ςυνζπεια δεν ζχει το ίδιο ρόλο ςτθν αρχιτεκτονικι του μιτοχονδρίου, 

παρόλα αυτά αποτελεί μία πρωτεΐνθ αυτοφ του οργανιδίου και πικανζσ 

μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο μπορεί να ζχουν τοξικζσ για τθ λειτουργία του ιδιότθτεσ.  

Μθ φυςιολογικι ενδοαξονικι μεταφορά 

Οι περιωερικοί κινθτικοί άξονεσ είναι ιδιαιτζρωσ μακρφσ με μεγάλεσ 

διακλαδϊςεισ ςτουσ μυσ. Συνεπϊσ θ ταχφτθτα και θ απόςταςθ που ζχουν να 

διανφςουν οι πρωτεΐνεσ μζςα ςτο ςτενό άξονα είναι κριτικι για τθν υγεία και τθ 

λειτουργία των αξόνων. Διαταραχζσ ςτθν αξονικι μεταωορά ςχετίηονται με τθν 

εκωφλιςθ των κινθτικϊν νευρϊνων: μεταλλάξεισ ςτθ κινεςίνθ προκαλοφν ςτισ 

Drosophila κινθτικζσ ανωμαλίεσ (Hurd et al., 1996). Υπάρχουν αποδείξεισ για τοπικι 

πρωτεΐνοςφνκεςθ ςτουσ άξονεσ και μάλιςτα οι άξονεσ των περιωερικϊν κινθτικϊν 

νευρϊνων είναι ιδιαιτζρωσ ενεργοί. Θ GARS πικανϊσ είναι ςτα ςυςτατικά που 

μεταωζρονται μζςω των μικροκυςτιδίων ςτουσ άξονεσ και κατά ςυνζπεια 

μεταλλαγμζνεσ μορωζσ τθσ πρωτεΐνθσ μπορεί να επθρεάηουν τθν λειτουργία του 

άξονα.         

Μθ κανονικι λειτουργία τθσ GARS 

 Ρρόςωατεσ μελζτεσ κακιςτοφν τισ tRNA αμινοάκυλο-ςυνκετάςεσ ιδιαίτερα 

δθμοωιλείσ για τθν δράςθ τουσ ςε διαωόρουσ ρυκμιςτικοφσ μθχανιςμοφσ ζκωραςθσ 

γονιδίων, εκτόσ από τον προωανι ρόλο τουσ ςτθ πρωτεϊνοςφνκεςθ. Χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα ςτο zebrafish αποτελεί θ γενετικι ςειρά adrasteia (adr) που ωζρει 
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ςθμειακζσ μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο SARS (seryl-tRNA ςυνκετάςθ), το οποίο ρυκμίηει 

τθν αγγειογζνεςθ μζςω του VEGF ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ. Ζτςι, τα adr ζμβρυα 

εμωανίηουν ζναν ειδικό ωαινότυπο ςτο καρδιαγγειακό ςφςτθμα. Συγκεκριμζνα, τα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα ζχουν διατεταμζνα βραγχιακά τόξα και αυξθμζνθ 

αγγειογζνεςθ ςτον αναπτυςςόμενο εγκζωαλο, χωρίσ όμωσ περαιτζρω 

μορωολογικζσ ανωμαλίεσ (Herzog et al., 2009). Επιπλζον, δφο νζεσ μεταλλάξεισ ςτισ 

αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςεσ τθσ ιςολευκίνθσ (Iars) και τθσ κρεονίνθσ (Tars) ςτα 

ψάρια ζχουν ςυνδεκεί με τθν αγγειογζνεςθ (Castranova et al., 2016). Στα tarsy58  και 

iarsy68 μεταλλαγμζνα ζμβρυα παρατθρικθκαν αυξθμζνα επίπεδα του ςυςτιματοσ 

μθ διπλωμζνων πρωτεϊνϊν (Unfolded Protein Response-UPR) που δρα ςαν προ-

αγγειογενετικό ςιμα και αυξάνει τα επίπεδα ζκωραςθσ του αγγειακοφ επικθλιακοφ 

αυξθτικοφ παράγοντα Α, vegfaa. Τζλοσ, πρόςωατεσ μελζτεσ ζχουν προςδϊςει  μία 

νζα ιδιότθτα ςτισ μεταλλαγμζνεσ μορωζσ τθσ GARS, όπου ανταγωνίηεται απευκείασ 

τθν ςφνδεςθ τθσ Nrp1-Vegf και προκαλεί τθν εμωάνιςθ τθσ  CMT2D 

πολυνευροπάκειασ (He et al., 2015). Συνεπϊσ παρατθροφμε πωσ κάποιεσ 

μεταλλάξεισ τθσ GARS μπορεί να προςδίδουν νζεσ ιδιότθτεσ ςτθν πρωτεΐνθ 

άγνωςτεσ μζχρι ςτιγμισ, που αξίηει να μελετθκοφν.  

1.5 ΢κοπόσ τθσ διατριβισ 

 Ππωσ ζχουμε ιδθ αναωζρει το zebrafish παρζχει πλθκϊρα πλεονεκτθμάτων, 

ζναντι των υπολοίπων ηωικϊν μοντζλο, για τθ μελζτθ των ανκρϊπινων αςκενειϊν. 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι να δϊςει απαντιςεισ ςε δφο μεγάλα 

ερωτιματα τθσ βιολογίασ των ςπονδυλωτϊν μζςω των γενετικϊν ςειρϊν  zebrafish, 

s266 και s457 που προζκυψαν ςε ζνα ευρι γενετικό ζλεγχο, κατόπιν πρόκλθςθσ 

τυχαίασ μεταλλαξιγζνεςθσ. Θ παλινδρόμθςθ του αίματοσ χρθςιμοποιικθκε ςτο 

γενετικό ζλεγχο ωσ δείκτθσ για ανωμαλίεσ ςε διακριτά ςτάδια κατά τον ςχθματιςμό 

και ανάπτυξθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ:  

1. Οι γενετικοί παράγοντεσ που επθρεάηουν και ςυμμετζχουν ςτθν ανάπτυξθ 

των καρδιακϊν βαλβίδων, ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ τα προθγοφμενα χρόνια 

(Staudt & Stainier, 2012). Ραρόλα αυτά οι επιγενετικοί παράγοντεσ, και 

κυρίωσ οι ενδοκαρδιακζσ πιζςεισ που αςκοφνται από τθν αιματικι 
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κυκλοωορία, που μορωοποιοφν τισ βαλβίδεσ παραμζνουν ςχετικά άγνωςτεσ. 

Σκοπόσ είναι μζςω τθσ s457 ςειράσ να απαντιςουμε πωσ οι αιμοδυναμικζσ 

ροζσ επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ των βαλβίδων ςτα εμβρυϊκά ςτάδια, αλλά 

και τι επιπτϊςεισ ζχουν οι αλλαγζσ αυτϊν των ροϊν ςτθ δομι των ενιλικων 

καρδιϊν.   

2. Από τα μζχρι ςτιγμισ δεδομζνα ο μθχανιςμόσ εμωάνιςθσ τθσ 

πολυνευροπάκειασ CMT2D παραμζνει άγνωςτοσ. In vitro και  ex vivo μελζτεσ 

ςε κφτταρα και ηφμεσ, αλλά και από τα μοντζλα τθσ Drosophila 

υποδεικνφουν πωσ μεταλλάξεισ ςτθ GARS πρωτεΐνθ οδθγοφν ςτθ 

πολφνευροπάκεια μζςω ενόσ μθχανιςμοφ απϊλειασ τθσ λειτουργίασ τθσ 

πρωτεΐνθσ και κατά ςυνζπεια ςτον άνκρωπο μζςω ενόσ μθχανιςμοφ 

απλοανεπάρκειασ του αλλθλόμορωου (Antonellis et al.,  2006, Chicara et al.,  

2007, Griffin et al.,  2014). Αντικζτωσ, μελζτεσ ςε μοντζλα ποντικοφ ζχουν 

δείξει ότι ο μθχανιςμόσ εμωάνιςθσ τθσ GARS-ςχετιηόμενθσ αξονοπάκειασ 

οωείλεται ςε ενίςχυςθ τθσ λειτουργίασ του γονιδίου (Seburn et al.,  2006, 

Achilli et al.,  2009). Σκοπόσ μασ είναι να μελετιςουμε και καταλάβουμε 

περαιτζρω το μθχανιςμό εμωάνιςθσ τθσ πακοωυςιολογίασ τθσ CMT2D, 

χρθςιμοποιϊντασ τθ s266 γενετικι ςειρά. Ραράλλθλα, κζλουμε να 

προςωζρουμε ςτθν επιςτθμονικι κοινότθτα ζνα γριγορο και αξιόπιςτο 

μοντζλο μελζτθσ τθσ λειτουργίασ των ανκρϊπινων GARS μεταλλάξεων.  
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2.1 Zebrafish–Aνατροφι εμβρφων και διατιρθςθ ενθλίκων ψαριϊν. 

Τα  zebrafish ζμβρυα μεγάλωςαν ςτουσ 28°C ςε τρυβλία με κρεπτικό 

διάλυμα ανάπτυξθσ εμβρφων που περιζχει αςβζςτιο (egg water/Ε3) ςε κάλαμο 

επϊαςθσ ςτουσ 28°C για τισ πρϊτεσ ζξι θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ και ςτα 

ςυςτιματα του ενυδρείου  ςε ςτάςιμο Ε3 κρεπτικό διάλυμα ςτουσ 28°C μζχρι τθν 

ενθλικίωςθ τουσ. Τα ενιλικα ψάρια διατθροφνται ςε τρεχοφμενο νερό 

κερμοκραςίασ  27-28°C, pH: 6.7-7.2 και αλατότθτασ 300-600μS.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Προζλευςθ και μελζτθ μεταλλαγμζνων γενετικϊν ςειρϊν zebrafish από ζλεγχο 

οικογενειϊν μετά από μεταλλαξιγζνεςθ  

Οι μεταλλάξεισ που μελετικθκαν ςτθν εργαςία αυτι προιλκαν από ζναν 

ευρφ γενετικό ζλεγχο  (forward genetic screen) κατόπιν πρόκλθςθσ τυχαίασ 

μεταλλαξιγζνεςθ που ζγινε από τον Δρ. Μπζθ ςτο Ρανεπιςτιμιο του Σαν 

Φρανςίςκο το 2005 για ανεφρεςθ μεταλλάξεων που επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ των 

καρδιακϊν βαλβίδων (Πίνακασ 7). Για τθ μεταλλαξιγζνεςθ ςε zebrafish 

χρθςιμοποιικθκε θ χθμικι ουςία Ν-αικφλ-Νιτροουρία (ENU), θ οποία είναι ευρζωσ 

αποδεκτι για πρόκλθςθ τυχαίων ςθμειακϊν μεταλλάξεων ςτο γονιδίωμα του 

zebrafish.  Από τθν εν λόγω μεταλλαξιγζνεςθ ελζχκθςαν 9076 ζμβρυα από 2392 

οικογζνειεσ που υπζςτθςαν μεταλλαξιγζνεςθ. Τα ζμβρυα από διαςταυρϊςεισ 

Ε3 κρεπτικό διάλυμα  

1.0 ml Hank's Stock #1  
0.1 ml Hank's Stock #2  
1.0 ml Hank's Stock #4  
95.9 ml ddH2O  
1.0 ml Hank's Stock #5  
1.0 ml fresh Hank's Stock #6  
Use about 10 drops 1 M NaOH to Ph 7.2  
 
Πλιρεσ  Διάλυμα Hank's  
0.137 M NaCl  
5.4 mM KCl  
0.25 mM Na2H PO4  
0.44 mM KH2 PO4  
1.3 mM CaCl2  
1.0 mM Mg SO4  
4.2 mM NaH CO3  
 

Stock #1  
8.0 g NaCl  
0.4 g KCl  
in 100 ml ddH2O  
Stock #2  
0.358 g Na2HPO4 Anhydrous  
0.60 g KH2PO4  
in 100 ml ddH2O  
Stock #4  
0.72 g CaCl2  
in 50 ml H2O  
Stock #5  
1.23 g MgSO4-7H2O  
in 50 ml ddH2O  
Stock #6  
0.35 g NaHCΟ3  
10.0 ml ddH2O  
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απογόνων αυτϊν των οικογενειϊν παρατθροφνταν μεταξφ 50-60 ϊρεσ και 5-6 

θμζρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ με κριτιριο τθν παλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ 

μζςω τθσ καρδιάσ και τθν ελαττωματικι μορωολογία τθσ καρδιάσ για τθν ανεφρεςθ 

γονιδίων-παραγόντων ρφκμιςθσ τθσ καρδιακισ ανάπτυξθσ (Beis et al., 2005). 

Πίνακασ 7 ΢υνοπτικόσ πίνακασ με τισ μεταλλαγμζνεσ γενετικζσ ςειρζσ  που προζκυψαν  ςε γενετικό 
ζλεγχο φςτερα από τυχαία μεταλλαξιγζνεςθ με ENU (Ρθγι: Beis et al., 2005). 

 

Συγκεκριμζνα, βρζκθκαν 55 μεταλλάξεισ, που αντιςτοιχοφν ςε 48 διαωορετικά 

γονίδια, οι οποίεσ παρουςιάηουν ανωμαλίεσ ςε διακριτά ςτάδια κατά τον 

ςχθματιςμό και ανάπτυξθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ (Πίνακασ 8). Θ 

παλινδρόμθςθ του αίματοσ χρθςιμοποιικθκε ςτο γενετικό ζλεγχο ςαν δείκτθσ για 

τθν διαταραχι ςτο ςχθματιςμό και λειτουργία τθσ αναπτυςςόμενθσ καρδιάσ.   

Θ κφρια ερευνθτικι κατεφκυνςθ του εργαςτθρίου μασ είναι θ ταυτοποίθςθ των 

γονιδίων που προκαλοφν διαταραχζσ ςτθν ανάπτυξθ των κολποκοιλιακϊν 

βαλβίδων. Στισ ςειρζσ όπου διαπιςτϊκθκε παλινδρόμθςθ αίματοσ, κζλαμε να 

εντοπίςουμε τα μεταλλαγμζνα γονίδια τα οποία προκαλοφν τον αντίςτοιχο 

ωαινότυπο. Δφο από τισ ςειρζσ που μελετικθκαν ςε αυτιν τθν εργαςία, θ s457 και 

θ s266, αναωζρονται ςτον πίνακα 2 και ςυηθτοφνται αναλυτικά ςτα αποτελζςματα. 

Οι μεταλλάξεισ των s457 και  s266  γενετικϊν ςειρϊν  κλθρονομοφνται με 

αυτοςωμικό υπολειπόμενο τρόπο ςφμωωνα με τουσ νόμουσ του Mendel. Τα 

ομόηυγα ζμβρυα προιλκαν από διαςταφρωςθ ενιλικων ετεροηυγοτϊν (για τθν 
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s266) και/ι ομοηυγοτϊν (για τθν s457) μεταξφ τουσ.  Τζλοσ, ςτουσ ετεροηυγότεσ δεν 

εμωανίςτθκε κάποιοσ ωαινότυποσ.  

 Μεταλλαγμζνθ 

ςειρά 

΢τάδιο ανάπτυξθσ 

(ϊρεσ μετά τθ 
γονιμοποίθςθ) 

Φαινότυποσ 

s812 48 Μειωμζνθ ςυςτολι του κόλπου τθσ 

καρδιάσ 

Ανωμαλία ςχθματιςμοφ τθσ 

Κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 

s813 55 Αςυςτολία του κόλπου τθσ καρδιάσ 

Στζνωςθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 

s457 48 Τυχαιοποίθςθ τθσ γεωμετρίασ τθσ καρδιάσ. 

Θζςθ τθσ καρδιάσ ςτθ μζςθ γραμμι ι δεξιά 

αυτισ 

s459 

 

 

s266 

48 

 

 

72 

Μειωμζνθ ςυςτολι του κόλπου τθσ 

καρδιάσ 

Ανωμαλία ςχθματιςμοφ τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 

Ραλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ μεταξφ του 

κόλπου και κοιλίασ. 

Ανωμαλία ςχθματιςμοφ τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 

Πίνακασ 8. Οι γενετικζσ ςειρζσ s266 και s457 και ο φαινότυποσ που παρουςιάηουν ςτθν ανάπτυξθ 
τθσ καρδιάσ. 

2.3  Χαρτογράφθςθ του γονιδίου και ανάλυςθ ςφνδεςθσ γονιδίου με το 

γονιδίωμα   

 Θ χαρτογράωθςθ τθσ κζςθσ του γονιδίου ζγινε με χριςθ πολυμορωικϊν 

(SSLP) μαρτφρων-δεικτϊν των ωυςικϊν (LN54, T51) και γενετικϊν χαρτϊν (MGH) 

του γονιδιϊματοσ του zebrafish. Οι SSLPs (Simple Sequence Length Polymorphisms-

microsatelites) είναι επαναλαμβανόμενθ δείκτεσ, δθλαδι ακολουκίεσ ποικίλου 

μικουσ με επανάλθψθ βάςεων (CA)n, ςυνικωσ 23, που αποτελοφνται από δφο 

ακολουκίεσ θ μία κωδικι  (forward) και θ άλλθ αντι-κωδικι (reverse).  
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Εικόνα 22. Δείκτεσ SSLP κατανεμθμζνουσ ςε απόςταςθ 30cM μεταξφ τουσ ςε όλα τα χρωμοςϊματα 
(genome scanning) του γονιδιϊματοσ του zebrafish. 

Θ τοποκζτθςθ μίασ μετάλλαξθσ ςτο γενετικό χάρτθ πραγματοποιείται με τθ 

χαρτογράωθςθ του γονιδιϊματοσ (genome scanning). Γίνεται μεταξφ των 

μεταλλαγμζνων εμβρφων που παρουςιάηουν τον ωαινότυπο και  των υπόλοιπων 

εμβρφων τθσ διαςταφρωςθσ. Τα ζμβρυα αυτά ςκοράρονται με ζνα πλικοσ 

μαρτφρων που καλφπτουν όλα τα χρωμοςϊματα ςε ίςεσ περίπου αποςτάςεισ (ανά 

30cM). Για να χαρτογραωθκεί ςε ποιό χρωμόςωμα υπάρχει μία μετάλλαξθ ζχουν 

επιλεγεί κάποιοι μάρτυρεσ ςε κάκε ζνα από αυτά χρωμόςωμα (Εικόνα 22).  

Ουςιαςτικά πολλαπλαςιάηουμε μία περιοχι με αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ 

(PCR) ςτο χρωμόςωμα που μασ επιτρζπει να διαχωρίηουμε τουσ δφο 

αλλθλόμορωουσ. Ο αρικμόσ των ηωνϊν κα διαωζρει μεταξφ των δειγμάτων των 

μεταλλαγμζνων εμβρφων και των αδερωϊν εμβρφων, λόγω τθσ ςφνδεςθσ των 

δεικτϊν με τον μεταλλαγμζνο αλλθλόμορωο. Ωσ ςφνδεςθ των πολυμορωικϊν 

δεικτϊν ονομάηουμε τθ διαδικαςία κατά τθν οποία οι επαναλαμβανόμενεσ περιοχζσ 

(CA)n ςυγκλθρονομοφνται με τθν μετάλλαξθ. Κατά ςυνζπεια, αωοφ ελζγξουμε το 

μείγμα (pool) των μεταλλαγμζνων και των υπόλοιπων εμβρφων μίασ διαςταφρωςθσ 

με τουσ 192 δείκτεσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ ςτα δείγματα των μεταλλαγμζνων 
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εμβρφων κα ανιχνεφςουμε μία ηϊνθ, ενϊ ςτων υπολοίπων κα ανιχνεφςουμε διπλι 

ηϊνθ (Εικόνα 23). Συνεπϊσ, με τθ ςυγκεκριμζνθ μζκοδο χαρτογραωιςαμε τθ 

μετάλλαξθ τθσ s266 γενετικισ ςειράσ ςτο χρωμόςωμα 24 (LG:24) και τθσ s457  ςτο 

χρωμόςωμα 5 (LG:5). Επιγραμματικά, για να χαρτογραωθκεί μία μετάλλαξθ θ 

διαδικαςία είναι θ εξισ: διαςταυρϊνουμε ετερόηυγα για μία μετάλλαξθ ψάρια, 

λαμβάνουμε ζμβρυα μεταλλαγμζνα και ζμβρυα χωρίσ ωαινότυπο τθσ ίδιασ 

διαςταφρωςθσ, απομονϊνουμε DNA από τα ζμβρυα, πραγματοποιοφμε αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ ςε μείγμα μεταλλαγμζνων και μείγμα αδερωϊν εμβρφων 

και τζλοσ αξιολογοφμε τισ ηϊνεσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ για να βροφμε τουσ 

ςυνδεδεμζνουσ με τθν μετάλλαξθ δείκτεσ. Στθν προςπάκεια μασ να περιορίςουμε 

τθν κριτικι περιοχι ςτθν οποία βρίςκεται το μεταλλαγμζνο γονίδιο 

χρθςιμοποιιςαμε πολυμορωικοφσ δείκτεσ, που βρίςκονταν ςφμωωνα με τουσ 

γενετικοφσ χάρτεσ κοντά ςτθ μετάλλαξθ. Με τουσ δείκτεσ αυτοφσ πραγματοποιοφμε 

αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ μεμονωμζνων μεταλλαγμζνων εμβρφων με 

ςκοπό τθν εφρεςθ αναςυνδυαςμζνων εμβρφων. Πςο πιο κοντά πλθςιάηουμε προσ 

τθ μετάλλαξθ, τόςο λιγότερα αναςυνδυαςμζνα ζμβρυα είχαμε για ζναν δείκτθ, ενϊ 

δείκτεσ εκατζρωκεν τθσ μετάλλαξθσ ζχουν διαωορετικά αναςυνδυαςμζνα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα. Ζτςι,  για τθ γενετικι ςειρά s266 καταωζραμε να 

περιορίςουμε τθ μετάλλαξθ μεταξφ των δεικτϊν zk246Ls1 (1 αναςυνδυαςμζνο 

ζμβρυο/1880 μεταλλαγμζνα ζμβρυα) και του zk276I5 (1 αναςυνδυαςμζνο 

ζμβρυο/1880 μεταλλαγμζνα ζμβρυα). Ραράλλθλα για τθν s457 γενετικι ςειρά 

τοποκετιςαμε τθ μετάλλαξθ ανάμεςα από τουσ z4299 (4 αναςυνδυαςμζνα 

ζμβρυα/60 μεταλλαγμζνα ζμβρυα) και ςτον z1454 (9 αναςυνδυαςμζνα ζμβρυα/60 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα). Χαρακτθριςτικά αναωζρω ότι θ απόςταςθ του μάρτυρα 

από το γονίδιο πάνω ςτο γενετικό χάρτθ MGH ςε cM βρίςκεται διαιρϊντασ τον 

αρικμό των αναςυνδυαςμζνων μεταλλαγμζνων εμβρφων (recombinants) ςτο 

ςφνολο των μειϊςεων, επί τοισ εκατό. Ενδεικτικά, για το δείκτθ zk246Ls1, είχαμε 1 

αναςυνδυαςμζνo μεταλλαγμζνο ζμβρυα ςε ςφνολο 1880x2 μειϊςεων, οπότε θ 

απόςταςθ του δείκτθ από τθ μετάλλαξθ είναι : (1/ 1880x2) x  100, περίπου  0,01 cM.  
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 Ζχοντασ βρει ζνα δείκτθ αρκετά κοντά ςτθ μετάλλαξθ κάνουμε μία ζρευνα 

για πικανά υποψιωια γονίδια. Τα γονίδια που λαμβάνονται υπ’ όψιν ςε αυτιν τθν 

αναηιτθςθ κα πρζπει να βρίςκονται κοντά ςτθ κζςθ του δείκτθ. Θ αναηιτθςθ των 

γονιδίων γίνεται μζςω βάςεων δεδομζνων, ςτισ οποίεσ υπάρχουν  χάρτεσ των 

χρωμοςωμάτων με γνωςτά γονίδια πάνω ςε αυτά και τθ κζςθ τουσ. Κάποιεσ από 

αυτζσ τισ δικτυακζσ βάςεισ δεδομζνων που χρθςιμοποιοφμε για  αυτόν το ςκοπό 

είναι οι www.zfin.org και  www.ncbi.nlm.nih.gov και www.ensembl.org/Danio_rerio. 

Εικόνα 23. Χαρτογράφθςθ του γονιδίου και ανάλυςθ ςφνδεςθσ γονιδίου με το γονιδίωμα  (Α). PCR 
προϊόντα με γενετικό από ωυςιολογικά και μεταλλαγμζνα ζμβρυα με πολυμορωικοφσ μάρτυρεσ 
κατανεμθμζνουσ ανά 30cM ςτο χρωμόςωμα 5 του γονιδιϊματοσ του zebrafish. Υπάρχει ςφνδεςθ τθσ 
μετάλλαξθσ ςτο χρωμόςωμα 5 ςτθ κζςθ 83.1cM. (B). Θζςθ του υποψθωίου γονιδίου ςτον ωυςικό 
χάρτθ του zebrafish ςε ςχζςθ με τα υπόλοιπα γονίδια του χρωμοςϊματοσ (ςχζδιο από τον 
ανακοινωμζνο ωυςικό χάρτθ ςτθν ensembl) (C). Σχζδιο που αναπαριςτά τθ υποψιωια κζςθ τθσ 
μετάλλαξθσ ςτον MGH χάρτθ ςε ςχζςθ με τουσ πολυμορωικοφσ δείκτεσ (D). Σχζδιο που αναπαριςτά 
τθ κζςθ τθσ μετάλλαξθσ ςτον ωυςικό χάρτθ ςε ςχζςθ με τθ κζςθ των μαρτφρων ςε αυτόν. Mutation: 
μετάλλαξθ, *αναςυνδυαςμζνα μεταλλαγμζνα ζμβρυα. 

 

2.4 Απομόνωςθ γενωμικοφ DNA από ζμβρυα και Αλυςιδωτι Αντίδραςθ 
Πολυμεράςθσ 

 Θ απομόνωςθ του γενωμικοφ DNA γίνεται με τθν εξισ διαδικαςία: 

1. Μεταωζρουμε τα ζμβρυα ςε διάλυμα λφςθσ (10μl/ζμβρυο). 

2. Βράηουμε τα δείγματα για 10 min ςτουσ 98οC 

3. Ρροςκζτουμε 200μg/ml πρωτεϊνάςθ Κ και επωάηουμε ςτουσ 55οC για 4 ϊρεσ 

4. Βράηουμε τα δείγματα για 10 min ςτουσ 98οC 

http://www.zfin.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/Danio_rerio
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5. Επωάηουμε για 10 min ςτουσ 4οC 

6. Αποκθκεφουμε τα δείγματα ςτουσ -20οC ι ςυνεχίηουμε με αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

    

 

 

 

2.5 Λιψθ πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων από ζμβρυα 

 Τα ζμβρυα λφονται με τθ βοικεια ςυγκεκριμζνθσ ςφςταςθσ διαλφματοσ 

RIPA  και με ομογενοποίθςθ τουσ με μία βελόνα. H διαδικαςία ζχει ωσ εξισ: 

1.  Μεταωζρουμε τα ζμβρυα  ςε RIPA (100μl/50 ζμβρυα) και ομογενοποιοφμε 

με μία βελόνα πάντα πάνω ςτο πάγο. 

2. Φυγοκεντροφμε ςτουσ 4οC ςτισ 13000rpm. Κρατάμε το υπερκείμενο. 

3. Ροςοτικοποιοφμε με τθ μζκοδο Bradford. 

Μζκοδοσ Bradford:  

1. Αραιϊνουμε το πρωτεϊνικό δείγμα 5 μl + 45μl ddH2O. 

2. Ρροςκζτουμε 1450μl από τθ χρωςτικι Bradford (Biorad) και αναμιγνφουμε 

(vortex) 

3. Τα δείγματα παραμζνουν ςε κερμοκραςία δωματίου για 10 λεπτά. 

4. Ακολουκεί μζτρθςθ τθσ οπτικισ πυκνότθτασ του δείγματοσ ςτα 595nm. 

Διάλυμα Λφςθσ Γενωμικοφ DNA 
10 mM Tris pH 8.2 
10 mM EDTA 
200 mM NaCl 
0.5% SDS 
200 µg/ml proteinase K 

Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ 
΢υνκικεσ Αντιδράςεισ                                                  Πρόγραμμα αντίδραςθσ 
1μL DNA εκμαγείο                                                          1. 94οC, 5 min 

2,5μl 10x PCR buffer (ΝΕΒ)                                            2. 94οC, 1 min    

50ng από κάκε εκκινθτι                                                3. 60 οC, 1 min 

1,2U DNA Ρολυμεράςθ (NEB)                                       4. 72οC, 1min/kb 

                                                                                            5. Επανάλθψθ των βθμάτων 2-4                                             

                                                                                                 για 30-40 κφκλουσ 

                                                                                             6. 72 οC , 5 min 

                                                                                             7. 4 οC, 10 min 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Τλικά & Μζκοδοι  61 

 

5. Θ ποςοτικοποίθςθ πραγματοποιείται με βάςθ μια πρότυπθ καμπφλθ που 

προκφπτει από τισ μετριςεισ γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων Αλβουμίνθσ (Bovine 

Serume Albumin, BSA) ςτον άξονα χ και τισ αντίςτοιχεσ μετριςεισ οπτικισ 

πυκνότθτασ ςτα 595nm ςτον άξονα y.  

6. Μετά τθ ποςοτικοποίθςθ των πρωτεϊνικϊν εκχυλιςμάτων τα δείγματα είτε 

αποκθκεφονται ςτουσ -80οC για μελλοντικι χριςθ, είτε χρθςιμοποιοφνται 

άμεςα για ανοςοαποτφπωμα κατά western. 

 

    

 

 

 

 

 

2.6 Ανοςοαποτφπωμα κατά Western (Western blot analysis). 

 H διαδικαςία χωρίηεται ςε τρία κφρια μζρθ: Α) το μοριακό διαχωριςμό των 

δειγμάτων ςε πικτωμα πολυακριλαμιδίου, Β) τθ μεταωορά των πρωτεϊνϊν από το 

πικτωμα ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ και Γ) το ανοςοαποτφπωμα με το αντίςτοιχο 

αντίςωμα. 

Μοριακόσ διαχωριςμόσ των δειγμάτων ςε πικτωμα πολυακρυλαμιδίου 10%: 

1. Δθμιουργία δφο πθκτωμάτων ακρυλαμιδίου. Ρρϊτα ωτιάχνουμε το πικτωμα 

διαχωριςμοφ (separating gel) των πρωτεϊνϊν και ακολοφκωσ ωτιάχνουμε το 

πικτωμα πακεταρίςματοσ (stacking gel) των πρωτεϊνϊν. 

2. Κακαρίηουμε τισ εςοχζσ των πθκτωμάτων (wells) για τυχόν μθ 

πολυμεριςμζνο ακρυλαμίδιο και φςτερα ωορτϊνουμε τον επικυμθτό όγκο. 

3. Τα δείγματα τρζχουν και διαχωρίηονται ςε 1x running buffer ςτα 30mA για 

περίπου 2 ϊρεσ. Ακολουκεί θ μεταωορά των διαχωριςμζνων πρωτεϊνϊν ςε 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. 

 

RIPA διάλυμα (αποδιατακτικό) 
150 mM sodium chloride 
1.0% NP-40 or Triton X-100  
0.5% sodium deoxycholate* 
0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate)** 
50 mM Tris, pH 8.0 

*Σο  10% sodium deoxycholate διάλυμα (5 g into 50 mL) είναι φωτοευαίςκθτο 

** ΢ε μθ αποδιατακτικό διάλυμα το SDS δεν προςτίκεται  
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Εικόνα 24.  Διαδικαςία θλεκτροφόρθςθσ ςε πικτωμα πολυακριλαμιδίου (Biorad). 

Μεταφορά των πρωτεϊνϊν από το πικτωμα ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ: 

1. Κόβουμε μία μεμβράνθ και οχτϊ κομμάτια διθκθτικοφ χαρτιοφ Whattman 

(παίηει το ρόλο του ωίλτρου) ςτισ διαςτάςεισ του πθκτϊματοσ. 

2. To τμιμα που αντιςτοιχεί ςτο πικτωμα του πακεταρίςματοσ πλζον δεν 

χρειάηεται και απομακρφνεται. 

3. Δθμιουργία του λεγόμενου sandwich, οποφ εωάπτεται πλιρωσ το πικτωμα με 

τθ μεμβράνθ. 

4. Θ μεταωορά γίνεται ςε 1x transfer buffer ςτα 300mA για 1,5h ςτο πάγο. 

Ακολουκεί το ανοςοαποτφπωμα. 

 

 

Εικόνα 25. Διαδικαςία μεταφοράσ πρωτεϊνϊν από πικτωμα πολυακριλαμιδίου ςε μεμβράνθ 
νιτροκυτταρίνθσ (Biorad). 

Οπτικοποίθςθ των πρωτεϊνϊν ςτθν μεμβράνθ 

1. Για τθν επιβεβαίωςθ πωσ οι πρωτεΐνεσ μεταωζρκθκαν επιτυχϊσ ςτθ μεμβράνθ 
νιτροκυτταρίνθσ γίνεται βαωι (για 3 λεπτά) με Ponceau Red το οποίο βάωει όλεσ τισ 
πρωτεΐνεσ 
2. Ξεπλφματα με dH2O για 5 λεπτά 
3. Ξεπλφματα με  TBST 1x για 5 λεπτά 
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Ανοςοαποτφπωμα με το αντίςτοιχο αντίςωμα: 

1. Θ μεμβράνθ επωάηεται για τουλάχιςτον μία ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου 

ςε διάλυμα 5% γάλακτοσ/1x TBS-T .  

2. Θ μεμβράνθ επωάηεται με το πρϊτο αντίςωμα ςτθ κατάλλθλθ αραίωςθ ςε 

διάλυμα 5% γάλακτοσ/1x TBS-T ςτουσ 4oC για τουλάχιςτον 12h.  

3. Ακολουκοφν ξεπλφματα τθσ μεμβράνθσ με  1x TBS-T (10min, x3 ωορζσ). 

4. Θ μεμβράνθ επωάηεται με το δεφτερο αντίςωμα (ςυνδεδεμζνο με 

υπεροξειδάςθ) ςτθ κατάλλθλθ αραίωςθ ςε διάλυμα 5% γάλακτοσ/1x TBS-T 

ςτουσ 4oC για 1,5h.  

5. Ακολουκοφν ξεπλφματα τθσ μεμβράνθσ με  1x TBS-T (10min, x3 ωορζσ). 

6. Θ μεμβράνθ επωάηεται με το υπόςτρωμα τθσ υπεροξειδάςθσ για 5min, για 

τθν αντίδραςθ χθμειοωωταφγειασ, και ακολουκεί θ ζκκεςθ τθσ ςε 

ωωτογραωικό ωιλμ ϊςτε να εμωανιςτοφν οι ειδικζσ πρωτεϊνικζσ ηϊνεσ.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

running buffer: 25 mM Tris base &190 mM glycine & 0.1% SDS 
 
transfer buffer 10x: 25 mM Tris base &190 mM glycine 
 
transfer buffer 1x: 100ml 10x transfer buffer 10x & 200ml MetOH & 0,1% 
SDS( 20%) & 695ml dH2O 
 
stripping buffer: Για 100ml: 10ml SDS (20%) & 4,160ml Tris-HCl ph:6,8 & 
700μl β-μερκαπτακανόλθ (προςτίκεται μζςα ςε επαγωγό) & 86ml dH2O 
 
TBS 10x: 24.23 g Trizma HCl & 80.06 g NaCl & Mix in 800 ml  dH2O. pH to 
7.6 with HCl. up to 1 L. 
 
TBST: Για 1 L: 100 ml of TBS 10x  & 900 ml dH2O & 1ml Tween20 
 
separating gel 10% : 2,5ml N,N-methylenebisacrylamide (Bis) & 3ml Tris-
HCl ph: 8,8 & 38μl SDS 20% & 1,9ml dH2O & 36μl 10% APS & 5μl TEMED 
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Πίνακασ 9. Αντιςϊματα που χρθςιμοποιικθκαν ςε ανοςοαποτφπωμα κατά Western. 

 

2.7 Ανοςοϊςτοχθμικζσ χρϊςεισ 

Ζμβρυα zebrafish διαωορετικϊν ςταδίων (48-56, 72-80, 96-105 ϊρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ, 5 και 7 θμερϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ) και καρδιζσ από ενιλικα 

μεταλλαγμζνα s457 και αγρίου τφπου ψάρια μονιμοποιικθκαν ςε διάλυμα 4% 

παραωορμαλδεψδθσ και ωυλάχτθκαν ςτουσ 4°C. Στα ζμβρυα θ ανοςοϊςτοχθμεία με 

αντίςωμα ζγινε ςε ολόκλθρα ζμβρυα που βρίςκονταν ςε διάλυμα PBT (4% BSA, 

0,3% Triton ςε PBS pH 7.3) μετά τθν απομάκρυνςθ τθσ παραωορμαλδεψδθσ. Τα 

πρωτογενι αντιςϊματα προςτζκθκαν και ζγινε επϊαςθ για μία νφχτα ςτουσ 4°C. Τα 

δείγματα ξεπλφκθκαν πζντε ωορζσ ςε PBS/Triton μζχρι τθν προςκικθ του 

δευτερογενοφσ αντιςϊματοσ. Μετά τθν επεξεργαςία τουσ ζγινε εγκλειςμόσ ςε 4% 

αγαρόηθσ/PBS (Sigma A9539-500G) και κόπθκαν ςε τομζσ 120-150μm ςε μθχάνθμα 

vibratome Leica VT1000S. Οι τομζσ ςτθ ςυνζχεια καλφωκθκαν με υγρό μζςο 

διάλυμα προςταςίασ ωκοριςμοφ (Vestashield H-1000, Vector). Κδια διαδικαςία 

ακολουκικθκε και ςτθν ανοςοϊςτοχθμεία των απομονωμζνων ενιλικϊν καρδιϊν με 

το πάχοσ των τομϊν αγαρόηθσ ςτα 180-200μm. 

 

 

 

Αντίςωμα Εταιρία Σφποσ 
Αντιςϊματοσ 

Αραίωςθ (WB) 

b-actin  Sigma#A5441 Μονοκλωνικό 

(Mouse) 

1:2000 

p-Eif2a Cell Signaling  

#9722 

Ρολυκλωνικό 

(rabbit) 

1:250 

t-Eif2a Cell Signaling  

#2103 

Ρολυκλωνικό 

(rabbit) 

1:500 

GARS Abcam 

#ab42905 

Ρολυκλωνικό 

(rabbit) 

1:5000 

Southpaw ANASPEC 

# 55655P 

Ρολυκλωνικό 

(rabbit) 

1:250 

goat a-rabbit HRP 
conjugated 

Vector 

#P1000 

 1:5000 

goat a-rabbit HRP 
conjugated 

Vector 

#P2000 

 1:5000 
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Πίνακασ 10. Αντιςϊματα και χρωςτικζσ ουςίεσ που χρθςιμοποιικθκαν για ανοςοϊςτοχθμικζσ 
χρϊςεισ ςτθ διατριβι. 

 

2.8 Απεικόνιςθ εμβρφων και ιςτϊν zebrafish 

2.8.1 ΢τερεοςκόπιο/ μικροςκόπιο 

Λιψθ βίντεο και ωωτογραωιϊν από ηωντανά ζμβρυα ςε διάωορα ςτάδια ζγινε 

με τθν τοποκζτθςι τουσ ςε μικροςκόπιο Axioplan 2 και με ωωτογραωικι μθχανι 

Sony Carl Zeiss vario-sonnar DSC-S85. Τα ζμβρυα τοποκετικθκαν κατόπιν 

αναιςκθςίασ ι χωρίσ ςτο ςτερεοςκόπιο με το τρυβλίο ςτο οποίο αναπτφςςονται ι 

πάνω ςε αντικειμενοωόρο πλάκα με ςταγόνα κρεπτικοφ Ε3 ςτο μικροςκόπιο ςε 

μεγζκυνςθ 10x ι 20x. Για τθ μζτρθςθ των διαςτάςεων τθσ καρδιάσ ζγινε λιψθ  

αςπρόμαυρων ταινιϊν ςε ανάςτροωο μικροςκόπιο PTI IC-200 Nikon με μεγζκυνςθ 

 

 

Αντίςωμα/Χρωςτικζσ 

Εταιρία Σφποσ 
Αντιςϊματοσ 

Αραίωςθ (IF) 

GARS Abcam 

#ab42905 

Ρολυκλωνικό 

(rabbit) 

1:1000 

A-Actinin Sigma 

#A7811 

Μονοκλωνικό 

(mouse) 

1:500 

SV2 DSHB 

#sv2 

Ρολυκλωνικό 

(mouse) 

1:500 

Vinculin Sigma 

#V9131 

Μονοκλωνικό 

(mouse) 

1:500 

zn5 zebrafish stock 
center 

Μονοκλωνικό 

(mouse) 

1:10 

a-Bungarotoxin, 
Alexa 555 conjugated 

Molecular 
Probes#B35451 

 

 1:250 

Rhodamine 
Phalloidin 

Molecular Probes 

#R415 

 1:500 

Phalloidin  Alexa 
633conjugated 

Molecular Probes 

#A22287 

 1:250 

anti-mouse Alexa 
488 και 633 IgG  

Molecular Probes 

 

 1:500 

anti-rabbit Alexa 
488 IgG 

Molecular Probes 

 

 1:500 
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20x με 1.5x και κάμερα TV lens C-0.6x. Θ επεξεργαςία των ταινιϊν ζγινε με το 

λογιςμικό PTI image master. 

2.8.2 ΢υνεςτιακή μικροςκοπία 

Πλεσ οι ωωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου ελιωκθςαν με ορκό Leica 

STP6000 και ανάςτροωο Leica TCS SP5 ςυνεςτιακό μικροςκόπιο με λζιηερ Argon. Θ 

λιψθ και επεξεργαςία των ωωτογραωιϊν ζγινε με λογιςμικό LAS AF. Οι 

ωωτογραωίεσ που εμωανίηονται ςε αυτι τθν εργαςία είναι αντιπροςωπευτικζσ 

τουλάχιςτον δεκαπζντε εμβρφων που εξετάςτθκαν. 

2.9  Μζτρθςθ καρδιακοφ ρυκμοφ και παραμζτρων αξιολόγθςθσ καρδιακισ 

λειτουργίασ ςτα ζμβρυα 

2.9.1  Μζτρηςη καρδιακοφ ςυχνότητασ (Κ΢) (HR: Heart Rate) 

Για τθν μζτρθςθ του καρδιακοφ παλμοφ των εκκολαπτόμενων προνυμωϊν  

χρθςιμοποιικθκε ςτερεοςκόπιο Nikon SMZ1000 με κάμερα Imaging source 

DFK22BUC03 για λιψθ βίντεο για χρονικό διάςτθμα 10 δευτερολζπτων με 

ςυχνότθτα λιψεισ εικόνων υψθλισ ανάλυςθσ 60 λιψεισ το δευτερόλεπτο. 

Ρρονφμωεσ 72 ωρϊν μετά τθν γονιμοποίθςθ από τρία ανεξάρτθτα πειράματα 

αναιςκθτοποιικθκαν ςε 0.04g/ml αναιςκθτικό μζςο (tricaine) και τοποκετικθκαν 

ςε τρυβλίο ςε πλάγια κζςθ ςτο ςτερεοςκόπιο, ϊςτε  να μπορεί να καταγραωεί με 

βίντεο θ καρδιακι λειτουργία. Θ ανάλυςθ του βίντεο ζγινε με το HeartRate software 

(καταςκευαςμζνο από τον Δρ. Τςακανίκα ςτθ μονάδα Βιοαπεικόνιςθσ του ΙΙΒΕΑΑ). 

Θ λειτουργία του βαςίηεται ςτθν ανίχνευςθ τθσ κυρίαρχθσ ςυχνότθτασ ςε μία 

ακολουκία εικόνων. Θ ανάλυςθ αυτι κατζςτθ δυνατι εωόςον δεν υπάρχει 

αρρυκμία ςτθ ςυςταλτικότθτα και δεν απαιτείται μζτρθςθ παλμϊν ςτο λεπτό. Ρριν 

τθν ζναρξθ λιψθσ βίντεο κερμομετρείτε θ κερμοκραςία δωματίου και του νεροφ 

ςτο τρυβλίο και αωινονται όλα τα ζμβρυα ϊςτε να καταςταλάξουν ςτθ ίδια 

κερμοκραςία εκτόσ τθσ ςυςκευισ εκκολάψεωσ. Κατά τθ διάρκεια λιψθσ βίντεο 

χρονομετρείται ο χρόνοσ ζκκεςθσ ςτθ κερμοκραςία δωματίου (περίπου 30 λεπτά).    

2.9.2. Τπολογιςμόσ τησ ςυςτολικήσ λειτουργικότητασ τησ καρδιάσ 

Για τον υπολογιςμό τθσ ςυςτολικισ λειτουργικότθτασ τθσ καρδιάσ 

υπολογίςτθκε το  ποςοςτό μείωςθσ τθσ διαμζτρου τθσ κοιλίασ ςτθν τελοςυςτολι ςε 
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ςχζςθ με τθν τελοδιαςτολι (Fractional Shortening-FS). Ο υπολογιςμόσ αυτόσ ζγινε 

με τθ χριςθ του λογιςμικοφ ImageJ. Ζμβρυα 75 ωρϊν μετά τθν γονιμοποίθςθ από 

τρία ανεξάρτθτα πειράματα αναιςκθτοποιικθκαν ςε 0.04g/ml αναιςκθτικό μζςο 

(tricaine) και τοποκετικθκαν ςε τρυβλίο ςε πλάγια κζςθ ςτο ςτερεοςκόπιο, ϊςτε  

να μπορεί να καταγραωεί με βίντεο θ καρδιακι λειτουργία. Τα βίντεο ελιωκθςαν 

για 10 δευτερόλεπτα για το κάκε ζμβρυο με μία κάμερα Imaging source 

DFK22BUC03 προςαρμοςμζνθ ςε ςτερεοςκόπιο Nikon SMZ1000 (μεγζκυνςθ 80Χ) με 

60 λιψεισ ανά δευτερόλεπτο. Το μικοσ τθσ κοιλίασ ςτθ τελοδιαςτολι και ςτθν 

τελοςυςτολι μετρικθκε για να υπολογιςτεί το Fractional Shortening (FS%). Αυτό 

υπολογίηεται ωσ εξισ: FS=(ΤελοΔιαςτολικι Διάμετροσ-ΤελοΣυςτολικι 

Διάμετροσ)/Τελοδιαςτολικι Διάμετροσ [FS%=(EDD-ESD)/EDDx100+. Το μικοσ τθσ 

κοιλίασ ςτθ διαςτολι υπολογίηεται μετρϊντασ τθν μζγιςτθ διάμετρο τθσ κοιλίασ ςτθ 

διαςτολι. Το μικοσ τθσ κοιλίασ ςτθ ςυςτολι υπολογίςτθκε μετρϊντασ το ελάχιςτο 

μικοσ τθσ κοιλίασ ςτθ ςυςτολι.  

2.9.3.  Χαρακτθριςμόσ τθσ διαβαλβιδικισ ροισ- Δθμιουργία ‘προτφπου’ 

Βίντεο υψθλϊν ταχυτιτων και ςυχνότθτασ ελιωκθςαν για τθν απεικόνιςθ 

τθσ ροισ του αίματοσ μζςω τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ κατά τθν καρδιακι 

λειτουργία και ανάπτυξθ των s457  προνυμωϊν. Θ λιψθ αυτϊν των βίντεο ζγινε με 

ψθωιακι κάμερα Hamamatsu Digital Camera, C11440, ORCA, προςαρμοςμζνθ ςε 

μικροςκόπιο Leica DMRA2 και ζναν 20x καταδυτικό ωακό και με ςυχνότθτα 400 

λιψεισ το δευτερόλεπτο (frames per second). Για τθν αποτελεςματικι λιψθ αυτϊν 

χρθςιμοποιικθκε το λογιςμικό Hokawo 2.6 και το λογιςμικό ImageJ για τθ πλιρθ 

ανάλυςθ. Θ κφρια παράμετροσ που αναλφκθκε ιταν θ μορωολογία τθσ 

διαβαλβιδικισ ροισ μζςω τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ κατά τθν διάρκεια 

ανάπτυξθσ των εμβρφων ςτα ςτάδια 48, 75, 96 ωρϊν και 7 θμερϊν μετά τθν 

γονιμοποίθςθ. Θ ροι του αίματοσ μζςω τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ 

χαρακτθρίςτθκε ωσ κετικι/πρόςω, αρνθτικι/παλίνδρομθ ι αποφςα/χωρίσ ροι ςε 

ςχζςθ με τθν κατεφκυνςθ του αίματοσ από τον κόλπο ςτθν κοιλία, από τθν κοιλία 

προσ τον κόλπο ι όταν δεν υπιρχε ροι μζςω του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ, 

αντίςτοιχα. Το πρότυπο τθσ διαβαλβιδικισ ροισ ςτα ζμβρυα αγρίου τφπου και ςτα 

μεταλλαγμζνα, προςδιορίςτθκε ωσ εξισ: μετριςαμε τον αρικμό των λιψεων που 
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παρουςιάηονταν ςε κάκε κίνθςθ τθσ ροισ του αίματοσ και ςτθ ςυνζχεια διαιρζςαμε 

αυτόν των αρικμό προσ τον ςυνολικό αρικμό των λιψεων ενόσ ολοκλθρωμζνου 

καρδιακοφ κφκλου. Αυτό ζγινε ανεξάρτθτα για κάκε ζμβρυο και μετρικθκαν τρεισ 

ανεξάρτθτοι καρδιακοί κφκλοι. 

2.10 Μικροχειρουργικι ψαριϊν για τθν εκτομι τθσ καρδιάσ από ενιλικο ψάρι 

zebrafish. 

Τοποκετοφμε το ενιλικο ψάρι ηζβρα ςε ζνα δοχείο με  παγωμζνο νερό από το 

ςφςτθμα του ενυδρείου, ϊςτε να αναιςκθτοποιθκοφν τα ψαριά. Μετά από τρία 

λεπτά μεταωζρουμε το ψάρι από το δοχείο με το νερό ςε ζνα τρυβλίο με PBS 1x. 

Μετράμε με ζνα χάρακα το μικοσ ςϊματοσ του ενιλικου ψαριοφ από τθν άκρθ του 

ςτόματοσ ωσ τθν αρχι τθσ ουράσ (τελευταίο άκρο του κορμοφ). Με ζνα νυςτζρι 

κόβουμε το ψάρι κάτω από τα πλαϊνά πτερφγια (Εικόνα 26A) και αωινουμε για 3 

min το αίμα να ‘τρζξει’ εκτόσ τθσ καρδιάσ. Στθ ςυνζχεια μονιμοποιοφμε το κεωάλι 

ςε 4% παραωολμαδεψδθ για τουλάχιςτον 2 ϊρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου. Ζπειτα 

διανοίγουμε το ψάρι με λεπτζσ λαβίδεσ ςτθν ευκεία νοθτι γραμμι πάνω από τα 

πλαϊνά πτερφγια και αποκαλφπτεται ο περικαρδιακόσ ινϊδθσ αςκόσ ςτον οποίο 

περιζχεται θ καρδιά. Κόβουμε προςεκτικά με τισ λαβίδεσ τον ιςτό και ελζγχουμε τθν 

παρουςία των κοιλοτιτων τθσ καρδιάσ μζςα ςτο ψάρι και ςτθ ςυνζχεια 

αποκόβοντασ πρϊτα τθν ζξοδο του bulbus arteriosus από τθ μία και τθν κοιλία με 

τον κόλπο από τθν άλλθ βάηοντασ τισ λαβίδεσ 

κάτωκεν αυτϊν ραχιαία ςτο ψάρι, γίνεται εκτομι 

τθσ καρδιάσ (Εικόνα 26B). Αωοφ 

πραγματοποιθκεί θ εκτομι τθσ καρδίασ είτε 

αποκθκεφεται ςτουσ 4οC, είτε ςυνεχίηουμε ςε 

περαιτζρω πειράματα. 

Εικόνα 26. Εκτομι καρδίασ από ενιλικο ψάρι. (Α). Σθμείο 
τομισ του ψαριοφ ςτο ςθμείο (κεωαλι βζλουσ) κάτω από 
τα πλαϊνά πτερφγια για τθν ευκολότερθ εκτομι τθσ καρδιάσ 
και τθν εκροι του αίματοσ. (Β). Διάνοιξθ κωρακικισ 
κοιλότθτασ ενιλικου zebrafish, ςτο οποίο ωαίνεται θ 
καρδιά με διανοιγμζνο περικαρδιακό ιςτό κάτω και 
ανάμεςα από τα βράγχια. Κόκκινο βζλοσ: καρδιά, μπλε 
βζλοσ: πλαϊνό πτερφγιο. 

 

Α 

Β 
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2.11 Μετριςεισ επιφάνειασ και διαςτάςεων κοιλίασ τθσ καρδιάσ ςε ενιλικο 

zebrafish 

Για τθν μζτρθςθ των διαςτάςεων τθσ κοιλίασ ςε καρδιζσ ενιλικων ψαριϊν ηζβρα 

χρθςιμοποιικθκαν 16 καρδιζσ από s457 μεταλλαγμζνα ψάρια και 12 καρδιζσ από 

ψάρια αγρίου τφπου. Οι καρδιζσ αυτζσ ωωτογραωικθκαν πάνω ςε 

αντικειμενοωόρο πλάκα ςε ςταγόνα PBS 1x που κάλυπτε ολόκλθρθ τθν καρδιά. Θ 

τοποκζτθςθ των καρδιϊν ζγινε με τθν επιωάνεια τθσ κοιλίασ που αντιπροςωπεφει 

τον οριηόντιο άξονα τθσ κοιλίασ να είναι προσ τον ωακό και τθν κάμερα (Eικόνα 27). 

Ο κόλποσ βριςκόταν προσ τθν εςτία ωωτόσ (κάτωκεν και πλάγια τθσ κοιλίασ). Λιψθ 

ωωτογραωιϊν ζγινε και από τισ δφο επιωάνειεσ τθσ καρδιάσ (από τθν πλευρά τθσ 

κοιλίασ μόνο και από τθν επιωάνεια κοιλίασ και κόλπου). Οι πλάκεσ τοποκετικθκαν 

ςε ςτερεοςκόπιο Leica LSII και ωωτογραωικθκαν με κάμερα Nikon Coolpix 8700 

digital τοποκετθμζνθ και ςυνδεδεμζνθ με το ςτερεοςκόπιο. Φωτογραωίεσ 

ελιωκθςαν ςε μεγζκυνςθ 30x και 63x. Ο υπολογιςμόσ των διαςτάςεων τθσ καρδιάσ 

ζγινε από τθν μεγζκυνςθ 30x με το λογιςμικό διαχείριςθσ εικόνων ImageJ. Οι 

διαςτάςεισ που μετρικθκαν είναι ο οριηόντιοσ άξονασ τθσ κοιλίασ ι κοντόσ (short) 

άξονασ (ι width of ventricle), ο επιμικθσ (long) άξονασ (ι length of the ventricle) και 

θ επιωάνεια τθσ κοιλίασ (area of the ventricle).  

Οι ωωτογραωίεσ  επεξεργάηονται ςτο ImageJ και από τθν επιλογι ImageScale 

ρυκμίηουμε τα pixels ςε Width:1360 και Height:1024 και αποκθκεφουμε τθ 

ωωτογραωία ςε αυτζσ τισ διαςτάςεισ. Από τθ ωωτογραωία ενόσ χάρακα 1 χιλιοςτοφ 

(mm) ςτο προαναωερκζν ςτερεοςκόπιο και με τθν ωωτογραωικι μθχανι ςε 

μεγζκυνςθ 30x υπολογίςαμε αντιςτοιχία pixels ςε millimeters. Ανοίξαμε τθν 

ωωτογραωία του χάρακα με το ImageJ και επιλζγοντασ το ‘straight tool’ τραβιξαμε 

μια ευκεία με πατθμζνο το αριςτερό πλικτρο του ‘mouse’ από το 0 εϊσ το 1 του 

χάρακα (1mm). Από το ImageJ ςτο Analyze set scaleυπολογίςαμε: distance in 

pixels 468, known distance: 1, pixel aspect ratio:1, unit: millimeter. Επομζνωσ είχαμε 

ότι 468 pixels αντιςτοιχοφν ςε 1mm. Στθ ςυνζχεια υπολογίςαμε ςε χιλιοςτά τισ 

προαναωερκείςεσ διαςτάςεισ τθσ κοιλίασ, μετατρζποντασ τισ ωωτογραωίεσ με 

ImageJ ςε ανάλυςθ 1360x1024 pixels και από το AnalyzeMeasure ςθμειϊναμε τθν 

παράμετρο ‘length’ για τον επιμικθ και εγκάρςιο άξονα. Θ επιωάνεια τθσ κοιλίασ 
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μετρικθκε ανοίγοντασ τθ ωωτογραωία ςτο ImageJ, επιλζγοντασ το ‘polygon tool’ με 

το οποίο χειροκίνθτα ςθμειϊκθκε όλθ θ περίμετροσ τθσ κοιλίασ. Στθ ςυνζχεια από 

το Analyze Measure υπολογίηαμε τθν παράμετρο ‘Area’ ςε τετραγωνικά χιλιοςτά. 

Ππωσ ζχει αναωερκεί, ζγινε ομαλοποίθςθ των μετριςεων των διαςτάςεων τθσ 

καρδιάσ ςε ςχζςθ με το μζγεκοσ τουσ και όχι με τθν θλικία τουσ (Carniel et al., 

2005). Για το λόγο αυτό υπολογίςκθκαν επιμικθσ άξονασ ςε χιλιοςτά/μικοσ 

ςϊματοσ ςε χιλιοςτά, εγκάρςιοσ άξονασ ςε χιλιοςτά/μικοσ ςϊματοσ ςε χιλιοςτά και 

επιωάνεια κοιλίασ ςε τετραγωνικά χιλιοςτά/ μικοσ ςϊματοσ ςε χιλιοςτά.   

Εικόνα 27. Μετριςεισ των διαςτάςεων τθσ 
κοιλίασ τθσ καρδίασ ενιλικου ψαριοφ. 
Τοποκζτθςθ τθσ καρδιάσ κατά τθ λιψθ 
ωωτογραωίασ για τθν μζτρθςθ διαςτάςεων 
των αξόνων τθσ κοιλίασ. Κόκκινθ γραμμι: 
επιμικθσ άξονασ, μπλε γραμμι: εγκάρςιοσ 
άξονασ, V: κοιλία, A: κόλποσ, BA: αρτθριακόσ 
βολβόσ, bulbus arteriosus 

 

 

 

 

2.12 Μετριςεισ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςτα μυοτόμια των εκκολαπτόμενων 

προνυμφϊν. 

 Οι μετριςεισ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων πραγματοποιικθκαν ςε 

ωωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου ςτθν επιωάνεια δφο μυοτομίων, ςτθ 

λεκικικι απόλθξθ. Οι μετριςεισ ζγιναν ςε δφο αναπτυξιακά ςτάδια ςτισ 48 και 96 

ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Για τισ μετριςεισ χρθςιμοποιικθκε το λογιςμικό 

επεξεργαςίασ ωωτογραωιϊν ImageJ. Οι ωωτογραωίεσ ανοίγονται ςτο ImageJ και 

από τθν επιλογι ImageScale ρυκμίηουμε τα pixels ςε Width:1024 και Height:1024. 

Στθ ςυνζχεια, μετατρζπουμε τθ ωωτογραωία ςε 8-bit από τθν επιλογι 

ImageType8-bit και μεταβαίνουμε ςτθν επιλογι Analyzeset scaleno scale. 

Ζτςι, με τθ ςυγκεκριμζνθ ρφκμιςθ όλεσ οι μετριςεισ γίνονται ςε pixels. Φςτερα, με 

τθ ρφκμιςθ Image Adjust Threshold ρυκμίηουμε το κόρυβο τθσ ωωτογραωίασ 

ϊςτε να μετριςουμε μόνο το επικυμθτό ςιμα (Εικόνα 28Β).  Τζλοσ, μεταβαίνουμε 

ςτθ ρφκμιςθ Analyze Analyze particles, οποφ μετράμε ςε pixels ι ςε ποςοςτό (%) 

ΒΑ 

Α 

V 
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τθ επιωάνεια που καταλαμβάνουν οι προςυναπτικζσ και μεταςυναπτικζσ περιοχζσ 

ςε ςχζςθ με τθ ςυνολικι επιωάνεια των δφο μυοτομίων. 

  

Εικόνα 28. Μετριςεισ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων. (Α). Φωτογραωία των μεταςυναπτικϊν 
κινθτικϊν πλακϊν ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου φςτερα από χρϊςθ με a-BTX. (Β). Φωτογραωία που 
ζχει επεξεργαςτεί με το λογιςμικό ImageJ και ζχει αωαιρεκεί ο κόρυβοσ, ϊςτε να μετρθκοφν μόνο οι 
κινθτικζσ πλάκεσ. Κλίμακα: 25μm.  

 

2.13 ΢υμπεριφορικά πειράματα ‘Δράςθσ-Αντίδραςθσ’ ςε ζμβρυα/προνφμφεσ 
zebrafish.   

 Βίντεο υψθλϊν ταχυτιτων και ςυχνότθτασ ελιωκθςαν για τθν απεικόνιςθ 

των s266  εμβρφων. Μελετιςαμε το χρόνο αντίδραςθσ ςε μθχανικά ερεκίςματα 

(ακουμποφςαμε με τθν άκρθ μιασ βελόνασ τθν ουρά των εμβρφων) που αςκοφνταν 

ςε μεταλλαγμζνα s266 ζμβρυα. Θ λιψθ αυτϊν των βίντεο ζγινε με ψθωιακι κάμερα 

Hamamatsu Digital Camera, C11440, ORCA, προςαρμοςμζνθ ςε ςτερεοςκόπιο Nikon 

SMZ1000, ο χρόνοσ διάρκειασ των βίντεο ιταν 8 δευτερόλεπτα και θ ςυχνότθτα 

ιταν 60 λιψεισ/δευτερόλεπτο. Συγκεκριμζνα, φςτερα από ανάλυςθ των βίντεο με 

ςυχνότθτα 1 λιψθ το δευτερόλεπτο ςτο λογιςμικό ImageJ, μετριςαμε τον χρόνο 

που κάνουν τα αγρίου-τφπου και μεταλλαγμζνα ζμβρυα για να κολυμπιςουν μία 

προκακοριςμζνθ απόςταςθ 1,1cm. Ακολοφκθςε ςτατιςτικι ανάλυςθ των 

μετριςεων. 
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2.14 ΢τοχευμζνθ μεταλλαξιγζνεςθ (Site-directed mutagenesis) ςε πλαςμίδιο με το 

αγρίου-τφπου gars και ζκφραςθ των μεταλλάξεων C201R, G240R και G526R ςε 

zebrafish  ζμβρυα.  

 2.14.1 ΢τοχευμζνη μεταλλαξιγζνεςη 

Ολόκλθρο το πλαίςιο ανάγνωςθσ του zebrafish gars κλωνοποιικθκε ςε ζνα 

pBluescriptR πλαςμίδιο, με τισ κλαςικζσ μεκόδουσ κλωνοποίθςθσ. Στθ ςυνζχεια, με 

τθ χριςθ ειδικά ςχεδιαςμζνων εκκινθτϊν  (Πίνακασ 11) που ωζρουν τθν επικυμθτι 

μετάλλαξθ, πραγματοποιιςαμε ςτοχευόμενθ μεταλλαξιγζνεςθ. Για τθ διαδικαςία 

χρθςιμοποιικθκε το QuikChange site-directed mutagenesis kit (Agilent 

Technologies, catalog#200518) ςφμωωνα με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι.  Φςτερα, 

ακολοφκθςε θ αλλθλοφχιςθ των μεταλλαγμζνων πλαςμιδίων για να ανιχνεφςουμε 

αν ζχουν ειςαχκεί οι τρεισ μεταλλάξεισ ςτο πλαίςιο ανάγνωςθσ του zebrafish gars 

(C236R ςτο zebrafish αντιςτοιχεί ςτθ C201R, G319R ςτο zebrafish αντιςτοιχεί ςτθ 

G240R and G605R ςτο zebrafish αντιςτοιχεί ςτθ G526R). Τζλοσ, με τθ χριςθ του a 

MEGAscript® T7 Transcription Kit (Ambion, catalog#AM1333) μεταγράψαμε in vitro 

τα μεταλλαγμζνα gars mRNA και τα εκωράςαμε ςτα ζμβρυα ςε υψθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ (330pg για τισ C236R και G319 και ςτα 250pg για τθν G605R). Θ 

ζκωραςθ των  mRNAs ζγινε με μικροενζςεισ ςε ζμβρυα ςτο ςτάδιο του ενόσ ι  δφο 

κυττάρων. 

Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’-3’) 

C236R –FW GGATGTCAAGAACGGAGAGCGTTTTCGTGCAGACCACCTTC 

C236R –REV GAAGGTGGTCTGCACGAAAACGCTCTCCGTTCTTGACATCC 

G319-FW GCCTGGAGGCAACATGCAACGCTATTTAAGGCCAGAAACC 

G319-REV GGTTTCTGGCCTTAAATAGCGTTGCATGTTGCCTCCAGGC 

G605R-FW TGTGATCGAACCCTCTTTCCGTATCGGGAGGATCATGTAC 

G605R-REV GTACATGATCCTCCCGATACGGAAAGAGGGTTCGATCACA 

Πίνακασ 11. Εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ειςαγωγι των C236R, G319R και G605R 
μεταλλάξεων ςτο πλαίςιο ανάγνωςθσ του gars.   

 

 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Τλικά & Μζκοδοι  73 

 

2.14.2 Μικροενζςεισ ςε ζμβρυα  

Οι μικροενζςεισ πραγματοποιικθκαν ςε ζμβρυα  ςτο ςτάδιο του ενόσ ι δφο 

κυττάρων από διαςταυρϊςεισ  ετερόηυγων s266 ψαριϊν. Ο ενζςιμοσ όγκοσ ςε κάκε 

ζμβρυο ιταν 4,6nl. Τα ζμβρυα προσ μικροζνεςθ εγχζονται ςτο ςτάδιο του ενόσ 

κυττάρου με πλαςτικι πιπζτα Pasteur ςε λεπτά ‘αυλάκια’ ςτα κατάλλθλα 

διαμορωωμζνα καλοφπια αγαρόηθσ πυκνότθτασ 2% (Εικόνα 29Α). Τα ζμβρυα 

κακόλθ τθ διάρκεια τθσ διαδικαςίασ παραμζνουν ςε κρεπτικό μζςο Ε3. Θ 

διαδικαςία είναι θ εξισ: To τρυβλίο τοποκετείται ςτο ςτερεοςκόπιο, δίπλα ςτο 

οποίο υπάρχει μθχανικό ςφςτθμα μικροενζςεων. Το μθχάνθμα διακζτει ζμβολο με 

αυτόματο προρυκμιςμζνο μθχανιςμό που απελευκερϊνει ςυγκεκριμζνθ όγκο. Στθ 

ζμβολο του μθχανιματοσ τοποκετείται γυάλινθ πιππζτα Pasteur (τθν οποία γίνεται 

θ ωόρτωςθ των mRNAs. Με τθν κακοδιγθςθ του ςτερεοςκοπίου ςε μεγζκυνςθ 35x 

προωκείται θ βελόνα μζχρι το κζντρο τθσ λεκίκου ακριβϊσ κάτω από το ηωικό πόλο 

του ηυγοτοφ (Εικόνα 29Β). Στθ ςυνζχεια θ βελόνα απομακρφνεται από το ζμβρυο 

και προωκείται ςτο επόμενο ζμβρυο μετακινϊντασ το τρυβλίο. Θ επιλογι των 

κατάλλθλα ενεκζντων εμβρφων ζγινε ςτισ 3 ϊρεσ μετά τθν μικροζνεςθ ςτο 

ςτερεοςκόπιο με τθν παρουςία χαρακτθριςτικοφ κόκκινου χρϊματοσ ςτθ λζκικο 

(λόγω τθσ χρωςτικισ ουςίασ-μάρτυρα). Ζμβρυα μθ ενεκζντα από τισ ίδιεσ 

διαςταυρϊςεισ κρατικθκαν ωσ δείγμα ελζγχου.  

 

 

 

  

Εικόνα 29. Μικροενζςεισ ςε ζμβρυα ενόσ και δφο κυττάρων. (Α). Διαδικαςία δθμιουργίασ 
καλουπιϊν αγαρόηθσ. Σχθματίηονται τα αυλάκια που τοποκετοφνται μζςα τα ζμβρυα. (Β). 
Τοποκζτθςθ των εμβρφων ςτα αυλάκια αγαρόηθσ (πάνω) και μικροενζςεισ με μία πιπζτα Pasteur 
κάτω από τον ηωικό πόλο (κάτω).   

Α Β 
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2.15 In situ υβριδοποίθςθ 

Ρραγματοποιιςαμε in situ υβριδοποίθςθ ςε ολόκλθρα ζμβρυα για τον 

εντοπιςμό του προτφπου ζκωραςθσ των γονιδίων χρθςιμοποιϊντασ  κωδικοφσ και 

αντικωδικουσ RNA ιχνθκζτεσ ςθμαςμζνουσ με διγοξιγενίνθ. Κατά τθ μελζτθ τθσ s266 

γενετικισ ςειράσ χρθςιμοποιικθκε ιχνθκζτθσ για το γονίδιο gars, ενϊ ςτθ μελζτθ 

τθσ ςειράσ s457 χρθςιμοποιικθκαν ιχνθκζτεσ για τα γονίδια klf2a και spaw. Θ 

διαδικαςία ζχει ωσ εξισ: 

ΜΟΝΙΠΟΠΟΙΗ΢Η 

Μονιμοποίθςθ  εμβρφων (που ζχουμε βγάλει από τo χόριο) με  4% 
παρωορμαλδεψδθ για 12ϊρεσ (overnight, O/N) ςτουσ 4°C 

2 ξεπλφματα με PBS 1x ςε κερμοκραςία δωματίου 

2 ξεπλφματα με 100% MeOH 

Φφλαξθ των δειγμάτων ςτουσ -20°C 

ΕΝΤΔΑΣΩ΢Η 

Σε κερμοκραςία δωματίου κάνουμε τα παρακάτω  ξεπλφματα για 5 λεπτά το 
κακζνα: 

75% MeOH & 25% PBS 

50%% MeOH & 50% PBS 

25% MeOH & 75% PBS 

2 ωορζσ: 100% PBT 1x 

Επϊαςθ με Ρρωτεϊνάςθ Κ(10mg/ ml)  και επαναμονιμοποίθςθ με 4% PFA.  

Επϊαςθ με Ρρωτεϊνάςθ Κ ςε κερμοκραςία δωματίου για χρονικό διάςτθμα 5 ζωσ 
45 λεπτϊν (εξαρτάται από τθν θλικία των εμβρφων) 

Μονιμοποίθςθ των εμβρφων ςε 4% (PFA) για 20 λεπτά 

5 ωορζσ ξεπλφματα των 5 λεπτϊν με PBT 1x 

Χωριςμόσ των εμβρφων ςε διαωορετικά 1,5 ml Eppendorf tubes ανάλογα με το τι 
ιχνθκζτθ κα δεχτοφν 

ΠΡΟ-ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΗ΢Η 

Βφκιςθ των εμβρφων ςε 500μl preHYB+ για 3,5 ϊρεσ ςτουσ 68°C 

ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΗ΢Η 

Αωαίρεςθ τθσ περιςςότερθσ ποςότθτασ preHYB+ χωρίσ τα ζμβρυα να ζρκουν ςε 
επαωι με τον αζρα  

Βφκιςθ των εμβρφων ςε προκερμαςμζνο HYB+ που περιζχει 20-100 ng RNA 
ιχνθκζτθ 

Επϊαςθ τουσ 68°C O/N 

ΑΦΑΙΡΕ΢Η ΣΟΤ ΙΧΝΗΘΕΣΗ 
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Ξεπλφματα των 15 λεπτϊν ςτουσ 68°C: 

75% 2x SSCT & 25%PBT 

50% 2x SSCT& 50%PBT 

25% 2x SSCT & 75%PBT 

 2 ωορζσ 0,2x SSCT 

Ξεπλφματα των 5 λεπτϊν με PBS 

ΑΝΙΧΝΕΤ΢Θ 

Επϊαςθ για 3 ϊρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου με PBT που περιζχει αντιδραςτιριο 
(0,2% BSA & 2% sheep serum) (blocking solution) 

Ρρο-απορρόωθςθ του  AP Fab fragment (anti-dioxigenin) ςε sheep serum για 3 ϊρεσ 
ςε κερμοκραςία δωματίου. Φυγοκζντρθςθ, απόρριψθ ιηιματοσ και αραίωςθ 1/10 
ςε blocking solution 

Βφκιςθ των δειγμάτων ςε 0,5ml AP Fab ςε blocking solution Ο/Ν ςτουσ 4°C 

4 ξεπλφματα των 25 λεπτϊν με PBS 

3 ξεπλφματα των 5 λεπτϊν με διάλυμα χρϊςθσ  

Κατά τθ διάρκεια του 3ου ξεπλφματοσ μεταωορά των δειγμάτων ςε 12 ι 24 well-
plate. 

Βφκιςθ των δειγμάτων ςε 0,5 ml με 200μl NBT/BC ανά 10ml διάλυμα χρϊςθσ 
(ωιλτράριςμα πριν τθν χριςθ γιατί δθμιουργοφνται ςκόνεσ) και επϊαςθ για 30 
λεπτά ζωσ Ο/Ν ςε ςκοτάδι.  

Ξζπλυμα με PBS 

Κακαριςμόσ με γλυκερόλθ 

Μονιμοποίθςθ με 4%PFA για να ςταματιςει  θ χρϊςθ. 

 

 

 

 

 

 

 

Διαλφματα 

PBT :PBS & 0.1% Triton 

SSCT: SSC & 0.1% Tween 

preHYB+:50% formamide & 25% (20%)SSC & 0.1% Tween-20 & 0,46% citric 
acid 1M 

HYB+ :preHYB+ με 5 mg/ml torula (yeast) RNA+ 50 μg/ml heparin 

staining buffer:100 mM Tris pH 9.5 & 50 mM MgCl2 & 100 mM NaCl & 
0.1% Tween-20 & 1 mM Levamisol (fresh) 
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3.   Αποτελζςματα: Α Μζροσ 
Μελζτεσ τθσ επίδραςθσ τθσ διαβαλβιδικισ ροισ 

του αίματοσ ςτο ςχθματιςμό των καρδιακϊν 
βαλβίδων 

 
  



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Αποτελζςματα 77 

 

3.1.1 Θ s457 μεταλλαγμζνθ γενετικι ςειρά 

Στθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ μεταλλαγμζνθ γενετικι ςειρά s457, θ 

οποία όπωσ αναωζρκθκε προιλκε από τθν τυχαία μεταλλαξθγζνεςθ με ENU (Beis et 

al., 2005). Ρρόκειται για μετάλλαξθ με καρδιακό ωαινότυπο (Πίνακασ 5), θ οποία 

προκαλεί αλλαγζσ ςτθ γεωμετρία τθσ καρδίασ και κλθρονομείται με υπολειπόμενο 

αυτοςωμικό τρόπο. Θ καρδιά δεν κάμπτεται ϊςτε να αποκτιςει το χαρακτθριςτικό 

ςχιμα ‘S’, με τθν κοιλία ςτα δεξιά και τον κόλπο αριςτερά τθσ μζςθσ γραμμισ. Στα 

ζμβρυα με τθ ςυγκεκριμζνθ μετάλλαξθ από τισ 36 ϊρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ, θ 

καρδιά μπορεί να εμωανίηεται ςτθ μζςθ γραμμι ςε ποςοςτό 31% των 

μεταλλαγμζνων εμβρφων (Εικόνα 47), ςε αντίκετθ κζςθ από τθ ωυςιολογικι ωσ 

προσ τθ μζςθ γραμμι (situs inversus) ςε ποςοςτό 33% επί των μεταλλαγμζνων, είτε 

ςτθ ωυςιολογικι κζςθ ςε ποςοςτό περίπου 36%. Τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα 

επιβιϊνουν μζχρι να ενθλικιωκοφν πλιρωσ και είναι γόνιμα. Ανάλογοσ ωαινότυποσ, 

όςων αωορά τθ ςυμμετρία των οργάνων και τθ κζςθ τουσ ωσ προσ τθ μζςθ γραμμι, 

ζχει παρατθρθκεί και ςτον άνκρωπο και για αυτό είναι ςθμαντικι θ κατανόθςθ των 

μθχανιςμϊν και των αιτιϊν εμωάνιςισ του (Capdevila et al., 2000). Ριο 

ςυγκεκριμζνα ςτον άνκρωπο παρουςιάηεται ωσ ‘αςπλθνία’ (δεξισ ιςομεριςμόσ), 

πολυςπλθνία (αριςτερόσ ιςομεριςμόσ) και ‘δεξιοκαρδία με αντίκετθ κζςθ και των 

υπολοίπων οργάνων ςαν εικόνα κακρζωτθ ωσ προσ τθ μζςθ γραμμι’ (situs inversus) 

(Εικόνα 30). Συνεπϊσ, τα s457 μεταλλαγμζνα αποτελοφν ζνα ςπουδαίο ηωικό 

μοντζλο για τθσ επίδραςθσ αιμοδυναμικϊν δυνάμεων και τθσ καρδιακισ 

λειτουργίασ ςτθ μορωογζνεςθ των καρδιακϊν βαλβίδων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30. Αςυμμετρία ςπλάχνων και καρδιάσ ςτον άνκρωπο. ΢φνδρομο αςπλθνίασ, 
πολυςπλθνίασ και δεξιοκαρδίασ (Ρθγι: Capdevila et al., 2000). 
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Θ μετάλλαξθ τοποκετικθκε ςτο χρωμόςωμα 5 (LG- linkage group: 5) με τθ 

μζκοδο τθσ χαρτογράωθςθσ του γονιδιϊματοσ, ςτα 83,1cM κοντά ςτον 

πολυμορωικό για τθν μετάλλαξθ μάρτυρα z4299. Στθ ςυνζχεια θ ανεφρεςθ του 

ακριβοφσ ςθμείου τθσ μετάλλαξθσ ςτο ςυγκεκριμζνο χρωμόςωμα ζγινε με τθ χριςθ 

πολυμορωικϊν για τθν ςυγκεκριμζνθ μετάλλαξθ δεικτϊν (microsatelite markers), 

των οποίων τθ κζςθ πάνω ςτο χρωμόςωμα γνωρίηουμε από τον γενετικό χάρτθ 

MGH  του γονιδιϊματοσ του zebrafish. Από τουσ πολυμορωικοφσ μάρτυρεσ z4299 

(83,1cM), z23276 (75cM), z23491 (66,7cM), z1454 (96cM) που βρίςκονται  κοντά ςτθ 

μετάλλαξθ καταλιξαμε ςτον z4299 με 6 αναςυνδυαςμζνα ζμβρυα από τα 60 

μεταλλαγμζνα που μελετικθκαν ςε ςχζςθ με τα 8 αναςυνδυαςμζνα ζμβρυα ςε 

ςφνολο των 81 μεταλλαγμζνων εμβρφων του CU463315 (86cM) δείκτθ (Εικόνα 31D). 

Από τθ κζςθ του δείκτθ z4299 (83,1cM) ςτον γενετικό χάρτθ MGH του zebrafish 

κακϊσ και ςτον ωυςικό χάρτθ του χρωμοςϊματοσ 5 ςτα 70,2Mb διαπιςτϊνουμε ότι 

βρίςκεται κοντά ςτο υποψιωιο γονίδιο southpaw (spaw) το οποίο βρίςκεται ςτα 

70,6Mb (Εικόνα 31G). Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ αποςιϊπθςθσ του spaw  με τθ χριςθ 

ςυμπλθρωματικϊν morpholinos ζχουν δείξει πωσ θ αποςιϊπθςθ του γονιδίου 

διαταράςςει τθν εγκακίδρυςθ τθσ δεξιάσ- αριςτερισ αςυμμετρίασ τθσ καρδίασ, 

αλλά των ςπλαχνικϊν οργάνων (Long et al., 2003).  Για αυτό το λόγο αποωαςίςαμε 

να αλλθλουχίςουμε πρϊτα το ςυγκεκριμζνο γονίδιο, ανάμεςα ςε ζναν αρικμό 

υποψθωίων γονιδίων τθσ περιοχισ. 

Συνεπϊσ, φςτερα από ςτοχευόμενθ αλλθλοφχιςθ του γονιδίου spaw βρζκθκε 

μία ςθμειακι μετάλλαξθ (κυμίνθ ςε αδενίνθ) ςτο κωδικόνιο ζναρξθσ, ATG, ςτο 5’ 

άκρο τθσ νουκλεοτιδικισ αλυςίδασ (Εικόνα 31E-F). Το spaw αποτελείται από 1263 

bp και κατατάχκθκε ςτθν Νοdal υπό-οικογζνεια, αωοφ θ αμινοξικι του ακολουκία 

ομοιάηει περιςςότερο με τισ Nodal πρωτεΐνεσ ανάμεςα ςτθν TGF-β υπζρ-οικογζνεια. 

Επίςθσ, θ Spaw πρωτεΐνθ που αποτελείται από 410 αμινοξζα, περιζχει δφο 

αμινοξικά μοτίβα (NAYRCEG & PTNHAY) τα οποία είναι μοναδικά μζςα ςτθν 

οικογζνεια Νοdal. Λόγω τθσ κζςθσ τθσ μετάλλαξθσ θ διαδικαςία τθσ μετάωραςθσ 

του γονιδίου εμποδίηεται ςτα spaws457/s457 ζμβρυα, με αποτζλεςμα τθ παντελι 

ζλλειψθ τθσ Spaw πρωτεΐνθσ (Εικόνα 31H).  

Τζλοσ, για να επιβεβαιϊςουμε πωσ ο ωαινότυποσ που παρατθροφμε 

οωείλεται ςτθ ςυγκεκριμζνθ μετάλλαξθ πραγματοποιιςαμε ζνα τεςτ 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Αποτελζςματα 79 

 

ςυμπλθρωματικότθτασ με ζναν άλλο γνωςτό μεταλλαγμζνο αλλθλόμορωο 

spawt30973 του γονιδίου που ωζρει μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο τρίτο εξϊνιο και 

προκαλεί και αυτόσ τυχαία πλευρικότθτα τθσ καρδίασ. Ζτςι, με τθ διαςταφρωςθ 

ομόηυγων ψαριϊν για τουσ δυο αλλθλόμορωουσ παρατθροφμε πωσ τα ζμβρυα που 

προκφπτουν εμωανίηουν τον ίδιο ωαινότυπο αναςτραμμζνων και ευκφγραμμων 

καρδιϊν και μάλιςτα ςτα ίδια ποςοςτά που λαμβάνουμε από διαςταυρϊςεισ των 

spaws457/s457ψαριϊν (μόλισ 33% ± 3% ωυςιολογικζσ καρδιζσ, n=99/299 ζμβρυα). 

 

Εικόνα 31. Σα s457 ζμβρυα φζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο spaw του Nodal 
ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ. (Α-C). Φωτογραωίεσ ςτερεοςκοπίου ωωτόσ από spaw

s457/s457
 ζμβρυο 

ςτισ 48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ με τυχαιοποίθςθ τθσ κζςθσ τθσ καρδιάσ.  (A). Θ καρδιά του 
εμβρφου ζχει αντίςτροωθ τθσ ωυςιολογικισ κζςθ, με τθ κοιλία να βρίςκεται δεξιά τθσ μζςθσ 
γραμμισ. (Β). Θ καρδιά του εμβρφου δεν ζχει κάνει τθν δεξιόςτροωθ κάμψθ και όλοι οι κάλαμοι 
βρίςκονται ευκυγραμμιςμζνοι ςτθ μζςθ γραμμι. (C). Θ καρδία του μεταλλαγμζνου εμβρφου 
βρίςκεται ςτθ ωυςιολογικι κζςθ ωσ προσ τθ πλευρικότθτα ςτθ μζςθ γραμμι. (D). Θ μετάλλαξθ που 
ωζρουν τα s457 ζμβρυα ζχει χαρτογραωθκεί ςτο χρωμόςωμα 5, ανάμεςα από τουσ δείκτεσ z4299 και 
CU463315. (E-F). Αλλθλοφχιςθ ενόσ ετερόηυγου και ενόσ ομόηυγου για τθ μετάλλαξθ εμβρφου. (G). 
Θζςθ του υποψθωίου γονιδίου ςτον ωυςικό χάρτθ του zebrafish ςε ςχζςθ με τα υπόλοιπα γονίδια 
του χρωμοςϊματοσ (ςχζδιο από τον ανακοινωμζνο ωυςικό χάρτθ ςτθν www.ensembl.org). (H). 
Αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από αγρίου-τφπου και 
spaw

s457/s457
  μεταλλαγμζνων εμβρφων ςτισ 20 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ραρατθροφμε πωσ ςε 

πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από ομόηυγα μεταλλαγμζνα ζμβρυα δεν εντοπίηεται θ πρωτεΐνθ Spaw, ςε 
αντίκεςθ με τα αγρίου τφπου ζμβρυα. Θ β – ακτίνθ χρθςιμοποιείται ςαν εςωτερικόσ μάρτυρασ. 

 

http://www.ensembl.org/
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3.1.2 Θ ζκφραςθ του spaw μειϊνεται ςτα spaws457/s457 ζμβρυα μζςω ενόσ 

αυτόρυκμιςτικοφ μθχανιςμοφ.  

Το spaw αποτελεί το πρϊτο ρυκμιςτικό γονίδιο που ςχετίηεται με τθν 

εγκακίδρυςθ τθσ Δεξιάσ- Αριςτεράσ αςυμμετρίασ τθσ καρδιάσ, του εγκεωάλου και 

των ςπλαχνικϊν οργάνων ςτον οργανιςμό (Long et al., 2003, Βakkers et al., 2008)    

Το γονίδιο εκωράηεται αρχικά αμωοτερόπλευρα ςτο παραξονικό μεςόδερμα ςτο 

ουραίο βλαςτό (tailbud) από το ςτάδιο των 4-6 ςωμιτϊν (Εικόνα 32B-D). Φςτερα, 

αρχίηει να εκωράηεται ςτο οπίςκιο αριςτερό πιάγην θνκκάηη κεζνδέξκαηνο (LPM) 

και ςταδιακά θ ζκωραςθ του ανεβαίνει προσ τθ πρόςκια περιοχι του 

αναπτυςςόμενου εμβρφου. Στο ςτάδιο των 20-23 ςωμιτϊν παρατθρείται ζκωραςθ 

ςτο καρδιακό πεδίο, ενϊ δεν υπάρχει ζκωραςι του ςτο κεωάλι, ςτο διεγκζωαλο 

(Εικόνα 32A). Στα spaws457/s457 ζμβρυα θ αρχικι αμωοτερόπλευρθ ζκωραςθ ςτο 

ουραίο βλαςτό υπάρχει (Εικόνα 32D). Ραρόλο αυτά, ςτα μετζπειτα αναπτυξιακά 

ςτάδια δεν εκωράηεται αριςτερά του LPM (Εικόνα 32C). Ρικανϊσ, λόγω τθσ 

αδυναμίασ ζναρξθσ τθσ μετάωραςθσ ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα να ενεργοποιείται 

ζνασ αυτό-ρυκμιςτικόσ μθχανιςμόσ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου και να τθ 

καταςτζλλει. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 32. Ζκφραςθ του γονιδίου spaw ςτο ςτάδιο των 20 ςωμιτϊν. (Α-Β). Ζκωραςθ του γονιδίου 
ςε ζμβρυα αγρίου-τφπου. Το  γονίδιο εκωράηεται αριςτερά ςτο LPM (Α, Βζλοσ) και αωμοτερόπλευρα 
ςτο ουραίο βλαςτό (Β, Βζλθ). (C-D). Στα μεταλλαγμζνα ζμβρυα υπάρχει ζκωραςθ του γονιδίου ςτο 
ουραίο άκρο (D), αντικζτωσ το γονίδιο δεν εκωράηεται αριςτερά του LPM (C).  
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3.1.3  Θ γεωμετρία τθσ καρδιάσ δεν επθρεάηει τθ ςυςτολικι λειτουργία ςτισ 

spaws457/s457 εκκολαπτόμενεσ προνφμφεσ.  

 Για να διαπιςτϊςουμε αν θ πλευρικότθτα τθσ καρδιάσ των μεταλλαγμζνων 

ψαριϊν ζχει ςθμαντικι επίπτωςθ ςτθν λειτουργία τθσ καρδιάσ, υπολογίςαμε το 

κλάςμα βράχυνςθσ (Fractional Shortening, περιγράωεται αναλυτικά ςτο κεωάλαιο 

Υλικά και Μζκοδοι) και τθ καρδιακι ςυχνότθτα. Διαπιςτϊκθκε πωσ ςτισ 

μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ (και ςτουσ τρεισ ωαινοτφπουσ) το κλάςμα βράχυνςθσ 

παρζμενε ςε ωυςιολογικά επίπεδα (Εικόνα 33I). Ραράλλθλα, μετριςαμε τθ 

ςυχνότθτα του καρδιακοφ παλμοφ (beats per minutes, bpm) ςτισ 72 ϊρεσ και 7 

θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ και δεν βρικαμε ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτο καρδιακό 

ρυκμό των μεταλλαγμζνων ψαριϊν (Εικόνα 33J-K). Συνεπϊσ, ςυμπεραίνουμε πωσ θ 

πλευρικότθτα τθσ καρδιάσ δεν  επθρεάηει τθν ςυςτολικι λειτουργία τθσ. 

Εικόνα 33. Θ ςυςτολικι λειτουργία τθσ καρδίασ ςτισ spaw
s457/s457 

μεταλλαγμζνεσ εκκολαπτόμενεσ 
προνφμφεσ. (Α-Θ). Λιψεισ από βίντεο ςε ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςε αγρίου-τφπου και μεταλλαγμζνεσ 
προνφμωεσ 75 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Θ γεωμετρία τθσ καρδιάσ δεν επθρεάηει τθ ςυςτολικι 
λειτουργία τθσ. (Ι). Ροςοτικοποίθςθ του κλάςματοσ βράχυνςθσ ςτισ αγρίου-τφπου και μεταλλαγμζνεσ 
προνφμωεσ. (J). Ροςοτικοποίθςθ τθσ καρδιακισ ςυχνότθτασ ςτισ αγρίου-τφπου και μεταλλαγμζνεσ 
προνφμωεσ ςτισ 72 ϊρεσ μετά τθ  γονιμοποίθςθ. (Κ).  Ροςοτικοποίθςθ τθσ καρδιακισ ςυχνότθτασ 
ςτισ αγρίου-τφπου και μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ ςτισ 72 ϊρεσ μετά τθ  γονιμοποίθςθ. 
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3.1.4 Θ κολποκοιλιακι βαλβίδα αναπτφςςεται φυςιολογικά ςτα πρϊτα ςτάδια 

ανάπτυξθσ. 

  Γνωρίηοντασ ότι θ καρδιά είναι το πρϊτο όργανο που ςχθματίηεται και 

λειτουργεί κατά τθν ανάπτυξθ του zebrafish και ςυνεχίηει να μορωοποιείται κακϊσ 

ζχει ξεκινιςει θ λειτουργία τθσ, γεγονόσ που παρατθρείται να ςυμβαίνει και ςτον 

άνκρωπο ςτθν εμβρυϊκι θλικία, είχε ενδιαωζρον να διαπιςτϊςουμε τισ αλλαγζσ 

που προκαλεί θ ανωμαλία ςτθν ανατομικι κζςθ τθσ καρδιάσ ςτον ςχθματιςμό τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. Για να μελετιςουμε κατά πόςο επθρεάηεται θ ανάπτυξθ 

τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ, χρθςιμοποιιςαμε τισ διαγονιδιακζσ ςειρζσ Tg(7xTCF-

Xla.Siam:nslCherry)ia5, Tg(kdrl:EGFP)s843 και Tg(myl7:EGFP)twu34 που εκωράηονται ςτα 

μεςεγχυματικά κφτταρα τθσ βαλβίδασ, ςτο ενδοκιλιο του ενδοκαρδίου και ςτθν 

ελαωριά αλυςίδα τθσ μυοςίνθσ αντίςτοιχα. Ανάλυςθ ωωτογραωιϊν από ςυνεςτιακό 

μικροςκόπιο ζδειξε ότι ςτισ μεταλλαγμζνεσ spaws457/s457 προνφμωεσ τα 

ενδοκαρδιακά κφτταρα που βρίςκονται ςτο κολποκοιλιακό κανάλι αποκτοφν 

ωυςιολογικά κυβοειδζσ ςχιμα και εκωράηουν το μόριο προςκόλλθςθσ Dm-grasp, 

που αποτελεί τον πρϊτο δείκτθ διαωοροποίθςθσ βαλβίδων (Εικόνα 34B-C’). 

Εικόνα 34. Φυςιολογικι ανάπτυξθ των 
κολποκοιλιακϊν βαλβίδων ςτισ spaw

s457/s457
 

προνφμφεσ. (Α-C). Φωτογραωίεσ 
ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου φςτερα από 
ανοςοϊςτοχθμικι χρϊςθ εναντίον του 
μορίου προςκόλλθςθσ Dm-grasp (μπλε) ςε 
αγίου-τφπου και spaw

s457/s457
 προνφμωεσ  

ςτισ 6 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Με 
πράςινο είναι τα κφτταρα του ενδοκαρδίου 
Tg(kdrl:EGFP)

s843
 και με κόκκινο τα τφπου 

μεςεγχυματικά κφτταρα των βαλβιδικϊν 
επαρμάτων Tg(7xTCF-Xla.Siam:nslCherry)

ia5
. 

Ραρατθριςαμε πωσ τόςο ςτισ προνφμωεσ με 
ευκφγραμμθ καρδία (Β-Βϋ), όςο και ςε αυτζσ 
με ανάςτροωεσ καρδιζσ (C-C’) τα κφτταρα 
του ενδοκαρδίου ζχουν το ωυςιολογικό 
κυβοειδζσ ςχιμα και εκωράηουν το μόριο 
προςκόλλθςθσ Dm-grasp (βζλθ).  
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 Ραράλλθλα, μετριςαμε τα TCF τφπου-μεςεγχυματικά κφτταρα των 

επαρμάτων τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ ςε αγρίου-τφπου και spaws457/s457 

προνφμωεσ ςτισ 4 και 6 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ραρατθριςαμε πωσ δεν 

υπιρχαν ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτον αρικμό των TCF-κετικϊν κυττάρων ςτισ 

ευκφγραμμεσ και ανάςτροωεσ καρδιζσ ςε ςχζςθ με τθσ ωυςιολογικζσ (Εικόνα 35A-

B). Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ κατά των ςχθματιςμό των καρδιακϊν επαρμάτων 

ςτισ μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ γίνεται ο μεταςχθματιςμόσ των επικθλιακϊν 

κυττάρων ςε μεςεγχυματικά (ΕΜΤ). 

Εικόνα 35. Σα κολποκοιλιακά καρδιακά επάρματα αναπτφςςονται φυςιολογικά ςτισ spaw
s457/s457 

 
προνφμφεσ. (Α). Ροςοτικοποίθςθ των TCF

+
 κυττάρων ςτα ενδοκαρδιακά επάρματα ςτισ 96 ϊρεσ 

μετά τθ γονιμοποίθςθ. (Β). Ροςοτικοποίθςθ των TCF
+
 κυττάρων ςτα ενδοκαρδιακά επάρματα ςτισ 6 

θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. (C-J). Εικόνεσ από ςυνεςτιακό μικροςκόπιο (confocal) ςε καρδιζσ από 
spaw

s457/s457 
 προνφμωεσ ςτισ 4 και 6 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Τα ενδοκαρδιακά επάρματα ςτισ 

ευκφγραμμεσ καρδίεσ  (D-H) ωαίνεται να παρουςιάηουν μικρζσ διαωορζσ ςτθν ανάπτυξθ τουσ, ςε 
ςχζςθ με τισ ωυςιολογικζσ καρδιζσ (C-G, F-J) και τισ ανάςτροωεσ (Ε-Ι). Οι βαλβίδεσ ςτο κολποκοιλιακό 
κανάλι των μεταλλαγμζνων εκωράηουν το μόριο προςκόλλθςθσ Dm-grasp (βζλθ, μπλε) και ζχουν 
αρχίςει τθν διαδικαςία μεταςχθματιςμοφ ΕΜΤ. Ζχουν χρθςιμοποιθκεί το Tg(7xTCF-
Xla.Siam:nlsmCherry)

ia5
 που μασ δείχνει ςτο διαωοροποιθμζνο κολποκοιλιακό κανάλι τα τφπου-

μεςεγχυματικά κφτταρα, Tg(myl7:EGFP)
twu34

 για απεικόνιςθ τθσ ελαωριάσ αλυςίδασ τθσ μυοςίνθσ του 
κόλπου και τθσ κοιλίασ και χρθςιμοποιικθκε το αντίςωμα zn8::Alexa-633 τθν απεικόνιςθ του μορίου 
προςκόλλθςθσ Dm-grasp. Τομζσ αγαρόηθσ πάχουσ 150μm. Κλίμακα: 25μm.   
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3.1.5 Θ πλευρικότθτα τθσ καρδιάσ κακορίηεται ανεξάρτθτα από τθν πλευρικότθτα 

των υπόλοιπων οργάνων. 

   Το spaw εκτόσ τθσ καρδίασ κακορίηει και τθ πλευρικι αςυμμετρεία των 

ςπλαχνικϊν οργάνων. Το πεπτικό ςφςτθμα του zebrafish αποτελείται από ζνα 

κρεπτικό κανάλι που ςυνδζεται με 3 όργανα: το ιπαρ, το πάγκρεασ και τθν 

χολθδόχο κφςτθ. Ρροθγοφμενεσ, μελζτεσ ςτο zebrafish περιζγραψαν τθν 

μορωογζνεςθ και τθ ωυςιολογικι κάμψθ του ενδοδζρματοσ (Westerfield et al., 

1995) .  

 Το ιπαρ αναπτφςςεται από μια προεκβολι του άνω εντζρου και αποτελείται 

κυρίωσ από θπατοκφτταρα τα οποία επιτελοφν τισ περιςςότερεσ λειτουργίεσ του 

όπωσ θ παραγωγι τθσ χολισ, θ αποτοξίνωςθ του αίματοσ και θ παραγωγι 

ςθμαντικϊν για το πλάςμα πρωτεϊνϊν. Αρχικά, ςτισ 24 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ, 

πρόδρομα θπατοκφτταρα εντοπίηονται ςτθν κοιλιακι επιωάνεια του εντζρου. 

Μελζτεσ ανζδειξαν τθν αναγκαιότθτα του διπλανοφ μεςοδζρματοσ για τθν 

διαωοροποίθςθ και ςυντιρθςθ των θπατοκυττάρων. (Gauldi et al., 1996). Επίςθσ, 

μζλθ των FGFs (Jung et al., 1999) και των BMPs (Rossi et al., 2001) παίηουν 

ςθμαντικό ρόλο ςε αυτζσ τισ αλλθλεπιδράςεισ. Στισ 30 ϊρεσ ο εντερικόσ ςωλινασ 

υπόκεινται ςε μια αριςτερόςτροωθ κάμψθ, ςτθν περιοχι των θπατοκυττάρων, και θ 

αφξθςθ ςτο μζγεκοσ τουσ κάνουν το ιπαρ να ωαίνεται πλζον ωσ ξεχωριςτι δομι. 

Ζπειτα αρχίηει ο ςχθματιςμόσ ενόσ αυλακιοφ ανάμεςα ςτθν ανϊτερθ πλευρά του 

ιπατοσ και ςτον οιςοωάγο και τελικά ςτισ 50 ϊρεσ ζχει ςχθματιςτεί ο θπατικόσ 

αγωγόσ ανάμεςα ςτο ιπαρ και ςτον εντερικό ςωλινα. Τον ςχθματιςμό αυτό 

ακολουκεί θ ωάςθ ανάπτυξθσ του εντζρου και ςτισ 96 ϊρεσ θ αφξθςθ του μεγζκουσ 

του οδθγεί ςτθν επζκταςθ του ςτθν αριςτερι πλευρά του εμβρφου κατά μικοσ τθσ 

κοιλιακισ μζςθσ γραμμισ ωσ τον οιςοωάγο (Field et al., 2003). 

Το πάγκρεασ αποτελείται από δφο διαωορετικοφσ πλθκυςμοφσ κυττάρων οι 

οποίοι μεταναςτεφουν από διαωορετικζσ περιοχζσ και ενϊνονται 52 ϊρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ. Στισ 32 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ θ οπίςκια ςυςτάδα κυττάρων 

εμωανίηεται ςτο μζςο του εντερικοφ ςωλινα ενϊ θ πρόςκια ςυςτάδα κυττάρων 

εμωανίηεται πίςω από το αναπτυςςόμενο ζντερο ςτισ 40 ϊρεσ. Ζπειτα θ πρόςκια 

ςυςτάδα κυττάρων αρχίηει να αναπτφςςεται και ςτισ 44 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ 
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ζρχεται ςε επαωι με τον οπίςκιο πλθκυςμό κυττάρων. Στισ 52 ϊρεσ οι δφο 

ςυςτάδεσ ςυγχωνεφονται και δίνουν γζννθςθ ςτο πάγκρεασ. Ο άνω πλθκυςμόσ 

κυττάρων αναπτφςςει μόνο εξωκρινι ιςτό και ςτο ςθμείο τθσ ζνωςθσ με τον 

εντερικό ςωλινα δθμιουργεί τον παγκρεατικό αγωγό, ενϊ ο πίςω πλθκυςμόσ 

κυττάρων τελικά διαωοροποιείται μόνο ςε ενδοκρινι ιςτό και δθμιουργεί τθ νθςίδα 

παγκρζατοσ (islet). Τελικά ςτισ 76 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ το πάγκρεασ 

βρίςκεται αριςτερά και κάτω από το ςυκϊτι και ι νθςίδα είναι πλιρωσ καλυμμζνθ 

με εξωκρινι ιςτό ο οποίοσ δθμιουργεί ουραία τθν παγκρεατικι ουρά. Θ νθκτικι 

κφςτθ (swim bladder) ζχει αναπτυχκεί ραχιαία και όχι ςε άμεςθ επαωι με το 

πάγκρεασ (Field et al., 2003). 

Εικόνα 36: To πεπτικό ςφςτθμα του zebrafish 52 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. (A). Κοιλιακι 
απεικόνιςθ τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ Τg(gutGFP) zebrafish. Θ πράςινθ ωκορίηουςα πρωτεΐνθ είναι 
παροφςα ςε όλα τα ενδοδερμικά όργανα όπωσ και ςτθν ενδοδερμικι επζνδυςθ τθσ νθκτικισ κφςτθσ. 
(B). Σχθματικι απεικόνιςθ των πεπτικϊν οργάνων ςτισ 52 ϊρεσ. L: ιπαρ, hd: θπατικόσ αγωγόσ, pd: 
παγκρεατικόσ αγωγόσ, P: πάγκρεασ, ib: εντερικόσ αυλόσ, oe: οιςοωάγοσ, sb: νθκτικι κφςτθ 
(Πθγι:Field et al., 2003). 

 Συνεπϊσ, χρθςιμοποιϊντασ τθ διαγονιδιακι ςειρά Σg(gutGFP)s854 

μελετιςαμε τθ πλευρικότθτα των ςπλαχνικϊν οργάνων ςτα μεταλλαγμζνα 

spaws4547/s457ζμβρυα ςε ςχζςθ με  εκείνθ ςτθ καρδιά, για να δοφμε αν ςυνδζονται. 

Αναλφςεισ ςε ωωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου από spaws4547/s457ζμβρυα 

ζδειξαν πωσ και θ γεωμετρία των ςπλαχνικϊν οργάνων άλλαηε, αλλά δεν 
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ςυνδζονταν απαραίτθτα με τθ πλευρικότθτα τθσ καρδιάσ αωοφ προζκυψαν ζμβρυα 

με ανάςτροωθ καρδιά και ωυςιολογικό ενδόδερμα και αντίςτροωα (Εικόνα 37). 

   

Εικόνα 37: Θ κάμψθ του ενδοδζρματοσ τυχαιοποιείται ςτα spaw
s4547/s457

ζμβρυα. Φωτογραωίεσ από 
ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου από spaw

s4547/s45 7
ζμβρυα ςτι2 52 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. (Α-F). Τα 

ςπλαχνικά όργανα ζχουν αλλαγμζνθ γεωμετρία ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα *πράςινο: Τg(gutGFP)]. L: 
ιπαρ, ΢:πάγκρεασ.    
 

3.1.6 Θ καρδία των ενιλικϊν spaws457/s457 ψαριϊν παρουςιάηει τυχαιότθτα ωσ 

προσ τθ πλευρικότθτα τθσ.  

Ππωσ αναωζρκθκε και παραπάνω, τα s457 μεταλλαγμζνα ζμβρυα 

αναπτφςςονται ωυςιολογικά και γίνονται ενιλικα και γόνιμα. Δεν παρουςιάηεται 

διαταραχι ςτθν κυκλοωορία του αίματοσ, είτε μείωςθ τθσ ροισ ι ςτάςθ και 

λίμναςμα του αίματοσ ςε κάποια κοιλότθτα. Δεν παρατθρείται επίςθσ περικαρδιακό 

οίδθμα, οφτε ςυςταλτικι δυςλειτουργία τθσ καρδιάσ. Διανοίγοντασ s457 ενιλικα 

μεταλλαγμζνα ψάρια με ςκοπό να διερευνιςουμε τθ κζςθ τθσ καρδιάσ ωσ προσ τθ 

μζςθ γραμμι, διαπιςτϊςαμε ότι αυτι βριςκόταν ςτθ μζςθ γραμμι ςτα ψάρια που 

είχαν διαχωριςτεί ωσ ζμβρυα ωζροντα τθν καρδιά ςτθ μζςθ γραμμι. Θ κοιλία 

εμωανίηεται κάτω από τον περικαρδιακό αςκό και ο κόλποσ όπιςκεν αυτισ και όχι 

ςτα αριςτερά αυτισ όπωσ είναι ςτα ωυςιολογικά (Εικόνα 38Α). Στα ζμβρυα που 

είχαν διακρικεί ωσ ωζροντα τθν καρδιά ςε κζςθ αντίκετθ τθσ ωυςιολογικισ, με τον 

κόλπο ςτα δεξιά και τθν κοιλία ςτα αριςτερά τθσ μζςθσ γραμμισ ςτισ 48 ϊρεσ μετά 

τθν γονιμοποίθςθ, και τα ενιλικα ωζρουν τθν καρδιά ετεροπλεφρωσ (Εικόνα 38Β). 

Οι διαςτάςεισ και το ςχιμα τθσ καρδιάσ και ςυγκεκριμζνα τθσ κοιλίασ  των ενιλικων 
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spaw δεν ωαίνεται να εμωανίηουν ςθμαντικζσ ςτατιςτικζσ διαωορζσ ςε ςχζςθ με τισ 

ωυςιολογικζσ (Εικόνα 38G). 

 

Εικόνα 38 Θζςθ τθσ καρδιάσ ςτα ενιλικα spaw
s457/s457

 ψάρια. (Α και D) Kαρδιάσ από ενιλικο 
spaw

s457/s457
 zebrafish που ζχει ωυςιολογικι τθ κζςθ τθσ καρδιάσ ωσ προσ τθ μζςθ γραμμι. (Β και E). 

Καρδιάσ από ενιλικο spaw
s457/s457

 zebrafish που ζχει ανάςτροωθ τθ κζςθ τθσ καρδιάσ ωσ προσ τθ 
μζςθ γραμμι.   (C και F). Kαρδιάσ από ενιλικο spaw

s457/s457
 zebrafish που ζχει τθ κζςθ τθσ καρδιάσ 

ευκυγραμμιςμζνθ με τθ μζςθ γραμμι Α: κόλποσ, V: κοιλία, πράςινο, μυοκάρδιο: Tg(myl7:EGFP)
twu34

. 

 

3.1.7 Θ κολποκοιλιακι βαλβίδα των spaw ενιλικων zebrafish παραμζνει 

διγλϊχινθ ι τριγλϊχινθ 

Γνωρίηοντασ ότι θ καρδιά είναι το πρϊτο όργανο που ςχθματίηεται και 

λειτουργεί κατά τθν ανάπτυξθ του zebrafish και ςυνεχίηει να μορωοποιείται κακϊσ 

ζχει ξεκινιςει θ λειτουργία τθσ, γεγονόσ που παρατθρείται να ςυμβαίνει και ςτον 

άνκρωπο ςτθν εμβρυικι θλικία, είχε ενδιαωζρον να διαπιςτϊςουμε τισ αλλαγζσ 

που προκαλεί θ ανωμαλία ςτθν ανατομικι κζςθ τθσ καρδιάσ και πικανϊσ τθσ 
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αιματικισ ροισ και πίεςθσ των τοιχωμάτων ςτον ςχθματιςμό τθσ κολποκοιλιακισ 

βαλβίδασ. Θ μορωογζνεςθ των καρδιακϊν γλωχίνων χαρακτθρίηεται από κάποια 

διακριτά ςτάδια. Ρεριγραμματικά, ςτα αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ ζχουμε το 

ςχθματιςμό των ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων, όπου θ πάχυνςθ τθσ κολποκοιλιακισ 

βαλβίδασ αρχίηει να ωράςςει τον αυλό του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ, εμποδίηοντασ 

τθν παλινδρόμθςθ του αίματοσ (Scherz et al., 2008). Στθ ςυνζχεια με διάωορεσ 

μετατροπζσ ζχουμε τον ςχθματιςμό των ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων ςε γλωχίνεσ 

τθσ καρδιακισ βαλβίδασ. Ριο ςυγκεκριμζνα, τα δφο επάρματα ξεκινοφν 

μορωολογικζσ αναδιατάξεισ που οδθγοφν, 6 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ςτθ 

δθμιουργία των δφο πρϊιμων κολποκοιλιακϊν γλωχινϊν, οι οποίεσ αποτελοφνται 

από δυο διακριτζσ κυτταρικζσ ςτοιβάδεσ και ενϊνονται πλευρικά με το κοιλιακό 

μυοκάρδιο.  Φςτερα,  ςτο ςτάδιο των 6-16 θμερϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ οι πρϊιμεσ 

γλωχίνεσ επιμθκφνονται και κάμπτονται προσ το εςωτερικό του κοιλιακοφ καλάμου, 

ϊςτε να εμποδίηουν τθ παλινδρόμθςθ του αιμάτοσ. Ζπειτα, ςτισ 16-28 μζρεσ μετά 

τθ γονιμοποίθςθ αρχίηει θ ωρίμανςθ των κολποκοιλιακϊν βαλβίδων. Συγκεκριμζνα, 

τα επικθλιακά κφτταρα των γλωχινϊν υπόκεινται ςε  ζνα μεταςχθματιςμό ςε 

μεςεγχθματικά, παρουςιάηοντασ μεγάλθ εναπόκεςθ εξωκυττάριου υλικοφ, όπωσ το 

κολλαγόνο. Στο ςυγκεκριμζνο ςτάδιο οι γλωχίνεσ αποκτοφν  ςθμαντικό πάχοσ ςε 

ςχζςθ με τα προθγοφμενα ςτάδια ανάπτυξθσ (Bartman et al., 2009).  Τζλοσ, ςτο 

ενιλικο ςτάδιο οι κολποκοιλιακζσ βαλβίδεσ αποτελοφνται πλζον από τζςςερισ 

γλωχίνεσ (Beis et al.,2005).  Για τον ςκοπό αυτό ςτο εργαςτιριό μασ, διανοίγοντασ 

spaw ενιλικα ψάρια μελετιςαμε τθν μορωολογία των γλωχίνων τθσ κολποκοιλιακισ 

βαλβίδασ. Θ κολποκοιλιακι βαλβίδα ωαίνεται ςτα spaws457/s457 ενιλικα ψάρια που 

ζχουν ευκφγραμμθ καρδία, ότι αποτυγχάνει να ωριμάςει και να αποκτιςει τζςςερισ 

γλωχίνεσ (Εικόνα 39D). Συγκεκριμζνα, ςε ςφνολο είκοςι ευκφγραμμων ενθλίκων 

καρδίων που μελετιςαμε είδαμε ότι εννζα καρδίεσ είχαν δφο γλωχίνεσ και οι 

υπόλοιπεσ τρεισ. Μάλιςτα, ςε αυτζσ με τρεισ παρατθριςαμε πωσ οι πρόςκιεσ 

γλωχίνεσ (που διαωοροποιοφνται χρονικά πρϊτεσ) ςχθματίηονται ωυςιολογικά, ενϊ 

θ οπίςκια παραμζνει αδιαωοροποίθτθ ςε μία ενιαία. Ραράλλθλα, μελετιςαμε τόςο 

τισ ανάςτροωεσ καρδιζσ όςο και αγρίου τφπου και είδαμε πωσ όλεσ είχαν τζςςερισ 

βαλβιδικζσ γλωχίνεσ (Εικόνα 39A-C). Ζτςι, ςυμπεραίνουμε πωσ θ αλλαγι ςτθ 

γεωμετρία τθσ καρδιάσ, παρότι δεν προκαλεί ανιχνεφςιμεσ αλλαγζσ ςτθ λειτουργία 
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του μυοκαρδίου, επθρεάηει τθ ωυςιολογικι ανάπτυξθ και διαωοροποίθςθ των 

καρδιακϊν βαλβίδων.  Ρροκφπτει, επομζνωσ μία κολποκοιλιακι βαλβίδα με τρεισ 

γλωχίνεσ αντί για τζςςερισ τθσ ωυςιολογικισ.  Διαπιςτϊνεται ότι θ κζςθ τθσ καρδιάσ 

διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ του ενδοκαρδίου και ςτθν ςωςτι 

διαμόρωωςθ των γλωχίνων τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. 

 

Εικόνα 39. Θ κολποκοιλιακι βαλβίδα ςτα ενιλικα spaw
s457/s457 

ψάρια αποτυγχάνει να ωριμάςει 
και να γίνει τεραγλϊχινθ (Α-D). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακoφ μικροςκοπίου φςτερα απόϋχρϊςθ με 
ωαλοτοξίνθ. (Α). Τετραγλϊχινθ βαλβίδα ςε ωυςιολογικό ενιλικο zebrafish (B). Τετραγλϊχινθ 
βαλβίδα ςε spaw

s457/s457 
ενιλικο situs solitus zebrafish (ωαινότυποσ εμβρφου όπωσ ο ωυςιολογικόσ 

όςων αωορά τθν κζςθ και μορωολογία τθσ καρδιάσ). (C). Τετραγλϊχινθ βαλβίδα  ςε spaw
s457/s457

situs 
inversus ενιλικο zebrafish, (D). Διγλϊχινθ  βαλβίδα  ςε spaw

s457/s457 
με ευκφγραμμθ καρδιά  ενιλικο 

zebrafish.  Κόκκινο είναι τα μεςεγχυματικά κφτταρα των γλωχινϊν Tg(7xTCF-Xla.Siam:nlsmCherry)
ia5

 
και με μπλε τα ινίδια ακτίνθσ. Κλίμακα:25μm. 

 

3.1.8 Θϋπακολογικιϋδιαβαλβιδικι ροι προκαλεί ελαττωματικι κολποκοιλιακι 

βαλβίδα ςτα ενιλικα ψάρια. 

Θ μυοκαρδιακι λειτουργία είναι ςυνυωαςμζνθ με τθν υδροδυναμικι που 

αναπτφςςεται από τθν ροι του αίματοσ εντόσ των καρδιακϊν κοιλοτιτων. Αυτό 

αποτελεί εμπόδιο ςτθν μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ κάκε μίασ παραμζτρου χωριςτά 

ςτθν ανάπτυξθ των κολποκοιλιακϊν βαλβίδων. Ζχουν γίνει προςπάκειεσ ςτο 

παρελκόν να αποδεςμευκοφν οι δφο αυτζσ παράμετροι είτε με επεμβατικό τρόπο 

(Hove et al., 2003), ο οποίοσ άλλαηε τθν δομι τθσ καρδιάσ, είτε ωαρμακευτικά όποτε 

υπιρχε επίδραςθ ςτθν ςυςταλτικότθτα. Στθ παροφςα μελζτθ καταωζραμε για 

πρϊτθ ωορά να μελετιςουμε ποια παράμετροσ επθρεάηει περιςςότερο τθν 

ανάπτυξθ των κολποκοιλιακϊν βαλβίδων και με ποιο τρόπο, εκμεταλλευόμενοι δφο  

μεταλλαγμζνεσ γενετικζσ ςειρζσ, τθν s457  και τθν s459 μεταλλαγμζνθ ςειρά που 

απομονϊςαμε από το γονιδιακό ζλεγχο που περιγράωθκε προθγουμζνωσ. Ππωσ, 
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ζχουμε αναωζρει ιδθ τα μεταλλαγμζνα spaws457/s457 εμωανίηουν διαωορετικι 

γεωμετρία τθσ καρδιάσ. Ραρόλα αυτά, κατά τθν ανάπτυξθ τουσ δεν ωαίνεται να 

παρουςιάηουν ανωμαλίεσ ςτθν ανάπτυξθ του μυοκαρδίου (ωυςιολογικό Κλάςμα 

Βράχυνςθσ – Fractional Shortening), των κολποκοιλιακϊν βαλβίδων (μορωολογία, 

κζςθ, αρικμόσ και παρουςία κυττάρων), τθσ καρδιακισ ςυχνότθτασ  και ςυςτολικισ 

λειτουργίασ και όλα τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα επιηοφν μζχρι τθν ενθλικίωςθ. 

Αντικζτωσ, παρατθριςαμε ότι υπάρχει μία διαωοροποίθςθ και ανωμαλία ςτον 

ςχθματιςμό των γλωχίνων κατά τθν μορωοποίθςθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ ςτα 

ενιλικα spaws457/s457 ψάρια που ωζρουν ευκφγραμμθ καρδιά, ενϊ δεν παρατθρείται 

ςτα υπόλοιπα μεταλλαγμζνα (situs inversus, situs solitus). Υποκζςαμε λοιπόν ότι 

κάποιοσ παράγοντασ ςε προθγοφμενα ςτάδια ανάπτυξθσ διαωοροποιείται ϊςτε να 

ζχουμε αυτόν τον ωαινότυπο ςτα ενιλικα. Συνεπϊσ, μελετιςαμε και ςτα 

spaws457/s457 μεταλλαγμζνα ψάρια το πρότυπο τθσ διαβαλβιδικισ ροισ του αίματοσ.  

Διαπιςτϊςαμε ότι ςτο ςτάδιο των 75 ωρϊν ανάπτυξθσ υπιρχε ςτα spaws457/s457 

ζμβρυα με ευκφγραμμθ καρδιά μεγάλθ αφξθςθ τθσ μετροφμενθσ παλίνδρομθσ ροισ 

δια μζςου τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ και ςθμαντικι ελάττωςθ τθσ μθδενικισ 

ροισ δια μζςου αυτισ ςε ςχζςθ με τισ ωυςιολογικζσ αντίςτοιχα ροζσ (Εικόνα40Α).  

Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ θ αλλαγι ςτθ γεωμετρία τθσ καρδίασ προκαλεί και 

αλλαγι ςτθν αιμοδυναμικι εντόσ των κοιλοτιτων τθσ. 

Εικόνα 40. Απεικόνιςθ τθσ 
διαβαλβιδικισ ροισ ςε αγρίου 
τφπου (wild-type) και 
spaw

s457/s457 
ζμβρυα 75 ωρϊν 

μετά τθ γονιμοποίθςθ. (A). 
Ροςοτικοποίθςθ του κλάςματοσ 
ανάδρομθσ ροισ ςτο 
κολποκοιλιακό κανάλι των 
εμβρφων. Ραρατθριςαμε πωσ 
ςτισ ευκφγραμμεσ καρδιζσ το 
κλάςμα ανάδρομθσ ροισ  του 
αίματοσ ιταν ςθμαντικά 
αυξθμζνο ςε ςχζςθ με τισ 
ανάςτροωεσ και ωυςιολογικζσ 
καρδιζσ. (Β). Σχθματικι 
απεικόνιςθ του προτφπου 
διαβαλβιδικισ ροισ ςτα ζμβρυα 
(μπλε: εμπρόςκια ροι, κόκκινο: 
ανάδρομθ ροι, πράςινο: 
μθδενικι ροι). 
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Κατά ςυνζπεια, μελετιςαμε  τθν ζκωραςθ του ταςεοευαίςκθτου γονιδίου ςτθν 

περιοχι του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ, το Kruppel-like factor 2a (klf2a). Με τθν 

διενζργεια in situ υβριδοποίθςθ για το klf2a γονίδιο είδαμε πωσ θ ζκωραςθ του 

γονιδίου υπάρχει ςτθ κολποκοιλιακι βαλβίδα των spaws457/s457 μεταλλαγμζνων 

εμβρφων και πωσ υπιρχε μια ανοδικι τάςθ ςτθ ζκωραςθ του ςτισ ευκφγραμμεσ 

καρδιζσ (Εικόνα 41Β). Ραρόλα αυτά δεν κακίςταται δυνατό θ ποςοτικοποίθςθ τθσ 

ζκωραςθσ του γονιδίου ςτισ καρδιζσ λόγω δυςκολιϊν ςτθ τεχνικι.    

Ραράλλθλα, ςτο εργαςτιριο μασ μελετικθκε μία άλλθ γενετικι ςειρά θ s459. Τα 

μεταλλαγμζνα s459  ωζρουν ζνα πρϊιμο κωδικόνιο λιξθσ ςτο γονίδιο τθσ βαριάσ 

αλφςου τθσ μυοςίνθσ του κόλπου, θ οποία απαιτείται για τθν οργάνωςθ των 

μυοϊνιδίων και τθν ςυςτολι του κολπικοφ μυοκαρδίου, (myh6 ι amhc:atrial myosin 

heavy chain) και εμωανίηουν αςυςτολία του κόλπου με τθ διάταςθ του και τθν 

αποκόλλθςθ του ενδοκαρδίου από το μυοκάρδιο και μειωμζνθ κοιλιακι ςυςτολικι 

λειτουργία (Kalogirou et al., 2014). Τα myh6s459/s459 φςτερα από παρακζντθςθ του 

περικαρδιακοφ οιδιματοσ που αναπτφςςουν, καταωζρνουν να μεγαλϊςουν μζχρι 

τθν ενθλικίωςθ.   Στα ενιλικα μεταλλαγμζνα ψάρια θ καρδιακι βαλβίδα παραμζνει 

διγλϊχινθ. Θ amhc ςτον άνκρωπο εκωράηεται μόνο ςτο κολπικό μυοκάρδιο και 

παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ του μεςοκολπικοφ διαωράγματοσ. 

Μεταλλάξεισ ςτθν αμινοξικι ακολουκία τθσ amhc προκαλοφν μεςοκολπικι 

επικοινωνία (Ching et al., 2005), υπερτροωικι και διατατικι μυοκαρδιοπάκεια 

(Granados-Riveron et al., 2010) και από πρόςωατεσ μελζτεσ και ςφνδρομο 

νοςοφντοσ ωλεβόκομβου (Carniel et al., 2005). 
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Εικόνα 41. Ζκφραςθ του klf2a ςε ζμβρυα 55 ωρϊν μετά τθν γονιμοποίθςθ. (Α). Αγρίου-τφπου 
ζμβρυο (Β). spaw

s457/s457
 με ευκφγραμμθ καρδιά, (C). spaw

s457/s457
 situs solitus (D). spaw

s457/s457
 situs 

inversus 

Συνοψίηοντασ, ςε ςυνδυαςμό των αποτελεςμάτων των s457 και s459 

μεταλλαγμζνων γενετικϊν ςειρϊν ςυμπεραίνουμε πωσ θ αλλαγι τθσ αιμοδυναμικισ 

εντόσ των κοιλοτιτων τθσ καρδιάσ, είτε προζρχεται από αλλαγζσ  ςτθ μυοκαρδιακι 

λειτουργία είτε από αλλαγζσ ςτθ μορωολογία τθσ καρδίασ, κακορίηει τθ 

μορωοποίθςθ και τθν ωρίμανςθ των καρδιακϊν βαλβίδων.   
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3.2   Αποτελζςματα: Β Μζροσ 
Ζνα πειραματικό μοντζλο zebrafish για 

τθν CMT2D 
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3.2.1 Θ s266 μεταλλαγμζνθ γενετικι ςειρά 

Ραράλλθλα, ςτθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ μεταλλαγμζνθ γενετικι 

ςειρά s266. Θ διαςταφρωςθ μεταξφ των γονζων-ωορζων  δίνει  oμοηυγωτά ζμβρυα 

ςε ποςοςτό 25%, λόγω υπολειπόμενου τρόπου κλθρονομικότθτασ τθσ μετάλλαξθσ. 

Τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα  εμωανίηουν παλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ μεταξφ 

κόλπου και κοιλίασ λόγω ςτζνωςθσ τθσ αορτικισ εξόδου, περικαρδιακό οίδθμα και 

κακυςτζρθςθ ςτθν ανάπτυξθ τουσ (Εικόνα 42Α). Στα χαρακτθριςτικά του 

ωαινοτφπου των μεταλλαγμζνων εμβρφων περιλαμβάνονται επίςθσ, ςταδιακι 

παράλυςθ από τισ 48 ϊρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ, που από τισ 96 ϊρεσ  και μετά 

γίνεται ιδιαιτζρωσ ζντονθ. Τελικϊσ, οι μεταλλαγμζνεσ εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ 

ηοφνε μζχρι το ςτάδιο των 5 θμερϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ, όπου και πεκαίνουν 

λόγω ζλλειψθσ τθσ αιματικισ κυκλοωορίασ.  

Χρθςιμοποιϊντασ δείκτεσ κατανεμθμζνουσ ςε απόςταςθ 30cM μεταξφ τουσ ςε 

όλα τα χρωμοςϊματα (genome scanning) του γονιδιϊματοσ του zebrafish, 

χαρτογραωιςαμε τθ μετάλλαξθ ςτο χρωμόςωμα 24 (LG, linkage group 24). Εν 

ςυνεχεία με τθ μζκοδο ανίχνευςθσ του γονιδίου (chromosome walking) πάνω ςτο 

χρωμόςωμα ςτο οποίο ανιχνεφκθκε θ μετάλλαξθ και με τθ χριςθ πολυμορωικϊν 

δεικτϊν (microsatelite markers) μελετιςαμε 1880 διπλοειδι μεταλλαγμζνα ζμβρυα 

και περιορίςαμε τθν κρίςιμθ περιοχι κζςθσ του γονιδίου  ςτα 0,01 cM μεταξφ των 

δεικτϊν z17203 και z9321 (Εικόνα 42B). Ακολοφκθςε θ αλλθλοφχιςθ όλων των 

πικανϊν γονιδίων τθσ εντοπιςμζνθσ περιοχισ και βρικαμε πωσ τα μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα ωζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ αμινοάκυλο-tRNA 

ςυνκετάςθσ τθσ γλυκίνθσ (Gars, glycil-tRNA synthetase). Θ ςυγκεκριμζνθ μετάλλαξθ 

προκαλεί τθν αντικατάςταςθ τθσ ωυςιολογικισ κρεονίνθσ με μια λυςίνθ ςτο 

αμινοοξικό κατάλοιπο 209 (Τ209Κ), ςτο πρϊτο καταλυτικό κζντρο τθσ πρωτεΐνθσ και 

ςτθ περιοχι ςφνδεςθσ των μονομερϊν προσ ςχθματιςμό τθσ ενεργοφσ ομοδιμερισ 

μορωισ τθσ πρωτεΐνθσ (Εικόνα 42C-E). Το ςυγκεκριμζνο αμινοξφ είναι ιδιαίτερα 

ςυντθρθμζνο μεταξφ των ειδϊν (Εικόνα 42D) , ενϊ θ Τ209Κ βρίςκεται δίπλα ςε μία 

είδθ μελετθμζνθ ανκρϊπινθ μετάλλαξθ τθν L129P. Συνεπϊσ, λόγω τθσ κζςθσ τθσ 

Τ209Κ μελετιςαμε τθν επίδραςθ τθσ ςτο διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ. Ζτςι, 

χρθςιμοποιϊντασ ζνα ειδικό  αντίςωμα εναντίον τθσ ανκρϊπινθσ GARS πρωτεΐνθσ 

πραγματοποιιςαμε ζνα μθ αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα  κατά western και 
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παρατθριςαμε ότι θ Τ209K  εμποδίηει το ςχθματιςμό τθσ ομοδιμεροφσ πρωτεΐνθσ, 

αωοφ ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από ομόηυγα garss266/s266 ζμβρυα εντοπίςαμε 

μόνο τθ μονομερι μορωι τθσ Gars, λαμβάνοντασ ςιμα ςτο μιςό του αναμενόμενου 

μοριακοφ βάρουσ (Εικόνα 42F). Ρροθγοφμενεσ in vitro μελζτεσ ςτθν ανκρϊπινθ 

μετάλλαξθ L129P ζδειξαν ανάλογα αποτελζςματα (Nagle et al., 2007,  Xie et al., 

2007). 

 Εικόνα 42. Ανίχνευςθ και χαρτογράφθςθ ενόσ νζου gars αλλθλόμορφου. (A). Φωτογραωία  
ςτερεοςκοπίου ωωτόσ από ζνα αγρίου-τφπου ζμβρυο (πάνω) και ενόσ ομόηυγου gars

s266/s266
 (κάτω) 

εμβρφου ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Τα ομόηυγα ζμβρυα είναι κακυςτερθμζνα ςτθν 
ανάπτυξθ τουσ, με μικρότερο κεωάλι, μάτια και με περικαρδιακό οίδθμα. (Β). Θ μετάλλαξθ 
χαρτογραωικθκε ςτο χρωμόςωμα 24 μετά από ανάλυςθ 1880 μεταλλαγμζνων εμβρφων. (C). Τα 
gars

s266/s266
 ζμβρυα ωζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ που αντικακιςτά τθ ωυςιολογικι κρεονίνθ με 

μία λυςίνθ ςτο κατάλοιπο 209 (Τ209Κ). Αριςτερά αλλθλοφχιςθ ενόσ αγρίου-τφπου ζμβρυο και δεξιά 
ενόσ μεταλλαγμζνου εμβρφου. (D). Το  Τ209 αμινοξφ είναι ιδιαιτζρωσ ςυντθρθμζνο ανάμεςα ςτα 
είδθ. (Ε). Θ Τ209Κ βρίςκεται ςτο πρϊτο καταλυτικό κζντρο τθσ πρωτεΐνθσ και ςτθ περιοχι 
ςχθματιςμοφ του ομοδιμεροφσ. (F). Μθ αποδιαττακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western. Στα 
μεταλλαγμζνα ζμβρυα ανιχνεφτθκε μόνο θ μονομερι μορωι τθσ Gars ςτο μιςό μοριακό βάροσ ςε 
ςχζςθ με τα αγρίου-τφπου ζμβρυα. Κλίμακα: 100μm.        

   

3.2.2 0 s266 Gars αλλθλόμορφοσ δεν διαςϊηει τισ μεταλλαγμζνεσ GSR1 ηφμεσ. 

Ρροκειμζνου να μελετιςουμε αν θ Τ209Κ επθρεάηει τθ δραςτικότθτα τθσ 

Gars πρωτεΐνθσ πραγματοποιιςαμε αναλφςεισ ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ  

(yeast complementation assays). Σε προθγοφμενεσ μελζτεσ οι αναλφςεισ 

ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν μελζτθ μεταλλάξεων 
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απϊλειασ λειτουργίασ (loss of function) ςτθν ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ GARS (Antonellis 

et al., 2006,  Griffin et al., 2014). Ζτςι, ειςιγαμε τθν T209K μετάλλαξθ ςτθν 

αντίςτοιχθ GRS1 πρωτεΐνθ (το κατάλοιπο Τ209 αντιςτοιχεί ςτο Τ80 GRS1 ςτισ ηφμεσ 

και ςτο Τ130 GARS ςτον άνκρωπο) και μελετιςαμε αν θ Τ209Κ μπορεί να διαςϊςει 

τισ μεταλλαγμζνεσ GRS1 ηφμεσ. Για τθ παραπάνω μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν 

απλοειδι ηφμεσ που τουσ είχε απαλθωκεί θ ενδογενισ GRS1 πρωτεΐνθ, αλλά 

ωζρουν ζνα πλαςμίδιο που εκωράηει τθν αγρίου-τφπου GRS1 και το γονίδιο URA3. 

Στθ ςυνζχεια οι ηφμεσ μεταςχθματίςτθκαν με ζνα δεφτερο πλαςμίδιο που ωζρει είτε 

τθν αγρίου–τφπου πρωτεΐνθ, είτε τθ Τ80Κ μεταλλαγμζνθ GRS1 και το γονίδιο τθσ 

LEU2 ςαν δείκτθ επιλεκτικότθτασ. Οι ηφμεσ αναπτφχκθκαν ςε κρεπτικό μζςο που 

περιείχε 5-ωλουορο-οροτικό οξφ (5-Fluoroorotic acid, 5-FOA) που αποτελεί τοξικι 

ουςία για τα κφτταρα που εκωράηουν το URA3 και ζτςι ςτο ςυγκεκριμζνο κρεπτικό 

μζςο αναπτφςςονται μόνο τα κφτταρα που εκωράηουν μία λειτουργικι GRS1 

πρωτεΐνθ από το πλαςμίδιο–ωορζα τθσ LEU2. Ππωσ παρατθριςαμε, οι ηφμεσ που 

ωζρουν τθν αγρίου-τφπου GRS1 κατάωερναν να αναπτυχκοφν ςτο ςυγκεκριμζνο 

κρεπτικό μζςο, εν αντικζςει με αυτζσ που εκωράηουν τθν Τ80Κ (Τ209Κ ςτο 

zebrafish) (Εικόνα 43). Τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα μασ οδιγθςαν ςτο 

ςυμπζραςμα πωσ θ Τ209Κ είναι μία μετάλλαξθ-απϊλειασ τθσ λειτουργίασ του 

γονιδίου (loss of function). 

Εικόνα 43.  Θ T80K δεν ςιαςϊηει 
τις μεταλλαγμζνεσ  GRS1 ηφμεσ. 
Απλοειδισ Δgrs1 ηφμεσ 
μεταςχθματίςτθκαν με ζνα 
πλαςμίδιο που ωζρει είτε κενό το 
πλαςμίδιο (pRS315), είτε ωζρει 
τθν αγρίου-τφπου GRS1, είτε τθ 
μεταλλαγμζνθ  Τ80Κ GRS1. 
Καλλιζργειεσ χρθςιμοποιικθκαν 
ςε τρεισ αραιϊςεισ και 
παρατθριςαμε πωσ μόνο τα 
κφτταρα που εκωράηουν τθν 
αγρίου-τφπου λειτουργικι 
πρωτεΐνθ αναπτφςςονται ςε 
κρεπτικό μζςο που περιζχει 5-
FOA. Tα πειράματα 

πραγματοποιικθκαν 
χρθςιμοποιϊντασ δφο 
ανεξάρτθτα πλαςμίδια-ωορείσ 
τθσ Τ80Κ GRS1 Α και Β. 
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3.2.3 To gars γονίδιο εκφράηεται ςε ιςτοφσ υψθλϊν πρωτεϊνοςυνκετικϊν 

απαιτιςεων κατά τθν ανάπτυξθ.  

 Ππωσ αναωζραμε ο s266 ωαινότυποσ εμωανίηεται από τισ 48 ϊρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ και όχι νωρίτερα, παρά τθ Τ209Κ μετάλλαξθ ςε ζνα τόςο κεμελιϊδεσ 

γονίδιο για τθ πρωτεϊνοςφνκεςθ. Για το λόγο αυτό αποωαςίςαμε να μελετιςουμε 

τθν ζκωραςθ του gars ςε γονιδιακό αλλά και πρωτεϊνικό επίπεδο, ςτα αρχικά 

ςτάδια ανάπτυξθσ. Ζτςι, ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα αγρίου τφπου 1 ϊρασ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ παρατθριςαμε εναπόκεςθ λειτουργικισ Gars πρωτεΐνθσ μθτρικισ 

προελεφςεωσ (Εικόνα 44A). Ραράλλθλα, με τθ μζκοδο τθσ in situ υβριδοποίθςθσ 

ανιχνεφςαμε και gars mRNA ςτο ίδιο αναπτυξιακό ςτάδιο (Εικόνα 44B-C). Στισ 

πρϊτεσ 10 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ το gars εκωράηεται ςε κάκε κφτταρο, ενϊ 

ςτα επόμενα ςτάδια ανάπτυξθσ παρατθριςαμε ζνα ειδικό νευρολογικό πρότυπο 

ζκωραςθσ, αωοφ από τισ 24 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ και φςτερα το γονίδιο 

εκωράηεται κυρίωσ ςτον αναπτυςςόμενο εγκζωαλο. Συγκεκριμζνα, παρατθριςαμε 

πωσ το gars εκωράηεται ςτισ κοιλίεσ του νευροεπθκιλίου (Εικόνα 44H-J). Θ 

ςυγκεκριμζνθ περιοχι του εγκεωάλου είναι μια περιοχι υψθλϊν 

προτεϊνοςυνκετικϊν απαιτιςεων, αωοφ εκεί γίνεται ο πολλαπλαςιαςμόσ και θ 

ανάπτυξθ των νζοςυντεκειμζνων νευρϊνων. Το ςυγκεκριμζνο πρότυπο ζκωραςθσ 

καταδεικνφει  το ςπουδαίο ρόλο που ζχει το gars ςτο αναπτυςςόμενο νευρικό 

ςφςτθμα, λόγω τθσ τοπικισ πρωτεϊνοςφνκεςθσ ςτουσ άξονεσ για τθν ςωςτι 

ανάπτυξθ και διακλάδωςθ τουσ (Achilli et al., 2009). Ραράλλθλα κατά τα ςτάδια των  

48 (Εικόνα 44L-O) και 72 (Εικόνα 44M-Q) ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ εκτόσ από τον 

εγκζωαλο παρατθριςαμε αυξθμζνα επίπεδα μεταγράωων του gars ςτουσ 

ςκελετικοφσ μυσ, ςτο μυοκάρδιο και ςτουσ ςωμίτεσ.  

  



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Αποτελζςματα 98 

 

Εικόνα 44. Σο gars εκφράηεται ςε ιςτοφσ υψθλϊν προτεϊνοςυνκετικϊν απαιτιςεων. (Α). Μθ 
αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα ςτο ςτάδιο των 1, 24, 48 
και 72 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ.  Ανιχνεφτικε μθτρικισ προζλευςθσ λειτουργικι πρωτεΐνθ ςε 
ζμβρυα 1 ϊρασ μετά τθ γονομοποίθςθ.  Στισ gars

s266/s266
 προνφμφεσ υπιρχε μόνο θ μονομερι μορωι 

τθσ Gars ςτο μιςό μοριακό βάροσ, 75kDa, ςε ςχζςθ με τισ αγρίου-τφπου. (Β-Q). In situ υβριδοποίθςθ 
με κωδικό και αντι-κωδικό mRNA ιχνθκζτθ. (B). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο 
τθσ 1 ϊρασ μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από υβριδοποίθςθ με αντικωδικό mRNA ιχνθκζτθ. (C). 
Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο τθσ 1 ϊρασ μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από 
υβριδοποίθςθ με κωδικό mRNA ιχνθκζτθ. (D). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο 
τθσ 75% επιβολισ φςτερα από υβριδοποίθςθ με αντικωδικό mRNA ιχνθκζτθ. (Ε). Φωτογραωίεσ από 
ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο τθσ 75% επιβολισ φςτερα από υβριδοποίθςθ με κωδικό mRNA 
ιχνθκζτθ. (F). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο τθσ δομισ φςτερα από 
υβριδοποίθςθ με αντικωδικό mRNA ιχνθκζτθ. (G). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο 
ςτάδιο τθσ δομισ φςτερα από υβριδοποίθςθ με κωδικό mRNA ιχνθκζτθ. Ραρατθριςαμε πωσ το gars 
ςτα αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ (Β, D και F) εκωράηεται ςε κάκε κφτταρο. (H-K). Φωτογραωίεσ από 
ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο των 24 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από υβριδοποίθςθ με  
αντι-κωδικό mRNA ιχνθκζτθ. Ραρατθριςαμε πωσ το gars εκωράηεται ςτο νευροεπικιλιο των κοιλίων 
του εγκεωάλου (J) και ςτο (Κ)  νωτιαίο μυελό. (L-O). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο 
ςτάδιο των 48 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από υβριδοποίθςθ με αντι-κωδικό mRNA 
ιχνθκζτθ. To gars γονίδιο ςτο Κ.Ν.Σ., ςτον αμωιβλθςτροειδι χιτϊνα του ματιοφ και ςτο μυοκάρδιο 
τθσ καρδίασ. (Μ-Q). Φωτογραωίεσ από ςτερεοςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο των 72 ωρϊν μετά τθ 
γονιμοποίθςθ φςτερα από υβριδοποίθςθ με αντι-κωδικό mRNA ιχνθκζτθ. Το gars εκωράηεται ςτο 
Κ.Ν.Σ., ςτουσ μυσ και τουσ ενδομυϊκοφσ ςυνδζςμουσ και ςτο γαςτρεντερικό αυλό. Κλίμακα: 50μm. 

 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Αποτελζςματα 99 

 

3.2.4 Σα garss266/s266 μεταλλαγμζνα ζμβρυα εμφανίηουν μθ φυςιολογικι ανάπτυξθ 
τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ και περικαρδιακό οίδθμα. 

 Ο s266 μεταλλαγμζνοσ αλλθλόμορωοσ προκαλεί ζναν υπολειπόμενο 

καρδιακό ωαινότυπο με κφρια χαρακτθριςτικά το περικαρδιακό οίδθμα και το 

λίμναςμα του αίματοσ ςτουσ καλάμουσ τθσ καρδίασ. Θ αιματικι κυκλοωορία αρχικά 

ξεκίνα ωυςιολογικά, όμωσ από τισ 72 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ αρχίηει ςταδιακά 

να μειϊνεται και ςτο επίπεδο του αορτικοφ βολβοφ τθσ καρδιάσ (Bulbus arteriosus, 

BA) ςταματάει με ςυνζπεια τθ παλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ μεταξφ του κόλπου 

και τθσ κοιλίασ. Τα ζμβρυα τελικϊσ πεκαίνουν ςτισ 5 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ 

λόγω ζλλειψθσ τθσ αιματικισ κυκλοωορίασ. Για αυτό το λόγο αποωαςίςαμε να 

μελετιςουμε τθν ανατομία και λειτουργία του μυοκαρδίου και τθσ κολποκοιλιακισ 

βαλβίδασ τθσ καρδιάσ.  Για τθ λειτουργία του μυοκαρδίου μετριςαμε τθ ςυχνότθτα 

του καρδιακοφ παλμοφ (beats per minutes, bpm) τόςο ςε ζμβρυα αγρίου-τφπου, 

όςο ςε ετερόηυγα και ομόηυγα μεταλλαγμζνα ζμβρυα. Αναλφςεισ από βίντεο τθσ 

καρδιάσ ζδειξαν πωσ τα garss266/s266 δεν παρουςιάηουν ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθ 

καρδιακι ςυχνότθτα ςε ςχζςθ με τα αγρίου-τφπου ζμβρυα ι με τουσ ετεροηυγϊτεσ 

(Εικόνα 45A). Για να μελετιςουμε κατά πόςο επθρεάηεται θ ανάπτυξθ τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ, χρθςιμοποιιςαμε τισ διαγονιδιακζσ ςειρζσ Tg(7xTCF-

Xla.Siam:nslCherry)ia5 και Tg(kdrl:EGFP)s843 που εκωράηονται ςτα μεςεγχυματικά 

κφτταρα τθσ βαλβίδασ και ςτο ενδοκιλιο του ενδοκαρδίου αντίςτοιχα. Ανάλυςθ 

ωωτογραωιϊν από ςυνεςτιακό μικροςκόπιο ζδειξε ότι τα μεταλλαγμζνα 

ενδοκαρδιακά κφτταρα που βρίςκονται ςτο κολποκοιλιακό κανάλι αποκτοφν 

ωυςιολογικά κυβοειδζσ ςχιμα (Εικόνα 45I, n=10), όπωσ ζχει περιγραωεί θ ανάπτυξθ 

τθσ κολποκοιλιακϊν επαρμάτων για τα ωυςιολογικά ζμβρυα ςτισ 50 ϊρεσ μετά τθν 

γονιμοποίθςθ. Ραρόλα αυτά ςτα garss266/s266 μεταλλαγμζνα ζμβρυα ο αρικμόσ των 

TCF κετικϊν κυττάρων ςτθ κολποκοιλιακι βαλβίδα μειϊνεται δραματικά ςε ςχζςθ 

με τα ωυςιολογικά και ετερόηυγα ζμβρυα (Εικόνα 45B).  Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ 

ςτα αρχικά αναπτυξιακά ςτάδια των μεταλλαγμζνων εμβρφων θ ανάπτυξθ των 

καρδιακϊν βαλβιδικϊν κυττάρων πραγματοποιείται ωυςιολογικά, ενϊ ςε μετζπειτα 

ςτάδια θ διαωοροποίθςθ των επικθλιακϊν κυττάρων ςε μεςεγχυματικά ωαίνεται 

πωσ μειϊνεται δραςτικά με αποτζλεςμα τθ δθμιουργία μθ λειτουργικϊν 

ενδοκαρδιάκων επαρμάτων.  
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Εικόνα 45. ΢τα gars
s266/s266

 ζμβρυα δεν διαφοροποιοφνται φυςιολογικά τα κφτταρα τθσ 
κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. (Α). Ροςοτικό γράωθμα τθσ ςυχνότθτασ του καρδιακοφ ρυκμοφ (beats 
per minute, bpm). Τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα (n=10) δεν εμωάνιςαν διαωοροποιιςεισ ςτο καρδιακό 
ρυκμό, γεγονόσ που οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα πωσ το μυοκάρδιο  λειτουργεί ωυςιολογικά. (B). 

Ροςοτικό γράωθμα των TCF
+
 κυττάρων τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. Στα gars

s266/s266 

ζμβρυα ο 
αρικμόσ αυτϊν των κυττάρων μειϊνεται δραματικά. (C-Κ). Φωτογραωίεσ από ςυνεςτιακό 
μικροςκόπιο ςτο φψοσ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ από εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ αγρίου-
τφπου, ετερόηυγεσ και ομόηυγεσ ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Με τθ πράςινθ ωκορίηουςα 
πρωτεΐνθ είναι τα κφτταρα του ενδοκαρδίου Tg(kdrl:EGFP)

s843
 και με τθ κόκκινθ ωκορίηουςα 

πρωτεΐνθ είναι τα μεςεγχυματικά κφτταρα τθσ βαλβίδασ Tg(7xTCF-Xla:Siam:nlsCherry)
ia5

, ενόσ δείκτθ 
του wnt/b-catenin ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ (J-K, βζλθ). V: κοιλία, Α: κόλποσ, ΑVC: κολποκοιλιακό 
κανάλι. Κλίμακα: 25μm. 
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3.2.5 Θ Σ209Κ μετάλλαξθ προκαλεί τθν ατελι νεφρωςθ και τθν ατροφία των 
ςκελετικϊν μυϊν. 

Θ νεφρωςθ των ςκελετικϊν μυϊν αποτελεί μια απαραίτθτθ διαδικαςία 

αλλθλεπίδραςθσ, μεταξφ των κινθτικϊν νευρϊνων ι ςωματικϊν απαγωγϊν 

νευρϊνων και των ςκελετικϊν μυϊν με ςτόχο τθν ςυμμετοχι τουσ ςε μια ςειρά από 

ςθμαντικζσ λειτουργίεσ του οργανιςμοφ όπωσ είναι θ κίνθςθ αλλά και θ αναπνοι. 

Αποτζλεςμα τθσ αλλθλεπίδραςθσ είναι θ ανάπτυξθ ςυνάψεων, οι οποίεσ 

ονομάηονται νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ (Neuromuscular Junctions, NMJs). Μια από τισ 

ςθμαντικότερεσ διαδικαςίεσ κατά τθν εμβρυογζνεςθ είναι θ δθμιουργία μιασ 

πλιρωσ λειτουργικισ νευρομυϊκισ ςφναψθσ, γεγονόσ που περιγράωεται από το 

πολφ μικρό προςδόκιμο ηωισ ι τθν υψθλι κνθςιμότθτα που παρουςιάηουν κατά 

τθν γζννθςι τουσ ζμβρυα που υπολείπονται λειτουργικισ νευρομυϊκισ ςφναψθσ 

(DeChiara et al., 1996,  Weatherbee et al., 2006). Θ νευρομυϊκι ςφναψθ αποτελείται 

από τρία βαςικά τμιματα τθν προ-ςυναπτικι νευρικι απόλθξθ, θ οποία ςυνκζτει, 

αποκθκεφει ςε ςυναπτικά κυςτίδια και απελευκερϊνει το νευροδιαβιβαςτι 

ακετυλοχολίνθ, τθ ςυναπτικι ςχιςμι, ο χϊροσ μεταξφ προςυναπτικισ απόλθξθσ και 

μεταςυναπτικισ επιωάνειασ και τζλοσ, τθν μετα-ςυναπτικι επιωάνεια ι τελικι 

κινθτικι πλάκα ςτο ςαρκείλθμα (κυτταρόπλαςματικι μεμβράνθ τθσ μυϊκισ ίνασ), θ 

οποία περιζχει τουσ κατάλλθλουσ υποδοχείσ ακετυλοχολίνθσ, AchR. 

Στο zebrafish θ διαδικαςία ςχθματιςμοφ νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ξεκινά ςτισ 

16-24 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Υπάρχουν τριϊν ειδϊν πρωτεφοντεσ κινθτικoί 

νευρϊνεσ, ο ουριαίοσ κινθτικόσ νευρϊνασ που νευρϊνει τουσ κοιλιακοφσ μφεσ 

(Caudal Primary motor neuron-CaP), ο ενδιάμεςοσ κινθτικόσ νευρϊνασ που 

νευρϊνει τουσ ραχιαίουσ μφεσ (Middle Primary motor neuron-MiP) και o 

ραμωοειδισ κινθτικόσ νευρϊνασ που νευρϊνει τουσ ενδιάμεςουσ μφεσ (Rostral 

Primary motor neuron-RoP) (Rodino-Klapac et al., 2004) . Σε αυτό το αναπτυξιακό 

ςτάδιο οι πρωτεφοντεσ κινθτικοί νευρϊνεσ ξεπροβάλουν από το πρόςκιο κζρασ του 

μυελοφ τον οςτϊν και αναπτφςςονται πλευρικόσ τθσ νωτoχονδρισ μζχρι το ςθμείο 

κακοριςμοφ (choice point) (Εικόνα, διακεκομμζνεσ γραμμζσ), όπου και ςταματάνε 

τθν ανάπτυξθ τουσ για περίπου 1-2 ϊρεσ. Ζπειτα, ο κάκε τφποσ κινθτικοφ νευρϊνα 

ςυνεχίηει τθν ανάπτυξθ του προσ τα  αντίςτοιχα μυοτόμια που πρζπει να νευρϊςει. 

Δευτερευόντωσ, οι ςυγκεκριμζνοι άξονεσ αρχίηουν να διακλαδίηονται για να 
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νευρϊςουν τισ άκρεσ των μυοτομίων προσ ςχθματιςμό νζων ςυνάψεων. Ραράλλθλα 

ςτθ μετα-ςυναπτικι επιωάνεια των μυϊκϊν ινιδίων προχπάρχουν ςυςτοιχίεσ  

υποδοχζων ακετυλοχολίνθσ, AchR ςτο κζντρο του κάκε μυοτομίου. Για να 

ςχθματιςτεί μία λειτουργικι νευρομυϊκι ςφναψθ οι προςυναπτικοί εμμφελοι 

νευράξονεσ καταλιγουν ςε αμμφελεσ βραχείεσ νευρικζσ απολιξεισ που ειςδφουν  

ςε αυλακιζσ πάνω ςτο ςαρκείλθμα και ζτςι επιτυγχάνεται πλιρθσ 

αλλθλοεπικάλυψθ με τθ μετα-ςυναπτικι κινθτικι πλάκα (Westerfield et al., 1988, 

Panzer et al., 2005).     

 
Εικόνα 46. ΢χθματικό διάγραμμα τθσ ανάπτυξθσ των πρϊιμων κινθτικϊν αξόνων των εμβρφων 
zebrafish ςτισ 26 ϊρεσ μετά τθ  γονιμοποίθςθ 
(A). Εγκάρςια όψθ των τριϊν πρωτευόντων κινθτικϊν αξόνων ςτισ 24-28 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. 
Ραρατθροφμε πωσ αρχικά εξζρχονται του νωτιαίου μυελοφ ςε ζνα κοινό μονοπάτι, μζχρι το ςθμείο 
κακοριςμοφ, όπου ςταματοφν για 1-2 ϊρεσ. Στθ ςυνζχεια ο κάκε διαωορετικόσ τφποσ άξονα 
νευρϊνει διαωορετικζσ περιοχζσ των μυοτομίων. (Β). Ρλάγια όψθ των πρωτευόντων κινθτικϊν 
νευρϊνων. DM(D):άκρα ραχιαία περιοχι του ραχιαίου μυοτομίου. DM: ραχιαίο μυοτόμιο,  
VNC:περιοχι του μυοτομίου ςτθ κοιλιακι πλευρά τθσ νωτοχορδισ 
VM:κοιλιακό μυοτόμιο,  VM(V):ακραίεσ κοιλιακζσ περιοχζσ των κοιλιακϊν μυοτομίων, sc: νωτιαίοσ 
μυελόσ, nc: νωτοχορδι (Panzer et al.,  2005). 

Ππωσ προαναωζρκθκε τα μεταλλαγμζνα garss266/s266  ζμβρυα από τισ 48 

ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ αρχίηουν προοδευτικά να παραλφουν. Για το λόγο αυτό 

μελετιςαμε τθν ανάπτυξθ και το ςχθματιςμό των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςε τρία 

διαωορετικά ςτάδια ανάπτυξθσ (28, 48 και 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ), 

ςθμαίνοντασ όλουσ τουσ προςυναπτικοφσ κινθτικοφσ άξονεσ (χρθςιμοποιϊντασ ζνα 

αντίςωμα εναντίον των ςυναπτικϊν κυςτιδίων, Synaptic vesicle 2 - SV2) και 

ταυτόχρονα τισ μεταςυναπτικζσ κινθτικζσ πλάκεσ (χρθςιμοποιϊντασ ζναν 
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ανταγωνιςτι των υποδοχζων AchR,  τθν a-Bugarotoxin-aBTX). Στισ 28 ϊρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ δεν καταωζραμε να εντοπίςουμε διαωορζσ ςτο ςχθματιςμό των 

ςυνάψεων μεταξφ των αγρίου-τφπου και των μεταλλαγμζνων garss266/s266 εμβρφων. 

Οι πρωτεφοντεσ κινθτικοί άξονεσ (CaP και MiP) αναπτφςςονται και διακλαδίηονται 

ωυςιολογικά προσ το κζντρο των αντίςτοιχων μυοτομίων (Εικόνα 47B), όπου 

ςυναντοφν τισ προςχθματιςμζνεσ μεταςυναπτικζσ κινθτικζσ πλάκεσ και 

δθμιουργοφν πλιρωσ λειτουργικζσ νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ (Εικόνα 47D και Η). 

Επίςθσ, μετριςαμε το ςυντελεςτι γραμμικισ ςυςχζτιςθσ Pearson (Pearsons 

correlation co-efficiency, r) και είδαμε πωσ θ αλλθλοεπικάλυψθ των  προ- και 

μεταςυναπτικϊν περιοχϊν ςτα garss266/s266  ζμβρυα είναι ςτα αντίςτοιχα επίπεδα με 

τα αγρίου-τφπου (Εικόνα 47Ε). Αντικζτωσ, από τισ 48 (Εικόνα 47Μ-Ο) και κυρίωσ τισ 

96 (Εικόνα 47Σ-W) ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ παρατθρικθκε μία ςταδιακι μείωςθ 

του αρικμοφ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςτο αναπτυςςόμενο μυ. 

Ροςοτικοποιιςεισ των νευρομυϊκϊν περιοχϊν ςτα ςυγκεκριμζνα ςτάδια ζδειξαν 

ςθμαντικά χαμθλότερεσ τιμζσ τόςο για το SV2 όςο και για τθ α-ΒΤΧ ςτα garss266/s266  

ζμβρυα (Εικόνα 47S). Συγκεκριμζνα ςτισ 48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ςτα αγρίου-

τφπου ζμβρυα οι νευρομυϊκζσ περιοχζσ καταλάμβαναν το ποςοςτό του  7,5 % ± 

0,398 %  ςε ςχζςθ με τθ ςυνολικι περιοχι δφο μυοτομίων ςτο επίπεδο τθσ 

λεκικικισ απόλθξθσ, ενϊ ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα μόλισ το 3,3 % ± 0,765 %. Στισ 

96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ το ποςοςτό των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςτισ 

εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ αγρίου-τφπου ιταν  18 % ± 0,255 %, ενϊ ςτισ 

garss266/s266 προνφμωεσ μόλισ ςτο  5,5 % % ± 0,255 %. Ο ωαινότυποσ είναι ιδιαιτζρωσ 

ζντονοσ ςτισ ταχείεσ μυϊκζσ ίνεσ που βρίςκονται ςτο κζντρο των μυοτομίων και όχι 

ςτισ βραδείεσ μυϊκζσ ίνεσ (Eικόνα 47N και Τ). Επιπλζον, θ αλλθλοεπικάλυψθ των 

προ- και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν ζχει μειωκεί δραςτικά (Εικόνα 47L) γεγονόσ που 

δείχνει πωσ εκτόσ τθσ ατελισ νεφρωςθσ των μυϊν, οι νεοςυντεκθμζνεσ ςυνάψεισ 

δεν ςχθματίηονται ςωςτά. Συνοψίηοντασ, παρατθριςαμε πωσ θ Τ209Κ προκαλεί μία 

ςταδιακι μείωςθ τθσ νεφρωςθσ των αναπτυςςόμενων μυϊν ςτα μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα/προνφμωεσ. Στα αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ οι νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ 

ςχθματίηονται ωυςιολογικά με τουσ πρωτεφοντεσ κινθτικοφσ νευράξονεσ να 

διειςδφουν και να διακλαδίηονται ςτουσ μυσ με πλιρθ αλλθλοεπικάλυψθ των προ- 

και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν. Από τισ 48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ και ζπειτα 
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παρατθρικθκε μία ςθμαντικι μείωςθ ςτον αρικμό αλλά και τθ δομι των 

ςυνάψεων, προκαλϊντασ τελικά τθν παράλυςθ των αναπτυςςόμενων προνυμωϊν 

ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ςε CMT2D μοντζλα 

ποντικοφ (Nmf249) ζδειξαν τον ίδιο νευρομυϊκό ωαινότυπο, αωοφ ετερόηυγα ζμβρυα 

παρουςίαηαν μερικι ι και κακόλου μυϊκι νεφρωςθ από το P36-P37 ςτάδιο 

ανάπτυξθσ, αλλά όχι νωρίτερα (Seburn et al., 2006).  Ππωσ προαναωζρκθκε, πικανι 

εξιγθςθ γιατί ο ωαινότυποσ εμωανίηεται από τισ 48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ και 

όχι νωρίτερα είναι θ εναπόκεςθ αγρίου-τφπου πρωτεΐνθσ και mRNA ςτο ηυγωτό 

από τθ μθτζρα (Εικόνα 44A-B).  
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Εικόνα Θ Σ209Κ προκαλεί τθν ατελι νεφρωςθ των μυϊκϊν ινϊν. (Α). Σχθματικι απεικόνιςθ τθσ 
ανάπτυξθσ και δθμιουργίασ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςε αγρίου-τφπου (Α, πάνω πλευρά) και 
gars

s266/s266
 (Α, κάτω πλευρά) ζμβρυα/προνφμωεσ ςτα ςτάδια των 24-30, 48 και 96 ωρϊν μετά τθ 

γονιμοποίθςθ. Σε κάκε ςτάδιο απεικονίηονται δφο μυοτόμια. Με πράςινο απεικονίηονται οι 
πρωτεφοντεσ κινθτικοί νευρϊνεσ που ξεπροβάλουν από το νωτιαίο μυελό, με κόκκινο απεικονίηονται 
οι ςυςτοιχίεσ των υποδοχζων ακετυλοχολίνθσ ςτθ κινθτικι πλάκα AchR και με κίτρινο απεικονίηονται 
οι νεοςχθματιςμζνεσ νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ. Στο ςτάδιο μεταξφ 24-30 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ 
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οι κινθτικοί άξονεσ ζχουν ωτάςει τόςο τα ραχιαία, όςο και κοιλιακά άκρα των μυοτομίων, ενϊ 
υπάρχει πλιρθ αλλθλοεπικάλυψθ με τουσ μεταςυναπτικοφσ υποδοχείσ AchR ςτισ ταχείεσ μυϊκζσ ίνεσ, 
ενϊ υπάρχουν μθ ςυναπτικζσ ςυςτοιχίεσ υποδοχζων AchR ςτισ βραδείεσ μυϊκζσ ίνεσ. Στισ 48 ϊρεσ 
μετά τθ γονιμοποίθςθ ςτα αγρίου-τφπου ζμβρυα οι κινθτικοί άξονεσ ζχουν ςτρίψει και διακλαδωκεί 
προσ τουσ ενδιαμζςουσ μυσ και νευρϊνουν κάκε μυϊκι ίνα ςτισ μεταςυναπτικζσ κινθτικζσ πλάκεσ 
ςχθματίηοντασ νζεσ ςυνάψεισ (κίτρινο χρϊμα). Αντικζτωσ, ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα ο  αρικμόσ των 
ςυνάψεων είναι ςθμαντικά μειωμζνοσ. Τζλοσ, μζχρι τισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ςτισ αγρίου-
τφπου εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ τα μυοτόμια ζχουν ςχεδόν πλιρωσ νευρωκεί, εν αντίκεςθ με τισ 
gars

s266/s266
 προνφμωεσ που όχι μόνο ο αρικμόσ των ςυνάψεϊν είναι μειωμζνοσ κατά 75% ςε ςχζςθ 

με τισ αγρίου-τφπου, αλλά και θ αλλθλοεπικάλυψθ των προ- και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν δεν είναι 
πλιρθσ. (Β-W). Ανοςοϊςτοχθμικζσ χρϊςεισ με αντίςωμα εναντίον των ςυναπτικϊν κυςτιδίων SV2( 
προςυναπτικι περιοχι, πράςινο) και με ζνα ανταγωνιςτι των υποδοχζων ΑchR ςτθ κινθτικι πλάκα 
(μεταςυναπτικι περιοχι, κόκκινο). (B-H). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου ςτο ςτάδιο των 
28 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Στο ςυγκεκριμζνο ςτάδιο  οι κινθτικοί άξονεσ νευρϊνουν τόςο τισ 
ραχιαίεσ μυϊκζσ ίνεσ (ΜiP, κεωαλζσ βελϊν), όςο και τισ κοιλιακζσ μυϊκζσ ίνεσ (CaP, βζλθ) και 
ςυναντοφν τισ μεταςυναπτικζσ κινθτικζσ πλάκεσ προσ ςχθματιςμό νζων ςυνάψεων. (Ε). Μετριςεισ 
του ςυντελεςτι γραμμικισ ςυςχζτιςθσ Pearson (Pearsons correlation co-efficiency, r) ςτα 
μεταλλαγμζνα ζμβρυα ζδειξαν πωσ οι προ- και οι μεταςυναπτικζσ περιοχζσ αλλθλεπικαλφπτονται 
πλιρωσ. (Ι-Ο). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου ςτο ςτάδιο των 48 ωρϊν μετά τθ 
γονιμοποίθςθ, ζδειξαν μείωςθ ςτον αρικμό των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςτα gars

s266/s266
 ζμβρυα. 

(L). Μετριςεισ του ςυντελεςτι γραμμικισ ςυςχζτιςθσ Pearson των προ- και μεταςυναπτικϊν 
περιοχϊν ςε αγρίου-τφπου (n=10) και gars

s266/s266
 (n=14) προνυμωϊν ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά 

τθ γονιμοποίθςθ. (P-W). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακοφ μικροςκοπίου ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ 
γονιμοποίθςθ ςε αγρίου-τφπου και gars

s266/s266
 προνφμωεσ. Ραρατθρικθκε μία δραματικι μείωςθ 

ςτο αρικμό των ςυνάψεων ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα, γεγονόσ που εξθγεί τθ παράλυςθ τουσ ςτο 
ςυγκεκριμζνο αναπτυξιακό ςτάδιο. (S). Ροςοτικοποιιςεισ  των νευρομυϊκϊν περιοχϊν ςε % ποςοςτό 
ςε ςχζςθ με τθ ςυνολικι περιοχι δφο μυοτομίων ςτο επίπεδο τθσ λεκικικισ απόλθξθσ ςτα ςτάδια 
των  48 και 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ ςε αγρίου-τφπου και gars

s266/s266
 ζμβρυα/προνφμωεσ. 

(**p< .0001, unpaired t-test). Κλίμακα: 25μm. 

Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ζχουν ςυςχετίςει μεταλλάξεισ ςτθν ανκρϊπινθ GARS 

και με τθν ακραία νωτιαία μυϊκι ατροωία τφπου V (distal Spinal Muscular Atrophy 

type V, dSMA-V). Ζτςι, ςε ςυνδυαςμό και με το ωαινότυπο  ςτισ νευρομυϊκζσ 

ςυνάψεισ ςτα μεταλλαγμζνα garss266/s266 ζμβρυα, αποωαςίςαμε να μελετιςουμε 

τθν ανάπτυξθ και τθ δομι των ςκελετικϊν μυϊν. Ραρατθριςαμε πωσ τα ινίδια  f-

Aκτίνθσ δεν ιταν ςωςτά ευκυγραμμιςμζνα ςτισ μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ ςτισ 72 

ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ όπωσ ςτισ αγρίου-τφπου, αλλά παρουςίαηαν μία 

κυματοειδισ μορωι με μεγάλα κενά μεταξφ των μυϊκϊν ινιδίων (Εικόνα 48B). 

Ραράλλθλα, χρθςιμοποιϊντασ ζνα αντίςωμα εναντίων τθσ α-Ακτινίνθσ (τθ  κφρια 

πρωτεΐνθ των z-γραμμϊν ςτουσ μφσ) είδαμε πωσ και θ γράμμωςθ των ςκελετικϊν 

μυϊν ιταν ελαττωματικι και μθ ςυνεχισ ςτισ μεταλλαγμζνεσ ομόηυγεσ προνφμωεσ. 

Επίςθσ, το πάχοσ και το φψουσ των μυϊκϊν ινϊν ιταν ςθμαντικά μικρότερο ςε 

ςχζςθ με τισ αγρίου-τφπου, αωοφ από τα 5 μm ± 0,08 (Μζςοσ Προσ ± Τυπικό Λάκοσ, 

αγρίου-τφπου n=10) μειϊκθκε ςτα  3 μm ± 0,07 (Μζςοσ Προσ ± Τυπικό Λάκοσ,  

garss266/s266 n=11) αντίςτοιχα (Εικόνα 48F-G). Επιπλζον, μελετιςαμε τθ μθχανικι 
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πλαςτικότθτα των μυϊν με ανοςοϊςτοχθμεικζσ  χρϊςεισ εναντίον τθσ Βινκουλίνθσ. Θ 

Βινκουλίνθ είναι μία πρωτεΐνθ τθσ πρόςωυςθσ τθσ μεμβράνθσ ςτουσ ενδομυϊκοφσ 

ςυνδζςμουσ (myotendinous junctions, MTJs) που ςυμμετζχει ςτθ ςτενι ςφνδεςθ 

των ςκελετικϊν και καρδιακϊν μυϊκϊν και ςυμβάλλει ςτθν αγκυροβόλθςθ των 

νθματίων f-Aκτίνθσ των τελικϊν ςαρκομερίων (Postel et al., 2008). Ραρατθριςαμε 

πωσ ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα θ χρϊςθ τθσ Βινκουλίνθσ εμωάνιηε αμβλφτερθ 

γωνία των ςυνδζςμων (U-ςχιμα) και  δεν ιταν ενιαία αλλά με κενά (Εικόνα 48D, 

βζλθ). Τα κενά αυτά δθμιουργοφνται ςτθ ςυςτολι τθσ μυϊκισ ίνασ, όταν τα λεπτά  

νθμάτια τθσ Ακτίνθσ ολιςκαίνουν πάνω ςτα παχιά νθμάτια τθσ μυοςίνθσ. 

Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ ςτα μεταλλαγμζνα ομόηυγα ζμβρυα/προνφμωεσ θ 

ατελισ νεφρωςθ των μυϊν οδθγεί ςτθν ατροωία αυτϊν και τελικά προκαλεί τθ 

παράλυςθ των ψαριϊν.   Ραρόλα αυτά  τα ετερόηυγα gars+/s266 δεν εμωανίηουν 

κάποιο νευρομυϊκό ωαινότυπο ςε ςχζςθ με τα αγρίου-τφπου ζμβρυα/προνφμωεσ 

(Εικόνα 49).    

Εικόνα 48. Θ Σ209Κ Gars προκαλεί τθν ατροφία των μυϊν ςτα μεταλλαγμζνα ομόηυγα ζμβρυα.  (A-
B). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ από τομζσ προνυμωϊν πάχουσ 100μm ςε 
εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ  αγρίου-τφπου (n=30) και gars

s266/s266 
(n=25) ςτο ςτάδιο των 72 ωρϊν 

μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από χρϊςθ με ωαλοτοξίνθ που βάωουν τα ινίδια τθσ f-Ακτίνθσ, (C-D) 
φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι χρϊςθ εναντίον τθσ Βινκουλίνθσ, μίασ πρωτεΐνθσ του κυτταροςκελετοφ 
που εκωράηεται ςτουσ ενδομυϊκοφσ ςυνδζςμουσ  (αγρίου-τφπου n=16, gars

s266/s266
n=15) και (E-F) 

φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι χρϊςθ εναντίον τθσ α-Ακτίνθσ προσ χρϊςθ των z-γραμμϊν των 
ςκελετικϊν μυϊν (αγρίου-τφπου n=10, gars

s266/s266
n=11). Στισ gars

s266/s266 
προνφμωεσ (B και F) τα 

ινίδια f-Ακτίνθσ δεν είχαν τθ ωυςιολογικι ευκφγραμμθ δομι τουσ, αλλά μια κυματοειδισ χαλαρι 
δομι με μεγάλα κενά μεταξφ τουσ. Επίςθσ, παρατθρικθκε πωσ και (F) θ γράμμωςθ τουσ ιταν 
διακεκομμζνθ (βζλθ) και όχι ςυνεχισ όπωσ ςτισ αγρίου-τφπου προνφμωεσ. (G) Ροςοτικοποίθςθ του 
φψουσ των z-γραμμϊν των μυικϊν ινϊν. Τα ςαρκομζρια των μυϊκϊν ινϊν ςτισ gars

s266/s266 
προνφμωεσ 

ιταν κατά 30% κοντφτερα ςε ςχζςθ με τα αγρίου-τφπου, γεγονόσ που υποδεικνφει πωσ οι μυϊκζσ ίνεσ 
ζχουν ατροωιςει. (D). Τζλοσ, παρατθρικθκε πωσ και οι ενδομυϊκοί ςφνδεςμοι παρουςιάηουν κάποια 
κενά  (βζλθ) και δεν είναι ενιαίοι. (***p< .0001, unpaired t-test). Κλίμακα: 25μm ςτισ (A-D) και 5μm 
ςτισ (E-F). 
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Εικόνα 49. Οι gars

+/s266
 ετερόηυγεσ προνφμφεσ δεν παρουςιάηουν κάποιο μυϊκό φαινότυπο.  (A-B). 

Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ από τομζσ προνυμωϊν πάχουσ 150μm ςε ζμβρυα αγρίου-
τφπου και gars

+/s266 
ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι 

χρϊςθ εναντίον τθσ α-Ακτίνθσ προσ χρϊςθ των z-γραμμϊν των ςκελετικϊν μυϊν (αγρίου-τφπου 
n=16, gars

+/s266
n=10), (C-D)  φςτερα από χρϊςθ με ωαλοτοξίνθ που βάωουν τα ινίδια τθσ f-Ακτίνθσ 

(αγρίου-τφπου n=40, gars
+/s266

n=25) και (Ε-F) φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι χρϊςθ εναντίον τθσ 
Βινκουλίνθσ, μίασ πρωτεΐνθσ του κυτταροςκελετοφ που εκωράηεται ςτουσ ενδομυϊκοφσ ςυνδζςμουσ  
(αγρίου-τφπου n=10, gars

+/s266
n=11). Σε όλεσ τισ αναλφςεισ παρατθριςαμε πωσ θ δομι των μυϊν 

ιταν ωυςιολογικι. Κλίμακα: 5μm ςτισ (A-B) και 25 μm ςτισ (C-F). 
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Τζλοσ, εκτόσ από τθν ατροωία των μυϊν ζνα άλλο χαρακτθριςτικό του 

CMT2D/dSMAV ωαινοτφπου ςτον άνκρωπο είναι και θ αδυναμία των μυϊν. Για το 

λόγο αυτό πραγματοποιιςαμε ςυμπεριωορικά πειράματα δράςθσ-αντίδραςθσ ςε 

ζμβρυα και εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ για να ποςοτικοποιιςουμε τθν αδυναμία 

των μυϊν. Tα αγρίου τφπου ζμβρυα αντιδροφςαν άμεςα ςε μθχανικά ερεκίςματα 

που δζχονταν και απομακρφνονταν κολυμπϊντασ ςε ευκεία γραμμι. Αντικζτωσ, τα 

garss266/s266 ζμβρυα είχαν τθ τάςθ να απομακρφνονται πολφ πιο αργά ςτα 

ερεκίςματα που δεχόντουςαν και να κολυμποφν μόνο μικρζσ αποςτάςεισ. 

Στατιςτικζσ αναλφςεισ των βίντεο υψθλισ ταχφτθτασ ςτο ςτάδιο των 62 ωρϊν μετά 

τθ γονιμοποίθςθ ζδειξαν πωσ τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα ζκαναν ωσ και πενταπλάςιο 

χρόνο για να κολυμπιςουν μία κακοριςμζνθ απόςταςθ μικουσ 1,1 cm, ςε ςχζςθ με 

τα αγρίου-τφπου ζμβρυα (Εικόνα 50L). Ραρόλα αυτά τα garss266/s266 ζμβρυα ςτο 

ςυγκεκριμζνο ςτάδιο ανάπτυξθσ δεν παρουςιάηουν δομικζσ δυςτροωίεσ ςτουσ 

ςκελετικοφσ μυσ (Εικόνα 50K), όπωσ εμωανίηουν ςτα μετζπειτα ςτάδια. Τα 

ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα μασ οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα πωσ θ αργοπορθμζνθ 

αντίδραςθ των μεταλλαγμζνων εμβρφων ςτο μθχανικό ερζκιςμα οωείλεται ςε μυϊκι 

αδυναμία και όχι ςτθν προαναωερκείςα ατροωία των μυϊν. 
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Εικόνα 50. Σα gars
s266/s266

 ζχουν μειωμζνο χρόνο αντίδραςθσ ςε μθχανικά ερεκίςματα. (A-D). Τα 
αγρίου-τφπου ζμβρυα απομακρφνονται τάχιςτα μακριά από το μθχανικό ερζκιςμα που τουσ 
αςκείται και ωεφγουν από το οπτικό πεδίο.  (E-Θ). Αντικζτωσ, τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα ζχουν 
μειωμζνο χρόνο αντίδραςθσ ςτο ερζκιςμα που τουσ αςκείται. (J-K).  Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ 
μικροςκοπίασ από τομζσ προνυμωϊν πάχουσ 150μm ςε ζμβρυα αγρίου-τφπου (n=10) και gars

s266/s266 

(n=13) ςτο ςτάδιο των 62 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από χρϊςθ με ωαλοτοξίνθ που 
βάωουν τα ινίδια τθσ f-Ακτίνθσ. Στα αγρίου-τφπου (J) και ςτα μεταλλαγμζνα (K) ζμβρυα δεν 
παρατθρικθκαν διαωορζσ ςτθ δομι των ινιδίων ακτίνθσ, γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ μειωμζνθ 
αντίδραςθ ςτο ερζκιςμα οωείλεται ςτθν αδυναμία των μυϊν. (L). Ροςοτικοποίθςθ του χρόνου 
αντίδραςθσ των εμβρφων ςε μθχανικό ερζκιςμα για να κολυμπιςουν μία προκακοριςμζνθ 
απόςταςθ 1,1cm (αγρίου-τφπου ζμβρυα n=20, gars

s266/s266
 n=22,  ***p< .0001, unpaired t-test). (A-I). 

Κλίμακα: 100 mm. (J-K). Κλίμακα: 50 um. 

 

3.2.6 Θ Σ209Κ προκαλεί τον s266 φαινότυπο μζςω ενόσ μθχανιςμοφ απϊλειασ 

λειτουργίασ του γονιδίου (loss of function).  

   Λόγω του πολφ ςθμαντικοφ ρόλου που παίηει θ Gars ςτθ πρωτεΐνοςφνκεςθ, 

αωοφ ο κφριοσ ρόλοσ τθσ είναι θ ςφνδεςθ του αμινοοξζοσ τθσ γλυκίνθσ με το 

αντίςτοιχο tRNA, αποωαςίςαμε να διερευνιςουμε αν οι προαναωερκζντεσ 

ωαινότυποι οωείλονταν ςε μία γενικι δυςλειτουργία τθσ  πρωτεΐνοςφνκεςθσ. 

Καταςτείλαμε τθ πρωτεΐνοςφνκεςθ, μζςω επϊαςθσ με το αντιβιοτικό 

κυκλοεξαμίδιο ςε αγρίου τφπου ζμβρυα και παρατθριςαμε πωσ παίρνουμε ζναν 

παρόμοιο ωαινότυπο ςε μορωολογικό επίπεδο με τα garss266/s266 ζμβρυα, με 

μικρότερο κεωάλι και μάτια, παράλυςθ και ελαττωμζνθ αιματικι κυκλοωορία 
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(Εικόνα 51C-D). Ραράλλθλα, με ανοςοΐςτοχθμικζσ χρϊςεισ ςε επωαςμζνεσ με το 

αντιβιοτικό προνφμωεσ, παρατθριςαμε πωσ υπιρχε ζνασ πανομοιότυποσ s266 

νευρομυϊκόσ ωαινότυποσ ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Συγκεκριμζνα,  ο  

αρικμόσ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων είχε μειωκεί δραματικά   (ςτα ίδια επίπεδα με 

τισ gars266/s266 προνφμωεσ), ενϊ το πάχοσ και το μικοσ των ςαρκομερείων των 

μυϊκϊν ινϊν ιταν μειωμζνο ςε ςχζςθ με τισ μθ επωαςμζνεσ προνφμωεσ (Εικόνα 52).  

Συνεπϊσ, τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα μασ οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα πωσ ο 

s266 ωαινότυποσ οωείλεται ςε μία γενικι αναςτολι τθσ πρωτεΐνοςφνκεςθσ και όχι 

ςε κάποιο άλλο ρυκμιςτικό μθχανιςμό που ςυμμετζχει θ Gars.  Άλλωςτε θ Τ209Κ 

Gars υπάρχει μόνο ςτθ μονομερι μορωι τθσ πρωτεΐνθσ και κατά ςυνζπεια θ 

ωόρτωςθ του tRNA-Gly δεν  δφναται να πραγματοποιθκεί. Μια επιπλζον απόδειξθ 

για τθν αναςτολι τισ πρωτεϊνοςφνκεςθσ είναι τα αυξθμζνα επίπεδα 

ωωςωορυλίωςθσ του Eif2a (Eukaryotic Translation Initiation Factor 2, Subunit 1 

Alpha) που ανιχνεφκθκαν ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα/προνφμωεσ (Εικόνα 51E-I).       

Εικόνα 51 Θ φωςφορυλίωςθ του Eif2a είναι αυξθμζνθ ςε gars
s266/s266 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα και 
προνφμφεσ. (A-D). Φωτογραωίεσ από μικροςκόπιο ωωτόσ ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ 
γονιμοποίθςθ ςε εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ αγρίου-τφπου (n=60) και gars

+/s266 
(n=40) που τουσ ζχει 

αναςταλεί χθμικά θ πρωτεϊνοςφνκεςθ (επϊαςθ με το αντιβιοτικό κυκλοεξαμίδιο). (Α).  Αγρίου-τφπου 
προνφμωθ μάρτυρασ ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. (Β). gars

+/s266
 προνφμωθ που ζχει επωαςτεί 

με 10μM αντιβιοτικό κυκλοεξαμίδιο για 72 ϊρεσ. (C). Αγρίου-τφπου προνφμωθ που ζχει επωαςτεί με 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | Αποτελζςματα 112 

 

10μM αντιβιοτικό κυκλοεξαμίδιο για 72 ϊρεσ. (D). gars
s266/s266

 προνφμωθ ςτισ 96 ϊρεσ μετά τθ 
γονιμοποίθςθ. (E). Αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από 
ζμβρυα αγρίου-τφπου, gars

+/s266
και gars

s266/s266
 ςτα ςτάδια των 48 και 72 ωρϊν μετά τθ 

γονιμοποίθςθ. Το αντίςωμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν εναντίον τθσ ωωςωορυλιομζνθσ μορωισ τθσ 
Eif2a. (F). Αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από ζμβρυα 
αγρίου-τφπου, gars

+/s266
και gars

s266/s266
 ςτα ςτάδια των 48 και 72 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Το 

αντίςωμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν εναντίον τθσ ολικισ Εif2a. (G). Αποδιατακτικό 
ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από ζμβρυα αγρίου-τφπου, gars

+/s266
και 

gars
s266/s266

 ςτα ςτάδια των 48 και 72 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Το αντίςωμα που 
χρθςιμοποιικθκε ιταν εναντίον τθσ β-Ακτίνθσ. (Θ). Ροςοτικοποίθςθ  τθσ  ωωςωορυλιομζνθσ μορωισ 
τθσ Eif2a προσ τθν ολικι Eif2a ςτισ 48 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. (Ι).  Ροςοτικοποίθςθ  τθσ  
ωωςωορυλιομζνθσ μορωισ τθσ Eif2a προσ τθν ολικι Eif2a ςτισ 72 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Και 
ςτα δφο αναπτυξιακά ςτάδια θ ωωςωορυλίωςθ τθσ Eif2a ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα/προνφμωεσ 
είναι μζχρι και τρεισ ωορζσ αυξθμζνθ ςε ςχζςθ με τα αγρίου-τφπου ζμβρυα/προνφμωεσ, γεγονόσ 
που δείχνει πωσ θ πρωτεΐνοςφνκεςθ ςτα gars

s266/s266
 ψάρια ζχει ςταματιςει.  

Εικόνα 52. Αναςτολι τθσ πρωτεΐνοςφνκεςθσ ςε αγρίου-τφπου εκκολαπτόμενεσ προνφμφεσ δίνει 
ζνα πανομοιότυπο s266 νευρομυϊκό φαινότυπο. (A-B). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ 
από τομζσ προνυμωϊν πάχουσ 150μm ςε προνφμωεσ αγρίου-τφπου και αγρίου-τφπου που τουσ ζχει 
αναςταλεί χθμικά θ πρωτεΐνοςφνκεςθ (επϊαςθ με 10μΜ κυκλοεξαμίδιο για 72 ϊρεσ) ςτο ςτάδιο των 
96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι χρϊςθ εναντίον των προςυναπτικϊν 
κυςτιδίων (SV2, πράςινο) και μεταςυναπτικϊν κινθτικϊν πλακϊν (aBTX, κόκκινο). (C). Ροςοτικό 
γράωθμα των νευρομυϊκϊν ςυναπτικϊν περιοχϊν ςε δφο μυοτόμια ςτο επίπεδο τθσ λεκικικισ 
απόλθξθσ. Ραρατθροφμε πωσ τόςο οι προςυναπτικζσ, όςο και οι μεταςυναπτικζσ περιοχζσ 
μειϊνονται ςθμαντικά μετά τθ αναςτολι τθσ πρωτεΐνοςφνκεςθσ ςτα επίπεδα των μεταλλαγμζνων 
ψαριϊν.  (D-Ε). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ από τομζσ προνυμωϊν πάχουσ 150μm ςε 
προνφμωεσ αγρίου-τφπου και αγρίου-τφπου που τουσ ζχει αναςταλεί χθμικά θ πρωτεΐνοςφνκεςθ 
(επϊαςθ με 10μΜ κυκλοεξαμίδιο για 72 ϊρεσ) ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ 
φςτερα από ανοςοΐςτοχθμικι χρϊςθ εναντίοντθσ α-Ακτινίνθσ τωνz-γραμμϊν των μυϊν και φςτερα 
από χρϊςθ με ωαλοτοξίνθ που βάωουν τα ινίδια τθσ f-Ακτίνθσ. (F). Ροςοτικό γράωθμα του πάχουσ 
και φψουσ των ςαρκομερείων. (G-Θ). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ από τομζσ 
προνυμωϊν πάχουσ 150μm ςε προνφμωεσ αγρίου-τφπου και αγρίου-τφπου που τουσ ζχει αναςταλεί 
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χθμικά θ πρωτεΐνοςφνκεςθ (επϊαςθ με 10μΜ κυκλοεξαμίδιο για 72 ϊρεσ) ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν 
μετά τθ γονιμοποίθςθ φςτερα από  χρϊςθ με ωαλοτοξίνθ. Ραρατθριςαμε πωσ ςε όλεσ τισ αναλφςεισ 
που κάναμε φςτερα από τθν αναςτολι τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ ςε αγρίου-τφπου προνφμωεσ ο 
ωαινότυποσ ιταν πανομοιότυποσ με των μεταλλαγμζνων εμβρφων. (***p< .0001, unpaired t-test). 
Κλίμακα: 25μm ςτισ (A-B, G-H) και 5 μm ςτισ (D-E). 

Επομζνωσ από τθ ςτιγμι που θ Τ209Κ μετάλλαξθ αναςτζλλει τθ 

πρωτεΐνοςφνκεςθ ςτα ζμβρυα θ υπερζκωραςθ λειτουργικισ Gars πρωτείνθσ κα 

ζπρεπε να διαςωηει ι να καλυτερεφει τον s266 ωαινότυπο. Ζτςι, καταωζραμε να 

υπερεκωράςουμε τθν αγρίου-τφπου Gars με μικροενζςεισ mRNA ςε garss266/s266 

ζμβρυα ςτο ςτάδιο του ενόσ κυττάρου και παρατθριςαμε πωσ αρικμόσ των 

νευρομυϊκϊν ςυνάψεων διπλαςιάηονταν ςε αυτά τα ζμβρυα. Συγκεκριμζνα από  

5,5%  ± 0,255% αυξάνονταν ςτα 14,3%  ± 0,325% (Εικόνα 54H-J και Σ), ενϊ μετριςεισ 

για το ςυντελεςτι γραμμικισ ςυςχζτιςθσ Pearson ζδειξαν πωσ θ αλλθλοεπικάλυψθ 

των προ- και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν αυξανόταν ςθμαντικά (Εικόνα 54Y). 

Ραράλλθλα, ςτισ garss266/s266 προνφμωεσ που υπερεκωράςαμε τθ λειτουργικι Gars 

παρατθριςαμε πωσ θ αιματικι κυκλοωορία ςυνεχιηόταν  και μετά τισ 5 μζρεσ μετά 

τθ γονιμοποίθςθ, και κατά ςυνζπεια οι εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ αφξαναν το 

προςδόκιμο ηωισ τουσ ςτισ 7 μζρεσ. Ππωσ προαναωζρκθκε θ λειτουργικι μορωι 

τθσ Gars είναι ζνα ομοδιμερζσ. Ρραγματοποιϊντασ μθ αποδιατακτικό 

αναοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από μεταλλαγμζνεσ 

προνφμωεσ ςτισ 72 και 120 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ που είχαν ενεκεί με αγρίου-

τφπου mRNA, ανιχνεφςαμε μόνο τθ λειτουργικι πρωτεΐνθ ςτα 150 kDa (ςτισ 72 

ϊρεσ), ενϊ με τθ πάροδο του χρόνο ανιχνεφςαμε και τισ δφο μορωζσ τθσ Gars (ςτι 

120 ϊρεσ) (Εικόνα 54Α). Πλα αυτά τα δεδομζνα αποδεικνφουν πωσ θ Τ209Κ είναι 

μία μετάλλαξθ απϊλειασ τθσ λειτουργίασ (loss of function mutation).  

Αντικζτωσ, όταν υπερεκωράςαμε μία άλλθ μετάλλαξθ τθν G319R Gars 

(G240R αντίςτοιχα ςτον άνκρωπο) δεν παρατθριςαμε κάποια βελτίωςθ ςτο 

νευρομυϊκό ωαινότυπο των μεταλλαγμζνων ψαριϊν (Εικόνα 54N-P), οφτε ςτθν 

αιματικι κυκλοωορία με ςυνζπεια οι garss266/s266  προνφμωεσ να πεκαίνουν ςτισ 5 

μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ρροθγοφμενεσ in vitro μελζτεσ ςτον άνκρωπο ζδειξαν 

πωσ θ G240R επθρεάηει το διμεριςμό τθσ GARS και τθ λειτουργικότθτα τθσ 

πρωτεΐνθσ (Nagle et al., 2007). Ρράγματι ςε μθ αποδιατακτικό ανοςοαποτφπομα 

κατά western δεν μπορζςαμε να ανιχνεφςουμε τθ διμερι λειτουργικι Gars ςε 
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κανζνα ςτάδιο ανάπτυξθσ των μεταλλαγμζνων  G319R-garss266/s266 προνυμωϊν 

(Εικόνα 54A). Τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα αποτελοφν τα πρϊτα in vivo 

δεδομζνα λειτουργικότθτασ τθσ G240R. Ραράλλθλα αποωαςίςαμε να μελετιςουμε 

τθ λειτουργία, και τθν επίδραςθ ςτον s266 ωαινότυπο, δφο ακόμθ GARS 

μεταλλάξεων: τθσ ανκρϊπινθσ G526R (G605R ςτο zebrafish) μιασ μετάλλαξθσ που 

επθρεάηει τθ λειτουργία τθσ πρωτεΐνθσ αλλά όχι το διμεριςμό και τθσ C201R 

μετάλλαξθσ του ποντικοφ (C236R ςτο zebrafish). Θ C201R  Gars είναι μια υπομορωι 

(hypomorph) τθσ πρωτεΐνθσ αωοφ θ μετάλλαξθ μειϊνει, αλλά δεν καταργεί εντελϊσ 

τθ λειτουργία τθσ Gars. Καταωζραμε να υπερεκωράςουμε τθν C236R Gars μζχρι και 

τρεισ ωορζσ πάνω από τα ενδογενι επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ (Εικόνα 53) και 

παρατθριςαμε πωσ θ C236R βελτιϊνει μερικϊσ, αλλά όχι ςτα επίπεδα τθσ αγρίου-

τφπου Gars, τον νευρομυϊκό ωαινότυπο (Εικόνα K-M). Επίςθσ, τα μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα που υπερεκωράςτθκε θ C236R Gars διατθροφςαν τθν αιματικι κυκλοωορία 

μζχρι τισ 6 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ταυτόχρονα ςε μθ αποδιατακτικό 

ανοςοαποτφπωμα κατά western  ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα αυτϊν των εμβρφων 

ανιχνεφςαμε μόνο τθ διμερι μπάντα ςτισ 72 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ (Εικόνα 

54A). Στισ 5 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ανιχνεφςαμε και τισ δφο μορωζσ, ενϊ τθν 

ζβδομθ μόνο τθ μονομερι μορωι τθσ Gars. Τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα 

ςυμωωνοφν με προθγοφμενεσ μελζτεσ ςτα ποντίκια, όπου οι ετεροηυγότεσ είχαν 

ζνα πιο ιπιο ωαινότυπο και τα ομόηυγα ζμβρυα ηοφςαν μόνο μεχρι τθν P14 (Seburn 

et al., 2006).  
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Εικόνα 53. Τπερζκφραςθ τθσ αγρίου-τφπου και C236R Gars πρωτεΐνθσ ςε gar
s266/s266 

 προνφμφεσ 72 
ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. (Α). Αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά 
εκχυλίςματα από εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ αγρίου-τφπου, gars

+/s266 
και gars

s266/s266
 ςτα ςτάδια 

των 72 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Το αντίςωμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν εναντίον τθσ Gars 
πρωτεΐνθσ. (Β). Αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα από 
ζμβρυα αγρίου-τφπου, gars

+/s266
και gars

s266/s266
 ςτα ςτάδια των 72 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Το 

αντίςωμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν εναντίον τθσ β-Ακτίνθσ. (C). Ροςοτικοποίθςθ των επιπζδων  
τθσ Gars πρωτεΐνθσ, φςτερα από μικροενζνεισ με αγρίου-τφπου και C236R gars mRNA. Ραρατθροφμε 
πωσ τόςο ςτισ gars

+/s266 
,όςο και ςτισ gars

s266/s266
 προνφμωεσ τα επίπεδα Gars ζχουν αυξθκεί μζχρι και 

τρεισ ωορζσ φςτερα από τισ ενζςεισ. 

 Τζλοσ, θ υπερζκωραςθ τθσ G605R (θ αντίςτοιχθ G526R ςτθν ανκρϊπινθ 

πρωτεΐνθ) δεν βελτίωςε τον s266 νευρομυϊκό ωαινότυπο των garss266/s266 

προνυμωϊν  (Εικόνα 54Q-S), ενϊ θ αιματικι κυκλοωορία ςταματοφςε ςτισ 96 ϊρεσ 

μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ρροθγοφμενεσ in vitro μελζτεσ ςτθν ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ 

ζχουν δείξει πωσ ο ομοδιμεριςμόσ τθσ GARS δεν επθρεάηεται από τθ μετάλλαξθ (Xie 

et al., 2007). Ρράγματι ςε μθ αποδιατακτικό ανοςοαποτφπομα κατά western 

ανιχνεφςαμε μόνο τθ διμερθ μορωι τθσ Gars (Εικόνα 54A). Ραρόλα αυτά είναι 

γνωςτό πωσ θ G526R αναςτζλει τθν ενηυμικι λειτουργία, καταργϊντασ το ςθμείο 

ςφνδεςθσ του AMP ςτο ζνηυμο (Nagle et al., 2007, Griffin et al. 2014). Συνεπϊσ, τα 

garss266/s266 ψάρια αποτελοφν το πρϊτο ηωικό μοντζλο που θ G526R παρουςιάηει 

χαρακτθριςτικά μιασ μετάλλαξθσ απϊλειασ τθσ λειτουργίασ του γονιδίου. 
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Εικόνα 54. (Α). Μθ αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western ςε πρωτεϊνικά εκχυλίςματα ςε 
εκκολαπτόμενων gars

s266/s266
 προνυμωϊν που εκωράηουν τισ Τ209Κ, C236R, G319R, G605R και αγρίου 

τφπου Gars πρωτεΐνθ  ςτο ςτάδιο των 72 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ανιχνεφτθκε θ ενεργι διμερι 
μορωι τθσ Gars ςτισ μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ που εκωράηουν τθν αγρίου-τφπου, τθν C236R και 
G605R Gars, εν αντικζςει με τισ gars

s266/s266
 προνφμωεσ που εκωράηουν τθ C236R Gars πρωτεΐνθ. (B-

S). Ανοςοϊςτοχθμικζσ χρϊςεισ εναντίον των ςυναπτικϊν κυςτιδίων SV2 (προςυναπτικι περιοχι, 
πράςινο) και με ζνα ανταγωνιςτι των υποδοχζων ΑchR τθσ κινθτικισ πλάκασ (μεταςυναπτικι 
περιοχι α-BTX, κόκκινο). (B-D). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε  αγρίου-τφπου 
εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. (E-G). Φωτογραωίεσ 
ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars

s266/s266
 εκκολαπτόμενεσ  προνφμωεσ ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά 
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τθ γονιμοποίθςθ. (H-J). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars
s266/s266

 εκκολαπτόμενεσ 
προνφμωεσ που ζχει υπερεκωραςτεί θ αγρίου-τφπου Gars ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ 
γονιμοποίθςθ. Στο 48% από τισ μεταλλαγμζνεσ ομόηυγεσ προνφμωεσ που υπερεκωράςτθκε θ άγριου-
τφπου Gars (n=41) υπιρχε  αιματικι κυκλοωορία μζχρι τισ 6 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ, ενϊ και 
οι ςυναπτικζσ περιοχζσ των μυοτομίων αυξάνονταν περίπου ςτα ωυςιολογικά επίπεδα. (K-M). 
Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars

s266/s266
 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ που ζχει 

υπερεκωραςτεί θ C236R Gars ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Στο 17% από τισ 
μεταλλαγμζνεσ ομόηυγεσ προνφμωεσ που υπερεκωράςτθκε θ C236R Gars (n=121) υπιρχε  αιματικι 
κυκλοωορία μζχρι τισ 6 θμζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ, ενϊ και οι ςυναπτικζσ περιοχζσ των 
μυοτομίων ςχεδόν διπλαςιάςτθκε  ςε ςχζςθ με τισ μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ-μάρτυρεσ. (Ν-P). 
Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars

s266/s266
 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ που ζχει 

υπερεκωραςτεί θ C319R Gars (n=35) ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ραρατθροφμε 
πωσ θ G319R δεν βελτιϊνει κακόλου το νευρομυϊκό ωαινότυπο. (Q-S). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ 
μικροςκοπίασ ςε gars

s266/s266
 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ που ζχει υπερεκωραςτεί θ G605R Gars 

(n=47) ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. Ραρατθροφμε πωσ θ G605R δεν βελτιϊνει 
κακόλου το νευρομυϊκό ωαινότυπο. Θ G605R δεν επθρεάηει το διμεριςμό τισ πρωτεΐνθσ,αλλά 
αναςτζλλει τθ λειτουργία τθσ. (T). Ροςοτικι ανάλυςθ των νευρομυϊκϊν ςυναπτικϊν περιοχϊν ςε 
δφο μυοτόμια ςτο επίπεδο τθσ λεκικικισ απόλθξθσ. (Τ). Ροςοτικι ανάλυςθ τθσ αλλθλοεπικάλυψθσ 
των προςυναπτικϊν και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν των μυοτομίων, μετρϊντασ  το ςυντελεςτι 
γραμμικισ ςυςχζτιςθσ Pearson (r). (***p< .0001, one-way ANOVA).  Κλίμακα: 25μm.   

3.2.7 Θ τοξικότθτα τθσ μεταλλαγμζνθσ Gars ςυςχετίηεται άμεςα με το διμεριςμό 

τθσ πρωτεΐνθσ. 

Ρραγματοποιιςαμε μικροενζςεισ ϊριμου mRNA για τισ μεταλλάξεισ Τ209Κ, 

G319R και G605R ςε διαςταυρϊςεισ ετερόηυγων ψαριϊν με αγρίου-τφπου. Θ 

ζκωραςθ των Τ209Κ και G319R δεν παρουςίαςαν κάποιο ωαινότυπο ςτα gars+/s266 

ζμβρυα. Αντικζτωσ, θ υπερζκωραςθ τθσ G605R ςτα ετερόηυγα ψάρια προκάλεςε 

ζναν ιδιαιτζρωσ ζντονο νευρομυϊκό ωαινότυπο. Συγκεκριμζνα τόςο οι 

προςυναπτικζσ, όςο και οι μεταςυναπτικζσ περιοχζσ των μυοτομίων μειϊνονταν 

δραματικά ςτισ gars+/s266 προνφμωεσ (Εικόνα 55A-C). Ταυτόχρονα, ςτισ προνφμωεσ 

που υπερεκωράςτθκε θ G605R θ αιματικι κυκλοωορία μειϊκθκε ςθμαντικά. Ζτςι, 

αποωαςίςαμε να μελετιςουμε αν θ μείωςθ του διμεριςμοφ τθσ πρωτεΐνθσ κα  

βελτίωνε τον ωαινότυπο που ςχετιηόταν με τθν ζκωραςθ τθσ G605R Gars. 

Εκωράςαμε in trans τισ Τ209Κ και G605R και παρατθριςαμε πωσ ο αρικμόσ των 

νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςχεδόν διπλαςιαηόταν (Eικόνα 55G-I). Θ ςθμαντικι 

βελτίωςθ του ωαινοτφπου μασ οδιγθςε ςτο ςυμπζραςμα πωσ οι τοξικζσ ιδιότθτεσ 

που προςδίδει θ G605R ςτθ Gars μειϊνονται, κακϊσ μειϊνεται ο διμεριςμόσ με τθν 

ενδογενι Gars πρωτεΐνθ, λόγω τθσ ζκωραςθσ τθσ Τ209Κ. Κατά ςυνζπεια 

ελαττϊνεται και θ επικρατισ αρνθτικι επίδραςθ (dominant negative) τθσ G605R. 
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Εικόνα 55. Θ τοξικότθτα τθσ  G605R μεταλλαγμζνθσ Gars ςυςχετίηεται άμεςα με το διμεριςμό τθσ 
πρωτεΐνθσ. (A-I). Ανοςοϊςτοχθμικζσ χρϊςεισ εναντίον των ςυναπτικϊν κυςτιδίων SV2 (προςυναπτικι 
περιοχι, πράςινο) και με ζνα ανταγωνιςτι των υποδοχζων ΑchR τθσ κινθτικισ πλάκασ 
(μεταςυναπτικι περιοχι α-BTX, κόκκινο). (A-C). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε  
gars

+/s266
 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ. (D-F). 

Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars
+/s266

 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ που ζχει 
υπερεκωραςτεί θ G605R Gars (n=228) ςτο ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ.  Στo 33% των 
προνυμωϊν που τουσ ζγιναν οι ενζςεισ ζδωςαν ζναν παρόμοιο ωαινότυπο με τα ομόηυγα 
μεταλλαγμζνα ζμβρυα. Συγκεκριμζνα ο αρικμόσ των προςυναπτικϊν και μεταςυναπτικϊν περιοχϊν 
των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων μειϊνεται κατά 75% όταν εκωράηεται θ G605R Gars ςτα gars

+/s266 

ψάρια. (G-I). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ ςε gars
+/s266

 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ που 
ζχει υπερεκωραςτεί ταυτόχρονα θ G605R και θ Τ209Κ in trans (n=153). Θ trans-ζκωραςθ τθσ Τ209Κ 
διπλαςιάηει τον αρικμό των νευρομυϊκϊν ςυνάψεϊν ςτισ G605R-gars

+/s266
 προνφμωεσ. Θ βελτίωςθ 

του ωαινοτφπου προκφπτει πικανϊσ από τθ μειωμζνα επίπεδα ετεροδιμεριςμοφ τθσ G605R-Gars με 
τθν αγρίου-τφπου μονομερι Gars. (J). Ροςοτικι ανάλυςθ των νευρομυϊκϊν ςυναπτικϊν περιοχϊν ςε 
δφο μυοτόμια ςτο επίπεδο τθσ λεκικικισ απόλθξθσ (gars

+/s266 
n=11, gars

+/s266
 G605R n=15, gars

+/s266
 

G605R/trans-T209K n= 19, ***p< .0001, one-way ANOVA). Κλίμακα: 50 μm.   
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3.2.8  Θ Σ209Κ Gars ςυςςωρεφεται ςτο κυτταρόπλαςμα των νευρϊνων. 

 Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ζχουν δείξει πωσ μεταλλαγμζνεσ μορωζσ τθσ GARS 

εμωανίηουν διαωορετικό ενδοκυτταρικό εντοπιςμό. Για να μελετιςουμε τον 

εντοπιςμό τθσ Τ209Κ Gars ςτο κφτταρο ακολουκιςαμε δφο διαωορετικοφσ τρόπουσ 

μελζτθσ. Ρρϊτον, χρθςιμοποιιςαμε ζνα πλαςμίδιο που ωζρει τθν Τ130Κ Gars (ςτο 

zebrafish Τ209Κ) μαηί με τθ πράςινθ ωκορίηουςα πρωτεΐνθ (EGFP) και τθν 

εκωράςαμε ςε καλλιζργειεσ κινθτικϊν νευρϊνων του ποντικοφ ΜΝ-1.  

Ραρατθριςαμε πωσ ςτα κφτταρα που εκωραηόταν θ αγρίου-τφπου GARS-EGFP, θ 

πρωτεΐνθ εντοπιηόταν ςε ςφμπλοκα-κουκίδεσ ςτο κυτταρόπλαςμα των κυττάρων 

(Εικόνα 56Α, Βζλθ). Αντικζτωσ, θ Τ130Κ-GARS δεν ςχθμάτιηε αυτά τα ςφμπλοκα-

κουκίδεσ αλλά ζδινε ζνα διάχυτο ςιμα ςε όλο το κυτταρόπλαςμα (Εικόνα 56Β). 

Ραράλλθλα, μελετιςαμε τθν ενδογενι Gars πρωτεΐνθ ςε αγρίου-τφπου και 

garss266/s266 εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ ςτο 

μεςεγκζωαλο και ςτο μάτι. Είδαμε πωσ θ ενδογενισ ςχθματίηει όντωσ τα ςφμπλοκα 

ςτο κυτταρόπλαςμα των ςωμάτων του νευρϊνων τόςο ςτισ αγρίου-τφπου 

Εικόνα 56. Θ Σ209Κ ςυςςωρεφεται ςε 
κυτταροπλαςματικά ςφμπλοκα-κουκίδεσ. 
(Α). Καλλιζργειεσ κινθτικϊν νευρϊνων 
ποντικοφ που εκωράηουν τθν αγρίου-τφπου 
GARS-EGFP. Ραρατθριςαμε πωσ θ πρωτεΐνθ 
ςχθματίηει ςφμπλοκα-κουκίδεσ ςτο 
κυτταρόπλαςμα (Βζλθ). (Β). H T130K GARS-
EGFP ζδωςε ζνα διάχυτο ςιμα ςε όλο το 
κυτταρόπλαςμα χωρίσ τον χαρακτθριςτικό 
ςχθματιςμό των ςυμπλόκων πρωτεΐνθσ. (C-
F). Φωτογραωίεσ ςυνεςτιακισ 
μικροςκοπίασ φςτερα από 
ανοςοϊςτοχθμικζσ χρϊςεισ εναντίον τθσ 
ενδογενοφσ Gars (πράςινο), τθσ 
ακετυλιωμζνθσ μορωισ τθσ α-τουμπουλίνθσ 
(μπλε, παναξονικόσ δείκτθσ) και με 
ωαλοτοξίνθ (κόκκινο). (C και Ε). Θ 
ενδογενισ Gars ςχθματίηει ζντονα 
κυτταροπλαςματικά ςφμπλοκα ςτουσ 
μεςεγκζωαλουσ και ςτο μάτι των αγρίων-
τφπων προνυμωϊν, (D)  εν αντικζςει με τθν 
Τ209Κ Gars που είχε ζνα ποιο αχνό και 
διάχυτο ςιμα. Επίςθσ, είναι ζντονθ θ 
ςυςςϊρευςθ τθσ Τ209Κ Gars ςτο 
κυτταρόπλαςμα. Ρικανόν να γίνεται θ 
ςυςςϊρευςθ μονομερϊν μορωϊν τθσ Gars.                
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προνφμωεσ, όςο και ςτισ μεταλλαγμζνεσ. Ραρόλα αυτά ςτισ garss266/s266 προνφμωεσ 

το ςιμα τθσ Τ209Κ Gars ιταν ποιο διάχυτο, ενϊ ωαινόταν πωσ θ πρωτεΐνθ 

ςυςςωρευότανε ςτο κυτταρόπλαςμα των κυττάρων (Εικόνα 56D). Επίςθσ, ςτο μάτι 

βλζπουμε πωσ θ Τ209Κ Gars ςυςςωρευόταν ςε κυτταροπλαςματικά ςυμπλοκα, 

αλλά ο αρικμόσ αυτϊν των ςυμπλόκων είχε μεγάλθ διαςπορά από περιοχι ςε 

περιοχι (Εικόνα 56F). Ριςτεφουμε, πωσ ο ςυγκεριμζνοσ τρόποσ εντοπιςμοφ τθσ 

πρωτεΐνθσ να οωείλεται ςτθ ςυςςϊρευςθ των ανενεργϊν μονομερϊν T209K Gars 

και κατά ςυνζπεια να ενεργοποιιται το ER stress και του UPR (Unfolded Protein 

Response) ωσ απάντθςθ ςε αυτι τθ ςυςςϊρευςθ τθσ μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ.  

Για το λόγο αυτό προςπακιςαμε με τθ χριςθ διαωόρων χθμικϊν ουςιϊν όπωσ το 

TUDCA (taurine-conjugated ursodeoxycholic acid) και το PBA (4-Phenyl butyric acid) 

(Ozcan et al., 2006), να αναςτείλουμε ι και να επάγουμε το ER stress ςτα 

garss266/s266 ζμβρυα, χωρίσ ωςτόςο να επιτφχουμε  κάποιο αποτζλεςμα. 
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Το zebrafish είναι ζνα μικρό τροπικό ψάρι του γλυκοφ νεροφ που ανικει 

ςτθν οικογζνεια των κυπριανίδων, το είδοσ Danio rerio. Τισ τελευταίεσ δφο 

δεκαετίεσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί για βιοϊατρικζσ μελζτεσ και ζχουν αναδειχκεί ςε 

ζνα ιδανικό ηωικό μοντζλο τόςο για τθ μελζτθ τθσ οργανογζνεςθσ όςο και για τθ 

μελζτθ ανκρϊπινων αςκενειϊν, λόγω μια πλθκϊρασ πλεονεκτθμάτων. Καταρχιν, ο 

μεγάλοσ αρικμόσ εμβρφων που λαμβάνεται από κάκε επιτυχθμζνθ διαςταφρωςθ, 

τα ζμβρυα γονιμοποιοφνται και αναπτφςςονται εξωτερικά του ςϊματοσ, είναι 

διαωανι επιτρζποντασ τθν in vivo μελζτθ και παρατιρθςθ διάωορων ωαινοτφπων, 

ενϊ αναπτφςςονται εφκολα και γριγορα ςτο εργαςτιριο με δυνατότθτα 

αναπαραγωγισ εντόσ των τριϊν πρϊτων μθνϊν. Επιπλζον, το γεγονόσ ότι τα ζμβρυα 

των zebrafish είναι μικρά ςε μζγεκοσ τουσ δίνει το πλεονζκτθμα να μθν εξαρτϊνται 

πλιρωσ από τθν αιματικι κυκλοωορία για αρκετζσ μζρεσ κατά τθν ανάπτυξθ τουσ, 

λαμβάνοντασ οξυγόνο με πακθτικι διάχυςθ, εν αντικζςει με τα πτθνά και τα 

κθλαςτικά που πεκαίνουν άμεςα αν διακοπεί θ αιματικι κυκλοωορία. Τζλοσ, το 

zebrafish ωσ ςπονδυλωτόσ οργανιςμόσ ςυγκρινόμενοσ με τα γενετικά μοντζλα που 

χρθςιμοποιοφνται μζχρι ςιμερα (C. Elegans, Drosophila), ζχει μεγαλφτερο ποςοςτό 

ομολογίασ γονιδιϊματοσ με του ανκρϊπου. Λαμβάνοντασ υπ’ όψιν τα παραπάνω 

κακϊσ επίςθσ και τθ δυνατότθτα που παρζχει αυτό το μοντζλο για χρθςιμοποίθςθ 

τεχνικϊν πρόςκιασ γενετικισ (forward genetics) δθλαδι τθ προςζγγιςθ ενόσ 

αγνϊςτου γονιδίου με αωετθρία ζναν ενδιαωζρον ωαινότυπο, και  αντίςτροωθσ 

γενετικισ (reverse genetics), θ διερεφνθςθ ενόσ ωαινοτφπου που προκαλείται όταν 

ζνα ιδθ γνωςτό γονίδιο κακίςταται μθ λειτουργικό, το κακιςτοφν ιδανικό μοντζλο 

γενετικϊν και εμβρυολογικϊν μελετϊν (Beis and Stainier, 2006). 

Στθ παροφςα διδακτορικι διατριβι παρακζςαμε δφο χαρακτθριςτικά 

παραδείγματα οργανογζνεςθσ και μελζτθσ ανκρϊπινων αςκενειϊν 

χρθςιμοποιϊντασ το zebrafish ωσ οργανιςμό μοντζλο.  

4.1 Ο ρόλοσ των αιμοδυναμικϊν ροϊν ςτθν μορφοποίθςθ των καρδιακϊν 

βαλβίδων. 

Οι ςυγγενείσ καρδιοπάκειεσ εμωανίηονται ςε μεγάλο ποςοςτό ςτον γενικό 

πλθκυςμό και πλθκϊρα αυτϊν προκφπτει από ανωμαλίεσ κατά τθν μορωογζνεςθ 

τθσ καρδιάσ. Θ ςυχνότθτα εμωάνιςισ τουσ ποικίλει από 4 εϊσ 50 ανά 1000 ηϊντα 
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νεογνά (Pierpont et al., 2007).  Ωσ οι πιο ςυχνζσ αναωζρονται να είναι οι κοιλιακζσ 

διαωραγματικζσ ανωμαλίεσ (Ventricular Septal Defects-VSDs) με ςυχνότθτα 75 ςτισ 

1000 γεννιςεισ, με τθν παραμονι του ανοικτοφ βοτάλειου πόρου να ακολουκεί ςε 

ςυχνότθτα εμωάνιςθσ. Μεγάλθ επίπτωςθ εμωανίηει, με μεγαλφτερθ ςυχνότθτα 

εμωάνιςθσ ςτουσ ενιλικεσ, και θ μεςοκολπικι επικοινωνία από τον μθ ςχθματιςμό 

του μεςοκολπικοφ διαωράγματοσ. Θ ςυχνότθτα αυτισ τθσ δυςμορωίασ είναι πολφ 

μεγαλφτερθ ςτα νεογνά, αλλά λόγω αςυμπτωματικισ παρουςίασ πολλζσ ωορζσ δε 

διαγιγνϊςκεται κατά τθ γζννθςθ και εμωανίηεται ςτθν ενιλικθ ηωι. Ακολουκοφν ςε 

ςυχνότθτα οι ανωμαλίεσ του κολποκοιλιακοφ διαωράγματοσ, ςτζνωςθσ τθσ 

πνευμονικισ βαλβίδασ, θ αορτικι ςτζνωςθ και θ δίπτυχθ αορτικι βαλβίδα.  

Οι αιτίεσ των ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν παραμζνουν κυρίωσ άγνωςτεσ. 

Αναωζρεται ότι οι γενετικζσ αιτίεσ (χρωμοςωμικζσ ανωμαλίεσ και ςφνδρομα) είναι 

υπεφκυνεσ μόνο για το 8% των ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν και μόνο το 2% 

οωείλονται ςε περιβαλλοντικά αίτια. Στο υπόλοιπο 90% παρατθρείται 

πολυπαραγοντικι κλθρονόμθςθ και περιβαλλοντικι επίδραςθ (ζκκεςθ ςε 

τερατογόνουσ παράγοντεσ κατά το χρόνο ευπάκειασ). Οι ςυγγενείσ καρδιοπάκειεσ 

είναι αποτζλεςμα διαταραχϊν τθσ καρδιακισ ανάπτυξθσ ςε πρϊιμα εμβρυικά 

ςτάδια αλλά και απόρροια ανϊμαλθσ ανάπτυξθσ, όπωσ από αιμοδυναμικζσ αλλαγζσ 

(Hoffman et al., 2004).  Θ μορωογζνεςθ και θ λειτουργία τθσ καρδιάσ προχωροφν 

παράλλθλα και θ  καρδιακι δυςμορωία μπορεί να εμωανιςκεί μζςω περιςςότερων 

πακογενετικϊν οδϊν. 

Επίςθσ,  ζνα από τα κριτιρια ταξινόμθςθσ για τθν ανεφρεςθ τθσ αιτίασ 

εμωάνιςθσ των ςυγγενϊν κατδιοπακειϊν είναι θ εμβρυολογικι προζλευςθ των 

ιςτϊν. Ζχουμε επομζνωσ ανωμαλίεσ που προκφπτουν κατά τα παρακάτω ςτάδια: Α) 

ςτθ ωάςθ αγκφλθσ, θ ςυςτροωι του ευκζοσ καρδιακοφ ςωλινα αποτελεί κρίςιμο 

ςθμείο για το ςωςτό προςανατολιςμό και ςυςτοίχιςθ των κοιλοτιτων και των 

μεγάλων αγγείων τθσ καρδιάσ. Ανωμαλίεσ κατά τθ ωάςθ αυτι προκαλοφν ςφνδρομα 

όπωσ ετεροταξία τθσ καρδιάσ κακϊσ και μερικϊν ι όλων των ςπλαγχνικϊν οργάνων 

(π.χ situs inversus). Θ ετεροταξία ςτθν ανκρϊπινθ καρδιά περιλαμβάνει ζναν κοινό 

κόλπο, κοιλιακι αναςτροωι, μθ ευκυγράμμιςθ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ και 

του χϊρου εξόδου τθσ κοιλίασ και ανϊμαλεσ ςυνδζςεισ ωλεβϊν και αρτθριϊν. Β).  

Τον κολποκοιλιακό διαχωριςμό: Οι πιο κοινζσ ςυγγενείσ ανωμαλίεσ ςτον άνκρωπο, 
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αλλά όχι απαραίτθτα και οι πιο ςοβαρζσ, ςχετίηονται με ατελι διαχωριςμό των 

κόλπων, των κοιλιϊν και του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ. Οι διαταραχζσ αυτζσ 

μποροφν να χωριςτοφν ςε ελαττϊματα του μυϊκοφ διαωράγματοσ και των 

ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων που χωρίηουν τουσ κόλπουσ από τισ κοιλίεσ. Θ 

αιτιολογία των κολποκοιλιακϊν διαωραγματικϊν ανωμαλιϊν παραμζνει άγνωςτθ.  

Τελευταία οι ενδοκαρδιακζσ πιζςεισ που αςκοφνται από τθ ροι του αίματοσ, 

κακορίηουν τθ κυτταρικι ςυμπεριωορά και ενεργοποίθςθ διάωορων 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, δζχονται τθν αυξανόμενθ προςοχι του επιςτθμονικοφ 

κόςμου (Freund et al., 2012). Ρροσ αυτι τθν κατεφκυνςθ προςανατολίηονται και 

αποτελζςματα  από προθγοφμενεσ μελζτεσ, όπου φςτερα από τθν τοποκζτθςθ 

εμποδίου ςτον ωλεβϊδθ κόλπο ι/και ςτθν αορτικι βαλβίδα μεταξφ κοιλίασ και του 

αορτικοφ βολβοφ είχε ωσ αποτζλεςμα τον ελαττωματικό ςχθματιςμό του χϊρου 

ειςόδου ι/και εξόδου τθσ καρδιάσ, τθ μθ ςωςτι ‘ςτροωι’ τθσ καρδιάσ και τθν 

απϊλεια ςχθματιςμοφ ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων ςτθν κολποκοιλιακι βαλβίδα, 

επιβεβαιϊνοντασ ότι οι ενδοκαρδιακζσ δυνάμεισ από τθν ροι του αίματοσ είναι 

απαραίτθτοσ επιγενετικόσ παράγονταο γηα ηελ θαξδηνγέλεζε (Hove et al., 2003).  

Στθ παροφςα διατριβι εξετάςαμε τισ επιπτϊςεισ που ζχει θ ζλλειψθ ενόσ 

βαςικοφ ςυςτατικοφ του μονοπατιοφ Nodal ςτθν ανάπτυξθ του zebrafish, με τθ 

χριςθ τθσ μεταλλαγμζνθσ γενετικισ ςειράσ s457. Τα s457 μεταλλαγμζνα ζμβρυα 

ωζρουν μια ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο κωδικόνιο ζναρξθσ τθσ μετάωραςθσ του 

πρϊτου εξονίου του γονιδίου southpaw. Θ ςυςτροωι του ευκζοσ καρδιακοφ 

ςωλινα αποτελεί κρίςιμο ςθμείο για το ςωςτό προςανατολιςμό και τθ ςτοίχιςθ των 

κοιλοτιτων και των μεγάλων αγγείων τθσ καρδιάσ. Ανωμαλίεσ κατά τθ ωάςθ αυτι 

προκαλοφν ςφνδρομα όπωσ ετεροταξία τθσ καρδιάσ κακϊσ και μερικϊν ι όλων των 

ςπλαγχνικϊν οργάνων (π.χ situs inversus). Αυτό οδθγεί ςτθν τυχαιοποίθςθ τθσ 

καρδιακισ κάμψθσ ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα. Γενικά, τα spaws457/s457 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα διακρίνονται ςε τρεισ ωαινοτυπικζσ κατθγορίεσ: α) απηά πνπ 

εκθαλίδνπλ θαξδηά ζηελ θπζηνινγηθή ζέζε-situs solitus (έρεη θάλεη ηε δεμηά ζηξνθή 

ε θνιία), β) ηα κεηαιιαγκέλα έκβξπα κε αλάζηξνθε ζέζε ηεο θαξδηάο-situs inversus 

θαη γ) απηά κε ηελ επζύγξακκε θαξδηά ζηε κέζε γξακκή-midline. Ραρόλα αυτά, 

αυτι θ δυςμορωία δεν επθρεάηει τθν βιωςιμότθτα των μεταλλαγμζνων ψαριϊν, τα 

οποία ωτάνουν ςτο ενιλικο ςτάδιο. Κακϊσ ζνα ςθμαντικό ποςοςτό των ςυγγενϊν 
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καρδιοπακειϊν προκαλείται από διαταραχζσ τθσ καρδιακισ αςυμμετρίασ, το 

μοντζλο που χρθςιμοποιιςαμε μασ ζδωςε τθ δυνατότθτα να ελζγξουμε πωσ θ 

γεωμετρία τθσ καρδιάσ επθρεάηει τθν μορωογζνεςθ τθσ και τθν δομι των 

κολποκοιλιακϊν βαλβίδων και μζςω ποιων μθχανιςμϊν.   

Αρχικά μελετιςαμε τθ μυοκαρδιακι και ςυςτολικι λειτουργία των 

μεταλλαγμζνων εμβρφων. Ραρατθριςαμε λοιπόν και ςτουσ τρεισ ωαινοτφπουσ ότι θ 

καρδιακι ςυςταλτικότθτα αλλά και ο καρδιακόσ ρυκμόσ παραμζνουν ωυςιολογικοί, 

γεγονόσ απόλυτα λογικό αωοφ το spaw είναι ζνα μθ-μυοκαρδιακό γονίδιο. 

Αντικζτωσ, όταν μελετιςαμε τθ διαβαλβιδικι ροι ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα 

παρατθριςαμε πωσ τα ζμβρυα με ευκφγραμμθ καρδιά είχαν αυξθμζνα επίπεδα 

παλινδρόμθςθσ του αίματοσ μεταξφ των καλάμων. Στουσ υπόλοιπουσ καρδιακοφσ 

ωαινοτφπουσ είδαμε πωσ θ αιματικι ροι ιταν ωυςιολογικι. Συνεπϊσ, τα 

spaws457/s457 ζμβρυα με ευκφγραμμθ καρδιά εμωανίηουν ζνα πακολογικό πρότυπο 

διαβαλβιδικισ ροισ με μεγάλθ αφξθςθ τθσ μετροφμενθσ παλίνδρομθσ ροισ δια 

μζςου τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ και ςθμαντικι ελάττωςθ τθσ μθδενικισ ροισ 

δια μζςου αυτισ ςε ςχζςθ με τισ ωυςιολογικζσ αντίςτοιχα ροζσ. Συμπεραίνουμε 

λοιπόν πωσ θ αλλαγι ςτθ γεωμετρία τθσ καρδίασ προκαλεί και αλλαγι ςτθν 

αιμοδυναμικι εντόσ των κοιλοτιτων τθσ.  

Θ μορωογζνεςθ των καρδιακϊν επαρμάτων, που κα δϊςουν με τθν ωρίμανςθ 

τουσ τισ καρδιακζσ βαλβίδεσ, ζχει ςυςχετιςτεί με  τθ προςαρμογι τθσ μορωολογίασ 

του ενδοκαρδιακοφ ιςτοφ ςε απάντθςθ αλλαγϊν των αιμοδυναμικϊν και 

μυοςυςταλτικϊν δυνάμεων που αςκοφνται από τα γειτονικά μυοκαρδιακά κφτταρα. 

Θ δθμιουργία των ϊριμων καρδιακϊν βαλβίδων αλλάηει τθν αιμοδυναμικι τθσ 

καρδιάσ από παλίνδρομεσ ροζσ του αίματοσ μεταξφ των καλάμων ςε αιματικζσ ροζσ 

μονι κατεφκυνςθσ. Ο ςχθματιςμόσ και θ πάχυνςθ των επαρμάτων γίνεται μζςω τθσ 

διαδικαςίασ του μεταςχθματιςμοφ του ενδοκθλιακοφ ιςτοφ ςε μεςζγχυμα και 

εναπόκεςθ κυττάρων ςτθν εξωκυττάρια κεμζλια ουςία (Beis et al., 2005).   

Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ςε μεταλλαγμζνα ζμβρυα zebrafish που ωζρουν ςθμειακι 

μετάλλαξθ ςτο γονίδιο τθσ καρδιακισ τροπονίνθσ Τ 2α (cardiac troponin T 2a-

tnnt2a), και κατά ςυνζπεια δεν ζχουν κακόλου καρδιακι ςυςτολι, ζδειξαν πωσ δεν 

ςχθματίηονταν κακόλου καρδιακά επάρματα (Bartman et al., 2004). Επίςθσ, 

αποτελζςματα από μελζτεσ ςτο cardiofunk-/- μεταλλαγμζνα ζμβρυα, που 
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προκαλείται από μετάλλαξθ ςε ζνα γονίδιο τθσ ακτίνθσ, εμωανίηει διάταςθ τθσ 

καρδιάσ, παλινδρόμθςθ αίματοσ μεταξφ των δφο κοιλοτιτων, απουςία αιματικισ 

κυκλοωορίασ και ςχθματιςμοφ ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων (Berdougo et al., 2003). 

Αποδεικνφεται, επομζνωσ, ότι μεταλλαγμζνα γονίδια του μυοκαρδίου προκαλοφν 

δευτερογενϊσ ενδοκαρδιακό ωαινότυπο.  

Αντικζτωσ, μελζτεσ που ζγιναν με βάςθ τθ χριςθ χθμικισ ουςίασ 2,3 

βουτανεδιόνθ μονοξίμθ (2,3-BDM) ςε ζμβρυα  zebrafish,  θ οποία εξαωανίηει τθν 

αιματικι κυκλοωορία, αλλά και θ παροδικι αποςιϊπθςθ των γονιδίων gata1 και 

gata1/2 που μειϊνουν τον αιματοκρίτθ και κατά ςυνζπεια τθ διατμθτικι τάςθ   

αςκείται ςτα τοιχϊματα του ενδοκαρδίου (wall shear stress), ζδειξαν ότι 

ςχθματίηονταν ενδοκαρδιακά επάρματα ςτο κολποκοιλιακό κανάλι (Vermot et al., 

2009). Συνεπϊσ, οι μζχρι τϊρα μελζτεσ αποδεικνφουν ότι θ ενδοκαρδιακό 

διατμθτικι τάςθ  δεν είναι το κλειδί ςτθν μορωογζνεςι τουσ, αλλά ότι θ απουςία 

τθσ μυοκαρδιακισ λειτουργίασ ςε αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ είναι κυρίωσ υπεφκυνθ 

για τθν μθ ανάπτυξθ των ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων ςτθν κολποκοιλιακι βαλβίδα 

(Combs et al., 2009).  

Στο ςυγκεκριμζνο πλαίςιο μελετιςαμε τθν ανάπτυξθ των καρδιακϊν 

επαρμάτων ςτα μεταλλαγμζνα spaws457/s457 ζμβρυα. Ραρατθριςαμε λοιπόν πωσ και 

ςτουσ τρεισ καρδιακοφσ ωαινοτφπουσ το κολποκοιλιακό κανάλι ςχθματιηόταν 

ωυςιολογικά (ακόμα και ςτισ ευκφγραμμεσ καρδίεσ που παρουςίαηαν αυξθμζνα 

επίπεδα ανάςτροωθσ αιματικισ ροισ) και πωσ τα ενδοκαρδιακά κφτταρα αποκτοφν 

το ωυςιολογικά κυβοειδζσ ςχιμα και εκωράηουν το μόριο προςκόλλθςθσ Dm-grasp, 

που αποτελεί τον πρϊτο δείκτθ διαωοροποίθςθσ βαλβίδων. Ραράλλθλα, όταν 

μετριςαμε τα TCF τφπου-μεςεγχυματικά κφτταρα των επαρμάτων τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ ςτισ spaws457/s457 προνφμωεσ ςτισ 4 και 6 θμζρεσ μετά τθ 

γονιμοποίθςθ, παρατθριςαμε πωσ δεν υπιρχαν ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτον αρικμό 

των TCF-κετικϊν κυττάρων ςτισ ευκφγραμμεσ και ανάςτροωεσ καρδιζσ ςε ςχζςθ με 

τθσ ωυςιολογικζσ (Εικόνα 35A-B). Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ κατά των ςχθματιςμό 

των καρδιακϊν επαρμάτων ςτισ μεταλλαγμζνεσ προνφμωεσ πραγματοποιείται 

ωυςιολογικά ο μεταςχθματιςμόσ των επικθλιακϊν κυττάρων ςε μεςεγχυματικά 

(ΕΜΤ). 
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Εν αντικζςει με τα spaws457/s457 ζμβρυα ςτα ενιλικα ψάρια με ευκφγραμθ 

καρδιά παρατθριςαμε πωσ οι καρδιακζσ βαλβίδεσ ιταν είτε διγλϊχινεσ είτε 

τριγλϊχινεσ. Στα situs solitus και situs inversus ψάρια θ καρδιακι βαλβίδα 

αποτελείται από τισ 4 γλωχίνεσ, όπωσ και ςτα αγρίου-τφπου. Επομζνωσ, από τθ 

ςτιγμι που το spaw, όπωσ ζχουμε αναωζρει, δεν είναι ζνα μυοκαρδιακό γονίδιο και 

θ ςυςταλτικότθτα τθσ καρδιάσ δεν επθρεάηεται από τθ γεωμετρία τθσ και  τα situs 

solitus  ψάρια δεν παρουςιάηουν ανιχνεφςιμεσ αλλαγζσ ςτο διαβαλβιδικό πρότυπο 

ροισ του αίματοσ, ςυμπεραίνουμε ότι ο βαλβιδικόσ ωαινότυποσ των  ψαριϊν με 

ευκφγραμμθ καρδιά ευκφνεται ςτο πακολογικό πρότυπο διαβαλβιδικισ ροισ.  

Ραράλλθλα, ςτο εργαςτιριο μασ μελετιςαμε και τισ μεταλλαγμζνεσ 

γενετικζσ ςειρζσ s812 και s459 που αποτελοφν δφο νζουσ αλλθλόμορωουσ του weak 

atrium (wea) (Berdugo et al., 2003), που παρουςιάηουν ωαινοτυπικά μειωμζνθ 

κολπικι ςυςταλτικότθτα, ωυςιολογικι καρδιακι ςυχνότθτα, περικαρδιακό οίδθμα, 

ςτάςθ του αίματοσ ςτον κόλπο και ςτον ωλεβϊδθ κόλπο (sinus venosus) και υψθλό 

ποςοςτό κνθςιμότθτασ των ομοηυγοτικϊν εμβρφων μζχρι τθν 5θ θμζρα μετά τθν 

γονιμοποίθςθ (Kalogirou et al., 2014). Θ εμωάνιςθ του ωαινοτφπου προκαλείται από 

τθν φπαρξθ πρϊιμου κωδικονίου λιξθσ ςτο αμινοξφ 486 για τον αλλθλόμορωο s812 

και 316 για τον αλλθλόμορωο s459 ςτθν αμινοξικι ακολουκία  τθσ βαριάσ αλφςου 

τθσ μυοςίνθσ του κόλπου  (atrial myosin heavy chain-amhc ι myh6). Στα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα ανιχνεφτθκαν τρεισ διακριτοί καρδιακοί ωαινότυποι: α) 

ςτζνωςθ του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ λόγω ατελοφσ ανάπτυξθσ των 

ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων και ςφμπτωςθ των τμθμάτων, άνω και κάτω, τθσ 

κολποκοιλιακισ βαλβίδασ, β) τα ομοηυγωτικά ζμβρυα παρουςίαηαν μθ ωρίμανςθ 

των ενδοκάρδιων επαρμάτων όπωσ ωυςιολογικά απαιτείται ςτισ 80 ϊρεσ μετά τθν 

γονιμοποίθςθ με το άνω τμιμα να αποτελείται από ζνα μόνο ςτρϊμα 

ενδοκθλιακϊν κυττάρων αντί για δφο και γ) ζνα μικρό ποςοςτό εμβρφων 

παρουςίαηε ωυςιολογικι ανάπτυξθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ αντανακλϊντασ 

πικανότατα το ποςοςτό των ομοηυγωτικϊν εμβρφων που επιβιϊνουν ωσ τθν 

ενθλικίωςθ. Στα μεταλλαγμζνα myh6 ζμβρυα διαπιςτϊκθκε μειωμζνθ 

ςυςταλτικότθτα τθσ καρδιάσ με μείωςθ του  κλάςματοσ βράχυνςθσ. Επίςθσ, ςτα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα που επιηοφςαν πζρα των τριϊν θμερϊν και γίνονταν ενιλικα 

και γόνιμα, χωρίσ αναπτυξιακζσ ανωμαλίεσ, είχαν αναπτφξει διαωορετικό πρότυπο 
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αιματικισ ροισ πζραν του ωυςιολογικοφ, με ιδιαιτζρωσ αυξθμζνθ τθ μθδενικι ροι 

διαμζςω του κολποκοιλιακοφ καναλιοφ.  

Στα ενιλικα  μεταλλαγμζνα ψάρια παρατθρικθκε θ αναδιαμόρωωςθ τθσ 

καρδιακισ δομισ τθσ υγιοφσ ενεργοφσ κοιλότθτασ λόγω αυξθμζνθσ τελοδιαςτολικισ 

πίεςθσ, με ςκοπό να ανταποκρικεί ςτισ διαωοροποιθμζνεσ ενδογενείσ και εξωγενείσ 

δυνάμεισ προσ αποωυγι τθσ καρδιακισ ανεπάρκειασ τελικοφ ςταδίου. Επίςθσ, 

ανιχνεφτθκε μειωμζνοσ αρικμόσ γλωχίνων ςε ςχζςθ με το ωυςιολογικό ενιλικο 

zebrafish και βαλβιδικι δυςγενεςία. Δεν προκαλείται, δθλαδι, ωυςιολογικι 

ωρίμανςθ των ενδοκαρδιακϊν επαρμάτων ςε δφο πτυχζσ όπωσ ςυμβαίνει ςτισ 28 

θμζρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ και ςε τζςςερισ γλωχίνεσ ςτθν ενθλικίωςθ.  

Ενδιαωζρον προκαλεί το γεγονόσ ότι αν και οι αλλαγζσ ςτο διαβαλβιδικό 

πρότυπο ροισ είναι διαωορετικό ςτα myh6-/- και spaw-/-, οι δυςμορωίεσ ςτον 

ςχθματιςμό τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ είναι παρόμοιεσ. Σχθματίηονται τρεισ αντί 

τεςςάρων ωυςιολογικϊν γλωχίνων (Εικόνα 57). Ωςτόςο ςτα μεταλλαγμζνα 

spaw-/- δεν παρατθροφνται εμωανείσ μεταβολζσ ςτο μζγεκοσ και ςχιμα τθσ κοιλίασ, 

ςε αντίκεςθ με τα ενιλικα μεταλλαγμζνα myh6-/-. Επιπλζον, παρατθροφμε πωσ και 

ςτισ τρεισ γενετικζσ ςειρζσ που μελετιςαμε ςτο εργαςτιριο μασ είδαμε πωσ ςτα 

πρϊτα ςτάδια ανάπτυξθσ των καρδιακϊν επαρμάτων θ ωυςιολογίασ τουσ ιταν 

κανονικι. Συμπεραίνουμε λοιπόν πωσ θ δθμιουργία ωυςιολογικϊν καρδιακϊν 

βαλβίδων διακρίνεται ςε δφο μζρθ:  

1. Στο ςχθματιςμό των καρδιακϊν επαρμάτων ςτο κολποκοιλιακό κανάλι κατά 

τθν εμβρυογζνεςθ. Θ ανάπτυξθ τουσ ρυκμίηεται κυρίωσ από γενετικοφσ 

παράγοντεσ, μζςα από ζνα αιμοδυναμικά ανεξάρτθτο μθχανιςμό. 

2. Στο ςχθματιςμό των καρδιακϊν βαλβίδων (τετραγλϊχινθ βαλβίδα). Ο 

ςχθματιςμόσ τθσ καρδιακισ βαλβίδασ ωαίνεται να ελζγχεται μζςω ενόσ 

αιμοδυναμικά εξαρτϊμενου μθχανιςμοφ. Συγκεκριμζνα, θ 

διαωοροποιθμζνθ γεωμετρία τθσ καρδιάσ ςτα spaw με τθν καρδιά ςτθν 

μζςθ γραμμι ζχει ωσ αποτζλεςμα αυξθμζνθ παλίνδρομθ ροι διαμζςου τθσ 

βαλβίδασ κατά τθ διάρκεια του καρδιακοφ κφκλου με αποτζλεςμα να 

αποτυγχάνεται ο ςχθματιςμόσ τεςςάρων γλωχίνων τθσ ϊριμθσ καρδιάσ. Τα 

myh6 μεταλλαγμζνα ζμβρυα, τα οποία υπολείπονται κολπικισ ςυςτολισ 
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εμωανίηουν μεγάλθ μείωςθ τθσ παλίνδρομθσ διαβαλβιδικισ ροισ και 

μεγαλφτερο χρόνο μθ αιματικισ ροισ διαμζςου τθσ βαλβίδασ κατά τθν 

καρδιακι ςυςτολι, ζχοντασ ωσ επακόλουκο πιο αργι ροι, λιγότερα 

ενδοκαρδιακά κφτταρα ςτο κολποκοιλιακό κανάλι, ςχθματίηοντασ αργότερα 

ςτθν ανάπτυξθ ενιλικθ καρδιά με δφο ι τρεισ γλωχίνεσ και όχι τζςςερισ 

όπωσ θ ωυςιολογικι ενιλικθ καρδιά. Είναι αναμενόμενο μία ανωμαλία ςτθν 

λειτουργικότθτα-ςυςταλτικότθτα του μυοκαρδίου να προκαλεί επιπλζον 

αλλαγι ςτθν αιμοδυναμικι ενδοκαρδιακά. Τα ομοηυγωτά spaw, ωςτόςο 

που δεν παρουςιάηουν μυοκαρδιακι δυςλειτουργία, δίνοντασ μασ ζτςι τθν 

δυνατότθτα να διαχωρίςουμε τθν ενδοκαρδιακι ροι και τθν δυναμικι τθσ 

από τθν μυοκαρδιακι ςυςταλτικότθτα. Θ γεωμετρία τθσ καρδιάσ ςτα spaw 

με τθν καρδιά ςτθν μζςθ γραμμι ζχει ωσ αποτζλεςμα αυξθμζνθ 

παλίνδρομθ ροι διαμζςου τθσ βαλβίδασ κατά τθ διάρκεια του καρδιακοφ 

κφκλου με αποτζλεςμα να αποτυγχάνεται ο ςχθματιςμόσ τεςςάρων 

γλωχίνων τθσ ϊριμθσ καρδιάσ. Τα myh6 μεταλλαγμζνα ζμβρυα, τα οποία 

υπολείπονται κολπικισ ςυςτολισ εμωανίηουν μεγάλθ μείωςθ τθσ 

παλίνδρομθσ διαβαλβιδικισ ροισ και μεγαλφτερο χρόνο μθ αιματικισ ροισ 

διαμζςου τθσ βαλβίδασ κατά τθν καρδιακι ςυςτολι, ζχοντασ ωσ 

επακόλουκο πιο αργι ροι, λιγότερα ενδοκαρδιακά κφτταρα ςτο 

κολποκοιλιακό κανάλι, ςχθματίηοντασ αργότερα ςτθν ανάπτυξθ ενιλικθ 

καρδιά με δφο ι τρεισ γλωχίνεσ και όχι τζςςερισ όπωσ θ ωυςιολογικι 

ενιλικθ καρδιά. Είναι αναμενόμενο μία ανωμαλία ςτθν λειτουργικότθτα-

ςυςταλτικότθτα του μυοκαρδίου να προκαλεί επιπλζον αλλαγι ςτθν 

αιμοδυναμικι ενδοκαρδιακά. Τα ομοηυγωτά spaws457/s457, ωςτόςο δεν 

παρουςιάηουν μυοκαρδιακι δυςλειτουργία, δίνοντασ μασ ζτςι τθν 

δυνατότθτα να διαχωρίςουμε τθν ενδοκαρδιακι ροι και τθν δυναμικι τθσ 

από τθν μυοκαρδιακι ςυςταλτικότθτα.   
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Ιδιαίτερο ενδιαωζρον ζχει θ μελζτθ τθσ βιολογικισ απάντθςθσ του 

ενδοκαρδίου ςτισ τοιχωματικζσ πιζςεισ που αςκοφνται ςε αυτό. Υπάρχουν αρκετά 

υποψιωια γονίδια, αρκετοί παράγοντεσ και πρωτεΐνεσ, όπωσ μόρια διάχυςθσ, 

γλυκοπρωτείνεσ, γλυκοκάλυκασ κ.α, τα οποία ζχει δειχκεί ότι λειτουργοφν ωσ 

αιςκθτιρεσ ςε μθχανικό stress.   

Εικόνα 57. Θ μορφογζνεςθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ επθρεάηεται από τθσ ενδοκαρδιακζσ 
δυνάμεισ ροισ ανεξάρτθτα από τθ λειτουργία του μυοκαρδίου.   

Τρεισ βαςικοί παράγοντεσ ςτθν μετατροπι του μθχανικοφ ερεκίςματοσ 

ωαίνεται να είναι ο Kruppel-like factor 2 (klf2), ο Nuclear factor erythroid-derived 2-

like 2 (nrf2) και ο NFkB (Dekker et al., 2002,  Vermot et al., 2009,  Chen et al., 2003, 

Lan et al., 1994). Το klf2a ωαίνεται να παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

ενδοκοιλοτικισ/διαβαλβιδικισ αιμοδυναμικισ ροισ ςτο zebrafish και θ ζκωραςι 

του μειϊνεται ςτα ενυκζντα με μικροενζςεισ αποςιϊπθςθσ myh6 mRNA (Vermot et 

al., 2009). Στα  myh6-/- τα οποία διατθροφν κυκλοωορία, το klf2a, επίςθσ δεν 
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εκωράηεται, ενϊ υπάρχει ζκωραςι του ςτο κολποκοιλιακό κανάλι ςτο spaw-/- χωρίσ 

να διευκρινίηεται λόγω τεχνικϊν περιοριςμϊν αν εκωράηεται ςτα ίδια επίπεδα ι όχι 

με το ωυςιολογικό.  

Στθ παροφςα διατριβι για πρϊτθ ωορά καταωζραμε να διαχωρίςουμε τθν 

ςυςταλτικότθτα του μυοκαρδίου από τισ ενδοκοιλοτικζσ δυνάμεισ που προκφπτουν 

από το πρότυπο ροισ αίματοσ ςτθν καρδιά. Αποδείξαμε ότι το πρότυπο 

διαβαλβιδικισ ροισ, ανεξάρτθτα από τθν ςυςταλτικότθτα του μυοκαρδίου, επιδρά 

ςτθν ςωςτι ανάπτυξθ τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ. Κατανοϊντασ, επομζνωσ, τα 

βιοχθμικά ‘μονοπάτια’ που εμπλζκονται και προκφπτουν από το πρότυπο 

διαβαλβιδικι, ενδοκοιλοτικισ ροισ του αίματοσ και τθσ ‘ανίχνευςθσϋ ςε κυτταρικό 

επίπεδο τθσ διατοιχωματικισ πίεςθσ, κα προκφψουν χριςιμα μζςα για τθ κεραπεία 

των βαλβιδοπακειϊν. Συνεπϊσ, λόγω των εμωανιηόμενων καρδιακϊν ωαινοτφπων 

και τθσ ςυςχζτιςισ τουσ με ςοβαρζσ ςυγγενείσ καρδιακζσ ανωμαλίεσ, τα ενιλικα 

spaws457/s457 μεταλλαγμζνα zebrafish παρζχουν ζνα πολφτιμο πειραματικό μοντζλο 

για τθν ανάλυςθ των επιγενετικϊν μθχανιςμϊν που επθρεάηουν τθν μορωοποίθςθ 

των κοιλοτιτων και τθσ κολποκοιλιακισ βαλβίδασ και οδθγοφν ςε αναδιαμόρωωςθ 

τθσ καρδιάσ αντιδρϊςα ςτθν διαωοροποιθμζνθ αιμοδυναμικι που προκφπτει από 

τθν ζκτοπθ γενετικι κζςθ.  
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4.2 Λειτουργικζσ μελζτεσ των GARS μεταλλάξεων ςε ζνα CMT2D zebrafish 

μοντζλο. 

Θ αμινοάκυλο tRNA ςυνκετάςθ τθσ γλυκίνθσ, GARS, αποτελεί τθν καλφτερα 

μελετθμζνθ tRNA ςυνκετάςθ που ςχετίηεται με τθ περιωερικι πολυνευροπάκεια 

CMT2D. Ραρόλα αυτά, οι κυτταρικοί και μοριακοί μθχανιςμοί που ςυνδζουνε τθ 

GARS και γενικότερα τισ tRNA ςυνκετάςεσ με τισ νευρομυϊκζσ διαταραχζσ 

παραμζνουν ςχετικά άγνωςτοι. Τα δεδομζνα που υπάρχουν μζχρι ςτιγμισ για τθ 

CMT2D πακοωυςιολογία, προζρχονται κυρίωσ από μελζτεσ ςε κυτταρικζσ ςειρζσ και 

από πειράματα ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ (Antonellis et al., 2006, Griffin et 

al., 2014) και από δφο μοντζλα CMT2D ποντικοφ(Seburn et al., 2006, Achilli et al., 

2009). Ο μθχανιςμόσ εμωάνιςθσ του ωαινοτφπου ςτα περιωερικά νευρικά κφτταρα, 

αλλά και θ ευρεία διανομι των μεταλλάξεων ςτθ πρωτοταγι δομι τθσ GARS 

αποτελοφν ακόμα ζνα αίνιγμα για τθν επιςτθμονικι κοινότθτα. Συμπεραίνουμε 

λοιπόν πωσ υπάρχει ανάγκθ για τθ δθμιουργία νζων ηωικϊν μοντζλων και τθ μελζτθ 

ςε αυτά των μεταλλάξεων που απομονϊνονται από κάκε αςκενι.  

Στθ παροφςα διατριβι παρακζςαμε το πρϊτο zebrafish μοντζλο, s266, που 

ςχετίηεται με τθ πολυνευροπάκεια CMT2D. Τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα  εμωανίηουν 

παλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ μεταξφ κόλπου και κοιλίασ λόγω ςτζνωςθσ τθσ 

αορτικισ εξόδου, περικαρδιακό οίδθμα και κακυςτζρθςθ ςτθν ανάπτυξθ τουσ. Στα 

χαρακτθριςτικά του ωαινοτφπου των μεταλλαγμζνων εμβρφων περιλαμβάνονται 

επίςθσ, ςταδιακι παράλυςθ από τισ 48 ϊρεσ μετά τθν γονιμοποίθςθ, που από τισ 96 

ϊρεσ και μετά γίνεται ιδιαιτζρωσ ζντονθ. Θ παράλυςθ προκφπτει από τθ ςταδιακι 

απονεφρωςθ και γενικότερα από τθν ατελι νεφρωςθ των μυϊν. Θ ατελισ νεφρωςθ 

με τθ ςειρά τθσ προκαλεί τθν εκωφλιςθ των μυϊκϊν ινϊν και τθν αδυναμία τουσ.   

Τελικϊσ, οι μεταλλαγμζνεσ εκκολαπτόμενεσ προνφμωεσ ηοφνε μζχρι το ςτάδιο των 5 

θμερϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ, όπου και πεκαίνουν λόγω ζλλειψθσ τθσ αιματικισ 

κυκλοωορίασ. Θ ςυγκεκριμζνθ γενετικι ςειρά προζκυψε ςε γενετικό ζλεγχο από 

τυχαία μεταλλαξθγζνεςθ με ENU. Θ χαρτογράωθςθ τθσ κζςθσ τθσ μετάλλαξθσ ζδειξε 

πωσ το μεταλλαγμζνο γονίδιο βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 24 και ιταν το gars. Τα 

garss266/s266 ζμβρυα ωζρουν μία ςθμειακι μετάλλαξθ που προκαλεί τθν 

αντικατάςταςθ τθσ ωυςιολογικισ κρεονίνθσ με μια λυςίνθ ςτο αμινοξικό κατάλοιπο 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | ΢υηιτθςθ 133 

 

209 (Τ209Κ), ςτο πρϊτο καταλυτικό κζντρο τθσ πρωτεΐνθσ και ςτθ περιοχι ςφνδεςθσ 

των μονομερϊν προσ ςχθματιςμό τθσ ενεργοφσ ομοδιμερισ μορωισ τθσ πρωτεΐνθσ. 

Το ςυγκεκριμζνο αμινοξφ είναι ιδιαίτερα ςυντθρθμζνο μεταξφ των ειδϊν, ενϊ θ 

Τ209Κ βρίςκεται δίπλα ςε μία είδθ μελετθμζνθ ανκρϊπινθ μετάλλαξθ τθν L129P. 

Ραράλλθλα, μελετιςαμε ςτο μοντζλο μασ  δφο ανκρϊπινεσ  μεταλλάξεισ και μία 

του ποντικοφ που ςχετίηονται άμεςα με τθ πολυνευροπάκεια CMT. Συγκεκριμζνα, οι 

μεταλλάξεισ που μελετικθκαν ιταν οι εξισ: α) θ C201R που αποτελεί ζνα 

υπομορωικό αλλθλόμορωο (hypomorph) του ποντικοφ που παρουςιάηει μερικι in 

vivo λειτουργικότθτα, β) τθν ανκρϊπινθ G240R, ζνα απϊλειασ τθσ λειτουργίασ 

αλλιλόμορωο που επθρεάηει το  διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ και γ) τθν ανκρϊπινθ 

G526R, ζνα λειτουργικό εκμθδενιςτικό αλλθλόμορωο (null allele) που προκαλεί τθν 

ενίςχυςθ τθσ διμερισ μορωι τθσ GARS (Antonellis et al., 2006, Xie et al., 2007, 

Griffin et al., 2014). Τα δεδομζνα από τισ μελζτεσ μασ αποδεικνφουν πωσ το 

zebrafish μοντζλο που δουλζψαμε μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθ μελζτθ των 

ανκρϊπινων GARS πολυμορωιςμϊν που ςυςχετίηονται με τθν εμωάνιςθ τθσ CMT2D 

πολυνευροπάκειασ. 

Μελζτεσ ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηφμεσ ζδειξαν πωσ θ Τ209Κ Gars δεν 

μπορεί να αντιςτακμίςει τθ απϊλεια τθσ λειτουργικισ ενδογενισ GRS1 ςτισ ηφμεσ 

(το ορκόλογο τθσ GARS). Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ςυμπλθρωματικότθτασ 

ανκρϊπινων μεταλλάξεων ςε ηφμεσ ζδειξαν πωσ αρκετζσ μεταλλάξεισ (όπωσ θ 

Τ129Κ, θ H418R και θ G526R) δεν διζςωηαν τισ μεταλλαγμζνεσ GRS1 ηφμεσ, ενϊ 

άλλεσ μεταλλάξεισ όπωσ θ Ε71G και θ G240R τθν απϊλεια τθσ ενδογενοφσ αγρίου-

τφπου GRS1 (Antonellis et al., 2006, Griffin et al., 2014). Ραράλλθλα, μελζτεσ 

κυτταρικοφ εντοπιςμοφ ςε κυτταροκαλλιζργειεσ κινθτικϊν νευρϊνων του ποντικοφ 

ζδειξαν ότι θ Τ130Κ GARS δεν ςχθματίηει ωυςιολογικά κυτταροπλαςματικά 

ςφμπλοκα. Συνοψίηοντασ, ςυμπεραίνουμε πωσ θ Τ209Κ Gars αποτελεί ζναν 

αλλθλόμορωο απϊλειασ τθσ λειτουργίασ που προκαλεί αντίςτοιχεσ λειτουργικζσ 

ςυνζπειεσ με τισ ανκρϊπινεσ μεταλλάξεισ κατά τθν εμωάνιςθ τθσ αςκζνειασ.    

Ζνασ κοινόσ πακολογικόσ μθχανιςμόσ των γενετικϊν διαταραχϊν αποτελεί θ 

απϊλεια τθσ λειτουργίασ μιασ πρωτεΐνθσ μζςω διαωορετικϊν επιπζδων ζκωραςθσ 

των αγγελιοωόρων mRNA και των πρωτεϊνϊν ι μζςω ανενεργισ ενηυματικισ 

δραςτθριότθτασ. Ππωσ ζχουμε αναωζρει θ ενεργι μορωι τθσ GARS είναι ζνα 
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ομοδιμερζσ. Αναλφςεισ από μθ αποδιατακτικό ανοςοαποτφπωμα κατά western 

ζδειξαν πωσ ςτα μεταλλαγμζνα ζμβρυα/προνφμωεσ θ Τ209K Gars υπάρχει μόνο ςτθ 

μονομερι ανενεργι μορωι ςε ςχζςθ με τουσ ετεροηυγϊτεσ που είχαν τόςο τθ 

μονομερι όςο και τθ διμερι Gars. Επιπλζον, όταν ειςαγάγαμε τθν G240R μετάλλαξθ 

ςτθ zebrafish πρωτεϊνικι αλλθλουχία (G319R) και τθν υπερεκωράςαμε ςτα ζμβρυα, 

παρατθριςαμε πωσ θ G319R Gars δεν προωκοφςε το διμεριςμό τθσ Τ209Κ 

πρωτεΐνθσ ςτουσ μεταλλαγμζνουσ ομοηυγϊτεσ. Αντικζτωσ, όταν υπερεκωράςαμε τθ 

C236R (θ αντίςτοιχθ C201R ςτθ πρωτεΐνθ του ποντικοφ) είδαμε πωσ θ ςυγκεκριμζνθ 

μετάλλαξθ επάγει το διμεριςμό τθσ T209K Gars. Από δομικισ άποψθσ, δεν προκαλεί 

ιδιαίτερθ εντφπωςθ πωσ οι Τ209Κ και G319R μεταλλάξεισ αναςτζλλουν το 

διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ, αωοφ τα ςυγκεκριμζνα αμινοξικά κατάλοιπα είναι 

εςωτερικά τθσ περιοχισ ςφνδεςθσ των μονομερϊν και  επιδροφν καταλυτικά ςτο 

διμεριςμό τθσ GARS (Nagle et al., 2007). 

Επομζνωσ, από τθ ςτιγμι που θ μεταλλαγμζνθ Τ209Κ Gars δεν διμερίηεται θ 

αμινοακυλίωςθ του tRNA δεν πραγματοποιείται. Συνεπϊσ θ αδυναμία ςχθματιςμοφ 

τθσ διμεροφσ ενεργισ μορωισ και θ ωόρτωςθ του tRNA μπορεί να είναι θ αιτία μιασ 

γενικότερθσ καταςτολισ των επιπζδων τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ. Μελζτεσ χθμικισ 

αναςτολισ τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ με το αντιβιοτικό κυκλοεξαμίδιο ςε αγρίου-

τφπου ζμβρυα ςτισ 48 και 72 ϊρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ ζδωςαν ζνα 

πανομοιότυπο s266 ωαινότυπο. Τα ςυγκεκριμζνα δεδομζνα αποδεικνφουν πωσ θ 

εμωάνιςθ του ωαινοτφπου οωείλεται ςτθν απϊλεια τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ ςτα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα/προνφμωεσ.  

Ρεραιτζρω αποδείξεισ για τθν απϊλεια τθσ λειτουργίασ του γονιδίου είναι 

πωσ ο νευρομυϊκόσ ωαινότυποσ που παρατθρείται ςτα garss266/s266  ζμβρυα 

διαςϊηεται με τθν ζκωραςθ τθσ αγρίου-τφπου Gars. Μικροενζςεισ ςε μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα  ςτο ςτάδιο του ενόσ κυττάρου με τθν αγρίου-τφπου πρωτεΐνθ επζκτειναν 

τθ διάρκεια ηωισ των ομόηυγων εμβρφων κατά δφο μζρεσ. Στα ενεκζντα ζμβρυα θ 

αιματικι κυκλοωορία διατθρείτο για επιπλζον δφο μζρεσ, ενϊ παρατθρικθκε 

ςθμαντικι αφξθςθ των περιοχϊν που κάλυπταν οι νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ ςτα 

αναπτυςςόμενα μυοτόμια κοντά ςτα ωυςιολογικά επίπεδα. Επιπλζον, τα 

αποτελζςματα μασ από τθ μελζτθ τθσ ανκρϊπινθσ G240R αποδεικνφουν πωσ θ 

μετάλλαξθ αποτελεί ζναν αλλθλόμορωο απϊλειασ τθσ λειτουργίασ του γονιδίου. Θ 
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υπερζκωραςθ τθσ G319R είχε ωσ αποτζλεςμα τθν ανίχνευςθ μόνο των μονομερϊν 

και δεν είχε καμιά επίδραςθ ςτθ βιωςιμότθτα των μεταλλαγμζνων garss266/s266 

εμβρφων και ςτο νευρομυϊκό ωαινότυπο. Αντικζτωσ, θ υπερζκωραςθ τθσ C236R 

οδθγοφςε ςε παροδικι διάςωςθ του νευρομυϊκοφ ωαινοτφπου διπλαςιάηοντασ τα 

επίπεδα των περιοχϊν των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων ςε ςχζςθ με τα garss266/s266 

ζμβρυα. Συνεπϊσ, μία πικανι εξιγθςθ για αυτι τθ παροδικι διάςωςθ του 

ωαινοτφπου είναι πωσ ο C236R αλλθλόμορωοσ είναι ζνασ υπομορωικόσ αλλά όχι 

ζνασ λειτουργικόσ μθδενόμορωοσ αλλθλόμορωοσ. Ρράγματι ςτα GarsC201R/C201R 

ποντίκια θ ενηυμικι ενεργότθτα είναι μειωμζνθ κατά 60%, αλλά τα αυξθμζνα τθσ 

μεταλλαγμζνθσ πρωτεΐνθσ που παρατθροφνται ςτουσ ομοηυγϊτεσ πικανϊσ να 

αντιςτακμίηουν αυτι τθ μείωςθ. Επίςθσ, ο θπιότεροσ ωαινότυποσ των C201R 

ετερόηυγων ποντικιϊν ςυνάδει με ζναν υπομορωικό αλλθλόμορωο (Achilli et al., 

2009). Ραρατθροφμε λοιπόν πωσ θ παροδικι υπερζκωραςθ διάωορων 

μεταλλαγμζνων παραλλαγϊν τθσ Gars ικανϊν να ςχθματίςουν διμερι με τθν Τ209Κ 

Gars, διαςϊηουν παροδικά το ωαινότυπο και υποδεικνφουν πωσ τζτοιου τφπου 

ετεροδιμερι μποροφν να είναι ενεργά. Τζλοσ, παρά το γεγονόσ πωσ θ G526R δεν 

επθρεάηει το ςχθματιςμό των ομοδιμερϊν, θ πρωτεΐνθ που προκφπτει δεν είναι 

λειτουργικι και κατά ςυνζπεια θ υπερζκωραςθ τθσ ςτο μοντζλο μασ δεν βοθκά ςτθ 

καλυτζρευςθ του νευρομυϊκοφ ωαινοτφπου. Συνοψίηοντασ, αυτά τα αποτελζςματα 

κακιςτοφν τo μοντζλο που παρακζςαμε ςαν ζνα ςθμαντικό in vivo εργαλείο για τθ 

ςυςτθματικι  ανάλυςθ των ανκρϊπινων μεταλλάξεων ςτο GARS γονίδιο που 

ςχετίηονται με τθ CMT2D πολυνευροπάκεια και τθν επίδραςθ τουσ ςτο διμεριςμό 

τθσ πρωτεΐνθσ.  

 Τα ομόηυγα s266 ζμβρυα δεν εμωανίηουν το ωαινότυπο πριν τισ 48 ϊρεσ 

μετά τθ γονιμοποίθςθ λόγω εναπόκεςθσ μθτρικισ προελεφςεωσ αγρίου-τφπου 

mRNA και πρωτεΐνθ. Μόνο ςτα μετζπειτα αναπτυξιακά ςτάδια τα μεταλλαγμζνα 

ζμβρυα εμωανίηουν ζνα καρδιακό ωαινότυπο. Τα ετερόηυγα ψάρια είναι 

ωυςιολογικά και δεν παρουςιάηουν κάποιο ωαινότυπο μζχρι τθν ενιλικθ ηωι τουσ. 

Κολυμποφν ωυςιολογικά για όλθ τουσ τθ ηωι και παραμζνουν πλιρωσ γόνιμα. 

Υπερεκωράςαμε τισ προαναωερκζντεσ μεταλλάξεισ και ςε αγρίου-τφπου ζμβρυα 

αλλά και ςτα gars+/s266 ετερόηυγα ζμβρυα. Θ υπερζκωραςθ των Τ209Κ, C236R και 

G319R μεταλλάξεων δεν είχε κάποια επίδραςθ πάνω ςτισ νευρομυϊκζσ ςυνάψεισ 
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των ψαριϊν. Αντικζτωσ, όταν υπερεκωράςαμε τθν G605R Gars παρατθριςαμε ζνα 

ιδιαιτζρωσ ζντονο νευρομυϊκό ωαινότυπο τόςο ςτισ αγρίου-τφπου εκκολατόμενεσ 

προνφμωεσ όςο και ςτισ ετρόηυγεσ s266. Συγκεκριμζνα θ G605R Gars προκαλεί 

ςθμαντικι μείωςθ των νευρομυϊκϊν ςυνάψεων και τθν εκτεταμζνθ απονεφρωςθ 

των αναπτυςςόμενων μυϊν. Ραράλλθλα, όταν πραγματοποιιςαμε ταυτόχρονεσ 

μικροενζςεισ των G605R και T209K mRNAs για να υπερεκωράςουμε και τισ δφο 

μεταλλαγμζνεσ Gars πρωτεΐνεσ in trans, είδαμε πωσ θ τοξικότθτα τθσ G605R 

μειωνότανε ςτα ενεκζντα ζμβρυα. Συνδυάηοντασ λοιπόν τα αποτελζςματα 

ςυμπεραίνουμε πωσ θ επικρατισ τοξικότθτα των GARS μεταλλάξεων ςχετίηεται 

άμεςα με τον διμεριςμό του ενηφμου.  Δθλαδι,  θ μεταλλαγμζνθ πρωτεΐνθ για να 

ζχει τθ τοξικι δράςθ τθσ πρζπει να μπορεί να αλλθλεπιδράςει με τθν 

εναπομείναντα αγρίου-τφπου πρωτεΐνθ. Αντίςτοιχα αποτελζςματα προζκυψαν και 

από προθγοφμενεσ μελζτεσ ςτα μοντζλα του ποντικοφ που ςε διαςταυρϊςεισ των 

Nmf249 και C201R αλλθλόμορωων με τον XM256 δεν ζδιναν απογόνουσ (Seburn et 

al., 2006, Achilli et al., 2009). Μία πικανι εξιγθςθ είναι θ Τ209Κ μειϊνει τθν 

ικανότθτα διμεριςμοφ τθσ G605R με τθν αγρίου-τφπου πρωτεΐνθ και κατά ςυνζπεια 

μειϊνει τθ τοξικι δράςθ τθσ. Για το λόγο αυτό θ Τ209Κ Gars (Τ130Κ GARS) ωαίνεται 

πωσ αποτελεί μία ‘ξεχωριςτισ λειτουργίασ’ μετάλλαξθ που υποδεικνφει πωσ είναι 

απαραίτθτοσ ο διμεριςμόσ μεταξφ ενόσ μεταλλαγμζνου μονομεροφσ με ζνα αγρίου-

τφπου μονομερζσ για τισ αυτοςωμικζσ επικρατισ αςκζνειεσ. Θ παρατιρθςθ αυτι 

μπορεί να εξθγιςει γιατί ςτα ετερόηυγα s266 ψάρια δεν παρατθροφμε κάποιο 

ωαινότυπο. Τα ςυγκεκριμζνα δεδομζνα προτείνουν πωσ θ εμωάνιςθ τθσ GARS-

εξαρτϊμενθσ CMT πολυνευροπάκειασ πραγματοποιείται μζςω ενόσ  αρνθτικοφ 

επικρατικοφ μθχανιςμοφ (dominant negative effect) και αποτελεί καλι αωετθρία 

για μετζπειτα μελζτεσ πάνω ςτο ςυγκεκριμζνο μθχανιςμό εμωάνιςθσ τθσ 

αςκζνειασ. 

Συνοψίηοντασ, τα αποτελζςματα που παρατζκθκαν ςτθ παροφςα διατριβι 

οδθγοφν ςε τρία ςυμπεράςματα: α) ο νευρομυϊκόσ ωαινότυποσ που παρατθροφνται 

ςτα Τ209Κ ετερόηυγα ψάρια οωείλεται ςτθ απϊλεια του διμεριμοφ τθσ Gars 

πρωτεΐνθσ, β) ότι θ G240R GARS προκαλεί το ωαινότυπο μζςω ενόσ αντίςτοιχου 

μθχανιςμοφ απϊλειασ τθσ λειτουργίασ τθσ πρωτεΐνθσ, ςε αντίκεςθ με προθγοφμενα 

αποτελζςματα μελζτεσ ςυμπλθρωματικότθτασ ςτισ ηφμεσ (Antonellis et al., 2006) 
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και γ) θ G526R διμερίηεται με τθ αγρίου-τφπου πρωτεΐνθ ςτα ετερόηυγα s266 ψάρια 

και μειϊνει τθν δραςτικότθτα του ενηφμου ςε τζτοια βακμό που να προάγει τθν 

εμωάνιςθ του ωαινοτφπου. Τα αποτελζςματα μασ αποδεικνφουν πωσ ο διμεριςμόσ 

τθσ πρωτεΐνθσ είναι απαραίτθτοσ για τθ επικρατι επιλεκτικι τοξικότθτα των 

νευρικϊν κυττάρων ςτισ GARS μεταλλάξεισ.  

4.3 Σo zebrafish αποτελεί ζνα ιδανικό μοντζλο για τθ μελζτθ ανκρϊπινων 

αςκενειϊν. 

Θ ςωςτι επιλογι και θ κατάλλθλθ χριςθ των ηωικϊν μοντζλων παίηουν 

καταλυτικό ρόλο ςτθν ζρευνα και μελζτθ των κυτταρικϊν και μοριακϊν 

μθχανιςμϊν, που εμπλζκονται ςτθ  πακοωυςιολογία των ανκρϊπινων αςκενειϊν. 

Μοντζλα κθλαςτικϊν, όπωσ το ποντίκι, ζχουν πάντα μία εξζχουςα κζςθ ςτθν 

ζρευνα, κυρίωσ λόγω τθσ μεγάλθσ γενωμικισ ομολογίασ μεταξφ των κθλαςτικϊν και 

τθσ μεγάλθσ ομοιότθτασ ςε τομείσ όπωσ θ ανατομία και θ κυτταρικι βιολογία. 

Εκλεπτυςμζνεσ διαγονιδιακζσ μζκοδοι ζχουν προςωζρει ςτθν επιςτθμονικι 

κοινότθτα ςχετιηόμενα με αςκζνειεσ επικρατι-διαγονίδια επιτρζποντασ τθ 

δθμιουργία μοντζλων ποντικοφ που προςομοιάηουν με ακρίβεια τθ πακολογία των 

ανκρϊπινων αςκενειϊν. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα αποτελεί θ δθμιουργία 

καρκινικϊν μοντζλων ποντικοφ, μζςω τθσ ιςτό-ειδικισ ζκωραςθσ ογκογονιδίων (Wei 

Zhang et al., 2011). Επίςθσ, θ δυνατότθτα δθμιουργίασ ςυγκεκριμζνων γενετικϊν 

τροποποιιςεων ςε ςτοχευμζνα γονίδια μζςω ομόλογου αναςυνδυαςμοφ, 

κακιςτοφν το ποντίκι ςτο πιο διαδεδομζνο ηωικό μοντζλο των ανκρϊπινων 

αςκενειϊν. Εκτόσ από τθν εξελικτικι εγγφτθτα και ανατομικι ομοιότθτα πρζπει να 

λαμβάνονται υπόψθ και άλλοι παράγοντεσ  κατά τθν επιλογι ενόσ ηωικοφ μοντζλου 

μελζτθσ. Για παράδειγμα, μεγάλθσ ζκταςθσ γενετικοί ζλεγχοι ςτα μοντζλα του 

ποντικοφ είναι αρκετά χρονοβόροι και κοςτίηουν πολφ.     

Οι ςυντθρθμζνεσ ςε μεγάλο βακμό λειτουργίεσ ςε επίπεδο κυτταρικισ 

βιολογίασ μεταξφ των κθλαςτικϊν και των αςπόνδυλων οργανιςμϊν επιτρζπουν  τθ 

μελζτθ αςκενειϊν που επθρεάηουν αυτζσ τισ ςυντθρθμζνεσ λειτουργίεσ, ςε μοντζλα 

Drosophila και C. elegans. Οι γενετικζσ και μοριακζσ λειτουργίεσ των αςπόνδυλων 

μποροφν εφκολα να μελετθκοφν. Υπό αυτό το πρίςμα, ςτρατθγικζσ 

μεταλλαξιγζνεςθσ πρόςκιασ γενετικισ ςτα αςπόνδυλα υπιρξαν ιδιαιτζρωσ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20W%5Bauth%5D
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επιτυχθμζνεσ ςτθ μελζτθ τθσ λειτουργίασ γονιδίων, δίνοντασ μία οπτικι για τθ 

λειτουργία μεταλλάξεων ςτα αντίςτοιχα ανκρϊπινα ορκόλογα γονίδια. Ραρόλα 

όμωσ τα πλεονεκτιματα, ο ρόλοσ των αςπόνδυλων οργανιςμϊν ςτθ μελζτθ των 

ανκρϊπινων αςκενειϊν είναι περιοριςμζνοσ λόγω τθσ ζλλειψθσ τουσ ςε 

ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ και δομζσ, που ςυμμετζχουν ςτθ ανκρϊπινθ πακογζνεια.  

Το zebrafish ζρχεται να ςυνδζςει το χάςμα μεταξφ των ςπονδυλωτϊν και 

αςπόνδυλων οργανιςμϊν ςτθ μελζτθ τθσ γενετικισ και αναπτυξιακισ βιολογίασ, 

εκμεταλλευόμενο το μοναδικό ςυνδυαςμό των προαναωερκζντων 

πλεονεκτθμάτων. Από τθ δεκαετία του 1980 θ ανάπτυξθ ςτο zebrafish γενετικϊν 

τεχνικϊν όπωσ θ κλωνοποίθςθ (Streisinger et al., 1981), θ μεταλλαξιγζνεςθ 

(Chakrabarti  et al., 1983, Walker et al., 1983, Solnica-Kreze et al., 1994) και θ 

ευκολία δθμιουργίασ γενετικϊν ςειρϊν (Stuart et al., 1988) επζτρεψαν τθν 

εωαρμογι τεχνικϊν πρόςκιασ και αντίςτροωθσ γενετικισ ςε ευρεία κλίμακα ςε ζνα 

ςπονδυλωτό ςφςτθμα, κακιςτϊντασ το ιδανικό μοντζλο για τθ μελζτθ ανκρϊπινων 

αςκενειϊν. Τα τελευταία χρόνια πλθκϊρα από zebrafish μοντζλα για 

μονογοδονιδιακζσ ανκρϊπινεσ γενετικζσ διαταραχζσ ζχουν παραχκεί μζςω μεγάλθσ 

κλίμακασ γενετικϊν ελζγχων (Amsterdam et al., 2006). Επίςθσ, θ βιολογία του 

zebrafish ζχει ανοίξει νζουσ ορίηοντεσ ςτθ μελζτθ ανκρϊπινων αςκενειϊν και ςτθ 

προςπάκεια ανεφρεςθσ νζων κεραπευτικϊν μορίων. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα 

αποτελεί μία πρόςωατθ μελζτθ (με αντίςτοιχθ ςτρατθγικι με τθν s266 ςειρά), όπου  

με τθ χριςθ του ςυςτιματοσ  GAL4/UAS ειςιχκθ ςτο zebrafish γονίδιο plakoglobin θ 

ανκρϊπινθ απαλοιωι  2057del2 (Asimaki et al.,  2014). Θ ςυγκεκριμζνθ απαλοιωι 

προκαλεί ζνα αρρυκμιογενι ωαινότυπο, προκαλϊντασ μεγαλοκαρδία ςτα ψάρια. 

Στθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ πραγματοποιικθκε ζνασ μεγάλθσ ζκταςθσ χθμικόσ 

ζλεγχοσ, όπου μελετικθκαν 4200 χθμικά μόρια με πικανι αντιαρρυκμιογόνο 

δράςθ.  

 Χαρακτθριςτικό παράδειγμα μίασ εμπρόςκιασ γενετικισ προςζγγιςθσ 

αποτελοφν οι γενετικζσ ςειρζσ  s266 και s457  που περιγράωτθκαν ςτθ 

ςυγκεκριμζνθ διατριβι. Οι μεταλλάξεισ που μελετικθκαν ςτθν εργαςία αυτι 

προιλκαν από ζναν ευρφ γενετικό ζλεγχο κατόπιν πρόκλθςθσ τυχαίασ 

μεταλλαξιγζνεςθσ. Για τθ μεταλλαξιγζνεςθ ςε zebrafish χρθςιμοποιικθκε θ χθμικι 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | ΢υηιτθςθ 139 

 

ουςία Ν-αικφλ-Νιτροουρία, ενϊ κριτιριο για τθν επιλογι του ωαινοτφπου ιταν θ 

παλίνδρομθ κίνθςθ του αίματοσ μζςω τθσ καρδιάσ και τθν ελαττωματικι 

μορωολογία τθσ καρδιάσ μεταξφ των 50-60 ωρϊν και 5-6 θμερϊν μετά τθν 

γονιμοποίθςθ (Beis et al., 2005). Κατόπιν, ακολοφκθςε θ χαρτογράωθςθ των 

μεταλλαγμζνων γονιδίων και θ αναγνϊριςθ τουσ. Συγκεκριμζνα, θ s457  ωζρει μία 

ςθμειακι μετάλλαξθ ςτο γονίδιο southpaw προκαλϊντασ τθ τυχαιότθτα τθσ 

πλευρικότθτασ τθσ καρδιάσ. Στθ ςυγκεκριμζνθ γενετικι ςειρά παρατθριςαμε πωσ 

τα μεταλλαγμζνα ζμβρυα ζχουν αλλαγμζνα αιμοδυναμικά πρότυπα που οδθγοφν 

ςε μθ ωυςιολογικι καρδιακι βαλβίδα ςτθν ενιλικθ καρδιά. Ραρόλα αυτά, θ 

λειτουργία τθσ καρδιάσ και θ ανάπτυξθ τθσ καρδιακισ βαλβίδασ ςτα πρϊτα 

αναπτυξιακά ςτάδια ιταν ωυςιολογικι. Το γεγονόσ αυτό υποδεικνφει πωσ ςτα 

εμβρυικά ςτάδια θ αρχικι διαωοροποίθςθ των κολποκοιλιακϊν κυττάρων είναι 

ανεξάρτθτθ των αίμοδυναμικϊν ροϊν, ενϊ θ μετζπειτα ωρίμανςθ των βαλβίδων 

είναι εξαρτϊμενθ. Επίςθσ, βλζπουμε τθν επίδραςθ που μπορεί να ζχει ζνα 

αναπτυξιακό γονίδιο ςτθ λειτουργία και τθ δομι ενόσ οργάνου ςτα ενιλικα ςτάδια. 

Ραράλλθλα, ςτθ δεφτερθ γενετικι ςειρά που προζκυψε από το γενετικό 

ζλεγχο, τθν s266, τα ομόηυγα μεταλλαγμζνα ζμβρυα εμωανίηουν και αυτά ζνα 

καρδιακό ωαινότυπο. Ραρόλα αυτά, περιοριςτικαμε ςτθ μελζτθ του ςχθματιςμοφ 

των καρδιακϊν επαρμάτων και ςτθ ποςοτικοποίθςθ των TCF+-μεςεγχυματικϊν 

κυττάρων κατά το ςτάδιο των 96 ωρϊν μετά τθ γονιμοποίθςθ, κακϊσ τα 

μεταλλαγμζνα ζμβρυα πεκαίνουν ςτισ 5 μζρεσ μετά τθ γονιμοποίθςθ. Τα s266 

ομόηυγα ζμβρυα ωζρουν μία μετάλλαξθ ςτο γονίδιο gars, που επθρεάηει το 

διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ και τθ κακιςτά ανενεργι. Μεταλλάξεισ ςτο ανκρϊπινο 

γονίδιο ζχουν ςυνδεκεί με τθν περιωερικι πολυνευροπάκεια CMT2D. Τα ομόηυγα 

s266 ζμβρυα μοιράηονται κοινά χαρακτθριςτικά με τθν ανκρϊπινθ 

πακοωυςιολογία. Στθ ςυγκεκριμζνθ γενετικι ςειρά προχωριςαμε ζνα βιμα 

παρακάτω μελετϊντασ τθ λειτουργία και επίδραςθ τριϊν ανκρϊπινων μεταλλάξεων 

ςτο ωαινότυπο των εμβρφων και ςτο διμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ, παρζχοντασ ςτθν 

επιςτθμονικι κοινότθτα ζνα απλό και γριγορο μοντζλο για τo ρόλο των νζων 

παραλλαγμζνων μορωϊν GARS ςτθν εμωάνιςθ τθσ αςκζνειασ.  

Ραρατθροφμε λοιπόν πωσ οι s457 και s266 γενετικζσ ςειρζσ μασ παρζχουν τθν 

ικανότθτα να μελετιςουμε in vivo και ςε πραγματικό χρόνο τουσ μθχανιςμοφσ 



ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ Κ΢ΘΤΘΣ | ΢υηιτθςθ 140 

 

εμωάνιςθσ και τθ πορεία τθσ πακολογίασ των ςυγγενϊν καρδιοπακειϊν και των 

νευροπακειϊν αντίςτοιχα, και πωσ υποδεικνφουν το zebrafish ωσ ζνα ςθμαντικό 

εργαλείο για μελζτθ των ανκρϊπινων αςκενειϊν και τθσ κυτταρικισ βιολογίασ.
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Abstract
Charcot–Marie–Tooth (CMT) disease is a genetically heterogeneous group of peripheral neuropathies. Mutations in several
aminoacyl-tRNA synthetase (ARS) genes have been implicated in inherited CMT disease. There are 12 reported CMT-causing
mutations dispersed throughout the primary sequence of the human glycyl-tRNA synthetase (GARS). While there is strong
genetic evidence linking GARSmutations to CMT disease, themolecular pathology underlying the neuromuscular and sensory
phenotypes is still not fully understood. In particular, it is unclear whether the mutations result in a toxic gain of function, a
partial loss of activity related to translation, or a combination of these mechanisms. We identified a zebrafish allele of gars
(garss266). Homozygous mutant embryos carry a C->A transversion, that changes a threonine to a lysine, in a residue next to a
CMT-associated human mutation. We show that the neuromuscular phenotype observed in animals homozygous for T209K
Gars (T130K in GARS) is due to a loss of dimerization of the mutated protein. Furthermore, we show that the loss of function,
dimer-deficient and human disease-associated G319R Gars (G240R in GARS) mutant protein is unable to rescue the above
phenotype. Finally, we demonstrate that another human disease-associatedmutant G605R Gars (G526 in GARS) dimerizes with
the remaining wild-type protein in animals heterozygous for the T209K Gars and reduces the function enough to elicit a
neuromuscular phenotype. Our data indicate that dimerization is required for thedominant neurotoxicityof disease-associated
GARS mutations and provide a rapid, tractable model for studying newly identified GARS variants for a role in human disease.

Introduction

Charcot–Marie–Tooth (CMT) disease is a genetically heteroge-
neous group of peripheral neuropathies characterized by im-
paired sensation and progressive muscle atrophy in the upper
and lower extremities. Pathophysiological studies separate CMT
disease into twomajor categories: type I (CMT1 or demyelinating
CMT disease) and type II (CMT2 or axonal CMT disease). The
estimated prevalence of CMT disease is 1 in 2500 individuals
worldwide (1). There is an overlap between CMT2 and a similar
group of clinical syndromes classified as distal hereditary
motor neuropathy or distal spinal muscular atrophy (dSMA) (2).

To date, over 1000 different mutations have been discovered in
80 disease-associated genes. Identification of the genetic causes
of CMT elucidated conserved mechanisms that explain the
myelin degeneration in CMT1 and axon degeneration in CMT2.
Disruption of the myelin structure through mutation of proteins
produced by Schwann cells is a recurring mechanism in CMT1.
Defects associated with vesicle trafficking (3), mitochondrial
morphology (4) and cytoskeletal integrity (5,6) have been impli-
cated in multiple axonal forms of CMT. Interestingly, mutations
in six genes encoding enzymes indispensable for protein synthe-
sis [aminoacyl-tRNA synthetase (ARSs)] have been implicated in
axonal CMT2 (7–11).
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The canonical activity of ARSs is to charge amino acids onto
their cognate tRNA molecules in the cytoplasm and mitochon-
dria (12,13), the first step of protein translation, to maintain the
fidelity of the genetic code. There are 37 ARS genes in the mam-
malian nuclear genome that code for 17 cytoplasmic and 17mito-
chondrial enzymes. In three cases, a single gene encodes both
cytoplasmic and mitochondrial forms of the protein by using al-
ternatively spliced exons or alternative initiation codons, such as
the glycyl-tRNA synthetase (GARS) (14). Human GARS functions
as a homodimer with the monomer unit having 685 residues
and is composed of an N-terminal appendedWHEP-TRS domain,
a catalytic core and a C-terminal anticodon binding domain (15).
The catalytic domain contains the characteristic three conserved
motifs of class II tRNA synthetases. There are 12 reported CMT-
causing mutations dispersed throughout the primary sequence
of human GARS (16,17). Subsequently, mutations in the tyrosyl-
(YARS), alanyl-(AARS), histidyl-(HARS) and methionyl (MARS)—
tRNA synthetases have been implicated in inherited CMT disease
with an axonal pathology (7–11).

Three mouse models of GARS mutations were generated and
have been used extensively to study CMT2D onset and progres-
sion (18,19). Two of those cause dominant phenotypes due to
missense mutations in Gars (GarsNmf249 and GarsC201R) and share
pathological features with the human disease. The GarsNmf249

allele causes reduced body weight, loss of larger diameter
axons, partial or complete denervation of neuromuscular junc-
tions (NMJs), and lethality by 8weeks of age (18). The GarsC201R al-
lele, identified in an N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) mutagenesis
screen, is considerably less severe. Those mice exhibit impaired
grip strength, reduced weight and show a trend toward smaller
axon diameters (19). Homozygous GarsC201R mice are sub-viable
and homozygousGarsNmf249 are embryonic lethal. The embryonic
lethality observed in these Gars alleles is probably not related to
the neuropathy phenotype, as GARS is necessary for translation
in every cell, and loss of function in non-neurological tissue is a
likely cause of the embryonic lethality. Moreover, mice heterozy-
gous for a complete null allele (GarsXM256) do not present any
phenotype, ruling out haploinsufficiency (18).

A Drosophila gars mutant was identified in a forward genetic
screen for dendrite and axon formation and arborization, using
the mosaic analysis with a repressible cell marker system. The
Drosophila mutation causes a missense change equivalent to a
P98L in the human protein. The homozygous phenotype in flies
is probably due to impaired translation and it was proposed
that the axons and the dendrites have a greater sensitivity to re-
duced protein synthesis (20).

Finally, structural studies in the human protein have shown
that many of the mutations alter dimer formation that is essen-
tial for tRNA-charging activity, such as L129P and G240R (17). Per-
ipheral nerves with long, large-diameter axonsmay be especially
vulnerable to decreased activity because of their unusual trans-
port and metabolic demands, suggesting that a reduction of
tRNA-charging function could result in neuropathy. Consistent
with this, the majority of disease-causing mutations in GARS
cause reduced tRNA charging in cell-free assays, which roughly
correlates with a decreased ability to support viability in yeast
cells deleted for GRS1, the ortholog of GARS (16). Furthermore,
some mutations alter the subcellular distribution of GARS in
transfected neurons, suggesting a possible loss of function at
the cellular level throughmislocalization, even if the charging ac-
tivity is preserved (7,16). While there is strong genetic evidence
linking GARSmutations to CMT disease, themolecular pathology
that underlies the progression of the neuromuscular and sensory
phenotypes is still not fully understood. In particular, it is unclear

whether themutations result in a toxic gain of function, a partial
loss of activity related to translation, or a combination of these
non-mutually exclusive mechanisms.

The zebrafish is an excellent organism for modeling neuro-
muscular phenotypes. It is amenable to forward and reverse gen-
etics, and embryos can be obtained in large numbers, are
transparent during early developmental stages, and have a sim-
ple nervous system. During a forward genetic screen (21), we
identified an allele of gars (garss266). Homozygous mutant em-
bryos carry a C->A transversion, leading to a non-conservative
substitution within gars that changes a threonine to a lysine at
residue 209, which is equivalent to the T130K in the human pro-
tein and resides next to a previously studied human mutation
(L129P). We show that T209K affects the homodimerization of
the GARS protein. Maternally deposited protein and mRNA sup-
port the development of embryos up to 48 h post-fertilization
(hpf ). However, garsT209K/T209K embryos and larvae are under-
developed with a smaller body axis, exhibit denervated NMJs
and a severe muscular atrophy, become progressively immotile
and have a cardiac phenotype. Cardiac contractility and blood
flow initiate as in wild-type animals but, due to impaired cardiac
valve formation, the flow stops and the blood regurgitates be-
tween the two heart chambers. Since T209K exists only as a
monomer, this ablates the ability to aminoacylate tRNA, thus in-
hibiting protein translation in mutant embryos. Heterozygous
garsT209K/+ embryos and adults do not show any phenotype, are
fertile, and can live more than 2 years with no swimming or
other behavioral phenotypes. Based on this, we hypothesized
that dimerization is required for dominant GARS-associated
neuropathy. We modeled several known human mutations in
zebrafish to test if garss266 can be used as the first vertebrate ani-
mal model for studying CMT-associated human mutations. The
garsT209K/T209K phenotype was transiently rescued by overexpres-
sing the wild-type and C236R zebrafish gars (which is equivalent
to the C201R mouse mutation). However, overexpression of a
human mutation that reduces, but does not ablate dimerization
(G319R; equivalent to G240R in GARS) did not improve the pheno-
type. Finally, overexpressing G605R gars (equivalent to G526R in
GARS, a human loss-of-function mutation that does not affect
dimerization) in zebrafish embryos heterozygous for T209K gars
resulted in a neuromuscular phenotype.

Altogether, these data suggest that: (i) the neuromuscular
phenotype observed in animals homozygous for T209K is due
to a loss of dimerization of the mutated protein; (ii) the loss of
function and dimer-deficient G240R mutant protein is unable to
rescue the above phenotype due to the loss-of-function nature of
this mutant protein and (iii) G526R gars dimerizes with the re-
maining wild-type protein in animals heterozygous for T130K
gars and reduces the function enough to elicit a neuromuscular
phenotype. Our data indicate that dimerization is required for
the dominant neurotoxicity of disease-associated GARS muta-
tions and provide a rapid, tractable model for studying newly
identified variants for a role in human disease.

Results
The s266 mutant allele destabilizes the dimerization
of Gars protein

We identified a recessive lethal mutation, s266, with retrograde
blood flow between the two heart chambers in a forward genetic
screen in zebrafish (21). Homozygousmutant embryos exhibit peri-
cardial edema and are underdevelopedwith unconsumed yolk and
smaller head and body axis (Fig. 1A). They become progressively
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immotile starting at 48 hpf, but survive up to 120 hpf. To identify
the s266 gene, we employed a positional cloning strategy. Bulk seg-
regant analysis placed the s266 locus on zebrafish chromosome 24.
Fine mapping with 1880 diploid mutant embryos positioned the
s266 locus to a 0.01 cM genomic region using markers z17203 and
z9321 and subsequently new markers we developed within two
partially overlapping BACs: DKEY-246L21 and DKEY-276I5 (Fig. 1B).
We sequenced all genes in the defined region and found a sin-
gle-nucleotide transversion (C to A) in the gars gene, which is
predicted to cause a substitution of a threonine with lysine
(T209K, equivalent to a T130K in human GARS) (Fig. 1C and D).
Importantly, zebrafish have a single gars gene on chromosome
24 (ZDB-GENE-030131-9174) encoding both the mitochondrial
and cytoplasmic Gars, as in Humans. T209 is inside the catalytic
domain at the dimer interface of the protein (Fig. 1E), suggesting
that it could affect homodimerization. Indeed, native western
blot analysis from garss266/s266 mutant embryo lysates demon-
strated the presence of only monomeric Gars proteins (Fig. 1F).

The T209K Gars mutation reduces yeast cell viability

To determine if the T209K amino-acid substitution alters the
function of the Gars protein, we employed a yeast complementa-
tion assay (Fig. 2). Yeast complementation assays have been used
to identify loss-of-function properties of human GARSmutations
(7,16). To assess the functional consequences of T209K gars, we
modeled this mutation in the yeast ortholog GRS1 (residue T209

in zebrafish GARS is equivalent to residue T80 in yeast GRS1
and T130 in human GARS) and tested for the ability to support
yeast cell growth compared with wild-type GRS1 or to a vector
with no GRS1 gene (‘Empty’). A previously validated haploid

Figure 1. Identification and cloning of a novel gars allele. (A) Bright-field images of wild-type (A, upper), garss266/s266 mutant (A, lower) at 96 hpf. garss266/s266 embryos are

delayed in development. They exhibit smaller head, eyes, body axis and a pericardial edema (B) The mutation was mapped on linkage group 24 (BAC clone DKEY-276I5)

using 1880mutant embryos. (C) s266 embryos carry a C->A transversion, leading to a substitutionwithin the gars gene that changes a threonine to a lysine at residue 209. The

gars sequence is shown at the region of the mutation from a wild-type (left panel) and a homozygous mutant (right panel). (D) The amino acid change is in a highly

conserved region of GARS protein throughout species (conserved amino acids are in black; the altered lysine is highlighted). (E) gars is a 17-exon gene encoding 764-

amino acid protein with two catalytic domains. The T209 mutant corresponds to the T130K in the human protein and is inside the first catalytic domain and in the

dimer interface domain. (F) Using a specific human anti-GARS antibody to protein extracts from garss266/s266 and wild-type embryos at 48 and 72 hpf on a native

western blot, we showed that T130K interferes with the dimerization of the protein. Scale bar: 100 μm.

Figure 2. T80K GRS1 fails to support yeast cell growth. Haploid Δgrs1 yeast strains

were transformed with a vector containing no insert (pRS315 Empty) or an insert

to express wild-type or T80K GRS1 (equivalent to the T209K, s266 zebrafish

mutation, T130K in human GARS). Cultures resulting from each transformation

were spotted undiluted and diluted (1:10 and 1:100) on plates containing 0.1%

5-FOA. Experiments were performed using two independently generated T80K

GRS1 expression constructs (A and B).

1530 | Human Molecular Genetics, 2016, Vol. 25, No. 8

 at A
thens School of Fine A

rts on M
arch 24, 2016

http://hm
g.oxfordjournals.org/

D
ow

nloaded from
 

http://hmg.oxfordjournals.org/


Figure 3.Abnormal NMJs are observed in garss266/s266mutant larvae. (A). Cartoon summary of neuromuscular synaptogenesis inwild-type zebrafish (A, top view) 24–30, 48

and 96 hpf. For each stage a side view of twomyotomal segments are shown. In each panel, green structures representmotor neuron cell bodies and axons; red structures

represent AChR clusters, and yellow represents overlap of pre- and post-synaptic structures and thus a synapse. At the appropriate stage, the phenotype of garss266/s266

mutant is shown. At 24–30 hpf in wild-type and mutant embryos, motor axons have reached the dorsal and ventral edges of the myotome, and AChRs are clustered

beneath synaptic vesicle clusters. Non-synaptic AChRs are present along the myosepta between adjacent myotomes. At 48 hpf in wild-type zebrafish, motor axons

have turned and have grown along the rostral lateral myosepta, and axon branches are present in all muscle fiber layers. Synapses form along all axon branches, and

synaptic vesicle clusters and AChR clusters are well co-localized (yellow). However, in garss266/s266 embryos pre- and post-synaptic areas are smaller (bottom). By

96 hpf in wild-type zebrafish, motor axon branching and synapse formation has increased and the entire length of the rostral lateral myosepta is innervated (yellow

in the myosepta). In mutant embryos at 96 hpf, synapse number is reduced in the myotome and not properly localized (neuromuscular synapses are labeled with
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yeast strain with the endogenous GRS1 gene deleted and a vector
that expresses wild-type GRS1 and URA3 to maintain viability
(22) was transformed with a separate vector harboring a LEU2 se-
lection marker and either no insert or a wild-type or T80K GRS1
allele. Yeastwere then selected onmedia containing 5-fluorooro-
tic acid (5-FOA), which is toxic to yeast cells expressing URA3 and
thus selects for cells that have spontaneously lost the mainten-
ance vector. Only yeast cells expressing a functional GRS1 allele
from the LEU2-bearing vector will survive on 5-FOA. The wild-
type GRS1 expression vector sustained yeast viability, while the
empty vector was unable to complement the knockout allele,
consistent with GRS1 being an essential gene (Fig. 2) (22). Yeast
expressing T80K GRS1 demonstrate minimal survival on 5-FOA
media (Fig. 2). These results indicate that T209K gars is a
loss-of-function allele.

S266 larvae exhibit partial innervation and
degeneration of fast muscle fibers in the
developing skeletal muscles

To form a functional muscular unit, motor neurons grow out
from the spinal cord to establish contact with muscle fibers of
the corresponding somite. Zebrafish have three types of primary
motor neurons (PMNs), the caudal primary (CaP), the middle pri-
mary (MiP) and the rostral primary. Between 16 and 24 hpf the
axon of each PMN grows along the common pathway, lateral to
the notochord, to the choice point, pauses for several hours
and grows across the medial surface of one myotomal muscle
(23,24). Axons subsequently grow along the lateral myosepta
and branch extensively to innervate more lateral muscle fibers.
At the same time, pre-patterned acetylcholine receptor (AChR)
clusters at the choice point are present in almost all medially lo-
cated muscle fibers. Eachmuscle fiber has one cluster situated in
the middle of the myotome (Fig. 3C, asterisks). Between 20 and
28 hpf, each primary axon extends into its appropriate territory
of the myotome and the synapses are formed by overlapping of
the axon and the AChR clusters (Fig. 3D, arrows and arrowheads).
We examined garss266/s266homozygousmutants (n = 8 embryos at
28 hpf) for development and the formation of NMJs. Embryos
were co-stained with the synaptic-vesicle 2 (SV2) antibodymark-
ing the pre-synaptic motor nerve ends and a-Bungarotoxin
(aBTX), binding to the post-synaptic acetylcholine receptors,
AChRs. At 28 hpf s266 mutants do not exhibit a phenotype and
we could not detect any differences within the clutch. The pri-
mary axons (CaP and MiP) are developing and projecting at the
center of the myotome normally (Fig. 3F) and the pre-patterned
AChRs are clustering, too (Fig. 3G, merge in Fig. 3H). Robust over-
lapping NMJs are formed without any difference in the co-local-
ization of SV2 and aBTX as shownby the Pearson’s correlation co-
efficiency analysis (Fig. 3E).

In contrast, starting at 48 hpf (Fig. 3M–O) and more profound
at 96 hpf (Fig. 3T–V) we observed a progressive reduction of
NMJs in the developing muscle. Quantifications of pre- and

post-synaptic areas at 48 and 96 hpf showed that garss266/s266

larvae had lower volumes of both SV2 and aBTX (Fig. 3S). Par-
ticularly, at 48 hpf wild-type embryos had NMJs occupied area
of 7.5% ± 0.398% as a percentage of the total area of two somites
at the level of the hindgut extension, in comparison with the
3.3% ± 0.765% of garss266/s266. At 96 hpf wild-type larvae had
NMJs occupied area of 18% ± 0.255% in comparison with 5.5% %
± 0.255% of garss266/s266 larvae. NMJs occupied area were not sig-
nificantly altered between wild-type and siblings larvae (data
not shown). The reduction of the muscle innervation is more
pronounced in the fast muscle fibers in the center of the myo-
tomes, since the NMJs are located at the edge of slow muscle fi-
bers and form chevron-shaped lines at the boundary of body
segments (Fig. 3R). Moreover, co-localization of SV2 and aBTX
was significantly reduced by 1.6-fold (Fig. 3L). In summary,
T209K causes NMJ defects in homozygous mutant embryos by
arresting innervation. The primary motor axons entered the
muscle and branched properly, while the nerve terminal
completely overlaps the post-synaptic receptor field on the
muscle. However, from 48 hpf and onwards the innervation of
the muscle is significantly decreased, causing the observed
paralysis of garss266/s266 larvae at 96 hpf. Those data agree with
the GarsNmf249/+ mice that exhibit denervated or partially inner-
vated NMJs from P36 to P37, but not earlier (18). A possible ex-
planation of normal NMJ development during early stages is
maternal contribution of wild-type mRNA and protein (Supple-
mentary Material, Fig. S1A and B).

Since GARS mutations are also associated with distal spinal
muscular atrophy V, we examined the development and
formation of skeletal muscles in garss266/s266 larvae by immu-
nostaining with sarcomeric α-Actinin that stains the z-disks
and phalloidin that specifically recognizes f-actin of fastmuscle
fibers. We observed that the myofibrils of homozygous mutant
larvae lack the normally aligned arrangement to the chevron-
shape somatic semi-segment. Moreover, they lost their integ-
rity and tight formation (Fig. 4B) and were thinner compared
with the myofibrils of wild-type larvae (Fig. 4A). The thickness
of the myofibrils is reduced from 5 μm±0.08 (average ± SE, n = 10)
in wild-type animals to 3 μm± 0.07 [average ± standard error
(SEM) of the mean (SEM), n = 11] in mutant animals (Fig. 4G).
The formation of this looser muscle structure in homozygous
mutants affects the striation of the sarcomeres, since in
garss266/s266 larvae myofibrils are discontinuously striated
(Fig. 4F, arrows). Finally, we investigated themechanical stability
of the muscles by immunostaining with Vinculin, a cytoskeletal
protein associated with cell–cell and cell–matrix junctions.
Vinculin normally localizes to the myotendinous junctions
(MTJs) (25). In garss266/s266 embryos, Vinculin stains discontinu-
ously in MTJs with gaps at regions where the actin filaments
have retracted (Fig. 4D, arrowheads). In addition, we observed
larger angle and more U-shaped like somites. Heterozygous
larvae showed no neuromuscular alterations (Supplementary
Material, Fig. S2A–F).

antibodies against SV2 (green, pre-synaptic vesicles) and aBTX (red, post-synaptic AChRs). Images are oriented so that left is rostral and top is dorsal. (B–H) At 28 hpf the

PMN of the embryo projected straight axons dorsally (MiP axons, arrowheads) and ventrally (CaP axons, arrows) and robustly overlapped with NMJs. (E) Quantification of

co-localization of SV2 and aBTX in 28 hpf garss266/s266 (n = 8) and wild-type (n = 15) embryos showed no difference at this stage. However, as the mutant embryos develop

they showeda progressive loss of NMJs resulting to a severemuscular atrophy. (I–O) Projections of confocal z-stacks at the level of hindgut extension (I: 62 μm,O: 70 μm). In

48 hpf, mutant embryos (n = 13) had reduced synaptic occupied areas, compared with the wild-type embryos (n = 9). (L) Quantification of Pearson’s correlation (r) of pre-

and post-synaptic regions of wild-type (n = 10) and garss266/s266 (n = 14) 96 hpf larvae. (P–R) Projections of confocal z-stacks at the level of hindgut extension (R: 64 μm) of

96 hpf wild-type and mutant embryos. During the development of garss266/s266 denervated post-synaptic regions were observed, as only the 5.5% ± 0.8% of synaptic area

was present inmutants (T–V) larvae (W: 63 μm). Thesemeasurements reflected differences in larvalmuscle innervation, explaining the immotilityof garss266/s266-deficient

larvae. (S) Quantification of synaptic occupied areas in the two somites of the region of hindgut betweenwild-type (n = 9) and garss266/s266 (n = 13) 48 hpf embryos andwild-

type (n = 15) and garss266/s266 (n = 20) at 96 hpf larvae. (L and S) mutants had significantly lower synaptic occupied area when compared with siblings and wild-types

(**P < 0.0001, unpaired t-test). Scale bars: 25 μm. Agarose sections width 150 μm.
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Finally, we performed touch-evoke response assays at three
developmental stages (62, 72 and 96 hpf) on wild-type and
garss266/s266 animals to assess for muscle weakness (26). Wild-
type embryos responded to mechanosensory stimuli with rapid
and vigorous swimming in a straight line (Supplementary Mater-
ial, Fig. S3A–D). In contrast, homozygous mutants tended to
weakly flex and move for only a short distance (Supplementary
Material, Fig. S3E–H). Statistical analysis of the captured videos
showed that the time interval for swimming of a fixed distance
(1.1 cm) was significantly increased up to 5-fold for mutant
compared with wild-type embryos (Supplementary Material,
Fig. S3K). However, at this developmental stage garss266/s266 em-
bryos did not have any structural dystrophies in the skeletalmus-
cles, as exhibited at later stages. (SupplementaryMaterial, Fig. S3J
compare with Supplementary Material, Fig. S3I). This suggests
that the increased interval time for swimming was a result of a
muscular weakness.

S266 larvae exhibit immature AV cushion formation
and pericardial edema

The s266mutant allele causes a recessive cardiac phenotypewith
pericardial edema and blood stasis by 96 hpf. Blood circulation
initiates but from 72 hpf is gradually reduced and then at the
level of the bulbus arteriosus stops, with the blood regurgitating
between the two chambers of the heart. All mutant larvae die by
5 dpf due to the lack of blood circulation similar to most mutant
lines with cardiac defects from the forward genetic screen (21) or
the silent heart mutant line (sih) where a mutation in the cardiac

troponin T results to a non-contractile myocardium (27). We,
therefore, aimed to examine myocardial function and the
morphology of the AV cushion. Bright-field videos of the heart
showed that garss266/s266 animals had no difference inmyocardial
function compared with wild-type or sibling larvae and exhibit
an unaltered heart rate (SupplementaryMaterial, Fig. S4A). To es-
tablish whether cardiac valve morphogenesis was affected, we
used the transgenic lines Tg(kdrl:EGFP)s843 to mark endothelial
cells and the wnt signaling reporter Tg(7xTCF-Xla.Siam:nslCher-
ry)ia5. In these lines endocardial and valve cells can be visualized.
Confocal analysis of hearts showed that AV canal endocardial
cells in mutant larvae acquired the cuboidal shape. However,
analysis of Tg(7xTCF-Xla.Siam:nslCherry)ia5 showed a dramatic
decrease in the amount of TCF:cherry positive, mesenchymal
looking endocardial valve cells in the AV cushions (Supple-
mentary Material, Fig. S4B arrows in Supplementary Material,
Fig. S4J and K, compare with Supplementary Material, Fig. S4D
and E and Movie 2A and B). Taken together, these results indi-
cated that at early developmental stages AV valve differentiation
occurs normally, but at later stages impaired Gars function
prevents formation of functional cardiac valves.

T209k is a loss-of-function variant of Gars protein

The canonical function of GARS is to catalyze the ligation of gly-
cine to cognate tRNAs, resulting in glycyl-tRNA complexes neces-
sary for protein translation. To analyze whether the observed
phenotypes in s266mutants are caused by defective protein syn-
thesis, we chemically inhibited protein synthesis between 24 and

Figure 4. garss266/s266mutants exhibit structural defects inmuscles and somites. (A and B) Confocal analysis in 100 μmagarose sections of 72 hpfwild-type and garss266/s266

larvae stainedwith filamentousActin (wt n = 30, garss266/s266 n = 25), (C andD) with Vinculin, staining the chevron shaped-septa along the anterior–posterior axis (wt n = 16,

garss266/s266 n = 15) and (E and F) with sarcomeric α-Actinin (wt n = 10, garss266/s266 n = 11). In garss266/s266 mutants (B and F) themyofibrils lacked the aligned arrangement to

the chevron-shape somatic semi-segment and lost their integrity and tight formation, comparing with wild-type (A and E) embryos. In garss266/s266 embryos (F) myofiblis

were discontinuously striated (arrows). (G) The sarcomeres in mutant embryos were 30% shorter, compared with wild-type when measuring the length of z-disks

(α-actinin), (wt n = 10, garss266/s266 n = 11 in C and D). Vinculin staining showed that garss266/s266 larvae do not exhibit the typical chevron pattern in septa, but a

U-shaped, more fainted signal and a discontinuous formation with gaps (arrowheads, D). Arrows (F) are indicating z-disk and arrowheads (D) the discontinuous septa.

(G) The myofibril thickness and z-disk length was significantly reduced in mutants when compared with wild-type (**P < 0.001, unpaired t-test). Scale bars are 25 μm in

(A–D) and 5 μm in (E and F).
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96 hpf by the addition of cycloheximide (Chx) to wild-type and
siblings embryos. Treatment of wild-type animals with Chx
(Fig. 5B and C) led to a phenotype similar to garss266/s266 (Fig. 5D)
with treated embryos being underdeveloped with smaller body
axis and having a smaller head and decreased swimming cap-
ability (Supplementary Material, Movie S3). Chx-treated larvae
also developed a progressive neuromuscular phenotype with a
significant reduction in the NMJs occupied area (Supplementary
Material, Fig. S5A and B and quantification Supplementary
Material, Fig. S5C) and reduced myofibril thickness and shorter
z-disks in the skeletal muscles (Supplementary Material,
Fig. S5D and E and quantification in Supplementary Material,
Fig. S5F). These findings are consistent with the s266 phenotype
being caused by impaired translation. Since T209K Gars exists
only as a monomer, it would be predicted to ablate aminoacyla-
tion of tRNA-Gly molecules. Furthermore, this could result in in-
creased levels of uncharged tRNA and phosphorylation of Eif2α
(Fig. 5E and quantification in Fig. 5I). Thus, T209K demonstrates
loss-of-function characteristics, which result in impaired protein
translation and the observed phenotype.

In support of a loss-of-function mechanism, overexpression
of wild-type Gars protein improves the motility and extends
the life span of mutant embryos by 2 days. garss266/s266 larvae
overexpressing wild-type Gars also maintained blood circulation
up to 6 dpf (Supplementary Material, Movie S4A) and have a
2-fold increase in pre- and post-synaptic density in NMJs com-
pared with uninjected controls (Fig. 6H–J and quantification in

Fig. 6T). This partial rescue is achieved only by the overexpression
of a functional protein. Indeed, native western blot analysis from
injected embryo lysates showed the presence of the active homo-
dimer form of Gars in garss266/s266 larvae injected with wild-type
garsmRNA at 72 hpf and a double band of both forms (monomer-
ic and dimeric) of the protein (Fig. 6A). These data support our
conclusion that T209K is a loss-of-function gars allele.

In contrast, we did not detect rescue of the phenotype upon
overexpressing G319R gars (equivalent to the G240R in human
GARS), which reduces dimerization and aminoacylation (17).
Overexpression was confirmed by immunoblots at 72 hpf and
injected larvae had significantly increased levels of GARS protein
(up to 3-fold) compared with uninjected controls. Native western
blot analysis from injectedmutant embryo lysates demonstrated
only the monomeric form of GARS in garss266/s266 injected mu-
tants (Fig. 6A) consistent with previous in vitro data showing im-
paired dimerization of this protein (17). These data for the first
time show in vivo that G240R GARS affects dimerization.

The disease-associated G526R mutation ablates enzyme ac-
tivity but retains dimerization (16,17) and, as mentioned above,
the C201R mouse mutation is a partial loss-of-function allele.
We, therefore, tested these two mutant proteins for the ability
to rescue the s266 phenotype by modeling them in the Gars pro-
tein (G605R and C236R, respectively) and overexpressing themup
to 3-fold compared with endogenous levels. C236R does not
interfere with dimerization of the GARS protein, but does reduce
enzymatic activity in homozygous mice (19). Overexpression of

Figure 5. Eif2a phosphorylation is induced in garss266/s266 embryos. (A–D) Bright-field images of wild-type, siblings andmutant larvae at 72 hpf, after treatments with Chx.

Wild-type larvae (n = 60) and siblings (n = 40) treatedwith 10 μChx phenocopied the garss266/s266 phenotype. (A)Wild-type untreated control and (D) garss266/s266 untreated

embryo. (E) Western blot analysis showed that the levels of Eif2a phosporylation is increased up to 2.8-folds in homozygous mutants at 48 hpf (H) and up to 3.2-folds at

72 hpf (I), compared with wild-type embryos. All mutants were significantly altered comparing with wild-type (****P < 0.00001, one-way ANOVA). The quantification of

Eif2a protein levels was performed with the ImageJ software. Scale bars: 50 μm.
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Figure 6. Functional analysis of C236R, G319R and G605Rmutations using garss266/s266 larvae. (A) Native western blot analysis of protein extracts from injected with wild-

type, C236R and G605R zGars and uninjected mutant embryos at 72 hpf showed that in injected garss266/s266 embryos, Gars existed in an active, dimer formation, while in

the control as a monomer. In contrast, injection with G319R did not result in the formation of heterodimers. (B–D). Projections of confocal z-stacks at the level of hindgut

extension of 96 hpf. (E–G) During the development of garss266/s266, denervated post-synaptic regionswere observed, as only the 5.5% ± 0.8% of synaptic occupied areaswere

present in mutant larvae. (H–J) Forty-eight percent of the homozygous mutant larvae injected with wild-type zGars exhibited blood flow (n = 41, not shown) at 6 dpf and

showed nearly wild-type levels of synaptic areas at 96 hpf. (K–M) Seventeen percent of the homozygous mutant larvae injected with C236R mRNA exhibit blood flow

(n = 128, not shown) at 6 dpf and showed an increase of synaptic areas up to 2-fold at 96 hpf compared with mutant control. (N–P) Homozygous mutant larvae injected

with G319RmRNA (n = 35). Injected embryos had denervatedmuscles with a similar decrease of NMJs occupied areas compared with garss266/s266 uninjected larvae. (Q–S)
Homozygous mutant larvae (n = 47) injected with G605R mRNA. Injected embryos had denervated muscles with a similar decrease of NMJs density compared with

garss266/s266 uninjected larvae. Although dimers formed in the injected larvae, both mutations rendered the dimer non-functional and as a result embryos died by

5 dpf. (S and T) Quantification of synaptic occupied areas in injected larvae (wild-type n = 10, garss266/s266 n = 14, garss266/s266 wild-type zGars n = 10, garss266/s266 C157R

zGars n = 9, garss266/s266 G240R zGars n = 10, garss266/s266 G526R zGars n = 11, ***P < 0.0001, one-way ANOVA). (U) Quantification of co-localization of SV2 and aBTX in

injected embryos (wild-typen = 10, garss266/s266 n = 14, garss266/s266 wild-type zGars n = 10, garss266/s266 C236R zGars n = 9, garss266/s266 G319R zGars n = 10, garss266/s266 G605R

zGars n = 11, ***P < 0.0001, one-way ANOVA). Scale bars: 25 μm.
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C236R transiently rescues the levels of NMJs occupied area by
increasing pre- and post-synaptic areas (Fig. 6K–M) and by main-
taining blood circulation up to 6 dpf (Supplementary Material,
Movie S4B). Nativewesternblot analysis of injected embryo lysates
revealed only the homodimeric form of Gars in garss266/s266 in-
jected larvae at 72 hpf (Fig. 6A). At 5 days a double band indicating
the presence of both themonomeric anddimeric forms of the pro-
tein was observed (Fig. 6A), and only monomers were detected at
7 dpf (data not shown). A likely explanation for this partial rescue
is that C236R is a hypomorphic allele. Indeed, this is consistent
with the milder phenotype in heterozygous C201R mice and the
partial viability of homozygous C201R mice.

Finally, overexpression of G605R gars, (a functional null
allele equivalent to G526R GARS that does not reduce dimeriza-
tion 7,16,17), failed to rescue the neuromuscular phenotype of
garss266/s266, since the pre- and post-synaptic NMJs occupied
areas show a decreasing shift to lower values comparing to
garss266/s266 larvae (Fig. 6Q–S). In parallel, the garss266/s266 injected
larvae could not maintain the blood circulation later than 96 hpf.
Previous reports showed that G526R does not affect dimer forma-
tion (15). Indeed, on a native western blot analysis from injected
embryo lysates, we observed the homodimeric form of Gars
(Fig. 6A); however, G526R ablates enzymatic activity by direct
blocking of the AMP-binding site (16,17). Importantly, this is the
first evidence in a vertebrate model system that G526R causes a
loss-of-function effect.

Dominant toxicity is associated with dimerization

We injected gars capped mRNA to overexpress T209K, G319R and
G605R proteins (equivalent to the T130K, G240R and G526R
human mutations) in s266 siblings (heterozygous and wild-type
embryos). T209K and G319R overexpression had no effect (data
not shown), but G605R enhanced the NMJ phenotype. In particu-
lar, we observed a severe reduction of pre- and post-synaptic
densities in NMJs at similar levels to garss266/s266 larvae (Fig. 7D–F).
In addition, injected heterozygous larvae exhibited pericardial
edema and reduced blood circulation. To determine if reduced di-
merization would improve the phenotype associated with G605R
expression we co-injected both mRNAs harboring the T209K and
theG605R in trans. Interestingly, this ameliorated theNMJ pheno-
type by increasing the NMJs occupied area by almost 2-fold
(Fig. 7G–I, quantification Fig. 7J). A possible explanation for this
improvement is that the toxic potential of G605R is reduced
when the dimerization of the protein is reduced by an excess of
T209K in trans, which would impair any dimerization with en-
dogenous, wild-type Gars and therefore reduce any dominant-
negative effects of G605R.

T130K GARS mislocalizes in neurons

Altered subcellular localization has been reported for mutant
forms of GARS (7,16). The affect on localization of the garss266

allele (T209K) was examined by introducing the mutation into
the human coding sequence (T130K) in frame with an enhanced
green fluorescent protein (EGFP) tag and transfecting constructs
into immortalized motor neurons (MN-1). In cells expressing
wild-type GARS-EGFP, the protein formed puncta (Fig. 8A, ar-
rows). In contrast, T130K GARS-EGFP was diffusely localized
throughout the cytoplasm and did not show any points of con-
centrated localization. In addition, endogenous zebrafish Gars
protein was visualized by staining with a GARS antibody in
wild-type and homozygous mutant larvae at 96 hpf and puncta
were observed in the cytoplasm of the soma and cell processes

of the midbrain. However, the number and the intensity of
these punctawere highly variable. Inmutant larvae, Gars showed
a more diffuse staining pattern and seems to accumulate in the
cytoplasm of neuron somata of midbrain (Fig. 8D, arrowheads).

Discussion
GARS is the most well-studied of the ARS enzymes implicated in
CMT disease; however, the molecular and cellular mechanisms
linking GARS and other ARSs to neuromuscular disorders remain
unclear. Mechanistic insights into CMT2D pathology came from
cellular and yeast studies (7,16) and from two mouse models
(18,19). The broad distribution of CMT-causing mutations on
the primary sequence of GARS has long been puzzling. Under-
standing howGARSmutations cause a highly specific phenotypic
peripheral neuropathy (28–31) requires additional insight into
mutant forms of GARS found in affected individuals. In this
study, we present the first CMT2D-associated zebrafish model,
which arose froman ENU-mutagenesis screen. Positional cloning
led to the identification of a threonine to lysine change (T209K) in
Gars, which corresponds to T130K in human GARS. This residue
is highly conserved, resides in the catalytic domain, and is direct-
ly adjacent to the diseased-associated human mutation L129P.
The T209K mutation causes a progressive, but severe, denerv-
ation of muscles with subsequent muscular atrophy of fast mus-
cle fibers and disorganization of themuscle cytoskeleton leading
eventually to paralysis and premature death in homozygous an-
imals. In addition, we studied two human and one mouse muta-
tion associated with peripheral neuropathy in our model by
overexpressing them via injecting capped mRNA into one-cell
stage embryos: C201R, a known hypomorphic mouse allele with
partial function in vivo; G240R, a complete loss of function human
disease-associated allele that demonstrates decreased dimeriza-
tion and G526R, a functional null allele that is capable of dimer-
ization (7,15,16). Our results indicate that our zebrafishmodel can
be used to systematically study human disease-associated GARS
polymorphisms.

Modeling T209K GARS in the yeast ortholog (GRS1) revealed
that it does not complement loss of endogenous wild-type
GRS1. In previous studies, modeling human GARS mutations in
the yeast revealed that several mutations (e.g. L129P, H418R and
G526R) do not complement deletion of wild-type GRS1, whereas
others (E71G and G240R) do complement loss of endogenous
GRS1. Furthermore, T130K GARS mislocalizes in cultured neu-
rons similar to other GARS mutant proteins that cause CMT dis-
ease (7,16). In summary, T209K is a loss-of-function allele
that has functional consequences similar to human disease-
associated GARS mutations.

A common pathological mechanism for genetic disorders is
a loss of function through altered mRNA and protein levels or
enzymatic inactivity. The active form of GARS is a homodimer.
Native western blot analysis showed that in mutant embryos/
larvae T209K Gars exists only as a monomer compared with het-
erozygous fish that have both monomeric and dimeric Gars. In
addition, when G240R GARS was modeled in the zebrafish gene
(G319R gars) and overexpressed in embryos, it failed to promote
dimerization of the T209K protein in mutants, while overexpres-
sion of C236R Gars induced dimerization with T209K Gars and
transiently rescued garss266/s266 larvae. From the structural per-
spective, it is not surprising that T209K and G319Rmutations dis-
rupt dimer formation since these residues are involved in the
interaction domains of monomers to form a dimer (17). Since
GARS must form a dimer to charge tRNA, the failure of mutant
monomers to dimerize and charge tRNA could be the general
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cause for decreased protein synthesis. Importantly, protein-
synthesis inhibition studies on wild-type embryos at 48 and
72 hpf phenocopy s266 fish, suggesting that the cause of the

phenotype is the lack of protein synthesis. Further evidence for
a loss-of-function effect is that theCMT-disease-relevantNMJhisto-
pathology is rescued by wild-type Gars. Injections with wild-type

Figure 7. Dominant toxicity is associated with dimerization. (A–I) Projections of confocal z-stacks at the level of hindgut extension (C: 42,57 μm; F: 42,3 μm; I: 31,22 μm) of

gars+/s266, gars+/s266 G605R, gars+/s266 G605R/trans-T209K larvae at 96 hpf. (A–C) gars+/s266 uninjected larvae. (D–F) gars+/s266 larvae injected with G605R mRNA (n = 228

injected larvae, 33% of injected larvae gave a s266 phenotype). The expression of G605R caused a dramatic reduction of the pre- and post-synaptic densities in the

injected larvae. (G–I) gars+/s266 larvae injected with G605R/trans-T209K mRNA (n = 153 injected larvae). However, trans-expression of T209K mutation ameliorated the

observed NMJ phenotype probably due to lower levels of G605R Gars available for dimerization with wild-type Gars. (J) Quantification of synapse density in injected

larvae (gars+/s266 n = 11 larvae, gars+/s266 G605R n = 15 larvae, gars+/s266 G605R/trans-T209K n = 19 larvae, ***P < 0.0001, one-way ANOVA). Scale bars: 50 μm.
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Gars extended the life span of mutant larvae by 2 days with im-
proved blood circulation and increased NMJs occupied area to near
wild-type levels. Our results for the humanCMT2Dmutation G319R
are consistent with this mutation being a loss-of-function allele.
Overexpression resulted in the presence of only the monomeric
form of GARS and injection of G319R mRNA did not complement
the lethality or neuromuscular phenotypes of garss266/s266 larvae.
In contrast, overexpression of the C236R gars (equivalent to the
C201R mouse Gars mutation) ameliorates the phenotype in the
NMJ as it increases the occupied area of NMJs by almost 2-fold (but
not towild-type levels) and extends the lifespanofmutant larvae by
2days.Apossible explanation for theameliorationof theneuromus-
cular phenotype is that C201R is a hypomorphic (but not functional
null) allele. Indeed, in GarsC201R/C201R mice the enzymatic activity is
∼60% decreased (19), but overexpression of the mutant protein
may compensate for this reduction of enzymatic activity. Transient

overexpression of variants capable of forming dimers with the
T209K mutant variant seems to transiently rescue the phenotype,
indicating that such a ‘heterodimer’ can be functional. Moreover,
even though G526R GARS does not affect dimerization of the en-
zyme, the protein is not active and as a result the overexpression
of G526R in our model did not rescue the NMJ phenotype. Import-
antly, these findings reveal our in vivo model as relevant for the
systematic analysis of CMT-associated human mutations to
understand their impact on dimerization. A recent report (32) de-
monstrated a neomorphic function for mutated forms of GARS
binding to the receptorNrp1andcompetingwith theVEGF-Nrp1sig-
naling. Also, a non-canonical function for several ARSs regulating
angiogenesis has been demonstrated (33,34).

s266 homozygous zebrafish appear normal up to 48 h post-
fertilization with a normal heart rate. This is very likely due to
maternally provided mRNA and protein. Only at later stages do

Figure 8. T209K-Gars has altered sub-cellular localization. (A) Expression of wild-type and mutant GARS-EGFP in mouse motor neurons. The T130K mutation was

introduced into the human-coding sequence in frame with a C-terminal EGFP tag, and transfected into MN-1 cells. Cells expressing wild-type GARS-EGFP

demonstrated localization of the protein to cytoplasmic puncta (arrowhead). (B) T130K GARS-EGFP appeared diffused throughout the cytoplasm and did not form

punctate structures. (C and D) Confocal analysis in agarose sections width 50 μm of 96 hpf wild-type and garss266/s266 larvae stained with filamentous actin (red), anti-

Gars (green) and the ac-a-tubulin (blue), a pan-axonal marker (wt n = 12, garss266/s266 n = 11). (C) Endogenous Gars is localized in cytoplasmic puncta of the neurons in

the midbrain of wild-type larvae at 96 hpf. (D) In contrast, in mutant larvae Gars showed fainter, diffused staining. Scale bars: 5 μm.
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embryos show a cardiac valve phenotype. Heterozygous zebra-
fish appear normal and have no observable phenotype up to 2
years of age atwhich point they continue to actively swimand re-
main fertile. We overexpressed the zebrafish equivalents of four
GARS mutations (zebrafish T209K, mouse C201R and human
G240R and G526R) in clutch-matched wild-type and T209K het-
erozygous embryos. Overexpression of T209K, C236R and G319R
Gars had no effect on the NMJ phenotype. In contrast, expression
of G605R had a severe effect on the NMJs of both wild-type and
heterozygous larvae at 96 hpf, causing a significant denervation
of muscles comparable with homozygous T130K animals. Com-
bined, these findings show that the dominant toxicity of GARS
mutations is likely associated with enzyme dimerization. That
is, themutant proteinmust be able to interactwith the remaining
wild-type protein to enact the toxic mechanisms (e.g. a domin-
ant-negative effect that would further reduce GARS function
well <50%). Indeed, when both G605R and T209K gars mRNA
was co-injected to overexpress both mutations in trans, the
toxic effect of G605R was reduced. A possible explanation is
that T209K reduces dimerization with wild-type, thus reducing
the toxic effect of G605R. Therefore, Gars T209K (T130K in
GARS) could be a ‘separation of function’ mutation that shows
that dimerization between a mutant monomer and a wild-type
monomer is required for the autosomal dominant disease; this
observation could explainwhy s266heterozygotes shownoneur-
opathy. These findings indicate that a dominant-negative effect
may be a potential mechanism of GARS-mediated CMT disease
and warrant follow-up studies to further test this mechanism.

Materials and Methods
Zebrafish maintenance and breeding

Zebrafish embryos were raised under standard laboratory con-
ditions at 28°C. s266 is a recessive mutation identified during an
ENU screen (21). The mutants were anesthetized using a tricaine
chemical (tricaine methanesulfonate). The genetic backgrounds
usedwerewild-typeAb strains, s266 carrying the following trans-
genes Tg(kdrl:EGFP)s843 and Tg(7xTCF-Xla:Siam:nlsCherry)ia5

(35,36). All zebrafish animal work has been approved by the
BRFAA ethics committee and the Attica Veterinary Department
(EL25BIO001/no. 4739).

Positional cloning of s266

Bulk segregant analysis for s266was performed and themutation
was mapped between zk246Ls1 (@4 kb, 1 recombinant/1880 mu-
tants tested) and zk276I5 (@80 kb, 1 recombinants/1880 mutants
tested) on LG24 near the gars gene. Sequencing of the gars gene in
homozygous and heterozygous larvae revealed a C->A transver-
sion, causing a non-conservative threonine to lysine amino
acid change at residue 209 in zebrafish (T209K), which is the
equivalent for a T130K mutation in the human protein.

Yeast complementation assays

Yeast complementation assayswere performed as previously de-
scribed (7,16). Briefly,mutation-containing oligonucleotideswere
designed and used with the QuickChange II XL Site-Directed Mu-
tagenesis Kit (Stratagene, Santa Clara, CA, USA) (per the manu-
facturer’s instructions) to model the zebrafish T209K gars
mutation in the yeast ortholog GRS1 in a pDONR221 Gateway
entry clone (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Plasmids were iso-
lated from individual clones and sequenced to confirmmutagen-
esis and exclude polymerase errors. The T209K GRS1/pDONR221

entry clone was recombined into a Gateway-compatible LEU2-
bearing pRS315 destination vector. Resulting cloneswere purified
and digestedwith BsrGI (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
to confirm recombination. The Δgrs1haploid yeast strain [harbor-
ing a pRS316 maintenance vector to express wild-type GRS1 and
URA3 (22) was transformed with wild-type or mutant GRS1 in a
LEU2-bearing pRS315 vector and selected onmedium lacking ura-
cil and leucine (Teknova, Hollister, CA, USA). For each transform-
ation, two colonies were selected for further analysis. Each
colony was grown to saturation in the selection medium for
48 h. Next, 10 μl of undiluted and diluted (1:10 and 1:100) samples
from each culture were spotted on plates containing 0.1% 5-FOA
completemedium or SD -leu -ura growthmedium (Teknova) and
incubated at 30°C for 72 h. Yeast cell growth was determined by
visual inspection.

Cell culture and protein localization studies

The mouse motor neuron, neuroblastoma fusion cell line (MN-1)
was cultured and transfected as previously described (7,37). Brief-
ly, MN-1 cells were grown in a four-well culture slide (BD Bio-
sciences, Bedford, MA, USA) and incubated at 37°C for 24 h. Cells
were then rinsed with one-time PBS and transfected with 1.5 μg
of purified plasmid DNA or the equivalent volume of water for
mock transfections constructs to express wild-type or mutant
GARS in-frame with an EGFP tag [using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) per the manufacturer’s instructions]. Cells were incu-
bated with the OptiMEM/lipofectamine/plasmid solution at 37°C
for 4 h. Next, transfection reactions were removed and replaced
with normal growth medium and the cells were incubated at 37°
C for 48 h. Growth medium was removed and the cells were
washed in one-time PBS and then incubated in one-time PBS/
0.4% paraformaldehyde for 10 min at room temperature. Cells
were washed in one-time PBS, co-stained with 300 n 4′,6-diami-
dino-2-phenylindole for 5 min, washed again in one-time PBS and
finally coated with pro-long antifade reagent (Invitrogen). The
IX71 Inverted Microscope using the cellSens Standard image soft-
ware (Olympus) was used to obtain images.

Immunohistochemistry

Time-staged zebrafish were fixed overnight at 4°C in 4% PFA.
Whole-mount antibody staining was carried out as described
previously (21). The antibodies were used in the following con-
centrations: anti-α-Actinin (1:500), anti-SV2 (Developmental
Studies Hybridoma Bank, catalog no. sv2; 1:250), anti-Vinculin
(Sigma-Aldrich, catalog no. V9131; 1:400), anti-GARS (Abcam,
catalog no. ab42905; 1:3000), Rhodamine Phalloidin (1:500) and
aBTX-Alexa Fluor 555 conjugated (1:500). The appropriate sec-
ondary antibodies were used with Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes, catalog no. A-10235; 1:500) or 633 (Molecular Probes, cata-
log no. A-20170; 1:250).

Confocal microscopy

Imaging was performed using a Leica TCS SP5 inverted confocal
microscope. The imageswere capturedwith the LAS AF software.
Images shown are representatives samples of at least 10 em-
bryos/larvae examined.

Synapses quantification and co-localization

Quantification of pre- and post-synapses were made on confocal
scans at three developmental stages of 24, 48 and 96 hpf. Images
were obtained from trunk segments located at the level of the
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yolk-sac extension. Measurements were carried out as described
previously (38,39). In particular, to quantify the NMJswe used the
ImageJ analysis software to measure the pre- and post-synaptic
area (SV2 and BTX, respectively positive area as a percentage of
the total area in those twomyotomes, Fig. 3A). To study the co-lo-
calization of pre- and post-synaptic regions, we quantified the
Pearson’s correlation co-efficient using the Bitplane: Imaris
7.7.2. software. Data analysis was made in the Microsoft Excel
and GraphPad Prism version 5.01 software.

Touch-evoke response assays and muscular weakness
analysis

Touch-evoke response assays were carried out as described be-
fore (26). In brief, we captured videos (60 frames/s) of embryos/
larvae at stages 62, 72 and 96 hpf and they were analyzed
frame-by-frame using the ImageJ analysis software. Using amet-
ric ruler, we marked the start and end points of the swimming
bout (1.1 cm). After delivering mechanosensory stimuli to the
embryo/larvae by touching the tail with a needle, we measured
the time interval of swimming the fixed distance. Data analysis
was made in the Microsoft Excel and GraphPad Prism version
5.01 software.

Statistical analysis

Results were obtained from at least three independent experi-
ments and shown as mean ± SEM. Statistical analysis (unpaired
t-test) was performed to compare two groups (Figs. 3E, L, S and
4G; Supplementary Material, Figs. S3L, S5Cand S5F). A one-way
analysis of variance test was performed for statistical analysis
in all other cases by using the GraphPad Prism version 5.01 soft-
ware (Figs. 5H and I, 6T and U and 7J), (*P < 0.05, **P < 0.01 and
***P < 0.001).

Western blots

Proteins were isolated according to (40) and run on a native and
denatured 10% acrylamide gel. Membranes were incubated with
the anti-GARS antibody (Abcam, catalog no. ab42905; 1:5000),
anti-p-Eif2a (Eukaryotic translation initiation factor 2A, Cell
Signaling Technology, catalog no. 9722; 1:250) and total-Eif2α
(Cell Signaling Technology, catalog no. 2103; 1:500). Normaliza-
tion for loading was done by using a monoclonal anti-β-actin
(Sigma, catalog no. A5441; 1:2000).

Heart rate measurements

Heart rate [beats per minute (bpm)], analysis of captured videos
(60 frames/s) was done as described previously (41). In brief, larvae
at 72 hpf (AB, wild-type, n = 10; siblings, n = 11; garss266/s266, n = 11;
P > 0.05, ns) were anesthetized for 2 min in 0.04 g/ml tricaine and
then placed lateral to the microscope lens for video capture.

In situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization experiments with gars anti-
sense probe were performed in different stages embryos and
larvae, according to (42).

Site-directed mutagenesis and overexpression
of C201R, G240R and G526R in gars

The zebrafish gars open-reading frame was polymerase chain
reaction (PCR) amplified using a full-length cDNA clone as a

template. PCR-amplified gars was cloned into the pBluescript R
vector (Agilent Technologies, catalog no. 212240) using standard
methods. Subsequent site-directed mutagenesis was performed
using the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Agilent
Technologies, catalog no. 200518). The appropriateC236R-bearing
oligos are FW: 5′-GGATGTCAAGAACGGAGAGCGTTTTCGTGCA
GACCACCTTC-3′ and REV: 5′-GAAGGTGGTCTGCACGAAAACGCT
CTCCGTTCTTGACATCC-3′, the G319R are FW: 5′-GCCTGGAGG
CAACATGCAACGCTATTTAAGGCCAGAAACC-3′ and REV: 5′-GGT
TTCTGGCCTTAAATAGCGTTGCATGTTGCCTCCAGGC-3′ and the
G605R are FW: 5′-TGTGATCGAACCCTCTTTCCGTATCGGGAGG
ATCATGTAC-3′ and REV: 5′-GTACATGATCCTCCCGATACGGAAA
GAGGGTTCGATCACA-3′. Then, we in vitro transcribed the muta-
genized gars mRNA (C236R equivalent to the C201R, G319R
equivalent to human G240R and G605R equivalent to G526R)
using a MEGAscript® T7 Transcription Kit (Ambion, catalog no.
AM1333) and we injected the capped-mRNAs at 330pg for muta-
tions C236R andG319R and at 250 pg for G605Rmutation in one or
two cells in wild-type, siblings and garss266/s266 embryos. The
overexpression of Gars was quantified by denaturing immuno-
blots with a specific anti-GARS antibody (Abcam, catalog no.
ab42905; 1:5000).

Supplementary Material
Supplementary Material is available at HMG online.
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Aims Valvular heart disease is responsible for considerable morbidity and mortality. Cardiac valves develop as the heart con-
tracts, and they function throughout the lifetime of the organism to prevent retrograde blood flow. Their precise mor-
phogenesis is crucial for cardiac function. Zebrafish is an ideal model to investigate cardiac valve development as it allows
these studies to be carried out in vivo through non-invasive imaging. Accumulating evidence suggests a role for contractility
and intracardiac flow dynamics in cardiac valve development. However, these two factors have proved difficult to
uncouple, especially since altering myocardial function affects the intracardiac flow pattern.

Methods and
results

Here, we describe novel zebrafish models of developmental valve defects. We identified two mutant alleles of myosin
heavy chain 6 that can be raised to adulthood despite having only one functional chamber—the ventricle. The adult
mutant ventricle undergoes remodelling, and the atrioventricular (AV) valves fail to form four cuspids. In parallel, we char-
acterized a novel mutant allele of southpaw, a nodal-related gene involved in the establishment of left–right asymmetry,
which exhibits randomized heart and endoderm positioning. We first observed that in southpaw mutants the relative pos-
ition of the two cardiac chambers is altered, affecting the geometry of the heart, while myocardial function appears un-
affected. Mutant hearts that loop properly or exhibit situs inversus develop normally, whereas midline, unlooped hearts
exhibit defects in their transvalvular flow pattern during AV valve development as well as defects in valve morphogenesis.

Conclusion Our data indicate that intracardiac flow dynamics regulate valve morphogenesis independently of myocardial
contractility.
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1. Introduction
The heart is the first organ to form and function during development,
even before its morphogenesis is completed. The vertebrate heart func-
tion is triggered to support organogenesis shortly after the formation of
the cardiac tube and undergoes excessive rearrangement while beating
and pumping blood throughout the organism. Cardiac valves originate
from endocardial cells at specific positions along the anteroposterior
axis of the heart after the heart begins beating. They serve throughout
the lifespan of an organism to prevent retrograde blood flow. A
number of processes, including epithelial to mesenchymal transition,
lead to the differentiation of valve progenitor cells at the atrioventricular
(AV) canal from the endocardium.1 Highly regulated signaling pathways
orchestrate their development. These pathways include Notch,

BMP/TGF-b, Wnt/b-catenin, NFATc, VEGF, Erb2/4, has2, microRNAs,
and others (reviewed in Refs 2,3).

Atrial myocardial contractility is crucial for proper ventricular mor-
phogenesis in a non-cell-autonomous way,4,5 whereas ventricular con-
tractility is similarly critical for proper ventricular myocardial cell
shape in a cell-autonomous manner.6 In addition, an increasing
number of studies highlighted the significance of cardiac function for
valve development (either through myocardial contractility7 or intracar-
diac flow dynamics) via the induction of an endocardial shear stress re-
sponse.8,9

To date, it has been very difficult to uncouple these two aspects of
cardiac function. Pharmacological inhibition of contractility and zebra-
fish mutants with a non-contractile myocardium have been used to
show that contractility affects valve development.7 However, altering
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myocardial contractility invariably also influences intracardiac flow
dynamics. Surgical positioning of beads to obstruct blood flow8 resulted
in lackof AV specification and blocked subsequent valvedevelopment. In
addition, the reduction of blood viscosity by gata1/2 knockdown
affected valve morphogenesis.9 These studies suggested that intracar-
diac flow dynamics are also a crucial factor in valve formation (reviewed
in Refs 10,11). Both these approaches, however, affect different aspects
of heart morphogenesis and function, leading to embryonic lethality.
It remains thereforeunclearwhatwouldbe the long-termconsequences
of reduced contractility or altered intracardiac flow dynamics on
valve morphogenesis: a paradigm closer to the corresponding human
conditions.

Zebrafish {shows} a number of advantages to address these questions
in vivo.12 Theyhavea simpleheartwith a single atrium andventricle, anAV
valve, and an outflow tract (named bulbus arteriosus). High-resolution
live imagingof intracardiac flow can beemployed,8,9,13,14 and valve devel-
opment has been described at a cellular level.13,15– 17 The first sign of dif-
ferentiation is when the endocardial cells at the AV valve canal change
from a squamous to cuboidal shape at 36 h post fertilization (hpf). Sub-
sequently, the bi-cuspid valve remodels and gives rise to adult AV cardiac
valves, which consist of four leaflets.16 Accordingly, a number of muta-
tions have been described that affect all aspects of heart development,
including contractility and valve development.5 –7,16,18

Myosin heavy chain 6 (Myh6), in zebrafish, is the atrial-specific myosin
heavy chain. Mutations in myh6 (aka weak atrium, wea) have been
described and studied during early stages of development.5,6 wea
mutants show defects in atrial myocardial function but also in ventricular
chamber morphogenesis. In particular, the mutant ventricular myocar-
dium is more compact, indicating that atrial contractility defects affect
ventricularmorphogenesis.Recently, heterozygous adultsof adominant
wea allele with reduced atrial contractility were shown to exhibit defects
in cardiac maturation including incomplete rotation of the heart tube.19

However, the extent to which reduced contractility affects the intracar-
diac flow pattern and cardiac valve morphogenesis has not yet been
reported. In addition, a nodal-related gene, southpaw (spaw), has been
shown to be a crucial regulator of heart geometry by establishing
left–right asymmetry20,21 without affecting cardiac function. spaw is
necessary to establish left-side identity through the induction of pitx2
in the lateral plate mesoderm, and therefore, when absent, the
looping of the heart is randomized. Furthermore, in spaw mutants,
endoderm and central nervous system left–right asymmetry is also
randomized.

During a forward genetic screen,16 we identified two novel alleles of
myh6. Homozygous mutants for both alleles could be raised to adult-
hood with one functioning chamber: the ventricle. The mutant ventricle
was enlargedand showedsignsofdilation.The transvalvular flowpattern
through the AV valve was also altered. Moreover, AV valve had fewer
cells and failed to undergo the physiological maturation from two to
four cuspids. We have also identified an allele of spaw, where the left–
right looping of the heart was randomized. Consequently, three
classes of heart positioning could be identified in the homozygous
mutants: midline, situs inversus, and situs solitus (i.e. wild-type hearts).
Interestingly, only midline spaw2/2 mutant hearts exhibited an altered
transvalvular flow pattern and subsequently defective valve remodelling:
they also failed to undergo AV valve maturation to four leaflets and
remain bi- or tricuspid. However, spaw2/2 hearts do not exhibit any
detectable contractility defects. Altogether, these data indicated that
intracardiac flow dynamics are critical factors for cardiac valve morpho-
genesis independently of myocardial contractility.

2. Methods

2.1 Zebrafish maintenance and breeding
Zebrafish embryos were raised under standard laboratory conditions at
288C (Westerfield, 2000). s459, s812, and s457 are recessive mutations
identified during an ENU screen.12 s459 and s812 fail to complement each
other. The mutants were anaesthetized with tricaine (tricaine methanesulfo-
nate) in egg water. The genetic backgrounds used were wild-type AB strain,
s459, s812, s457 carrying the following transgenes Tg(kdrl:EGFP)s843,22

Tg(Tie2:EGFP)s849,12 Tg(myl7:GFP)f1, and Tg(7xTCF-Xla.Siam:nlsmCherry) ia5.23

Adult zebrafish protocols have been approved by the BRFAAethics commit-
tee and the Attica Veterinary Department (no 4739).

2.2 Mapping and linkage analysis-genetic
mapping and cloning
Bulk segregant analysis for s459 was performed, and the mutation was
mapped between z22041 (86.5 cM, 11 recombinants/64 mutants tested)
and z43294 (117 cM, 12*/64) and in close vicinity of z6357 (112.3 cM, 1*/
106) on LG20 near the myh6 gene. Sequencing of the myh6 gene in homozy-
gous and heterozygous mutants revealed a C to T mutation in both s459 and
s812 alleles causing a premature stop codon in aa316 and aa486, respectively.
s457 bulk segregant analysis showed linkage to LG5 between markers z4299
(83.1 cM, 4/60) and z1454 (96 cM, 9*/60) where the spaw gene also maps.
Sequencing of the spaw genomic region revealed a T to A mutation in the
initiation ATG of the spaw gene.

2.3 Morpholino microinjection knockdown
Wild-type embryos were injected at the one-cell or two-cell stage with 1 ng
of anti-amhc morpholino, which was predicted to block the initiation of
translation of myh6 (gene tools). The sequence of the anti-amhc morpholino
is 5′CTCTGCCATTAAAGCATCACCCATC3′ .

2.4 Ventricular area, length, and width of
ventricle to body length
Dissected hearts were imaged with a Nikon COOLPIX 8700 digital camera
attached to a Leica LSII microscope. ImageJ software was used to calculate
the area of the ventricle from these images in pixels squared. The number
of pixels per millimetre was calculated to convert the ventricular area into
square millimetre. To determine ventricular area to body length, the ven-
tricular area (in mm2) was divided by body length (in mm). Body length
was manually measured with a millimetre ruler, from the tip of the mouth
to the body/caudal fin juncture. Graphs present the average diameter of
wild-type, myh6s812/s812, and spaws457/s457 hearts using ImageJ arbitrary units.

2.5 Immunohistochemistry and histology
Time-staged zebrafish and hearts from adult wild-type and mutant animals
were fixed overnight at 48C in 4% paraformaldehyde diluted in phosphate-
buffered saline. Whole-mount antibody staining wascarried out as described
in Beis et al.16 The antibodies were used in the following concentrations:
mouse monoclonal antibodies anti-MF20 (1:20), antiS46 (1:10), zn8 (1:10),
and rhodamine phalloidin (1:200). The appropriate secondary antibodies
were used with Alexa Fluor 568 or 633 (1:250, Molecular Probes). OCT
16 mm cryostat sections were stained with Masson’s according to the Biop-
tica kit protocol.

2.6 Confocal microscopy
Imaging wasperformed using a Leica TCS SP5 inverted confocal microscope.
The images were captured with LAS AF software. Images shown are repre-
sentative samples of at least 10 embryos/larvae examined.
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2.7 Transvalvular flow characterization
High-speed videos were taken with a Hamamatsu Digital Camera, C11440,
ORCA, on a Leica DMRA2 microscope and a ×20 water-immersion object-
ive at 400 frames/s.Hokawo2.6 softwarewasused for capture and ImageJ for
frame-by-frame analysis. The main parameter measured for this study, as an
intracardiac flow dynamic indicator, was the transvalvular flow through the
AV valve during valve development, according to Vermot et al.9 It was char-
acterized as positive/forward, negative/reverse, or absent/no flow by analys-
ing blood cell motion from the atrium to the ventricle through the
developing valve leaflets. The transvalvular pattern was determined by divid-
ing the frames of each fraction by the total frames of a heartbeat. For each
embryo, we took an average of three non-consecutive heartbeats. For the
myh62/2 measurements, 12 wild-type, 9 myh6s812/+, and 15 myh6s812/s812

were analysed. For spaw, 12 wild-type, 16 spaws457/s457 midline, 11
spaws457/s457 situs inversus, and 6 spaws457/s457 situs solitus were analysed.

2.8 Statistical analysis
Results were obtained from at least three independent experiments and
shown as mean+ standard deviation of the mean (SD). Statistical analysis
(unpaired t-test) was performed to compare two groups (Figures 2J and 6G
and L; Supplementary material online, Figures S1A, S4C, D and G). A
one-way ANOVA test was performed for statistical analyses in all other
cases by using GraphPad Prism v5.01 software (Figures 2A, 3F and G, 4K,
and 5A and B; Supplementary material online, Figure S3A) (*P , 0.05,
**P , 0.01, ***P , 0.001).

2.9 Western blot
Proteins were isolated according to the Zebrafish Book protocols and run
on a denatured 10% acrylamide gel. Membranes were incubated with the
Anti-Spaw zebrafish antibody from ANASPEC (Cat. # 55655P) at 1:150
and then processed. Normalization for loading was done by using a
monoclonal anti-b-actin from Sigma (Cat. # A5441).

2.10 Assessment of heart function and heart rate
Fractional shortening was measured using image analysis software ImageJ.
75 hpf larvae from three independent experiments were anaesthetized in
0.04 g/mL tricaine placed lateral to the microscope lens for cardiac function
assessment (wild-type ¼ 22, spaws457/s457 situs solitus ¼ 24, spaws457/s457

midline ¼ 27, spaws457/s457 situs inversus ¼ 23, myh6s812/+ ¼ 12, and
myh6s812/s812 ¼ 15). Video images of the beating heart were captured for
10 s with an Imaging Source DFK22BUC03 video camera mounted on a
Nikon SMZ1000 stereoscope (×80 magnification) at 30 frames/s. The
lengths (in pixels) of the ventricle in end-diastole and end-systole conditions
were measured to calculate the ventricular Fractional shortening% (FS%). It
is counted as FS% ¼ (EndDiastolic Diameter 2 EndSystolic Diameter)/End-
Diastolic Diameter [(EDD 2 ESD)/EDD] × 100. Ventricular diastolic
length was estimated by measuring the maximum length of the ventricle in
diastole. Ventricular systolic length was assessed by measuring the
maximum length of the ventricle in systole.24,25

Heart rate, beats per minute (bpm), analyses of captured videos
(30 frames/s) were performed by HeartRate, an in-house freeware

Figure 1 Identification and cloning of two novel myh6 alleles. (A, D–G) Brightfield images of wild-type (WT) (A, D), myh6s812/s812 mutant (A, E, G), and
myh6 MO-injected embryos (F) at 56 hpf. (G) Brightfield images of a myh6s812/s812 larva at 72 hpf. (H–K) Confocal scans of wild-type (H, J ) and myh6s812/s812

(I, K ) at 60 hpf. (A, E, G) myh6s812/s812 display a dilated atrium, blood pooling in the atrium and sinus venosus, and pericardial oedema. (F ) myh6 morphants at
56 hpf phenocopy the myh62/2 (n ¼ 32). (B) s459 and (C) s812 arenovel alleles of myh6 and carry (C�T) mutations causingpremature stopcodons in the
myosin head of Myh6 in Q316 (s459) and Q486 (s812). The atrium of myh6s812/s812 fail to stain for S46-atrial myosin heavy chain (wild-type n ¼ 22, H ),
(mutants n ¼ 23, I ) or MF20 (wild-type n ¼ 18, J ), (mutants n ¼ 30, K ). A, Atrium; V, ventricle. Scale bars ¼ 25 mm.
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program based on the detection of the dominant frequency of an image
series, in this case the videos used for the transvalvular flow analysis
(developed by P. Tsakanikas/Bioimaging Unit, BRFAA, available upon
request). Larvae at 72 hpf (wild-type, n ¼ 18; spaws457/s457 midline, n ¼ 29;
spaws457/s457 situs inversus, n ¼ 10; P . 0.05, ns) and 7 dpf (wild-type,
n ¼ 10; spaws457/s457 midline, n ¼ 11; spaws457/s457 situs inversus, n ¼ 9;
P . 0.05, ns) from three independent experiments were anaesthetized
for 2 min in 0.04 g/mL tricaine and then placed lateral to the microscope
lens for video capture.

2.11 In situ hybridization
Whole-mount in situ hybridization (ISH) experiments with klf2a antisense
probe (obtained by PCR amplification of the plasmid IRBOp991B0734D
provided by Vermot J.) were performed in embryos at 55 hpf and larvae at
72 hpf, according to Thisse protocol for ISH.

3. Results

3.1 Two novel alleles of myh6 exhibit
reduced atrial contractility and pericardial
oedema
Two novel mutants (s812, s459) with retrograde blood flow phenotype
and AV canal stenosis were identified in a forward genetic screen.16

These mutant lines failed to complement each other and gave a recessive
embryonic phenotype with a dilated atrium, pericardial oedema, and
blood stasis, by 56 hpf (Figure 1A). We mapped the mutation on LG20
near z6357 in thevicinityofmyh6. Becauseof the reduced atrial contract-
ility of the mutants, we hypothesized that these were in fact novel alleles
of myh6.5 We therefore carried out targeted sequencing of the coding
region of myh6 (NCBI ref. number: NM_198823) in these alleles and
found that a single nucleotide transition A�T created a stop codon in

Figure 2 myh62/2 mutants exhibit altered transvalvular flow pattern and AV defects at 6 dpf. (A) Quantification of transvalvular flow fractions in 75 hpf
wild-type, myh6s812/+, and myh6s812/s812 larvae. Confocal scans of wild-type (B, C, F, G) and myh6s812/s812 larvae (D, E, H, I) at 72 hpf (B–E) and 6 dpf (F– I ).
Surviving mutant larvae exhibit an altered transvalvular flow pattern at 75 hpf with an increased null fraction at the expense of the retrograde flow fraction
(Supplementary material online, movies S3a–c; wild -type n ¼ 12; siblings n ¼ 9, myh6s812/s812 n ¼ 15) (I ). The majority of myh62/2 animals die by 72 hpf
with an AV canal stenosis (D and E, compare with B and C). The surviving mutants have properly specified AV canal valves but a decrease in the number of
TCF:cherry positive, mesenchymal looking cells (H and I compare with F andG). (J ) Quantification of TCF:cherry positive cells in the AV valve of myh6s812/

s812 (n ¼ 28) andwild-type (n ¼ 7) larvae at 6 dpf (t-test: *P , 0.05, **P , 0.01, ***P , 0.001). White arrow, AV canal; A , Atrium; V, ventricle. Scale bars¼
25 mm.
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the amino acid sequence of Myh6 in positions 316 (Q316X, for s459)
(Figure 1B) and 486 (Q486X, for s812) (Figure 1C), both of which are
in the myosin head domain of Myh6. The primary features of myh62/2

phenotype (s812, s459) included reduced atrial contractility, pericardial
oedema, and blood stasis in the sinus venosus and the atrium (Figure 1A
and E compare with Figure 1D, Supplementary material online, Video S1a
and b) apparent by the second day post fertilization (dpf). Antisense
morpholino (MO) injections phenocopied the myh6 mutant phenotype
(morphants n ¼ 32, Figure 1F). The mutant atrium became dilated over
time (Figure 1G). In contrast to the atrium defect, the mutant ventricle
contracted normally and with a physiological heart rate (Supplementary
material online, Video S1b and 2b). To confirm further that the s812 and
s459 are novel alleles of wea, we used the monoclonal antibody S465,26

which recognizes an atrium-specific sarcomeric myosin heavy chain
epitope in zebrafish (Figure 1H) and the MF20 antibody5,26 which recog-
nizes a sarcomeric myosin heavy chain epitope found in both the ven-
tricle and atrium (Figure 1J). We showed that both antibodies failed to

stain the mutant atrium in s812 (Figure 1I and K) and s459 (not shown)
that carry stop codon mutations in the myosin head domain, indicating
that both alleles lack myosin heavy-chain proteins in the atrium, while
the ventricle stains for MF20. Blood circulation, although reduced,
persisted until 72 hpf through ventricular contraction and then it
subsequently stopped. Most of the mutant larvae die by 5 dpf.
However, �30% of these mutants survived until adulthood despite
the atrial defects. We therefore aimed to examine the morphology of
the cardiac chambers in adult myh6s812/s812 and study how reduced
atrial contractility affect AV valve development. By using an ‘insulin’
needle (8 mm) that pierced the pericardial tissue of anaesthetized
embryos, pericardial oedema was released and the percentage of surviv-
ingmyh62/2 was increased (controln ¼ 165/467,oedemareleasing sur-
vival n ¼ 210/362, P ¼ 0.00364). These survivors continued to have
ventricular beat but no atrial contraction. Six days post oedema
release they did not re-develop pericardial oedema and maintained
blood circulation (Supplementary material online, Video S2a and b).

Figure 3 A mutation in the spaw gene causes cardiac laterality defects. s457 carries a T�A transversion in the initiation codon of southpaw. (A) spaw
sequence is shown from a heterozygous (upper panel) and a homozygous mutant (lower panel). (B) Western blot analysis showed non-detectable
levels of Spaw protein in mutant animals. (C–E) spaws457/s457 mutant larvae (72 hpf) exhibit randomized relative positioning of atrium and ventricle (C,
situs inversus; D, midline; E situs solitus/looped) resulting to three classes of mutants in relation to the cardiac looping. Heart beat measurements at
72 hpf (F) and 7 dpf (G) show no significant difference between the wild-type and all three classes of spaws457/s457 mutants (wild-type, n ¼ 18; spaws457/

s457 midline, n ¼ 29; spaws457/s457 situs inversus, n ¼ 24). A, Atrium, V, ventricle; BA, bulbus arteriosus. Scale bars ¼ 25 mm.
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They could be raised to adulthood and were fertile. Therefore, s812 and
s459 are novel alleles of myh6 that can survive to adulthood solely with
ventricular contractility.

3.2 Myh6 mutations lead to defective
transvalvular blood flow
To investigate how an atrial myocardial contractility defect would affect
valve development, we compared the transvalvular flow pattern of
the surviving mutants with their siblings and the wild-type pattern.
myh62/2 that survived beyond the first 3 days of development
became adults and fertile without any detectable growth abnormalities.
We acquired high frame rate videos of 75 hpf larvae and identified a sig-
nificant difference in the transvalvular flow pattern of myh6s812/s812.
Namely, the no flow fraction was increased at the expense of the
reverse flow fraction (Figure 2A) reflecting a slower flow through the
AV canal (Supplementary material online, Videos S3a and b). To establish
whether cardiac valve morphogenesis was affected as a consequence,
we used the transgenic lines Tg(kdrl:EGFP)s843,22 Tg(Tie2:EGFP)s849,27

and Tg(7xTCF-Xla.Siam:nlsmCherry) ia5.23 In these lines, endocardial cells
can be visualized. We also used rhodamine phalloidin to detect sarco-
meric actin of myocardial cells and zn8 (a mAb against Alcama) to
depict the lateral membrane domain of myocardial and differentiated
endocardial cells.16 Mutants that failed to maintain circulation by

72 hpf showed AV canal stenosis (Figure 2D and E Arrow, compare
with Figure 2B and C ). AV canal endocardial cells in mutant embryos
acquired cuboidal shape and showed Wnt signalling up-regulation,
similar to wild-type, indicating at least partial AV canal specification.
However, confocal analysis of Tg(7xTCF-Xla.Siam:nlsmCherry) ia5 in
mutants that maintained circulation showed a decrease in the amount
of TCF:cherry positive, mesenchymal looking endocardial valve cells in
the AV boundary at 6 dpf (Figure 2H and I compare with Figure 2F and
G and quantified in Figure 2J). These defects were first observed at
96 hpf (Supplementary material online, Figure S1A–C compare with
Figure S1D and E). In addition, klf2a expression was not up-regulated in
the AV canal of myh6s812/s812 (Supplementary material online, Figure
S2A and B). Taken together, these results indicated that an atrial con-
tractility defect altered the pattern of transvalvular blood flow and
affected cardiac valve development.

3.3 Cardiac laterality mutants uncouple
myocardial contractility from intracardiac
flow dynamics
Myocardial contractility influences intracardiac flow dynamics, thus hin-
dering the uncoupling of these two processes. We took advantage of a
mutant we isolated from the forward genetic screen16 that showed

Figure 4 Fractional shortening measurements of spaw2/2 and myh62/2 mutant hearts show no ventricular contractility phenotype in spaw2/2. Frac-
tional shortening was measured using image analysis software ImageJ. The length of the short axis of ventricle in end-diastole (EDD) and end-systole (ESD)
conditions was measured to calculate the ventricular FS%. It is counted as FS% ¼ [(EDD 2 ESD)/EDD] × 100. (A, B) Wild-type larvae, (C, D) spaws457/s457

midline, (E, F ) spaws457/s457 looped/situs solitus, (G, H ) spaws457/s457 situs inversus, and (I, J ) myh6s812/s812. (K ) Only myh6s812/s812 embryos have a lower
fractional shortening fraction compared with wild-type and spaw2/2 (P , 0.001) (wild-type, n ¼ 22; spaws457/s457 looped/situs solitus, n ¼ 24; spaws457/

s457 midline, n ¼ 27; spaws457/s457 situs inversus, n ¼ 23; myh6s812/+, n ¼ 12; myh6s812/s812, n ¼ 15). Scale bars ¼ 50 mm.
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Figure 5 In spaw2/2 midline hearts, the effect of transvalvular flow pattern on AV valve development is uncoupled from myocardial function. (A) Quan-
tification of transvalvular flowfractions in 75 hpf wild-type larvae (n ¼ 12) and the threeclasses of spaws457/s457 (midline, n ¼ 16; situs inversus, n ¼ 11; situs
solitus/looped, n ¼ 6) (B) Quantification of TCF:cherry positive cells at the AV canal (wild-type n ¼ 13; spaws457/s457 midline, n ¼ 21; spaws457/s457 situs
inversus, n ¼ 13). Confocal scans of wild-type (C) and spaws457/s457 larvae (D–F) at 96 hpf after immunostaining with zn8/AlexaFluo633. (A) The transvalv-
ular blood flow pattern is different in midline spaws457/s457 larvae at 75 hpf due to the altered heart geometry (Supplementary material online, movie S4d,
compare to Supplementary material online, movies S4a–c). The reverse flow fraction is significantly increased at the expense of the null fraction. (B) The
number of TCF:cherry positive cells at the AV canal of spaws457/s457 midline larvae is comparable to wild-type and spaws457/s457 situs inversus at 96 hpf.
Confocal scans of (C) wild-type heart, (D) spaws457/s457 midline, (E) spaws457/s457 situs inversus, and (F) spaws457/s457 situs solitus (looped). Myocardial dif-
ferentiation and AV valve specification are comparable to wild-type. Scale bars ¼ 10 mm.
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laterality defects. s457 was mapped on chromosome 5, in the vicinity of
spaw, a nodal-related gene, involved in the development of left–right
asymmetry.20,21,28 s457 mutants carry a point mutation in the ATG ini-
tiation codon of spaw (Figure 3A, NCBI ref. number: BC163616) suggest-
ing that it could affect its translation levels. Indeed, western blot analysis
from embryo lysates demonstrated undetectable Spaw protein levels in
spaws457/s457 mutants (Figure 3B). In spaws457/s457, as previously shown
using MO knockdown, there is an independent randomization of both
cardiac laterality (Figure 3C–E) and endodermal organ laterality (not
shown). All mutants were viable and fertile and showed no difference
in myocardial function and differentiation as indicated by Tg(myl7:GFP)f1

expression, heart rate measurements during development (Figure 3F and
G), and ventricular fractional shortening measurements (Figure 4A–H

and quantified in Figure 4K). We then measured the transvalvular
blood flow pattern of the different classes of mutants and found that
mutants whose heart was situs solitus or situs inversus had an intracar-
diac flow pattern similar to the wild-type one (Figure 5A). In contrast,
hearts that remained midline had an increased reverse flow fraction at
the expense of the null fraction (Figure 5A). Endocardial cells at the AV
canal appeared properly specified as indicated by the zn8 antibody stain-
ing and the Tg(7xTCF-Xla.Siam:nlsmCherry)ia5 expression, and theywere
comparable in numbers and size at 96 hpf (Figure 5B and C; Figure 5E–F
compare with Figure 5D) and at 6 dpf (Supplementary material online,
Figure S3A, and compare Figure S3B–E). Finally, klf2a was expressed in
the AV canal of all spaws457/s457 embryos, although we could not rule
out its up-regulation in spaws457/s457 midline mutants, as a response to

Figure 6 myh62/2 adult hearts have an enlarged ventricle while spaw2/2 adult hearts are similar to wild type (A, D, H′, I′, K′). Fluorescent stereoscope
images of adult hearts (B, E), brightfield images fromstereoscope, and (C, F) cryosections (16 mm) of adult hearts with Masson’s staining (blue, collagen; red,
myosin; black, nuclei). (G, L) Graphs exhibit measurements from ventricle area/body length (VA/BL). (A) wild-type, (D) myh6s812/s812, and (H–K and H′ –K′)
spaws457/s457 mutants. (D) myh6s812/s812 adult hearts have a single myl7:GFP positive chamber, the ventricle, appearing more spherical than in wild type. (D)
myh6s812/s812 atrium does not have myl7:GFP positive cells (compare with A) and is positive for collagen staining (F, compare with C; n ¼ 5 mutants). (G)
myh6s812/s812 ventricle is 1.5-fold larger than the wild-type ventricle. spaws457/s457 adult hearts can be divided into three classes by the altered relative pos-
ition of the ventricle to atrium that can be recognized also in adult animals. Looped/situs solitus mutant hearts (H, H′) or situs inversus (I, I′) and hearts that
remain midline (K, K′). (L) Ventricular area measurements show no significant difference between wild-type and spaws457/s457 midline mutants. (G; wild-type
n ¼ 14, myh6s812/s812 n ¼ 14, **P , 0.01; L; wild-type n ¼ 4, spaws457/s457 n ¼ 5, P ¼ 0.866; not statistically significant, ns). V, ventricle; A, atrium;BA, bulbus
arteriosus, A*, position where the atrium should appear. (**P , 0.01). Scale bars ¼ 100 mm.
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the increased flow fraction (Supplementary material online, Figure S2A
compare with Figure S2C–F). Thus, we concluded that an increased
reverse flow fraction of the transvalvular flow pattern has little impact
on AV valve cell differentiation.

3.4 Intracardiac flow dynamics is a crucial
factor for AV valve morphogenesis
Since these novel mutant lines could be grown to adulthood, we ques-
tioned how a prolonged disturbance in the intracardiac flow pattern
could affect cardiac valve morphogenesis, a condition that resembles
the relevant human disease paradigms. myh62/2 adults survived with
only one functioning chamber: the ventricle. There were no myl7:GFP
positive cells where the wild-type atrium was (Figure 6A–C compare
with Figure 6D–F ). In addition, due to the lost atrial myocardial function,
the ventricle was enlarged (Figure 6G) by an increase of its size along the
short axis, appearing more spherical (Supplementary material online,
Figure S4A–D) anda thinner ventricular wall indicating dilatation (Supple-
mentarymaterial online, Figure S4E–G). In spaws457/s457, the threeclasses
of mutants (situs solitus, Figure 6H, H′; situs inversus, Figure 6I, I′; and
midline hearts Figure 6K, K′) could be still recognized. However, there
was no significant difference in ventricular area measurements
(Figure 6L) supporting further the observation that spaws457/s457 have
intactmyocardial function. In adult zebrafish, AV valveshave four leaflets,
which arise from the initial two valve structures (the inferior and super-
ior valves16). We examined AV valve morphology in the three classes of
spaws457/s457 and myh62/2 and compared them with wild-type AV valve
development (Figure 7A and E). In situs solitus (looped) spaws457/s457

hearts (Figure 7B, n ¼ 10) or situs inversus spaws457/s457 hearts

(Figure 7C, n ¼ 10), AV valve maturation proceeded as in wild type
(Figure 7A). However, spaws457/s457 with midline hearts failed to form
four cuspids (Figure 7D, n ¼ 25) and exhibited partially separated
valves with two leaflets (bicuspid, n ¼ 10/25) or three leaflets (tricuspid,
n ¼ 15/25). Similarly, in myh6s812/s812, AV valves remained immature and
had only two leaflets instead of four (Figure 7F and H compare with
Figure 7A, E, and G, n ¼ 22). Occasionally, we also observed hearts
with a tricuspid AV valve (n ¼ 4/22 for myh6s812/s812). In the myh6
mutants, the primary defect was clearly a lack of atrial contractility
that caused ventricular remodelling and aberrant transvalvular flow
pattern. myh6s812/s812 at 75 hpf exhibit a FS that is almost half of the wild-
type value (Figure 4I and J and quantified in Figure 4K, P , 0.001).
However, the FS of wild-type, spaws457/s457 midline, myh6s812/+ siblings,
spaws457/s457 situs inversus, and spaws457/s457 situs solitus larvae at
75 hpf (Figure 4K, P . 0.05, ns) showed no statistically significant differ-
ences. In midline spaws457/s457, only the heart geometry was affected,
resulting in life-long alteration of the intracardiac flow pattern and
valve defects. Our data uncouple myocardial contractility from intracar-
diac flow dynamics (Figure 8) and suggest that altering the transvalvular
flow pattern independently of myocardial function can cause AV valve
morphogenesis defects in vivo.

4. Discussion
Fluid flows that shape cell behaviour and activate signalling pathways
during development are receiving an increasing amount of attention.11

Total loss of flow by obstruction with beads or in mutants with impaired
cardiac function showed defective AV specification.7– 9 Here we show

Figure 7 AV valves of midline spaw2/2 hearts and myh62/2 hearts fail to complete their morphogenesis from two to four leaflets. (A–F) Projections of
confocal z-stacks (A, 76 mm;B, 80 mm; C , 50 mm; D , 50 mm; E , 70 mm; F , 65 mm) of adult AV valves and (G, H ) cryosections (16 mm) of adult hearts with
Masson’s staining) (blue, collagen; red,myosin; black, nuclei). Wild-type AVvalveshave two leaflets, whichmature to form four leaflets (arrows)by3months
of age (A, E, G). A similar morphogenesis is observed in spaws457/s457 mutant hearts that looped situs solitus (B, n ¼ 10) or exhibit situs inversus (C, n ¼ 10).
However, in spaws457/s457 midline hearts (D), the AV valve remains bicuspid or tricuspid (n ¼ 25) as shown by TCF:Cherry (D, compared with A, B, C, E).
Similarly in myh6s812/s812 adult hearts (F, H ), the AV valve remains also bicuspid or tricuspid (n ¼ 22) as shown by Tie2:EGFP and TCF:Cherry expression
(F, H compared with A, E, G). Arrows, leaflets in AV valves. Scale bars ¼ 100 mm.
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that long-term disturbances in intracardiac flow dynamics are respon-
sible for defects in valve morphogenesis. Intracardiac flow dynamics
can be affected through changes in myocardial contractility or changes
in the shape/geometry of the heart independently of contractility. Our
experimental models are more relevant to congenital human diseases,
where prolonged but minor blood flow disturbances are a likely cause
for valvulopathies. In humans, valvular heart defects are common, and
they are treated with surgical correction and/or replacement (prosthet-
ic or xenotransplantation).

In this study, we describe how cardiac function influences the devel-
opment and morphogenesis of AV valves. We show the adult phenotype
of two novel alleles of myh6. myh62/2 survive to adulthood, and they are
fertile with just a single functional chamber: the ventricle. The mutant
ventricle becomes enlarged and dilated, reminiscent of a ventricular
pressureoverload phenotype. In addition, we describe an adult zebrafish
mutant in a non-myocardial-related gene: southpaw, which affects the
geometry of the heart by randomizing cardiac looping. Homozygous

mutants are viable and can be divided into three classes: properly
looped, situs inversus, or midline. Interestingly, only the midline
mutants have defective AV valve morphogenesis. Since southpaw is a
non-myocardium-related gene and looped homozygous mutants have
no detectable changes in intracardiac flow pattern, we may attribute
the AV valve phenotype of the midline mutants to the affected transvalv-
ular flow. Interestingly, although the changes in the pattern of trans-
valvular flow are different in myh62/2 and spaw2/2 (Figure 8 and
Supplementary material online, movie S4e), the valve defects we
detect are similar: they fail to remodel the AV valve from two to four
cuspids.

Endocardial cells at the AV canal are exposed to shear stress; but how
these cells transduce this mechanotransduction stimulus remains
elusive. There are a number of candidates proposed to sense the mech-
anical stress on endothelial cells including cytoskeletal proteins, integ-
rins, the apical glycocalyx, primary cilia, and cell adhesion
molecules.29,30 Three key players in the transduction of the signal

Figure 8 Valve morphogenesis is affected by intracardiac flow dynamics independently of myocardial function. Transvalvular flow pattern during AV
valve development as well as adult valve morphology in situs solitus or situs inversus spaws457/s457 larvae is identical to wild type. However, the altered
geometry of the heart in spaws457/s457 midline larvae results in alterations of the transvalvular flow pattern. They show an increased reverse flow fraction
at the expense of the null fraction and AV valves fail to form four leaflets but remain bicuspid or tricuspid. myh62/2 have no atrial myocardial contractility,
which subsequently affects the transvalvular flow pattern. More specifically, myh62/2 larvae show an extended null fraction at the expense of the reverse
fraction and slower circulation resulting in fewer AV valve cells and the adult AV valve remain bicuspid or tricuspid. While a myocardial defect is expected to
additionally affect intracardiac flow dynamics, spaws457/s457 show no myocardial defect, therefore uncoupling intracardiac flow dynamics from myocardial
function.
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appear to be the Kruppel-like factor 2 (klf2),31,32 the nuclear factor
erythroid-derived 2-like 2 (nrf2),33 and NFkB signalling.34 klf2a is proposed
to have a crucial role in regulating intracardiac haemodynamics in zebra-
fish,9,31,32 and its expression is down-regulated in myh6 morphants.9

In myh62/2 that maintain circulation, klf2a is also absent, while it is
expressed in the AV canal of spaw2/2 (Supplementary material online,
Figure S2). However, due to its expression in cells outside the heart
region and the limited quantitative resolution of the in situ protocol, it
is yet unclear whether klf2a is expressed at the same levels in
spaw2/2 midline hearts.

Blood flow alterations are believed to confer resistance or make vas-
culature susceptible to atherosclerosis. Lucitti et al.35 elegantly showed
that fluid shear stress mediates the vascular remodelling of the mouse
yolk sac. However, it is very difficult to study the interactions of form
and function of the heart in vivo during mouse development. In the devel-
oping four-chambered heart, blood flow patterns are extremely
complex, due to the contraction of the myocardium and the looping
of the heart. Zebrafish embryos develop externally; they are transpar-
ent, allowing non-invasive observation and survive even in the total
absence of circulation until very late stages of development. All of
these characteristics, together with the ease to carry out forward and
reverse genetic screens,makezebrafishan ideal systemto study latepro-
cesses of heart morphogenesis. Here, we were able for the first time to
uncouple myocardial contractility from intracardiac flow dynamics and
show that the transvalvular flow pattern independently of myocardial
contractility are instrumental in driving proper valve morphogenesis.

The zebrafish embryonic heart rate (120–180 bpm) is closer to
the human heart rate (60–90 bpm) than the mouse heart rate
(300–600 bpm), but the zebrafish heart is a simple two-chambered
heartwith a single AV valve and oneaortic valve. While this configuration
provides an advantage for in vivo imaging and measuring transvalvular
flow pattern, it is intriguing to propose a similar dependence of the
cuspid number on embryonic intracardiac blood flow in the four-
chambered hearts. The two AV valves in the four-chambered hearts
of mammals haveadifferent numberof leaflets (the mitral being bicuspid,
while the valve on the right side is tricuspid). A non-lethal defect in intra-
cardiac flow dynamics during human embryonic development may arise
from transpositions of the great arteries. In the case of congenitally cor-
rected transposition, the systemic tricuspid valve exhibits an Ebstein’s
anomaly and leakiness,36 reflecting the effect of disturbed intracardiac
flow patterns on valve morphogenesis. Ventricular septal defects and
atrial septal defects are common congenital heart abnormalities, but,
in most cases, they are hemodynamically neutral during the critical
stages of embryonic AV valve development and are not commonly asso-
ciated with AV defects. However, the most common congenital valve
defect is bicuspid aortic valve disease, which affects the valve that
appears to be most sensitive to haemodynamic alterations. Understand-
ing the molecular pathways downstream of blood flow and shear stress
sensing will be pivotal in treating valvulopathies. Additional tools to
image and measure intracardiac blood flow in four-chambered heart
embryos in vivo such as optoacoustic tomography37 will reveal the evo-
lutionary conservation of our proposed hypothesis. More insights in this
complex morphogenetic process will also certainly result from develop-
ing tools for live imaging in the adult zebrafish heart with resolution com-
parable to the embryonic stages.

Supplementary material
Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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