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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Η πολυ(Α) ουρά των ώριμων ευκαρυωτικών mRNAs διαδραματίζει καθοριστικό 

ρόλο στην μεταφορά, την μετάφραση και την αποικοδόμησή τους, παρέχοντας ένα 

σημαντικό μέσο ελέγχου της πρωτεϊνοσύνθεσης και της σταθερότητας των mRNAs. 

Η αποικοδόμηση των mRNAs ξεκινά συνήθως με τη βράχυνση της πολυ(Α) ουράς, 

από μια κατηγορία 3 '- 5' εξωριβονουκλεασών, τις απαδενυλάσες. Η πολυ(Α) 

εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN), είναι ίσως η καλύτερα χαρακτηρισμένη 

απαδενυλάση. Στην αναζήτηση παραγόντων που προσελκύουν την PARN στους 

στόχους της, και κατά συνέπεια ρυθμίζουν τη δράση και τη σταθερότητα των 

μεταγράφων, έχουμε εκπονήσει μια σειρά προκαταρκτικών πειραμάτων. Τα 

αποτελέσματα αυτά δείχνουν πως η PARN και ο παράγοντας πολυαδενυλίωσης 

CPSF6 (cleavage and polyadenylation specific human factor 6) φαίνεται πως 

αλληλεπιδρούν ανεξάρτητα από την παρουσία mRNA. Στην παρούσα εργασία, για να 

κατανοήσουμε το βιολογικό ρόλο του CPSF6, ο παράγοντας κλωνοποιήθηκε και 

υπερεκφράστηκε σε κύτταρα NCI-H520 από καρκίνο του πνεύμονα και εξετάστηκε η 

επίδραση της υπερέκφρασης στη σταθερότητα επιλεγμένων mRNAs και miRNAs, 

που είναι στόχοι της PARN. Για το σκοπό αυτό, αρχικά ενισχύθηκε το γονίδιο CPSF6 

και εισήχθηκε σε φορέα έκφρασης pcDNA4/TO. Με το προϊόν του ανασυνδυασμού 

μετασχηματίστηκαν επιδεκτικά βακτήρια XLlBlue και, απομονώθηκε πλασμιδιακό 

DNA από τις αποικίες, και έγινε αλληλούχιση των θετικών κλώνων. Έπειτα, 

διαμολύνθηκαν ευκαρυωτικά καρκινικά κύτταρα NCI-H520 ελέγχθηκε η επιτυχία της 

υπερέκφρασης με ποσοτική real-time PCR και ανοσοαποτύπωση. Κατόπιν 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των πρώιμων και ώριμων μορφών δύο miRNAs, 

του miR-29a και του miR-1207, καθώς και τριών ογκογονιδίων, KRAS, c-Fos και c- 

Jun, που είναι γνωστό πως η PARN ρυθμίζει τη σταθερότητά τους. Τα αποτελέσματα 

της εργασίας δείχνουν πως ο CPSF6 επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης των παραγόντων 

που ελέχθηκαν με συγκρίσιμο τρόπο με αυτόν της PARN. Με βάση προηγούμενες 

παρατηρήσεις, τα αποτελέσματα της εργασίας προτείνουν τον CPSF6 ως έναν 

παράγοντα που προσελκύει την PARN στους στόχους της, ρυθμίζοντας τη 

σταθερότητα των στόχων της.
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ABSTRACT
The poly(A) tail plays a crucial role in mature eukaryotic mRNA transport, 

translation and degradation and provides a widespread means of controlling protein 

production and mRNA stability. mRNA degradation usually begins with the 

shortening of poly(A) tail, a process catalyzed by a 3'-5'exoribonuclease family 

known as deadenylases. Poly(A)-specific ribonuclease (PARN) is perhaps the best 

characterized deadenylase. We have performed preliminary experiments to identify 

factors that recruit PARN to its targets, hence regulating the activity of the enzyme 

and the stability of the target transcripts. These results show that PARN interacts 

directly with the polyadenylation factor CPSF6 (Cleavage and Polyadenylation 

Specificity Factor 6). In the present work, to understand the biological role of CPSF6, 

the factor was cloned and overexpressed in NCI-H520 cells of lung cancer origin, and 

we examined the impact of the overexpression on the stability of selected mRNAs and 

miRNAs that are targets of PARN. For this purpose, the CPSF6 gene was cloned into 

pcDNA4/TO expression vector. XL1Blue competent E.coli were tranformed with the 

construct, DNA was isolated from the colonies and sequenced for positive clones. 

NCI-H520 cells were subsequently transfected with the construct and the efficiency of 

the process was validated with qPCR and western blotting. Finally, the expression 

levels of primary and mature forms of miR-29a and miR-1207 were measured, as well 

as of three oncogenes, KRAS, c-Fos and c-Jun, the stability of which is known to be 

regulated by PARN. Our results show that CPSF6 regulates the expression levels of 

the studied transcripts in a similar pattern as the one observed for PARN. Based on 

our previous observations our results suggest that CPSF may recruit PARN to its 

targets, thus regulating their stability.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1 RNA

Το ριβονουκλεϊκό οξύ, RNA, είναι ένα μόριο κεντρικής σημασίας για τη 

γονιδιακή έκφραση. Αρχικά χαρακτηρίστηκε ως ενδιάμεσο προϊόν της 

πρωτεϊνοσύνθεσης, όμως έχουν ανακαλυφθεί πολλά είδη RNA που έχουν δομικούς ή 

λειτουργικούς ρόλους σε άλλα στάδια της γονιδιακής έκφρασης. Οι τρεις κύριες 

τάξεις RNA είναι το αγγελιαφόρο (mRNA), το μεταφορικό (tRNA) και το ριβοσωμικό 

(rRNA) (Lewin B, GENES VIII). Τα περισσότερα μετάγραφα αφορούν σε μη 

κωδικοποιούντα RNAs (non-coding RNAs, ncRNAs) (Bertone et al. 2004; Birney et 

al. 2007; Consortium et al. 2007), ενώ μέχρι τρεις δεκαετίες πριν, το tRNA και το 

rRNA ήταν οι κύριοι τύποι των ncRNA που σχετίζονται με τη βιοσύνθεση των 

πρωτεϊνών. Η ανακάλυψη μορίων RNA που μπορούν να καταλύουν βιοχημικές 

αντιδράσεις, όπως το σχηματισμό του πεπτιδικού δεσμού, άνοιξε νέους ορίζοντες 

στην κατανόηση του ρόλου τους. (Rossi 1992; Nissen et al. 2000). Η αποκάλυψη της 

παρεμβολής του RNA (RNA interference, RNAi) έδειξε πως ειδικά ncRNAs είναι 

κύριοι μετα-μεταγραφικοί ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης.

Η εμπλοκή του RNA σε πολλές λειτουργίες που αφορούν στη γονιδιακή 

έκφραση υποστηρίζει την γενική άποψη ότι ολόκληρη η διαδικασία μπορεί να έχει 

εξελιχθεί από έναν «κόσμο RNA», στον οποίο αρχικά το RNA ήταν το ενεργό 

συστατικό του μηχανισμού διατήρησης και έκφρασης της γενετικής πληροφορίας. 

Αργότερα οι πρωτεΐνες υποβοήθησαν ή ανέλαβαν αποκλειστικά πολλές από αυτές τις 

λειτουργίες, γεγονός που είχε ως συνέπεια την αύξηση της προσαρμοστικότητας και 

πιθανόν της αποτελεσματικότητας.

1.2 Το mRNA παράγεται με μεταγραφή και μεταφράζεται

Η διεργασία της μεταγραφής (transcription) παράγει ένα μονόκλωνο μόριο 

RNA όμοιο στην αλληλουχία με μία από τις αλυσίδες του δίκλωνου DNA, ενώ η 

μετάφραση (translation) μετατρέπει ακολούθως τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 

mRNA στην αλληλουχία αμινοξέων που αποτελούν μια πρωτεΐνη. Ένα μόριο 

ευκαρυωτικού mRNA δε μεταφράζεται σε ολόκληρο το μήκος του, αλλά κάθε 

mRNA περιέχει μία κωδική περιοχή (coding region), η οποία σχετίζεται με μια 

πρωτεϊνική αλληλουχία μέσω του γενετικού κώδικα: κάθε νουκλεοτιδική τριπλέτα
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(κωδικόνιο) της κωδικής περιοχής αντιστοιχεί σε ένα αμινοξύ. Μόνο η μία αλυσίδα 

του δίκλωνου DNA μεταγράφεται σε αγγελιαφόρο RNA. Η μία αλυσίδα του DNA η 

οποία κατευθύνει τη σύνθεση του mRNA δημιουργώντας ζεύγη συμπληρωματικών 

βάσεων αποκαλείται αλυσίδα-μήτρα (template strand) ή αντινοηματική αλυσίδα 

(antisense strand). Ο όρος «αντινοηματική» χρησιμοποιείται γενικά για την 

περιγραφή μιας αλληλουχίας του DNA ή του RNA που είναι συμπληρωματική με το 

mRNA ενώ η αλυσίδα του DNA που φέρει την ίδια αλληλουχία με το mRNA (με 

εξαίρεση ότι περιέχει Τ αντί για U) ονομάζεται κωδική αλυσίδα (coding strand) ή 

νοηματική αλυσίδα (sense strand).

1.3 Ωρίμανση και σταθερότητα mRNA

Μετά τη σύνθεση του πρώιμου ευκαρυωτικού mRNA (pre-mRNA) ακολουθεί η 

ωρίμανση που δίνει το τελικό ώριμο mRNA. Η ωρίμανση περιλαμβάνει την 

προσθήκη του καλύμματος στο 5' άκρο (capping), το μάτισμα (splicing) για την 

απομάκρυνση των εσονίων και τη συρραφή των εξονίων και την προσθήκη της 

πολυ(Α) ουράς στο 3' άκρο [polyadenylation, addition o f poly(A)-tail], όπως φαίνεται 

και στην (Εικόνα 1). Με την ολοκλήρωση όλων των τροποποιήσεων και της 

επεξεργασίας το mRNA μπορεί να εξαχθεί από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα. 

Κατά μέσο όρο, το mRNA καθυστερεί περίπου 20min για να εξέλθει από τον πυρήνα. 

Μόλις το mRNA εισέλθει στο κυτταρόπλασμα, αναγνωρίζεται από τα ριβοσώματα 

και μεταφράζεται.

Transcription

Addition of
S methyl-guanine cap

3
Splicing

4
Addition of 
poly-A tail

5 Transport o u ts id e  
nuc leus

Εικόνα 1: Στάδια ωρίμανσης ευκαρυωτικού mRNA

10



O κύκλος ζωής του ευκαρυωτικού mRNA είναι πιο παρατεταμένος από αυτόν 

του βακτηριακού. Η μεταγραφή στα ζωικά κύτταρα συμβαίνει με την ίδια περίπου 

ταχύτητα που συμβαίνει και στα βακτήρια, δηλαδή περίπου 40 νουκλεοτίδια ανά 

δευτερόλεπτο. Πολλά ευκαρυωτικά γονίδια είναι μεγάλα: ένα γονίδιο 10.000bp 

χρειάζεται περίπου 5min για να μεταγραφεί. Η μεταγραφή του mRNA δεν 

τερματίζεται με την αποδέσμευση του ενζύμου της RNA πολυμεράσης από το DNA, 

αντίθετα, το ένζυμο συνεχίζει τη μεταγραφή και μετά το τέλος του γονιδίου. Μια 

συντονισμένη σειρά γεγονότων δημιουργεί το 3' άκρο του mRNA με αποκοπή ενός 

τμήματος και προσθήκη μιας αλληλουχίας πολυ(Α) στο πρόσφατα δημιουργημένο 3' 

άκρο.

Το ευκαρυωτικό mRNA αποτελεί μόνο ένα μικρό ποσοστό το συνολικού 

κυτταρικού RNA, περίπου 3% της μάζας του. Ο χρόνος ημιζωής των mRNAs στους 

ζυμομύκητες είναι σχετικά μικρός και κυμαίνεται από 1 έως 60min. Υπάρχει μια 

αξιοσημείωτη αύξηση της σταθερότητας στους ανώτερους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς: το mRNA των ζωικών κυττάρων είναι σχετικά σταθερό, με χρόνο 

ημιζωής μεταξύ 1 - 24 ωρών. Οι τροποποιήσεις και στα δύο άκρα του mRNA 

συνεισφέρουν σε αυτή τη σταθερότητα.

1.4 Το 5' άκρο του ευκαρυωτικού mRNA φέρει κάλυμμα

Το 5' κάλυμμα σχηματίζεται με την προσθήκη μιας τριφωσφορικής 

γουανοσίνης (GTP) στο πρώτο νουκλεοτίδιο του του μεταγράφου (συνήθως μια 

πουρίνη, Α ή G) μέσω ενός δεσμού 5 '-5 '. Η αρχική αλληλουχία του μεταγράφου 

μπορεί να αναπαρασταθεί ως:

5 'pppA/GpNpNpNp...

Η προσθήκη της G στο 5' άκρο καταλύεται από ένα πυρηνικό ένζυμο, τη 

γουανυλυλο-τρανσφεράση. Η αντίδραση αυτή συμβαίνει τόσο γρήγορα μετά την 

έναρξη της μεταγραφής, που δεν είναι δυνατόν να ανιχνευθούν παρά μόνο ίχνη του 

αρχικού 5' τριφωσφορικού άκρου στο πυρηνικό RNA. Η συνολική αντίδραση μπορεί 

να αναπαρασταθεί ως μία σύνδεση μεταξύ του GTP και του αρχικού 5' 

τριφωσφορικού άκρου του RNA όπως φαίνεται στο ακόλουθο σχήμα:

Gppp + pppApNpNp... ^  GpppApNpNp...+pp+p
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Το νέο κατάλοιπο G, που προστίθεται στο άκρο του RNA, έχει αντίστροφο 

προσανατολισμό (5 '-5 ') από όλα τα άλλα νουκλεοτίδια της αλληλουχίας. Το 

κάλυμμα αποτελεί υπόστρωμα για αρκετές αντιδράσεις μεθυλίωσης. Οι τύποι των 

καλυμμάτων διακρίνονται από το πλήθος των μεθυλιώσεων που φέρουν. Η πρώτη 

μεθυλίωση γίνεται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς και αποτελείται από 

την προσθήκη μιας μεθυλομάδας στη θέση 7 της ακραίας γουανίνης, μια αντίδραση 

που καταλύεται από την 7-μεθυλο-τρανσφεράση της γουανίνης. Ένα κάλυμμα που 

έχει μόνο αυτή τη μεθυλομάδα ονομάζεται κάλυμμα 0 (cap 0). Στην (Εικόνα 2) 

παρουσιάζεται η δομή του καλύμματος μετά την προσθήκη μεθυλομάδων.

1.5 Το 3' άκρο πολυαδενυλιώνεται

Τα πρόδρομα mRNAs λαμβάνουν στο 3' άκρο τους μια χαρακτηριστική 

αλληλουχία από 250-300 νουκλεοτίδια αδενοσίνης, γνωστής ως πολυ(Α) ουρά. Η 

μετα-μεταγραφική αυτή τροποποίηση ονομάζεται διεργασία του 3' άκρου (3' end 

processing) και είναι μια πολύπλοκη αντίδραση σε δύο στάδια όπου συμμετέχουν 

τουλάχιστον επτά πρωτεϊνικοί παράγοντες. Η αντίδραση της προσθήκης καταλύεται 

από το ένζυμο πολυ(Α)-πολυμεράση.

Εικόνα 2: Το κάλυμμα στο 5' άκρο του mRNA

Ο ρόλος της πολυ(Α) ουράς είναι κεντρικής σημασίας για το mRNA. Προστατεύει 

καταρχήν το 3' άκρο του από εξωνουκλεολυτική αποικοδόμηση, συμμετέχει σε
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διεργασίες όπως η έξοδος στο κυτταρόπλασμα, είναι όμως και αυτή από την οποία 

ξεκινά η αποικοδόμησή του. Στις διαδικασίες αυτές η πολυ(Α) ουρά συμμετέχει 

κυρίως μέσω των πρωτεϊνικών παραγόντων που προσδένονται σε αυτή, και κυρίως 

την πολυ(Α) προσδενόμενη πρωτεΐνη [po ly^ -b ind ing  protein, PABP]. Ομόλογα 

αυτής της πρωτεΐνης απαντώνται σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Ένα 

μονομερές ΡΑΒΡΟ των 70 kDa συνδέεται σε περίπου 27 βάσεις της πολυ(Α) ουράς 

(Baer and Kornberg, 1983). Έτσι, μια πολυ(Α) ουρά από 270 νουκλεοτίδια φέρει 

περίπου 10 μόρια PABPC, δηλαδή περίπου 700 kDa. Ο βασικότερος ρόλος της 

πρωτεΐνης αυτής είναι αφενός να προστατεύει την ίδια την ουρά από αποικοδόμηση 

και αφετέρου να αλληλεπιδρά με άλλους πρωτεϊνικούς παράγοντες ρυθμίζοντας έτσι 

την βιωσιμότητα του mRNA, όπως φαίνεται και σε επόμενες παραγράφους. Για 

παράδειγμα, η αλληλεπίδραση της ΡΑΒΡ με τον παράγοντα έναρξης της μεταγραφής 

eIF4G δημιουργεί έναν κλειστό βρόχο, στον οποίο τα 5' και 3' άκρα του mRNA 

συγκρατούνται από το ίδιο πρωτεϊνικό σύμπλοκο και έτσι προσλαμβάνεται από τη 

μεταγραφική μηχανή όπως φαίνεται και στην (Εικόνα 3) (Mitchell et al., 2001; 

Gorgoni and Gray, 2004).

Εικόνα 3: Η πρόσδεση της ΡΑΒΡ στον παράγοντα έναρξης elF4G δημιουργεί έναν 
κλειστό βρόχο (Mitchell et al., 2001).

Η αφαίρεση της πολυ(Α) ουράς αναστέλλει την έναρξη της μετάφρασης in vitro 

και η μείωση των επιπέδων της ΡΑΒΡ έχει το ίδιο αποτέλεσμα σε ζυμομύκητες in 

vivo. Αυτές οι επιδράσεις μπορεί να εξαρτώνται από την πρόσδεση της ΡΑΒΡ στο 

σύμπλοκο έναρξης, στο 5' άκρο του mRNA. Σε μερικές περιπτώσεις, τα mRNAs 

αποθηκεύονται σε μη πολυαδενυλιωμένη μορφή και η πολυ(Α) ουρά προστίθεται 

όταν είναι απαραίτητη η μετάφραση τους. Σε άλλες περιπτώσεις, τα 

πολυαδενυλιωμένα mRNAs απαδενυλιώνονται, με συνέπεια τη μείωση της
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μετάφρασής τους.

1.6 Αποικοδόμηση του mRNA- Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA

Η αποικοδόμηση του ευκαρυωτικού mRNA παίζει σημαντικό ρόλο στη 

ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, στον ποιοτικό έλεγχο της βιοσύνθεσης mRNA και 

στην αντιϊκή προστασία (Dykxhoom et al., 2003; Maquat et al., 2000; Hoofvan et al., 

1999). Αποτελεί το καθοριστικό βήμα στην αποικοδόμηση των μορίων mRNA και 

την μεταφραστική αποσιώπηση, γεγονός που την καθιστά ιδανικό σημείο ελέγχου και 

των δύο διεργασιών.

Στον πυρήνα, με την διαδικασία της απαδενυλίωσης περιορίζονται οι 

νεοπρoστιθέμενες πολυ(Α) ουρές, στο κατάλληλο μήκος. Οι πολυ(Α) ουρές όταν είναι 

σε προκαθορισμένο σωστό μήκος είναι απαραίτητες για την έξοδο του mRNA από τον 

πυρήνα και όταν αυτό φτάσει στο κυτταρόπλασμα του προσδίδουν σταθερότητα και 

έναυσμα για μετάφραση. Στο κυτταρόπλασμα, η εκτεταμένη αποδενυλίωση του 

mRNA, πέρα από ένα συγκεκριμένο μήκος, σηματοδοτεί την αποικοδόμηση του.

Η βράχυνση της πολυ(Α) ουράς είναι το πρώτο βήμα της αποικοδόμησης του 

ευκαρυωτικού mRNA και είναι αυτό που καθορίζει το ρυθμό (rate-limiting step) της 

διεργασίας. H αντίδραση βράχυνση της π ο λ υ ^ )  ουράς (απαδενυλίωση) καταλύεται 

από μια οικογένεια ένζυμων, γνωστά ως απαδενυλάσες (Tucker et al., 2000; Mitchell et 

al., 2001). Μετά τη βράχυνση της ουράς η διεργασία της αποικοδόμησης ακολουθεί δύο 

πορείες. Ένα ειδικό ένζυμο που αποτελείται από δύο υπομονάδες (Dcplp και Dcp2p) 

αφαιρεί το κάλυμμα, εκθέτοντας το μετάγραφο σε αποικοδόμηση από την Xrnlp, μια 

5 '^ ·  3' εξωνουκλεάση. Εναλλακτικά, μετά την απαδενυλίωση, το mRNA μπορεί να 

αποικοδομηθεί με κατεύθυνση 3 '^ ·  5 από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα, ένα 

σύμπλοκο εξωνουκλεασών (Μονοπάτι αποικοδόμησης εξαρτώμενο από την 

αποδενυλίωση) (Garneau et al., 2004; Anderson et al., 1998; Chen et al., 2001; Wang 

and Kiledjian, 2001; Mukherjee et al., 2002). Στην περίπτωση αυτή to κάλυμμα 

υδρολύεται από το DcpS (Liu et al., 2002) (Εικόνα 4a). Τα 2 κυριότερα μονοπάτια 

αποικοδόμησης του ευκαρυωτικού mRNA και οι πρωτεϊνικοί παράγοντες που 

εμπλέκονται σ’ αυτά συνοψίζονται στoν Πίνακα 1 (Meyer et al., 2004).
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Πίνακας 1: Τα δύο κύρια μονοπάτια αποικοδόμησης των ευκαρυωτικών mRNAs και 

οι κυριότεροι παράγοντες που συμμετέχουν σε αυτά (ενισχυτές και αναστολείς) 

(Meyer et al., 2004).

Reaction Enzymes
\  cast Mammals

Kffcciors

1 dcadcnylaiion •  Pan2|»'Pan3p
• CCR4-NOT complex

•  Pan2 Pnn3
• OCR4-NOT complex
•  PARK

PABPC
PABPC
cap

lla decupping • ΓΧ--ρ 1 pTXp2p • ΓΧρ 1 .T)cp2 I xlclp; Idc2p; l:dc3p; 
Pat 1 p. Lsm 1 -7; Dhh 1 p; 
PABPC

III» cap hydrolysis • Dcslp • IXpS
III 5 -3 cxonuclcolytic

lL-CJ'.
•  Xrnlp •  Xml

IV 3 -5 cxomiclcolytic 
decay

•  exosame • exosome Ski2p; Ski3p; Ski7p; 
SkiSp

Υπάρχει βέβαια και το μονοπάτι αποικοδόμησης το οποίο είναι ανεξάρτητο 

της αποδενυλίωσης στον S. cerevisiae, όπου είναι απαραίτητη η προσέλκυση της 

πρωτεϊνικής μηχανής απομάκρυνσης του καλύμματος (Εικόνα 4b). Ωστόσο η 

αποικοδόμηση ορισμένων μορίων mRNA μπορεί να ξεκινήσει με ενδονουκλεοτιδική 

διάσπαση από ειδικές ενδονουκλεάσες (Μονοπάτι αποικοδόμησης διαμεσολαβούμενο 

από ενδονουκλεάσες) (Dodson et al., 2002). Στο μονοπάτι αυτό μετά τη δράση των 

ενδονουκλεασών παράγονται δύο θραύσματα με απροστάτευτα άκρα, τα οποία και 

αποικοδομούνται στη συνέχεια με τη δράση του εξωσώματος και της Xrnlp (Εικόνα 

4c). Επίσης, τα ευκαρυωτικά κύτταρα περιέχουν ειδικά μονοπάτια αποικοδόμησης που 

αναγνωρίζουν και αποικοδομούν ταχύτατα μη φυσιολογικά mRNAs χρησιμοποιώντας 

τα ίδια ένζυμα που αποικοδομούν φυσιολογικά mRNAs. Τέλος, η αποικοδόμηση των 

mRNAs από τα microRNAs (miRNAs) γίνεται μέσω απαδενυλίωσης (Εικόνα 4Β). 

Έτσι, τα miRNAs προσδένονται σε μια πρωτεΐνη, γνωστή ως Αργοναύτης (Argonaute, 

AGO) συγκροτώντας το σύμπλοκο αποσιώπησης που επάγεται από miRNAs (miRNA- 

induced silencing complexes, miRISCs) και αναγνωρίζουν τα mRNA-στόχους με βάση 

τη μερική συμπληρωματικότητα σε θέσεις που κυρίως εντοπίζονται στην αμετάφραστη 

περιοχή 3' mRNA. Οι πρωτεΐνες AGO αλληλεπιδρούν με την πρωτεΐνη GW182, η 

οποία με τη σειρά της αλληλεπιδρά με την PABPC [cytoplasmic poly(A)-binding 

protein, PABPC] και με τα σύμπλοκα απαδενυλασών PAN2-PAN3 και CCR4-NOT 

στο κυτταρόπλασμα καταλύοντας την απαδενυλίωση των mRNAs. Στη συνέχεια, στα 

κύτταρα των θηλαστικών, τα απαδενυλιωμένα mRNAs χάνουν το κάλυμμα στο 5'άκρο 

και αποικοδομούνται από την εξωριβονουκλεάση X R N l^ v  δείχνεται στο σχήμα)
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κατά την φορά 5' -to-3 '. Επιπλέον, τα miRNAs καταστέλλουν τη μετάφραση του 

mRNA με έναν μηχανισμό που δεν έχει ακόμη αποσαφηνισθεί. Προτείνεται πως τα 

miRNAs αναστέλλουν την έναρξη της μετάφρασης μεταβάλλοντας την ενεργότητα 

και/ή τη συγκρότηση του συμπλόκου του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης eIF4F 

(eukaryotic initiation factor 4F). Το τελευταίο απαρτίζεται απο την πρωτεΐνη eIF4E 

(που προσδένεται στο κάλυμμα), την προσαρμοστική πρωτεΐνη eIF4G και μια ελικάση 

RNA του πλαισίου DEAD. Ο παράγοντας eIF4G λειτουργεί ως πλατφόρμα για να 

αναπτυχθούν οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτεϊνών που είναι απαραίτητες για την 

προσέλκυση του πρόδρομου συμπλόκου έναρξης 43S. Το κάλυμμα στο 5' άκρο 

δείχνεται με μια μαύρη σφαίρα. DDX6, πρωτεΐνη 6 του πλαισίου DEAD· PAM2, 

μοτίβο 2 αλληλεπίδρασης με την πρωτεΐνη PABP (PABP-interacting motif 2) (Jonas 

and Izaurralde, 2015).

Β

Εικόνα 4: Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA. Βάσει Goldstrohm and Wickens, 

2008 (Α) και Jonas and Izaurralde, 2015 (Β).
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Όλα τα κύτταρα διαθέτουν συστήματα ελέγχου ποιότητας των νεοσυντιθέμενων 

mRNAs, έτσι ώστε να απομακρύνουν ταχύτατα μόρια που αποτυγχάνουν να 

ολοκληρώσουν την διαδικασία ωρίμανσης (Moore et al., 2002). Με αυτόν τον τρόπο 

προστατεύονται από πιθανώς τοξικές πρωτεΐνες που θα παράγονταν με τη μετάφραση 

των ελαττωματικών μεταγράφων. Τρία μονοπάτια αποικοδόμησης ελαττωματικών 

mRNAs έχουν περιγραφεί μέχρι σήμερα. Στο πρώτο από αυτά, σε μια πορεία που 

αναφέρεται και ως μη-νοηματικά διαμεσολαβούμενη αποικοδόμηση (nonsense- 

mediated decay, NMD) τα mRNAs που περιέχουν μια πρόωρη αλληλουχία 

τερματισμού αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται. Τέτοια μετάγραφα

αποικοδομούνται είτε μετά από αφαίρεση του καλύμματος σε μία διαδικασία η οποία 

είναι ανεξάρτητη από την απαδενυλίωση, είτε από επιτάχυνση της απαδενυλίωσης 

και της 3 '^ ·  5' αποικοδόμησης από το κυτταροπλασματικό εξώσωμα (Muhlrad and 

Parker, 1994; Cao and Parker, 2003; Mitchell et al., 2003; Takahashi et al., 2003). 

Παρομοίως, σε μια διαδικασία που αναφέρεται ως αποικοδόμηση μη-τερματισμού 

(nonstop decay, NSD) τα mRNAs στα οποία δεν υπάρχει αλληλουχία τερματισμού 

αναγνωρίζονται και αποικοδομούνται ταχύτατα με κατεύθυνση 3 '^ ·  5' από το 

κυτταροπλασματικό εξώσωμα (Frischmeyer et al., 2002; Van Hoof et al., 2002). 

Τέλος, ανακαλύφθηκε στη ζύμη και η No-Go αποικοδόμηση (no-go decay, NGD) 

στην οποία παρατηρείται ακινητοποίηση του ριβοσώματος στο ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης λόγω σχηματισμού ειδικής δευτεροταγούς δομής στο ελαττωματικό 

mRNA. Ως αποτέλεσμα πυροδοτείται η διαμεσολαβούμενη από ενδονουκλεάσες 

αποικοδόμηση του mRNA και η απελευθέρωση του ριβοσώματος. Οι διαδικασίες 

παρουσιάζονται σχηματικά στην Εικόνα 5.
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Εικόνα 5: Τα mRNAs τα οποία δεν περιέχουν, ή περιέχουν μια πρόωρη αλληλουχία 
τερματισμού αποικοδομούνται ταχύτατα (Frischmeyer et al., 2002).

1.7 Ο εξειδικευμένος παράγοντας τμήσησ και πολυαδενυλίωσης 6 (cleavage and 

polyadenylation specific factor 6, CPSF6) και η πολυ(Α) εξειδικευμένη 

ριβονουκλεάση (ρο!ν(Α) specific ribonouclease, PARN)

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα το 3' άκρο του mRNA ωριμάζει στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων μέσω μιας διεργασίας σε δύο βήματα. Ενδονουκλεολυτική τμήση του 

πρόδρομου mRNA, ώστε το μετάγραφο να αποδεσμευθεί από το σύμπλοκο, και στη
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συνέχεια η προσθήκη της πολυ(Α) ουράς, το μετάγραφο και συγκεκριμένης 

ενδονουκλεοτιδικής διάσπασης, η οποία ακολουθείται από την προσθήκη μιας πολυ 

(Α) ουράς. Μέσω εναλλακτικής πολυαδενυλίωσης, ένα γονίδιο μπορεί να δώσει 

πολλαπλές ισομορφές του mRNA, οι οποίες διαφέρουν στο μήκος των 

αμετάφραστων περιοχών 3' (3' UTR) τους και συνεπώς στην ευαισθησία τους σε 

μετα-μεταγραφικούς ρυθμιστικούς παράγοντες, όπως τα microRNAs. Η πρωτεΐνη 

που κωδικοποιείται από το γονίδιο CPSF6, το οποίο έχει μέγεθος περίπου 1650bp, 

είναι μια υπομονάδα ενός παράγοντα διάσπασης CFIm που απαιτείται για την 

αποκοπή του 3' άκρου του mRNA κατά τη διαδικασία του πρώτου βήματος της 

διεργασίας της πολυαδενυλίωσης (Εικόνα 6). Ο παράγοντας CFIm είναι ένα 

ολιγομερές σύμπλοκο που αποτελείται από την πρωτεΐνη NUDT21, από την πρωτεΐνη 

CPSF5 (25 kDa) και από μια μεγαλύτερη πρωτεϊνική υπομονάδα. Αυτή η μεγαλύτερη 

υπομονάδα μπορεί να αποτελείται από την πρωτεΐνη NUDT21 και την πρωτεΐνη 

CPSF6 (68 kDa) ή από την πρωτεΐνη NUDT21 και την πρωτεΐνη CPSF7 (59 kDa) 

(Εικόνα 7). Η αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης αυτής με το 3' άκρο του mRNA είναι 

από τα πρώτα βήματα στη συναρμολόγηση του συμπλόκου επεξεργασίας του 3' 

άκρου και διευκολύνει την πρόσληψη άλλων παραγόντων επεξεργασίας. Το 

σύμπλεγμα παραγόντων διάσπασης αποτελείται από τέσσερα πολυπεπτίδια. Ο 

παράγοντας CPSF6 ανάλογα με το μόριο με το οποίο αλληλεπιδρά έχει και 

διαφορετικό αποτέλεσμα. Για παράδειγμα, σε συνδυασμό με τις πρωτεΐνες NUDT21 

και CPSF5 συμμετέχει στην πολυαδενυλίωση. Για να κατανοήσουμε τη δυναμική της 

επιλογής της θέσης πολυαδενυλίωσης, πρόσφατα εντοπίστηκαν περιοχές δέσμευσης 

παραγόντων επεξεργασίας του 3' άκρου του pre-mRNA, συμπεριλαμβανομένων του 

εξειδικευμένου παράγοντα διάσπασης και πολυαδενυλίωσης (CPSF), του παράγοντα 

διέγερσης διάσπασης (CstF) και του παράγοντα διάσπασης Im (CFIm) και 

χαρτογραφήθηκαν οι θέσεις πολυαδενυλίωσης στα κύτταρα ΗΕΚ293. Συγκεκριμένα, 

έχει αποδειχθεί ότι η απώλεια λειτουργίας του CFIm 68 και του CFIm 25 αλλά όχι 

του CFIm 59, οδηγεί σε μια αύξηση στη χρήση των εγγύς θέσεων πολυαδενυλίωσης 

στα κύτταρα ΗΕΚ293.

Η πολυ(Α) εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN), είναι μια 3 '-5 '

εξωριβονουκλεάση, η οποία αποικοδομεί αποτελεσματικά τις πολυ(Α) ουρές των 

ευκαρυωτικών mRNAs. Ανήκει στην υπεροικογένεια DEDD των απαδενυλασών και 

παρουσιάζει μεγαλύτερη δραστικότητα παρουσία ιόντων Mg2+, τα οποία πιθανόν 

βρίσκονται στο ενεργό κέντρο παίζοντας καθοριστικό ρόλο στο μηχανισμό της
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κατάλυσης. Το ένζυμο αυτό στον άνθρωπο απαντά σε δύο μορφές, μία πυρηνική 74 

kDa και μία κυτταροπλασματική 54 kDa (62 kDa στον Χ οηορ^ laevis). Η τελευταία 

είναι πρωτεολυμένο παράγωγο της πρώτης από το οποίο απουσιάζει το εύκαμπτο 

καρβοξυτελικό άκρο. Η PARN περιέχει ένα μοτίβο αναγνώρισης RNA (RNA 

recognition motif, RRM), καθώς και μια συντηρημένη R3H περιοχή μέσω της οποίας 

προσδένεται σε μονόκλωνα νουκλεϊκά οξέα και πιθανόν κατευθύνει την PARN στο 

πολυαδενυλιωμένο mRNA. H περιοχή R3H ευθύνεται και για την μετακίνηση της 

πρωτεΐνης στον πυρήνα αφού περιέχει την NLS (nuclear localization signal) 

αλληλουχία. Η PARN εμπλέκεται στην ωρίμανση RNAs, συμπεριλαμβανομένων των 

snoRNAs, των microRNAs που ωριμάζουν μέσω τμήσης από την Ago-2 cleaved 

microRNAs, καθώς και του RNA ως συστατικό της τελομεράσης, ρυθμίζοντας έτσι 

τη σταθερότητα του mRNA (Berndt et al., 2012; Yoda et al, 2013; Moon et al, 2015). 

H PARN είναι μια κύρια απαδενυλάση στα ευκαρυωτικά κύτταρα αποικοδομώντας 

πολυ(Α) ουρές των mRNAs. Μπορεί να εκδηλώνει ογκοκατασταλτική δράση, 

δεδεμένου ότι ενεργοποιείται από τον ογκοκατασταλτικό παράγοντα BARD1 και 

σχετίζεται με την αποσταθεροποίηση mRNAs όπως IL-8, VEGF, c-Jun, uPA, c-Fos, 

TP53 και TNF-alpha, τα επίπεδα των οποίων είναι γενικά αυξημένα σε καρκίνους 

(Cevher et al., 2010, Kim and Lee, 2009; Zhang et al, 2015). Επιπλέον, 

προκαταρκτικές μελέτες του εργαστηρίου μας έχουν δείξει ότι αποσιώπηση της 

PARN έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων του KRAS mRNA. Το γονίδιο 

KRAS μετατρέπεται σε ογκογονίδιο μέσω της συσσώρευσης μεταλλάξεων, ενώ το 

30% των ανθρώπινων καρκίνων φέρουν μετάλλαξη στο γονίδιο KRAS. Ωστόσο, η 

PARN μπορεί και να σταθεροποιήσει μόρια mRNA με την βράχυνση της πολυ(Α) 

ουράς σε ένα συγκεκριμένο μήκος. Όμως, οι παράγοντες και οι μηχανισμοί που 

οδηγούν την PARN στα υποστρώματά της δεν είναι ακόμη γνωστοί.

Προς αυτή την κατεύθυνση, δηλαδή της αποκάλυψης παραγόντων που οδηγούν 

την PARN στους στόχους της, προκαταρκτικά πειράματα από το εργαστήριό μας 

έδειξαν ότι ο παράγοντας CPSF6, αλληλεπιδρά άμεσα με την PARN ανεξάρτητα από 

την παρουσία mRNA σε κύτταρα NCI-H520 μη μικροκυτταρικού καρκίνου των 

πνευμόνων. Επιπλέον πειράματά μας μας δείχνουν πως η PARN συμμετέχει στη 

βιογένεση ορισμένων miRNA, όπως το miR-29a και miR-1207, ενώ αποσιώπηση του 

CPSF6 σε κύτταρα NCI-H520 επηρεάζει τη συσσώρευση αυτών των miRNAs. 

Υπάρχει λοιπόν μια αλληλεπίδραση μεταξύ ενός παράγοντα που συμμετέχει στην 

προσθήκη πολυ (Α) ουράς (CPSF6) και ενός παράγοντα που μεσολαβεί στην

20



αφαίρεση της πολυ(Α) ουράς (PARN). Περαιτέρω εργασίες στην επίδραση της 

αλληλεπίδρασης του παράγοντα CPSF6 και της PARN σε βιολογικές διαδικασίες 

όπου εμπλέκονται και οι δύο παράγοντες, ίσως συμβάλλουν στην κατανόηση των 

μηχανισμών που καθορίζουν τη σταθερότητα πολυαδενυλιωμένων mRNAs και το 

ρόλο τους στον καρκίνο.

Εικόνα 6 : Το σύμπλοκο διεργασίας του 3 ' άκρου
Περιλαμβάνει αρκετές ενζυμικές ενεργότητες. Οι παράγοντες CPSF και CstF 
αποτελούνται από αρκετές υπομονάδες. O CFI εδώ δείχνεται να απαρτίζεται από δύο 
υπομονάδες με μάζες 25 και 68 kDa· η τελευταία είναι ο CPSF6. Η  συνολική μάζα του 
συμπλόκου ξεπερνάει τα 900 kDa. (Wahle and Ruegsegger, 1999)

Εικόνα 7 : O ανθρώπινος παράγοντας CFIm (Genesilico, 2012)
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ

Τα ευκαρυωτικά κύτταρα διαθέτουν μια μεγάλη ποικιλία απαδενυλασών, οι 

οποίες αφαιρούν πολυ(Α) ουρές και σηματοδοτούν την έναρξη της αποικοδόμησης 

του mRNA. Μεταξύ των απαδενυλασών, η PARN έχει δειχθεί πως ρυθμίζει τη 

σταθερότητα συγκεκριμένων mRNAs που έχουν σχετίζονται με την καρκινογένεση. 

Επίσης, προκαταρκτικά πειράματα από το εργαστήριό μας έχουν δείξει πως η PARN 

εμπλέκεται στην βιογένεση μιας ομάδας microRNAs, πιθανόν στα πρώτα στάδια της 

διεργασίας στον πυρήνα, ενώ, πειράματα ανοσοκατακρήμνισης έχουν δείξει πως ο 

CPSF6 αλληλεπιδρά απευθείας με την PARN.

Σκοπός της εργασίας είναι να συμβάλλει στην κατανόηση του ρόλου του CPSF6 

στη σταθερότητα και τα επίπεδα έκφρασης συγκεκριμένων microRNAs και mRNAs 

που φαίνεται να σχετίζονται με την PARN.
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1. ΥΛΙΚΑ

3.1.1 Χημικές ουσίες και διαλύματα

• dNTP Mixture (10 mM each)
• RNase free dH2O
• 5X PrimerScript Buffer
• RNase Inhibitor (40 U/μΙ)
• PrimeScript RTase (200 U/μΙ)
• Kapa Hifi Hotstart Ready Mix
• ddH2O
• Agarose
• Midori Green
• GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
• Buffer NTI
• Buffer NT3
• Buffer NE
• EcoRI
• 10x H Buffer
• 5X In-fusion enzyme premix
• SOC (SOB + glucose 2M)
• Ampicillin (100mg/ml)
• Buffer Α1
• Buffer Α2
• Buffer Α3
• Buffer Α4
• Buffer ΑΕ
• 5 U/μ! KAPA Taq DNA Polymerase
• 10 mM dNTP Mix
• 10X KAPA Taq Buffer
• PBS
• Trypsin
• Tetracycline
• Xfect Polymer
• Doxycycline
• Buffer RPI
• β-mercaptoethanol
• 70% EtOH
• DNA Wash
• DNA Elute
• rDNase reaction mixture (rDNase+Reaction Buffer for DNase)
• Buffer RA2
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• Buffer RA3
• PP
• 50% ethanol
• 4x Lysis Buffer (LB)
• Buffer mRQ
• mRQ enzyme
• 2X KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix Universal
• 50x Rox Low
• Reagent Bradford

Διαλύματα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε πήκτωμα 

αγαρόζης: Tris base 24,2% v/w, Οξικό οξύ 5,71% w/w, EDTA 0,05M, pH 8,6

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων - διάλυμα 

φορτώματος δειγμάτων: Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, 

Γλυκερόλη 60%, EDTA 60mM

Διαλύματα για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου

• Ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου - Running buffer: Tris base 1,5%, Γλυκίνη 7,2% v/w, SDS 0,5%, 

pH 8,3

Διαλύματα για το πήκτωμα ακρυλαμιδίου

Διαλύματα stock για πήκτωμα ακρυλαμιδίου:

• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCl 1,5M, pH 8,8

• Ρυθμιστικό διάλυμα TRIS- HCl 0,5M, pH 6,8

• SDS 10% v/w

• Ακρυλαμίδιο 30% v/w (ακρυλαμίδιο/δις-ακρυλαμίδιο : 29/1) σε ddH20

• Loading Buffer (1M Tris pH 6.8, 10% glycerol, 10% SDS, 5% β- 

μερκαπτοαιθανόλη, 1% bromophenol blue)

Ανάλογα με την συσκευή και την περιεκτικότητα ακρυλαμιδίου που θα 

χρειαστούμε θα αναζητήσουμε τους πίνακες για την αναλογία των διαλυμάτων stock 

που θα πρέπει να αναμείξουμε και προσθέτουμε στο τέλος τους καταλύτες APS 10%
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και TEMED.

Διαλύματα για βαφή του gel

• Διάλυμα χρώσης: Coomassie Brilliant Blue G250 0,02%

• Διάλυμα αποχρωματισμού: Οξικό οξύ 10%

Διαλύματα για ανοσοαποτύπωση (Western blot) σε μεμβράνη PVDF

• Transfer buffer 1x: Tris 48mM, Γλυκίνη 39mM, SDS 1,3mM, Μεθανόλη 20%

• Phosphate Buffer Salts (1x): 137mM NaCl, 2.7mm KCl, 4.3mM 

Na2HPO4, 1.47mM KH2PO4

Διαλύματα για ανίχνευση σήματος σε PVDF μεμβράνη-Detection

• Blocking Buffer (5% Skim Milk, 0,1 % Tween 20 σε PBS)

• Wash Buffer (0,1% Tween 20 σε PBS)

• ECL : Solution A και B (Amersham)

3.1.2 Θρεπτικά μέσα

■ LB Broth
■ LB Agar
■ RPMI1640

3.1.3 Εκκινητές

• Για την ενίσχυση του παράγοντα CPSF6 με PCR, σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια 

του προγράμματος ‘’In fusion tools’’ δύο εκκινητές (primers) ειδικοί για το 

γονίδιο CPSF6. Ο κάθε εκκινητής (Forw, Rev) ελέγχθηκε ως προς την 

εξειδίκευση του για την κάθε αλυσίδα του cDNA-στόχου με Blastn.

The result ο< the In—Fusion Primer design
Both h-Fusionfl primers we h 5' -> y  orientation
Check doninc diatram below to make su-e the desipied primers will produce correct clone

-----------4-----------4-----------4-----------4
Fratment 1 FW FYrner (FI FW) CAGTGTGGTGGAAIT AT GGCGGACGGCGT GGAC
Fratment 1 RV Prrner (F1.RV) GATATOTGCAGAAT TCTAAOGATGACGAIAT TCGC
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Primer Forw (10μΜ)*

Primer Rev (10μΜ)**

* Primer Forw: Vol. for lOOpmol/μΙ = 165 
**Primer Rev: Vol. for 100pmol^l = 162
Σε κάθε primer (Forw, Rev) προστέθηκαν 165 και 162 μ! απιονισμένου νερού 
αντίστοιχα ώστε η τελική συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 100 pmol/μ ΐ 
Στη συνέχεια σε κάθε primer (Forw, Rev) πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 ώστε η 
τελική συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 10 μΜ.

• Στην Real Time PCR για τον έλεγχο της υπερέκφρασης του παράγοντα 
CPSF6 σε επίπεδο mRNA, χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω εκκινητές:
FW : 5 '- CCA TTG GGT CCA CTT CCT CC - 3'
RV : 5 - TCA GCT TCA CTC AAT GGC GT - 3'
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το γονίδιο αναφοράς της β-ακτίνης 
είναι:
FW : 5 - GGACTTCGAGCAAGAGATGG - 3'
RV : 5 - AGCACTGTGTTGGCGTACAG - 3'

Για κάθε primer (Forw, Rev) πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 ώστε η τελική 
συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 10 μΜ.

• Στην Real Time PCR για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των pri-mir- 
1207 και pri-mir-29a, χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω εκκινητές: 
Pri-mir-1207 FW : 5 '- GGAGCCCTTTCTTTTTCCTG - 3'
Pri-mir-1207 RV : 5 - CAAGACGCAAACATCTCGAA - 3'
Pri-mir-29a FW : 5 '- CCAACCCTCACGACCTTCTG - 3'
Pri-mir-29a RV : 5 - TCCTCTAGCAGTCAGCATCA - 3'
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το γονίδιο αναφοράς της β-ακτίνης 
είναι:
FW : 5 - GGACTTCGAGCAAGAGATGG - 3'
RV : 5 - AGCACTGTGTTGGCGTACAG - 3'

Για κάθε primer (Forw, Rev) πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 ώστε η τελική 
συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 10 μΜ.

• Στην Real Time PCR για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των mir-1207 
και mir-29a, χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω εκκινητές:
FW: hsa-miR-29a-3p
5' - TAGCACCATCTGAAATCGGTTA - 3'
FW: mir-1207-5p
5' - TGGCAGGGAGGCTGGGAGG - 3'
RV: mRQ 3' Primer
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O mRQ 3' primer αποτελεί τον 3'-oligo-dT εκκινητή, ο οποίος είναι 
συμπληρωματικός με την πολυ(Α) ουρά των miRNAs όπως αυτή παράγεται 
με το miRX miRNA first strand synthesis kit.
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το γονίδιο αναφοράς U6 (snRNA) 
είναι:
FW : 5 - GGAATGACACATGAAGATTGG - 3'
RV : 5 - TTTCCTGTCATCCTTGCACA - 3'

Για κάθε primer (Forw, Rev) πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 ώστε η τελική 
συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 10 μΜ.

• Στην Real Time PCR για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των 
ογκογονιδίων KRAS, c-Fos και c-Jun, χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω 
εκκινητές:
KRAS FW : 5 '- TGTGGTAGTTGGAGCTGGTG -3'
KRAS RV : 5 - AAAGAAAGCCCTCCCCAGT - 3' 
c-Fos FW : 5 - GCT-TCA-ACG-CAG-ACT-ACG-AG -3' 
c-Fos RV : 5 - AGT-GAC-CGT-GGG-AAT-GAA-GT- 3' 
c-Jun FW : 5 - AAC-GTG-ACA-GAT-GAG-CAG-GA -3' 
c-Jun RV : 5 - CTG-GGT-TGA-AGT-TGC-TGA-GG - 3'

Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το γονίδιο αναφοράς της β-ακτίνης 
είναι:
FW : 5 - GGACTTCGAGCAAGAGATGG - 3'
RV : 5 - AGCACTGTGTTGGCGTACAG - 3'

Για κάθε primer (Forw, Rev) πραγματοποιήθηκε αραίωση 1/10 ώστε η τελική 
συγκέντρωση για τον καθένα να είναι 10 μΜ.

3.1.4 Αντισώματα

• Rabbit Anti-CPSF6 Polyclonal Antibody (1:500)

• Rabbit Anti-b-actin Polyclonal Antibody (1:250)

• Rabbit Anti-b-actin Monoclonal Antibody (1:4000)

• Goat Anti- Rabbit Polyclonal Antibody (1:50000)

3.1.5 Κυτταρικές σειρές

• Χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του μαστού (MCF7), για
την απομόνωση total RNA (700 ng/μ!), το οποίο στη συνέχεια
χρησιμοποιήθηκε για τη σύνθεση cDNA.

• Ανασυνδυάσαμε το φορέα pcDNA4/TO, εισάγοντας το ενισχυμένο γονίδιο 
CPSF6. Στη συνέχεια, εισάγαμε το προϊόν της ένωσης αυτής σε επιδεκτικά 
βακτήρια XL1Blue, μετασχηματίζοντάς τα.
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• Με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο το οποίο απομονώσαμε από τις αποικίες 
που σχηματίστηκαν από την καλλιέργεια των μετασχηματισμένων κυττάρων, 
διαμολύναμε ανθρώπινα κύτταρα μη μικροκυτταρικού καρκίνου του 
πνεύμονα NCI-H520.

3.2 Μέθοδοι

3.2.1 Σύνθεση cDNA από total RNA

Το συνολικό RNA συγκέντρωσης 700 ng/μΐ που απομονώθηκε από κύτταρα 
καρκίνου του μαστού (MCF7), χρησιμοποιήθηκε για τη σύνθεση cDNA σύμφωνα με 
το εμπορικό PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit. Συνοπτικά, η διαδικασία 
παρουσιάζεται στον Πίνακα 2 . Αρχικά, 1 μ! Oligo dT Primer, 1 μ! dNTP Mixture, 3 
μΐ Template RNA και 5 μΐ RNase free dH2O αναμειγνύονται και στη συνέχεια 
επωάζονται στους 65oC για 5 min. Ακολούθως, 10 μΐ Template RNA Primer Mixture, 
4 μΐ 5X PrimerScript Buffer, 0,5 μΐ RNase Inhibitor, 1 μΐ PrimeScript RTase και 4,5 
μΐ RNase free dH2O αναμειγύονται και επωάζονται αμέσως στους 42oC για 2min και 
έπειτα στους 42oC για 50min για να πραγματοποιηθεί η επέκταση. Τέλος, το μείγμα 
επωάζεται στους 70oC για 15min προκειμένου να απενεργοποιηθούν τα ένζυμα.

Πίνακας 2: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου σύνθεσης cDNA από total 
RNA
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3.2.2 PCR για την ενίσχυση του παράγοντα CPSF6

Το cDNA που συνθέσαμε στο προηγούμενο βήμα, χρησιμοποιήθηκε για την 
ενίσχυση του παράγοντα CPSF6 σύμφωνα με το εμπορικό KAPA HiFi HotStart 
ReadyMix PCR Kit. Συνοπτικά, η διαδικασία παρουσιάζεται στους Πίνακες 3, 4 και 
5 . Αρχικά, παρασκευάζουμε το μείγμα της PCR αναμειγνύοντας 25 μ! Kapa Hifi 
Hotstart Ready Mix, 2 μΐ Primer Forw, 2 μΐ Primer Rev και 16 μΐ ddH2O. 
Ακολούθως, 45 μΐ του μείγματος της PCR αναμειγνύονται με 5 μΐ Template cDNA 
και στη συνέχεια το μείγμα επωάζεται στους 95oC για 3min προκειμένου να 
πραγματοποιηθεί η αποδιάταξη του δίκλωνου cDNA, στη συνέχεια στους 98oC για 
20sec για να ολοκληρωθεί η αποδιάταξη, στους 64oC για 15sec για να 
υβριδοποιηθούν οι εκκινητές και στους 72oC για 2min για να γίνει η επέκταση από 
την DNA πολυμεράση. Τέλος, το μείγμα επωάζεται στους 72oC για 10min, ώστε να 
ολοκληρωθεί η επέκταση. Για τους εκκινητές ισχύει: Primer Forw: Tm = 74,5oC και 
Primer Rev: Tm = 61,7oC. Ο μέσος όρος των Tm των δύο εκκινητών είναι Tm = 
70oC. Οπότε βρίσκουμε τη θερμοκρασία anneaHng (Ta) ως εξής: Ta = Tm -  5. Άρα 
TΑ = 65oC.

Πίνακας 3: Παρασκευή του μείγματος της PCR

PCR Mix (45 μΐ)
Reagent Volume
Kapa Hifi Hotstart Ready Mix 25 μΐ
Primer Forw (10μΜ) 2 μΐ
Primer Rev (10μΜ) 2 μΐ
ddH2O 16 μΐ

Πίνακας 4: Παρασκευή της αντίδρασης της PCR

PCR reaction (50 μΐ)
Reagent Volume
PCR Mix 45 μΐ
Tempkte cDNA 5 μΐ

Πίνακας 5: Στάδια της PCR

Step Temperature Duration Cycles
Initial
denaturation

95oC 3min 1

Denaturation 98oC 20sec
Annealing 64oC 15sec 35
Extension 72oC 2min
Final extension 72oC 10min 1
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3.2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της PCR ηλεκτροφορούμε το μείγμα σε πήγμα αγαρόζης. 
Για το σκοπό αυτό παρασκευάζουμε 100ml πήγματος αγαρόζης 1,5 %, διαλύοντας
1,5 gr αγαρόζης σε 100ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ1Χ και προσθέτοντας 7μ1 
Midori Green. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 85vo1t. Αναμείξαμε 50μ1 
PCR reaction και 10μ! loading buffer. Από τα 60μ! φορτώθηκαν από 20μ! σε τρία 
πηγαδάκια. Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν 7μ1 GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. Το PCR 
product αναμένεται στα 1650bp.

3.2.4 Εκχύλιση του παράγοντα CPSF6 από το πήγμα

Το πήγμα μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, χρησιμοποιήθηκε για εκχύλιση 
του παράγοντα CPSF6 σύμφωνα με το εμπορικό PCR clean-up Gel extraction (DNA 
extraction from agarose gels). Συνοπτικά, η διαδικασία παρουσιάζεται στον Πίνακα 6 .
1) Διαλυτοποίηση του πήγματος
Αρχικά, σε ένα eppendorf προσθέτουμε 381mg gel και 762μ! NTI και επωάζουμε 
στους 50oC για 10min, κάνοντας vortex ανά 2min.
2) Δέσμευση του DNA
Μεταφέρουμε 700μ! από το παραπάνω μείγμα σε στήλη και φυγοκεντρούμε στα 
11.000g για 30sec. Στη συνέχεια, αφαιρούμε το flow-through και προσθέτουμε τα 
υπόλοιπα μ! του μείγματος στη στήλη, φυγοκεντρούμε ξανά στα 11.000g για 30sec 
και αφαιρούμε το flow-through.
3) Πλύση της μεμβράνης
Έπειτα, προσθέτουμε 700μ1 NT3, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 30sec και 
αφαιρούμε το flow-through. Επαναλαμβάνουμε το προηγούμενο βήμα ώστε να 
ελαχιστοποιήσουμε τη μεταφορά άλατος και να βελτιώσουμε τις τιμές A260/A230.
4) Στέγνωμα της μεμβράνης
Ακολούθως, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min για να εξατμιστεί η αιθανόλη που 
περιέχεται στο ΝΤ3, αλλάζουμε το eppendorf της στήλης και επωάζουμε στους 70°C 
για 2 min ώστε να αφαιρέσουμε όλη την αιθανόλη.
5) Έκλουση του DNA
Θερμαίνουμε 30 μ1 του διαλύματος ΝΕ στους 70°C για 5 min. Προσθέτουμε 15 μ1 
του διαλύματος αυτού στη στήλη, επωάζουμε στους 70°C για 5 min και 
φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min. Τέλος, προσθέτουμε τα υπόλοιπα 15 μ1 του 
ΝΕ στη στήλη, επωάζουμε στους 70°C για 5 min και φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
1min. Το βήμα της έκλουσης, πραγματοποιείται σε δύο στάδια για να αυξηθεί η 
απόδοση της έκλουσης.
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Πίνακας 6: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για εκχύλιση του παράγοντα
CPSF6 από το πήγμα

1. Excise DNA fragment/sobubilize gel slice
+ 200μ1 NTI per 100mg gel 
50 oC 5-10min
2. Bind DNA 
Load sample 
11.000g 30sec
3. Wash silica membrane 
+ 700 μ1 NT3
11.000g 30sec
4. Dry silica membrane 
11.000g 1min
5. Elute DNA 
+ 15-30μ1 NE 
RT 1min 
11.000g 1min

3.2.5 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της εκχύλισης του CPSF6 από το πήγμα, 
ηλεκτροφορούμε το μείγμα που προκύπτει σε πήγμα αγαρόζης. Για το σκοπό αυτό 
παρασκευάζουμε 100ml πήγματος αγαρόζης 1,5 %, διαλύοντας 1,5 gr αγαρόζης σε 
100ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ1Χ και προσθέτοντας 7μ1 Midori Green. Η 
ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 85volt. Αναμείξαμε 5μ! εκχυλίσματος 
CPSF6 και 1μ! loading buffer και φορτώσαμε και τα 6μ! στο πηγαδάκι. Τέλος, 
χρησιμοποιήθηκαν 7μ! GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. Το gel extract αναμένεται 
στα 1650bp.

3.2.6 Πέψη με EcoRI για γραμμικοποίηση του pcDNA4/TO

Η γραμμικοποίηση του φορέα pcDNA4/TO πραγματοποιήθηκε με πέψη με BcoRI. 
Συνοπτικά, η διαδικασία παρουσιάζεται στον Πίνακα 7. Αρχικά, αναμείξαμε 1 μ! 
EcoRI, 2 μ1
10x H Buffer, 1 μ1 pcDNA4/TO uncut (1 ,^g /p l) και 16 μ1 ddH2O και στη συνέχεια 
επωάσαμε το μείγμα στους 37oC για 2h.

Πίνακας 7: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για γραμμικοποίηση του 
φορέα pcDNA4/TO με BcoRI

Reaction Mixture (20μ!)
Reagent Volume
EcoRI 1 μ1
10x H Buffer 2 μ1
pcDNA4/TO uncut (1,^ g^ l) 1 μ1
ddH2O 16 μ1

37 oC 2h
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3.2.7 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της πέψης του φορέα με EcoRI, ηλεκτροφορούμε σε 
πήγμα αγαρόζης. Για το σκοπό αυτό παρασκευάζουμε 100ml πήγματος αγαρόζης 1,5 
%, διαλύοντας 1,5 gr αγαρόζης σε 100ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ1Χ και 
προσθέτοντας 7μ1 Midori Green. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 85volt. 
Αναμείξαμε 20μ! μείγματος και 4μ! loading buffer και στη συνέχεια φορτώσαμε από 
12μ1 σε δύο πηγαδάκια. Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν 7μ! GeneRuler 1kb Plus DNA 
Ladder. Ο γραμμικοποιη μένος φορέας αναμένεται στα 5078bp.

3.2.8 Εκχύλιση του φορέα pcDNA4/TO από το πήγμα

Το πήγμα μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, χρησιμοποιήθηκε για εκχύλιση 
του φορέα σύμφωνα με το εμπορικό PCR clean-up Gel extraction (DNA extraction 
from agarose gels). Συνοπτικά, η διαδικασία παρουσιάζεται στον Πίνακα 8 .
1) Διαλυτοποίηση του πήγματος
Αρχικά, σε ένα eppendorf προσθέτουμε 275mg gel και 550μ! NTI και επωάζουμε 
στους 50oC για 10min, κάνοντας vortex ανά 2min.
2) Δέσμευση του DNA
Μεταφέρουμε 700μ! από το παραπάνω μείγμα σε στήλη και φυγοκεντρούμε στα 
11.000g για 30sec. Στη συνέχεια, αφαιρούμε το flow-through και προσθέτουμε τα 
υπόλοιπα μ! του μείγματος στη στήλη, φυγοκεντρούμε ξανά στα 11.000g για 30sec 
και αφαιρούμε το flow-through.
3) Πλύση της μεμβράνης
Έπειτα, προσθέτουμε 700μ1 NT3, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 30sec και 
αφαιρούμε το flow-through. Επαναλαμβάνουμε το προηγούμενο βήμα ώστε να 
ελαχιστοποιήσουμε τη μεταφορά άλατος και να βελτιώσουμε τις τιμές A260/A230.
4) Στέγνωμα της μεμβράνης
Ακολούθως, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min για να εξατμιστεί η αιθανόλη που 
περιέχεται στο ΝΤ3, αλλάζουμε το eppendorf της στήλης και επωάζουμε στους 70°C 
για 2 min ώστε να αφαιρέσουμε όλη την αιθανόλη.
5) Έκλουση του DNA
Θερμαίνουμε 30 μ1 διαλύματος ΝΕ στους 70°C για 5 min. Προσθέτουμε τα 30 μ1 του 
διαλύματος αυτού στη στήλη, επωάζουμε στους 70°C για 5 min και φυγοκεντρούμε 
στα 11.000g για 1min.

32



Πίνακας 8: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για εκχύλιση του
γραμμικοποιημένου φορέα pcDNA4/TO από το πήγμα

1. Excise DNA fragment/sobubilize gel slice
+ 200μ1 NTI per 100mg gel 
50 oC 5-10min
2. Bind DNA 
Load sample 
11.000g 30sec
3. Wash silica membrane 
+ 700 μ1 NT3
11.000g 30sec
4. Dry silica membrane 
11.000g 1min
5. Elute DNA 
+ 15-30μ1 NE 
RT 1min 
11.000g 1min

3.2.9 Ένωση (ligation) CPSF6 και pcDNA4/TO

Η ένωση του παράγοντα CPSF6 και του φορέα pcDNA4/TO πραγματοποιήθηκε 
με βάση το εμπορικό In-Fusion® HD Cloning Kit User Manual. Η διαδικασία που 
ακολουθήσαμε παρουσιάζεται συνοπτικά στον Πίνακα 9 . Για το σκοπό αυτό 
αναμειγνύουμε 3 μ! pcDNA4/TO (linearized vector), 5 μ! CPSF6 (insert) και 2μ! 5X 
In-fusion enzyme premix και επωάζουμε στους 50oC για 30min.

Πίνακας 9: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για ένωση του παράγοντα 
CPSF6 με το φορέα pcDNA4/TO

Ligation Mixture (10μΓ)
Reagent Volume
pcDNA4/TO (linearized vector) 3 μ
CPSF6 (insert) 5 μ1
5X In-fusion enzyme premix 2μ1

50oC 30min

3.2.10 Μετασχηματισμός (transformation) επιδεκτικών βακτηρίων XLlBlue με 
το προϊόν της ένωσης

Μετασχηματίζουμε 100μ1 XL1Blue με 5μ1 του προϊόντος της ένωσης (CPSF6 + 
pcDNA4/TO). Στη συνέχεια, τοποθετούμε το μείγμα στον πάγο για 30min ώστε το 
κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων να γίνει διαπερατό. Έπειτα, πραγματοποιείται 
heat sock στους 42oC για 45sec προκειμένου η μεμβράνη των κυττάρων να γίνει
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διαπερατή και το μείγμα τοποθετείται ξανά στον πάγο για 2min. Έπειτα, 
προσθέτουμε 900μ1 SOC ώστε να επουλωθούν τα κύτταρα και επωάζουμε στους 
37oC 160-210rpm για 1h. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του μείγματος στα 6000rpm για 
5min, αφαίρεση του υπερκειμένου και επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος σε 100μ! 
SOC.

3.2.11 Καλλιέργεια κυττάρων που μετασχηματίστηκαν σε στερεό θρεπτικό υλικό 
με Ampicillin

Σε 25ml ddH2O διαλυτοποιούμε 0,875gr LB Agar (1000ml LB Agar 35gr LB 
Agar) σε θερμαινόμενη εστία και αποστειρώνουμε το διάλυμα. Αφού κρυώσει 
ελαφρώς το διάλυμα προσθέτουμε 25μ1 από το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100mg/m1) 
(ώστε να μην μετουσιωθεί λόγω της υψηλής θερμοκρασίας και η τελική 
συγκέντρωση του αντιβιοτικού στο θρεπτικό να είναι 1/1000) και αναδεύουμε. Στη 
συνέχεια, προσθέτουμε το παραπάνω διάλυμα σε ένα τριβλίο και επιστρώνουμε τα 
100μ1 του προϊόντος μετασχηματισμού που παρασκευάσαμε στο προηγούμενο
στάδιο με την επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος σε SOC. Τέλος, επωάζουμε το 
τριβλίο στους 37oC για 20h, ώστε να αναπτυχθούν τα βακτήρια.

3.2.12 Δημιουργία υγρής καλλιέργειας

Μετά το πέρας των 20h, τοποθετούμε το τριβλίο στους 4oC για να σταματήσει η 
ανάπτυξη των βακτηρίων. Στη συνέχεια, σε 37,5ml ddH2O διαλυτοποιούμε 0,937gr 
LB Broth (1000ml LB Broth 25gr LB Broth) σε θερμαινόμενη εστία και 
αποστειρώνουμε το διάλυμα. Αφού κρυώσει ελαφρώς το διάλυμα προσθέτουμε 
37,5μ! από το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη (100mg/ml) (ώστε να μην μετουσιωθεί λόγω 
της υψηλής θερμοκρασίας και η τελική συγκέντρωση του αντιβιοτικού στο θρεπτικό 
να είναι 1/1000) και αναδεύουμε. Το αντιβιοτικό προστίθεται για προστασία, ώστε να 
είμαστε σίγουροι ότι στην υγρή καλλιέργεια θα αναπτυχθούν μόνο τα βακτήρια που 
περιέχουν το προϊόν της ένωσης. Έπειτα, προσθέτουμε από 7,5ml LB Broth σε 5 
falcons. Αφού απομονώσουμε 5 αποικίες από το τριβλίο, προσθέτουμε 1 αποικία σε 
καθένα από τα 5 falcons. Ακολουθεί overnight (16h) στους 37oC 210rpm.

3.2.13 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini preparation)

Μετά τη δημιουργία της υγρής καλλιέργειας ακολούθησε απομόνωση 
πλασμιδιακού DNA σύμφωνα με το εμπορικό NucleoSpin® Plasmid / Plasmid 
(NoLid) protocols Isolation of high-copy plasmid DNA. Συνοπτικά, η διαδικασία 
παρουσιάζεται στον Πίνακα 10.
1) Καλλιέργεια και συγκομιδή βακτηριακών κυττάρων
Αρχικά, προσθέτουμε από 750μ! υγρής καλλιέργειας σε καθένα από 5 eppendorfs και 
φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 30sec. Επαναλαμβάνουμε το βήμα αυτό άλλες 2 
φορές.
2) Λύση κυττάρων
Αφού αφαιρέσουμε το υπερκείμενο, προσθέτουμε 250μ! Buffer Α1, αναδεύουμε με 
τη βοήθεια πιπέτας και έπειτα κάνουμε vortex. Στη συνέχεια, προσθέτουμε 250μ! 
Buffer Α2, ανακινούμε το eppendorf 8 φορές μέχρι το διάλυμα να αποκτήσει μπλε
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χρώμα και επωάζουμε για 2min σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, προσθέτουμε 
300μ1 Buffer Α3 και ανακινούμε 8 φορές μέχρι το διάλυμα να αποκτήσει λευκό 
χρώμα. Τα Buffer Α1, Α2 και Α3 χρησιμοποιούνται για γίνει διαπερατή η κυτταρική 
μεμβράνη.
3) Καθάρισμα του λύματος
Φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 10min
4) Δέσμευση του DNA
Τοποθετούμε το υπερκείμενο σε στήλη και φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min. 
Στη συνέχεια αφαιρούμε το flow-through.
5) Πλύση της μεμβράνης
Προσθέτουμε 600μ1 Buffer Α4 (με αιθανόλη), φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min 
και αφαιρούμε το flow-through. Σε αυτό το στάδιο αφαιρούμε ότι έχει προσδεθεί μη 
ειδικά στη στήλη.
6) Στέγνωμα της μεμβράνης
Φυγοκεντρούμε ξανά στα 11.000g για 2min για να εξατμιστεί ότι αιθανόλη έχει 
απομείνει η οποία θα μπορούσε να αναστείλλει μελλοντικές αλληλεπιδράσεις.
7) Έκλουση του DNA
Θερμαίνουμε 50 μ1 Buffer ΑΕ στους 70oC και τοποθετούμε τις 5 στήλες σε νέα 
eppendorfs, καθώς σε αυτό το στάδιο θα παραλάβουμε το πλασμιδιακό DNA. 
Έχοντας τα eppendorfs στο υδατόλουτρο προσθέτουμε 25μ1 Buffer ΑΕ σε κάθε 
eppendorf, επωάζουμε στους 70oC για 2min και στη συνέχεια φυγοκεντρούμε στα 
11.000g για 1min. Προσθέτουμε άλλα 25μ1 Buffer ΑΕ σε κάθε eppendorf, 
επωάζουμε και φυγοκεντρούμε στις ίδιες συνθήκες. Πραγματοποιούμε αυτό το βήμα 
σε δύο στάδια για να αυξήσουμε την απόδοση της έκλουσης.

Πίνακας 10: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για απομόνωση του 
πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα

1. Cultivate and harvest bacterial cells
1-5m1 XL1B1ue LB cu1ture 
11.000g 30sec
2. Cell lysis
Add 250μ1 Buffer Α 1 ^  Resuspend 
Add 250μ1 Buffer Α2 ^  Mix RT, 5min 
Add 300μ1 Buffer Α3 ^  Mix
3. Clarification of lysate
11.000g 5-10min
4. Bind DNA
Load supernatant 
11.000g 20oC 1min
5. Wash silica membrane
Add 600μ1 Buffer Α4 (supp1emented with ethano1) 
11.000g 20oC 1min
6. Dry silica membrane
11.000g 20oC 2min
7. Elute DNA
Add 50μ1 Buffer ΑΕ 
RT, 1min 
11.000g 1min
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3.2.14 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της απομόνωσης του πλασμιδιακού DNA, 
ηλεκτροφορούμε σε πήγμα αγαρόζης. Για το σκοπό αυτό παρασκευάζουμε 100ml 
πήγματος αγαρόζης 1,5 %, διαλύοντας 1,5 gr αγαρόζης σε 100ml ρυθμιστικού 
διαλύματος ΤΑΕ1Χ και προσθέτοντας 7μ1 Midori Green. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιήθηκε στα 110volt. Αναμείξαμε 5μ1 πλασμιδιακού DNA και 2μ1 loading 
buffer και στη συνέχεια φορτώσαμε από 7μ1 σε πέντε πηγαδάκια. Τέλος, 
χρησιμοποιήθηκαν 7μ1 GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. Το πλασμιδιακό DNA 
αναμένεται στα ~ 6728bp (pcDNA4/TO=5078bp + CPSF6 ~ 1650bp).

3.2.15 PCR για έλεγχο κλώνων

Το πλασμιδιακό DNA που απομονώσαμε στο προηγούμενο βήμα, 
χρησιμοποιήθηκε στην PCR για έλεγχο κλώνων σύμφωνα με το εμπορικό KAPA Taq 
PCR Kit. Συνοπτικά, η διαδικασία παρουσιάζεται στους Πίνακες 11, 12 και 13. 
Αρχικά, παρασκευάζουμε το μείγμα της PCR αναμειγνύοντας 10 μ1 10X KAPA Taq 
Buffer, 5 μ1 10 mM dNTP Mix, 10 μ1 Primer Forw, 10 μ1 Primer Rev, 0,5 μ1 5 U/μΙ 
KAPA Taq DNA Po1ymerase και 54,5 μ1 ddH2O. Ακολούθως, 18 μ1 του μείγματος 
της PCR αναμειγνύονται με 2 μ1 Temp1ate DNA και στη συνέχεια το μείγμα 
επωάζεται στους 95oC για 3min προκειμένου να πραγματοποιηθεί η αποδιάταξη του 
δίκλωνου cDNA, στη συνέχεια στους 95oC για 30sec για να ολοκληρωθεί η 
αποδιάταξη, στους 65oC για 30sec για να υβριδοποιηθούν οι εκκινητές και στους 
72oC για 2min για να γίνει η επέκταση από την DNA πολυμεράση. Τέλος, το μείγμα 
επωάζεται στους 72oC για 2min, ώστε να ολοκληρωθεί η επέκταση.

Πίνακας 11: Παρασκευή του μείγματος της PCR

PCR Mix (90 μΐ)
Reagent Volume
10X KAPA Taq Buffer 10 μ1
10 mM dNTP Mix 5 μ1
Primer Forw (10μΜ) 10 μ1
Primer Rev (10μΜ) 10 μ1
5 υ/μ1 KAPA Taq DNA Po1ymerase 0,5 μ1
ddH2O 54,5 μ1

Πίνακας 12: Παρασκευή της αντίδρασης της PCR

PCR reaction (20 μΐ) x5
Reagent Volume
PCR Mix 18 μ1
Temp1ate DNA 2 μ1
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Πίνακας 13: Στάδια της PCR

Step Temperature Duration Cycles
Initial
denaturation

95oC 3min 1

Denaturation 95oC 30sec
Annealing 65oC 30sec 35
Extension 72oC 2min
Final extension 72oC 2min 1

3.2.16 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της PCR, ηλεκτροφορούμε σε πήγμα αγαρόζης. Για το 
σκοπό αυτό παρασκευάζουμε 100ml πήγματος αγαρόζης 1,5 %, διαλύοντας 1,5 gr 
αγαρόζης σε 100ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ1Χ και προσθέτοντας 7μ1 Midori 
Green. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 110vo1t. Αναμείξαμε 20μ1 PCR 
reaction και 5μ! loading buffer και στη συνέχεια φορτώσαμε από 15μ! σε πέντε 
πηγαδάκια. Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν 7μ1 GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. Το PCR 
product αναμένεται στα ~ 1650bp.

3.2.17 Δημιουργία 6-well plate

1) Ξεπλένουμε τα κύτταρα (ανθρώπινα κύτταρα μη μικροκυτταρικού καρκίνου του 
πνεύμονα NCI-H520) στη μεγάλη φλάσκα χρησιμοποιώντας 1ml PBS (buffer 
φωσφορικών) για κάθε πηγαδάκι (well). Αυτό το βήμα πραγματοποιείται διότι το 
θρεπτικό μέσο των κυττάρων περιέχει ουσίες που θα αναστείλλουν τη λειτουργία της 
θρυψίνης που θα χρησιμοποιηθεί σε επόμενο στάδιο.
2) Στη συνέχεια, προσθέτουμε 1ml θρυψίνης σε κάθε πηγαδάκι για να ξεκολλήσουν 
τα κύτταρα τόσο μεταξύ τους όσο και από τη φλάσκα.
3) Επωάζουμε τη φλάσκα στους 37°C για 2-3 min για να λειτουργήσει το ένζυμο 
θρυψίνη.
4) Αφαιρούμε τη θρυψίνη και αφήνουμε τα κύτταρα να επωαστούν ξανά για 2-3 min 
σε θερμοκρασία δωματίου.
5) Προσθέτουμε στη μεγάλη φλάσκα 12ml θρεπτικού RPMI1640 (με αντιβιοτικό) και 
πιπετάρουμε καλά για να ξεχωρίσουν τα κύτταρα. Με την προσθήκη του θρεπτικού 
παρατηρήθηκε δημιουργία παχύρευστων μορφών οι οποίες συνιστούν κύτταρα.
6) Μοιράζουμε από 1 ml του μείγματος της μεγάλης φλάσκας σε καθένα από τα έξι 
πηγαδάκια.
7) Στη συνέχεια προσθέτουμε από 1 ml θρεπτικού RPMI1640 (με αντιβιοτικό) σε 
καθένα από τα έξι πηγαδάκια και αναμειγνύουμε καλά.
8) Επωάζουμε το 6 -  well plate στους 3 7 ^  μέχρι να πετύχουμε πληρότητα σχεδόν 
80%.
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3.2.18 Αιαμόλυνση των κυττάρων NCI-H520 με το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο

Πριν ξεκινήσουμε τη διαμόλυνση, αφαιρούμε το θρεπτικό RPMI1640 (με 
αντιβιοτικό) από τα κύτταρα, ξεπλένουμε τα κύτταρα με PBS (1ml PBS για κάθε 
πηγαδάκι) και προσθέτουμε το θρεπτικό RPMI1640 (χωρίς αντιβιοτικό), γιατί το 
αντιβιοτικό και το Xfect Polymer που θα χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια είναι ένας 
τοξικός συνδυασμός για τα κύτταρα.

Υπολογισμοί

• pcDNA6TR = 921,5ng/pl
• pcDNA4/TO empty = 280ng/pl
• pcDNA4/TO -  CPSF6 =277,2ng/pl

Θέλουμε τελικά 6pg πλασμιδιακού DNA κ α ι---- p cDNA6TR — ► -  = 0,86pg =
^  pcDNA4/TO-CPSF6 1 7 ’

860ng

PCDNA6TR
Ιμΐ 921,5ημ/μ1 
X 6 x 860ng
Άρα pcDNA6TR=5,6 μΐ

pcDNA4/TO empty
Ιμΐ 280ng/pl 
X 860ng
Άρα pcDNA4/TO empty=3,l μΐ

PCDNA4/TO -  CPSF6
Ιμΐ 277,2ng/pl 
X 860ng
Άρα pcDNA4/TO -  CPSF6 =3,1 μΐ

1) Προετοιμάζουμε δύο διαλύματα των ΙΟΟμΙ το καθένα:
CPSF6: 3,1 μΐ (pcDNA4/TO-CPSF6) + 5,6^(pcDNA6TR) + 91,3μ1 Xfect Reaction 
Buffer
Mock: 3,1 μΐ (pcDNA4/TO empty) + 5,6pl(pcDNA6TR) + 91,3μ1 Xfect Reaction 
Buffer
2) Vortex για 5 sec
3) 0,3 μΐ of Xfect Polymer για κάθε lpg πλασμιδιακού DNA. Εμείς έχουμε τελικά 6μμ 
πλασμιδιακού DNA, άρα προσθέτουμε 1,8μ1 Xfect Polymer στο καθένα από τα 
παραπάνω διαλύματα. To Xfect Polymer δημιουργεί λιποσώματα τα οποία περιέχουν 
το DNA που θέλουμε να εισάγουμε στο κύτταρο.
4) Vortex για 10 sec
5) Επώαση για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου
6) Μοιράζουμε τα ΙΟΟμΙ του κάθε διαλύματος στάγδην κυκλικά σε κάθε πηγαδάκι 
όπως φαίνεται στην (Εικόνα 8) που ακολουθεί:
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Εικόνα 8: Σχεδιασμός πειράματος σε 6-well-plate.

7) Τα κύτταρα επωάστηκαν για 5hr στους 37°C.
8) Αντικαταστήσαμε το θρεπτικό, προσθέτοντας 2ml θρεπτικού RPMI1640 (με 
αντιβιοτικό) σε καθένα από τα πηγαδάκια και επωάσαμε για 24hr στους 37°C.
9) Στη συνέχεια προσθέσαμε δοξυκυκλίνη, ένα ανάλογο της τετρακυκλίνης και 
επωάσαμε στους 37°C για 48h. Οι φορείς pcDNA4/TO και pcDNA6TR δεν 
ενώνονται κατά τη διαμόλυνση. Όπως προαναφέρθηκε, με την προσθήκη του Xfect 
Polymer σχηματίζονται πολλά λιποσώματα. Κάποια από αυτά περιέχουν και τους δύο 
φορείς, ενώ ορισμένα έναν μόνο από τους δύο φορείς. Ο φορέας pcDNA6TR παράγει 
ένα ρυθμιστικό μόριο (καταστολέα), το οποίο συνδέεται σε κάποια ρυθμιστική 
περιοχή του εκκινητή του γονιδίου CPSF6 (που εμπεριέχεται στο φορέα 
pcDNA4/TO), εμποδίζοντας έτσι την έκφραση του γονιδίου. Η δοξυκυκλίνη που 
προσθέτουμε δημιουργεί σύμπλοκο με το καταστολέα με αποτέλεσμα το γονίδιο 
CPSF6 να εκφράζεται.
10) Έπειτα αφαιρέσαμε το θρεπτικό και ξεπλείναμε με lml PBS το κάθε πηγαδάκι.
11) Σε ένα falcon προσθέσαμε αρχικά 10ml θρεπτικού RPMI1640 (χωρίς αντιβιοτικό) 
και 5μ1 δοξυκυκλίνης (lmg/ml), ώστε η τελική της συγκέντρωση να είναι 500ng/ml.
12) Από το μείγμα του falcon μοιράσαμε από 2ml σε καθένα από τα πηγαδάκια mock 
και CPSF6.

3.2.19 Συλλογή κυττάρων

1) Ξεπλένουμε τα κύτταρα χρησιμοποιώντας lml PBS για κάθε πηγαδάκι.
2) Προσθέτουμε 1,5ml PBS σε κάθε πηγαδάκι σε δύο στάδια. Αρχικά προσθέτουμε 
τα 750μ1 και αναδεύουμε με τη βοήθεια πιπέτας. Έπειτα ξεπλένουμε προσθέτοντας τα 
υπόλοιπα 750μ1.
3) Γεμίζουμε τρία eppendorfs σταδιακά, αρχικά με τα 750μ1 και στη συνέχεια με τα 
υπόλοιπα 750μ1.
4) Φυγοκεντρούμε στα 5.000rpm για 5min, αφαιρούμε το υπερκείμενο και 
αποθηκεύουμε στους -80 °C.

3.2.20 Απομόνωση RNA

Η απομόνωση RNA πραγματοποιήθηκε με βάση το εμπορικό DNA, RNA and 
protein purification NucleoSpin®TriPrep. Η διαδικασία που ακολουθήσαμε 
παρουσιάζεται συνοπτικά στον Πίνακα 14.
1) Λύση δείγματος
Σε καθένα από τα τρία eppendorfs (control, mock, CPSF6) που περιέχουν ίζημα 
(pellet), προσθέτουμε 350μ1 Buffer RPI και 3,5μ1 β-μερκαπτοαιθανόλης και κάνουμε 
vortex, ώστε να επιτευχθεί λύση της κυτταρικής μεμβράνης.
2) Φιλτράρισμα λύματος
Τοποθετούμε φίλτρα σε τρία tubes, φορτώνουμε το περιεχόμενο των eppendorfs σε 
αυτά (κατά τη φόρτωση παρατηρούμε παχύρευστες μορφές λόγω της ύπαρξης DNA
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και μεμβρανών) και φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min στους 40C. Η 
φυγοκέντρηση πραγματοποιείται σε χαμηλή θερμοκρασία γιατί τα κύτταρα είναι 
ευαίσθητα.
3) Προσαρμογή συνθηκών δέσμευσης DNA και RNA
Αφαιρούμε τα φίλτρα, προσθέτουμε 350μ1 ψυχρής αιθανόλης 70% σε κάθε tube και 
πιπετάρουμε 5 φορές. Χρησιμοποιούμε ψυχρή αιθανόλη για να επιτύχουμε χαμηλές 
θερμοκρασίες λόγω της δράσης νουκλεασών.
4) Δέσμευση DNA και RNA
Φορτώνουμε το περιεχόμενο του κάθε tube σε νέες στήλες και φυγοκεντρούμε στα 
11.000g για 30sec στους 4°C. Μετά τη φυγοκέντρηση, τοποθετούμε τις στήλες σε νέα 
tubes. Στη μεμβράνη της στήλης δεσμεύονται το DNA και το RNA, ενώ στο flow­
through μένουν οι πρωτεΐνες. Μεταφέρουμε τις πρωτεΐνες σε νέα tubes και τις 
αποθηκεύουμε στους 4 ^  για μερικές ώρες μέχρι να τις χρησιμοποιήσουμε.
5) Πλύση της μεμβράνης 
1η πλύση
Σε κάθε στήλη προσθέτουμε 500μ1 DNA wash, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min 
στους 4 ^  και αφαιρούμε το flow-through.
2η πλύση
Προσθέτουμε ξανά 500μ1 DNA wash σε κάθε στήλη, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
1min στους 4 ^  και αφαιρούμε το flow-through.
Με τις πλύσεις αυτές απομακρύνουμε τα άλατα και προετοιμάζουμε τη μεμβράνη για 
να διώξει το DNA.
6) Στέγνωμα της μεμβράνης
Αφήνουμε τις στήλες με ανοιχτό καπάκι για 3min σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να 
στεγνώσουν, καθώς πιθανά υπολείμματα αιθανόλης μπορεί να αναστείλλουν 
μελλοντικές ενζυμικές αντιδράσεις.
7) Έκλουση του DNA
Στο κέντρο της κάθε στήλης προσθέτουμε 100μ1 DNA elute, επωάζουμε για 1min σε 
θερμοκρασία δωματίου και φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min στους 4 ^ .
8) Απομάκρυνση των υπολειμμάτων DNA από τη στήλη
Σε ένα νέο tube προσθέτουμε 30μ1 rDNase και 270μ1 Buffer rDNase και ανακινούμε. 
Στο κέντρο κάθε στήλης προσθέτουμε 95μ1 του μείγματος που παρασκευάσαμε και 
επωάζουμε για 20min σε θερμοκρασία δωματίου. Με αυτόν τον τρόπο αφαιρούμε 
σχεδόν όλο το DNA από τη στήλη, οπότε στη στήλη μένει το RNA και στο flow­
through το DNA.
9) Πλύση και στέγνωμα της μεμβράνης 
1η πλύση
Προσθέτουμε 200μ1 Buffer RA2 σε κάθε στήλη, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
30sec ώστε να απενεργοποιηθεί η rDNase και τοποθετούμε τις στήλες σε νέα tubes.
2η πλύση
Προσθέτουμε 600μ1 Buffer RA3 σε κάθε στήλη, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
30sec και αφαιρούμε το f1ow-through.
3η πλύση
Προσθέτουμε 250μ1 Buffer RA3 σε κάθε στήλη, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
2min, αφαιρούμε το f1ow-through, φυγοκεντρούμε ξανά στα 11.000g για 2min και 
τοποθετούμε τις στήλες σε νέα tubes. Με τα Buffer RA2 και RA3 ξεπλένουμε τα 
διάφορα υπολείμματα π.χ. DNA.
10) Έκλουση RNA
Προσθέτουμε 50μ1 RNase free water σε κάθε στήλη, φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 
1min και αποθηκεύουμε στους -80 ^ .
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Πίνακας 14: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για απομόνωση RNA

1. Lyse sample
-Add 350μ1 Buffer RPI and 3,5μ1 b-mercaptoethanol to the cell pellet 
-Vortex vigorously
2. Filtrate lysate
Place filter in a collection tube, apply the mixture and centrifuge for 1min at 
11.000 x g (40C)
3. Adjust DNA and RNA binding conditions
Discard the filter, add 350μ! ethanol (70%) and mix by pipetting up and down 5 
times
4. Bind DNA and RNA
-For each preparation, take one column placed in a collection tube and load the 
lysate
-Centrifuge for 30 s at 11.000 x g (40Q  
-Place the column in a new collection tube
5. Wash silica membrane
1st wash

Add 500μ! DNA wash to the column. Centrifuge for 1min at 11.000 x g (40Q . 
Discard flow-through and reuse the collection tube 
2nd wash

Add again 500μ! DNA wash to the column. Centrifuge for 1min at 11.000 x g 
(40C). Discard collection tube with flow- through
6. Dry membrane
Open the lid of the column and let it stand for 3min (RT)
7. Elute DNA
-Add 100μ! DNA Elute directly onto the membrane and incubate for 1min (RT) 
-Elute DNA by centrifugation for 1min at 11.000 x g (40Q
8. Digest residual DNA on -column
- Prepare rDNase reaction mixture in a sterile tube. For each isolation (control- 
mock-CPSF6) add 10μ1 rDNase to 90μ! Reaction Buffer for rDNase. Mix by 
flicking the tube.
-Apply 95μ! rDNase reaction mixture directly onto the center of the silica 
membrane of the column. — Incubate for 20min (RT)
9. Wash and dry silica membrane
1st wash
Add 200μ! Buffer RA2 to the column. Centrifuge 30s at 11.000 x g. Place the 
column into a new collection tube 
2nd wash
Add 600μ! Buffer RA3 to the column. Centrifuge 30s at 11.000 x g. Discard flow­
through and place the column back into the collection tube 
3nd wash

Add 250μ! Buffer RA3 to the column. Centrifuge 2min at 11.000 x g. Discard 
flow-through and centrifuge again 2min at 11.000 x g. Place the column into a 
RNase -free collection tube
10. Elute highly pure RNA
-Elute the RNA in 50μ! RNase-free H 2o and centrifuge at 11.000 x g for 1min 
-RNA is stored at -  800C
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3.2.21 Απομόνωση πρωτεϊνών

Η απομόνωση πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε με βάση το εμπορικό DNA, RNA and 
protein purification NucleoSpin®TriPrep. Η διαδικασία που ακολουθήσαμε 
παρουσιάζεται συνοπτικά στον Πίνακα 15.
1) Κατακρήμνιση των πρωτεϊνών
Σε καθένα από τα τρία eppendorfs (control, mock, CPSF6) που περιέχουν 700μ1 
πρωτεϊνών (350μ1 Buffer RPI - 350μ1 ψυχρής αιθανόλης 70%) που παραλάβαμε κατά 
το 4ο στάδιο της απομόνωσης του RNA, προσθέτουμε 700μ1 PP και κάνουμε vortex. 
Στη συνέχεια, επωάζουμε για 10min σε θερμοκρασία δωματίου και φυγοκεντρούμε 
στα 11.000g για 5min, ώστε να επιτευχθεί η κατακρήμνιση των πρωτεϊνών.
2) Πλύση των πρωτεϊνών
Μετά τη φυγοκέντρηση, αφαιρούμε το υπερκείμενο και προσθέτουμε 500μ1 
αιθανόλης 50% στο ίζημα. Έπειτα φυγοκεντρούμε στα 11.000g για 1min και 
αφαιρούμε όσο καλύτερα γίνεται το υπερκείμενο ώστε να μειωθεί ο χρόνος της 
επώασης που ακολουθεί.
3) Στέγνωμα του πρωτεϊνικού ιζήματος
Αφήνουμε τα τρία eppendorfs με ανοιχτό καπάκι για 15min σε θερμοκρασία 
δωματίου.
4) Σε καθένα από τα τρία eppendorfs που περιέχουν ίζημα, προσθέτουμε από 50μ1 
Lysis Buffer (LB) και διαλυτοποιούμε το ίζημα με τη βοήθεια πιπέτας. Το Lysis 
Buffer παρέχει στις πρωτεΐνες τα κατάλληλα ιόντα που απαιτούνται ώστε να 
διατηρηθούν αποδιαταγμένες μέχρι την ανοσοαποτύπωση.

Πίνακας 15: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για απομόνωση πρωτεϊνών

1. Precipitate protein
- Transfer 700μ1 of flow-through into a fresh tube
- Add one vo1ume PP
- Mix vigorous1y
- Incubate mixture at room temperature for 10min
- Centrifuge for 5min at 11.000 x g

2. Wash protein
- Remove supernatant by pipetting
- Add 500μ1 of 50% ethano1 to the pe11et
- Centrifuge for 1min at 11.000 x g
- Remove supernatant by pipetting
3. Dry protein pellet
Dry precipitate for 15 min at room temperature. Keep 1id open
4. Add 50μ1 Lysis Buffer (LB) and disso1ve protein pe11ets by pipetting

3.2.22 Πολυαδενυλίωση και σύνθεση cDNA
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H σύνθεση του cDNA πραγματοποιήθηκε με βάση το εμπορικό Mir-X™ miRNA 
First-Strand Synthesis. Η διαδικασία που ακολουθήσαμε παρουσιάζεται συνοπτικά 
στον Πίνακα 16. Το συγκεκριμένο kit συνθέτει πολυ(Α) ουρά στα μόρια που δεν 
διαθέτουν και στη συνέχεια συνεχίζει τη σύνθεση του cDNA.

Οι συγκεντρώσεις του RNA που απομονώσαμε σε προηγούμενο στάδιο 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 17 που ακολουθεί:

Πίνακας 17: Συγκεντρώσεις RNA

R RNA NA C (c (ng/pl)/pl)
CPSF6 229,5
Control 274,6
Mock 207,4

O ανώτερος όγκος RNA που μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε κατά τη σύνθεση του 
cDNA είναι 3,75 μΐ RNA. Με τη βοήθεια των παραπάνω συγκεντρώσεων 
υπολογίζουμε τα μΐ RNA που θα χρειαστούμε από τα δείγματα control, mock και 
CPSF6.

Mock: 1 μΐ 207ng 
3,75 μΐ 776ng

Control: 1 μΐ 274ng 
x μΐ 776ng 

Άρα Control = 2,83 μΐ
3.75 μΐ -  2,83 μΐ = 0,92 μΐ RNase free H2O

CPSF6: 1 μΐ 229ng 
y μΐ 776ng 

Άρα CPSF6= 3,39 μΐ
3.75 μΐ -  3,39 μΐ = 0,36 μΐ RNase free H2O

Αρχικά, σε τρία eppendorfs (mock , contro! και CPSF6) προσθέτουμε 5 μΐ mRQ 
Buffer (2x) και 3,75 μΐ, 2,83 μΐ και 3,39 μΐ RNA αντίστοιχα. Στη συνέχεια, 
προσθέτουμε 0,92 μΐ και 0,36 μΐ RNase free H2O σε contra! και CPSF6 αντίστοιχα. 
Έπειτα, προσθέτουμε 1,25 μΐ mRQ enzyme και στα τρία eppendorfs. Ακολουθεί 
επώαση για 1hr στους 37 °C ώστε να πραγματοποιηθεί η σύνθεση του cDNA και μετά 
επώαση για 5min στους 85 ^  ώστε να απενεργοποιηθεί το ένζυμο και να 
αποδιαταχθούν τα δίκλωνα μόρια του cDNA. Τέλος, προσθέτουμε 90 μΐ RNase free 
H2O και στα τρία δείγματα ώστε ο τελικός όγκος στο καθένα να είναι 100 μΐ και 
αποθηκεύουμε στους -20 ^ .

43



Πίνακας 16: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου για σύνθεση cDNA

1. In 3 tubes, combine the following reagents:

Reagent (μΐ) Mock Control CPSF6

mRQ Buffer 5 5 5
(2x)

RNA 3,75 2,83 3,39
RNA free H2O - 0,92 0,36
mRQ enzyme 1,25 1,25 1,25

2. In a thermocycler, incubate the tubes for 1 hour at 370C, then terminate at
850C for 5min
3. Add 90μ1 RNase free H2O to bring the total volume to 100μ1
4. cDNA is stored at - 20°C

3.2.23 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο της υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6 
σε επίπεδο mRNA

Η ποσοτική RT-PCR χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο της επιτυχίας της 
υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6 σε επίπεδο mRNA. Η RT-PCR 
πραγματοποιήθηκε με διπλές αντιδράσεις για καθένα από τα control, mock και 
CPSF6, τόσο για τον παράγοντα CPSF6 όσο και για τη β-ακτίνη. Στο Master mix της 
RT-PCR για τον παράγοντα CPSF6, χρησιμοποιήσαμε εκκινητές ειδικούς για το 
γονίδιο CPSF6, ενώ στο Master mix της RT-PCR για τη β-ακτίνη χρησιμοποιήσαμε 
εκκινητές ειδικούς για το γονίδιο της β-ακτίνης (γονίδιο αναφοράς). Σε δύο 
eppendorfs παρασκευάσαμε τα Master mix για τον παράγοντα CPSF6 και τη β-ακτίνη 
προσθέτοντας στο καθένα 43,2μ1 ddH2O, 60μ1 SYBR, 2,4μ1 Rox, 1,2μ1 Primer 
Forward και 1,2μ1 Primer Reverse αντίστοιχα. Από το αντίστοιχο Master mix 
προσθέσαμε 18μ1 σε καθένα από τα έξι eppendorfs για τον παράγοντα CPSF6 και 
18μ1 σε καθένα από τα έξι eppendorfs για τη β-ακτίνη. Στη συνέχεια, προσθέσαμε 
από 2μ1 cDNA contro1, mock και CPSF6 στα αντίστοιχα πηγαδάκια για τον 
παράγοντα CPSF6 και για τη β-ακτίνη όπως φαίνεται στον Πίνακα 18. Τέλος, τόσο 
για τον παράγοντα CPSF6 όσο και για τη β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως τυφλό από 
ένα eppendorf το οποίο περιείχε μόνο ddH2O (NTC).
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Πίνακαν 18: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου της RT- 
PCR για έλεγχο της υπερέκφρασης του CPSF6

R e a g e n t  (μ ΐ) C P S F 6
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Οι συνθήκες στις οποίες πραγματοποιήθηκε η RT-PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 
19 που ακολουθεί:

Πίνακας 19: Στάδια της RT-PCR για έλεγχο της υπερέκφρασης του CPSF6

Step Temperature Duration Cycles

Enzyme activation 95°C 3 min 1

Denaturation 95°C 3 sec
Annealing/extension/data

acquisition 60°C 30 sec
72°C 11 sec 40

Dissociation 95°C 1 min
55°C 30 sec

195°C 30 sec

3.2.24 Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης

Μετά την ολοκλήρωση της RT-PCR, ηλεκτροφορούμε σε πήγμα αγαρόζης. Για 
το σκοπό αυτό παρασκευάζουμε 100ml πήγματος αγαρόζης 1,8 %, διαλύοντας 1,8 gr 
αγαρόζης σε 100ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΑΕ1Χ και προσθέτοντας 7,5μ1 Midori 
Green. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα Ιόθνοΐί. Αναμείξαμε Ιθμΐ RT-PCR 
reaction και 2μ1 loading buffer και στη συνέχεια φορτώσαμε τα δείγματα στα 
πηγαδάκια. Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν 7μ1 GeneRuler lkb Plus DNA Ladder. To RT- 
PCR product αναμένεται στις ~400bp για τον παράγοντα CPSF6 και στις ~240bp για 
τη β-ακτίνη.

3.2.25 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των pri-mir-1207 
και pri-mir-29a στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6
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Η ποσοτική RT-PCR χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των 
pri-mir-1207 και pri-mir-29a στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6. 
Η RT-PCR πραγματοποιήθηκε με τριπλές αντιδράσεις τόσο για τα pri-mir-1207 και 
τα pri-mir-29a όσο και για τη β-ακτίνη. Στα Master mix της RT-PCR για τα pri-mir- 
1207 και τα pri-mir-29a, χρησιμοποιήσαμε εκκινητές ειδικούς για το κάθε είδος pri- 
mir αντίστοιχα , ενώ στο Master mix της RT-PCR για τη β-ακτίνη χρησιμοποιήσαμε 
εκκινητές ειδικούς για το γονίδιο της β-ακτίνης (γονίδιο αναφοράς). Σε τρία 
eppendorfs παρασκευάσαμε τα Master mix για τα pri-mir-1207, τα pri-mir-29a και τη 
β-ακτίνη προσθέτοντας στο καθένα 64,8μ1 ddH20 , 90μ1 SYBR, 3,6μ1 Rox, 1,8μΐ 
Primer Forward και 1,8μΐ Primer Reverse αντίστοιχα. Από το αντίστοιχο Master mix 
προσθέσαμε 18μ1 σε καθένα από τα εννέα eppendorfs για τα pri-mir-1207, 18μ1 σε 
καθένα από τα εννέα eppendorfs για τα pri-mir-29a και 18μ1 σε καθένα από τα εννέα 
eppendorfs για τη β-ακτίνη. Στη συνέχεια, προσθέσαμε από 2μ1 cDNA control, mock 
και CPSF6 στα αντίστοιχα πηγαδάκια για τα pri-mir-1207, τα pri-mir-29a και για τη 
β-ακτίνη όπως φαίνεται στον Πίνακα 20. Τέλος, τόσο για τα pri-mir-1207, τα pri- 
mir-29a και για τη β-ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως τυφλό από ένα eppendorf το οποίο 
περιείχε μόνο ddH20 (NTC).

nivaKac 20: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου της RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων 
έκφρασης των pri-mir-1207 και pri-mir-29a

R e a g e n t  (μ ΐ) P r i -
n -1207
P S F 6

P r i -
m i r l 2 0 7
C P S F 6
c o n t r o l

P r i ­
n t  i r  1207  
C P S F 6  
c o n t r o l

P r i -
m  i r  1 207  
C P S F 6

P r i ­
n t  i r  120

7
C P S F 6

P r i -  
m i r  120

7
C P S F 6

P r i -  
m i r  120

7
C P S F 6

P r i -  
m i r  120

7
C P S F 6

P r i ­
n t  i r  120

7
C P S F 6

N T C  
P r i ­

n t  i r  120
7

P r i ­
n t  i r 2 9 a  
C P S F 6  
c o n t r o l

P r i ­
n t  i r  2 9 a  
C P S F 6  
c o n t r o l

P r i -
i n i r 2 9 a
C P S F 6
c o n t r o l

P r i -
n t i r 2 9 a
C P S F 6

P r i -
tn i r 2 9 a
C P S F 6

P r i -
m i r 2 9 a
C P S F 6

<ι<ιη 2ο 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 20 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2

2X KA PASY BR
FASTqPCR

Μ aster Mix Iniversal

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

50x R ox  Low M 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

10 μ M  For wardP rim er 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

ΙΟμΜ R e\erse  Prim er 0^2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Tem plateDNA(cDNA) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Total V olum e "20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
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Οι συνθήκες στις οποίες πραγματοποιήθηκε η RT-PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 
21 που ακολουθεί:

Πίνακας 21: Στάδια της RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των pri-mir- 
1207 και pri-mir-29a

Step Temperature Duration Cycles

Enzyme activation 950C 3 min 1

Denaturation 950C 3 sec

Annealing/extension/data
acquisition 600C 30 sec 40

720C 11 sec

Dissociation 950C 1 min

550C 30 sec 1

950C 30 sec

3.2.26 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των mir-1207 και 
mir-29a στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6

Η ποσοτική RT-PCR χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των 
mir-1207 και mir-29a στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6. Η RT- 
PCR πραγματοποιήθηκε με τριπλές αντιδράσεις τόσο για τα mir-1207 και τα mir-29a 
όσο και για τη U6. Στα Master mix της RT-PCR για τα mir-1207 και τα mir-29a, 
χρησιμοποιήσαμε εκκινητές (primers forward) ειδικούς για το κάθε είδος mir 
αντίστοιχα, ενώ ο εκκινητής (primer reverse) που χρησιμοποιήθηκε ήταν κοινός και 
για τα δύο είδη των mir. Στο Master mix της RT-PCR για τη U6 χρησιμοποιήσαμε 
εκκινητές ειδικούς για το γονίδιο U6 (γονίδιο αναφοράς). Σε τρία eppendorfs 
παρασκευάσαμε τα Master mix για τα mir-1207, τα mir-29a και τη U6 προσθέτοντας 
στο καθένα 81μ1 ddH2O, 112,5μ1 SYBR, 4,5μ1 Rox, 4,5μ1 Primer Forward και 4,5μ1 
Primer Reverse αντίστοιχα. Από το αντίστοιχο Master mix προσθέσαμε 23μ1 σε 
καθένα από τα εννέα eppendorfs για τα mir-1207, 23μ1 σε καθένα από τα εννέα 
eppendorfs για τα mir-29a και 23μ1 σε καθένα από τα εννέα eppendorfs για τη U6. 
Στη συνέχεια, προσθέσαμε από 2μ1 cDNA contro1, mock και CPSF6 στα αντίστοιχα 
πηγαδάκια για τα mir-1207, τα mir-29a και για τη U6 όπως φαίνεται στον Πίνακα 22. 
Τέλος, τόσο για τα mir-1207, τα mir-29a και για τη U6 χρησιμοποιήθηκε ως τυφλό 
από ένα eppendorf το οποίο περιείχε μόνο ddH2O (NTC).



Πίνακας 22: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου της RT-PCR για έλεγχο των
επιπέδων έκφρασης των mir-1207 και mir-29a

R e a g e n t  (μ ΐ) m i r  1207 
C P S F 6  
c o n t r o l

m i r  1207 
C P S F 6  
c o n t r o l

m i r  1207 
C P S F 6  
c o n t r o l

m i r  1 207  
C P S F 6  
m o c k

m i r  1 2 0
7

C P S F 6

m i r  120
7

C P S F 6

m i r  120
7

C P S F 6

m i r  120
7

C P S F 6

m i r  120
7

C P S F 6

N T C  
m i r  120

7

m i r  2 9 a  
C P S F 6

m i r  2 9 a  
C P S F 6  
c o n t r d

m i r  2 9 a  
C P S F 6

m i r  2 9 a  
C P S F 6  
m o c k

m il -2 9 a  
C P S F 6

m i r  2 9 a  
C P S F 6

<Ι<1Η20 9 9 9 9 9 9 9 9 9 25 9 9 9 9 9 9

2X K A P A SY B R  
FA STqPC R  

Μ  aster  MixTJhiversal

12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5

50x  R o x  L ow  0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -  0,5 0,5 0 ,5 0,5 0,5 0,5

ΙΟμΜ m iR N A  Specific 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -  0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
P r im e r  Forward

m R Q 3  PrimerReverse 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 -  0,5 0,5 0 ,5 0,5 0,5 0,5

T em p la te  DNA(cD N A ) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

T otal V olum e 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

R e a g e n t  (μ ΐ) m i r  2 9 a  
C P S F 6

m i r  2 9 a  
C P S F 6

m i r  2 9 a  
C P S F 6

N T C  
m i r  2 9 a

b - a c t i n
C P S F 6
c o n t r o l

b - a c t i n
C P S F 6
c o n t r o l

b - a c t i n
C P S F 6
c o n t r o l

b - a c t i n
C P S F 6

b - a c t i n
C P S F 6

b - a c t i n
C P S F 6

b - a c t i n
C P S F 6

b - a c t i n
C P S F 6

b - a c t i n
C P S F 6

N T C
b - a c t i n

ddHjO 9 9 9 25 9 9 9 9 9 9 9 9 9 25
2X K A P A S Y B R  

FA STqPC R  
M  aster  M ixU niversal

12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5

5 0 x  R o x  L ow 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

10μΜ  m iR N A  Specific 
P rim  er  Fcrward

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

m R Q J ' Prim e- R everse 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

T em plate  D NA(cDNA) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Total V  olum e 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

Οι συνθήκες στις οποίες πραγματοποιήθηκε η RT-PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 
23 που ακολουθεί:

Πίνακας 23: Στάδια της RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των mir-1207 
και mir-29a

Step Temperature Duration Cycles

Enzyme activation 95°C 1 min 1

Denaturation 95°C 5 sec

Annealing/extension/data
acquisition 60°C 20 sec

40

Dissociation 95°C 1 min

55°C 30 sec 1

95°C 30 sec

25°C 3 min 1

3.2.27 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των ογκογονιδίων 
KRAS, c-Fos και c-Jun στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6

Η ποσοτική RT-PCR χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των 
ογκογονιδίων c-Fos, c-Jun και KRAS στην περίπτωση υπερέκφρασης του παράγοντα
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CPSF6. H RT-PCR πραγματοποιήθηκε με τριπλές αντιδράσεις τόσο για το 
ογκογονίδιο c-Fos, c-Jun, KRAS όσο και για τη β-ακτίνη. Στα Master mix της RT- 
PCR για το c-Fos, το c-Jun και το KRAS χρησιμοποιήσαμε εκκινητές (primers) 
ειδικούς για το κάθε ογκογονίδιο αντίστοιχα ενώ στο Master mix της RT-PCR για τη 
β-ακτίνη χρησιμοποιήσαμε εκκινητές ειδικούς για το γονίδιο της β-ακτίνης (γονίδιο 
αναφοράς). Σε τέσσερα eppendorfs παρασκευάσαμε τα Master mix για το c-Fos, το c- 
Jun, το KRAS και τη β-ακτίνη προσθέτοντας στο καθένα 64,8μ1 ddH20 , 90μ1 SYBR, 
3,6μ1 Rox, 1,8μΐ Primer Forward και 1,8μ1 Primer Reverse αντίστοιχα. Από το 
αντίστοιχο Master mix προσθέσαμε 18μ1 σε καθένα από τα εννέα eppendorfs για το c- 
Fos, 18μ1 σε καθένα από τα εννέα eppendorfs για το c-Jun, 18μ1 σε καθένα από τα 
εννέα eppendorfs για το KRAS και 18μ1 σε καθένα από τα εννέα eppendorfs για τη β- 
ακτίνη. Στη συνέχεια, προσθέσαμε από 2μ1 cDNA control, mock και CPSF6 στα 
αντίστοιχα πηγαδάκια για το c-Fos, το c-Jun, το KRAS και για τη β-ακτίνη όπως 
φαίνεται στον Πίνακα 24. Τέλος, τόσο για το c-Fos, το c-Jun, το KRAS και για τη β- 
ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως τυφλό από ένα eppendorf το οποίο περιείχε μόνο ddH20  
(NTC).

I l iv a K a c  24: Συνοπτική παρουσίαση του πρωτοκόλλου της RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων 
έκφρασης των ογκογονιδίων c-Fos, c-Jun και KRAS

CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6

7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 20 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2
2XKAPASYBR 

FASXqPCR 
Master MixUniversa!

lOpMForwardPrm 

ΙΟμΜ Reverse Prim

TemplateDNA(cDNA)

20 20

2 2 2 2 2

20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6 CPSF6

7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 20 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2
2XKAPASYBR 

FASXqPCR 
Master MixUniversa!

10 pMForwardPrim 

ΙΟμΜ Reverse Prim

XemplateDNA(cDNA)

20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Οι συνθήκες στις οποίες πραγματοποιήθηκε η RT-PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 
25 που ακολουθεί:

Πίνακας 25: Στάδια της RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των 
ογκογονιδίων c-Fos, c-Jun και KRAS

Step Temperature Duration Cycles

Enzyme activation 95°C 3 min 1
Denaturation 95°C 3 sec

Annealing/extension/data
acquisition

60°C 30 sec

72°C 11 sec 40

Dissociation 95°C 1 min
55°C 30 sec

195°C 30 sec
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3.2.28 Μέθοδος Bradford

Η μέθοδος Bradford πραγματοποιήθηκε ώστε να υπολογιστεί η ποσότητα των 
πρωτεϊνών που θα χρησιμοποιήσουμε στην ανοσοαποτύπωση (western blot). Η 
διαδικασία που ακολουθήσαμε παρουσιάζεται συνοπτικά στον Πίνακα 26. Αρχικά, 
1μ1 πρωτεϊνών από τα δείγματα control, mock και CPSF6 που απομονώθηκαν σε 
προηγούμενο στάδιο, αναμειγνύονται με 1ml αντιδραστηρίου Bradford και ακολουθεί 
vortex. Στη συνέχεια, τα δείγματα επωάζονται στο σκοτάδι και σε θερμοκρασία 
δωματίου για 20min και έπειτα φωτομετρούνται στα 595nm. Ως τυφλό 
χρησιμοποιείται δείγμα που περιέχει 1μ1 Loading Buffer 4x και 1ml αντιδραστηρίου 
Bradford.

Πίνακας 26: Συνοπτική παρουσίαση της μεθόδου Bradford

Reagent Control Mock CPSF6 Τυφλό
Πρωτεΐνη (μΐ) 1 1 1 -

Αντιδραστήριο 
Bradford (ml)

1 1 1 1

Loading 
Buffer 4x (μΐ)

- - - 1

Vortex
Επώαση στο σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου για 20min 
Φωτομέτρηση στα 595nm

Οι τιμές που πήραμε από τη μέθοδο Bradford παρουσιάζονται στον Πίνακα 27 που 
ακολουθεί:

Πίνακας 27: Συγκεντρώσεις πρωτεϊνών

Sample (mg/ml)
Control 9,881
Mock 3,71

CPSF6 6,084

Σύμφωνα με την καμπύλη του αντιδραστηρίου Bradford, για να έχουμε στο 
δείγμα μας 50μg πρωτεΐνης πρέπει να χρησιμοποιήσουμε 34,6μ! από το δείγμα που 
παραλάβαμε κατά την απομόνωση των πρωτεϊνών. Στα πηγαδάκια κατά τη 
διαδικασία της ανοσοαποτύπωσης μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε 22,5μ! δείγματος, 
στα οποία με βάση τα στοιχεία που προκύπτουν από την καμπύλη του 
αντιδραστηρίου Bradford, περιέχονται 3 2 ^ g  πρωτεΐνης.

Για να έχουμε λοιπόν 3 2 ^ g  πρωτεΐνης, στα δείγματα που θα χρησιμοποιήσουμε 
για ανοσοαποτύπωση και γνωρίζοντας τις συγκεντρώσεις των δειγμάτων που 
παραλάβαμε κατά την απομόνωση των πρωτεϊνών, βρίσκουμε τα μ! που θα πρέπει να 
χρησιμοποιήσουμε από τα δείγματα αυτά. Στη συνέχεια, οι παραπάνω ποσότητες των 
δειγμάτων που υπολογίζουμε, αναμειγνύονται με Loading Buffer 4x (το Loading 
Buffer πρέπει να είναι το Ά του τελικού όγκου του δείγματος) , επωάζονται για 5min 
στους 95°C και φορτώνονται στα πηγαδάκια για να ακολουθήσει η διαδικασία της 
ανοσοαποτύπωσης, όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 28 .
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Πίνακας 28: Παρασκευή των δειγμάτων για ανοσοαποτύπωση

Reagent (μΐ) Control Mock CPSF6
Πρωτεΐνη 5,4 17,6 10,8

Loading Buffer 
4x

1,8 5,8 3,6

Επώαση για 5min στους 9 5 ^

3.2.29 Western blot για έλεγχο της υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6 σε 
επίπεδο πρωτεϊνών

Η μέθοδος της ανοσοαποτύπωσης (western blot) χρησιμοποιήθηκε για να 
ελέγξουμε την επιτυχία της υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6 σε επίπεδο 
πρωτεϊνών. Αρχικά, παρασκευάζουμε 15 ml resolving gel 10% και 6ml stacking gel, 
όπως φαίνεται στους Πίνακες 29 και 30. Έπειτα, προσθέτουμε στο εσωτερικό των 
δύο τζαμιών που χρησιμοποιούνται στην αναοσοαποτύπωση (τα οποία έχουν 
τοποθετηθεί σε θήκη) το resolving gel και ευθυγραμμίζουμε με 2-προπανόλη. Αφού 
σταθεροποιηθεί το resolving gel αφαιρούμε την 2-προπανόλη, προσθέτουμε το 
stacking gel και τοποθετούμε το χτενάκι ώστε να δημιουργηθούν τα πηγαδάκια στα 
οποία θα φορτώσουμε τα δείγματά μας. Στη συνέχεια, τοποθετούμε τη θήκη με τα 
δύο τζαμάκια στη συσκευή στην οποία θα τρέξουμε τα πρωτεϊνικά μας δείγματα και 
προσθέτουμε running buffer 1x. Φορτώνουμε τα δείγματα που επωάσαμε στους 95°C 
και τον protein ladder και γεμίζουμε τη συσκευή με running buffer 1x, έως ότου 
καλυφθεί η θήκη με τα δύο τζαμάκια. Τρέχουμε τα δείγματά μας αρχικά στα 100 volt 
και στη συνέχεια στα 130 volt για περίπου 1hr.

Πίνακας 29: Παρασκευή Resolving gel 10%
Reagent (ml) Resolving gel 10%

H2O 5,9
30% acrylamide mix 5,0

1,5M Tris (pH 8,8) 3,8
10% SDS 0,15

10% ammonium 
persulfate*

0,15

TEMED* 0,006

Πίνακας 30: Παρασκευή Stacking gel
Reagent (ml) Stacking gel

H2O 4,1
30% acrylamide mix 1,0

1,5M Tris (pH 6,8) 0,75
10% SDS 0,06

10% ammonium 
persulfate*

0,06

TEMED* 0,006
*Τα αντιδραστήρια 10% ammonium persulfate και TEMED προστίθονται πάντα στο 
τέλος και ταυτόχρονα.
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Αφού παρασκευάσουμε το transfer buffer 1x, εμβαπτίζουμε 6 χαρτάκια Whatman 
σε αυτό. Στη συνέχεια, κόβουμε το πήγμα στις ίδιες διαστάσεις με τα χαρτάκια 
Whatman και το εμβαπτίζουμε για 10min σε transfer buffer 1x. Έπειτα, κόβουμε τη 
μεμβράνη πολυβινυλιδίνης (PVDF) στις ίδιες διαστάσεις με τα χαρτάκια Whatman 
και το πήγμα, και την εμβαπτίζουμε για 3-5sec σε μεθανόλη για να ενεργοποιηθεί. 
Ακολούθως, την ξεπλένουμε σε H2O για 3-5sec και μετά την εμβαπτίζουμε σε 
transfer buffer 1x για 7min.

Στη συσκευή ανοσοαποτύπωσης, τοποθετούμε 3 από τα χαρτάκια Whatman και 
προσθέτουμε transfer buffer 1x στην επιφάνεια του τελευταίου. Έπειτα, τοποθετούμε 
τη μεμβράνη, μετά το πήγμα και προσθέτουμε transfer buffer 1x στην επιφάνειά του. 
Τέλος, τοποθετούμε τα υπόλοιπα 3 χαρτάκια Whatman και προσθέτουμε λίγο transfer 
buffer 1x στην επιφάνεια του τελευταίου. Στην παραπάνω διαδικασία αφαιρούμε 
τυχόν φυσαλίδες που σχηματίζονται με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου. Τρέχουμε τα 
δείγματά μας στα 0,27A για 1hr.

Επώαση με 1ο αντίσωμα

Μόλις ολοκληρωθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήγμα στη μεμβράνη, 
τοποθετούμε τη μεμβράνη σε blocking buffer που έχουμε παρασκευάσει για 1hr υπό 
ανάδευση. Το πήγμα τοποθετείται σε H2O στους 4°C, μέχρι να γίνει χρώση με 
coomassie. Ο έλεγχος για την β-ακτίνη, η οποία χρησιμοποιείται ως πρωτεΐνη 
αναφοράς, πραγματοποιείται ξεχωριστά από τον έλεγχο για την υπερέκφραση της 
πρωτεΐνης CPSF6. Δηλαδή, το τμήμα της μεμβράνης που χρησιμοποιείται για έλεγχο 
της υπερέκφρασης της πρωτεΐνης CPSF6 επωάζεται με blocking buffer και 1ο 
αντίσωμα (1:500) ειδικό για την πρωτεΐνη CPSF6, ενώ το τμήμα της μεμβράνης που 
χρησιμοποιείται για έλεγχο της β-ακτίνης (πρωτεΐνη αναφοράς), επωάζεται με 
blocking buffer και 1ο αντίσωμα (1:250) ειδικό για την β-ακτίνη. Η επώαση με το 1ο 
αντίσωμα πραγματοποιείται overnight ( ~16 hr) στους 4 ^  υπό ανάδευση.

Επώαση με 2ο αντίσωμα

Αφού ολοκληρωθεί η επώαση με το 1ο αντίσωμα, αφαιρούμε το blocking buffer 
και το 1ο αντίσωμα και πραγματοποιούμε 5 πλύσεις των 20min υπό ανάδευση σε 
θερμοκρασία δωματίου με washing buffer το οποίο προσέχουμε να καλύπτει όλη την 
επιφάνεια της μεμβράνης. Μετά την τελευταία πλύση, αφαιρούμε το washing buffer 
και προσθέτουμε blocking buffer και 2ο αντίσωμα (1:50000), το οποίο είναι ειδικό 
τόσο για το 1ο αντίσωμα της πρωτεΐνης CPSF6 όσο και για το 1ο αντίσωμα της β- 
ακτίνης, έως ότου καλυφθεί η επιφάνεια της μεμβράνης. Οι μεμβράνες επωάζονται 
ξεχωριστά για 1hr σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. Μετά το τέλος της 
επώασης, πραγματοποιούμε 3 πλύσεις των 20min με washing buffer.

Εμφάνιση σήματος

Μετά το τέλος της επώασης με το 2ο αντίσωμα, στεγνώνουμε τη μεμβράνη της 
πρωτεΐνης CPSF6 και της β-ακτίνης με τη βοήθεια ενός χαρτιού και τις τοποθετούμε 
πάνω σε διαφανή μεμβράνη. Στη συνέχεια, παρασκευάζουμε το ECL Plus 
αναμειγνύoντας 2ml αντιδραστηρίου Α και 2ml αντιδραστηρίου B και επωάζουμε τις 
μεμβράνες με το διάλυμα αυτό στο σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου για 3min,
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προσέχοντας να καλύπτεται όλη η επιφάνεια των μεμβρανών. Στη συνέχεια, οι 
μεμβράνες PVDF της πρωτεΐνης CPSF6 και της β-ακτίνης τυλίγονται με διαφανή 
μεμβράνη προσέχοντας να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες και μεταφέρονται στην 
συσκευή εμφάνισης, τοποθετημένες στην ECL cassette, ώστε να μην εκτεθούν στο 
φως. Ο χρόνος έκθεσης στη συσκευή εμφάνισης ήταν 10min. Η πρωτεΐνη CPSF6 
αναμένεται στα 68 kDa, ενώ η β-ακτίνη στα 42 kDa.
Η παρασκευή των transfer buffer, washing buffer και blocking buffer παρουσιάζεται 
στον Πίνακα 31 που ακολουθεί:

Πίνακας 31: Παρασκευή transfer buffer, washing buffer και blocking buffer

Reagent Transfer 
buffer 1X 
(500ml)

Washing
buffer

(300ml)

Blocking
buffer

(1 0 0 ml)

PBS
(1 0 0 0 ml)

Γάλα σε 
σκόνη (gr)

- - 5 -

PBS (ml) - 300 100 -
Tween 20 (μΐ) - 300 100 -

NaCl (gr) - - - 8
KCl (gr) - - - 2

Na2HPO4 (gr) - - - 1,15
I K2HPO4 (gr) - - - 0,2

H2O (ml) 400 - - 1000
MetOH (ml) 50 - - -

Transfer 
buffer 10X

(ml)

50

Για τη β-ακτίνη ακολούθησε mild και harsh stripping για τη μεμβράνη της όπως 
περιγράφεται στον Πίνακα 32 που ακολουθεί:
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Πίνακας 32: Mild and harsh stripping

Mild stripping
1. Byffer,300ml
4,5gr glycine
0. 3 .r  SDS 
3ml Tween20 
-Adjust pH to 2,2
-Bring volume up to 300ml with ultrapure water
2. Membrane Incubation
-Use a volume that will cover the membrane.Incubate at room temperature for 5-10 
minutes under stirring 
-Discard buffer
-5-10 minutes fresh stripping buffer
-Discard buffer
-10 minutes PBS
-10 minutes PBS
-5 minutes TBST
-5 minutes TBST
-Ready for blocking stage
Harsh stripping
Prepare buffer and strip membranes under a fumehood 
Buffer, 0,1liters 
20ml SDS 10%
12,5ml Tris HCl pH 6,8 0,5M 
67,5ml ultra pure water
Add 0,8ml β-mercaptoethanol under the fumehood * 1 2 3 4 5 6
Procedure
1. Warm the buffer to 50oC
2. Add the buffer to a small plastic box which has a tight lid. Use a volume that 
will cover the membrane
3. Add the membrane. Incubate at 50oC for up to 45 minutes with some agitation
4. Dispose of solution as required for β-mercaptoethanol based buffers
5. Rinse the membrane under running water tap for 1-2 hours
6. Traces of β-mercaptoethanol will damage the antibodies. Wash extensively for 5 
minutes in TBST
Ready for blocking stage

Ακολούθησε χρώση της μεμβράνης της β-ακτίνης με χρωστική ponceau 10x για 
επιβεβαίωση της επιτυχίας του mild και hard stripping. Η παρασκευή της χρωστικής 
ponceau 10x περιγράφεται στον Πίνακα 33 που ακολουθεί:

Πίνακας 33: Παρασκευή χρωστικής ponceau 10x
2ml οξικό
38ml dH2O 
0,04gr ponceau 
Vortex

Επώαση με 1ο αντίσωμα

54



Τοποθετούμε τη μεμβράνη της β-ακτίνης σε blocking buffer που έχουμε 
παρασκευάσει για 1hr υπό ανάδευση. Η μεμβράνη της β-ακτίνης (πρωτεΐνη 
αναφοράς), επωάζεται με blocking buffer και 1ο αντίσωμα (1:4000) ειδικό για την β- 
ακτίνη. Η επώαση με το 1ο αντίσωμα πραγματοποιείται overnight ( ~18 hr) στους 4°C 
υπό ανάδευση.

Επώαση με 2ο αντίσωμα

Αφού ολοκληρωθεί η επώαση με το 1ο αντίσωμα, αφαιρούμε το blocking buffer 
και το 1ο αντίσωμα και πραγματοποιούμε 4 πλύσεις των 20min υπό ανάδευση σε 
θερμοκρασία δωματίου με washing buffer το οποίο προσέχουμε να καλύπτει όλη την 
επιφάνεια της μεμβράνης. Μετά την τελευταία πλύση, αφαιρούμε το washing buffer 
και προσθέτουμε blocking buffer και 2ο αντίσωμα (1:50000), το οποίο είναι ειδικό για 
το 1ο αντίσωμα της β-ακτίνης, έως ότου καλυφθεί η επιφάνεια της μεμβράνης. Η 
μεμβράνη επωάζεται για 1hr σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση. Μετά το τέλος 
της επώασης, πραγματοποιούμε 4 πλύσεις των 20min με washing buffer.

Εμφάνιση σήματος

Μετά το τέλος της επώασης με το 2ο αντίσωμα, στεγνώνουμε τη μεμβράνη της β- 
ακτίνης με τη βοήθεια ενός χαρτιού και τη τοποθετούμε πάνω σε διαφανή μεμβράνη. 
Στη συνέχεια, παρασκευάζουμε το ECL Plus αναμειγνύoντας 2ml αντιδραστηρίου Α 
και 2ml αντιδραστηρίου B και επωάζουμε τη μεμβράνη με το διάλυμα αυτό στο 
σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου για 3min, προσέχοντας να καλύπτεται όλη η 
επιφάνεια της μεμβράνης. Στη συνέχεια, η μεμβράνη PVDF της β-ακτίνης τυλίγεται 
με διαφανή μεμβράνη προσέχοντας να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες και 
μεταφέρεται στην ECL cassette, ώστε να μην εκτεθεί στο φως. Τοποθετούμε το φιλμ 
πάνω από την μεμβράνη και κλείνουμε την κασέτα για λιγότερο από 1min ( ~30sec). 
Τοποθετούμε το φιλμ στο διάλυμα developer, έπειτα στο νερό και τέλος στο διάλυμα 
fixer για 3min. Στεγνώνουμε το φιλμ και το σκανάρουμε. Η παρασκευή των 
διαλυμάτων developer και fixer περιγράφεται στον Πίνακα 34 . Η β-ακτίνη όπως 
προαναφέρθηκε αναμένεται στα 42 kDa.

Πίνακας 34: Παρασκευή των διαλυμάτων developer και fixer

Reagent (ml) Developer Fixer
Developer 50 -

Fixer - 50
H2O 200 200
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3.2.30 Χρώση του πήγματος με Coomassie Brilliant Blue

Με τη χρώση του πήγματος με Coomassie Brilliant Blue, βλέπουμε εάν οι πρωτεΐνες 
μεταφέρθηκαν από το πήγμα στη μεμβράνη. Αρχικά, βράζουμε για λίγα sec το gel με 
οξικό οξύ 10%. Έπειτα, αφαιρούμε το οξικό οξύ, προσθέτουμε τη χρωστική 
Coomassie και βράζουμε για λίγα sec. Ακολουθεί επώαση για 5min σε θερμοκρασία 
δωματίου υπό ανάδευση. Στη συνέχεια, αφαιρούμε τη χρωστική, προσθέτουμε οξικό 
οξύ και βράζουμε για λίγα sec. Μετά, αφαιρούμε το οξικό οξύ, προσθέτουμε νέο 
οξικό οξύ και βράζουμε. Τέλος, επαναλαμβάνουμε το προηγούμενο βήμα. Το πήγμα 
μετά τη χρώση διατηρείται σε H2O στους 4°C.

56



4. Αποτελέσματα

Ο πειραματικός σχεδιασμός περιλαμβάνει την υπερέκφραση του CPSF6 σε κύτταρα 

NCI-H520 από καρκίνο του πνεύμονα, την επίδρασή της στα επίπεδα έκφρασης των 

pri-mir-1207, pri-mir-29a, mir-1207, mir-29a και των ογκογονιδίων KRAS, c-Fos και 

c-Jun. Αρχικά έγινε η ενίσχυση του γονιδίου CPSF6 με PCR και ο ανασυνδυασμός 

του φορέα pcDNA4/TO, εισάγοντας σε αυτόν το ενισχυμένο γονίδιο CPSF6. Στη 

συνέχεια, μετασχηματίστηκαν επιδεκτικά βακτήρια XLlBlue με το προϊόν του 

ανασυνδυασμού. Ακολούθησε καλλιέργεια των μετασχηματισμένων κυττάρων σε 

στερεό θρεπτικό υλικό με αμπικιλλίνη, απομόνωση του πλασμιδιακού DNA από τις 

αποικίες, PCR διαγνωστική για έλεγχο κλώνων καθώς και αλληλούχιση των θετικών 

κλώνων. Έπειτα, διαμολύνθηκαν ευκαρυωτικά καρκινικά κύτταρα NCI-H520 με το 

ανασυνδυασμένο πλασμίδιο και ακολούθησε προσθήκη τετρακυκλίνης για την 

υπερέκφραση του παράγοντα CPSF6. Με ανοσοαποτύπωση και ποσοτική Real Time 

PCR ελέγξαμε σε επίπεδο πρωτεϊνών και mRNA αντίστοιχα, την επιτυχία της 

υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6. Επίσης, με ποσοτική Real Time PCR ελέγξαμε 

τα επίπεδα έκφρασης των pri-mir-1207, pri-mir-29a, mir-1207, mir-29a και των 

ογκογονιδίων KRAS, c-Fos και c-Jun.

4.1 Ενίσχυση του παράγοντα CPSF6 με PCR

Το cDNA που συνθέσαμε σύμφωνα με το εμπορικό PrimeScript™ 1st strand 

cDNA Synthesis Kit χρησιμοποιήθηκε στη συνέχεια στη PCR με σκοπό να ενισχυθεί 

ο παράγοντας CPSF6. Η PCR πραγματοποιήθηκε με βάση το εμπορικό KAPA HiFi 

HotStart ReadyMix PCR Kit. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR 

σε πήγμα αγαρόζης 1,5%. Στην εικόνα που ακολουθεί, παρατηρούμε στις θέσεις 1, 2 

και 3 τον παράγοντα CPSF6 περίπου στα 1650bp.
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Εικόνα 4.1: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5% του παράγοντα CPSF6 μετά 
από ενίσχυση με PCR (Διαδρομές 1-3). Ο CPSF6 αναμένεται περίπου στα 1650bp. 
Διαδρομή L: GeneRuler Plus DNA Ladder (1kb)

4.2 Εκχύλιση του παράγοντα CPSF6 από το πήγμα

Μετά την ολοκλήρωση της PCR και την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της, 
πραγματοποιήθηκε εκχύλιση του παράγοντα CPSF6 από το πήγμα με βάση το 
εμπορικό PCR clean-up Gel extraction (DNA extraction from agarose gels) και 
ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5%. Στην εικόνα που ακολουθεί 
και συγκεκριμένα στη θέση 2, παρατηρούμε τον παράγοντα CPSF6 περίπου στα 
1650bp.
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Εικόνα 4.2: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5% του παράγοντα CPSF6 μετά 
από εκχύλιση από το πήγμα (Διαδρομή 2). Ο CPSF6 αναμένεται περίπου στα 1650bp. 
Διαδρομή L: GeneRuler Plus DNA Ladder (1kb)

4.3 Πέψη με EcoRI για γραμμικοποίηση του φορέα pcDNA4/TO

Μετά την πέψη του pcDNA4/TO uncut (1,1μμ/μ1) με EcoRI ακολούθησε 
ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5%. Στην εικόνα που παρουσιάζεται 
παρακάτω, παρατηρούμε στις θέσεις 1 και 2 τον γραμμικοποιημένο πλέον φορέα 
περίπου στα 5078bp.

Εικόνα 4.3: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5% του φορέα pcDNA4/TO μετά 
από πέψη με EcoRI
Ο φορέας pcDNA4/TO uncut (1,1pg/pl) ηλεκτροφορήθηκε μετά από πέψη με EcoRI 
(Διαδρομές 1-2). Ο γραμμικοποιημένος φορέας αναμένεται περίπου στα 5078bp. 
Διαδρομή L: GeneRuler Plus DNA Ladder (1kb)

4.4 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini preparation)

Από τις πέντε υγρές καλλιέργειες των βακτηρίων XL1B1ue, τα οποία 
μετασχηματίστηκαν με το προϊόν της ένωσης (pcDNA4/TO-CPSF6),
πραγματοποιήθηκε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA, σύμφωνα με το εμπορικό 
NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) protocols (Isolation of high-copy plasmid 
DNA). Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5%. Στην εικόνα που 
ακολουθεί παρατηρούμε το πλασμιδιακό DNA περίπου στα 6728bp 
(pcDNA4/TO=5078bp + CPSF6 ~ 1650bp).
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L 1 2 3 4 5

Εικόνα 4.4: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5% του πλασμιδιακού DNA 
Το πλασμιδιακό DNA απομονώθηκε από πέντε διαφορετικές υγρές καλλιέργειες 
μετασχηματισμένων κυττάρων XLlBlue με φορέα με ένθεμα για υπερέκφραση του 
παράγοντα CPSF6 (Διαδρομές 1-5). Το πλασμιδιακό DNA αναμένεται περίπου στα 
6728bp (pcDNA4/TO=5078bp + CPSF6~ 1650bp). Διαδρομή L: GeneRuler Plus DNA 
Ladder (1kb).

4.5 PCR για έλεγχο κλώνων

Το πλασμιδιακό DNA που απομονώσαμε χρησιμοποιείται στη PCR, η οποία 
πραγματοποιήθηκε με βάση το εμπορικό KAPA Taq PCR Kit με σκοπό τον έλεγχο 
των κλώνων. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5%. Στην εικόνα 
που ακολουθεί παρατηρούμε τον παράγοντα CPSF6 περίπου στα 1650bp.

L 1 2 3 4 5

Εικόνα 4.5: PCR για έλεγχο κλώνων
Διαδρομές 1-5: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1,5% του προϊόντος της PCR 
πλασμιδιακού DNA που απομονώθηκε από πέντε διαφορετικές υγρές καλλιέργειες 
μετασχηματισμένων κυττάρων XL1Blue με φορέα με ένθεμα για υπερέκφραση του 
παράγοντα CPSF6. O CPSF6 αναμένεται περίπου στα 1650bp. Διαδρομή L: 
GeneRuler Plus DNA Ladder (1kb).
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4.6 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο της υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6

Η αποτελεσματικότητα της υπερέκφρασης, εξασφαλίστηκε με την 

αντικατάσταση του θρεπτικού RPMI1640 με αντιβιοτικό από το θρεπτικό RPMI1640 

χωρίς αντιβιοτικό πριν τη διαμόλυνση, καθώς το αντιβιοτικό και το Xfect Polymer 

(δημιουργεί λιποσωμάτια τα οποία περιέχουν το DNA που θέλουμε να εισάγουμε στα 

κύτταρα) αποτελούν ένα τοξικό συνδυασμό για τα κύτταρα. Τέλος, προσδιορίσθηκε η 

συγκέντρωση του ολικού RNA που απομονώθηκε από τα διαμολυσμένα κύτταρα, 

πριν την χρησιμοποίησή του ως υπόστρωμα στην qRT-PCR. Σε τεχνικές μελέτης 

γονιδιακής έκφρασης είναι αναγκαία η χρήση ενός ιδιοσυστατικού γονιδίου, το οποίο 

πιστεύεται πως έχει σταθερή έκφραση (housekeeping gene) για την κανονικοποίηση 

των αποτελεσμάτων (Wong and Medrano, 2005). Ως εσωτερικό control για την qRT- 

PCR της παρούσας εργασίας, χρησιμοποιήθηκε το ιδιοσυστατικό γονίδιο της β- 

ακτίνης και το U6 RNA.

Γ

overexpression

Temperature (°C)
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Εικόνα 4.6.1: Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο της υπερέκφρασης του παράγοντα 
CPSF6 σε επίπεδο mRNA
Ηλεκτροφόρηση, σε πήγμα αγαρόζης 1,8% των προϊόντων της RT-PCR (Α). Ο 

παράγοντας CPSF6 αναμένεται στα 400bp (διαδρομές 1, 2 και 3), ενώ η β-ακτίνη στα 

240bp (διαδρομές 4, 5 και 6). Διαδρομή L: GeneRiiler Phis DNA Ladder (Ikb). 

Διαδρομές 1, 4: A νίχνενση CPSF6 (1) και ακτίνης (4) σε κύτταρα NCI-H520 φυσικού 

τύπου. Διαδρομές 2, 5: κύτταρα διαμολυσμένα με φορέα χωρίς ένθεμα (mock) και 

(/.νίχνενση CPSF6 (2) και β-ακτίνη (5). Διαδρομές 3, 6: κύτταρα διαμολυσμένα με 

ένθεμα για υπερέκφραση του CPSF6- (/νίχνενση CPSF6 (3) β-ακτίνης (6).

Διαδρομές 7 και 8: NTC για τον CPSF6 και τη β-ακτίνη, αντίστοιχα (Β).

Συγκεντρωτικά αποτελέσματα από την RT-PCR (Γ). mock: σχετικά επίπεδα mRNA του 

CPSF6 σε διαμολυσμένα κύτταρα με φορέα χωρίς ένθεμα pcDNA4 ΤΟ ■ CPSF6 

over expression: αντιπροσωπεύει τα σχετικά επίπεδα mRNA του CPSF6 μετά από 

διαμόλυνση κυττάρων με φορέαpcDNA4 ΤΟ με κατάλληλο ένθεμα για την έκφραση του 

CPSF6.

Διάγραμμα διάστασης σήματος φθορισμού (dissociationplot) (Δ).

Η  μπλε καμπύλη αντιπροσωπεύει τα προϊόντα από διαμολυσμένα κύτταρα με τον φορέα 

pcDNA4 ΤΟ στον οποίο δεν έχει εισαχθεί το γονίδιο CPSF6, ενώ η κόκκινη τα 

προϊόντα από διαμολυσμένα κύτταρα με τον φορέα pcDNA4 ΤΟ στον οποίο έχει 

εισαχθεί το γονίδιο CPSF6. Οι κορυφές σε θερμοκρασίες μικρότερες των 75°C 

αντιστοιχούν σε μη ειδικά προϊόντα, ενώ οι κορυφές σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 

80°C αντιστοιχούν σε ειδικά προϊόντα της PCR, κάτι που επιβεβαιώθηκε και με την 

ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης (Α).

4.7 Έλεγχος της υπερέκφρασης του παράγοντα CPSF6 σε επίπεδο πρωτεϊνών

Εικόνα 4.7: Ανάλυση κατά western της υπερέκφρασης του CPSF6.
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Ανάλυση με αντίσωμα έναντι του CPSF6 (Α) και β-ακτίνης (Β). Διαδρομές: Κύτταρα 

NCI-H520 φυσικού τύπου διαμολυσμένα με φορέα για υπερέκφραση χωρίς ένθεμα 

CPSF6 (Διαδρομή 1), και διαμολυσμένα με φορέα με ένθεμα για υπερέκφραση CPSF6 

(Διαδρομές 2 και 3). Χρόνος έκθεσης: 10min.

4.8 Ποσοτική RT-PCR για έλεγχο των επιπέδων έκφρασης των pri-mir-1207, 
pri-mir-29a, mir-1207 και mir-29a

A B
pri-miR-29a miR-29a

Γ Δ

Εικόνα 4.8.1: Υπερέκφραση CPSF6 σε κύτταρα NCI-H520.
Σχετικά επίπεδαpri-mir-29a (Α), miR-29 (B), pri-miR-1207 (Γ) και miR-1207 (Δ).

Mock, διαμόλυνση με άδειο φορέα pcDNA4/TO · CPSF over, υπερέκφραση CPSF6

μέσω φορέαpcDNA4/TO.

4.9 Έλεγχος των επιπέδων mRNA των ογκογονιδίων K RAS, c-Fos και c-Jun

Μελέτες έχουν δείξει πως η PARN επηρεάζει τη σταθερότητα μιας σειράς 
ογκογονιδίων, μεταξύ των οποίων τα KRAS, c-Fos και c-Jun (Kim and Lee, 2009). 
Εξετάσαμε αν η υπερέκφραση του CPSF6 επηρεάζει τα επίπεδά τους.
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Εικόνα 4.9.1: Επίπεδα mRNA μετά από υπερέκφραση του CPSF6 σε κύτταρα NCI- 

H520.

Επίπεδα mRNA (Relative quantity charts) των ογκογονιδίων kras (A), c-Fos (B) και c- 

Jun (Γ), μετά από διαμόλυνση κυττάρων NCI-H520 με φορέα pcDNA4/TO για 

υπερέκφραση του CPSF6. Mock: διαμόλυνση με άδειο φορέα pcDNA4/TO · over: 

υπερέκφραση CPSF6 μέσω φορέα pcDNA4/TO. Διάγραμμα διάστασης σήματος 

φθορισμού (dissociation plot) (Δ). Η  μπλε καμπύλη αντιπροσωπεύει τα προϊόντα από 

διαμολυσμένα κύτταρα με τον φορέα pcDNA4/TO στον οποίο δεν έχει εισαχθεί το 

γονίδιο CPSF6 (mock), ενώ η κόκκινη τα προϊόντα από διαμολυσμένα κύτταρα με τον 

φορέα pcDNA4/TO στον οποίο έχει εισαχθεί το γονίδιο CPSF6 (over). Οι κορυφές σε 

θερμοκρασίες μικρότερες των 75<°C αντιστοιχούν σε μη ειδικά προϊόντα, ενώ οι 

κορυφές σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 80<°C αντιστοιχούν σε ειδικά προϊόντα της 

PCR (Δ).
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4.10 Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της επίδρασης της υπερέκφρασης του CPSF6 

στα επίπεδα mRNA των εξεταζόμενων παραγόντων

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων της επίδρασης της υπερέκφρασης του CPSF σε 

επιλεγμένα miRNAs και mRNAs παρουσιάζονται στον Πίνακα 35. Στην πρώτη 

στήλη του πίνακα παρουσιάζονται οι εξεταζόμενοι παράγοντες. Στη δεύτερη στήλη 

παρουσιάζονται τα ποσοστά % μείωσης/αύξησης των επιπέδων mRNA του κάθε 

παράγοντα χρησιμοποιώντας ως εσωτερικό μάρτυρα για κανονικοποίηση το γονίδιο 

της β-ακτίνης, ενώ για τα miR-1207 και miR-29a για κανονικοποίηση 

χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο U6). Για την εξαγωγή των σχετικών ποσοστών, 

λήφθηκαν υπόψην τα relative quantity charts από την qRT-PCR.

Πίνακας 35 : Eπίδραση της υπερέκφρασης (over) του CPSF6 6 στα επίπεδα 

εξεταζομένων miRNA και mRNA.

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ Μεταβολή επιπέδων,

% σε σχέση με το μάρτυρα

Pri-mir-1207 - 20 ± 17

Pri-mir-29a - 45 ± 9

miR-1207 +600 ± 95

miR-29a +590± 110

KRAS - 69 ± 5

c-Fos - 50 ± 4

c-Jun - 44 ± 7
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5. Συζήτηση Αποτελεσμάτων

Τα ευκαρυωτικά κύτταρα διαθέτουν μια μεγάλη ποικιλία απαδενυλασών, οι οποίες 

αφαιρούν πολυ(Α) ουρές και σηματοδοτούν την έναρξη της αποικοδόμησης του 

mRNA. Η παρούσα εργασία αποτελεί μέρος ευρύτερης μελέτης πάνω στο ρόλο της 

απαδενυλάσης PARN στη βιοσύνθεση των miRNAs και τη ρύθμιση της δράσης της. 

Προκαταρκτικές μελέτες του εργαστηρίου μας έχουν δείξει ότι η PARN εμπλέκεται 

στη βιογένεση των miRNAs, πιθανόν στα πρώτα στάδια της διεργασίας, ενώ είναι 

γνωστό ότι τα πρόδρομα μόρια miRNA (pri-miRNAs) έχουν κάλυμμα και πολυ(Α)- 

ουρά. Στην προσπάθειά μας να εντοπίσουμε παράγοντες που αλληλεπιδρά η PARN 

επιτελέσαμε σειρά πειραμάτων. Τα αποτελέσματα δείχνουν πως η PARN και ο 

παράγοντας CPSF6 που συμμετέχει στην πολυαδενυλίωση αλληλεπιδρούν 

ανεξάρτητα από την παρουσία mRNA. Τα παραπάνω γεννούν διάφορα ερωτήματα 

για το βιολογικό ρόλο του CPSF6, όπως: θα μπορούσε να καθορίζει τη σταθερότητα 

των miRNA και των πρόδρομων μορφών τους, καθώς και mRNAs; Μπορεί να 

αλληλεπιδρά με την PARN και να την προσελκύει στις πολυ(Α) ουρές, με 

αποτέλεσμα τη βράχυνσή τους και κατά συνέπεια τη ρύθμιση της σταθερότητας των 

μεταγράφων;

Για αυτό το σκοπό και για να αποτιμηθεί η βιολογική σημασία του CPSF6, 

στην παρούσα εργασία επιλέχθηκε να επιχειρηθεί η υπερέκφραση του CPSF6 και να 

εξεταστεί η επίδρασή της στα επίπεδα έκφρασης παραγόντων. Οι παράγοντες 

επιλέχθηκαν στη βάση παρατηρήσεων πως στη σταθερότητά τους εμπλέκεται η 

απαδενυλάση PARN (συμπεριλαμβανομένων των pri-mir-1207, pri-mir-29a, mir- 

1207, mir-29a, KRAS, c-Fos και c-Jun), έχοντας υπόψη πως η τελευταία αλληλεπιδρά 

άμεσα με τον CPSF6. Η υπερέκφραση του CPSF6 επιτεύχθηκε και ελέχθηκε τόσο σε 

επίπεδο mRNA όσο και πρωτεΐνης (Εικόνες 4.6 και 4.7). Από τα αποτελέσματα αυτά 

φαίνεται και το ότι η αύξηση των επιπέδων mRNA συμβαδίζει με την αντίστοιχη 

αύξηση σε επίπεδο πρωτεΐνης.

Από τον πίνακα 35, φαίνεται ότι η υπερέκφραση του CPSF6 έχει ως 

αποτέλεσμα σημαντική αύξηση στα επίπεδα των miR-1207 και mir-29a, ενώ τα 

επίπεδα έκφρασης των υπολοίπων παραγόντων (πρώιμες μορφές pri-miR-29a, miR- 

1207, καθώς και τα mRNAs των KRAS, c-Fos και c-Jun) μειώνονται. Στον πίνακα 36 

παρετίθενται δεδομένα του πίνακα 35 όπου έχουν συμπεριληφθεί αδημοσίευτες 

παρατηρήσεις του εργαστηρίου για τα επίπεδα των mir-29a και mir-1207 μετά από
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αποσιώπηση του CPSF6, καθώς και υπερέκφραση της PARN. Στην εικόνα 5.1 

παρουσιάζονται οι κύριες πορείες βιοσύνθεσης και ωρίμανσης, καθώς και του 

μηχανισμού δράσης των miRNAs προς διευκόλυνση της ερμηνείας των 

αποτελεσμάτων. Η σύγκριση των δεδομένων υπερέκφρασης και αποσιώπησης 

δείχνουν πως η υπερέκφραση του CPSF6 προκαλεί σημαντική αύξηση των επιπέδων 

των miR-29a και miR-1207, ενώ κατά την αποσιώπηση του CPSF6 τα επίπεδα αυτά 

ήταν σημαντικά χαμηλότερα.

Ειδικότερα, για το miR-1207 η υπερέκφραση του CPSF6 αύξησε κατά 

περίπου 6 φορές τα επίπεδά του, ενώ η αποσιώπησή του μείωσε τα επίπεδά του κατά 

περίπου 42 % σε σχέση με τα αντίστοιχα του μάρτυρα. Όσον αφορά στη διαδικασία 

της ωρίμανσης, φαίνεται πως η υπερέκφραση του CPSF6 μείωσε ελαφρά τα επίπεδα 

του pri-miR-29a. Ανάλογες παρατηρήσεις έγιναν και για το miR-29a, με τη διαφορά 

πως η αποσιώπηση έδειξε ελαφρά αυξημένα επίπεδα σε σχέση με αυτά του μάρτυρα 

(25%, Εικόνα 4.8.1, Πίνακας 35).

Σχετικά με τη διαδικασία της ωρίμανσης 

των miRNAs, φαίνεται πως ο CPSF6 παίζει 

ρόλο σε αυτή, αφού η υπερέκφραση μείωσε 

και αύξησε τα επίπεδα των πρώιμων και 

ώριμων miRs, αντίστοιχα. Επίσης, η 

συγκριση των αποτελεσμάτων αποσιώπησης 

του CPSF6 με της PARN έδειξε πως γενικά 

η μεταβολή των επιπέδων των πρώιμων (pri- 

miRs) και των ώριμων μορφών

συμβαδίζουν, με πιο εμφανή ίσως διαφορά 

την ισχυρότερη επίδραση του CPSF6 σε 

σχέση με την PARN (600% και 90%, 

αντίστοιχα). Η μείωση των επιπέδων των 

πρώιμων miRNAs θα μπορούσε να 

ερμηνευθεί λόγω του ότι η αύξηση των 

επιπέδων του CPSF6 προσελκύει Εικόνα 5.1: Γενικές πορείες

παράγοντες που επιταχύνουν τη διαδικασία βιοσύνθεσης και μηχανισμού δράσης 

ωρίμανσης, η οποία περιλαμβάνει την των miRNAs. Βάσει Giannouli et al., 

αφαίρεση των πολυ(Α) ουρών των πρώιμων 2012.
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μορφών (Εικόνα 5.1), πιθανόν και από την PARN. Ομοίως, η μείωση των επιπέδων 

των ογκογονιδίων KRAS, c-Fos και c-Jun θα μπορούσε να ερμηνευθεί με την 

αυξημένη προσέλκυση της PARN στα mRNA των παραγόντων αυτών και την 

αποσταθεροποίησή τους.

Πίνακας 36 : Eπίδραση της υπερέκφρασης (over) του CPSF6 και της PARN, καθώς 

και της αποσιώπησης (sh) του CPSF6 στα επίπεδα εξεταζομένων miRNA και mRNA.

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ Μεταβολή επιπέδων,

% σε σχέση με το μάρτυρα

over CPSF6 sh CPSF* over PARN*

Pri-mir-1207 - 20 ± 17 - -65 ± 7

Pri-mir-29a - 45 ± 9 - -67 ± 5

miR-1207 +600 ± 95 - 42 ± 5 +90 ± 8

miR-29a +590± 110 - 25 ± 8 +420± 31

KRAS - 69 ± 5 - -

c-Fos - 50 ± 4 - -

c-Jun - 44 ± 7 - -

* Α. Κυρίτσης, Α. Τσιπώρης, Ν.Μ., αδημοσίευτες παρατηρήσεις

Συνοψίζοντας, στην παρούσα εργασία υπερεκφράσαμε τον CPSF6 in vivo και 

εξετάσαμε την επίδραση στα επίπεδα mRNA μιας σειράς παραγόντων, στα πλαίσια 

μιας προσπάθειας να δοθεί μια απάντηση στο ερώτημα σχετικά με το αν ο CPSF6 

στρατολογεί την PARN στις πολυ(Α) ουρές των μεταγράφων-στόχων. Έχοντας 

υπόψη μελέτες που δείχνουν πως α) η PARN εμπλέκεται στην βιοσύνθεση των 

miRNAs και επηρεάζει το μήκος των πολυ(Α) ουρών, β) η PARN καθορίζει τη 

σταθερότητα συγκεκριμένων mRNAs, και γ) ο CPSF6 αλληλεπιδρά με την PARN 

απευθείας στον πυρήνα, τα αποτελέσματα της εργασίας μας ενισχύουν την υπόθεση 

πως ένας από τους ρόλους του CPSF6 είναι να προσελκύει την PARN σε πολυ(Α) 

ουρές τόσο των μεταγράφων-στόχων. Πειράματα που βρίσκονται σε εξέλιξη και 

περαιτέρω μελέτες αναμένεται να αποσαφηνίσουν το ρόλο του CPSF6 στη 

σταθερότητα mRNA και τη βιοσύνθεση των miRNAs από την PARN.
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