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Οι παρατηρήσεις του A. van Leeuwenhoek

Το οπτικό μικροσκόπιο του Robert Hooke
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Κυτταρική Βιολογία

1665 Robert Hooke: εισαγωγή του όρου «κύτταρο».
1896 E.B. Wilson: “The Cell in Development and Heredity
1906 Βραβείο Νόμπελ στους C. Golgi και S. Raymon y Cajal

για πρώτη φορά σε μελέτες κυτταρικής βιολογίας.
1925 E.B. Wilson: «...το κλειδί σε κάθε βιολογικό πρόβλημα

πρέπει τελικά να αναζητηθεί στο κύτταρο».
.

Διεύρυνση μελετών από μονοκυττάριους οργανισμούς σε κύτταρα
πολυκύτταρου οργανισμού, κυτταρικές σειρές απομονωμένες από 
ιστούς ενηλίκων και εμβρύων και κυτταρικά οργανίδια

1945 A. Claude, K Porter και E. Fullam:  Φωτογραφία κυττάρου
από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο.

1974 Βραβείο Νόμπελ στους A. Claude, C. de Duve και G. Palade
για τη σύνδεση μεταξύ οργάνωσης κυτταρικής δομής
και βιοχημικών λειτουργιών κύριων κυτταρικών οργανιδίων

Πλεονεκτήματα

Τα κύτταρα είναι ορατά στο μικροσκόπιο.
Χρήση ζωτικών κυττάρων κατά το πείραμα.
Κατάσταση πειραματόζωου.

Ομογενής πληθυσμός με ίδιο γενετικό υλικό σε ίδιο περιβάλλον.
Τροποποίηση συνθηκών περιβάλλοντος 

(pH, θ/σία, συγκ/ση αμινοξέων, κλπ)

Αποτελέσματα από πολύ λίγα κύτταρα.

Χρήση ραδιενεργών ιχνηθετών, φαρμάκων, ορμονών κλπ.
Χορήγηση σε μικρότερες ποσότητες από ότι σε ολόκληρο ζώο.
Αποφυγή μεταβολισμού, αποθήκευσης ή απομάκρυνσης.
Αποτελέσματα για ρυθμούς ενσωμάτωσης/μεταβολισμού.
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Βιοχημεία - Μοριακή Βιολογία (αρχές δεκαετίας ’40)

Πληθώρα δεδομένων DNA/γονίδια, 
RNA, διεργασίες RNA
πρωτεϊνοσύνθεση
λειτουργία πρωτεϊνών.

Μεταγραφή, Διεργασίες RNA, 
Πρωτεϊνοσύνθεση, ενζυμικές λειτουργίες

Γίνονται σε μάλλον
αδιαμόρφωτους 
χώρους

αλλά...

Η μικροσκοπία έδειξε ότι όλα αυτά γίνονται σε 
μικροπεριοχές (microdomains)

από σημαντικές δομικές πρωτεϊνες.

Οι σχέσεις μεταξύ τέτοιων δομών 
είναι η βάση για την 

κατανόηση της λειτουργίας
Μοριακή Κυτταρική Βιολογία

Ιστοκαλλιέργειες: Διατήρηση ή ανάπτυξη κυττάρων
(Tissue culture) ιστών ή οργάνων in vitro για 

περισσότερες από 24 ώρες.

Κυτταροκαλλιέργειες (cell cultures):
τα κύτταρα δεν διατηρούν τη χαρακτηριστική 
οργάνωση του ιστού από όπου προέρχονται.

Οργανοκαλλιέργειες (organ cultures): 
Διατήρηση διαφοροποίησης ή δομής ή λειτουργίας
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Κυτταροκαλλιέργειες Μονόστιβες καλλιέργειες
(monolayer cell cultures)

Καλλιέργειες σε αιώρημα
(suspension cultures)

Αποικίες κυττάρων
(cell colonies)

Πρωτογενείς καλλιέργειες
(primary cultures)

Δευτερογενείς καλλιέργειες
(secondary cultures)

Κυτταρικές σειρές
(cell lines)

Διπλοειδείς ή ορισμένου χρόνου
(diploid, semicontinuous finite cell lines)

Ετεροπλοειδείς ή συνεχείς
(heteroploid, continuous, permanent 
ή established cell lines)

Τα χαρακτηριστικά των κυττάρων σε καλλιέργεια

Είδη κυττάρων: Οιωνει-ινοβλαστικά
Οιωνεί-επιθηλιακά } Το σχήμα αλλάζει

σε σχέση με το υλικό
και την πυκνότητα

ανάλογα της προέλευσής των Νευρικά
Μυοβλάστες
Λεμφοκύτταρα...
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Αποικίες κυττάρων

Ινοβλάστες
Ο κύριος τύπος κυττάρων
σε πρωτογενείς καλλιέργειες

Βρίσκονται 
στο χώρο μεταξύ άλλων κυττάρων,
στο συνδετικό ιστό

Εκκρίνουν πρωτεϊνες 
εξωκυττάριου χώρου, π.χ. Κολλαγόνο

Δεν συνδέονται ισχυρά μεταξύ τους, 
αλλά κυρίως με ένα υπόστρωμα
(π.χ. Επιφάνεια ανάπτυξης, 
γειτονικά κύτταρα)

Βασικός ρόλος στη θεραπεία 
πληγών του δέρματος.
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Καλλιέργεια μυοβλαστών

Διαχωρισμός ιστού σε κύτταρα
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Ο διαχωρισμός των κυττάρων
Ιστός σε καλλιέργεια

Αποδιοργάνωση

ενζυμικός φυσικός
Λύση μεσοκυττάριου ουσίας
Εξαρτάται από φύση και 

αριθμό κυττάρων ιστού

Προνάση: αλκαλικές, ουδέτερες πρωτεάσες
καρβοξυπεπτιδάσες
αμινοπεπτιδάσες

Θρυψίνη: παγκρεατικό ένζυμο.  
Υδρολύει πεπτιδικούς δεσμούς
Αναστέλλεται από ορρό στο 

υλικό ανάπτυξης (10%)

Κολλαγενάση: ήπια δράση.  
Χρήση για ευαίσθητα κύτταρα

Σε έντονα διαφοροποιημένους ιστούς
Απομόνωση μέσω υποδοχέων 

με χρήση λεκτινών, αντιγόνων
και αντισωμάτων

Διαχωρισμός λεμφοκυττάρων βάσει 
υποδοχέων μεμβράνης 

-Θρυψίνη
είτε καθαρή, είτε μίγμα με χυμοθρυψίνη και ελαστάση

-Προνάση 
κυρίως σε πρωτογενείς καλλιέργειες

-Κολλαγενάση
κυρίως σε καλλιέργειες κλώνων

-Δισπάση
Ουδέτερη πρωτεάση από Bacillus polymyxa.  

Χρήση κυρίως για διάσπαση ιστών.  Απαιτεί παρουσία Ca2+. 
-EDTA.

ή...

Ο διαχωρισμός των κυττάρων από ιστό ή από 
μονόστιβη καλλιέργεια γίνεται με διαλύματα πρωτεασών:

Τεχνικές διαχωρισμού κυττάρων (Ι)
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...ή με μηχανικά μέσα
όταν η χρήση θρυψίνης δεν είναι επιθυμητή λόγω:

α.  Μελέτες στην κυτταρική μεμβράνη, 
λόγω απώλειας μεμβρανικών πρωτεινών 

(γλυκοπρωτεινών και αντιγόνων)
β.  Κινητικές δράσης φαρμάκων, ραδιοιχνηθετών, ορμονών, κ.λπ

Τεχνικές διαχωρισμού κυττάρων (ΙΙ)

Δείκτες συμπεριφοράς κυττάρων σε κυτταροκαλλιέργειες

Μετά το διαχωρισμό τα κύτταρα συνήθως 
προσκολλώνται στην επιφάνεια που τους προσφέρεται

Η τάση προσκόλλησης (anchorage dependence) 
είναι χαρακτηριστική των κυττάρων

Η συμπεριφορά και η επιβίωση των κυττάρων εξαρτάται και από:
τη φύση του υλικού προσκόλησης,
τη σύσταση του θρεπτικού υλικού
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Τα κύτταρα αναπτύσσονται, πολλαπλασιάζονται 
και καλύπτουν την επιφάνεια που τους προσφέρεται

Αναστολή επαφής

Όταν καλυφθεί η επιφάνεια τα κύτταρα ακουμπούν μεταξύ τους 
και σταματά η ανάπτυξη (αναστολή επαφής)

Αναστολή επαφής (contact inhibition), I

Αναστολή επαφής (contact inhibition), II



12

Συγκράτηση κυττάρων σε καλλιέργεια

Τα κύτταρα σε μονόστιβες καλλιέργειες 

συγκρατώνται μεταξύ τους και με το υπόστρωμα (substratum)

με μυκοπρωτεϊνες και με κολλαγόνο (μερικές φορές).

Συχνά απαιτείται και η παρουσία δισθενών ιόντων (Ca2+, Mg2+)

Φυσιολογικά κύτταρα σε μονόστιβη καλλιέργεια

Κυτταρική επικόλληση
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Παρατηρήσεις στο μικροσκόπιο Ι

Παρατηρήσεις στο μικροσκόπιο ΙΙ
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Πίνακας 2.  Χαρακτηριστικοί δείκτες συµπεριφοράς κυττάρων σε καλλιέργεια (συνέχεια)
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Εφαρμογές
• Διαφοροποίηση.

Δύσκολη σε ανώτερους ευκαρυώτες.

• Γενετική
Παλαιότερα υπήρχαν πολλά μεταλλάγματα για πολύπλοκα πειράματα
Τεχνικές για κλωνοποίηση, αποθήκευση, σύντηξη επιτρέπουν μελέτη
γενετικής θηλαστικών κυττάρων.

• Ανοσολογία.

• Μελέτη ορμονών, παραγόντων ανάπτυξης (Growth factors)
Χορήγηση σε μικρότερες ποσότητες από ότι σε ολόκληρο ζώο.
Αποφυγή μεταβολισμού, αποθήκευσης ή απομάκρυνσης.
Αποτελέσματα για ρυθμούς ενσωμάτωσης/μεταβολισμού.

• Ιολογία

• Μελέτη κυτταρικών φαινομένων, 
βιοχημικών μονοπατιών

Ανοσολογία
Παραγωγή μονοκλωνικών αντισωμάτων
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Μελέτη	κυτταρικών	φαινομένων:
Κυτταρικός	κύκλος

Μελέτη	κυτταρικών	φαινομένων:
ΑΠΟΠΤΩΣΗ
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Η	πρώτη	περιγραφή
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Φυσιολογικό
κύτταρο

Εξογκώσεις
(Cell blebbing)

Διάσπαση
(Fragmentation)

Αποπτωτικά σωμάτια
(Apoptotic bodies)

Η πορεία της απόπτωσης

Η	γέννηση	μιας	λέξης
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Είναι ένα πρόσφατο “καυτό” πεδίο της βιολογικής έρευνας
Αδιαφοροποίητα κύτταρα
Μπορούν να επιλέξουν µεταξύ συνεχούς πολλαπλασιασµού 

και διαφοροποίησης
Η τύχη τους καθορίζεται από σήµατα και το περιβάλλον τους.
Βρίσκονται µόνο κατά τις πρώτες φάσεις της εµβρυϊκής 

ανάπτυξης και είναι ΟΛΟΔΥΝΑΜΑ.
Μπορούν να δώσουν οποιοδήποτε ενήλικο κύτταρο.
Μπορούν να καλλιεργηθούν (αδιαφοροποίητα) επ’ αόριστο.
Μπορούν να δώσουν, θεωρητικά, απεριόριστο αριθµό ειδικών,

κλινικά σηµαντικών ενήλικων κυττάρων (οστά, µύες, ήπαρ, αίµα).

Εμβρυϊκά αρχέγονα κύτταρα

Μερικοί λόγοι...

Κατανόηση µηχανισµών που οδηγούν τα κύτταρα στην παραγωγή 
συγκεκριµένων τύπων ιστών.Πιθανή θεραπεία πολλών ασθενειών

Parkinson, Alzheimer, σακχαρώδης διαβήτης, 
καρδικά νοσήµατα, εγκεφαλικά επεισόδια, 
βλάβες του νωτιαίου µυελού, εγκαύµατα. 

Μελέτη της άνοσης απόρριψης (immune rejection) και πως αυτή θα 
αποφευχθεί. 

Γιατί μελετούμε τα ΕΑ κύτταρα
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Ανθρώπινα ΕΑ κύτταρα

από γονιµοποιηµένα ωάρια 
νεώτερα από µία εβδοµάδα.

από 14 βλαστοκύστες, 
προϊόντα εξωσωµατικής 
γονιµοποίησης 
(in vitro fertilization, IVF)

Παραγωγή/προέλευση ανθρώπινων ΕΑ κυττάρων
Εμβρύο στη

φάση της διαίρεσης

Βλαστοκύστη
σε καλλιέργεια

Εσωτερική
Κυτταρική Μάζα
σε καλλιέργεια Ακτινοβολημένοι

MEF τροφοδότες

Διαχωρισμός
ΕΑ κυττάρων

και μεταφορά σε
νέο τρυβλίο Νέοι τροφοδότες

Καθορισμένες
σειρές ΕΑ κυττάρων

Ικανότητα παρατεταµένης και αδιαφοροποίητης ανάπτυξης σε 
καλλιέργεια.

Διατήρηση ανάπτυξης σε ποικιλία ειδικών κυτταρικών τύπων, 
όπως νευρικά, µυϊκά, κύτταρα, 
καθώς και κύτταρα εντέρου, χόνδρων.

Νοέµβριος 1998. O James Thomson καθιέρωσε τις 
5 πρώτες σειρές ΕΑ κυττάρων. 
Ήταν η πρώτη φορά επιτυχούς αποµόνωσης 
και καλλιέργειας ΕΑ κυττάρων.

Κυτταρικές σειρές ΕΑ κυττάρων
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Σχετικά επίπεδες συμπαγής αποικίες
διαχωρίζονται εύκολα σε ανεξάρτητα κύτταρα 
με θρυψίνη ή με υλικό χωρίς Ca2+ και Mg2+.

Μεγαλώνουν πιο αργά από αυτά των ποντικών 
Χρόνος διπλασιασμού: 
ανθρώπινα ΕΑ ~ 36 ώρες ,  / ΕΑ ποντικού:  ~12ώρες

Απαιτήσεις για καλλιέργεια in vitro 
Ποντικού: LIF (leukemia inhibitory factor) 
Ανθρώπινα: στιβάδες τροφοδοσίας & υλικό με ή χωρίς ορό, bFGF 

Ιδιαίτερα σταθερός καρυότυπος
φυσιολογικός ΧΧ και ΧΥ καρυότυπος.

Υψηλά επίπεδα έκφρασης τελομεράσης
Διατηρούν το μήκος του τελομερούς
Κάτι που συνδέεται με την “αθανασία”

Ιδιότητες των ανθρώπινων ΕΑ κυττάρων

1. ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 
όπου αναπτύσσονται.

2. ΚΥΤΤΑΡΟΚΙΝΙΝΕΣ και 
ΑΥΞΗΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ

Δύο κύριοι τρόποι:

Εφαρμογές	κυτταροκαλλιεργειών:
Ρύθμιση	της	διαφοροποίησης	των	ΑΚ
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Derived from human embryonic stem 
cells, 

precursor neural cells grow in a lab dish 
and generate mature neurons (red) 

and glial cells (green)
Photo by: courtesy Su-Chun Zhang

Date: 11/01

After transplantation into the brains 
of young mice, the neural precursor 
cells give rise to functioning neurons 
(red in A) and astrocytes (red in B), 
a star-shaped cell of the brain and 

spinal cord.
Photo by: courtesy Su-Chun Zhang

Date: 11/01

Εφαρμογές	κυτταροκαλλιεργειών:	
Παραγωγή	νευρικών	κυττάρων

Παρεμβολή	RNA	
(RNA	interference,	RNAi):

Εξειδικευμένη	αναστολή	γονιδιακής	έκφρασης	μέσω	
ενός	μικρού	δίκλωνου	RNA,	γνωστού	ως	siRNA.

Εφαρμογές	κυτταροκαλλιεργειών:		παρεμβολή	RNA
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AAAAAA
cap

RISC

Deadenylase

shRNA	plasmid	DNA

shRNA

siRNA	against	target	mRNA
(sense/anstisense	strand)

siRNA/RISC	associated
with	target	mRNA-

Deadenylase	recruitment

target	mRNA	
cleavage/degradation

shRNA	plasmid
enters	the	cell	via

lipid-based	transfection

Figure 3. Silencing of gene expression with
short hairpin RNAs (shRNAS)

Αποσιώπηση	με	shRNAs

http://www.tumblr.com/tagged/i...love-mirna

miRNAs	και	θεραπευτικές	προοπτικές
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miRNAs	και	θεραπευτικές	προοπτικές

Wu	et	al.	Mol.	Pharmaceutics	2011;	8(4):	1381-1389

miRNAs	και	θεραπευτικές	προοπτικές
mirDIP:	microRNA	Data	Integration	Portal

http://www.genengnews.com/gen-articles/mirna-closes-in-on-therapeutic-potential/4008/


