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Ιστορική αναδρομή 

Σεπτέμβριος 1985 

Renato Dulbecco  

Ομιλία στο Cold Spring Harbour 

Nobel Prize, 1975, in 

Physiology-Medicine 



Ιστορική αναδρομή 

Μάρτιος 1986 

Charles De Lisi 

Διευθυντής του Τμήματος 

Έρευνας για την Υγεία & το 

Περιβάλλον στο Υπουργείο 

Ενέργειας 

 

Εκτίμηση του κόστους, της ωφελιμότητας, της 

δυνατότητας επίτευξης και του χρόνου του 

προγράμματος 

  

Santa Fe meeting 

3 φάσεις 

Ανάπτυξη τεχνολογίας 

Χαρτογράφηση  

Αλληλούχηση 





Santa Fe 1986: Human genome baby-steps 
The 1980s saw plenty of discussion on sequencing the human 

genome. But, according to Charles DeLisi, one conference was 

crucial for converting an idea to reality. 

OPINION MEETINGS THAT CHANGED THE WORLD 

NATURE Vol 455 16 October 2008 



Ιστορική αναδρομή 

1986: «Molecular Biology of Homo Sapiens» 

           Cold Spring Harbor   

Οργανωτής: James Watson 



Sequencing the genome now is like Lewis and Clark 

going to the Pacific one millimetre at a time. If 

they had done that, they would still be looking. 

David Botstein, Whitehead Institute, Cold Spring 

Harbor Symposium on the Molecular Biology of Homo 

sapiens, June 1986 

 

Sequencing the human genome would be about as useful 

as translating the complete works of Shakespeare into 

cuneiform but not quite as feasible or as easy to 

interpret. James Walsh, University of Arizona, and 

Jon Marks, University of California, Davis in Nature 

322:590, 1986 

 

I am surprised consenting adults have been caught in 

public talking about it [sequencing the genome]… it 

makes no sense, Robert Weinberg, Whitehead Institute, 

in The New Scientist, Mar. 5, 1987, p.35 

 

 



 

Of course we are interested in having the sequence, but 

the important question is the route we take to getting 

it, Maxine Singer, director, Carnegie Institution of 

Washington, in Science 232:1600, 1986 

 

Of course, if you have the clones you are going to want 

to sequence them. The question is which ones to do 

first. I think it is scientifically arrogant to prejudge 

what will be important and what not, Paul Berg, Stanford 

University, interview with OTA stuff member, January 

1987 

 

The real problem that faces us is not the cost of the 

Human Genome Project, but how to get it going, seeing 

both that the right people are in charge and that they 

work under an administrative umbrella that will not 

tolerate uncritical thinking and so will never promise 

more than the facts warrant, James D. Watson, Director’s 

report, Cold Spring Harbor Laboratories, September 1987 

 

 



Sequencing the human genome is like pursuing the holy 

grail, Walter Gilbert, Harvard University, at several 

national meetings, March 1987-August 1987 

 

Humans deserve a genetic linkage map. It is part of 

the description of Homo sapiens, Raymond White, 

Howard Hughes Medical Institute, University of Utah, 

in Science 233, 158, 1986 

 

The idea is gaining momentum. I shiver at the 

thought. David Baltimore, director, Whitehead 

Institute, in Science 232:1600, 1986 

 

I believe such a conclusion [against special efforts 

to sequence the human genome] represents a failure of 

vision, an unwarranted fear of (not very) ‘big’ 

science, Robert Sinsheimer, U. of California, Santa 

Cruz, in Science 233:1246, 1986 

 



Too bad that it needs such fancy wrappings to attract 

public attention for an obvious good, Joshua 

Lederberg, ‘The Gift Wrapped Gene’ in The Scientist, 

Nov. 17, 1986, p.12 

 

The sequence will give us a new window into human 

biology, Rennato Dulbecco, Salk Institute, interviw 

with OTA stuff member, January 1987 

 

The sequence of the human genome would be perhaps the 

most powerfull tool ever developed to explore the 

mysteries of human development and disease, Leroy Hood 

and Lloyd Smith, California Institute of technology, 

in Issues in Science and technology, 3:37, 1987 

 

The main reason that research in other species is so 

strongly supported by Congress is its applicability to 

human beings. Therefore, the obvious answer as to 

whether the human genome should be sequenced is ‘Yes. 

Why do you ask?’ Daniel Koshland, Editor, Science, 

236:505, 1987 



•Ταυτοποίηση των γονιδίων που σχετίζονται με   

  Μεντελικά & πολυπαραγοντικά νοσήματα 

• Διερεύνηση της γενετικής ποικιλότητας 

• Ανάλυση της γονιδιωματικής δομής  

  & λειτουργίας του ανθρώπου και   

  οργανισμών-μοντέλων 

• Κατασκευή χρωμοσωμικών χαρτών και αλληλούχηση  

ΣΤΟΧΟΙ: 

Human Genome Project  (HGP) 

ΕΝΑΡΞΗ: 1988 

J. Watson 

E. coli S. cerevisiae C. elegans D. melanogaster M. musculus 

Οργανισμοί-μοντέλα 

Διευθυντής στο National Human 

Genome Research Institute 





 



Γιατί να αλληλουχηθούν και οι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες; 
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Επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του ανθρώπινου γονιδιώματος 

LINES:  

Long 

INterspersed 

Elements 

Μήκος       Αριθμός αντιγράφων      % του γονιδιώματος 

SINES:  

Song 

INterspersed 

Elements 

(Alu repeats…) 

6-8kb 

100-300bp 

850.000 

1.500.000 

21% 

13% 

Segmental duplications 

(διπλασιασμοί χρ. τμημάτων) 

(> 90% ομοιότητα, >1kb μήκος). 

5% 
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Segmental Duplication Database 

http://humanparalogy.gs.washington.edu 



Aλληλούχηση μόνο των cDNAs; 

Sydney Brenner 

1990 1991 (NIH) 

TIGR 

πατέντα 

GSC (Genome Sequencing Center, U. of Washington) 

Ελεύθερα στις db 

                   Craig Venter                      

~600 ESTs 

>50% νέα 

Πατέντα??? 



ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗ cDNA 

Αντίστροφη μεταγραφάση 

(reverse transcriptase) 

Υδρόλυση του mRNA 

 

Επώαση με DNA πολυμεράση 

 

 

S1 νουκλεάση 

Terminal transferase 

 

φορέας + 
λιγάση 

cDNA 

Ιστός π.χ. 

εγκέφαλος 
Απομόνωση mRNAs 

* 



cDNA1 
cDNA2 

cDNA3 

cDNA4 

cDNA5 

cDNA6 

κ.λπ 

cDNA βιβλιοθήκη από εγκέφαλο 

cDNA 

EST EST 
Expressed Sequence Tag 



Γενετικοί χάρτες 

ΠΟΡΕΙΑ ΤΟΥ HGP 



Γενετική χαρτογράφηση 

Μείωση 

Αντιγραφή 
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Γαμέτες:       ΑΒ, αβ 



P:  

Αγρίου τύπου 

γκρι με φυσιολογικά φτερά 

b+ b   vg+ vg 

Μαύρα με 

ατροφικά φτερά 

b b   vg vg 

Αγρίου τύπου 

Μαύρα-

ατροφικά 

b+ b   vg+ vg b b   vg vg 



Αντιγραφή 
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Γαμέτες:       ΑΒ, αβ, Αβ, αΒ 

ανασυνδυασμένοι 



Αγρίου τύπου 

γκρι με φυσιολογικά φτερά 

b+ b   vg+ vg 

Μαύρα με 

ατροφικά φτερά 

b b   vg vg 

P:  

Αγρίου τύπου 

Μαύρα-

ατροφικά 

Γκρι-

ατροφικά  

Μαύρα-

φυσιολογικά 

F1:  

b+b   vg+vg bb  vgvg b+b vgvg bb vg+vg 
Αναμενόμενα 

(ανεξάρτητο 

συνδυασμό) 

Παρατηρούμενα 

Πατρικοί φαινότυποι Ανασυνδυασμένοι φαινότυποι 



Γενετικοί χάρτες (Χάρτες σύνδεσης) 

Μεταξύ των T και U συμβαίνει διασκελισμός σε μεγαλύτερο ποσοστό 

μειώσεων από ότι μεταξύ των V και W και άρα  

Παράγεται μεγαλύτερο ποσοστό ανασυνδυασμένων τύπων.  

Morgan & Sturtevant  



1 μονάδα γενετικού χάρτη (1 map unit, m.u)  

Ανασυνδυασμένοι απόγονοι 1% (λόγω διασκελισμού κατά τη μείωση) 

ή 

Συχνότητα ανασυνδυασμού = 1% (recombination frequency, RF) 

1cM (centiMorgan) 

Έστω ότι ο γενετικός τόπος pr απέχει από τον vg 11m.u 

    Από την διασταύρωση  

 

pr vg/pr+ vg+   x              pr vg/pr vg 

Τι ποσοστό των απογόνων θα είναι pr+ vg/pr vg ; 



Γενετικός χάρτης με γονίδια στη Drosophila 

π.χ. Drosophila 

γονίδια 

χάσμα 

χάσμα 



Η μελέτη της σύνδεσης στον άνθρωπο 

• Μη ελεγχόμενες διασταυρώσεις 

• Μικρός αριθμός απογόνων 

• Ανομοιόμορφη κατανομή γονιδίων-μεγάλες διαγονιδιακές αποστάσεις  

• Προτιμούνται μεγάλες οικογένειες 3 γενεών 

 

Π.χ. Εξετάζουμε πιθανή σύνδεση μεταξύ Α και Β και σε 4 από τα 5 παιδιά δεν 

συνέβη ανασυνδυασμός                 συχνότητα ανασυνδυασμού 20%         

 

Η αναλογία 80:20 είναι σημαντικά διαφορετική από την 50:50 ? 

(ανεξάρτητος συνδυασμός) 

 

Χρειάζεται μελέτη δεκάδων παιδιών από πολλές οικογένειες  



Lod score = Ζ = 

logarithm of odds (λογάριθμος πιθανοτήτων) 

Υπολογισμός lod score για διάφορες τιμές του θ 

0,0 απουσία ανασυνδυασμού 

0,5 τυχαίος ανασυνδυασμός 
έως 

Πιθανότητα των δεδομένων αν οι γενετικοί  

τόποι συνδέονται με ποσοστό ανασυνδυασμού θ 

Πιθανότητα των δεδομένων αν οι γενετικοί  

τόποι δεν συνδέονται 

Άθροισμα πιθανοτήτων από δεδομένα από διαφορετικές οικογένειες 

Ζ>3 = θετική πιθανότητα υπέρ της σύνδεσης 1000:1 =  

ασφαλής ένδειξη ότι οι γενετικοί τόποι είναι συνδεδεμένοι 

Βέλτιστη εκτίμηση για το % ανασυνδυασμού είναι η τιμή του θ για 

την οποία το Ζ μεγιστοποιείται = εκτίμηση μέγιστης πιθανότητας 

(maximum likelihood estimate) 
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Παράδειγμα 

Η φάση είναι γνωστή 

D-1, d-2 

Lod score = 

Πιθανότητα των δεδομένων αν οι γενετικοί  

τόποι συνδέονται με ποσοστό ανασυνδυασμού θ=0 

Πιθανότητα των δεδομένων αν οι γενετικοί  

τόποι δεν συνδέονται 

 =  
1/8 

1/64 
 =  8:1=0,903 

υπέρ της σύνδεσης 

Μη ανασυνδυασμένοι 

¼ x ¼ x ¼  

½  x ½  x ½   



Οικογένειες CEPH 

Πολλές γενιές 

Πολλά άτομα 



Γενετικός χάρτης με γονίδια του χρωμοσώματος 4 του ανθρώπου 

Χρειάζονται περισσότεροι μοριακοί γενετικοί δείκτες (markers) 



RFLP (restriction site length polymorphisms), 1975- 

#3_ομόζυγο 

#1_ομόζυγο 

EcoRI EcoRI 
3 kb 

#2_ετερόζυγο 

EcoRI EcoRI 
3 kb 

2 kb 1 kb 

2 kb 1 kb 

2 kb 1 kb 

A 

A 

A 

B 

B 

B 



Ανίχνευση με PCR-πέψη 

Πολλαπλασιασμός 

Πέψη του προιόντος της PCR 

με το ένζυμο περιορισμού 

Διαχωρισμός προϊόντων της πέψης 

με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

Αλληλόμορφο 1 

Αλληλόμορφο 2 

Αλληλόμορφα           1, 1              2, 2                  1, 2     



Κληρονόμηση RFLP 



~400 RFLPs 



Mοναδιαία αλληλουχία 

Εκκινητές PCR 

Eπανάληψη 1-5bp 

Μικροδορυφόροι (microsatellites) 

(GT)n 

(GAC)n 

(GATA)n 

…… 

1/ 20 Kb στο 

ανθρώπινο 

γονιδίωμα 



Παράδειγμα : μικροδορυφόρος Α 

……………………………………ACAACCCTAC CTGGCACTGC ATTGTGGGCC GAAACTTCGG GAGTTATGTG ACACATGAAC 

              CCAAACACTT CATCTACTTC TACCTGGGTC GGGTGGCCAG TCTTCTGTTC AAATCTGGTT 

              AAGAGCATGG ACTGTGCCAA ACACCCAGTG ACCCATCCAA AAACAAGGAC TGCATCCAAA 

        

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 

 
              TYCCAAATAC CAGAGACTGA ATCTTCAGCC TTGCTAAGGG AACACCTCGT TTGAATCTGT 

              TGTGTTGTGT ACAGGGCTTC ATTCTCTGTA CAAGTCTGTG GTTATAAAAT TAGTAAAACC 

              GCTTACATTT GTATTTATTT TCTAGTCCAT ACTTCTGTAC CCTGAGCGGC CGCTGGATCC………………….  

Εκκινητής 2 

Εκκινητής 1 

10 

Ανίχνευση με PCR 





Γιατί είναι χρήσιμοι οι γενετικοί χάρτες; 

• Η θέση ενός γονιδίου μπορεί να επηρεάσει την έκφρασή του   

  ("neighborhood effect) π.χ. οπερόνιο, γονίδια κοντά σε ετεροχρωματίνη 

 

 

 

• Εξελικτικές μελέτες 

  συνταινικές περιοχές, χρωμοσωμικές αναδιατάξεις 

 

 

 

• Κλωνοποίηση βάσει θέσης (positional cloning) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ανάλυση γενετικής 

σύνδεσης σε 

οικογένειες ασθενών  

Ταυτοποίηση κρίσιμης 

περιοχής 

Γενετική 

χαρτογράφηση 

Κλωνοποίηση γονιδίων βάσει της χρωμοσωμικής τοπογραφίας τους 

4cM 



Γενετικοί χάρτες 

ΠΟΡΕΙΑ ΤΟΥ HGP 

Φυσικοί χάρτες 

Πλήρους μήκους ESTs 
Αλληλούχηση cDNAs 



Φυσική χαρτογράφηση 

1. Κυτταρογενετική χαρτογράφηση 

Χρώση με Giemsa - ζώνωση G (κατεργασία με τρυψίνη για μετουσίωση 

χρωμοσωμικών πρωτεϊνών) 

Ζώνωση Q: με φθορίζουσες χρωστικές (π.χ. κινακρίνη) & παρατήρηση με 

μικροσκόπιο φθορισμού 



Χρώση (staining) με Giemsa 



2. In situ υβριδοποίηση φθορισμού FISH (fluorescent in situ hybridization) 

μεταφασικά χρωμοσώματα 

(μονόκλωνο DNA) 

  

ανιχνευτής (probe) 

σημασμένος με 

φθορίζουσες ουσίες 

μικροσκόπιο φθορισμού 

Διακριτική 

ικανότητα 1-2Mb 



3. Υβρίδια σωματικών κυττάρων (somatic cell hybrids) 

κύτταρα ανθρώπου 

Ινοβλάστης Λεμφοκύτταρο 

Κυτταρική σύντηξη με 

χρήση ιού Sendai ή PEG 

κύτταρα τρωκτικού 

Ομοκάρυα 

Θάνατος κυττάρου 

Ετεροκάρυα 

HPRT- ή ΤΚ- 

HPRT+ 

Επιλογή σε θρεπτικό υλικό HAT (αναστέλλει 

βιοσύνθεση πουρινών/πυριμιδινών) 

HPRT: ένζυμο φωσφοριβοσυλοτρανσφεράση, χρησιμοποιεί υποξανθίνη & γουανίνη στη σύνθεση DNA 

HAT: υποξανθίνη, αμινοπτερίνη, θυμιδίνη 

Υβρίδια κυττάρων 

Εκλεκτική απώλεια ανθρώπινων χρωμοσωμάτων 

Πολ/μος & διαχωρισμός ανθρώπινων χρωμοσωμάτων 



Στους ακόλουθους πίνακες φαίνονται τρεις κυτταρικές σειρές υβριδίων σωματικών 

κυττάρων ανθρώπου-ποντικού, τα ανθρώπινα χρωμοσώματα που περιέχονται σε 

κάθε μία και οι δείκτες (ένζυμα) που ταυτοποιούνται σε καθεμία.   

 

 

Κυτταρική σειρά    Ανθρώπινα χρωμοσώματα 

     3    7    9    11    15    18    20 

Α      -     -     -     +      +      +     + 

Β               +    +    -     +      -       +     - 

Γ      -     +    +     -      -       +     + 

 

 

 

Δείκτες (ένζυμα)       Κυτταρική σειρά 

     Α       Β             Γ 

Χ     +              +             + 

Υ     +              -              - 

Ζ                -              +             + 

 

 

Σε ποιο χρωμόσωμα χαρτογραφούνται τα γονίδια που κωδικοποιούν τα ένζυμα X, 

Y, Ζ δεδομένου ότι οι τρεις δείκτες χαρτογραφούνται σε διαφορετικά χρωμοσώματα; 



Ακτινοβολημένα υβρίδια σωματικών κυττάρων 

(radiation somatic cell hybrids, RH) 

Κύτταρα δότες Κύτταρα δέκτες Σύντηξη 

Ακτινοβολημένα υβρίδια 

Επιλογή και χαρακτηρισμός 

Radiation hybrid panel 

Υβρίδιο 1 Υβρίδιο 2 Υβρίδιο 3 



Sequence Tag Site 

• Μοναδιαία 

• Γνωστής αλληλουχίας 

• Χαρτογραφημένα (π.χ. μπορεί να είναι 

πολυμορφικοί δείκτες,  ESTs) 

* 



Χαρτογράφηση σε ακτινοβολημένα κυτταρικά υβρίδια 

Stanford G3 RH panel 

-83 RH clones 

-Μεσαία διακριτική ικανότητα 

(1 cR ~30 kb) 

-10,000 rads X-ray 

Genebridge 4 RH panel 

-93 RH clones 

-Μικρή διακριτική ικανότητα 

-3,000 rads 

Ανίχνευση με PCR 

0: αρνητικό 

1: θετικό 

2: αμφίβολο 





A Gene Map of the Human Genome 

 

>40.000 ESTs, ~700 πολυμορφικούς δείκτες  



dbEST release 010209  

Summary by Organism - January 2, 2009 

  

Number of public entries: 59,459,901 

 

Homo sapiens (human)     8,163,902  

Mus musculus + domesticus (mouse)   4,850,605  

Zea mays (maize)     2,018,337  

Arabidopsis thaliana (thale cress)    1,526,124  

Bos taurus (cattle)     1,517,143  

Sus scrofa (pig)      1,476,771  

Glycine max (soybean)     1,386,618  

Danio rerio (zebrafish)     1,380,071  

Xenopus (Silurana) tropicalis (western clawed frog)  1,271,375  

Oryza sativa (rice)      1,248,660  

Ciona intestinalis      1,205,674  

Triticum aestivum (wheat)     1,051,300  

Rattus norvegicus + sp. (rat)    1,009,934  

Xenopus laevis (African clawed frog)    677,784  

                      dbEST: database of "Expressed Sequence Tags 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene


Γεφύρωση γενετικού-φυσικού χάρτη 

Γενετικός χάρτης Φυσικός χάρτης κυτταρικών υβριδίων 



Φορείς με μεγάλα μεγέθη ενθεμάτων   

 Φυσικός χάρτης γενωμικών κλώνων 

ARS: θέση έναρξης αντιγραφής 

CEN: κεντρομερές χρωμοσώματος σακχαρομύκητα 

TEL: τελομερές χρωμοσώματος σακχαρομύκητα 

 

Μεγεθος ενθέματος: 200-1000kb 

1 αντίγραφο/κύτταρο 

3000-15000 για 1x κάλυψη του γονιδιώματος 

YACs 



BACs 

Μεγεθος ενθέματος: 100-200kb 

1 αντίγραφο/κύτταρο 

15000-30000 για 1x κάλυψη του γονιδιώματος 



Φυσικός χάρτης γενωμικών κλώνων 
GM99 - GB4 Genethon Marshfield 

D10S1 773 134,17 

D10S579 109.33 

1cM 

112.58 D10S2470 

125.41 D10S1240 

130.9 D10S1429 

SHGC - G3  

D10S 541 3942 

15cR 

SHGC - 

14535 
4226 

G17536 4 920 

5019 G13660 

5040 G13658 

5077 G13676 

5143 G14345 

5174 
SHGC - 

14061 

5202 D10S1207 

5390 D10S1 773 

GM99- - G3 

D10S 541 

D10S1 773 5626 

4178 

SHGC - 

526 
4246 

4742 
SHGC - 

17231 

4790 SGC33917 

4908 
SHGC - 

4169 

15cR 

WI - RH 

1cR 

D10S1242 513.9 

AFMa348zg9 5 31.7 

D10S1562 5 43.3 

D10S1257 5 45.7 

D10S 541 5 21 .9 

549.7 WI - 5915 

5 55.3 WI - 4209 

5 58.4 AFM205tg7 

5 67,9 
AFMa301wf1 

WI - 4865 5 68 

AFM183xb12 5 75.5 

5 85.9 WI - 14791 

5 91 WI - 3109 

5 95 
WI - 4379 
D10S1245 

D10S1434 

WI - 1905 601.1 

604.1 

AFMa053yg5 
AFMb363xg5 
AFMa071xh1 
WI - 4434 

608.6 WI - 4132 

619.2 WI - 5976 

AFM265yc9 620.4 

622.7 D10S554 

WI - 5502 

Z40596 
stSG41319 , stSG32258, stSG21645, stSG29905, T92735, F09841  

stSG30644 ,  stSG3666 
stSG16023 ,  stSG41741 ,  WI - 11734 

SGC38164 
stSG15752 ,  WI - 17128 
stSG2551,  WI - 16578 

A008Y13 

L25676 
A004R39 ,  WI - 11615 

stSG26781 ,  stSG22113 
D10S2211 ,  W73720 

stSG32004 
L16782 
stSG2721 ,  stSG21644 
D10S2197 

stSG12880 ,  stSG8438 

stSG46580 

stSG47193 stSG39120 

SHGC - 35401 
stSG31377 ,  stSG15491 ,  stSG8384 ,  stSG48047 ,  A007J42 ,  N37073 
NIB351 

WI - 16054 
WI - 14114 
stSG35189 ,  stSG44990 
stSG50791 ,  stSG30011 ,  stSG31710 

WI - 18437, H92921, R86942, H84912, stSG45558,  stSG39758 

stSG51671 , Z40200  
stSG2803 ,  stSG12559 ,  A006X22 
stSG35957 

stSG22466 ,  stSG13323 , stSG30492, WI - 16821,  
U37426 ,  stSG25928 ,  stSG9628 , A006W20, L16499  

A008Z38 

stSG50462 ,  stSG21346 ,  SGC30793 ,  A009B31 
L07093 ,  stSG29640 ,  H90420 ,  A009B31, D29519 

N22119 ,  N29485 ,  stSG15866 ,  WI - 16274 ,  stSG43195 
stSG45302 ,  stSG3745 ,  A004S47 
stSG21190 ,  H03262 
stSG22312 
A002E05 ,  stSG35884 
SGC33162 ,  stSG31812 ,  stSG35992, 1284 
stSG47335 
WI - 17750 ,  SGC30780 
N27530 ,  WI - 16989 

stSG46053 ,  stSG4 ,  H68323 ,  N32898 
SGC31032 

H95763, W86789 
stSG35515 
stSG45548 
stSG462 ,  A004O25 
SHGC - 9747 ,  AA022645 
stSG2844 
WI - 15944, F10974 
stSG46829 
stSG2296 
stSG1032 
A002G19 

stSG38844 
stSG52092 
WI - 18064 
stSG2761 

stSG53348 ,  stSG47398 ,  stSG44050 , 
R89840 ,  stSG21208 ,  stSG52467, A009E24 

stSG51949 ,  stSG52273 ,  stSG49136 ,  stSG32285 

stSG30920 ,  stSG45428 ,  stSG4569 ,  WI - 15882 
stSG22607 ,  WI - 13377 ,  stSG9987 

WI - 11858 ,  stSG3077 ,  A005C16 
stSG4306 

stSG15181 ,  SGC32394 
A008I22 
N35618 
stSG28313 ,  T40917 ,  stSG46524 
stSG40840 ,  stSG26670 

SGC34176 ,  WI - 13735 ,  stSG8267 ,  stSG30988 ,  stSG44588 
WI - 16766 
stSG27214 ,  WI - 8488 ,  stSG38907 ,  stSG35096, A005X19 
stSG16199 ,  A007K11 ,  SGC34978 ,  stSG1671 ,  stSG3691 
stSG50801 
H87438 
W37897 ,  stSG49129 
stSG1953 
stSG47056 
M14564 
A004B36 
A006J02 ,  stSG27406 
R01689 ,  WI - 16946 ,  A004M06 ,  H41409 ,  stSG42773 ,  stSG50235 
stSG2605 ,  N39580 ,  stSG3084 ,  stSG48072 ,  stSG47005 
stSG50987 ,  A006D27 ,  stSG51013 ,  stSG43839 ,  stSG46535 

AA034033 ,  stSG38872 ,  A005K38 ,  N31939 ,  H82635 
N37090 
R45921 

Z38716 ,  W86982 ,  stSG2653 ,  H19386 ,  WI - 15962 
A008M23 ,  stSG40082 ,  stSG4995 ,  stSG2699 ,  
stSG42602 ,  WI - 22164 ,  W80406 ,  stSG48287 ,  G26427 
stSG3501 ,  U36223 ,  stSG4193 ,  WI - 6938, stSG12760 

stSG15820 ,  stSG51021 ,  WI - 9147 ,  D60282 
stSG13279 ,  stSG50971 ,  SGC33233 ,  stSG30235 
AA913870 ,  AA917820 ,  stSG46822 

stSG42868 ,  stSG47726 ,  SGC31986 ,  stSG44115 ,  stSG48239 
A004R30 
D10S540 
stSG47299 ,  SGC30899 
stSG31562 ,  stSG48141 ,  stSG47144 
stSG27142 ,  stSG31529 
W69567 
SGC31936 
stSG42688 
R43868 ,  G27616 
stSG26359 
Z38397 
stSG9207 
stSG34995 

Z38786 
stSG42504 
stSG48312 ,  stSG46999 ,  H05479 
stSG35254 ,  stSG40669 

stSG13162 ,  M85683 
WI - 19473 ,  stSG3345 ,  stSG36084 ,  WI - 14107 ,  F10278 
H40105 

W32419 
SGC31312 

stSG41370 
stSG16259 

WI - 16106 
stSG49291 ,  WI - 15620 ,  NIB1357 ,  AA243510 
stSG26986 ,  SGC35716 
stSG48063 ,  stSG8954 ,  stSG9160 ,  AA284841 
stSG12737 ,  stSG22433 

stSG42559 ,  stSG50884 

A005M36 

AA040321 
T60418 

T97004 
A006C33 
stSG8843 ,  stSG26044 
WI - 14968 ,  stSG49550 ,  stSG39063 ,  H17634 
stSG31639 
stSG12596 
stSG45253 ,  FB3F3 
stSG49455 ,  SGC31141 
stSG29677 ,  stSG47767 
stSG47370 ,  WI - 9487 ,  stSG48444 
WI - 17804 ,  A007I48 
A006J06 ,  A008S06 
stSG15535 
stSG36024 ,  T91988 ,  A006F09 ,  stSG28889 ,  stSG47984 
SHGC - 33545 
N38956 ,  stSG42986 ,  stSG46271 ,  stSG30264 
stSG36017 
stSG22417 

A004M41 
A006A44 ,  WI - 16878 ,  U29690 

stSG43429 
stSG22723 
D10S1681 , stSG45467 ,  N32594 

D10S541 

H10009 

A006A33, M21941, N95450 

N20191 

1cM 

D10S579 

114,3 
D10S1765 
D10S541 

D10S1735 

D10S1739 

D10S1753 

D10S564 

D10S1755 

D10S583 

D10S571 

D10S1736 

D10S1690 
D10S1680 

D10S1758 

D10S577 

D10S1709 

D10S1726 

D10S603 
D10S1778 
D10S1266 
D10S1265 

D10S1268 
D10S1692 
D10S222 

D10S1697 

D10S1738 

D10S1668 

D10S1267 

D10S1671 

D10S1663 
D10S1760 

D10S1741 

D10S597 

D10S554 

D10S1269 

D10S1681 

D10S1773 
D10S1731 

142.7 

14 1.8 

1 39.2 

D10S192 

D10S185 

D10S1748 

D10S198 

D10S1731 

D10S541 

426,83 

428,51 

521,27 

523,37 

A. Επιλογή ανιχνευτών 



PCR σε γενωμικό DNA 

Επαναληπτική PCR 

PCR ραδιοσήμανσης 

Παρασκευή ανιχνευτών 

154bp 
220, 221bp 

298bp 
344bp 
396bp 

184  262  127  107  101  125  252  125 198  177  150  125  Μέγεθος (bp): 

M 

A 

B 

75bp 



34Α14 

 

~220.000 BACs 

x 25 γονιδίωμα 

 

 

12cm 

8cm 

Υβριδοποίηση γενωμικής βιβλιοθήκης 

X36 

Pool: ~10 STSs 



 

~ 10 BACs / STS 

 

Κατάθεση αποτελεσμάτων σε βάση δεδομένων 



Αντιστοίχηση κλώνων BACs με STSs 

Χρωμοσωμο-ειδική βιβλιοθήκη 

STS_1 

1 STS 

STS_2 

STS_2 STS_3 



Fingerprinting των κλώνων BAC 

    (The International Human Genome Mapping Consortium) 

Τεμαχισμός με HindIII  
FPC db human map 

Sulston J et al, 1989 



Soderlund C et al, 1997 & 2000 

FPC db 

 Contigs 

STSs 

BACs 



 Φυσικός χάρτης γενωμικών κλώνων BAC 

FPC db human map 



Ανάλυση FISH κλώνων 



Χρωμοσωμικό περπάτημα 

(BAC end) 

STS_1 STS_2 STS_3 STS_4 



Sanger clone name:   bA437J2  

International name:  RP11-437J2  

Species name:   Homo sapiens  

Chromosome:   10 

Genbank accession:   AL157396  

Sequencing pipeline status:  Analysis  

Sequenced by:   Sanger Centre  

Library:   RPCI-11.2  

Library description:  Human Male BAC Library 

Sanger internal clone prefix:      bA  

External clone prefix:   RP11  

Vector:    pBACe3.6  

Clone type:   BAC 

http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/humace/fpcwebmap.cgi 

95Mb 96Mb 

STSs (e-PCR) 

BACs 

Tiling path 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/cytoview?mapfrag=RP11-437J2&mapsize=500000
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/cytoview?mapfrag=RP11-437J2&mapsize=500000
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/cytoview?mapfrag=RP11-437J2&mapsize=500000
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/contigview?mapfrag=RP11-437J2&mapsize=500000


Bentley et al, 2001. The physical maps for sequencing human 

chromosomes 1, 6,  9, 10, 13, 20 and X. Nature 409, 942-943) 

Ο φυσικός χάρτης 

10p

10q

15

14

13

12

11

11

21

22

23

24

25

26

ctg1340 38,7Mb

ctg15 32,2Mb

ctg102 0,2Mb

ctg101 0.2Mb
ctg3003 0.3Mb
ctg4000 0.9Mb
ctg43 3,8Mb

~3,2Mb

ctg17 4,6Mb

ctg2493 2Mb

ctg16 47,4Mb

ctg2069 0,3Mb

ctg14 1Mb

10p

10q

15

14

13

12

11

11

21

22

23

24

25

26

10p

10q

15

14

13

12

11

11

21

22

23

24

25

26

ctg1340 38,7Mb

ctg15 32,2Mb

ctg102 0,2Mb

ctg101 0.2Mb
ctg3003 0.3Mb
ctg4000 0.9Mb
ctg43 3,8Mb

~3,2Mb

ctg17 4,6Mb

ctg2493 2Mb

ctg16 47,4Mb

ctg2069 0,3Mb

ctg14 1Mb

227 BACs προς 

αλληλούχηση 





Αλληλούχηση βάσει χρωμοσωμικού χάρτη 

(ιεραρχική shotgun αλληλούχηση) 

γενωμικό DNA 

βιβλιοθήκη 

contigs 

επιλεγμένος κλώνος 

shotgun 

…AGGCTTGAACGTTGCAACCAGCTGAC 

TTGCAACCAGCTGACGTTAACCGTAGGCTA… 

…AGGCTTGAACGTTGCAACCAGCTGACGTTAACCGTAGGCTA… 

Minimal Tiling Path 



ένθεμα 

Φορέας BAC 

Τυχαίος τεμαχισμός (μερική πέψη, υπέρηχοι) 

υποκλωνοποίηση & αλληλούχηση 

                Στοίχηση επιμέρους αλληλουχιών                         

Αλληλούχηση shotgun ενός κλώνου BAC 



J. Graig Venter 



Αλληλούχηση 

Fred Sanger 

dNTP ddNTP 

13 August, 1918 



DNA πολυμεράση 

+dNTPs 

Ραδιοσημασμένος εκκινητής 





Η αλληλουχία της 

συμπληρωματικής 

αλυσίδας 

Ηλεκτροφόρηση 



Αυτοραδιογραφία        







The Nobel Prize in Chemistry 1980 

 

"for his fundamental studies 

of the biochemistry of 

nucleic acids, with particular 

regard to recombinant-DNA"  

"for their contributions 

concerning the determination of 

base sequences in nucleic acids"  

Paul Berg  

1/2 of the prize  

USA  

Stanford University  

Stanford, CA, USA  

b. 1926  

Walter Gilbert  

1/4 of the prize  

USA  
Harvard University, 

Biological Laboratories  

Cambridge, MA, USA  

b. 1932  

Frederick Sanger  

1/4 of the prize  

United Kingdom  

MRC Laboratory of 

Molecular Biology  

Cambridge, United 

Kingdom  

b. 1918  



1986: Αντικατάσταση της ραδιενεργής σήμανσης με φθορίζουσα 

Lee Hood 
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G 

A 

A 
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C 

T 

T 

C 

A 

A 

T 

Label each 

with a different 

color 

Mix all reactions 

prior to loading 

Με 4 διαφορετικές χρωστικές, όλες οι αντιδράσεις 

μπορούν να ηλεκτροφορηθούν μαζί 



 

Ανίχνευση με αυτοματοποιημένο sequencer 
 

Ενεργοποίηση με λέιζερ 

«Διάβασμα» με fluorometer 

Εμφάνιση αποτελεσμάτων με Η/Υ ως χρωματογράφημα 

 



Sequencer με τριχοειδή 

τριχοειδή 



samples 

capillary 
Laser / 

detector 

Detection 
window 



The automated production line for sample preparation at 

the Whitehead Institute, Center for Genome Research. 



Έναρξη 
Γενετικοί χάρτες 

Φυσικοί χάρτες 

Πλήρους μήκους 

Αλληλούχηση γενωμικού DNA 

draft finished pilot 

chr. 22 

ΠΟΡΕΙΑ ΤΟΥ HGP 

ESTs 
Αλληλούχηση cDNAs 

Κάλυψη: 4x - 5x 

90% του γονιδιώματος  

Κάλυψη: 8x - 9x,   

99% του γονιδιώματος 

Ακρίβεια: 99,9% 

http://dx.doi.org/10.1038/990031


Human Genome 

Project 

HGP 

FREE ACCESS 

V
o

l 
4
0
9
, 

F
e
b

 1
5
, 

2
0
0
1

 

CELERA GENOMICS 

  Access to db upon 

subscription 
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F
e
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6
, 
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0
0
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Το γονίδιο είναι, με διαφορά, 

το πιο περίτεχνο πρόγραμμα 

Bill Gates, Microsoft 

Τώρα για πρώτη φορά διαθέτουμε μια 

ιστορική ανθολογία του εαυτού μας, ένα 

μέρος της οποίας μεταβιβάζεται από γενιά 

σε γενιά επί ένα δισεκατομμύριο χρόνια. 

Μόλις τώρα μάθαμε να διαβάζουμε την 

ιστορία και είναι σίγουρο πως θα μας 

συναρπάσει για πολλές ακόμα δεκαετίες. 

Eric Lander, Whitehead Institute 

Θα παραξενευόμουν πολύ 

αν η θεραπεία του καρκίνου 

δεν μεταμορφωνόταν μέσα 

στα επόμενα 20 χρόνια 

Mike Stratton,  

Cancer Genome Project 

Είναι το ανεπανάλπτο επίτευγμα, όχι 

μόνο του καιρού μας αλλά ολόκληρης 

της ανθρώπινης ιστορίας. Αυτό το λέω 

επειδή το Human Genome Project, 

δυνητικά μπορεί να επηρεάσει τη ζωή 

κάθε ανθρώπου στον πλανήτη μας.  

Michael Dexter, Wellcome Trust 



1990 

50.000-100.000 bp/έτος 

2002 

10.000 bp/sec (24h, 7 ημέρες) 

 

Κόστος: 

1990: $ 10 /bp = $ 3 δις 

2002: $ 0,1 /bp = $ 3 εκ.  







Ανάλυση γενωμικών 

αλληλουχιών 

 για την ταυτοποίηση νέων 

γονιδίων, ιn silico  

 

http://www.ensembl.org. 









45% 

3% 1,5% 

6,6% 

24% 

Κωδικές περιοχές (υψηλή συντήρηση) 

Επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες από μεταθετά στοιχεία 

Ετεροχρωματίνη 

Μη συντηρημένες περιοχές 

Το γονιδίωμα με αριθμούς 

20% 

Ιντρόνια 

Μη κωδικές περιοχές (υψηλή συντήρηση) 





Κινητική επαναδιάταξης 

40.000 

Νησίδια CpG 

80.000 ESTs 

35.000-120.000 

Συγκριτικές μελέτες με Tetraodon 

nigroviridis  28.000-34.000 Κατ’ αναλογία με χρ. 20, 21, 22  

31.500-45.000 

Ανάλυση 2001 

30.000-40.000 

Ανάλυση 2004 

20.000-25.000 

ΠΟΣΑ ΓΟΝΙΔΙΑ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΟΥΝ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ; 



Ο ΑΡΙΘΜΟΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΕΙΝΑΙ ΑΝΑΛΟΓΟΣ ΜΕ ΤΗΝ ΠΟΛΥΠΛΟΚΟΤΗΤΑ? 

~40.000 

~19.000 

Μέγεθος γονιδιώματος Αριθμός γονιδίων 

100Mb 

140Mb ~13.000 

~26.000 

115Mb 

14Mb ~6.000 

430Mb 

~25.000 3000Mb 



1. Εναλλακτική συναρμογή 

~60% των γονιδίων 

1 2 3 4 

γονίδιο 

Η πολυπλοκότητα της γενετικής πληροφορίας 

mRNAs 

• Chr 22: 642 μετάγραφα αντιστοιχούν σε 245 γονίδια 

– 2,6 μετάγραφα/ γονίδιο 

• Chr 19: 1859 μετάγραφα αντιστοιχούν σε 544 γονίδια 

 --   3,2 μετάγραφα/ γονίδιο  

70% επηρεάζουν την κωδική αλληλουχία 

• C. elegans 

– 22% γονιδίων με εναλλακτική συναρμογή  

– 1.34 μετάγραφα / γονίδιο 



Jensen O. 2006. Nature Review 

Mol Cell Biol. 7,391-403. 

2. Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 

 

 

Γονίδια = C 

 

 

Μετάγραφα ~ 3 x C 

 

 

Πρωτεΐνες = 10 x C (?) 

 

 

3. Επινόηση στην αρχιτεκτονική οργάνωση περιοχών (domains) των πρωτεϊνών 



Είναι μία προοπτική που μας 

ντροπιάζει. Όποιος μελετά το 

γονιδίωμα σύντομα αρχίζει να 

αισθάνεται ότι δεν είναι παρά ένα 

εφήμερο μέσο για τη δημιουργία 

περισσότερου DNA 

Robert Waterston 

Για να δημιουργηθεί ο Αϊνστάιν 

χρειάστηκαν μόλις 12.000 

περισσότερα γονίδια από ένα 

σκουλήκι και γύρω στις 17.000 

περισσότερα γονίδια από μία 

φρουτόμυγα 

Daily Telegraph 

Σχόλια για τον αριθμό των γονιδίων... (2001) 

Δεν αισθάνομαι να μειονεκτώ επειδή δεν 

διαθέτω πολύ περισσότερα γονίδια από μία 

μύγα-οι μύγες είναι πολύ περίπλοκα όντα, 

έχουν τέσσερα φτερά και ξέρουν να πετούν, 

ενώ εγώ δεν ξέρω 

Martin Bobrow, καθ. Ιατρικής Γενετικής 



Science 19 May 2000: 

Vol. 288. no. 5469, pp. 1146 - 1147 

 
NEWS OF THE WEEK 

HUMAN GENOME PROJECT: 

 And the Gene Number Is ...?  
Elizabeth Pennisi  

COLD SPRING HARBOR, NEW YORK--Even though a draft sequence of the 

human genome is nearing completion, biologists still don't know how many 

genes it contains. Indeed, the range of estimates seems to be growing rather 

than shrinking. The question lies at the core of our understanding of genetic 

complexity. If genomes are the books of life, then genes are the words that 

tell the story of each organism. Biologists have long assumed that 

microorganisms are short stories and complex organisms such as humans, 

great tomes. 

Place your bet. Uncertainty over the number of 

human genes has sparked a debate--and a 

betting pool  

http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/288/5469/1146/F1


Gene Sweepstake 
The Gene Sweepstake will run between 2000 and 2003. The rules are:  

•It costs $1 to make a bet in 2000, $5 in 2001 and $20 in 2002.  

 

•Bets are for one number. Closest number wins, and in case of ties, the pot is split  

 

•A gene is a set of connected transcripts. A transcript is a set of exons via 

transcription followed (optionally) by pre-mRNA splicing. Two transcripts are 

connected if they share at least part of one exon in the genomic coordinates. At 

least one transcript must be expressed outside of the nucleus and one transcript 

must encode a protein (see footnotes).  

 

•Assessment of the method used to determine the gene will occur by voting at 

Cold Spring Harbor Genome Meeting 2002. Researchers will be invited to 

submit their methods to the community at this time.  

 

•Assessment of the gene number will occur on the 2003 CSHL Genome meeting  

 

•People betting should write their name, email and number in the Gene 

Sweepstake book, held at Cold Spring Harbor (contact David Stewart).  

 

•One bet per person, per year. Year defined as a calendar year.  

 

•No pencil bets (ie, you can't change your number) 

 

mailto:stewart@cshl.org


Πώς γίνεται η πρόβλεψη γονιδίων; 

Άμεση ένδειξη μεταγραφής από ESTs & cDNAs 

 

Ομοιότητα αλληλουχίας με ήδη αναγνωρισμένα γονίδια 

 

Ab initio (εξαρχής) αναγνώριση με αλγόριθμους που αναγνωρίζουν 

θέσεις συρραφής, κωδικοποιητικές προτιμήσεις, μήκος εξονίων-ιντρονίων 



Χαρακτηριστικά γονιδίων του ανθρώπου 

Μέγεθος εξονίων 

Συντήρηση 

μηχανισμού splicing? 



Μέγεθος ιντρονίων 



J. C.  Venter et al.,  Science  291, 1304 -1351 (2001)     

Κατηγοριοποίηση γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 



Και σύγκρισή τους με σακχαρομύκητα, Arabidopsis, σκουλήκι & μύγα 



Οριζόντια μεταφορά (ενδοκυτταρικά ένζυμα, 

μεταβολισμό ξενοβιοτικών, απάντηση στο στρες) 

Συντήρηση κατά την εξέλιξη των πρωτεϊνών του ανθρώπου 



IPI ανθρώπου 
61% 

D. melanogaster 

43% 
C. elegans 

46% 
yeast 

ομολογία 

Ομάδες πρωτεϊνών 1-1-1-1 (πιθανά ορθόλογα στους 4 οργανισμούς) 

3129 – 1445 – 1503 - 1441 

(μεταβολισμό, αντιγραφή, επιδιόρθωση, μετάφραση) 



Μέση γονιδιακή πυκνότητα  ~7,5 γονίδια / Mb 

Χρ. 10 Χρ. Χ Χρ. 9 

6,5 / Mb 6,5 / Mb 6 / Mb 

Χρ. 13 Χρ. 18 

3,5 / Mb 4 / Mb 

Χρ. 21 

5 / Mb 

Χρ. 22 

11 / Mb 

Χρ. 19 

22 / Mb 



ΓΟΝΙΔΙΑ ΠΟΥ ΚΩΔΙΚΟΠΟΙΟΥΝ RNA 

~200 ~100 ~320 
~175 

~175 

~175 

~250 

~500 >1500 

miRNA 

rRNA 
28S 

18S 
5,8S 

5S 

tRNA antisense RNA 

snoRNA 
snRNA 







ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΠΟΙΚΙΛΟΤΗΤΑ 

SNPs (single nucleotide polymorphisms) 

Allele (1) 

Allele (2) 

SNP 

5...A T T A G A C T A...3  
3...T A A T C T G A T...5  

5...A T T A A A C T A...3  
3...T A A T T T G A T...5  

1 / 1000bp  

0,1% γονιδιώματος 

http://www.hapmap.org/index.html


Fred Sanger  



(Χάρτης απλοτύπων) 



Απλότυπος: ένας συγκεκριμένος συνδυασμός αλληλομόρφων σε ένα 

         χρωμόσωμα 

Συγκρίνοντας απλοτύπους από πολλά άτομα, παρατηρούμε κοινά πρότυπα 

• Ομάδες γειτονικών SNPs στο ίδιο χρωμόσωμα κληρονομούνται μαζί   

  (blocks) - ανισορροπία σύνδεσης 

 

• Το πρότυπο των SNPs σε ένα block είναι ο απλότυπος 

 

• Είναι δυνατόν να επιλεγούν και να ελεγχθούν συγκεκριμένα SNPs ώστε να   

  γίνουν αναλύσεις συσχέτισης με συγκεκριμένο φαινότυπο.  

 

• Για άτομα που έχουν ένα συγκεκριμένο SNP σε μία θέση, μπορούμε να  

  προβλέψουμε τα SNPs σε γειτονικές θέσεις 

 

• Ο HapMap είναι ο χάρτης των blocks των SNPs που συν-κληρονομούνται   

   καθώς και των επιλεγμένων SNPs (tag SNPs) που ταυτοποιούν αυτά τα blocks 



~10 εκατομμύρια SNPs στο ανθρώπινο γονιδίωμα   

 

~ 500,000 tag SNPs  

Μελέτες συσχέτισης σε επίπεδο γονιδιώματος 

(χωρίς επιλογή υποψηφίων γονιδίων) 





CNPs (copy number variation) 

DEFENSIN GENES 

6 copies 

10 copies 

12 copies 

AMYLASE GENES 

~12 CNPs 

0,1-3Mb 

Iafrate et al Nat Genet 2004, Aldred et al Human Mol Genet 2005 







Η μετα-γονιδιωματική εποχή 

• Ταυτοποίηση όλων των γονιδίων 

• Ταυτοποίηση γονιδίων που σχετίζονται με ασθένειες 

• Συσχέτιση γονοτύπου-φαινοτύπου 

 

• Συγκριτική γονιδιωματική ανάλυση 

• Πότε και σε ποιους ιστούς/κύτταρα εκφράζονται 

• Πως ρυθμίζεται η έκφρασή τους 

• Πρωτεϊνικά σύμπλοκα 

 


