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Βιολογία Βλαστοκυττάρων και Αναγέννησης

Στόχοι του μαθήματος είναι οι φοιτητές:

• Να μελετήσουν τους βασικούς μοριακούς μηχανισμούς που διέπουν τη βιολογία

των εμβρυϊκών & των επαγόμενων βλαστοκυττάρων.

• Να μελετήσουν τους βασικούς μοριακούς μηχανισμούς που διέπουν τη βιολογία

των ιστοειδικών βλαστοκυττάρων.

• Να μελετήσουν τις εφαρμογές των παραπάνω στην Υγεία και να αντιληφθούν

τις δυνατότητες ανάπτυξης καινοτόμων θεραπευτικών  κυτταρικών

προσεγγίσεων.

• Να μελετήσουν βασικούς μοριακούς μηχανισμούς που διέπουν τη βιολογία των καρκινικών βλαστοκυττάρων.

• Να μελετήσουν τις βασικές αρχές της Μηχανικής Ιστών.

• Να αναγνωρίζουν τους βασικούς ηθικούς/νομικούς προβληματισμούς που προκύπτουν από τη μελέτη των 

βλαστοκυττάρων και των εφαρμογών τους 



Βιολογία Βλαστοκυττάρων και Αναγέννησης

Περιεχόμενο του μαθήματος

➢ Εισαγωγή στη Βιολογία των βλαστοκυττάρων (Stem Cells- SC).

➢ Γενικές Αρχές Απομόνωσης, καλλιέργειας και διαφοροποίησης SC.

➢ Η Μοριακή βάση της πολυδυναμίας.

➢ Απομόνωση, καλλιέργεια και διαφοροποίηση των ESC .

➢ Eπαγόμενα πολυδύναμα βλαστοκύτταρα (iPS).

➢ Εφαρμογές των ΕSC.

➢ Τα SC ενηλίκου (ASC) και οι εφαρμογές τους.

➢ Kαρκινικά βλαστοκύτταρα (CSC) βιολογία και νέες προσεγγίσεις στη

θεραπευτική του καρκίνου

 Αρχές Μηχανικής ιστών.

 Βλαστοκύτταρα και κοινωνία





Περίγραμμα 

➢ Τι είναι τα βλαστοκύτταρα;

➢ Γιατί είναι τα βλαστοκύτταρα στο επίκεντρο του ενδιαφέροντος;

➢ Πού εντοπίζονται στον οργανισμό τα βλαστοκύτταρα;

➢ Με ποιο τρόπο γίνεται η απομόνωση των βλαστοκυττάρων;

➢ Ποιο είναι το ενδιαφέρον στην έρευνα στα βλαστοκύτταρα;

➢ Ποια είναι η κατάσταση σήμερα στον τομέα των θεραπειών που 

χρησιμοποιούν βλαστοκύτταρα; 



Από το κύτταρο στον οργανισμό

Κύτταρο          ιστός                      όργανο         

Οργανικό σύστημα - Οργανισμός 



Όλα τα κύτταρα του οργανισμού είναι 

απόγονοι ενός κυττάρου

Ζυγωτό  2     4         8            16             Βλαστοκύστη

4 εβ        8 εβ.            16 

εβ.
20 εβ.9 εβ              16 εβ      νεογέννητο   2 χρ.          5 χρ.          15 χρ.      ενήλικο



Διαφοροποίηση 

Σταδιακά σε πολλά βήματα

?

?

?

?

?

Όλα τα κύτταρα του οργανισμού είναι 

απόγονοι ενός κυττάρου



Γιατί είναι τα βλαστοκύτταρα στο επίκεντρο 

του ενδιαφέροντος;

Γιατί μας δίνουν τη δυνατότητα να αναπτύξουμε 

κυτταρικές θεραπείες αναγέννησης για μια σειρά 

νοσήματα ή τραυματισμούς όπως:

➢ διαβήτη

➢ νευροεκφυλιστικές ασθένειες

➢ τραυματισμούς του νωτιαίου μυελού

➢ αναπτυξιακές διαταραχές



Νευρώνες

Μυϊκά

Παγκρεατικά

Petri
Καλλιέργεια

 βλαστοκυττάρων

Αυξητικοί  παράγοντες Χημικά σήματα

Tα βλαστοκύτταρα μπορούν με κατάλληλους χειρισμούς να διαφοροποιηθούν 

in vitro σε διάφορους κυτταρικούς τύπους

Γιατί είναι τα βλαστοκύτταρα στο επίκεντρο 

του ενδιαφέροντος;

Προσπαθούμε να επαναλάβουμε τα γεγονότα που φυσιολογικά συμβαίνουν 

κατά τη διαφοροποίηση! 



Νευρώνες Nευροσφαιρίδιαβλαστοκύτταρα

Kατευθυνόμενη διαφοροποίηση σε νευρώνες



Πού εντοπίζονται τα βλαστοκύτταρα;

Ζυγωτό           2               4                    8                     16             Βλαστοκύστη

4 εβ    8 εβ.            16 εβ. 20 εβ.



Πού εντοπίζονται τα βλαστοκύτταρα;

Ζυγωτό           2               4                    8                     16             Βλαστοκύστη

4 εβ    8 εβ.            16 εβ. 20 εβ.



Βλαστοκύτταρα: τύποι (α)

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

μερικούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

ΟΛΙΓΟΔΥΝΑΜΑ

1

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

πολλούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

ΠΟΛΥΔΥΝΑΜΑ

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

όλους τους

κυτταρικούς τύπους

ΟΛΟΔΥΝΑΜΑ

Αυτοανανέωση – παραγωγή απογόνων που ανήκουν σε διαφορετικούς 
κυτταρικούς τύπους

Όλους τους κυτταρικούς 
τύπους του σώματος



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα

Το 1981 απομονώθηκαν τα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα (Evans and Kaufman, 1981;
Martin, 1981) – η αναζήτηση ενός τέτοιου κυτταρικού τύπου βασίστηκε στα 
δεδομένα από την μελέτη των τερατοκαρκινωμάτων.

ΕCC

ΕCC

ΕSC

ΕSC



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα



Από πού απομονώνονται τα βλαστοκύτταρα;

Στον άνθρωπο 

εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα από βλαστοκύστεις

 σωματικά βλαστοκύτταρα απομονώνονται από:

➢ Μυελό των οστών (χρήση σχεδόν 60 χρόνια)

➢ Κύτταρα περιφερικού αίματος

Η Ελλάδα έχει ένα από τα χαμηλότερα ποσοστά εθελοντών δοτών / πληθυσμό  
(30.000 στόχος 160.000 = 2% για 80%)
 



Τράπεζες βλαστοκυττάρων

Στον άνθρωπο σωματικά βλαστοκύτταρα απομονώνονται από:

➢Ομφαλοπλακουντιακό αίμα 

➢Τράπεζες φύλαξης των βλαστοκυττάρων του ΟΠΑ (Ομφαλοπλακουντικό αίμα) είτε  

    ως εναλλακτική πηγη μυελού ή για μελλοντικές κυτταρικές θεραπείες βασισμένες 

    σε βλαστοκύτταρα.

➢Τράπεζες ιδιωτικές ή δημόσιες

➢Αποκλειστική χρήση ή δωρεά?

➢ Στην ΕΕ οι οδηγίες το 2004.



Στον άνθρωπο σωματικά βλαστοκύτταρα απομονώνονται από:

➢ Νεογιλά δόντια

➢ Αλλους ιστούς πχ λιποκύτταρα , κ.α 

Τράπεζες βλαστοκυττάρων



S. Yamanaka

Institute of Cardiovascular Disease, San Francisco

J. Gurdon

Department of Zoology, University of Cambridge

2012 Nobel Prize in Medicine

"revolutionized our understanding of how cells and 

organisms develop"



Επαναπρογραμματισμός

Από ένα διαφοροποιημένο φτιάχνουμε στο εργαστήριο ένα εμβρυϊκό 

βλαστοκύτταρο = επαναπρογραμματισμός

➢Δεν χρειάζονται έμβρυα

➢Εξατομικευμένη προσέγγιση - ιστοσυμβατότητα 

➢Διάφορες τεχνικές – επανάσταση!



Επαναπρογραμματισμός

διαφοροποίηση

επαναπρογραμματισμός



Βλαστοκύτταρα: τύποι (β)

Επαγόμενα εμβρυϊκά

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

μερικούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

1

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

πολλούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

όλους τους

κυτταρικούς τύπους

όλους τους 

τύπους του 

σώματος



Ποιο είναι το ενδιαφέρον  για την έρευνα στα 
βλαστοκύτταρα;

➢ Να καταλάβουμε πώς λειτουργούν τα βλαστοκύτταρα, να βρούμε τα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά του και πώς τα διατηρούν

➢ Να ανακαλύψουμε με ποιους μηχανισμούς  γίνεται η διαφοροποίηση

➢ Να καταλάβουμε τη βιολογία πίσω από ένα νόσημα

➢ Να προσπαθήσουμε να φτιάξουμε διαφοροποιημένα κύτταρα στο εργαστήριο

➢ Να σχεδιάσουμε και να δοκιμάσουμε κυτταρικές θεραπείες σε σειρά 

παθολογικών καταστάσεων



Πώς χρησιμοποιούνται τα βλαστοκύτταρα και
 ποιες είναι οι δυνατότητες;

➢ Mηχανισμοί ασθενειών
➢ Έλεγχος φαρμάκων



Κυτταρικές θεραπείες 

Myosin= red
Brown = pan human marker 

Ανάπλαση καρδιακού ιστού ποντικού μετά από 

τραυματισμό και μεταμόσχευση ανθρώπινων  ES

διαφοροποιημένων σε καρδιομυοκύτταρα. Τα 

ανθρώπινα κύτταρα καφέ.



Ιδρύματα 
Η οικογένεια του Reeve μέσω του Christopher & Dana Reeve Foundation έχει 
επιδοτήσει ερευνητκά προγράμματα στο πεδίο των βλαστοκυττάρων με περίπου 
22 εκατομμύρια δολλάρια.

Χρηματοδότηση



Eταιρείες Βιοτεχνολογίας που 
επενδύουν στην έρευνα και 
στην ανάπτυξη προϊόντων 
από βλαστοκύτταρα

Χρηματοδότηση



Χρηματοδότηση
Precision Medicine 215 M $ προϋπολογισμός 2016



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα και κυτταρικές θεραπείες 
- Κλινικές δοκιμές

Η συντριπτική πλειοψηφία των κλινικών δοκιμών αφορά σωματικά βλαστοκύτταρα



34

FDA OKs 1st Embryonic Stem Cell Trial

By Steven Reinberg

HealthDay Reporter

Friday, January 23, 2009; 12:00 AM

FRIDAY, Jan. 23 (HealthDay News) -- The first human trial using embryonic 

stem cells as a medical treatment has been approved by the U.S. Food and Drug 

Administration.

Timothy J. Atchison 





Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα και κυτταρικές 

θεραπείες - Κλινικές δοκιμές



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα και κυτταρικές 

θεραπείες - Κλινικές δοκιμές



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα και κυτταρικές 

θεραπείες - Κλινικές δοκιμές



Βλαστοκύτταρα, Πολιτική και 
Νομοθεσία

Παρά το ότι σε πολλές περιπτώσεις δεν 

έχουν γίνει οι απαραίτητες δοκιμές, 

υπάρχουν κλινικές που δοκιμάζουν 

κάποιου τύπου θεραπείες συνήθως 

βασισμένες σε βλαστοκύτταρα μυελού, 

αμφιλεγόμενες όχι μόνο ως προς το 

αποτέλεσμα αλλά και ως προς τα 

κύτταρα που μεταμοσχεύονται

Το νομοθετικό πλαίσιο διαφέρει από 

χώρα σε χώρα.
Ιταλία 2013 – η περίπτωση της Stamina

Γερμανία 2012 –

η περίπτωση της XCell-

Center (τώρα στο 

Λίβανο)



Η Πολιτεία πρέπει να ρυθμίσει....

Τα βλαστοκύτταρα και εμείς.. 



Μαθήματα κάθε Δευτέρα 16-18 μ.μ. (και κάποια έξτρα)

•Η παρουσία σας στο μάθημα αποτελεί βασική προϋπόθεση για να μάθετε! 

......γι’ αυτό .... Είναι υποχρεωτική! (1 απουσία)

•Πώς θα δουλέψουμε?

Παρακολουθώντας συστηματικά μέσα από τις δημοσιεύσεις την ερευνητική 

πορεία ομάδων με σημαντική συμβολή στο πεδίο!

➢  Από τη μια σειρά πειραμάτων στην επόμενη!

➢  Ερμηνεία-Συμπέρασμα-Σχεδιασμός επόμενης φάσης – Νέα πειράματα



Μαθήματα κάθε Δευτέρα 16-18 μ.μ. (και κάποια έξτρα)

•Η παρουσία σας στο μάθημα αποτελεί βασική προϋπόθεση για να μάθετε! 

......γι’ αυτό .... Είναι υποχρεωτική! (1 απουσία)

Βαθμολογία

• Εργασία στο σπίτι

• Παρουσιάσεις (ομάδες των 2)

Δεν υπάρχουν εξετάσεις τον Ιούνιο!



Τι είναι τα βλαστοκύτταρα;

➢ Είναι κύτταρα που έχουν τη δυνατότητα να αυτοανανεώνονται

➢ Είναι κύτταρα που δεν έχουν διαφοροποιηθεί και οι απόγονοί τους ανήκουν 

σε διαφορους κυτταρικούς τύπους 

➢ Είναι κύτταρα που δεν έχουν ακόμα εξειδικευτεί ή προκαθοριστεί

➢ Κάθε κύτταρο του σώματος είναι απόγονος «βλαστοκυττάρων»



βλαστικό

Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο

ή

Τι είναι τα βλαστοκύτταρα;

Αυτοανανέωση – παραγωγή απογόνων που ανήκουν σε διαφορετικούς 
κυτταρικούς τύπους

βλαστικό

βλαστικό
Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο

Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο



Πού εντοπίζονται τα βλαστοκύτταρα;

Κάθε κύτταρο του σώματος είναι απόγονος βλαστοκυττάρων



Βλαστοκύτταρα: τύποι

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

μερικούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

ΟΛΙΓΟΔΥΝΑΜΑ

1

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

πολλούς

κυτταρικούς τύπους

του σώματος

ΠΟΛΥΔΥΝΑΜΑ

Aπόγονοί τους 

διαφοροποιούνται σε 

όλους τους

κυτταρικούς τύπους

ΟΛΟΔΥΝΑΜΑ

Αυτοανανέωση – παραγωγή απογόνων που ανήκουν σε διαφορετικούς 
κυτταρικούς τύπους

Όλους τους κυτταρικούς 
τύπους του σώματος



Απο αυτο το κύτταρο μπορεί 

να προκύψει ένα έμβρυο ΚΑΙ 

εξωεμβρυικές δομές

Ολιγοδύναμα 

(Multipotent)

Fully mature 

Απο αυτο το κύτταρο 

μπορεί να προκύψει 

ολόκληρο έμβρυο
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➢ Ως βλαστoκύτταρο χαρακτηρίζεται ένα κύτταρο το οποίο έχει την ικανοτητα να

αυτοαναγεννάται (δηλ. να δίνει απογόνους ίδιους με αυτό) αλλά και να δίνει

απογόνους που είναι διαφοροποιημένα κύτταρα.

Βλαστoκύτταρα

➢  Ο όρος εμφανίζεται από τον Ernst

Haeckel ο οποίος τον χρησιμοποιεί για το 

γονιμοποιημένο αυγό αλλά και για ένα 

πρόδρομο αρχαϊκό μονοκύτταρο 

οργανισμό.

➢  Αργοτερα ο Ernst Neumann (υιός)

χρησιμοποίησε αυτόν τον όρο για να 

υποδηλώσει ένα κύτταρο του μυελού 

των οστών από το οποίο παράγονται τα 

κύτταρα του αιμοποιητικού συστήματος.

Dog and human embryos at 4 weeks, at 6 weeks, shown above a 6-week

turtle embryo and 8-day hen embryo (Haeckel 1868) as convincing proof of

evolution.

Draft by Ernst Neumann showing the development of erythropoiesis in

embryonic liver 1914; GrLK: great lymphozyt (stem cell); Erblk:

Erythroblast; Rk: original nucleus of reticulum cell(another picture see

button stem cell).



• Τα τερατώματα και τα τερατοκαρκινώματα είναι

καρκίνοι των κυττάρων της αναπαραγωγικής σειράς

(Germ cell tumors -GCT).

• Tα GCT χαρακτηρίζονται από την παρουσία πολλών

διαφορετικών κυτταρικών τύπων (και των τριών

βλαστικών στοιβάδων) αυτό δείχνει ότι οι καρκίνοι

αυτοί προέρχονται από πολυδύναμα κύτταρα.

Τα τερατώματα και τα τερατοκαρκινώματα



There is much confusion regarding the terminology of teratoma/
teratocarcinoma in the experimental setting, partially owing to
inconsistencies in the use of medical terminology (Damjanov and Andrews,
1987).

From a histopathological point of view, benign GCTs with differentiation to all
embryonic germ layers are termed “teratomas.” These can be mature
teratomas (which contain only mature, well‐differentiated tissues) or
immature teratomas (which contain tissues of more embryonic,
less‐differentiated nature).

If the tumors also contain clusters of totally undifferentiated, highly malignant
embryonic carcinoma cells, than they are defined as “teratocarcinomas”
(Gonzalez‐Crussi, 1982; Pierce et al., 1960).

Τα τερατώματα και τα τερατοκαρκινώματα

Lensch and Ince, 2007



Ονόμασαν το πολυδύναμο κύτταρο που

ευθύνονταν για την καρκινογένεση

pluripotent tumor initiating cell embry-

onal carcinoma cell (ECC).

Tα ECC είναι τα πρώτα βλαστοκύτταρα

που χαρακτηρίστηκαν με κριτήριο το 

αναπτυξιακό δυναμικό και την αυτο-

ανανέωση (1964)

Τα ECC



Τα ECC

• Aπαντούν σε μικρούς θύλακες
(nests) μέσα στον όγκο.

• Ο καρυότυπός τους συνήθως είναι
ανώμαλος (ανευπλοειδία)

• Όγκοι που δεν περιλαμβάνουν
τέτοιους θύλακες δεν είναι
δυνατόν να δώσουν μετά από
μεταμόσχευση νέους όγκους -και
γενικά τέτοιοι όγκοι αναπτύσ-
σονται πολύ αργά.



Τα ECC

Μεταμόσχευση ενός ECC (Kleinsmith and Pierce (1964) έχει ως αποτέλεσμα το
σχηματισμό ενός όγκου που περιλαμβάνει:

• ECC (κόκκινο βέλος) αλλά και

• πολλούς άλλους κυτταρικούς τύπους.

•Τα πειράματα αυτά κατέδειξαν την πολυδυναμία των ECC .

Tα ECC είναι τα πρώτα
βλαστικά κύτταρα που
χαρακτηρίστηκαν (1964)
με κριτήριο το αναπτυξιακό 
δυναμικό και την αυτο-
ανανέωση.



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα



• Τα τερατώματα και τα τερατοκαρκινώματα είναι

καρκίνοι των κυττάρων της αναπαραγωγικής σειράς

(Germ cell tumors -GCT).

• Tα GCT χαρακτηρίζονται από την παρουσία πολλών

διαφορετικών κυτταρικών τύπων (και των τριών

βλαστικών στοιβάδων) αυτό δείχνει ότι οι καρκίνοι

αυτοί προέρχονται από πολυδύναμα κύτταρα.

Τα τερατώματα και τα τερατοκαρκινώματα

•O Stevens έδειξe ότι στο στέλεχος 129 παρατηρείται

αυξημένη συχνότητα τερατωμάτων και τερατοκαρ-

κινωμάτων.



Τα πειράματα αυτά έδειξαν ότι στις γεννητικές ακρολοφίες απαντούν κύτταρα με ιδιότητες παρόμοιες 

με αυτές των ECC.



Τα πειράματα αυτά έδειξαν ότι στα  φυσιολογικά έμβρυα

απαντούν κύτταρα με ιδιότητες παρόμοιες με αυτές των ECC.



Τα ECC

• Σημαντικό ρόλο στα πειράματα αυτά παίζει η ηλικία των
εμβρύων.

• Μόνο όταν χρησιμοποιούσαν έμβρυα ηλικίας < Ε7 ή
γεννητικές ακρολοφίες Ε 11- Ε13.5 έπαιρναν τερατώματα και
τερατοκαρκινώματα.

• Παρουσία πολυδυνάμων κυττάρων στα συγκεκριμένα
στάδια και δομές.



This paper demonstrates the multi-

potentiality of single embryonal carcinoma

cells and presents the technique which was

successful in cloning embryonal carcinoma

by enzymatic dissociation of cells from

fresh tissue, followed by in vivo

transplantation of single cells.

Ένα μοναδικό κύτταρο που μεταμο-

σχεύεται in vivo να ανασυστήσει έναν 

όγκο που περιλαμβάνει ως και 14 

διαφορετικά είδη διαφοροποιημένων 

κυττάρων.



Tα Εμβρυϊκά 
Βλαστοκύτταρα

Οι μελέτες που είχαν γίνει στα 

τερατοκαρκινώματα έδειχναν την 

ύπαρξη πολυδύναμων κυττάρων 

παρόμοιων με αυτά των 

τερατοκαρκινωμάτων.

Δημιουργήθηκαν αρκετές 

κυτταρικές σειρές που 

προέρχονταν από κύτταρα 

τερατοκαρκινωμάτων.



Ο Evans είναι ο πρώτος που θα καλλιεργήσει κύτταρα τερατοκαρκινωμάτων 

προσπαθώντας  να τα μελετήσει και in vitro και όχι μόνο in vivo  μετά από 

μεταμόσχευση.



C cells: 15 μm in diameter with
a large nucleus, containing a
single large basophilic inclusion,
and with relatively little
cytoplasm



Συμπεράσματα...

 Ο πληθυσμός των SIKR είναι ετερογενής – 2 τύποι 
κυττάρων.

 Ένας απο αυτους τους τύπους παράγει τον εαυτό του 
αλλά και τον άλλο. 

Δεν συμβαίνει το αντίστροφο! O C    E και όχι ο E    C

 H μετατροπή C    E πως εδώ υπάρχει κυτταρικός 
προκαθορισμός

Είναι πολυδύναμα;;

Ποιοί παράγοντες επηρεάζουν τον κυτταρικό προκαθορισμό;;;

Μπορούμε να παρατηρήσουμε τη διαδικασία in vitro;



MOΡΙΑ ΚΥΤΤΑΡΙΚHΣ ΣΥΝAΦΕΙΑΣ (CELL ADHESION MOLECULES)



The results described confirm that
the clumps formed in vitro are
embryoid bodies.

…..The observations described here indicate that the early differentiation of

teratocarcinoma cells in vitro is not a disorganized process, but that it parallels the

early development of the mouse embryo……





I had turned my anxiety into my profession.





……that some of these animals showed later-origin tumours of

differentiated cell types.



“ I should like to suggest that it may be quite feasible to obtain cultures of

pluripotent cells directly from the embryo now that experience has been obtained

handling such cells”

Evans 1975

……that some of these animals showed later-origin tumours of

differentiated cell types.







I had turned my anxiety into my profession.

The same specific cell surface antigens are present upon the cells of early mouse 

embryos and germ cells !



EC cells very similar to early embryo cell types but in 

particular 5 day ectoderm



....και τώρα λίγη Ανάπτυξη!



Γύρω στο 1979-1980 ξέρουν ότι ....

1) Τα ECC από καλλιέργειες τερατοκαρκινωμάτων μπορούν μετά από μεταμόσχευση 

να σχηματίσουν τερατοκαρκινώματα in vivo.

2) Η εκτοπική μεράμόσχευση εμβρύων Ε2-7,5 οδηγεί σε σχηματισμό 

τερατοκαρκινωμάτων  

3) Τα ECC και κύτταρα των εμβρύων Ε3.5- Ε6,5 μοιράζονται κάποια κοινά αντιγόνα 

(ιστοχημεία και ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών δύο διαστάσεων.

4)Τα ECC που καλλιεργούνται in vitro ακολουθούν κάτω από κατάλληλες συνθήκες 

πρόγραμμα διαφοροποίησης που προσομοιάζει με το φυσιολογικό 

Και το βασικότερο.....

5) Συμμετέχουν στο σχηματισμό χίμαιρας (εκτός από γαμετικά κύτταρα).....



Efforts to isolate normal conterpart of EC cell
Potential problems:
Οnly very small numbers of founder cells available? 
Improve cloning / media. (Martin’s Magic 

Medium” or MMM)

•Timing? Early stages
•Conditions to retain pluripotency – normal cells
differentiate quickly in culture? implantational
delay - diapause.

Kaufman used implantational delay to grow
parthenogenetic embryos to an early post-
implantation stage.



Διάπαυση

Εμβρυϊκή διάπαυση: η παροδική διακοπή της ανάπτυξης του εμβρύου. 

✓Πολύ συνηθισμένη στα αρθρόποδα.

✓Παρατηρείται σε πολλά  είδη θηλαστικών περίπου 100 έχουν περιγραφεί

✓Ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των κυττάρων της βλαστοκύστης 

επιβραδύνεται (σχεδόν σταματά) 

✓Μερικές μέρες μέχρι και μερικούς μήνες

✓Xαμηλή μεταβολική και συνθετική ενεργότητα

✓Υποχρεωτική σε μερικά είδη ( νυχτερίδες, εντομοφάγα)- εξασφάλιση 

γέννησης του μικρού την άνοιξη

✓Περιστασιακή σε άλλα (τρωκτικά, μαρσιποφόρα) (διάφοροι 

περιβαλλοντικοί λόγοι)

✓Επανέναρξη της ανάπτυξης μετά από αλλαγή στο ορμονικό προφίλ της 

μητέρας. 
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✓Xαμηλή μεταβολική και συνθετική ενεργότητα

✓Υποχρεωτική σε μερικά είδη ( νυχτερίδες, εντομοφάγα)- εξασφάλιση 

γέννησης του μικρού την άνοιξη

✓Περιστασιακή σε άλλα (τρωκτικά, μαρσιποφόρα) (διάφοροι 

περιβαλλοντικοί λόγοι)

✓Επανέναρξη της ανάπτυξης μετά από αλλαγή στο ορμονικό προφίλ της 

μητέρας. 





“ ES use as a vehicle for the transfer into the mouse
genome of mutant alleles, either selected in cell
culture or inserted into the cells via transformation
with specific DNA fragments, has been presented as
an attractive proposition. In many of these studies
the use of pluripotential cells directly isolated from
the embryos under study should have great
advantages.”











Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα

Tα ESC εμφανίζουν πολλές ομοιότητες με τα ECC :

✓ στη μορφολογία, 

✓ στις συνθήκες καλλιέργειας και 

✓ στα επιφανειακά αντιγόνα που εκφράζουν (π.χ θετικά για 

αλκαλική φωσφατάση)

αλλά 

✓ έχουν φυσιολογικό καρυότυπο

✓ μεγαλύτερο αναπτυξιακό δυναμικό

ΕCC

ΕCC

ΕSC

ΕSC



Εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα

➢ Tα ESC όπως τα ECC είναι ικανά να σχηματίσουν όγκους μετά από μεταμόσχευση σε 

ανοσοκατεσταλμένα ποντίκια.

➢ Oμως  οι χίμαιρες από ESC δεν εμφανίζουν όγκους .

➢ Ενώ δεν αναπτύσονταν ποτε κύτταρα της γαμετικής σειράς από τα ECC από τα ΕSC 

σχηματίζονται- germ line transmission!



Εμβρυϊκά βλαστοκύτταρα

➢ Είναι κύτταρα που έχουν τη δυνατότητα να αυτοανανεώνονται

➢ Είναι κύτταρα που δεν έχουν διαφοροποιηθεί και οι απόγονοί τους 

περιλαμβάνουν όλους τους κυτταρικούς τύπους του ατόμου (αλλά όχι 

εξωεμβρυϊκές δομές)

➢ Είναι πολυδύναμα  (ολοδύναμα μόνο το ζυγωτό και τα πρώιμα βλαστομερίδια)

➢ Είναι κύτταρα που δεν έχουν ακόμα εξειδικευτεί ή προκαθοριστεί

➢ Κάθε κύτταρο του σώματος είναι απόγονος των εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων

➢ Απομονώνονται από την ΕΚΜ

➢ Για τη διατήρηση της αυτοδυναμίας τους απαιτούνται συγκεκριμένες συνθήκες 
αλλιώς διαφοροποιούνται αυθόρμητα

➢ Στο έμβρυο είναι παρόντα για μικρό χρονικό διάστημα in vitro πολύ μεγάλος 
αριθμός διαιρέσεων (συνθήκες!!)



βλαστικό

Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο

ή

Αυτοανανέωση – παραγωγή απογόνων που ανήκουν σε διαφορετικούς 
κυτταρικούς τύπους

βλαστικό

βλαστικό
Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο

Σε πορεία διαφοροποίησης

παροδικά πολλαπλασιαζόμενο



ΑΠΌ ΤΟ ΖΥΓΩΤΌ ΣΤΗ ΒΛΑΣΤΟΚΎΣΤΗ

Γονιμοποιημένο
ωάριο

Προπυρήνες

Πολικό 
σωμάτιο

Στ. 2 κυτ.
E: 1.5

Στ. 8 κυτ.
E: 2.5 πύκνωση

Στ. 16 κυτ.
E: 3

Bλαστοκύστη.
E: 4 (τομή)

εσωτερική
κυτταρική 
μάζα βλαστόκοιλο

τροφοβλάστη
Διαυγής ζώνη



Μπορούμε να φτιάξουμε γενετικά 
τροποποιημένα ζώα;

 Μπορεί ιικό γενετικό υλικό να ενσωματωθεί σε 
βλαστοκύστη και να πάρουμε απογόνους που θα το έχουν;





“cultured embryonic cells provide an efficient means for the
production of transgenic animals”

“it may also eventually be possible to produce specific
alterations in endogenous genes through homologous
recombination with cloned copies modified in vitro”



“cultured embryonic cells provide an efficient means for the
production of transgenic animals”

“it may also eventually be possible to produce specific
alterations in endogenous genes through homologous
recombination with cloned copies modified in vitro”

το ιικο DNA ενσωματωνεται στα χρωμοσωματα – 
περνά στους απογόνους! 



XbaI XbaI BstXI

pSV2neo probe pSV2neo+IVS2 pSV2neo probe



XbaI XbaI BstXI

pSV2neo probe pSV2neo+IVS2 pSV2neo probe

Ομόλογος ανασυνδυασμόε σε κυτταρικές σειρές









Site-directed mutagenesis by gene targeting in 
mouse embryo-derived stem cells.

Cell 51:503-12, 1987

Thomas KR, Capecchi, M.R. 

We mutated, by gene targeting, the endogenous
hypoxanthine phosphoribosyl transferase (HPRT) gene in
mouse embryo-derived stem (ES) cells. A specialized
construct of the neomycin resistance (neor) gene was
introduced into an exon of a cloned fragment of the Hprt
gene and used to transfect ES cells. Among the G418r
colonies, 1/1000 were also resistant to the base analog 6-
thioguanine (6-TG). The G418r, 6-TGr cells were all shown
to be Hprt- as the result of homologous recombination
with the exogenous, neor-containing, Hprt sequences. We
have compared the gene-targeting efficiencies of two
classes of neor-Hprt recombinant vectors: those that
replace the endogenous sequence with the exogenous
sequence and those that insert the exogenous sequence
into the endogenous sequence. The targeting efficiencies
of both classes of vectors are strongly dependent upon the
extent of homology between exogenous and endogenous
sequences. The protocol described herein should be useful
for targeting mutations into any gene.

ΑΠΟΣΙΩΠΗΣΗ
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to be Hprt- as the result of homologous recombination
with the exogenous, neor-containing, Hprt sequences. We
have compared the gene-targeting efficiencies of two
classes of neor-Hprt recombinant vectors: those that
replace the endogenous sequence with the exogenous
sequence and those that insert the exogenous sequence
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ΑΠΟΣΙΩΠΗΣΗ



"for their discoveries of principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem cells"



Καλλιέργεια ESC ποντικού
Oι καλλιέργειες  ΕSC είναι στην ουσία πρωτογενείς καλλιέργειες επομένως οι συνθηκες 

καλλιέργειας θα πρέπει να διατηρούν αυτές τους ιδιότητες ώστε να μην απομονωθούν 

παραλαγγές με διαφορετικές ιδιότητες.

Αυτό σημαίνει ότι οι συνθήκες πρέπει να διατηρούνται άριστες για να μη δημιουργείται επιλεκτική 

πίεση. Δηλαδή:

1) Τα κύτταρα να παραμένουν σε μη διαφοροποιημένη κατάσταση

2) Τα κύτταρα να διατηρούν ακέραιο το αναπτυξιακό τους δυναμικό 

3) Τα κύτταρα να διατηρούν φυσιολογικό καρυότυπο.



Tα ESC του ποντικού καλλιεργούνται:

1) πάνω σε τάπητα (μονή στοιβάδα) ινοβλαστών οι οποίοι έχουν ακτινοβοληθεί ώστε να 

μην διαιρούνται ή

2) Παρουσία LIF (βλ. επόμενο μάθημα!)

Καλλιέργεια ESC ποντικού



Προκειμένου να διατηρήσουν τις ιδιότητές τους στις συνθήκες καλλιέργειας :

1) Αποφεύγουμε τις ακραίες καταστάσεις δηλ. Δεν απλώνουμε τα κύτταρα ούτε πολύ 

αραιά ούτε πολύ πυκνά για να μην προκαλέσουμε την ανάπτυξη ανευπλοειδικών 

κυττάρων. 

2) Παρατηρούμε το χρόνο διπλασιασμού τους που πρέπει να είναι 15-20 h

3) Πρακτικά αυτό σημαίνει ότι κάθε τρεις ημέρες χρειάζονται ανακαλλιέργεια.

Οι κατάλληλες συνθήκες καλλιέργειας για κάθε σειρά ελέγχονται:

α) με τη χρήση της δοκιμής σχηματισμού κλώνων. Στη δοκιμή αυτή χρησιμοποιεί κανείς έναν 

πληθυσμό κυττάρων σε διαφορετικά θρεπτικά μέσα. Τα κύτταρα απλώνονται με τέτοιο 

τρόπο ώστε να σχηματίσουν κλώνους (δηλ πολύ αραιά). Μετά από 6-8 ημέρες οι 

καλλιέργειες μονιμοποιούνται και μελετάται ο αριθμός των κλώνων που αναπτύχθηκαν 

σε κάθε μέσο αλλά και η μορφολογία, έκφραση συγκεκριμένων αντιγόνων κλπ.

β) σχηματισμός χιμαιρας –( και γαμετικά κύτταρα!!)

Καλλιέργεια ESC ποντικού



Χάρτες εννοιών
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M.  E.  Γρηγορίου   Βιολογία 
Βλαστοκυττάρων και Αναγέννησης   Ακ. 

Έτος 2011-2012

Bιoλογία Βλαστοκυττάρων και 
Αναγέννησης

Austin Smith’s saga

Η. Στυλιανοπούλου - M.  Γρηγορίου   2025



“Without added feeders they begin to die. The cells survive for longer periods when passaged on
gelatin-coated dishes. Both the feeder layers and the gelatin coating of the substratum appear to
increase the spreading and attachment of the cells to the substratum; however, the feeder cells must
have some additional effect, since the cells do not survive indefinitely when passaged on gelatin-coated
dishes”









HILDA (Human Interleukin for DA cells /LIF (Leukaemia Inhibitory Factor)
DIA (Differentiation Inhibiting Activity)
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Καλλιέργεια ESC ποντικού
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Καλλιέργεια ESC ποντικού





Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



http://dx.doi.org/10.1177/0897190014546108



http://dx.doi.org/10.1177/0897190014546108



http://dx.doi.org/10.3389/fmed.2023.1195374



➢ Η ανακάλυψη ότι τα κύττταρα ΕS του ποντικού απαιτούν προκειμένου να διατηρήσουν την 

πολυδυναμία τους την παρουσία LIF (leukemia inhibiting factor- IL-6 family) στο θρεπτικό 

μέσο, το έναυσμα για τη μελέτη της σηματοδότησης που απαιτείται για τη διατήρηση της 

πολυδυναμίας. 

➢ O LIF παράγεται από τα κύττταρα της τροφοβλάστης  και ενεργοποιεί: 

 1) Μονοπάτι STAT

 2) Mονοπάτι ΜΑΡΚ

Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC
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Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



Η έκφραση της STAT-3 είναι απαραίτητη για τη διατήρηση του πολλαπλασιασμού και της πολυδυναμίας. 
Υπερέκφραση κυρίαρχης αρνητικής μετάλλαξης της STAT-3 (καταργεί διμερισμό και μετατόπιση-ανταγωνίζεται για 
docking sites gp130) οδηγεί σε διαφοροποίηση.
i: Υπερέκφραση STAT-3, ii: Υπερέκφραση STAT-3Κ.Α., iii: control φορέας, iv: Διαφοροποιημένα ES.



Τα κύτταρα ΕS του ποντικού απαιτούν προκειμένου να διατηρήσουν την πολυδυναμία τους την παρουσία  LIF 

(leukemia inhibiting factor- IL-6 family) ή άλλων μορίων της ίδιας οικογένειας π.χ. Ογκοστατίνη στο θρεπτικό μέσο. O 

LIF παράγεται από τα κύττταρα της τροφοβλάστης και ενεργοποιεί: 

1) Μονοπάτι STAT

2) Mονοπάτι ΜΑΡΚ

Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



Cells were cultured at low density (1000 cells/cm2) for 48 h in the
presence of LIF plus 25 mM PD098059 or in the absence of LIF. before
microinjection into mouse blastocysts. ZIN40 cells were used in this
experiment, since they carry a nuclearlocalised b-galactosidase marker
widely expressed in differentiated cells. Staining of midgestation
embryos for b-galactosidase revealed that ES cells treated with
PD098059 contributed to chimaeras (Fig. 7). In contrast, cells cultured
in the absence of LIF for 48 h were incapable of colonising the embryo
(data not shown). Significantly, live-born chimaeras have been
obtained from ES cells cultured for 4 days in 25 mM PD098059.
Functional contribution of the cells to the germ line has been observed
in two chimaeras, as evidenced by transmission of the ES cell-derived
coat colour marker. This result confirms that gp130-dependent ERK
activity is not required for maintaining the pluripotency of ES cells.

To examine the effect of PD098059 in a more
appropriate model of differentiation, ES cells were
aggregated to form embryoid bodies and cultured
in the presence of the MEK inhibitor. The IOUD2 ES
cell line used in this experiment carries the a
chromosomal reporter gene allowing the
identification of stem cells in embryoid bodies by
staining for b-galactosidase activity. ES cells were
aggregated in hanging drops in the absence of LIF
for 2 days and then maintained in suspension in
bacterial dishes in the presence of 25–100 mM
PD098059 for a further 5 days. Embryoid bodies
were then plated on gelatin-coated plates
overnight and stained with X-gal.

➢Το μονοπάτι ΜΑΡ που 
ενεργοποιείται από τον LIF 
μέσω gp 130 ενέχεται σε 
γεγονότα που αφορούν 
την προαγωγη της  διαφο-
ροποίησης παρά την 
αναγέννηση/πολυδυνα-
μία.
➢Αν παρεμποδιστεί το 
μονοπάτι αυτό (ανα-
στολείς μεταλλάξεις gp130 
που δεν επιτρέπουν την 
ενεργοποίηση της ΜΑΡΚ) 
έχουν ως αποτέλεσμα την 
εμφάνιση περισσότερων 
μη διαφοροποιημένων 
εμβρυίκών σωματίων.







Άρα....
 Τα ES είναι κύτταρα που πρέπει να αποφασίσουν εάν θα 

αυτοανανεωθούν ή αν θα διαφοροποιηθούν (και σε τι) σε κάθε διαίρεση 

που κάνουν.

 Αυτό εξαρτάται απο το μικροπεριβάλλον τους...απο τους παράγοντες 

που θα έρθουν σε επαφή.

Μέχρι τώρα γνωρίζουμε...

 Χωρίς feeder cells Διαφοροποίηση

 Ανακάλυψη LIF                 Μονοπάτια STAT και ERK

 Μονοπάτι ERK ΟΧΙ απαραίτητο γα τη διατήρηση της πολυδυναμίας

 STAT3: Απαραίτητη για τη διατήρηση της πολυδυναμίας.

                                                   

  Όμως

Είναι απο μόνη της η STAT3 ικανή για να διατηρήσει την 

πολυδυναμία;;;;



Ας σκεφτούμε...

  Τι γνωρίζουμε ακόμα;

 Μέχρι τώρα τα κύτταρα καλλιεργούνταν σε θρεπτικό μέσο παρουσία 

ΟΡΟΥ (απαραίτητος για την επιβίωση των κυττάρων).

 Παρουσία Ν2 και Β27 παραγόντων στο θρεπτικό τα κύτταρα 

παραμένουν ζωντανά.

Επομένως ένα εύλογο ερώτημα θα ήταν.......

Τι θα γίνει αν καλλιεργήσουμε τα ES σε θρεπτικό …

Aπουσία Ορού

Παρουσία N2 και B27

Παρουσία LIF



BMP and GDF6  (TGF-β family are expressed in ESC



Ας σκεφτούμε...

  Τι γνωρίζουμε ακόμα;

 Μέχρι τώρα τα κύτταρα καλλιεργούνταν σε θρεπτικό μέσο παρουσία 

ΟΡΟΥ (απαραίτητος για την επιβίωση των κυττάρων).

 Παρουσία Ν2 και Β27 παραγόντων στο θρεπτικό τα κύτταρα 

παραμένουν ζωντανά.

Επομένως ένα εύλογο ερώτημα θα ήταν.......

Τι θα γίνει αν καλλιεργήσουμε τα ES σε θρεπτικό …

Aπουσία Ορού

Παρουσία N2 και B27

Παρουσία LIF

o O BMP4 παρεμποδίζει τη διαφοροποίηση σε νευρικά κύτταρα

Διαφοροποίηση σε νευρικά κύτταρα

Τι άλλο γνωρίζουμε;;





The definitive functional attribute of mouse ES cells is their capacity to re-enter embryonic development and contribute to the full repertoire of differentiated tissues in chimeric mice. We injected GFP 

reporter ES cells into mouse blastocysts after propagation in N2B27 with LIF plus BMP for 3 weeks. Analysis at mid-gestation identified several chimeras with high ES cell contributions to a range of tissues. As a more 

rigorous test, we used ES cells transfected with taugfp and selected and expanded in LIF plus BMP. Liveborn chimeras were obtained and two male animals transmitted the ES cell genome.

We investigated whether the response to BMP may be an adaptation of established ES cells to culture or is manifest during the initial stages of ES cell derivation. We plated blastocysts in N2B27 supplemented with

BMP plus LIF. After several days, expanded inner cell masses were dissociated and replated in the same culture conditions.



Υπεροικογένεια TGFβ



Υπεροικογένεια TGFβ

Η πρόσδεση επάγει διμερισμό &  

φωσφορυλίωση της υπομονάδας Ι από τη ΙΙ 

και ακολουθεί φωσφορυλίωση των SMAD



Το μονοπάτι ΒΜΡ

Σχετίζεται με αυτό της Stat;



Figure 3. BMP Signaling in ES Cells

(A) Reverse transcription-PCR analysis of

RNA samples from ΕS cells (1) in N2B27

with LIF plus BMP, passage 6, (2) in

serum plus LIF, no reverse transcriptase

control, (3) in serum plus LIF, (4) day 1

after plating in N2B27 without LIF or

BMP, and (5) day 5 without LIF or BMP.

(B) Immunoblots showing Smad1, erk

and p38 response to mock treatment

(non) or stimulation with LIF, BMP, or LIF

plus BMP for 15 min or 1 hr after

overnight culture in N2B27.

(C) Immunoblot showing STAT3 tyrosine

phosphorylation response to LIF, BMP,

and LIF plus BMP.

(D) Smad7 episomal transfectants

differentiate and express neural precursor

(Sox1-GFP) and neuronal (TuJ) markers

in the presence of serum and LIF.

(E) SB203580 (30 μM) p38 inhibitor does

not suppress either self-renewal in LIF

plus BMP or neural differentiation in LIF

alone. Oct4-GFP marks undifferentiated

ES cells and TuJ1 immunostaining

identifies neurons.

(F) Coimmunoprecipitation of active

Smad1 and STAT3 in ES cells. Left

panel: FLAG immunoprecipitates

following transfection with FLAG tagged

Smad1. Right panel: STAT3

immunoprecipitates from non-anipulated

ES cells. Cells were stimulated as

indicated for 1 hr.

Bar: 50 μm.

Smad6 and Smad7: inhibitory members

also inhibit p38



Το μονοπάτι ΒΜΡ



Το μονοπάτι ΒΜΡ

Smad6 and Smad7: inhibitory members



Το μονοπάτι ΒΜΡ
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Figure 4. Expression and Function of Ids in ES Cells.

(A) LightCycler reverse transcription PCR analyses

of gene induction in response to LIF, BMP, or LIF

BMP. ES cells were cultured overnight in N2B27

alone, then stimulated for 45 min. (B) Northern

hybridization of Id mRNA expressionin Oct4-GiP

cells. Con: steady state EScells maintained in serum

containing mediumplus LIF. Lanes 2–11: Cells

cultured overnight in N2B27 without factors then

stimulated as indicated for 45 min. Fn, fibronectin.

Figure 5. Id Suppresses Neural Differentiation and Is

Required for ES Cell Self-Renewal (A) Phase contrast

and GFP fluorescence imagesof vector and Id3 stable

integrant 46Cclones after 6 days differentiation in

N2B27 without added factors. Id1 and Id2

transfectants showed similar suppression of neural

differentiation. (E) Overexpression of E47 blocks ES

cell selfrenewal, which can be rescued by increased

Id1. 46C/T ES cells were supertransfected with E47 or

cosupertransfected with E47 plus Id1 episomal

expression vectors and cultured for 6 days under

dual puromycin and zeocin selection in serum-

containing medium with LIF.



➢ Στα κύτταρα ΕS υπάρχουν υποδοχείς για τον ΒΜΡ-4.

➢ Η προσθήκη ΒΜΡ-4 έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφορυλλίωση της Smad1.

➢ O BMP δεν επηρεάζει τη σηματοδότηση μέσω STAT3 ή Erk.

➢O BMP επάγει την έκφραση των Id.

➢Oι παράγοντες Id είναι πρωτεΐνες που φέρουν το μοτίβο  bHLH και αλληλεπιδρούν με 

παράγοντες Ε απομονώνοντάς τους από παράγοντες bHLH  με θετική δράση (π.χ MASH-1)

➢Kύτταρα ES τα οποία υπερεκφράζουν σταθερά Id μπορούν να καλλιεργηθούν παρουσία LIF και 

απουσία ΒΜΡ διατηρώντας ταυτοχρόνως την πολυδυναμία τους.

  

Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



Το μονοπάτι ΒΜΡ

➢Tα κύτταρα ES απαιτούν προκειμένου να πολλαπλασιάζονται χωρίς να διαφοροποιούνται 

εκτός από LIF,  και ορό.

➢Αν καλλιεργηθούν χωρίς ορό,τότε διαφοροποιούνται σε πρόδρομα νευρικά κύτταρα.

➢Αν καλλιεργηθούν χωρίς LIF αλλά με ΒΜΡ τότε διαφοροποιούνται προς μεσοδερμικά και 

αιμοποιητικά κύτταρα.

➢Ο συνδυασμός LIF με ΒΜΡ διατηρεί την πολυδυναμία των ΕS.





➢Έμβρυα στα οποία έχει γίνει knock out  είτε το γονίδιο που κωδικοποιεί 

το LIF είτε το γονίδιο που κωδικοποιεί τη gp130 δεν εμφανίζουν 

προβλήματα μέχρι το μέσον της εγκυμοσύνης. 

➢Ο ρόλος του μονοπατιού  LIF είναι η διατήρηση της πολυδυναμίας κατά 

τη διάπαυση.

➢Τα έμβρυα στα οποία έχει γίνει knock out  είτε το γονίδιο που 

κωδικοποεί το LIF είτε το γονίδιο που κωδικοποιεί το gp130 δεν μπορούν 

να αναπτυχθούν φυσιολογικά σε περίπτωση διάπαυσης.

Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



LIF και διάπαυση

✓Εμβρυϊκή διάπαυση: η παροδική διακοπή της ανάπτυξης του εμβρύου. 

✓Πολύ συνηθισμένη στα αρθρόποδα.

✓Παρατηρείται σε πολλά  είδη θηλαστικών περίπου 100 έχουν περιγραφεί

✓Ο ρυθμός πολλαπλασιασμού των κυττάρων της βλαστοκύστης επιβραδύνεται 

(σχεδόν σταματά) 

✓Μερικές μέρες μέχρι και μερικούς μήνες

✓Σε υψηλή ενεργειακή κατάσταση ΑΤΡ/ADP

✓Xαμηλή μεταβολική και συνθετική ενεργότητα

✓Υποχρεωτική σε μερικά είδη ( νυχτερίδες, εντομοφάγα)- εξασφάλιση γέννησης του 

μικρού την άνοιξη

✓Περιστασιακή σε άλλα (τρωκτικά, μαρσιποφόρα) (διάφοροι περιβαλλοντικοί λόγοι)

✓Επανέναρξη της ανάπτυξης μετά από αλλαγή στο ορμονικό προφίλ της μητέρας. 



Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία hESC
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Figure 1. Morphology, Staining, and Cell Numbers of Embryos
from Intercross Matings of Oct4 Mutants (A) b-galactosidase
staining of 3.5-day blastocysts. Two embryos show light staining
characteristic of heterozygotes and two show the darker staining
associated with homozygous mutants. Note the staining of the
inner cells in the latter (arrow). (B) Immunostaining of 3.5-day
blastocysts for Oct4. The panel shows three embryos with
immunoreactive ICMs and four nonstaining embryos. Seven out
of 32 intercross embryos examined at this stage failed to stain,
whereas the inner cell mass was strongly immunoreactive in all
of more than 50 blastocysts examined from matings of wild-type
mice. (C) Confocal images after propidium iodide staining of two
of the embryos shown in (B), Oct4-positive (left) and Oct4-
deficient (right). (D) Inside and outside cell numbers determined
after differential labeling of freshly isolated 3.5-day embryos.
Individual specimens were recovered from the slides for
genotype determination by PCR. Data are means 6 SEM. There
are no significant differences within the groups (t test, P>0.75).
(E) Immunostaining of early morulae (2.5-day) for Oct4. Note the
nuclear localization in the two positively staining embryos. Three
out of 15 intercross morulae failed to stain, whereas 21/21
control embryos gave specific nuclear staining



Figure 2. Outgrowth Cultures of Intercross Embryos (A–C) Peri-implantation stage (5.25 days) wild-type (1/1) and

homozygous Oct4 mutant embryos (2/2) freshly dissected from nascent implantation sites (A) after overnight culture (B and

C). (D and E) Whole 3.5-day blastocyst cultures after 4 days. (F and G) Cultures of immunosurgically isolated internal cells
after 4 days. (D and F), Wild type; (E and G), homozygous Oct4 mutant. Objective magnification: (A) 34; (B–G) 310.





Tir nan Og - The land of eternal youth
The myth



Tir nan Og - The band



Tir nan Og - The band



in adult tissues
During differentiation

Σε ποιά κύτταρα εκφράζεται;



FIND IT!



Figure 5. Reversibility of gp130 independent self-renewal (A)

Schematic of floxed Nanog expression vector. The LoxP sites

are positioned in the second exon of the CAG cassette and

between the terminator sequence and egfp such that following

Cre-mediated recombination CAG directs expression of egfp.

(B) Northern analysis before and after Cre excision. The blot

was hybridized sequentially with the indicated probes. EF1,

E14Tg2a subclone carrying the floxed transgene; EF1C1, EF1

subclone following Cre-mediated excision.

(C) Removal of Nanog cassette restores LIF dependence.

Parental ES cells, transfectants expressing the nanog

transgene, and their Creexcised derivative lines were analyzed

following plating at clonal density in the indicated culture

conditions; 0, no addition; LIF, 100 U/ml LIF, hLIF-05, LIF

antagonist. After 6 days culture, pure alkaline phosphatase

positive colonies were quantitated; left, E14Tg2a and

derivatives, data are the means of at least three determinations;

right, Zin40 and derivatives, single determinations from a

representative experiment.

(D) Morphology of Nanog-expressing cells and Cre-excised

derivative in the absence of cytokine (0), in 100 U/ml LIF (LIF)

or in the presenceof hLIF-05.

Ef1,EF4:OE

EF1C3:Cre

ZF5,6,10:OE

ZF5C3:Cre

hLIF-05: Antagonist of LIF
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Αρα η nanog είναι υπευθυνη για τη 

διατηρηση της πολυδυναμίας απουσία LIF!

LOSE IT!!



Μέρες διαφοροποίησης





Απουσία παραγόντων 
πολυδυναμίας εκφράζονται 

γονίδια που επάγουν 
διαφοροποίηση

➢Απουσία nanog επάγονται γονίδια που 

ενέχονται στη διαφοροποίηση των ES.



➢ Η ανακάλυψη ότι τα κύττταρα ΕS του ποντικού απαιτούν προκειμένου να διατηρήσουν την 

πολυδυναμία τους την παρουσία LIF (leukemia inhibiting factor- IL-6 family) στο θρεπτικό μέσο, 

το έναυσμα για τη μελέτη της σηματοδότησης που απαιτείται για τη διατήρηση της 

πολυδυναμίας. 

➢ O LIF παράγεται από τα κύττταρα της τροφοβλάστης  και ενεργοποιεί: 

 1) Μονοπάτι STAT

 2) Mονοπάτι ΜΑΡΚ

Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



H nanog eμπλέκεται στο JAK-STAT μονοπάτι?

Mek inhibitor

Jak inhibitor + LIF
Transfection with 

increasing levels of 

Nanog

- Το nanog ενεργοποιεί την 

Stat3?

- Τα επίπεδα του Nanog 

επηρεάζονται απο την 

παρουσία την ΜΕΚ?

- Η ενεργοποίηση της ERK 

επηρεάζρται απο την 

παρουσία του Nanog?

OXI



Nanog και Oct4

➢H δράση της nanog είναι ανεξάρτητη από τα μονοπάτια JAK, MEK.

➢Για τη δράση της nanog απαιτείται η Oct-4 

➢H nanog δεν αποτελεί στόχο της Oct-4 (η έκφρασή της σε Οct-/- είναι φυσιολογική)

➢Καταστέλλει τα GATA4, GATA6  που έχει δειχθεί ότι προάγουν τη διαφοροποίηση σε 

πρωτογενές ενδόδεμα



Το γονίδιο Sox2 

✓Αλληλεπιδρά με τον Οct4.

✓Στα KO τα έμβρυα πεθαίνουν κατά την 

Ε6.5

✓Επειδή εκφράζεται και στα ωοκύτταρα 

πιθανόν το μητρικό προϊόν επιτρέπει την 

επιβίωση ως την Ε 6.5.

✓Παίζει ρόλο στη διατήρηση της 

πολυδυναμίας.

✓Mεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας 

SRY (φέρει HMG box)

✓Εκφράζεται στην ΕΚΜ (όχι αποκλειστικά)

✓Εκφράζεται και στο ΝΣ



The phenotypic effects of gene-targeting
experiments in mice. This figure depicts the
phenotypic effects of gene-targeting experiments in
mice that provided insights into the pluripotency of
embryos and embryonic stem cells. Oct4–/–
(octamer-binding transcription factor-4), Nanog–/–,
Stat3–/– (signal transducer and activator of
transcription-3), gp130–/– (glycoprotein-130), Lif –/–
(leukaemia inhibitory factor) and Lifr –/– (LIF
receptor) embryos can develop to various stages in
vivo— as highlighted by the outer ring in the figure,
but they all fail (truncated line from the ring to the
centre) to yield ESCs (embryonic stem cells) in vitro
(see centre of the figure). So, ESCs need factors that
neither the ICM (inner cell mass) nor the primitive
ectoderm require. It is important to make clear that
ICM and ESCs might be equivalent but are not equal.
ESCs might only represent some aspects of the
natural embryo, and studying cells and phenomena
in vivo is indispensable. E1.5, E3.5, E8.5 and E18.5 
represent the number of days of embryonic (E)
development, although developmental stages 
following E10.5 should properly be referred to as
fetal.

NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY, vol. 6, 872 2006



Ρυθμιστικά κυκλώματα στα 
ΕS



Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC

Wnt signal pathway role in self-renewal.

Inhibition of GSK3 prolongs the existence of β-catenin, causing it

to accumulate, increasing the pool, which can translocate to the

nucleus and activate gene expression. BIO has been shown to

be able to maintain pluripotency of mouse and human ES cells

in the absence of LIF (Sato et al., 2003). In a similar vain

activation of Wnt signaling indirectly by removing the inhibitory

effect of APC sustains pluripotency, suggesting the Wnt

signaling is required for self-renewal (Kielman et al., 2002). In

addition, treatment with Wnt3a was found to stimulate hES cell

proliferation (Singla et al., 2006).
L.Quinlan (2011). Signaling Pathways in Mouse Embryo Stem Cell Self-Renewal, 

Embryonic Stem Cells - Basic Biology to Bioengineering, Prof. Michael Kallos (Ed.),



M.  E.  Γρηγορίου   
Βιολογία Βλαστοκυττάρων 
και Αναγέννησης   Ακ. Έτος 
2011-2012



Οκταμερή και στοιχεία Sox στον υποκινητή του nanog



Οκταμερή και στοιχεία 
Sox στον υποκινητή του 

nanog



Οκταμερή και στοιχεία Sox στον υποκινητή του nanog



Πειράματα ChIP σε επίπεδεο γονιδιώματος και 
επακόλουθη αλληλούχιση.
OCT4, Sox-2 NANOG στον ποντικό και στον 
άνθρωπο..

Στόχοι των Οct4, nanog και Sox2



Στόχοι των Οct4, nanog και Sox2

Στα κατεσταλμένα γονίδια περιλαμβάνονται πολλοί μεταγραφικοί παράγοντες 
που ενέχονται στη διαφοροποίηση.



Σύγκριση των προτύπων 
έκφρασης των 353 γονιδίων στα 
οποία προσδένονται οι Oct4 
Sox2 και nanog μεταξύ των ES 
και 79 διαφοροποιημένων 
κυτταρικών τύπων. Εμφαση 
στην ανάλυση της έκφρασης 
μεταγραφικών παραγόντων.



Ρυθμιστικά κυκλώματα στα ΕS … πολυπλοκότητα

(D) Top panel, SELEX motifs generated for

Nanog and Sox2 expressed individually from a

total of 19 (Nanog) and 15 (Sox2) sequences

submitted to MEME; Middle panel, SELEX motif

generated for Nanog/Sox2 complex from 38

sequences submitted to MEME

   The EMBO Journal (2013) 32, 2231–2247

(E) Nanog and Sox2 ChIP-seq peaks located

near the transcriptional start sites of Zfp42 and 

Rex-1. The peaks that contain the Nanog/Sox2

motif are highlighted in the shaded box; Nanog

(N) and Sox2 (S) peaks

   The EMBO Journal (2013) 32, 2231–2247



Ρυθμιστικά κυκλώματα στα ΕS … πολυπλοκότητα

(C) Coomassie-stained SDS–polyacrylamide gel of the FLAG immunoprecipitation from E14Tg2a F-Nanog

and control E14Tg2a cells. (D) Proteins detected by mass spectrometry analysis are grouped in classes.

Transcription factors are shown in blue circles, NuRD components are in green, Trrap/p400 complex is in

yellow, PcG components are in red, E2F6 complex is in purple, Sin3a complex is in burgundy, N-CoR

complex is in khaki, LSD1 complex is white, Mll complex is in blue green, chromatin remodelling

transcriptional regulation proteins are in dark orange, transcriptional machinery proteins are in pale green,

proteins involved in phosphorylation are in pale blue, proteins involved in ubiquitination are in amber,

proteins involved in RNA processing are in fuschia, proteins involved in cell cycle or DNA replication are in

coral, proteins involved in DNA repair are in pink and other proteins are in grey.

The EMBO Journal (2013) 32, 2231–2247

Περίπου το 1/3 

των πρωτεϊνών 

που αλληλεπι-

δρούν με τη

Nanog εμπλέ-

κονται σε επιγε-

νετικούς μηχα-

νισμούς....



 Στα εμβρυϊκά βλαστικά κύτταρα εκφράζεται το 30-60% των γονιδίων (ενώ στα 
διαφοροποιημένα μόλις 10-20%)

 Επομένως  ένα μεγάλο ποσοστό της χρωματίνης έχει ανοιχτή διαμόρφωση.

 Οι επιγενετικές τροποποιήσεις  αφορούν συνήθως αποσιωπήσεις και 
πραγματοποιούνται με 3 μηχανισμούς: μεθυλίωση του DNA, τροποποιήσεις των 
ιστονών/ισομορφές ιστονών και φαινόμενα που εξαρτώνται από το RNA.

Eπιγενετικοί μηχανισμοί

Tροποποιήσεις ιστονών

Μεθυλίωση  DNA

Aποσιώπηση

R
N
A



Eπιγενετικοί μηχανισμοί-Μεθυλίωση

 H μεθυλίωση αφορά κατάλοιπα C στη αλληλουχία CpG και καταλύεται από ειδικές 

μεθυλοτρανσφεράσες.  

Σε πολλούς υποκινητές (25-40000) εντοπίζονται νησίδες CpG >500bp με CG content πάνω 

από 50%). Οι νησίδες  συνήθως δεν μεθυλιώνονται.

 Η μεθυλίωση των νησίδων έχει ως αποτέλεσμα την αποσιώπηση. 

1. De Novo methylation -Dnmt 3A and 3B

2. Maintenance Methylation-αντιγραφή -Dnmt 1

3. Demethylation of DNA (?)

4. Passive demethylation

 Τα knock out των Dnmt 1 και 3B είναι θνησιγόνα κατά την ανάπτυξη ή αμέσως μετά (3Α 

στην 4η εβδομάδα ζωής). Για άλλες Dnmt άγνωστος ρόλος (Dnmt2 ή Dnmt3L).

Oι Dnmt αλληλεπιδρούν με: 

1. Απακετυλάσες ιστονών

2. Καταστολείς της μεταγραφής (π.χ pRb).

3. Ογκογονίδια (PML-RAR).

4. methyl CpG binding proteins (Mecp2/1, mbd2, mbd3) που αλληλεπιδρούν με πρωτεΐνες 

που τροποποιούν τη χρωματίνη.



 Τροποποιήσεις των ιστονών

Ισομορφές ιστονών

Ένζυμα που τροποποιούν τις

ιστόνες.

Συγχρονισμός τροποποιήσεων

κατά την ανάπτυξη

Πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με

τροποποιημένες ιστόνες

Ο κώδικας των ιστονών.

«Different combinations of histone

modifications, especially located

near or within a gene’s promoter,

may be VERY SPECIFIC to the

transcriptional state of the gene.»

Eπιγενετικοί μηχανισμοί - ιστόνες

Peterson CL et al, Current Biology, 2004



Eπιγενετικοί μηχανισμοί - ιστόνες

Οι νουκλεοσωμικές ιστόνες και οι ισομορφές τους



Ακετυλίωση: HATs - CBP,p300, GCN5, ATF2, Tip 60…

Απακετυλίωση: HDACs- class I and II

Μεθυλίωση σε κατάλοιπα: 

Λυσίνης: SET-domain HMTase και non-SET domain HMTase (Dot1) 

Αργινίνης: PRMT family, CARM1

Απομεθυλίωση: LSD1

Ουβικουιτινιλίωση: ubiquitin conjugase Rad6/ligase Bre1for H2B

Απο-Ουβικουιτινιλίωση: SAGA-associated Ubp10

Eπιγενετικοί μηχανισμοί - ιστόνες



Eπιγενετικοί μηχανισμοί - ιστόνες

Nuclear architecture and histone code

( Heterochromatin vs. Euchromatin )



Eπιγενετικοί μηχανισμοί - Μεθυλίωση DNA/ιστόνες



Eπιγενετικοί μηχανισμοί - RΝΑ?

Short interfering RNA (siRNA)

Micro RNA (miRNA)

Double-stranded RNA (ds RNA)

Short heterochromatic RNA (sh RNA)

transcripts from repeated sequences (ALU, LTR)



Eπιγενετικοί μηχανισμοί



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

 Στα πολυδύναμα ESC στα οποία μεταγράφεται το 30-60% των γονιδίων θεωρείται 
ότι η δομή της χρωματίνης είναι γενικά «επιτρεπτική» για τη μεταγραφική μηχανή.

 Οι ετεροχρωματινικές περιοχές εμφανίζονται κατά τη διαφοροποίηση. Η ΗΡ1 
διάχυτη στα πολυδύναμα- εντοπισμένη στις ετεροχρωματινικές εστίες κατά τη 
διαφοροποίηση.

 Κατά τη διαφοροποίηση αυξάνονται τα επίπεδα της H3K9me3 και ενσωμάτωση
της macroH2A.

 Μελέτες της δυναμικής της χρωματίνης έχουν δείξει ότι η δομή είναι εξαιρετικά
δυναμική - αντικαταστάσεις στοιχείων σε πολύ μικρά χρονικά διαστήματα.



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

 Στα πολυδύναμα ESC πολλά γονίδια φέρουν “διττή σήμανση” (bivalent mark)

Στους υποκινητές πολλών αναπτυξιακά ελεγχόμενων γονιδίων (Sox, Hox, Pax, και Pou)

απαντά ταυτοχρόνως σήμανση με θετική δράση (H3K4me3) και σήμανση με αρνητική δράση

(H3K27me3).

Κατά τη διαφοροποίηση απαλοιφεται είτε η αρνητική σήμανση (αν στη γενεαλογία

εκφράζεται το συγκεκριμένο γονίδιο) είτε η θετική σήμανση (αν στην εν λόγω κυτταρική

γενεαλογία το συγκεκριμένο γονίδιο δεν εκφράζεται)

J. Cell. Physiol. 219: 1–7, 2009. 



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

 Στα πολυδύναμα ESC πολλά γονίδια των οποίων η έκφραση οδηγεί σε
διαφοροποίηση καταστέλλονται μέσω της δράσης των κατασταλτικών
συμπλόκων Polycomb (PRC1, PRC2).

Το PRC1 συγκροτείται από 10 υπομονάδες μεταξύ των οποίων και οι Ring1 A και
1B, Bmi1 και Cbx8. Ουβικουϊτινίωση της λυσίνης 119 της ιστόνης Η2Α

To PRC2 συγκροτείται (core) από τις Ezh2, Suz12, and Ee D. Το PRC2 καταλύει τη
δι και τρι- μεθυλίωση της Η3 στην λυσίνη 27.

 Αδρανοποίηση πολλών από τα γονίδια των PRC έχει ως αποτέλεσμα προβλήματα
στην ανάπτυξη.

1. Αν απουσιάζει το Ezh2 δεν είναι δυνατόν να απομονωθούν από βλαστοκύστεις
ΕSC

2. Αν απουσιάζει το Eed 2 απομονώνονται ESC αλλά δεν είναι δυνατόν να
διατηρηθούν μή διαφοροποιημένα.

3. Σε ESC από έμβρυα που στερούνται της Suz12 παρατηρείται απορρύθμιση της
έκφρασης πολλών γονιδίων.



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

Η δομή της χρωματίνης παίζει σημαντικό ρόλο στην έκφραση των γονιδίων που
εκφράζονται στα ESC.

 Η έκφραση του Nanog ελέγχεται από στοιχεία που απαντούν ανοδικά σπό αυτό
(160kb).

Tα στοιχεία αυτά (Dnase I hypersensitive sites) αναγνωρίζονται από μια σειρά
παραγόντων πολυδυναμίας που αλληλεπιδρούν επηρεάζοντας τη διαμόρφωση της
χρωματίνης σχηματίζοντας μια δομή που ενεργοποιεί τη μεταγραφή. Το σύμπλοκο
αποσυγκροτείται απουσία Oct4

J. Cell. Physiol. 219: 1–7, 
2009. 



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

Αναλύσεις σε επίπεδο γονιδιώματος σε ΕSC έχουν δείξει ότι τα σύμπλοκα αυτά
εντοπίζονται σε νουκλεοσώματα στα οποία απαντά επίσης τριμεθυλιωμένη H3K27.

Τα γονίδια που ελέγχονται από τα PRC1 και PRC2 είναι γονίδια τα οποία ενεργοποιούνται
κατά τη διαφοροποίηση.

Με τα σύμπλοκα αλληλεπιδρούν και πρωτεΐνες που τροποποιούν ιστόνες (πχ Rbp2
απομεθυλάση λυσίνης)- εδώ η απομεθυλίωση ενισχύει την καταστολή της έκφρασης.

Αντίστροφη δράση εμφανίζουν τα συμπλέγματα στα οποία συμμετέχουν πρωτεΐνες
Trithorax.



Eπιγενετικοί μηχανισμοί στα ESC

Οι παράγοντες πολυδυναμίας ελέγχουν την έκφραση μορίων που διεκπεραιώνουν
επιγενετικούς μηχανισμούς.

 H Oct4 ελέγχει την έκφραση γονιδίων που τροποποιούν ιστόνες.

Οι απομεθυλάσες των ιστονών Jmjd1a και Jmjd2c είαναι στόχοι της Oct4. Στα ESC η
απουσία της Jmjd1a έχει ως αποτέλεσμα την απουσία πολλών γονιδίων που συνδέονται με
την πολυδυναμία. Επιπλέον τα κύτταρα διαφοροποιούνται.

Αλλά η Jmjd2c απαιτείται για την έκφραση της Nanog

J. Cell. Physiol. 219: 1–7, 2009. 



ECM,8d H9 colony

H9 cells H9 without feeders+LIF

Παρουσία LIF – Δεν διατηρείται η πολυδυναμία
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Aνθρώπινα ES

➢Aνθρώπινα  ES μπορούν να 

δημιουργήσουν τερατώματα σε 

ποντίκια SCID. Στα τερατώματα 

απαντώνται διάφορες δομές:

Α: δομή που μοιαζει με έντερο

Β: νευροεπιηθλιακές ροζέτες

C: οστίτης ιστός

D: χόνδρος

E: γραμμωτός μυς

F: σπειράματα.
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Ανθρώπινα κύτταρα ES 

Τα ανθρώπινα εμβρυϊκά βλαστoκύτταρα διαφέρουν από τα εμβρυϊκά 

βλαστoκύτταρα του ποντικού:

➢Καλλιεργούνται δυσκολότερα από αυτά του ποντικού.

➢Παρότι εκφράζουν Oct-4 και nanog και Sox2 δεν εκφράζουν άλλους 

χαρακτηριστικούς δείκτες που είναι παρόντες στα ES του ποντικού.

➢Δεν εξαρτώνται από LIF.

➢Xρειάζονται τροφικά κύτταρα και bFGF.

Alk.phos
SSEA-1



ChIP combined with 
genome wide 
methodologies to 
map the binding 
sites of OCT4 and 
NANOG in mouse 
and human ES 
genomes



Figure 1 LIF-induced Stat-3 activation is

not sufficient to maintain the

undifferentiated state of HESCs (d)

Intensity of Oct-3/4 expression under each

condition, as quantified by an image-

analyzing system. (e) Western blot

analysis using the indicated antibodies of

H1 and BGN1 HESCs and CJ7 MESCs

treated with or without LIF.

Figure 4 Activation of Wnt signaling

by BIO maintains the undifferentiated

state of HESCs Most cells treated

with BIO had strong Oct-3/4

expression and

compact, undifferentiated morphology.

Figure 2 MESCs and HESCs

can transduce Wnt signaling

when treated with BIO.

A) Chemical structure of BIO

and MeBIO.

B) Confocal images of H1 cells

grown under the indicated

conditions and incubated with β

catenin-specific antibody. CM,

conditioned medium; non-CM,

nonconditioned medium. HESCs

cultured with BIO showed

nuclear accumulation of β-

catenin.

b a

BIO: inactivates GSK3

Figure 3 Immunofluorescent images of

CJRex-Y cells cultured under the

indicated conditions. Cells incubated with

BIO showed robust YFP

expression and, to some extent, more

compact colonies (inset) than

LIF-treated cells



Σηματοδοτικά μονοπάτια & πολυδυναμία ESC



ΕSC και Epi ESC



Απομόνωση ESC ποντικού

2011 http://dx.doi.org/10.1016/j.tcb.2011.02.004



Απομόνωση ESC ποντικού



ΕSC και Epi ESC

 Τα ESC έχουν πολλές 
διαφορές με τα EpiSCs, αν και 
με τα κλασσικά τεστ 
(κλωνικότητα, καρκινο-
γένεση, χίμαιρες) φαίνονται 
ίδια.

 Αποκρίνονται διαφορετικά 
σε σηματοδοτικά μόρια.

Τα ανθρώπινα μοιάζουν με 
τα EpiSCs.



ΕSC και Epi ESC

Tα εμβρυϊκά βλαστοκύτ-
ταρα είναι ένας πληθυσμός 
που δεν απαντά in vivo ή 
απαντά για πολύ μικρό 
διάστημα καθώς το δυναμικό 
του άμεσα περιορίζεται 
επομένως αποκρίνονται 
διαφορετικά σε πολλά 
σήματα.

Αυτό ισχύει και για τα
EpiSCs



ΕSC και Epi ESC

Tα εμβρυϊκά βλαστοκύτ-
ταρα είναι ένας πληθυσμός 
που δεν απαντά in vivo ή 
απαντά για πολύ μικρό 
διάστημα καθώς το δυναμικό 
του άμεσα περιορίζεται 
επομένως αποκρίνονται 
διαφορετικά σε πολλά 
σήματα.

Αυτό ισχύει και για τα
EpiSCs





ΕS από το πρώιμο έμβρυο...αλλά και  από .....
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