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Περίληψη: 
 Ο καρκίνος του στομάχου αποτελεί μία από τις πιο θανατηφόρες μορφές καρκίνου 

παγκοσμίως. Συγκαταλέγεται τέταρτος σε συχνότητα εμφάνισης και τρίτος όσον αφορά τη 

θνησιμότητα στον πληθυσμό, με υψηλά ποσοστά να σημειώνονται στις ανεπτυγμένες χώρες 

της Ασίας και της Νότιας Αμερικής. Η κύρια αιτία της κακοήθους φύσης του έγκειται στην 

διάγνωση της νόσου σε προχωρημένα στάδια, καθώς και στη δυσμενή της πρόγνωση, 

καθιστώντας απαραίτητη την ανάπτυξη ευαίσθητων και εξειδικευμένων μοριακών 

βιοδεικτών, καθώς και αποτελεσματικών θεραπευτικών προσεγγίσεων. Τα τελευταία χρόνια, 

τα lncRNAs βρίσκονται στο προσκήνιο της έρευνας στο πεδίο της γονιδιακής έκφρασης ως 

ρυθμιστικά μόρια, με συμμετοχή σε ένα ευρύ φάσμα βιολογικών διαδικασιών. Μεταλλάξεις 

σε μόρια αυτού του είδους μεταβάλλουν το προφίλ έκφρασης και τις φυσιολογικές τους 

λειτουργίες, οδηγώντας στην ανάπτυξη ασθενειών, όπως και στην περίπτωση του γαστρικού 

καρκίνου. Το ιστοειδικό πρότυπο της έκφρασής τους και η ικανότητα ανίχνευσής τους με μη 

επεμβατικές μεθόδους τα καθιστά κατάλληλους βιοδείκτες και πολλά υποσχόμενους 

θεραπευτικούς στόχους. Βασικό χαρακτηριστικό του γαστρικού καρκίνου αποτελεί το 

φαινόμενο της γονιδιωματικής αστάθειας. Εντοπίζεται σε ένα ιδιαίτερα μεγάλο ποσοστό και 

συνδέεται στενά με τον εντερικό κατά Lauren ιστολογικό υπότυπο. Χαρακτηρίζεται από 

υψηλή συχνότητα μεταλλάξεων στο γονιδίωμα ή ακόμα και στο πλαίσιο μιας κυτταρικής 

γενεαλογίας. Οι μεταλλάξεις αυτές μπορεί να σχετίζονται με μεταβολές στην αλληλουχία των 

νουκλεΐκών οξέων, με επικρατέστερες τις παραλλαγές στον αριθμό των γονιδιακών 

αντιγράφων, γνωστές και ως Copy Number Variations. Τα Copy Number Variations αποτελούν 

παράγοντα γονιδιωματικής αστάθειας, με κύριο χαρακτηριστικό τη μεταβολή της δομής των 

χρωμοσωμάτων και κατ’ επέκταση του αριθμού των γονιδιακών αντιγράφων. 

Περιλαμβάνουν ελλείψεις, ενθέσεις και διπλασιασμούς αλληλουχιών, οδηγώντας σε 

μεταβολή της γονιδιακής δόσης σε λειτουργικά, δομικά, καθώς και σε ρυθμιστικά στοιχεία 

του γονιδιώματος. Αύξηση ή μείωση της γονιδιακής δόσης σε σχέση με την φυσιολογική 

διπλοειδή μορφή, ενδέχεται να μεταβάλλει την λειτουργία των γονιδίων στόχων και να 

οδηγήσει σε καρκινογένεση, μέσω της ενεργοποίησης ογκογόνων μονοπατιών 

σηματοδότησης. Στην παρούσα διπλωματική εργασία, γίνεται απόπειρα ταυτοποίησης και 

χαρακτηρισμού νέων μορίων lncRNA, τα οποία εμφανίζουν ενίσχυση των γονιδιακών τους 

αντιγράφων στον καρκίνο του στομάχου. Πραγματοποιούνται ερευνητικές προσεγγίσεις με 

τη βοήθεια βιοπληροφορικών αναλύσεων και πειραματικών μεθόδων για την μελέτη τους. 

Παράλληλα, κατασκευάζονται τα απαραίτητα εργαλεία καταστολής της έκφρασής τους με τη 

βοήθεια μεθόδων γενετικής μηχανικής, με σκοπό την αποσαφήνιση του ρόλου και της 

συμβολής τους στη γαστρική καρκινογένεση. 
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Abstract: 

 Gastric cancer is considered as one of the deadliest forms of cancer worldwide. 

Currently ranked fourth most common cancer type and third leading cause of cancer related 

mortality, the disease notes high rates of incidence occurring in developed countries in Asia 

and North America. The major cause of its malignant nature is due to its late diagnosis in 

advanced stages and its poor prognosis, therefore making the development of sensitive and 

highly specific molecular biomarkers, as well as efficient therapeutic approaches, of great 

importance. Over the last years, lncRNAs are in the spotlight of gene regulation research field, 

as regulatory molecules contributing in a broad spectrum of biological processes. Mutations 

in such molecules alter their expression profile and normal functions, leading to the 

development of diseases such as gastric cancer. The tissue-specific pattern of their expression 

and the ability of detecting them by non-invasive methods make them suitable biomarkers 

and promising therapeutic targets. A key feature of gastric cancer is the phenomenon of 

genomic instability. It is located in a very high percentage and is closely related to the 

intestinal Lauren histological subtype. It is characterized by a high frequency of mutations in 

the genome or even within a cell lineage. Such mutations can be accounted to alterations in 

the DNA sequence, predominantly in the form of variants in the number of gene copies, also 

known as Copy Number Variations. Copy Number Variations are a major factor of genomic 

instability, with the main feature being the change in the structure of chromosomes and 

consequently the number of gene copies. They involve deletions, insertions and duplications, 

leading to changes in gene dosage of functional, structural, and regulatory elements of the 

genome. Increasing or decreasing the gene dosage relatively to the normal diploid form, may 

alter the function of the target genes and lead to carcinogenesis by activating oncogenic 

signaling pathways. In the present dissertation, an attempt is made to identify and 

characterize new lncRNA molecules, whose gene copies are genetically amplified in gastric 

cancer. Research approaches are carried out with the help of bioinformatic analysis tools and 

experimental methods for their study. Furthermore, knockdown tools are developed with the 

help of genetic engineering protocols, in order to clarify their role and contribution to gastric 

carcinogenesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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1.1.Ο καρκίνος του στομάχου 
 Ο καρκίνος του στομάχου, ή γαστρικός καρκίνος, συγκαταλέγεται ως η τέταρτη κατά 

σειρά σε συχνότητα, και η τρίτη σε θνησιμότητα μορφή καρκίνου παγκοσμίως, με κυριότερες 

εστίες εμφάνισης την Ανατολική Ασία και Ευρώπη, καθώς και την Νότια Αμερική, με ποσοστό 

θνησιμότητας που αγγίζει το 78%1 (Εικόνα 1). Το σύνολο των γαστρικών καρκίνων 

περιλαμβάνει μια ιδιαίτερα ετερογενή ομάδα κακοηθών επιθηλιακών αλλοιώσεων, που 

επάγονται από ποικιλία προδιαθέσεων και αιτιολογικών παραγόντων, οι οποίοι συμβάλλουν 

στην επιθετικότητα τους2,3. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων γαστρικού καρκίνου 

αναφέρεται σε αδενοκαρκινώματα (95%), με τα πλακώδη (squamous), αδενοπλακώδη 

(adenosquamous), αδιαφοροποίητα (undifferentiated) και μυελώδη (medullary) 

καρκινώματα να συμπληρώνουν τη σχετική λίστα4. Η πλέον τυπική ηλικία για διάγνωση 

ανέρχεται προσεγγιστικά στα 60 χρόνια, με τη συχνότητα των περιστατικών να εμφανίζεται 

διπλάσια στους άνδρες απ’ ότι στις γυναίκες5,6. Τα συμπτώματα και το προσδόκιμο ζωής 

διαφέρουν ανάλογα με την εθνικότητα και το υπόβαθρο των ασθενών7. Αξιοσημείωτη 

πληροφορία και ιδιαίτερο χαρακτηριστικό της νόσου αποτελεί η διάγνωση της σε αρκετά 

προχωρημένο στάδιο, εξαιτίας της έλλειψης ικανών διαγνωστικών βιοδεικτών και άλλων 

μοριακών εργαλείων8. Ως εκ τούτου η πρόγνωση για τον ασθενή είναι εξαιρετικά δυσμενής 

ενώ το προσδόκιμο επιβίωσης έως 5 έτη από την διάγνωση να υπολογίζεται σε μόλις 32%, 

καθιστώντας αναγκαία την εύρεση και ανάπτυξη νέων εξειδικευμένων μοριακών εργαλείων, 

με στόχο την έγκαιρη διάγνωση και την αποτελεσματική θεραπεία της νόσου9. 

 

Εικόνα 1: Ο χάρτης απεικονίζει τα εκτιμώμενα ποσοστά συχνότητας εμφάνισης για τον 
καρκίνο του στομάχου παγκοσμίως το 2018 και για τα δύο φύλα, καθώς και για όλες τις 
ηλικιακές ομάδες10,11. 

1.1.1. Αντιμετώπιση, διάγνωση και θεραπεία 

 Η διάγνωση του γαστρικού καρκίνου πραγματοποιείται σε προχωρημένα στάδια, 

μέσω ενδοσκόπησης ή με τη λήψη βιοψίας από τον ιστό του ασθενή, μεθοδολογία που δεν 

μπορεί να εφαρμοστεί ως διαγνωστική μέθοδος ρουτίνας για τον γενικό πληθυσμό. H 

αντιμετώπιση και η θεραπεία της νόσου προϋποθέτει τη συμμετοχή πολλών επιστημονικών 

τομέων και εξαρτάται από το στάδιο του όγκου, την ένταση της θεραπευτικής αγωγής, την 

απόκριση του ασθενούς και τον διαθέσιμο εξοπλισμό. Η αποτελεσματικότερη μέχρι στιγμής 
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θεραπευτική προσέγγιση περιλαμβάνει χειρουργική αφαίρεσή του όγκου, σε συνδυασμό με 

χημειοθεραπεία και χρήση ακτινοβολίας για την ύφεση του1. Εξαιτίας της καθυστερημένης 

διάγνωσης του, το κόστος για την περίθαλψη των ασθενών είναι ιδιαίτερα υψηλό, αγγίζοντας 

έως και τα 160.000 $ σε περιπτώσεις μεταστατικού καρκίνου12. Γι’ αυτό το λόγο, κρίνεται 

αναγκαία η εύρεση και η άμεση εφαρμογή νέων μοριακών εργαλείων με σκοπό την έγκαιρη 

διάγνωση και την οικονομικά βιώσιμη και αποτελεσματικότερη θεραπεία. (Εικόνα 2).  

 

Εικόνα 2: Δεδομένα του μέσου κόστους περίθαλψης του γαστρικού καρκίνου ανάλογα με το 
στάδιο του όγκου σε ασθενείς άνω των 65 ετών12. 

 

1.1.2. Η αιτιολογική βάση του καρκίνου του στομάχου 
 Ο καρκίνος του στομάχου αποτελεί πολυπαραγοντική νόσο, η οποία περιλαμβάνει 

τόσο γενετικούς, όσο και περιβαλλοντικούς παράγοντες. Πολλοί από αυτούς διαδραματίζουν 

καθοριστικό ρόλο στην ανάπτυξη του, μεταξύ αυτών οι κληρονομικοί γενετικοί παράγοντες, 

η λοίμωξη από το ελικοβακτηρίδιο (Helicobacter pylori), οι διαιτητικοί παράγοντες και ο 

τρόπος ζωής του εκάστοτε ασθενούς13-15. 

 

1.1.2.1. Κληρονομικοί και γενετικοί παράγοντες 

 Παρόλο που ο κληρονομικός γαστρικός καρκίνος χαρακτηρίζεται από μικρή 

συχνότητα εμφάνισης, γενετικές μεταβολές έχουν συχνά καταγραφεί σε περιπτώσεις 

σποραδικών μορφών καρκίνου (στους οποίους γονίδια αλληλεπιδρούν με περιβαλλοντικούς 

παράγοντες)16. Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι οι γενετικοί παράγοντες παίζουν καθοριστικό 

ρόλο στη γαστρική καρκινογένεση, πιθανώς μέσω της επίδρασής τους σε φλεγμονώδεις και 

ανοσολογικές αποκρίσεις (κυρίως στις λοιμώξεις από το H.pylori), αυξάνοντας την 

ευαισθησία έναντι της νόσου17. Ωστόσο, ο αριθμός γονιδίων που εμφανίζουν υψηλή 

διεισδυτικότητα (δηλαδή υψηλή πιθανότητα έκφρασης καρκινικού φαινοτύπου) για 

ανάπτυξη καρκίνου του στομάχου είναι μικρός18. Ιδιαίτερα αντιπροσωπευτικό παράδειγμα 

αποτελεί το γονίδιο CDH1, το οποίο κωδικοποιεί την Ε-καδερίνη, στην περίπτωση του 
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διάχυτου τύπου γαστρικού καρκίνου (diffuse gastric cancer subtype)19, ο οποίος θα αναλυθεί 

περαιτέρω σε επόμενη ενότητα. Ένα ακόμη γονίδιο, αυτό της ιντερλευκίνης 1β (IL-1β) έχει 

αναγνωριστεί ως καίριο, εξαιτίας τη συμβολής του στην έναρξη και ενίσχυση της 

φλεγμονώδους απόκρισης. Πολυμορφισμοί στο IL-1β καθώς και στον ανταγωνιστή του 

υποδοχέα της ιντερλευκίνης 1 έχουν συσχετιστεί με κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου του 

στομάχου20. Επιπλέον, στη λίστα των πολυμορφισμών που σχετίζονται με μια ποικιλία 

υποτύπων γαστρικού καρκίνου, ανήκουν μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στα γονίδια 

MUC1, PSCA και PLCE121. 

1.1.3.Κατηγοριοποίηση του καρκίνου του στομάχου 
 Ο καρκίνος του στομάχου διακρίνεται σε δύο κύριες κατηγορίες: στη μορφή πρώιμων 

(early) και προχωρημένων (advanced) σταδίων4. Το υψηλότερο ποσοστό πρώιμης 

ανίχνευσης καρκίνου του στομάχου έχει αναφερθεί σε χώρες όπως η Ιαπωνία (50%) και η 

Κορέα (46-67%). Στην Ευρώπη το αντίστοιχο ποσοστό είναι σημαντικά χαμηλότερο (15%)22. 

Η πρόγνωση στηρίζεται σε μεγάλο βαθμό στο στάδιο ανάπτυξης του όγκου. Το ποσοστό 

πενταετούς επιβίωσης στην περίπτωση του πρώιμου γαστρικού καρκίνου ανέρχεται σε 85 – 

100%, έναντι του προχωρημένου, με ποσοστό 5 – 20%, ενώ ρόλο στην κατηγοριοποίηση 

παίζει και ο βαθμός μετάστασης σε άλλους ιστούς23. Η πρώιμη μορφή ορίζεται ως ένα σύνολο 

αλλοιώσεων, περιορισμένων στην περιοχή του βλεννογόνου και του υποβλεννογόνου, 

ανεξαρτήτως διήθησης στους λεμφαδένες. Η προχωρημένη μορφή ορίζεται στα πλαίσια της 

μεταστατικής ικανότητας και της ενδοσκοπικής παρατήρησης (π.χ. εμφάνιση πολυποειδών 

αλλοιώσεων, συνοδευόμενων από καλά ή όχι καθορισμένα έλκη, ή διηθητική διάχυτη μορφή 

χωρίς ενδείξεις όγκων ή έλκους)24. 

1.1.3.1. Ανατομική κατηγοριοποίηση του καρκίνου του στομάχου 

 Η θέση του όγκου υπαγορεύει την ανατομική ταξινόμηση του γαστρικού καρκίνου σε 

εγγύς (cardia) ή απομακρυσμένους (non-cardia) από την καρδία του στομάχου24. Τα εγγύς 

και τα απομακρυσμένα αδενοκαρκινώματα εμφανίζονται με ποικίλα κλινικά και 

επιδημιολογικά χαρακτηριστικά, με τους απομακρυσμένους να παρουσιάζουν μειωμένα 

ποσοστά τις τελευταίες δεκαετίες, σε αντίθεση με τους εγγύς25. Τα εγγύς αδενοκαρκινώματα 

επηρεάζουν κυρίως τους καυκάσιους πληθυσμούς, ενώ συνοδεύονται συνήθως από 

γαστροοισοφαγική παλινδρόμηση. Επιπλέον, χαρακτηρίζονται ως επιθετικά, διαπερνώντας 

τα τοιχώματα του στομάχου και του οισοφάγου, με τελικό προορισμό τους λεμφαδένες26. Τα 

απομακρυσμένα αδενοκαρκινώματα συσχετίζονται σε μεγαλύτερο ποσοστό με το H.pylori 

και αντιπροσωπεύουν περισσότερο από το 60% των περιπτώσεων παγκοσμίως27. 

1.1.3.2. Ιστολογική κατηγοριοποίηση του καρκίνου του στομάχου 

 Όπως έχει ειπωθεί σε προηγούμενη ενότητα, η πλειοψηφία των καρκίνων του 

στομάχου αφορά αδενοκαρκινώματα, τα οποία ωστόσο εμφανίζουν μεγάλη ετερογένεια 

όσον αφορά την ανάπτυξη, την αρχιτεκτονική, την κυτταρική διαφοροποίηση και το μοριακό 

τους υπόβαθρο4,24. Η ποικιλία αυτή εξηγεί και την ποικιλία ως προς την ιστοπαθολογική 

κατηγοριοποίησή τους. Οι πλέον επικρατέστερες ιστολογικές κατηγοριοποιήσεις είναι η 

κατηγοριοποίηση κατά Lauren και η κατηγοριοποίηση σύμφωνα με τον Παγκόσμιο 

Οργανισμό Υγείας (WHO). 

1.1.3.2.1.Κατηγοριοποίηση κατά Lauren28 

 Σύμφωνα με τα κριτήρια του Lauren, ο καρκίνος του στομάχου διακρίνεται σε δύο 

κύριους τύπους: τον εντερικό (Intestinal) και τον διάχυτο (Diffuse) τύπο, οι οποίοι 
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παρουσιάζουν πολυάριθμες διαφορές σε επίπεδο παθολογίας, επιδημιολογίας και 

αιτιολογίας. 

Εντερικός υπότυπος (Intestinal subtype) 

 Ο εντερικός υπότυπος αποτελεί τον συνηθέστερο υπότυπο, καθώς αντιστοιχεί στο 

54% των περιστατικών στα πλαίσια της διάγνωσης σε πληθυσμούς με υψηλό κίνδυνο 

εκδήλωσης της νόσου29. Εμφανίζεται σε ασθενείς χωρίς οικογενειακό ιστορικό ή 

μεταβιβάσιμες μεταλλάξεις30,31. Διαγιγνώσκεται σε άτομα μεγάλης ηλικίας, η πλειονότητα 

των οποίων αφορά άντρες, ενώ οι όγκοι διαθέτουν την μορφή εξελκωμένων μαζών32,33. Η 

ογκογένεση σχετίζεται σε μεγάλο βαθμό με λοίμωξη από το H.pylori.  

 Η χρόνια λοίμωξη από το H.pylori οδηγεί σε διαδοχικές ιστολογικές αλλοιώσεις, οι 

οποίες έχουν ως τελικό αποτέλεσμα τον κακοήθη μετασχηματισμό34,35. Σύμφωνα με το 

συγκεκριμένο μοντέλο, η καρκινική προδιάθεση του ιστού ξεκινά ως αποτέλεσμα  

παρατεταμένης μόλυνσης από το βακτήριο, η οποία ακολουθείται από μη ατροφική 

γαστρίτιδα. Η ατροφική γαστρίτιδα μετατρέπεται σε πολυεστιακή ατροφική γαστρίτιδα 

απουσία μεταπλασίας, στη συνέχεια σε εντερική μεταπλασία και τελικά στην εμφάνιση 

δυσπλασίας36-39. Η παρατεταμένη φλεγμονή του γαστρικού ιστού από χρόνια λοίμωξη από 

το H.pylori, είναι πιθανό να προκαλέσει βλάβη στον επιθηλιακό ιστό, η οποία οδηγεί σε 

ατροφία των αδένων, καθώς και σε γαστρική ατροφία μέσω απώλειας των θεμέλιων και των 

τοιχωματικών κυττάρων40,41. Το γαστρικό επιθήλιο αντικαθίσταται από εντερική μεταπλασία 

σε όλη την έκταση του στομάχου, αλλά ιδιαίτερα στην περιοχή του ελάσσονος τόξου. Οι 

εστίες ανάπτυξης μεταπλασίας θα αποτελέσουν στη συνέχεια τις εστίες της δυσπλασίας που 

θα ακολουθήσει. Με το πέρασμα του χρόνου, οι εστίες της δυσπλασίας αποκτούν την 

ικανότητα εισβολής στον χαλαρό συνδετικό ιστό, φαινόμενο που ορίζει το καρκίνωμα ως 

επιθετικό42,43 (Εικόνα 3). 

 

Εικόνα 3: Στάδια ανάπτυξης εντερικού υπότυπου γαστρικού αδενοκαρκινώματος44 Πηγή: 
Correa’s cascade36,45 

 Αρκετά ογκογονίδια παρουσιάζονται να είναι υπερεκφρασμένα στους όγκους 

εντερικού υπότυπου. Παρόλα αυτά, καθένα από αυτά τα γονίδια φαίνεται να είναι παρόν σε 

ξεχωριστά στάδια της νόσου46. Για παράδειγμα, το ογκογονίδιο c-met εμπλέκεται στην 

ανάπτυξη περίπου του 20% των καρκίνων γαστρικού εντερικού υπότυπου και η έκφραση του 

σχετίζεται με προχωρημένα στάδια γαστρικού καρκίνου47. Για την ακρίβεια, ορισμένα 

στελέχη H.pylori παράγουν μια πρωτεΐνη τελεστή, η οποία εμφανίζεται να ρυθμίζει 

μονοπάτια μεταγωγής σήματος που έχουν ως αφετηρία τον υποδοχέα του c-met και 

ταυτόχρονα να είναι υποψήφια για τη συμμετοχή τους στα στάδια της έναρξης και της 

εξέλιξης της καρκινογένεσης48,49. Μεταλλάξεις στο γονίδιο KRAS έχουν επίσης εντοπιστεί στα 

στάδια της εντερικής μεταπλασίας, της δυσπλασίας και των επιθετικών καρκινωμάτων50,51. 
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Μεταλλάξεις σε ογκοκατασταλτικά γονίδια εντοπίζονται σε πολλές περιπτώσεις 

εντερικού υποτύπου γαστρικού καρκίνου52. Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενη ενότητα, το 

γονίδιο TP53 που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη p53 αποτελεί έναν σημαντικό ρυθμιστή του 

κυτταρικού κύκλου. Η απώλεια της ετεροζυγωτίας ή η απενεργοποίηση του γονιδίου μέσω 

μετάλλαξης λαμβάνει χώρα σε ποσοστό μεγαλύτερο του 60% του συνόλου των περιστατικών 

επιθετικής μορφής γαστρικού καρκίνου53. Μη φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης του TP53 

έχουν επίσης παρατηρηθεί σε περιπτώσεις χρόνιας γαστρίτιδας, μεταπλασίας και 

δυσπλασίας. Όσον αφορά το στάδιο της χρόνιας γαστρίτιδας, δεν έχει αποσαφηνιστεί 

οποιαδήποτε σχέση μεταξύ του TP53 και του H.pylori54-56. Επιπλέον παράδειγμα μετάλλαξης 

σε ογκοκατασταλτικό γονίδιο αποτελεί και η περίπτωση του γονιδίου APC τόσο στον 

εντερικό, όσο και στον διάχυτο υπότυπο57,58. 

Διάχυτος υπότυπος (Diffuse subtype) 

 Ο διάχυτος υπότυπος καρκίνου εμφανίζεται να είναι πιο επιθετικός από τον εντερικό, 

διαγιγνώσκεται σε νεότερους σε ηλικία ασθενείς, με ίση συχνότητα σε άνδρες και γυναίκες33. 

Οι όγκοι που συγκαταλέγονται στον συγκεκριμένο υπότυπο, έχουν την τάση να εισβάλλουν 

στα τοιχώματα του στομάχου και σε γειτονικές δομές, συμπεριλαμβανομένων του 

οισοφάγου και του δωδεκαδακτύλου, στους οποίους δεν παρατηρείται σχηματισμός 

αδένων. Ορισμένα παραδείγματα διάχυτης διήθησης του τοιχώματος του στομάχου έχουν 

παρουσιαστεί να οδηγούν σε νόσο του Brinton, ενώ ο ίδιος υπότυπος συνοδεύεται συνήθως 

από δομές σφραγιστήρος δακτυλίου (signet-ring)59 (Εικόνα 4). 

 

Εικόνα 4: Παράδειγμα απεικόνισης διάχυτου υποτύπου γαστρικού καρκίνου στο 
μικροσκόπιο. Πηγή: Weisenberg E. Diffuse (poorly cohesive) type adenocarcinoma. 
PathologyOutlines.com website. 
http://www.pathologyoutlines.com/topic/stomachdiffuse.html.  

Οι όγκοι του διάχυτου υπότυπου γαστρικού καρκίνου διαθέτουν έναν σαφή 

μηχανισμό καρκινογένεσης μέσω ελαττωμάτων στην διαδικασία της διακυτταρικής 

προσκόλλησης. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων προκαλείται από απώλεια έκφρασης της Ε-

καδερίνης, μιας πρωτεΐνης, η οποία διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην ανωτέρω 

διαδικασία60,61. Το γονίδιο CDH1 κωδικοποιεί μια ομοδιμερή διαμεμβρανική πρωτεΐνη η 

οποία συντελεί στην συναρμολόγηση του κυττάρου, συμμετέχοντας στο σύμπλοκο 

κυτταρικής προσκόλλησης (Cell Adhesion Complex)62,63. Το γονίδιο φαίνεται να έχει 

ογκοκατασταλτική δράση, καθώς η απενεργοποίηση του προϋποθέτει ένα μοντέλο «δύο 
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χτυπημάτων»61. Η κληρονομική μορφή του διάχυτου γαστρικού καρκίνου (Hereditary Diffuse 

Gastric Cancer - HDGC) φέρει αυτοσωμικό επικρατή τύπο κληρονόμησης. Η νόσος 

εκδηλώνεται νωρίς κατά τη διάρκεια της ζωής του ασθενούς και έχει πιθανότητα ανάπτυξης 

γαστρικού καρκίνου μεγαλύτερη από το 80% μέχρι την ηλικία των 80 ετών64. Ασθενείς με 

HGDC συχνά παρουσιάζουν πολυεστιακό (multifocal) πρότυπο ογκογένεσης σε μια άθικτη 

περιοχή του βλεννογόνου, καθιστώντας δυσμενή την διάγνωση της ασθένειας. Τα σποραδικά 

καρκινώματα διάχυτου υπότυπου έχουν επίσης συσχετιστεί με μεταλλάξεις, απώλεια 

ετεροζυγωτίας, καθώς και υπερμεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου CDH165-67. Ασθενείς 

που φέρουν μεταλλάξεις στα κύτταρα της γαμετικής σειράς και έχουν οικογενειακό ιστορικό 

γαστρικού καρκίνου παραπέμπονται για προληπτική γαστρεκτομή65.  

1.1.3.3. Μοριακή κατηγοριοποίηση του καρκίνου του στομάχου 

             Στο παρελθόν, το σύνολο των γαστρικών όγκων συγκροτούσε ένα ομοιογενές φάσμα 

ασθενειών, ωστόσο στη σύγχρονη εποχή έχει επικρατήσει ο διαχωρισμός του σε 

υποκατηγορίες βασισμένες στο φάσμα των γενετικών μεταλλαγών που έχουν ταυτοποιηθεί 

από την μελέτη του καρκινικού γονιδιώματος. Οι συγκεκριμένες μεταβολές έχουν συνδεθεί 

με σχετικά κλινικά χαρακτηριστικά, όπως η αιτιολογία το φύλο, η ηλικία της διάγνωσης και ο 

ανατομικός εντοπισμός, η θεραπευτική αγωγή καθώς και το στάδιο και η επιθετικότητα του 

όγκου. Σύμφωνα με έρευνα της ερευνητικής κοινοπραξίας The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

και από αποτελέσματα που προέκυψαν από 295 δείγματα από γαστρικούς όγκους και καλά 

χαρακτηρισμένους υπότυπους, έχουν προκύψει τέσσερις βασικοί μοριακοί υπότυποι του 

καρκίνου του στομάχου68,69 (Εικόνα 5,6): 

EBV+ υπότυπος (υπότυπος θετικός στον ιό Epstein-Barr): Περίπου το 9-10% των γαστρικών 

αδενοκαρκινωμάτων χαρακτηρίζονται θετικά στον ιό Epstein-Barr69. Συνοδεύεται κατά 

κανόνα από ιδιαίτερες χρωμοσωμικές ανωμαλίες, ένα μοναδικό μοτίβο μεταγραφικής 

ενεργότητας, καθώς και από τροποποιήσεις σε περιοχές υποκινητών ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων. Η πλειοψηφία των περιπτώσεων περιλαμβάνει άρρενες και οι όγκοι εντοπίζονται 

στην περιοχή του σώματος ή του θόλου του στομάχου70. Ο συγκεκριμένος τύπος γαστρικού 

καρκίνου φαίνεται να σχετίζεται με ασυνήθιστη τάση για μετάσταση στους λεμφαδένες 

καθώς και με ελαττωμένα ποσοστά θνησιμότητας σε διαφορετικούς πληθυσμούς71. 

Προσεγγιστικά, το 80% των όγκων που χαρακτηρίζονται θετικοί στον EBV φέρουν 

μεταλλάξεις στο γονίδιο PIK3CA69 το οποίο κωδικοποιεί την πρωτεΐνη PI3Kα72. Το 

συγκεκριμένο γονίδιο συγκαταλέγεται δεύτερο σε συχνότητα εμφάνισης μεταλλάξεων σε 

ένα ευρύ φάσμα τύπων καρκίνου73. Επιπλέον, έχει εντοπιστεί σε ποσοστό μεγαλύτερο από 

10% όσον αφορά τις περιπτώσεις που έχουν εξεταστεί από τον TCGA. Μεταλλάξεις στο 

γονίδιο PIK3CA έχουν εντοπιστεί στο 3-42% των περιπτώσεων με EBV+ και των υπόλοιπων 

μοριακών υπότυπων γαστρικού καρκίνου44. Εξαιρετικό ενδιαφέρον έχει το ερώτημα εάν οι 

αναστολείς του μονοπατιού σηματοδότησης PI3K μπορούν να αποτελέσουν εργαλείο 

διάκρισης μεταξύ των EBV+ και των EBV- καρκίνων του στομάχου. Μέχρι σήμερα, το σύνολο 

των EBV+ περιστατικών έχει παρουσιάσει το μεγαλύτερο ποσοστό υπερμεθυλίωσης σε 

περιοχές του DNA (DNA Hypermethylation) στον κατάλογο των καρκίνων που μελετήθηκαν 

από το TCGA. Επιπλέον, υπερμεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου CDKN2A¸ που 

χαρακτηρίζεται ως ένα υψίστης σημασίας ογκοκατασταλτικό γονίδιο στον καρκίνο του 

στομάχου, έχει ανιχνευθεί σε όλα τα θετικά στον EBV δείγματα74. Γονιδιωματικές ενισχύσεις 

(amplifications) στα γονίδια JAK2, CD274, PDCD1LG2 και ERBB2 αλλά και απαλοιφές 

(deletions) στα γονίδια PTEN, SMAD4, CDKN2A και ARID1A έχουν επίσης εντοπιστεί στον εν 

λόγω μοριακό υπότυπο75. Η σηματοδότηση JAK/STAT διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στην κυτταρική διαφοροποίηση και στην απόπτωση και έχει 
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αποτελέσει αντικείμενο εντατικής έρευνας στον καρκίνο του στομάχου76. Αυξημένη έκφραση 

του γονιδίου PD-L1, έχει συσχετιστεί με δυσμενή πρόγνωση  στις περιπτώσεις γαστρικού 

καρκίνου, συμβάλλοντας πιθανώς σε καταστολή και αποφυγή του ανοσοποιητικού77,78. 

Αντίστοιχα, αναστολείς των πρωτεϊνών PI3K και του JAK2, και ανταγωνιστές της PD-L1/2 ίσως 

έχουν θεραπευτική αξία για τις περιπτώσεις EBV+ γαστρικού καρκίνου. 

Αστάθειας μικροδορυφόρων (Microsatellite instability - MSI): Ο συγκεκριμένος μοριακός 

υπότυπος αποτελεί έναν από τους κυριότερους μοριακούς τύπους γονιδιωματικής 

αστάθειας (δηλαδή υψηλής συχνότητας μεταλλάξεων στο γονιδίωμα μιας κυτταρικής 

γενεαλογίας) που έχουν συσχετιστεί με θηλυκούς ασθενείς σχετικά μεγάλης ηλικίας. 

Αναφέρεται σε γενετικές μεταλλαγές που προκαλούνται εξαιτίας της απενεργοποίησης 

επιδιορθωτικών ενζύμων. Σχετίζεται με τον εντερικό υπότυπο γαστρικού 

αδενοκαρκινώματος κατά Lauren με χαμηλά επίπεδα μετάστασης στους λεμφαδένες και 

καλύτερα ποσοστά πρόγνωσης79-81. Οι περιπτώσεις αστάθειας μικροδορυφόρων 

χαρακτηρίζονται κατά κανόνα από συσσώρευση μεταλλάξεων στα γονίδια PIK3CA, ERBB3, 

ERBB2 και EGFR, σε συνδυασμό με μεταλλάξεις που παρουσιάζονται σε θέσεις οι οποίες 

έχουν ταυτοποιηθεί και σε άλλα είδη καρκίνων69,80. Προηγούμενες μελέτες υποστηρίζουν ότι 

η κύρια αιτία πρόκλησης αστάθειας μικροδορυφόρων στον καρκίνο του στομάχου 

περιλαμβάνει υπερμεθυλίωση του υποκινητή του γονιδίου MLH1, το οποίο εμπλέκεται στο 

σύστημα επιδιόρθωσης αταίριαστων ζευγών βάσεων στο DNA (DNA mismatch repair - 

MMR)82,83. Ανάλογα με το επίπεδο της αστάθειας, τα περιστατικά μπορούν να διακριθούν ως 

υψηλής (MSI-H) ή χαμηλής (MSI-L) συχνότητας82. Αντίθετα, όγκοι που δεν εμφανίζουν 

αστάθεια σε κανένα γενετικό τόπο μικροδορυφόρων κατηγοριοποιούνται ως 

μικροδορυφορικά σταθεροί (microsatellite stable tumors - MSS)82. Ο φαινότυπος υψηλής 

συχνότητας έχει συσχετιστεί σε μεγάλο βαθμό με τα αδενοκαρκινώματα εντερικού 

υποτύπου και δύναται καλύτερης πρόγνωσης από τους μικροδορυφορικά σταθερούς όγκους 

και τους φαινότυπους χαμηλής συχνότητας69,80,82,84. Έχει επίσης αναπτυχθεί η υπόθεση ότι η 

μικροδορυφορική αστάθεια παίζει καθοριστικό ρόλο στην μεταλλαγή γονιδίων σχετικών με 

τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου (πχ TGFBR2, EPHB2, E2F4), την επιδιόρθωση βλαβών του 

DNA (MRE1, ATR) και την αποπτωτική σηματοδότηση (π.χ. BAX)82,85,86. 
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Εικόνα 5: Τα κύρια χαρακτηριστικά και οι σημαντικότερες γενετικές αλλοιώσεις σε σχέση με 
τον εκάστοτε μοριακό υπότυπο, σύμφωνα με το TCGA.44 

Γονιδιωματικής σταθερότητας (Genomically stable - GS): Ο συγκεκριμένος υπότυπος 

αντιπροσωπεύει το 20% των περιστατικών καρκίνου του στομάχου που μελετήθηκαν από τον 

TCGA και σχετίζεται στενά με τον διάχυτο υπότυπο γαστρικού αδενοκαρκινώματος69. 

Διαγιγνώσκεται κυρίως σε ασθενείς νεότερης ηλικίας, χαρακτηρίζεται από μικρή συχνότητα 

μεταλλάξεων στο γονίδιο TP53, καθώς και από χαμηλό βαθμό ανευπλοειδίας. Μεταλλάξεις 

στα γονίδια CDH1 και RHOA έχουν εντοπιστεί σε ποσοστό 13-37% και 14-25% αντίστοιχα, σε 

περιπτώσεις διάχυτου υπότυπου καρκίνου του στομάχου, επισημαίνοντας τις επιπτώσεις της 

αλλαγής στους μηχανισμούς κυτταρικής προσκόλλησης για τον συγκεκριμένο ιστολογικό 

υπότυπο69,87,88. Όπως έχει προαναφερθεί, μεταλλάξεις του γονιδίου CDH1 στα κύτταρα της 

γαμετικής σειράς σχετίζονται με HDGC, καθώς και με δυσμενή φαινότυπο και κλινικά 

αποτελέσματα. Αντίθετα, μεταλλάξεις του γονιδίου RHOA οδηγούν σε αλληλεπιδράσεις της 

κωδικοποιούσας πρωτεΐνης με άλλες πρωτεΐνες στα κύτταρα, με αποτέλεσμα την επαγωγή 

μορφολογικών μεταβολών και μηχανισμών κυτταρικής μετανάστευσης, λειτουργίες καίριες 

για την ανάπτυξη και την αύξηση του μεγέθους του όγκου89-91. Μια επιπλέον γενετική 

μεταβολή που αφορά τη λειτουργία του RHOA περιλαμβάνει το γονίδιο ARHGAP26, το οποίο 

κωδικοποιεί για μια G πρωτεΐνη, με ρόλο θετικού ρυθμιστή για το προϊόν του γονιδίου RHOA. 

Έχουν καταγραφεί περιπτώσεις χρωμοσωμικής μετάθεσης μεταξύ των γονιδίων CLDN18 και 

ARHGAP26, με το χιμαιρικό προϊόν να επηρεάζει τη ρύθμιση της πρωτεΐνης RHOA. Η 

συγκεκριμένη περίπτωση γονιδιακής σύντηξης δύναται να επηρεάσει και το αλληλόμορφο 

αγρίου τύπου του CLDN18, το οποίο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη με ρόλο στενοσυνδέσμου 

(tight junction protein), που εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στο επιθήλιο του στομάχου και 

επικουρεί την διαδικασία της διακυτταρικής προσκόλλησης92. Αξίζει να αναφερθεί ότι η 

σύντηξη μεταξύ CLDN18 και ARHGAP26, είναι αμοιβαία αποκλειστική με μεταλλάξεις στο 

γονίδιο RHOA. Επομένως, μεταλλαγές στα μονοπάτια που αφορούν κυτταρική προσκόλληση 

στον συγκεκριμένο μοριακό υπότυπο είναι πιθανό να καταστήσουν δυνατή την ταυτοποίηση 

νέων θεραπευτικών στόχων και συγκεκριμένα των συμμετεχόντων στο μονοπάτι δράσης της 

πρωτεΐνης RHOA44. 
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Χρωμοσωμικά ασταθείς (Chromosomally unstable - CIN): Το 50% των περιστατικών 

καρκίνου του στομάχου χαρακτηρίζονται ως χρωμοσωμικά ασταθείς, με τον συγκεκριμένο 

φαινότυπο να αφορά κατά κανόνα την περιοχή της καρδίας του στομάχου. Το 71% των 

γαστρικών όγκων αυτού του υποτύπου φέρουν μεταλλάξεις στο γονίδιο TP53, καθώς και στα 

γονίδια ARID1A, KRAS, PIK3CA, RNF43, ERBB2 και APC44. O CIN γαστρικός καρκίνος, φαίνεται 

να σχετίζεται με τον εντερικό ιστολογικό υπότυπο κατά Lauren, παρουσιάζοντας παράλληλα 

αυξημένα ποσά έκφρασης της p53 πρωτεΐνης, η απώλεια της οποίας συνεπάγεται και τα 

υψηλά ποσοστά ανευπλοειδίας (δηλαδή του μη φυσιολογικού αριθμού χρωμοσωμάτων, ή 

τμημάτων αυτών, στο κύτταρο)93. Οι παραπάνω πληροφορίες συμβαδίζουν επίσης με τις 

παρατηρήσεις που αφορούν γονίδια με τη μέγιστη συχνότητα απώλειας ετεροζυγωτίας, 

όπως οι γενετικοί τόποι των  APC (36%) και TP53 (33%). Μεταλλαγές στο γονίδιο TP53, έχουν 

συσχετιστεί με προκαρκινικές γαστρικές αλλοιώσεις, υποδεικνύοντας ότι η απώλεια της 

λειτουργείας της p53 προδιαθέτει για γαστρική καρκινογένεση94. Επιπλέον, αυξημένα 

επίπεδα στους χρωμοσωμικά ασταθείς γαστρικούς καρκίνους παρουσιάζει και η συχνότητα 

φωσφορυλίωσης του υποδοχέα EGFR, η οποία είναι ανάλογη της αυξημένης έκφρασής του. 

               Ωστόσο, το πιο σημαντικό χαρακτηριστικό του χρωμοσωμικά ασταθούς γαστρικού 

καρκίνου αφορά την υψηλή συχνότητα μεταβολής των αντιγράφων σε διάσπαρτους 

γενετικούς τόπους του γονιδιώματος (Copy Number Variations - CNVs)95. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα  αποτελούν γονίδια που κωδικοποιούν υποδοχείς με δράση κινάσης τυροσίνης 

(RTKs) και ορισμένων προσδετών (πχ VEGFA), όπου αύξηση των αντιγράφων τους οδηγεί σε 

μη φυσιολογική κυτταρική ανάπτυξη96. Ενισχύσεις γενετικών τόπων στον χρωμοσωμικά 

ασταθή υπότυπο, αφορούν και γονίδια που συμμετέχουν στον κυτταρικό κύκλο (π.χ. CCNE1, 

CCND1, and CDK6)97. Το φαινόμενο της αύξησης της έκφρασης εξαιτίας του αυξημένου 

αριθμού αντιγράφων αφορά και μεταγραφικούς παράγοντες, όπως οι  KLF5, GATA4 και 

GATA6 οι οποίοι ενισχύονται σε αντίγραφα στον καρκίνο του στομάχου98. Έχει αποδειχθεί ότι 

οι τρεις αυτοί μεταγραφικοί παράγοντες συμμετέχουν στο ίδιο σύμπλοκο και λειτουργούν 

συνεργατικά ως ογκογόνοι ρυθμιστές κυτταρικών γενεαλογιών (lineage survival 

oncogenes)99, επάγοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό100. Επιπλέον, το 30% των ασθενών 

με γαστρικό αδενοκαρκίνωμα έχει παρουσιάσει ενίσχυση στα γονίδια των KLF5, GATA4 και 

GATA6, καθιστώντας τους τρεις αυτούς μεταγραφικούς παράγοντες πιθανούς ερευνητικούς 

στόχους για την περαιτέρω μελέτη της νόσου101.  

               O καρκίνος του στομάχου χαρακτηρίζεται από υψηλό ποσοστό γεγονότων 

γονιδιωματικής και χρωμοσωμικής αστάθειας. Η συχνή εμφάνιση των CNVs στον γαστρικό 

καρκίνο και η γενική τους τάση να προάγουν την καρκινογένεση, τα καθιστά κατάλληλα για 

μελέτη και χαρακτηρισμό. Δεδομένης της πληθώρας πληροφοριών που μπορεί να αντληθεί 

όσον αφορά την ταυτοποίηση σηματοδοτικών μονοπατιών ή κλινικοπαθολογικών στοιχείων, 

είναι δυνατή η διαδικασία προσδιορισμού και ανάπτυξης νέων βιοδεικτών της ασθένειας95. 

Ως αποτέλεσμα, μέσω του ακριβούς προσδιορισμού και της ανίχνευσης των CNVs και υπό τις 

συνθήκες ετερογένειας που χαρακτηρίζουν τη νόσο, μπορεί να γίνει δυνατή η ανάπτυξη 

διαγνωστικών, προγνωστικών και θεραπευτικών προσεγγίσεων του γαστρικού καρκίνου. 
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Εικόνα 6: Επισκόπηση των τεσσάρων μοριακών υποτύπων γαστρικού καρκίνου, σύμφωνα με 
τον TCGA102. 
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1.2.Παραλλαγές αριθμού αντιγράφων (Copy Number Variations - CNVs)   
                Η γενετική ποικιλομορφία, δηλαδή οι διαφορές στις κωδικές και μη κωδικές 

περιοχές του γονιδιώματος, είναι το κύριο στοιχείο που καθιστά τον άνθρωπο και κατ’ 

επέκταση κάθε ζωντανό οργανισμό, μια μοναδική οντότητα103. Διακρίνονται ποικίλοι τύποι 

γενετικών μεταλλαγών που συμβάλλουν σε αυτή την ποικιλομορφία, εκ των οποίων ένα 

μεγάλο ποσοστό παραμένει ανεξερεύνητο. Ο ανθρώπινος πληθυσμός παρουσιάζει 

εκτεταμένες παραλλαγές (variants) σε ένα σύνολο χρωμοσωμικών τμημάτων και στον 

αριθμό των στοιχείων που περιέχονται εντός αυτών. Οι παραλλαγές διακρίνονται στις εξής 

δύο κατηγορίες104: 

Μονονουκλεοτιδικές παραλλαγές (Single Nucleotide Variants - SNVs): Μεταβολές σε 

μεμονωμένες νουκλεοτιδικές θέσεις σε συγκεκριμένα σημεία του γονιδιώματος. 

Αντιπροσωπευτικό παράδειγμα αποτελούν οι μονονουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (Single 

Nucleotide Polymorphisms - SNPs), στους οποίους ανήκουν οι παραλλαγές με συχνότητα 

μεγαλύτερη του 1% στον πληθυσμό. 

Παραλλαγές αριθμού αντιγράφων (Copy Number Variants - CNVs): Μεταβολές οι οποίες 

αφορούν αλλαγές στον αριθμό και το μήκος των χρωμοσωμικών τμημάτων, σε σύγκριση με 

ένα γονιδίωμα αναφοράς. Το μήκος των τμημάτων, όσον αφορά την τάξη μεγέθους, 

κυμαίνεται από 1kb έως και μερικά Mb105. 

               Τα CNVs εντάσσονται στην κατηγορία των δομικών παραλλαγών (Structural Variants 

- SVs), δηλαδή γονιδιωματικών ανακατατάξεων που επηρεάζουν την αρχιτεκτονική των 

χρωμοσωμάτων. Τα SVs μπορεί να χαρακτηρίζονται ως ισορροπημένα (balanced), δηλαδή 

χωρίς συνολική απώλεια ή περίσσεια γενετικού υλικού εντός ή μεταξύ των χρωμοσωμάτων, 

είτε αντίθετα ως μη ισορροπημένα (unbalanced)106. Οι χρωμοσωμικές ανευπλοειδίες 

εκφράζουν μια ακραία μορφή μη ισορροπημένης δομικής παραλλαγής. Οι κυριότεροι τύποι 

των SVs είναι οι εξής105 (Εικόνα 7): 

Μεταθέσεις (Translocations): Αλλαγές θέσης χρωμοσωμικών τμημάτων μεταξύ δύο 

ομόλογων ή μη χρωμοσωμάτων, χωρίς απώλεια ή περίσσεια γενετικού υλικού. 

Αναστροφές (Inversions): Αλληλουχίες οι οποίες έχουν αντιστραφεί σε σχέση με την αρχική 

τους κατεύθυνση σε σχέση με το υπόλοιπο χρωμόσωμα. Ορίζονται ως περικεντρικές 

(pericentric), αν εντοπίζονται στην περιοχή του κεντρομερούς ενώ ως παρακεντρικές 

(paracentric) εάν εντοπίζονται σε ποιο απομακρυσμένες χρωμοσωμικές περιοχές. 

Ενθέσεις (Insertions): Προσθήκες νέων αλληλουχιών στο γονιδίωμα, ως επί το πλείστον 

μεταθετών στοιχείων (Mobile Element Insertions – MEIs). 

Ελλείψεις (Deletions) και διπλασιασμοί (Duplications): Απαλοιφές ή επαναλήψεις 

τμημάτων στο DNA (αποκλίνουσες του φυσιολογικού) σε σύγκριση με ένα γονιδίωμα 

αναφοράς. Οι επαναλήψεις αυτές μπορούν να είναι συνεχείς (in tandem) ή να είναι 

διάσπαρτες στο γονιδίωμα (interspersed). Τα CNVs ανήκουν στην πλειοψηφία τους στις δύο 

αυτές δομικές παραλλαγές. 

              Περαιτέρω είδη SVs μπορούν να θεωρηθούν τα ισοχρωμοσώματα 

(isochromosomes)107 όπου τα άκρα δύο μη ομόλογων χρωμοσωμάτων αποτελούν 

κατοπτρικά είδωλα, οι εύθραυστες χρωμοσωμικές περιοχές (fragile sites)108, τα δακτυλιοειδή 

χρωμοσώματα (ring chromosomes)109, οι τμηματικές μονογονικές δυσωμίες (segmental 

uniparental disomies)110, όπου ένα τμήμα χρωμοσώματος έχει κληρονομηθεί σε δύο δόσεις 
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μόνο από ένα γονέα και επιπλέον εξωχρωμοσωμικά τμήματα DNA, γνωστά ως double 

minutes τα οποία είναι προϊόντα του φαινομένου της χρωμοσωμικής θραύσης 

(chromothripsis)104. Κατά τη θραύση λαμβάνει χώρα ένα σύνολο ταυτόχρονων δομικών 

ανακατατάξεων, που έχουν ως αποτέλεσμα πολλαπλές ελλείψεις, μεταθέσεις και 

αναστροφές στο γονιδίωμα. 

 

 

Εικόνα 7: Κατηγορίες δομικών παραλλαγών στο γονιδίωμα105. 

 

1.2.1. Χαρακτηριστικά των CNVs  
Στο ανθρώπινο γονιδίωμα υγιών ατόμων, ένα ποσοστό που κυμαίνεται μεταξύ 4,8% 

με 9,5%, αντιστοιχεί σε CNVs111. Ποικιλία στον αριθμό των επαναλαμβανόμενων 

αλληλουχιών δύναται επίσης να εμφανίζεται σε διαφορετικά όργανα και ιστούς του ίδιου 

ατόμου112. Οι παραλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων φαίνεται να είναι τουλάχιστον το 

ίδιο σημαντικές με τους μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς όσον αφορά την διάκριση 

μεταξύ των ατόμων στον πληθυσμό113. Υπάρχουν παραδείγματα CNVs, ευρέως 

διαδεδομένων στο γονιδίωμα υγιών ατόμων, που δεν εμπλέκονται στην πρόκληση 

οποιασδήποτε ασθένειας. Η συστηματική ανάλυση τους μέσω του 1000 Genomes Project και 

άλλων ερευνών σε πολυπληθείς πληθυσμούς υγιών ατόμων, έχει ρίξει φως στην συχνότητα 

και τα αποτελέσματα αυτής της ποικιλομορφίας στο ανθρώπινο γονιδίωμα114 (Εικόνα 8). 

Τυπικό παράδειγμα αποτελεί το γονίδιο της σιαλικής αμυλάσης (AMY1), του οποίου ο 

αριθμός των αντιγράφων είναι ευθέως ανάλογος με την ποσότητα της πρωτεΐνης που 

ανιχνεύεται στον οργανισμό115. Ο μέσος αριθμός των αντιγράφων είναι μεγαλύτερος σε 

πληθυσμούς με κατανάλωση υψηλών επιπέδων αμύλου σε σχέση με αυτούς που 

καταναλώνουν λιγότερες ποσότητες116. Τα CNVs ευθύνονται για την πλειοψηφία της 

ποικιλότητας μεταξύ των ατόμων όσον αφορά την έκταση σε ζεύγη βάσεων, καθώς 

υπερβαίνουν συνδυαστικά τόσο το σύνολο των SNVs όσο και των προσθηκών και ελλείψεων 

μικρής κλίμακας (Indels)117. 
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Εικόνα 8: Ανάλυση της κατανομής  των CNVs σε διάφορους πληθυσμούς ανά τον κόσμο114. 

Έχει επικρατήσει η υπόθεση ότι η κατανομή των CNVs στο γονιδίωμα δεν είναι 

τυχαία118. Έχουν εντοπιστεί αρκετά «θερμά» σημεία (“hot” spots) στα οποία οι παραλλαγές 

στον αριθμό των αντιγράφων εκδηλώνονται με υψηλότερη συχνότητα119,120. Οι περιοχές του 

γονιδιώματος που φέρουν αυτά τα σημεία είναι γνωστές ως CNVRs (Copy Number Variation 

Regions)121. Για την ακρίβεια πάνω από 250 περιοχές, επιμέρους μήκους 1Mb, έχουν βρεθεί 

να φέρουν παραλλαγές σε ποσοστό άνω του 50% της αλληλουχίας τους122. Τα CNVs 

εμφανίζονται ως επί το πλείστον στις περιοχές του κεντρομερούς και των τελομερών, 

φαινόμενο που εξηγείται εύκολα από τα μεγάλα ποσοστά επαναλήψεων που περιέχουν123. 

Η συσχέτιση μεταξύ των χρωμοσωμάτων και του περιεχομένου τους σε CNVs δεν είναι 

ξεκάθαρη, καθώς κάποια χρωμοσώματα εμφανίζουν μεγαλύτερη περιεκτικότητα από άλλα. 

Για παράδειγμα, οι παραλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων καταλαμβάνουν περίπου το 

19,8% της αλληλουχίας στο χρωμόσωμα 18, ενώ στα χρωμοσώματα 16,17,19,22 και Υ, το 

ποσοστό ξεπερνά το 41%107,124,125. Τα παραπάνω δεδομένα αντικατοπτρίζουν τις διαφορές  

στην δομή του γονιδιώματος μεταξύ των χρωμοσωμάτων, καθιστώντας κάποια από αυτά πιο 

ευαίσθητα σε μεταλλαγή από άλλα. Επιπλέον, υπάρχουν ενδείξεις συσχέτισης μεταξύ 

γονιδίων και CNVRs, καθώς περιοχές πλούσιες σε γονίδια είναι ταυτόχρονα πλούσιες σε 

CNVs και αντίστροφα, μέσω πειραμάτων ανάλυσης του αριθμού των επαναλήψεων, σε 

συνδυασμό με ανάλυση της πυκνότητας των εξονίων των γονιδίων στόχων122. 

Εκτός από την μη τυχαία κατανομή των CNVs, φαίνεται να υπάρχουν και ενδείξεις 

αλληλοεπικάλυψης γονιδιακών αλληλουχιών και επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών κατά 

μήκος του γονιδιώματος121,126. Αναλύσεις οντολογίας έχουν υποδείξει έναν μεγάλο αριθμό 

γονιδίων με παραλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων, σχετικών με την ανοσολογική 

απόκριση και την απόκριση στα εξωτερικά ερεθίσματα127. Γονίδια που έχουν ρόλο στην ορθή 

λειτουργία των αισθήσεων, όπως οσφρητικοί υποδοχείς και φωτοΰποδοχείς, έχουν 

εντοπιστεί σε CNVRs121,128,129.  Στην ίδια κατηγορία ανήκουν και γονίδια που συμμετέχουν σε 

διάφορες νευροφυσιολογικές διεργασίες και στην ανάπτυξη του εγκεφάλου. Πιο 

συγκεκριμένα, το σύμπλεγμα γονιδίων της πρωτοκαδερίνης στο χρωμόσωμα 5, τα οποία 
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έχουν ρόλο στην ομαλή εγκεφαλική λειτουργία, εμφανίζει μεγάλη περιεκτικότητα σε CNVs129. 

Τέλος, υπάρχουν και οι περιπτώσεις γονιδίων με πολύ μικρή συχνότητα εμφάνισης 

παραλλαγών στον αριθμό των αντιγράφων. Τυπικό παράδειγμα αποτελούν γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες με επικράτειες πρόσδεσης στο γονιδίωμα, καθώς και πρωτεΐνες 

που εμπλέκονται στον μεταβολισμό των νουκλεΐκών οξέων130. Ομοίως, γονίδια που 

συμμετέχουν στην κυτταρική σηματοδότηση και στον πολλαπλασιασμό σημειώνουν μικρά 

ποσοστά εμφάνισης CNVs121 στο φυσιολογικό γονιδίωμα. Το γεγονός αυτό αντικατοπτρίζει 

το μέγεθος της επιλογής που υφίστανται, εξαιτίας του σημαντικού τους ρόλου στην ανάπτυξη 

και τη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης118. 

1.2.2. Επίδραση των CNVs στο φαινότυπο 
Οι παραλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων μπορούν να επηρεάσουν τα γονίδια με 

πολλούς τρόπους και αυτό αντίστοιχα μπορεί να γίνει αντιληπτό από τις αλλαγές που 

παρατηρούνται στο φαινότυπο. Η διαφορά στον αριθμό των αντιγράφων ολόκληρων 

γονιδίων (gene dosage effect) δύναται να συνεπάγεται και διαφορά στην γονιδιακή 

έκφραση, αφού αύξηση ή μείωση του θα προκαλούσε αύξηση ή μείωση των επιπέδων 

έκφρασης αντίστοιχα131,132. Εκτιμάται ότι πάνω από το 17,7% της κληρονομήσιμης μεταβολής 

στην έκφραση οφείλεται στην ύπαρξη CNVs133. Όσον αφορά τα γονίδια που η λειτουργία τους 

επηρεάζεται από τον αριθμό των αντιγράφων, περιπτώσεις απώλειας (loss of function) ή 

κέρδους λειτουργίας (gain of function) μπορούν να οδηγήσουν σε επιβλαβή ή ωφέλιμο 

φαινότυπο. Η ποικιλομορφία στην έκφραση λόγω των CNVs διαφέρει από γονίδιο σε γονίδιο, 

όπως φαίνεται στις περιπτώσεις των GSTT1 και UGT2B17, τα οποία συνεισφέρουν στην 

μεταφορά μορίων στο εσωτερικό του κυττάρου, και του γονιδίου SNCA134,135. Το 

συγκεκριμένο γονίδιο κωδικοποιεί την α-συνουκλεΐνη, η οποία συμβάλλει στην διατήρηση 

του αριθμού των κυστιδικών μεταφορέων στην συναπτική σχισμή. Το τελευταίο μάλιστα, 

παρουσιάζει σχεδόν άμεση θετική συσχέτιση μεταξύ των αριθμών των αντιγράφων και των 

επιπέδων mRNA και παραγόμενης πρωτεΐνης135. Γενικά, έχει παρατηρηθεί ότι η πλειοψηφία 

των συσχετίσεων μεταξύ CNVs και επιπέδων έκφρασης αφορά θετική αναλογία, με την 

αύξηση του αριθμού των αντιγράφων να συνεπάγεται αύξηση της έκφρασης. Οι περιπτώσεις 

αρνητικής συσχέτισης ανέρχονται σε ποσοστό 5-15% του συνόλου133. 

Η αλλαγή στον αριθμό των γονιδιακών αντιγράφων δεν αποτελεί τη μοναδική 

περίπτωση επίδρασης των CNVs στα επίπεδα της γονιδιακής έκφρασης. Περίπου το 50% των 

επιδράσεων περιλαμβάνουν διαταραχές κωδικών αλληλουχιών, όπως απαλοιφές εξονίων, 

ρυθμιστικών στοιχείων και λοιπών λειτουργικών περιοχών. Τα CNVs που εμπλέκουν τμήματα 

γονιδίων οδηγούν δυνητικά στη δημιουργία παραλλαγμένων πρωτεϊνών, μέσω διαδικασιών 

ανακατανομής εξονίων (exon shuffling)136, σχηματισμού προϊόντων εναλλακτικού 

ματίσματος (splice variants)137 ή ακόμη και χιμαιρικών γονιδίων. Τυπικό παράδειγμα 

αποτελεί η σύντηξη των κωδικών περιοχών δύο γονιδίων, των OR51A4 και OR51A2 που 

κωδικοποιούν οσφρητικούς υποδοχείς126. Ελλείψεις ή διπλασιασμοί εκτός των κωδικών 

περιοχών των γονιδίων μπορούν επίσης να επηρεάσουν την γονιδιακή έκφραση μέσω 

μεταβολής της θέσης ή της λειτουργίας καίριων ρυθμιστικών στοιχείων (position effects)138. 

Επιπλέον στοιχεία επιβεβαιώνουν την επίδραση των CNVs στην εξ αποστάσεως ρύθμιση, 

ακόμα και σε αποστάσεις άνω των 2 Mb από γονίδια133. Έλλειψη ενός ρυθμιστικού στοιχείου 

με κατασταλτική λειτουργία μπορεί να προκαλέσει αύξηση της έκφρασης ενός γονιδίου 

στόχου του. Αντίστοιχα, διπλασιασμοί μεταξύ ενός υποκινητή και του σημείου έναρξης της 

μεταγραφής (Transcriptional Start Site - TSS) μπορεί να οδηγήσουν σε μείωση της έκφρασης 

του γονιδίου που ρυθμίζει, εξαιτίας της αύξησης της μεταξύ τους απόστασης139.  
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Πιθανό αποτέλεσμα της ύπαρξης παραλλαγών στον αριθμό των αντιγράφων 

αποτελεί και ο μωσαϊκισμός. Πιο συγκεκριμένα, ένα γονίδιο δύναται να μετατεθεί σε θέση 

παρακείμενη σε περιοχές ετεροχρωματίνης, οι οποίες εμφανίζουν υψηλό αριθμό 

συμπύκνωσης και άρα μειωμένη έως και μηδενική μεταγραφική ενεργότητα. Η μετάθεση 

κοντά σε τέτοιες περιοχές μπορεί να προκαλέσει εξάπλωση της ετεροχρωματινικής δομής σε 

περιοχές ευχρωματίνης, οι οποίες παρουσιάζουν χαμηλό αριθμό συμπύκνωσης και υψηλή 

μεταγραφική ενεργότητα, και άρα σε σίγηση του συγκεκριμένου γονιδίου140. Το ποσοστό των 

ετεροχρωματινικών περιοχών ποικίλει μεταξύ των κυττάρων, με αποτέλεσμα ο μωσαϊκισμός 

σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης να οφείλεται σε γονίδια που μπορεί να εκφράζονται σε ένα 

κύτταρο, ενώ σε ένα άλλο όχι. Τα CNVs μπορούν επίσης να οδηγήσουν σε φαινόμενα 

ιστοειδικότητας όσον αφορά συγκεκριμένες ρυθμιστικές αλληλουχίες ή ισομορφές εξονίων, 

οδηγώντας σε μεταβολές στην έκφραση των προϊόντων τους, αυξάνοντας ακόμα 

περισσότερο την πολυπλοκότητα των μηχανισμών που διέπουν την ομαλή λειτουργία των 

κυττάρων141. 

Ανάλογα με την κλινική τους σημαντικότητα, τα CNVs μπορούν να διακριθούν σε μία 
από τις εξής τρεις κατηγορίες142: 
 
Καλοήθεις παραλλαγές (Benign variants): Σε αυτές ανήκουν τα CNVs που ενισχύονται σε 
άτομα του πληθυσμού αλλά δεν προδιαθέτουν για παθολογικούς φαινοτύπους. 
Εμφανίζονται με μεγάλη συχνότητα στον πληθυσμό και είναι υπεύθυνα για την εγκαθίδρυση 
της ποικιλομορφίας στο εσωτερικό του. 
 
Παθογόνες παραλλαγές (Pathogenic variants): Τα CNVs αυτής της κατηγορίας έχουν 
συσχετιστεί έντονα με ασθένειες και εμφανίζουν υψηλή διεισδυτικότητα. 
 
Παραλλαγές αμφιβόλου σημαντικότητας (Variants of uncertain significance - VUS): Σε 
αυτές εντάσσονται όλες οι παραλλαγές που δεν ορίζονται ως καλοήθεις ή παθογόνες. Η 
συγκεκριμένη κατηγορία αποτελείται από CNVs τα οποία δεν έχουν ταυτοποιηθεί, ή αν έχουν 
ταυτοποιηθεί δεν υπάρχουν επαρκή και ξεκάθαρα δεδομένα για την κλινική τους 
σημαντικότητα. Εντοπίζονται τρεις υποκατηγορίες VUS: Αρχικά, οι πιθανώς παθογόνες (likely 
pathogenic), στις οποίες τα CNVs έχουν καταγραφεί σε μοναδικές περιπτώσεις ασθενών 
ατόμων και ίσως περιέχουν γονίδια που σχετίζονται με την ασθένεια. Οι πιθανώς καλοήθεις 
(likely benign) όπου τα CNVs δεν περιέχουν κάποιο γονίδιο, ωστόσο το μέγεθός τους ξεπερνά 
τα όρια του συνηθισμένου.  Τέλος, υπάρχουν και οι παραλλαγές αμφιβόλου σημαντικότητας 
που δεν επιδέχονται υποκατηγοριοποίησης (VUS with no sub-classification). Η συγκεκριμένη 
υποκατηγορία περιλαμβάνει CNVs που περιέχουν γονίδια, για τα οποία ωστόσο δεν 
υπάρχουν πληροφορίες όσον αφορά τη λειτουργία τους, κι αν αυτή επηρεάζεται από τον 
αριθμό των αντιγράφων142. Κάθε CNV χαρακτηρίζεται αρχικά ως VUS και στη συνέχεια μπορεί 
να ενταχθεί σε μία από τις άλλες δύο κατηγορίες143.  
 

1.2.3. Ασθένειες συσχετιζόμενες με CNVs 
Παρά την ύπαρξη καλοηθών περιπτώσεων στο ανθρώπινο γονιδίωμα, η επίδραση 

των CNVs στην γονιδιακή έκφραση, καθώς και οι διαταραχές που μπορούν να προκαλέσουν 
στην δομή και τη λειτουργία των γονιδίων, τα καθιστούν έναν καίριο αιτιολογικό παράγοντα 
για έναν μεγάλο αριθμό ασθενειών118. Δεδομένου του μεγάλου αριθμού των γονιδίων ο 
γενετικός τόπος των οποίων υπόκειται σε CNVs, είναι λογικό κάποια από αυτά να συνδέονται 
με το ευρύ φάσμα παθολογιών που συνδέονται με αλλαγή στον αριθμό αντιγράφων DNA. 
Περίπου το 50% των γονιδίων με CNVs που έχουν καταχωρηθεί στην βάση δεδομένων OMIM 
σχετίζονται με μεντελικά νοσήματα129. Τη σχετική λίστα συμπληρώνουν γονιδιωματικές 
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διαταραχές (Genomic Disorders - δηλαδή διαταραχές που οφείλονται σε αστάθεια του 
γονιδιώματος)104 και λοιπές ασθένειες.  
 

Μεγάλος αριθμός μεταβολών στον αριθμό των αντιγράφων οδηγεί αποδεδειγμένα 
σε μονογονιδιακές ασθένειες. Κλασικό παράδειγμα αποτελεί η νόσος του Huntington, κατά 
την οποία αύξηση των τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων CAG στο γονίδιο ΗΤΤ που 
κωδικοποιεί την χαντικτίνη οδηγεί σε αδυναμία ελέγχου των κινήσεων. Η ασθένεια φέρει 
αυτοσωμικό επικρατές πρότυπο κληρονόμησης144. Όσον αφορά τις ασθένειες με 
υπολειπόμενο τύπο κληρονόμησης, η δημιουργία ημιζυγωτίας εξαιτίας της έλλειψης ενός 
γονιδιακού αλληλομόρφου θα μπορούσε να προκαλέσει την εκδήλωση μιας παθογόνου 
μετάλλαξης στο εναπομείναν αντίγραφο. Αντίστροφα, ο διπλασιασμός ενός φυσιολογικού 
αλληλομόρφου δύναται να υπερκαλύψει τις επιπτώσεις της ύπαρξης μιας παθογόνου 
μετάλλαξης στο αντίστοιχο αλληλόμορφο του ομόλογου χρωμοσώματος, σώζοντας με αυτό 
τον τρόπο τον φαινότυπο. Ο ρόλος των CNVs απαντάται επίσης και στις περιπτώσεις 
επικρατών νοσημάτων που χαρακτηρίζονται από ποικίλη διεισδυτικότητα113. Ενδεικτικό 
παράδειγμα αποτελεί ο γενετικός τόπος APP στο χρωμόσωμα 21, ο οποίος έχει προκύψει 
από διπλασιασμό του γονιδίου APP και σχετίζεται με την νόσο Alzheimer. H συγκεκριμένη 
αύξηση στον αριθμό των αντιγράφων ευθύνεται για την αυξημένη αποθήκευση ποσοτήτων 
αμυλοειδούς στον εγκέφαλο145. Ομοίως, τριπλασιασμός του γονιδίου SNCA, ο οποίος οδηγεί 
στον σχηματισμό μεγάλου αριθμού σωματίων Lewy (Lewy bodies), έχει συσχετιστεί με νόσο 
του Parkinson με επικρατή τρόπο κληρονόμησης146. Κανένα από τα δύο παραπάνω γονίδια 
δεν εμφανίζει ανάλογες παραλλαγές σε υγιή άτομα, γεγονός που τα καθιστά πρωταρχικούς 
αιτιολογικούς παράγοντες για την εκάστοτε ασθένεια.  
 

Η διαθεσιμότητα και η εφαρμογή προηγμένων γονιδιωματικών τεχνολογιών έχει 
οδηγήσει στην αποτελεσματικότερη ανίχνευση των CNVs και στην ανακάλυψη νέων 
ασθενειών που προκαλούνται από αυτά. Ως αποτέλεσμα, τα CNVs αναγνωρίζονται όλο και 
περισσότερο ως πηγή γενετικής ποικιλομορφίας στον παγκόσμιο πληθυσμό, αλλά και ως ένα 
φορτίο μεταλλάξεων, άρρηκτα συνδεδεμένο με τις ανθρώπινες ασθένειες. 
 

1.2.4. O ρόλος των CNVs στον καρκίνο 
Οι παραλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων τόσο σε επίπεδο χρωμοσωμάτων όσο 

και σε επίπεδο χρωμοσωμικών τμημάτων παρατηρούνται σε υψηλή συχνότητα στον 

καρκίνο147-149. Ενίσχυση ογκογονιδίων αλλά και ελλείμματα ογκοκαταστολέων έχουν 

αποδειχθεί καθοριστικά γεγονότα για την πρόοδο της καρκινογένεσης150. Παραδείγματα 

αποτελούν οι ενισχύσεις του γονιδίου EGFR στα γλοιώματα151, του MYCN στο 

νευροβλάστωμα152, του MYC στην οξεία μυελώδη λευχαιμία153 καθώς και του ERBB2 σε 

περιπτώσεις καρκίνου του μαστού, των ωοθηκών και καρκίνων του πνεύμονα154. Ομοίως, 

ελλείψεις ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως του PTEN και του VHL, έχουν καταγραφεί σε 

μια ποικιλία όγκων155,156. Πολλές φορές οι όγκοι εξαρτώνται από τέτοια γεγονότα 

προκειμένου να εξασφαλίσουν τον πολλαπλασιασμό και την επιβίωση, επιλέγοντας έτσι 

υποπληθυσμούς καρκινικών κυττάρων με τέτοιους γονότυπους που τους δίνουν 

πλεονέκτημα εξάπλωσης και τελικά κυριαρχίας μέσα στον όγκο. Η στόχευση αυτών των 

γονιδίων οδηγεί στον περιορισμό ή ακόμα και την εξάλειψή του. Το φαινόμενο αυτό είναι 

γνωστό ως ογκογονιδιακή εξάρτηση (oncogene addiction)157-160. Πέρα από την ενίσχυση 

ογκογονιδίων, έχουν παρατηρηθεί αλλαγές και στον αριθμό των αντιγράφων ποικίλων 

χρωμοσωμικών περιοχών. Αναλύσεις ολόκληρου του γονιδιώματος έχουν καταγράψει 

76.000 αυξήσεις και 55.000 ελλείματα σε ένα σύνολο 3.131 περιστατικών καρκίνου148. Μια 

τυπική περίπτωση καρκίνου χαρακτηρίζεται από 17% ενισχύσεις και 16% ελλείψεις, 

συγκριτικά με το 0,5% των φαινομένων σε φυσιολογικά δείγματα148. Τα παραπάνω δεδομένα 
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υποδεικνύουν ότι τα CNVs είναι ένα εξαιρετικά συχνό φαινόμενο στα καρκινικά κύτταρα. 

Επιπλέον, αναλύσεις σε 17 τύπους όγκων αποδεικνύουν ότι το 25% του γονιδιώματος  

επηρεάζεται από μεταβολές σε επίπεδο ολόκληρων χρωμοσωμάτων ενώ το 10% από 

μικρότερης κλίμακας χρωμοσωμικές αλλαγές148. Οι αλλαγές αυτές περιλαμβάνουν περιοχές 

μεμονωμένων γονιδίων και χαρακτηρίζονται με τον όρο εστιακά φαινόμενα (focal 

events)148,161. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι οι περισσότερες περιοχές που ενισχύονται 

στον καρκίνο μέσω τέτοιων φαινομένων (focally amplified) περιέχουν ογκογονίδια, ενώ 

αντίστοιχα οι περιοχές που απαλείφονται (focally deleted) περιέχουν ογκοκατασταλτικά 

γονίδια161,162. Τέτοιου είδους παρατηρήσεις οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η επιλογή που 

ασκείται κατά την ογκογένεση δύναται να προκαλέσει στοχευμένη, και όχι τυχαία, ενίσχυση 

ή έλλειψη συγκεκριμένων περιοχών στο γονιδίωμα των καρκινικών κυττάρων. 

 Γονιδιωματικές εστιακές ενισχύσεις (focal amplifications) μπορούν επίσης να 

αφορούν και γονίδια που συμμετέχουν στην απόκριση των φαρμάκων. Περίπου το 10% των 

περιπτώσεων καρκίνου εμφανίζουν εστιακή ενίσχυση της περιοχής 1q21.2 στο χρωμόσωμα 

1, το οποίο περιέχει το αντιαποπτωτικό γονίδιο MCL1. Ένα άλλο παράδειγμα αφορά το 

γονίδιο BCL2L1 στην περιοχή 20q11.21163. Και τα δύο γονίδια είναι απαραίτητα για την 

επιβίωση του κυττάρου, επομένως η ενίσχυσή τους στο περιβάλλον του όγκου θα μπορούσε 

να προσδώσει ένα μεγάλο πλεονέκτημα στην επιβίωση των καρκινικών κυττάρων.  

 Μεταβολές στη δομή των χρωμοσωμάτων σε διάφορες περιοχές μπορούν επίσης να 

αποτελέσουν αιτία παθογένεσης για ορισμένους τύπους καρκίνου. Στο πολλαπλό μυέλωμα 

(Multiple Myeloma - MM), η πρόοδος της νόσου χαρακτηρίζεται μερικώς από εστιακές 

ενισχύσεις πλησίον του μικρού βραχίονα του χρωμοσώματος 1 (chr 1q). Μελέτες έχουν 

ταυτοποιήσει μια περιοχή 10-15 Mb η οποία συμμετέχει στην ενίσχυση της περιοχής 1q12-

23 στο ΜΜ164. Η εν λόγω περιοχή περιέχει έναν μεγάλο αριθμό γονιδίων που έχουν υποστεί 

ενίσχυση ή απορρύθμιση στην έκφρασή τους. Τυπικά παραδείγματα αποτελούν τα γονίδια 

CKS1B165,166, MUC1167 και MCL1168.  

Πολλοί τύποι καρκίνων χαρακτηρίζονται από συσχέτιση μεταξύ γονιδιακών 

ενισχύσεων και αυξημένης ανθεκτικότητας σε αντικαρκινικές θεραπείες169. Ασθενείς με 

καρκίνο των ωοθηκών που φέρουν ενίσχυση της περιοχής 1q12-21 εμφανίσουν 

ανθεκτικότητα σε θεραπεία με την καρκινική ουσία σισπλατίνη170. Ενισχύσεις του γονιδίου 

CCNE1 είναι παρούσες στο 25% των περιστατικών καρκίνου των ωοθηκών και σχετίζονται με 

μειωμένα ποσοστά επιβίωσης και αντίσταση σε αναστολείς των CDK2171. Σε περιπτώσεις 

καρκίνων του πνεύμονα, παρατηρείται μια αύξηση 11-13 φορές στον αριθμό των 

αντιγράφων της περιοχής 7q21.12. Η πλειοψηφία των γονιδίων εντός αυτής της περιοχής, 

συμπεριλαμβανομένων και γονιδίων που κωδικοποιούν μεταφορείς φαρμάκων όπως τα 

γονίδια MDR1/ABCB1, παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση172. Τα παραπάνω παραδείγματα 

υποδεικνύουν πως συγκεκριμένες περιοχές στο γονιδίωμα είναι εστιακά ενισχυμένες και 

συνδέονται με μεταβολή στην έκβαση της ασθένειας και στην απόκριση στη φαρμακευτική 

αγωγή. Το ενδεχόμενο οι επιλεγμένες δομικές μεταβολές και οι γονιδιακές ενισχύσεις να 

αποτελούν στοχαστικό φαινόμενο ή αποτέλεσμα μιας άρτια δομημένης απόκρισης ενάντια 

στις θεραπευτικές προσεγγίσεις προϋποθέτει περαιτέρω έρευνα. 
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1.2.5. Ο ρόλος των CNVs στον καρκίνο του στομάχου 
  Τα εναρκτήρια στάδια ανάπτυξης και εξέλιξης του γαστρικού καρκίνου 

χαρακτηρίζονται σε μεγάλο ποσοστό από απορρύθμιση μονοπατιών μεταγωγής σήματος 

μέσω γενετικών και επιγενετικών αλλαγών95,173-175. Αλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων 

δύνανται να επηρεάσουν την έκφραση μιας πληθώρας γονιδίων και να οδηγήσουν στην 

καρκινογένεση176. Τα τελευταία χρόνια, πολλά γονίδια έχουν προταθεί για τον πιθανό 

ογκοεπαγωγικό ή τον ογκοκατασταλτικό τους ρόλο μέσω της συμμετοχής του σε πολλαπλά 

στάδια πρωτογενούς και μεταστατικού καρκίνου τα οποία σχετίζονται με ένα ευρύ σύνολο 

μεταλλάξεων. Έρευνες στο παρελθόν έχουν αναδείξει έναν μεγάλο αριθμό ενθέσεων και 

ελλείψεων στο DNA των καρκινικών κυττάρων, με τις πρώτες να υπερτερούν έναντι των 

δεύτερων176. Τα CNVs είναι ένας ιδιαίτερα σημαντικός παράγοντας μεταβολής της 

γονιδιακής έκφρασης και ιδιαίτερα της δράσης διάφορων ογκοεπαγωγικών και 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων, γεγονός που εξηγεί την κλινική τους σημασία στον καρκίνο του 

στομάχου. Ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα είναι η αυξημένη παρουσία ενθέσεων και ελλείψεων και 

λοιπών CNVs σε ασθενείς με γαστρικό καρκίνο που παρουσιάζει μετάσταση σε λεμφαδένες95. 

Επιπλέον έρευνες έχουν υποδείξει στοχευμένα φαινόμενα δομικών παραλλαγών, με συχνές 

ενθέσεις στα χρωμοσώματα ή στις χρωμοσωμικές περιοχές 1q, 5p, 7, 8, 13 and 20 και 

ελλείψεις στα χρωμοσώματα 1p, 3p, 4, 5q, 9p, 17p, 18q, 19p, 21 and 2287. Παρόλο που έχει 

ταυτοποιηθεί ένας μεγάλος αριθμός περιοχών που φέρουν CNVs στον καρκίνο του 

στομάχου177, η μελέτη και ο χαρακτηρισμός γονιδίων που επηρεάζονται από αυτά απαιτεί 

περαιτέρω έρευνα για την αποσαφήνιση των λειτουργικών τους ρόλων178,179. Παρακάτω 

ακολουθούν αντιπροσωπευτικά παραδείγματα γονιδίων που εμφανίζουν αλληλεπίδραση με 

CNVs στον καρκίνο του στομάχου (Εικόνα 9).  

 Το γονίδιο PIK3CA που εντοπίζεται στην περιοχή 3q26.3 του χρωμοσώματος 3 

εμφανίζεται συχνά ενισχυμένο στον καρκίνο του στομάχου180. Η ενίσχυση αυτή φαίνεται να 

διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην συνολική πρόγνωση της νόσου, ανεξαρτήτως του 

σταδίου του όγκου, υποδηλώνοντας την υψηλή της σημασία στην πολύπλοκη διαδικασία της 

καρκινογένεσης και καθιστώντας το συγκεκριμένο γονίδιο ως υψηλής προγνωστικής 

αξίας181,182. Επιπλέον, μελέτες έχουν κατατάξει την ενίσχυση του γονιδίου S6K2 ως δείκτη 

κακής πρόγνωσης. Το συγκεκριμένο γονίδιο εμφανίζεται να απορυθμίζει τον μεταγραφικό 

παράγοντα mTOR στον καρκίνο του στομάχου183. Επίσης, ενίσχυση του γονιδίου TNK2 στην 

περιοχή 3q29 αποτελεί πιθανό προγνωστικό δείκτη της ασθένειας, συμβάλλοντας στην 

αύξηση της κακοήθειας184. Το ογκοκατασταλτικό γονίδιο APC στην περιοχή 5q21-q22 έχει 

πρωταρχικό ρόλο σε ποικίλες κυτταρικές διεργασίες, όπως ο πολυμερισμός των 

μικροσωληνίσκων, η μεταγωγή σήματος και η κυτταρική προσκόλληση185. Το προϊόν του 

γονιδίου είναι αρνητικός ρυθμιστής του μονοπατιού WNT. Η απενεργοποίησή του προκαλεί 

συσσώρευση της β-κατενίνης και μεταγραφικής ενεργοποίησης γονιδίων σχετικών με τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Ο γενετικός τόπος του APC εμφανίζει υψηλή συχνότητα 

ελλείψεων στον καρκίνο του στομάχου και ο μειωμένος αριθμός των αντιγράφων εμφανίζει 

υψηλή συσχέτιση με μετάσταση στους λεμφαδένες186. Πιο συγκεκριμένα, έλλειψη του 

γονιδίου είχε εντοπιστεί αρχικά σε γαστρικούς καρκίνους προχωρημένου σταδίου, γεγονός 

που το καθιστά σημαντικό στην εξέλιξη αλλά όχι στην έναρξη της νόσου. Ακόμη μια 

περίπτωση έλλειψης ογκοκατασταλτικού γονιδίου στον γαστρικό καρκίνο είναι αυτή του IRX1 

στην περιοχή 5p15.33. Το εν λόγω γονίδιο φυσιολογικά καταστέλλει διαδικασίες 

πολλαπλασιασμού, μετάστασης και ογκογένεσης. Η μείωση του αριθμού αντιγράφων του και 

κατά συνέπεια η μεταβολή στα επίπεδα έκφρασης του εμφανίζει συσχέτιση με μεθυλίωση 

υποκινητών57.  
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 Το γονίδιο MET εντοπίζεται στην περιοχή 7q21 του χρωμοσώματος 7 η οποία 

κωδικοποιεί έναν υποδοχέα του αυξητικού παράγοντα των ηπατικών κυττάρων. Η 

δυσλειτουργία του μονοπατιού MET έχει παρατηρηθεί σε πολλούς τύπους καρκίνου, μεταξύ 

αυτών και ο καρκίνος του στομάχου. Η ενεργοποίηση της MET σηματοδότησης προκαλείται 

κυρίως από ενίσχυση του γονιδίου MET, προκαλώντας αύξηση του μεγέθους του όγκου, 

εισβολή στους παρακείμενους ιστούς και αγγειογένεση. Μάλιστα, ο αυξημένος αριθμός των 

αντιγράφων του θεωρείται πιο αποτελεσματικός προγνωστικός δείκτης από την αυξημένη 

ποσότητα της πρωτεΐνης για την ασθένεια187-189. Κατά συνέπεια, αποτελεί θεραπευτικό στόχο 

μοριακών αναστολέων. Γονιδιωματική ενίσχυση του γονιδίου EGFR σχετίζεται επίσης με 

υψηλό ρίσκο μετάστασης σε γαστρικούς όγκους και η ταυτοποίησή της συνδέεται συνήθως 

με μη ευνοϊκή πρόγνωση. Ενισχυμένη περιοχή του EGFR παρατηρείται σε ποσοστό άνω του 

20% των περιπτώσεων γαστρικού καρκίνου, γεγονός που το καθιστά σημαντικό βιοδείκτη για 

την ασθένεια190-192. 

Αύξηση του αριθμού των αντιγράφων του γονιδίου που κωδικοποιεί τον 

μεταγραφικό παράγοντα c-MYC φαίνεται να έχει επίδραση σε διαδικασίες 

πολλαπλασιασμού, διαφοροποίησης και απόπτωσης. Η απορρύθμιση του συγκεκριμένου 

γονιδίου είναι χαρακτηριστικό του μοριακού φαινοτύπου του γαστρικού καρκίνου, τόσο σε 

επίπεδο βιοψιών, όσο και κυτταρικών σειρών193,194. Αντίστοιχα με το c-MYC, το γονίδιο 

POU5F1B που βρίσκεται σε γειτονική περιοχή στο χρωμόσωμα 8, εμφανίζει επίσης αυξημένο 

αριθμό αντιγράφων. Η ενίσχυση του οδηγεί σε υπερέκφραση και ακόλουθη επαγωγή της 

καρκινογένεσης στο στομάχι195,196. Το γονίδιο HER2 στην περιοχή 17q21 του χρωμοσώματος 

17 εμφανίζει ενίσχυση που συσχετίζεται με αλληλεπίδραση με το H. pylori και προκαλεί 

καρκινογόνες αλλοιώσεις, σε συνδυασμό με περιβαλλοντικούς παράγοντες197-199. Το γονίδιο 

TP53 στην περιοχή 17p13.1 κωδικοποιεί έναν κυρίαρχο ρυθμιστή γονιδιωματικής 

σταθερότητας200,201. Ως απάντηση στις βλάβες στο DNA, η πρωτεΐνη p53 πυροδοτεί έναν 

τεράστιο αριθμό κυτταρικών αποκρίσεων, συμπεριλαμβανομένων των διεργασιών 

επιδιόρθωσης του DNA, απόπτωσης, κυτταρικής διαφοροποίησης, μεταβολισμού, 

αγγειογένεσης και ανοσοαπόκρισης202-204. Σημαντική συσχέτιση μεταξύ ελλείψεων του 

γονιδίου TP53 και εμφάνισης προκαρκινικών γαστρικών αλλοιώσεων, υποστηρίζει την 

εμπλοκή των CNVs στα πρώιμα στάδια της καρκινογένεσης205-208.  



 27 

 

Εικόνα 9: Επισκόπηση των γονιδίων που εμφανίζουν CNVs σε συνδυασμό με τα μονοπάτια 
μεταγωγής σήματος, τα παθολογικά χαρακτηριστικά και τους θεραπευτικούς τους στόχους95.  

Τη σχετική λίστα συμπληρώνουν και πολλές περιπτώσεις CNVs γενετικών τόπων που 

περιέχουν γονίδια, όπως ενισχύσεις των γονιδίων AURKA, C20orf11, OCT1, FGFR2, CCND1 και 

ORAOV1, αλλά και έλλειψη του γονιδίου GKN195. Πολύ σημαντική ενδέχεται να είναι και η 

συνεισφορά των CNVs που εντοπίζονται στο μιτοχονδριακό DNA (mtDNA). Πιο 

συγκεκριμένα, η μείωση στον αριθμό των αντιγράφων των γονιδίων είναι εμφανής στα 

κλινικοπαθολογικά στάδια III και IV του γαστρικού καρκίνου. Αρκετές δομικές ανακατατάξεις 

έχουν ταυτοποιηθεί στο mtDNA, όπως ελλείψεις μεγάλου αριθμού βάσεων και μεταλλάξεις 

στην περιοχή του βρόχου D (D-loop region)209. Η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων εξαιτίας 

της παρουσίας CNVs δύναται να παίζει καθοριστικό ρόλο στην κακοήθη έκβαση του 

γαστρικού καρκίνου. Αυτό εξηγείται από τη συμμετοχή των μιτοχονδριακών γονιδίων στην 

παραγωγή ενέργειας, στον μεταβολισμό και στον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο210-

212.  

            Οι αλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων εντοπίζονται σε διαφορετικές χρωμοσωμικές 

περιοχές και επηρεάζουν την έκφραση ποικίλων γονιδίων, οδηγώντας τελικά στην ανάπτυξη 

γαστρικού καρκίνου95. Οι περισσότερες μελέτες εστιάζουν σε CNVs γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Παρόλα αυτά, τα τελευταία χρόνια η έρευνα έχει προσανατολιστεί 

σε αλλαγές στον αριθμό των αντιγράφων μη κωδικοποιητικών γονιδίων. Υπάρχουν ενδείξεις 

ότι τόσο τα μη κωδικοποιητικά RNA (non-coding RNAs - ncRNAs) όσο και τα μικρά RNA 

(miRNAs) μπορούν να επηρεάζονται όσον αφορά τη λειτουργία τους από την αλλαγή στον 

αριθμό των αντιγράφων τους στο γονιδίωμα213,214. Γι’ αυτό και χρήζουν  εκτενέστερης 

μελέτης με σκοπό την ανάδειξη τους ως χρήσιμους παράγοντες στην πρόοδο της νόσου. 
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1.3. Τα μακρά μη κωδικοποιητικά μόρια RNA (long-non coding RNAs) 
Η μελέτη των λειτουργιών του RNA έχει ενταθεί τα τελευταία χρόνια με την 

ανακάλυψη ότι το γονιδίωμα των θηλαστικών υπόκειται σε εκτεταμένη μεταγραφή215. 

Αποτέλεσμα αυτού του φαινομένου είναι η έκφραση χιλιάδων μη κωδικοποιητικών μορίων 

RNA, τα οποία κατέχουν σημαντικούς ρόλους σε κυτταρικές διαδικασίες 216,217 (Εικόνα 10). 

Στην πραγματικότητα, τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες αντιπροσωπεύουν ένα 

ελάχιστο ποσοστό του ανθρώπινου γονιδιώματος, περίπου το 2%, ενώ όλο το υπόλοιπο 

αντιστοιχεί σε μη κωδικοποιητικά RNA218. Η μελέτη των ncRNAs έχει εστιάσει κυρίως σε μια 

μικρή υποκατηγορία τους, στα miRNAs, τα οποία έχουν κύριο ρόλο στην ρύθμιση της 

γονιδιακής έκφρασης219. Τα τελευταία χρόνια η προσοχή έχει στραφεί στα μεγαλύτερα, τόσο 

σε μέγεθος, όσο και σε αριθμό, μακρά μη κωδικοποιητικά μόρια RNA (long non-coding RNAs 

- lncRNAs).  

 

Εικόνα 10: Κατηγορίες των μη κωδικοποιητικών μορίων RNA220. 

1.3.1.Χαρακτηριστικά και κατηγοριοποίηση των lncRNAs 
 Τα lncRNAs συγκροτούν μια ετερογενή ομάδα μορίων RNA τα οποία ποικίλουν όσον 

αφορά στο μήκος (άνω των 200 νουκλεοτιδίων και άνω των 100kb), τον υποκυτταρικό 

εντοπισμό (στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασμα ή και στα δύο), καθώς και τον λειτουργικό τους 

ρόλο σε ένα εύρος βιολογικών διεργασιών221. Η έκφραση τους περιορίζεται σε χαμηλότερα 

επίπεδα και εμφανίζει χαρακτηριστική  ιστοειδικότητα και ειδοειδικότητα σε σχέση με τα 

κωδικοποιητικά μετάγραφα. Ομοίως με το mRNA, τα lncRNAs μεταγράφονται από την RNA 

πολυμεράση II (RNA pol II), διαθέτουν καλύπτρα στο 5’ άκρο τους (5’ cap) και 

πολυαδενυλιωμένο 3’ άκρο (poly-A 3’ end) και υφίστανται εναλλακτικό μάτισμα222,223. 

Επιπλέον μπορούν να προκύψουν και από τους δύο κλώνους του DNA, ανεξαρτήτως 

προσανατολισμού224. Περίπου το 80% του μεταγραφόματος των θηλαστικών προβλέπεται 

ότι μεταγράφεται σε μη κωδικοποιητικά RNAs, ωστόσο ελάχιστος αριθμός αυτών έχει 

χαρακτηριστεί ως προς τη λειτουργία τους225. Σε αντίθεση με τα miRNAs, τα lncRNAs δεν 

φαίνεται να εμφανίζουν υψηλή συντήρηση εξελικτικά κι αυτός είναι ο λόγος που αρχικά 

χαρακτηρίστηκαν ως μεταγραφικός θόρυβος226,227. Παρόλα αυτά, συνεχώς αυξανόμενα 
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στοιχεία υποδεικνύουν ότι τα lncRNAs διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο σε μια μεγάλη 

ποικιλία βιολογικών διαδικασιών μεταξύ αυτών της γονιδιακής ρύθμισης, του 

πακεταρίσματος του γονιδιώματος, την οργάνωση της χρωματίνης, την αντιστάθμιση της 

γονιδιακής δόσης και του γονιδιωματικού εντυπώματος228-230. Επιτελούν κρίσιμους ρόλους 

στο έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης κατά τη διάρκεια των διαδικασιών ανάπτυξης και 

διαφοροποίησης, ενώ ο συνολικός αριθμός των γενετικών τόπων τους στο γονιδίωμα 

αυξάνεται με την πολυπλοκότητα των οργανισμού, αποδεικνύοντας την σημασία των 

ρυθμιστικών μηχανισμών που βασίζονται στα lncRNAs, στην εξέλιξη των πολυκύτταρων 

οργανισμών231. Πιο συγκεκριμένα, τα lncRNAs μπορούν μεταξύ άλλων να 

κατηγοριοποιηθούν βάσει της θέσης τους στο γονιδίωμα ή στο εκάστοτε υποκυτταρικό 

διαμέρισμα232.  

 Η ενδογενής φύση των lncRNAs τους προσδίδει την διττή ικανότητα να λειτουργούν 

ως πρόσθετες πρωτεϊνών και να αξιοποιούν το φαινόμενο της συμπληρωματικότητας των 

βάσεων, για να συγκροτούν σύμπλοκα με στόχους ορισμένες περιοχές στο DNA ή μόρια 

RNA233-235. Σε αντίθεση με τα μικρά μη κωδικοποιητικά RNA (small non-coding RNAs) τα 

lncRNAs μπορούν να σχηματίσουν περίπλοκες δομές δευτεροταγούς ή υψηλότερης τάξης, 

αυξάνοντας την δυνατότητα για την αναγνώριση αλληλεπιδρώντων πρωτεϊνών και άλλων 

στόχων233-236. Πιο συγκεκριμένα, εντός του πυρήνα έχουν την ικανότητα να διευκολύνουν ή 

να παρεμποδίζουν την στρατολόγηση της RNA pol II, μεταγραφικών παραγόντων ή/και 

συμπαραγόντων σε υποκινητές γονιδίων, ελέγχοντας την μεταγραφή των γονιδίων στόχων. 

Επιπλέον, συμμετέχουν στη ρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος των πρώιμων mRNA237. 

H ευέλικτη φύση της δευτεροταγούς τους δομής τους δίνει τη δυνατότητα να φέρουν σε 

επαφή πρωτεϊνικούς παράγοντες οι οποίοι ειδάλλως δεν θα μπορούσαν να 

αλληλεπιδράσουν233,234,238. Αυτή η λειτουργία τους ως ικριώματα είναι επίσης σημαντική για 

την ενεργότητα και τον εντοπισμό της εκάστοτε πρωτεΐνης στόχου, καθώς και στην 

σταθεροποίηση υποκυτταρικών δομών239,240. 

 Τα lncRNAs μπορούν επίσης να οδηγήσουν στη συγκρότηση συμπλεγμάτων 

αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης όπως το PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2), στις 

κατάλληλες χρωματινικές περιοχές, παρέχοντας εξειδίκευση όσον αφορά το στόχο. Μέσω 

αυτών των αλληλεπιδράσεων, επιτυγχάνεται το πακετάρισμα της χρωματίνης σε τοπικό ή 

καθολικό επίπεδο, αλλά και η κατανομή των ευχρωματινικών και των ετεροχρωματινικών 

περιοχών241,242. Ακόμη, δύνανται να αλληλεπιδράσουν μέσω συμπληρωματικότητας με 

μόρια mRNA ή miRNA και να επηρεάσουν την σταθερότητα τους ή τη λειτουργία τους, 

διατηρώντας το αρχικό τους μέγεθος (miRNA/mRNA sponges) ή έπειτα από την μετατροπή 

τους σε siRNAs (small interfering RNAs)243-247. Τέλος, κάποια lncRNAs μπορούν να 

κωδικοποιούν για μικρά πεπτίδια και πρωτεΐνες μικρού μεγέθους248,249 (Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11: Σχηματική απεικόνιση των κυτταρικών λειτουργιών των lncRNAs221. 

Κατηγοριοποίηση των lncRNAs ανάλογα με τη θέση τους στο γονιδίωμα 

Ανάλογα με την οργάνωσή τους και τη σχετική τους θέση σε σχέση με τα γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες, τα lncRNAs κατηγοριοποιούνται στις εξής γενικές κατηγορίες250 

(Εικόνα 12): 

Ιντρονικά lncRNAs (Intronic lncRNAs): Εντοπίζονται στο εσωτερικό ενός ιντρονίου μιας 

κωδικής περιοχής. 

Μεσογονιδιακά lncRNAs (Intergenic lncRNAs - lincRNAs): Παρεμβάλλονται μεταξύ των 

αλληλουχιών δύο κωδικοποιητικών γονιδίων. 

Νοηματικά lncRNAs (Sense lncRNAs): Μεταγράφονται από τον μη κωδικό ή μεταγραφόμενο 

κλώνο σε περιοχές γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Ενδέχεται να 

αλληλοεπικαλύπτονται με περιοχές εξωνίων ή ιντρονίων. 

Αντινοηματικά lncRNAs (Antisense lncRNAs): Μεταγράφονται από τον κωδικό ή μη 

μεταγραφόμενο κλώνο σε περιοχές γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Ενδέχεται να 

εμφανίζουν συμπληρωματικότητα με περιοχές εξονίων ή ιντρονίων γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες και μεταγράφονται από την συμπληρωματική αλυσίδα του DNA. 

Αμφίδρομα lncRNAs (Bidirectional lncRNAs): Εντοπίζονται σε περιοχές 1kb ανοδικά ή 

καθοδικά υποκινητών, έχοντας την ίδια κατεύθυνση (convergent) ή αντίθετη κατεύθυνση 

(divergent) με ένα πλησίον κωδικοποιητικό γονίδιο. 

lncRNAs ενισχυτών (Enhancer lncRNAs): Συνεντοπίζονται και μεταγράφονται από 

αλληλουχίες ενισχυτών στο γονιδίωμα. 
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Eπικαλύπτοντα lncRNAs (Overlapping lncRNAs): Είναι παρόντα εντός των ορίων γονιδίων 

που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Κάποια από αυτά ενδέχεται να αποτελούν παραλλαγές των 

mRNAs που παράγονται από αυτά τα γονίδια, αλλά να μην διαθέτουν λειτουργικό πλαίσιο 

ανάγνωσης (open reading frame - ORF).  

Κυκλικά lncRNAs (Circular lncRNAs - circRNAs): Προκύπτουν συνήθως από σφάλματα κατά 

τη διαδικασία του εναλλακτικού ματίσματος. Μπορούν να περιέχουν ένα ή περισσότερα 

εξώνια αλλά και ιντρονικές περιοχές. 

 

Εικόνα 12: Κατηγορίες των lncRNAs ανάλογα με την οργάνωση τους στο γονιδίωμα251. 

Κατηγοριοποίηση των lncRNAs ανάλογα με τον υποκυτταρικό τους εντοπισμό 

 Όπως οι πρωτεΐνες, έτσι και τα lncRNAs βασίζουν την λειτουργία τους ανάλογα με το 

υποκυτταρικό διαμέρισμα στο οποίο βρίσκονται251. Πολλά lncRNAs αναγνωρίζονται ως 

σημαντικοί συντελεστές πυρηνικών διεργασιών και παρουσιάζουν εξειδικευμένο 

υποκυτταρικό εντοπισμό235,252. Άλλα lncRNAs προϋποθέτουν την έξοδό τους στο 

κυτταρόπλασμα προκειμένου να επιτελέσουν τον ρυθμιστικό τους ρόλο253-255. Τα lncRNAs 

υποκατηγοριοποιούνται περαιτέρω σε τρεις κύριες κατηγορίες ανάλογα με την απόσταση 

του γενετικού τους τόπου από το γονίδιο-στόχο τους: στα αμιγώς πυρηνικά που δρουν κοντά 

στον γενετικό τους τόπο (cis-acting lncRNAs), στα αμιγώς πυρηνικά που δρουν μακριά από 

τον γενετικό τους τόπο (trans-acting lncRNAs) και στα κυτταροπλασματικά trans-acting 

lncRNAs251,256. Αξίζει να σημειωθεί ότι οι παραπάνω ρόλοι δεν αντιπροσωπεύουν το σύνολο 

των περιπτώσεων, καθώς υπάρχουν περιπτώσεις lncRNAs που δρουν τόσο στον πυρήνα όσο 

και στο κυτταρόπλασμα257,258. 
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Πυρηνικά lncRNAs που δρουν κοντά στον γενετικό τους τόπο (cis-acting lncRNAs) 

 Τα συγκεκριμένα lncRNAs επιτελούν τους ρυθμιστικούς τους ρόλους με μια ποικιλία 

μηχανισμών259. Για παράδειγμα, μπορούν να πυροδοτήσουν την γονιδιακή έκφραση 

στρατολογώντας μεταγραφικούς παράγοντες ή μόρια αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης στα 

γειτονικά τους γονίδια. Σχηματίζουν δομές τριπλής έλικας DNA-RNA, που συγκρατούν το ίδιο 

το lncRNA και τις υπόλοιπες πρωτεΐνες-τελεστές στην περιοχή στόχο, η οποία μπορεί να είναι 

ένας υποκινητής260. Επιπλέον, ρυθμιστικά RNA που μεταγράφονται από γειτονικές περιοχές 

ενισχυτών, παραμένουν προσδεδεμένα στη χρωματίνη και συμβάλλουν στην 

σταθεροποίηση της πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων261. Ειδικότερα, το lncRNA CCAT1-

L μεταγράφεται από έναν υπερενισχυτή (super-enhancer) ανοδικά του γονιδίου MYC. Το 

CCAT1-L δρα in cis, αλληλεπιδρά με τον παράγοντα αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης CTCF, 

και προάγει τον σχηματισμό βρόχων στη χρωματίνη. Με αυτόν τον τρόπο, ο υποκινητής του 

MYC και ο υπερενισχυτής έρχονται σε κοντινή απόσταση και αλληλεπιδρούν, οδηγώντας σε 

αυξημένη έκφραση του γονιδίου MYC στον καρκίνο του παχέος εντέρου262,263 (Εικόνα 13Α). 

 Πολλά καλά χαρακτηρισμένα φυσικά αντινοηματικά μετάγραφα (Natural Antisense 

Transcripts - NATs) προσεγγίζουν μεταγραφικά ενεργές περιοχές και επηρεάζουν την 

έκφραση γειτονικών γονιδίων264-266. Όσον αφορά το εντύπωμα των θηλαστικών, τα lncRNAs 

Air και kcnq1ot1 εμπλέκονται στην σίγηση γειτονικών τους γονιδίων. Το lncRNA Air 

στρατολογεί την μεθυλοτρανσφεράση G9a της λυσίνης 9 της ιστόνης 3 (Η3Κ9) προκειμένου 

να διατηρήσει την σίγηση ενός συνόλου γονιδίων, μεταξύ αυτών και του γενετικού τόπου 

Igf2r266. Αντίστοιχα, το kcnq1ot1 στρατολογεί την ίδια μεθυλοτρανσφεράση και το σύμπλοκο 

PRC2 για τη σίγηση γονιδίων στον γενετικό τόπο Kcnq1264,265. Τέλος, το lncRNA Khps1 αυξάνει 

την έκφραση του γονιδίου SPHK1 σχηματίζοντας δομή τριπλής έλικας και οδηγώντας σε 

αλλαγές στην χρωμοσωμική δομή267. 

 Μερικά από τα cis-acting lncRNAs μπορούν να επηρεάσουν την γονιδιακή έκφραση 

και in trans. Το lncRNA FIRRE μεταγράφεται από το χρωμόσωμα Χ και συμμετέχει στην 

διαμόρφωση αλληλεπιδράσεων μεταξύ χρωμοσωμάτων σε μεταγραφικά ενεργές 

περιοχές268. Αυτός ο χωρικός συνεντοπισμός επιτυγχάνεται μέσω της τρισδιάστατης 

οργάνωσης των χρωμοσωμάτων, η οποία επιτρέπει αλληλεπιδράσεις μεγάλης εμβέλειας 

μεταξύ ρυθμιστικών στοιχείων και γονιδίων στόχων268. Επιπλέον, διακρίνεται ακόμη ένας 

μηχανισμός μέσω του οποίου τα cis-acting lncRNAs μπορούν να λειτουργήσουν ως δολώματα 

(decoys) για πρωτεΐνες που προσδένονται στο RNA (RNA-binding Proteins - RBPs), ώστε να 

εξασφαλίσουν την γονιδιακή ρύθμιση in trans. Παράδειγμα αποτελεί μια κατηγορία μικρών 

lncRNAs του πυρηνοειδούς (small nucleolar RNA-ended lncRNAs - sno-lncRNAs) σε 

ανθρώπινα εμβρυικά βλαστικά κύτταρα (human embryonic stem cells - hESC). Τα μόρια αυτά 

εκφράζονται σε μεγάλες ποσότητες και συσσωρεύονται στην περιοχή της σύνθεσής τους, 

συμμετέχοντας σε διαδικασίες εναλλακτικού ματίσματος269,270 (Εικόνα 13Β). 

 Ο μηχανισμός με τον οποίο τα lncRNAs περιορίζονται στην περιοχή του γονιδιακού 

τους τόπου είναι μέχρι στιγμής άγνωστος, ωστόσο συχνά τέτοια lncRNAs παράγουν μικρό 

αριθμό μεταγράφων ανά κύτταρο συνεπώς η δράση τους εκ των πραγμάτων περιορίζεται 

στο γειτονικό τους γονίδιο. Η πρόσδεση σε κοντινούς παράγοντες262,264,265,271,272 και ο 

σχηματισμός δομών τριπλής έλικας RNA-DNA267 συνιστούν δύο επιπρόσθετους μηχανισμούς 

συσσώρευσής τους σε τοπικό επίπεδο. Παρόλα αυτά, εξετάζεται το γεγονός ο περιορισμός 

τους να συνδέεται και με αλληλεπιδράσεις με την RNA pol II, κατά τη διάρκεια της 

μεταγραφής272. 
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Πυρηνικά lncRNAs που δρουν ανεξάρτητα από τον γενετικό τους τόπο (trans-acting 

lncRNAs) 

 Η εν λόγω κατηγορία lncRNAs περιλαμβάνει μόρια που εντοπίζονται επίσης στον 

πυρήνα, ωστόσο η αποτελεσματική ρυθμιστική τους δράση προϋποθέτει την μετακίνησή 

από τις θέσεις σύνθεσής τους273,274. Το lncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) είναι 

ένα από τα πιο καλά μελετημένα μόρια αυτής της κατηγορίας275-277. Μεταγράφεται από τον 

γενετικό τόπο HOX C, ωστόσο η δράση του ανιχνεύεται στον γενετικό τόπο HOX D, στον οποίο 

καταστέλλει την διαδικασία της μεταγραφής in trans, μέσω της στρατολόγησης του 

συμπλόκου PRC2 κατά την εγκαθίδρυση του αναπτυξιακού προτύπου238,242. Η έκφραση του 

HOTAIR επηρεάζει το γονιδίωμα και σε επιγενετικό επίπεδο, οδηγώντας σε τριμεθυλιώσεις 

της λυσίνης 27 της ιστόνης 3 (Η3Κ27me3), χαρακτηριστικής ένδειξης καταστολής της 

έκφρασης278. Επιπλέον, το HOTAIR προσδένεται σε ένα μεγάλο εύρος περιοχών στο 

γονιδίωμα, μέσω μιας περιοχής πλούσιας σε επαναλήψεις GA279. Οι επαναλήψεις αυτές 

πιστεύεται ότι συμβάλλουν στον σχηματισμό τριπλής έλικας, η οποία αλληλεπιδρά με το 

σύμπλοκο αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης. Τα lncRNAs BCAR4 και PVT1 αποτελούν ακόμη 

δύο πυρηνικά lncRNAs, τα οποία εντοπίζονται ως επί το πλείστον στο πυρηνόπλασμα. Το 

BCAR4 αλληλεπιδρά με τους μεταγραφικούς παράγοντες SNIP1 και PNUTS μέσω δύο 

ξεχωριστών περιοχών στο γονιδίωμα, επηρεάζοντας την επιγενετική ρύθμιση ως απόκριση 

στη σηματοδότηση από χημειοκίνες στον καρκίνο του μαστού280. Το PVT1 αλληλεπιδρά με 

τον μεταγραφικό παράγοντα MYC στον πυρήνα, αυξάνοντας την σταθερότητα του και κατά 

συνέπεια τα επίπεδά του σε ένα μεγάλο εύρος καρκίνων281 (Εικόνα 13C).  

 Εκτός από τις παραπάνω περιπτώσεις μορίων οι οποίες εμφανίζουν καθολική 

παρουσία στον πυρήνα, διακρίνονται και lncRNAs τα οποία συσσωρεύονται στοχευμένα σε 

συγκεκριμένα νουκλεοσώματα, συμμετέχοντας σε ριβοπρωτεινικά σύμπλοκα, τα οποία 

συντονίζουν πυρηνικές διαδικασίες282. Για παράδειγμα, το MALAT (Metastasis-Associated 

Lung Adenocarcinoma Transcript 1) είναι ένα lncRNA που εντοπίζεται σε περιοχές πλούσιες 

σε παράγοντες ματίσματος (nuclear speckles), και έχει αποδειχθεί ότι συμμετέχει σε 

ογκογόνες διαδικασίες283-285. Τo NEAT1 είναι επίσης ένα lncRNA που εντοπίζεται κοντά σε 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα (long noncoding ribonucleoprotein (lncRNP) complexes), 

εξασφαλίζοντας την ακεραιότητά τους240,286. Πιο συγκεκριμένα, η μεταγραφή τους αποτελεί 

έναυσμα για τη συναρμολόγηση των σωματιδίων287-290. Με αυτό τον τρόπο, ένζυμα όπως η 

RNA pol II συμβάλλουν κατά ένα σημαντικό ποσοστό στην ελεγχόμενη κατανομή των lncRNAs 

στον πυρήνα μέσω ποικίλων μηχανισμών (Εικόνα 13D).  

 

Κυτταροπλασματικά lncRNAs 

 Η τρίτη και τελευταία κατηγορία των lncRNAs είναι αυτή που η δράση τους απαιτεί 

την έξοδό τους στο κυτταρόπλασμα. Τα κυτταροπλασματικά lncRNAs μπορούν να 

επηρεάσουν την γονιδιακή έκφραση με πολλούς τρόπους253. Καταρχάς, αλληλεπιδρώντας με 

πρωτεΐνες σε μεταφραστικό αλλά και σε μετα-μεταφραστικό επίπεδο, με αποτέλεσμα την 

ενίσχυση της μεταγωγής σήματος291,292. Επιπλέον η δράση τους περιλαμβάνει τους ρόλους 

τους ως δολώματα τόσο ενάντια σε mRNAs, όσο και σε πρωτεΐνες, προκειμένου να 

περιορίσουν την δράση τους293-295. Τέλος, η δράση των κυτταροπλασματικών lncRNAs μπορεί 

να έγκειται και στην παραγωγή μικρών πεπτιδίων ή πρωτεϊνών, οι οποίες μπορούν να 

αξιοποιηθούν ως πεπτίδια οδηγοί ή αλλωστερικοί ανταγωνιστές ενζύμων296-300 (Εικόνα 13Ε).  
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Εικόνα 13: Λειτουργίες των lncRNAs σε σχέση με τον υποκυτταρικό τους εντοπισμό251. 

O ρόλος των lncRNAs στον καρκίνο του στομάχου 

  Το φαινόμενο της μη ελεγχόμενης γονιδιακής έκφρασης αποτελεί ένα από τα 

θεμέλια γεγονότα της καρκινογένεσης223. Ενδελεχείς μελέτες πάνω στα αίτια της πρόκλησης 

του καρκίνου έχουν αναδείξει την παραλλακτικότητα μη κωδικών περιοχών ως υπεύθυνη για 

την ευαισθησία σε ένα μεγάλο αριθμό ογκογόνων παραγόντων301. Ένας μεγάλος αριθμός 

γενετικών τόπων που φιλοξενούν μη κωδικοποιητικά στοιχεία, και πιο συγκεκριμένα 

lncRNAs, δείχνουν να κατέχουν ζωτικούς ρόλους στην έναρξη και την εξέλιξη της 

ογκογένεσης302. Ως γνωστόν, τα lncRNAs μπορούν να αποτελέσουν μέρος πολλών βιολογικών 

διεργασιών εντός του κυττάρου, οι οποίες αφορούν ορόσημα του καρκίνου όπως η κυτταρική 

διαίρεση και η διαφοροποίηση223. Πολλά από αυτά τα μόρια έχουν εντοπιστεί να 

εμπλέκονται και στη γαστρική καρκινογένεση, είτε ως ογκοεπαγωγικά, είτε ως 

ογκοκατασταλτικά γονίδια303. Για παράδειγμα, υψηλά επίπεδα του lncRNA HOTAIR 

σχετίζονται με μετάσταση στους λεμφαδένες, εισβολή στα αγγεία και μείωση του 

προσδόκιμου ζωής στον γαστρικό καρκίνο304. Η εμφανής σύνδεση του με την διαδικασία της 

μετάστασης τον καθιστά έναν βασικό συμμετέχοντα στο μηχανισμό μετατροπής των 

επιθηλιακών κυττάρων σε μεσεγχυματικά (Epithelial to Mesenchymal Transition - EMT). Η 

καταστολή του αποτελεί έναν πιθανό τρόπο αναστροφής αυτής της διαδικασίας305. Επιπλέον, 

το lncRNA Η19, εμφανίζει υψηλή συσχέτιση με διαδικασίες πολλαπλασιασμού, 

μετανάστευσης και εισβολής κυττάρων σε παρακείμενους ιστούς μέσω της υπερέκφρασής 

του στην νόσο. Σημαντικό χαρακτηριστικό του H19 είναι ο εντοπισμός του στο πλάσμα των 

ασθενών, καθιστώντας το εύκολα ανιχνεύσιμο306. Μείωση στην έκφραση του GAS5 (Growth 

arrest-specific transcript 5) εμφανίζει θετική συσχέτιση με το μέγεθος και το κλινικό στάδιο 

του όγκου, καθώς και με την εισβολή σε εγγύς λεμφαδένες. Ωστόσο, η αύξηση στην έκφρασή 
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του κατά την χρήση ειδικής θεραπευτικής αγωγής φαίνεται να έχει θετικά αποτελέσματα 

στην αντιμετώπιση της νόσου307. Το lncRNA MEG3 (Maternally Expressed Gene 3), εμφανίζει 

επίσης μειωμένη έκφραση στον γαστρικό καρκίνο συγκριτικά με παρακείμενους 

φυσιολογικούς ιστούς και αποτελεί δείκτη κακής πρόγνωσης της ασθένειας308. Η δράση του 

έγκειται στην αλληλεπίδρασή του με miRNAs, καθώς και με πρωτεΐνες όπως η p53 για την 

ρύθμιση της κακοήθους δράσης του309. Επιπλέον παραδείγματα αποτελούν τα LINC00152 

ANRIL και MALAT1 των οποίων η υπερέκφραση συνδέεται στενά με την επαγωγή της 

μετάστασης και την παρεμπόδιση της δράσης ογκοκατασταλτικών γονιδίων310.    

Καθένα από τα παραπάνω παραδείγματα αναδεικνύει τον καθοριστικό ρόλο των lncRNAs 

στην γαστρική καρκινογένεση. Τόσο το ιστοειδικό πρότυπο δράσης τους, όσο και το μεγάλο 

εύρος των διαδικασιών στις οποίες εμπλέκονται τους καθιστά εξαιρετικούς διαγνωστικούς 

και προγνωστικούς βιοδείκτες, καθώς και θεραπευτικούς στόχους για τον καρκίνο του 

στομάχου230,311. Παράλληλα, διακρίνονται πολλοί γενετικοί τόποι που ενισχύονται στη νόσο. 

Επομένως, η συνδυαστική τους μελέτη στην επαγωγή της νόσου σε διαγνωστικά εργαλεία 

και σε νέες θεραπείες καθίσταται ιδιαίτερα χρήσιμη. 
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2. ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΗ ΥΠΟΘΕΣΗ ΚΑΙ 

ΣΚΟΠΟΣ 
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Ερευνητική υπόθεση 

 Τα CNVs φαίνεται να διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στην πυροδότηση 

ογκογόνων διαδικασιών στον γαστρικό καρκίνο, τροποποιώντας την έκφραση μιας 

πληθώρας καλά χαρακτηρισμένων γονιδίων. Η μεταβολή του αριθμού των αντιγράφων 

μπορεί να οδηγήσει δυνητικά τόσο στην αύξηση όσο και στη μείωση των επιπέδων 

έκφρασης. Μέχρι και σήμερα, η πλειοψηφία των καταγεγραμμένων περιπτώσεων που 

συσχετίζονται με CNVs αφορά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Ελάχιστες περιπτώσεις 

καρκίνων υποδεικνύουν οποιαδήποτε εμπλοκή τους με τη δράση μη κωδικοποιητικών 

γονιδίων και ειδικότερα με lncRNAs. Σκοπός της παρούσας πτυχιακής είναι η ταυτοποίηση 

και ο χαρακτηρισμός ανάλογων lncRNA μορίων, τα οποία παρουσιάζουν ενίσχυση του 

γενετικού τους τόπου στον καρκίνο του στομάχου. Η μελέτη τους είναι εύλογη, καθώς 

παρουσιάζουν ένα ιστοειδικό πρότυπο δράσης σε ένα ευρύ φάσμα ρυθμιστικών διεργασιών, 

υπό το πρίσμα του συντονισμού και της οργάνωσης τους, τόσο σε επίπεδο φυσιολογικών, 

όσο και καρκινικών ιστών. Κατά συνέπεια, το ενδιαφέρον έγκειται στην ανάπτυξη νέων 

αξιόπιστων προγνωστικών και διαγνωστικών βιοδεικτών καθώς και καινοτόμων 

θεραπευτικών στόχων. Η υπόθεση στηρίζεται σε βιοπληροφορική ανάλυση δεδομένων 

έκφρασης lncRNA μορίων που δεν έχουν χαρακτηριστεί στο παρελθόν.  

 

 

 

Πειραματικός σκοπός 

 Το πειραματικό σκέλος της παρούσας πτυχιακής είναι αφιερωμένο στην ανάπτυξη 

μοριακών εργαλείων για την καταστολή της έκφρασης lncRNA μορίων στόχων σε καρκινικές 

σειρές στομάχου, με σκοπό την μελέτη και την αποσαφήνιση του ρόλου τους στον γαστρικό 

καρκίνο. Πιο συγκεκριμένα, περιλαμβάνει τον σχεδιασμό μορίων shRNA που στοχεύουν στα 

lncRNA στόχους, και την κλωνοποίησή τους στον φορέα κλωνοποίησης pSiCORmod-PGK-

puro. Ο εν λόγω φορέας αξιοποιείται για τον μετασχηματισμό καρκινικών κυττάρων με στόχο 

την παροδική καταστολή γονιδίων-στόχων. Επιπλέον διεξάγονται πειράματα μεταγραφικής 

σταθερότητας και υποκυτταρικής κλασμάτωσης, με σκοπό τον όσο το δυνατό πιο 

ολοκληρωμένο χαρακτηρισμό των lncRNA στόχων. Ο έλεγχος του φαινοτύπου θα 

πραγματοποιηθεί έπειτα από την πραγματοποίηση επιτυχημένης καταστολής μέσω των 

shRNAs, για πιθανό εντοπισμό πιθανών μεταβολών στη μορφολογία, αλλά και ως προς το 

πολλαπλασιαστικό δυναμικό. Μελλοντικό στόχο αποτελεί επίσης η αύξηση των επιπέδων της 

έκφρασης των lncRNA στόχων σε περισσότερες κυτταρικές σειρές, στις οποίες η έκφραση 

τους είναι μηδενική, για τον πλήρη καθορισμό των ιδιοτήτων τους και την ευκολότερη 

δυνατή μελέτη τους. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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3.1. Υλικά 

3.1.1.Αντιδραστήρια 
Αγαρόζη, Αιθανόλη 70% και 100%, Αμπικιλλίνη, Βρωμιούχο αιθίδιο, Ισοπροπανόλη 100%, 

Οξικό νάτριο (NaOH) 3M, Οξικό οξύ (CH3COOH) 0,02Μ, Τριζόλη, Φαινόλη, Χλωροφόρμιο, 

SOB (Τρυπτόνη, Εκχύλισμα ζύμης, NaCl 1M, KCl 1M, Mg-salt 2M), LB agar, LB broth, BamHI, 

XbaI (Minotech), 10x Buffer K (Minotech), 10x annealing Buffer (NaCl 1M, 100mMTris-HCl), T4 

DNA ligase (NEB), T4 DNA ligase Reaction Buffer 10x, KAPA taq Buffer 10x, Taq DNA 

polymerase, dNTPs 10mM, Dnase I reaction Buffer 10x, DNAse I (Thermofisher), Rnase out, 

oligodt 10mM, MMLV (Invitrogen), Reaction Buffer 5x, 100nm DTT, 2x SYBRgreen Buffer Mix, 

TBE, DNA Ladder (1kb plus), Gel loading dye 6x, ddH2O (WFI), RNAse free H2O. 

3.1.2. Πλασμιδιακοί φορείς 
pSiCORmod-PGK-puro  

Ο συγκεκριμένος πλασμιδιακός φορέας παρέχει τη δυνατότητα συνεχούς έκφρασης 

shRNAs, το οποίο θα καταστείλει το επιθυμητό γονίδιο στόχο στα κύτταρα προς 

μετασχηματισμό. Η αλληλουχία του περιλαμβάνει ένα γονίδιο ανθεκτικότητας σε 

πουρομυκίνη, με στόχο την επιλογή των μετασχηματισμένων κυττάρων στόχων. Σε ορισμένες 

περιπτώσεις, δύναται η ύπαρξη αλληλουχιών loxP εκατέρωθεν του γονιδίων, επιτρέποντας 

την αποκοπή τους έπειτα από την έκφραση μιας Cre ρεκομπινάσης. Στα πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν δεν αξιοποιήθηκε το γονίδιο ανθεκτικότητας σε πουρομυκίνη αλλά 

ούτε και η δράση Cre ρεκομπινάσης. Κατά τη διάρκεια του μετασχηματισμού,  η συντριπτική 

πλειοψηφία (90%) των καρκινικών κυττάρων θα λάβει επιτυχώς το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο με το shRNA. Τα αποτελέσματα της καταστολής του γονιδίου στόχου λαμβάνονται 

σε ένα σύντομο χρονικό διάστημα από τον μετασχηματισμό (περίπου 2-3 ημέρες) (Εικόνα 

14).  

 

Εικόνα 14: Χάρτης της πλήρους αλληλουχίας του pSiCOR-PGK-puro, απουσία του shRNA 
ενθέματος. H πέψη του φορέα πραγματοποιείται από τα ένζυμα περιορισμού HpaI και SlaI. 
(Addgene plasmid # 12084; http://n2t.net/addgene:12084; RRID:Addgene_12084) 
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3.1.3. Κυτταρικές σειρές 
Οι κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν κατά την διάρκεια των πειραμάτων ήταν οι 

εξής: 

Κυτταρική 
σειρά 

Οργανισμός Ασθένεια Ιστοπαθολογία Προέλευση 

HFE Άνθρωπος - 
Φυσιολογικό επιθήλιο 

στομάχου 
Φυσιολογικό επιθήλιο 

στομάχου 

KATO III Άνθρωπος 
Καρκίνος 
στομάχου 

Αδενοκαρκίνωμα 
σφραγιστήρος 

δακτυλίου  
Πλευρική μετάσταση 

MKN45 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
στομάχου 

Φτωχά συνεκτικό 
αδενοκαρκίνωμα  

Εστία μετάστασης: 
Ήπαρ 

NUGC4 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
στομάχου 

Φτωχά συνεκτικό 
αδενοκαρκίνωμα  

Εστία μετάστασης: 
Παραγαστρικοί 

λεμφαδένες 

HT29 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
παχέος 
εντέρου 

Μερικώς συνεκτικό 
αδενοκαρκίνωμα  

Κόλον 

HCT116 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
παχέος 
εντέρου 

- 
Εστία μετάστασης: 

Παραγαστρικοί 
λεμφαδένες 

MCF7 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
μαστού 

Φτωχά συνεκτικό 
αδενοκαρκίνωμα 

Πλευρική μετάσταση: 
Μαστός 

SKBR3 Άνθρωπος 
Καρκίνος 
μαστού 

Φτωχά συνεκτικό 
αδενοκαρκίνωμα 

Πλευρική μετάσταση: 
Μαστικοί αδένες 

 

3.2. Μέθοδοι 

3.2.1. Βιοπληροφορική ανάλυση 
 Στα πλαίσια της επιλογής του κατάλληλου μεταγράφου προς χαρακτηρισμό, 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση δεδομένων RNA-seq, τόσο από φυσιολογικές και καρκινικές 

σειρές στομάχου, όσο και από δείγματα βιοψιών φυσιολογικού και καρκινικού γαστρικού 

ιστού. Στόχος της βιοπληροφορικής ανάλυσης ήταν να οπτικοποιηθεί η έκφραση του 

CENTRIC2 σε ένα ευρύ σύνολο δειγμάτων. Για τον υπολογισμό και την επιβεβαίωση του 

κωδικοποιητικού δυναμικού του CENTRIC2 χρησιμοποιήθηκαν δύο προγράμματα, το CPC2 

(http://cpc2.cbi.pku.edu.cn/) και το CPAT (http://lilab.research.bcm.edu/cpat/). Τέλος, η 

ανάλυση των δεδομένων των q-PCR που διεξήχθησαν πραγματοποιήθηκε μέσω του 

λογισμικoύ CFX Manager της Bio-Rad. 

 

3.2.2. Μετασχηματισμός βακτηριακών στελεχών και απομόνωση πλασμιδιακού DNA 
 Το βακτηριακό στέλεχος που επιλέχθηκε προς μετασχηματισμό ήταν το στέλεχος XL1 

Blue του βακτηρίου E.coli. Το συγκεκριμένο στέλεχος δίνει τη δυνατότητα απομόνωσης 

ακέραιου πλασμιδιακού DNA, καθώς φέρει μεταλλάξεις οι οποίες αποτρέπουν τα γεγονότα 

ανασυνδυασμού. Επιπλέον, διαθέτει μεταλλάξεις που επιτρέπουν τον μετασχηματισμό 

πλασμιδίων συμβατών με σύστημα διαμόλυνσης με λεντιιούς, σημειώνοντας υψηλά 

ποσοστά επιτυχίας. Τα βακτηριακά κύτταρα λαμβάνονται από θερμοκρασία -80οC και 

http://cpc2.cbi.pku.edu.cn/
http://lilab.research.bcm.edu/cpat/
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τοποθετούνται στον πάγο (-4οC) για 20 λεπτά, ώστε να προσαρμοστούν ήπια σε θερμοκρασία 

δωματίου και να αναμειχθούν με τον πλασμιδιακό φορέα. Στη συνέχεια, το μείγμα 

πλασμιδίου-βακτηρίων τοποθετείται σε υδατόλουτρο (42 οC) για 50 δευτερόλεπτα. Σε αυτό 

το χρονικό διάστημα τα βακτήρια υφίστανται θερμικό σοκ (heat shock), το οποίο 

διαταράσσει τις κυτταρικές του μεμβράνες, δημιουργώντας πόρους. Κατά συνέπεια, η 

είσοδος του πλασμιδίου στα βακτηριακά κύτταρα καθίσταται δυνατή. Ακολουθεί μεταφορά 

στον πάγο για 2 λεπτά και στη συνέχεια σε 900 μl θρεπτικό SOB απουσία αντιβιοτικού. 

Έπειτα, τοποθετούνται για 50 λεπτά σε επωαστήρα στους 37 οC. Σκοπός της επώασης είναι ο 

διπλασιασμός των βακτηρίων τουλάχιστον μια φορά (ο φυσιολογικός χρόνος διπλασιασμού 

του E.coli είναι περίπου 40 λεπτά), καθώς και η μεταγραφή του συνόλου των γονιδίων τους, 

συμπεριλαμβανομένου και του γονιδίου ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό. Με την περάτωση 

της επώασης, πραγματοποιείται επίστρωση των βακτηρίων σε τρυβλία με LB agar παρουσία 

αμπικιλλίνης με στόχο την επιλογή αποικιών που έχουν λάβει επιτυχώς το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο. Το τρυβλίο τοποθετείται στον επωαστήρα για ολονύχτια επώαση στους 37 οC. Την 

επόμενη μέρα, απομονώνονται μοναδιαίες αποικίες, οι οποίες τοποθετούνται σε 3mL 

θρεπτικού LB παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού και εισάγονται σε επωαστήρα υπό 

ανάδευση στους 37 οC. Μετά από διάστημα 8 ωρών και ανάπτυξης μιας κρίσιμης μάζας 

κυττάρων, πραγματοποιείται μεταφορά ποσότητας σε ογκομετρική φιάλη 120 ml LB 

παρουσία αντιβιοτικού. Η καλλιέργεια τοποθετείται σε αναδευόμενο επωαστήρα στους 37οC 

για ολονύκτια επώαση. Με την ολοκλήρωση της επώασης, τα βακτηριακά κύτταρα 

απομονώνονται με φυγοκέντρηση στις 4.500 - 6.000g, στους 4οC για 10 λεπτά. ακολουθεί 

εξαγωγή του πλασμιδιακού DNA με χρήση του Plasmid DNA purification kit – Macherey – 

Nagel Xtra Midi, ακολουθώντας το πρωτόκολλο της κατασκευαστικής εταιρίας 

(https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20D

NA%20Purification/UM_pDNA_NuBoXtra.pdf). 

 

3.2.3. Κλωνοποίηση ενθέματος στον pSiCORmod-PGK-puro  
 Για κάθε καταστολή που πραγματοποιείται, προηγείται κλωνοποίηση μιας 

αλληλουχίας shRNA στον φορέα pSiCORmod. Καθένα από τα shRNA που χρησιμοποιούνται 

έχει ως στόχο μια περιοχή στην αλληλουχία του γονιδίου στόχου. Η διαδικασία της 

κλωνοποίησης περιλαμβάνει τρία στάδια: μια αντίδραση πέψης με ένζυμα περιορισμού, 

ώστε ο φορέας κλωνοποίησης να αποχωριστεί ένα τμήμα της αλληλουχίας του και να 

αποκτήσει προεξέχοντα άκρα, την αναδιάταξη των ολιγονουκλεοτιδίων των shRNA που θα 

σχηματίσουν το δίκλωνο ένθεμα και μια αντίδραση λιγάσης για την ενσωμάτωση του 

ενθέματος στον κομμένο φορέα.  

Πέψη με ένζυμα περιορισμού (Digestion reaction) 

 Για την πέψη του άκοπου pSiCORmod χρησιμοποιούνται ταυτόχρονα κατάλληλα 

ένζυμα περιορισμού, για τη δημιουργία των προεξεχόντων άκρων. Η αντίδραση διαρκεί 

συνολικά 5 ώρες, και έχει την εξής σύσταση: 

Αντιδραστήρια Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

10x Buffer K 5μl 

Res. Enzymes – BamHi/XbaI (Minotech) 4μl (2μl +2μl) 

Plasmid DNA 1μl 

H2O 40μl 

Τελικός όγκος 50μl 

https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20Purification/UM_pDNA_NuBoXtra.pdf
https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20DNA%20Purification/UM_pDNA_NuBoXtra.pdf
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Αναδιάταξη των ολιγονουκλεοτιδίων shRNA (shRNA oligos annealing) 

 Τα ολιγονουκλεοτίδια σχηματίζουν μια δίκλωνη μορφή με μία νοηματική (sense) και 

μια αντινοηματική (antisense) αλυσίδα. Κάθε αλυσίδα περιέχει μία θέση ενζύμου 

περιορισμού, συμπληρωματική με ένα άκρο του κομμένου φορέα, ώστε να μπορέσει να 

συνδεθεί με αυτόν μέσω συμπληρωματικότητας. Τα ολιγονουκλεοτίδια περιλαμβάνουν 

επίσης στην αλληλουχία τους και μια περιοχή σχηματισμού βρόχου, η οποία συμβάλλει στον 

υβριδισμό νοηματικής και αντινοηματικής αλληλουχίας, ώστε να προκύψει το siRNA που θα 

προκαλέσει την καταστολή του γονιδίου στόχου. Τα ολιγονουκλεοτίδια βρίσκονται σε 

λυοφιλιομένη μορφή και επαναδιαλύονται σε ddH2O για δημιουργία stock τελικής 

συγκέντρωσης 100 μΜ. Από το συγκεκριμένο stock στη συνέχεια θα παρασκευαστεί το 

working solution, το οποίο περιέχει 20 μl από το μείγμα των ολιγονουκλεοτιδίων (10μl sense, 

10μl antisense) και 180μl ddH2O ώστε η τελική συγκέντρωση να ισούται με 10 μΜ. Στη 

συνέχεια, ακολουθεί ανάμειξη 2 μl sense (100 μΜ) και 2μl antisense (100 μΜ) με 96 μl 

annealing buffer (50mM NaCl για την ευκολότερη αναδιάταξη των ολιγονουκλεοτιδίων, 

10mM Tris, pH=8,  για τη ρύθμιση της σύστασης, 1mM EDTA, pH=8, για την παρεμπόδιση της 

λειτουργίας των ενζύμων). Το μείγμα τοποθετείται σε δοχείο ζέσεως με νερό σε θερμοκρασία 

95οC για 5 λεπτά, ώστε να επιτευχθεί αποδιάταξη των δευτεροταγών δομών που σχηματίζουν 

τα ολιγονουκλεοτίδια. Έπειτα, τοποθετείται σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 1:30 

ώρα, προκειμένου να πραγματοποιηθεί ο σταδιακός υβριδισμός και ο σχηματισμός των 

δίκλωνων ενθεμάτων. Όταν η θερμοκρασία φτάσει στους 30oC το μείγμα (annealed oligos) 

θα είναι πλέον κατάλληλο για χρήση ως συστατικό στην αντίδραση λιγάσης.  

Αντίδραση λιγάσης (Ligation reaction) 

 Η αντίδραση λιγάσης πραγματοποιείται με σκοπό την επιτυχή ενσωμάτωση του 

ενθέματος στον κομμένο φορέα. Το ένθεμα και ο φορέας υβριδίζουν εξαιτίας της 

συμπληρωματικότητας των βάσεων στις θέσης πέψης από τα ένζυμα περιορισμού. Εάν ο 

υβριδισμός είναι επιτυχημένος, η λιγάση μπορεί να προσεγγίσει τις θέσεις πέψης και να 

σχηματίσει τους φωσφορδιεστερικούς δεσμούς που λείπουν μεταξύ ενθέματος και φορέα. 

Με αυτόν τον τρόπο προκύπτει το τελικό προϊόν της αντίδρασης το οποίο θα αξιοποιηθεί για 

τον μετασχηματισμό, η οποία διαρκεί περίπου 1 με 3 ώρες. Η σύσταση της αντίδρασης είναι 

η εξής: 

Αντιδραστήρια Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

ds Oligos (annealed) 10 μl 

Digested vector (pSiCORmod) (50 ng/μl) 1,5μl 

Buffer (T4 Ligase) 10X  2 μl 

T4 DNA Ligase (NEB) 2 μl 

H2O 4,5 μl 

Τελικός όγκος 20μl 

 

Με την ολοκλήρωση της αντίδρασης λιγάσης, το δείγμα οδηγείται για εξαγωγή του 

πλασμιδιακού DNA και μέτρηση της συγκέντρωσής του μέσω Nanodrop (Quawell). Η 

εξαγωγή του πλασμιδιακού DNA πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του Macherey - Nagel 

Plasmid DNA purification kit, ακολουθώντας το πρωτόκολλο της κατασκευαστικής εταιρίας 

(https://www.mnnet.com/Portals/8/attachments/Redakteure_Bio/Protocols/Plasmid%20D

NA%20Purification/UM_pDNA_NuBoXtra.pdf). Ενδεικτικά, στις απομονώσεις που 

διεξήχθησαν στα πλαίσια των συγκεκριμένων πειραμάτων, η συγκέντρωση του 
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πλασμιδιακού DNA ανήλθε στα 3159,1 ng/μl. Ως μάρτυρας αρνητικού ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκε δείγμα στο οποίο δεν έχει προστεθεί ένθεμα (self ligation product). Αντί 

αυτού στο συγκεκριμένο δείγμα προστέθηκε νερό σε ίδια ποσότητα.  

3.2.4. Διαγνωστικές πέψεις πλασμιδιακών φορέων (Diagnostic plasmid digestions) 
Οι διαγνωστικές πέψεις πραγματοποιούνται με σκοπό την επαλήθευση της 

ενσωμάτωσης του επιθυμητού ενθέματος στον φορέα κλωνοποίησης. Όσον αφορά τον 

πλασμιδιακό φορέα pSiCORmod, η πέψη διεξάγεται μέσω της χρήσης κατάλληλων ενζύμων 

περιορισμού, με τον σχεδιασμό του πειράματος να παρατίθεται παρακάτω. 

Αντιδραστήρια Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

10x Buffer K 5μl 

Res. Enzymes – BamHi/XbaI (Minotech) 4μl (2+2) 

Plasmid DNA 1μl 

H2O 40μl 

Τελικός όγκος 50μl 

 

Για την περαιτέρω επαλήθευση του αποτελέσματος, η αντίδραση διαγνωστικής 

πέψης αξιοποιεί δύο επιπλέον υποστρώματα πλασμιδιακού DNA, τα οποία θα 

χρησιμοποιηθούν κατά την ηλεκτροφόρηση: Ένα αρνητικό και ένα θετικό δείγμα ελέγχου. 

Ένα πλασμίδιο στο οποίο δεν έχει πραγματοποιηθεί πέψη εξ αρχής με ένζυμα περιορισμού 

ή ένα πλασμίδιο το οποίο έχει επεξεργαστεί με ένζυμα περιορισμού, ωστόσο το τμήμα πως 

εκτομή δεν έχει αποσπασθεί επιτυχώς και η αρχική αλληλουχία του έχει διατηρηθεί, μπορεί 

να αποτελέσει ένα αρνητικό δείγμα ελέγχου (Negative Control). Ένα πλασμίδιο στο οποίο 

έχει επιβεβαιωθεί η ένθεση του επιθυμητού ενθέματος με πολλούς τρόπους (διαγνωστική 

πέψη, διαγνωστική PCR και αλληλούχηση) μπορεί να αποτελέσει ένα θετικό δείγμα ελέγχου 

(Positive Control). 

 

3.2.5. Αλληλούχηση 
 Η αλληλούχηση παρέχει την μέγιστη δυνατή ακρίβεια και την αξιοπιστία για τον 

έλεγχο της ένθεσης της επιθυμητής αλληλουχίας σε έναν φορέα κλωνοποίησης. Για την 

επίτευξη της παραπάνω διαδικασίας τα δείγματα παραπέμφθηκαν για αλληλούχηση στο 

κέντρο της CeMIA (https://cemia.eu). Τα δείγματα προετοιμάστηκαν βάσει των 

προδιαγραφών της ηλεκτρονικής πλατφόρμας του κέντρου εφαρμογών.   

 

3.2.6. Υποκυτταρική Κλασμάτωση 
 Το πείραμα υποκυτταρικής κλασμάτωσης, δηλαδή της ελεγχόμενης λύσης των 

κυττάρων και της διαδοχικής απομόνωσης υποκυτταρικών κλασμάτων μέσω διαφορικών 

φυγοκεντρήσεων, περιλαμβάνει την συλλογή τριών διαφορετικών κλασμάτων. Τα κλάσματα 

αυτά αντιστοιχούν στο κυτταρόπλασμα (supernant 2 - S2), στο πυρηνόπλασμα (supernant 3 

- S3) και στην αδιάλυτη χρωματίνη (pellet 3 - P3). Η διαδικασία ξεκινάει με θρυψινοποίηση 

της καλλιέργειας των κυττάρων, ακολουθούμενη από προσθήκη θρεπτικού υλικού για 

αναστολή της δράσης της θρυψίνης. Το κυτταρικό εναιώρημα που προκύπτει συλλέγεται σε 

tubes του 1,5 ml. Η συλλογή πραγματοποιείται σε 2 tubes σε συνολικό όγκο 3 ml, με το κάθε 

tube να αντιστοιχεί σε ένα μελλοντικό κλάσμα. Το αρχικό tube για τη συλλογή των κυττάρων 

θα αποτελέσει χώρο αποθήκευσης της αδιάλυτης χρωματίνης (P3). Με τη χρήση εργαλείου 
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Dounce πραγματοποιείται η αποδοτικότερη δυνατή θραύση των κυτταρικών μεμβρανών, 

ώστε να προκύψει ένα ομογενές διάλυμα κυττάρων.  Ακολούθως, πραγματοποιείται 

φυγοκέντρηση στις 3000rpm, στους 4oC για 5 λεπτά. Με το πέρας της φυγοκέντρησης 

απορρίπτεται το υπερκείμενο και το ίζημα (P1), επαναδιαλύεται σε Buffer λύσης Α, σε 

αναλογία 1/10. Ακολουθεί δεύτερη φυγοκέντρηση σε αυξημένη ταχύτητα. Το υπερκείμενο 

που προκύπτει αντιστοιχεί στο κυτταρόπλασμα και συλλέγεται σε νέο tube με όνομα S2. Στα 

συγκεκριμένα tubes προστίθεται τριζόλη σε ποσότητα ίση με αυτή του απορριφθέντος 

υπερκειμένου πριν αυτά αποθηκευτούν στους -30oC. Στο ίζημα που προκύπτει μετά την 

δεύτερη φυγοκέντρηση επαναδιαλύεται με την προσθήκη buffer A και buffer NLB800 σε 

αναλογία 1:1 μεταξύ τους. Τα tubes μεταφέρονται σε ειδικό ρότορα στους 4oC για 30 λεπτά. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000 rpm στους 4oC, για 15 λεπτά. Το υπερκείμενο που θα 

προκύψει αντιστοιχεί στο πυρηνόπλασμα και συλλέγεται σε νέα tubes με όνομα S3. Το ίζημα 

της αδιάλυτης χρωματίνης παραμένει στα tubes με το όνομα P3. Η προσθήκη τριζόλης 

επαναλαμβάνεται για τα κλάσματα S3 και P3. Στη συνέχεια, τα δείγματα αποθηκεύονται 

στους -30oC. Τα buffer που χρησιμοποιήθηκαν είναι υποτονικά και με διαφορά στην μεταξύ 

τους σύσταση, με σκοπό την επιτυχημένη διάσπαση των κυτταρικών και των πυρηνικών 

μεμβρανών. Τα παραπάνω δείγματα αξιοποιήθηκαν για απομόνωση RNA, κατεργασία με 

DNάση, σύνθεση cDNA και ποσοτική PCR (qPCR), διαδικασίες οι οποίες περιγράφονται 

παρακάτω. 

3.2.7. Απομόνωση RNA (RNA Extraction) 
Η απομόνωση του RNA, δηλαδή η εξαγωγή του RNA από κύτταρα και η διατήρησή του σε 

καθαρή μορφή ξεκινά με την προσθήκη 1ml τριζόλης σε δείγμα της κυτταρικής σειράς προς 

μελέτη. Καθένα από τα δείγματα διατηρείται για ένα λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου πριν 

μεταφερθεί στον πάγο. Ακολουθεί προσθήκη 200μl χλωροφορμίου και ανάδευση μέσω 

vortex για 30 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις 14.000 

rpm, στους 4οC για 5 λεπτά. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης έπεται η μεταφορά του 

υπερκειμένου σε ξεχωριστό tube συνοδευόμενη από προσθήκη ισοπροπανόλης σε αναλογία 

1:1 και 5 μl γλυκογόνου. Το δείγμα τοποθετείται για 10 λεπτά στον πάγο και έπειτα 

φυγοκεντρείται στις 14.000 rpm, στους 4οC για 15 λεπτά. Με το πέρας της φυγοκέντρησης, 

το υπερκείμενο απορρίπτεται, και το δείγμα τοποθετείται με ανοιχτό το καπάκι του tube στον 

πάγκο για περίπου 15 λεπτά, προκειμένου να στεγνώσει το ίζημα. Με το πέρας των 15 λεπτών 

και ανάλογα με το μέγεθος του, το ίζημα επαναδιαλύεται σε όγκο 30 ή 50 μl (ddΗ2Ο). 

Ακολουθεί θέρμανση στους 65οC για 5 λεπτά, ανάδευση μέσω vortex και αποθήκευση στους 

-80oC. 

3.2.7. Κατεργασία με DNάση (DNAse treatment) 
 Η κατεργασία με τη χρήση DNάσης έπεται του πρωτοκόλλου απομόνωσης του RNA 

και περιλαμβάνει την επώαση του δείγματος με μια δεοξυριβουνοκλεάση, η οποία 

καταστρέφει τα μόρια του DNA χωρίς να καταστρέφει το RNA. Με την ολοκλήρωση της 

απομόνωσης του RNA το δείγμα οδηγείται για μέτρηση της συγκέντρωσής του μέσω Quawell. 

Στη συνέχεια, προετοιμάζεται ΜΙΧ με την ακόλουθη σύσταση: 

MIX Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

Buffer 10x 5 μl 

DNase (Thermofisher) 2 μl 

RNaseout 0,5 μl 

ddH2O 2,5 μl 

Τελικός όγκος 10 μl 
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Όσον αφορά την απομόνωση RNA που πραγματοποιήθηκε για τον προσδιορισμό των 

επιπέδων καταστολής των γονιδίων στόχων, το συγκεκριμένο MIX προστέθηκε σε ίζημα το 

οποίο επαναδιαλύθηκε σε όγκο 50 μl. Και τα 50 μl χρησιμοποιήθηκαν για την κατεργασία με 

την DNάση. Επομένως, ο συνολικός όγκος της αντίδρασης ανήλθε στα 60 μl. Η ίδια 

επαναδιάλυση του στο πείραμα μελέτης της μεταγραφικής σταθερότητας 

πραγματοποιήθηκε στα 25 μl.  

Ακολουθεί vortex, spindown και τοποθέτηση σε υδατόλουτρο για μία ώρα στους στους 37οC. 

Με το πέρας της μίας ώρας, προστίθενται 40 μl οξικού νατρίου (3Μ, pH=5,6) και 310 μl 

ddH2O. Η διαδικασία συνεχίζεται με την προσθήκη 400 μl φαινόλης/χλωροφορμίου, vortex 

και φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm, στους 4οC για 5 λεπτά. Στο εν λόγω στάδιο, κατά τη 

μελέτη των επιπέδων καταστολής των γονιδίων στόχων, χορηγήθηκαν 550 μl 

φαινόλης/χλωροφορμίου. Το υπερκείμενο που προκύπτει μετά τη φυγοκέντρηση συλλέγεται 

σε νέο tube. Στο δείγμα προστίθεται 1 ml παγωμένης αιθανόλης 100%, πραγματοποιείται 

ελαφρά ανακίνηση και διατήρηση του στους -80οC για 1 ώρα. Σε αυτό το στάδιο προστίθενται 

και 10 μl γλυκογόνου. Με τη λήξη της μίας ώρας το δείγμα φυγοκεντρείται στις 14.000 rpm, 

στους 4οC για 30 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και αντικαθίσταται από 500 μl 

παγωμένης αιθανόλης 70% και φυγοκεντρείται εκ νέου στις 14.000 rpm, στους 4οC για 5 

λεπτά. Το νέο υπερκείμενο αφαιρείται προσεκτικά για την αποτροπή της διατάραξης του 

ιζήματος και τοποθετείται στον πάγκο για 10 λεπτά προκειμένου να στεγνώσει. Ακολουθεί 

επαναδιάλυση του ιζήματος σε 30μl ddH2O, θέρμανση σε υδατόλουτρο στους 65οC για 5 

λεπτά, vortex για 30 δευτερόλεπτα και spindown. Στην προκειμένη περίπτωση, στα δείγματα 

μελέτης της καταστολής, η επαναδιάλυση του ιζήματος πραγματοποιήθηκε στα 15 μl ddΗ2Ο. 

Μετά από αυτή τη διαδικασία, τα δείγματα μπορούν πλέον να αποθηκευτούν στους -80οC. 

Σε αυτό το στάδιο υπάρχει δυνατότητα της μέτρησης της συγκέντρωσης του RNA του 

δείγματος μέσω Quawell. 

3.2.8. Σύνθεση cDNA (cDNA synthesis - Reverse Transcription) 
H σύνθεση του cDNA ή αλλιώς η αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής περιλαμβάνει την 

σύνθεση μορίων cDNA από τα δείγματα απομόνωσης RNA, μέσω ενός ενζύμου που 

ονομάζεται αντίστροφη μεταγραφάση (MMLV). Τα δείγματα προετοιμάζονται κατάλληλα 

ώστε να περιέχονται 1000ng διαλυμένα σε 10μl ddH2O. Για την διαδικασία της κατεργασίας 

χρησιμοποιήθηκαν δύο MIX, η σύσταση των οποίων παρατίθεται στους παρακάτω πίνακες.  

 

MIX 1 Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

OligodT  1 μl 

dNTPs 1 μl 

Τελικός όγκος 2 μl 

 

MIX 2  Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

5Χ Buffer 4 μl 

100nm DTT 2 μl 

Rnase out 1 μl 

MMLV (Reverse Transcriptase) (Invitrogen) 1 μl 

Τελικός όγκος 8 μl 
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Σε δείγμα RNA όγκου 10 μl προστίθενται 2 μl από το MIX 1, ακολουθεί επώαση σε 

υδατόλουτρο στους 65οC για 5 λεπτά και στη συνέχεια 8 μl από το MIX 2 με τον τελικό όγκο 

να ανέρχεται στα 20 μl. Το τελικό μείγμα τοποθετείται σε υδατόλουτρο στους 37οC για 2 

ώρες. Με το πέρας των δύο ωρών, πραγματοποιείται αραίωση του δείγματος σε 380μl 

ddH2O. Σε αυτό το στάδιο, τα δείγματα μπορούν να αποθηκευτούν σε θερμοκρασία -20οC. 

3.2.9. Ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (Real time quantitative PCR - qPCR) 
 Η qPCR αποτελεί μια μέθοδο προσδιορισμού των επιπέδων έκφρασης γονιδίων προς 

μελέτη στο αρχικό δείγμα. Η μέθοδος αξιοποιεί την ικανότητα της χρωστικής SYBR green να 

προσδένεται ισχυρά στο δίκλωνο DNA εκπέμποντας ισχυρότερο φθορισμό σε σχέση με την 

πρόσδεσή του στο μονόκλωνο DNA. Αυτή η ιδιότητα της χρωστικής αξιοποιείται, ώστε να 

επιτυγχάνεται η ποσοτικοποίηση των γονιδίων στόχων που ενισχύονται με τη βοήθεια 

ειδικών εκκινητών οι οποίοι υβριδίζουν στα επιθυμητά μόρια cDNA. Η ποσοτικοποίηση 

πραγματοποιείται στην εκθετική φάση της καμπύλης ενίσχυσης, κατά την οποία τα προϊόντα 

διπλασιάζονται σε αριθμό και ξεπερνούν ένα κατώφλι φθορισμού, το οποίο αντιστοιχεί σε 

έναν συγκεκριμένο κύκλο διπλασιασμού (Ct). Παράλληλα με την ενίσχυση του γονιδίου 

στόχου στα δείγματα, πραγματοποιείται και ενίσχυση μιας γονιδιωματικής περιοχής σε 

δείγματα ανθρώπινου γονιδιωματικού DNA. Τα δείγματα αυτά έχουν γνωστή συγκέντρωση 

και έχουν παρασκευαστεί κατάλληλα ώστε να έχουν υποδεκαπλάσιες αραιώσεις. Τα 

συγκεκριμένα δείγματα χρησιμοποιούνται ως standards με σκοπό την κατασκευή πρότυπης 

καμπύλης αναφοράς, η οποία αξιοποιείται για τον προσδιορισμό του Ct και την 

ποσοτικοποίηση. Επιπλέον, για την κανονικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων στόχων 

χρησιμοποιούνται δύο ιδιοσύστατα γονίδια, το GAPDH και το RPLP1. Η προετοιμασία και η 

οργάνωση των δειγμάτων, καθώς και ο προγραμματισμός των πρωτοκόλλων για την 

εκτέλεση της qPCR πραγματοποιήθηκαν με το πρόγραμμα CFX manager της εταιρίας BioRad. 

Τα δείγματα της qPCR προετοιμάζονται σε ειδικά tubes σε strips με την σύσταση που 

παρατίθεται παρακάτω: 

Αντιδραστήρια Ποσότητες (Ανά δείγμα) 

SYBR green Buffer Mix 2x 10 μl 

Forward/Reverse primers 2 μl 

Template (cDNA) 4 μl 

H2O 4 μl 

Τελικός όγκος  20 μl 

 

Για την επαλήθευση της αξιοπιστίας της αντίδρασης, χρησιμοποιούνται επίσης δείγματα 

αρνητικού ελέγχου. Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιείται ένα δείγμα απ’ όπου απουσιάζει το 

δείγμα cDNA (No Template Control - NTC) καθώς και ένα δείγμα στο οποίο δεν έχει 

πραγματοποιηθεί αντίδραση αντίστροφης μεταγραφής (No Reverse Transcriptase - NRT). 

3.2.10. Πείραμα ελέγχου μεταγραφικής σταθερότητας (Transcriptional stability assay) 
 Το πείραμα μεταγραφικής σταθερότητας εξυπηρετεί την παρατήρηση ενός 

φαινομένου σε διαφορετικές χρονικές στιγμές (timepoints) στο πλαίσιο μιας χρονικής 

περιόδου. Σκοπός του εν λόγω πειράματος ήταν ο προσδιορισμός του χρόνου 

υποδιπλασιασμού του αριθμού των μεταγράφων στόχων σε καρκινικές κυτταρικές σειρές 

στομάχου, σε συνάρτηση με τον χρόνο έκθεσης τους στην ακτινομυκίνη. Πιο συγκεκριμένα, 

στο πείραμα που διεξήχθη στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας, οι χρονικές 

στιγμές ήταν οι 0h, 0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h και 24h ενώ χρησιμοποιήθηκε η καρκινική 

κυτταρική σειρά στομάχου NUGC4. Η ακτινομυκίνη δρα ως καταστολέας της μεταγραφής για 
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τα κύτταρα, παρουσιάζοντας χρονοεξαρτώμενη δράση και δίνοντας την δυνατότητα 

προσδιορισμού του ρυθμού αποικοδόμησης των μεταγράφων. Στο συγκεκριμένο πείραμα η 

συγκέντρωση ακτινομυκίνης που χορηγήθηκε ήταν 2 μg/ml. Το δείγμα στην χρονική στιγμή 

0h χρησιμοποιείται ως δείγμα αναφοράς για την έναρξη του πειράματος. Αποτελεί δείγμα 

κυττάρων απουσία ακτινομυκίνης στο οποίο έχει προστεθεί τριζόλη με σκοπό τη 

μονιμοποίηση των κυττάρων και την προστασία του RNA. Μια μέρα πριν την έναρξη του 

πειράματος, προετοιμάζεται ένα τρυβλίο για κάθε timepoint. Τα κύτταρα αποδεσμεύονται 

από τα τοιχώματα της φλάσκας μέσω της προσθήκης θρυψίνης. Στη συνέχεια χορηγείται 

ποσότητα θρεπτικού για την απενεργοποίηση της δράσης της. Ακολουθεί ανάμειξη 10 μl από 

κύτταρα με 90 μl χρωστικής trypan blue. Από το μείγμα αυτό, 10 μl τοποθετούνται σε ειδική 

πλάκα Neubauer, ώστε να προσδιοριστεί ο αριθμός των κυττάρων του δείγματος.  Έπειτα, τα 

κύτταρα προστίθενται στα τρυβλία παρουσία θρεπτικού, σε τελικό όγκο 3ml και 

τοποθετούνται σε επωαστήρα στους 37οC, σε 5% CO2. Μεταξύ των διαστημάτων 

πραγματοποιείται απόρριψη του θρεπτικού υλικού από τα τρυβλία και εκ νέου χορήγηση 

φρέσκου θρεπτικού. Μετά το πέρας των χρονικών διαστημάτων προστίθεται τριζόλη σε κάθε 

δείγμα και ακολουθεί αποθήκευση στους -80oC. Τη διαδικασία ακολουθούν απομόνωση RNA 

κατεργασία με DNάση, σύνθεση cDNA και qPCR. Ως δείκτης αξιοπιστίας του πειράματος 

χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο MYC, το οποίο παρουσιάζει χρόνο υποδιπλασιασμού 30 λεπτά 

και παρουσιάζει ιδιαίτερη ευαισθησία όσον αφορά την σταθερότητα των μεταγράφων του. 

3.2.11. Δοκιμασία ελέγχου σχηματισμού αποικιών (Colony Formation Assay - CFA) 
 Σκοπός της δοκιμασίας είναι ο προσδιορισμός του δυναμικού πολλαπλασιασμού των 

κυττάρων και κατά συνέπεια του φαινοτύπου τους, σε μακροσκοπικό επίπεδο. Για το σκοπό 

αυτό, NUGC4 κύτταρα (3x105) τα οποία έγινε υπερέκφραση shRNA είτε έναντι 

των CENTRIC1/2 είτε με αλληλουχίες control (scrambled) αναπτύχθηκαν σε six 

well plates παρουσία RPMI/10% FBS θρεπτικού (Gibco) στους 37οC / 5% CO2. Έπειτα από 6 

ημέρες αφαιρέθηκε το θρεπτικό μέσο και τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 1 φορά με 1x PBS. 

Ακολούθως προστέθηκε για 5 λεπτά διάλυμα κουμάσης 0.25% σε 45/45/10 Μεθανόλη, νερό, 

οξικό οξύ και έπειτα ακολούθησαν 2 εκπλύσεις, πρώτα με 50/50 Μεθανόλη/νερό και έπειτα 

άλλα 2 μόνο με νερό. Αφού αφέθηκαν να στεγνώσουν για 24 ώρες, τα πιάτα 

φωτογραφήθηκαν σε στερεοσκόπιο. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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4.1 Βιοπληροφορική Ανάλυση 

4.1.1 Εντοπισμός γονιδίων με παραλλαγές αριθμού αντιγράφων 
 Προκειμένου να μελετηθεί η αλληλεπίδραση μεταξύ lncRNAs και CNVs, το πρώτο 

βήμα ήταν ο προσδιορισμός γονιδίων στόχων, τα οποία πληρούν την επιθυμητή θετική 

συσχέτιση του αυξημένου αριθμού αντιγράφων με αυξημένη γονιδιακή έκφραση. Γι’ αυτό, 

πραγματοποιήθηκε μετανάλυση δεδομένων RNA-seq σε δείγματα βιοψιών γαστρικού 

καρκίνου. Τα δείγματα αυτά αφορούν την έκφραση γονιδίων σε περιπτώσεις γονιδιωμάτων 

που φέρουν αριθμό αντιγράφων σε φυσιολογική διπλοειδή μορφή (Diploid), μειωμένο 

αριθμό αντιγράφων ενός  (Shallow deletion) ή δύο αλληλομόρφων  (Deep deletion) καθώς 

και αυξημένο αριθμό αντιγράφων (1-2 - Shallow gain) η πολύ αυξημένο αριθμό αντιγράφων 

( >2 - Deep gain). Επιπλέον, παρατίθενται και δεδομένα έκφρασης από βιοψίες 

παρακαρκινικών ιστών στομάχου (Normal Paracancerous) στους οποίους δεν έχουν 

παρατηρηθεί ιστολογικές αλλοιώσεις. Τα διαγράμματα της έκφρασης παρουσιάζονται σε 

μορφή box plot.  

 Με βάση τα παραπάνω, για την μελέτη στα πλαίσια της παρούσας πτυχιακής 

επιλέχθηκαν δύο γονίδια, τα CENTRIC1 και CENTRIC2. Πιο συγκεκριμένα, τα δύο αυτά γονίδια 

παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση όσο αυξάνεται ο αριθμός των αντιγράφων τους στο 

γονιδίωμα. Τα αποτελέσματα των αναλύσεων συσχέτισης μεταξύ έκφρασης και αριθμού 

αντιγράφων παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα 15Α,Β). Στη συνέχεια, παρατίθενται περαιτέρω 

βιοπληροφορικές αναλύσεις με ενδεικτικό παράδειγμα το γονίδιο CENTRIC2. Τα 

αποτελέσματα ισχύουν αντίστοιχα και για το CENTRIC1. 

 

 

Εικόνα 15Α: Διάγραμμα συσχέτισης της έκφρασης με τον αριθμό των γονιδιακών αντιγράφων 
για το γονίδιο CENTRIC1. Η έκφραση φαίνεται να αυξάνεται όσο αυξάνεται ο αριθμός των 
αντιγράφων στο γονιδίωμα. Τα ποσοστά υποδηλώνουν ξεχωριστά τον επί τοις εκατό αριθμό 
των βιοψιών για κάθε γονιδιακή δόση, ως προς τον σύνολο των καρκινικών βιοψιών που 
αξιοποιήθηκαν για την ανάλυση. 

 

1,3 %  
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Εικόνα 15Β: Διάγραμμα συσχέτισης της έκφρασης με τον αριθμό των γονιδιακών αντιγράφων 
για το γονίδιο CENTRIC2. Η έκφραση φαίνεται να αυξάνεται όσο αυξάνεται ο αριθμός των 
αντιγράφων στο γονιδίωμα. Τα ποσοστά υποδηλώνουν ξεχωριστά τον επί τοις εκατό αριθμό 
των βιοψιών για κάθε γονιδιακή δόση, ως προς τον σύνολο των καρκινικών βιοψιών που 
αξιοποιήθηκαν για την ανάλυση. 

 

4.1.1 Επαλήθευση κωδικοποιητικού δυναμικού 
 Προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι τα CENTRIC1 και CENTRIC2 αποτελούν μη 

κωδικοποιητικά lncRNA μετάγραφα, διεξήχθησαν δοκιμασίες πρόβλεψης κωδικοποιητικού 

δυναμικού για τα δύο γονίδια μέσω δύο προγραμμάτων, του CPC2 (Εικόνα 16Α) και του CPAT 

(Εικόνα 16Β). Πιο συγκεκριμένα, τα δύο αυτά προγράμματα υπολογίζουν την πιθανότητα 

ενός γονιδίου να φέρει στην αλληλουχία του έναν ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης που μπορεί 

να κωδικοποιήσει για μια πρωτεΐνη ή ένα πολυπεπτίδιο, εξάγοντας μια αντιπροσωπευτική 

τιμή (Fickett score). Ως γονίδια ελέγχου της δοκιμασίας χρησιμοποιήθηκαν καλά 

χαρακτηρισμένα κωδικοποιητικά (ACTIN-B, GAPDH, RPLP1) αλλά και μη κωδικοποιητικά 

γονιδια (HOTAIR, NEAT1, GAS5, HOTTIP, MALAT1, LINC01234). Το κωδικοποιητικό δυναμικό 

των παραπάνω γονιδίων υπολογίστηκε μαζί με το γονίδιο CENTRIC2 και στη συνέχεια όλα τα 

γονίδια τοποθετήθηκαν σε διάγραμμα για την καλύτερη δυνατή σύγκριση. Τα αποτελέσματα 

και των δύο προγραμμάτων επιβεβαίωσαν ότι το γονίδιο CENTRIC2 αποτελεί ένα μη 

κωδικοποιητικό lncRNA. 

8,2 %  

63,9 %  
21,6 %  

6,1 %  

0 %  
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Εικόνα 16Α: Υπολογισμός κωδικοποιητικού δυναμικού του γονιδίου CENTRIC2 μέσω του 
προγράμματος CPC2. Στο διάγραμμα απεικονίζεται η ταξινόμηση του γονιδίου με βάση το 
Fickett score. Τα γονίδια με κωδικοποιητικό δυναμικό αναμένονται εντός του πορτοκαλί 
πλαισίου, ενώ τα γονίδια με μη κωδικοποιητικό δυναμικό εντός του γαλάζιου πλαισίου. 

 

Εικόνα 16B: Υπολογισμός κωδικοποιητικού δυναμικού του γονιδίου CENTRIC2 μέσω του 
προγράμματος CPAT. Με κόκκινο χρώμα απεικονίζονται τα γονίδια με κωδικοποιητικό 
δυναμικό, των οποίων οι τιμές ανέρχονται κοντά στο 1. Με μπλε χρώμα απεικονίζονται τα μη 
κωδικοποιητικά μετάγραφα με τιμές μικρότερες του 0,5, καθώς και το CENTRIC2, 
επιβεβαιώνοντας την ιδιότητά του ως ένα μη κωδικοποιητικό lncRNA. 
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4.1.2 Ανάλυση του προφίλ έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 
 

4.1.2.1 Έκφραση του CENTRIC2 σε δείγματα βιοψιών 

 Επόμενο βήμα για τον χαρακτηρισμό του CENTRIC2 ήταν η ανάλυση της έκφρασης 

του lncRNA, προκειμένου να προσδιοριστεί ένα αρχικό προφίλ έκφρασης του γονιδίου. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε μετανάλυση δεδομένων RNAseq σε 55 δείγματα βιοψιών 

φυσιολογικών ενήλικων ιστών με βάση τα αποτελέσματα της κοινοπραξίας gTEX. Τα 

αποτελέσματα της έκφρασης παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα 17). 

 

 

Εικόνα 17: Έκφραση του lncRNA CENTRIC2 σε δείγματα βιοψιών φυσιολογικών ενήλικων 
ιστών. Πηγή: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/793091v1  

Ακολούθησε ανάλυση της έκφρασης του CENTRIC2 σε καρκινικές βιοψίες στομάχου σε 

αντιπαράθεση με παρακαρκινικές γαστρικές βιοψίες. Γι’ αυτό το σκοπό αξιοποιήθηκαν 408 

δείγματα καρκινικού και παρακείμενου φυσιολογικού ιστού από άτομα με καταγωγή από το 

Ηνωμένο Βασίλειο και τις ΗΠΑ (Εικόνα 18Α), καθώς και 69 δείγματα προερχόμενα από την 

Νότια Κορέα (Εικόνα 18Β) (TCGA consortium).  

 

 

 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/793091v1
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Εικόνα 18Α: Ανάλυση της έκφρασης του CENTRIC2 σε δείγματα καρκινικού και παρακείμενου 
φυσιολογικού ιστού ασθενών από τις ΗΠΑ και το Ηνωμένο Βασίλειο. 

 

 

Εικόνα 18Β: Ανάλυση της έκφρασης του CENTRIC2 σε δείγματα καρκινικού και παρακείμενου 
φυσιολογικού ιστού ασθενών από την Νότια Κορέα. 
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 Η ίδια ανάλυση πραγματοποιήθηκε και σε επίπεδο καρκινικών σταδίων. Πιο 

συγκεκριμένα, διεξήχθη μετανάλυση δεδομένων RNAseq σε δείγματα βιοψιών ανά καρκινικό 

στάδιο γαστρικού καρκίνου. Τα δεδομένα που αξιοποιήθηκαν αντιστοιχούν σε 408 δείγματα 

βιοψιών καρκινικού και παρακείμενου φυσιολογικού ιστού στομάχου από άτομα με 

καταγωγή από το Ηνωμένο Βασίλειο και τις ΗΠΑ (Εικόνα 19).  

 

 

Εικόνα 19: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 μεταξύ σταδίων προόδου του 
γαστρικού καρκίνου (Stage_I – Stage_IV) και παρακείμενου φυσιολογικού ιστού γαστρικού 
καρκίνου (Normal Paracancerous). Τα δείγματα που υπάγονται στην κατηγορία Stage_NA δεν 
δύνανται να ταξινομηθούν με αξιοπιστία σε ένα από τα προηγούμενα στάδια. 

  

Ακολούθησε ανάλυση δεδομένων RNAseq και για δεδομένα έκφρασης του CENTRIC2 

από στάδια προκαρκινικών αλλοιώσεων γαστρικού καρκίνου που αποτελούν προοίμιο του 

εντερικού τύπου γαστρικού αδενοκαρκινώματος. Αξιοποιήθηκαν δεδομένα για κάθε ένα από 

τα στάδια προκαρκινικών αλλοιώσεων (γαστρίτιδας, ατροφίας, εκτεταμένης ατροφίας και 

εντερικής μεταπλασίας), δεδομένα έκφρασης παρακείμενου φυσιολογικού ιστού γαστρικού 

καρκίνου, αλλά και δεδομένα έκφρασης από οργανοειδή στομάχου, τα οποία αποτελούν 

μικρογραφίες ανθρώπινων οργάνων, ανεπτυγμένες μέσω χρήσης καρκινικών 

βλαστοκυττάρων. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα 20). 
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Εικόνα 20: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 μεταξύ σταδίων προκαρκινικών 
αλλοιώσεων εντερικού υποτύπου γαστρικού αδενοκαρκινώματος. Διακρίνονται τα στάδια 
της γαστρίτιδας (GAST), της ατροφίας (ΑΤ), της εκτεταμένης ατροφίας (ΕΑΤ), της εντερικής 
μεταπλασίας (ΙΜ), καθώς και δεδομένα έκφρασης από δείγματα παρακείμενου 
φυσιολογικού ιστού (NORM PARACANCEROUS) και οργανοειδών (ORG).  

4.1.2.2  Έκφραση του CENTRIC2 σε δείγματα κυτταρικών σειρών 

 Επόμενο βήμα ήταν η ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 σε κυτταρικές 

σειρές. Αρχικά, αξιοποιήθηκαν δεδομένα έκφρασης από 1020 καρκινικές κυτταρικές σειρές 

όλων των διαθέσιμων ανθρώπινων ιστών (Εικόνα 21).  

 

Εικόνα 21: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 σε κυτταρικές σειρές ανθρώπινων 
φυσιολογικών ιστών. Παρατηρείται υψηλή έκφραση στους νεφρούς, στο ήπαρ, στο στομάχι, 
στις ωοθήκες και στην χολική και στην ουροποιητική οδό. 
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Έκφραση του CENTRIC2 σε καρκινικές σειρές γαστρικού καρκίνου

Εικόνα 22: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 σε καρκινικές κυτταρικές σειρές στομάχου. 
Παρατηρείται αυξημένη έκφραση στις κυτταρικές σειρές FU97, GCIY και NUGC4. 

 Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας, η ανάλυση επικεντρώθηκε σε 

κυτταρικές σειρές στομάχου. Πιο συγκεκριμένα, αντλήθηκαν και αναλύθηκαν δεδομένα από 

ένα σύνολο 37 καρκινικών κυτταρικών σειρών στομάχου, τα οποία παρατίθενται παρακάτω 

(Εικόνα 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.2.3 Ανάλυση συνταινίας του CENTRIC2 στον ποντικό 

Η βιοπληροφορική ανάλυση ολοκληρώθηκε με την διεξαγωγή ανάλυσης συνταινίας, 

προκειμένου να προσδιοριστεί η ύπαρξη πιθανού ορθόλογου γονιδίου σε άλλον οργανισμό. 

Για την ανάλυση επιλέχθηκε το γονιδίωμα του ποντικού (mm9), συνήθους οργανισμού 

μοντέλου για πειράματα μελέτης καρκίνου, σε αντιπαραβολή με την έκδοση (hg19) του 

ανθρώπινου γονιδιώματος. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης συνταινίας παρατίθενται 

παρακάτω (Εικόνα 23).  

 

Εικόνα 23: Ανάλυση συνταινίας για το lncRNA CENTRIC2. Απεικονίζονται οι συντεταγμένες του γονιδίου στο 
ανθρώπινο γονιδίωμα, σε αντιπαραβολή με το γονιδίωμα του ποντικού. Προκύπτει ότι δεν υφίσταται 
συντήρηση μεταξύ των γονιδιωμάτων των δύο οργανισμών στην συγκεκριμένη περιοχή, υποδηλώνοντας 
ειδοειδικότητα του lncRNA στον άνθρωπο.  
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4.2 Πειραματικά αποτελέσματα 
Το πειραματικό μέρος της παρούσας διπλωματικής εργασίας χωρίστηκε σε δύο μέρη. 

Το πρώτο πειραματικό μέρος αφορά τον χαρακτηρισμό των lncRNA CENTRIC1 και CENTRIC2 

ως προς την εξειδίκευση της έκφρασής τους, τον υποκυτταρικό τους εντοπισμό και την 

μεταγραφική τους σταθερότητα. Το δεύτερο πειραματικό μέρος αφορούσε τη διαδικασία 

κατασκευής επιθυμητών εργαλείων γενετικής μηχανικής με στόχο την επιτυχημένη 

καταστολή των δύο lncRNAs σε κύτταρα καρκινικών σειρών στομάχου, καθώς και τον έλεγχο 

του φαινοτύπου των κυττάρων σε συνθήκες καταστολής. 

4.2.1. 1ο Πειραματικό μέρος 
 

4.2.1.1 Έκφραση του lncRNA CENTRIC2 σε ένα σύνολο διαθέσιμων κυτταρικών σειρών 

 Για το συγκεκριμένο πείραμα πραγματοποιήθηκε απομόνωση RNA, σύνθεση cDNA 

και qPCR σε διαθέσιμες καρκινικές κυτταρικές σειρές του εργαστηρίου, προκειμένου να 

εξεταστεί ο πιθανός ρόλος των lncRNAs σε διάφορους τύπους καρκίνου. Ενδεικτικά, 

αξιοποιήθηκαν τρεις καρκινικές σειρές στομάχου (ΜΚΝ45, ΚΑΤΟΙΙΙ, NUGC4), δύο καρκινικές 

σειρές παχέος εντέρου (HT29, HCT116) δύο καρκινικές σειρές μαστού (MCF7, SKBR3) μία 

κυτταρική σειρά φυσιολογικού επιθηλίου στομάχου (HFE), καθώς και εμβρυικά κύτταρα 

νεφρού (HEK). Το σύνολο των παραπάνω κυτταρικών σειρών επιλέχθηκε με σκοπό τον έλεγχο 

εξειδίκευσης της έκφρασης σε κύτταρα γαστρικού καρκίνου. Για την κανονικοποίηση της 

έκφρασης των lncRNAs, χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές και για δύο γονίδια με ιδιοσύστατα 

υψηλά επίπεδα έκφρασης των GAPDH και RPLP1. Οι δύο αναλύσεις απεικονίζουν το εύρος 

αλλαγής της έκφρασης και αφορούν τον μέσο όρο δύο βιολογικών επαναλήψεων για την 

έκφραση του lncRNA σε σχέση με το εκάστοτε γονίδιο κανονικοποίησης (Εικόνα 24Α,Β,Γ). 
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Εικόνα 24Α: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC1 σε ένα σύνολο καρκινικών 
κυτταρικών σειρών. Η έκφραση φαίνεται να είναι σημαντικά υψηλότερη στην κυτταρική σειρά 
NUGC4. 
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Εικόνα 24Γ: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 σε ένα σύνολο καρκινικών 
κυτταρικών σειρών. Η έκφραση φαίνεται να είναι σημαντικά υψηλότερη και σχεδόν 
εξειδικευμένη στην κυτταρική σειρά NUGC4. 
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Εικόνα 24Β: Ανάλυση της έκφρασης του lncRNA CENTRIC2 σε ένα σύνολο καρκινικών 
κυτταρικών σειρών. Η έκφραση φαίνεται να είναι σημαντικά υψηλότερη στην κυτταρική σειρά 
NUGC4. 
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4.2.1.2 Υποκυτταρικός εντοπισμός των lncRNA CENTRIC1 και CENTRIC2 

 Προκειμένου να προσδιοριστεί το υποκυτταρικό κλάσμα στο οποίο εντοπίζονται τα 

lncRNAs CENTRIC1 και CENTRIC2 στο κύτταρο, διεξήχθησαν πειράματα υποκυτταρικής 

κλασμάτωσης σε κύτταρα NUGC4. Συλλέχθηκαν συνολικά τρία κλάσματα, κυτταρόπλασμα, 

πυρηνόπλασμα και χρωματίνη, στα οποία διενεργήθηκε απομόνωση RNA, σύνθεση cDNA και 

qPCR. Ανάλογα με την συγκέντρωση τους στο εκάστοτε κλάσμα μπορεί να εξαχθεί ένα 

συμπέρασμα για τον εντοπισμό τους και κατά συνέπεια την πιθανή λειτουργία τους στο 

κύτταρο. Τα σχετικά αποτελέσματα παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα 25Α,Β). 

 

Εικόνα 25Α: Υποκυτταρικός εντοπισμός του lncRNA CENTRIC1, έπειτα από υποκυτταρική 
κλασμάτωση καρκινικών γαστρικών κυττάρων NUGC4. Το CENTRIC1 φαίνεται να είναι ένα ως 
επί το πλείστον χρωματινικό lncRNA. 

 

 

Εικόνα 25B: Υποκυτταρικός εντοπισμός του lncRNA CENTRIC1, έπειτα από υποκυτταρική 
κλασμάτωση καρκινικών γαστρικών κυττάρων NUGC4. Το CENTRIC1 φαίνεται να είναι ένα ως 
επί το πλείστον χρωματινικό lncRNA. 
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4.2.1.3 Μεταγραφική σταθερότητα των lncRNA CENTRIC1 και CENTRIC2 

 Προκειμένου να επιτευχθεί ο βέλτιστος δυνατός χαρακτηρισμός των lncRNAs 

CENTRIC1 και CENTRIC2, είναι απαραίτητος ο προσδιορισμός του χρόνου υποδιπλασιασμού 

των δύο μεταγράφων στο κύτταρο. Η σταθερότητα ενός μορίου RNA καθορίζει σε μεγάλο 

ποσοστό τις λειτουργίες του και κατά συνέπεια την σημασία του ρόλου του για την επιτέλεση 

ζωτικών λειτουργιών. Πιο συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε έκθεση καρκινικών κυττάρων 

της καρκινικής γαστρικής σειράς NUGC4 σε ακτινομυκίνη, η οποία καταστέλλει την 

διαδικασία της μεταγραφής και οδηγεί στην αποικοδόμηση των μεταγράφων εντός του 

κυττάρου. Ακολούθησε  απομόνωση RNA, σύνθεση cDNA και qPCR σε διαφορετικά 

timepoints (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 ώρες), ώστε να προσδιοριστούν τα επίπεδα των δύο 

μεταγράφων. Τα αποτελέσματα απεικονίζονται στα παρακάτω διαγράμματα (Εικόνα 26Α,Β).  

 

 

Εικόνα 26Α,Β: Υπολογισμός της μεταγραφικής σταθερότητας των lncRNA CENTRIC1 και 
CENTRIC2 σε κύτταρα NUGC4. Απεικονίζονται τα επίπεδα των μεταγράφων σε συνάρτηση με 
ορισμένα χρονικά σημεία σε μια χρονική περίοδο (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 ώρες). Ως δείγμα 0H 
ορίζεται μια ποσότητα κυττάρων στα οποία δεν έχει χορηγηθεί ακτινομυκίνη και σηματοδοτεί 
την έναρξη του πειράματος. Ο χρόνος υποδιπλασιασμού εντοπίζεται στις 2-4 ώρες. 
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 Όπως υποδεικνύεται από τη βιοπληροφορική ανάλυση και τα πειραματικά 

δεδομένα, τα lncRNA CENTRIC1 και CENTRIC2 παρουσιάζουν ιδιαίτερο ερευνητικό 

ενδιαφέρον. Υπό το πρίσμα της μελέτης τους, διεξήχθη μια σειρά πειραματικών διαδικασιών 

για την καταστολή τους και την ακόλουθη μελέτη του ρόλου τους σε κύτταρα NUGC4. Τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται στο δεύτερο πειραματικό μέρος. 

4.2.2. 2ο Πειραματικό μέρος 

 

4.2.2.1 Κατασκευή εργαλείων γενετικής μηχανικής για την καταστολή των lncRNAs CENTRIC1 

και CENTRIC2 

 Βασική προϋπόθεση για την πλήρη αποσαφήνιση των ρόλων και των λειτουργιών 

των CENTRIC1 και CENTRIC2 είναι ο έλεγχος του φαινοτύπου των κυττάρων σε συνθήκες 

καταστολής της έκφρασής τους. Προκειμένου να εξασφαλισθεί αυτή η συνθήκη, 

κατασκευάστηκε ένα σύστημα παροδικής καταστολής. Το σύστημα αυτό περιλαμβάνει 

ανασυνδυασμό του φορέα κλωνοποίησης pSiCORmod με ένθεμα που κωδικοποιεί για ένα 

μόριο shRNA. Από το shRNA προκύπτει ένα μόριο siRNA, το οποίο αξιοποιεί τον μηχανισμό 

RNAi του κυττάρου, στοχεύοντας το μετάγραφο στόχο και οδηγώντας το σε αποικοδόμηση. 

Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας κατασκευάστηκαν δύο ανασυνδυασμένοι 

φορείς κλωνοποίησης, ένας για την καταστολή του lncRNA CENTRIC1 και ένας για την 

καταστολή του lncRNA CENTRIC2. Η επιτυχημένη ενσωμάτωση των ενθεμάτων στον φορέα 

κλωνοποίησης επιβεβαιώνεται με διαγνωστική πέψη (Εικόνα 27Α,Β) και αλληλούχηση.  

 

 

Εικόνα 27Α: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων διαγνωστικής πέψης του φορέα κλωνοποίησης με 
ένθεμα που στοχεύει στην καταστολή του lncRNA CENTRIC2 σε gel αγαρόζης 2%. Διακρίνονται 
ο δείκτης μοριακού βάρους (1 kb Ladder), το αρνητικό (Neg. Control) και το θετικό (Pos. 
Control) δείγμα ελέγχου, καθώς και ο έλεγχος (screening) δύο αποικιών βακτηρίων XL1Blue 
για τον επιτυχημένο ανασυνδυασμό, έπειτα από απομόνωση πλασμιδίου μικρής κλίμακας 
(shCENTRIC2 Mini 1, shCENTRIC2 Mini 2). Τα θετικά δείγματα αντιστοιχούν σε μοριακό βάρος 
395 bp. 

1kb 

Ladder 
Neg. 

Control 
Pos. 

Control 
shCENTRIC2 

Mini 1 
shCENTRIC2 

Mini 2 

395 bp 
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Εικόνα 27B: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων διαγνωστικής πέψης των φορέων κλωνοποίησης με 
ενθέματα που στοχεύουν στην καταστολή των lncRNA CENTRIC1 και CENTRIC2 σε gel 
αγαρόζης 2%. Διακρίνονται ο δείκτης μοριακού βάρους (1 kb plus Ladder), το αρνητικό (Neg. 
Control) και το θετικό (Pos. Control) δείγμα ελέγχου, καθώς και δύο επιτυχώς 
ανασυνδυασμένοι φορείς κλωνοποίησης (pSiCORmod shCENTRIC1, pSiCORmod 
shCENTRIC2). Ως αρνητικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε φορέας pSiCORmod ο οποίος 
επανακυκλοποιήθηκε κατά την αντίδραση λιγάσης μετά την πέψη (self ligated vector). Ως 
θετικό δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκε επιβεβαιωμένα ανασυνδυασμένος φορέας με 
ένθεμα siRNA ολιγονουκλεοτίδιο για την καταστολή του μεταγράφου του μεταγραφικού 
παράγοντα GATA6. 

4.2.2.2. Έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των lncRNAs CENTRIC1 και CENTRIC2 σε συνθήκες 

καταστολής 

Αφού οι ανασυνδυασμένοι φορείς απομονωθούν σε υψηλή συγκέντρωση, 

εισάγονται σε ιϊκά σωμάτια λεντιϊών κατά τη συναρμολόγησή τους σε κύτταρα HEK. Τα ιϊκά 

σωμάτια συλλέγονται από το θρεπτικό μέσο και στη συνέχεια μολύνουν κύτταρα NUGC4, 

ώστε ο ανασυνδυασμένος φορέας να εισέλθει στο κύτταρο και να καταστείλει την έκφραση 

του μεταγράφου στόχου. Η επιτυχημένη καταστολή επιβεβαιώνεται με απομόνωση RNA από 

τα κύτταρα στόχους, σύνθεση cDNA και qPCR (Εικόνα 28Α,Β).  

1kb plus 

Ladder 
Neg. Control Pos. Control pSiCORmod 

shCENTRIC1 

pSiCORmod 

shCENTRIC2 
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Εικόνα 28Α,Β: Ανάλυση δεδομένων qPCR της έκφρασης σε κύτταρα NUGC4 υπό συνθήκες 
καταστολής του lncRNA CENTRIC1. Χρησιμοποιήθηκε αρνητικό δείγμα ελέγχου της 
καταστολής (Control) στο οποίο αξιοποιήθηκε φορέας κλωνοποίησης με ένθεμα που δεν 
στοχεύει στην αποικοδόμηση οποιουδήποτε μεταγράφου στο κύτταρο (scrambled). Η 
καταστολή και ο έλεγχος της έκφρασης πραγματοποιήθηκαν αποκλειστικά για το CENTRIC1 
σε δύο βιολογικές επαναλήψεις (CENT1 B1, CENT1 B2) καθώς και σε πείραμα συνδυαστικής 
καταστολής με το lncRNA CENTRIC2 (CENTRIC1/2). Οι αντίστοιχες αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν και για το lncRNA CENTRIC2. 
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4.2.2.3 Έλεγχος του φαινοτύπου σε επίπεδο κυττάρου υπό συνθήκες καταστολής των 

lncRNAs CENTRIC1 και CENTRIC2 

 Το τελικό πείραμα της παρούσας διπλωματικής εργασίας αφορούσε την διεξαγωγή 

δοκιμασίας ελέγχου σχηματισμού αποικιών (CFA), για την παρατήρηση του φαινοτύπου σε 

μακροσκοπικό επίπεδο. Η δοκιμασία πραγματοποιήθηκε υπό συνθήκες καταστολής για κάθε 

lncRNA ξεχωριστά, προκειμένου να ανιχνευθούν πιθανές μεταβολές στο δυναμικό 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων. Τα αποτελέσματα παρατίθενται παρακάτω (Εικόνα 29). 

 

 

Εικόνα 29: Δοκιμασία ελέγχου σχηματισμού αποικιών σε κύτταρα NUGC4 υπό συνθήκες 
καταστολής των lncRNAs CENTRIC1 (κέντρο) και CENTRIC2 (δεξιά). Ως αρνητικό δείγμα 
ελέγχου (αριστερά) χρησιμοποιήθηκε δείγμα κυττάρων NUGC4 στο οποίο αξιοποιήθηκε 
φορέας κλωνοποίησης με ένθεμα που δεν στοχεύει στην αποικοδόμηση οποιουδήποτε 
μεταγράφου στο κύτταρο (Scrambled). Παρατηρήθηκε έντονη αναστολή της κυτταρικής 
ανάπτυξης κατά την καταστολή του CENTRIC1 ενώ λιγότερη έντονη ήταν η επίδραση της 
καταστολής του CENTRIC2 σε αυτό το πείραμα. 
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Ο καρκίνος του στομάχου κατατάσσεται στην τέταρτη θέση όσον αφορά την 

συχνότητα διάγνωσης, καθώς και στην τρίτη θέση όσον αφορά τη θνησιμότητα στον 

παγκόσμιο πληθυσμό312. Οι επικρατείς σύγχρονες θεραπευτικές προσεγγίσεις 

περιλαμβάνουν την χειρουργική επέμβαση για αφαίρεση του καρκινικού ιστού, σε 

συνδυασμό με εκτομή των προσβεβλημένων λεμφαδένων, εξαιτίας της διήθησης των 

καρκινικών κυττάρων σε αυτούς313. Η νόσος χαρακτηρίζεται από ποικίλα φαινόμενα 

μετάστασης σε ιστούς με αφετηρία τον γαστρικό, όπως τα οστά, οι πνεύμονες και το ήπαρ314. 

Η εξάπλωση των καρκινικών κυττάρων σε παρακείμενους και μη ιστούς καθιστά 

αναπόφευκτη την δυσμενή αντιμετώπιση της ασθένειας. Ιδιαίτερα σε τελικά στάδια, όπου ο 

καρκίνος δεν επιδέχεται χειρουργικής επέμβασης, η αποτροπή εξάπλωσης του όγκου και η 

παράταση του προσδόκιμου ζωής μέσω θεραπευτικής αγωγής κρίνονται ως η βέλτιστη 

δυνατή λύση315. Επιπλέον μειονέκτημα αποτελεί η ελλιπής και μη έγκαιρη διάγνωση της 

νόσου, η οποία είναι δυνατή αποκλειστικά σε προχωρημένα στάδια, καθώς και η 

αναποτελεσματική της πρόγνωση, εξαιτίας της υψηλής πιθανότητας υποτροπής. Η 

ασυμπτωματική φύση του γαστρικού καρκίνου έως τα προχωρημένα στάδια της νόσου 

επιβάλλει την ανάπτυξη μεθόδων έγκαιρης διάγνωσης, με στόχο την ελάττωση των 

ποσοστών θνησιμότητας. Κατά συνέπεια, η ανάπτυξη αξιόπιστων και εξειδικευμένων 

μοριακών βιοδεικτών και θεραπευτικών στόχων κρίνεται απαραίτητη316. Η ετερογένεια 

αποτελεί ένα βασικό γνώρισμα του καρκίνου του στομάχου, σε ιστολογικό, μοριακό αλλά και 

γενετικό επίπεδο, οδηγώντας στην καθιέρωση των διάφορων υποτύπων γαστρικών 

αδενοκαρκινωμάτων69,317. Σύμφωνα με το πρότυπο μοριακής ταξινόμησης, οι περιπτώσεις 

γαστρικών αδενοκαρκινωμάτων εντάσσονται σε τέσσερις βασικούς υπότυπους: στον EBV+, 

καθώς και στους υπότυπους που χαρακτηρίζονται από αστάθεια μικροδορυφόρων, 

γονιδιωματική σταθερότητα ή γονιδιωματική αστάθεια69.  

Το φαινόμενο της γονιδιωματικής ή χρωμοσωμικής αστάθειας συνιστά τον κύριο 

μοριακό υπότυπο γαστρικού καρκίνου, αφού εντοπίζεται σε ένα ιδιαίτερα μεγάλο ποσοστό 

(50%) και συνδέεται στενά με τον εντερικό κατά Lauren ιστολογικό υπότυπο318. 

Χαρακτηρίζεται από υψηλή συχνότητα μεταλλάξεων στο γονιδίωμα ή ακόμα και στο πλαίσιο 

μιας κυτταρικής γενεαλογίας.  Οι μεταλλάξεις αυτές μπορεί να σχετίζονται με μεταβολές στην 

αλληλουχία των νουκλεΐκών οξέων, χρωμοσωμικές ανακατατάξεις, ανευπλοειδίες, καθώς 

και παραλλαγές στον αριθμό των γονιδιακών αντιγράφων69. Τα Copy Number Variations 

αποτελούν πρωταρχικό γνώρισμα της γονιδιωματικής αστάθειας, μέσω της μεταβολής της 

δομής των χρωμοσωμάτων και κατ’ επέκταση του αριθμού των γονιδιακών αντιγράφων. 

Περιλαμβάνουν ελλείψεις, ενθέσεις και διπλασιασμούς αλληλουχιών, φαινόμενα τα οποία 

είναι αποτέλεσμα σφαλμάτων των επιδιορθωτικών μηχανισμών του DNA319. Φυσική 

συνέπεια αποτελεί η μεταβολή της γονιδιακής δόσης σε λειτουργικά, δομικά ή ρυθμιστικά 

στοιχεία του γονιδιώματος. Αύξηση ή μείωση της γονιδιακής δόσης σε σχέση με την 

φυσιολογική διπλοειδή μορφή, ενδέχεται να μεταβάλλει την λειτουργία των γονιδίων 

στόχων και να οδηγήσει σε ποικίλες ασθένειες, μεταξύ αυτών και σε καρκίνο, μέσω της 

ενεργοποίησης ογκογόνων μονοπατιών σηματοδότησης131. Έχουν καταγραφεί περιπτώσεις 

μεταγραφικών παραγόντων και άλλων πρωτεϊνών, των οποίων τα γονίδια παρουσιάζουν 

ενίσχυση στον γενετικό τους τόπο. Η πλειοψηφία των CNVs αντιστοιχούν σε γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες, κυρίως μεταγραφικούς παράγοντες320. Ωστόσο, υπάρχουν 

περιπτώσεις καρκίνων στους οποίους εντοπίζονται CNVs σε γονίδια που κωδικοποιούν για 

lncRNAs. Χαρακτηριστικά παραδείγματα είναι αυτά του καρκίνου του στομάχου, του ήπατος, 

των ωοθηκών, καθώς και του καρκίνου του παχέος εντέρου, στα οποία διεξήχθησαν 

αναλύσεις δεδομένων έκφρασης και αναπτύχθηκαν εργαλεία υπολογισμού της συσχέτισης 
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μεταξύ CNVs και lncRNAs. Εντοπίζονται παραλλαγές που αφορούν τόσο αύξηση, όσο και 

ελάττωση του αριθμού των αντιγράφων, οι οποίες είναι πιθανόν να απορρυθμίζουν την 

έκφραση των lncRNAs και να τα οδηγούν στο να παρεκκλίνουν από τις φυσιολογικές τους 

λειτουργίες321-325. 

 Στην παρούσα διπλωματική εργασία, κύριος στόχος ήταν η ταυτοποίηση αντίστοιχων 

lncRNAs, των οποίων η έκφραση ελέγχεται από CNVs στον καρκίνο του στομάχου, καθώς και 

η ακόλουθη μελέτη και αποσαφήνιση του ρόλου τους με τη βοήθεια βιοπληροφορικών και 

πειραματικών μεθόδων. Σύμφωνα με την βιοπληροφορική ανάλυση και το κωδικοποιητικό 

τους δυναμικό, τα lncRNAs CENTRIC1 και CENTRIC2 φαίνεται να πληρούν τα παραπάνω 

κριτήρια, καθώς η έκφρασή τους παρουσιάζει θετική συσχέτιση με την αύξηση του αριθμού 

των αντιγράφων στον γενετικό τους τόπο. Ιδιαίτερα εντυπωσιακό είναι επίσης το γεγονός ότι 

τα εν λόγω lncRNAs εντοπίζονται σε γενετικούς τόπους που δεν περιέχουν κανένα άλλο 

γονίδιο, καθιστώντας τα μοναδικά όσον αφορά την αλληλεπίδρασή τους με CNVs. Στην 

περίπτωση του CENTRIC2, δεν παρατηρήθηκε ομόζυγο έλλειμμα (deep deletion) στον 

αντίστοιχο γενετικό τόπο, υποδεικνύοντας ότι το συγκεκριμένο φαινόμενο είναι πολύ σπάνιο 

για τον συγκεκριμένο τύπο καρκίνου. Τα αισθητά υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των δύο 

lncRNA σε καρκινικές κυτταρικές σειρές, σε σχέση με την ελάχιστη έκφρασή τους σε 

φυσιολογικούς ενήλικους ιστούς, τα καθιστούν πιθανούς εξειδικευμένους διαγνωστικούς 

δείκτες γαστρικού καρκίνου. Η παραπάνω υπόθεση ενισχύεται από το γεγονός ότι τα επίπεδα 

έκφρασης μεταξύ φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων δεν παρουσιάζουν ανάλογη 

μεταβολή σε κανένα άλλο είδος ανθρώπινου ιστού. Τα δεδομένα ανάλυσης της έκφρασης 

μεταξύ καρκινικού και παρακείμενου φυσιολογικού ιστού από βιοψίες πληθυσμών 

παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση στον όγκο, επαληθεύοντας την συμβολή των CENTRIC1 

και CENTRIC2 στην ογκογένεση. Ο παρακαρκινικός φυσιολογικός ιστός χρησιμοποιείται αντί 

φυσιολογικού γαστρικού ιστού ως δείγμα ελέγχου, καθώς προσεγγίζει στο μέγιστο δυνατό 

βαθμό τον καρκινικό φαινότυπο, ωστόσο δεν εμφανίζει ιστολογικά ευρήματα, αυξάνοντας 

με αυτό τον τρόπο την αξιοπιστία της ανάλυσης. Τα αποτελέσματα από την ανάλυση της 

έκφρασης μεταξύ σταδίων προόδου της νόσου υποδηλώνουν ότι τα επίπεδα των δύο 

lncRNAs παραμένουν σταθερά υψηλά για τα στάδια I-III, ενώ παρουσιάζουν μια σχετική 

περαιτέρω αύξηση στο στάδιο IV. Κάτι τέτοιο μπορεί να εξηγηθεί σε συνδυασμό με τις 

πληροφορίες που εξάγονται από την ανάλυση της έκφρασης των CENTRIC1 και CENTRIC2 σε 

καρκινικές σειρές στομάχου. Τα συγκεκριμένα lncRNAs παρουσιάζουν αυξημένη έκφραση σε 

καρκινικές σειρές οι οποίες εμφανίζουν μετάσταση σε ασκίτες ή παραγαστρικούς 

λεμφαδένες, όπως η σειρά NUGC4. Τα στάδια I-III χαρακτηρίζονται κατά κανόνα από 

παρόμοια επίπεδα μετάστασης σε έναν μικρό αριθμό λεμφαδένων. Το στάδιο ΙV αντιστοιχεί 

σε προχωρημένη μετάσταση του γαστρικού καρκίνου σε απομακρυσμένους ιστούς και 

όργανα του σώματος. Επομένως, η αυξημένη έκφραση των δύο γονιδίων στο στάδιο IV, είναι 

πιθανή λογική αιτία της εκτεταμένης ενεργοποίησης του μεταστατικού δυναμικού της νόσου. 

Όσον αφορά την ανάλυση της έκφρασης των CENTRIC1 και CENTRIC2 σε στάδια 

προκαρκινικών αλλοιώσεων εντερικού υποτύπου γαστρικού καρκίνου, δεν παρατηρείται 

κάποια σημαντική διαφορά. Αυτό το γεγονός πιθανώς οφείλεται στον περιορισμένο αριθμό 

διαθέσιμων δειγμάτων για κάθε στάδιο προκαρκινικής αλλοίωσης. Ωστόσο, αυτό που αξίζει 

να σημειωθεί είναι το γεγονός ότι τα επίπεδα έκφρασης των δύο lncRNAs σε δείγματα όγκου 

είναι τουλάχιστον δύο τάξεις μεγέθους υψηλότερα από αυτά των προκαρκινικών 

αλλοιώσεων, ενισχύοντας με αυτό τον τρόπο τις υποθέσεις για τους ρόλους τους ως πιθανά 

ογκογονίδια. Τέλος, η μηδενική συντήρηση που προκύπτει από την ανάλυση συνταινίας 

πιθανώς να οφείλεται σε κάποιο έλλειμμα μεταξύ των γονιδιωμάτων των δύο οργανισμών. 
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Παρόλα αυτά, είναι πιθανή η συντήρηση σε επίπεδο λειτουργίας ενός τέτοιου μορίου, καθώς 

η λειτουργία του εκάστοτε lncRNA εξαρτάται από την δευτεροταγή του δομή και όχι από την 

αλληλουχία του. Επομένως, δεν αποκλείεται η ύπαρξη ενός ορθόλογου γονιδίου του 

CENTRIC2 στον ποντικό με εξειδικευμένη λειτουργία στον γαστρικό καρκίνο, το οποίο 

ωστόσο δεν εκφράζεται στο ανθρώπινο γονιδίωμα. 

Στο πλαίσιο των πειραματικών αποτελεσμάτων, η ανάλυση της qPCR σε καρκινικές 

κυτταρικές σειρές επιβεβαιώνει την ιδιαίτερα υψηλή έκφραση των CENTRIC1 και CENTRIC2 

αποκλειστικά στην καρκινική σειρά NUGC4. Επιπλέον, τα μηδαμινά επίπεδα έκφρασης σε 

άλλες γαστρικές καρκινικές σειρές, σε καρκινικές σειρές της γαστρεντερικής οδού και άλλων 

ανθρώπινων ιστών, υποδηλώνουν ένα εξειδικευμένο πρότυπο έκφρασης τόσο στον γαστρικό 

καρκίνο, αλλά και πιο συγκεκριμένα στο στάδιο της μετάστασης σε παραγαστρικούς 

λεμφαδένες. Το πείραμα της υποκυτταρικής κλασμάτωσης οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τα 

CENTRIC1 και CENTRIC2 είναι δύο αμιγώς χρωματινικά, μη κωδικοποιητικά μετάγραφα. 

Ταυτόχρονα, τα δύο lncRNAs φαίνεται να διαθέτουν έναν χρόνο υποδιπλασιασμού γύρω στις 

2-4 ώρες, όπως προκύπτει με αξιοπιστία από το πείραμα μεταγραφικής σταθερότητας, 

καθώς ο χρόνος υποδιπλασιασμού του γονιδίου δείκτη MYC ανέρχεται στο γνωστό διάστημα 

των 30 λεπτών. Όπως προκύπτει, τα συγκεκριμένα μετάγραφα φαίνεται να παρουσιάζουν 

υψηλότερο χρόνο υποδιπλασιασμού, καθώς και μεγαλύτερο αριθμό αντιγράφων εντός του 

κυττάρου, αφού ανέρχονται στους 25-26 κύκλους κατά τη διάρκεια μιας qPCR, σε σύγκριση 

με τα περισσότερα χαρακτηρισμένα lncRNAs. Τα παραπάνω στοιχεία δικαιολογούν πιθανές 

trans-acting λειτουργίες, καθώς τα επαρκή επίπεδα λειτουργικών μεταγράφων και ο υψηλός 

χρόνος παραμονής στο κύτταρο είναι απαραίτητες προϋποθέσεις για την προσέγγιση ενός 

απομακρυσμένου στόχου. Ευνοϊκά συμπεράσματα δύνανται να εξαχθούν και για τον 

εντοπισμό τους στη χρωματίνη, ως πιθανά μόρια αγκυροβόλησης (scaffolds), με σκοπό τη 

στρατολόγηση παραγόντων που προσδένονται στο DNA, όπως μεταγραφικοί παράγοντες, 

RNA πολυμεράσες ή μεθυλοτρανσφεράσες.     

Τόσο οι βιοπληροφορικές αναλύσεις, όσο και τα πειραματικά δεδομένα, ανέδειξαν 

τα lncRNAs CENTRIC1 και CENTRIC2 ως μόρια με υψηλό ερευνητικό ενδιαφέρον και 

οδήγησαν στην ανάπτυξη των κατάλληλων εργαλείων γενετικής μηχανικής που αφορούν την 

παροδική καταστολή τους σε κύτταρα NUGC4. Τα δεδομένα της ηλεκτροφόρησης από την 

διαγνωστική πέψη των ανασυνδυασμένων pSiCORmod, σε συνδυασμό με τα δεδομένα 

αλληλούχησης, επιβεβαίωσαν την επιτυχημένη ένθεση των shRNA ολιγονουκλεοτιδίων στον 

φορέα κλωνοποίησης.  Oι δύο ανασυνδυασμένοι pSiCORmod αξιοποιήθηκαν σε πείραμα 

διαμόλυνσης κυττάρων NUGC4 με τη βοήθεια λεντιιών, ώστε να καταστείλουν τα δύο 

μετάγραφα. Τα αποτελέσματα της qPCR για τα CENTRIC1 και CENTRIC2 υπέδειξαν μια 

καταστολή της τάξης του 90% και 80% αντίστοιχα, τόσο μεμονωμένα όσο και σε συνθήκες 

ταυτόχρονης καταστολής, επιβεβαιώνοντας τον επιτυχημένο σχεδιασμό των siRNA και κατά 

συνέπεια την κατασκευή πλήρως λειτουργικών εργαλείων καταστολής των δύο lncRNAs. Ως 

τελικό πείραμα χαρακτηρισμού, τα αποτελέσματα του Colony Formation Assay για τα δύο 

μετάγραφα ήταν επίσης ενθαρρυντικά. Πιο συγκεκριμένα, η καταστολή του CENTRIC1 

προκαλεί εμφανή ελάττωση του πολλαπλασιαστικού δυναμικού των κυττάρων (growth 

defect). Τα αποτελέσματα για το CENTRIC2 δεν είναι ξεκάθαρα όσον αφορά το 

πολλαπλασιαστικό δυναμικό, ωστόσο θα διερευνηθούν μελλοντικά άλλοι φαινότυποι, όπως 

για παράδειγμα το μεταστατικό δυναμικό των κυττάρων ή η ικανότητα κυτταρικής 

προσκόλλησης και η κινητικότητά τους.    
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 Πρόσθετες ερευνητικές προσεγγίσεις για την περαιτέρω μελέτη του ρόλου των 

CENTRIC1 και CENTRIC2 περιλαμβάνουν την γενετική τροποποίηση περισσότερων 

κυτταρικών σειρών γαστρικού καρκίνου (π.χ. AGS) για την ανάπτυξη ενός πληρέστερου 

προφίλ έκφρασης των γονιδίων στον καρκίνο του στομάχου. Η γενετική τροποποίηση 

δύναται να πραγματοποιηθεί είτε μέσω παροδικής καταστολής σε περίπτωση που 

ανιχνευθούν υψηλά επίπεδα έκφρασης, είτε μέσω μεταγραφικής ενεργοποίησης μέσω 

CRISPR activation σε κυτταρικές σειρές με μηδαμινή έκφραση και ευκολότερη δυνατότητα 

χειρισμού (π.χ. ΜΚΝ45). Επιπλέον, η κλωνοποίηση του πλήρους μήκους των δύο 

μεταγράφων σε φορείς κλωνοποίησης θα ήταν χρήσιμη για τη μελέτη τους σε πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης RNA (RNA Immunoprecipitation) ή RNA pull-down. Με αυτόν τον 

τρόπο, θα καταστεί δυνατή η ανίχνευση πιθανών αλληλεπιδράσεων των lncRNAs με 

πρωτεΐνες και ο ακόλουθος χαρακτηρισμός τους ως συστατικά σηματοδοτικών μονοπατιών 

ογκογόνων διαδικασιών.  Τέλος, η αποσαφήνιση πιθανής συνεργιστικής ή ανταγωνιστικής 

δράσης μεταξύ των δύο γονιδίων παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον. Ωστόσο, χρειάζεται να 

προηγηθεί ενδελεχής χαρακτηρισμός του κάθε lncRNA ξεχωριστά με επιπλέον μεθόδους (π.χ. 

FACS) καθώς το αποτέλεσμα ενός CFA από δείγμα κυττάρων διπλής καταστολής ενδέχεται να 

οφείλεται στην καταστολή αποκλειστικά εκ των δύο lncRNAs. 
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6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
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6.1 Μηχανισμοί σχηματισμού των CNVs 
Η αρχιτεκτονική του γονιδιώματος, δηλαδή η οργάνωση των επαναλαμβανόμενων 

και άλλων αλληλουχιών σε επίπεδο προσανατολισμού, μεγέθους, πυκνότητας και 

κατανομής, είναι ένα σημαντικό χαρακτηριστικό για την κατανόηση και την πρόβλεψη της 

γενετικής ποικιλομορφίας326. Περίπου 50% του ανθρώπινου γονιδιώματος αποτελείται από 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες. Σε αυτές ανήκουν μεταθετά στοιχεία (mobile elements), 

όπως τα Alu, τα οποία έχουν την ικανότητα να μετακινούνται από μια περιοχή του 

γονιδιώματος σε μια άλλη, επαναλήψεις σε κωδικές περιοχές αλλά και σε μη κωδικές, όπως 

οι περιοχές των κεντρομερών, των τελομερών και των γονιδίων που κωδικοποιούν τα 

συστατικά των ριβοσωμάτων327. Αξιοσημείωτη είναι η περίπτωση των επαναλήψεων μικρού 

αριθμού αντιγράφων (Low Copy Repeats - LCRs) οι οποίες διαμορφώνουν ένα σύνολο 

ξεχωριστών δομικών παραλλαγών που ονομάζονται τμηματικοί διπλασιασμοί (Segmental 

Duplications - SDs)104,105,326. Τα SDs ορίζονται ως τμήματα του γονιδιώματος τα οποία 

ταυτίζονται μεταξύ τους σε ποσοστό άνω του 90%, όσον αφορά την αλληλουχία τους. Έχουν 

μήκος συνήθως άνω του 1kb και καταλαμβάνουν το 4-5% του ανθρώπινου γενετικού υλικού, 

περισσότερο από κάθε άλλο είδος LCR. Αυτό τα αναδεικνύει και ως τις κύριες επαναλήψεις 

που συμβάλλουν στην δημιουργία γενετικής ποικιλομορφίας328,329.  

Η πλειοψηφία των LCRs μεγάλου μήκους (άνω των 10kb), δημιουργούν συστοιχίες 

παράλογων αλληλουχιών, οι οποίες έχουν διαφορετική προέλευση. Ο μοριακός 

χαρακτηρισμός τέτοιων επαναλαμβανόμενων περιοχών στο ανθρώπινο γονιδίωμα έχει 

αποκαλύψει μια αρχιτεκτονική μωσαϊκού330,331. Η συγκεκριμένη αρχιτεκτονική απαντάται 

στον τρόπο οργάνωσης τους, δηλαδή σε ιεραρχημένες ομάδες αλληλουχιών με κανονική ή 

ανεστραμμένη κατεύθυνση. Το παραπάνω χαρακτηριστικό είναι και αυτό που διαφοροποιεί 

τα LCRs μεγάλου μήκους από τους διπλασιασμούς που προκύπτουν μεταξύ ομόλογων 

χρωμοσωμάτων ή αδελφών χρωματίδων332-334 (Εικόνα 30). Η κατανομή τους στο γονιδίωμα 

υποδεικνύει μια αλληλοεπικάλυψη με περιοχές που εμφανίζουν υψηλή συχνότητα 

ανακατατάξεων, γεγονός που τις συνδέει με έναν μεγάλο αριθμό ασθενειών329. 

 

Εικόνα 30: Διπλασιασμοί και ελλείψεις  που προκύπτουν από αλληλεπίδραση μεταξύ 
ομόλογων χρωμοσωμάτων ή αδελφών χρωματίδων335. 

Η αλλαγή στον αριθμό των αντιγράφων προϋποθέτει μια μεταβολή την δομή των 

χρωμοσωμάτων, κατά κανόνα μέσω της ένωσης δύο αλληλουχιών DNA που έχουν 

προηγουμένως χωριστεί μεταξύ τους. Η ανάλυση τέτοιων ενώσεων παρέχει σημαντικές 

πληροφορίες σχετικά με την προέλευση της χρωμοσωμικής δομής104.  

Κάθε ανακατάταξη που εντοπίζεται στο γονιδίωμα μπορεί να χαρακτηριστεί ως 

επανεμφανιζόμενη (recurrent rearrangement) ή μη επανεμφανιζόμενη (non-recurrent 

rearrangement)104,105,326,336. Οι επανεμφανιζόμενες ανακατατάξεις αφορούν τμήματα ενός 
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γονιδιακού τόπου με σταθερό μέγεθος και περιεχόμενο που επανεμφανίζονται στον 

πληθυσμό, είναι δηλαδή κοινές μεταξύ μη συγγενικών ατόμων. Τα άκρα αυτών των 

τμημάτων εντοπίζονται συνήθως στο εσωτερικό εξαιρετικά πανομοιότυπων αλληλουχιών 

μεγάλου μήκους, συνήθως LCRs334. Στο εσωτερικό τους ενδέχεται να περιέχονται γονίδια, 

των οποίων η λειτουργία πιθανώς επηρεάζεται από το gene dosage effect. Αυτή η κατηγορία 

ανακατατάξεων ευθύνεται σε μεγάλο ποσοστό για την δημιουργία παθογόνων CNVs337. 

Επανεμφανιζόμενες δομικές παραλλαγές δύνανται επίσης να προκύψουν μεταξύ 

συνεχόμενων παράλογων γονιδίων και να μεταβάλλουν με αυτό τον τρόπο τον αριθμό των 

αντιγράφων τους338.  

Οι μη επανεμφανιζόμενες ανακατατάξεις αφορούν τμήματα ξεχωριστού μεγέθους 

και περιεχομένου ενός γονιδιακού τόπου που δεν είναι κοινά μεταξύ μη συγγενικών ατόμων. 

Γονίδια στόχοι μπορούν να ταυτοποιηθούν για την ευαισθησία τους στο gene dosage effect, 

μέσω της ελάχιστης επικαλυπτόμενης περιοχής (smallest region of overlap - SRO) σε ένα 

σύνολο ασθενών με παρόμοιους κλινικούς φαινότυπους339. Ορισμένες κατηγορίες μη 

επανεμφανιζόμενων ανακατατάξεων παρατηρούνται σε μεγάλο ποσοστό στις 

γονιδιωματικές διαταραχές. Η οριοθέτησή τους εξυπηρετείται, όπως και στην περίπτωση των 

επανεμφανιζόμενων ανακατατάξεων, με τη βοήθεια LCRs. Γενετικοί τόποι με υψηλή 

συχνότητα ανακατατάξεων μπορούν να εμφανίσουν ένα πολύπλοκο πρότυπο δομικών 

παραλλαγών. Για παράδειγμα, οι παράλογες ανάστροφες επαναλήψεις οδηγούν στον 

σχηματισμό μιας δομής γνωστής με το όνομα DUP–TRP/INV–DUP (duplication–inverted 

triplication–duplication)340-344. Η συγκεκριμένη δομή περιλαμβάνει ένα σύνολο 

διπλασιασμών και τριπλασιασμών τόσο σε ευθεία, όσο και σε ανάστροφη διάταξη. Οι 

ανάστροφες επαναλήψεις της συγκεκριμένης δομής αντιστοιχούν στην πλειοψηφία τους σε 

LCRs αλλά και σε στοιχεία Alu, τα οποία έχουν συσχετιστεί με την εκδήλωση ασθενειών345 

(Εικόνα 31). 

 

Εικόνα 31: Σχηματική απεικόνιση των επανεμφανιζόμενων και μη επανεμφανιζόμενων 
γονιδιωματικών ανακατατάξεων104. 
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Οι δύο αυτές γενικές κατηγορίες γονιδιωματικών ανακατατάξεων, παρουσιάζουν  

μια τάση για δημιουργία περίπλοκων δομικών παραλλαγών, καθώς και εγγενώς διακριτά 

χαρακτηριστικά που αντικατοπτρίζουν τους υποκείμενους μηχανισμούς σχηματισμού τους.  

Μηχανισμοί σχηματισμού δομικών παραλλαγών 
 

Όπως προαναφέρθηκε, η μεταβολή στον αριθμό των αντιγράφων περιλαμβάνει 
αλλαγές στην δομή των χρωμοσωμάτων, τέτοιες ώστε προηγουμένως χωριστές 
χρωμοσωμικές περιοχές να βρίσκονται πλέον κοντά η μία στην άλλη. Οι μεταβολές αυτές 
προκύπτουν μέσω δύο βασικών μηχανισμών: του ομόλογου ανασυνδυασμού (Homologous 
Recombination - HR) και του μη ομόλογου ανασυνδυασμού (Non-Homologous 
Recombination)104. 

Ο ομόλογος ανασυνδυασμός αποτελεί τη βάση διάφορων μηχανισμών 
επιδιόρθωσης του DNA που προϋποθέτουν την ύπαρξη μιας ομόλογης αλληλουχίας για την 
επισκευή μιας ελαττωματικής. Ο μηχανισμός απαιτεί συνήθως αλληλουχία μήκους περίπου 
300 ζευγών βάσεων στον άνθρωπο καθώς και την ύπαρξη μιας πρωτεΐνης ανταλλαγής 
κλώνου (strand exchange protein)326,346. Η αλλαγή στον αριθμό των αντιγράφων, δύναται να 
προκύψει μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού εξαιτίας της παρουσίας LCRs στο γονιδίωμα και 
όχι όπως θα περίμενε κανείς λόγω της μειωμένης αξιοπιστίας του μηχανισμού. Ωστόσο, κατά 
τη διαδικασία επιδιόρθωσης, ενδέχεται να χρησιμοποιηθούν ως καλούπι αλληλουχίες 
ομόλογες με την ελαττωματική, οι οποίες βρίσκονται σε διαφορετική περιοχή στο γονιδίωμα 
από την επιθυμητή347. Το φαινόμενο αυτό ορίζεται ως το μοντέλο της εκτοπικής σύναψης 
(ectopic synapsis model)326,348. Ο HR περιλαμβάνει μια ποικιλία διαδικασιών επιδιόρθωσης 
και είναι υπεύθυνος για τον διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων καθώς και για την δημιουργία 
νέων απλοτύπων κατά τη διάρκεια της μείωσης. Πρωταρχική του λειτουργία είναι η κάλυψη 
των κενών αλληλουχίας και η επαναφορά των ρήξεων του DNA στην φυσιολογική 
κατάσταση. Ο πιο καλά χαρακτηρισμένος μηχανισμός του HR είναι αυτός που ενεργοποιείται 
από την παρουσία δίκλωνων ρήξεων (DSB – double stranded breaks induced 
recombination)326,349.  

Δύο είναι τα κυριότερα μοντέλα επιδιόρθωσης των DSB350,351: Το πρώτο 
περιλαμβάνει τον σχηματισμό διπλού κόμβου του Holliday (double Holliday junction), 
δηλαδή δύο σημείων στα οποία δύο δίκλωνα μόρια DNA ανταλλάσσουν κλώνους μεταξύ 
τους. Ο συγκεκριμένος μηχανισμός μπορεί να προκαλέσει είτε αμοιβαία μετατόπιση 
τμημάτων μεταξύ ομόλογων περιοχών (crossover), είτε μη αμοιβαία μετατόπιση και 
μετατροπή του αρχικού αλληλομόρφου (gene conversion). Η μετατροπή αυτή φυσιολογικά 
περιλαμβάνει αλλαγή της αλληλουχίας του κλώνου ενός δίκλωνου μορίου DNA, με στόχο την 
αποκατάσταση της συμπληρωματικότητας σε περίπτωση σφάλματος352. Το δεύτερο μοντέλο 
είναι η εξαρτώμενη από τη σύνθεση αποδιάταξη των κλώνων του DNA (Synthesis Dependent 
Strand Annealing - SDSA)353. Η SDSA φαίνεται να αποτελεί πιθανό μηχανισμό σχηματισμού 
CNVs, χωρίς ωστόσο να προκαλεί crossovers ή το φαινόμενο της απώλειας ετεροζυγωτίας 
(Loss of Heterozygosity - LOH), δηλαδή της απουσίας ενός αλληλομόρφου μεταξύ δύο 
χρωμοσωμάτων σε ένα διπλοειδές κύτταρο326. Αμοιβαία ανταλλαγή μεταξύ ομόλογων 
χρωμοσωμάτων μπορεί να οδηγήσει σε LOH εάν οι χρωματίδες που φέρουν ταυτόσιμα 
αλληλόμορφα δεν διαχωριστούν κατά τη μίτωση. Εάν η μετατόπιση λάβει χώρα σε μη 
ομόλογες περιοχές του ίδιου χρωμοσώματος, αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα τον διπλασιασμό 
ή την έλλειψη αλληλουχιών μέσω του μη αλληλομορφικού ομόλογου ανασυνδυασμού (Non-
Αllelic Homologous Recombination - NAHR)354 (Εικόνα 33). Στην περίπτωση του 
ανασυνδυασμού μεταξύ αδερφών χρωματίδων, η αμοιβαία μετατόπιση τμημάτων που 
περιέχουν επαναλήψεις ενδέχεται να οδηγήσει σε ελλείψεις ή αναστροφές355,356. 
Αιτιολογικός παράγοντας των μη αμοιβαίων μετατοπίσεων μπορεί να αποτελέσει η δράση 
ελικασών και τοποϊσομερασών  του DNA, καθώς και το μέγεθος των επαναλήψεων348,357,358. 
Αμοιβαίες μετατοπίσεις πραγματοποιούνται σπανιότερα μεταξύ επαναλήψεων μικρού 
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μήκους κατά τον ομόλογο ανασυνδυασμό, πιθανώς επειδή υπάρχει μειωμένη ικανότητα 
σχηματισμού κόμβων του Holliday359.  

Ο HR δεν χρησιμοποιείται αποκλειστικά για την επιδιόρθωση δίκλωνων ρήξεων, 
αλλά και για την επιδιόρθωση ελαττωματικών αντιγραφικών διχαλών (replication forks). Η 
διαδικασία που λαμβάνει χώρα ονομάζεται αντιγραφή επαγόμενη από ρήξη (Break-Induced 
Replication - BIR). Υπάρχουν πολλά στοιχεία ότι ο συγκεκριμένος μηχανισμός μπορεί να 
προκαλέσει δομικές παραλλαγές (έχω citations – mechanisms of change in gene copy 
number). Φυσιολογικά, η BIR χαρακτηρίζεται από υψηλή πιστότητα και δεν προκαλεί 
σφάλματα. Ωστόσο, μπορεί να οδηγήσει σε απώλεια ετεροζυγωτίας αν το σημείο της ρήξης 
βρεθεί κοντά σε μια ομόλογη περιοχή, διαφορετική από αυτή που διαθέτει το ομόλογο 
χρωμόσωμα του360-364. Εάν κατά τη διαδικασία επιδιόρθωσης περιλαμβάνονται ομόλογες 
αλληλουχίες σε διαφορετικές περιοχές στο γονιδίωμα τότε γεγονότα μετάθεσης, 
διπλασιασμού ή έλλειψης μπορούν να πραγματοποιηθούν365 (Εικόνα 32).  

 

 
Εικόνα 32: Σχηματική απεικόνιση των μηχανισμών ομόλογου ανασυνδυασμού326. 

Ελλείψεις μικρής κλίμακας μπορούν να προκύψουν μέσω ενός μηχανισμού επιδιόρθωσης 

που δρα έναντι διαδοχικά επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών. Ο μηχανισμός αυτός, γνωστός 

ως μηχανισμός αποδιάταξης μονού κλώνου (Single Strand Annealing - SSA) ενεργοποιείται 

όταν κανένα από τα δύο άκρα των DSB δεν βρεθεί κοντά σε ομόλογη αλληλουχία (Εικόνα 

25). Σε αυτή την περίπτωση, πραγματοποιείται εκτομή των 5’ άκρων και ακόλουθη έκθεση 

του μονόκλωνου 3’ άκρου της συμπληρωματικής αλυσίδας. Εάν μέσω αυτής της διαδικασίας 

προκύψουν φαινόμενα συμπληρωματικότητας σε δύο μονόκλωνα τμήματα, ενδέχεται να 

ακολουθήσει επαναδιάταξη των κλώνων. Αφαίρεση των προεξεχόντων τμημάτων και 

επακόλουθος σχηματισμός φωσφοδιεστερικού δεσμού ολοκληρώνουν τη διαδικασία 

επιδιόρθωσης. Αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας θα είναι η αφαίρεση ενός 

επαναλαμβανόμενου τμήματος119,366. Στον άνθρωπο, ο SSA έχει καταγραφεί να δρα σε 

στοιχεία Alu, τα οποία διαχωρίζονται από μικρό αριθμό ζευγών βάσεων350,367,368. Όσο 
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μεγαλύτερη η αλληλουχία που παρεμβάλλεται μεταξύ των επαναλήψεων τόσο λιγότερο 

πιθανή είναι η επιτυχία του μηχανισμού. Ο συγκεκριμένος περιορισμός καθιστά τον 

μηχανισμό ως έναν δευτερεύοντα παίκτη στον σχηματισμό των CNVs (Εικόνα 33). Η ποικιλία 

των τρόπων με τους οποίους προκαλείται δομική παραλλαγή και κατά συνέπεια αλλαγή στον 

αριθμό των αντιγράφων υποδεικνύει τις πιθανές παρενέργειες του ομόλογου 

ανασυνδυασμού, παρόλο που παρέχει επιδιορθωτικούς μηχανισμούς ζωτικής σημασίας για 

το κύτταρο369. Προκειμένου να διασφαλίσουν την πιστότητα τους, οι μηχανισμοί ελέγχουν σε 

υψηλό επίπεδο την επιλογή της πρότυπης αλληλουχίας, καθώς και το επιθυμητό μήκος 

ομόλογης αλληλουχίας που θα αξιοποιηθεί για την επιδιόρθωση. Εξίσου σημαντική είναι και 

η μείωση των crossovers στο ελάχιστο δυνατό, κάτι που ωστόσο αποτελεί απαραίτητη 

διαδικασία στο στάδιο της μείωσης, αυξάνοντας τη συχνότητα εμφάνισης CNV326. 

 

Εικόνα 33: Σχηματική αναπαράσταση των μηχανισμών ομόλογου ανασυνδυασμού που 
οδηγούν στον σχηματισμό CNVs326. 

 Σε αντίθεση με τον HR, διακρίνονται και μηχανισμοί που χρησιμοποιούν σε 

περιορισμένο ποσοστό ή και καθόλου τις ομόλογες περιοχές για την επιδιόρθωση του DNA, 

οδηγώντας σε γενετικές μεταβολές όπως αυτές στον αριθμό των αντιγράφων. Οι 

συγκεκριμένοι μηχανισμοί χωρίζονται σε δύο ξεχωριστές κατηγορίες: τους αντιγραφικούς 

(replicative) οι οποίοι στηρίζονται σε χαρακτηριστικά της αντιγραφής του DNA και τους μη 

αντιγραφικούς (non-replicative)370.  

Μη αντιγραφικοί μηχανισμοί επιδιόρθωσης μη ομόλογου ανασυνδυασμού  

Μη ομόλογη σύνδεση άκρων: Υπάρχουν δύο μέθοδοι επιδιόρθωσης δίκλωνων ρήξεων που 

είτε δεν απαιτούν την παρουσία ομόλογων αλληλουχιών είτε αξιοποιούν την ύπαρξη 

ομολογίας σε επίπεδο μικρού αριθμού βάσεων, φαινόμενο γνωστό και ως μικρο-ομολογία 
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(microhomology)371. Οι μέθοδοι αυτές είναι η μη ομόλογη σύνδεση άκρων (non-homologous 

end joining - NEHJ) και η κατευθυνόμενη από την μικρο-ομολογία σύνδεση άκρων 

(microhomology-mediated end joining - MMEJ)372-374 (Εικόνα 34). 

Η μη ομόλογη σύνδεση άκρων χαρακτηρίζεται τόσο από ακρίβεια στην ένωση των 

άκρων, από ελλείψεις μικρής κλίμακας, 1-4 bp, και σε ορισμένες περιπτώσεις από ενθέσεις 

ελεύθερου DNA, προερχόμενου συνήθως από  μιτοχόνδρια ή ρετροτρανσποζόνια 

(retrotransposons)375,376. Κατά την MMEJ ομόλογες περιοχές 5-25 βάσεων 

επαναδιατάσσονται στα άκρα των DSBs και οδηγούν σε ελλείψεις τμημάτων μεταξύ αυτών, 

με παρόμοιο τρόπο με τoν SSA326. Τόσο η NEHJ, όσο και η MMEJ αποτελούν πιθανούς 

αιτιολογικούς παράγοντες χρωμοσωμικών ανακατατάξεων μέσω της ένωσης μη ομόλογων 

αλληλουχιών. Κάτι τέτοιο μπορεί να προκύψει σε πολλές περιπτώσεις. Παράδειγμα 

αποτελούν οι δίκλωνες ρήξεις σε δύο σημεία (two-ended DSBs), οι οποίες μπορούν να 

προκληθούν από εξωγενείς παράγοντες, όπως χημειοθεραπευτικά φάρμακα, ή στην 

περίπτωση που δύο αντιγραφικές διχάλες υποστούν ταυτόχρονη ρήξη ενός κλώνου τους377. 

Προγραμματισμένες DSBs σε δύο σημεία λαμβάνουν χώρα κυρίως σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος αλλά και κατά την μείωση, όπου ενεργοποιούν μηχανισμούς 

ομόλογου ανασυνδυασμού378. 

 

Εικόνα 34: Μηχανισμοί επιδιόρθωσης των δίκλωνων ρήξεων στο DNA379. 

Κύκλος γέφυρας-θραύσης-σύντηξης (Breakage–fusion–bridge cycle - BFB): Ο συγκεκριμένος 

μηχανισμός είναι χαρακτηριστικός σε περιπτώσεις γονιδιωματικής αστάθειας και 

προκαλείται από ενζυμική θραύση των χρωμοσωμάτων ή και αναστολή της σύνθεσης νέων 

μορίων DNA. Ειδικότερα, συμβαίνει συνήθως έπειτα από την ολοκλήρωση της αντιγραφής 

ενός χρωμοσώματος το οποίο έχει χάσει τις τελομερικές του περιοχές, εξαιτίας δίκλωνων 

ρήξεων. Ως αποτέλεσμα, από αυτό το χρωμόσωμα, θα προκύψουν δύο αδελφές χρωματίδες 

χωρίς τελομερή, οι οποίες θα συντηχθούν δημιουργώντας ένα δικεντρικό χρωμόσωμα, το 

οποίο αποτελείται από δύο κεντρομερή380. Κατά το στάδιο της ανάφασης, τα δύο κεντρομερή 
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θα χωριστούν σε διαφορετικούς πυρήνες οδηγώντας σε θραύση της ασυνήθιστης αυτής 

δομής. Η απουσία των τελομερών θα εξακολουθεί να υφίσταται και στις μετέπειτα 

διαδικασίες αντιγραφής, σχηματίζοντας εκ νέου δικεντρικά χρωμοσώματα και κατ’ επέκταση 

έναν κύκλο γεγονότων (Εικόνα 35). Ο κύκλος τελικά θα αρχίσει να φθίνει σε συχνότητα 

εμφάνισης όταν το χρωμόσωμα θα αποκτήσει ξανά τελομερικές περιοχές.  

 

Εικόνα 35: Σχηματική απεικόνιση του κύκλου γέφυρας - θραύσης - σύντηξης326. 

Τυχαίες θραύσεις στα δικεντρικά χρωμοσώματα μπορούν να προκαλέσουν μεγάλης 

κλίμακας ανάστροφους διπλασιασμούς οι οποίοι ενδέχεται να αυξηθούν σε αριθμό με το 

πέρασμα των κύκλων. Η συγκεκριμένη διαδικασία έχει συσχετιστεί με γονιδιωματική 

ενίσχυση στα θηλαστικά και υποστηρίζεται ότι διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στον 

καρκίνο381. Η τυχαία θραύση του χρωμοσώματος αποτελεί εξήγηση για την εμφάνιση 

ανάστροφων επαναλήψεων σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα382. Γεγονότα μεταβολής που 

αποδίδονται στον κύκλο BFB μπορούν επίσης να προκληθούν και μέσω οποιασδήποτε 

διαδικασίας μη ομόλογου ανασυνδυασμού383. Όταν μια μετατόπιση πραγματοποιείται σε 

αντίστροφη διάταξη, δημιουργώντας ένα δικεντρικό χρωμόσωμα, ένα δεύτερο γεγονός 

πρέπει να λάβει χώρα προκειμένου να εξασφαλιστεί η σταθερότητα του γονιδιώματος326. 

Αυτό το δεύτερο γεγονός μπορεί να αποτελεί συνέχεια της πρώτης μετατόπισης όπως θα 

περιγραφεί στη συνέχεια. 

Αντιγραφικοί μηχανισμοί επιδιόρθωσης μη ομόλογου ανασυνδυασμού 

Η εμπλοκή του αντιγραφικού μηχανισμού στον σχηματισμό των CNVs δεν αποτελεί 

πρόσφατη ανακάλυψη384-386. Υπάρχουν συνεχώς αυξανόμενα στοιχεία που υποστηρίζουν ότι 

διαταραχές στην αντιγραφή μπορούν να ευθύνονται για μεταβολές στον αριθμό των 

αντιγράφων383,384,387-390. Πιο συγκεκριμένα, η αφιδικολίνη, ένας αναστολέας των 

αντιγραφικών πολυμερασών, προκαλεί τη δημιουργία CNVs σε εύθραυστες χρωμοσωμικές 

περιοχές κατά μήκος του γονιδιώματος391-395. Επιπλέον, είναι γνωστό ότι τα δίκλωνα άκρα 

προκύπτουν από παρεμπόδιση της αντιγραφής396. Μελέτες έχουν δείξει ότι το 65% των CNVs 
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που προκύπτουν από την δράση της αφιδικολίνης, παρουσιάζουν μικρο-ομολογία ή και 

μηδενική ομολογία στα άκρα τους, γεγονός που απορρίπτει το ενδεχόμενο προέλευσής τους 

από διαδικασίες ομόλογου ανασυνδυασμού395. Όπως προαναφέρθηκε, η παρουσία μικρο-

ομολογίας σε μια θέση μη ομόλογου ανασυνδυασμού αποτελεί ορόσημο για μηχανισμούς 

όπως ο NHEJ. Ωστόσο, έχουν καταγραφεί περιπτώσεις συσχέτισης του φαινομένου με την 

διαδικασία της αντιγραφής του DNA. Αντιγραφικοί μηχανισμοί έχουν αρχίσει όλο και 

περισσότερο να θεωρούνται αιτιολογικοί παράγοντες των δομικών παραλλαγών με τη 

συμμετοχή μικρο-ομόλογων περιοχών. Συνεπώς, παρόλο που και άλλοι μηχανισμοί θα 

μπορούσαν να εμπλέκονται στην επιδιόρθωση των δίκλωνων ρήξεων, υπάρχουν ενδείξεις 

ότι αντιγραφικοί μηχανισμοί που στηρίζονται σε μη ομόλογο ανασυνδυασμό θα μπορούσαν 

να έχουν καθοριστικό ρόλο στην δημιουργία CNVs326. Οι εν λόγω μηχανισμοί περιγράφονται 

παρακάτω (Εικόνα 37). 

Ολίσθηση κατά την αντιγραφή (Replication slippage) / Εναλλαγή εκμαγείου (Template 

switching): Η παρουσία ταυτόσιμων αλληλουχιών μικρού μήκους στις μονόκλωνες αλυσίδες 

της αντιγραφικής διχάλας κατά την αντιγραφή του DNA μπορεί να οδηγήσει σε ελλείψεις και 

διπλασιασμούς. Κλασσικό παράδειγμα τέτοιας αλληλουχίας αποτελούν τα τμήματα Okazaki. 

Αυτές οι δομικές μεταβολές έχουν αποδοθεί σε έναν μηχανισμό ολίσθησης της πολυμεράσης 

του DNA στον κλώνο που λειτουργεί ως εκμαγείο κατά τη σύνθεση του νέου κλώνου397. 

Σύμφωνα με μελέτες σε οργανισμούς μοντέλα, το φαινόμενο εξαρτάται σε σημαντικό βαθμό 

από το μέγεθος της ομολογίας και την απόσταση μεταξύ των ομόλογων περιοχών397,398. Η 

συχνότητα τέτοιων γεγονότων αυξάνεται από μεταλλάξεις σε γονίδια που κωδικοποιούν 

συστατικά απαραίτητα για την αντιγραφή, όπως η πολυμεράση του DNA, καθότι η διαταραχή 

της διαδικασίας έχει ως φυσικό επακόλουθο την ολίσθηση399-402. Στην περίπτωση που οι 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες δεν ταυτίζονται εξαιτίας μονονουκλεοτιδικών 

αναντιστοιχιών (mismatches), η συχνότητα της ολίσθησης αυξάνεται παρουσία μεταλλάξεων 

σε συστατικά του συστήματος επιδιόρθωσής τους403. Τα δεδομένα που αφορούν ελλείψεις 

κρίνονται ανεπαρκή, καθώς η αφαίρεση ενός τμήματος μπορεί να επηρεάσει ένα γονίδιο 

ζωτικής σημασίας και να οδηγήσει το κύτταρο στο θάνατο. Όλα τα παραπάνω, σε συνδυασμό 

με την απουσία ενεργοποίησης μηχανισμών HR, συστήνουν έναν εναλλακτικό μηχανισμό 

δομικής παραλλαγής. Ωστόσο, εξαιτίας περιορισμών απόσταση των ομόλογων αλληλουχιών, 

ο συγκεκριμένος μηχανισμός λαμβάνει χώρα μόνο στην έκταση μιας αντιγραφικής διχάλας. 

Επομένως, είναι σχεδόν αδύνατο να αποτελέσει αιτία δημιουργίας CNVs στον άνθρωπο, σε 

αποστάσεις της τάξης των kb και Mb326. 

Αδρανοποίηση της διχάλας της αντιγραφής και εναλλαγή εκμαγείου (Fork stalling and 

template switching - FoSTeS): Ο συγκεκριμένος μηχανισμός δεν περιορίζεται στο πλαίσιο 

μιας αντιγραφικής διχάλας, αλλά μπορεί να αλλάξει εκμαγείο μεταβαίνοντας από μια διχάλα 

του DNA σε μια άλλη404. Πιο συγκεκριμένα, όταν η αντιγραφική διχάλα αδρανοποιείται, το 3’ 

άκρο της νεοσυντηθέμενης αλυσίδας μπορεί να μεταπηδήσει σε μια άλλη αντιγραφική 

διχάλα και να συνεχίσει εκ νέου την αντιγραφή380. Βασικό στοιχείο που τον υποστηρίζει είναι 

το μέσο μήκος των τμημάτων που ενισχύονταν (amplicons), περίπου 20kb, το οποίο είναι 

υπερβολικά μεγάλο στα πλαίσια της έκτασης μιας αντιγραφικής διχάλας. Ο FoSTeS 

παρουσιάζεται και αυτός να αξιοποιεί μικρο-ομόλογες περιοχές και γι’ αυτό το λόγο 

κατατάσσεται ως αντιγραφικός μηχανισμός404,405. Επιπλέον, η αρχή λειτουργίας, οι ιδιότητες 

και η πολυπλοκότητα στην δομή των amplicons έχουν χαρακτηριστεί επαρκώς στον 

άνθρωπο, στο πλαίσιο σχηματισμού ελλείψεων και διπλασιασμών347,380,406,407. Ως 

αποτέλεσμα, ο μηχανισμός καθίσταται υπεύθυνος για την δημιουργία χρωμοσωμικών 

ανακατατάξεων και CNVs. 
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Εικόνα 36: Σχηματική αναπαράσταση του σχηματισμού δομικών ανακατατάξεων με τη 
βοήθεια μικρο-ομόλογων αλληλουχιών326,406. 

Αντιγραφικός μηχανισμός επιδιόρθωσης ρήξεων επαγόμενος από μικρο-ομολογία 

(Microhomology-mediated Break Induced Replication - MMBIR): Ο μηχανισμός αυτός έχει 

ως χαρακτηριστικό τη θραύση ενός κλώνου κατά το σχηματισμό της αντιγραφικής διχάλας 

και την δημιουργία ενός προεξέχοντος 3’ άκρου104. Το άκρο αυτό στη συνέχεια μπορεί να 

μεταβεί σε άλλες διχάλες αντιγραφής και να υβριδίσει σε μικρο-ομόλογες περιοχές326 

(Εικόνα 36). Τα επαναλαμβανόμενα γεγονότα της επιμήκυνσης του νεοσυντηθέμενου 

κλώνου και της αποδέσμευσης του από το εκμαγείο, χαρακτηριστικά για τον μηχανισμό, 

μπορούν να οδηγήσουν σε μια σειρά πολύπλοκων ανακατατάξεων στο γονιδίωμα. Ο MMBIR 

εμφανίζεται να ενεργοποιείται κυρίως σε περιπτώσεις κυτταρικού stress, όπου οι μηχανισμοί 

ομόλογου ανασυνδυασμού παρουσιάζονται ελαττωματικοί. Το ποσοστό της ομολογίας που 

απαιτείται είναι εξαιρετικά μικρό. Κατά συνέπεια, ο υβριδισμός του 3’ άκρου μπορεί να 

προκύψει σε περιοχές ανοδικά ή καθοδικά της αρχικής στην ίδια διχάλα, οδηγώντας σε 

ελλείψεις ή διπλασιασμούς με φυσιολογική ή ανάστροφη κατεύθυνση. Μικρο-ομολογίες 

δύνανται επίσης να υπάρχουν μεταξύ μη ομόλογων χρωμοσωμάτων, οι οποίες θα 

οδηγήσουν σε εκ νέου μεταθέσεις τμημάτων406. Επιπλέον, αλληλεπίδραση με το ομόλογο 

χρωμόσωμα αντί για την αδελφή χρωματίδα ενδέχεται να οδηγήσει σε εκτεταμένα 

φαινόμενα απώλειας ετεροζυγωτίας326. Ορισμένες περιπτώσεις αναφέρουν και γεγονότα 

απώλειας του γενετικού εντυπώματος (imprinting) δηλαδή του κληρονομήσιμου προτύπου 

μεθυλίωσης του DNA που έχει αντίκτυπο στην ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης384. 

Επικρατεί η άποψη ότι ο MMBIR ευθύνεται σε μεγάλο βαθμό για την πλειοψηφία των μη 

επανεμφανιζόμενων CNVs, καθώς στον σχηματισμό τους φαίνεται να συμμετέχει και ο ίδιος 

ο μηχανισμός αντιγραφής. Συνεπώς, παρόλο που οι δομικές ανακατατάξεις είναι λογική 

απόρροια των μηχανισμών που περιλαμβάνουν τη σύνθεση άκρων (end joining 

mechanisms), μπορούν να ερμηνευθούν λογικά και από μηχανισμούς όπως ο MMBIR326. 
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Εικόνα 37: Επισκόπηση των μεθόδων σχηματισμού δομικών παραλλαγών μέσω 
αντιγραφικών μηχανισμών επιδιόρθωσης μη ομόλογου ανασυνδυασμού326. 
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