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SUMMARY 
Basement membranes are thin, sheet like arrangements of 

extracellular matrix proteins that serve a variety of functions including 
the physical separation of cell layers and tissues, molecular ultrafiltration 
and tissue morphogenesis. Electronmicroscopically, typical basement 
membranes display two distinct zones, the lamina lucida and lamina 
densa. The lamina lucida contains anchoring filaments that extend to the 
hemidesmosomes and mediate the attachment of the epithelial cells to the 
basement membrane. The anchoring of the basement membrane to the 
mesenchyme is ensured by anchoring fibrils that are associated with the 
lamina densa and transverse the underlying zone termed sub-lamina 
densa.  

Fras1 gene, encodes a putative extracellular matrix multidomain 
protein (4010 amino acids) expressed from various epithelia of the 
developing embryo. Fras1 is a putative extracellular matrix protein which 
has been implicated in the structural adhesion of embryonic epidermis to 
dermis. Moreover, mutations in Fras1/FRAS1 have been associated with 
the mouse blebbed phenotype and the human rare genetic disorder Fraser 
syndrome, respectively. Loss of Fras1 function results in the formation of 
subepidermal hemorrhagic blisters as well as unilateral or bilateral renal 
agenesis during mouse embryogenesis.  

Previous reports demonstrated that dermal-epidermal separation 
upon blister formation in Fras1-/- mutants occurs below the lamina densa, 
implying a role for Fras1 at the level of basement membrane-

mesenchymal adherence.  In accordance with the previous, other reports 
indicate that Fras1 is detected underneath the lamina densa of embryonic 
lung epithelia and exerts its function below the lamina densa. Yet, so far 
few data exist on the ultrastructual localization of Fras1 within the 
extracellular space. We therefore performed immunogold labelling 
experiments in order to study the expression pattern of Fras1 within 
extracellular space.  
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The aim of the present study was to investigate the ultrastructual 
immunolocalization of Fras1 within the basement membrane of the 
developing mouse skin epithelium and to compare with that of a different 
epithelium such as the esophagus. The epithelium of skin and esophagus 
that we studied is described as stratified squamous. We used a specific 
antibody against Fras1 in free floating sections of E14.5 mouse embryos. 
The protein was subsequently visualized on ultrathin sections as silver 
intensified gold particles. Ultrastructual immunogold labeling using 
antibodies raised against the central NG2-like domain of Fras1 detected 
the protein underneath the lamina densa of embryonic skin and 
esophagus. This finding is in accordance with the reported indications that 
Fras1 exerts its function below the lamina densa and is detected within 
sub-lamina densa of embryonic lung epithelia. Ultrastructual immunogold 
labeling experiments revealed identical expression pattern of Fras1 in 
both embryonic skin and esophagus. Notably, the deposition of the protein 
was also identical to the reported detection of Fras1 in embryonic lung 
epithelia. The above imply that Fras1 could be an indisputable component 
of embryonic basement membranes.  

Fras1 detected in several ultra-thin sections to be anchored on 
amorphous electron dense structures located underneath lamina densa. 
The origin and molecular composition of these structures has to be studied 
in order to evaluate the importance of these finding. We propose that the 
Fras1 localization may be connected to a well studied component of basal 
membranes, anchoring fibrils. Recently, Shimizu et al. suggested that 90% 
of the anchoring fibrils originated and terminated in the lamina densa. 
Our data suggest that Fras1 is detected in the lower part of anchoring 
fibrils within sub-lamina densa. Whether there is a potential 
colocalization between Fras1 and Collagen VII which is the major 
structural component of the anchoring fibrils, remains to be determined. 
In conclusion, we demonstrate that Fras1 is an indisputable component of 
embryonic sub-lamina densa of basal membranes of stratified squamous 
epithelia.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1.  Στοιχεία Κυτταρικής Βιολογίας 
 
1.1.1. Εξωκυττάρια ουσία 
Η εξωκυττάρια ουσία  (ΕΚΟ), παρουσιαζόταν πριν µερικά χρόνια ως 

στηρικτική δοµή που βοηθάει στη συνοχή των κυττάρων  και των ιστών 
µεταξύ τους. Σήµερα, πιστεύεται, ότι τα συστατικά της ΕΚΟ συµµετέχουν 
στην ανάπτυξη και διαφοροποίηση των κυττάρων, στην οργάνωση του 
κυτταρικού σκελετού και γενικά επιδρούν στην όλη δοµή και λειτουργία 
των κυττάρων. Ο εξωκυττάριος χώρος στους ιστούς των σπονδυλωτών 
περιλαµβάνει κυρίως : 

• Κολλαγόνο: το οποίο εµφανίζεται µε περισσότερες από 18 
διαφορετικές µορφές και αποτελεί την επικρατέστερη πρωτεΐνη στο 
συνδετικό ιστό, στο δέρµα, στον οστίτη ιστό, στις βασικές µεµβράνες 
κ.λ.π. 

• Ελαστίνη: που αποτελεί ελαστικό συστατικό (πρωτεϊνικό) του 
συνδετικού ιστού. 

• Γλυκοζαµινογλυκάνες ή βλεννοπολυσακχαρίτες: που αποτελούν µια 
µεγάλη οµάδα πολυσακχαριτών, όπως υαλουρονικό οξύ, θειική 
χονδροϊτίνη , ηπαράνη κ.ά. 

• Πρωτεογλυκάνες: που αποτελούν σύµπλεγµα πρωτεΐνης µε 
γλυκοζαµινογλυκάνες.  

• Φιµπρονεκτίνη: που µεσολαβεί κατά τη σύνδεση της πλασµατικής 
µεµβράνης µε άλλα εξωκυττάρια µόρια. 

• Ινωδογόνο: που συµµετέχει στην πήξη του αίµατος. 
• Λαµινίνη: που αποτελεί σηµαντικό συστατικό των βασικών 

µεµβρανών. 
Εξωκυττάριες δοµές άλλων οργανισµών πλην των σπονδυλωτών είναι, το 

κυτταρικό τοίχωµα των φυτικών κυττάρων, το επιδερµίδιο, το κέλυφος των 
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αυγών στα έντοµα κ.ά. Ειδικότερα, το κυτταρικό τοίχωµα που περιβάλλει τα 
φυτικά κύτταρα είναι παχύτερο, περισσότερο αδιαπέραστο και δύσκαµπτο σε 
σχέση µε την εξωκυττάρια ουσία των ζωικών κυττάρων. Οι ζωικοί 
οργανισµοί, περιέχουν πολλούς τύπους εξωκυττάριας ουσίας διαφορετικής 
µοριακής σύστασης, που ο καθένας εξειδικεύεται για µια συγκεκριµένη 
λειτουργία, όπως η µηχανική αντοχή, η διήθηση, η προσκόλληση κ.ά. Για 
παράδειγµα, τα λεία µυϊκά  κύτταρα του τοιχώµατος µιας αρτηρίας 
συνδέονται µε ΕΚΟ που παρέχει ισχυρές αλλά εύκαµπτες συνδέσεις.   
Οι ΕΚΟ, αποτελούνται από διαφορετικούς συνδυασµούς τύπων 

κολλαγόνου, οι οποίοι σχηµατίζουν, είτε µακριές ίνες, είτε πορώδεις 
επιφάνειες µαζί µε τον πολυσακχαρίτη υαλουρονικό οξύ και τις 
πρωτεογλυκάνες. Πρωτεΐνες πολλαπλής προσκόλλησης, είναι επίσης 
σηµαντικά συστατικά της ΕΚΟ. Αυτές µε τη σειρά τους, συνδέονται σε 
πρωτεΐνες υποδοχείς στις επιφάνειες των κυττάρων, καθώς και σε άλλα 
συστατικά της ΕΚΟ, προσδίδοντάς τους τις ιδιότητες που αναφέρθηκαν. 
Ειδικά συστατικά της ΕΚΟ, είναι απαραίτητα για τη διαφοροποίηση των 

κυττάρων και χρειάζονται για να αποκτήσουν τις λειτουργίες ενός ειδικού 
κυτταρικού τύπου. Η µορφογένεση, το τελικό στάδιο της εµβρυϊκής 
ανάπτυξης κατά το οποίο επιτυγχάνεται η απόκτηση µορφής µέσω 
κυτταρικών µετακινήσεων και επαναδιευθετήσεων, εξαρτάται επίσης 
σηµαντικά από τα µόρια ΕΚΟ. Σε αναπτυσσόµενους οργανισµούς, τα 
συστατικά της ΕΚΟ, συνεχώς ανανεώνονται, αποικοδοµούνται και 
επανασυντίθενται τοπικά. Ακόµα και σε ενήλικες, παρατηρείται 
αποικοδόµηση και επανασύνθεση των συστατικών της ΕΚΟ σε περιοχές 
τραυµατισµού  (Μαργαρίτης, 2004). 
 

1.1.2.  Βασική  µεµβράνη      
Σε πολλούς ζωικούς ιστούς, όπως είναι η επιδερµίδα, υπάρχει µικρό 

µεσοκυττάριο διάστηµα. Τα επιθήλια και οι άλλες οργανωµένες οµάδες 
κυττάρων (όπως ο µυς), επικάθονται πάνω και συνδέονται στενά µε µια 
λεπτή ΕΚΟ που καλείται βασική µεµβράνη (ΒΜ). Η βασική µεµβράνη 
(basement membrane ή basal lamina), είναι ένα λεπτό στρώµα συστατικών 
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της εξωκυττάριας ουσίας που βρίσκεται στη βασική πλευρά των 
επιθηλιακών και ενδοθηλιακών κυττάρων το οποίο, είτε διαχωρίζει και 
ταυτόχρονα συνδέει τα επιθήλια µε άλλους ιστούς, είτε περιβάλλει τα µυϊκά 
κύτταρα, τα λιποκύτταρα κ.λ.π. Συνήθως, έχει πάχος 40-120nm και συνδέει 
κύτταρα µε τον υποκείµενο συνδετικό ιστό. Η ορολογία «membrane», 
δόθηκε πολύ πριν αποκαλυφθεί µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, ότι δεν 
πρόκειται για λιπιδική διπλοστοιβάδα. Είναι σχεδόν βέβαιο, ότι τα κύτταρα 
προσκολλώνται στο σύµπλεγµα της βασικής µεµβράνης µε τη βοήθεια 
µορίων ιντεγκρίνης και διστρογλυκάνης. Τα συστατικά της βασικής 
µεµβράνης συντίθενται, είτε από τα υποκείµενα κύτταρα του συνδετικού 
ιστού, είτε από τα επιθηλιακά κύτταρα. 
 Όλες οι βασικές µεµβράνες, περιέχουν ένα κοινό σύνολο πρωτεϊνών 
και γλυκοζαµινογλυκανών, όπως κολλαγόνο IV, πρωτεογλυκάνες θειικής 
ηπαράνης, περλεκάνης, εντακτίνης ή νιδογόνου και λαµινίνης. Η βασική 
µεµβράνη καλείται συχνά ΕΚΟ τύπου IV, λόγω αφενός της σύστασής της σε 
κολλαγόνο τύπου IV και αφετέρου της ύπαρξης αυτής της πρωτεΐνης σε 
οποιαδήποτε βασική µεµβράνη. Το κολλαγόνο IV, σχηµατίζει ένα 
δυσδιάστατο πλέγµα, ένα δίκτυο ως συρµατόπλεγµα, που δίνει στη βασική 
µεµβράνη σχήµα και σταθερότητα. Τα συστατικά της βασικής µεµβράνης, 
είναι όλα απαραίτητα για τη σωστή λειτουργία ιστών και οργάνων. Οι 
άνθρωποι που πάσχουν από το σύνδροµο Alport, παρουσιάζουν µεταλλάξεις 
στα γονίδια των α-αλυσίδων του κολλαγόνου τύπου IV. 
 Οι βασικές µεµβράνες λειτουργούν ως µοριακά φίλτρα, συµµετέχουν 
στη ρύθµιση της κυτταρικής διαφοροποίησης, της µετανάστευσης των 
κυττάρων κ.α. Η βασική µεµβράνη εµποδίζει ακόµα τους ινοβλάστες του 
υποκείµενου συνδετικού ιστού να τη διαπεράσουν χωρίς όµως να αποτρέπει 
τη διέλευση άλλων κυττάρων, όπως µακροφάγων, λεµφοκυττάρων καθώς και 
νευρικών απολήξεων. Η µεγάλη λειτουργική σηµασία της στοιβάδας αυτής 
καταδεικνύεται στις νευροµυϊκές συνάψεις, όπου περιβάλλει ολόκληρο το 
µυϊκό κύτταρο στην περιοχή της σύναψης , εξασφαλίζοντας τις απαραίτητες 
συνθήκες για τη γρήγορη διακίνηση των µορίων του νευροδιαβιβαστή αλλά 
και για την καθοδήγηση δηµιουργίας νέας σύναψης στην ίδια θέση σε 
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περίπτωση καταστροφής και αντικατάστασης του µυϊκού κυττάρου. Η 
ανακύκλωση των συστατικών της ΒΜ είναι µάλλον πολύ αργή και σε 
ορισµένες περιπτώσεις  φτάνει τις 100 µέρες  (Μαργαρίτης, 2004). 
 

1.1.3. Η δοµή  της βασικής µεµβράνης του δέρµατος 
Η βασική µεµβράνη του δέρµατος (Basement-Membrane-Zone, 

BMZ), αναγνωρίζεται ιστολογικά ως µια κατασκευή πάχους 0.5-1.0µm, που 
εντοπίζεται µεταξύ του επιθηλίου και του υποκείµενου ιστού και η οποία 
σηµαίνεται χρησιµοποιώντας την χρώση PAS (periodic acid-Schiff, Chan, 
1997). Υπερµικροσκοπικές µελέτες αναγνώρισαν διακριτά δοµικά 
συστατικά, όπως τα ηµιδεσµοσώµατα, τα νηµάτια αγκυροβόλησης (anchoring 
filaments), τα ινίδια αγκυροβόλησης (anchoring fibrils), την lamina lucida 
(LL) και την lamina densa (LD). Περαιτέρω βιοχηµικές και µοριακές 
µελέτες αποκάλυψαν τις ξεχωριστές πρωτεΐνες που δοµούν τα συστατικά 
αυτά. Είναι ενδιαφέρον, ότι ορισµένες από τις πρωτεΐνες αυτές όπως το 
κολλαγόνο VII, η p105 και τα αντιγόνα bullous pemphigoid, αποτελούν 
στόχους αυτοάνοσων αντιδράσεων (Chan et al., 1993). Έτσι, η µελέτη 
κάποιων αυτοάνοσων ασθενειών, πρόσφερε σηµαντικά στην γνώση της δοµής 
και λειτουργίας της BMZ. Μελετώντας την ΒΜΖ µε τη βοήθεια 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου µπορούµε να την χωρίσουµε σε τέσσερις 
διακριτές περιοχές οι οποίες από το επιθήλιο προς τον υποκείµενο 
συνδετικό ιστό είναι οι εξής :  

1. hemidesmosome (ηµιδεσµόσωµα) /upper lamina lucida 
2. lower lamina lucida (LL) 
3. lamina densa (LD) 
4. sub-lamina densa 

 
Ηµιδεσµόσωµα  

Το ηµιδεσµόσωµα εντοπίζεται στην πλευρά της πλασµατικής 
µεµβράνης κυττάρων που συνδέονται µε την βασική µεµβράνη και 
περιλαµβάνει τη µισή δοµή του δεσµοσώµατος (δοµή που παρατηρείται 
µεταξύ δύο γειτονικών κερατινοκυττάρων), δηλαδή µια µονή 
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ενδοκυτταροπλασµατική πλάκα πάνω στην οποία προσδένονται τα 
τονοϊνίδια των βασικών κερατινοκυττάρων. Η πρωτεΐνη BP230 (BPAg1) 
εντοπίζεται στην ενδοκυτταρική πλευρά του ηµιδεσµοσώµατος, ενώ η 
BP180 (BPAg2) είναι µια διαµεµβρανική πρωτεΐνη που αποτελείται από 
µια ενδοκυτταρική περιοχή, ένα διαµεµβρανικό κοµµάτι και µια 
εξωκυτταρική περιοχή η οποία προβάλει στην LL (Giudice et al., 1992). Η 
εξωκυτταρική περιοχή της BPAg2, περιλαµβάνει µια κολλαγονώδη περιοχή 
που διακόπτεται από 16 µη κολλλαγονώδεις περιοχές. Η µεγαλύτερη από 
αυτές τις µη κολλαγονώδεις περιοχές, η NC16A, εντοπίζεται γειτονικά του 
διαµεµβρανικού τµήµατος. Εκτός από την BPAg2, στην περιοχή αυτή, 
εντοπίζονται η ιντεγκρίνη α6β4 (µέλος της οικογένειας των ιντεγκρινών) και 
η πλεκτίνη, µια πρωτεΐνη προσκόλλησης που σχετίζεται µε τον 
κυτταροσκελετό (Liu et al., 1996). 

 
Lamina lucida  
 Εντοπίζεται µεταξύ του ηµιδεσµοσώµατος και της LD και φαίνεται µε 
το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο ως µια ηλεκτρονικά διαυγής ζώνη. Παρόλα 
αυτά, σε αυτή την περιοχή µπορούµε να διακρίνουµε δοµές ινιδίων που 
ονοµάζονται νηµάτια αγκυροβόλησης. Τα ινίδια αυτά, εκτείνονται από το 
ηµιδεσµόσωµα µέχρι την LD διασχίζοντας την LL. Ένα από τα συστατικά 
των ινιδίων αυτών, είναι µέλος της οικογένειας των λαµινών, η λαµινίνη-5 
(Rousselle et al., 1991; Marinkovich et al., 1992). Η οικογένεια των 
λαµινινών, περιλαµβάνει ένα σύνολο ετεροτριµερών διαφόρων συνδυασµών 
τριών αλυσίδων α, β και γ που συντίθενται και εκκρίνονται από 
κερατινοκύτταρα (Timpl and Brown, 1994). Η λαµινίνη-6, παλαιότερα 
γνωστή ως k-λαµινίνη, είναι ένα ακόµη µέλος αυτής της οικογένειας και η 
παρουσία της εντοπίζεται αποκλειστικά σε βασικές µεµβράνες που 
περιέχουν νηµάτια αγκυροβόλησης. Η λαµινίνη-6, (ετεροτριµερές α3β1γ1), 
εκκρίνεται από επιδερµικά κύτταρα και εµφανίζει δοµικές και 
ανοσολογικές οµοιότητες µε δύο άλλες λαµινίνες που εντοπίζονται στην LL, 
την λαµινίνη-1 (ετεροτριµερές α1β1γ1) και την λαµινίνη-5 (ετεροτριµερές 
α3β3γ2) (Marinkovich et al., 1992). Επιπλέον, µια πρωτεΐνη 105kDa που 
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ονοµάζεται p105 χαρακτηρίστηκε πρόσφατα ως αποτέλεσµα µελετών 
αυτοάνοσων ασθενειών. Περαιτέρω βιοχηµικές µελέτες έδειξαν ότι η 
πρωτεΐνη αυτή είναι διαφορετική από την γ2 αλυσίδα της λαµινίνης-5 που 
έχει µέγεθος επίσης 105kDa (Chan et al., 1996). Επίσης, σε αυτή την 
περιοχή, εντοπίζεται και µια άλλη γλυκοπρωτείνη, η εντακτίνη. (Tsao et 
al., 1990). 
 
Lamina densa 
 Η LD ονοµάστηκε έτσι εξαιτίας της ηλεκτρονικά πυκνής δοµής που 
φαίνεται να έχει στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Πολλοί επιστήµονες 
θεωρούν την LD ως την πραγµατική βασική µεµβράνη. Το πάχος της LD 
κυµαίνεται µεταξύ 35 και 45 nm. Το κολλαγόνο IV θεωρείται ως το κύριο 
συστατικό αυτής της περιοχής, ενώ άλλα συστατικά της βασικής µεµβράνης 
που εντοπίζονται σε αυτή την περιοχή είναι η περλεκάνη  και πιθανώς η 
λαµινίνη-6 (Kuhn, 1994; Lozzo, 1994; Chan et al., 1997). 

 
Sub-lamina densa 

Κάτω από την LD, υπάρχουν δοµές ινιδίων που ενώνουν την LD µε 
τις επονοµαζόµενες πλάκες αγκυροβόλησης. Τα ινίδια αυτά, είναι γνωστά ως 
ινίδια αγκυροβόλησης και το βασικό συστατικό τους είναι το κολλαγόνο VII 
(Sakai et al., 1986). Το κολλαγόνο VII, κωδικοποιείται από το γονίδιο 
COL7A1 στη χρωµοσωµική περιοχή 3p21 (Christiano et al., 1994a). Το 
γονίδιο αυτό, µεγέθους 32kb περιέχει 118 εξόνια, που αποτελεί τον 
µεγαλύτερο αριθµό εξονίων οποιουδήποτε µέχρι σήµερα γνωστού γονιδίου. 
Το mRNA µετάγραφο, µεγέθους 8,9kb µεταφράζεται σε ένα προπεπτίδιο 
[proa1(VII)] αποτελούµενο από 2944 αµινοξέα (Christiano et al., 1994b). Το 
κολλαγόνο VII, είναι µια πρωτεΐνη 290kDa που συντίθεται και εκκρίνεται 
τόσο από κερατινοκύτταρα όσο και από ινοβλάστες. Το ώριµο κολλαγόνο VII, 
όπως όλα τα µόρια κολλαγόνου, αποτελείται από τρεις πολυπεπτιδικές 
αλυσίδες [proa1(VII)]3. Πιο συγκεκριµένα, το προκολλαγόνο VII είναι 
οµοτριµερές και κάθε µονοµερές αποτελείται από µια κεντρική µεγάλη 
κολλαγονώδη τριπλής έλικας περιοχή 145kDa, µια µη κολλαγονώδη 
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αµινοτελική περιοχή 145kDa NC1  (NC: non-collagenous) και µια µη 
κολλαγονώδη καρβοξυτελική περιοχή 145kDa NC2 (Burgesson, 1993). Η 
κολλαγονώδης περιοχή αποτελείται από επαναλήψεις GLY-X-Y που 
διπλώνουν σε µορφή τριπλής έλικας. Η έλικα αυτή διακόπτεται 19 φορές 
από µικρές µη κολλαγονώδεις αλληλουχίες, που κυµαίνονται από 1-39 
κατάλοιπα. Οι αλληλουχίες αυτές πιστεύεται ότι προσδίδουν ελαστικότητα 
στο µόριο του κολλαγόνου VII, χαρακτηριστικό απαραίτητο, για τις 
λειτουργίες που πιθανώς να επιτελεί ως βασικό δοµικό συστατικό των 
ινιδίων αγκυροβόλησης. Φαίνεται, ότι είτε όλη, είτε ένα µέρος της περιοχής 
NC2 αποµακρύνεται πρωτεολυτικά προτού εισέλθει στην ΒΜΖ. Η υπόθεση 
αυτή ενισχύεται από το γεγονός, ότι δεν υπάρχει σήµανση του αντισώµατος 
ενάντια στην NC2 περιοχή στην ΒΜΖ (Bruckner-Tuderman et al., 1995). Η 
περιοχή NC1 είναι αυτή που αλληλεπιδρά µε άλλα µόρια. Εκτός από τα 
ινίδια αγκυροβόλησης, υπάρχουν και άλλα ινίδια που εντοπίζονται σε 
αυτήν την περιοχή όπως oxytalan, elaunin και ελαστικές ίνες. 
 

 
 
Σχήµα  1. Σχηµατικό διάγραµµα της βασικής µεµβράνης του δέρµατος. Με 
τα βέλη υποδεικνύονται οι σχετικές θέσεις των συστατικών της BMZ. 
(BP=bullus pemphigoid, Ag=antigen). Η salt-split zone δείχνει περίπου, 
την περιοχή διαχωρισµού του δέρµατος όταν σε αυτό επιδράσουν χηµικά, 
όπως 1Μ NaCl, ή  20mM  Na-EDTA. (Chan, 1997) 
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1.1.4. Ο  ρόλος της βασικής µεµβράνης του δέρµατος 
Η κύρια λειτουργία της βασικής µεµβράνης του δέρµατος (BMZ), 

είναι η σύνδεση και ταυτόχρονα ο διαχωρισµός της δερµίδας από την 
επιδερµίδα και κατ’ επέκταση η διατήρηση της δοµικής ακεραιότητας του 
δέρµατος. Οι αποδείξεις για το ρόλο αυτό της BMZ  προέχονται από 
παρατηρήσεις διαφόρων κληρονοµήσιµων ασθενειών του δέρµατος που 
χαρακτηρίζονται από ελαττωµατικές πρωτεΐνες της ΒΜΖ εξαιτίας 
µεταλλαγών που έγιναν στα αντίστοιχα γονίδια που τις κωδικοποιούν. Η 
δερµατική ασθένεια Συνδετική Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση (Junctional 
Epidermolysis Bullosa, JEB), η οποία χαρακτηρίζεται από ελαττωµατική 
λαµινίνη-5, BP180 ή β4 ιντεγκρίνη, εκδηλώνεται κλινικά µε ευθραυστότητα 
του δέρµατος και µε τον υποδερµικό σχηµατισµό ποµφολύγων σε 
τραυµατισµένες περιοχές του δέρµατος (Vidal et al., 1995). Παρόµοια 
κλινική εικόνα, εκδηλώνει και µια άλλη δερµατική ασθένεια, η Δυστροφική 
Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση (Dystrophic Epidermolysis Bullosa, DEB), η 
οποία χαρακτηρίζεται από ελαττωµατική σύνθεση του κολλαγόνου VII 
εξαιτίας γενετικών µεταλλαγών (Dunnill, 1996).  

Ο κύριος αυτός ρόλος της BMZ υποστηρίζεται και από εργαστηριακά 
στοιχεία. Η λαµινίνη-5 που αποτελεί βασικό συστατικό της LL, έχει δειχθεί 
ότι ενώνεται ισχυρά µε τις ιντεγκρίνες α3β1 και α6β4 στην πλασµατική 
µεµβράνη των βασικών επιθηλιακών κυττάρων (Carter et al., 1991) 
(Niessen et al., 1994). Παρόλα αυτά, έχει χαµηλή συγγένεια δέσµευσης µε 
την εντακτίνη, που δρα ως συνεκτικό δίκτυο µεταξύ λαµινίνης-1 και 
κολλαγόνου VII (Brown et al., 1994). Η υψηλή συγγένεια της λαµινίνης-1 
προς την εντακτίνη, οφείλεται στο τέταρτο EGF-like repeat domain III της 
γ1 αλυσίδας το οποίο απουσιάζει από την λαµινίνη-5 (Mayer et al., 1993). 
Παροµοίως, υψηλή συγγένεια για την εντακτίνη εµφανίζουν τόσο η 
λαµινίνη-2 όσο και η λαµινίνη-4 που και οι δύο έχουν την γ1 αλυσίδα 
(Brown et al., 1994). Με δεδοµένο, ότι και η λαµινίνη-6 έχει αυτή τη γ1 
αλυσίδα, πιθανώς να εµφανίζει και αυτή συγγένεια δέσµευσης µε την 
εντακτίνη. H NC1 περιοχή του κολλαγόνου VII, εµφανίζει µεγάλη οµολογία 
µε την A περιοχή του αιµορραγικού παράγοντα von Willebrand καθώς και 
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µε τις III-like επαναλήψεις της φιµπρονεκτίνης (Chen et al., 1997). Μια 
ευκαρυωτικά εκφρασµένη ανασυνδυασµένη πλήρους µήκους NC1 πρωτεΐνη 
δείχθηκε, ότι παρουσιάζει ειδικές αλληλεπιδράσεις µε τα συστατικά της LL, 
το σύµπλοκο λαµινίνης -5/6 και µε  συστατικά της δερµίδας όπως 
φιµπρονεκτίνη και κολλαγόνο τύπου Ι (Chen et al., 1997).  

Οι αλληλεπιδράσεις των διαφόρων µορίων της ΒΜΖ µπορούν να 
παρουσιαστούν ως εξής: 

• Οι ιντεγκρίνες  α3β1 και α6β4 δρουν ως υποδοχείς για την λαµινίνη-5 
και λαµινίνη-5/λαµινίνη-1 αντίστοιχα. 

•  Η λαµινίνη-5 σχηµατίζει ένα σύµπλοκο µε την λαµινίνη-6 
• Η λαµινίνη-1 και η λαµινίνη-6 αλληλεπιδρούν µε την εντακτίνη, η 
οποία µε τη σειρά της αλληλεπιδρά µε το κολλαγόνο IV. 

• Το κολλαγόνο ΙV αλληλεπιδρά µε το κολλαγόνο VII το οποίο µε τη 
σειρά του αλληλεπιδρά τόσο µε το σύµπλοκο λαµινίνης-5/λαµινίνης-6 
όσο και την φιµπρονεκτίνη και το κολλαγόνο τύπου Ι. 

 Με όλες αυτές τις αλληλεπιδράσεις των µορίων της BMZ, 
επιτυγχάνεται η σύνδεση δερµίδας-επιδερµίδας. Ο ρόλος αυτός ενισχύεται 
και από κλινικά δεδοµένα αυτοάνοσων υποδερµικών παθήσεων, των οποίων 
η παθογενής αιτία σχετίζεται µε διαταραχές των συστατικών της BMZ λόγω 
αυτοαντισωµάτων. Εκτός από τον κύριο ρόλο της, η ΒΜΖ επιτελεί και 
πολλές άλλες λειτουργίες µεταξύ των οποίων, συµβάλλει στην κυτταρική 
µετακίνηση και γενικότερα στον µεταβολισµό και στην ανάπτυξη των 
κυττάρων, δεσµεύει και αποθηκεύει αυξητικούς παράγοντες και ορµόνες, 
στηρίζει τους ιστούς και τους συνδέει µε το υποκείµενο ή περιβάλλον 
µεσέγχυµα, εµποδίζει την παθητική διέλευση µακροµορίων, κυττάρων ή 
νευρικών απολήξεων κ.ά.   
 

1.1.5. Πλάκες αγκυροβόλησης 
Πρόκειται για άµορφες ηλεκτρονικά-πυκνές δοµές που εντοπίζονται 

στην περιοχή της sub-lamina densa. Μελετώντας τις µε τη χρήση 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου, διαπιστώθηκε ότι πρόκειται για ανεξάρτητες 
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«νησίδες» ηλεκτρονικά πυκνού υλικού, των οποίων η σύνδεση µε την 
lamina densa επιτυγχάνεται µόνο διαµέσου των ινιδίων αγκυροβόλησης. 

 Με πειράµατα ανοσο-ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και µε τη χρήση 
αντισωµάτων ενάντια στο καρβοξυτελικό άκρο των µορίων κολλαγόνου VII, 
διαπιστώθηκε ότι η σήµανση δεν περιοριζόταν µόνο στην ακριβώς 
υποκείµενη περιοχή της lamina densa (πράγµα λογικό από τη στιγµή που 
το κολλαγόνο VII αποτελεί βασικό δοµικό συστατικό των ινιδίων 
αγκυροβόλησης που εντοπίζονται σε αυτήν τη περιοχή), αλλά 
επεκτείνονταν και στις πλάκες αγκυροβόλησης.  Τα πειράµατα αυτά 
έδειξαν, ότι η καρβοξυτελική περιοχή του κολλαγόνου VII εντοπίζεται τόσο 
στην lamina densa όσο και στις πλάκες αγκυροβόλησης  (Keene et al., 
1987). 

Από τη στιγµή, που υπερµικροσκοπικά, οι πλάκες αγκυροβόλησης 
µοιάζουν µε την lamina densa, µελετήθηκε το κατά πόσο περιέχουν 
κολλαγόνο IV χρησιµοποιώντας µονοκλωνικό αντίσωµα ενάντια στο 
συγκεκριµένο τύπο κολλαγόνου. Τα πειράµατα έδειξαν  την ίδια ακριβώς 
σήµανση µε αυτή των προαναφερθέντων πειραµάτων για την καρβοξυτελική 
περιοχή του κολλαγόνου VII. Για να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω, 
διενεργήθηκαν πειράµατα διπλής σήµανσης για το κολλαγόνο IV και την 
καρβοξυτελική περιοχή του κολλαγόνου VII (σχήµα 1). Τα αποτελέσµατα 
αυτών των πειραµάτων έδειξαν ξεκάθαρα τον συνεντοπισµό του κολλαγόνου 
IV και της καρβοξυτελικής περιοχής του κολλαγόνου VII τόσο στην lamina 
densa όσο και στις πλάκες αγκυροβόλησης (Keene et al.,  1987). 

Η κατανοµή των πλακών αγκυροβόλησης στο ανθρώπινο δέρµα, έχει 
µελετηθεί εκτενώς σε διάφορες ηλικίες και περιοχές του σώµατος και τα 
αποτελέσµατα υποδηλώνουν, ότι η µέση απόσταση αυτών από την lamina 
densa είναι 341nm (Keene et al.,  1987).  

Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις, εντοπίστηκαν τόσο ινίδια 
αγκυροβόλησης, όσο και πλάκες αγκυροβόλησης, ενώ η αλληλεπίδραση των 
ινιδίων αγκυροβόλησης µε τις πλάκες αγκυροβόλησης ήταν εµφανής σε όλες 
τις περιπτώσεις. Τα αποτελέσµατα αυτής της έρευνας δείχνουν ότι οι πλάκες 
αγκυροβόλησης, είναι ένα χαρακτηριστικό, που υπερµικροσκοπικά 
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συναντάται πάντα ανεξάρτητα από την προέλευση του δέρµατος ενώ ο 
αριθµός αυτών δεν φαίνεται να διαφοροποιείται σηµαντικά µε βάση την 
ηλικία.   

Όσον αφορά το δέρµα νεογέννητου ανθρώπου, η µέση απόσταση των 
πλακών αγκυροβόλησης από την lamina densa, υπολογίστηκε στα 341nm, 
ενώ µόνο 2.4% των πλακών αγκυροβόλησης απείχαν περισσότερο από τη 
lamina densa σε σχέση µε το µέγιστο µήκος των ινιδίων αγκυροβόλησης 
(800nm). 
 

 
 
Εικόνα  1. Διπλός ανοσοεντοπισµός της καρβοξυτελικής περιοχής του 
κολλαγόνου VII και του κολλαγόνου IV στην περιοχή ένωσης δερµίδας-
επιδερµίδας της ανθρώπινης ακροποσθίας. Το δεύτερο αντίσωµα για το 
κολλαγόνο VII είναι συζευγµένο µε κόκκους χρυσού διαµέτρου 15nm και το 
δεύτερο αντίσωµα για το κολλαγόνο ΙV είναι συζευγµένο µε κόκκους χρυσού 
διαµέτρου 5nm. ΑΡ: πλάκες αγκυροβόλησης, ΑF: ινίδια αγκυροβόλησης 
(Keene et al.,  1987)  
 

 
1.1.6. Ινίδια αγκυροβόλησης  

Τα ινίδια αγκυροβόλησης, ξεκινούν από την lamina densa (LD) και 
εκτείνονται στον υποκείµενο συνδετικό ιστό. Το µήκος των ινιδίων αυτών 
είναι περίπου 800nm και κάθε ίνα, φαίνεται να ξεκινάει από την LD και 
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είτε να αγκυροβολεί στις πλάκες αγκυροβόλησης, είτε να ξαναγυρίζει στην 
LD. Συχνά, τα ινίδια αγκυροβόλησης παγιδεύουν ινίδια κολλαγόνου στην 
δερµίδα, ενισχύοντας έτσι, τη σύνδεση επιδερµίδας-δερµίδας. Τα ινίδια 
αγκυροβόλησης περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1987  (Keene et al., 1987) 
και από τότε επικρατεί σύγχυση στην βιβλιογραφία σχετικά µε τον 
προσανατολισµό αυτών των ινιδίων. Σύµφωνα µε τον Shimizu και τους 
συνεργάτες του, το 90% των ινιδίων αγκυροβόλησης ξεκινούν και 
τερµατίζουν στην LD (Shimizu et al., 1997), ενώ πολλές φορές θεωρούνται 
ότι ενώνουν τις πλάκες αγκυροβόλησης µεταξύ τους (Keene et al., 1987). 

To κύριο δοµικό συστατικό των ινιδίων αγκυροβόλησης, είναι το 
κολλαγόνο VII. Κατά τη διάρκεια της ινιδογένεσης, µονοµερή του 
κολλαγόνου VII, σχηµατίζουν αντιπαράλληλα διµερή που ενώνονται 
οµοιοπολικά µε δισουλφιδικούς δεσµούς. Τα άκρα του προκολλαγόνου VII 
και κατ’ επέκταση των ινιδίων αγκυροβόλησης αποτελούνται από µεγάλες 
και πολύπλοκες σφαιρικές περιοχές (Lunstrum et al., 1986). Τα 
προκύπτοντα διµερή, αφού πρωτεολυθούν κατάλληλα (διάσπαση της 
περιοχής NC2), συναθροίζονται πλευρικώς κατά οµάδες δηµιουργώντας έτσι 
τα ινίδια αγκυροβόλησης (Βruckner-Tuderman 1999, Σχήµα 2). Η 
υπερµικροσκοπική µελέτη των ινιδίων αγκυροβόλησης, δείχνει ότι, 
συνήθως δεν εµφανίζονται σε πλήρη επιµήκυνση, πράγµα που υποδηλώνει 
την ευλυγισία της τριπλής έλικας του κολλαγόνου VII. Παρόλα αυτά, τα 
ινίδια αγκυροβόλησης σε πλήρη επιµήκυνση πλησιάζουν το µήκος των 
µορίων κολλαγόνου VII. 
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Σχήµα  2. Η υποθετική σχέση µεταξύ κολλαγόνου VII και ινιδίων 
αγκυροβόλησης (Keene et al.,  1987)  
 

Μέχρι σήµερα, υπάρχουν αρκετά στοιχεία που να υποδηλώνουν ότι 
τα ινίδια αγκυροβόλησης περιέχουν και άλλες πρωτεΐνες εκτός από το 
κολλαγόνο VII. Για παράδειγµα, τα µονοκλωνικά αντισώµατα AF1 και AF2, 
παρόλο που δεν αλληλεπιδρούν µε το κολλαγόνο VII (Goldsmith and 
Briggaman, 1983), έχουν εντοπισθεί µε πειράµατα ανοσο-ηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας στα ινίδια αγκυροβόλησης. Άλλο ένα µονοκλωνικό αντίσωµα, 
το GDA-J/F3, αναγνωρίζει µια µη κολλαγονώδη πρωτεΐνη 50kDa η οποία µε 
πειράµατα ανοσο-ηλεκτρονικής µικροσκοπίας εντοπίσθηκε στο σηµείο 
επαφής των ινιδίων αγκυροβόλησης µε την LD. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η 
πρωτεΐνη αυτή σχετίζεται µε το κολλαγόνο VII και τα ινίδια αγκυροβόλησης 
από τη στιγµή που σε πολλούς ασθενείς που πάσχουν από DEB (µε 
µεταλλαγµένο ή ανύπαρκτο κολλαγόνο VII), η πρωτεΐνη αυτή απουσιάζει 
(Gayraud et al., 1997). 
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1.2.  Στοιχεία για την  Fras1 
 
1.2.1 Προβλεπόµενη  αµινοξική  αλληλουχία της Fras1 

Το γονίδιο Fras1 του ποντικού χαρτογραφήθηκε στο χρωµόσωµα 5 
κοντά στο D5Mit20 και κωδικοποιεί πρωτεΐνη 4010 αµινοξέων.  H Fras1 µε 
βάση την προβλεπόµενη αµινοξική της αλληλουχία (SMART, Simple 
Modular Architecture Research Tool), διακρίνεται σε ξεχωριστές 
πρωτεϊνικές περιοχές, οι οποίες έχουν ταυτιστεί µε συγκεκριµένες 
λειτουργίες και οι οποίες εντοπίζονται σε διαφορετικές πρωτεΐνες 
ποικίλλων οργανισµών. Η διαφορά της Fras1 µε αυτές τις πρωτεΐνες είναι, 
ότι µόνο η Fras1 περιλαµβάνει όλες αυτές τις περιοχές, καθώς οι άλλες 
πρωτεΐνες, περιλαµβάνουν µόνο µία τέτοια περιοχή η καθεµία. Πιο 
συγκεκριµένα, ξεκινώντας από το αµινοτελικό άκρο της Fras1 απαντώνται 
οι παρακάτω πρωτεϊνικές περιοχές (Σχήµα 3):  

 

 
Σχήµα  3. Προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία του γονιδίου Fras1. Στο 
σχήµα απεικονίζονται µε βάση το πρόγραµµα SMART πιθανές περιοχές της 
προβλεπόµενης αµινοξικής αλληλουχίας του γονιδίου Fras1. Ab: Η περιοχή 
της Fras1 που χρησιµοποιήθηκε για την ανοσοποίηση των κουνελιών και 
την παραγωγή του πολυκλωνικού αντισώµατος anti-Fras1 (Vrontou et al., 
2003). 
 
• Signal peptide (2-22 aa): Πρόκειται για ένα πιθανό πεπτίδιο σινιάλο, 
για την εισαγωγή της πρωτεΐνης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο και την 
ολοκλήρωση της σύνθεσής της.  

• VWC (von Willebrand factor (vWF) type C domain) (27-417 aa): 
Πρόκειται για µια περιοχή πλούσια σε κυστεϊνες, που περιέχει 6 
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επαναλαµβανόµενα µοτίβα, που συναντώνται στην περιοχή C του 
αιµορραγικού παράγοντα Von Willebrand. 

• FU (Furin-like repeats) (418-1095 aa): Πρόκειται για µια περιοχή 
πλούσια σε κυστεϊνες, που περιέχει 13 επαναλαµβανόµενα µοτίβα, 
που εντοπίζονται στις πρωτεάσες της οικογένειας των φουρινών και 
τα οποία δεν συµπίπτουν µε το καταλυτικό κέντρο των πρωτεασών 
αυτών. 

• Οµόλογη περιοχή µε την NG2 (1104-2520 aa) Πρόκειται για µια 
περιοχή της τάξεως περίπου 1500 αµινοξέων, που παρουσιάζει 
οµολογία µε την NG2 πρωτεογλυκάνη, η οποία εντοπίζεται στα 
θηλαστικά και προσδένει θειική χονδροϊτίνη. 

• Calx beta (Domains in Na-Ca exchangers and integrin-beta4)    
(2566-3130 aa): Πρόκειται για πέντε µοτίβα πρόσδεσης ασβεστίου, 
που συναντώνται σε ιοντοανταλλάκτες Na+-Ca+2. 

• Transmembrane segment (3895-3924 aa): Πρόκειται για µια πιθανή 
διαµεµβρανική περιοχή.  

 

1.2.2. Περιγραφή  του φαινοτύπου των  Fras1 - / - ποντικών  
Τα αποτελέσµατα της απενεργοποίησης του Fras1 έχουν µελετηθεί σε 

δύο στελέχη ποντικού, στο NMRI (ετεροµικτικό, outbred) και στο C57BL/10 
(οµοµικτικό, inbred), στην F5 γενεά. Τα κύρια φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά τα οποία εκδηλώνονται σε αυτά τα ποντίκια είναι τα εξής : 

 Εµφάνιση αιµορραγικών ποµφολύγων 
 Εµφάνιση κρυπτοφθαλµίας και συνδακτυλίας 
 Νεφρικές ανωµαλίες  
 Σκελετικά προβλήµατα 
 Προβλήµατα στους πνεύµονες 
Οι διασταυρώσεις των ετερόζυγων ποντικών στο στέλεχος C57BL/10, δεν 

παράγουν οµόζυγους απογόνους για το τροποποιηµένο αλληλόµορφο του 
γονιδίου Fras1, γεγονός που υποδηλώνει την εµβρυϊκή θνησιµότητα των 
απογόνων αυτών. Την ηµέρα 11.5 της εµβρυογένεσης, τα έµβρυα 
απαντώνται στην αναµενόµενη µεντελική συχνότητα και δεν παρουσιάζουν 
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καµία φαινοτυπική ανωµαλία. Ωστόσο, τα έµβρυα την ηµέρα 12.5 της 
εµβρυογένεσης, εµφανίζουν δερµατικές φουσκάλες, που εντοπίζονται 
κυρίως στο κεφάλι και στην περιοχή των µατιών και συχνά στο ακραίο 
τµήµα των άκρων. Αρχικά, είναι γεµάτες από διάφανο υγρό, ενώ σταδιακά 
από διαφανείς γίνονται κόκκινες, γεγονός που µπορεί να ερµηνευτεί 
υποστηρίζοντας, ότι το διάφανο χρώµα στα πρώτα στάδια εξέλιξης της 
φουσκάλας µπορεί να είναι πλάσµα του αίµατος, ενώ στην συνέχεια µε την 
είσοδο ερυθρών αιµοσφαιρίων, οι φουσκάλες γίνονται αιµορραγικές. Τελικά, 
τα έµβρυα, πιθανώς λόγο επιπλοκών που προκύπτουν από την 
παρατηρούµενη αιµορραγία, πεθαίνουν µεταξύ της 14.5 και 16.5 ηµέρας της 
εµβρυογένεσης. 

Σε αντίθεση µε τα οµόζυγα έµβρυα του στελέχους C57BL/10, τo 50% των 
οµόζυγων εµβρύων του στελέχους NMRI επιβιώνουν και αναπτύσσονται 
φυσιολογικά. Σχεδόν τα µισά από τα νεογέννητα οµόζυγα άτοµα, πεθαίνουν 
εντός του πρώτου µήνα της ζωής τους, ενώ αυτά που επιβιώνουν χρειάζονται 
τρεις µήνες για να αναρρώσουν πλήρως. Θα πρέπει να τονιστεί, ότι µεγάλες 
αιµορραγικές φουσκάλες, εµβρυϊκά προσχηµατισµένες, δεν έχουν 
εντοπισθεί ποτέ σε οµόζυγα νεογέννητα στην περιοχή του κεφαλιού, 
γεγονός που υποδηλώνει, ότι πιθανόν οι φουσκάλες στην περιοχή αυτή να 
δρουν απαγορευτικά στην επιβίωση των εµβρύων. 

Τα ενήλικα οµόζυγα άτοµα του στελέχους NMRI  εµφανίζουν κλειστά 
βλέφαρα, είτε και στα δύο µάτια (σε ποσοστό 20%), είτε στο ένα µάτι (σε 
ποσοστό 75%). Το υπόλοιπο 5%, παρουσιάζει µερικώς κλεισµένα βλέφαρα, 
που συνοδεύονται από περιορισµένο άνοιγµα των βλεφάρων. Ανατοµία του 
δέρµατος που καλύπτει την περιοχή των µατιών µε κλειστά βλέφαρα, έδειξε 
τη µόνιµη σύνδεση των βλεφάρων (ύπαρξη κρυπτοφθαλµίας). Εκτός από τις 
συγχωνεύσεις των βλεφάρων, παρατηρούνται συγχωνεύσεις στο 90% των 
οµόζυγων Fras1-/- ποντικών στα δάχτυλα των άκρων και ιδιαίτερα των πίσω. 

Ιστολογική ανάλυση διαφόρων αναπτυξιακών σταδίων οµόζυγων 
εµβρύων τόσο του στελέχους C57BL/10 όσο και του στελέχους NMRI 
αποκάλυψε την µονόπλευρη  αγενεσία  (σε ποσοστό 30% των εµβρύων µε 
νεφρικές ανωµαλίες) και την αµφίπλευρη αγενεσία (σε ποσοστό 50% των 
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εµβρύων µε προβλήµατα στα νεφρά). Πιο συγκεκριµένα, σε έµβρυα Ε15.5 
εντοπίστηκε µονόπλευρη ή αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία στο 50% όλων 
των περιπτώσεων. Η νεφρική αγενεσία εντοπίσθηκε και στα ενήλικα 
οµόζυγα άτοµα του στελέχους NMRI σε ποσοστό 50%. 

Σε αναλογία µε τη συγχώνευση των βλεφάρων και των δακτύλων, 
διαπιστώθηκε συγχώνευση και των οστών στις αποφύσεις των δακτύλων. Πιο 
συγκεκριµένα, σε 40 οµόζυγα ποντίκια του στελέχους NMRI που 
µελετήθηκαν, διαπιστώθηκε η εµφάνιση δισχιδούς ξιφοειδούς απόφυσης του 
στέρνου τους και στο 5-10% αυτών συνοστέωση των ακανθωδών αποφύσεων 
των σπονδύλων και λείανση ή κολόβωση των δοντιών τους (Vrontou et al., 
2003)). 
 
 

1.2.3. Πειράµατα εντοπισµού  της  Fras1 
Με πειράµατα RNA in situ υβριδοποίησης εντοπίστηκαν τα 

µετάγραφα του γονιδίου Fras1 στο επιθήλιο της επιδερµίδας (εικόνα 2), 
καθώς και στο επιθήλιο διαφόρων αναπτυσσόµενων οργάνων όπως εντέρου, 
στοµάχου και σε εσωτερικά επιθήλια, όπως αυτό του µετανεφρού (εικόνα 3). 
Σε συµφωνία µε την επιθηλιακή προέλευση του mRNA του Fras1, η Fras1 
εντοπίστηκε στην βασική πλευρά των επιθηλίων. 

 

 
Εικόνα  2. RNA in situ υβριδοποίηση σε έµβρυα αγρίου τύπου Ε14.5. 
Εντοπίστηκαν, τα Fras1 µετάγραφα, στο επιθήλιο του κερατοειδή χιτώνα 
(CE) και του βλεφάρου (EL), στο επιθήλιο του δέρµατος (SE) και στο 
εσωτερικό επιθήλιο του αναπτυσσόµενου νεφρού (K). AD: adrenal gland, D: 
dermis, PL: pigment layer of the retina (Vrontou et al., 2003). 
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Εικόνα  3. Εντοπισµός της Fras1 σε έµβρυα αγρίου τύπου Ε14.5.  H Fras1 
εντοπίστηκε, στη βασική επιφάνεια του επιθηλίου του κερατοειδή χιτώνα 
(CE), του επιθηλίου του βλεφάρου (EL) και του επιθηλίου του εντέρου. LU: 
lumen of the gut (Vrontou S., et al., 2003). 
 
Με µια σειρά πειραµάτων, µελετήθηκε η έκφραση του Fras1, στους 
πνεύµονες σε έµβρυα ποντικών Fras1+/- Ε14.5 και διαπιστώθηκε ενδογενής 
έκφρασή του στο επιθήλιο των βρόγχων, αλλά όχι στο µεσέγχυµα (εικόνα 4). 
Επίσης, µελετήθηκε η έκφραση της Fras1 σε έµβρυα ποντικού Ε11.5 και 
Ε16.5 και διαπιστώθηκε ο εντοπισµός της στο επιθήλιο των βρόγχων (εικόνα 
5). 
 

 
Εικόνα  4.Εντοπισµός του Fras1 σε έµβρυα ποντικών Fras1+/- Ε14.5. Το 
Fras1 εντοπίστηκε στα µεσοθυλιακά κύτταρα (m: mesothelial cells) και στο 
επιθήλιο των βρόγχων (aw: conducting airways), αλλά όχι στο µεσέγχυµα 
(*, Petrou et al., 2005). 
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Εικόνα  5. Εντοπισµός της Fras1 σε έµβρυα ποντικών Ε11.5 και Ε16.5. Η 
Fras1 εντοπίστηκε στο επιθήλιο των βρόγχων (aw: conducting airways) και 
στον υπεζωκότα (visceral pleura, vpl; Petrou, et al., 2005) 
 
 

1.2.4. Σχέση  της Fras1 µε  άλλες  πρωτεΐνες της βασικής  
µεµβράνης 

Πειράµατα ανοσοφθορισµού έδειξαν, πως το πρότυπο έκφρασης άλλων 
γνωστών πρωτεϊνών της βασικής µεµβράνης, όπως της λαµινίνης α5 και του 
κολλαγόνου VII, δεν αλλάζει στα Fras1-/- ποντίκια, σε σχέση µε τα αγρίου 
τύπου. Το γεγονός αυτό, υποδηλώνει ότι η απουσία της Fras1 δεν 
διαταράσσει, τουλάχιστον έντονα, τη δοµή της βασικής µεµβράνης. Το 
κολλαγόνο VI σε αγρίου τύπου ζώα, εντοπίζεται στον συνδετικό ιστό καθώς 
και στην βασική µεµβράνη του δέρµατος. Σε Fras1-/- ποντίκια, εντοπίζεται 
µόνο στον συνδετικό ιστό που υπόκειται της βασικής µεµβράνης του 
δέρµατος και όχι στην βασική µεµβράνη. Η µη συσσώρευση κολλαγόνου VI 
στην βασική µεµβράνη του δέρµατος, µπορεί να εξηγηθεί, από την 
ενδεχόµενη, άµεση αλληλεπίδραση αυτής της πρωτεΐνης µε την Fras1. 
Επειδή στα Fras1-/- ποντίκια απουσιάζει η Fras1, αν όντως αλληλεπιδρούν 
αυτές οι πρωτεΐνες µεταξύ τους, τότε µπορεί να δικαιολογηθεί η απουσία 
του κολλαγόνου VI από την περιοχή της βασικής µεµβράνης. Ένα επιπλέον 
στοιχείο που στηρίζει την παραπάνω υπόθεση είναι, το γεγονός, ότι η 
κεντρική περιοχή της Fras1, σχετίζεται µε την πρωτεογλυκάνη NG2, η 
οποία έχει δειχθεί ότι in vitro αλληλεπιδρά µε τα κολλαγόνα τύπου V και 
VI (Tillet et al., 1997). 
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1.2.5. «Βleb» µεταλλάξεις  
Απενεργοποίηση του γονιδίου Fras1 προκαλεί φαινότυπο όµοιο µε 

αυτό των blebbed (bl) ποντικών, που µαζί µε τα eye blebs (eb), 
myelencephalic blebs (my), head blebs (heb) και fetal hematoma (fh) 
αποτελούν την οικογένεια των «Bleb» µεταλλάξεων. Τα ποντίκια που 
φέρουν αυτές τις µεταλλάξεις χαρακτηρίζονται από τη δηµιουργία υπό-
επιδερµικών αιµορραγικών ποµφολύγων κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής 
ανάπτυξης, µονόπλευρη ή αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία ή δυσγενεσία, 
συνδακτυλία και συνένωση βλεφάρων (Darling and Gossler, 1994). Τέσσερις 
από τις πέντε «Bleb» µεταλλάξεις (bl, eb, my και heb), έχουν ήδη 
χαρτογραφηθεί σε διαφορετικά χρωµοσώµατα, ενώ η πέµπτη µετάλλαξη 
ακόµη δεν έχει χαρτογραφηθεί (Darling and Gossler, 1994). Το γεγονός 
αυτό, σε συνδυασµό µε τα πολύ όµοια φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των 
«Βleb» ποντικιών, υποδηλώνει, ότι τουλάχιστον τέσσερα από τα «Bleb» 
γονιδιακά προϊόντα, είτε δρουν συνεργατικά, είτε ανεξάρτητα, σε διακριτά 
συσχετιζόµενα όµως µεταξύ τους µονοπάτια. 

Μελέτες αποκάλυψαν, ότι µετάλλαξη του γονιδίου Fras1 προκαλεί 
τον φαινότυπο blebbed (bl) των ποντικών (McGregor et al., 2003). Με τις 
«Βleb» µεταλλάξεις σχετίζονται, εκτός από το γονίδιο Fras1, τα γονίδια 
Grip1, Frem1 και Frem2. Το γονίδιο που κωδικοποιεί την Grip1 
(Glutamate receptor interacting protein), βρέθηκε µεταλλαγµένο στα eye 
blebs (Takamiya et al., 2004) και το γονίδιο Frem1 (Fras1-related-
extracellular-matrix-gene), βρέθηκε µεταλλαγµένο στα head blebs (Smyth 
et al., 2004). Επίσης, το γονίδιο Frem2 βρέθηκε µεταλλαγµένο στα 
myelencephalic blebs (my, Jadeja et al., 2005). Ενδιαφέρον είναι ότι τα 
προϊόντα των γονιδίων Grip1 και Frem1 είναι συσχετιζόµενα µε την Fras1, 
είτε δοµικά είτε λειτουργικά. Η Grip1, έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά µε την 
καρβοξυτελική κυτταροπλασµατική ουρά της Fras1 και ότι ευθύνεται για 
την µεταφορά της Fras1 στην βασική πλευρά πολωµένων επιθηλίων. Η 
Frem1, εµφανίζει πολλές κοινές δοµικές περιοχές µε την Fras1 και για το 
λόγο αυτό θεωρείται ότι συσχετίζεται δοµικά µε την Fras1. Τα παραπάνω 
υποδεικνύουν ότι τα γονίδια που είναι µεταλλαγµένα στις «Βleb» 
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µεταλλάξεις κωδικοποιούν πρωτεΐνες που σχετίζονται, είτε δοµικά, είτε 
λειτουργικά µε την Fras1, που αποτελεί και το βασικό µέλος της 
οικογένειας αυτών των µεταλλάξεων (Petrou et al., 2005). 

 
Grip1 

Η Grip1, (Glutamate receptor-interacting protein1) είναι µια 
πρωτεΐνη, που αποτελείται αποκλειστικά από PDZ περιοχές. Οι PDZ 
(Postsynaptic density-95/Discs large/Zona occludens-1) περιοχές, είναι 
τµήµατα πρωτεινών, που ευθύνονται για τις πρωτεϊνικές τους 
αλληλεπιδράσεις. Αποτελούνται συνήθως από 80-100 αµινοξικά κατάλοιπα 
και εντοπίζονται σε πολλές κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες (Sheng and 
Sala, 2001). Συνήθως, αναγνωρίζουν και προσδένονται στο καρβοξυτελικό 
άκρο πρωτεινών, όπως διαµεµβρανικών υποδοχέων, µορίων συνάφειας και 
διαύλων ιόντων. Πιο συγκεκριµένα, αναγνωρίζουν ένα υδρόφοβο αµινοξύ 
στο καρβοξυτελικό άκρο και τουλάχιστον τα τρία αµινοξέα που προηγούνται 
αυτού του αµινοξέος.  Διαφορετικές PDZ περιοχές, αναγνωρίζουν και 
προσδένονται σε διαφορετικές καρβοξυτελικές αλληλουχίες (Songyang et 
al., 1997). Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός, ότι οι PDZ περιοχές είναι 
σπάνιες στη ζύµη (yeast), αλλά άφθονες σε µετάζωα, υποδηλώνοντας ότι 
είναι χρήσιµες σε πιο πολύπλοκους οργανισµούς. 

Η Grip1 των θηλαστικών, αποτελείται από 7 PDZ περιοχές και 
αλληλεπιδρά διαµέσου των PDZ4 και PDZ5 µε το καρβοξυτελικό-SVKI 
µοτίβο των υποµονάδων GluR2 και GluR3 των µετασυναπτικών υποδοχέων 
του γλουταµικού τύπου AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid; Wyszynski et al., 1999). Επιπλέον, η Grip1 
συµµετέχει στην τοποθέτηση και την συγκέντρωση των AMPA υποδοχέων. 
Στον ποντικό, η Grip1 εκφράζεται από την ηµέρα 10 της εµβρυογένεσης και 
προηγείται της έκφρασης των AMPA υποδοχέων. Σε αντίθεση µε την Grip1, 
η Grip2/ABP (προϊόν συγγενούς γονιδίου µε αυτό του Grip1), εκφράζεται 
παράλληλα µε τους AMPA υποδοχείς και η έκφρασή της αυξάνεται µετά την 
γέννηση του ποντικού. Πιθανώς, η Grip1 και η Grip2 να έχουν ακόµη 
µεγαλύτερο ρόλο στη σηµατοδότηση των συνάψεων, γιατί µπορούν να 
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ενώνονται µέσω της PDZ6 περιοχής τους στον υποδοχέα EphB2/EphA7 
τυροσίνης κινάσης και στον ephrin-B1 ligand (Lin et al., 1999). 

Για την µελέτη του ρόλου των Grip1 και Grip2 in vivo, 
πραγµατοποιήθηκε απενεργοποίηση των αντίστοιχων γονιδίων σε ποντίκια 
(Takamiya et al., 2004). Η απενεργοποίηση του γονιδίου Grip1, προκάλεσε 
αποκόλληση της επιδερµίδας στην στοµατική και ρινική κοιλότητα και 
δηµιούργησε µεγάλες υποεπιδερµικές αιµορραγικές φουσκάλες και 
θνησιµότητα στο µέσο της εµβρυϊκής ανάπτυξης. Οι φουσκάλες 
δηµιουργήθηκαν την ηµέρα E11 κάτω από το επίπεδο της βασικής 
µεµβράνης στην επιδερµίδα του κεφαλιού, της ράχης και των άκρων και 
στην αρχή ήταν διαφανείς αλλά προοδευτικά έγιναν εξαιρετικά 
αιµορραγικές. Τα περισσότερα οµόζυγα Grip1-/- ποντίκια πέθαναν την ηµέρα 
13.5 της εµβρυογένεσης, ενώ σε όλα απουσίαζαν οι νεφροί την ηµέρα 13 της 
εµβρυογένεσης. Αντίθετα, η απενεργοποίηση του γονιδίου Grip2  δεν 
προκάλεσε κάποιον φαινότυπο και δεν παρατηρήθηκε εµβρυϊκή 
θνησιµότητα.  

Ο φαινότυπος που παρατηρήθηκε στα οµόζυγα Grip1-/- ποντίκια, ήταν 
πολύ όµοιος µε τον ήδη γνωστό φαινότυπο στα οµόζυγα Fras1-/- ποντίκια. 
Έτσι προέκυψε το ερώτηµα κατά πόσο σχετίζονται µεταξύ τους η Grip1 και 
η Fras1. Με πειράµατα ανοσοφθορισµού, διαπιστώθηκε ότι το πρότυπο 
έκφρασης των δύο αυτών πρωτεινών ήταν πολύ όµοιο σε πολλούς 
εµβρυϊκούς ιστούς, όπως δέρµα, στοµατική και ρινική κοιλότητα, και 
γαστρεντερικό σύστηµα. Επίσης, παρατηρήθηκε συνεντοπισµός των δύο 
πρωτεϊνών στην βασική πλευρά των κυττάρων της επιδερµίδας, στην 
περιοχή δηλαδή, ένωσης επιδερµίδας-δερµίδας. Με πειράµατα πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων, αποδείχθηκε, ότι η Fras1 διαµέσου της καρβοξυτελικής 
κυτταροπλασµατικής περιοχής της, αλληλεπιδρά µε την PDZ1 περιοχή της 
Grip1 (Takamiya et al., 2004). Μετάλλαξη σε αυτή την περιοχή της Fras1, 
καθιστά αδύνατη την αλληλεπίδραση Fras1 και Grip1.  Σε συµφωνία µε τα 
αποτελέσµατα από τα in vivo πειράµατα ανοσοφθορισµού και τα πειράµατα 
πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, παρατηρήθηκε συνεντοπισµός των δύο 



 32 

πρωτεινών σε κυτταροπλασµατικές δοµές κυστιδίων σε καλλιέργειες 
κερατινοκυττάρων.     

 
Σχήµα  4. Μοντέλο αλληλεπίδρασης της Fras1 µε την Grip1. Με πράσινο 
χρώµα συµβολίζονται οι πρωτεΐνες κολλαγόνο V και κολλαγόνο VI 
(Takamiya et al., 2004) 
 

Σύµφωνα µε το ισχύον µοντέλο (σχήµα 4), η Grip1 είναι απαραίτητη 
για την µεταφορά της Fras1 εξωκυτταρικά. Ο παρόµοιος φαινότυπος σε 
οµόζυγα Fras1-/- και Grip1-/- άτοµα εξηγείται εύκολα, µε δεδοµένο ότι στα 
Fras1-/- άτοµα απουσιάζει τελείως η Fras1 και στα Grip1-/- άτοµα, παρόλο 
που παράγεται κανονικά η Fras1, δεν µπορεί να βρεθεί εξωκυτταρικά λόγω 
έλλειψης της Grip1. Επίσης, στο προτεινόµενο µοντέλο (σχήµα 4), 
συµβολίζονται τα κολλαγόνα V και VI, τα οποία, µε βάση τα µέχρι τώρα 
δεδοµένα, φαίνεται να αλληλεπιδρούν µε την Fras1 και την NG2 
(Takamiya Κ., et al., 2004) 

 
Frem1 

Μία κατηγορία των «Bleb» µεταλλάξεων, είναι και η heb (head 
blebs), στην οποία ο φαινότυπος χαρακτηρίζεται από κρυπτοφθαλµία. Σε 
αυτά τα ζώα, το γονίδιο Frem1 (Fras1-related extracellular matrix gene),  
έχει υποστεί µετάλλαξη. Το γονίδιο αυτό αποτελεί µέλος µιας οικογένειας 
γονιδίων των χορδωτών, που κωδικοποιούν πρωτεΐνες εξελικτικά διακριτές 
από την Fras1.  
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Η προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία του Frem1, εµφανίζει 
αρκετές οµοιότητες µε αυτή του Fras1. Πιο συγκεκριµένα, ένα συντηρηµένο 
πεπτίδιο σινιάλο, τα µοτίβα πρόσδεσης ασβεστίου και τα CSPG στοιχεία, 
που περιγράφηκαν για πρώτη φορά στην πρωτεογλυκάνη NG2 και στη 
συνέχεια σε άλλες πρωτεΐνες διαφόρων οργανισµών, αποτελούν κοινά 
στοιχεία των προβλεπόµενων αµινοξικών αλληλουχιών των γονιδίων Frem1 
και Fras1. Παρόλη την οµοιότητά τους, η Frem1 δεν έχει τα µοτίβα των 
φουρινών και την C περιοχή του αιµορραγικού παράγοντα von Willebrand 
(που υπάρχουν στην Fras1), αλλά εµφανίζει επιπλέον µια καρβοξυτελική 
lectin type C περιοχή. Το γεγονός, ότι η Frem1 στερείται τις περιοχές 
εκείνες της Fras1 που φέρονται να αλληλεπιδρούν µε την Grip1, 
υποδηλώνει, ότι η Frem1 δεν αλληλεπιδρά κατά πάσα πιθανότητα άµεσα µε 
την Grip1. Μελέτες έδειξαν, ότι το Frem1 γονίδιο, αποτελείται από 36 
εξόνια και ότι κωδικοποιεί πρωτεΐνη 2.191 αµινοξικών καταλοίπων. Με τη 
χρήση µοντέλου (hidden Markov), χαρακτηρίστηκαν δύο οµόλογα γονίδια, 
το Frem2 και το Frem3 καθώς και ορθόλογα γονίδια αυτών σε διάφορα άλλα 
είδη. Οι προβλεπόµενες αµινοξικές αλληλουχίες και των τριών αυτών 
γονιδίων φέρονται να έχουν CSPG περιοχές και πολλαπλές συντηρηµένες 
θέσεις N-γλυκοζυλίωσης υποδεικνύοντας, ότι οι πρωτεΐνες αυτές 
επιδέχονται έντονη µεταµεταφραστική τροποποίηση. 

Μελέτες κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης των ποντικών, 
αποκάλυψαν, ότι το Frem1 εκφράζεται σε πολλές αναπτυσσόµενες 
επιδερµικές αποφύσεις (π.χ. βλεφαρίδες, µαστικό αδένα κ.α.). Επιπλέον 
πειράµατα, έδειξαν ότι η έκφραση του Frem1 είναι υψηλότερη σε κύτταρα 
του δέρµατος και µάλιστα σε αυτά που υπόκεινται της επιδερµίδας του 
κεφαλιού, των βλεφάρων και των άκρων. Δύο διαφορετικές µεταλλάξεις του 
γονιδίου Frem1 (heb και bat) προκαλούν παρόµοιο φαινότυπο. 
Ανοσοϊστοχηµική µελέτη της εµβρυϊκής επιδερµίδας αγρίου τύπου και bat, 
έδειξε ότι τα κολλαγόνα V και VI καθώς και η Fras1 εντοπίζονται κανονικά. 
Με τη χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου διέλευσης σε bat έµβρυα, 
διαπιστώθηκε ότι, όπως και στα µεταλλαγµένα για την Fras1 ζώα, ο 
διαχωρισµός επιδερµίδας-δερµίδας προκαλείται κάτω από το επίπεδο της 
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lamina densa και ότι ο σχηµατισµός των ηµιδεσµοσωµάτων παραµένει 
φυσιολογικός. Στα bat ζώα, η επιδερµίδα διαχωρίζεται από την δερµίδα 
κάτω από το επίπεδο της lamina densa κατά τρόπο ανάλογο µε αυτό που 
παρατηρείται σε ασθενείς που πάσχουν από DEB (στους οποίους έχει 
υποστεί µετάλλαξη το κολλαγόνο VII). 

 To γονίδιο Frem1, εκφράζεται στην εµβρυϊκή επιδερµίδα του 
δέρµατος και σε ένα µεγάλο αριθµό διαφοροποιούµενων επιδερµικών 
κατασκευών. Ένα πολύ σηµαντικό στοιχείο είναι, ότι το Frem1, σε πολλά 
όργανα, συµπεριλαµβανοµένου των βλεφάρων και του δέρµατος, εκφράζεται 
αποκλειστικά στην δερµίδα σε αντίθεση µε την Fras1 και την Grip1 οι 
οποίες εκφράζονται αποκλειστικά στην επιδερµίδα. Συγκεντρωτικά, µπορεί 
να υποστηριχθεί ότι για τη διατήρηση της ακεραιότητας των εµβρυϊκών 
επιθηλίων είναι απαραίτητα δύο συστατικά που προέρχονται από την 
επιδερµίδα (Fras1, Grip1) και ένα συστατικό που προέρχεται από την 
δερµίδα (Frem1; Smyth et al, 2004) 

 
Frem2 

Ένα άλλο γονίδιο, που σχετίζεται µε τις «Bleb» µεταλλάξεις είναι το 
Frem2. Πιο συγκεκριµένα, το γονίδιο αυτό είναι υπεύθυνο για τον 
φαινότυπο myelencephalic bleb (my). Εκφράζεται ευρέως κατά τη διάρκεια 
της εµβρυογένεσης και είναι απαραίτητο για τη διατήρηση της 
ακεραιότητας της δοµής του επιθηλίου του δέρµατος in utero, για την 
ανάπτυξη των νεφρών και για τη διατήρηση της δοµής του επιθηλίου των 
νεφρών σε ενήλικα ποντίκια. Μελέτες έδειξαν ότι το γονίδιο Frem2 
αποτελείται από 28 εξόνια και ότι κωδικοποιεί πρωτεΐνη 3.160 αµινοξέων 
(Jadeja et al., 2005). Η προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία του γονιδίου  
Frem2 είναι πολύ όµοια µε αυτή της ECM3 πρωτεΐνης του αχινού (Hodor 
et al., 2000). Εκτός από το γεγονός της δοµικής οµοιότητας της Frem2 µε 
την Fras1 και την ECM3, η φυλογενετική ανάλυση υποδεικνύει ότι το 
γονίδιο Frem2 µπορεί να θεωρηθεί ορθόλογο µε το γονίδιο ECM3.  Σε 
αντίθεση µε την Frem1 και την Frem3, η Frem2 διατηρεί την 
διαµεµβρανική περιοχή καθώς και το συντηρηµένο καρβοξυτελικό PDZ 
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µοτίβο πρόσδεσης, που όπως είναι ήδη γνωστό από in vitro πειράµατα 
αλληλεπιδρά µε την Grip1 (Takamiya et al., 2004). 

Η έκφραση του γονιδίου Frem2, ξεκινά στα ποντίκια την ηµέρα 10.5 
της εµβρυογένεσης, ενώ την ηµέρα 12.5 και 13.5 εκφράζεται στην 
διαφοροποιούµενη επιδερµίδα, στο αναπτυσσόµενο αυτί και σε άλλα σηµεία 
του σώµατος. Σε αντίθεση µε την Frem1, η οποία εκφράζεται κυρίως στην 
δερµίδα και το µεσέγχυµα (Smyth et al., 2004), η Frem2 εκφράζεται 
αποκλειστικά στα επιθήλια. Σε οµόζυγα έµβρυα (Ε14.5)  Frem2-/-, 
παρατηρήθηκαν αιµορραγικές φουσκάλες και νεφρικά προβλήµατα όπως και 
στα Fras1-/-, αλλά σε αντίθεση µε τα τελευταία, στα  Frem2-/- δεν 
παρατηρήθηκε µεταβολή στην έκφραση των κολλαγόνων VI και IV. Επίσης, 
ανάλυση µε τη χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου διέλευσης έδειξε, ότι το 
σηµείο αποκόλλησης της επιδερµίδας από τη δερµίδα στα έµβρυα Frem2-/- 
ήταν κάτω από το επίπεδο της βασικής µεµβράνης και ορισµένες φορές µέσα 
στο µεσέγχυµα.  

   

1.2.6. Συσχέτιση  των  «Bleb» µεταλλάξεων  και της  
Fras1 µε  το  σύνδροµο  Fraser. 

Με βάση την οµοιότητα των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών, τα 
ποντίκια που έφεραν «Bleb» µεταλλάξεις θεωρήθηκαν ως µοντέλα για τη 
µελέτη της ανθρώπινης κληρονοµικής ασθένειας σύνδροµο Fraser (Winter, 
1990). Το σύνδροµο Fraser χαρακτηρίζεται από κρυπτοφθαλµία, νεφρική 
αγενεσία και µια πληθώρα από άλλες αναπτυξιακές βλάβες, όπως ανωµαλίες 
στα γεννητικά όργανα, στην καρδιά και στους πνεύµονες (Slavotinek and 
Tifft, 2002). Ο συσχετισµός µεταξύ του «Βleb» φαινοτύπου και του 
συνδρόµου Fraser επιβεβαιώθηκε από τον χαρακτηρισµό µεταλλάξεων του 
γονιδίου Fras1 και οµόλογου στον άνθρωπο γονιδίου FRAS1 σε blebbed 
ποντίκια και ασθενείς µε σύνδροµο Fraser αντίστοιχα (McGregor et al., 
2003). Μέχρι σήµερα, µεταλλάξεις σε ασθενείς µε σύνδροµο Fraser έχουν 
βρεθεί µόνο στο FRAS1 και στο FREM2 (οµόλογο γονίδιο του Frem2 στον 
άνθρωπο; Jadeja, et al., 2005).  
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Σύνδροµο Fraser 
Οφείλει το όνοµά του, στον George Fraser, ο οποίος περιέγραψε δύο 

αδέλφια µε φυσικά χαρακτηριστικά κρυπτοφθαλµίας, συνδακτυλία, 
ανωµαλίες στα γεννητικά όργανα, λαρυγγική στένωση, δυσµορφία αυτιών 
και νεφρικές ανωµαλίες.  
 
Kύρια   χαρακτηριστικά  Δευτερεύοντα   χαρακτηριστικά  
1. Κρυπτοφθαλµία 1. Συγγενής ανωµαλία µύτης 
2. Συνδακτυλία 2. Συγγενής ανωµαλία αυτιών 
3. Ανωµαλίες στα γεννητικά όργανα 3. Συγγενής ανωµαλία λάρυγγα 
 4. Σκελετικές ανωµαλίες 
 5. Αγενεσία νεφρών 
 6. Διανοητικές διαταραχές 
 7. Οµφάλια κήλη 
 8. Υπερωϊοσχιστία 
 
Πίνακας 2. Διαγνωστικά κριτήρια του συνδρόµου Fraser (Thomas et al., 
1986) 
 
Σύµφωνα µε τους Slavotinek και Tifft (2002), σε 117 περιπτώσεις που 
µελέτησαν, τα χαρακτηριστικά του συνδρόµου Fraser είναι τα παρακάτω : 

1. Κρυπτοφθαλµία (µονόπλευρη 27.4%, αµφίπλευρη 53%) 
2. Επιπλοκές κατά τη διάρκεια της εγκυµοσύνης 
3. Άλλες οφθαλµικές ανωµαλίες 
4. Ανωµαλίες στα γεννητικά όργανα 
5. Συνδακτυλία 
6. Δυσµορφία αυτιών 
7. Δυσµορφία των πνευµόνων 
8. Δυσµορφία της µύτης 
9. Μυοσκελετικά προβλήµατα 
10. Γαστρεντερικά προβλήµατα 
11. Νεφρική δυσπλασία ή αγενεσία 
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Η εξάπλωση αυτού του συνδρόµου, υπολογίζεται στις 11/100.000 
γεννήσεις ζωντανών παιδιών. Η ασθένεια είναι κληρονοµική και, πιο 
συγκεκριµένα, αυτοσωµική υπολειπόµενη. Ο φαινότυπος του συνδρόµου 
είναι πολύπλοκος και πλειοτροπικός και για τον λόγο αυτό πολλές φορές 
συγχέεται µε άλλα σύνδροµα. Η κρυπτοφθαλµία θεωρείται ως το κυριότερο 
διαγνωστικό χαρακτηριστικό. Ωστόσο, το 12% των περιπτώσεων που 
µελέτησαν οι Slavotinek και Tifft (2002) δεν εµφάνιζαν κρυπτοφθαλµία (αν 
και το 78.6% αυτών εµφάνιζαν άλλες οφθαλµικές ανωµαλίες). Θα πρέπει να 
τονιστεί ότι η ύπαρξη κρυπτοφθαλµίας δεν συνεπάγεται αυτόµατα σύνδροµο 
Fraser, αν δεν συνοδεύεται και από άλλα κλινικά συµπτώµατα και ότι η 
απουσία κρυπτοφθαλµίας δεν συνεπάγεται απουσία συνδρόµου Fraser, αν 
υπάρχουν άλλα κλινικά συµπτώµατα. Μετά την κρυπτοφθαλµία, 
θεωρούνται ως κύρια χαρακτηριστικά γνωρίσµατα του συνδρόµου η 
συνδακτυλία και η αγενεσία νεφρών, χωρίς να συνεπάγεται κάτι αυτόµατα η 
µεµονωµένη παρουσία ή απουσία αυτών των γνωρισµάτων. Λιγότερη 
σηµασία φαίνεται να έχουν στην ορθή διάγνωση του συνδρόµου η οµφάλια 
κήλη και οι διανοητικές διαταραχές.  
Η θνησιµότητα του συνδρόµου Fraser είναι αρκετά µεγάλη. Σε ασθενείς 

που πέθαναν κατά τη διάρκεια της πρώτης εβδοµάδας ζωής, η κύριες αιτίες 
θανάτου ήταν η λαρυγγική στένωση, αναπνευστικά προβλήµατα, 
αµφίπλευρη νεφρική αγενεσία ή συνδυασµός λαρυγγικών και νεφρικών 
ανωµαλιών. Σε ασθενείς άνω των δέκα ετών οι ανωµαλίες ήταν ηπιότερες και 
µόνο το 10% ικανοποιούσε τα κριτήρια του συνδρόµου Fraser. Σε γενικές 
γραµµές το σύνδροµο αυτό, εµφανίζει µεγάλη θνησιµότητα σε εµβρυϊκή και 
βρεφική ηλικία καθώς από τις 117 περιπτώσεις που µελέτησαν οι 
Slavotinek και Tifft (2002), 47 άτοµα (40%) απεβίωσαν, είτε προτού 
γεννηθούν, είτε κατά τη διάρκεια της πρώτης εβδοµάδας ζωής τους  
(Slavotinek  and Tifft, 2002).  

 
FRAS1 

Η πρωτεΐνη Fras1 του ποντικού εµφανίζει οµολογία (identity) κατά 
85% µε την πρωτεΐνη FRAS1 του ανθρώπου, η οποία και θεωρείται, ότι 
σχετίζεται µε το σύνδροµο Fraser. Η FRAS1, εκφράζεται σε πολλούς ιστούς 
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ενηλίκων ατόµων, µε υψηλότερη έκφραση στους νεφρούς, το πάγκρεας και 
στο θάλαµο του εγκεφάλου, ενώ εκφράζεται σε υψηλά ποσοστά σε εµβρυϊκή 
ηλικία στους νεφρούς και στην καρδιά. Πιστεύεται ότι, πιθανότατα, η 
FRAS1 έχει µεγάλη σηµασία στην διαφοροποίηση και επιβίωση των 
µετανεφρών (McGregor et al., 2003). Παρόλα αυτά, δεν φαίνεται να 
συµµετέχει στο σχηµατισµό του µετανεφρωνικού µεσεγχύµατος ή στην 
αρχική ανάπτυξη του κάλυκα (McGregor et al., 2003). Επίσης, θεωρείται 
ότι έµβρυα (5-10 εβδοµάδων) µε µετάλλαξη στο γονίδιο FRAS1, θα έχουν 
υποτυπώδεις δυσµορφικούς νεφρούς που θα υφίστανται απόπτωση (Winyard 
et al., 1996). Το γονίδιο FRAS1 χαρτογραφήθηκε στην χρωµοσωµική θέση 
4q21 και κωδικοποιεί πρωτεΐνη 4007 αµινοξικών καταλοίπων.  

 

 
Σχήµα  5. Η προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία της FRAS1 (McGregor 
et al., 2003) 
 
Συγκρίνοντας, την προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία της FRAS1 (σχήµα 
5), µε αυτή της Fras1 (σχήµα 3), προκύπτει το συµπέρασµα ότι και οι δύο 
πρωτεΐνες έχουν: 

1. ένα πεπτίδιο σινιάλο στο αµινοτελικό τους άκρο,  
2. 6 επαναλαµβανόµενα µοτίβα που συναντώνται στην περιοχή C του 
αιµορραγικού παράγοντα Von Willebrand,  



 39 

3. 13 επαναλαµβανόµενα µοτίβα που εντοπίζονται στις πρωτεάσες της 
οικογένειας των Φουρινών και τα οποία δεν συµπίπτουν µε το 
καταλυτικό κέντρο των πρωτεασών αυτών,  

4. µια περιοχή της τάξεως περίπου 1500 αµινοξέων που παρουσιάζει 
οµολογία µε την NG2 πρωτεογλυκάνη,  

5. 5 µοτίβα πρόσδεσης ασβεστίου που συναντώνται σε ιοντοανταλλάκτες 
Na+-Ca+2 και  

6. µία πιθανή διαµεµβρανική περιοχή στο καρβοξυτελικό τους άκρο.  
 
Επίσης, η προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία της FRAS1, 

παρουσιάζει µεγάλη δοµική οµοιότητα µε την πρωτεΐνη ECM3 του αχινού, 
παρόλο που στην ECM3 απουσιάζουν περιοχές που εµφανίζονται στο 
αµινοτελικό άκρο της FRAS1 (VWC, FU). Μάλιστα, οι περιοχές αυτές της 
FRAS1, αλληλεπικαλύπτονται από chordin-like περιοχές (Matsui et al., 
2000). Στην FRAS1, όπως φαίνεται στο σχήµα 5, υπάρχουν 4 nonsense 
µεταλλάξεις στα εξόνια 29, 31, 58 και 61 και frameshift µετάλλαξη στο 
εξόνιο 41, ενώ συµβολίζεται και η αντίστοιχη θέση της bl µετάλλαξης της 
Fras1 στον ποντικό. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός, ότι δεν βρέθηκε 
κάποια συσχέτιση µεταξύ της θέσης των µεταλλάξεων στην προβλεπόµενη 
αλληλουχία της FRAS1 και την εκδήλωση του συγκεκριµένου φαινοτύπου 
του συνδρόµου Fraser (McGregor et al., 2003). Σε όλες τις µεταλλάξεις, το 
τελικό κοµµάτι του γονιδίου FRAS1 δεν κωδικοποιείται, µε αποτέλεσµα να 
λείπουν, µεταξύ των άλλων, τα τελευταία 4 αµινοξέα του καρβοξυτελικού 
άκρου, που είναι απαραίτητα για να αναγνωριστεί το µόριο της FRAS1 από 
την Grip1 και να µεταφερθεί έτσι εξωκυτταρικά. 
 
FREM2  
Το γονίδιο FREM2 αποτελεί την πιο πρόσφατη ανακάλυψη στην έρευνα 
που σχετίζεται µε το σύνδροµο Fraser. Μαζί µε το γονίδιο FRAS1, 
αποτελούν τα µοναδικά έως σήµερα γονίδια, η µετάλλαξη των οποίων 
προκαλεί φαινότυπο συνδρόµου Fraser (Jadeja et al., 2005). Το FREM2, 
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γονίδιο ορθόλογο του Frem2 του ποντικού, κωδικοποιεί πρωτεΐνη 3.098 
αµινοξικών καταλοίπων.  
 

 
 
Σχήµα  6. Προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία του FREM2  (Jadeja et 
al., 2005) 
 
Η µετάλλαξη, που προκαλεί σύνδροµο Fraser, συµβαίνει στο δεύτερο 
(N→C) CALXβ µοτίβο και για το λόγο αυτό, πιστεύεται, ότι η πρόσδεση 
ασβεστίου είναι απαραίτητη για τη λειτουργία του FREM2.  
 

1.3.  Ηλεκτρονική µικροσκοπία διέλευσης 
 
 Ο περιορισµός στην επίτευξη µικρότερου διακριτικού ορίου από την 
τιµή 0,2µm (200nm) που αποτελεί το κατώτατο όριο για το οπτικό 
µικροσκόπιο, εκφράζεται µε την παρακάτω εξίσωση  

δ= 0,61 *  λ / n * ηµ φ/2 
Είναι προφανές από την παραπάνω εξίσωση πως, αν ελαττώσουµε το 

µήκος κύµατος λ της ακτινοβολίας της οπτικής διάταξης, τότε θα ελαττωθεί 
και το δ. Έτσι πρώτα χρησιµοποιήθηκαν υπεριώδεις ακτίνες (υπεριώδες 
µικροσκοπία) µε µικρή βελτίωση του δ. Μετά, έγινε προσπάθεια µε ακτίνες 
Χ που δεν απέδωσε και τέλος χρησιµοποιήθηκαν τα ηλεκτρόνια, µετά τη 
δηµοσίευση της θεωρίας του DeBroglie (1924) «περί της κυµατικής 
ιδιότητας κινουµένων ηλεκτρονίων» και της πειραµατικής απόδειξης από 
τον Henry Bush (1926) «περί της δυνατότητας εστίασης δέσµης κινουµένων 
ηλεκτρονίων µε τη βοήθεια ηλεκτροµαγνητικού πεδίου». Η σχέση ανάµεσα 
στην κίνηση ενός ηλεκτρονίου και του µήκους κύµατος που εκφράζει την 
κίνηση αυτή, δίνεται από την εξίσωση του DeBroglie : 
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λ= h / m*v 
όπου h: η σταθερά του Planck 
m: η µάζα ηρεµίας του ηλεκτρονίου (9,1085*10-23 gr) 
v: η ταχύτητα κίνησης του ηλεκτρονίου 
 
Επειδή ένα ηλεκτρόνιο, ως φορτισµένο σωµατίδιο, επιταχύνεται µόνο µε την 
επίδραση ηλεκτροστατικού πεδίου, γι’ αυτό η ταχύτητά του εξαρτάται από 
αυτό και µπορεί να υπολογιστεί από τη σχέση : 

m*v2 / 2 = e*V 
όπου e: το φορτίο του ηλεκτρονίου (1,602*10-19 coulomb) 
V: η διαφορά δυναµικού µέσα στην οποία επιταχύνεται το ηλεκτρόνιο. 
 

Από τις παραπάνω σχέσεις µπορούµε να καταλήξουµε στην εξής σχέση : 
λ= 12,3 / √V 

όπου το λ εκφράζεται σε Å και το V σε Volts 
Από την τελευταία εξίσωση, µπορεί να υπολογιστεί ότι όταν ένα 

ηλεκτρόνιο κινείται σε µια διαφορά δυναµικού 100.000Volts, τότε το µήκος 
κύµατος της ακτινοβολίας που το χαρακτηρίζει είναι της τάξης των 
0,004nm και η ταχύτητά του είναι το µισό της ταχύτητας του φωτός. Κατά 
συνέπεια µια οπτική διάταξη που χρησιµοποιεί ακτινοβολία τέτοιου µήκους 
κύµατος έχει τη δυναµικότητα να δώσει πολύ χαµηλό διακριτικό όριο, που 
θεωρητικά θα έπρεπε να πλησιάζει την τιµή λ/2 δηλαδή 0,002nm. Με άλλα 
λόγια, ένα τέτοιο οπτικό όργανο που χρησιµοποιεί ηλεκτρόνια ως πηγή 
φωτός θα έπρεπε να έχει τη δυνατότητα παρατήρησης πυρήνων ατόµων 
(αφού η διάµετρος του µικρότερου στοιχείου, του υδρογόνου, είναι 1,08 Å). 
Στην πράξη όµως, αυτό δεν είναι δυνατόν επειδή α) υπάρχουν σφάλµατα 
στους ηλεκτροµαγνητικούς φακούς και β) τα ηλεκτρόνια εκτρέπονται της 
πορείας τους περνώντας από το ηλεκτρονικό νέφος των ατόµων. Έτσι τα 
σύγχρονα ηλεκτρονικά µικροσκόπια έχουν δυναµικότητα διακριτικού ορίου 
1-2 Å (πίνακες 3 και 4). Οι εικόνες που λαµβάνονται µε χρήση 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου ονοµάζονται ηλεκτρονιοµικρογραφίες (electron 
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micrographs), ενώ εκείνες που λαµβάνονται µε χρήση φωτονικού 
µικροσκοπίου, ονοµάζονται φωτοµικρογραφίες (light micrographs).  

Ένα ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διέλευσης (Transmission Electron 
Microscope) αποτελείται από τρία τµήµατα: 

1. σύστηµα αντλιών κενού ( 10-4 mm Hg ή καλύτερο ) 
2. ηλεκτρονικές διατάξεις σταθεροποιηµένης υψηλής τάσης και 

σταθεροποιηµένων ρευµάτων για τους ηλεκτροµαγνητικούς φακούς 
3. σύστηµα ηλεκτροµαγνητικών φακών που περιλαµβάνει χώρο 

παρασκευάσµατος, φωτογραφική µηχανή και φθορίζουσα οθόνη 
παρατήρησης.  

 
Διακριτικό όριο ( Resolution )  
Οφθαλµού 100-200µm 
Οπτικού µικροσκοπίου 0,2µm = 2000Å 
Ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 
διέλευσης 

1-3 Å 

Ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 
σάρωσης 

7-35Å 

Πίνακας 3. Σύνοψη των διακριτικών ορίων (Μαργαρίτης, 2004) 
 
Διαστάσεις βιοσυστατικών  
Τυπικό ευκαρυωτικό κύτταρο 20-40µm 
Ερυθροκύτταρο 8*2 µm 
Πυρήνας κυττάρου 1-10µm 
Μιτοχόνδρια, λυσοσώµατα, βακτήρια 0,5µm 
Χρωµατίνη 300 Å 
Νουκλεοσώµατα 100 Å 
DNA 20 Å 
Ινίδια ακτίνης, ενδιάµεσα ινίδια, 
µικροσωληνίσκοι, ριβοσώµατα, ιοί 

50-1000 Å 

Πίνακας 4. Διαστάσεις τυπικών κυτταρικών συστατικών (Μαργαρίτης, 
2004) 
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1.4.  Σκοπός της µελέτης 
 
Από όλα τα στοιχεία που αναφέρθηκαν στην εισαγωγή, διαφαίνονται οι 

λόγοι για τους οποίους υφίσταται έντονο επιστηµονικό ενδιαφέρον για την 
πρωτεΐνη Fras1. Συνοπτικά, µπορούν να αναφερθούν τα εξής : 

 
• Ο συσχετισµός της Fras1 µε τις «Bleb» µεταλλάξεις στον ποντικό και 
την κληρονοµική ασθένεια σύνδροµο Fraser στον άνθρωπο. 

• Από τα µέχρι τώρα δεδοµένα η πρωτεΐνη αυτή φαίνεται να είναι 
αποκλειστικά εµβρυϊκή, σε αντίθεση µε τις άλλες πρωτεΐνες της 
βασικής µεµβράνης, οι οποίες δεν εντοπίζονται µόνο εµβρυϊκά.  

• Αποκόλληση της επιδερµίδας από το χόριο της δερµίδας κατά την 
εµβρυϊκή ανάπτυξη, συµβαίνει µόνο στα Fras1-/-, Frem1-/- και 
Frem2-/- έµβρυα.  

• Η προβλεπόµενη αµινοξική αλληλουχία της Fras1, περιλαµβάνει 
γνωστά µοτίβα άλλων πρωτεϊνών, τα οποία όµως σε καµιά µέχρι 
σήµερα γνωστή πρωτεΐνη δεν απαντώνται όλα µαζί κ.ά. 

 
Η Fras1, µέχρι σήµερα, έχει µελετηθεί εκτενώς σε επίπεδο οπτικού 

µικροσκοπίου και υπάρχουν πληροφορίες σχετικά µε τον εντοπισµό της 
πρωτεΐνης αυτής σε διάφορους ιστούς. Ωστόσο, τα δεδοµένα για την Fras1 σε 
επίπεδο ηλεκτρονικό µικροσκοπίου είναι ελάχιστα. Έτσι, είναι γνωστό ότι, 
στις αιµορραγικές φουσκάλες πάνω από το µάτι των Fras1-/- εµβρύων Ε15.5,  
η αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα γίνεται κάτω από το επίπεδο 
της lamina densa. (Vrontou et al., 2003). Επίσης, είναι γνωστό, ότι σε 
έµβρυα αγρίου τύπου Ε14.5, η Fras1 εντοπίζεται µε τη µέθοδο του 
κολλοειδούς ανοσοχρυσού στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa 
στην βασική µεµβράνη του επιθηλίου των βρόγχων (Petrou et al., 2005). 
Η δηµιουργία υποεπιδερµικών ποµφολύγων, αποτελεί ένα από τα 

αδιαµφισβήτητα κλινικά συµπτώµατα, τόσο των ασθενών µε σύνδροµο 
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Fraser όσο και των ποντικών µε bl φαινότυπο. Σύµφωνα µε τις µέχρι 
σήµερα αναφορές, η δηµιουργία τους φαίνεται να οφείλεται στην 
αποκόλληση επιδερµίδας-δερµίδας. Παρόλα αυτά, δεν έχει προς το παρόν 
πραγµατοποιηθεί κάποια µελέτη µε τη χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 
στο επιθήλιο του δέρµατος. Κατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής, 
πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας, µε σκοπό τον ακριβή 
εντοπισµό της Fras1 στη βασική µεµβράνη του επιθηλίου του δέρµατος. 
Παράλληλα, εξετάστηκε συγκριτικά και η τοπολογία της Fras1 σε ένα άλλο 
επιθήλιο, αυτό του οισοφάγου, για να διαπιστωθούν τυχόν διαφορές στον 
εντοπισµό της. Θα πρέπει να τονιστεί, ότι το επιθήλιο του δέρµατος και του 
οισοφάγου επελέγησαν για τα πειράµατα ως διαφορετικά επιθήλια από αυτό 
των βρόγχων (το µοναδικό επιθήλιο ως σήµερα όπου έχει εντοπιστεί η Fras1 
υπερµικροσκοπικά).  
Η µελέτη της κατανοµής της Fras1 στο επιθήλιο του δέρµατος, 

πιστεύουµε ότι θα προσφέρει νέα δεδοµένα στην κατανόηση της δηµιουργίας 
των υποεπιδερµικών ποµφολύγων. Πιθανώς, να εξηγηθεί η δηµιουργία του 
συγκεκριµένου φαινοτύπου ως συνέπεια της απουσίας της Fras1. H 
τοπολογία της Fras1 στο επιθήλιο του οισοφάγου, θα βοηθήσει στην πιο 
ολοκληρωµένη γνώση µας γύρω από την πρωτεΐνη αυτή, αφού πλέον θα 
µπορούν να συγκριθούν µεταξύ τους τα αποτελέσµατα εντοπισµού της Fras1 
σε τρία εµβρυϊκά επιθήλια: των βρόγχων, του δέρµατος και του οισοφάγου. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1. Ανοσοϊστοχηµεία ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 

Σήµερα, έχουν αναπτυχθεί πολλές τεχνικές µε σκοπό την αποµόνωση 
και τον χαρακτηρισµό των πρωτεϊνών ενός κυττάρου. Εκτός από τη γνώση 
για την ύπαρξη κάποιων πρωτεϊνών, είναι εξίσου σηµαντικό να γνωρίζουµε 
την κατανοµή τους µέσα σε ένα κύτταρο ή ιστό, για να είναι δυνατή η 
κατανόηση της λειτουργίας τους. Στην απόκτηση αυτής της γνώσης 
συµβάλλει ο in situ εντοπισµός µίας ή παραπάνω πρωτεϊνών σε τοµή 
ιστοτεµαχίου ή παρασκεύασµα κυτταρικής καλλιέργειας µε την εφαρµογή 
µεθόδων ανοσοϊστοχηµείας και την παρατήρηση του παρασκευάσµατος στο 
οπτικό ή ηλεκτρονικό µικροσκόπιο (ΗΜ, Μαρµάρας, 1991). 

Η εφαρµογή ανοσοϊστοχηµκών µεθόδων στο επίπεδο του ΗΜ έδωσε 
µεγάλη ώθηση στο διαγνωστικό ρόλο αυτού του µικροσκοπίου στη 
χειρουργική παθολογία , αλλά και στη συµβολή του στη βασική έρευνα στην 
κυτταρική βιολογία (Herrera, 1992). Ο εντοπισµός της ανοσοαντίδρασης στο 
ΗΜ γίνεται µε χρήση δεικτών, οι οποίοι χαρακτηρίζονται από µεγάλη 
ηλεκτρονική πυκνότητα, που επιτρέπει τη διαφορική σκέδαση της δέσµης 
των ηλεκτρονίων. Ιστορικά έχουν χρησιµοποιηθεί οι παρακάτω δείκτες: 
Φερριτίνη : Πρόκειται για µια πρωτεΐνη πλούσια σε σίδηρο που 
προσδένεται µε χηµικό τρόπο στα αντισώµατα (Singer, 1959). Παρόλο που 
είναι ο πρώτος δείκτης που χρησιµοποιήθηκε στην ηλεκτρονική 
µικροσκοπία, η χρήση του σήµερα περιορίζεται στην περίπτωση που 
υπάρχει ανάγκη διπλού εντοπισµού. 
Υπεροξειδάση : Πρόκειται για ένα ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε ευρέως 
στην ηλεκτρονική µικροσκοπία (Nakane and Pierce, 1966) γιατί 
ανιχνεύεται σχετικά εύκολα µε πολλές µεθόδους. Η υπεροξειδάση γίνεται 
ορατή µε το χρωµογόνο 3,3’-τετραϋδροχλωρική-διαµινοβενζιδίνη (DAB) 
παρουσία H2O2 διαµορφώνοντας ίζηµα (Graham and Karnovsky, 1966). H 
υπεροξειδάση έχει µικρότερο µέγεθος από άλλα ένζυµα γεγονός που 
διευκολύνει τη διείσδυσή της στον ιστό και το επίπεδο της ενδογενούς 
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υπεροξειδάσης στους περισσότερους ιστούς είναι σχετικά χαµηλό, µε 
αποτέλεσµα να µη δίνεται ψευδής αντίδραση. Παρόλα τα πλεονεκτήµατα 
που υπάρχουν, το χρωµογόνο (DAB) διαχέεται από την πραγµατική θέση 
του αντιγόνου δίνοντας έτσι χαµηλή διακριτική ικανότητα, ενδέχεται να 
έχει καρκινογόνο ιδιότητα και πιθανώς να γίνεται κάλυψη του 
υποκείµενου ιστού από το ίζηµα.  
Κολλοειδής ανοσοχρυσός : Τον χρησιµοποίησαν πρώτοι ως 
ανοσοϊστοχηµικό δείκτη στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο οι Faulk και Taylor 
(1971). Σήµερα, αποτελεί τον πιο καθιερωµένο και έγκυρο τρόπο 
ανοσοεντόπισης στο ΗΜ γιατί οδηγεί στην εντόπιση της αντιγονικής θέσης 
µε µεγάλη ακρίβεια και υψηλή διακριτική ικανότητα. Η σύσταση των 
σωµατιδίων του κολλοειδούς χρυσού αποτελείται κεντρικά από το στοιχείο 
του χρυσού, το οποίο περιβάλλεται από µία στοιβάδα αρνητικών φορτίων, 
λόγω της προσρόφησης ιόντων χλωριούχου χρυσού (AuCl2-) και στη 
συνέχεια από στοιβάδα θετικά φορτισµένων ιόντων υδρογόνου. Η µέθοδος 
του κολλοειδούς χρυσού εµφανίζει µια σειρά πλεονεκτηµάτων έναντι της 
µεθόδου ανοσοεντοπισµού µε το ένζυµο υπεροξειδάση. Πιο συγκεκριµένα, ο 
κολλοειδής χρυσός α) συνδέεται µε προσρόφηση, µε µη-οµοιοπολικούς 
δεσµούς, στις ανοσοσφαιρίνες (Faulk and Taylor, 1971) ή στην πρωτεΐνη-Α 
(Roth et al., 1978) και έτσι αποφεύγονται οι µέθοδοι χηµικής σύνδεσης που 
µπορούν να προκαλέσουν αλλαγές στις φυσικές, χηµικές και ανοσολογικές 
ιδιότητες των µορίων, β) παρατηρείται και ανιχνεύεται εύκολα στο ΗΜ, γ) 
παρασκευάζεται εύκολα σε διάφορα µεγέθη εύρους 1-150nm, κάνοντας 
εφικτό τον πολλαπλό ανοσοεντοπισµό µε χρήση διαφορετικών µεγεθών 
κόκκων χρυσού, δ) διατηρείται για µεγάλο χρονικό διάστηµα (τουλάχιστον 
ένα χρόνο) και ε) κάνει δυνατό τον εντοπισµό αντιγονικών θέσεων µε 
µεγάλη ακρίβεια σε σύγκριση µε τις άλλες µεθόδους ανοσοεντοπισµού στο 
ΗΜ, λόγω της υψηλής διακριτικής ικανότητας, γιατί η απόσταση µεταξύ 
του κέντρου του κόκκου του χρυσού και του επιτόπου που αναγνωρίζεται 
από το πρωτογενές αντίσωµα είναι πολύ µικρή (µερικά nm).  
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2.2. Είδη  ανοσοϊστοχηµικών  τεχνικών  ηλεκτρονικού 
µικροσκοπίου 

Η διατήρηση της καλής µορφολογίας και της αντιγονικότητας του ιστού 
αποτελούν βασικές προϋποθέσεις για την ανοσοϊστοχηµικό εντοπισµό στην 
ηλεκτρονική µικροσκοπία. Οι τεχνικές µπορούν να διακριθούν σε δύο 
κατηγορίες: 

1. Pre-embedding: Τεχνικές στις οποίες το πρωτόκολλο του 
ανοσοεντοπισµού εφαρµόζεται πριν από την έγκλειση του ιστού σε 
ρητίνη. 

2. Post-embedding: Τεχνικές στις οποίες το πρωτόκολλο του 
ανοσοεντοπισµού εφαρµόζεται σε λεπτές τοµές του ιστού (70-90nm) 
µετά από την έγκλεισή του σε ρητίνη.  

Οι παράγοντες που καθορίζουν το είδος της µεθόδου που θα επιλεγεί 
είναι πολλοί, µεταξύ των οποίων: η συγκέντρωση του αντιγόνου στον υπό 
µελέτη ιστό, η τοπογραφία του αντιγόνου και η ευαισθησία του αντιγόνου 
στη θερµοκρασία, στα χηµικά µέσα, στους οργανικούς διαλύτες και στα µέσα 
έγκλεισης. 

 
2.3. Ανοσοϊστοχηµικές τεχνικές πριν  την  έγκλειση  του  
ιστού 
 Στις τεχνικές αυτές, εφαρµόζεται η ανοσοϊστοχηµεία µετά τη 
µονιµοποίηση του ιστού και πριν την αφυδάτωση και την έγκλεισή του σε 
ρητίνες. Καταφεύγουµε σ’ αυτή τη µέθοδο όταν το υπό µελέτη αντιγόνο έχει 
χαµηλή συγκέντρωση στον ιστό ή είναι ασταθές και ευαίσθητο στο OSO4 
(τετροξείδιο του οσµίου) ή στη διαδικασία της αφυδάτωσης και της 
έγκλεισης σε εποξικές και ακρυλικές ρητίνες. Πιο συγκεκριµένα, ο ιστός 
µονιµοποιείται µε αλδεϋδες, στην συνέχεια κόβεται σε µικροτόµο 
παλλόµενης λεπίδας (vibratome) και στις τοµές που λαµβάνονται γίνεται 
διαπερατοποίηση µε γρήγορη ψύξη-απόψυξη ή µε χαµηλής συγκέντρωσης 
απορρυπαντικά. Το βήµα της διαπερατοποίησης είναι απαραίτητο για να 
µπορούν τα αντισώµατα να διεισδύσουν στις τοµές. Ο εντοπισµός του 
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αντιγόνου µπορεί να γίνει ορατός µε τη χρήση της αβιδίνης-βιοτίνης-
υπεροξειδάσης (ABC) ή µε τη χρήση κολλοειδούς ανοσοχρυσού (µέγεθος 
κόκκων χρυσού 1-5nm). Μετά την ολοκλήρωση της ανοσοϊστοχηµείας, οι 
τοµές του ιστού µονιµοποιούνται µε OSO4 και επεξεργάζονται ως 
ιστοτεµάχια, σύµφωνα µε την διαδικασία ρουτίνας για ΗΜ, δηλαδή 
αφυδατώνονται, εµποτίζονται και εγκλείονται σε εποξικές ρητίνες. Θα 
πρέπει να τονιστεί, ότι η ανοσοαντίδραση δεν είναι οµοιόµορφη σε όλο το 
βάθος του ιστού, καθώς όσο αυξάνεται το βάθος του ιστού, τόσο µειώνεται η 
διεισδυτικότητα του αντισώµατος. Πιο συγκεκριµένα, στα επιφανειακά 
στρώµατα του ιστού µπορεί να υπάρχει µη-ειδική ανοσοαντίδραση, ενώ σε 
βαθύτερα στρώµατα µπορεί η υπερµικροσκοπική δοµή του ιστού να είναι 
πολύ καλή, αλλά να µην παρατηρείται ανοσοαντίδραση. Υπάρχει ενδιάµεσα 
µία περιορισµένη περιοχή όπου, τόσο η ανοσοαντίδραση, όσο και η 
υπερµικροσκοπική δοµή του ιστού είναι πολύ καλή και θα πρέπει να 
προσεγγίζεται κατά την κοπή στην υπερµικροτόµο µε προσοχή, ώστε µα µην 
αφαιρεθεί από λάθος (Valentijn et al., 1989).     

 
2.4. Ανοσοϊστοχηµικές τεχνικές  µετά την  έγκλειση  του  
ιστού 
 
2.4.1 Ανοσοεντοπισµός σε  τοµές ιστού εγκλεισµένου σε  εποξικές 
ρητίνες  
 Τη µέθοδο αυτή τη χρησιµοποιούµε όταν οι υπό µελέτη αντιγονικές 
θέσεις είναι ανθεκτικές στη διαδικασία της χηµικής µονιµοποίησης, της 
αφυδάτωσης και της έγκλεισης σε υψηλή θερµοκρασία. Η επεξεργασία του 
ιστού περιλαµβάνει την µονιµοποίηση των ιστοτεµαχίων µε χρήση 
αλδεϋδών και στη συνέχεια µπορεί να ακολουθήσει OSO4, αφυδάτωση µε 
διαλύµατα αιθυλικής αλκοόλης αυξανόµενης συγκέντρωσης, εµπότιση και 
έγκλειση σε εποξικές ρητίνες (Μerighi, 1992). 
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2.4.2. Μέθοδος βαθµιαίας µείωσης της θερµοκρασίας (µέθοδος 
PLT) 
 Εφαρµόζεται όταν οι αντιγονικές θέσεις είναι ευαίσθητες στην 
αφυδάτωση και στον πολυµερισµό σε υψηλές θερµοκρασίες. Αρχικά, τα 
ιστοτεµάχια µονιµοποιούνται µε αλδεϋδες (γλουταραλδεϋδη– 
παραφορµαλδεϋδη) και στη συνέχεια ακολουθεί αφυδάτωση σε διαλύµατα 
οργανικού διαλύτη (συνήθως αιθυλική αλκοόλη) αυξανόµενης 
συγκέντρωσης  (Skepper, 2000). 
 
2.4.3. Μέθοδος ψυκτοαντικατάστασης  
 Εφαρµόζεται όταν οι αντιγονικές θέσεις είναι ευαίσθητες στη χηµική 
µονιµοποίηση. Ο ιστός µονιµοποιείται ακαριαία (0.1-1 msec) µε ψύξη σε 
ατµόσφαιρα υγρού αζώτου, ώστε να µη διαµορφωθούν κρύσταλλοι πάγου, οι 
οποίοι θα αλλοιώσουν την υπερµικροσκοπική δοµή του. Ακολουθεί 
σταδιακή αντικατάσταση του παγωµένου νερού του ιστού από οργανικό 
διαλύτη, συνήθως άνυδρη ακετόνη. Η διαδικασία της ψυκτοαντικατάστασης 
γίνεται σε πολύ χαµηλές θερµοκρασίες (-800C έως -900C). Αφού 
ολοκληρωθεί η ψυκτοαντικατάσταση, ακολουθεί ελεγχόµενη και σταδιακή 
αύξηση της θερµοκρασίας, µέχρι του σηµείου που θα γίνει η εµπότιση και 
τελικά η έγκλειση των ιστοτεµαχίων σε ακρυλικές ή εποξικές ρητίνες 
(Hobot, 1989). 
 

2.5. Παράγοντες που επηρεάζουν  την  εφαρµογή  της  
ανοσοϊστοχηµείας στο  ΗΜ  
 
2.5.1.  Είδος µονιµοποιητικού µέσου (αλδεϋδες, τετροξείδιο του 
οσµίου ) 

Με τις αλδεϋδες µονιµοποιούνται κυρίως πρωτεΐνες και 
υδατάνθρακες. Η γλουταραλδεϋδη, αναπτύσσει ενδοµοριακούς και 
διαµοριακούς δεσµούς στα πρωτεϊνικά µακροµόρια, διαδικασία η οποία δεν 
είναι αναστρέψιµη. Αντιδρά µε ελεύθερες αµινοµάδες των πρωτεϊνών, 
καθώς και µε το αµινοτελικό άκρο των πεπτιδίων. Επίσης, αντιδρά µε τα 
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φωσφολιπίδια, δηµιουργώντας δεσµούς µεταξύ των λιπιδίων και των 
µεµβρανικών πρωτεϊνών. Η φορµαλδεΰδη, που είναι µονοµερές, διεισδύει 
πιο εύκολα από την γλουταραλδεϋδη, αλλά επειδή διαθέτει µια 
αλδεϋδοµάδα,  δηµιουργεί λιγότερους δεσµούς µε τα πρωτεϊνικά µόρια. 
Αντιδρά µε τις ελεύθερες αµινοµάδες των αµινοξέων και των πρωτεινών 
αλλά το βασικό µειονέκτηµά της είναι ότι η αντίδραση αυτή είναι πλήρως ή 
µερικώς αναστρέψιµη (Hayat, 1986). Συµπερασµατικά, η φορµαλδεΰδη 
λόγω του µικρού µεγέθους της, διεισδύει πιο γρήγορα στους ιστούς, αλλά 
συγχρόνως δηµιουργεί ασταθείς δεσµούς µε τα διάφορα µακροµόρια, ενώ η  
γλουταρλδεϋδη λόγω του µεγαλύτερου µεγέθους της διεισδύει πιο αργά 
στους ιστούς, αλλά αναπτύσσει σταθερούς δεσµούς, προστατεύοντας 
καλύτερα την υπερµικροσκοπική δοµή του ιστού. 

Το OSO4 είναι ακόρεστη ένωση που αντιδρά µε τους διπλούς δεσµούς 
ακόρεστων λιπαρών οξέων σχηµατίζοντας διεστέρες µε σύνδεση γειτονικών 
λιπιδικών µορίων. Παράλληλα, το OSO4 χρησιµεύει και ως χρωστική, γιατί 
λόγω του µεγάλου ατοµικού βάρος του οσµίου προκαλείται σηµαντική 
αύξηση της ηλεκτρονικής πυκνότητας (Μαργαρίτης, 1989).  

     
2.5.2. Θερµοκρασία  µονιµοποίησης  

Η διαδικασία της µονιµοποίησης γίνεται κατά κανόνα στους 40C για 
να αποφευχθεί η διαλυτοποίηση των κυτταρικών συστατικών. Παρόλα αυτά, 
η µονιµοποίηση µπορεί να γίνει και σε θερµοκρασία δωµατίου όταν η 
µονιµοποίηση γίνεται σε κυτταρικά συστατικά που καταστρέφονται σε 
χαµηλές θερµοκρασίες όπως οι µικροσωληνίσκοι.  
 
2.5.3. Είδη µέσων έγκλεισης (εποξικές και  ακρυλικές ρητίνες) 

Οι εποξικές ρητίνες χρησιµοποιήθηκαν για πρώτη φορά ως µέσα 
έγκλεισης για την ηλεκτρονική µικροσκοπία από τους Glauert και 
συνεργάτες του (1956). Υπάρχουν τρεις τύποι εποξικών ρητινών που 
χρησιµοποιούνται στην ηλεκτρονική µικροσκοπία: 
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• Η αρωµατική εποξική ρητίνη Araldite, η οποία προσδίδει στο τελικό 
πολυµερές των ρητινών αντοχή και σταθερότητα κάτω από τη δέσµη 
των ηλεκτρονίων. 

• Η αλειφατική εποξική ρητίνη Epon812  και τα διάφορα είδη που την 
έχουν αντικαταστήσει και αναφέρονται ως ρητίνες Epon. Η ρητίνη 
αυτή χαρακτηρίζεται από µικρότερη σταθερότητα κάτω από τη δέσµη 
των ηλεκτρονίων. 

• Το διοξείδιο του βινυλικού κυκλοεξανίου, µια εποξική ρητίνη που 
έχει καθιερωθεί ως τύπου Spurr, έχει µικρότερο ιξώδες σε σχέση µε 
τους δύο προηγούµενους τύπους και θεωρείται ότι είναι καρκινογόνο 
αντιδραστήριο που απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή στον χειρισµό.  

Η σκληρότητα των παρασκευασµάτων των εποξικών ρητινών 
διαµορφώνεται µε την ανάµειξή τους µε ανυδρίτες που ονοµάζονται 
σκληρυντές, οι οποίοι αντιδρούν µε τις εποξικές οµάδες των µορίων των 
ρητινών. Η αντίδραση των εποξικών ρητινών και του ανυδρίτη-σκληρυντή 
απαιτεί πολύ υψηλή θερµοκρασία. Για τον λόγο αυτό, στο µείγµα 
προστίθεται ο επιταχυντής, που µειώνει την θερµοκρασία σε επίπεδα 
κατάλληλα για να γίνει η έγκλειση. Ο συνδυασµός των εποξικών ρητινών 
Araldite και Epon για την παρασκευή  µείγµατος έχει σοβαρά 
πλεονεκτήµατα, γιατί προσδίδει στο παρασκεύασµα ελαστικές ιδιότητες για 
εύκολο κόψιµο στην υπερµικροτόµο, καθώς και αυξηµένη σταθερότητα των 
τοµών στη δέσµη των ηλεκτρονίων κατά την παρατήρηση στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο.  
Οι ακρυλικές ρητίνες αποτελούν µείγµατα ακρυλικών και 

µεθακρυλικών εστέρων και πολυµερίζονται µε τον µηχανισµό του 
αλυσιδωτού πολυµερισµού των ελευθέρων ριζών, κατά τον οποίο τα βιοµόρια 
δεν εµπλέκονται στο δίκτυο του πολυµερούς των ρητινών και διατηρούν τις 
φυσικές τους ιδιότητες. Οι ρητίνες που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία  
είναι οι : LR White, LR Gold, Lowicryl K4M, Lowicryl HM20, Lowicryl 
K11M και Lowicryl HM23. Πιο συγκεκριµένα, οι Lowicryl ρητίνες 
κατασκευάσθηκαν έτσι ώστε να έχουν χαµηλό ιξώδες και να µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν ως µέσα έγκλεισης σε πρωτόκολλα επεξεργασίας ιστών σε 
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θερµοκρασίες µικρότερες του µηδενός όπως στην µέθοδο PLT  και στην 
µέθοδο της  ψυκτοαντικατάστασης. Οι υδρόφιλες ρητίνες Lowicryl K4M και 
Κ11Μ, πολυµερίζονται στους -350 C και στους -600 C αντίστοιχα, ενώ οι 
υδρόφοβες ρητίνες Lowicryl HM20 και Lowicryl HM23, πολυµερίζονται 
στους -500C και στους -700C αντίστοιχα. Σε αυτές τις θερµοκρασίες 
προστατεύονται θερµοευαίσθητα αντιγόνα και διατηρείται καλύτερα η 
υπερµικροσκοπική δοµή του ιστού, γιατί µειώνεται η διάχυση των 
βιοµορίων και η διαλυτοποίηση των λιπιδικών συστατικών στους 
οργανικούς διαλύτες κατά το στάδιο της αφυδάτωσης. 
2.5.4. Χρονική διάρκεια  µονιµοποίησης  

Συνήθως, όταν πρόκειται για εφαρµογή ανοσοϊστοχηµικής 
αντίδρασης, η µονιµοποίηση του ιστού είναι σύντοµη (1-3 h), ώστε να 
αποφεύγεται η υπερµονιµοποίηση, που σηµαίνει ανάπτυξη περισσότερων 
δεσµών µεταξύ των µακροµορίων του ιστού και πιθανώς κάλυψη και 
απενεργοποίηση των αντιγονικών θέσεων.  

 
2.6. Pre-embedding πειράµατα  

Διενεργήθηκαν pre-embedding πειράµατα καθώς το anti-Fras1 
(πρόκειται για πολυκλωνικό αντίσωµα που παράχθηκε σε ανοσοποιηµένα 
κουνέλια από βακτηριακά υπερεκφρασµένο πεπτίδιο που αντιστοιχούσε στα 
αµινοξέα 1212-1525 της Fras1, Vrontou et al., 2003) αντίσωµα φαινόταν να 
µην ανταποκρίνεται πλήρως στις post-embedding τεχνικές. Κάτι τέτοιο 
συµβαίνει συχνά σε πειράµατα ανοσοηλεκτρονικής µικροσκοπίας καθώς δεν 
δουλεύουν όλα τα αντισώµατα µε όλες τις τεχνικές. Ένας πιθανός λόγος για 
τον οποίο το αντίσωµα της Fras1 δεν λειτουργεί σε post-embedding 
τεχνικές είναι η µη αντοχή του σε ακρυλικές ρητίνες και γενικότερα στην 
όλη χηµική διεργασία στην οποία υφίσταται. Το πρωτόκολλο που 
εφαρµόστηκε και αναλύεται στην επόµενη παράγραφο είναι αυτό του 
κολλοειδούς ανοσοχρυσού. 
 
2.6.1. Ανοσοεντόπιση µε  τη  µέθοδο του  κολλοειδούς 
ανοσοχρυσού   
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• Τα έµβρυα ποντικού (Ε14.5) επωάσθηκαν κατά τη διάρκεια της 
νύχτας (overnight) µε µονιµοποιητή 4% παραφορµαλδεϋδη, 0.05% 
γλουταραλδεϋδη και 15% πικρικό οξύ (βοηθάει στη διατήρηση της 
αντιγονικότητας) in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2.  

• Ακολούθησαν 10 πεντάλεπτα πλυσίµατα µε 0,1M PB ώστε να 
ξεπλυθεί ο µονιµοποιητής 

• Στην συνέχεια τα έµβρυα κόπηκαν σε τοµές πάχους 70µm η καθεµία 
χρησιµοποιώντας µικροτόµο παλλόµενης λεπίδας (VT1000S Leica). 

• Ακολούθησαν πολλαπλά πλυσίµατα µε PB ώστε να ξεπλυθεί ο 
µονιµοποιητής. 

• Εν συνεχεία 2 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε TBS  
• Στην συνέχεια οι τοµές επωάσθηκαν για 1 ώρα σε θερµοκρασία 
δωµατίου µε 20% NGS (Normal Goat Serum)  in  TBS-buffer (50mM 
Tris, 0.9% NaCl, pH 7.4). Η χρησιµοποίηση 20% διαλύµατος ορού 
αιγός γίνεται για την κάλυψη µε αντισώµατα των µη-ειδικών θέσεων 
πρόσδεσης των αντισωµάτων που θα χρησιµοποιηθούν στην συνέχεια. 

• Ακολούθησαν δύο πεντάλεπτα πλυσίµατα µε TBS. 
• Στην συνέχεια οι τοµές επωάσθηκαν µε το πρώτο αντίσωµα για 50-60 
ώρες στους 40C. H αραίωση στην οποία χρησιµοποιήθηκε το πρώτο 
αντίσωµα (anti-Fras1) ήταν 1:40 in 1%NGS in TBS buffer. 

• Ακολούθησαν 3 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε TBS. 
• Στην συνέχεια οι τοµές επωάσθηκαν µε το δεύτερο αντίσωµα για 50-

60 ώρες στους 40C. Το δεύτερο αντίσωµα χρησιµοποιήθηκε σε 
αραίωση 1:100 και ήταν goat anti-rabbit affinity purified Fab’ 
fragment συζευγµένο µε σφαιρίδια χρυσού διαµέτρου 1.4 nm 
(Nanoprobes Inc.). 

• Ακολούθησαν 3 δεκάλεπτα πλυσίµατα µε TBS και 2 πεντάλεπτα µε 
απεσταγµένο νερό.  

• Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ενίσχυση των τοµών µε κολλοειδή 
άργυρο για 6 µε 6.5 min (HQ Silver kit, Nanoprobes Inc). Πιο 
συγκεκριµένα, ο κολλοειδής άργυρος αποτελείται από τρία συστατικά 
τα οποία είναι φωτοευαίσθητα και φυλάσσονται στην κατάψυξη ( 
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Moderator:άσπρο, Initiator:κόκκινο, Activator:µπλε). Τον κολλοειδή 
άργυρο τον χρησιµοποιούµε για να ενισχύσουµε το σήµα του 
δεύτερου αντισώµατος που φέρει χρυσό. Τα συσσωµατώµατα του 
χρυσού έχουν διάµετρο 1.4nm, ενώ του αργύρου 10nm. Ο άργυρος 
έχει συνάφεια µε τα µόρια χρυσού οπότε χρησιµοποιώντας τον 
ενισχύεται το σήµα καθώς τα µόρια αργύρου κολλάνε στα µόρια 
χρυσού και στην ουσία αυτό που παρατηρείται στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο είναι τα µόρια αργύρου. Παρόλα αυτά, αντί για άργυρο 
θα µπορούσε θεωρητικά να χρησιµοποιηθούν µόρια χρυσού µε 
µεγαλύτερη διάµετρο (π.χ. µε διάµετρο 5 ή 10nm), αλλά αυτό 
πρακτικά δεν γίνεται γιατί όσο µεγαλώνει η διάµετρος των µορίων 
του χρυσού, τόσο ελαττώνεται η διεισδυτικότητα αυτών. Ο 
κολλοειδής άργυρος σχηµατίζει ιζήµατα όταν αναµειγνύεται µε 
buffers και για τον λόγο αυτό χρησιµοποιείται για την ανάµειξή του 
απεσταγµένο νερό. Για την παρασκευή του κολλοειδούς αργύρου 
αναµειγνύονται 500µl κόκκινου συστατικού µε 500µl άσπρου. 
Ακολουθεί έντονη ανακίνηση. Στο µείγµα προστίθενται 500µl µπλε 
συστατικού και ακολουθεί έντονη ανακίνηση. Από τη στιγµή που 
παρασκευαστεί ο κολλοειδής άργυρος έχει χρόνο λειτουργικότητας 
περίπου 20 min, καθώς µετά το πέρας αυτού του χρόνου µαυρίζει και 
πλέον είναι άχρηστος.  

• Ακολούθησαν πολλά στιγµιαία πλυσίµατα µε απεσταγµένο νερό και 2 
δεκάλεπτα µε 0.1M  PB buffer. 

• Στην συνέχεια οι τοµές επωάσθηκαν µε 1% OSO4 σε 0.1M PB για 40 
min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Ακολούθησαν 2 στιγµιαία πλυσίµατα µε 0.1M PB καθώς και 2 
σύντοµα πλυσίµατα µε απεσταγµένο νερό. 

• Στην συνέχεια οι τοµές επωάσθηκαν µε υδατικό διάλυµα 1% οξικού 
ουρανίου για 40 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Ακολούθησαν 2 σύντοµα πλυσίµατα µε απεσταγµένο νερό και στην 
συνέχεια πραγµατοποιήθηκε βαθµιαία αφυδάτωση των τοµών µε 
αλκοόλες (2 δεκάλεπτα η καθεµία) 50%, 70%, 90%, 95% και 100%. 
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• Ακολούθησαν 2 δεκάλεπτες επωάσεις των τοµών µε propylene oxide 
(ισχυρός διαλύτης της ρητίνης) 

• Στην συνέχεια έγινε overnight εµπότιση των τοµών µε εποξική 
Araldite ρητίνη (Durcupan ACM, Fluca) σε θερµοκρασία δωµατίου. 

• Ακολούθησε µεταφορά των τοµών σε αντικειµενοφόρες πλάκες οι 
οποίες και αφέθηκαν στον φούρνο overnight στους 600C για να 
πολυµεριστεί η ρητίνη. 

 
 
2.6.2. Τοµές ηλεκτρονικής µικροσκοπίας από το πείραµα  του 
κολλοειδή ανοσοχρυσού 

Οι τοµές είχαν πάχος 70-110nm και τοποθετήθηκαν σε πλέγµατα 
χαλκού διαµέτρου 1-2mm τα οποία ήταν καλυµµένα µε µεµβράνη pioloform 
(1% pioloform σε χλωροφόρµιο). Οι λεπτές τοµές ιστών που είχαν 
εγκλεισθεί στην εποξική ρητίνη Durcupan παρατηρούνταν στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο αφού προηγουµένως είχαν χρωµατισθεί µε διάλυµα κιτρικού 
µολύβδου.  

Για την παρασκευή του διαλύµατος κιτρικού µολύβδου απαιτούνται: 
4.6 ml ultra pure water + 0.133g PB(II)NO3 + 0.176g  Na3 Citrate + 0.4ml 
2N NaOH + filtration. Το NaOH αντιδρά µε το CO2 της ατµόσφαιρας και 
για το λόγο αυτό προστίθεται περίσσεια NaOH (πελέτες) ώστε να 
αποφευχθεί η δηµιουργία ιζηµάτων. Η διαδικασία χρώσης που 
ακολουθήθηκε έχει ως εξής: 

• Υγρό χαρτί τοποθετείται στην εσωτερική περιφέρεια ενός 
petri. 

• Στο κέντρο του petri τοποθετείται  parafilm και πάνω στο 
parafilm τοποθετούνται σταγόνες διαλύµατος κιτρικού 
µολύβδου. 

• Το κάθε πλέγµα επωάζεται για 3min µε µία σταγόνα µε την 
mat πλευρά αυτού να εφάπτεται της σταγόνας 

• Ακολουθούν 3 στιγµιαία ξεπλύµατα του κάθε πλέγµατος µε 
απεσταγµένο νερό. 
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• Στην συνέχεια το κάθε πλέγµα στεγνώνεται τόσο µε ειδικό 
χαρτί (φίλτρο Whatman), όσο και µε πιστολάκι. 

• Τέλος, το κάθε πλέγµα φυλάσσεται σε ειδικό κουτάκι (grid 
box) και είναι έτοιµο για παρατήρηση στο ηλεκτρονικό 
µικροσκόπιο. 

 
2.7. Post-embedding πειράµατα  

Στην εφαρµογή της ανοσοϊστοχηµείας στην ηλεκτρονική µικροσκοπία 
καθοριστικό ρόλο παίζουν το είδος του µονιµοποιητή, το µέσο έγκλεισης, η 
θερµοκρασία και η διάρκεια της µονιµοποίησης. Με βάση τα παραπάνω, 
κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας, πραγµατοποιήθηκαν  
προκαταρκτικά πειράµατα, όπου χρησιµοποιήθηκαν ως µονιµοποιητές η 
γλουταρλδεϋδη και η παραφορµαλδεϋδη σε διάφορες συγκεντρώσεις και 
δοκιµάσθηκαν επίσης δύο διαφορετικά µέσα έγκλεισης, πάντοτε όµως σε 
post-embedding πειράµατα. Πιο συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν τρεις 
διαφορετικοί µονιµοποιητές  (Ι :4%PFA + 0,25%GDA in PBS,  II : 2%PFA + 
0,5%GDA in PBS,  III: 2,5% GDA in PBS) και δύο διαφορετικές ρητίνες 
(LR-White και Lowicryl HM20). Τα πρωτόκολλα που χρησιµοποιήθηκαν 
αναλύονται µε λεπτοµέρεια στις επόµενες παραγράφους.  
 
2.7.1. Διαδικασία  έγκλεισης εµβρύων ποντικού (14.5 ηµέρα) σε 
ρητίνη LR-White   
  Η διάρκεια της µονιµοποίησης σε γενικές γραµµές εξαρτάται από τη 
φύση και το µέγεθος των δειγµάτων. Στην συγκεκριµένη περίπτωση 
ολόκληρα τα έµβρυα και για τους τρεις µονιµοποιητές αφέθηκαν να 
µονιµοποιηθούν overnight στους 40C. Ακολούθησαν δύο πλυσίµατα µε PBS 
στους 40C, αφυδατώσεις, έγκλειση σε ρητίνη LR-White και τέλος 
πολυµερισµός της ρητίνης. Αναλυτικότερα το πρωτόκολλο το οποίο 
εφαρµόστηκε είναι το εξής: 
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 Μονιµοποίηση :  Σε τρεις διαφορετικούς µονιµοποιητές : Ι  : 4% PFA 
+ 0,25% GDA in PBS,  II : 2%PFA + 0,5%GDA in PBS,  III: 2,5% 
GDA in PBS  

 Πλυσίµατα : Με διάλυµα  PBS  (2 x 25 λεπτά) στους 4οC. 
 Ανατοµία ολόκληρων εµβρύων: Η ανατοµία των εµβρύων 
πραγµατοποιήθηκε κατά τέτοιο τρόπο ώστε να προκύψουν δύο 
ιστοτεµάχια από κάθε έµβρυο όσο το δυνατόν πανοµοιότυπα (µε 
οβελιαία τοµή). Το καθένα από τα παραπάνω ιστοτεµάχια κόπηκε εκ 
νέου µε οβελιαία τοµή (χωρίς όµως να περιλαµβάνει εγκέφαλο). Τα 
ιστοτεµάχια που προέκυψαν από την ανατοµία αφέθηκαν σε PBS 
στους  40C για έξι ώρες. 

 Αφυδάτωση: Αρχικά  µε αιθανόλη 50% (2 Χ 15 λεπτά) και στη 
συνέχεια µε αιθανόλη 70% (2 Χ 30λεπτά). Οι αφυδατώσεις έγιναν 
στους 4οC. 

 Έγκλειση: Αρχικά επωάστηκαν τα ιστοτεµάχια για 2 ώρες µε διάλυµα 
αλκοόλης : ρητίνης (LR-White) = 1:2 σε θερµοκρασία δωµατίου µε 
ανάδευση και στη συνέχεια µε καθαρή ρητίνη overnight  (14 ώρες) 
στους 4οC µε ανάδευση. Μετά την overnight επώαση, τα δείγµατα 
αφέθηκαν να αναδεύονται σε θερµοκρασία δωµατίου για έξι ώρες. Στη 
συνέχεια τοποθετήθηκαν σε ειδικές κάψουλες οι οποίες είχαν µικρή 
ποσότητα ρητίνης. Μετά την τοποθέτηση των δειγµάτων στις 
κάψουλες, προστέθηκε ρητίνη σε αυτές έως ότου γεµίσουν. 

  Πολυµερισµός ρητίνης: Οι κάψουλες αφέθηκαν για 24 ώρες στους 
500C ώστε να πολυµεριστεί η ρητίνη. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν 
σε θερµοκρασία δωµατίου. 

  
Παρασκευή της  αραίωσης  ρητίνης (LR-White) : αιθανόλη (70%) 
= 2:1 

Η ρητίνη LR-White είναι ρευστή και φυλάσσεται σε σκούρο 
µπουκάλι στους 4oC. Τοποθετείται ο επιθυµητός όγκος ρητίνης σε falcon 
tube. Η αιθανόλη (70%) προστίθεται  µε πιπέτα pasteur σταγόνα-στάγονα 
και αναδεύεται έντονα  ώστε να αναµειχθούν τα συστατικά. Όταν το 
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διάλυµα φτάσει στο σηµείο κορεσµού σταµατάει η προσθήκη της αιθανόλης. 
Αν ξεπεραστεί το σηµείο κορεσµού τότε προστίθενται 2-3 σταγόνες ρητίνης, 
ώστε να διευκολυνθεί η ανάµειξη. 
 
2.7.2. Διαδικασία  έγκλεισης εµβρύων ποντικού (14.5 ηµέρα) σε 
ρητίνη Lowicryl HM20   µε  την PLT τεχνική 
 Το βασικό χαρακτηριστικό αυτής της µεθόδου είναι η βαθµιαία 
µείωση της θερµοκρασίας καθώς αυξάνεται σταδιακά η συγκέντρωση του 
οργανικού διαλύτη βοηθώντας κατά τον τρόπο αυτό τη µείωση τόσο της 
διάχυσης λιπιδίων όσο και των αλλαγών στη δοµή των πρωτεϊνών. Η 
µέγιστη µείωση της θερµοκρασίας (-500C) εφαρµόζεται στο τελευταίο βήµα 
της αφυδάτωσης (100% συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη) και στην ίδια 
θερµοκρασία πραγµατοποιείται η διαδικασία του εµποτισµού του ιστού και 
ο πολυµερισµός του µέσου έγκλεισης. Ως µέσα έγκλεισης χρησιµοποιούνται 
οι ακρυλικές ρητίνες Lowicryl K4M και Lowicryl HM20, οι οποίες 
πολυµερίζονται στους -350C και -500C αντίστοιχα, µε ακτινοβολία UV. Το 
τετροξείδιο του οσµίου δεν χρησιµοποιείται σε αυτή την τεχνική ως 
δεύτερος µονιµοποιητής γιατί απορροφά πλήρως την υπεριώδη ακτινοβολία, 
µε αποτέλεσµα τη µη ολοκλήρωση του πολυµερισµού. Η ανοσοϊστοχηµική 
αντίδραση είναι βελτιωµένη σε σχέση µε αυτή στις τοµές εποξικών ρητινών 
δεδοµένου της επεξεργασίας του ιστού σε χαµηλές θερµοκρασίες και της µη 
χρήσης τετροξείδιου του οσµίου. Παρακάτω παρατίθεται η µεθοδολογία που 
ακολουθήθηκε για την επεξεργασία εµβρύων ποντικού Ε14.5 εφαρµόζοντας 
την PLT τεχνική. 

• Ανατοµία εµβρύων ποντικού Ε14.5 (Βλέπε πρωτόκολλο LR-White)  
• Μονιµοποίηση µε τρεις διαφορετικούς µονιµοποιητές : Ι  : 4% PFA + 

0,25% GDA in PBS,  II : 2%PFA + 0,5%GDA in PBS,  III: 2,5% 
GDA in PBS  

• 2 εκπλύσεις των 20 min στους 40C µε 4% Sucrose in SCB 0.08M PH 
7.4 

• 30%   αιθανόλη στους    00C για 30 min 
• 50%   αιθανόλη στους -100C για 30 min 
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• 70%   αιθανόλη στους -250C για 30 min 
• 100% αιθανόλη στους -400C για 30 min 
• 100% αιθανόλη στους -500C για 30 min 
• Εµπότιση µε ρητίνη Lowicryl HM20  1:3  αραιωµένης µε αιθανόλη 
για 1 ώρα στους -500C 

• Εµπότιση µε ρητίνη Lowicryl HM20  1:1  αραιωµένης µε αιθανόλη 
για 1 ώρα στους -500C 

• Εµπότιση µε ρητίνη Lowicryl HM20  3:1  αραιωµένης µε αιθανόλη 
για 1 ώρα στους -500C 

• Εµπότιση µε καθαρή ρητίνη Lowicryl HM20  για 1 ώρα στους -500C 
• Εµπότιση µε καθαρή ρητίνη Lowicryl HM20  για 16 ώρες στους -500C 
• Σκήνωση: Τα ιστοτεµάχια µεταφέρονται από τις πλαστικές κάψουλες 

(µε το πλέγµα στον πυθµένα) σε κάψουλες Leica, έτσι ώστε κάθε µία 
να έχει ένα ιστοτεµάχιο. Προτού γίνει αυτή η µεταφορά, οι κάψουλες 
Leica έχουν ήδη τοποθετηθεί σε ειδικό µεταλλικό υποδοχέα µε 
καθαρή ρητίνη Lowicryl HM20. Στη συνέχεια οι κάψουλες αυτές 
µεταφέρονται και εισάγονται µε κατάλληλο εξάρτηµα σε κάψουλες 
ζελατίνης οι οποίες είναι ήδη γεµάτες µε καθαρή ρητίνη. Η όλη 
διάταξη (κάψουλες ζελατίνης και κάψουλες Leica) µεταφέρεται 
τελικά σε ειδικό δοχείο στήριξης το οποίο περιέχει 15ml αιθανόλης. 

• Πολυµερισµός: Προσαρµόζεται πάνω στο θάλαµο εργασίας του 
µηχανήµατος  η συσκευή που φέρει τη λάµπα UV για να γίνει ο 
πολυµερισµός της ρητίνης. Η ισχύς της λάµπας είναι 6W και το 
µήκος κύµατος αυτής είναι 350nm. O πολυµερισµός γίνεται αρχικά 
στους -500C για 48 ώρες και ολοκληρώνεται στους 00C για 24 ώρες. Ο 
ρυθµός αύξησης της θερµοκρασίας από τους -500C στους 00C είναι 
50C/ ώρα. 

 
Παρασκευή καθαρής ρητίνης Lowicryl HM20 

H συνιστώµενη ποσότητα για τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν 
(µε βάση τον αριθµό των ιστοτεµαχίων) είναι 60ml ρητίνης. Για να 
παρασκευαστεί η ποσότητα αυτή απαιτούνται τα εξής : 
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Crosslinker     D    8.94   gr 
Monomer       E    51,06 gr 
Initiator          C 0.3     gr 
Πίνακας 5. Συστατικά ρητίνης Lowicryl HM20  
 

Θα πρέπει να τονιστεί, ότι αρχικά αναµειγνύονται τα δύο πρώτα 
υλικά (D + E) και στη συνέχεια προστίθεται το C. Σε κάθε περίπτωση 
γίνεται ήπια ανάδευση µε τη γυάλινη ράβδο. Η ανάδευση γίνεται έως ότου 
δεν υπάρχουν εναιωρήµατα. Αφού παρασκευαστεί η ρητίνη Lowicryl HM20 
φυλάσσεται στο ψυγείο µέχρι και για 24 ώρες. 
Προγραµµατισµός µηχανήµατος 
 
Τ1   0 0C 30 min 
S1 µετάβαση 12 min 
T2 -10 0C 30 min 
S2 µετάβαση 18 min 
T3 -25 0C 30 min 
Πίνακας  6. Πρόγραµµα 1 (στάδιο αφυδάτωσης)  
 
Τ1 -40 0C 30 min 
S1 µετάβαση 12 min 
T2 -50 0C 30 min 
S2 αµετάβλητο  0  min 
T3 -50 0C  0 min 
Πίνακας 7. Πρόγραµµα 2 (στάδιο αφυδάτωσης, συνέχεια)  
 
Τ1   -50 0C 3 ώρες 
S1 αµετάβλητο  0 min 
T2   -50 0C  1 ώρα 
S2 αµετάβλητο  0 min 
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T3   -50 0C 16 ώρες 
Πίνακας 8. Πρόγραµµα 3 (στάδιο εµπότισης)  
 
Τ1   -50 0C 48 ώρες 
S1 µετάβαση 10 ώρες 
T2      0 0C 24 ώρες 
S2 αµετάβλητο   0 min 
T3      0 0C   0 min 
Πίνακας 9. Πρόγραµµα 4 (στάδιο πολυµερισµού)  
 
 
 
2.7.3. Τοµές ηλεκτρονικής µικροσκοπίας 

Χρησιµοποιήθηκε η υπερµικροτόµος LKB 2088 ULTRATOME. Οι 
τοµές είχαν πάχος 75-90nm και τοποθετήθηκαν σε πλέγµατα χαλκού 
διαµέτρου 3mm και άνοιγµα πλέγµατος 200mesh. Οι λεπτές τοµές ιστών 
που είχαν εγκλεισθεί τόσο στην ρητίνη LR-White όσο και στην ρητίνη 
Lowicryl HM20 παρατηρούνταν στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο αφού 
προηγουµένως είχαν χρωµατισθεί µε διάλυµα οξικού ουρανύλιου και 
διάλυµα κιτρικού µολύβδου. Η διαδικασία χρώσης που ακολουθήθηκε έχει 
ως εξής: 
Οξικό ουρανύλιο 

• Σε ένα κοµµάτι κερί το οποίο έχει επικαλυφθεί µε parαfilm 
τοποθετούνται σταγόνες οξικού ουρανύλιου (η µεταφορά και η 
τοποθέτηση αυτών των σταγόνων θα πρέπει να γίνεται σε συνθήκες 
σκότους γιατί το οξικό ουρανύλιο αντιδρά µε το φως και διασπάται, 
εκπέµποντας ακτινοβολία). 

• Το κάθε πλέγµα τοποθετείται κατά τέτοιο τρόπο ώστε η πλευρά των 
τοµών να εφάπτεται στη σταγόνα. 

• Ο χρόνος επώασης του κάθε πλέγµατος µε τη σταγόνα οξικού 
ουρανύλιου είναι 15 min. 
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• Στην συνέχεια τα πλέγµατα ξεπλένονται µε λίγες σταγόνες 
απεσταγµένου νερού και στεγνώνονται σε ειδικό χαρτί (φίλτρο 
Whatman) µε προσοχή ώστε να µην ακουµπήσουν οι τοµές µε το 
φίλτρο. 

 Κιτρικός µόλυβδος 
(βλέπε παράγραφο 2.6.2) 
 
2.7.4. Ανοσοϊστοχηµεία   ιστών εγκλεισµένων σε  LR-White και 
Lowicryl HM20 

• Τα πλέγµατα χαλκού που έφεραν υπέρλεπτες τοµές επωάσθηκαν για 
30min σε θερµοκρασία δωµατίου µε διάλυµα 1% BSA in PBS. 

• Προσθήκη πρώτου αντισώµατος και επώαση overnight στους 40C. Το 
πρώτο αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν anti-Fras1. 
Χρησιµοποιήθηκαν δύο διαφορετικές αραιώσεις του πρώτου 
αντισώµατος : α) 1:10 in 0.2% BSA in PBS και β) 1:30 in 0.2% BSA in 
PBS. 

• Ακολούθησαν 3 πλυσίµατα για 20min µε 1% BSA. 
• Προσθήκη δεύτερου αντισώµατος και επώαση για 2 ώρες σε 
θερµοκρασία δωµατίου. Το δεύτερο αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε 
ήταν το Ε.Μ. GAR20 Goat Anti-Rabbit IgG : 20nm Gold. Η αραίωση 
στην οποία χρησιµοποιήθηκε ήταν 1:40 in 0.2% BSA in PBS 

• Ακολούθησαν 3 πλυσίµατα για 20min µε 1% BSA. 
• Στην συνέχεια ακολούθησε πλύσιµο µε απεσταγµένο νερό για 20 
λεπτά.  

 

2.8. Φωτογραφίες - εµφάνιση  φιλµ -  επεξεργασία  
εικόνων  

Όλες οι φωτογραφίες ηλεκτρονικού µικροσκοπίου της παρούσας 
διατριβής ελήφθησαν από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διέλευσης τύπου JEOL 
100C στα 80kV. Οι µεγεθύνσεις των αρνητικών ήταν 13000-16000. Η 
εµφάνιση των αρνητικών των φωτογραφιών (αρνητικά φιλµς οξικής 
κυτταρίνης, 8x10cm) έγινε ως εξής: 
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• Η όλη διαδικασία πραγµατοποιείται στον σκοτεινό θάλαµο µε  
κόκκινο φως, το οποίο επιτυγχάνεται µε τοποθέτηση του κόκκινου 
φίλτρου Safelight filter No1 (Kodak). 

• Τα φιλµς  τοποθετούνται σε ειδικές θέσεις στήριξης (στατό) 
• Εµφάνιση των φιλµς µε εµβάπτισή τους σε διάλυµα εµφανιστή 

D19:απεσταγµένο νερό = 1:2 για 4 min. 
• Ξέπλυµα σε τρεχούµενο νερό βρύσης 
• Στερέωση των φιλµς µε εµβάπτισή τους σε διάλυµα στερεωτή Sodium 

Fixer (δεν αραιώνεται) για 10 min. 
• Ξέπλυµα σε τρεχούµενο νερό βρύσης για 20 min. 
• Στιγµιαίο ξέπλυµα των φιλµς µε εµβάπτισή τους σε απεσταγµένο 
νερό. 

• Στέγνωµα των φιλµς στον ξηραντήρα. 
Μετά την εµφάνιση των φιλµς ακολούθησε το «σκανάρισµά» τους µε τον 

scanner CanoScan 9900F.  Οι φωτογραφίες επεξεργάστηκαν ψηφιακά 
(brightness, contrast)  µε το λογισµικό Adobe Photoshop 7. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
Οι ιστοί στους οποίους διενεργήθηκαν τα πειράµατα είναι το δέρµα 

και o οισοφάγος από έµβρυα ποντικού Ε14.5. Αρχικά, πραγµατοποιήθηκαν 
post-embedding πειράµατα για τον εντοπισµό της πρωτεΐνης Fras1 στο 
επιθήλιο του δέρµατος και στην συνέχεια pre-embedding πειράµατα για την 
εύρεση του προτύπου κατανοµής της Fras1 στο επιθήλιο του δέρµατος, και 
του οισοφάγου. Πιο συγκεκριµένα, το πρώτο πείραµα που 
πραγµατοποιήθηκε ήταν η έγκλειση εµβρύων ποντικού Ε14.5 σε ρητίνη LR-

White και η παραπέρα ανοσοϊστοχηµεία των ιστών αυτών για τον εντοπισµό 
της Fras1 στο επιθήλιο του δέρµατος. Στην συνέχεια, διενεργήθηκε η 
έγκλειση εµβρύων ποντικού Ε14.5 σε ρητίνη Lowicryl HM20 µε την 
τεχνική PLT και η επακόλουθη ανοσοϊστοχηµεία των ιστών αυτών για τον 
εντοπισµό της Fras1 στο επιθήλιο του δέρµατος. Μετά από τα παραπάνω 
post-embedding πειράµατα, σειρά είχαν τα pre-embedding πειράµατα και 
ειδικότερα αυτό του ανοσοεντοπισµού της Fras1 µε τη µέθοδο του 
κολλοειδούς ανοσοχρυσού. Μάλιστα, στα πειράµατα αυτά µελετήθηκαν και 
ιστοτεµάχια οισοφάγου παράλληλα µε τα ιστοτεµάχια δέρµατος, σε αντίθεση 
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µε τα pre-embedding πειράµατα στα οποία εξετάστηκαν µόνο ιστοτεµάχια 
δέρµατος.  

 
3.1. Post-embedding  
 

Όλα τα post-embedding πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν τόσο µε 
την έγκλειση των ιστοτεµαχίων σε ρητίνη LR-White όσο και σε ρητίνη 
Lowicryl HM20, δεν οδήγησαν σε θετικά αποτελέσµατα.  

Στα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση της ρητίνης 
LR-White, δεν παρουσιάστηκαν εµφανή προβλήµατα κατά τη διάρκεια 
εκτέλεσης του πρωτοκόλλου. Τα προβλήµατα, έγιναν ορατά µόνο µετά την 
παρατήρηση στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Πιο συγκεκριµένα, η εικόνα 
παρουσίαζε προβλήµατα στην δοµή του ιστού αλλά και στο ειδικό «σήµα» 
του αντισώµατος anti-Fras1. Τα προβλήµατα που παρουσιάστηκαν στην 
αντιγονικότητα του ιστού, ενδεχοµένως να οφείλονται στην επιλογή της 
post-embedding τεχνικής σε συνδυασµό µε το συγκεκριµένο αντίσωµα (anti-
Fras1) που χρησιµοποιήθηκε. Είναι γνωστό, από πειράµατα που 
διενεργήθηκαν στο εργαστήριο Κυτταρικής και Μοριακής Βιολογίας του 
κυρίου Χαλεπάκη ότι το αντίσωµα (anti-Fras1), δεν αναγνωρίζει την 
πρωτεΐνη σε έγκλειση παραφίνης, οπότε κατά πάσα πιθανότητα είναι και 
θέµα του υλικού έγκλεισης. Επίσης, πολλά αντισώµατα δεν 
ανταποκρίνονται σε post-embedding τεχνικές και απαιτείται για τα 
αντισώµατα αυτά η εφαρµογή pre-embedding τεχνικών. Τα προβλήµατα 
συνήθως σχετίζονται µε την αδυναµία των αντιγόνων να ανταπεξέλθουν 
στην χηµική διεργασία στην οποία υφίστανται σε post-embedding τεχνικές, 
όπως για παράδειγµα στη χρήση ακρυλικών ρητινών. Τα προβλήµατα στη 
διατήρηση της δοµής του ιστού, µπορούν να εξηγηθούν από τη λανθασµένη 
επιλογή του µονιµοποιητή. Όπως έχει αναφερθεί στο κεφάλαιο «Υλικά και 
Μέθοδοι», χρησιµοποιήθηκαν τρεις διαφορετικοί µονιµοποιητές: (Ι :4%PFA 
+ 0,25%GDA in PBS,  II : 2%PFA + 0,5%GDA in PBS,  III: 2,5% GDA in 
PBS). Πιθανώς, για τη σωστή διατήρηση της δοµής του ιστού να είναι 
κατάλληλοι µονιµοποιητές µε διαφορετική σύσταση. 
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Στα πειράµατα έγκλεισης των ιστών σε ρητίνη Lowicryl HM20 µε την 
PLT τεχνική, οι ιστοί φάνηκαν να παγώνουν µε αποτέλεσµα να 
καταστρέφεται η φυσιολογική τους δοµή είτε κατά τη διάρκεια της 
βαθµιαίας αφυδάτωσης, είτε κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού της 
ρητίνης µε τη χρήση UV. Πιθανή αιτία για την καταστροφή των ιστών από 
τον πάγο που δηµιουργήθηκε στην PLT τεχνική µπορεί να αποτελεί η 
λάθος παρασκευή των διαλυµάτων αραιωµένων αλκοολών. Η ακρίβεια σε 
τέτοιου είδους πειράµατα είναι πολύ σηµαντική, καθώς σύµφωνα µε τους 
κατασκευαστές του µηχανήµατος στο οποίο εφαρµόζεται η PLT τεχνική, 
λάθος κατά 1% στην παρασκευή ενός διαλύµατος αλκοόλης (π.χ. 69% αντί 
για 70%) είναι ικανό να προκαλέσει το πάγωµα των ιστών στην αντίστοιχη 
κάθε φορά χαµηλή θερµοκρασία στην οποία πραγµατοποιείται η βαθµιαία 
αφυδάτωση. Η καταστροφή των ιστών από τον πάγο που δηµιουργήθηκε 
κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού της ρητίνης ενδεχοµένως να οφείλεται 
στην ανεπιτυχή εµπότιση των ιστών µε ρητίνη. Οι λόγοι οι οποίοι θα 
µπορούσαν να προκαλέσουν κάτι τέτοιο είναι είτε η µη ορθή (χρονικά) 
έκθεση των ιστοτεµαχίων στη ρητίνη, είτε το υπερβολικά µεγάλο πάχος των 
ιστοτεµαχίων. Στην συγκεκριµένη περίπτωση, τα ιστοτεµάχια που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν κοµµάτια  εµβρύων ποντικού, ίσως αρκετά παχιά 
(περίπου 1 cm) ώστε να είναι αδύνατο για την ρητίνη να εµποτίσει 
εξολοκλήρου τον ιστό. Συνεπώς, η πιο πιθανή αιτία που οδήγησε στο 
πάγωµα των ιστών κατά τη διάρκεια του πολυµερισµού της ρητίνης είναι το 
πάχος των ιστοτεµαχίων που χρησιµοποιήθηκαν. 
 
3.2. Pre-embedding  

 
Τα pre-embedding πειράµατα, πραγµατοποιήθηκαν µε την τεχνική 

του ανοσοχρυσού και τα αποτελέσµατα αυτών των πειραµάτων ήταν αρκετά 
ικανοποιητικά. Οι ηλεκτρονιοµικρογραφίες έδειξαν εξαιρετική διατήρηση 
της δοµής του ιστού και παράλληλα ειδική δέσµευση του αντισώµατος. Πιο 
συγκεκριµένα, σχεδόν σε όλες τις ηλεκτρονιοµικρογραφίες  παρατηρούνται 
γνωστά στοιχεία της βασικής µεµβράνης του επιθηλίου του δέρµατος και 
του οισοφάγου όπως η lamina lucida, η lamina densa, οι ίνες κολλαγόνου 
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και πολλές φορές τα ινίδια αγκυροβόλησης. Ταυτόχρονα παρατηρούνται 
κάποιες άµορφες ηλεκτρονικά πυκνά δοµές που µε βάση την έως σήµερα 
βιβλιογραφία παραµένουν αγνώστου δοµής, προέλευσης και λειτουργίας. 
Επίσης, παρατηρούνται δοµές που προσοµοιάζουν τα δεσµοσώµατα και τα 
ηµιδεσµοσώµατα, πολλά µιτοχόνδρια στα βασικά κερατινοκύτταρα καθώς 
και η πλασµατική µεµβράνη των κυττάρων αυτών. Παράλληλα, η Fras1 
χαρτογραφείται υπερµικροσκοπικά στην περιοχή που υπόκειται της lamina 
densa, δηλαδή στην sub-lamina densa. 

  
Παρακάτω, παρατίθενται ηλεκτρονιοµικρογραφίες που ελήφθησαν 

κατά τη διάρκεια αυτής της εργασίας καθώς και φωτογραφίες από 
συνεστιακό µικροσκόπιο (confocal). Οι φωτογραφίες του confocal 
αποτέλεσαν την αρχική ένδειξη για τον εντοπισµό της Fras1 στη βασική 
µεµβράνη, τόσο του δέρµατος όσο και του οισοφάγου. Ωστόσο, µε πειράµατα 
ανοσοφθορισµού δεν είναι δυνατή η ακριβής χαρτογράφηση της Fras1 στον 
εξωκυττάριο χώρο. Την πληροφορία αυτή, προσέφεραν τα πειράµατα 
ανοσοεντοπισµού µε τη µέθοδο του κολλοειδούς ανοσοχρυσού και τη χρήση 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου διέλευσης.  
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Εικόνα  6. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στη βασική µεµβράνη του 
δέρµατος εµβρύου ποντικού Ε13.5 µε ανοσοφθορισµό. 
 
Απεικονίζεται το επιθήλιο του δέρµατος (ΕΡ) και ο υποκείµενος συνδετικός 
ιστός (CT). Η έκφραση της Fras1 δείχνεται µε πράσινο χρώµα (βέλος) και 
αντιστοιχεί στη βασική µεµβράνη του δέρµατος. Οι πυρήνες των κυττάρων, 
φαίνονται κόκκινοι (η φωτογραφία ανήκει στον Δρ Πέτρο Πέτρου). 
 
 
 

 

 

CT 

EP 
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Εικόνα  7. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
οισοφάγου εµβρύου ποντικού Ε13.5 µε ανοσοφθορισµό. 
 
Στο κέντρο της φωτογραφίας φαίνεται το εσωτερικό επιθήλιο του οισοφάγου 
(ΕΡ). Η έκφραση της Fras1 δείχνεται µε πράσινο χρώµα (βέλος) και 
αντιστοιχεί στη βασική µεµβράνη του οισοφάγου. Εξωτερικά αυτών, 
βρίσκεται ο συνδετικός ιστός (CT). Οι πυρήνες των κυττάρων, φαίνονται 
κόκκινοι (η φωτογραφία ανήκει στον Δρ Πέτρο Πέτρου). 
 
Από τις εικόνες 6 και 7 υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η πρωτεΐνη Fras1 
εντοπίζεται εξωκυτταρικά και πιο συγκεκριµένα στην βασική µεµβράνη του 
επιθηλίου τόσο του δέρµατος όσο και του οισοφάγου. Βέβαια, είναι αδύνατο 
να προσδιοριστεί η ακριβής θέση της Fras1 µέσα στη βασική µεµβράνη, 
δηλαδή το κατά πόσο βρίσκεται πάνω, µέσα ή κάτω από την lamina densa.  

 

EP 

CT 
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3.3. Εντοπισµός της Fras1 µε  ηλεκτρονικό  µικροσκόπιο  
διέλευσης 
 
 

 
 
 
Εικόνα  8. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
δέρµατος εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 

 
Η πρωτεΐνη Fras1, εντοπίζεται µε τη µορφή συγκροτηµάτων κόκκων 
χρυσού στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa. Επίσης, φαίνεται 
ένα βασικό κερατινοκύτταρο (ΕΡ) του επιθηλίου της επιδερµίδας καθώς και 
στοιχεία της βασικής µεµβράνης που υπόκειται αυτού του επιθηλίου όπως η 
lamina lucida (LL) και η lamina densa (LD. Στον χώρο που υπόκειται της 
lamina densa, φαίνονται πολλές ίνες κολλαγόνου (C) που ως γνωστό 
δοµούνται κυρίως από κολλαγόνο τύπου I, καθώς και αρκετά ινίδια 
αγκυροβόλησης (βέλη). Μάλιστα, η Fras1, δεν φαίνεται να εντοπίζεται στο 
επίπεδο των ινών κολλαγόνου, αλλά µάλλον στην περιοχή ανάµεσα στην 
lamina densa και στις ίνες κολλαγόνου.  
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Εικόνα  9. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
δέρµατος εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 
 
Σε αυτή την εικόνα, φαίνεται ο εξωκυττάριος χώρος του επιθηλίου του 
δέρµατος (ΕΡ). Πιο συγκεκριµένα, διαγράφονται η lamina lucida (LL) και η 
lamina densa (LD), πολλές ίνες κολλαγόνου (C) και ο ανοσοεντοπισµός της 
Fras1 µε τη µορφή συγκροτηµάτων κόκκων χρυσού στην περιοχή που 
υπόκειται της lamina densa. Το άσπρο βέλος καταδεικνύει την παρουσία 
ενός ηµιδεσµοσώµατος.  
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Εικόνα  10. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
δέρµατος εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 
 
Στην εικόνα αυτή φαίνεται το επιθήλιο της επιδερµίδας (ΕΡ) και η βασική 
µεµβράνη αυτού. Διαγράφονται χαρακτηριστικά στοιχεία της βασικής 
µεµβράνης όπως η lamina lucida (LL) και η lamina densa (LD), ενώ 
παράλληλα φαίνονται και κάποιες ίνες κολλαγόνου (C). Επίσης, 
παρατηρούνται τα ινίδια αγκυροβόλησης (αιχµές) που ξεκινούν από τη 
lamina densa και προεκτείνονται στον υποκείµενο χώρο. Ενδιαφέρον είναι 
ότι η Fras1, παρόλο που εξακολουθεί γενικά να εντοπίζεται στον χώρο που 
υπόκειται της lamina densa, φαίνεται να συγκεντρώνεται περιφερικά 
άµορφων δοµών (βέλος) και µάλιστα στην πλευρά αυτών που είναι 
πλησιέστερα στην lamina densa. Οι άµορφες, ηλεκτρονικά πυκνά αυτές 
δοµές, είναι αγνώστου δοµής προέλευσης και λειτουργίας.  
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Εικόνα  11. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
δέρµατος εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 
 
 
Απεικονίζονται, το επιθήλιο του δέρµατος (ΕΡ), η υποκείµενη βασική 
µεµβράνη καθώς και τµήµα ενδοθηλιακού κυττάρου (αιχµή). Διαγράφονται 
επίσης η lamina lucida (LL) και η lamina densa (LD). H πρωτεΐνη Fras1 
εντοπίζεται στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa µε τη µορφή 
συγκροτηµάτων κόκκων χρυσού. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός, ότι η 
Fras1 εντοπίζεται πολύ κοντά σε τµήµα ενδοθηλιακού κυττάρου (βέλος).  
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Εικόνα  12. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
οισοφάγου εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 
 
Η Fras1, εντοπίζεται µε τη µορφή συγκροτηµάτων κόκκων χρυσού στο χώρο 
που υπόκειται της lamina densa. Επίσης, απεικονίζονται το εσωτερικό 
επιθήλιο του οισοφάγου (ΕΡ) καθώς και η βασική µεµβράνη αυτού. 
Διαγράφονται στοιχεία της βασικής µεµβράνης όπως η lamina lucida (LL), η 
lamina densa (LD), ίνες κολλαγόνου (C) και ινίδια αγκυροβόλησης 
(αιχµές). Επίσης, εµφανίζεται ένα πιθανό δεσµόσωµα (βέλος), που ενώνει 
δύο επιθηλιακά κύτταρα µεταξύ τους. 
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Εικόνα  13. Εντοπισµός της πρωτεΐνης Fras1 στην βασική µεµβράνη του 
οισοφάγου εµβρύου ποντικού Ε14.5 µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού. 
 
Στην εικόνα αυτή απεικονίζεται το εσωτερικό επιθήλιο (ΕΡ) του οισοφάγου 
και ο εξωκυττάριος χώρος αυτού. Η Fras1 εντοπίζεται µε τη µορφή 
συγκροτηµάτων κόκκων χρυσού στην περιοχή που υπόκειται της lamina 
densa. Παρατηρούνται επίσης, η lamina lucida (LL), η lamina densa (LD) 
και ίνες κολλαγόνου (C). Το βέλος, δείχνει τις άµορφες, ηλεκτρονικά πυκνά 
δοµές, που εντοπίζονται στον χώρο που υπόκειται της lamina densa. Όπως 
και στο δέρµα, η Fras1 εντοπίζεται περιφερικά των άµορφων δοµών και πιο 
συγκεκριµένα, στην πλευρά αυτών που βρίσκεται πλησιέστερα στην lamina 
densa.  
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3.4. Σύνοψη  αποτελεσµάτων  
 
Με βάση τα αποτελέσµατα των ηλεκτρονιογραφιών που παρατέθηκαν 
παραπάνω συνάγονται τα παρακάτω συµπεράσµατα:  
 

1. Η Fras1 εντοπίζεται τόσο στο επιθήλιο του δέρµατος, όσο και στο 
επιθήλιο του οισοφάγου, στην βασική µεµβράνη και πιο 
συγκεκριµένα, στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa, 
δηλαδή στην sub-lamina densa. 

 
2. Η Fras1 εντοπίζεται µε την µέθοδο του κολλοειδούς ανοσοχρυσού µε 
τη µορφή συγκροτηµάτων κόκκων χρυσού. 

 
3. Στις περιπτώσεις που στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa 
υπάρχουν άµορφες, ηλεκτρονικά πυκνές δοµές,  η Fras1 εντοπίζεται 
περιφερικά των δοµών αυτών και πιο συγκεκριµένα, στην πλευρά των 
δοµών αυτών που βρίσκεται προς τη βασική µεµβράνη. 

 
4. Στο επιθήλιο του δέρµατος, διαπιστώθηκε ο εντοπισµός της Fras1 
πολύ κοντά σε τµήµα ενδοθηλιακού κυττάρου. 

 
5. Το πρότυπο έκφρασης της Fras1 παραµένει πανοµοιότυπο σε δύο 
διαφορετικά εµβρυϊκά επιθήλια, δηλαδή του δέρµατος και του 
οισοφάγου. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 

4.1. Η Fras1 εντοπίζεται στην  περιοχή  που υπόκειται 
της lamina densa 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στην εισαγωγή, η εµφάνιση υπο-

επιδερµικών αιµορραγικών ποµφολύγων αποτελεί κοινό φαινοτυπικό 
χαρακτηριστικό των οµόζυγων Fras1-/- ποντικών και των ασθενών µε 
σύνδροµο Fraser. Οι φουσκάλες αυτές είναι αποτέλεσµα της διαταραχής της 
λειτουργικής και δοµικής συνοχής της επιδερµίδας µε το χόριον της 
δερµίδας. Συνεπώς οι παθολογικές αυτές καταστάσεις θα µπορούσαν να 
ενταχθούν στα ποµφολυγώδη νοσήµατα. Ενδιαφέρον είναι ότι, τόσο στον 
ποντικό όσο και στον άνθρωπο, οι φουσκάλες αυτές παρατηρούνται 
αποκλειστικά κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής ηλικίας, γεγονός που δεν 
συµβαίνει σε καµία άλλη ασθένεια που προκαλεί φουσκάλες (Bruckner-

Tuderman and Bruckner, 1998). Στα οµόζυγα Fras1-/- ποντίκια, οι υπο-
επιδερµικές φουσκάλες, σχηµατίζονται κυρίως στην περιοχή της κεφαλής 
και στα άκρα του σώµατος. Καθώς προχωράει η ανάπτυξη του εµβρύου, οι 
φουσκάλες αυτές γίνονται προοδευτικά αιµορραγικές και τελικά επέρχεται 
ο θάνατος µεταξύ 14.5 και 16.5 ηµέρα της εµβρυϊκής ανάπτυξης. Καµία 
ένδειξη επιδερµικής ευθραυστότητας, όπως σχηµατισµός νέων ποµφολύγων, 
δεν έχει υπάρξει µετά τη γέννηση των ποντικών,  υποδηλώνοντας, ότι ο 
σχηµατισµός τους γίνεται αποκλειστικά κατά τη διάρκεια της εµβρυϊκής 
ηλικίας (Vrontou et al., 2003). Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται από το 
γεγονός ότι η λειτουργικότητα της Fras1 περιορίζεται κατά τη διάρκεια της 
εµβρυϊκής ανάπτυξης και ότι δεν εντοπίζεται στην επιδερµίδα µετά τη 
γέννηση των ποντικών.  

Μέχρι σήµερα, έχουν πραγµατοποιηθεί πειράµατα µε σκοπό τον 
χαρακτηρισµό και την περιγραφή της δοµής και µοριακής σύστασης των 
υποεπιδερµικών ποµφολύγων (Vrontou et al., 2003). Ως µάρτυρες 
χρησιµοποιήθηκαν γνωστά συστατικά της βασικής µεµβράνης του δέρµατος. 
Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως σε Fras1-/- έµβρυα αποκολλάται η επιδερµίδα 
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από την δερµίδα συµπαρασύροντας και την βασική µεµβράνη. Συστατικά της 
βασικής µεµβράνης, όπως η λαµινίνη α5, η αγρίνη και το νιδογόνο, 
εντοπίστηκαν στο επιθήλιο της οροφής των ποµφολύγων. Με τη χρήση 
ηλεκτρονικού µικροσκοπίου, διαπιστώθηκε ότι το σηµείο αποκόλλησης 
εντοπίζεται µεταξύ επιδερµίδας και δερµίδας και πιο συγκεκριµένα στον 
χώρο που υπόκειται της lamina densa. Μετά την αποκόλληση, εµφανίζεται 
καλοδιατηρηµένη η lamina lucida και η lamina densa. Τα αποτελέσµατα 
των πειραµάτων αυτών δηµιούργησαν την υπόθεση ότι η λειτουργία της 
Fras1 πιθανώς να εντοπίζεται στην περιοχή που υπόκειται της lamina 
densa. Η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται και από πειράµατα ηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού, που έδειξαν ότι η Fras1 
εντοπίζεται στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa στη βασική 
µεµβράνη του επιθηλίου των βρόγχων σε έµβρυα ποντικού αγρίου τύπου 
Ε14.5 (Petrou et al., 2005). 

Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα των παραπάνω ερευνών, τα 
αποτελέσµατα των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια 
της παρούσας διατριβής δείχνουν ότι η Fras1 εντοπίζεται στο χώρο της 
βασικής µεµβράνης του δέρµατος που υπόκειται της lamina densa. Αυτό το 
εύρηµα ενισχύει την υπόθεση ότι η λειτουργία της Fras1 εντοπίζεται σε 
αυτή την περιοχή (σχήµα 7). Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί ότι η 
Fras1 είναι µια πρωτεΐνη που αποτελείται από 4010 αµινοξέα. Για την 
παρασκευή του anti-Fras1 αντισώµατος, χρησιµοποιήθηκε η περιοχή της 
πρωτεΐνης (1212-1525αα) που εµφανίζει οµολογία µε την πρωτεογλυκάνη 
NG2. Δεν θα πρέπει, λοιπόν, να αποκλείσουµε την περίπτωση ένα τµήµα 
της Fras1 να βρίσκεται και στην lamina densa.        
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Σχήµα  7. Σχηµατική αναπαράσταση του εντοπισµού της Fras1 στο 
εµβρυϊκό επιθήλιο του δέρµατος. LL: lamina lucida, LD: lamina densa 
 

4.2. Η Fras1 ως συστατικό  της βασικής µεµβράνης 
διαφόρων  εµβρυϊκών  επιθηλίων  

Είναι γνωστό ότι τα διάφορα επιθήλια διακρίνονται περιγραφικά µε 
βάση δύο παραµέτρους: α) τον αριθµό των κυτταρικών στοιβάδων που 
αποτελούνται και β) το σχήµα των κυττάρων αυτών. Κατά συνέπεια, η 
ονοµασία κάθε επιθηλίου προέρχεται από δοµικά και όχι λειτουργικά 
χαρακτηριστικά αυτού. Υπό το πρίσµα αυτό, τα διάφορα επιθήλια 
χαρακτηρίζονται ως «απλά» (simple) όταν είναι µονόστοιβα και 
«στρωµατώδη» (stratified) όταν είναι πολύστοιβα. Τα κύτταρα που δοµούν 
τις στοιβάδες αυτές, χαρακτηρίζονται ως «φολιδωτά» (squamous) όταν το 
πλάτος τους είναι µεγαλύτερο από το ύψος τους, «κυβοειδή» (cuboidal) όταν 
όλες οι διαστάσεις τους είναι περίπου συµµετρικές και «επιµήκη» 
(columnar) όταν το ύψος τους ξεπερνά το πλάτος τους. Στο σηµείο αυτό θα 
πρέπει να τονιστεί, ότι σε «στρωµατώδη» επιθήλια, το ύψος και το σχήµα 
των κυττάρων διαφέρει από στοιβάδα σε στοιβάδα, αλλά για την κατάταξη 
του επιθηλίου λαµβάνεται υπόψη µόνο το σχήµα των κυττάρων της 
επιφανειακής του στοιβάδας.  

Με πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας (Vrontou et al., 2003), έχει 
διαπιστωθεί, ότι η Fras1 ανιχνεύεται υπό τη µορφή ενός γραµµικού 
προτύπου, στον εξωκυττάριο χώρο που υπόκειται της βασικής πλευράς 
αρκετών εµβρυϊκών επιθηλίων (της επιδερµίδας, του κερατοειδή χιτώνα, 
των βλεφάρων, των άκρων, του εντέρου, του αναπτυσσόµενου ουρητήρα, του 
µεσονεφρικού σωλήνα, των νεφρών, των πνευµόνων, του χοριοειδούς 
πλέγµατος, της στοµατικής κοιλότητας, του αναπτυσσόµενου αναπνευστικού 
σωλήνα και του οισοφάγου). Τα δεδοµένα αυτά, συµφωνούν µε την 
προβλεπόµενη ύπαρξη ενός πεπτιδίου σινιάλου για εισαγωγή της Fras1 στο 
ενδοπλασµατικό δίκτυο και ολοκλήρωση της σύνθεσής της, αλλά και µε την 
παρουσία στην Fras1 διαφόρων πρωτεϊνικών περιοχών που απαντώνται σε 
εκκρινόµενους ή διαµεµβρανικούς παράγοντες. Επίσης, τα δεδοµένα αυτά, 
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επιβεβαιώνουν, ότι η Fras1, αποτελεί ένα νέο εξωκυττάριο συστατικό 
(εκκρινόµενο ή διαµεµβρανικό). Με το οπτικό µικροσκόπιο, το γραµµικό 
πρότυπο έκφρασης της Fras1 κάτω από το επιθήλιο είναι ανάλογο µε το 
πρότυπο έκφρασης πρωτεϊνών της βασικής µεµβράνης. Ωστόσο, η άποψη ότι 
η Fras1 αποτελεί συστατικό της βασικής µεµβράνης δε θα µπορούσε ποτέ να 
υποστηριχθεί µε βεβαιότητα χωρίς δεδοµένα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας. 

Τα υπάρχοντα δεδοµένα σε επίπεδο ηλεκτρονικής µικροσκοπίας για 
την Fras1 δηλώνουν ότι εντοπίζεται στην περιοχή που υπόκειται της 
lamina densa στη βασική µεµβράνη του επιθηλίου των βρόγχων σε έµβρυα 
ποντικού Ε14.5 (Petrou et al., 2005). Κατά τη διάρκεια της παρούσας 
διατριβής, τέθηκε ως στόχος η υπερµικροσκοπική χαρτογράφηση της Fras1 
σε επιθήλια που ανήκουν σε διαφορετική κατηγορία από αυτή των βρόγχων, 
µε σκοπό την ευρύτερη µελέτη της τοπογραφίας αυτής της πρωτεΐνης στον 
εξωκυττάριο χώρο. Τα επιθήλια που επελέγησαν να µελετηθούν ήταν  του 
δέρµατος και του οισοφάγου σε έµβρυα ποντικού αγρίου τύπου Ε14.5. Και 
για τα δύο αυτά επιθήλια έχει αποδειχθεί µε πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας 
ότι η Fras1 εµφανίζει γραµµικό πρότυπο έκφρασης στην περιοχή που 
υπόκειται της βασικής πλευράς αυτών των επιθηλίων (Vrontou et al., 2003). 
Η επιλογή του επιθηλίου του δέρµατος έγινε, γιατί ένα από τα συχνότερα 
φαινοτυπικά χαρακτηριστικά σε ασθενείς µε σύνδροµο Fraser και σε 
οµόζυγα Fras1-/- ποντίκια είναι η δηµιουργία υποεπιδερµικών ποµφολύγων. 
Τα δύο αυτά επιθήλια, ανήκουν στην ίδια κατηγορία επιθηλίων, που 
ονοµάζεται «στρωµατώδη πλακώδη». Βέβαια, θα πρέπει να τονιστεί ότι, 
τουλάχιστον στα ποντίκια, το επιθήλιο του δέρµατος αρχικά κατά την 
εµβρυογένεση είναι µονόστοιβο και προοδευτικά γίνεται πολύστοιβο, ενώ το 
επιθήλιο του οισοφάγου είναι από την αρχή πολύστοιβο. Πιο συγκεκριµένα, 
την ηµέρα 11.5 της εµβρυογένεσης, η επιδερµίδα αποτελείται από ένα 
στρώµα βασικών κερατινοκυττάρων και ένα εξωτερικό στρώµα την 
περιδερµίδα και βαθµιαία αναπτύσσει αυξανόµενη στρωµάτωση, για να 
φθάσει στην ολοκλήρωσή της την εµβρυϊκή ηµέρα 17.5 (Kreidberg, 1996).  

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια της παρούσας διατριβής αποκάλυψαν ότι στα εµβρυϊκά (Ε14.5) 



 81 

επιθήλια του δέρµατος και του οισοφάγου, η Fras1 εντοπίζεται στην 
περιοχή που υπόκειται της lamina densa. Είναι ενδιαφέρον το ότι το 
πρότυπο έκφρασης της Fras1 είναι πανοµοιότυπο σε τρία εµβρυϊκά 
επιθήλια, δηλαδή του δέρµατος, του οισοφάγου και των βρόγχων. Το γεγονός 
αυτό, µόνο τυχαίο δεν µπορεί να χαρακτηριστεί, καθώς και για τα τρία αυτά 
επιθήλια τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν ήταν στις ίδιες τοµές 
εµβρύου. 

Με δεδοµένη, λοιπόν, την οµοιότητα στο πρότυπο κατανοµής της 
Fras1, σε επίπεδο ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και στα τρία εµβρυϊκά 
επιθήλια, µπορούµε να υποθέσουµε ότι η Fras1 αποτελεί βασικό συστατικό 
της βασικής µεµβράνης διαφόρων εµβρυϊκών επιθηλίων.  

 

4.3. Συσχέτιση  ανάµεσα στη  Fras1 και στις 
υποεπιδερµικές φουσκάλες 

Διαταραχές σε αρκετά από τα συστατικά των βασικών µεµβρανών της 
επιδερµίδας, που οφείλονται, είτε σε µεταλλαγές των γονιδίων που τα 
κωδικοποιούν, είτε στη δηµιουργία αυτο-αντισωµάτων, οδηγούν σε µια σειρά 
δερµατικών ασθενειών στον άνθρωπο, όπως η Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση 
(ΕΒ) και το σύνδροµο Alport (Chan, 1997). Το πρότυπο των δερµατικών 
ασθενειών, που οφείλονται σε διαταραχές συστατικών της βασικής 
µεµβράνης της επιδερµίδας, αποτελεί η ΕΒ. Με τον όρο αυτό περιγράφεται 
µία ετερογενής κατηγορία κληρονοµήσιµων ασθενειών (αυτοσωµικές 
υπολειπόµενες ή επικρατείς), οι οποίες χαρακτηρίζονται από αφύσικη 
ευθραυστότητα του δέρµατος των ασθενών. Η ΕΒ διακρίνεται σε τέσσερις 
κατηγορίες µε βάση το επίπεδο σχηµατισµού της φουσκάλας στην περιοχή 
του δέρµατος, δηλαδή σύµφωνα µε το στρώµα στο οποίο πραγµατοποιείται η 
αποκόλληση επιδερµίδας-δερµίδας. Μία κατηγορία της EB, αποτελεί η 
Δυστροφική Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση (DEB), στην οποία 
παρατηρούνται διαταραχές στα ινίδια αγκυροβόλησης προκαλούµενες από 
µεταλλαγές στο γονίδιο του κολλαγόνου VII. Αποτέλεσµα αυτών των 
διαταραχών, είναι η αποκόλληση της επιδερµίδας από τη δερµίδα στο 
επίπεδο της sub-lamina densa (Pulkkinen and Uitto, 1998). 
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O παθολογικός φαινότυπος των Fras1-/- εµβρύων, περιλαµβάνει τη 
δηµιουργία υπο-επιδερµικών ποµφολύγων, που προοδευτικά γίνονται 
αιµορραγικές. Επίσης, αποτελεί την µοναδική περίπτωση που 
δηµιουργούνται φουσκάλες αποκλειστικά και µόνο στην εµβρυϊκή ηλικία, 
εντός της µήτρας (in utero), όπου οι τριβές είναι ελάχιστες, και, παράλληλα, 
ουδέποτε παρατηρήθηκαν φουσκάλες ή άλλου τύπου επιδερµικές 
διαταραχές στα ενήλικα Fras1-/- ποντίκια. Με δεδοµένο, ότι η Fras1 
εντοπίζεται υπερµικροσκοπικά σε έµβρυα αγρίου τύπου E14.5 στην sub-

lamina densa, θα µπορούσε να γίνει η υπόθεση ότι,  κατ’ αντιστοιχία µε την  
Δυστροφική Ποµφολυγώδη Επιδερµόλυση, η δηµιουργία ποµφολύγων στους 
ασθενείς µε σύνδροµο Fraser και στα µεταλλαγµένα Fras1-/- ποντίκια 
οφείλεται σε διαταραχές συστατικών της βασικής µεµβράνης. Πιο 
συγκεκριµένα, θα µπορούσε να γίνει η υπόθεση ότι διαταραχές σε συστατικά 
της sub-lamina densa, όπως η Fras1, προκαλούν την αποκόλληση της 
επιδερµίδας από τη δερµίδα µε επακόλουθο το σχηµατισµό των υπο-

επιδερµικών ποµφολύγων. Την υπόθεση αυτή, ενισχύουν τα αποτελέσµατα 
άλλων πειραµάτων, σύµφωνα µε τα οποία, το επίπεδο αποκόλλησης 
επιδερµίδας-δερµίδας, µε επακόλουθο τη δηµιουργία ποµφολύγων σε   
Fras1-/- ποντίκια, εντοπίζεται κάτω από την lamina densa (Vrontou et al., 
2003). Αν στο µέλλον επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση, θα αποτελεί ένα ακόµη 
δεδοµένο για την κατάταξη της Fras1 ως βασικό συστατικό των βασικών 
µεµβρανών των εµβρυϊκών  επιθηλίων. 

 
4.4. Η Fras1 ως πιθανό  συστατικό  του συµπλόκου  
αγκυροβόλησης 

Μία από τις πρώτες διαπιστώσεις που έγιναν µετά την ολοκλήρωση 
των πειραµάτων της παρούσας διατριβής ήταν ότι οι κόκκοι χρυσού, που 
σηµαίνουν την Fras1, παρουσιάζονταν σε κάθε περίπτωση  σε νέφη. Για να 
κατανοήσουµε αυτή την κατανοµή της Fras1, µπορούµε να βοηθηθούµε από 
τα δεδοµένα για την κατανοµή άλλων πρωτεϊνών που εντοπίζονται στον 
ευρύτερο χώρο της βασικής µεµβράνης του δέρµατος. Με βάση την ισχύουσα 
βιβλιογραφία, υφίστανται δύο διαφορετικοί τύποι κολλαγόνου, το 
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κολλαγόνο VII και το κολλαγόνο XVIII, των οποίων ο εντοπισµός στη 
βασική µεµβράνη του δέρµατος µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού εµφανίζεται 
σε νέφη κόκκων χρυσού, όπως και στην περίπτωση της Fras1.  

Το κολλαγόνο XVIII εντοπίζεται στη βασική µεµβράνη επιθηλίων και 
αγγειακού ενδοθηλίου (Saarela et al., 1998). Εκφράζεται σε τρεις 
διαφορετικές µορφές, οι οποίες διαφέρουν µεταξύ τους στο αµινοτελικό 
άκρο, αλλά όλες έχουν πολλαπλές περιοχές τριπλής-έλικας που 
διακόπτονται από περιοχές µη-τριπλής-έλικας (Halfter et al., 1998). Ένα 
µέρος της καρβοξυτελικής περιοχής µη-τριπλής-έλικας (NC1) του 
κολλαγόνου XVIII, αποτελεί το αντιαγγειογενετικό θραύσµα, γνωστό ως 
ενδοστατίνη (Ο’Reilly et al., 1997). Σε ποντίκια που απουσιάζει το 
κολλαγόνο XVIII και το προϊόν πρωτεόλυσης αυτού (ενδοστατίνη), 
παρατηρείται απουσία ή ανώµαλη αύξηση των αγγείων του αµφιβληστροειδή 
(Fukai et al., 2002). Έχει προταθεί ότι το κολλαγόνο XVIII/ενδοστατίνη 
µπορεί να δρα ως ρυθµιστής της αγγειογένεσης σε διαδικασίες που έχουν ως 
αποτέλεσµα την απελευθέρωση καθεψινών και µεταλλοπρωτεασών (Felbor 
et al., 2000). Επίσης, από τη στιγµή που το κολλαγόνο XVIII (όπως και τα 
κολλαγόνα ΙΙ και VI), εκφράζεται στο µάτι τόσο κατά την εµβρυϊκή ηλικία 
όσο και  µετά τη γέννηση, είναι πιθανό να αποτελεί µέρος ενός συµπλόκου 
απαραίτητου για τη διατήρηση της οµαλής λειτουργίας του 
αµφιβληστροειδή (Fukai et al., 2002). 

Ο εντοπισµός του κολλαγόνου XVIII στη βασική µεµβράνη του 
κερατοειδή χιτώνα του µατιού, επιβεβαιώθηκε µε υπερ-µικροσκοπική 
µελέτη, µε την τεχνική του ανοσοχρυσού (χρησιµοποιήθηκε αντίσωµα 
ενάντια στην περιοχή NC1). Επίσης, το κολλαγόνο XVIII εντοπίστηκε στη 
βασική µεµβράνη της επιδερµίδας. Πιο συγκεκριµένα, συνεντοπίστηκαν 
νέφη κόκκων χρυσού µε ινώδεις δοµές στη sub-lamina densa της βασικής 
µεµβράνης της επιδερµίδας, υποδεικνύοντας πιθανό ρόλο του κολλαγόνου 
XVIII στο σύµπλοκο αγκυροβόλησης. Σύµφωνα µε την µέχρι τώρα θεωρία 
του συµπλόκου αγκυροβόλησης, τα ηµιδεσµοσώµατα που τοποθετούνται στη 
βασική πλευρά των βασικών κερατινοκυττάρων, συνδέονται µε τα νηµάτια 
αγκυροβόλησης, τα οποία διατρέχουν τη lamina lucida. Τα νηµάτια 
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αγκυροβόλησης ενώνονται µε τα ινίδια αγκυροβόλησης, που ξεκινούν από 
τη lamina densa και είτε καταλήγουν στις πλάκες αγκυροβόλησης, είτε 
ξαναγυρίζουν στη lamina densa. Μέχρι σήµερα, έχουν εντοπισθεί 
τουλάχιστον 20 διαφορετικές πρωτεΐνες που εµπλέκονται στη δηµιουργία 
του συµπλόκου αγκυροβόλησης και µε βάση τα παραπάνω δεδοµένα το 
κολλαγόνο XVIII µπορεί να συγκαταλέγεται σε αυτές.  

Ένας άλλος τύπος κολλαγόνου που µε πειράµατα ανοσοχρυσού 
εντοπίζεται σε νέφη κόκκων χρυσού είναι το κολλαγόνο VII. Το κολλαγόνο 
VII θεωρείται µία από τις πρωτεΐνες που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του 
συµπλόκου αγκυροβόλησης. Πιο συγκεκριµένα, µε πειράµατα ανοσο-

ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και χρησιµοποιώντας αντισώµατα ενάντια στο 
καρβοξυτελικό άκρο των µορίων κολλαγόνου VII, διαπιστώθηκε ότι η 
σήµανση δεν περιοριζόταν µόνο στην ακριβώς υποκείµενη περιοχή της 
lamina densa (πράγµα λογικό από τη στιγµή που το κολλαγόνο VII 
αποτελεί βασικό δοµικό συστατικό των ινιδίων αγκυροβόλησης που 
εντοπίζονται σε αυτήν τη περιοχή), αλλά επεκτεινόταν και στις πλάκες 
αγκυροβόλησης.  Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι η καρβοξυτελική περιοχή 
του κολλαγόνου VII εντοπίζεται τόσο στην lamina densa όσο και στις 
πλάκες αγκυροβόλησης (Keene et al., 1987).  

Με βάση τα παραπάνω στοιχεία, καθίσταται σαφές, ότι τρεις 
διαφορετικές πρωτεΐνες, η Fras1, το κολλαγόνο VII και το κολλαγόνο XVIII 
εντοπίζονται µε τη µέθοδο του ανοσοχρυσού σε νέφη (σχήµα 8). 
Αξιοσηµείωτο είναι ότι το κολλαγόνο VII θεωρείται ως βέβαιο συστατικό του 
συµπλόκου αγκυροβόλησης και ότι το κολλαγόνο XVIII µε τα µέχρι σήµερα 
δεδοµένα είναι πολύ πιθανό να συγκαταλέγεται στις πρωτεΐνες που δοµούν 
το σύµπλοκο αγκυροβόλησης. Η οµοιότητα που εµφανίζει η Fras1 σε σχέση 
µε τους δύο αυτούς τύπου κολλαγόνου στον τρόπο (νέφη κόκκων χρυσού) 
αλλά και στην τοποθεσία (sub-lamina densa) που εντοπίζεται, καθιστά την 
Fras1 ως υποψήφιο µέλος των πρωτεϊνών που δοµούν το σύµπλοκο 
αγκυροβόλησης. Θα πρέπει να τονιστεί το γεγονός, ότι δεν είναι σαφές αν ο 
κάθε κόκκος χρυσού αντιπροσωπεύει ένα ξεχωριστό µόριο Fras1 ή όχι, µε 
δεδοµένο ότι το πρώτο αντίσωµα (anti-Fras1) είναι πολυκλωνικό. Έτσι, θα 
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µπορούσαν υποθετικά πολλά πρώτα αντισώµατα να προσδένονται σε ένα 
µόριο Fras1 και η προκύπτουσα εικόνα να είναι νέφη κόκκων χρυσού. 

 
Σχήµα  8. Εντοπισµός συστατικών της βασικής µεµβράνης του δέρµατος σε 
νέφη κόκκων χρυσού. Σχηµατική αναπαράσταση του εντοπισµού της Fras1, 
κολλαγόνου VII και κολλαγόνου XVIIΙ στη βασική µεµβράνη της 
επιδερµίδας. Οι µαύρες σφαίρες συµβολίζουν τους κόκκους χρυσού και οι 
στρογγυλές πράσινες δοµές τις πλάκες αγκυροβόλησης. LL: lamina lucida, 
LD: lamina densa 
 

4.5. Η  πιθανή  αλληλεπίδραση  της Fras1 µε  άµορφες ,  
ηλεκτρονικά πυκνά δοµές 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στα Αποτελέσµατα, ο εντοπισµός της Fras1 
σχετίζεται µε άµορφες, ηλεκτρονικά πυκνές δοµές. Η Fras1 φαίνεται να 
αγκυροβολεί σε αυτές τις δοµές που εντοπίζονται στην sub-lamina densa 
της βασικής µεµβράνης τόσο του δέρµατος όσο και του οισοφάγου (σχήµα 9). 
Είναι επίσης γνωστό ότι στην περιοχή που υπόκειται της lamina densa, 
εντοπίζονται οι πλάκες αγκυροβόλησης.  

Οι πλάκες αγκυροβόλησης είναι άµορφες ηλεκτρονικά πυκνές δοµές, 
που εντοπίζονται στην περιοχή της sub-lamina densa της βασικής 
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µεµβράνης διαφόρων επιθηλίων. Στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, 
διαπιστώθηκε ότι πρόκειται για ανεξάρτητες «νησίδες», ηλεκτρονικά 
πυκνού υλικού, των οποίων η σύνδεση µε την lamina densa επιτυγχάνεται 
µόνο διαµέσου των ινιδίων αγκυροβόλησης. Με πειράµατα ανοσο-
ηλεκτρονικής µικροσκοπίας, διαπιστώθηκε ότι η καρβοξυτελική περιοχή 
του κολλαγόνου VII εντοπίζεται τόσο στην lamina densa όσο και στις 
πλάκες αγκυροβόλησης. Ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά των δοµών 
αυτών, είναι ότι υπερµικροσκοπικά µοιάζουν µε τη lamina densa. Επιπλέον 
πειράµατα, που διενεργήθηκαν µε σκοπό τη διερεύνηση της µοριακής 
σύστασης των δοµών αυτών, αποκάλυψαν ότι οι πλάκες αγκυροβόλησης 
αποτελούνται, εκτός από κολλαγόνο VII και από κολλαγόνο IV. Το γεγονός 
αυτό, εξηγεί την οµοιότητα µεταξύ των δοµών αυτών και της lamina densa, 
από τη στιγµή που είναι γνωστό ότι η lamina densa αποτελείται κυρίως από 
κολλαγόνο IV αλλά και από κολλαγόνο VII.   

Παρόλο που η Fras1 φαίνεται να αγκυροβολεί σε άµορφες 
ηλεκτρονικά πυκνά δοµές (όπως ακριβώς περιγράφονται από τη 
βιβλιογραφία οι πλάκες αγκυροβόλησης), εντούτοις, υπάρχουν αρκετές 
φαινοµενικές διαφορές των δοµών αυτών µε τις γνωστές πλάκες 
αγκυροβόλησης. Η κυριότερη διαφορά τους είναι ότι, ενώ όπως έχει ήδη 
αναφερθεί οι πλάκες αγκυροβόλησης µοιάζουν λόγω της µοριακής τους 
σύστασης µε τη lamina densa, αυτές οι άγνωστες σε µας δοµές δεν φαίνεται 
να µοιάζουν µε τη lamina densa. Μια ακόµη διαφορά, αποτελεί το γεγονός 
ότι οι πλάκες αγκυροβόλησης δεν φαίνεται να περιβάλλονται από κάποια 
µεµβράνη, σε αντίθεση µε τις δοµές στις οποίες αγκυροβολούν τα µόρια 
Fras1 και οι οποίες δείχνουν να περιβάλλονται από µεµβράνη. Θα µπορούσε 
γενικότερα να λεχθεί, ότι οι πλάκες αγκυροβόλησης µοιάζουν 
υπερµικροσκοπικά µε τµήµα της lamina densa και οι άγνωστες δοµές στις 
οποίες αγκυροβολεί η Fras1 µε τµήµα κάποιου κυττάρου.  

Από τα παραπάνω συνάγεται το συµπέρασµα πως οι δοµές στις οποίες 
φαίνεται να αγκυροβολεί η Fras1 πιθανότατα δεν συµπίπτουν µε τις 
γνωστές από τη βιβλιογραφία πλάκες αγκυροβόλησης. Βέβαια, θα πρέπει να 
διενεργηθούν πειράµατα ανοσοϊστοχηµείας προκειµένου να διαλευκανθεί η 
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µοριακή σύσταση των άγνωστων για εµάς αυτών δοµών και, πιο 
συγκεκριµένα, πειράµατα ανοσο-εντοπισµού των κολλαγόνων IV και VII, 
ώστε να αποκλειστεί ή να τεκµηριωθεί και µοριακά η πιθανότητα να 
αντιστοιχούν οι δοµές αυτές στις πλάκες αγκυροβόλησης. 

Η αναγκαιότητα πραγµατοποίησης επιπλέον πειραµάτων για τη 
διαλεύκανση της µοριακής σύστασης αυτών των δοµών, καταδεικνύεται και 
από άλλα στοιχεία. Ειδικότερα, οι δοµές αυτές εντοπίζονται στην περιοχή 
που υπόκειται της lamina densa της βασικής µεµβράνης του δέρµατος και 
του οισοφάγου. Επίσης, πολλές φορές, καταλήγουν σε αυτές ινίδια 
αγκυροβόλησης που ξεκινούν από τη lamina densa, ενώ οι ίνες κολλαγόνου 
εντοπίζονται πάντοτε υποκείµενα των δοµών αυτών. Ένα ακόµη ενδιαφέρον 
στοιχείο είναι, ότι η Fras1 φαίνεται να αγκυροβολεί περιφερικά αυτών των 
δοµών και ποτέ στο εσωτερικό τους. Μάλιστα, ο εντοπισµός της Fras1, 
περιορίζεται τις περισσότερες φορές στην πλευρά των δοµών αυτών που 
βρίσκεται πλησιέστερα προς τη lamina densa.   

Συµπερασµατικά, µπορεί να γίνει η υπόθεση, πως αυτές οι άµορφες 
και ηλεκτρονικά πυκνά δοµές πιθανώς να σχετίζονται -µε τρόπο άγνωστο 
προς το παρόν- µε τον εντοπισµό της Fras1 στην sub-lamina densa της 
βασικής µεµβράνης του επιθηλίου του δέρµατος και του οισοφάγου. 
Παραµένει άγνωστο το κατά πόσο η Fras1 αλληλεπιδρά ή όχι µε τις δοµές 
αυτές και, αν αλληλεπιδρά, το κατά πόσο αυτή η αλληλεπίδραση είναι 
άµεση (µε κάποιο συστατικό των δοµών αυτών) ή έµµεση (µε κάποιο µόριο 
που δεσµεύεται περιφερικά των δοµών αυτών). Με τα µέχρι σήµερα 
δεδοµένα, το πρότυπο έκφρασης της πρωτεΐνης Fras1 φαίνεται να 
σχετίζεται µε αυτές, χωρίς όµως να υπάρχουν αποδείξεις για την 
αναγκαιότητα τους. Μάλιστα, σε περιπτώσεις που απουσιάζουν, δε 
διακρίνεται κάποια αλλαγή στον τρόπο εντοπισµού της Fras1, παρόλο που 
παρατηρούνται εκτεταµένα νέφη κόκκων χρυσού στις περιοχές κοντά ή 
περιφερικά των δοµών αυτών, όταν αυτές υπάρχουν. 
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Σχήµα  9. Εντοπισµός της Fras1 περιφερικά άγνωστων ηλεκτρονικά πυκνά 
άµορφων δοµών. LL: lamina lucida, LD: lamina densa 
 

4.6. Η πιθανή  αλληλεπίδραση  της Fras1 µε  τα ινίδια 
αγκυροβόλησης 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια της παρούσας διατριβής ανέδειξαν µια πιθανή σχέση µεταξύ της 
Fras1 και των ινιδίων αγκυροβόλησης. Η Fras1 εντοπίζεται στην περιοχή 
που υπόκειται της lamina densa της βασικής µεµβράνης του επιθηλίου του 
δέρµατος και του οισοφάγου. Στην ίδια ακριβώς περιοχή εντοπίζονται και οι 
χαρακτηριστικές δοµές της βασικής µεµβράνης που ονοµάζονται ινίδια 
αγκυροβόλησης. 

Τα ινίδια αγκυροβόλησης ξεκινούν από την lamina densa και 
εκτείνονται στον υποκείµενο συνδετικό ιστό. Το µήκος των ινιδίων αυτών 
είναι περίπου 800nm και κάθε ινίδιο φαίνεται να ξεκινάει από τη LD και 
είτε να αγκυροβολεί στις λεγόµενες πλάκες αγκυροβόλησης είτε να 
ξαναγυρίζει στη LD. Σύµφωνα µε τον Shimizu, το 90% των ινιδίων 
αγκυροβόλησης ξεκινούν και τερµατίζουν στη LD (Shimizu et al., 1997 ). 
Επίσης, έχει δειχθεί ότι τα ινίδια αγκυροβόλησης εντοπίζονται έντονα στις 
περιοχές που υπόκεινται των ηµιδεσµοσωµάτων (Rousselle et al., 1997). To 
κύριο δοµικό συστατικό των ινιδίων αγκυροβόλησης, είναι το κολλαγόνο 
VII, το οποίο συντίθεται ως πρόδροµο µόριο, το προκολλαγόνο VII 
(Βruckner- Tunderman et al., 1995).  

Όπως προκύπτει από τα πειράµατα της παρούσας διατριβής, η Fras1 
εντοπίζεται συνήθως κοντά στα ινίδια αγκυροβόλησης και, πιο 
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συγκεκριµένα, στα σηµεία αυτών που απέχουν περισσότερο από την lamina 
densa (σχήµα 10). Με δεδοµένο ότι στα δείγµατα που µελετήθηκαν δεν 
διαπιστώθηκε η τεκµηριωµένη ύπαρξη πλακών αγκυροβόλησης, τα ινίδια 
αγκυροβόλησης που εντοπίστηκαν πιθανότατα ανήκουν στην κατηγορία 
αυτών που ξεκινούν από τη lamina densa, διαγράφουν µία µικρή καµπύλη 
τροχιά στον υποκείµενο ιστό και επιστρέφουν στη lamina densa. Επίσης, 
έχει δειχθεί, ότι τέτοιου είδους ινίδια αγκυροβόλησης συχνά παγιδεύουν 
ινίδια κολλαγόνου, προσφέροντας επιπλέον συνεκτικότητα στη σύνδεση 
δερµίδας-επιδερµίδας. Σε αντίθεση µε τη βιβλιογραφία, δεν διαπιστώθηκε 
αυξηµένος εντοπισµός των ινιδίων αγκυροβόλησης σε περιοχές που 
υπόκεινται των ηµιδεσµοσωµάτων (Rousselle et al., 1997).  

Το πρότυπο έκφρασης της Fras1 φαίνεται να σχετίζεται µε τα ινίδια 
αγκυροβόλησης. Το γεγονός του εντοπισµού της Fras1 στο κατώτερο σηµείο 
των ινιδίων αγκυροβόλησης µπορεί να είναι τυχαίο, πιο πιθανό όµως είναι 
να οφείλεται στην πιθανή µεταξύ τους αλληλεπίδραση. Αν κάτι τέτοιο 
αποδειχθεί σωστό, τότε θα υπάρξουν επιπλέον λόγοι που να υποστηρίζουν 
την υπόθεση ότι η λειτουργία της Fras1 εντοπίζεται στην περιοχή που 
υπόκειται της lamina densa καθώς και νέα δεδοµένα στα αίτια 
αποκόλλησης δερµίδας-επιδερµίδας µε συνέπεια τη δηµιουργία υπο-
επιδερµικών ποµφολύγων.  

Για να ελεγχθεί το κατά πόσο αλληλεπιδρά η Fras1 µε τα ινίδια 
αγκυροβόλησης, θα πρέπει να πραγµατοποιηθούν πειράµατα διπλής ανοσο-

σήµανσης της Fras1 µε το κολλαγόνο VII, που αποτελεί και το κύριο δοµικό 
συστατικό των ινιδίων αγκυροβόλησης. Παρόλα αυτά, πειράµατα 
ανοσοφθορισµού έδειξαν, πως στα Fras1-/- ποντίκια δεν αλλάζει σε σχέση µε 
τα αγρίου τύπου το πρότυπο έκφρασης ορισµένων γνωστών πρωτεϊνών της 
βασικής µεµβράνης όπως της λαµινίνης α5 και του κολλαγόνου VII. Το 
γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι πιθανώς η Fras1 να µην αλληλεπιδρά µε το 
κολλαγόνο VII ή ο εντοπισµός του κολλαγόνου VII να είναι ανεξάρτητος 
από αυτόν της Fras1. Βέβαια, θα πρέπει να τονιστεί το γεγονός ότι µπορεί 
το κολλαγόνο VII να είναι το κύριο δοµικό συστατικό των ινιδίων 
αγκυροβόλησης αλλά υπάρχουν και άλλες πρωτεΐνες που αποδεδειγµένα 
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εντοπίζονται στα ινίδια αυτά. Κατά συνέπεια, ακόµη και αν αποδειχθεί η µη 
αλληλεπίδραση της Fras1 µε το κολλαγόνο VII, είναι δυνατό η Fras1 να 
αλληλεπιδρά µε τα ινίδια αγκυροβόλησης µέσω των άλλων πρωτεϊνών που 
εντοπίζονται σε αυτά.  

 
Σχήµα  10. Σχηµατική απεικόνιση του εντοπισµού της Fras1 σε σχέση µε 
τη θέση των ινιδίων αγκυροβόλησης. Στο σχήµα απεικονίζονται επιθηλιακά 
κύτταρα, η lamina lucida (LL), η lamina densa (LD), τα ινίδια 
αγκυροβόλησης, νέφη κόκκων χρυσού που αντιστοιχούν σε µόρια Fras1 και 
το µεσέγχυµα. 
  
 
4.7. Μελλοντικά πειράµατα  

Η Fras1 είναι µια πρωτεΐνη 4010 αµινοξέων, η οποία συσχετίζεται µε 
τις «Βleb» µεταλλάξεις στον ποντικό και το σύνδροµο Fraser στον άνθρωπο. 
Από τα µέχρι τώρα δεδοµένα, η πρωτεΐνη αυτή είναι αποκλειστικά εµβρυϊκή 
και η προβλεπόµενη αµινοξική της αλληλουχία περιλαµβάνει γνωστά 
µοτίβα άλλων πρωτεϊνών, τα οποία όµως σε καµιά µέχρι σήµερα γνωστή 
πρωτεΐνη δεν απαντώνται όλα µαζί. Ο εντοπισµός της στη βασική µεµβράνη 
τριών εµβρυϊκών επιθηλίων και η υπόθεση ότι η απουσία της στην 
εµβρυϊκή ηλικία ευθύνεται για τη δηµιουργία υπο-επιδερµικών 
ποµφολύγων παρέχει νέα δεδοµένα σχετικά µε τις πρωτεΐνες των βασικών 
µεµβρανών, παράλληλα όµως δηµιουργεί και εύλογα ερωτηµατικά. 

Η πλήρης µοριακή σύσταση των ποικίλων βασικών µεµβρανών, ο 
µηχανισµός µε τον οποίο επιτυγχάνεται η συγκρότηση των συστατικών 
τους, καθώς και ο τρόπος µε το οποίο τα συστατικά αυτά επιτελούν τις 
λειτουργίες τους, δεν είναι ακόµα γνωστά. Ο τρόπος µε τον οποίο 
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ρυθµίζονται οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των συστατικών της βασικής 
µεµβράνης δεν έχει ακόµα διαλευκανθεί. Επίσης, πιστεύεται ότι οι 
περισσότερες πρωτεΐνες της βασικής µεµβράνης στα µετάζωα, δεν έχουν 
µόνο συντηρηµένη νουκλεοτιδική αλληλουχία, αλλά παρουσιάζουν 
συντήρηση και στη λειτουργία τους. Πρόσφατα ανακαλύφθηκε η δοµή της 
περιοχής G2 του νιδογόνου που δεσµεύει περλεκάνη και πιθανότατα και το 
κολλαγόνο IV και διαπιστώθηκε ότι αυτή η περιοχή είναι συντηρηµένη 
ακόµα και στα αρχικά µετάζωα (Hopf et al., 2001).   

Από τα παραπάνω, καθίσταται αντιληπτό ότι η γνώση σχετικά µε τις 
πρωτεΐνες των βασικών µεµβρανών είναι προς το παρόν περιορισµένη. 
Ωστόσο γνωρίζουµε ότι οι πρωτεΐνες αυτές επιτελούν πολύ σηµαντικές 
λειτουργίες, απαραίτητες για την επιβίωση των κυττάρων, ιστών και κατ’ 
επέκταση των οργανισµών. Με την εµπλοκή της Fras1 σε αυτή την 
κατηγορία των πρωτεϊνών, είναι βέβαιη η µελλοντική διενέργεια 
πειραµάτων για τη διαλεύκανση των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεών της και 
τον εν γένει ρόλο της. Ένα από τα βασικά ερωτήµατα που τίθενται σχετικά 
µε την αποκλειστικά εµβρυϊκή αυτή πρωτεΐνη είναι το κατά πόσο ο ρόλος 
της στα ενήλικα άτοµα είναι απαγορευτικός. Ακόµη πιο σηµαντικό ερώτηµα 
αποτελεί το κατά πόσο η έκτοπη έκφραση του γονιδίου Fras1 σε ενήλικα 
άτοµα θα µπορούσε να ενισχύσει δοµικά το εξωκυττάριο πλέγµα και να 
επηρεάσει λειτουργίες και ιδιότητες όπως είναι η ελαστικότητα και η 
επούλωση πληγών µετά από τραύµατα.  

Η υπερµικροσκοπική χαρτογράφηση της Fras1 στην sub-lamina 
densa στα εµβρυϊκά επιθήλια του δέρµατος και του οισοφάγου παρέχει 
αδιαµφισβήτητα δεδοµένα σχετικά µε τον εντοπισµό της πρωτεΐνης σε 
έµβρυα αγρίου τύπου Ε14.5. Τα δεδοµένα αυτά, σε συνδυασµό µε την 
υπάρχουσα γνώση για την Fras1, θα αποτελέσουν τη βάση στο σχεδιασµό 
νέων πειραµάτων ηλεκτρονικής µικροσκοπίας. Πιο συγκεκριµένα, τα 
επόµενα πειράµατα θα πρέπει να κινηθούν προς την κατεύθυνση του 
συνεντοπισµού της Fras1 µε άλλες πρωτεΐνες της sub-lamina densa όπως 
του κολλαγόνου VII. Εκ νέου πειράµατα µε ανοσοχρυσό σε µικρότερα και 
µεγαλύτερα αναπτυξιακά στάδια από αυτά που µελετήθηκαν (Ε14.5) θα 
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ενισχύσουν ή θα καταρρίψουν τις µέχρι σήµερα υποθέσεις. Επίσης, πολύ 
σηµαντικά θα αποδειχθούν πειράµατα ανοσοσήµανσης των Frem1, Frem2 
και Frem3 καθώς θα αποκαλύψουν πιθανή συνεργατικότητα ή όχι µεταξύ 
των πρωτεϊνών αυτών και της Fras1.   
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

ABC = Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex 

Anchoring fibrils = Ινίδια αγκυροβόλησης 

Anchoring filaments = Nηµάτια αγκυροβόλησης 

Anchoring plaques = Πλάκες αγκυροβόλησης 

BM = Basement Membrane 

BMZ = Basement Membrane Zone 

Columnar = Επιµήκης  

Cuboidal = Κυβοειδής  

DEB = Dystrophic Epidermolysis Bullosa (Δυστροφική Ποµφολυγώδης 
Επιδερµόλυση) 

EB = Epidermolysis Bullosa (Ποµφολυγώδης Επιδερµόλυση) 

ΕΚΟ = Εξωκυττάρια ουσία  

Hemidesmosome = Ηµιδεσµόσωµα 

ΗΜ = Ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

JEB = Junctional Epidermolysis Bullosa (Συνδετική Ποµφολυγώδης 
Επιδερµόλυση) 

LD = Lamina Densa 

LL = Lamina Lucida 

NC = Non Collagenous 
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NGS = Normal Goat Serum 

PLT = Progressive Lowering Temperature 

Ποµφολύγων = Φουσκαλών 

SMART = Simple Architecture Research Tool  

Squamous = Φολιδωτός  

Stratified = Στρωµατώδης 

TEM = Transmission Electron Microscope 

Vibratome = Μικροτόµος παλλόµενης λεπίδας 

Visceral pleura = Υπεζωκότας 
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