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ΖΩΙΚΑ ΠΡΟΤΥΠΑ ΝΟΣΩΝ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ ΣΤΗ 
ΒΙΟΙΑΤΡΙΚΗ ΕΡΕΥΝΑ 

Τα ζωϊκά πρότυπα βοηθούν σηµαντικά στην κατανόηση της φυσιολογικής λειτουργίας του 
οργανισµού καθώς και του βιολογικού υποστρώµατος των νόσων του ανθρώπου. Ο τρόπος 
µε τον οποίο οι νόσοι επηρεάζουν τον οργανισµό καθώς και η αντίστοιχη θεραπευτική τους 
προσέγγιση µπορούν να µελετηθούν ολοκληρωτικά µόνο σε ζωϊκά πρότυπα. Παρότι 
υπάρχουν πιθανές φαινοτυπικές διαφορές µεταξύ των ασθενών και των ζωϊκών προτύπων 
νόσων του ανθρώπου η µελέτη τους έχει συντελέσει στην εξάλειψη πολλών θανατηφόρων 
νόσων τις τελευταίες δεκαετίες. Επίσης, η χρήση των ζωϊκών προτύπων έχει συνεισφέρει 
στην αποµόνωση γονιδίων που εµπλέκονται σε νόσους του ανθρώπου. Η γονιδιακή 
στόχευση σε συνδυασµό µε την διαγονιδιακή τεχνολογία έχουν οδηγήσει στην ανάπτυξη 
πολλών διαγονιδιακών ζωϊκών προτύπων νόσων του ανθρώπου διευκολύνοντας την 
βιοιατρική έρευνα πάνω στην παθοφυσιολογία  διαφόρων νόσων. 

 

∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ∆ΙΑΓΟΝΙ∆ΙΑΚΩΝ ΖΩΩΝ 
 

∆ιαγονιδιακοί, ονοµάζονται οι οργανισµοί στους οποίους έχει τροποποιηθεί το γενετικό τους 
υλικό µε την εισαγωγή «ξένου» DNA. Το ξένο γενετικό υλικό µεταβιβάζεται στη συνέχεια µέσω 
των κυττάρων της γαµετικής σειράς στους απογόνους. Σε γενικές γραµµές οι µέθοδοι 
δηµιουργίας διαγονιδιακών ζώων είναι δύο: 
• Μικροένεση γενετικού υλικού σε προπυρήνα γονιµοποιηµένου ωαρίου 
• Ιικοί φορείς για την µεταφορά των επιθυµητών γονιδίων 
 
Μικροένεση γενετικού υλικού σε προπυρήνα γονιµοποιηµένου ωαρίου 
 
Τα πρώτα διαγονιδιακά ποντίκια µε την µέθοδο της µικροένεσης δηµοσιεύθηκαν το 1982, στα 
οποία είχε γίνει παρέµβαση στα γονίδια που καθορίζουν την ανάπτυξη. Σήµερα, σχεδόν όλα 
τα διαγονιδιακά ποντίκια παράγονται µε µικροένεση του ‘ξένου’ DNA σ’ έναν από τους δύο 
προπυρήνες του γονιµοποιηµένου ωαρίου, έναν προερχόµενο από το σπερµατοζωάριο και 
έναν από το ωάριο, που µε τη σύντηξή τους θα προκύψει ο πυρήνας του εµβρύου στο στάδιο 
του ενός κυττάρου. Στην συνέχεια τα ζυγωτά µεταφέρονται στον ωαγωγό µιας θετής µητέρας 
όπου και αναπτύσσονται φυσιολογικά και οι απόγονοι που θα γεννηθούν ελέγχονται για την 
παρουσία του διαγονιδίου. Ένα οποιοδήποτε κλωνοποιηµένο τµήµα DNA, είτε cDNA είτε 
γονιδιωµατικό, µπορεί να εισαχθεί µε µικροένεση στον προπυρήνα αφού αποµακρυνθεί 
πρώτα απ’ αυτό η περιοχή του φορέα κλωνοποίησης. Η ενσωµάτωση γίνεται τυχαία σε µία ή 
περισσότερες θέσεις του γονιδιώµατος του ζυγωτού. 
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Εικόνα 1. Τα στάδια της διαγένεσης µε την µέθοδο της µικροένεσης DNA σε προπυρήνες 
γονιµοποιηµένων ωαρίων. 
 
Ιικοί φορείς για την µεταφορά των επιθυµητών γονιδίων 
 
Η πιο καλά περιγραφείσα οικογένεια ιών που έχουν την εγγενή ιδιότητα να ενσωµατώνονται 
στο γενετικό υλικό των κυττάρων των θηλαστικών είναι οι ρετροϊοί (retroviridae). Οι ρετροϊικοί 
φορείς που κυρίως χρησιµοποιούνται για τη δηµιουργία διαγονιδιακών ζώων είναι οι λεντιιοί. 
Κατά τη δηµιουργία διαγονιδιακών ζώων αποµονώνονται γονιµοποιηµένα ωάρια. Επειδή η 
διαφανής ζώνη αποτελεί ένα φυσικό εµπόδιο για την λεντιική µόλυνση, η επώαση των 
γονιµοποιηµένων ωαρίων µε τους ιούς δεν αρκεί για την είσοδο του ιού στα κύτταρα. Για να 
ξεπεραστεί το πρόβληµα αυτό τα ιικά σωµατίδια ενίονται στο διάστηµα µεταξύ της 
κυτταροπλασµατικής µεµβράνης και της διαφανούς ζώνης (εικόνα 2). Η ένεση των ιών στην 
περιοχή αυτή όπως έχει αποδειχθεί δεν έχει σηµαντική επίδραση στην εµβρυϊκή ανάπτυξη.   
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Εικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση των τεχνικών µικροένεσης DNA σε προπυρήνα γονιµοποιηµένου 
ωαρίου και εισαγωγή DNA στην περιοχή µεταξύ της διαφανούς ζώνης και της πλασµατικής µεµβράνης 
του γονιµοποιηµένου ωαρίου 

 
Εφαρµογές τεχνολογίας διαγονιδιακών συστηµάτων 
 
• Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης in vivo 
• ∆ηµιουργία πειραµατικών µοντέλων ασθενειών του ανθρώπου 
• Ανάλυση των µοριακών, κυτταρικών µηχανισµών που εµπλέκονται στην επαγωγή 
του φαινοτύπου 
• ∆οκιµές νέων φαρµακευτικών ουσιών στα µοντέλα ασθενειών 
• ∆ηµιουργία οργανισµών µε νέα βελτιωµένα χαρακτηριστικά χρήσιµα στην ιατρική 
(π.χ. παραγωγή ινσουλίνης), στην κτηνοτροφία και στην γεωργία 
• Γονιδιακή θεραπεία 
 
 

∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ KNOCKOUT ΠΟΝΤΙΚΩΝ 
 

Η τεχνολογία της κατευθυνόµενης γονιδιακής στόχευσης (gene targeting) έχει εφαρµοστεί µε 
µεγάλη επιτυχία τις τελευταίες δύο δεκαετίες στο ποντίκι και επιτρέπει την αντικατάσταση ενός 
ενδογενούς γονιδίου από ένα εξωγενές που φέρει την επιθυµητή µετάλλαξη και επιτυγχάνεται 
µε οµόλογο ανασυνδυασµό σε εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα (Embryonic stem cells, ES). Τα 
εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα αποµονώνονται από την εσωτερική κυτταρική µάζα (inner cell 
mass) της βλαστοκύστης, δηλαδή του εµβρύου 3.5 ηµερών που δεν έχει ακόµα εµφυτευθεί 
(εικόνα 3). Η βλαστοκύστη αποτελείται από δύο διακριτά µέρη: την εξωτερική επιφάνεια 
(τροφοεξώδερµα) απ’ όπου προέρχονται µεµβράνες που περιβάλουν το έµβρυο και την 
εσωτερική κυτταρική µάζα από την οποία προέρχονται τα κύτταρα που συνιστούν το έµβρυο. 
Τα εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα µπορούν να καλλιεργηθούν και υπό ειδικές συνθήκες 
παραµένουν αδιαφοροποίητα, και διπλοειδικά, έχοντας τη δυνατότητα όταν εισάγονται σε 
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άλλες βλαστοκύστεις να συµβάλουν στη παραγωγή διαφοροποιηµένων κυττάρων ακόµα και 
κυττάρων της γαµετικής σειράς. 
 

Εικόνα 3. Βλαστοκύστη ποντικού.  
 
Για να επιτευχθεί η στόχευση ενός γονιδίου σε όλα τα κύτταρα του ποντικού, η γονιδιακή 
κατασκευή εισάγεται µε ηλεκτροπαλµό σε εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα µε σκοπό να 
αντικαταστήσει το ενδογενές γονίδιο µέσω του φαινόµενου του οµόλογου ανασυνδυασµού. 
Τα ανασυνδυασµένα ES κύτταρα, δηλαδή τα κύτταρα όπου το ξένο DNA έχει αντικαταστήσει 
το ενδογενές γονίδιο-στόχο εισάγονται στο βλαστόκοιλο της βλαστοκύστης συµβάλλοντας 
στον σχηµατισµό ενός χιµαιρικού οργανισµού. Η µεταφορά των βλαστοκύστεων αυτών σε 
θετές µητέρες θα οδηγήσει στη δηµιουργία χιµαιρικών απογόνων, που θα φέρουν δηλαδή 
κύτταρα τόσο από τη βλαστοκύστη όσο και από τα τροποποιηµένα ES κύτταρα (εικόνα 4). 
 

 
 
 

Εικόνα 4. Σχηµατική απεικόνιση των σταδίων που ακολουθούνται στην κατευθυνόµενη γονιδιακή 
στόχευση 
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«Υπό όρους» γονιδιακές τροποποιήσεις 
 
Οι «υπό όρους» γονιδιακές τροποποιήσεις (conditional gene targeting), µπορούν να οριστούν 
ως οι γονιδιακές τροποποιήσεις, oι οποίες συµβαίνουν µόνο σε ορισµένους κυτταρικούς 
τύπους (κυτταροειδικές) ή επάγονται σε συγκεκριµένα αναπτυξιακά στάδια ενός οργανισµού 
(χρονοεπαγόµενες). Αντιθέτως, η αδρανοποίηση γονιδίων στους knockout οργανισµούς 
γίνεται σε όλα τα κύτταρα του οργανισµού (εικόνα 5). Η τεχνολογία αυτή είναι ιδιαίτερα 
χρήσιµη σε περιπτώσεις που α) τα αντίστοιχα knockout ποντίκια δεν επιβιώνουν και β) ένα 
γονίδιο εκφράζεται σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια και/ή σε διάφορους κυτταρικούς τύπους. 
Η προσέγγιση αυτή συνδυάζει την τεχνολογία της γονιδιακής στόχευσης µε το σύστηµα 
τοποειδικού ανασυνδυασµού Cre/loxP και αποσκοπεί συνήθως στην υπό όρους 
ενεργοποίηση, απενεργοποίηση ή αντικατάσταση ενός γονιδίου. 
 
Η εφαρµογή του συστήµατος Cre/loxP στις «υπό όρους» γονιδιακές τροποποιήσεις 
προαπαιτεί τη δηµιουργία δύο σειρών ποντικών: µιας σειράς ποντικών που έχει δηµιουργηθεί 
µε γονιδιακή στόχευση, η οποία φέρει δύο loxP σε προκαθορισµένες θέσεις ενός γονιδίου, και 
µιας δεύτερης σειράς ποντικών που συνήθως παράγεται µε διαγένεση, η οποία εκφράζει την 
Cre σε συγκεκριµένους κυτταρικούς τύπους ή αναπτυξιακά στάδια. Η «υπό όρους» 
µεταλλαγµένη σειρά ποντικών (conditional) προκύπτει µε διασταύρωση των δύο αυτών 
σειρών ποντικών, έτσι ώστε η τροποποίηση του τµήµατος DNA που φέρει τα loxP, να 
περιορίζεται µόνο στους κυτταρικούς τύπους ή αναπτυξιακά στάδια όπου εκφράζεται η Cre 
(Εικόνα 5). 

 
Εικόνα 5. Κυτταροειδικές και χρονοεπαγόµενες γονιδιακές τροποποιήσεις. 
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