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Transgenesis. Genetics. The introduction of new DNA sequences into the 
germline, resulting in the production of transgenic animals

Transgenic animal. Molecular Biology. Any animal into which cloned genetic 
material has been transferred 

Transgenic organism. Genetics. An organism that has become transformed 
after the introduction of novel DNA into its genome.

Ορισμοί

Academic Press Dictionary of Science & Technology 

Federation of European Laboratory Animal Associations

Transgenic animal is an animal in which there has been a deliberate 
modification of its genome, the genetic makeup of an organism responsible 
for inherited characteristics.



Γηαγνληδηαθά Εώα: 

Αζπόλδπια  (πρ. Caeanorhabditis elegans)

Έληνκα  (πρ. Drosophila melanogaster)

πνλδπισηά

Ακθίβηα (πρ. Xenopus laevis)

Θειαζηηθά (πρ. Mus musculus )



1ε ΔΝΟΣΖΣΑ: 

•Γηαγνληδηαθά Θειαζηηθά- Καηεγνξίεο 

•Γηαγνληδηαθνί πνληηθνί- Ηζηνξηθά ηνηρεία

Ακηγή ηειέρε

ηνηρεία Αλαπηπμηαθήο Βηνινγίαο

ηνπ Πνληηθνύ



Bos taurusGapra hircus

Ovis aries Sus scrofa

Rattus norvegicus

Mus musculus

Γηαγνληδηαθά Θειαζηηθά

Γνληδηαθή Λεηηνπξγία

Λεηηνπξγηθή Γνληδησκαηηθή

Πξόηππα Ννζεκάησλ

Φαξκαθνγνληδησκαηηθή

Φαξκαθνινγηθέο & Κιηληθέο

Γνθηκαζίεο

Βηναληηδξαζηήξεο

Βηό-κεραληθή

Μεηακνζρεύζεηο

http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/resources/cal_photos/00952.jpg/view.html
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Γηαγνληδηαθά
Palmiter & Brinster

Ηζηνξηθά ηνηρεία- Γηαγέλεζε ζηνλ πνληηθό
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Σν εξγαζηεξηαθό πνληίθη (Mus musculus)

Ηδαληθό πεηξακαηόδσν δηόηη: 

• Χο ζειαζηηθό έρεη θνηλά ζηνηρεία κε ηε θπζηνινγία & παζνινγία  

ηνπ αλζξώπνπ

• Δύθνιε & νηθνλνκηθή δηαρείξηζε  ζε εξγαζηεξηαθό πεξηβάιινλ

ιόγσ  ηνπ κηθξνύ κεγέζνπο

• Δπθνιία δηαζηαπξώζεσλ- Μηθξόο θύθινο θύεζεο (21 εκέξεο)

• Γξήγνξε ελειηθίσζε (5-7 εβδνκάδεο)

• Μηθξόο θύθινο δσήο (12-18 κήλεο)



Ομομικτικά Στελέχη Ποντικού: 

«Ωσ Ομομικτικό Στζλεχοσ ορίηεται
το ςτζλεχοσ εκείνο που ζχει
διατθριςει τθ γενετικι του
ςφςταςθ για τουλάχιςτον 20
ανάδρομεσ διαςταυρώςεισ και
ςυνεπώσ όλοι του οι γονιδιακοί
τόποι βρίςκονται ςε ομοηυγωτικι
κατάςταςθ, εξαιρουμζνων των
φυςικών μεταλλαγών»

(ςτακερό γενετικό υπόςτρωμα)

Altman & Katz, 1979 – Morse, 1981

Mouse Genome Informatics. www.jax.org



θμαςία:

• τα διαγονιδιακά ςυςτιματα προςπακοφμε να ςυςχετίςουμε μία
ςυγκεκριμζνθ γονιδιακι λειτουργία με φαινοτυπικζσ αλλοιώςεισ ςτο ςφνολο
του οργανιςμοφ

• Πολλοί φαινότυποι κακορίηονται από δίκτυα γονιδίων (πχ. ανοςολογικι
απόκριςθ, καρκίνοσ) που ςε καταςτάςεισ γενετικισ πρόςμιξθσ μποροφν
να δράςουν επιςτατικά ςτθ διαγονιδιακι μεταλλαγι, επθρεάηοντασ ζτςι
τθ ςυγκεκριμζνθ γονιδιακι λειτουργία

• Ακόμα και μεταξφ διαφορετικών ομομικτικών ςτελεχών, θ διαγονιδιακι
μεταλλαγι μπορεί να επιφζρει διαφορετικζσ φαινοτυπικζσ αλλοιώςεισ



ΣΕΛΕΧΗ ΑΤΣΟΜΑΣΗ ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΑΤΣΟΑΝΟΩΝ ΝΟΗΜΑΣΩΝ

ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑ: Οι ποντικοί NOD ωσ πρότυπα αυτοάνοςου διαβιτθ

• Πολυγενετικι Βάςθ-19 πακογονοςχετιηόμενοι γονιδιακοί τόποι ςυμπεριλαμβανομζνου
του MHC-II (I-A protein; ΙAg7 or I-Anod) και τθσ Ιντερλευκίνθσ-2



Experimental Autoimmune Encephalomyelitis as a mouse

Model for Multiple Sclerosis

MOG 35-55 peptide

M.tuberculosis

Pertussis toxin 

Mice are recorded every 2 days for neurological deficits according to 
the following clinical scale

0: no clinical disease

1: tail weakness

2: Paraparesis (incomplete paralysis of 1 or 2 hind limbs)

3: Paraplegia (complete paralysis of 1 or 2 hind limbs)

4: Paraplegia with forelimb weakness or paralysis

5: Dead or moribund animal

SJL



EAE disease initiation and progression in wt mice 
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Ομομικτικά τελζχθ και Γενετικι Προδιάκεςθ ςτθν Πακολογία

Στζλεχοσ Προδιάκεςθ

DBA Αρκρίτιδα

SJL Πολλαπλι κλιρυνςθ

BALB/C Τπερευαιςκθςία

NZB Ερυκυματώδθσ Λφκοσ

A/J Καρκίνοσ

C57BL/6 Ουδζτερο



Βηνπιεξνθνξηθή θαη 

Γελεηηθή Πνληηθνύ



Γενετικι Ανάλυςθ/ανίχνευςθ πακολογικών γονιδιωματικών τόπων





ηάδηα αλάπηπμεο ηνπ εκβξύνπ ηνπ πνληηθνύ

Γνληκνπνίεζε

& Βιαζηνπνίεζε
Δκθύηεπζε, Γαζηξηδίσζε,

Αξρηθή νξγαλνγέλεζε Οξγαλνγέλεζε Σειηθή Αλάπηπμε



ηάδηα Αλάπηπμεο Δκβξύνπ-πξηλ ηελ εκθύηεπζε



Φπζηθή / Σερλεηή Χνξξεμία & γνληκνπνίεζε 

*hCG: Χοριονική Γοναδοηροπίνη

* *



2ε ΔΝΟΣΖΣΑ: 

• Γηαγνληδηαθά ζπζηήκαηα πξνζζήθεο, ηπραίαο ελζσκάησζεο ή 

ππεξέθθξαζεο                                          

ηνηρεία Μνξηαθήο-ύζηαζε Γηαγνληδίσλ

Καηαζθεπή δηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ

Αλάιπζε Γηαγνληδηαθώλ πνληηθώλ  

Δθαξκνγέο & παξαδείγκαηα   



Δμσγελέο 

Γνλίδην

(Γηαγνλίδην)

Υξσκνζσκηθό DNA

Δλζσκάησζε πνιιαπιώλ δηαγνληδίσλ ζε ηπραία

ρξσκνζσκηθή ζέζε

Γηαγνληδηαθή αθνινπζία -tandem array of transgenes.

(Γηαγνληδηαθόο γελεηηθόο ηόπνο- transgenic allele)



ΣΟΥΟΗ: 

ΑΝΑΛΤΖ ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΜΔΑ ΑΠΟ ΣΖ ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΖ

ΤΠΔΡΔΚΦΡΑΖ

ΤΥΔΣΗΜΟ ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ ΤΠΔΡΔΚΦΡΑΖ ΜΔ ΠΑΘΟΛΟΓΗΚΟ 

ΦΑΗΝΟΣΤΠΟ (ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΑ ΠΡΟΣΤΠΑ)

ΑΝΑΛΤΖ ΡΤΘΜΗΣΗΚΧΝ ΣΟΗΥΔΗΧΝ ΚΑΗ ΠΡΟΣΤΠΧΝ ΔΚΦΡΑΖ 



Ο ζρεδηαζκόο ελόο δηαγνληδίνπ βαζίδεηαη ζηηο αλάγθεο ηεο αλάιπζεο θαη 

ηα πξόηππα έθθξαζεο ησλ θπζηθώλ γνληδίσλ

1. Επιλογή Κωδικής αλληλοστίας 

Δίδνο

cDNA (δει. εθθξαδόκελν γνλίδην κεηά ην κάηηζκα)

Γνληδηαθή αιιεινπρία (δει. θπζηθό γνλίδην κε εζώληα/εμώληα) 

2. Επιλογή ζηοιτείων ελέγτοσ (ππνθηλεηέο, κε κεηαθξαδόκελα άθξα mRNA, 

ζήκαηα πνιπαδελπιίσζεο)  

Φπζηθά (δει. ηνπ ηδίνπ ην γνληδίνπ)

Δηεξόινγα (δει. από άιια γνλίδηα πνπ ελδέρεηαη λα εληζρύζνπλ ή 

λα ειαρηζηνπνηήζνπλ ηελ έθθξαζε)

3. Επιθσμηηό πρόησπο έκθραζης

Καζνιηθό (δει. ζην ζύλνιν ησλ ηζηώλ ηνπ πνληηθνύ)

Ηζηνεηδηθό (δει. ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνύο ηνπ πνληηθνύ)

Δθηνπηθό (δει. ζε ηζηνύο πνπ θπζηνινγηθά δε εθθξάδνπλ ην γνλίδην)

4. Επιθσμηηή διάρκεια έκθραζης

πλερήο

Δπαγόκελε



Καηαζθεπή Πεγή

DNA

ηνηρεία

Διέγρνπ

cDNA Δηεξόινγα

Γνλίδην Φπζηθά

«Τβξηδηθά»     

4. Γηαγνλίδηα κεγάινπ κεγέζνπο

Bacterial Artificial Chromosomes (BACs)

Yeast Artificial Chromosomes (YACs)

Γνληδηαθόο

Σόπνο
Φπζηθά

Παξαδείγκαηα Γηαγνληδηαθώλ Καηαζθεπώλ



Μεζνδνινγίεο Δηζαγσγήο Γηαγνληδίσλ

1. Μεηαζρεκαηηζκόο βιαζηηθώλ θπηηάξσλ 

(Πξνβιεκαηηθή κέζνδνο – «κσζατθά») 

2. Μηθξνέγρπζε ζε πξν-ππξήλεο δπγνηώλ

(Ζ πιένλ «θιαζζηθή» θαη επηηπρεκέλε κέζνδνο) 

3. Δπηκόιπλζε κε Ηνύο (Αδελντνύο, Ρεηξντνύο)

(Πξνβιεκαηηθή κέζνδνο-ηνμηθόηεηα, «κσζατθά») 



H δηαδηθαζία ηεο πξνππξεληθήο κηθξν-έγρπζεο DNA



Γόηεο Γέθηεο

+ +

Οξκνληθή

Δπαγσγή 

Χνξξεμίαο

Φπζηθή

Γηαζηαύξσζε

+
Αθαίξεζε 

Επγνηώλ 

Μηθξνέγρπζε

DNA

Φπζηθή

Καηάζηαζε

«Οίζηξνπ»

Φπζηθή 

Γηαζηαύξσζε

Με ζηείξν

αξζεληθό

(βαζεθηνκή)

+ «Φεπδέγθπνο»

Θειπθό

+
Γέλλεζε

πγγεληθό

ηέιερνο

Μεηακόζρεπζε

Σν πξσηόθνιιν κε « κία καηηά » 



ηάδηα Γνλνηππηθήο Αλάιπζεο ζε DNA από βηνςίεο ή βηνινγηθά πγξά

1. Αλίρλεπζε «δηαγνληδηαθώλ ηδξπηώλ ζεηξάο» (transgenic founders)

(PCR, πβξηδηζκόο ζηππσκάησλ ζρηζκήο κε ζεκαζκέλνπο αληρλεπηέο 

γηα ηε αλίρλεπζε ηνπ δηαγνληδίνπ)

2. Έιεγρνο κεηαβίβαζεο ηνπ δηαγνληδίνπ-Καζνξηζκόο αξηζκνύ αληηγξάθσλ

Γηαζηαύξσζε κε πνληηθνύο ζπγγελνύο ζηειέρνπο

(Απνθιεηζκόο ζηείξσλ “ηδξπηώλ”)

Γνλνηππηθή αλάιπζε γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ δηαγνληδίνπ ζηνπο απνγόλνπο

(Yβξηδηζκνί ζηππσκάησλ ζρηζκήο)

Γηαρσξηζκόο πνιιαπιώλ ελζσκαηώζεσλ 

Γηαρσξηζκόο κσζατθώλ 

Ζ κεηαβίβαζε αθνινπζεί ηνπο βαζηθνύο θαλόλεο γελεηηθήο

3. Έιεγρνο αθεξαηόηεηαο δηαγνληδίνπ

Υαξηνγξάθεζε δηαγνληδηαθνύ ηόπνπ κεηά από πέςεηο γελσκηθνύ DNA

κε πεξηνξηζηηθέο ελδνλνπθιεάζεο, θαη πβξηδηζκό ζηππσκάησλ κε 

ζεκαζκέλνπο αληρλεπηέο (Southern Blot)

4. Δγθαηάζηαζε απνηθηώλ ησλ ζεηξώλ -Απιή γνλνηππηθή αλάιπζε κε PCR



Αλίρλεπζε 

Ηδξπηώλ
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Υαξηνγξάθεζε Γηαγνληδίνπ

(Southern blot)

I1 I2  I3 I4  Φη

Ηδξπηέο

Απόγνλνη

ηύπσκα

ρηζκήο

Παξαδείγκαηα Γνλνηππηθήο Αλάιπζεο

Αλάιπζε «ξνπηίλαο» κε PCR



1. Αλάιπζε Πξνηύπνπ Έθθξαζεο ζην επίπεδν ηνπ κεηάγξαθνπ (mRNA)

• Απνκόλσζε Οιηθνύ RNA από ηζηνύο θαη θύηηαξα-

Αλίρλεπζε Έθθξαζεο ηνπ δηαγνληδίνπ (RT-PCR, Northern Blots, S1 nuclease 

mapping, Ribonuclease Protection assays)

• Αλίρλεπζε κεηαγξάθνπ ζε ηνκέο ηζηώλ κε πβξηδηζκνύο in situ

2. Αλάιπζε Πξνηύπνπ έθθξαζεο ζην επίπεδν ηεο πξσηεΐλεο (εάλ ππάξρνπλ

αληηζώκαηα ή ην δηαγνλίδην θέξεη ελζσκαησκέλν δείθηε-tag)

• Απνκόλσζε πξσηετληθώλ εθρπιηζκάησλ από ηζηνύο ή θύηηαξα, δηαρσξηζκόο

κε ειεθηξνθόξεζε- αλνζναλίρλεπζε ζε ζηππώκαηα (Western blots)

• Αλνζντζηνρεκεία ζε ηνκέο ηζηώλ 

• Αλνζνθζνξηζκόο θαη θπηηαξνκεηξία ξνήο 

• Μειέηεο δξάζεο ή ελεξγόηεηαο

3. Φαηλνηππηθή αλάιπζε (ηζηνπαζνινγηθέο, θπηηαξνινγηθέο θιπ. Αλαιύζεηο)



Παξαδείγκαηα: 

•Αλάιπζε ππνθηλεηώλ κε ρξήζε δηαγνληδίσλ-καξηύξσλ (reporters)

Τπνθηλεηήο: Smooth muscle actin

Μάξηπξαο: β-galactosidase

Λείνο Μπτθόο Ηζηόο

Τπνθηλεηήο: Myelin Basic Protein

Μάξηπξαο: β-galactosidase

Οιηγνδελδξνγινία

Τπνθηλεηήο: Γεληθόο

Μάξηπξαο: EGFP

Γηάθνξα Όξγαλα

• Πεηξακαηηθά πξόηππα θαξθίλνπ-ππεξέθθξαζε Κ-ras, p53, θιπ.

• Πεηξακαηηθά πξόηππα θιεγκνλήο- ππεξέθθξαζε θπηνθηλώλ 



3ε ΔΝΟΣΖΣΑ: 

• Γηαγνληδηαθά ζπζηήκαηα γνληδηαθήο ζηόρεπζεο (gene targeting)

Βιαζηηθά & Δκβξπτθά Βιαζηηθά Κύηηαξα

Οκόινγνο Αλαζπλδπαζκόο- “knock-out” & “knock-in”

Μεζνδνινγίεο

Φάζε Η   Γνληδηαθέο θαηαζθεπέο ζηόρεπζεο

Γνληδηαθή ηόρεπζε ζε ΔΒ

Δπηινγή αλαζπλδπαζκέλσλ θιώλσλ

Φάζε ΗΗ   Δλζσκάησζε ΔΒ ζε έκβξπα

Φάζε ΗΗΗ  Υηκαηξηθά δώα

Φάζε ΗV Αλάιπζε πνληηθώλ  

Δθαξκνγέο & παξαδείγκαηα   



ΣΟΥΟΗ

ΑΝΗΥΝΔΤΖ, ΑΝΑΛΤΖ & ΠΗΣΟΠΟΗΖΖ ΓΟΝΗΓΑΚΖ ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΜΔΑ 

ΑΠΟ ΣΖ ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΖ ΑΝΣΗΚΑΣΑΣΑΖ ΚΑΗ ΑΠΟΗΧΠΗΖ ΣΟΤ 

ΔΝΓΟΓΔΝΟΤ ΓΟΝΗΓΗΑΚΟΤ ΣΟΠΟΤ

ΑΝΑΛΤΖ ΑΝΘΡΧΠΗΝΧΝ ΠΑΘΟΛΟΓΟ-ΥΔΣΗΕΟΜΔΝΧΝ ΜΔΣΑΛΛΑΓΏΝ 

ΜΔΑ ΑΠΟ ΣΖ ΠΔΗΡΑΜΑΣΗΚΖ ΔΝΧΜΑΣΧΖ ΣΟΤ ΣΟ ΟΜΟΛΟΓΟ

ΓΟΝΗΓΗΟ ΣΟΤ ΠΟΝΣΗΚΟΤ

-ΣΟ ΤΝΟΛΟ ΣΟΤ ΟΡΓΑΝΗΜΟΤ

-Δ ΔΠΗΛΔΓΜΔΝΟΤ ΗΣΟΤ 



Γμβρσϊκά Βλαζηικά Κύηηαρα (ΓΒ) 
(Embryonic stem cells-ES)

•Πλειοδσμαμικά κύηηαρα
•Γύκολη Καλλιέργεια ζε 
αδιαθοροποιήηη καηάζηαζη
•Γύκολη διαθοροποίηζη ζε 
οποιομδήποηε ιζηό
•Γύκολη γεμεηική ηροποποίηζη

http://www.cell.com/content/vol100/issue1/images/large/CELL.100_1_143.1004.f1.jpeg


Δζσηεξηθή Κπηηαξηθή Μάδα

(Inner cell mass-ICM)

Απνηειείηαη από EB

Τξνθνβιάζηεο

Γηαπγήο Εώλε

(Zona Pellucida)

Κνηιόηεηα

Βιαζηνθύζηε Απνκόλσζε EB



Καιιηέξγεηα Δκβξπτθώλ Βιαζηνθπηηάξσλ

Τπόζηξσκα Δκβξπτθώλ 

Ηλνβιαζηώλ +

Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

Αδηαθνξνπνίεηεο απνηθίεο Γηαθνξνπνηεκέλεο απνηθίεο



Oκόινγνο αλαζπλδπαζκόο κεηαμύ γνληδηαθώλ

θαηαζθεπώλ αληηθαηάζηαζεο θαη ελδνγελώλ 

γνληδηαθώλ ηόπσλ θαηά ηε γνληδηαθή ζηόρεπζε 

“Knock-out” : αληηθαηάζηαζε κε κεηαιιαγή απνζηώπεζεο

“Knock-in”  : αληηθαηάζηαζε κε κεηαιιαγή αιινίσζεο ιεηηνπξγίαο ή ξύζκηζεο



Ζ θαηαζθεπή γνληδηαθήο ζηόρεπζεο πξέπεη λα θέξεη: 

• κεγάια ηκήκαηα DNA (>2Κb) πςειήο νκνινγίαο θαη ζπγγέλεηαο πξνο ην  

θπζηθό γελεηηθό ηόπν θαη εθαηέξσζελ ηεο πεξηνρήο πξνο κεηαιιαγή-άθξα

(ηο ποζοζηό ηος ομόλογος αναζςνδςαζμού είναι ανάλογο ηος  

μεγέθοςρ ηος ομόλογος DNA)

• ηε κεηαιιαγή ε νπνία ζα πξέπεη λα έρεη ειεγρζεί ζε επίπεδν πξσηνηαγνύο 

αιιεινπρίαο, θαζώο θαη ιεηηνπξγηθά εθόζνλ απηό είλαη δπλαηό

•Δηεξόινγα γνλίδηα γηα ηε ζεηηθή επηινγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ   

βιαζηηθώλ θπηηάξσλ – ο ομόλογορ αναζςνδςαζμόρ είναι ένα ζπάνιο   

θαινόμενο (ζςσνόηηηα 1:106) και ζςνεπώρ είναι απαπαίηηηη η

ζηπαηηγική για ηον εμπλοςηιζμό ηων καλλιεπγειών ΔΒ ζε  

αναζςνδςαζμένα κύηηαπα 



«Κιαζζηθή» ζηξαηεγηθή εκπινπηηζκνύ: 

1. Θεηική επιλογή θπηηάξσλ πνπ πεξηέρνπλ ηελ γνληδηαθή θαηαζθεπή ιόγσ ηεο 

δξάζεο ελόο εηεξόινγνπ γνληδίνπ πνπ πξνζδίδεη αλζεθηηθόηεηα ζε κία 

αληηβηνηηθή νπζία

2. Απνηηική επιλογή ησλ θπηηάξσλ όπνπ ε γνληδηαθή θαηαζθεπή έρεη εηζαρζεί 

ζε ηπραίεο ρξσκνζσκηθέο ζέζεηο ιόγσ ηεο δξάζεο ελόο εηεξόινγνπ 

γνληδίνπ πνπ πξνζδίδεη ηνμηθόηεηα ζε κία αληηβηνηηθή νπζία



Χ Χ

5’ 3’ 5’ 3’Μ (+) (-) Μ (+) (-)

5’ Μ (+) 3’ 5’ 3’Μ (+) (-)

1ν Αληηβηνηηθό

επηιέγεη ηα θύηηαξα

πνπ έρνπλ ηελ θαηαζθεπή

Οκόινγνο

Αλαζπλδπαζκόο Σπραία Δλζσκάησζε

Καηαζθεπή ζηόρεπζεο

Υξσκνζσκηθό DNA   

Αλαζπλδπαζκέλνο Σόπνο Σόπνο Δλζσκάησζεο

2ν Αληηβηνηηθό

θνηώλεη ηα θύηηαξα

Με ηπραίεο ελζσκαηώζεηο 



Δηζαγσγή Καηαζθεπώλ ζηόρεπζεο ζε EB

• Μεηαζρεκαηηζκόο θαιιηεξγεηώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ κε ειεθηξνπαικό

(electroporation)

• Αλαθαιιηέξγεηα ζε ζηξώκα ηλνβιαζηώλ θαη LIF παξνπζία αληηβηνηηθώλ επηινγήο

• Απνκόλσζε αλζεθηηθώλ θιώλσλ (200-1000)

• Αλαθαιιηέξγεηα θιώλσλ ζε πνιιαπιέο πιάθεο (96 well replica plates)

• Γνλνηππηθόο έιεγρνο-επηινγή θιώλσλ πνπ θέξνπλ ηνλ νκόινγν αλαζπλδπαζκό

• Έιεγρνο Καξπώηππνπ

• Γεκηνπξγία απνζεκάησλ επηιεγκέλσλ θιώλσλ

• Δπαλαθνξά ΔΒ ζε βιαζηνθύζηεηο



M   A2   B1  C2  C3  E2   F2   C   
M   A2   B1  C2  C3  E2   F2   C   

Φυσικός 

Τόπος
Μεταλλαγμένος

Τόπος

Φυσ. Τοπος

Φυσ. Τόπος

Μετ. Τόπος

Μετ. Τόπος



Τερληθέο Μεηαθνξάο

• Με κηθξνέλεζε

• Με ζύληεμε εκβξύσλ (aggregation chimeras)



Γομιδιακή Σηότεσζη Γμδογεμούς  Γεμεηικού ηόποσ (Gene Targeting)



Μεθοδολογίες Διαγομιδιακώμ II: Γομιδιακή Σηότεσζη Γμδογεμούς
Γεμεηικού ηόποσ (Gene Targeting)



Φπζηθνύ 

Τύπνπ

«Μαύξν»

Χίκαηξα

ΔΒ από agouti

Βιαζηνθύζηε από καύξν



Πανάδεηγμα Εθανμμγήξ 
Knock-out

ζηεκ Ακμζμιμγία (1)

Knock-out πμο επενεάδμοκ
ηεκ επηιμγή ηωκ 
Σ-ιεμθμθοηηάνωκ

ημ ζύμμ



TACE

p75TNF-Rp55TNF-R

sΤΝF - 17kD

tmΤΝF - 26kD

Stress Response
Apoptosis

Activation
Proliferation

Φοζημιμγία

Άμοκα έκακηη βαθηενίωκ
Ακμζμιμγηθή Ρύζμηζε

Ακάπηολε & Ονγάκωζε 
Δεοηενμγεκώκ Λεμθηθώκ Ονγάκωκ

Παζμιμγία

επηηθή Καηαπιελία
Ρεομαημεηδείξ Ανζνίηηδα
Φιεγμμκώδεξ Εκηενίηηδα
θιήνοκζε Καηά Πιάθαξ
αθπανώδεξ Δηαβήηεξ
Ενοζομαηώδεξ Λύθμξ

Knock-out ζηεκ Ακμζμιμγία (2):
H πιεημηνμπηθή δνάζε ημο TNF θαη ηωκ οπμδμπέωκ ημο



Human CD

x150

TNF+/+ 8wks TNFΔARE/ΔΑRΕ 7wks

TNFΔARE/ΔΑRΕ granuloma 

x150 x300 x30

0

Human CD granuloma

Ileal inflammation resembling Crohn’s disease
in TNFΔARE mice

Kontoyiannis et al., Immunity, 1999



Παράδειγμα “Παγίδας Γονιδίων” (Gene Trap)

Όχημα Παγίδας

Γονιδίων

Ενδογενής

Γονιδιωματικός

Τόπος

«Παγιδευμένο»

Γονίδιο

Μετάγραφο



Παγίδα «Εκηζποηή»

Παγίδα «Γμκηδίμο»

Παγίδα «Τπμθηκεηή»





4ε ΔΝΟΣΖΣΑ: Ζ λέα γεληά

• Γηαγνληδηαθά ζπζηήκαηα Δπηιεθηηθήο Γνληδαθήο Σξνπνίεζεο (Conditionals)

πζηήκαηα Σνπνεηδηθνύ αλαζπλδπαζκνύ (Cre/loxP, Flp/Frt)

πζηήκαηα Σξνπνπνίεζεο κε αληηκηθξνβηαθέο νπζίεο 



Επηιεθηηθή Γμκηδηαθή μεηαηνμπή- Ανπέξ

Δοϊθά ύζηεμαηα

Αιιειεπίδναζεξ

ηόρνο:

Αλάιπζε γνληδηαθήο ιεηηνπξγίαο 

ε Ηζηνεηδηθό ή 

Υξνληθά πεξηνξηζκέλν πιαίζην



Σσζηήμαηα Τοποειδικού 

αναζσνδσαζμού 

Εθανμμγή ημπμ-εηδηθώκ 
Ακαζοκδοαζηηθώκ εκδύμωκ:

1. Cre/loxP

2. FLP/FRT



+/- -/- -/- +/-

Πξόβιεκα

Ζ θαζνιηθή απελεξγνπνίεζε 

ηνπ γνληδίνπ πξνθαιεί

ζάλαηό ηνπ εκβξύνπ…

… ππάξρνπλ ζηνηρεία πνπ 

δειώλνπλ όηη ην γνλίδην απηό 

παίδεη ξόιν ζην ΚΝΣ ηνπ 

ελήιηθνπ

21 3

21 3 Cre

1 3

Cre21 3

Αλλήλιο με loxP
Γιαγονιδιακό 

Cre ζηοσς 

νεσρώνες

Νεσροειδική

απενεργοποιήζη

Λύζε

Σν έκβξπν αλαπηύζζεηαη θαλνληθά θαη ην

ελήιηθν δών εθθξάδεη ην γνλίδην ζε όινπο 

ηνπο ηζηνύο πιελ ησλ λεπξώλσλ 

Lox/Lox Cre Lox/Lox

Katsanou V., Papadaki O. and D. Kontoyiannis. 2004 



οζηήμαηα Σνμπμπμίεζεξ με ακηημηθνμβηαθέξ μοζίεξ
(Σetracycline, Doxycycline)

Εκενγμπμίεζε

Απεκενγμπμίεζε

Δηπιή Ρύζμηζε



Mehrad et al. Am. J. Resp. Crit. Car. Med. 2002 



Binary Tetracycline Responsive System

Transactivator Transgene

Responder Transgene

Tg -Dox Tg +Dox

Attenuation of Con A hepatitis

Reduction of  cytokines in LPS challenged mice 

Inducible Systems for the overexpression of the RNA-binding protein HuR

Katsanou et al., Mol Cell, 2005



Myeloid

Lymphoid

Endothelial

Epithelial

Neuronal

Glial

Embryonic

Tissue 

Specificity

Inflammation

Autoimmunity

Growth

Transformation

Degeneration

Pathophysiological

Specificity

& Importance

Analysis of

Variations in

RNA:RBP

Interactions

Identification

of clusters

Splicing

Localization

Stability

Translation

Interactions with

Deterministic

effectors

Identification of

Regulatory process

Identification

of Tissue & 

Disease Specific

Post-transcriptional

Regulons

Research Plan

Methodologies

Conditional

Mouse

Mutants

Ex vivo

Cultures

Analysis of 

Physiological

Processes & animal 

models of human 

disease

Genomics &

Ribonomics

In Derived

Tissues & 

Cultures

Gene Expression Assays

Biochemical/Genetic 

interaction assays

Transgenic permutation 

of RBPs with defined

properties

RBP 

permutation

Combination of filters



Cre driver Specificity Deletion Survival Imm.Disease

Tie1
(Fassler, SE)

Endothelia Ed 8.0 Viable/

Fertile

Arthritis, IBD,

Septic Shock

LysM
(Forster, GER)

Myeloid Ed 8.0 

(HSCs)

Viable/

Fertile

Myelopoiesis,

Inflammatory,

Infectious

Lck
(Marth, USA)

T-lymphoid >Ed 12.0

(DN Thym)

Viable/

Fertile

Autoimmune

Infectious

CD19Cre/

cGC1Cre
(Rajewsky)

B-lymphoid
M.Turner,

Barbraham Inst.

? ? Organ Specific

Systemic

Autoimmune

CamKII
(Shutz, GER)

Neurons Perinatal Viable/

Fertile

Multiple 

Sclerosis

MOG
(Kollias, GR)

Glia PnD 14.0 Viable/

Fertile

Multiple 

Sclerosis

Fabpl
(Gordon, USA)

Int. Epithelia Ed 13.5 Viable/

Fertile

IBD

Villin
(Gumucio, USA)

Int. Epithelia Ed 12.5 Viable/

Fertile

IBD

SPC-rtTA-Cre
(Whitsett, USA)

Pul. Epithelia Ed. 6-10

(Dox)

Viable/

Fertile

Pulmonary

inflammation

Im
m

u
n

it
y

C
N

S
G

I
L

u
n

g

Identifying tissue specific HuR regulons relating to immune disorders 



5ε ΔΝΟΣΖΣΑ

Δθαξκνγή ηεο δηαγέλεζεο ζηε ιεηηνπξγηθή γνληδσκαηηθή θαη ζηε βηνταηξηθε



Πρωηέωμα

Γομιδίωμα

Αμάγμωζη
Αλληλοστίας

Γμκίδηα
60-70x103



Λειηοσργική 
Γομιδιωμαηική

Γπιλογή; Μοριακές 
Αλληλεπιδράζεις
Σσζτεηιζμοί
Παθολογία !



Νόζορ

Φαινοηςπικόρ

Καθοπιζμόρ

Πειπαμαηικό

Ππόηςπο

Δπιλογή

Σηόσος

Σςζσεηιζμόρ

Γονιδίος-

Σηόσος και

Νοζήμαηορ

Δπαλήθεςζη

Σηόσος

Πειπαμαηική

Δπιβεβαίωζη

Σςζσεηιζμού
Ανάπηςξη

Θεπαπεςηικού

Ππωηοκόλλος 

Σσεδιαζμόρ,

Γοκιμαζίερ

Σκεςαζμάηων

Γοκιμαζία

Θεπαπεςηικού

Ππωηοκόλλος

Δθαπμογή

πειπαμαηικά

Ππόηςπα,

Γοκιμαζίερ

Αζθαλείαρ

Νόζορ

Ππώηερ

Κλινικέρ

Γοκιμέρ
Νόζορ

Μέθοδοι

Γενωμικήρ/

Ππωηεομικήρ

Δπιλογή

Σηόσος

Βιο-

Πληποθοπική

Σςζσεηιζμοί

Δπαλήθεςζη

Σηόσος

Λειηοςπγικέρ 

δοκιμαζίερ

επιλεγμένων

Γονιδιών 

Πειπαμαηικά 

Ππόηςπα

Φαινόηςπορ             Γονίδιο

Γονίδιο                  Φαινόηςπορ



Μεταλλαξογένεση & 

Διαγένεση 

Ευρείας 

Κλίμακας

Πειραματικό

Πρότυπο Ασθένειας

Πολυπαραγοντικός

Φαινότυπος)

Φαινοτυπική 

Αλλαγή

Γον. 1

Γον. 2

Γον. 3

Γον. 4

Γον. χ

Βελτίωση

Επιδείνωση



Επίδραση στο 
Φαινότυπο ΙΦΕΝ

Ποντικός
Με ΙΦΕΝ X knock-out

Γονιδίου 

TNFRI
TNFRII
RAG-1
CD4
β2M
TcRδ
μMT
IL-12
IFNγ
IL-4

Εξοςδεηέπωζη
Βεληίωζη
Εξοςδεηέπωζη
Επιδείνωζη
Βεληίωζη
Οςδέηεπη
Οςδέηεπη
Βεληίωζη
Βεληίωζη
Οςδέηεπη

Aνίσνεςζη Θεπαπεςηικών Γονιδιακών Σηόσων ζηιρ ΙΦΕΝ*

Kontoyiannis et al., J. Exp. Med., 2002

* ΗΦΔΝ= Ηδηνπαζείο Φιεγκνλώδεο Δληεξίηηδεο 



ES to Dopamine neurons rescue an animal model of Parkinson’s Disease

•Nurr-1 transfected ES cells generated 
midbrain CNS precursons
•Engraftment into 6-OH-DA 
treated hosts
•Replacement of damaged neurons in
striatum

Kim JH et al. 2002. Nature



Transplanted embryonic stem cells survive, differentiate and promote recovery in injured rat 
spinal cord
John W. McDonald et al. Νature Medicine 5, 1410 - 1412 (1999)

Figure 1: BrdU labeled ES cell-derived cells 2 weeks after transplantation.

a, BrdU-labeled nuclei per 1-mm segment in longitudinal sections (n = 11 rats; three sections per rat). Data represent mean   s.e.m. 

b and c, Hoechst 33342-labeled sections 42 d after injury, transplanted with vehicle (b) or ES cells (c) 9 d after injury. d, BrdU-positive 

cell (purple; long arrow) co-labeled with GFAP (brown; short arrows). e, BrdU-labeled cell (purple; long arrow) co-labeled with APC CC-

1 (brown; short arrow). f and g, The mouse-specific marker EMA shows processes (arrows) emanating from ES cells (f). *, Nuclei in f

are stained by Hoechst 33342 in g.



ES cell-derived oligodendrocytes are capable of myelinating multiple axons in culture. 

O1 immunoreactivity (green) is superimposed on a phase-contrast image in a mixed ES cell-derived neuronal/glial 

culture (9 DIV).

White arrows indicate axons and red arrows indicate O1 immunoreactive wrapped axon segments.

(B) Scanning EM shows oligodendrocyte (O) and passing axons (black arrows). 

Higher magnification (box from B) demonstrates early axon wrapping (red arrows) by an 

oligodendrocyte process (C), which is similar to early phases of myelination described in

studies using video microscopy (49). Transmission EM shows myelin profiles typical of early myelination 

in 9 DIV culture (D and E). 

Liu, S et al. 2000. PNAS

ES to Oligodendorcytes remyelinate damaged spinal cord axons in rats

http://www.pnas.org/content/vol97/issue11/images/large/pq1004079003.jpeg


Rideout W, et al., 2002. Cell

Rescuing from RAG2 absence and immune deficiency via stem cell, gene targeting  and 
somatic nuclear transfer technologies 



http://www.cell.com/content/vol100/issue1/images/large/CELL.100_1_143.1004.f9.jpeg
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