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RNA-seq



Το βασικό δόγμα της βιολογίας

DNA

RNA

Αντιγραφή
DNA → DNA

Μεταγραφή
DNA → RNA

Μετάφραση
RNA → πρωτεΐνες

http://sciencewithmsjones.weebly.com/living-environment/central-dogma-of-genetics
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Γονιδίωμα
• Ίδιο σε όλα τα κύτταρα του οργανισμού
• Περιέχει την πληροφορία για τη σύνθεση όλων των 

πρωτεϊνών όλων των κυττάρων 

Μεταγράφωμα
• Μεταβάλλεται διαρκώς σε απόκριση διαφορετικών 

ερεθισμάτων/καταστάσεων
• Περιέχει τη λειτουργική πληροφορία για τη 

σύνθεση των πρωτεϊνών, που το κύτταρο 
χρειάζεται την εκάστοτε στιγμή

Πρωτέωμα
• Τροποποιείται σε απόκριση του μεταγραφώματος
• Καθορίζει χαρακτηριστικά και λειτουργίες του 

κυττάρου (φαινότυπος)
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Αλληλούχιση γονιδιώματος

Αλληλούχιση μεταγραφώματος
(RNA-seq)

Πρωτεομικές αναλύσειςΠρωτεΐνες



Πώς μεταβάλλεται το μεταγράφωμα;

• Η ανάγκη για διαρκή προσαρμογή του κυττάρου στις υφιστάμενες 
συνθήκες προϋποθέτει τη σύνθεση νέων πρωτεϊνών

• Επαγωγή της σύνθεσης νέων πρωτεϊνών επιτυγχάνεται μέσω 
αύξησης της μεταγραφής του αντίστοιχου RNA, που κατευθύνει τη 
σύνθεση της πρωτεΐνης

• Για τη μελέτη μεταβολών του μεταγραφώματος είναι αναγκαίο να 
ξέρουμε ποιο τμήμα του μεταγραφώματος μεταβάλλεται και προς 
ποια κατεύθυνση



Πώς μελετάμε τις μεταβολές στο 
μεταγράφωμα;
Οι αρχικές προσπάθειες επιτρέπουν την ανάλυση μεταβολών της 
έκφρασης ενός περιορισμένου αριθμού γνωστών γονιδίων:

• 1977, στύπωμα northern (Northern blot, ημιποσοτική μέθοδος, 1 
γονίδιο)

• 1992-1993, ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (qPCR, 
ποσοτική μέθοδος, 1-5 γονίδια)

• 1995, μικροσυστοιχίες (array, ημιποσοτική μέθοδος, εκατοντάδες 
γονίδια) 



Τι είναι το RNA-seq;

• To RNA-seq είναι μία ανάλυση υψηλής απόδοσης, που επιτρέπει την 
πλήρη αποτύπωση του συνόλου του μεταγραφώματος σε μία 
δεδομένη στιγμή

• Μέσω του RNA-seq είναι εφικτός ο ποιοτικός και ποσοτικός 
προσδιορισμός του μεταγραφώματος

• Δεν είναι απαραίτητη η προηγούμενη γνώση των εξεταζόμενων 
γονιδίων



Πώς πραγματοποιείται το RNA-seq;

http://bio.lundberg.gu.se/courses/vt13/rnaseq.html

Ολικό RNA

Ανάλυση έκφρασης γονιδίων

Απομόνωση mRNA

Κατακερματισμός

Σύνθεση και αλληλούχιση
συμπληρωματικού cDNA

Αντιστοίχιση σε γονιδίωμα αναφοράς

mRNA

Γονιδίωμα αναφοράς

Wet lab

Dry lab



Πώς μπορούν να αξιοποιηθούν τα 
αποτελέσματα;

Cell Host Microbe. 2014 Oct 8; 16(4): 504–516. 



Πώς μπορούν να αξιοποιηθούν τα 
αποτελέσματα;
• Το RNA-seq είναι εξαιρετικά αποτελεσματική τεχνική για την: 

• Κατανόηση των παθογενετικών μηχανισμών

• Ταυτοποίηση στόχων φαρμακολογικού ενδιαφέροντος

• Εύρεση νέων βιοδεικτών διαγνωστικής ή προγνωστικής σημασίας



CRISPR/Cas9



Γονιδιωματική τροποποίηση

• Η επέμβαση επί συγκεκριμένων γενομικών αλληλουχιών σε ζώντα 
κύτταρα με στόχο την αναγνώριση, τροποποίηση ή επέκταση των 
λειτουργιών τους



Τι χρειαζόμαστε για τη γονιδιωματική
τροποποίηση;
• Για τη γονιδιωματική τροποποίηση αξιοποιούμε τους φυσιολογικούς 

μηχανισμούς επιδιόρθωσης DNA του κυττάρου
• Μη ομόλογη σύνδεση των άκρων (Non homologous end joining, NHEJ)

• Ομόλογος ανασυνδυασμός (Homology driven recombination, HDR)

• Απαραίτητη η δημιουργία μίας διπλής θραύσης (double-stranded 
break, DSB) στην επιθυμητή γενετική θέση



Πώς αξιοποιείται η διπλή θραύση για γονιδιακή 
τροποποίηση; 

Nat Biotechnol. 2014 Apr;32(4):347-55.



Πώς δημιουργείται η διπλή θραύση;

• Για τη δημιουργία της διπλής θραύσης είναι αναγκαία η χρήση μίας 
μοριακής μηχανής με διπλή δράση:
• Δράση σύνδεσης με το DNA, μέσω της οποίας αναγνωρίζονται συγκεκριμένες 

αλληλουχίες στο DNA

• Δράση ενδονουκλεάσης, μέσω της οποίας πέπτεται το DNA στην περιοχή 
αναγνώρισης

• Παλαιότερες προσεγγίσεις στηρίχθηκαν στην χρήση πρωτεϊνών Zinc-
Finger και TALEN
• Ακριβές και χρονοβόρες μέθοδοι



Η τελευταία λέξη της μόδας: CRISPR/Cas9

Nature. 2015 Jun 4;522(7554):20-4.



Το σύστημα CRISPR-Cas

• Πρόκειται για ένα σύστημα επίκτητης 
ανοσίας που εμφανίζουν τα αρχαία 
και τα βακτήρια

• Αποτελείται από:
• Τις αλληλουχίες CRISPR (clustered 

regularly interspersed short palindromic 
repeats)
• Οι αλληλουχίες CRISPR περιλαμβάνουν 

τμήματα ξένου DNA, μεταξύ των οποίων 
παρεμβάλλονται επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες 

• Τις νουκλεάσες Cas
• Τις αλληλουχίες tracrRNA

• Για την αναγνώριση των αλληλουχιών 
και την πέψη του DNA είναι 
απαραίτητες οι αλληλουχίες PAM 
(protospacer adjacent motif)

FEBS J. 2016 Apr;283(7):1218-31.



Το σύστημα CRISPR/Cas9 μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί στην γονιδιωματική τροποποίηση



Σύστημα CRISPR/Cas 
τύπου ΙΙ

CRISPR/Cas9 στη γονιδιωματική τροποποίηση

Nat Biotechnol. 2014 Apr;32(4):347-55.

CRISPR/Cas9 σύστημα  
για γονιδιωματική

τροποποίηση



Τι συμβαίνει μετά την εισαγωγή DSB;

Nat Biotechnol. 2014 Apr;32(4):347-55.

Μικρο-εισδοχές ή μικρο-ελλείψεις

Ένθεση ή αντικατάσταση

Εκτομή μεγάλης έκτασης ή ανακατάταξη



Προκλήσεις στη γονιδιωματική τροποποίηση 
με CRISPR-Cas9
• Στόχοι είναι:

• Βελτίωση εκλεκτικότητας

• Βελτίωση αποτελεσματικότητας

• Έλεγχος του χρονικού σημείου και του ιστού όπου λαμβάνει χώρα η 
τροποποίηση



Άλλες εφαρμογές: Έλεγχος λειτουργιών 
γονιδιώματος

Nat Rev Cancer. 2015 Jul;15(7):387-95.



Άλλες εφαρμογές: Δημιουργία διαγονιδιακών
οργανισμών

https://www.jax.org/news-and-insights/jax-blog/2016/february/three-crispr-approaches-for-mouse-genome-editing

Μεγάλο πλεονέκτημα συγκριτικά με τις κλασικές τεχνικές η εξοικονόμηση χρόνου: απαιτούνται περίπου 
3 μήνες έναντι > 12



Άλλες εφαρμογές: Γονιδιακή θεραπεία

Mol Ther. 2016 Mar;24(3):430-46.



CAR-T cells



Φυσική και επίκτητη ανοσία

Επίκτητη ανοσία Φυσική ανοσία

Χυμική ανοσία Κυτταρική ανοσία

http://www.oxfordimmunotec.com/north-america/science/technology/



Τα CD8+ Τ λεμφοκύτταρα είναι κυτταροτοξικά

Jeffrey K. Actor, Introductory Immunology: Basic Concepts for Interdisciplinary Applications, 2014



Η ενεργοποίηση των CD8+ είναι πολύπλοκη

Nat Rev Cancer. 2016 Aug 23;16(9):566-81.



CAR-Τ κύτταρα

• Στα Τ λεμφοκύτταρα με χιμαιρικό υποδοχέα αντιγόνου (CAR) ο 
υποδοχέας των Τ λεμφοκυττάρων έχει αντικατασταθεί από έναν 
χιμαιρικό υποδοχέα

Nat Rev Cancer. 2016 Aug 23;16(9):566-81.



CAR-Τ κύτταρα

• Στα Τ λεμφοκύτταρα με χιμαιρικό υποδοχέα αντιγόνου (CAR) ο 
υποδοχέας των Τ λεμφοκυττάρων έχει αντικατασταθεί από έναν 
χιμαιρικό υποδοχέα

• O χιμαιρικός υποδοχέας αντιγόνου επιτρέπει την αναγνώριση 
οποιουδήποτε αντιγόνου επιλέξουμε και την καταστροφή του 
κυττάρου που το φέρει



Πώς εξελίσσεται ο χιμαιρικός υποδοχέας;

EMBO Mol Med. 2017 Sep;9(9):1183-1197.



Αγωγή με CAR-T κύτταρα

Nat Rev Cancer. 2016 Aug 23;16(9):566-81.



CAR-T κύτταρα στην κλινική πράξη

• Έως σήμερα έχουν λάβει άδεια κυκλοφορίας από τον FDA και τον 
EMA δύο σκευάσματα που στηρίζονται στα CAR-T κύτταρα:
• Kymriah

• Yescarta

• Πρόκειται για CAR-T κύτταρα που στοχεύουν έναντι του CD19

• Πλήρης ίαση ~50% των περιπτώσεων

• Υψηλό  κόστος αγωγής ($370000-475000)



Ευχαριστώ για την προσοχή σας


