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Στα θηλαστικά, η ωογένεση στα θηλυκά άτομα και η σπερματογένεση στα αρσενικά 

άτομα, οδηγεί στη δημιουργία των απλοειδών γαμετικών κυττάρων τους, τα ωάρια και 

τα σπερματοζωάρια αντίστοιχα. O σχηματισμός του ζυγωτού είναι αποτέλεσμα της 

συνένωσης του θηλυκού και του αρσενικού γαμέτη στη λήκυθο της σάλπιγγας. Το 

γονιμοποιημένο ωάριο μεταφέρεται στη συνέχεια στη μήτρα όπου και εμφυτεύεται. 

Κατά τη μεταφορά αυτή, το προεμφυτευτικό έμβρυο υφίσταται πολλές δομικές αλλαγές, 

καθώς διαιρείται διαδοχικά. Συγκεκριμένα, το γονιμοποιημένο ωάριο διαιρείται σε 2, 4 

και 8 κύτταρα, εν συνεχεία, σχηματίζει το μορίδιο και έπειτα τη βλαστοκύστη.  

Θέμα της παρούσης διπλωματικής εργασίας είναι η αναζήτηση της έκφρασης των 

κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 σε έμβρυα επίμυων έως του σταδίου της 

βλαστοκύστης. Σκοπός, είναι να διαπιστώσουμε κατά πόσο τα κιρκάδια γονίδια 

συμμετέχουν στις διαιρέσεις του προεμφυτευτικού εμβρύου.  

Γενικά, τα κιρκάδια γονίδια, μεταγράφονται και μεταφράζονται μέσω αγκυλών 

παλίνδρομης ρύθμισης, οι οποίες απαρτίζονται από θετικές και αρνητικές συνιστώσες με 

σκοπό την πραγματοποίηση μιας περιοδικής μεταβολής. Όλα αυτά οδηγούν σε αλλαγές 

στη βιοχημεία, φυσιολογία και συμπεριφορά του οργανισμού. 

Η συλλογή εμβρύων έγινε από θηλυκά ποντίκια, ηλικίας 3 - 4 εβδομάδων, τα οποία 

καλλιεργήθηκαν in vitro έως του σταδίου της βλαστοκύστης. Έπειτα, απομονώθηκε το 

ολικό mRNA από τα εμβρυικά κύτταρα και ακολούθησε η σύνθεση συμπληρωματικού 

DNA (cDNA). Τέλος, πραγματοποιήθηκε η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων Per1 και 

Per2 στα διάφορα προεμφυτευτικά στάδια με τη μέθοδο της Real - Time PCR. 

Τα αποτελέσματα της παρούσης διπλωματικής εργασίας έδειξαν έκφραση του γονιδίου 

Per1 μόνο στο στάδιο των 8 κυττάρων, ενώ παρατηρήθηκε έκφραση του γονιδίου Per2 

σε όλα τα προεμφυτευτικά στάδια. Τα αποτελέσματα αυτά δεν αποδεικνύουν 

απαραίτητα την ύπαρξη κιρκάδιας ρυθμικότητας στα πρώτα στάδια ανάπτυξης του 

εμβρύου και θα πρέπει να υπάρξει επιπλέον έρευνα για την εξαγωγή συμπεράσματος.  
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1.1. Το ποντίκι ως οργανισμός μοντέλο 

Το ποντίκι (house mouse) αποτελεί έναν οργανισμό μοντέλο που χρησιμοποιείται 

ευρέως για ερευνητικές μελέτες και έχει γίνει πλέον το προτιμητέο θηλαστικό για την 

διεξαγωγή γενετικών πειραμάτων. Συγκεκριμένα, καθώς το ποντίκι και ο άνθρωπος 

μοιράζονται πολλά κοινά γενετικά χαρακτηριστικά, εξετάζοντας τη φυσιολογία, την 

ανατομία και τον μεταβολισμό ενός ποντικού, οι επιστήμονες μπορούν να 

αποκτήσουν μια πολύτιμη εικόνα για το πως λειτουργούν οι άνθρωποι.  

Η χρήση του ποντικού ως πειραματόζωο έχει πολλά πλεονεκτήματα. Καταρχάς, η 

καλλιέργειά του είναι σχετικά φτηνή και εύκολη, ενώ ταυτόχρονα τα ενήλικα ποντίκια 

μπορούν να αναπαράγονται γρήγορα (κάθε τρεις εβδομάδες) με αποτέλεσμα να 

δίνεται η δυνατότητα στους ερευνητές να πραγματοποιούν πειράματα με μεγάλο 

αριθμό πειραματόζωων. Ένα ακόμα πλεονέκτημα είναι ότι τα ποντίκια μπορούν να 

παράγουν απογόνους μόλις δέκα εβδομάδες μετά τη γέννησή τους, πράγμα που 

σημαίνει ότι πολλές γενιές μπορούν να παρατηρούνται ταυτόχρονα. Παράλληλα, ένα 

ποντίκι έχει μικρό κύκλο ζωής (ένα έτος ζωής ποντικού αντιστοιχεί σε τριάντα 

ανθρώπινα) δίνοντας έτσι στους ερευνητές τη δυνατότητα να μελετήσουν τις 

συνέπειες της γήρανσης.  

Όσον αφορά το γενετικό υλικό των ποντικών, είναι παρόμοιο με το ανθρώπινο. Έτσι, 

οι επιστήμονες έχουν τη 

δυνατότητα με τη χρήση της 

γενετικής μηχανικής να 

προσθέσουν ή να αφαιρέσουν 

γονίδια από το γονιδίωμά τους 

και με αυτόν τον τρόπο να 

εξακριβώσουν τον ρόλο των 

συγκεκριμένων γονιδίων στο 

ποντίκι και κατ’ επέκταση στον 

άνθρωπο. Τέλος, τα ποντίκια είναι οι κατάλληλοι οργανισμοί για τη μελέτη των 

Εικόνα 1.1.1.  Image credit: Taichi Suzuki. 
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πολύπλοκων βιολογικών συστημάτων που υπάρχουν στον άνθρωπο, όπως το 

ανοσοποιητικό, το ενδοκρινικό, το νευρικό, το καρδιαγγειακό και το σκελετικό 

σύστημα. Όπως και οι άνθρωποι έτσι και αυτά αναπτύσσουν ασθένειες που 

επηρεάζουν αυτά τα συστήματα, συμπεριλαμβανομένου του καρκίνου και τον 

διαβήτη.  

 

1.2. Ωογένεση - Ωοθυλακιογένεση - Ωοθυλακιορρηξία 

στον ποντικό 

Η ωοθυλακιογένεση αποτελεί ένα 

φυσικό μοντέλο το οποίο αποδεικνύει 

ξεκάθαρα την πολυπλοκότητα της 

ανάπτυξης και εξέλιξης αρχεγόνων 

κυττάρων σε ώριμα και πλήρως 

διαφοροποιημένα κυτταρικά 

συστήματα. Η διαδικασία αυτή γίνεται 

μέσα στο μικροπεριβάλλον των ωοθηκών 

όπου ξεκινά από το αρχέγονο γοναδικό 

κύτταρο και φτάνει στο ώριμο 

ωοθυλάκιο. 

Συγκεκριμένα στον ποντικό, το ωάριο 

είναι το τελικό προϊόν μιας διαδικασίας η 

οποία ξεκινά κατά τη διάρκεια της 

εμβρυικής ανάπτυξης και τελειώνει 

μήνες έως και χρόνια αργότερα στο 

αναπαραγωγικά ώριμο ενήλικο ποντίκι.  

Η ωογένεση ξεκινά με την εμφάνιση 

αρχέγονων γεννητικών κυττάρων (ημέρα 

7 – 9 εμβρύου) τα οποία γίνονται 

ωογόνια που καλύπτουν τις ωοθήκες του 
                       Εικόνα 1.2.1. 
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εμβρύου (ημέρα 11 – 12). Τα ωογόνια διαιρούνται μιτωτικά για κάποιο χρονικό 

διάστημα. Ύστερα από τη τελευταία μιτωτική διαίρεση, ξεκινά η μειωτική διαίρεσή 

τους με αποτέλεσμα να προκύψουν τα πρωτογενή ωοκύτταρα (ημέρα 12 – 14) τα 

οποία παραμένουν στη πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης.  Η πρόφαση της 

μείωσης Ι περιλαμβάνει τα στάδια της λεπτοταινίας, της ζυγοταινίας, της παχυταινίας 

και της διπλοταινίας. Στα στάδια της λεπτοταινίας, της ζυγοταινίας και της 

παχυταινίας παρατηρείται σύναψη ομόλογων χρωμοστωμάτων προς σχηματισμό 

συναπτονηματικών συμπλεγμάτων. Τα τελευταία χαλαρώνουν στο στάδιο της 

διπλοταινίας όπου πραγματοποιείται μερικός διαχωρισμός κάθε ζεύγους των 

αδελφών χρωματίδων από το ομόλογό τους ζεύγος και παρατηρούνται χρωματίδες 

τετράδας που συνδέονται στο κεντρομερίδιο.   

Λίγο μετά τη γέννηση, σχεδόν όλα τα ωοκύτταρα βρίσκονται στο στάδιο της 

διπλοταινίας, όπου και παραμένουν μέχρι την στιγμή που θα πραγματοποιηθεί η 

επανέναρξη της μείωσης στη φάση της ωορρηξίας. Αυτή η δεξαμενή ωοκυττάρων 

είναι η μόνη πηγή μη γονιμοποιημένων ωαρίων στο αναπαραγωγικά ώριμο ποντίκι 

(6 εβδομάδων). Αξίζει να σημειωθεί ότι ένα ποσοστό της τάξης του 50% του 

πληθυσμού των ωαρίων που υπάρχουν στις ωοθήκες κατά τη γέννηση, χάνεται στη 

πρώτη βδομάδα της νεογνικής ζωής. 

Στο αναπαραγωγικά ώριμο ποντίκι κάθε ωοθήκη περιέχει περίπου 8.000 ωοκύτταρα 

τα οποία είναι σταματημένα στη πρόφαση της πρώτης μειωτικής διαίρεσης (στάδιο 

όψιμης διπλοταινίας). Καθένα από 

αυτά τα ωοκύτταρα (διαμέτρου 12 – 15 

μm) περιέχεται σε ένα κυτταρικό 

θυλάκιο που αυξάνεται ταυτόχρονα με 

το ωάριο και αποτελείται από ένα μονό 

στρώμα επιθηλιακού τύπου κυττάρων 

(αρχέγονο ωοθυλάκιο). Όσα από τα 

αρχέγονα ωοθυλάκια συνεχίσουν να 

εξελίσσονται μετατρέπονται αρχικά στα 

πρωτογενή και αργότερα στα 

δευτερογενή ωοθυλάκια. Το                        Εικόνα 1.2.2. 



 

8 
 

πρωτογενές ωοθυλάκιο αποτελείται από ένα ωάριο γύρω από το οποίο υπάρχει η 

διαφανής ζώνη, από μία ή δύο στοιβάδες κυβοειδών κοκκωδών κυττάρων και από 

μία βασική μεμβράνη γύρω από τα κοκκώδη κύτταρα που ονομάζεται μεμβράνη 

κοκκωδών κυττάρων. Η επιπλέον ανάπτυξη του πρωτογενούς ωοθυλακίου οδηγεί 

στην ανάπτυξη του δευτερογενούς ωοθυλακίου. Στο ωοθυλάκιο αυτό τα κοκκώδη 

κύτταρα πολλαπλασιάζονται και διαφοροποιούνται σε δύο υποπληθυσμούς, στα 

κύτταρα της κοκκώδους στοιβάδας, που βρίσκονται εσωτερικά της βασικής 

μεμβράνης και στα κύτταρα της έσω και έξω θήκης του ωοθυλακίου. Επιπλέον 

ανάπτυξη έχει ως αποτέλεσμα την δημιουργία του τριτογενούς ωοθυλακίου  το οποίο 

έχει στο κέντρο του το άντρο. Το άντρο περιέχει το ωοθυλακικό υγρό, το οποίο 

διαχωρίζει τα κύτταρα που περιβάλλουν το ωοκύτταρο από τα υπόλοιπα κοκκώδη 

κύτταρα. Μετά την πάροδο κάποιων ημερών, τα ωοθυλάκικα κύτταρα υπόκεινται σε 

γρήγορη διαίρεση και οδηγούν στη δημιουργία του γραφιανού ωοθυλακίου 

(διαμέτρου 600 μm) το οποίο αποτελεί το προωοθυλακιορρηκτικό ωοθυλάκιο.   

Τα γραφιανά ωοθυλάκια αναγνωρίζονται από την ύπαρξη του ωοφόρου δίσκου, μια 

επένδυση πολλαπλών στρώσεων του ωοκυττάρου, αποτελούμενη από κοκκώδη 

κύτταρα.  

1: άντρο 

2: βασική μεμβράνη 

3: έξω θήκη 

4: έσω θήκη 

5: κοκκώδη κύτταρα 

6: ακτινωτός στέφανος 

7: ωοφόρος δίσκος 

 

 

 

 

                       Εικόνα 1.2.3. 
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Τα πλήρως, πλέον, ανεπτυγμένα 

ωοκύτταρα τα όποια βρίσκονται 

εντός των γραφιανών 

ωοθυλακίων επιτελούν 

επανέναρξη της μείωσης και 

ολοκληρώνουν τη πρώτη 

μειωτική διαίρεση ακριβώς πριν 

την ωορρηξία, η οποία 

επιτελείται στα ποντίκια ηλικίας 

30 – 40 ημερών. Η μειωτική 

ωρίμανση διαρκεί 12 – 14 ώρες 

και περιλαμβάνει τη μετάβαση 

από τη πρόφαση της πρώτης 

μειωτικής στη μετάφαση της 

δεύτερης μειωτικής διαίρεσης. 

Τα ωοκύτταρα αυτά περιλαμβάνουν 20 χρωμοσώματα, που το καθένα αποτελείται 

από δύο χρωματίδες ευθυγραμμισμένα στη μετάφαση της δεύτερης μειωτικής 

διαίρεσης, και ένα μικρό πολικό σωμάτιο που περιέχει 20 ομόλογα χρωμοσώματα.   

Μετά την ωορρηξία  ενός και μόνο ωαρίου - η οποία ελέγχεται ορμονικά και θα 

αναφερθεί στην επόμενη ενότητα - και αφού γονιμοποιηθεί, το ωάριο θα 

ολοκληρώσει τη δεύτερη μειωτική του διαίρεση με αποτέλεσμα τον διαχωρισμό των 

χρωματίδων και τη δημιουργία ενός δεύτερου πολικού σωματίου.  

Σημειώνεται, ότι σε κάθε οιστρικό κύκλο ένας αριθμός ωοθυλακίων αρχίζει να 

αναπτύσσεται, αλλά μόνο ένα από αυτά θα καταλήξει σε ωρίμανση. Τα υπόλοιπα 

γίνονται ατρητικά. Η ατρησία αποτελεί μια εκφυλιστική διαδικασία η οποία 

πραγματοποιείται σε οποιοδήποτε στάδιο της ωρίμανσης του ωοθυλακίου. Όταν 

συμβεί στα αρχικά στάδια ωρίμανσης των ωοθυλακίων, παρατηρείται εκφύλιση και 

λύση τόσο του ωοκυττάρου όσο και της στιβάδας κοκκωδών κυττάρων που το 

περιβάλλουν, ενώ όταν η ατρησία συμβεί μετά τον σχηματισμό του άντρου η 

εκφύλιση αφορά μόνο στο ωοκύτταρο. Τελικά, ο αριθμός των ωοθυλακίων που 

                       Εικόνα 1.2.4. 
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απομένουν είναι πολύ μικρός συγκριτικά με αυτόν που υπήρχε κατά την έναρξη της 

ωοθυλακιογένεσης.  

  

 1.2.1. Ορμονική ρύθμιση του οιστρικού κύκλου του ποντικού 

Ο συγχρονισμός του άξονα υποθαλάμου – υπόφυσης – γονάδων είναι πολύ 

σημαντικός για τη ρύθμιση του κύκλου και για την επιτυχία της αναπαραγωγής. 

Παρόλο που ο οιστρικός κύκλος είναι συνεχής, μπορούμε να διακρίνουμε τα εξής 

στάδια: πρόοιστρος, οίστρος, μετοίστρος, δίοιστρος. Συγκεκριμένες ορμόνες 

συντελούν στις αλλαγές που πραγματοποιούνται κατά τη διάρκεια κάθε φάσης του 

κύκλου και οδηγούν σε αλλαγές της ανατομίας του ποντικού.  

Η ορμόνη GnRH (gonadotropin – releasing hormone) εκκρίνεται από τον υποθάλαμο 

και επιδρά στην υπόφυση, διεγείροντας την έκκριση της ορμόνης FSH (follicle – 

stimulating hormone) και της ορμόνης LH (luteinizing hormone). Όταν αυτές οι δύο 

ορμόνες φτάσουν στις ωοθήκες, τα ωοθυλάκια με άντρο ανταποκρίνονται σε αυτές. 

Η FSH δρα κυρίως για να προάγει την ανάπτυξη των ωοθυλακίων, τον 

πολλαπλασιασμό των κοκκωδών κυττάρων, την αρωματοποίηση των ανδρογόνων σε 

οιστρογόνα και την έκφραση του υποδοχέα της LH. Από την άλλη πλευρά, η LH είναι 

επίσης απαραίτητη για την ωοθυλακική ανάπτυξη, ειδικά στα τελευταία στάδιά της, 

ενώ παράλληλα επάγει την ωορρηξία. Αμφότερες οι γοναδοτροπίνες (FSH και LH) 

επάγουν την έκκριση των ωοθηκικών ορμονών, πιο συγκεκριμένα των οιστρογόνων 

και της προγεστερόνης, ορμόνες απαραίτητες για τη σωστή εκτέλεση του 

προγράμματος ανάπτυξης των ωοθυλακίων καθώς και για τη διατήρηση των 

δευτερογενών χαρακτηριστικών του φύλου. Οι μητρικές και κολπικές εκδηλώσεις του 

οιστρικού κύκλου του ποντικού είναι προϊόν στεροειδικών επιδράσεων που 

προκύπτουν από τις κυκλικές μεταβολές στις ωοθήκες.  

Ανάλογα με τη φάση του οιστρικού κύκλου, υπάρχουν οι αντίστοιχες ορμονικές 

μεταβολές.   

 Κατά τη διάρκεια του πρόοιστρου τα ωοθυλάκια με άντρο αναπτύσσονται με 

εκθετικό ρυθμό κάτω από την επίδραση της FSH και καθίστανται φανερά τα 
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τελευταία στάδια της 

ανάπτυξης των 

προωθυλακιορρηκτικών 

ωοθυλακίων. Εκτενείς έρευνες 

έχουν δείξει ότι το 

συγκεκριμένο στάδιο της 

ωοθυλακικής ωρίμανσης, το 

οποίο ρυθμίζεται από την FSH 

αρχικά και στη συνέχεια από 

την LH, οδηγεί σε μια σχετικά 

μεγάλης κλίμακας μετατροπή 

των ανδρογόνων των κυττάρων θήκης, σε οιστρογόνα, κυρίως 17β – 

οιστραδιόλης (Ε2). Το στάδιο του πρόοιστρου χαρακτηρίζεται από την επίδραση 

της οιστραδιόλης στον υποθάλαμο με έναν μηχανισμό θετικής ανάδρασης∙ 

επομένως, όταν η Ε2 αυξάνεται, η έκκριση της LH κορυφώνεται, ενώ ακόμα ο 

οιστρικός κύκλος βρίσκεται στο στάδιο του πρόοιστρου.  

 

 Η ωορρηξία στο ποντίκι συμβαίνει περίπου 12 με 14 ώρες μετά την κορύφωση 

της LH, και σηματοδοτεί το στάδιο του οίστρου, ενώ συμπίπτει με τη περίοδο 

κατά την οποία το θηλυκό θα επιτρέψει το ζευγάρωμα. Η ωορρηξία, λόγω της 

αναδιαμόρφωσης των προωθυλακιορρηκτικών ωοθυλακίων σε ωχρά 

σωμάτια, προκαλεί τη μετάβαση από τα οιστρογόνα στη προγεστερόνη ως 

κύριο εκκριτικό προϊόν. Αυτό συμβαίνει κατά τη διάρκεια του μετοίστρου και 

του δίοιστρου, την ωχρινική φάση του κύκλου του ποντικού. Η οξεία αύξηση 

των οιστρογόνων έχει πολλαπλές συνέπειες, πέρα από την επαγωγή θετικής 

ανάδρασης που οδηγεί στη κορύφωση της LH. Αυτές περιλαμβάνουν την 

επαγωγή της πρωτεϊνικής σύνθεσης, την συσσώρευση υγρών στη μήτρα, την 

επιμήκυνση της μήτρας και τη κερατινοποίηση του κολπικού επιθηλίου. Η 

τοπική αύξηση της συγκέντρωσης των οιστρογόνων και της προγεστερόνης, 

που προέρχονται από τη κυκλοφορία, αλλάζουν τη μορφολογία του 

ενδομητρίου της μήτρας του θηλυκού ποντικού. 

                       Εικόνα 1.2.1.1. 



 

12 
 

 Κατά τη διάρκεια του μετοίστρου και του δίοιστρου, η προγεστερόνη 

αναστέλλει την έκκριση της LH και συνεπώς προλαμβάνει μια περεταίρω 

ωορρηξία. Το λειτουργικό τέλος του ωχρού σωματίου κατά τη λήξη του 

σταδίου του μετοίστρου, οδηγεί σε μείωση της σύνθεσης της προγεστερόνης 

λόγω της μετατροπής της σε ένα λιγότερο ισχυρό προγεσταγόνο, την 20a – OH 

– προγεστερόνη. Η μείωση της προγεστερόνης οδηγεί στη μείωση της 

έκκρισης της LH, επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο να επανέλθει ο 

πρόοιστρος.  

 

Το ωχρό σωμάτιο, μετά το λειτουργικό του τέλος, παραμένει δομικά για δύο με 

τέσσερις κύκλους και μάλιστα πολλαπλές γενιές αυτών των δομών μπορεί να 

υπάρχουν στην ωοθήκη σε οποιαδήποτε χρονική στιγμή κατά τη διάρκεια του 

κύκλου. Το γεγονός αυτό καθιστά τις in vivo μελέτες, που αφορούν την ωορρηξία και 

την πρώιμη ανάπτυξη του ωχρού σωματίου, δύσκολες. Έτσι, λοιπόν, τα 

πειραματόζωα που χρησιμοποιούνται είναι ανώριμα ποντίκια, στα οποία η 

ωοθυλακική ωρίμανση επάγεται ορμονικά πριν τη πρώτη ωορρηξία.  

 

1.3. Σπερματογένεση στον ποντικό 

Οι όρχεις των ποντικών, όπως και των υπόλοιπων θηλαστικών 

συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου, 

διαθέτουν δομές - με κυριότερες τα 

σπερματικά σωληνάρια και την επιδιδυμίδα - 

καθώς και κυτταρικές ομάδες - όπως τα 

κύτταρα Leydig και Sertoli - απαραίτητες για 

τη σπερματογένεση. Η διαφοροποίηση των 

αρσενικών αρχέγονων γενετικών κυττάρων 

πραγματοποιείται συνεχώς εντός των 

σπερματικών σωληναρίων των όρχεων, κατά 

τη διάρκεια της ζωής του ποντικού. 

Παράλληλα, με την εξωκρινή τους λειτουργία (παραγωγή σπερματοζωαρίων) οι 

Εγκάρσια τομή όρχεος  

                       Εικόνα 1.3.1. 
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όρχεις έχουν και ενδοκρινή λειτουργία. Συγκεκριμένα από τους όρχεις παράγονται 

αναπαραγωγικές ορμόνες και κατά κύριο λόγο τεστοστερόνη.  

Οι δομές του όρχεος που παίζουν πρωταγωνιστικό ρόλο στη σπερματογένεση είναι 

τα σπερματικά σωληνάρια, η επιδιδυμίδα και το διάμεσο διαμέρισμα.  

Όταν ένα αρσενικό ποντίκι γεννηθεί, οι όρχεις περιέχουν μόνο αδιαφοροποίητα 

σπερματογόνια, τα οποία θα λειτουργήσουν ως ένας αυτό-ανανεούμενος πληθυσμός 

βλαστικών κυττάρων καθ’ όλη τη διάρκεια ζωής ενός αρσενικού ποντικού. Η 

σπερματογένεση στον ποντικό και στα άλλα θηλαστικά ξεκινάει κατά την εφηβεία 

μέσω του πολλαπλασιασμού των μεσοφασικών γεννητικών κυττάρων, συνεχίζει κατά 

τη διάρκεια της ενήλικης ζωής και πραγματοποιείται εντός των σπερματικών 

σωληναρίων των όρχεων. Τα αρσενικά ποντίκια, τα οποία εκτρέφονται για 

πειραματικούς σκοπούς, εισέρχονται στην εφηβεία περίπου 34 με 38 ημέρες μετά τη 

γέννησή τους.  

Τα σπερματικά κύτταρα διαφορετικών σταδίων ταξινομούνται σε τέσσερις 

κατηγορίες: τα σπερματογόνια, τα σπερματοκύτταρα, τις σπερματίδες και τα 

σπερματοζωάρια, με υποκατηγορίες να ορίζονται σε κάθε κατηγορία.  

Η διαδικασία της σπερματογένεσης οδηγεί στον σχηματισμό των απλοειδών 

αρσενικών γαμετών που απαιτούνται για τη γονιμοποίηση ενός ωαρίου. Η 

διαδικασία αυτή είναι συνεχής και ιδιαιτέρως πολύπλοκη και περιλαμβάνει 3 

σημαντικά στάδια:  

α. Τον πολλαπλασιασμό. Σε αυτό το στάδιο τα σπερματογόνια 

πολλαπλασιάζονται με μίτωση (σπερματοκυτταρογένεση).  

β. Την μείωση. Σε αυτό το στάδιο πραγματοποιούνται μειωτικές διαιρέσεις με 

αποτέλεσμα ο αριθμός των χρωμοσωμάτων να γίνεται από διπλοειδής 

απλοειδής.  

γ. Την διαφοροποίηση. Το στάδιο αυτό περιλαμβάνει τη μετατροπή των 

στρογγυλών σπερματίδων σε σπερματοζωάρια (σπερμιογένεση).   

Η τελική ωρίμανση των σπερματοζωαρίων πραγματοποιείται στην επιδιδυμίδα, 

όπου και καθίστανται κινητά. Εκεί, τα σπερματοζωάρια αποθηκεύονται μέχρι την 

εκσπερμάτιση. 
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Τελικά, το ώριμο κινητό σπερματοζωάριο του ποντικού αποτελείται από:  

1. Τη κεφαλή: συμπυκνωμένος, απλοειδής 

πυρήνας καλυμμένος από την 

ακροσωμιακή καλύπτρα. 

2. Τον αυχένα: αποτελεί το βραχύ τμήμα 

της ουράς που συνδέει την κεφαλή με 

την ουρά. Περιέχει ένα κεντριόλιο. 

3. Το μέσο τμήμα ουράς: αποτελεί τμήμα 

πλούσιο σε μιτοχόνδρια.  

4. Το κυρίως τμήμα ουράς. 

5. Το τελικό τμήμα ουράς. 

 

Εικόνα 1.3.3  Σπερματοζωάριο ποντικού 

                       Εικόνα 1.3.2. 
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Η ουρά αποτελεί ένα ενισχυμένο μαστίγιο με τη χαρακτηριστική του οργάνωση από 

δέσμες μικροσωληνίσκων (9+2).  

Η μετακίνηση του σπερματοζωαρίου εξαρτάται από το ΑΤΡ και συντελείται με τη 

χρήση βραχιόνων δυνεΐνης που είναι προσδεμένοι στους μικροσωληνίσκους.  

 

1.4. Γονιμοποίηση 

Η σύντηξη του αρσενικού με τον θηλυκό γαμέτη εξασφαλίζεται με τη διαδικασία της 

γονιμοποίησης, ενώ παράλληλα εμποδίζεται η ένωση γαμετών διαφορετικών ειδών 

και η είσοδος παραπάνω του ενός σπερματοζωαρίων στο ωάριο.  

Τόσο στον ποντικό, όσο και στα περισσότερα θηλαστικά, τα σπερματοζωάρια τα 

οποία ελευθερώνονται κατά τη σύζευξη δεν είναι ικανά να γονιμοποιήσουν κάποιο 

ωάριο. Τα σπερματοζωάρια καθίστανται ικανά έπειτα από ένα τελικό στάδιο 

ωρίμανσης, το οποίο καλείται ενεργοποίηση και πραγματοποιείται στην 

αναπαραγωγική οδό του θηλυκού. Παρόλο που η διαδικασία της ενεργοποίησης δεν 

έχει διασαφηνιστεί πλήρως, μπορεί να πραγματοποιηθεί in vitro σε απλά θρεπτικά 

μέσα που περιέχουν αλβουμίνη, ασβέστιο και διττανθρακικά ανιόντα. Επιπλέον, ένα 

από τα γεγονότα που πραγματοποιούνται κατά την ενεργοποίηση είναι η απώλεια 

της χοληστερόλης από την κυτταρική μεμβράνη του σπερματοζωαρίου. Με την 

απώλεια αυτή η μεμβράνη των σπερματοζωαρίων καθίσταται διαπερατή σε ιόντα 

Ca2+ και HCO3
-, τα οποία ενεργοποιούν την αδενυλική κυκλάση με αποτέλεσμα τη 

παραγωγή cAMP και την ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης Α. Το γεγονός αυτό 

μεταβάλει το δυναμικό της μεμβράνης από -30 σε -50 mV και έτσι διευκολύνεται το 

άνοιγμα διαύλων Ca2+. Τέλος, κατά την ενεργοποίηση παρατηρείται απώλεια 

γλυκοπρωτεϊνών, οι οποίες εμποδίζουν την αλληλεπίδραση του σπερματοζωαρίου 

με τη διαφανή ζώνη.  

Από την άλλη πλευρά, το ωοκύτταρο, το οποίο είναι σταματημένο στη μετάφαση της 

δεύτερης μειωτικής διαίρεσης, απελευθερώνεται από την ωοθήκη προς τις σάλπιγγες 

μαζί με τα ωοθυλακικά κύτταρα (κύτταρα ακτινωτού στεφάνου). Γύρω από το 

ωοκύτταρο υπάρχει η διαφανής ζώνη, μια διαφανής στιβάδα εξωκυττάριου υλικού 
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που εκκρίνεται από τα ωοθυλακικά κύτταρα. Τα κύτταρα του ακτινωτού στεφάνου 

εντοπίζονται εξωτερικά της διαφανούς ζώνης και είναι βυθισμένα σε εξωκυττάριο 

στρώμα πλούσιο σε υαλουρονικό οξύ.  

Τα σπερματοζωάρια φτάνουν στις σάλπιγγες του θηλυκού, χάρη στη κινητικότητά 

τους αλλά και στις μυϊκές συσπάσεις της αναπαραγωγικής οδού του θηλυκού οι 

οποίες υποβοηθούν 

τη μετακίνησή τους 

από τον κόλπο στις 

σάλπιγγες, μέσω της 

μήτρας. Κατά τη 

πρώτη επαφή του 

σπερματοζωαρίου με 

το ωάριο, το 

σπερματοζωάριο 

καταφέρνει να διεισδύσει στο εξωκυττάριο στρώμα του συμπλέγματος ωοκυττάρου 

– ακτινωτού στεφάνου, χάρη στο ένζυμο με δράση υαλουρονιδάσης που φέρει στη 

μεμβράνη του (εικόνα 1.4.1α). Ακολουθεί η πρόσδεση του σπερματοζωαρίου στη 

διαφανή ζώνη (εικόνα 1.4.1β). Στο 

στάδιο αυτό διασφαλίζεται ότι και οι 

δύο γαμέτες ανήκουν στο ίδιο είδος. 

Συγκεκριμένα, η διαφανής ζώνη του 

ωαρίου αποτελείται από τρεις 

γλυκοπρωτεΐνες που ονομάζονται 

ΖΡ1, ΖΡ2 και ΖΡ3, Από αυτές, η ΖΡ3 

αποτελεί τον υποδοχέα του 

σπερματοζωαρίου και συντελεί στην 

πρόσδεση του σπερματοζωαρίου 

στη διαφανή ζώνη. Η πρωτεΐνη του 

σπερματοζωαρίου που αναγνωρίζει η ΖΡ3 είναι μια επιφανειακή β – 1,4 – 

γαλακτοζυλομεταφοράση (GalT) που προσδένεται ισχυρά σ αυτή. Η αλληλεπίδραση 

της ΖΡ3 με τη GalT οδηγεί στην ακροσωμική αντίδραση.  

                       Εικόνα 1.4.1α 

                       Εικόνα 1.4.1β 
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Η ακροσωμική αντίδραση (εικόνα 1.4.1γ) 

συντελεί σε ταχεία εξωκυττάρωση του 

ακροσωμικού κυστιδίου. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα την απελευθέρωση 

προϊόντων που είναι απαραίτητα για 

μετέπειτα στάδια της γονιμοποίησης. 

Συγκεκριμένα, απελευθερώνονται 

υδρολυτικά ένζυμα, όπως η πρωτεάση 

σερίνης ακροσίνη, που βοηθούν στην 

υδρόλυση της διαφανούς ζώνης. Έτσι, συντελείται η διάνοιξη ενός μονοπατιού το 

οποίο επιτρέπει στο σπερματοζωάριο να εισέλθει στο ωάριο.  

Στο σημείο αυτό πραγματοποιείται μια 

δεύτερη διαδικασία, που διασφαλίζει πως 

το ωάριο θα αναγνωρίσει το 

σπερματοζωάριο. Η αναγνώριση αυτή 

εξασφαλίζεται μέσω της ισχυρής 

πρόσδεσης των ιντεγκρινών του ωαρίου 

με τις πρωτεΐνες ADAM του 

σπερματοζωαρίου (εικόνα 1.4.1δ). Το 

σπερματοζωάριο φέρει τρεις τέτοιες 

πρωτεΐνες∙ τη φερτιλίνη α, τη φερτιλίνη β και την κυριτεστίνη, ο οποίες συμμετέχουν 

στην αλληλεπίδραση ωαρίου – σπερματοζωαρίου.   

Η πρόσδεση του σπερματοζωαρίου στο ωάριο αποτελεί το πρώτο στάδιο της 

μεμβρανικής σύντηξης που λαμβάνει χώρα στη περιοχή του ωαρίου η οποία 

εφάπτεται στη πλευρική επιφάνεια της κεφαλής του σπερματοζωαρίου. Για τη 

σύντηξη αυτή απαραίτητη είναι η πρωτεΐνη τετρασπανίνη (CD9) η οποία φέρει 4 

διαμεμβρανικά τμήματα. Η σύντηξη ωαρίου – σπερματοζωαρίου προκαλεί αύξηση 

της συγκέντρωσης των ιόντων Ca2+, η οποία είναι υπεύθυνη για όλα τα γεγονότα που 

ακολουθούν. Για αρκετές, λοιπόν, ώρες παρατηρούνται παροδικές αυξομειώσεις της 

συγκέντρωσης των ιόντων ασβεστίου, οι οποίες όταν παρασταθούν γραφικά 

σχηματίζουν ένα πρότυπο ταλάντωσης (εικόνα 1.4.2.). Πιστεύεται ότι η 

                       Εικόνα 1.4.1γ 

                       Εικόνα 1.4.1δ 
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απελευθέρωση ιόντων ασβεστίου 

προκαλείται μέσω ειδικής ενεργοποίησης 

του μονοπατιού της φωσφορικής 

ινοσιτόλης (ΙΡ3) από μια φωσφολιπάση C, 

η οποία μεταφέρεται από το 

σπερματοζωάριο.  

 

 

Η απελευθέρωση αυτή των ιόντων ασβεστίου οδηγεί στην εξωκυττάρωση των 

φλοιωδών κοκκίων, ολοκλήρωση της δεύτερης μειωτικής διαίρεσης, σύνθεση DNA 

και γενική ενεργοποίηση του μεταβολισμού 

(εικόνα 1.4.1ε). Τα φλοιώδη κοκκία 

εντοπίζονται εσωτερικά της κυτταρικής 

μεμβράνης και μεταξύ άλλων περιέχουν 

πρωτεάσες και γλυκοζιδάσες οι οποίες έχουν 

την ικανότητα να τροποποιούν τους 

υποδοχείς της διαφανούς ζώνης έτσι ώστε να 

μην δύναται σε άλλο σπερματοζωάριο να 

προσδεθεί σε αυτή. Στον ποντικό, η 

τροποποίηση αυτή είναι ο κύριος παράγοντας που αποτρέπει την πολυσπερμία. 

Μετά το πέρας της δεύτερης μειωτικής διαίρεσης σχηματίζεται το δεύτερο πολικό 

σωμάτιο, που περιέχει επιπλέον χρωμοσώματα. Ο πυρήνας του σπερματοζωαρίου 

αποσυμπυκνώνεται, ενώ τα μιτοχόνδρια εκφυλίζονται και δεν συμμετέχουν στη 

περαιτέρω ανάπτυξη. Από την άλλη πλευρά το κεντριόλιο αρχικά αποτελεί το κέντρο 

οργάνωσης των μικροσωληνίσκων του σπερματικού αστέρα, ενώ αργότερα 

διαιρείται προκειμένου να σχηματιστεί στο ζυγωτό η πρώτη αυλακωτική άτρακτος. 

Οι δύο προπυρήνες μεταναστεύουν ο ένας προς τον άλλον και παράλληλα συμβαίνει 

αντιγραφή του DNA. Στο σημείο αυτό, δεν έχουμε σύντηξη των δύο προπυρήνων 

αλλά αποσυγκρότηση των πυρηνικών φακέλων και ευθυγράμμιση των 

χρωμοσωμάτων με τη μιτωτική άτρακτο, έτοιμα για τη πρώτη αυλάκωση.  

                       Εικόνα 1.4.2. 

                       Εικόνα 1.4.1ε 



 

19 
 

                       Εικόνα 1.5.1. 

1.5. Ενεργοποίηση γονιδίων εμβρύου 

Η ενεργοποίηση των εμβρυικών γονιδίων είναι η διαδικασία με την οποία ένα 

έμβρυο ξεκινά να μεταγράφει το νεοσχηματισμένο γονιδίωμά του. Αρχικά, ένα 

έμβρυο είναι μεταγραφικά αδρανές και οι πρώτοι κυτταρικοί κύκλοι ελέγχονται από 

το μητρικό mRNA και τις μητρικές πρωτεΐνες που είχαν εναποτεθεί στο ώριμο 

ωοκύτταρο κατά τη διάρκεια της ωοθυλοακιογένεσης. Η ενεργοποίηση των 

εμβρυικών γονιδίων είναι απαραίτητη προκειμένου να πραγματοποιηθεί η σύνθεση 

νέων πρωτεϊνών και η περαιτέρω διαίρεση. Στον ποντικό, το γεγονός της 

ενεργοποίησης του εμβρυικού DNA πραγματοποιείται στο στάδιο των 2 κυττάρων 

(στον άνθρωπο στο στάδιο των 4 κυττάρων).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Πολλοί μητρικοί μεταγραφικοί παράγοντες επιτρέπουν την έκφραση εμβρυικών 

πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την ενεργοποίηση του εμβρυικού DNA. 

Παρόλα αυτά, αυτοί οι μητρικοί παράγοντες απαιτούν μετά – μεταφραστικές 

τροποποιήσεις, όπως φωσφορυλίωση, προκειμένου να γίνουν λειτουργικές.    

Ένας μικρός αριθμός εμβρυικών γονιδίων είναι ενεργός πριν το στάδιο των δύο 

κυττάρων. Αυτά τα γονίδια κωδικοποιούν πρωτεΐνες που εμπλέκονται στον έλεγχο 

της ενεργότητας του μητρικού mRNA και των μητρικών πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, τα 
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εμβρυικά αυτά γονίδια αυξάνουν την σταθερότητα και τη μεταφραστική ικανότητα 

του mRNA με πολυαδενυλίωση του 3’ αμετάφραστου άκρου του. Επιπλέον, τα ιόντα 

ασβεστίου, που απελευθερώνονται κατά τη γονιμοποίηση όπως αναφέρθηκε 

προηγουμένως, σχετίζονται με τη μετάφραση του μητρικού mRNA πράγμα που 

αποδεικνύεται σε πειράματα που αναστέλλεται η απελευθέρωση Ca2+ με 

αποτέλεσμα τη μη έκφραση του μητρικού mRNA. Πιο συγκεκριμένα, τα ιόντα 

ασβεστίου δεσμεύουν ένα ανασταλτικό σύμπλοκο της έκφρασης του μητρικού 

mRNA, φωσφορυλιώνοντάς το. Έτσι, καθίσταται δυνατή η πολυαδενυλίωση και η 

μετάφραση. Επιτελείται, λοιπόν, ενεργοποίηση και απενεργοποίηση συγκεκριμένων 

μητρικών πρωτεϊνών και mRNA με σκοπό τη τελική ενεργοποίηση του εμβρυικού 

DNA.  

Για να γίνει αυτό θα πρέπει το έμβρυο να απελευθερωθεί από το μεταφραστικά 

αδρανές περιβάλλον του και να συνθέσει τον δικό του μεταγραφικό και 

μεταφραστικό μηχανισμό.  

Το περιορισμένο μέγεθος του σπέρματος υποδεικνύει γιατί το πατρικό DNA πρέπει 

να είναι υπερσυμπυκνωμένο προκειμένου να χωρέσει στον μικροσκοπικό του 

πυρήνα. Αυτό καθίσταται δυνατόν με τη βοήθεια μικρών πρωτεϊνών, των 

πρωταμινών. Όπως είναι εύκολα κατανοητό, η υπερσυμπυκνωμένη δομή του 

πατρικού DNA το καθιστά δυσπρόσιτο για μεταγραφή. Στο σημείο αυτό, οι μητρικές 

πρωτεΐνες αντικαθιστούν τις πρωταμίνες με ιστόνες και έτσι τα χρωμοσώματα 

μπορούν πλέον να μεταγραφούν.  

Στο στάδιο των 2 κυττάρων, η χρωματίνη του εμβρύου του ποντικού έχει 

διαμορφωθεί με τέτοιο τρόπο προκειμένου να μπορέσει να μεταγραφεί και τελικά το 

έμβρυο να αποκτήσει δικούς του μηχανισμούς μεταγραφής και μετάφρασης. Το 

εμβρυικό γονιδίωμα είναι πλέον πλήρως ενεργό. Το μητρικό mRNA και οι μητρικές 

πρωτεΐνες αποσυντίθενται.  
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1.6. Προεμφυτευτική ανάπτυξη εμβρύου ποντικού 

Κατά τη προεμφυτευτική ανάπτυξη του εμβρύου του ποντικού, οι πρώτες 

αυλακώσεις πραγματοποιούνται σχετικά αργά και η έκφραση του γονιδιώματος του 

ζυγωτού ξεκινά στο στάδιο των δύο κυττάρων, όπως αναφέρθηκε. Η πρώτη 

αυλάκωση γίνεται 24 ώρες μετά τη γονιμοποίηση, ενώ η δεύτερη και η τρίτη δεν είναι 

συγχρονισμένες και ακολουθούν ανά διάστημα 12 ωρών. Η μήτρα, λοιπόν, χρειάζεται 

ένα εύλογο διάστημα προκειμένου να ετοιμαστεί και να είναι έτοιμη για να 

υποδεχτεί το έμβρυο προς εμφύτευση. Στην εικόνα 1.6.1. παρουσιάζεται η ανάπτυξη 

του εμβρύου του ποντικού κατά τη διάρκεια της προεμφυτευτικής περιόδου. 

 

 

Όπως φαίνεται και στην παραπάνω εικόνα, μέχρι το στάδιο των 8 κυττάρων το σχήμα 

των βλαστομεριδίων είναι ευδιάκριτο (γ). Αργότερα όμως, είναι διακριτή η συμπίεση 

των βλαστομεριδίων ενώ ταυτόχρονα παρατηρείται μεγιστοποίηση των 

διακυτταρικών τους επαφών. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται σύμπηξη και σημαντικό 

ρόλο σε αυτό παίζει η καδερίνη Ε, μια πρωτεΐνη συνάφειας που εξαρτάται από το 

ασβέστιο και είναι γνωστή και ως μόριο κυτταρικής προσκόλλησης των 

λευκοκυττάρων. Αμέσως μετά τη σύμπηξη τα κύτταρα εμφανίζονται πολωμένα. Η 

αλλαγή αυτή καθίσταται ορατή λόγω της παρουσίας μικρολαχνών στις εξωτερικές 

επιφάνειες των κυττάρων, ενώ παρατηρούνται αλλαγές και στο εσωτερικό τους. Στο 

στάδιο αυτό δημιουργούνται και οι χασμοσύνδεσμοι, οι οποίοι επιτρέπουν την 

μεταφορά ουσιών χαμηλού μοριακού βάρους, μέσω διάχυσης.  

                       Εικόνα 1.6.1. 
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Από τη σύμπηξη μέχρι το στάδιο των 32 κυττάρων περίπου, το έμβρυο ονομάζεται 

μορίδιο. Στο διάστημα αυτό σχηματίζονται δεσμοσώματα και στενοσυνδέσμοι που 

σχηματίζουν έναν αδιαπέραστο φραγμό ανάμεσα στο εσωτερικό και στο εξωτερικό 

του εμβρύου. Στο εσωτερικό του εμβρύου ξεκινά να σχηματίζεται μια κοιλότητα 

γεμάτη με υγρό, το βλαστόκοιλο. Αυτό συμβαίνει περίπου την τρίτη ημέρα μετά τη 

γονιμοποίηση. Σε αυτό το διάστημα το έμβρυο κατέρχεται από τη σάλπιγγα προς τη 

μήτρα. Μετά τον σχηματισμό του βλαστόκοιλου το έμβρυο λέγεται βλαστοκύστη και 

αποτελείται από δύο τμήματα: το τροφοεξώδερμα και την έσω κυτταρική μάζα. Το 

τροφοεξώδερμα είναι μια εξωτερική στιβάδα κυττάρων με επιθηλιακή μορφολογία 

ενώ η έσω κυτταρική μάζα, που περιβάλλεται από το τροφοεξώδερμα, είναι ένα 

συσσωμάτωμα κυττάρων στο εσωτερικό του εμβρύου. Όταν το έμβρυο βρίσκεται στο 

στάδιο των 60 κυττάρων τα ¾ του κυτταρικού πληθυσμού εντοπίζονται στο 

τροφοεξώδερμα ενώ το ¼ εντοπίζεται στην έσω κυτταρική μάζα. Τα κύτταρα της έσω 

κυτταρικής μάζας εκκρίνουν FGF4 και εκφράζουν τον παράγοντα μεταγραφής Oct4. 

Από την άλλη πλευρά, τα κύτταρα του τροφοεξωδέρματος εκφράζουν τον FGFR2, 

έναν υποδοχέα των παραγόντων FGF.  

Πριν την εμφύτευση στη μήτρα, τα κύτταρα του τροφοεξωδέρματος και της έσω 

κυτταρικής μάζας διαφοροποιούνται (εικόνα 1.6.1.2.). Συγκεκριμένα, στην έσω 

κυτταρική μάζα πραγματοποιούνται κυτταρικές μεταβολές που οδηγούν στον 

σχηματισμό του πρωτογενούς ενδοδέρματος, στην επιφάνεια του βλαστόκοιλου. Η 

στιβάδα αυτή συμβάλλει στους εξωεμβρυικούς αλλά όχι στο οριστικό ενδόδερμα του 

ίδιου του εμβρύου. Τα κύτταρα του τροφοεξωδέρματος που έρχονται σε επαφή με 

                       Εικόνα 1.6.2. 
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την έσω κυτταρική μάζα σχηματίζουν το πολικό τροφοεξώδερμα, ενώ τα υπόλοιπα 

κύτταρα σχηματίζουν το τοιχωματικό τροφοεξώδερμα. Στα κύτταρα αυτού 

συνεχίζεται η αντιγραφή του DNA απουσία μιτωτικής διαίρεσης, με αποτέλεσμα τον 

μετασχηματισμό τους σε τεράστια πολυπλοειδή κύτταρα. Από την άλλη, το πολικό 

τροφοεξώδερμα συνεχίζει να αναπτύσσεται. Περίπου σε αυτό το σημείο το έμβρυο 

εκκολάπτεται από τη διαφανή ζώνη και εμφυτεύεται στη μήτρα.  
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2.1. Κιρκάδιοι Ρυθμοί 

Τα ζωντανά συστήματα διαθέτουν ένα ακριβές εσωτερικό βιολογικό ρολόι το οποίο 

συγχρονίζει καθημερινά γεγονότα, που κυμαίνονται από τον ύπνο και την αγρυπνία 

στον άνθρωπο μέχρι τη φωτοσύνθεση στα φυτά. Πρόκειται για τους κιρκάδιους 

ρυθμούς οι οποίοι αντιπροσωπεύουν μια εξελικτικά διατηρημένη προσαρμογή και 

είναι δυνατόν να ανιχνευτούν και στις πιο πρώιμες μορφές ζωής.  

Ο όρος «κιρκάδιος» προέρχεται από τις λατινικές λέξεις “circa” που σημαίνει 

«περίπου» και “dies” που σημαίνει «ημέρα». Οι κιρκάδιοι ρυθμοί είναι 

αυτοσυντηρούμενοι, σχεδόν 24ωροι και ρυθμίζονται ανάλογα με τον κύκλο φωτός – 

σκοταδιού. Τα κριτήρια ορισμού των κιρκάδιων ρυθμών είναι τρία. Καταρχάς, η 

ενδογενής κιρκαδιανή τους περίοδος είναι σταθερά 24 περίπου ώρες. Επιπλέον, είναι 

ρυθμοί ανεξάρτητοι της θερμοκρασίας, έτσι ώστε να εκτυλίσσονται πάντα με την ίδια 

περιοδικότητα ανεξάρτητα με τις θερμοκρασιακές μεταβολές του περιβάλλοντος. 

Τέλος, λειτουργούνται βάσει φωτοπεριοδικότητας, δηλαδή εξαρτώνται από την 

παρουσία ή απουσία φωτός.  

Προκείμενου αυτό το ενδογενές ρολόι να μπορέσει να λειτουργήσει σωστά, 

υπάρχουν τρεις συνιστώσες οι οποίες κρίνονται απαραίτητες.  

• Ένας ενδογενή κιρκάδιος βηματοδότης (pacemaker).  

• Ένα μονοπάτι εισροής δεδομένων (input pathway) για την ανίχνευση 

περιβαλλοντικών παραμέτρων.  

• Ένα μονοπάτι εξαγωγής δεδομένων (output pathway) για την εξωτερική 

έκφραση ρυθμών περιοδικότητας.  

Πιο συγκεκριμένα, ο κύριος βηματοδότης που είναι υπεύθυνος για τη παραγωγή των 

κιρκάδιων ρυθμών στα θηλαστικά είναι ο υπερχιασματικός πυρήνας (SCN). 

Παράλληλα, η «μηχανή» του κιρκάδιου μηχανισμού είναι τα κιρκάδια γονίδια, που  



 

25 
 

μεταγράφονται και μεταφράζονται μέσω αγκυλών παλίνδρομης ρύθμισης, οι οποίες 

απαρτίζονται από θετικές και αρνητικές συνιστώσες με σκοπό την πραγματοποίηση 

μιας περιοδικής μεταβολής. Αποτέλεσμα, λοιπόν, αυτών των γεγονότων είναι 

αλλαγές στη βιοχημεία, φυσιολογία και συμπεριφορά του οργανισμού. Όλα τα 

παραπάνω θα αναλυθούν στη συνέχεια. 

 

 

2.1.1. Κεντρικοί και περιφερικοί κιρκάδιοι βηματοδότες 

 

 Κεντρικοί κιρκάδιοι βηματοδότες 

Ο υποθαλαμικός υπερχιασματικός πυρήνας (SCN) δρα ως ο κύριος βηματοδότης για 

την παραγωγή των κιρκάδιων ρυθμών στα θηλαστικά. Πρόκειται για ένα 

αμφοτερόπλευρο συμμετρικό όργανο, το οποίο εντοπίζεται άνωθεν του οπτικού 

χιάσματος του πρόσθιου υποθαλάμου και επί τα εκτός της τρίτης κοιλίας. Ο SCN 

λαμβάνει δεδομένα φωτός από τον αμφιβληστροειδή, μέσω των 

αμφιβληστροειδικών γαγγλιακών κυττάρων (ipRGCs). Τα κύτταρα αυτά είναι οι 

φωτοϋποδοχείς συντονισμού και εκβάλλουν στον SCN, ενώ παράλληλα παράγουν τη 

μελανοψίνη - μια πρωτεΐνη δίκην-οψίνης – η οποία τα καθιστά εγγενώς 

φωτοευαίσθητα σε ακτινοβολία μικρού μήκους κύματος. Το ενδιαφέρον με τα 

ipRGCs είναι ότι εκπολώνουν φωτοϋποδοχείς που χρησιμοποιούν μηχανισμούς 

φωτομετατροπής οι οποίοι ομοιάζουν με αυτούς των ασπόνδυλων. Τα 

αμφιβληστροειδικά γαγγλιακά κύτταρα είναι ιδανικοί κιρκάδιοι φωτοϋποδοχείς οι 

οποίοι πρέπει να αφομοιώνουν την πληροφορία του φωτός για σχετικά μεγάλες 

χρονικές περιόδους, ενώ παράλληλα δεν θα πρέπει να είναι ευαίσθητοι σε 

προσωρινά σήματα φωτός τα οποία δεν σχετίζονται με τον ηλιακό κύκλο φωτός. 

Παρά το γεγονός ότι τα ipRGCs φαίνεται να είναι άριστοι φωτοϋποδοχείς, δεν δρουν 

μόνα∙ τα κωνία και τα ραβδία δρουν συμπληρωματικά και εισάγουν δεδομένα φωτός 

στον υπερχιασματικό πυρήνα (SCN).  
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Παλαιότερα υπήρχε η αντίληψη ότι τα κιρκάδια ρολόγια του ανθρώπινου 

οργανισμού συγχρονίζονται βάσει των κοινωνικών επαφών. Σήμερα η αντίληψη αυτή 

έχει ανατραπεί και πλέον είναι γνωστό ότι συντονιστής του κιρκάδιου βηματοδότη 

στους ανθρώπους είναι το φως. Έτσι, λοιπόν, το φως του ηλίου που εμφανίζεται κάθε 

πρωί διεγείρει τα ipRGCs να μεταφέρουν σήματα στον υπερχιασματικό πυρήνα (SCN) 

δια μέσου μιας αμφιβληστροειδό – υποθαλαμικής οδού (RHT), η οποία προεκβάλλει 

στον SCN.  

 

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την έκκριση γλουταμινικού οξέος. Η γλουταμινεργική 

ενεργοποίηση του υποδοχέα NMDA είναι απαραίτητη και επαρκής για την έναρξη 

σημαντικών μεταβολών και οδηγεί σε εισροή εξωκυττάριου Ca2+. Η 

Ca2+/καλμοδουλίνο – εξαρτώμενη κινάση ΙΙ (CaMKII) και η συνθετάση του νιτρικού 

οξειδίου (ΝΟS) ενεργοποιούνται και προκαλούν αύξηση στα επίπεδα του νιτρικού 

οξειδίου (ΝΟ).  

Νωρίς τη νύχτα, η αύξηση του νιτρικού οξειδίου ενεργοποιεί τους υποδοχείς 

ρυανοδίνης (RyR) στο ενδοκυτταρικό ενδοπλασματικό δίκτυο όπου αποθηκεύεται το 

Ca2+. To ενδοκυτταρικό Ca2+ (Cai
2+) απελευθερώνεται μέσω των ενεργοποιημένων 

RyR και, μέσω ενός άγνωστου προς το παρόν μηχανισμού, οδηγεί σε φωσφορυλίωση 

της pCREB πρωτεΐνης και εν συνεχεία αυξημένη έκφραση των κιρκάδιων γονιδίων. 

Από την άλλη πλευρά, αργά τη νύχτα η αύξηση του νιτρικού οξειδίου ενεργοποιεί την 

γουανυλο – κυκλάση (GC), τη σύνθεση cGMP και την αυξημένη δραστικότητα της 

                       Εικόνα 2.1.1.1 
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εξαρτώμενης από cGMP κινάσης (PKG). Η ενεργοποίηση της κινάσης αυτής, αλλά και 

άλλων κινασών οδηγεί στην αύξηση της pCREB πρωτεΐνης και στη μεταγραφή 

συγκεκριμένων κιρκάδιων γονιδίων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ο υπερχιασματικός πυρήνας (SCN) χρησιμοποιεί νευροενδοκρινικά και αυτόνομα 

σήματα προκειμένου να συγχρονίσει κιρκάδιους ρυθμούς σε όλα τα άλλα 

συστήματα: καρδιαγγειακό, ηπατικό, παγκρεατικό, λιπώδες, γαστρεντερικό αλλά και 

σε άλλα. Καθώς το φως της ημέρας μειώνεται στο τέλος της μέρας, εκκρίνεται η 

μελατονίνη και ακολουθεί ο ύπνος (εικόνα 2.1.1.1). 

 

2.1.1.1. Ο μηχανισμός των κιρκάδιων ρυθμών στα θηλαστικά 

Οι κιρκάδιοι ρυθμοί στα θηλαστικά αφορούν έναν 24ωρο περιοδικό μηχανισμό που 

εξαρτάται στενά και καθοριστικά από την έκφραση συγκεκριμένων κιρκάδιων 

γονιδίων. Τα πρωτεϊνικά προϊόντα των γονιδίων αυτών συμμετέχουν στους 

                       Εικόνα 2.1.1.2 
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κιρκάδιους ρυθμούς, αναστέλλοντας τους εκκινητές τους μέσω του αρνητικού 

σκέλους της αγκύλης παλίνδρομης ρύθμισης.  

Στην αρχή μιας επικείμενης ημέρας τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Bmal1 

αυξάνονται κατά πολύ με αποτέλεσμα να προωθείται ο σχηματισμός των 

πρωτεϊνικών ετεροδιμερών συμπλόκων BMAL1/CLOCK. Τα σύμπλοκα αυτά 

συνδέονται σε ειδικές ακολουθίες βάσεων (Ε-boxes) στους εκκινητές των γονιδίων 

Cry, Per και Rev – Erb κι έτσι επάγουν την έκφρασή τους. Παράλληλα, το σύμπλοκο 

BMAL1/CLOCK είναι ικανό να αναστείλει τη μεταγραφή του Βmal1 γονιδίου.  

Μετά τη μεταγραφή και τη μετάφραση του γονιδίου Rev – Erb, η πρωτεΐνη REV – ERB 

εισέρχεται στον πυρήνα προκειμένου να καταστείλει την μεταγραφή των Bmal1 και 

Cry γονιδίων. Ταυτόχρονα, με την μεταγραφή και μετάφραση των Per γονιδίων 

συσσωρεύονται στο κυτταρόπλασμα PER πρωτεΐνες, όπως η PER2, και  

φωσφορυλιώνονται από την ενζυμική κινάση CKIε. Οι φωσφορυλιωμένες PER 

πρωτεΐνες είναι ασταθείς και αποδομούνται με ουβικιτινίωση.  

Αργότερα κατά τη διάρκεια της ημέρας, οι πρωτεΐνες CRY συσσωρεύονται στο 

κυτταρόπλασμα με αποτέλεσμα να σχηματιστεί το σύμπλοκο PER/CKIε/CRY, το οποίο 

είναι ιδιαιτέρως σταθερό. Το σύμπλοκο αυτό εισέρχεται στον πυρήνα, στην αρχή της 

επικείμενης νύχτας και ρυθμίζει αρνητικά τη μεταγραφική δραστηριότητα του 

συμπλέγματος BMAL1/CLOCK, ελαττώνοντας έτσι τα επίπεδα των mRNA των 

γονιδίων Per και Cry.  

Η αναστολή αυτή οδηγεί σταδιακά σε μείωση των επιπέδων των πρωτεϊνών PER και 

CRY, που θα εξαφανιστούν πλήρως εντός των επόμενων 12 ωρών. Αυτό, λοιπόν, έχει 

ως αποτέλεσμα να μην υφίσταται πλέον το σύμπλοκο PER/CKIε/CRY, που 

προκαλούσε την αναστολή του BMAL1/CLOCK συμπλόκου. Ο κύκλος έτσι ξεκινά από 

την αρχή.  

Όλα τα παραπάνω αναπαρίστανται σχηματικά στην εικόνα 2.1.3.1.  
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                       Εικόνα 2.1.3.1 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 Περιφερικοί κιρκάδιοι βηματοδότες 

Ρυθμοί κιρκάδιων γονιδίων και/ή έκφραση πρωτεϊνών έχουν παρατηρηθεί σε 

κύτταρα και ιστούς σε όλο το σώμα των θηλαστικών – ρυθμοί οι οποίοι παραμένουν 

και σε συνθήκες καλλιέργειας – αποδεικνύοντας ότι τα μη υπερχιασματικά (SCN) 

κύτταρα περιέχουν και αυτά ενδογενείς κιρκάδιους ταλαντωτές. Παρόλο που ο 

πυρήνας του μηχανισμού του κιρκάδιου ρολογιού συντίθεται από αυτά τα 

διαφορετικά κυτταρικά ρολόγια, υπάρχουν σημαντικές διαφορές στο πόσο 

συνεισφέρει κάθε «εξάρτημα» του ρολογιού, στον τρόπο με τον οποίο αυτά τα 

περιφερικά ρολόγια επαναφέρονται αλλά και στις οδούς «εκροής» πληροφοριών 

που υπόκεινται στον έλεγχό τους. Αυτοί οι ενδογενείς κιρκάδιοι βηματοδότες ωθούν 

εκτεταμένους ρυθμούς μεταγραφής γονιδίων, με 3-10% όλου του mRNA σε έναν 

δεδομένο ιστό να τους εμφανίζει σταθερά. Παρόλα αυτά, τα γονίδια που είναι κάτω 

από κιρκάδιο έλεγχο δεν επικαλύπτονται σε μεγάλο βαθμό σε κάθε ιστό, 

αντανακλώντας έτσι την ανάγκη για χρονικό έλεγχο της κυτταρικής φυσιολογίας η 

οποία είναι σχετική με τον κάθε μοναδικό κυτταρικό τύπο. Έτσι, το κιρκάδιο ρολόι 

ασκεί ευρέως τον έλεγχο πολλών βιολογικών διαδικασιών, όπως η ομοιόσταση της 

γλυκόζης και η γλυκονεογένεση.   
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2.1.2. Κιρκάδιοι ρυθμοί σε μοριακό επίπεδο 

Τα τελευταία δέκα χρόνια έχουν γίνει εκτεταμένες έρευνες για την μελέτη των 

κιρκάδιων ρυθμών σε μοριακό επίπεδο. Με το πέρας των ερευνών αυτών οι 

επιστήμονες κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι οι κιρκάδιοι ρυθμοί ελέγχονται από 

συγκεκριμένα γονίδια. Πρόκειται για τα “clock genes” τα οποία μεταγράφονται και 

μεταφράζονται με αγκύλες παλίνδρομης ρύθμισης, που διαθέτουν αρνητικές και 

θετικές συνιστώσες. Τα κιρκάδια γονίδια μεταγράφονται με ενεργοποίησή τους από 

τις θετικές συνιστώσες και οι πρωτεΐνες οι οποίες προκύπτουν αποτελούν τις 

αρνητικές συνιστώσες που αναστέλλουν τη δράση των θετικών.  

Τα μέχρι τώρα γνωστά πυρηνικά κιρκάδια γονίδια είναι τα: Clock, Per 1, Per 2, Per 3, 

Cry 1, Cry 2, Bmal1/Mop3, Bmal2/Mop9, Npas2/Mop4, Tim, CKlε και Rev-Erba. Πιο 

συγκεκριμένα:  

 

Τα γονίδια αυτά αποτελούν μέλη της οικογένειας ΡAS (Per aryl hydrocarbon receptor 

nuclear translocator single minded protein). Tα πρωτεϊνικά προϊόντα αυτών των 

γονιδίων δρουν ως αρνητικές συνιστώσες που ρυθμίζουν τη μεταγραφή των ίδιων 

τους των γονιδίων. Πειράματα με πειραματόζωα που ήταν φορείς μηδενικών 

μεταλλάξεων (μεταλλάξεις σε γονίδια που οδηγούν σε μη μεταγραφή τους ή/και 

μετάφρασή τους) των γονιδίων Per1 και Per2 έδειξαν ότι υπάρχουν αλλαγές στους 

κιρκάδιους ρυθμούς τους, ενώ μηδενικές μεταλλάξεις στο γονίδιο Per3 δεν οδήγησαν 

σε αλλαγές στη κιρκάδια συμπεριφορά.  

 

Τα γονίδια αυτά αποτελούν μέλη της οικογένειας των φλαβοπρωτεϊνών, που 

κωδικοποιούν συνιστώσες με αρνητική δράση. Αφού αλληλοεπιδράσουν με τις PER 

πρωτεΐνες, τις μετατοπίζουν στον πυρήνα από το κυτταρόπλασμα και αναστέλλουν 

τη δράση των θετικών συνιστωσών. Πειράματα με πειραματόζωα που ήταν φορείς 
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μηδενικών μεταλλάξεων για τα γονίδια Cry1 και Cry2, έδειξαν ότι υπάρχουν αλλαγές 

στους ρυθμούς περιοδικότητάς τους. 

 

Το προϊόν που κωδικοποιεί το γονίδιο Clock αποτελεί μια πρωτεΐνη που είναι μέλος 

της οικογένειας των μεταγραφικών παραγόντων βασικής έλικας – αγκύλης – έλικας. 

Η πρωτεΐνη αυτή αποτελεί θετική συνιστώσα για τη μεταγραφή κιρκάδιων γονιδίων. 

Πειράματα με πειραματόζωα που ήταν φορείς μηδενικών μεταλλάξεων για το 

γονίδιο αυτό εμφάνιζαν αλλαγή στους ρυθμούς περιοδικότητας.  

 

Το γονίδιο αυτό είναι επίσης μέλος της οικογένειας των μεταγραφικών παραγόντων 

βασικής έλικας – αγκύλης – έλικας, όπως και το clock gene και εμφανίζει τα ίδια 

χαρακτηριστικά. Μάλιστα, δρα ως το ετεροδιμερές ζεύγος του. Πειράματα με 

πειραματόζωα που ήταν φορείς μηδενικών μεταλλάξεων για το γονίδιο αυτό 

εμφάνιζαν αλλαγή στους ρυθμούς περιοδικότητας.  

 

Αποτελεί μια παραλλαγή του παραπάνω γονιδίου. 

 

Αποτελεί και αυτό μέλος της οικογένειας των μεταγραφικών παραγόντων βασικής 

έλικας – αγκύλης – έλικας. Αλληλοεπιδρά με το γονίδιο Bmal1/Mop3 και ενεργοποιεί 

τη μεταγραφή των Per1, Per2 και Cry1 γονιδίων.  

 

Το γονίδιο αυτό αποτελεί μια συνιστώσα που αλληλοεπιδρά με τα γονίδια Per.  
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Πρόκειται για μέλος των κινασών σερίνης/θρεονίνης και ο κύριος ρόλος του είναι η 

φωσφορυλίωση των PER πρωτεϊνών.  

 

Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί έναν υποδοχέα ο ρόλος του οποίου είναι να συνδέει τις 

θετικές συνιστώσες με τις αρνητικές συνιστώσες της αγκύλης παλίνδρομης ρύθμισης. 

Παράλληλα, ρυθμίζει τη κυκλική μεταγραφή του Bmal1. Παρόλα αυτά, το Rev – Erba 

δεν αποτελεί απαραίτητο γονίδιο για τον κιρκάδιο ρυθμό.   

 

 

 

 

 

 

 

2.2.  Κιρκάδιοι ρυθμοί και αναπαραγωγή 

 

2.2.1 Ο ρόλος της μελατονίνης 

Πολλά ζώα, μεταξύ των οποίων και τα θηλαστικά, έχουν αναπτύξει μια σειρά από 

στρατηγικές οι οποίες εξασφαλίζουν άριστες πιθανότητες για επιβίωση και 

αναπαραγωγή. Μεταξύ αυτών των στρατηγικών περιλαμβάνονται και διαδικασίες οι 

οποίες διασφαλίζουν την κατάλληλη χρονική στιγμή που οι οργανισμοί γίνονται 

αναπαραγωγικά ενεργοί. Έτσι, παρουσιάζουν δραματικές εποχικές αλλαγές στην 

αναπαραγωγική τους δραστηριότητα. Αυτές οι αλλαγές είναι προγραμματισμένες 
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* ενδοκρινής αδένας του εγκεφάλου με φωτοευαίσθητα κύτταρα (εικόνα 2.2.2.1) 

ώστε τόσο η γέννηση όσο και η γαλουχία των νεογνών να επιτελείται στις πιο 

ευνοϊκές περιόδους του έτους, όπου η τροφή είναι άφθονη και επαρκής σε ποσότητα 

ώστε να καλύψει όλες τις ενεργειακές τους ανάγκες. Για παράδειγμα, στα ζώα που η 

χρονική διάρκεια της κύησης είναι μικρή, όπως στα ποντίκια, η αναπαραγωγική 

ωρίμανση πυροδοτείται από αλλαγές στο περιβάλλον που υποδεικνύουν την άφιξη 

της άνοιξης, ώστε ο τοκετός να πραγματοποιηθεί σε ευνοϊκές καιρικές συνθήκες.  

Υπάρχουν πολλές περιβαλλοντικές ενδείξεις τις οποίες τα ζώα λαμβάνουν 

προκειμένου να οδηγηθούν σε αναπαραγωγική ωρίμανση, όπως η θερμοκρασία και 

η βροχή. Παρόλα αυτά, αυτές οι περιβαλλοντικές συνιστώσες μπορεί να είναι στη 

πραγματικότητα αναξιόπιστες για την εξακρίβωση της εποχής του έτους. Έτσι, οι 

αλλαγές στη διάρκεια της ημέρας καθώς οι εποχές περνούν, παρέχουν έναν πολύ πιο 

αξιόπιστο δείκτη και έχει βρεθεί πως αυτές αποτελούν το κυρίαρχο σύνθημα για τον 

χρονισμό της εποχικής αναπαραγωγής.  

Η φωτοπεριοδικότητα, λοιπόν, αποτελεί την ικανότητα των οργανισμών να 

χρησιμοποιούν την ετήσια εξέλιξη του μήκους της ημέρας ως στοιχείο για να 

εξακριβώσουν την χρονική στιγμή του έτους, με σκοπό να ρυθμίσουν τους ετήσιους 

βιολογικούς ρυθμούς τους. Έτσι, η διαφοροποίηση της χρονικής στιγμής της 

ανατολής και της δύσης κατά τη διάρκεια του έτους σε συνδυασμό με ένα ενδογενές 

σύστημα χρονισμού, ελέγχει την ημερήσια έκκριση της ορμόνης μελατονίνη από την 

επίφυση*, που είναι η ορμόνη κλειδί για αυτά τα γεγονότα.  Ο ημερήσιος ρυθμός της 

παραγωγής μελατονίνης, σε συνδυασμό με άλλα κιρκάδια και ορμονικά σήματα, 

ρυθμίζει την έναρξη της εποχικής γονιμότητας με αποτέλεσμα την κύηση και 

ακολούθως τον τοκετό σε συγκεκριμένη χρονική στιγμή του έτους.  

Δεν είναι ξεκάθαρο πως η μελατονίνη δρα προκειμένου να προωθήσει τις εποχικές 

αλλαγές στην αναπαραγωγή. Συγκεκριμένα, είναι άγνωστο αν δρα εμμέσως ή 

απευθείας στην υπόφυση. Φαίνεται πάντως πως τα κύρια αποτελέσματά της στο 

αναπαραγωγικό σύστημα οφείλονται σε αλλαγές που προκαλεί στην έκκριση των 

υποφυσιακών γοναδατροπινών και όχι στην άμεση δράση της στις γονάδες.   
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                       Εικόνα 2.2.2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 2.2.2.2, η επίφυση είναι ικανή να μετρήσει τη χρονική 

διάρκεια της ημέρας κατά την εξέλιξη του έτους και να προσαρμόσει την έκκριση 

μελατονίνης αναλόγως.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                       Εικόνα 2.2.2.2 

επίφυση (pineal gland) 
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Την έκκριση της ορμόνης LH (luteinizing hormone) α 

Η μελατονίνη παράγεται κατά τις νυχτερινές ώρες. Έτσι, τους μήνες του έτους που η 

ημέρα έχει μεγαλύτερη διάρκεια από τη νύχτα η ποσότητα της μελατονίνης που 

παράγεται είναι ανάλογη της διάρκειας της νύχτας, δηλαδή μικρή. Οι οργανισμοί, 

λοιπόν, είναι αναπαραγωγικά ενεργοί. Αντίστοιχα, κατά τους μήνες του έτους που η 

ημέρα έχει μικρότερη διάρκεια από τη νύχτα η ποσότητα της μελατονίνης που 

παράγεται είναι ανάλογη της διάρκειας της νύχτας, δηλαδή μεγάλη καθιστώντας 

τους οργανισμούς αναπαραγωγικά ανενεργούς.  

Η επίδραση της μελατονίνης στα αναπαραγωγικά συστήματα μπορεί να συνοψιστεί 

λέγοντας ότι είναι αντι – γοναδοτροπική. Με άλλα λόγια, η μελατονίνη αναστέλλει 

την έκκριση των γοναδοτροπινών, δηλαδή της LH και της FSH. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσμα να μην συντελείται η αναπαραγωγική ωριμότητα των οργανισμών και 

κατ’ επέκταση η δημιουργία απογόνων.  

Μία πρακτική εφαρμογή του ρόλου της μελατονίνης στον έλεγχο της εποχικής 

αναπαραγωγής βρίσκεται στη χρήση της για τον τεχνητό χειρισμό κύκλων σε 

εποχικούς κτηνοτρόφους. Για παράδειγμα, στα πρόβατα που κανονικά εκτρέφονται 

μόνο μία φορά το χρόνο μπορούν να επιφέρουν αναπαραγωγική ενεργότητα για δύο 

εποχές, με θεραπεία μελατονίνης. 

 

2.2.2. Στοιχεία για την επίδραση στην αναπαραγωγή 

Όλα τα παραπάνω σε συνδυασμό με στοιχεία που υπάρχουν για την επίδραση των 

κιρκάδιων ρυθμών στην αναπαραγωγή, ολοκληρώνουν το πορτραίτο της συσχέτισης 

των κιρκάδιων γονιδίων με το αναπαραγωγικό σύστημα των θηλαστικών.  Τα στοιχεία 

για την επίδραση των κιρκάδιων ρυθμών στην αναπαραγωγική λειτουργία 

σχετίζονται με: 

 

 

Εκτενής έρευνα, που αφορά στον κιρκάδιο έλεγχο του προ – οίστρου κύματος της LH, 

έχει διεξαχθεί σε πειραματόζωα. Κατά τη διάρκεια της θυλακικής φάσης του 

ωοθηκικού κύκλου, η οιστραδιόλη αυξάνεται σταδιακά σε ένα περιβάλλον 
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Την χρονική στιγμή της επαφής  β 

αυξημένης έκκρισης LH. Καθώς το επικρατές ωοθυλάκιο συνεχίζει να αυξάνεται και 

να αναπτύσσεται, λόγω της αυξημένης οιστραδιόλης αυξάνονται οι υποδοχείς της 

GnRH στην υπόφυση με σκοπό τη παραγωγή LH και ακολούθως την ωορρηξία. Στα 

ποντίκια και στους αρουραίους, η αιχμή της LH ξεκινά περίπου στις 16:00 το 

απόγευμα, ενώ η ωορρηξία πραγματοποιείται περίπου τα μεσάνυχτα. Φαίνεται, 

λοιπόν, να υπάρχει ένα σύστημα χρονισμού της ωορρηξίας ο ρόλος του οποίου 

αποδείχτηκε με τη χορήγηση φαινοβαρβιτάλης σε ποντίκια και αρουραίους το 

απόγευμα του πρό – οίστρου. Η αναμενόμενη αιχμή της LH και η ωορρηξία δεν 

διεκόπησαν οριστικά, αλλά καθυστέρησαν 24 ώρες, αφού το επόμενο απόγευμα τα 

επίπεδα της LH ήταν φυσιολογικά (Everett and Sawer, 1950).  

Ο υπερχιασματικός πυρήνας (SCN) προεκβάλλει σε GnRH θετικούς νευρώνες στον 

υποθάλαμο, ενώ παράλληλα η περιοχή αυτή εκφράζει οιστρογονικούς υποδοχείς 

(Van der Beek et al. 1993, 1997, de la Iglesia et al. 1995, Watson et al. 1995) 

παρέχοντας έτσι ένα πιθανό μονοπάτι για τις ορμόνες να επηρεάσουν τη χρονική 

στιγμή της ωορρηξίας.  Μετέπειτα έρευνες (Mosko and Moore, 1979) επιβεβαίωσαν 

τη συσχέτιση των κιρκάδιων ρυθμών με την έκκριση της LH, αποδεικνύοντας πως 

βλάβες στον υπερχιασματικό πυρήνα (SCN) των ποντικών οδηγούν σε απώλεια της 

απόκρισης στα αυξημένα επίπεδα οιστρογόνων κι έτσι την παύση της ωορρηξίας. 

Στον άνθρωπο, στοιχεία για έναν ουσιαστικό ρόλο των κιρκάδιων ρυθμών στην 

χρονική στιγμή της αιχμής της LΗ, είναι σπάνια. Παρόλα αυτά, βάσει δεδομένων που 

προκύπτουν από τυχαίες δειγματοληψίες αίματος, έχει υπολογιστεί πως η αιχμή της 

LH στις γυναίκες πραγματοποιείται στο χρονικό διάστημα μεσάνυχτα και 8:00 το 

πρωί, ενώ η ωορρηξία συμβαίνει 24 ή 36 – 48 ώρες αργότερα (Wilcox et al. 1995, 

Khattab et al. 2005).  

 

 

Στα ποντίκια η χρονική στιγμή της σεξουαλικής επαφής καθορίζεται από κιρκάδιες 

συνιστώσες. Συγκεκριμένα, η κιρκάδια ρύθμιση της έκκρισης της LH και της 

ωορρηξίας στα θηλαστικά που αναφέρθηκε προηγουμένως, φαίνεται να είναι στη 

πραγματικότητα μια προσαρμογή η οποία διασφαλίζει ότι η ωορρηξία θα 

πραγματοποιηθεί τη χρονική στιγμή που είναι πιο πιθανό να ζευγαρώσει το θηλυκό. 
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Το ωάριο και το έμβρυο στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης  γ 

Τα νυχτόβια θηλυκά τρωκτικά κατά το χρονικό διάστημα της ωορρηξίας, δηλαδή 

περίπου τα μεσάνυχτα, εκδηλώνουν φανερή συμπεριφορά η οποία παρακινούν τα 

αρσενικά στο να ζευγαρώσουν. Σε περίπτωση καθυστέρησης της γονιμοποίησης για 

4 με 6 ώρες μετά την ωορρηξία, είναι πολύ πιθανό να καταστραφεί η βιωσιμότητα 

των εμβρύων.  

Στους ανθρώπους, υπάρχει μια ισχυρή κιρκάδια συνιστώσα που καθορίζει τη στιγμή 

της επαφής, με κορύφωση σεξουαλικής δραστηριότητας αργά τη νύχτα (Palmer et al. 

1982, Refinetti 2005) και  σημαντική μείωση νωρίς το πρωί κυρίως τα 

σαββατοκύριακα (Palmer et al. 1982). Παρόλα αυτά, δεν έχουν διεξαχθεί έρευνες 

προκειμένου να διασαφηνιστεί αν η χρονική στιγμή της σεξουαλικής επαφής σε 

σχέση με τη χρονική στιγμή της ωορρηξίας είναι δυνατόν να αλλάξει τη γονιμότητα. 

 

  

Το αναπτυσσόμενο έμβρυο είναι δυνατόν να περάσει 4 ημέρες στη σάλπιγγα του 

θηλυκού ποντικού πριν φτάσει στη μήτρα όπου και θα εμφυτευτεί. Παρόλα αυτά, η 

επίδραση της κιρκάδιας ρυθμικότητας κατά της διάρκεια της περιόδου ανάπτυξης 

του εμβρύου είναι ελάχιστα κατανοητή.  

Στο ποντίκι έχει περιγραφεί πιθανή έκφραση μητρικών κιρκάδιων γονιδίων μέχρι και 

το στάδιο των δύο κυττάρων (Hamatani 2004), ενώ ημι – ποσοτικές μετρήσεις της 

έκφρασης κιρκάδιων γονιδίων υποδεικνύουν ότι από εκεί κι έπειτα η έκφραση 

μειώνεται έως ότου πραγματοποιηθεί συμπύκνωση (Johnson et al. 2002).  Καμία από 

τις μελέτες αυτές παρόλα αυτά δεν εκτίμησε την έκφραση των κιρκάδιων γονιδίων 

σε ένα εικοσιτετράωρο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, ενώ παράλληλα δεν είναι 

ξεκάθαρο αν εκφράζονται σταθερά σε χαμηλά επίπεδα όπως στους όρχεις ή 

εκφράζονται με κάποια ρυθμικότητα. Ωστόσο, αποδεδειγμένο είναι το γεγονός ότι η 

σάλπιγγα των αρουραίων εκφράζει κιρκάδια γονίδια αλλά και γονίδια που 

ελέγχονται από τα κιρκάδια (Kennaway et al. 2003). Ανάμεσα στα γονίδια που 

αποδείχτηκε ότι εκφράζονται ρυθμικά, περιλαμβάνεται o αναστολέας του 

ενεργοποιητή του πλασμινογόνου – 1 (Pai – 1), το οποίο σχετίζεται με τη προστασία 

του εμβρύου κατά τη μεταφορά του από τη σάλπιγγα στην μήτρα (Kouba et al. 2000).  
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Τη προετοιμασία της μήτρας για εμφύτευση  δ 

Στον άνθρωπο από την άλλη πλευρά, έχει αποδειχτεί ότι κιρκάδια γονίδια και 

συγκεκριμένα τα Clock, Per1, Per2 και Per3 εκφράζονται στα έμβρυα σταδίου 8 

κυττάρων (Ann A. Kiessling et al. 2009), πράγμα που υποδηλώνει την κιρκάδια 

ρύθμιση της εμβρυικής ανάπτυξης στα πρώτα στάδια. Βέβαια, η έκφραση των Per σε 

σχέση με αυτή του Clock είναι πολύ μικρή, ενώ υπήρχε διαφορά στην έκφραση της 

πρώτης και δεύτερης σειράς δειγμάτων.  

 

 

Είναι αποδεδειγμένο πως η μήτρα εκφράζει κιρκάδια γονίδια ρυθμικά (Johnshon et 

al. 2002, Horard et al. 2004, Dolatshad et al. 2006).  

Σε μια από τις μελέτες του παρελθόντος, μελετήθηκαν τα αποτελέσματα της 

συνεχούς χορήγησης οιστραδιόλης στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων Per1 και 

Per2  σε ποντίκια που είχαν υποστεί ωοθηκεκτομή (Nakamura et al. 2005). Τα 

αποτελέσματα έδειξαν πως ενώ τα επίπεδα mRNA των Per1 και Per2 αυξήθηκαν στη 

μήτρα των ποντικών, στα οποία δεν είχε χορηγηθεί οιστραδιόλη, αργά τη νύχτα, στα 

ποντίκια που χορηγήθηκε οιστραδιόλη παρατηρήθηκε ένα διφασικό μοτίβο 

έκφρασης. Συγκεκριμένα, η χορήγηση οιστραδιόλης δεν είχε καμία επίδραση στη 

ρυθμικότητα του Per1 στον SCN, ενώ προκάλεσε μικρή αλλά στατιστικά σημαντική 

αύξηση στην έκφραση του Per2. Οι μηχανισμοί και ο φυσιολογικός ρόλος των αυτών 

των αλληλεπιδράσεων δεν έχουν διασαφηνιστεί πλήρως, αλλά φαίνεται πως 

συμμετέχουν στην προετοιμασία της μήτρας για εμφύτευση.  

 

2.3. Τα κιρκάδια γονίδια Per1 και Per2 

Το αντικείμενο μελέτης της παρούσης διπλωματικής εργασίας είναι η ποσοτική 

έκφραση των γονιδίων Per1 και Per2 σε έμβρυα επίμυων, έως του σταδίου της 

βλαστοκύστης. Παρακάτω παρουσιάζονται μερικά από τα βασικά χαρακτηριστικά 

των δύο αυτών γονιδίων, που αφορούν τόσο στην έκφραση όσο και στη λειτουργία 

τους.    
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Το γονίδιο Per1 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 17, στο ανθρώπινο γονιδίωμα και στο 

χρωμόσωμα 11 σε αυτό του ποντικού, ενώ κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PER1.  

Η πρωτεΐνη PER1 είναι πολύ σημαντική για τη διατήρηση των κιρκάδιων ρυθμών στα 

κύτταρα. Συγκεκριμένα, σε πειράματα με ποντίκια knockout στα γονίδια Per1 και 

Per2, παρατηρήθηκε πως δεν εμφανίζουν καμία κιρκάδια ρυθμικότητα. Παράλληλα, 

η έκφραση της PER1 μπορεί να έχει σημαντικές επιδράσεις στον κυτταρικό κύκλο. 

Μπορεί, λοιπόν,  να διαδραματίσει κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη του καρκίνου, o 

όποιος όπως είναι γνωστό είναι συχνά αποτέλεσμα της μη ρυθμιζόμενης κυτταρικής 

ανάπτυξης και διαίρεσης. Έχει βρεθεί πως οι ασθενείς με καρκίνο έχουν μειωμένη 

έκφραση του Per1 και σύμφωνα με πειραματικές μελέτες (Gery et al)  η ρύθμιση της 

έκφρασης Per1 μπορεί να είναι χρήσιμη για την αντιμετώπιση του καρκίνου στο 

μέλλον. 

Όσον αφορά την έκφραση του Per1, παρατηρείται αυξημένη στον υπερχιασματικό 

πυρήνα (SCN), αλλά και σε άλλους ιστούς (εικόνα 2.3.1). 

 

Στην παραπάνω εικόνα φαίνεται η έκφραση του Per1 στους διάφορους ιστούς, με 

πηγή δεδομένων από την βάση «Internally generated Human Protein Atlas (HPA)». Η 

βάση αυτή χρησιμοποιεί ως τιμή αναφοράς τα μετάγραφα ανά εκατομμύριο (TPM = 

transcripts per million). Για παράδειγμα σύμφωνα με το γράφημα, στην περίπτωση 

                       Εικόνα 2.3.1 
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της ωοθήκης, παρατηρούνται 70.000 μετάγραφα RNA Per1 για κάθε 1.000.000 μόρια 

RNA στο δείγμα RNA sequencing.  

 

Το γονίδιο Per2 εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 2, στο ανθρώπινο γονιδίωμα και στο 

χρωμόσωμα 1 σε αυτό του ποντικού, ενώ κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PER2.  

Η πρωτεΐνη PER2 στον άνθρωπο σχετίζεται με διαταραχές του ύπνου καθώς και με 

τον σχηματισμό του καρκίνου. Χαμηλά επίπεδα έκφρασης της PER2 παρατηρούνται 

συχνά σε πολλά καρκινικά κύτταρα, υποδεικνύοντας πως η πρωτεΐνη PER2 είναι 

απαραίτητη για τη σωστή λειτουργία των κυττάρων και πως χαμηλά επίπεδα 

οδηγούν στην ανάπτυξη όγκων. Ακόμη, η πρωτεΐνη PER2 φαίνεται να είναι σημαντική 

για τον πολλαπλασιασμό των οστεοβλαστών, που βοηθούν στην αύξηση της 

πυκνότητας του οστού μέσω μιας οδού που χρησιμοποιεί Myc και Ccnd1. 

Παρακάτω παρουσιάζεται η έκφραση του Per2 σε διάφορους ιστούς (εικόνα 2.3.2). 

Όμοια με πριν, τα δεδομένα προέρχονται από την βάση «Internally generated Human 

Protein Atlas (HPA)». 

                       Εικόνα 2.3.2 
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1.1. Σκοπός 

Θέμα της παρούσης διπλωματικής εργασίας ήταν η μελέτη της έκφρασης των 

κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 στα αναπτυξιακά στάδια του προ - εμφυτευτικού 

εμβρύου επίμυων, έως και το στάδιο της βλαστοκύστης.  

Σκοπός είναι να διαπιστώσουμε αν τα κιρκάδια γονίδια Per1 και Per2 παίζουν κάποιο 

ρόλο στην κυτταρική διαίρεση στα αρχικά στάδια της εμβρυικής ανάπτυξης ή αν η 

δράση τους ξεκινά αργότερα, μετά τη δημιουργία του υπερχιασματικού πυρήνα.  

Για τον σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκε μια σειρά περαμάτων που περιλαμβάνουν 

την πρόκληση ωοθηλακιορρυξίας σε θηλυκά ποντίκια, την γονιμοποίηση τους από 

αρσενικά, την καλλιέργεια in vitro των εμβρύων που παραλήφθηκαν σε συνθήκες και 

πρωτόκολλα που προσομοιάζουν απόλυτα το φυσιολογικό περιβάλλον εντός της 

μήτρας, την απομόνωση του mRNA από κάθε αναπτυξιακό στάδιο και την παρασκευή 

του cDNA και τελικά τον προσδιορισμό της έκφρασης των γονιδίων στα διάφορα 

αναπτυξιακά στάδια.  
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4.1. Υλικά και μέθοδοι  

 

4.1.1. Πρόκληση ωοθηλακιορρηξίας 

Το πειραματικό στάδιο της παρούσης διπλωματικής εργασίας έχει ως αφετηρία την 

πρόκληση ωοθηλακιορρηξίας σε θηλυκούς επίμυες ηλικίας 3 – 4 εβδομάδων. Για τον 

σκοπό αυτό, χορηγήθηκαν στα θηλυκά 5 IU γοναδοτροπίνης που έχει προέλθει από 

ορό εγκύου φοράδας (PMSG, Sigma Chemical Co). 48 ώρες μετά, χορηγούνται 5 IU 

ανθρώπινης χοριακής γοναδοτροπίνης (Sigma Chemical Co). Η πρώτη ένεση προκαλεί 

την ωοθηλακική ωρίμανση (μιας και τα θηλυκά είναι μικρής ηλικίας και μη 

αναπαραγωγικά ενεργά), ενώ η δεύτερη ένεση προκαλεί την ωοθηλακιορρηξία. Στη 

συνέχεια οι θηλυκοί επίμυες τοποθετούνται μεμονωμένα σε κλουβιά με ένα 

αρσενικό ηλικίας 9 εβδομάδων, καθ’ όλη τη διάρκεια της νύχτας. 

 

4.1.2. Προετοιμασία θρεπτικών υλικών  

Το επόμενο βήμα του πειράματός μας αφορά στην προετοιμασία των θρεπτικών 

υλικών τα οποία θα χρησιμοποιηθούν παρακάτω για την πλύση και την καλλιέργεια 

των εμβρύων.  

Για την παρασκευή του διαλύματος συλλογής [Collection Wash]: Σε φλασκί 

προστίθενται 36 mL DPBS (Dulbecco’s Phosphte Buffered Saline, Gibco) και 9 mL BSA 

10% (Αλβουμίνη, παράγοντας V από ορό βοοειδούς, Sigma-Aldrich), δηλαδή σε 

αναλογία 9:1. Το διάλυμα DPBS χρησιμοποιείται προκειμένου να εξασφαλιστεί στη 

καλλιέργεια ένα ρυθμιστικό περιβάλλον για τη διατήρηση ενός φυσιολογικού pH, 

αλλά και η καλύτερη δυνατή βιωσιμότητα των κυττάρων. Από την άλλη πλευρά, το 

BSA χρησιμοποιείται συμπληρωματικά με το DPBS, καθώς ενισχύει τη δράση του 

τελευταίου. Στη συνέχεια, το διάλυμα που δημιουργήθηκε διαμοιράζεται σε 7 
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τρυβλία καλλιέργειας petri 60x15mm (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ) – 4 mL στη 

περιφέρεια κάθε τρυβλίου, 1 mL στο κέντρο.  

Collection Wash 
DPBS  :  BSA 

   9 : 1 

 

Για την παρασκευή του διαλύματος καλλιέργειας [Growth Wash]: Σε φλασκί 

προστίθενται 36 mL του μέσου Ham’s (Ham’s F10 Medium) - ένα διάλυμα που 

περιέχει ψευδάργυρο, υποξανθίνη και θυμιδίνη - και 4 mL BSA - το οποίο είναι 

πρωτεϊνικής φύσης και αποτελεί πηγή θρεπτικών συστατικών για τη καλλιέργεια, 

δηλαδή σε αναλογία 9:1. Στη συνέχεια, το διάλυμα που δημιουργήθηκε 

διαμοιράζεται σε 7 τρυβλία καλλιέργειας petri 60x15mm (BD Falcon, Franklin Lakes, 

NJ) – 5 mL στο κέντρο κάθε τρυβλίου.  

Growth Wash 
Ham’s  :  BSA 

     9 : 1 

 

4.1.3. Συλλογή εμβρύων 

Το πρωί που ακολουθεί, οι θηλυκοί επίμυες παραλαμβάνονται και θυσιάζονται με 

αυχενική μετατόπιση. Ακολουθεί η απομόνωση των σαλπίγγων με τη βοήθεια 

χειρουργικών εργαλείων.  

Στη συνέχεια, οι σάλπιγγες που έχουν συλλεχθεί, οι οποίες περιέχουν τα 

γονιμοποιημένα ωάρια, τοποθετούνται σε πιάτο καλλιέργειας Collection wash.  

                       Εικόνα 4.1.1 
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Το επόμενο βήμα είναι η απελευθέρωση των γονιμοποιημένων ωαρίων μέσα από τις 

σάλπιγγες. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιείται στερεοσκόπιο, λαβίδα και 

υποδερμική βελόνα. Το τρυβλίο που περιέχει τις σάλπιγγες, εντός των οποίων 

βρίσκονται τα γονιμοποιημένα ωάρια, τοποθετείται στο στερεοσκόπιο. Με τη 

βοήθεια της λαβίδας και της βελόνας γίνεται η διάνοιξη των σαλπίγγων, και τα 

γονιμοποιημένα ωάρια απελευθερώνονται στο τρυβλίο.  

Έπειτα, τα γονιμοποιημένα ωάρια υφίστανται διαδοχικές πλύσεις σε τρυβλία 

Collection wash, προκειμένου να απομακρυνθούν τα κοκκώδη κύτταρα. Η μεταφορά 

των εμβρύων γίνεται με τη βοήθεια γυάλινης πιπέτας, η οποία έχει επεξεργαστεί 

προκειμένου να έχει πολύ λεπτό στόμιο.  

Μετά το πέρας των διαδοχικών πλύσεων, τα έμβρυα μεταφέρονται σε τρυβλία 

Growth wash. Από το στάδιο των 2 κυττάρων απομονώθηκαν 12 έμβρυα, από το 

στάδιο των 4 κυττάρων 8 έμβρυα, από το στάδιο των 8 κυττάρων 10 έμβρυα, από το 

στάδιο morula 10 έμβρυα και από το στάδιο της βλαστοκύστης 3 έμβρυα. Πάνω από 

το καλλιεργητικό υλικό προστίθεται υαλουρονιδάση, προκειμένου να δημιουργηθεί 

κάτι σαν προστατευτικό φιλμ. Τα τρυβλία αυτά τοποθετούνται σε επωαστικό 

κλίβανο, όπου και  θα γίνει η καλλιέργεια των κυττάρων. Οι συνθήκες καλλιέργειας 

είναι:  37οC, 5% CO2 και 95% υγρασία. 

 

4.1.4. Ανάπτυξη και απομόνωση εμβρύων 

Μετά την τοποθέτηση των εμβρύων στον κλίβανο επώασης, ανά συγκεκριμένα 

χρονικά διαστήματα γίνονται έλεγχοι προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι τα έμβρυα 

διαιρούνται με τον κατάλληλο ρυθμό, αλλά και για την απομόνωση των εμβρύων στα 

διάφορα στάδια ανάπτυξης. Τα στάδια που παρατηρήθηκαν ήταν τα εξής:  

0 γονιμοποιημένο ωάριο (εικόνα 4.1.4.1) 

24  2 κυττάρων (εικόνα 4.1.4.2) 

36  4 κυττάρων (εικόνα 4.1.4.3) 
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Έμβρυα από  κάθε στάδιο απομονώνονται με τη βοήθεια της γυάλινης πιπέτας και 

φυλάσσονται σε eppedorfs στους  - 20o C. 

 

 

4.1.5. Απομόνωση mRNA 

Μετά την απομόνωση των εμβρύων του κάθε αναπτυξιακού σταδίου, ακολουθεί η 

απομόνωση του mRNA τους. Στη παρούσα διπλωματική εργασία, η απομόνωση του 

mRNA έγινε με kit, κατάλληλο για απομόνωση mRNA από μικρό αριθμό κυττάρων, 

48  8 κυττάρων 

72  μορίδιο 

96  βλαστοκύστη (εικόνα 4.1.4.4) 

                       Εικόνα 4.1.4.3 

                       Εικόνα 4.1.4.2 
                       Εικόνα 4.1.4.1 

                       Εικόνα 4.1.4.4 
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μιας και τα έμβρυα ήταν λίγα σε αριθμό. Πρόκειται για το RNesay Plus Micro kit της 

εταιρείας Qiagen (Valencia, CA), του οποίου το πρωτόκολλο αναφέρεται παρακάτω.  

Για την απομόνωση του mRNA από έμβρυα επίμυων με το συγκεκριμένο kit, έχουμε 

στα υπόψιν μας τα εξής:   

• Είναι απαραίτητη η προσθήκη αιθανόλης (96 – 100%) στο Buffer RPE, 

προκειμένου να ενεργοποιηθεί.  

• Όταν η απομόνωση του mRNA γίνεται σε δείγματα όπου τα κύτταρα είναι 

λιγότερα από 500 (όπως στη περίπτωση του δικού μας πειράματος που τα 

έμβρυα είναι λίγα σε αριθμό), το Carrier RNA μπορεί να προστεθεί στο δείγμα 

πριν την ομογενοποίηση.  

 

 

Η διαδικασία της απομόνωσης του mRNA ακολουθεί τα εξής βήματα: 

ς 

Προσθήκη 350 μl Buffer RLT Plus λύση κυττάρων 

Προσθήκη 5 μl Carrier RNA  συγκέντρωση του RNA πάνω στη στήλη 

Vortex για 1 min ομογενοποίηση μείγματος  

Μεταφορά του μείγματος στη στήλη gDNA 
Eliminator κατακράτηση όλων των συστατικών 

πέραν του RNA 
Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 rpm 

Απόρριψη στήλης 

Προσθήκη 350 μl αιθανόλης 70% κατακρήμνιση RNA 

Μεταφορά του δείγματος στη στήλη 
RΝeasy MinElute 

κατακράτηση του RNA 

Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 rpm 
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Απόρριψη εκλούματος  

Προσθήκη 700 μl Buffer RW1 στη στήλη 
απομάκρυνση βιομορίων όπως οι 

υδατάνθρακες, οι πρωτεΐνες, τα λιπαρά 
οξέα κ.ά.  Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 rpm 

Απόρριψη εκλούματος 

Προσθήκη 500 μl Βuffer RPE 
απομάκρυνση ιχνών αλάτων τα οποία 
υπάρχουν στη στήλη λόγω των buffers 
που χρησιμοποιηθήκαν προηγουμένως Φυγοκέντρηση για 1 min στις 11.000 rpm 

Απόρριψη εκλούματος 

Προσθήκη 500 μl αιθανόλης 80% στη 
στήλη 

πλύση μεμβράνης στήλης  

Φυγοκέντρηση για 2 min στις 11.000 rpm 

Απόρριψη εκλούματος 

Μεταφορά της στήλης RΝeasy MinElute σε 
καθαρό σωλήνα συλλογής 

 

Φυγοκέντρηση για 5 min στις 14.000 rpm  

Απόρριψη εκλούματος 

Μεταφορά της στήλης RΝeasy MinElute σε 
eppendorf 

 

Προσθήκη 14 μl νερού RNase – free στο 
κέντρο της μεμβράνης της στήλης  

 

Επώαση για 5 min σε θερμοκρασία 
δωματίου 

 

Φυγοκέντρηση για 2 min  στις 11.000 rpm  

Απόρριψη στήλης  
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Στο eppendorf, λοιπόν, έχουμε πλέον συλλέξει το mRNA το οποίο αποθηκεύουμε 

στους – 80o C.  

4.1.6. Δημιουργία συμπληρωματικού DNA  

To mRNA το οποίο απομονώθηκε στο προηγούμενο βήμα, λειτουργεί ως καλούπι για 

τη σύνθεση ενός συμπληρωματικού DNA (cDNA, complementary DNA), με σκοπό να 

χρησιμοποιηθεί για την ενίσχυση και την ποσοτικοποίηση των γονιδίων Per1 και Per2 

που αποτελούν το αντικείμενο μελέτης της παρούσης διπλωματικής εργασίας. 

Η τεχνική με την οποία επιτυγχάνεται η σύνθεση του cDNA είναι η αντίστροφη 

μεταγραφή (RT). Στην τεχνική αυτή, το mRNA μεταγράφεται in vitro σε cDNA, με τη 

βοήθεια του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση. Στη παρούσα εργασία, ως εκκινητές 

για την αντίδραση RT χρησιμοποιήθηκαν τυχαίες αλληλουχίες εξανουκλεοτιδίων 

(random hexamers). Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκε το kit Superscript II First Strand 

Synthesis System for RT-PCR, της εταιρίας Invitrogen, το οποίο ενδείκνυται για μικρές 

συγκεντρώσεις mRNA.  

Η διαδικασία της δημιουργίας cDNA με τη μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής είναι 

η εξής:  

Αρχικά τα δείγματα mRNA που είχαν αποθηκευτεί στους – 80 οC, μεταφέρονται σε 

cooler. Στη συνέχεια, προετοιμάζουμε eppendorfs των 0,5 mL, ένα για κάθε δείγμα 

mRNA που θα χρησιμοποιήσουμε. Σε κάθε eppendorf προσθέτουμε: 4 μl random 

examers, 1 μl dNTPs και 4 μl από το αντίστοιχο δείγμα mRNA.  

Τα eppendorfs αυτά τοποθετούνται στον θερμικό κυκλοποιητή (PCR) (εικόνα 

4.1.6.1.).  

 

 

 

 

 

 
                       Εικόνα 4.1.6.1. 
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Το πρωτόκολλο που ακολουθείται είναι το εξής:  

C 65 5 

4 10 

 

Παράλληλα, όσο τα δείγματα είναι εντός του μηχανήματος της PCR, ετοιμάζουμε σε 

ένα eppendorf των 1,5 mL το master mix το οποίο περιέχει τα παρακάτω 

αντιδραστήρια:  

RT- Buffer 2 
Ρυθμιστικό διάλυμα που 

εξασφαλίζει βέλτιστες 
συνθήκες λειτουργίας.  

Mg-Cl2 4 

Απαραίτητο για τη δράση 
της αντίστροφης 

μεταγραφάσης και για 
την ενσωμάτωση των 

εκκινητών αλλά και των 
dNTPs στην 

αναπτυσσόμενη αλυσίδα 
DNA.  

DTT 2 
Αποδυναμώνει την 

δευτεροταγή δομή του 
RNA. 

RNAse Out 1 
Προστατεύει το mRNA 

από αποσύνθεση.  

Superscript II Reverse 

Transcriptase 
1 

Ένζυμο που εκτελεί την 
αντίστροφη μεταγραφή.  

Οι ποσότητες αυτές αντιστοιχούν σε ένα δείγμα mRNA. Για παράδειγμα αν θέλουμε 

να δημιουργήσουμε cDNA για 5 δείγματα mRNA, στο eppendorf των 1,5 mL 

προσθέτουμε τις παραπάνω ποσότητες επί 6.  

Στη συνέχεια, σε κάθε ένα eppendorf από αυτά που βρίσκονται στον θερμικό 

κυκλοποιητή προσθέτουμε 10 μl  από το master mix που έχουμε παρασκευάσει.  

Το πρωτόκολλο που ακολουθείται είναι το εξής:  

C 42 50 

70 15 
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4.1.7. Real – Time PCR  

H PCR σε πραγματικό χρόνο (Real – Time PCR) αποτελεί τη τελευταία πειραματική 

τεχνική που χρησιμοποιήθηκε στη παρούσα διπλωματική εργασία, προκειμένου να 

βρεθεί η ποσοτική έκφραση των γονιδίων Per1 και Per2 στα διάφορα στάδια 

ανάπτυξης των εμβρύων επίμυων.  

Η Real – Time PCR, γνωστή επίσης και ως ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (qPCR, quantitative PCR), είναι μια εργαστηριακή τεχνική που 

βασίζεται στην κλασική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Παρακολουθεί σε 

πραγματικό χρόνο την ενίσχυση ενός σημασμένου μορίου DNA, κατά τη διάρκεια της 

PCR. Η τεχνική αυτή είναι πολύ ταχύτερη από τις άλλες τεχνικές PCR, αφού παρέχει 

πληροφορία καθώς η ενίσχυση βρίσκεται σε εξέλιξη. Έτσι, η ενίσχυση του DNA 

στόχου και η ανίχνευση του προϊόντος γίνονται ταυτόχρονα, καθώς το προϊόν που 

παράγεται είναι συνδεδεμένο με φθορίζουσα χρωστική, της οποίας το σήμα 

ανιχνεύεται από το οπτικό σύστημα του ειδικού κυκλοποιητή που χρησιμοποιείται 

στη Real – Time PCR. 

Οι δύο ποιο κοινές μέθοδοι για τον εντοπισμό των προϊόντων PCR στη Real – Time 

PCR είναι:  

1. Η μη ειδική Real – Time PCR, κατά την οποία μια χρωστική, που έχει την ιδιότητα 

να συνδέεται σε μόρια DNA, προσδένεται σε όλα τα δίκλωνα μόρια DNA 

προκαλώντας τον φθορισμό της. Έτσι, καθώς προχωρά η αντίδραση και αυξάνεται 

το προϊόν της PCR, αυξάνεται και η ένταση του φθορισμού που μετράται σε κάθε 

κύκλο. Το μειονέκτημα της τεχνικής αυτής είναι ότι η χρωστική δεν είναι ειδική 

για τα τμήματα DNA που μας ενδιαφέρουν, με αποτέλεσμα συχνά να συνδέεται 

και σε άλλα δίκλωνα μόρια DNA (όπως τα διμερή των εκκινητών), αποτρέποντας 

έτσι δυνητικά την ακριβή παρακολούθηση της επιθυμητής αλληλουχίας.  

 

2. Η ειδική Real – Time PCR, κατά την οποία χρησιμοποιούνται ειδικοί φθορίζοντες 

εκκινητές (probes), οι οποίοι ανιχνεύουν μόνο το DΝΑ που περιέχει την 

αλληλουχία συμπληρωματική προς τον ανιχνευτή. Έτσι, η χρήση των ειδικών 

ανιχνευτών αυξάνει σημαντικά την εξειδίκευση και καθιστά δυνατή την εκτέλεση 
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της τεχνικής ακόμη και παρουσία άλλου δίκλωνου μορίου DNA. Χρησιμοποιώντας 

ετικέτες διαφορετικού χρώματος, οι φθορίζοντες ανιχνευτές μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σε πολλαπλές αναλύσεις για την παρακολούθηση πολλών 

ακολουθιών στόχων στο ίδιο διάλυμα. Η εξειδίκευση αυτή, αποτρέπει επίσης τα 

λανθασμένα αποτελέσματα λόγω των διμερών των εκκινητών, τα οποία είναι 

ανεπιθύμητα υποπροϊόντα στην αντίδραση της PCR. 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της ειδικής Real – 

Time PCR. Πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του μηχανήματος Light Cycler 480 Real-

Time PCR Instrument, της εταιρίας Roche και πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε 

είναι το εξής:  

Σε ένα Eppendorf των 1,5 mL προετοιμάζουμε το master mix της αντίδρασης 

προσθέτοντας τα παρακάτω αντιδραστήρια:  

One Step Reaction Mix 10 

F - Primer 0,8 

R - Primer 0,8 

Probe 1  0,4 

Probe 2 0,4 

Nuclease-free Water 2,6 

Δείγμα cDNA 0,5 

 

Οι ποσότητες αυτές αντιστοιχούν σε ένα δείγμα cRNA. Για παράδειγμα αν θέλουμε 

να ενισχύσουμε 5 δείγματα cDNA, στο eppendorf των 1,5 mL προσθέτουμε τις 

παραπάνω ποσότητες επί 6.  

Η προσθήκη του νερού προσαρμόζεται ανάλογα, ώστε ο τελικός όγκος της 

αντίδρασης να είναι 20μl. 
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Στη συνέχεια, σε διαφορετικές θέσεις της μικροπλακέτας τοποθετούνται 20 μl από 

διαφορετικό αναπτυξιακό στάδιο και για ένα μόνο γονίδιο τη φορά. Έπειτα, η 

μικροπλακέτα φυγοκεντρείται για 1min στις 1000rpm και τέλος τοποθετείται στο 

μηχάνημα προκειμένου να πραγματοποιηθεί η αντίδραση.  

Οι αλληλουχίες των ανιχνευτών και εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τον 

ποσοτικό προσδιορισμό των γονιδίων Per1 και Per2 είναι οι εξής:  

 

Per1 F 5’ – gTACATTCAAAgCCAAAgTCCTTC 

Per1 R 5’ – TTgCTgACCgACggATCTTTC 

Per1 S 5’ – ACCCCgAACTggAggTg 

Per1 A 5’ – ACgACggATCTTTCTTggC 

Per1 FL 5’ – TTACgCTTggTTgTACTgggAATgTT - - FL 

Per1 LC 5’ – LC640 – CAgCTCTCCAAATACCTgAggATgCTg - - PH 

 

Per2 F 5’ – CTgggAAgATCCTgTACATCTCTAAC 

Per2 R 5’ - gggCTggTAgCgAATCTCATT 

Per2 S 5’ – CAAgTggCCTCCATCTTTCAC 

Per2 A 5’ – TgACACggCAgAAAAAAgATTT 

Per2 FL 5’ – gTggAgTTCCTggCTCCTCATgAC - - FL 

Per2 LC 5’ – LC640 – TCAgTgTgTTCCACAgCTACACCACCC - - PH 
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5.1.  Αποτελέσματα 

Στη παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε η έκφραση των κιρκάδιων γονιδίων 

Per1 και Per2 στα αναπτυξιακά στάδια του προ - εμφυτευτικού εμβρύου επίμυων, 

έως και το στάδιο της βλαστοκύστης. Απομονώθηκαν συνολικά 43 έμβρυα από τις 

σάλπιγγες 12 θηλυκών ποντικών.  

Με την εφαρμογή των πειραματικών τεχνικών και πρωτοκόλλων που αναλύθηκαν 

παραπάνω, προέκυψαν τα παρακάτω αποτελέσματα:  

 

αρνητικό αρνητικό Cp = 19,52 αρνητικό  αρνητικό  

Cp = 19,71 Cp = 19,52 Cp = 20,04 Cp = 19,80 Cp = 19,27 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                       Εικόνα 5.1.1. 
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Η εικόνα 5.1.1. αναπαριστά τα αποτελέσματα για το γονίδιο Per1, όπως αυτά 

φαίνονται μετά το πέρας του πειράματος της Real – Time PCR, στο λογισμικό του 

LightCycler480. Η κόκκινη καμπύλη δείχνει την έκφραση του γονιδίου στο στάδιο των 

8 κυττάρων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η εικόνα 5.1.2. αναπαριστά αντίστοιχα τα αποτελέσματα για το γονίδιο Per2. Και 

εδώ, οι κόκκινες καμπύλες δείχνουν την έκφραση του γονιδίου σε όλα αναπτυξιακά 

στάδια.  

 

 

 

 

 

 

 

                       Εικόνα 5.1.2. 
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5.2. Συζήτηση 

 

Στα θηλαστικά, όπως και σε άλλα ζωντανά συστήματα, υπάρχει ένα ακριβές 

εσωτερικό βιολογικό ρολόι, το οποίο ρυθμίζει διάφορες συνιστώσες της 

φυσιολογίας, της βιοχημείας και της συμπεριφοράς του εκάστοτε οργανισμού.  

Πρόκειται για τους κιρκάδιους ρυθμούς, που είναι αυτοσυντηρούμενοι, σχεδόν 

24ωροι και ρυθμίζονται ανάλογα με τον κύκλο φωτός – σκοταδιού.  

Τα εργαλεία που καθορίζουν αυτή τη κιρκάδια ρυθμικότητα, είναι τα κιρκάδια 

γονίδια. Συγκεκριμένα, τα γονίδια Clock, Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Bmal1/Mop3, 

Bmal2/Mop9, Npas2/Mop4, Tim, CKlε και Rev-Erba, δρουν ως μεταγραφικοί 

παράγοντες  ρυθμίζοντας πολλά φαινόμενα, όπως για παράδειγμα ο ύπνος. Από τα 

παραπάνω γονίδια τα Clock και Bmal1, αφορούν παράγοντες που επάγουν τη 

μεταγραφή, ενώ τα Cry1, Cry2, Per1, Per2, Per3 παράγοντες που τη καταστέλλουν.  

Οι μοριακός μηχανισμός των κιρκάδιων ρυθμών έχει ως αφετηρία τη σύνδεση του 

συμπλόκου των πρωτεϊνών CLOCK και BMAL1 σε ένα E – Box. Η σύνδεση αυτή έχει 

ως αποτέλεσμα την μεταγραφή των γονιδίων Per και Cry. Κατά την εξέλιξη της μέρας 

οι πρωτεΐνες PER και CRY που έχουν προκύψει, ενώνονται και δημιουργούν ένα 

σύμπλοκο το οποίο ρυθμίζει αρνητικά τη μεταγραφική δραστηριότητα του 

συμπλέγματος BMAL1/CLOCK. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την μείωση των επιπέδων 

mRNA των Per και Cry και κατ’ επέκταση των πρωτεϊνών PER και CRY. Τελικά, ξεκινά 

εκ νέου η μεταγραφική δραστηριότητα των μεταγραφικών ενεργοποιητών BMAL1 και 

CLOCK κι έτσι ο κύκλος ξεκινά από την αρχή.  

Το αντικείμενο μελέτης της παρούσης διπλωματικής εργασίας είναι η αναζήτηση της 

έκφρασης των κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 σε προεμφυτευτικά στάδια εμβρύου 

ποντικού, έως του σταδίου της βλαστοκύστης. Τόσο τα γονίδια που μελετήθηκαν 

στην εργασία, όσο και το σύνολο των κιρκάδιων γονιδίων, παίζουν ρυθμιστικό ρόλο 

σε πληθώρα φυσιολογικών μηχανισμών. Έτσι παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον ο 

ρόλος τους στην αναπαραγωγή.  
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Σκοπός, όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι να διαπιστώσουμε αν τα κιρκάδια γονίδια 

συμμετέχουν με κάποιο τρόπο στην εμβρυική διαίρεση ή αν η δράση τους ξεκινά 

αργότερα, μετά τη δημιουργία του υπερχιασματικού πυρήνα.  

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν δείχνουν, για το γονίδιο Per1, έκφραση μόνο στο 

στάδιο των 8 κυττάρων και σε κανένα άλλο αναπτυξιακό στάδιο. Αντίθετα, για το Per2 

βρέθηκε έκφραση σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια (στάδιο 2 κυττάρων – στάδιο 

βλαστοκύστης).  

Τα παραπάνω αποτελέσματα δεν συμφωνούν πλήρως με τα αποτελέσματα άλλων 

ανάλογων μελετών. Συγκεκριμένα:  

o Όσον αφορά το Per1, σε μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε έμβρυα ποντικών 

(Amano et al., 2009) βρέθηκε ότι η ποσότητα των μεταγράφων του είναι σταθερή 

σε όλα τα στάδια ανάπτυξης, ενώ υπάρχει μια στατιστικά σημαντική διαφορά στις 

ποσότητες των μεταγράφων του Per1 μεταξύ των εμβρύων 6 και 90 ωρών μετά 

τη γονιμοποίηση.  

Από την άλλη πλευρά, σε μελέτη σε ανθρώπινα έμβρυα (Ann. Kiessling et al., 

2009) βρέθηκε ότι υπάρχει μια μικρή έκφραση του Per1 στο στάδιο των 8 

κυττάρων, όπως βρέθηκε και στη δική μας μελέτη με έμβρυα επίμυων. Είναι 

πιθανό η έκφραση αυτή να μην εμπλέκεται με κιρκάδιους ρυθμούς αλλά να 

συμβάλλει στη κυτταρική διαίρεση. Το γεγονός ότι η έκφραση σταματά στο 

στάδιο αυτό και δεν συνεχίζεται στα στάδια των morula και blastocyst, δεν μπορεί 

προς το παρόν να ερμηνευτεί με κάποιο τρόπο και χρήζει επιπλέον διερεύνησης.  

 

o Όσον αφορά το Per2, το γεγονός ότι στη δική μας μελέτη υπήρχε έκφραση σε όλα 

τα αναπτυξιακά στάδια, είναι κάτι που δεν συνάδει με τα αποτελέσματα κάποιας 

έως τώρα δημοσιευμένης μελέτης. Στην μελέτη των Amano et al. (σε έμβρυα 

ποντικών) δεν βρέθηκε έκφραση του Per2 σε κανένα προεμφυτευτικό στάδιο.  

Παράλληλα, στη μελέτη των Ann. Kiessling et al., που αναφέρθηκε και για το Per1, 

έχει βρεθεί μια μικρή έκφραση του Per2 στο στάδιο των 8 κυττάρων, όμως υπήρχε 

διαφορά στην έκφραση της πρώτης και δεύτερης σειράς δειγμάτων. Συνεπώς και 

αυτή η περίπτωση πρέπει να διερευνηθεί περεταίρω.  
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Σύμφωνα με τη μελέτη των Amano et al. ο μειωμένος ή μηδενικός αριθμός 

μεταγράφων των γονιδίων Per1 και Per2, στα έμβρυα που βρίσκονται στα στάδια 1 

έως 4 κυττάρων, μπορεί να εξηγηθεί. Συγκεκριμένα, βρέθηκε ότι οι πρωτεΐνες BMAL1 

και CLOCK εντοπίζονται στον πυρήνα των εμβρύων που βρίσκονται στα στάδια 1 έως 

4 κυττάρων. Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με το γεγονός ότι το σύμπλοκο 

BMAL1/CLOCK αναστέλλεται από τις πρωτεΐνες PER, μας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 

τα μετάγραφα των Per γονιδίων είναι λογικό να εντοπίζονται σε μειωμένα επίπεδα 

στα στάδια αυτά.  

Παράλληλα, η μηδενική ή μειωμένη έκφραση των κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 

είναι πιθανό να οφείλεται στη δράση σε αυτά των miRNAs (Cheng et al. 2007). Τα 

miRNAs είναι μικρά  μη κωδικοποιούντα  μονόκλωνα μόρια RNA, μεγέθους 19-25 

νουκλεοτιδίων τα οποία συμμετέχουν στην μεταμεταφραστική ρύθμιση των γονιδίων 

και έχουν ως στόχους συγκεκριμένα μόρια mRNA. Έτσι, σύμφωνα με τη μελέτη των 

Cheng et al. είναι δυνατόν τα miRNAs να επιδρούν στα κιρκάδια γονίδια και να 

προκαλούν αναστολή της έκφρασής τους.  

Ένας ακόμη πιθανός λόγος που δεν υπάρχει σημαντική έκφραση των κιρκάδιων 

γονιδίων στα προεμφυτευτικά στάδια ανάπτυξης του εμβρύου, είναι η μεθυλίωση. Η 

μεθυλίωση του DNA προκαλεί αντικατάσταση ενός υδρογόνου από μια μεθυλομάδα 

στις βάσεις κυτοσίνη και αδενίνη. Συνεπώς, πιθανή μεθυλίωση στα κιρκάδια γονίδια, 

αναστέλλει την έκφρασή τους. 

Παρά, λοιπόν, το γεγονός ότι τα μετάγραφα ορισμένων κιρκάδιων γονιδίων καθώς 

και των παραγόμενων από αυτά πρωτεϊνών, είναι παρόντα σε μερικά στάδια 

ανάπτυξης των προεμφυτευτικών εμβρύων, δεν φαίνεται να εμπλέκονται στη 

ρύθμιση του κιρκάδιου μηχανισμού, αλλά εμπλέκονται πιθανά στη μείωση (Αmano 

et al., 2009). Συνεπώς, η ύπαρξη των μεταγράφων δεν επιβεβαιώνει αυτόματα την 

ύπαρξη κιρκάδιου εικοσιτετράωρου ρυθμού στα προεμφυτευτικά έμβρυα.   

Η εξακρίβωση της συσχέτισης της έκφρασης των κιρκάδιων γονιδίων με την εμβρυική 

ανάπτυξη παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Η έκφραση των κιρκάδιων γονιδίων 

επηρεάζει πληθώρα μηχανισμών, μέσω ορμονικών και νευρικών οδών, 

συμπεριλαμβανομένων και αυτών της αναπαραγωγής. 
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Όσον αφορά τις διάφορες αναπαραγωγικές διεργασίες, έχει αποδειχτεί σε 

πειραματόζωα η άμεση επίδραση σε αυτές της κιρκάδιας ρυθμικότητας. Μένει, 

λοιπόν, να διασαφηνιστεί πλήρως και πως οι ρυθμοί αυτοί επηρεάζουν την εμβρυική 

διαίρεση και ανάπτυξη. Πιθανά οι γνώσεις αυτές να αποτελέσουν σημαντικό 

εργαλείο για τις μεθόδους της υποβοηθούμενης αναπαραγωγής, με σκοπό την 

επίτευξη της κύησης και την ομαλή έκβασή της.  
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5.3. Σύνοψη 

 

❖ Οι διάφορες συνιστώσες της φυσιολογίας, της βιοχημείας και της συμπεριφοράς 

των οργανισμών ρυθμίζονται από εσωτερικά συστήματα, τα οποία επηρεάζονται 

από ερεθίσματα του περιβάλλοντος, όπως το φως και το σκοτάδι.  

❖ Το κιρκάδιο ρολόι είναι ένα ακριβές εσωτερικό βιολογικό ρολόι το οποίο 

συγχρονίζει καθημερινά γεγονότα. 

❖ Οι κιρκάδιοι ρυθμοί είναι αυτοσυντηρούμενοι, σχεδόν 24ωροι και ρυθμίζονται 

ανάλογα με τον κύκλο φωτός – σκοταδιού.  

❖ ο κύριος βηματοδότης που είναι υπεύθυνος για τη παραγωγή των κιρκάδιων 

ρυθμών στα θηλαστικά είναι ο υπερχιασματικός πυρήνας (SCN).  

❖ Η «μηχανή» του κιρκάδιου μηχανισμού είναι τα κιρκάδια γονίδια. 

❖ Οι κιρκάδιοι ρυθμοί εμπλέκονται μεταξύ άλλων και στη ρύθμιση της λειτουργίας 

του αναπαραγωγικού συστήματος. 

❖ Αναζήτηση της έκφρασης των κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 σε έμβρυα 

επίμυων ως του σταδίου της βλαστοκύστης. 

❖ Απομόνωση των εμβρύων επίμυων στα στάδια 2, 4, 8 κυττάρων, morula και 

βλαστοκύστης.  

❖ Απομόνωση του mRNA και παρασκευή cDNA από τα προεμφυτευτικά στάδια. 

❖ Μελέτη της έκφρασης των κιρκάδιων γονιδίων Per1 και Per2 με Real - Time PCR. 

❖ Εντοπισμός του γονιδίου Per1 στο στάδιο των 8 κυττάρων. 

❖ Εντοπισμός του γονιδίου Per2 σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια, χωρίς 

διακυμάνσεις. 

❖ Η παρουσία μεταγράφων του Per1 στο στάδιο των 8 κυττάρων δεν αποδεικνύει 

την ύπαρξη κιρκάδιας ρυθμικότητας στο στάδιο αυτό, καθώς πιθανά σχετίζεται 

με τη κυτταρική διαίρεση.  

❖ Η παρουσία μεταγράφων του Per2 σε όλα τα προεμφυτευτικά στάδια δεν μπορεί 

να εξηγηθεί.  

❖ Οι γνώσεις που αφορούν τη συσχέτιση των κιρκάδιων ρυθμών με την 

αναπαραγωγή, πιθανά να αποτελέσουν σημαντικό εργαλείο για την 

υποβοηθούμενη αναπαραγωγή. 
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