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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

Στον καρκίνο, η απορρύθμιση της σταθερότητας των mRNAs μπορεί να 

οδηγήσει σε αυξημένη σύνθεση των προϊόντων ογκογονιδίων ή/και μείωση 

των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών. Τα microRNAs (miRNAs) και οι 

αποαδενυλάσες είναι και οι δύο βασικοί παράγοντες που ελέγχουν την 

αφθονία των mRNAs· τα πρώτα στοχεύοντας προς αποσύνθεση ειδικά 

mRNAs, και οι τελευταίες καταλύοντας το πρώτο βήμα στην αποικοδόμηση 

των mRNAs, δηλαδή στη βράχυνση της πολύ-(Α) ουράς. Πολλά miRNAs 

έχουν βρεθεί να εμπλέκονται σε κακοήθειες, ενώ αποαδενυλάσες δείχνουν 

διαφοροποιημένη έκφραση σε οξείες λευχαιμίες. Πρόσφατες έρευνες έχουν 

αποκαλύψει μια άμεση σύνδεση μεταξύ miRNA-σχετιζόμενων πρωτεϊνών και 

αποαδενυλασών. Στηριζόμενοι στα προηγούμενα, μελετάμε τη σύνδεση 

μεταξύ της έκφρασης miRNAs και αποαδενυλασών στον καρκίνο. Στην 

παρούσα εργασία, με τη χρήση shRNAs έγινε γονιδιακή σίγηση των 

αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE – των οποίων έχει δειχθεί η 

εμπλοκή τους στη ρύθμιση ογκογονιδίων – στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά 

από καρκίνωμα εκ πλακωδών κυττάρων του πνεύμονα (NCI-H520). 

Ακολούθησε εξέταση του προτύπου έκφρασης miRNAs στα εκχυλίσματα 

των παραπάνω κυττάρων, με μικροσυστοιχίες (microarrays), οι οποίες 

κατέδειξαν μια σειρά από miRNAs με απορυθμισμένη έκφραση. Προκειμένου 

να επιλεγούν και να εξεταστούν συγκεκριμένα miRNAs ως προς την 

αλληλεπίδρασή τους με τις δύο αποαδενυλάσες, τα αποτελέσματα που 

εξήχθησαν από τις μικροσυστοιχίες, συνδυάστηκαν με in silico 

υπολογιστικές μεθόδους πρόβλεψης δυνητικών miRNAs, τα οποία στοχεύουν 

εξειδικευμένα τις αποαδενυλάσες PARN και CNOT6-LIKE στην 3΄-UTR 

περιοχή του mRNA τους. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκαν τα 

υπολογιστικά προγράμματα TargetScan, PITA, miRαnda και HOCTAR. 

Επιλέχθηκαν τα ανθρώπινα miR-29a-3p και miR-1207-5p τα οποία 

υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα NCI-H520 ξεχωριστά. Η υπερέκφραση των 

miRNAs ελέγχθηκε με ποσοτική qRT-PCR, ενώ τα επίπεδα των 

αποαδενυλασών σε επίπεδο mRNA  και πρωτεΐνης, προσδιορίστηκαν με 

qRT-PCR και ανοσοαποτύπωση αντίστοιχα. Παράλληλα, με RNA-

ανοσοκατακρήμνιση έγινε προσπάθεια ελέγχου της άμεσης αλληλεπίδρασης 

της αποαδενυλάσης PARN με πιθανά μόρια RNA, όπως είναι τα επιλεγμένα  

miRNAs αλλά και το mRNA της ίδιας της αποαδενυλάσης PARN, τα οποία 

ελέγχθηκαν με qRT-PCR. 
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ABSTRACT 
 

 

In cancer, deregulation of mRNA stability can lead to increased synthesis of 

oncogene products and/or decrease of tumor suppressor proteins. microRNAs 

(miRNAs) and deadenylases are both key players that control mRNA 

abundance; the former by targeting specific mRNAs for decay, the latter by 

catalyzing the first step in mRNA degradation, i.e. the shortening of poly(A) 

tails. Many miRNAs have been found to implicate in malignancies, while 

deadenylases show altered expression in acute leukemias. Recent work hsa 

revealed a direct link between miRNA-associated proteins and deadenylases. 

Based on the previous, we study the link between miRNA and deadenylase 

expression in cancer. In the present work, we silence the expression of PARN 

and CNOT6L deadenylases using shRNAs, in the human cell line of squamous 

cell lung cancer (NCI-H520), deadenylases that have been implicated in 

controlling oncogenes, and analyse the levels of miRNA content by miRNA 

microarrays. Examination of the expression pattern showed a number of 

miRNAs with deregulated expression. In order to select and examine 

particular miRNAs for their putative interactions with both deadenylases 

(PARN and CNOT6L), the results obtained from microarrays, were combined 

with in silico computational prediction methods so as to predict potential 

miRNAs, which target specifically the deadenylases PARN and CNOT6-LIKE 

at their mRNA 3΄-UTR. For this purpose, the computational programs 

TargetScan, PITA, miRanda and HOCTAR, were used. The selected human 

miRNAs, miR-29a-3p and miR-1207-5p, were separately overexpressed in NCI 

H520 cells. The overexpression was confirmed with qRT-PCR, followed by 

mRNA and protein levels quantitation of the deadenylases with qRT-PCR and 

Western blotting, respectively. Further examination of direct interactions of 

PARN protein with RNA molecules, as are the selected miRNAs and the 

mRNA of PARN, was conducted within RNA-Immunoprecipitation (RNA-IP), 

followed by qRT-PCR in order to detect and quantify the selected RNA 

molecules.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1 microRNAs 

 

Μη κωδικά μόρια  RNA 

Μελέτες του ανθρώπινου γονιδιώματος έχουν αποκαλύψει ότι το 98% του 

γενετικού υλικού δεν κωδικοποιεί πρωτεΐνες. Το μεγαλύτερο μέρος αυτού του 

συντριπτικού ποσοστού αποτελείται από επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 

DNA, καθώς και από μοναδιαίες αλληλουχίες ανάμεσα στα γονίδια, οι οποίες 

ανέρχονται σε συνολικό ποσοστό 75%, καθώς και από τα ιντρόνια, που 

αποτελούν το 23% του γονιδιώματος (Lewin, Genes VIII). Ένα μικρό ποσοστό 

μεταγράφεται σε ένα ετερογενές ρεπερτόριο από λειτουργικά μη-κωδικά μόρια 

RNA (non-protein-coding RNAs, ncRNAs) (Eddy S.R. 2001,  Mattick J.S. 2009). 

Ο ρόλος των μη-κωδικών μορίων RNA επεκτείνεται από την συμμετοχή 

τους στην βιοσύνθεση πρωτεϊνών (ριβοσωμικό rRNA και μεταφορικό tRNA) και 

την ικανότητα κατάλυσης  βιοχημικών αντιδράσεων — όπως η τμήση και η 

σύνδεση RNA μορίων και τον σχηματισμό πεπτιδικών δεσμών (ribozymes) (Rossi 

J.J. 1992, Nissen et al. 2000) — σε έναν περισσότερο ρυθμιστικό ρόλο. Η 

ανακάλυψη του μηχανισμού παρεμβολής του RNA (RNAi) αποκάλυψε ότι 

εξειδικευμένα μη-κωδικά μόρια RNA αποτελούν κύριους μετα-μεταγραφικούς 

ρυθμιστικούς παράγοντες της γονιδιακής έκφρασης.  

Τα μη κωδικά μόρια RNA αποτελούνται από δύο τάξεις μορίων ∙ μία τάξη 

μικρών μορίων RNA (μήκους ~19-28nt) και μία τάξη μορίων μεγαλύτερα σε 

μέγεθος, τα οποία ανακαλύφθηκαν προσφάτως (Guttman et al. 2009, Mattick 

J.S. 2009,  Ponting et al. 2009, Wilusz et al. 2009). 

Η τάξη των μικρών ncRNAs προκύπτουν μετά από επεξεργασία διπλής 

έλικας RNA (dsRNA). Λόγω του μικρού μήκους τους, τα  ρυθμιστικά αυτά μόρια, 

πήραν το όνομα microRNAs (miRNAs), short interfering RNAs (siRNAs), small 

nucleolar RNAs (snoRNAs), small modulatory RNAs (smRNAs) και tiny non-

coding RNAs (tncRNAs) (Lagos-Quintana et al. 2001, Lau et al. 2001, Lee and 

Ambros 2001, Kim 2005b).  

Η τάξη των μεγαλύτερων σε μέγεθος ncRNAs αποτελείται από μόρια 

RNA, μήκους >200 νουκλεοτίδια, τα οποία ονομάστηκαν μεγάλα μη-κωδικά 

RNAs (long non-coding RNAs, lncRNAs). Τα lncRNAs αποτελούν ρυθμιστές της 

γονιδιακής έκφρασης, με την εμπλοκή τους στην μεταγραφή, στο μάτισμα, στην 

μετάφραση αλλά και άλλες διεργασίες (Guttman et al. 2009, Mattick J.S. 2009, 

Ponting et al. 2009,  Wilusz et al. 2009). 

Το ρεπερτόριο των μη-κωδικών μορίων δεν περιορίζεται στα 

προαναφερθέντα μόρια, αλλά συνίσταται από μία πλειάδα άλλων μορίων. Τα 

rasiRNAs (repeat-associated small interfering RNA), μήκους 24-29 νουκλεοτιδίων, 

προκύπτουν από επαναλαμβανόμανες αλληλουχίες μέσα στο γονιδίωμα 

(περιοχές ετεροχρωματίνης, συμπεριλαμβανομένου των κεντρομερών, των 
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τελομερών και των ρετροτρανσποζονίων). Παράγονται κυρίως από τον 

αντινοηματικό κλώνο DNA και προκαλούν μεταγραφική σίγηση μέσω 

διαμόρφωσης της χρωματίνης (Woan-Yuh Tarn 2009).  Τα piRNA (piwi-

interacting RNA) έχουν μήκος 26-31 nt, και η ονομασία αυτή τους αποδόθηκε 

λόγω της συσχέτισής τους με την Piwi υπομονάδα της πρωτεΐνης AGO. 

Παράγονται στα κύτταρα της αναπαραγωγικής σειράς, όπου φαίνεται να έχουν 

ρόλο στην γαμετογένεση (Woan-Yuh Tarn 2009). Τα tasiRNA (trans-acting 

RNA), μήκους 24-29 nt, παράγονται στα φυτά και προκύπτουν από 

αντινοηματικούς κλώνους οι οποίοι τέμνονται με τον  μηχανισμό RNAi μέσω 

συμπληρωματικότητας με ένα microRNA. Τα μόρια αυτά φαίνεται να παίζουν 

ρόλο στην αντίδραση των  φυτών στο στρες (Woan-Yuh Tarn 2009). Ιντρόνια 

'που σηματίζουν δομή φουρκέτας λόγω εσωτερικής συμπληρωματικότητας, 

μπορούν να παίξουν το ρόλο των μικρών μη-κωδικών μορίων, λόγω της 

εξειδικευμένης αυτής δομής. Τα ιντρόνια αυτά πήραν την ονομασία mirtrons 

(miRNA+intron), και παρέχουν μια εναλλακτική πηγή βιογένεσης των 

microRNAs στους ζωϊκούς οργανισμούς (Mol. Cell (2007) 28, 328-36). Άλλο ένα 

υποσύνολο μη-κωδικών μορίων προκύπτει από τους νοηματικούς, αλλά και 

αντινοηματικούς κλώνους των ρετροτρανσποζονίων LINE (L1 retrotransposons) 

στα γαμετοκύτταρα. Τα L1-ειδικά siRNAs που προκύπτουν στοχεύουν την 5΄-

UTR των L1 μεταγράφων και προκαλούν την αποικοδόμησή του. Φαίνεται μ’ 

αυτό τον τρόπο, το ρετροτρανσποζόνιο να ρυθμίζει την έκφραση του εαυτού 

του, με την δράση του siRNAs να καταστέλλει την μετάθεση του L1 στα γαμετικά 

κύτταρα (Nature Stru. Mol. Biol. (06) 13, 758-9). Τα miRNAs των ιών έχει δειχθεί 

επίσης ότι παίζουν ρόλο στη διαμόρφωση της γονιδιακής έκφρασης των ιών 

αλλά του ξενιστή (Cell Microbiol. (07) 9, 2784-94). 
Ο κυτταρικός εντοπισμός και η λειτουργία μερικών εξ΄ αυτών ncRNAs 

φαίνονται στον πίνακα 1. 

 
Πίνακας 1. Λειτουργία και κυτταρικός εντοπισμός επιλεγμένων μη κωδικών μορίων RNA* 

 

 * Aπό Tarn 2009 
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Ρόλος των microRNAs σε φυσιολογικές κυτταρικές διεργασίες 
 

      Μέσα από το αχανές ρεπερτόριο των ncRNAs, τα miRNAs έχουν μελετηθεί 

εκτενώς, λόγω της εμπλοκής τους σε βιολογικά μονοπάτια και σε ασθένειες. 

Εμπλέκονται σε μια ποκιλία φυσιολογικών βιολογικών διεργασιών, οι οποίες  

περιλαμβάνουν την απόπτωση, την αιμοποίηση, την ανάπτυξη και τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Η έκφραση τους είναι ειδική για συγκεκριμένους ιστούς και 

αναπτυξιακά στάδια και το προφίλ τους αλλάζει σε διάφορες ανθρώπινες 

ασθένειες (Grishok et al. 2001, Ambros et al. 2003, Carrington and Ambros 2003).     

Περισσότερα από 1.000 miRNAs έχουν ταυτοποιηθεί μέχρι τώρα στον άνθρωπο, 

τα οποία έχει δειχθεί ότι ελέγχουν περισσότερα από το 60% των γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Friedman et al. 2009, Sayed and Abdellatif 2011). Η 

συσχέτιση των miRNAs με τον καρκίνο έχει αποδοθεί λόγω του εντοπισμού των 

αλληλουχιών που μεταγράφονται σε miRNAs, σε γενωμικές  περιοχές που 

εμπλέκονται στην δημιουργία του καρκίνο, καθώς και του απορρυθμισμένου 

προτύπου έκφρασής τους σε κακοήθειες (Calin et al. 2004a, Calin et al. 2004b,  Lu 

et al. 2005).  

Για τους λόγους αυτούς, τα miRNAs αναδύονται ως δυνητικά σημαντικοί 

προγνωστικοί και διαγνωστικοί δείκτες με μελλοντικές προοπτικές ως 

θεραπευτικοί στόχοι για τον καρκίνο.  

 

 Ανακάλυψη των πρώτων  miRNAs 
 

Το 1993, το γονίδιο lin-4 μελετήθηκε ως ένας παράγοντας-κλειδί για την 

ανάπτυξη του νηματώδους C. Elegans (Lee et al. 1993,  Wightman et al. 1993). 

Μετά από κλωνοποίηση του γονιδίου lin-4 ωστόσο, δεν παρήχθησε καμία 

πρωτεΐνη. Αντίθετα, προέκυψαν δύο RNA προϊόντα, η πρώιμη και η ώριμη 

μορφή του lin-4. Η τελευταία είναι συμπληρωματική με την 3΄-αμετάφραστη 

περιοχή (3΄-UTR) του lin-14, προκαλώντας την καταστολή της μετάφρασης του 

τελευταίου (Lee et al. 1993). Έτσι, έγινε η ταυτοποίηση του πρώτου  miRNA 

(Nature 391:806-11, 1998) (Εικόνα 1).  Επτά χρόνια αργότερα, το let-7, ένα άλλο 

μικρό ρυθμιστικό RNA στο C. elegans με ορθόλογα σε άλλα είδη, ανακαλύφθηκε, 

προτείνοντας την ύπαρξη ενός συντηρημένου μηχανισμού μετα-μεταγραφικής 

ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης (Reinhart et al. 2000). 

 
Εικόνα 1. Μη κωδικά μόρια RNA στην ανάπτυξη του C.Elegans (Tarn 2009) 

 

Με τη χρήση υπολογιστικών μεθόδων πρόβλεψης και σάρωσης 

γονιδιώματος για την ταυτοποίηση των στόχων των miRNAs, πάνω από 10.000 
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miRNAs έχουν ταυτοποιηθεί σε ένα ένα μεγάλο εύρος ειδών,  και εκτιμάται ότι 

κάθε miRNA των ζωικών οργανισμών ρυθμίζει εκοτοντάδες διαφορετικά 

mRNAs. Επιπλέον, τουλάχιστον το 60% του ανθρώπινου μεταγραφώματος 

υπόκειται στη ρύθμιση των miRNAs (Rajewsky and Socci 2004, Rajewsky 2006, 

Mashima et al. 2008, Persson et al.2009). Ωστόσο, λόγω του μεγάλου αριθμού 

που προβλέφθηκε, μόνο λίγα από αυτά έχουν επικυρωθεί πειραματικά να  

αποτελούν στόχο των αντίστοιχων miRNAs (Wang et al. 2009c).  

 

Ονοματολογία των miRNAs 
 

Εφόσον μια αλληλουχία έχει επικυρωθεί ως μοναδικό miRNA,  

καταγράφεται στο αρχείο της βάσης δεδομένων miRBase σύμφωνα με τις 

υπάρχουσες κατευθυντήριες γραμμές ονοματολγίας (Song et al. 2004, Wang et al. 

2009c). Η τελευταία εκδοχή του αρχείου του miRBase (Απρίλιος 2011), περιέχει 

περισσότερα από 1.400 μοναδικά miRNAs που βρέθηκαν στον άνθρωπο. Ένα 

ώριμο miRNA καταγράφεται ως “miR” ακολουθούμενο από έναν μοναδικό 

αριθμό ταυτοποίησης (miR-1, miR-2 κλπ.), ενώ η πρόδρομη μορφή φουρκέτας 

ως “mir”. Επίσης, ένα πρόθεμα τριών γραμμάτων είναι χαρακτηριστικό της 

καταγωγής του miR, π.χ. “hsa-miR-101” για το Homo sapiens miR-101, και 

mmu-miR-101 για το miR-101 του ποντικού, τα οποία είναι ορθόλογα (Sam 

Griffiths-Jones et al. 2006). 

Παράλογες αλληλουχίες των οποίων τα ώριμα miRNAs διαφέρουν σε μία 

ή δύο θέσεις, παίρνουν καταλήξεις γραμμάτων - π.χ. mmu-miR-10a and mmu-

miR-10b στο ποντίκι. Διακριτές θέσεις της πρόδρομης μορφής βρόγχου από τις 

οποίες προκύπτουν ώριμα miRNAs, έχουν αριθμημένες καταλήξεις- π.χ. dme-

mir-281-1 and dme-mir-281-2 στην Drosophila melanogaster (Sam Griffiths-Jones 

et al. 2006). Το πλαίσιο ονοματολογίας περιπλέκεται ακόμα περισσότερο στην 

περίπτωση όπου δύο διαφορετικές ώριμες αλληλουχίες προκύπτουν από τους 

δύο βραχίονες της πρόδρομης μορφής (pre-miRNA). Τέτοιες ώριμες αλληλουχίες 

παίρνουν την κατάληξη 5p, όταν προκύπτουν από τον 5΄ βραχίονα (π.χ miR-17-

5p) και την κατάληξη 3p όταν προκύπτουν από τον 3΄ βραχίονα (π.χ miR-17-

3p)(Sam Griffiths-Jones et al. 2006). Λειτουργικό είναι συνήθως το miRNA που 

προκύπτει από τον 5΄ βραχίονα, αν και δεν αποτελεί κανόνα (π.χ. hsa-miR-29a-

3p). 

Θα πρέπει να σημειωθεί επίσης ότι η ονοματολογία των miRNAs των 

φυτών και των ιών διαφέρει ελαφρώς. 

 

Βιογένεση των  miRNAs 
 

Η βιογένεση των miRNAs είναι ποικίλα ακολουθώντας διαφορετικά 

μονοπάτια, αντανακλώντας ρύθμιση των διεργασιών αυτών από διαφορετικούς 

μηχανισμούς και εξελικτική ευελιξία. 
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Τα μονοπάτια της βιογένεσης των miRNAs χωρίζονται σε ένα κανονικό 

και σε ένα εναλλακτικό μονοπάτι. Το κανονικό μονοπάτι αναφέρεται στα 

μετάγραφα που προκύπτουν με δράση της RNA πολυμεράσης II (RNAP II), τα 

οποία επεξεργάζονται από δύο ριβονουκλεάσες, τη Drosha και τη Dicer — και οι 

δύο αποτελούν RNase III — παράγοντας την πλειονότητα των miRNAs (Εικόνα 

2).  

 

 
 
Εικόνα 2. Κανονοκό μονοπάτι της βιογένεσης των miRNAs (Iorio and Croce, 2009) 

 

Τα κανονικά πρόδρομα miRNAs μεταγράφονται από την RNA 

πολυμεράση ΙΙ (RNAP II) σε μεγάλα μετάγραφα (pri-miRΝΑ) μερικών χιλιάδων 

νουκλεοτιδίων σε μήκος τα οποία αποκτούν 5΄ καλύπτρα και 3΄ -πολυ(Α) ουρά 

στα άκρα τους (Lee et al. 2004).  

Τα εναλλακτικά μονοπάτια παράγουν μη-κανονικά  miRNAs συνήθως 

μέσω της παράκαμψης ενός από τα βήματα επεξεργασίας από RNase III (είτε της 

Drosha, είτε της Dicer) (Εικόνα 3). 

Συχνά, τα πρόδρομα μετάγραφα οργανώνονται ως πολυκιστρονικά  

πρόδρομα μετάγραφα συνιστώντας μια συστοιχία miRNAs (Peters and Meister 
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2007) (Eικόνα 4). Οι συστοιχίες αυτές είναι υψηλά συντηρημένες προτείνοντας 

ότι αποτελούν σημαντικούς ρυθμιστικούς και λειτουργικούς ρόλους (Elbashir et 

al. 2001b).  

 
 

Εικόνα 3. Εναλλακτικά μονοπάτια βιογένεσης των miRNAs (Yang et al., 2011) 
 

Είτε σε συστοιχίες, είτε μόνα, τα μετάγραφα που προκύπτουν, αποκτούν 

καλύπτρα, ματίζονται ή πολυαδενυλιώνονται (Cai et al. 2004, Lee et al. 2004).  

Ακολούθως, τα pri-miRNAs τέμνονται στον πυρήνα από τη Drosha, μια RNase 

III ενδονουκλεάση, σε σύμπλοκο με την επικράτεια πρόσδεσης RNA της 

πρωτείνης  DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) — γνωστό ως 

Pasha (Partner of Drosha) στην D. melanogaster και Pash-1 στον C. Elegans — 

σχηματίζοντας το σύμπλοκο του μικροεπεξεργαστή (microprocessor). Η DGCR8 

υπομονάδα αλληλεπιδρά άμεσα με το pri-miRNA οδηγώντας τη Drosha να 

τμήσει τα  5΄ και 3΄ προεξέχοντα άκρα από τους βραχίονες του pri-miRNA, 

παράγοντας το pre-miRNA, με ένα 5΄ φωσφορικό άκρο και ένα 3΄-ΟΗ άκρο στο 

οποίο προεξέχουν 2 νουκλεοτίδια, τα οποία λειτουργούν ως θέση αναγνώρισης 

για το δεύτερο βήμα επεξεργασίας (Denli et al. 2004, Gregory et al. 2004, Han et 

al. 2004, Landthaler et al. 2004, Miyoshi et al. 2010, Yang and Lai 2011). 
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Εικόνα 4. Συστοιχίες από miRNAs οι οποίες συνιστούν τα πολυκιστρονικά  πρόδρομα 

μετάγραφά τους  (Bioinfoworld, 2010)  

 

Μία απροσδόκητη πηγή προέλευσης των miRNAs αποκαλύφθηκε όταν 

αναφέρθηκε ότι ιντρόνια μπορούν να επεξεργαστούν και να αποτελέσουν 

λειτουργικά miRNAs, αποκαλύπτοντας επίσης κι ένα επιπλέον εναλλακτικό 

μονοπάτι για την βιογένεσή τους. Αυτά τα pre-miRNAs/ιντρόνια, τα 

αποκαλούμενα mirtrons, μπορούν να παρακάμψουν την τμήση από τη Drosha, 

δεδομένου ότι το ιντρόνιο που προκύπτει από το μάτισμα του mRNA, έχει το 

κατάλληλο μήκος  για να σχηματίσει βρόγχο παρόμοιο με ένα πρόδρομο miRNA 

(pre-miRNA) (Okamura et al. 2007, Ruby et al. 2007) (Εικόνα 5). Προς το παρόν, 

11 ανθρώπινα mirtrons έχουν προβλεφθεί (Berezikov et al. 2007). Πρόσφατα, 

μελέτες έχουν καταδείξει ένα υποσύνολο προβλεπόμενων  mirtrons τα οποία 

είναι ανεξάρτητα από μάτισμα, τα επονομαζόμενα “simtrons” (splicing- 

independent mirtron-like miRNAs) (Havens et al. 2012). Τα simtrons δεν 

ακολουθούν το κανονικό μονοπάτι επεξεργασίας των miRNAs, αλλά είναι 

εξαρτώμενα από τη Drosha.  

Είτε προέρχονται από το κανονικό, είτε από το mirtron μονοπάτι, το pre-

miRNA που προκύπτει, συνίσταται από ~ 60-75 νουκλεοτίδια, έχοντας μορφή 

βρόγχου και μία προεξοχή δύο νουκλεοτιδίων στο 3΄ άκρο του (Lee et al. 2002, 

Bartel 2004, Cai et al. 2004, Han et al. 2004, Singh et al. 2008). 
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Εικόνα 5. Μονοπάτια βιογένεσης miRNAs που προέρχονται από ιντρόνια (Westholm and Lai, 

2011) 
 

Εφόσον ένα pre-miRNA έχει επεξεργαστεί σωστά (φέροντας μία μικρή 

δομή στελέχου-βρόγχου και μία 3΄ προεξοχή), αυτό μπορεί να εξέλθει στο 

κυτταρόπλασμα  μέσω της σύνδεσης με την Exportin 5 σε σύμπλοκο με την Ran-

GTP (Yi et al. 2003, Lund et al. 2004). Περαιτέρω επεξεργασία στο 

κυτταρόπλασμα από τη Dicer, μια ενδοριβονουκλεάση, αφαιρεί τον βρόγχο από 

το pre-miRNA, αφήνοντας άλλο ένα προεξέχον 3΄ άκρο, στην άλλη πλευρά του 

μορίου (Kim 2005a). Οι προηγούμενες διεργασίες έχουν ως αποτέλεσμα ένα 

ώριμο miRNA διπλής έλικας των 19-24 νουκλεοτιδίων, με δύο νουκλεοτίδια να 

προεξέχουν στο κάθε 3΄ άκρο (Εικόνα 3). 

Μία εξαίρεση στο μονοπάτι που εξαρτάται από τη Dicer, είναι η 

ωρίμανση του miR-451. Αρχικά το pri-miR-451 τέμνεται από το σύμπλοκο 

Drosha/DGCR8, κι έτσι παράγεται ένα κοντό μόριο των 18bp, το οποίο δεν έχει 

το κατάλληλο μήκος για τμήση από τη Dicer, και έτσι διοχετεύεται κατευθείαν 

στο AGO2 (Cheloufi et al. 2010, Cifuentes et al. 2010, Yang et al. 2010). Άλλο ένα 

εναλλακτικό μονοπάτι αποκαλύφθηκε μετά από μελέτες πάνω σε μη-κωδικά 

μόρια RNAs που περιέχονται στα vault σωματίδια, γνωστά με την ονομασία 
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vault RNAs (vRNAs ή vtRNAs).  Τα σωματίδια vault (ή vault ribonucleoprotein 

complexes) είναι συντηρημένα σε οργανίδια που ενυπάρχουν στα  σύμπλοκα 

πυρηνικών πόρων, και εμπλέκονται στην ενδοκυτταρική επικοινωνία και στην 

αντίσταση σε πολλαπλά φάρμακα (multidrug resistance) (Unwin and Milligan 

1982, Persson et al. 2009). Είναι γνωστό ότι τα vRNAs παράγουν μικρά vault 

RNAs, παρακάμπτοντας την επεξεργασία από Drosha, ενώ αυτό το ρόλο τον 

αναλαμβάνει η Dicer (Persson et al. 2009).  Τα σωματίδια vault περιέχουν τρεις 

διαφορετικές πρωτεΐνες και έως 16 vtRNAs (Kedersha et al. 1991). Εκτός από τα 

τα εναλλακτικά μονοπάτια επεξεργασία που αναφέρθηκαν παραπάνω 

(mirtrons, vtRNAs, miR-451), πολλές άλλες πηγές συνεισφέρουν στην δεξαμενή 

των miRNAs που προκύπτουν με μη-κανονική επεξεργασία. Αυτές 

συμπεριλαμβάνουν snoRNAs, endogenous short-hairpin RNAs (endo-shRNAs) 

και πρόδρομα μόρια tRNA, miRNAs που προκύπτουν μέσω tRNase Z, και από 

τον βρόγχο ενός πρόδρομου μορίου ενδο-siRNA.  

Παράλληλα με την επεξεργασία από τα ένζυμα Drosha/Dicer, τα 

πρόδρομα μόρια των miRNAs υπόκεινται σε τροποποιήσεις που ρυθμίζουν τη 

βιογένεση των miRNAs. Επεξεργασία του pri-miR-142 από εξειδικευμένα ένζυμα 

(ADARs), καταστέλλει την επεξεργασία του από την Drosha (Yang et al. 2006), 

ενώ τα πρόδρομα μόρια του miR-151 μπορούν να μπλοκάρουν την τμήση τους 

από την Dicer (Kawahara et al. 2007a). Η σημασία αυτής της τροποποίησης στην 

miRNA-μεσολαβούμενη σίγηση των γονιδίων, αποκαλύφθηκε όταν δείχθηκε ότι 

τα τροποποιημένες — και μη — εκδοχές του miR-376a, στοχεύουν διαφορετικές 

σειρές γονιδίων (Kawahara et al. 2007b). 

 

Αναγνώριση στόχου από τα miRNAs 
 

 Ο κύριος ρόλος των miRNAs στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, είναι ο 

έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης. Στα μετάζωα, τα miRNAs ζευγαρώνουν μέσω 

ατελούς συμπληρωματικότητας με τα mRNAs, έχοντας ως αποτέλεσμα την 

γονιδιακή σίγηση μέσω καταστολής της μετάφρασης και της αφαίρεσης της 

πολυ(Α) ουράς οδηγώντας σε ταχεία αποικοδόμηση του mRNA (Kedersha et 

al.1991, Giraldez et al. 2006, Wu et al. 2006, Mashima et al. 2008). Λιγότερο 

συχνά, όταν ένα miRNA είναι πλήρως συμπληρωματικό με το mRNA-στόχο του, 

η αποικοδόμηση του τελευταίου μπορεί να λάβει χώρα, μέσω κατευθυνόμενης 

ενδονουκλεολυτικής διάσπασης στη θέση πρόσδεσης με το miRNA (Bass 2002, 

Nandy et al. 2009, Tanaka et al. 2009a, Lee et al. 2011). 

Τα miRNAs των ζωικών οργανισμών αναγνωρίζουν συμπληρωματικές 

περιοχές mRNA-στόχου, που εντοπίζονται στην 3΄ αμετάφραστη περιοχή τους 

(3΄ untranslated region, 3΄-UTR) και ζευγαρώνουν με αυτές μέσω 

συμπληρωματικότητας βάσεων κατά Watson-Crick. 

Το γεγονός αυτό γίνεται από τη μία έλικα του miRNA, την λειτουργική 

έλικα-οδηγό (* ή έλικα-επιβάτης). Η κεντρική περιοχή πλαισιώνεται από την 

περιοχή εκβλάστησης στο 5΄ άκρο και την περιοχή 3΄. Η πιο σημαντική 

προϋπόθεση στην αλληλεπίδραση miRNA-mRNA, είναι τα νουκλεοτίδια 2-8 της  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 06:07:45 EEST - 54.242.37.42



 19 

 

περιοχή 5΄, γνωστή ως 5΄-seed περιοχή (βλ. ενότητα 3.5 και εικόνα 6). Με πολύ 

λίγες γνωστές έως τώρα εξαιρέσεις, η περιοχή εκβλάστησης 5΄ (5΄-seed) είναι 

προαπαιτούμενη για αποτελεσματική σίγηση, αν και το γεγονός αυτό δεν ισχύει 

πάντα (Vella et al. 2004, Bartel 2009). Η κεντρική περιοχή — των νουκλεοτιδίων 

9/10-12 — διογκώνεται προεξέχοντας παρεμποδίζοντας την ενδονουκλεολυτική 

διάσπαση από τις Argonaute πρωτεΐνες (AGOs) που αποτελούν τα βασικά 

λειτουργικά συστατικά του συμπλόκου RISC του μηχανισμού RNAi (Bartel 2009, 

Voinnet 2009). Εντούτοις, στην περίπτωση της ενδονουκλεολυτικής διάσπασης 

του mRNA-στόχου, η κεντρική περιοχή είναι αυτή που καθορίζει τη θέση 

διάσπασης του στόχου. Η περιοχή 3΄ θεωρείται πιο ανεκτική σε αναντιστοιχίες 

και σε σπάνιες περιπτώσεις αδύναμης ζεύξης στην περιοχή εκβλάστησης 5΄, η 

συμπληρωματικότητα στην 3΄περιοχή μπορεί να συνεισφέρει στην επιλογή του 

στόχου (Brennecke et al. 2005, Grimson et al. 2007). Έτσι, οι θέσεις στόχοι των 

miRNAs μπορούν να ταξινομηθούν ως:  

α) κανονικές, β) 3΄-συμπληρωματικές και γ) 3΄-αντισταθμιστικές (Bartel 2009). Οι 

πιο λειτουργικές και αποτελεσματικές θέσεις-στόχοι του mRNA, είναι αυτές που 

έχουν πλήρη συμπληρωματικότητα 8 νουκλεοτιδίων με την περιοχή εκβλάστησης 

5΄του miRNA. Κοντύτερες θέσεις, όπως για παράδειγμα 6 νουκλεοτιδίων, 

θεωρείται ότι έχουν μειωμένη λειτουργικότητα. Αυτές οι περιοχές μπορεί να 

έχουν μια επιπρόσθετη συμπληρωματική ζεύξη μέσα στην περιοχή 3΄ του miRNA 

(3΄-συμπληρωματικές θέσεις), αλλά συνήθως έχουν μικρότερη 

αποτελεσματικότητα στην αναγνώριση του στόχου (Grimson et al. 2007). 

Εκτεταμένο ζευγάρωμα στην 3΄-περιοχή μπορεί να αντισταθμίζει πιθανές 

αναντιστοιχίες στην περιοχή εκβλάστησης 5΄ (3΄-αντισταθμιστικές θέσεις) 

(Grimson et al. 2007, Bartel 2009, Witkos et al. 2011). 

 

 
 

Εικόνα 6. Αναγνώριση mRNA-στόχου από το miRNA μέσω συμπληρωματικότητας (Giannouli et 
al., 2012) 

 

Δύο μοντέλα έχουν προταθεί για την αναγνώριση του στόχου. Το μοντέλο 

«δύο σταδίων» αναφέρεται στο πρώτο βήμα αναγνώρισης του στόχου — όπου 

έχουμε το ζευγάρωμα της 5΄περιοχής του miRNA μια προσβάσιμη  θέση στην 3΄- 

UTR  περιοχή του στόχου — και σε ένα δεύτερο βήμα, όπου έχουμε τη διάδοση 

της αναγνώρισης, δηλαδή τη διάρρηξη της τοπικής δευτεροταγούς δομής του 

mRNA, την επιμήκυνση και τη δημιουργία ενός σταθερού συμπλόκου miRNA-

στόχου (Filipowicz 2005, Tomari and Zamore 2005, Yuan et al. 2005, Long et al. 

2007). Πρόσφατα ωστόσο, αποτελέσματα βασισμένα σε καταστολή των 
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miRNAs μέσω συνθετικών αναστολέων, υποστηρίζουν ότι η 3΄-περιοχή είναι 

εξίσου σημαντική για την αναγνώριση του στόχου (Robertson et al. 2010). 

 

Γονιδιακή σίγηση μεσολαβούμενη από miRNAs 
 

Οι ρυθμιστικές επιδράσεις των miRNAs μεσολαβούνται κυρίως από 

πρωτεϊνικά συστατικά του συμπλόκου σίγησης επαγόμενου από miRNAs 

(miRISC) (Eulalio et al. 2009, Ketting 2011). Οι AGO πρωτεΐνες είναι τα κύρια 

συστατικά του συμπλόκου RISC, το οποίο συνίσταται από την AGO πρωτεΐνη 

και την GW1826 που αλληλεπιδρά με την AGO (Yang et al. 2006, Kawahara et al. 

2007a, Kawahara et al. 2007b). Οι AGO πρωτεΐνες χαρακτηρίζονται από μία 

διλοβική αρχιτεκτονική και περιέχουν τρία εξελικτικά συντηρημένες επικράτειες, 

τις PAZ, MID και PIWI7 (Εικόνα 7).  

 

 
 

Εικόνα 7.  Λειτουργικές υπομονάδες AGO πρωτεΐνης του συμπλόκου σίγησης RISC (Song et al., 
2004) 

 

 Η ΡΑΖ προσδένει το 3΄-άκρο του miRNA-οδηγού. Η διεπιφάνεια μεταξύ 

MID-PIWI παρέχει την σχισμή πρόσδεσης του 5΄-φωσφορικού άκρου-οδηγού 

(Boland et al. 2011). Η επικράτεια PIWI υιοθετεί μια μορφή αναδίπλωσης που 

μοιάζεο με τη δομή της RNase H και μεσολαβεί στην ενδονουκλεολυτική 

διάσπαση του mRNA-στόχου, δρώντας εξειδικευμένα σε θέση που απέχει 10 

νουκλεοτίδια από το 5΄-άκρο του miRNA, αφήνοντας το miRNA άθικτο για 

άλλον έναν γύρο διάσπασης (Elbashir et al. 2001a, Elbashir et al. 2001b, Song et 

al. 2004, Peters and Meister 2007, Wang et al. 2008c, Wang et al. 2009c). Η 

αντίδραση διάσπασης απαιτεί την παρουσία ιόντων Mg2+ και διενεργείται μέσω 

υδρόλυσης και απελευθέρωσης 3΄-ΟΗ και 5΄-φωσφορικού άκρου (Martinez and 

Tuschl 2004, Schwarz et al. 2004). Η AGO2 είναι η μόνη από τις ανθρώπινες AGO 

πρωτεΐνες που έχει ενδονουκλεολυική δραστικότητα μέσω της επικράτειας PIWI 

η οποία διαθέτει δραστικότητα RNase H, διενεργώντας έτσι την τμήση του 

mRNA (Liu et al. 2004). Έπειτα από τη διάσπαση από τη Dicer, η διπλή έλικα 
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του miRNA διαχωρίζεται από ελικάσες σε μία λειτουργική έλικα-οδηγό και την 

αντίθετη έλικα-επιβάτη (*) (Kai and Pasquinelli 2010) (Εικόνα 2). Το miRNA με το 

λιγότερο σταθερό ζεύγος βάσεων στο 5΄-άκρο του, στρατολογείται από την AGO 

υπομονάδα για να σχηματίσει το πυρήνα του συμπλόκου miRISC, μαζί με την 

πρωτεΐνη GW182, ενώ η αντίθετη έλικα ακολούθως αποικοδομείται (Bernstein et 

al. 2001, Grishok et al. 2001, Hammond et al. 2001, Khvorova et al. 2003, Zhu et 

al. 2008, Fabian et al. 2010) (Fig. 2B). Μετά την πρόσδεση στις AGO πρωτεΐνες, οι 

χρόνοι ημιζωής των περισσότερων miRNAs είναι μεγαλύτεροι από 14 ώρες, και 

έτσι είναι πολύ πιο σταθερά από ένα μέσο mRNA (Hock and Meister 2008). 

 

Στοχεύοντας την έναρξη της μετάφρασης 
 

Όπως προαναφέρθηκε, τα miRNAs είτε αναστέλλουν την μετάφραση των 

mRNA-στόχων, είτε διευκολύνουν την αποαδενυλύωση και την επακόλουθη 

αποικόμησή τους. Η καταστολή της μετάφρασης από τα miRNAs μπορεί να 

λάβει χώρα κατά την φάση της έναρξης  (Humphreys et al. 2005, Pillai et al. 

2005), ή κατά τη διάρκεια των ακόλουθων σταδίων μετά την έναρξη (Maroney et 

al. 2006, Nottrott et al. 2006, Petersen et al. 2006). Εφόσον η έναρξη της 

μετάφρασης είναι το καθοριστικό βήμα της βιοσύνθεσης των πρωτεινών, 

αποτελεί στόχο των ρυθμιστικών μηχανισμών. Τέτοιοι μηχανισμοί 

περιλαμβάνουν:  α) εξαρτώμενες από την καλύπτρα διεργασίες (cap-dependent 

processes) όπου η 40S ριβοσωμική υπομονάδα και ένας αριθμός από 

ευκαρυωτικούς παράγοντες έναρξης (eIFs) συνδέονται στενά με την καλύπτρα, 

β) μη-εξατρώμενη από καλύπτρα διεργασία, όπου μια αλληλουχία γνωστή ως 

internal ribosome entry site (IRES), παρακάμπτει την έναρξη της μετάφρασης 

οδηγούμενη από την καλύπτρα. Το miRNA let-7 οδηγεί το miRISC στο να 

στοχεύσει mRNAs πυροδοτώντας ακολούθως την αποαδενυλίωση, η οποία με 

τη σειρά της καταργεί την συνέργεια μεταξύ της 5΄καλύπτρας και της 

πολυ(Α)ουράς, και καταστέλλει έτσι έμμεσα την μετάφραση (Yuan et al. 2005). 

Σε συμφωνία με τα προηγούμενα, το let-7 καταστέλλει την εξαρτώμενη από την 

καλύπτρα έναρξη της μετάφρασης υπονοώντας ότι το βήμα αυτό είναι το 

προγενέστερο μοριακό γεγονός που επηρεάζεται από τα miRNAs, ενώ άλλοι 

μηχανισμοί, όπως είναι η αποαδενυλίωση, μπορεί ακολούθως να εδραιώνουν τη 

σίγηση των mRNAs (Robertson et al. 2010). Επιπροσθέτως, με τη χρήση χημικά 

τροποποιημένων αναλόγων της καλύπτρας, δείχθηκε ότι η 5-m7GpppN δομή 

είναι ένας πρώιμος στόχος για την miRNA-μεσολαβούμενη καταστολή της 

μετάφρασης και προτείνει ότι η αποαδενυλίωση είναι μια ταχεία και ανεξάρτητη 

διαδικασία που μπορεί να συμβάλει στην καταστολή της μετάφρασης (Ji 2008). 

Σχετικά με τον ρόλο των συνδεόμενων με την καλύπτρα παραγόντων, δείχθηκε 

ότι το σύμπλοκο miRISC μπορεί να εμποδίζει τη λειτουργία του παράγοντα 

έναρξης eIF4E, ή να παρεμβάλλεται σε προγενέστερο βήμα της αλληλεπίδρασης 

μεταξύ των eIF4E - eIF4G κατά την έναρξη της μετάφρασης, πιθανόν μέσω της 

αναγνώρισης της καλύπτρας από τον παράγοντα eIF4E (Tomari and Zamore 

2005, Yuan et al. 2005). Σε αντίθεση με τα αποτελέσματα αυτά, άλλες μελέτες 
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έδειξαν ότι τα miRNAs καταστέλλουν την έναρξη της μετάφρασης, 

παρεμποδίζοντας τη στρατολόγηση της 60S ριβοσωμικής υπομονάδας στα 

mRNA-στόχους μετά την στρατολόγηση της 40S υπομονάδας διευκολυνόμενη 

από την καλύπτρα (Du and Zamore 2005). Τα ευρήματα αυτά, υποστηρίζουν την  

ότι τα miRNAs αναστέλλουν την μετάφραση στο στάδιο αναγνώρισης της 

καλύπτρας εκτοπίζοντας τον eIF4E παράγοντα από τη δομή της καλύπτρας 

(Long et al. 2007). 

 

Αποαδενυλίωση μέσω miRNAs  
 

Η σύνδεση ανάμεσα στο miRISC σύμπλοκο και την αποαδενυλίωση 

διαμεσολαβείται από την πρωτεΐνη GW182, η οποία λειτουργεί ως: α) 

πλατφόρμα που στρατολογεί αποαδενυλάσες (Εικόνες 8 και 24) και β) ένας 

συνενεργοποιητής αποαδενυλάσης, καθώς αλληλεπιδρά ανεξάρτητα με τα 

σύμπλοκα αποαδενυλίωσης PAN2-PAN3 (PAN) και CCR4-NOT προωθώντας 

σταδιακή αφαίρεση των πολυ(Α)ουρών των mRNA-στόχων (Kim et al. 1994, 

Miyoshi et al. 2010, Hogg et al. 2011, Yang and Lai 2011). Ο παράγοντας GW182 

βρίσκεται σε πλειονότητα σε ενδοκυτταρικά κυστίδια, τα οποία ονομάζονται P-

bodies (Eulalio et al. 2007). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα, τα miRNAs να 

συσσωρεύονται στα κυστίδια αυτά, όπου και ασκούν τη δράση τους. Ένας 

άλλος σημαντικός παράγοντας είναι η poly(A)-binding protein (PAPB), καθώς 

φαίνεται να μεσολαβεί στη σύνδεση της PAN2 (την καταλυτική υπομονάδα του 

PAN συμπλόκου) και της GW182. Σε αντίθεση, το σύμπλοκο CCR4-NOT 

στρατολογείται από το GW182 στο miRISC με έναν μη-εξαρτώμενο από PABP 

τρόπο  (Miyoshi et al. 2010). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι σύμφωνα με ένα 

προτεινόμενο μοντέλο, η βράχυνση των πολυ(Α) ουρών στο κυτταρόπλασμα, 

πραγματοποιείται σε δύο στάδια. Στην πρώτο βήμα, μία σταδιακή βράχυνση της 

πολυ(Α) ουράς στο 1/3 με 1/2 του αρχικού της μήκους ακολουθείται από ένα 

δεύτερο βήμα, όπου τα μήκη των πολυ(Α) ουρών που προκύπτουν είναι 

εξαιρετικά ετερογενή. Η μετάβαση στη δεύτερο βήμα είναι κρίσιμη, διότι 

πυροδοτεί την αποικοδόμηση ολόκληρου του mRNA. Σ΄ αυτή τη διεργασία δύο 

σταδίων, η PAN2 καταλύει την βράχυνση της πολυ(Α) ουράς στο πρώτο βήμα, 

ενώ το σύμπλοκο CCR4-NOT καταλύει το δεύτερο βήμα (Yamashita et al. 2005). 

Έτσι, καθώς προχωρά η αποαδενυλίωση, όσο πιο κοντή η πολυ(Α)ουρά, τόσο 

λιγότερες PABP πρωτεΐνες συνδέονται σ΄ αυτήν, το οποίο με τη σειρά του οδηγεί 

στην μείωση της PAN2 και την μείωση της δραστικότητας της CCR4, και το 

mRNA εισέρχεται στη δεύτερη φάση της αποαδενυλίωσης, οδηγούμενο σε 

αποικοδόμηση (Yamashita et al. 2005). Το σύμπλοκο CCR4–NOT θεωρείται 

αναπόσπαστο συστατικό της miRNA-μεσολαβούμενης αποαδενυλίωσης, 

δρώντας ενορχηστρωμένα με την GW182 για την εκτόπιση της PABP από την 

πολυ(Α)ουρά, ενώ το σύμπλοκο ΡΑΝ περιττό (Kim et al. 1994, Behm-Ansmant et 

al. 2006, Grimson et al. 2007). Θα πρέπει να ληφθεί υπόψη, ότι οι GW182 και 

PABP  αρχικά στρατολογούν και σταθεροποιούν την ΡΑΝ στην πολυ(Α)ουρά, 

για να πυροδοτήσουν την πρώτη φάση της βράχυνσής της. Καθώς ο αριθμός 
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των πολύ(Α)-συνδεδεμένων PABP μορίων μειώνεται ως συνέπεια της 

βράχυνσης, η δραστικότητα της ΡΑΝ μειώνεται (αφού η ΡΑΝ προσδένεται στην 

πολυ(Α)ουρά με έναν PABP-εξαρτώμενο τρόπο). Στη δεύτερη φάση, η GW182 

δρα ενορχηστρωμένα με το σύμπλοκο CCR4-NOT, για την εκτόπιση των 

απομεινάντων PABPs από την πολυ(Α)ουρά, επιτρέποντας σταδιακή 

αποαδενυλίωση από τις υπομονάδες της με δράση νουκλεάσης. 

 

 
 

Εικόνα 8. Γονιδιακή σίγηση με τη μεσολάβηση miRNAs και αποαδενυλασών στην αποικοδόμηση 

και/ ή την καταστολή της μετάφρασης του mRNA-στόχου (Giannouli S. et al., 2012) 

 

Αποικοδόμηση των miRNAs 
 

Τα miRNAs τείνουν να στοχεύουν πολλαπλά mRNA μετάγραφα, τα 

οποία εκφράζονται σε κοινά μονοπάτια κυτταρικής απόκρισης (Elbashir et al. 

2001a). Έχει δειχθεί ότι η δράση των miRNAs δεν περιορίζεται μόνο στη 

στόχευση μεταγράφων, αλλά έχουν την ικανότητα να στοχεύουν DNA, 

ριβονουλκεοπρωτεϊνες, ακόμα και να ρυθμίζουν θετικά την έκφραση ενός 

mRNΑ-στόχου (Garzon, R et al. 2010). 

 Με την ολοκλήρωση της δράσης τους, τα miRNAs αποικοδομούνται, αν 

και προς το παρόν, δεν είναι γνωστά πολλά για την αποικοδόμηση των miRNAs 

(Krol et al. 2010). Υπάρχει η υπόθεση ότι η αποικοδόμηση των miRNAs είναι 

απαραίτητη προκειμένου να παρατηρηθούν ταχείες μεταβολές στο πρότυπο 

έκφρασης των miRNA. Οι AGO πρωτεΐνες θεωρείται ότι σταθεροποιούν τις — 

ενσωματωμένες στο RISC σύμπλοκο — έλικες-οδηγούς των miRNAs, ενώ η 

αντίθετη έλικα-επιβάτης καταστρέφεται. Επίσης, οι AGO μπορούν επιλεκτικά να 
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διατηρούν miRNAs τα οποία έχουν  πολλούς στόχους, έναντι αυτών με λίγους 

μόνο στόχους, οδηγώντας τα τελευταία σε αποικοδόμηση (Kai and Pasquinelli 

2010). 

 

miRNAs και καρκίνος 
 

Η σύνδεση ανάμεσα στα miRNAs και στον καρκίνο, έχει προκύψει από 

μελέτες αποκαλύπτοντας ότι η απορύθμιση των miRNAs, διαταράσσει τον 

κυτταρικό  κύκλο, τη διαφοροποίηση και τον πολλαπλασιασμό, καθώς η 

έκφραση πολλών miRNAs μεταβάλλεται σε πρώιμους όγκους στον άνθρωπο 

(Calin et al. 2002, Calin et al. 2004a, He et al. 2005a, Lu et al. 2005). Τα miRNAs 

φαίνεται να είναι λειτουργικώς σημαντικά σε ανθρώπινους καρκίνους, λόγω του 

γεγονότος ότι τα επίπεδά τους απορυθμίζονται με εξειδικευμένο τρόπο, 

σύμφωνα με τον τύπο του καρκίνου, παρέχοντας ένα ακριβές αποτύπωμα  

έκφρασης (Volinia et al. 2006, Lanza et al. 2007). Επιπλέον, φαίνεται να 

εμπλέκονται σε διαδικασίες κρίσιμες για την ανάπτυξη και εξέλιξη του καρκίνου 

(Iorio et al. 2008), ενώ εξωγενής χειρισμός της έκφρασης των miRNAs σε 

καρκινικές κυτταρικές σειρές, μπορεί εν μέρει να οδηγήσει στην ανάκτηση του 

φυσιολογικού φαινοτύπου (Gaur et al. 2007). 

 

Τα miRNAs ως ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικοί παράγοντες  
 

Τα miRNAs μπορούν να λειτουργούν ως ογκογονίδια αλλά και ως 

ογκοκατασταλτικοί παράγοντες. Τέτοια miRNAs χαρακτηρίζονται ως ογκογόνα 

miRNAs ή “oncomiRs” (Esquela-Kerscher and Slack 2006, Slack and Weidhaas 

2006, Krutovskikh and Herceg 2010). miRNAs με μειωμένη έκφραση σε καρκινικά 

κύτταρα θεωρούνται ογκοκατασταλτικοί παράγοντες (Eικόνα 9). Αυτά συνήθως 

παρεμποδίζουν την καρκινική ανάπτυξη αναστέλλοντας ογκογονίδια και 

γονίδια που ελέγχουν την κυτταρική διαφοροποίηση και απόπτωση.  

 

 
Εικόνα 9. Απορυθμισμένη έκφραση των ογκογόνων ή των ογκοκατασταλτικών miRNAs μπορεί να  

οδηγήσει στην ανάπτυξη όγκου (Lujambio and  Lowe, 2012) 
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Πολλά γονίδια των miRNAs έχουν βρεθεί σημαντικά υπερεκφρασμένα σε 

διαφορετικούς τύπους καρκίνων. Έχουν αναπτυχθεί απλές και επαναλήψιμες 

δοκιμές για την ανίχνευση των επιπέδων των miRNAs, και μέθοδοι που 

συνδυάζουν απομόνωση RNA, PCR και αλληλούχιση,  καθώς και οι 

μικροσυστοιχίες, επιτρέπουν ακριβή και ποσοτική αξιολόγηση όλων των 

miRNAs που εκφράζονται σε ένα δείγμα ασθενούς (Lujambio and Lowe 2012). 

Συγκριτική ανάλυση των επιπέδων των miRNAs σε στερεούς όγκους και 

φυσιολογικούς ιστούς αποκάλυψε ένα εξειδικευμένο αποτύπωμα έκφρασης του 

συνόλου των miRNAs (“miRNome”), αποτελούμενο από υπερεκφρασμένα, αλλά 

και υποεκφρασμένα miRNAs (Volinia et al. 2006). Θεωρείται ότι η έκφραση των 

miRNAs γενικά επάγει τη διαφοροποίηση των κυττάρων, κάτι που δικαιολογεί 

την μειωμένη έκφραση ενός υποσυνόλου miRNAs στον καρκίνο, στον οποίο τα 

κύτταρα αποδιαφοροποιούνται (Lujambio et al. 2012).  

miRNAs που σχετίζονται με καρκίνο μπορούν εκτός από τον μετα-

μεταγραφικό έλεγχο, να αλλάξουν το επιγενετικό τοπίο των καρκινικών 

κυττάρων. Το καρκινικό «επιγένωμα» χαρακτηρίζεται από ολικές και γονιδιο-

ειδικές αλλαγές στην μεθυλίωση του DNA, τροποποίηση των ιστονών και 

πρότυπα έκφρασης ενζύμων που τροποποιούν τη χρωματίνη, τα οποία 

επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση με έναν κληρονομήσιμο τρόπο (Portela A. and 

Esteller M. 2010). Η παρουσία ώριμων miRNAs στον πυρήνα (Hwang H. W. et 

al. 2007), αποτελεί ακόμα μια ένδειξη για τον πιθανό άμεσο ρόλο των miRNAs 

στον έλεγχο επιγενετικών τροποποιήσεων (Lujambio and Lowe 2012). 

Για παράδειγμα, το miR-29 αναστέλλει την έκφραση των 

μεθυλοτρανσφερασών DNMT3A και DNMT3B στον καρκίνο του πνεύμονα 

(Fabbri M. et al 2007), ενώ το miR-101 ρυθμίζει την μεθυλοτρανσφεράση των 

ιστονών EZH2 στον καρκίνο του προστάτη (Varambally, S. et al 2008).  

Τα πρώτα στοιχεία για την εμπλοκή των miRNAs στον καρκίνο ανήλθαν 

από μία μοριακή μελέτη για τον χαρακτηρισμό της 13q14 χρωμοσωμικής 

απαλοιφής στην ανθρώπινη χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία των Β-

λεμφοκυττάρων (B-CLL). Η περιοχή αυτή περιέχει τα miR-15α και miR-16-1 και 

απαλείφεται στις περισσότερες από τις μισές περιπτώσεις της ασθένειας (Calin et 

al. 2002). Αργότερα, βρέθηκε ότι και το miR-15α και το miR-16-1 ενισχύουν την 

φυσιολογική αποπτωτική απόκριση μέσω της στόχευσης του αντι-αποπτωτικού 

γονιδίου BCL-2 (Cimmino et al. 2005). Το let-7, το δεύτερο miRNA που 

ταυτοποιήθηκε, θεωρείται ογκοκατασταλτικός παράγοντας. Δώδεκα let-7 

ομόλογα έχουν αναγνωριστεί στο ανθρώπινο γονιδίωμα, που οργανώνονται σε 

οκτώ συστοιχίες, τέσσερεις από τις οποίες εντοπίζονται μέσα σε περιοχές συχνά 

απαλειφόμενες σε διάφορες ανθρώπινες κακοήθειες (Calin et al. 2004a). Η 

δυνητική τους δραστικότητα ως ογκοκατασταλτικοί παράγοντες ενισχύεται 

επιπλέον και από το γεγονός ότι τα μέλη της οικογένειας let-7 ρυθμίζουν 

αρνητικά την έκφραση ειδικών ογκογονιδίων, όπως το RAS και το MYC, αλλά 

και την ομάδα Α2 υψηλής κινητικότητας (HMGA2) (Johnson et al. 2005, Mayr et 

al. 2007, He et al. 2010). Έτσι, η απώλεια του let-7 σε καρκίνους του πνεύμονα, 

σχετίζεται με υψηλή έκφραση της ογκογόνου πρωτεΐνης RAS, παρέχοντας έναν 
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μηχανισμό μέσω του οποίου τα μειωμένα επίπεδα του let-7 προάγουν την 

ογκογένεση (Johnson et al. 2005). Η ογκοκατασταλτική ικανότητα είναι επίσης 

χαρακτηριστική των μελών της οικογένειας miR-29, τα οποία μπορούν να 

επάγουν την p53-εξαρτώμενη κυτταρική απόπτωση, καθώς στοχεύουν 

παράγοντες όπως ο p85 και CDC42, οι οποίοι ρυθμίζουν αρνητικά τον 

ογκοκατασταλτικό παράγοντα p53 (Park et al. 2009b). Το πολυκιστρόνιο miR-

17-92, επίσης γνωστό ως oncomir-1, είναι ένα από τα πρώτα miRNA που 

αναφέρθηκε ότι δρα ως ογκογονίδιο στα θηλαστικά (He et al. 2005b). Το 

πρόδρομο μετάγραφο περιέχει έξι διαδοχικές δομές φουρκέτας, από τις οποίες 

προκύπτουν έξι ώριμα miRNAs: τα miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR 

19b-1 και miR-92-1 (Tanzer and Stadler 2004, Olive et al. 2010). Ο μεταγραφικός 

παράγοντας E2F1 που προάγει την μετάβαση από την G1 φάση στην S στα 

θηλαστικά (Bracken et al. 2004) ρυθμίζεται από τα miR-17–5p και miR-20a, μέλη 

της συστοιχίας miR-17-92, η οποία με τη σειρά της ενεργοποιείται άμεσα από το 

ογκογονίδιο c-Myc (O’Donnell et al. 2005). Δύο μέλη της συστοιχίας miR-17-92 

πιθανόν να διενεργούν την ογκογόνο δράση ολόκληρης της συστοιχίας, καθώς 

αυτά στοχεύουν τον ογκοκατασταλτικό παράγονρα PTEN, ενεργοποιώντας έτσι 

το σηματοδοτικό μονοπάτι Akt-mTOR, το οποίο οδηγεί στην κυτταρική 

επιβίωση (Mu et al. 2009, Olive et al. 2009).  Παράλληλα, η συστοιχία miR-17-92 

στοχεύει την προ-αποπτωτική πρωτεΐνη Bim, που αποτελεί ογκοκατατασταλτικό 

παράγοντα που ρυθμίζει επίσης την επιβίωση των Β-λεμφοκυττάρων (Ventura et 

al. 2008, Xiao et al.2008). Ωστόσο, αυτά τα miRNAs μπορεί να έχουν ενεργότητα 

ογκοκατατασταλτικών παραγόντων κάτω από άλλες συνθήκες, καθώς απώλεια 

ετεροζυγωτίας του 13q31 έχει ως συνέπεια διαφόρους τύπους καρκίνων 

συμπεριλαμβανομένου του ηπατοκυτταρικού καρκινώματος, του υποφυσιακού 

καρκινώματος, του ρινοφαρυγγικού καρκινώματος, του καρκίνου του μαστού 

και του καρκίνου της ουροδόχου κύστης (Eiriksdottir et al. 1998, Richter et al. 

1999, Tsang et al. 1999, Honda et al. 2003, Koo et al. 2003, Lin et al. 2003).  

Άλλο παράδειγμα ογκογόνου miRNA αποτελεί ένα μη-κωδικό RNA της 

συστοιχίας BIC (B-cell integration cluster) (Tam et al. 1997).  Αργότερα βρέθηκε 

ότι αυτό το μη-κωδικό μόριο έφερε το miR-155, που εντοπίζεται στο τελικό 

εξόνιο αυτού του μεταγράφου (Van den Berg et al. 2003, Eis et al. 2005, Calin and 

Croce 2006a, Wang et al.2008a). H υπερέκφραση του  BIC/mir-155 έχει 

συσχετιστεί με διαφόρους τύπους λεμφωμάτων,  όπως τα λεμφώμτα Hodgkin 

και Burkitt, καθώς και με τον καρκίνο του μαστού, του πνεύμονα, του παχέως 

εντέρου και του θυρεοειδή  (Eis et al. 2005, Kluiver et al. 2005, Volinia et al. 2006). 

Αρκετοί στόχοι του miR-155 έχουν επικυρωθεί στα Β-λεμφοκύτταρα  και στα 

μακροφάγα, όπως είναι ο υποδοχέας τύπου Ι της Αγγειοτενσίνης ΙΙ, όμως 

παραμένει αδιευκρίνιστο εάν οι ίδιοι στόχοι σχετίζονται με το υπόβαθρο του 

καρκινικού κυττάρου, ενώ ο ολοκληρωμένος μηχανισμός μέσω του οποίου το 

BIC/miR-155 προάγει την ογκογένεση παραμένει άγνωστος (Martin et al. 2006, 

Sayed and Abdellatif 2011). 

Διαφορετικές μελέτες αποκάλυψαν ότι το ίδιο μόριο miRNA μπορεί μπορεί 

να δρα ως ογκογονίδιο ή ως ογκοκατασταλτικός παράγοντας ανάλογα με τις 
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ειδικές συνθήκες του ιστού και τα γονίδια-στόχους που εκφράζονται εκεί. Τέτοιο 

παράδειγμα αποτελεί το miR-221 και το miR-222. Υπερέκφραση αυτών των 

miRNAs προάγει την πρόοδο της ογκογένεσης του ήπατος και έχει προταθεί ότι 

τα miR-221 και miR-222 μαζί με τα miR-21, miR-93, miR-96 και miR-106b θα 

πρέπει να θεωρούνται ως bona fide  oncomiRs (Pineau et al. 2010). Ωστόσο, έχει 

δειχθεί ότι τα miR-221 και miR-222 αναστέλλουν την ερυθροποίηση μέσω 

αρνητικής ρύθμισης του CD117 (ή c-kit), ο οποίος αποτελεί γνωστό πρωτο-

ογκογονίδιο (McIntyre et al. 2005), δρώντας έτσι ως ογκοκατασταλτικοί 

παράγοντες (Felli et al. 2005). 

 

Έλεγχος της απορρύθμισης των miRNA στον καρκίνο 
 

Περισσότερα από τα μισά από τα miRNAs που έχουν απορρυθμισμένο 

πρότυπο έκφρασης στον καρκίνο, εντοπίζονται σε χρωμοσωμικές περιοχές που 

εμπλέκονται στον καρκίνο (Calin et al. 2004a). Οι περιοχές αυτές αποτελούν 

εύθραυστες χρωμοσωμικές θέσεις (Calin and Croce 2006b), περιέχουν  

αλληλουχίες ενίσχυσης και επιδεικνύουν απώλεια ετεροζυγωτίας σε θέσεις όπου 

εντοπίζονται γονίδια ογκοκατασταλτικών παραγόντων.  Επιπλέον, δείχθηκε ότι 

στους ανθρώπινους όγκους σε περιοχές όπου εντοπίζονται αλληλουχίες από τις 

οποίες προκύπτουν τα miRNAs  υπάρχει αυξημένη συχνότητα γενωμικών 

μεταλλαγών (Zhang et al. 2006). Πρόσφατα δεδομένα, υποδεικνύουν επίσης ότι 

miRNAs με παραλλαγμένη αλληλουχία μπορούν να προκύψουν μέσω 

εναλλακτικών θέσεων τμήσης από τη  Drosha και τη Dicer1, και  ότι τέτοιες 

παραλλαγές βρέθηκαν στον καρκίνο (Kuchenbauer F. et al. 2008) 

Χαρακτηριστικά παραδείγματα απορρυθμισμένης έκφρασης των miRNAs 

αποτελούν η μειωμένη έκφραση των miR-15 και του miR-16 στην χρόνια 

λεμφοκυτταρική λευχαιμία (CLL) (Calin et al. 2002), και το miR-218 στον 

καρκίνο της ουροδόχου κύστης (Schwarz et al. 2004), το οποίο σχετίζεται με 

ειδικές χρωμοσωμικές απαλοιφές.  

Το απορυθμισμένο πρότυπο έκφρασης προκύπτει είτε λόγω της 

υπερέκφρασης, είτε λόγω της υποέκφρασης ενός miRNA. Η υπερέκφραση του 

miR-17-92 προκύπτει με διπλασιασμό του γενετικού του τόπου (He et al.2005b).  

Ένας έμμεσος μηχανισμός που ελέγχει την miRNA-επαγώμενη σίγηση είναι η 

απώλεια των θέσεων αναγνώρισης/πρόσδεσης του στόχου από τα miRNAs 

(Mayr C., et al. 2011, Veronese A. et al.2011). Aν και αυτός ο μηχανισμός δεν 

αλλάζει τα επίπεδα των miRNAs, η διάρρηξη της miRNA-επαγώμενης σίγησης 

μπορεί να οδηγήσει σε ανώμαλους φαινοτύπους επάγοντας ογκογόνο 

μετασχηματισμό των κυττάρων (Lee et al. 2005, Mayr et al. 2007).  

Η διαφοροποιημένη έκφραση των miRNAs στον καρκίνο γενικά, μπορεί 

να προκληθεί λόγω της χρωμοσωμικής θέσης στην οποία εντοπίζονται, δηλαδή 

λόγω χρωμοσωμικών ανωμαλιών (Calin G. A. et al. 2004), μεταλλαγών και 

πολυμορφισμών (SNPs) στους γεντικούς τους τόπους  αλλά οφείλεται και σε 

μεταγραφικό έλεγχο από ογκογόνους μεταγαρφικούς παράγοντες (O’Donnell et 

al. 2005), καθώς επίσης και σε επιγενετικό έλεγχο, όπως DNA μεθυλίωση ή 
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αποακετυλίωση των ιστονών των προαγωγέων τους (Saito, Y. et al 2006, 

Lujambio et al. 2007, O’Donnell et al. 2005) (Εικόνα 10). Ένα παράδειγμα 

αποτελεί η υπερμεθυλίωση του προαγωγέα του miR127, η οποία  φαίνεται να 

είναι υπεύθυνη για την σίγηση του miRΝΑ στα καρκινικά κύτταρα (Saito et al. 

2006). Έχει προταθεί ότι η μειωμένη έκφραση των  κάποιων miRNAs στον 

καρκίνο, βρίσκεται υπό τον μεταγραφικό έλεγχο κάποιων ογκογόνων 

μεταγραφικών παραγόντων, όπως είναι ο MYC (Chang, T. C. et al 2008). Επίσης, 

επεξεργασία των miRNAs από πρωτεΐνες όπως η SMAD 1 και SMAD 5 και από 

την ελικάση p68, μπορεί να συνεισφέρει στην ανάπτυξη του καρκίνου (Newman 

M. A. et al. 2010). 

 

 
 

Εικόνα 10. Έλεγχος της απορρυθμισμένης έκφρασης των miRNAs στον καρκίνο (Iorio and Croce, 
2009) 

 

miRNAs στην ανάπτυξη του όγκου και τη μετάσταση  
 

Τα απορρυθμισμένα επίπεδα των miRNAs στον καρκίνο φαίνεται να 

σχετίζονται όχι μόνο με τα αρχικά στάδια ανάπτυξης του όγκου, αλλά και με 

την εξέλιξη του καρκίνου, την διήθηση και τη μετάσταση. Ένα σημαντικό βήμα 

στην ανάπτυξη του όγκου και στην εξέλιξη του καρκίνου είναι η αγγειογένεση. 

Μελέτες πάνω στο ρόλο των miRNAs σ΄αυτή την κατεύθυνση αποκάλυψαν ότι 

ειδικά μέλη της συστοιχίας miR-17-92 και το miR-378 παίζουν σημαντικό ρόλο 

στην ογκογένεση και στην αγγειογένεση (Dews et al. 2006, Lee et al. 2007a, Fang 

et al. 2011). Επιπλέον πρότυπα έκφρασης πολλών miRNAs έχουν ταυτοποιηθεί 

και επιβεβαιωθεί στην αγγειογένεση των όγκων (Wang and Olson 2009, Patella 

and Rainaldi 2011, Yang et al. 2011). Έχει ταυτοποιηθεί ένας σημαντικός αριθμός 

miRNAs, το απορρυθμισμένο πρότυπο των οποίων εμπλέκεται  στην 

αγγειογένεση. Τα miR-128, miR-9, miR-145 miR-106a, miR-106b, miR-424, 

miRNA-29b, miR-101, miR-503 και miR-20b είναι μερικά μόνο από αυτά. 

Κάποιες μελέτες έχουν αναφέρει αξιοσημείωτες αλλαγές στα πρότυπα έκφρασης 

των miRNAs κατά τη διάρκεια της εξέλιξης του καρκίνου του προστάτη από 
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τοπικό καρκίνωμα σε ματαστατικό (Leite et al. 2011). Ομοίως, με τη χρήση των 

προτύπων έκφρασης miRNAs είναι δυνατή η ακριβής διάκριση ανάμεσα σε 

πρώιμους και μεταστατικούς όγκους του εγκεφάλου, του γαστρικού καρκίνου 

και άλλους τύπους όγκων (Fassan et al. 2011, Li et al. 2011). Στον καρκίνο του 

μαστού, τα αυξημένα επίπεδα του miR-10b φαίνεται να προάγουν την κυτταρική 

μετανάστευση και διήθηση των καρκινικών κυττάρων (Ma et al. 2007), ενώ το 

miR-31 είναι απόν σε μεταστατικούς όγκους του μαστού (Valastyan et al. 2009).    

Έχει επίσης δειχθεί ότι τα miRNAs σχετίζονται με κρίσιμες πτυχές της  

μεταστατικής διαδικασίας, όπως είναι η επιθηλιακή-μεσεγχυματική μετάβαση 

(epithelial-mesenchymal transition, EMT) (Thiery and Sleeman 2006, de Krijger et 

al. 2011). Πολλά miRNAs έχουν συσχετιστεί με την EMT, όπως είναι τα 

miR221/222 στην μετάσταση του καρκίνου του μαστού (Shah and Calin 2011).  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το miR-155 θεωρείται ότι προάγει τον 

σχηματισμό του όγκου. Πρόσφατα δείχθηκε ότι προάγει σημαντικά τον 

μακροσκοπικό σχηματισμό του καρκίνου του πνεύμονα (Xiang et al. 2011). 

Ωστόσο, στην ίδια αναφορά, το miR-155 δείχθηκε να μειώνει επίσης την 

επιθετικότητα της διάδοσης του όγκου παρεμποδίζοντας την EMT in vivo μέσω 

της καταστολής σημαντικών ρυθμιστών της EMT. Τα αποτελέσματα αυτά 

ενίσχυσαν κι άλλη μια παράμετρο στον έλεγχο των miRNAs∙ την ιστοειδικότητα:  

το miR-155 παρεμποδίζει την διάδοσης του όγκου στους μαστικούς ινολιπώδεις 

ιστούς, ενώ στον πνεύμονα συνεισφέρει στον μακροσκοπικό σχηματισμό του 

όγκου (Xiang et al. 2011). Ίσως, το πιο υποσχόμενο συμπέρασμα των μελετών 

αυτών πάνω στον ρόλο των miRNAs στην μετανάστευση και στην εγκαθίδρυση 

των μεταστατικών καρκίνων (Baranwal and Alahari 2010) είναι ότι αυτά τα 

miRNAs είναι εξαιρετικά ιστοειδικά, δίνοντας την ευκαιρία να αναπτυχθούν νέοι 

βιοδείκτες για τον καρκινικό εντοπισμό και την ταυτοποίηση της προέλευσης της 

μετάστασης (Ullah and Aatif 2009). Το τελευταίο παραμένει μια πρόκληση, 

καθώς όγκοι αγνώστου προελεύσεως  είναι ιστολογικά επιβεβαιωμένοι 

μεταστατικοί όγκοι αλλά ο ιστός προέλευσης δεν μπορεί εύκολα να ταυτοποιηθεί 

(Rosenfeld N. et al 2008, Lu J. et al 2005).  Σαν αποτέλεσμα, αυτοί οι τύποι 

καρκίνου, δεν μεταχειρίζονται κατάλληλα, οδηγώντας σε ανεπαρκή θεραπευτικά 

σχήματα με μικρή αποτελεσματικότητα. Συνεπώς, η ταξινόμηση των όγκων 

αγνώστου προελεύσεως που έχουν διαφοροποιηθεί ελάχιστα, θα βοηθούσε 

σημαντικά στην θεραπεία του καρκίνου. 

Παρακάτω παρατίθεται η συνολική επισκόπηση της δράσης των 

σημαντικότερων miRNAs που αναφέρθηκαν, τα οποία εμπλέκονται σε 

σημαντικά μονοπάτια της πρόκλησης και της διατήρησης του καρκίνου, αλλά 

και των παραγόντων που τα ρυθμίζουν (Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11. Καταρράκτες ρύθμισης των σημαντικότερων miRNAs που εμπλέκονται στην  

ογκογένεση  (Lujambio and  Lowe, 2012) 

 

Διακρίνοντας κλινικούς υποτύπους 
 

Τα επίπεδα των miRNAs, είναι πιο αξιόπιστα για την ταξινόμηση των 

ελάχιστα διαφοροποιημένων όγκων από τα πρότυπα έκφρασης των mRNAs, 

αφού τα τελευταία αποδείχθηκαν εξαιρετικά ανακριβή (Lu et al. 2005). Σ΄ αυτήν 

την κατεύθυνση, μια ομάδα επιστημόνων κατάφερε να ορίσει ένα σύστημα 

ταξινόμησης αγνώστων όγκων, βασισμένο σε 48 miRNAs (Rosenfeld et al. 2008) 

(Εικόνα 12). Αυτά τα αποτυπώματα των miRNAs υποδεικνύουν την προέλευση 

των μεταστατικών καρκίνων με υψηλή ακρίβεια και είναι πιο 

αντιπροσωπευτικά/ενδεικτικά του τύπου του καρκίνου, του σταδίου αλλά και 

των παθοφυσιολογικών χαρακτηριστικών από τα πρότυπα έκφρασης των 

mRNAs. Δύο διακριτοί αλλά ιστολογικά παρόμοιοι υπότυποι του καρκίνου του 
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παχέος εντέρου, μπορούν να διαφοροποιηθούν καθώς 14 miRNA παρουσιάζουν 

ειδικά πρότυπα έκφρασης μεταξύ των δύο υποτύπων (Lanza et al. 2007, 

Schepeler et al. 2008). Όσον αφορά τον καρκίνο του μαστού, δύο επιστημονικές 

ομάδες ταυτοποίησαν μοναδικά υποσύνολα από miRNAs που θα μπορούσαν με 

ακρίβεια να ταξινομήσουν τον καρκίνο του μαστού ως αυλικού τύπου Α, 

αυλικού τύπου B, βασικού-τύπου (γνωστός και ως τριπλά αρνητικός καρκίνος 

μαστού), υποτύπου HER2+, HER2–, ER+, ER– (Mattie et al. 2006, Blenkiron et al. 

2007). Επιπλέον, δείχθηκε ότι το miR-205 είναι ένας εξαιρετικά εξειδικευμένος 

δείκτης που μπορεί να διακρίνει το αδενοκαρκίνωμα από καρκίνο πλακωδών 

κυττάρων του πνεύμονα με υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευση (Lebanony et al. 

2009). Διαφοροποιημένα πρότυπα  έκφρασης των miRNAs παρατηρούνται 

επίσης σε κυτταρογενετικούς και μοριακούς υποτύπους της οξείας παιδιατρικής 

μυελοειδούς λευχαιμίας (Nowsheen et al. 2011) και μεταξύ μελανωμάτων των 

άκρων και μη (Chan et al. 2011).  Οι μελέτες που προαναφέρθηκαν προτείνουν 

ότι τα miRNAs μπορεί να επηρεάζουν την παθογένεια των καρκινικών 

υποτύπων, κι έτσι μπορούν να αποτελέσουν διαγνωστικοί δείκτες 

διαφοροποίησης. 
 

 
 

Εικόνα 12.  Χάρτης θερμότητας που αναπαριστά ένα σύνολο miRNAs με απορυθμισμένη 

έκφραση, ενδεικτικά συγκεκριμένων τύπων καρκίνων (Nature 435:834-838, 2005) 

 

miRNAs και διάγνωση του καρκίνου 
 

Η καθιέρωση νέων κλινικών εργαλείων για την πρόγνωση και τη 

διάγνωση του καρκίνου είναι πρωταρχικής σημασίας, καθώς η πλειοψηφία των 

όγκων ταυτοποιείται σε προχωρημένα στάδια της ασθένειας, εμποδίζοντας έτσι 

την έγκαιρη απόκριση και θεραπεία. Τρέχουσες μελέτες εστιάζουν στον 

καθορισμό νέων δεικτών με την ικανότητα να προσδιορίζουν πρωταρχικές 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 06:07:45 EEST - 54.242.37.42



 32 

 

αλλοιώσεις ή καρκίνους σε πρώιμα στάδια (Nowsheen et al. 2011). Μια άλλη 

μελέτη του προτύπου έκφρασης miRNAs μεγάλης κλίμακας σε όγκους του 

μαστού, του πνεύμονα, του στομάχου, του παχέος εντέρου, και του παγκρέατος, 

αποκάλυψε διαφοροποιημένα πρότυπα έκφρασης για τον κάθε τύπο καρκίνου 

(Volinia et al. 2006, Yanaihara, N. et al 2006, Calin, G. A. et al. 2005). Μια 

παρατήρηση-κλειδί από αυτές τις μελέτες αποτέλεσε το γεγονός ότι σε όλους 

τους τύπους των καρκίνων υπήρχαν μερικά miRNAs με το ίδιο πρότυπο 

απορύθμισης, τα οποία πιθανόν να συμμετέχουν σε βασικά μονοπάτια 

πρόκλησης του όγκου (Calin and Croce 2006a). Προκειμένου να ενσωματωθούν 

τα miRNAs ως βιοδείκτες για την διάγνωση του καρκίνου σε κλινική εφαρμογή, 

θα πρέπει να πληρούν κάποιες προϋποθέσεις, όπως: α) να είναι ικανά να 

ταυτοποιούν έναν όγκο σε πρώιμο στάδιο, πριν τη μετάσταση, αυξάνοντας έτσι 

τη βιωσιμότητα, β) να παρακολουθούν την μοριακή διαφοροποίηση στην 

εξέλιξης του καρκίνου και της ασθένειας, και γ) να λειτουργούν ως δείκτες της 

απόκρισης του ασθενούς στη θεραπεία. Όντως, τα miRNAs μπορούν να 

ανιχνευτούν από μία μικρή ποσότητα δείγματος ιστού, που απαιτείται για την 

ιστολογική αξιολόγηση. Επίσης, άλλο ένα πλεονέκτημα της χρήσης τους, είναι 

ότι τα αποτελέσματα είναι άμεσα ερμηνεύσιμα (Mattie et al. 2006). 

Τα miRNAs έχουν κι άλλα σημαντικά πλεονεκτήματα έναντι των 

κλασσικών πρωτεϊνικών δεικτών και των mRNAs. Αντίθετα με τις τωρινές 

χρησιμοποιούμενες πρωτεΐνες ως δείκτες, αυτά μπορούν να απομονωθούν με 

διαθέσιμους υψηλής συγγένειας παράγοντες παγίδευσης miRNAs και 

παρουσιάζουν μικρότερη περιπλοκότητα, καθώς αυτά δεν υπόκεινται σε 

μετεπεξεργαστικές τροποποιήσεις (Wang et al. 2009b). Σε αντίθεση με τα mRNAs, 

τα miRNAs έχουν το πλεονέκτημα του μεγαλύτερου χρόνου ημιζωής in vivo και 

είναι πιο σταθερά in vitro  (Tang et al. 2006, Waldman and Terzic 2007). Τα 

αποτυπώματα miRNAs μπορεί να υπερισχύουν των προτύπων έκφρασης των 

mRNA, καθώς αποτελούν κυρίαρχα ρυθμιστικά μόρια (Chen 2005, Lu et al. 

2005). Πιθανόν, το πιο σημαντικό χαρακτηριστικό που ευνοεί τη χρήση των 

miRNAs στην διάγνωση του καρκίνου είναι το γεγονός ότι αυτά παίρνουν μέρος 

σε βασικά μονοπάτια της κυτταρικής ανάπτυξης και διαφοροποίησης. Σε μερικές 

περιπτώσεις, μόνο μερικά miRNAs είναι σταθερά απορυθμισμένα, δρώντας έτσι 

ως δυνητικά ικανά εργαλεία για τον καρκινικό εντοπισμό και αξιολόγηση.  

Ανάλυση ιστών μονιμοποιημένων με φορμαλίνη, αποκάλυψε σημαντικό 

αποτύπωμα miRNAs στον καρκίνο του μαστού, όπου τα miR-21, miR-155, miR-

191και miR-196a ήταν υπερεκφρασμένα, ενώ τα miR-125b και miR-221 

υποεκφρασμένα (Hui et al. 2009). Άλλες μελέτες υποδεικνύουν εναλλακτικά 

miRNA- αποτυπώματα συμπεριλαμβανομένων των προαναφερθέντων miRNAs, 

τα οποία θα μπορούσαν επίσης να χρησιμοποιηθούν για την παρακολούθηση 

του καρκίνου του μαστού (Iorio et al. 2005, Iorio et al. 2008). Επίσης, τα 

αυξημένα επίπεδα του miR-21 σχετίζονται με την σοβαρότητα του καρκίνου του 

μαστού, τη μετάσταση καρκίνου των λεμφαδένων, αν και επιδεικνύει κακή 

πρόγνωση (Yan et al. 2008). Πολλές μελέτες που εστίασαν στο πρότυπο 

έκφρασης των miRNAs στον καρκίνο του μαστού αποκάλυψαν απορυθμισμένα 
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επίπεδα σε πολλά miRNAs, ο συνδυασμός των οποίων θα μπορούσε να παρέχει 

ένα ακριβές διαγνωστικό εργαλείο (Bachour and Bennett 2011). Το miR-21 

αποδεικνύεται ένας υποσχόμενος βιοδείκτης, καθώς είναι σημαντικά αυξημένο 

στον καρκίνο του παγκρέατος και μπορεί να προβλέψει περιορισμένη 

βιωσιμότητα σε ασθενείς με νόσο χωρίς διηθημένους λεμφαδένες (Dillhoff et al. 

2008). Αυτό μπορεί να διευκολύνει τη διάγνωση σε πρώιμο στάδιο, καθώς 

χαρακτηριστικά πρότυπα miRNAs μπορούν να διακρίνουν όγκους του 

παγκρέατος από χρόνια παγκρεατίτιδα και καλοήθη ιστό (Bloomston et al. 2007, 

Lee et al. 2007a, Szafranska et al.2007, Lee et al. 2011). Άλλες περιπτώσεις 

απορυθμισμένων miRNAs σε ειδικούς τύπους καρκίνου, είναι για παράδειγμα το 

miR-122a, το οποίο είναι υποεκφρασμένο στο ηπατοκυτταρικό καρκίνωμα 

(Kutay et al. 2006), το miR-204 και το miR-211 τα οποία είναι υπερεκφρασμένα 

στα ινσουλινώματα (Roldo et al. 2006), και το let-7 το οποίο είναι 

υποεκφρασμένο στον καρκίνο του πνεύμονα (Takamizawa et al. 2004, Dillhoff et 

al. 2008, Khabar 2010), ένας συνδυασμός από υπερεκφρασμένα miRNAs και 

υποεκφρασμένο το miR-199a-3p στο οστεοσάρκωμα (Dillhoff et al. 2008, Khabar 

2010), και πολλά άλλα που υπόσχονται πολλά για την κλινική εφαρμογή των 

προτύπων των miRNAs.  

 

Κυκλοφορούντα miRNAs και διάγνωση του καρκίνου 
 

Η αναζήτηση αξιόπιστων πρωτεϊνικών βιοδεικτών από σωματικά υγρά, 

όπως το πλάσμα, ο ορός, τα ούρα, αντιμετωπίζει πολλές προκλήσεις κυρίως 

εξαιτίας α) της χαμηλής αφθονίας της εξεταζόμενης πρωτεΐνης-βιοδείκτη στο 

υγρό, β) της περίπλοκης θέσης της πρωτεΐνης από μόνη της, και γ) των μετα-

μεταφραστικών τροποποιήσεων, της πρωτεόλυσης και της πρωτεϊνικής 

αποδιάταξης, τα οποία προστίθενται στη δυσκολία ανάπτυξης παραγόντων 

σύλληψης υψηλής συγγένειας και εύκολων μεθόδων ανάλυσης (Ebert et al. 2006, 

Cowan and Vera 2008).  

 

 
 

Εικόνα 13. Κατάταξη των miRNAs με βάση τον εντοπισμό τους, το σύστημα έκκρισης και τη 

μεταφορά τους (Chen et al., 2012) 
 

Μια πρόκληση στη διάγνωση του καρκίνου είναι η εφαρμογή μη-

επεμβατικών εργαλείων, η οποία έχει οδηγήσει σε αυξημένο ενδιαφέρον για την 

ενσωμάτωση κυκλοφορούντων νουκλεϊκών οξέων σε κλινική εφαρμογή για τη 

διάγνωση του καρκίνου (Tsang and Lo 2007, Chan et al. 2011) (Εικόνα 13).  
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Πρόσφατα βρέθηκε σταθερά μόρια miRNAs να κυκλοφορούν σε 

σωματικά υγρά, συμπεριλαμβανομένου του ορού (Lawrie et al. 2008, Chen, X. et 

al. 2008, Gilad, et al. 2008), του πλάσματος (Mitchell P.S. et al. 2008), του σάλιου 

(Park, N.J. et al. 2009), των ούρων (Hanke M. et al. 2010) και του γάλατος 

(Kosaka, N. et al. 2010,  Chen, X. et al. 2010). Επιπλέον, τα κυκλοφορούντα 

miRNAs είναι σημαντικά διαφοροποιημένα σε πολλές παθολογικές καταστάσεις, 

όπως είναι ο  καρκίνος (Lawrie et al. 2008, Chen, X. et al. 2008, Gilad, et al. 2008, 

Park N.J. et al. 2009, Hanke M. et al. 2010, Kosaka, N. et al. 2010,  Chen, X. et al. 

2010), ο διαβήτης (Chen  X. et al. 2008) και οι βλάβες ιστών (Wang, K. et al. 2009, 

Ji X. et al. 2009, Laterza O.F. et al. 2009).  

Πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι τα κυκλοφορούντα miRNAs μπορούν 

να θεωρηθούν ως βοηθητικοί μη-επεμβατικοί βιοδείκτες για διάφορες 

φυσιολογικές ή παθολογικές συνθήκες (Gilad et al. 2008, Cortez and Calin 2009), 

όπως είναι η προγεννητική διάγνωση (Chim et al. 2008, Luo et al. 2009), το 

έμφραγμα του μυοκαρδίου (Adachi et al. 2010, Wang et al. 2010), η 

φαρμακοεπαγώμενη ηπατική βλάβη (Wang et al. 2009b), και η φλεγμονή  

(Vasilescu et al. 2009, Wang et al. 2010). Όσον αφορά την διάγνωση του 

καρκίνου, το 2008 διάφορες μελέτες έδειξαν ότι τα miRNAs θα μπορούσαν να 

απομονωθούν από ανθρώπινα σωματικά υγρά και να χρησιμοποιηθούν ως 

βιοδείκτες (Chen et al. 2008, Lawrie et al. 2008, Mitchell et al. 2008). Έτσι, 

δείχθηκε ότι τα επίπεδα του miR-21 ήταν αυξημένα στον ορό ασθενών που 

έπασχαν από διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-κύτταρα, αλλά και στον καρκίνο 

των ωοθηκών (Lawrie et al. 2008, Resnick et al. 2009), και έτσι αποκαλύφθηκε 

μια στενή σύνδεση μεταξύ κυκλοφορούντων miRNAs και όγκων (Chen et al. 

2008). Επιπλέον μελέτες έδειξαν ότι τα επίπεδα των miRNAs στον ορό ασθενών 

με αδενοκαρκίνωμα του πνεύμονα, είναι σε συμφωνία με τα επίπεδά τους στα 

καρκινικά κύτταρα (Rabinowits et al. 2009). Επίσης, ειδικά πρότυπα miRNAs του 

καρκίνου του πνεύμονα, έχουν ανιχνευτεί στον ορό του αίματος, που θα 

μπορούσαν να καταστήσουν δυνατή τη διάγνωση της ασθένειας σε 

συμπτωματικούς — αλλά και μη συμπτωματικούς — ασθενείς (Bianchi et al. 

2011, Chen et al. 2011, Roth et al. 2011). 

Αξίζει να σημειωθεί, ότι τα πρότυπα των miRNAs στην κυκλοφορία του 

αίματος θα μπορούσαν να ανιχνεύσουν τον καρκίνο του παχέος εντέρου σε 

πρώιμα στάδια, όπου είναι κλινικά ασυμπτωματικός (Huang et al. 2010).  

Αν και το RNA θεωρείται γενικά ένα πολύ ευάλωτο μόριο, έχει δειχθεί ότι 

τα επίπεδα των miRNAs στα κυκλοφορούντα υγρά, μπορούν να καταστούν 

αξιόπιστα, καθώς παραμένουν σταθερά κάτω από χειρισμούς, όπως ο βρασμός, 

οι υπερβολικές αλλαγές του pH, η μακροχρόνια αποθήκευση και οι πολλαπλοί 

κύκλοι κατάψυξης-απόψυξης, καθώς και ανθεκτικά σε χειρισμό με RNase (Chen 

et al. 2008, Gilad et al. 2008, Mitchell et al. 2008, Taylor and Gercel-Taylor 2008, 

Ho et al. 2010). Μπορούν ακόμα να απομονωθούν εύκολα και από 

μονιμοποιημένα δείγματα φορμαλίνης ή παραφίνης (Xi Y. et al. 2007) 

Σχετικά με την προέλευση των κυκλοφορούντων miRNAs, υπάρχει η 

υπόθεση ότι απελευθερώνονται από πολλαπλασιαζόμενα, νεκρωτικά ή λυμένα 
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κύτταρα του όγκου, ή από καρκινικά κύτταρα που μετατρέπονται σε διηθικά 

(Kosaka et al. 2010). Τρία διαφορετικά μονοπάτια έχουν προταθεί: α) παθητική 

διαρροή από διαρρηγμένα κύτταρα εξαιτίας ιστικής βλάβης, χρόνιας φλεγμονής, 

κυτταρικής απόπτωσης ή νέκρωσης, ή από κύτταρα με μικρό χρόνο ημιζωής, 

όπως είναι τα αιμοπετάλια, β) ενεργή έκκριση μέσω μικροκυστιδίων, 

συμπεριλαμβανομένων των εξοσωμάτων (exosomes 10) και κυστιδίων 

εξωκύττωσης (Cocucci E. et al. 2009, Thery C. et al. 2002, Mathivanan S. et al. 

2010, Ratajczak J. et al. 2006, Simons M. and Raposo G. 2009), και γ) ενεργή 

έκκριση μέσω ενός μονοπατιού εξαρτώμενου από την  μία RNA-binding protein, 

την HDL (Εικόνα 14). Άλλες πρωτεΐνες που προσδένοντα στο RNA, όπως η 

Argonaute2 (AGO2) και η νουκλεοπλασμίνη 1 (NPM1), έχει βρεθεί να 

προσδένουν κυκλοφορούντα  miRNAs.  

 

 
Εικόνα 14. Μονοπάτια έκκρισης των miRNAs (Chen et al.,, 2012) 

 

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι τα μικροκυστίδια δεν εξειδικεύονται 

μόνο στην ειδική στόχευση των κυττάρων-αποδεκτών για να ανταλλάξουν 

πρωτεΐνες, mRNAs και λιπίδια (Ratajczak, J. et al. 2006, Ahmed, K.A. and Xiang, J. 

2011), αλλά είναι ικανά επίσης να διανέμουν miRNAs προκειμένου να 

πυροδοτήσουν σηματοδοτικά μονοπάτια στα κύτταρα-αποδέκτες αλλά και να 

είναι πλήρως λειτουργικά σ΄αυτά (Valadi H. et al. 2007, Zhang Y.J. et al. 2010, Skog 

J. et al. 2008, Mittelbrunn M. et al. 2011, Kosaka N. et al. 2010) (Εικόνα 15). 
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Εικόνα 15. Διακυτταρική μεταφορά miRNAs μέσω μικροκυστιδίων (Chen et al., 2012) 

 

miRNAs και πρόγνωση του καρκίνου 
 

Στοιχεία που ενισχύουν την ενεργή συμμετοχή των miRNAs στην 

ογκογένεση στον άνθρωπο, υποστηρίζουν την συμβολή τους στην πρόγνωση 

του καρκίνου. Ειδικά αποτυπώματα miRNAs έχει δειχθεί να αποτελούν 

παράγοντες πρόγνωσης σε διαφόρους τύπους καρκίνων. Ομάδα επιστημόνων 

ανέφερε δύο προγνωστικούς παράγοντες της χρόνιας λεμφοειδούς λευχαιμίας 

(CLL), των οποίων η έκφραση (ZAP-70) και η μεταλλαγμένη μορφή (IgVH). 

Συνδέονται με τα πρότυπα έκφρασης συγκεκριμένων miRNAs (Calin et al. 2005). 

Συγκεκριμένα, τα υποεκφρασμένα miR-15a και miR-16-1 βρέθηκαν σε ασθενείς, 

με καλή πρόγνωση, ενώ ένα πρότυπο από υποεκφρασμένα τα miR-29b και miR-

181 και υπερεκφρασμένα τα miR-155 και miR-21, σχετίζεται με κακή πρόγνωση 

(Calin et al. 2005). Όσον αφορά την οξεία μυελοειδή λευχαιμία (ΑΜL), τα 

αυξημένα επίπεδα των miR-181a και miR-181b μελών της οικογένειας και η 

μειωμένη έκφραση άλλων επτά διαφορετικών miRNAs, δείχθηκε να σχετίζονται 

με τον κίνδυνο, δηλαδή την υποτροπή ή τον θάνατο (Marcucci et al. 2008). 

Περαιτέρω μελέτες, έδειξαν ότι η έκφραση του miR-181a από μόνη της σχετίζεται 

με την έκβαση της νόσου σε ασθενείς με κυτταρογενετικά φυσιολογική AML, και 

μπορεί να βελτιώνει την ταξινόμησή τους όσον αφορά τον κίνδυνο (Schwind et 
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al. 2010). Έτσι, ένα θεραπευτικό σχήμα που οδηγεί στην αύξηση των επιπέδων 

του ενδογενούς miR-181a μπορεί να αντιπροσωπεύσει μία νέα θεραπευτική 

στρατηγική ενάντια στην AML. miRNA-αποτυπώματα με προγνωστική αξία 

έχουν επίσης αναφερθεί για διάφορους τύπους στερεών όγκων. Στον καρκίνο 

του πνεύμονα για παράδειγμα, η έκφραση του let-7 ήταν μειωμένη και το 

γεγονός αυτό σχετίστηκε με μειωμένη μετεγχειρητική επιβίωση (Takamizawa et al. 

2004).  Εξαιρετικά χαμηλά επίπεδα του let-7 έχουν προγνωστική αξία μόνο για 

τον μη-μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Νon-Small-Cell Lung Cancer, 

NSCL), και όχι σε άλλους υποτύπους του καρκίνου του πνεύμονα (Lu et al. 

2007). Αργότερα, αναφέρθηκε ότι ένα μοναδικό πρότυπο έκφρασης των 

miRNAs, συμπεριλαμβανομένου των μειωμένων επιπέδων του let-7 και των 

υψηλών ειπέδων του miR-155, θα μπορούσαν να λειτουργούν ως δείκτες 

πρόβλεψης της έκβασης του μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα (Yanaihara 

et al. 2006). Περαιτέρω μελέτες υποστήριξαν ότι ειδικά πρότυπα miRNAs 

μπορούν να προβλέψουν την υποτροπή του καρκίνου και την επιβίωση των 

ασθενών με καρκίνο του πνεύμονα (Yu et al. 2008), ενώ τα μειωμένα επίπεδα του  

miR-451 στους ασθενείς με  μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεύμονα επιδεικνύει 

κακή πρόγνωση (Wang et al. 2011). Ανεξάρτητες μελέτες που εστιάζονται σε 

προγνωστικούς παράγοντες για τον καρκίνο του μαστού αποκάλυψαν ότι τα 

υπερεκφρασμένα miR-21 (Yan et al. 2008) και miR-210 (Camps et al. 2008), 

επιδεικνύουν αντίστροφη συσχέτιση με την υγεία και με την επιβίωση. Η 

προγνωστική αξία των προτύπων έκφρασης των miRNAs είναι μερικές φορές 

φυλοειδική, όπως δείχθηκε για την απορύθμιση του miR-210 που σχετίζεται με 

κακή πρόγνωση σαρκωμάτων μαλακών μορίων, μόνο σε γυναίκες ασθενείς 

(Greither et al. 2011). 

 

Τα miRNAs ως θεραπευτικοί στόχοι  
 

Η βιολογία των miRNAs μπορεί να αξιοποιηθεί πειραματικά για τη 

διερεύνηση των καρκινικών φαινοτύπων αλλά και να χρησιμοποιηθεί 

θεραπευτικά ως στόχος φαρμάκων ή να αποτελέσουν τα ίδια φάρμακα (Amaia 

Lujambio and  Scott W. Lowe, 2012). Χάρις στην ικανότητα των miRNAs να 

στοχεύουν ταυτόχρονα πολλαπλά γονίδια και μονοπάτια που εμπλέκονται στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την κυτταρική επιβίωση (Bui T. V. and Mendell 

J. T. 2010), η στόχευση ενός μεμονωμένου miRNA μπορεί να αποτελέσει μια 

«συνδυαστική» θεραπεία, η οποία θα εμπόδιζε ανατροφοδοτικούς και 

αντισταθμιστικούς μηχανισμούς που  μπορεί να περιορίζουν την 

αποτελεσματικότητα  πολλών θεραπειών που βρίσκονται σε τρέχουσα 

εφαρμογή. 

Στο παρόν, αναπτύσσονται αντικαρκινικές θεραπείες οι οποίες 

αναστέλλουν ή ενισχύουν τη λειτουργία των miRNAs. Ογκογόνα miRNAs 

μπορούν να ανασταλούν με τη χρήση αντινοηματικών ολογονουκλεοτιδίων, με 

τη χρήση antagomirs μορίων και της τεχνολογίας  LNA (locked nucleic acid, 

LNA) (Garzon R. et al. 2010) (Εικόνα 16).  
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Εικόνα 16. Αναστολή λειτουργίας ογκογόνων miRNAs με εφαρμοφή αντινοηματικής τεχνολογίας   

(Iorio and Croce, 2009) 
 

H χρήση της τεχνολογίας  LNA χρίζει απροσδόκητης επιτυχίας in vivo, 

όχι μόνο στα ποντίκια, αλλά και για τη θεραπεία της ηπατίτιδας C σε εκτός του 

ανθρώπου πρωτεύοντα (Lanford R. E. et al. 2009). Η αρνητική ρύθμιση του miR-

122 μπορεί να οδηγήσει σε σημαντική αναστολή της αντιγραφής του ιού της 

ηπατίτιδας C. Η αναστολή αυτή πιστεύεται ότι μειώνει τον κίνδυνο της χρόνιας 

ηπατίτιδας και του ηπατοκυτταρικού καρκινώματος σε ασθενείς που είναι 

θετικοί στην ηπατίτιδα C (Amaia Lujambio and  Scott W. Lowe, 2012). 

 Μια άλλη στρατηγική εμπλέκει την αποκατάσταση της έκφρασης των 

ογκοκατασταλτικών miRNAs με εξωγενή συνθετικά miRNA- mimics ή διανομή 

τους με τη χρήση ιών (Garzon R. et al. 2010). Κατά κύριο λόγο, η χρήση miRNA 

μιμιδίων βασίζεται στη στόχευση ογκογόνων μεταγραφικών παραγόντων που 

είναι δύσκολο να στοχευτούν με παραδοσιακή χημειοθεραπεία (Kumar M. S. et 

al. 2008) 

     Σχετικά με τα μόρια αυτά, τα περισσότερα miRNA-μιμίδια και οι miRNA 

ανταγωνιστές, αποτελούν μόρια μήκους 6 νουκλεοτιδίων, τα οποία ασκούν τη 

δράση τους μέσα στο κύτταρο μέσω μίμησης ή αναστολής της 5΄seed περιοχής 

της αλληλουχίας ενός miRNA, αφού διαπεράσουν την κυτταρική μεμβράνη. Η 

τεχνολογία αυτή είναι πολλά υποσχόμενη, καθώς εξάλειψη έστω και μερικών 

μόνο καρκινικών κυττάρων, θα μπορούσε να οδηγήσει σε πρόληψη δημιουργίας 

μεταστάσεων και ίσως ακόμα και σε ύφεση του καρκίνου με αυξημένη 

βιωσιμότητα (Marilena V. Iorio and Carlo M. Croce 2009). 
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1.2  Ριβονουκλεάσες  
 

Η ρύθμιση της σταθερότητας των mRNAs στα ευκαρυωτικά κύτταρα 

παρέχει έναν μηχανισμό ελέγχου της γονιδιακής έκφρασης. Στον καρκίνο, 

απορύθμιση των μηχανισμών που ελέγχουν τη σταθερότητα των mRNAs, μπορεί 

να οδηγήσει σε αυξημένη παραγωγή ογκογόνων προϊόντων και/ή μείωση 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών (Kim W.C and Lee C.H., 2009).  

Οι διαδικασίες με τις οποίες ελέγχεται η σταθερότητα ή η αποικοδόμηση 

των mRNAs, διενεργούνται από cis-δραστικά στοιχεία — όπως είναι η 

πολυ(Α)ουρά, η 5΄-καλύπτρα και τα στοιχεία ARE (AU-rich elements) — και 

από trans-δραστικούς παράγοντες, όπως είναι τα μη-κωδικά μόρια RNA (non-

coding RNAs, ncRNAs), οι RNA-συνδεόμενες πρωτεΐνες (RNA-binding proteins, 

RBPs) και οι ριβονουκλεάσες (Kim W.C and Lee C.H., 2009). 

Όσον αφορά τα cis-δραστικά στοιχεία της 5΄-καλύπτρας και της 

πολυ(Α)ουράς, φαίνεται ότι αυτά αποτελούν στοιχεία πρωταρχικής σημασίας 

για τη ρύθμιση του mRNA. Και η σταθερή συγκέντρωση αλλά και η 

αποτελεσματικότητα της μετάφρασης του ευκαρυωτικού mRNA, είναι ιδιαίτερα  

εξαρτώμενα από την καλύπτρα 7-μέθυλ-γουανοσίνης στο 5΄-άκρο και την 

πολυ(Α)ουρά στο 3΄-άκρο του μορίου. Οι δομές αυτές δρουν ως σημαντικά 

στοιχεία αναγνώρισης από ρυθμιστικές και καταλυτικές πρωτεΐνες — όπως είναι 

οι ριβονουκλεάσες — καθ’ όλη τη διάρκεια του κύκλου ζωής του mRNA 

(Garneau et al., 2007, Shatkin & Manley, 2000, Wilusz et al., 2001). Κατά την 

αποικοδόμηση του mRNA, η υδρόλυση και της 5΄-καλύπτρας και της 

πολυ(Α)ουράς αποτελούν κρίσιμα γεγονότα, και η αφαίρεση της πολυ(Α)ουράς 

— με αποαδενυλίωση από ριβονουκλεάσες — είναι συχνά το πρώτο και 

καθοριστικό βήμα για την αποτελεσματικότητα της αποικοδόμησης του mRNA 

(Meyer et al., 2004, Parker & Song, 2004). Η αποτελεσματικότητα της 

αποαδενυλίωσης, επηρεάζει κατ’ αυτό τον τρόπο άμεσα τον ρυθμό της 

αποικοδόμησης του mRNA και κατά συνέπεια την συγκέντρωση ενός mRNA σε 

συγκεκριμένα στάδια ή φυσιολογικές συνθήκες. Για την ακρίβεια, η 

συγκέντρωση ενός mRNA καθορίζεται από τον λόγο της σύνθεσης και της 

αποικοδόμησης (Ross, 1995), όπου η πολυ(Α)πολυμεράσες (PAPs) και οι 

ριβονουκλεάσες (π.χ. αποαδενυλάσες) είναι υπεύθυνες για την σύνθεση και την 

αποικοδόμηση της πολυ(Α)ουράς, αντίστοιχα. Η πολυ(Α) ουρά είναι από μόνη 

της μια εξαιρετικά δυναμική δομή. Το μήκος της ποικίλλει σημαντικά κατά τη 

διάρκεια της ζωής ενός mRNA και σε απόκριση σε διαφορετικά φυσιολογικά 

ερεθίσματα (Eckmann et al., 2011, Richter & Lasko, 2011, Schoenberg & Maquat, 

2012, Wickens, 1990). Αρχικά, μετά τη σύνθεσή του στον πυρήνα, σχηματίζεται 

η πολυ(Α)ουρά των   mRNAs με πολυαδενυλίωση, η οποία στα θηλαστικά,  

φτάνει μέχρι και 250 κατάλοιπα αδενοσίνης σε μήκος.  

Κατά τη διάρκεια της πρωτεΐνοσύνθεσης, η παρουσία της 5΄-καλύπτρας 

και το μήκος της πολυ(Α)ουράς, παίζουν καθοριστικό ρόλο στον έλεγχο της 

αποτελεσματικότητας της ένερξης της μετάφρασης (Sachs & Varani, 2000). Η 
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δομή της 5΄-καλύπτρας αναγνωρίζεται από τον παράγοντα έναρξης της 

μετάφρασης eIF4E (Marcotrigiano et al., 1997, Hinnebusch & Lorsch, 2012, 

Sonenberg & Dever, 2003). Η αναγνώριση της 5΄-καλύπτρας είναι σημαντική, 

καθώς καθορίζει την αποτελεσματική στρατολόγηση του ριβοσώματος στο 

mRNA. Το σύμπλοκο έναρξης eIF4F περιέχει επίσης τον παράγοντα eIF4G, ο 

οποίος με τη σειρά του αλληλεπιδρά με την κυτταροπλασματική πολύ(Α)-

συνδεόμενη πρωτεΐνη PABPC, που προσδένεται στην πολυ(Α)ουρά του mRNA. 

Η αλληλεπίδραση eIF4G και PABPC, κυκλοποιεί το mRNA φέρνοντας κοντά το 

5΄ με το 3΄-άκρο (Amrani et al., 2008, Tarun & Sachs, 1996, Wells et al., 1998) 

(Εκόνα 17). Το κυκλοποιημένο mRNA διευκολύνει την στρατολόγηση της 40S 

ριβοσωμικής υπομονάδας και την επακόλουθη συγκρότηση του πλήρως 

λειτουργικού 80S ριβοσώματος. Έτσι, η παρουσία της 5΄- m7G-καλύπτρας και 

της πολυ(Α)ουράς εγείρει την έναρξη και την επανέναρξη της πρωτεΐνοσύνθεσης 

και συνεπώς καθορίζουν την ποσότητα της παραγόμενης πρωτεΐνης. 

 

 
Εικόνα 17. Η αλληλεπίδραση eIF4G και PABPC, κυκλοποιεί το mRNA φέρνοντας κοντά το 5΄ με 

το 3΄-άκρο (Mitchell et al., 2001) 

 

Η ρύθμιση της πολυ(Α)ουράς στο κυτταρόπλασμα, είναι στενά 

συνδεδεμένη με τον έλεγχο της μετάφρασης. Συνήθως μια πολυ(Α)ουρά μεγάλου 

μήκους σχετίζεται με αποτελεσματική πρωτεΐνοσύνθεση. 

 Από τα παραπάνω, είναι φανερό ότι οι καταλυτικές οντότητες που 

εμπλέκονται στη σύνθεση, την τροποποίηση, την επεξεργασία και την 

αποικοδόμηση της 5΄-καλύπτρας και της πολυ(Α)ουράς, επηρεάζουν τη 

λειτουργία και την αφθονία του mRNA  στο κύτταρο (Garneau et al., 2007, 

Goldstrohm & Wickens 2008, Meyer et al., 2004, Parker & Song, 2004, Schoenberg 

& Maquat, 2012, Wu & Brewer, 2012). 

Οι ριβονουκλεάσες (RNases) αποτελούν μια ομάδα ενζύμων, η οποία 

τέμνει μόρια RNA — συμπεριλαμβανομένου των mRNAs — σε 

φωσφοδιεστερικούς δεσμούς, έχοντας ως αποτέλεσμα ποικίλες βιολογικές 

συνέπειες. Οι ριβονουκλεάσες παίζουν μείζονα ρόλο, δρώντας  με 

ενορχηστρωμένο τρόπο στη ρύθμιση της σταθερότητας των mRNAs, ελέγχοντας 

μ’ αυτό τον τρόπο τη  γονιδιακή έκφραση στα κύτταρα των θηλαστικών 

οργανισμών (Parker and Song 2004). Πολλές ριβονουκλεάσες εμπλέκονται στην 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 06:07:45 EEST - 54.242.37.42



 41 

 

αποικοδόμηση των mRNAs, προάγοντας την αποαδενυλίωσή τους, ενώ μερικές 

εξωριβονουκλεάσες, αποικοδομούν περαιτέρω τα αποαδενυλιωμένα και /ή τα 

mRNAs, από τα οποία έχει αφαιρεθεί η 5΄-καλύπτρα, στα 3΄ και/ή 5΄ άκρα τους, 

αντίστοιχα. Από την άλλη πλευρά, οι ενδοριβονουκλεάσες (π.χ. οι PMR1 και 

RNase L), δεν προαπαιτούν την αφαίρεση της καλύπτρας ή αποαδενυλίωση 

προκειμένου να δράσουν, τέμνοντας έτσι εσωτερικά τα mRNAs, παράγοντας 

προϊόντα που αποικοδομούνται περαιτέρω από τις εξωριβονουκλεάσες  με 

κατεύθυνση 5′–3′ (XRN1) ή 3′–5′ (Exosome complex) (Εικόνα 18) (Wan-Cheol 

Kim and Chow H. Lee, 2009). 

Σε συνθήκες έλλειψης μηχανισμών ελέγχου, οι ενδονουκλεάσες μπορεί να 

έχουν μια βαθιά επίδραση στη γονιδιακή έκφραση, καθώς μια και μόνο 

ενδονουκλεολυτική τμήση στο εσωτερικό του mRNA, συνεπάγεται την 

αδρανοποίησή του (Εικόνα 2C). Tα κύτταρα έχουν αναπτύξει μηχανισμούς που 

εμποδίζουν τέτοιου είδους ανώμαλης αποικοδόμησης των mRNAs, μέσω της 

ρύθμισης των ενδονουκλεασών. Για παράδειγμα, μερικές από αυτές (RNase L, 

IRE1 και PMR1) έχει δειχθεί να είναι ισχυρά ρυθμιζόμενες μέσω κυτταρικών 

σημάτων (Clemens and Williams 1978, Sidrauski and Walter 1997, Peng and  

Schoenberg 2007). Μ’ αυτό τον τρόπο, τα κύτταρα αποκρίνονται 

αποτελεσματικά στις αλλαγές του περιβάλλοντός του με τη ρύθμιση της 

έκφρασης σε επίπεδο mRNA.   

Οι ριβονουκλεάσες μπορούν να δράσουν μόνες ή ενορχηστρωμένα με 

άλλους παράγοντες αποικοδόμησης, αλλά και μεταξύ τους, προκειμένου να 

προορίσουν mRNAs προς αποικοδόμηση. Οι αποαδενυλάσες, όπως είναι η 

πολυ(Α)ριβονουκλεάση PARN (Poly(A)-specific ribonuclease) και η CCR4b του 

συμπλόκου αποαδενυλίωσης CCR4b–NOT (γνωστή και ως CNOT6-like), 

αφαιρούν την πολυ(Α)ουρά του mRNA-στόχου, ενώ άλλα ένζυμα αφαιρούν την 

5′-m7G mRNA καλύπτρα.  
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Εικόνα 18. Μονοπάτια αποικοδόμησης των mRNAs (Σχέδιο βάσει Kim and Lee, 2009 και 
Goldstrohm and Wickens, 2008)  

 

Μελέτες έχουν δείξει ότι οι RNA-συνδεόμενες πρωτεΐνες (RNA-binding 

proteins, RBPs) μπορούν να επηρεάσουν δραματικά τη σταθερότητα των mRNAs 

(Paschoud et al. 2006, Gherzi, et al. 2006, Pulcrano, et al. 2007). Αυτές δεν 

επιτρέπουν μόνο τη διακύμανση των χρόνων ημιζωής των mRNAs (Zhao et al. 

2008), αλλά είναι επίσης ικανές να ελέγχουν το ρυθμό αποικοδόμησης 

συγκεκριμένων mRNAs ως απόκριση σε διαφορετικά ερεθίσματα. Η δράση αυτή 

έχει παρατηρηθεί σε μετάγραφα που κωδικοποιούν κυτταροκίνες ή πρωτο-

ογκογονίδια, τα οποία φέρουν ARE αλληλουχίες στην 3΄-αμετάφραστη περιοχή 

τους (3΄-UTR) (Ross 1995). 

  Οι RBPs μπορούν να προσδένονται στις 3΄-αμετάφραστες περιοχές των 

mRNAs, αλλά και στην κωδική τους περιοχή και να τα προστατεύουν από τους 

μηχανισμούς αποικοδόμησης (Εικόνα 19Β). Έχει δειχθεί ότι η πρωτεΐνη HuR 

μπορεί να προάγει την υπερέκφραση ενός ογκογόνου βιοδείκτη, αυξάνοντας το 

χρόνο ημιζωής του mRNA του (Guo and Hartley 2006). Άλλες RBPs, όπως η 

KSRP, μπορούν να εγείρουν την αποικοδόμηση πολλών κυτταρικών mRNAs τα 

οποία φέρουν τα στοιχεία ARE, μέσω στρατολόγησης ενδοριβονουκλεασών και 

παραγόντων αποαδενυλίωσης προκειμένου να ρυθμίσουν την έκφρασή τους 

(Εικόνα 19B) (Gherzi et al. 2004, Chou et al. 2006, Mazan-Mamczarz and 

Gartenhaus 2007). Οι RBPs έχουν διαφορετικές επιδράσεις στα κύτταρα, που 

εξαρτώνται από τα mRNAs με τα οποία αλληλεπιδρούν. Για παράδειγμα, 

δείχθηκε ότι η υπερέκφραση της HuR είναι υπεύθυνη για την αύξηση ενός 

ογκογόνου mRNA στους ινοβλάστες (Sobue et al. 2008), ενώ η ίδια πρωτεΐνη 

μπορεί να σταθεροποιήσει ένα  mRNA ογκοκατασταλτικύ παράγοντα (Tumour 

Suppressor Gene, TSG), σε καρκινικά κύτταρα του προστάτη (Quann et al. 2007). 
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Η ρυθμιστική ικανότητα των RBPs έγκειται στην ισορροπία μεταξύ της 

πυροδότησης ή της καθυστέρησης της αποικοδόμησης των mRNAs.  

  

 
 

Εικόνα 19.  Ρόλος των ριβονουκλεασών, των miRNAs και των RNA-συνδεόμενων πρωτεϊνών 

στη ρύθμισης της σταθερότητας των mRNAs (Kim and Lee, 2009) 

 

Έχει δειχθεί ότι οι πρωτεΐνες RBPs, καθώς και τα μη-κωδικά μόρια RNA 

(ncRNAs) μπορούν και  στρατολογούν συστατικά του μονοπατιού 

αποαδενυλίωσης, τα οποία σε συνδυασμό με άλλες ριβονουκλεάσες, ρυθμίζουν 

mRNA ογκογονιδίων και ογκοκατασταλτικών παραγόντων (Valencia-Sanchez et 

al. 2006, Jackson and Standart 2007). Η PARN αποτελεί ένα τέτοιο παράδειγμα 

(Εικόνα 19). 

 Η λειτουργία των μη-κωδικών μορίων RNA (ncRNAs) στον έλεγχο της 

γονιδιακής έκφρασης επιτελείται μέσω του μηχανισμού RNAi, και έχει 

περιγραφεί λεπτομερώς στο πρώτο εισαγωγικό μέρος (Εικόνα 1). Η πρόσδεση 

ενός siRNA/miRNA μέσω συμπληρωματικότητας στο mRNA, πυροδοτεί την 

έναρξη της αποικοδόμησής του από την υπομονάδα AGO του συμπλόκου RISC, 

η οποία έχει ενεργότητα ριβονουκλεάσης. Εναλλακτικά, η πρόσδεση ενός 

miRNA στο mRNA, προκαλεί τη στρατολόγηση αποαδενυλασών, ένζυμα τα 
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οποία επιτελούν την βράχυνση της πολυ(Α)ουράς — το πρώτο και καθοριστικό 

βήμα για την αποικοδόμηση — ενώ παράλληλα καταστέλλεται και η μετάφραση 

του μεταγράφου (εικόνα 19Α).  

  

Αποαδενυλάσες  
 

 Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, εκτός από τη δράση των 

ενδοριβονουκλεασών, η αποικοδόμηση των mRNAs στα κύτταρα των 

θηλαστικών, ξεκινά και με αποαδενυλίωση (Parker and Song 2004). 

Ως αποαδενυλάσες ορίζουμε τις εξωριβονουκλεάσες που αποικοδομούν 

την πολύ-(Α) ουρά των mRNAs με κατεύθυνση 3΄-5΄ απελευθερώνοντας 5΄-

ΑMP. Οι αποαδενυλάσες εκδηλώνουν μια σαφή προτίμηση για 3΄- πολυ(Α) ως 

υπόστρωμα, παρά το γεγονός πως σε ορισμένες περιπτώσεις έχει δειχτεί ότι 

αποικοδομούν λιγότερο αποτελεσματικά και μη-αδενοσινικά ομοπολυμερή 

(Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Όλες οι γνωστές αποαδενυλάσες είναι Μg2+-εξαρτώμενα ένζυμα που 

μπορούν να  ταξινομηθούν σε δύο μεγάλες υπερ-οικογένειες με βάση την 

παρουσία συγκεκριμένων συντηρημένων καταλοίπων στο καταλυτικό τους 

κέντρο. Η DEDD υπερ-οικογένεια έχει λάβει το όνομά της από τα καταλυτικά 

αμινοξέα Asp και Glu που βρίσκονται διάσπαρτα μεταξύ τριών μοτίβων 

εξωνουκλεάσης, τα οποία συντονίζονται από τα ιόντα Μg2+. Μέλη αυτής της 

ομάδας αποτελούν η αποαδενυλάση POP2 (γνωστή και ως CAF1), η CAF1Ζ, η 

πολύ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN), καθώς και οι οικογένειες των 

PAN2 αποαδενυλασών. Από την άλλη μεριά η υπερ-οικογένεια των 

εξωνουκλεασών-ενδονουκλεασών-φωσφατασών (Εxonuclease-Εndonyclease-

Ρhosphatase, EEP), περιλαμβάνει αποαδενυλάσες που φέρουν συντηρημένα 

καταλυτικά κατάλοιπα  Asp και His στις δομικές περιοχές νουκλεάσης τους. 

Παραδείγματα ΕΕP ενζύμων αποτελούν οι αποαδενυλάσες CCR4, Νοcturnin  και 

Angel. Τα μέλη των οικογενειών POP2, CCR4, PAN2 και Angel είναι παρόντα σε 

όλους τους ευκαρυώτες, ενώ άλλες αποαδενυλάσες είναι λιγότερο συντηρημένες 

(Goldstrohm and Wickens, 2008). Η τεράστια ποικιλότητα και η ποικιλομορφία 

των αποαδενυλασών υποδηλώνει πως πιθανότατα συγκεκριμένες 

αποαδενυλάσες στοχεύουν συγκεκριμένα mRNAs επιτάσσοντας τον έλεγχό τους 

στη δραστικότητα ενός μόνο ενζύμου. Από την άλλη, διαφορετικές 

αποαδενυλάσες μπορούν να δράσουν στο ίδιο mRNA με διακριτές αλλά 

επικαλυπτόμενες λειτουργίες. Στον πίνακα 2 παρουσιάζεται συνοπτικά η 

κατάταξη των αποαδενυλασών στις  δύο υπερ-οικογένειες καθώς και ενδεικτικά 

παραδείγματα ενζύμων που εντοπίζονται σε αντιπροσωπευτικά είδη 

οργανισμών. 
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Πίνακας 2. Kατάταξη των αποαδενυλασών στιε δύο μεγάλες υπεροικογένειες και εντοπισμός 

τους σε αντιπροσωπευτικά είδη οργανισμών. 

 
 
Goldstrohm and Wickens, 2008. SC: S.cerevisiae, CE: C. elegans, DM: D.melanogaster,  

 XL: X.laevis, MM: M. musculus, HS: H.sapiens,  

 

Οι αποαδενυλάσες, εκτός από τον ρόλο που έχουν στη διαδικασία 

αποικοδόμησης των mRNAs, επιτελούν και αρκετούς εξειδικευμένους, 

ρυθμιστικούς, ρόλους. Κάποιες είναι απαραίτητες για τη βιωσιμότητα των 

οργανισμών. Άλλες, όπως είναι η PARN (Xenopus laevis) είναι σημαντικές κατά 

την πρώιμη ανάπτυξη, ενώ άλλες απαιτούνται για τη γονιμότητα και τη 

μεταβολική ομοιόσταση (CNOT7 και Νοcturnin στα ποντίκια). 

Η ρύθμιση της δραστικότητας των  αποαδενυλασών κρίνεται απαραίτητη, 

καθώς συνθήκες ανεξέλεγκτης αποαδενυλίωσης θα οδηγούσαν σε καταστροφή 

και θάνατο του κυττάρου. Σταθερά και μεταγραφικά ενεργά mRNAs πρέπει να 

προστατευθούν από την αποαδενυλίωση ενώ τα ασταθή και μη φυσιολογικά θα 

πρέπει να αποαδενυλιώνονται και να οδηγούνται στην αποικοδόμηση. 

 Ο ρυθμός της αποαδενυλίωσης ποικίλλει μεταξύ των διάφορων mRNAs. 

Αυτή η διαδικασία ελέγχεται από  ρυθμιστικούς παράγοντες οι οποίοι 

προσδένονται σε εξειδικευμένες αλληλουχίες των mRNAs. Ρυθμιστικά στοιχεία 

που βρίσκονται συνήθως στις 3΄ αμετάφραστες περιοχές συγκεκριμένων mRNAs 

(3΄-UTR) διαμεσολαβούν και ενισχύουν την αποαδενυλίωση τους. Αυτά τα 

στοιχεία αναγνωρίζονται από παράγοντες οι οποίοι στρατολογούν τις 

αποαδενυλάσες προωθώντας έτσι την αποαδενυλίωση. Παραδείγματα 

παραγόντων που δεσμεύονται στις 3΄-UTR περιοχές των mRNA, αποτελούν τα 

miRNAs και οι CUG-BP, PUF και CPEB πρωτεΐνες (Goldstrohm and Wickens, 

2008, Kadyrova et al., 2007, Hook et al., 2007). Εναλλακτικά, προώθηση της 

αποαδενυλίωσης μπορεί να επιτευχθεί μέσω αλληλεπίδρασης της PABP —

πρωτεΐνη που αναγνωρίζει και προσδένεται στην πολυ(Α) ουρά (Mitchell et al., 

2001) — και συγκεκριμένων αποαδενυλασών (π.χ η PABP στρατολογεί το 
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σύμπλοκο PAN2-PAN3). Επίσης, το 5΄ κάλυμμα του mRNA μπορεί να επηρεάσει 

θετικά την αποαδενυλίωση διεγείροντας την δραστικότητα και την ικανότητα 

επεξεργασίας κάποιων αποαδενυλασών (χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί 

η PARN). Ο ρυθμός αποαδενυλίωσης επηρεάζεται  από δύο μορφές χωρικού 

ελέγχου: τον πυρηνο-κυτταροπλασματικό διαχωρισμό των αποαδενυλασών και 

την εντόπισή τους σε κοκκία. Στην πρώτη περίπτωση, προβλήματα σωστού 

διαχωρισμού των αποαδενυλασών μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος 

μπορούν να αποβούν μοιραία για την τύχη mRNAs που δεν θα έπρεπε να 

αποικοδομηθούν. Από τη άλλη μεριά, συγκεκριμένες αποαδενυλάσες 

εντοπίζονται σε ενδοκυτταρικά κοκκία, τα οποία περιέχουν κατεσταλμένα 

mRNAs, τα οποία στη συνέχεια μπορούν να ενεργοποιηθούν. Η συν-εντόπιση 

αυτών των αποαδενυλασών με τα υποστρώματά τους πιθανότατα διευκολύνει 

την κινητική της αποαδενυλίωσης (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Οι αποαδενυλάσες συνήθως αποτελούν τμήμα συμπλόκων. Οι 

παρακείμενες υπομονάδες, επηρεάζουν τη δραστικότητα των αποαδενυλασών. 

Για παράδειγμα, η PAN2 δεσμεύεται στην PAN3, που με τη σειρά της 

αλληλεπιδρά με την PABP. Η τελευταία στρατολογεί το σύμπλοκο PAN2-PAN3 

στην πολυ(Α) ουρά των mRNA-στόχων (Hammet et al. 2002). Άλλες 

αποαδενυλάσες σχηματίζουν ομοδιμερή και άλλες ετεροδιμερή. Ο 

ετεροδιμερισμός αυξάνει σημαντικά το ρεπερτόριο των συμπλόκων των 

αποαδενυλασών που σχηματίζονται, καθώς διαφορετικά ετεροδιμερή έχουν και 

διαφορετικές ενζυμικές και ρυθμιστικές ιδιότητες. Η δυνατότητα για έλεγχο της 

αποαδενυλίωσης καθίσταται τεράστια και ιδιαίτερα πολύπλοκη,  λόγω της 

αλληλεπίδρασης των πολυάριθμων πιθανών συμπλόκων αποαδενυλασών με την 

τεράστια ποικιλία των ρυθμιστών  τους και την αλληλεπίδραση των τελευταίων 

με μία εξίσου μεγάλη ποικιλία διαφορετικών ρυθμιστικών στοιχείων επί των 3΄-

UTR περιοχών των mRNA-στόχων (Goldstrohm and Wickens, 2008).  

Τα σύμπλοκα αποαδενυλασών που στρατολογούνται από ειδικούς 

ρυθμιστές είναι πολυλειτουργικά καθώς περιέχουν, εκτός των ενζύμων 

αποαδενυλίωσης,  συστατικά που καταστέλλουν τη μετάφραση και συστατικά 

που ενισχύουν την αποικοδόμηση του mRNA. Η πολυλειτουργικότητα αυτή 

παρέχει ευκαιρίες για πολυάριθμα σημεία ρύθμισης της αποαδενυλίωσης, της 

μετάφρασης και της αποικοδόμησης των mRNAs, είτε ξεχωριστά είτε 

συντονισμένα (Goldstrohm and Wickens, 2008).  

 

Αποαδενυλάσες και miRNAs στον καρκίνο 
 

Στον καρκίνο, η απορρύθμιση της σταθερότητας των mRNAs μπορεί να 

οδηγήσει σε αυξημένη σύνθεση των προϊόντων ογκογονιδίων ή/και μείωση των 

ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών. Τα miRNAs και οι αποαδενυλάσες είναι και οι 

δύο βασικοί παράγοντες που ελέγχουν την αφθονία των mRNAs, όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. Ο ρόλος των ριβοβουκλεασών, και συγκεκριμένα των 

αποαδενυλασών διαφαίνεται καθοριστικής σημασίας για τη σταθερότητα των 

mRNAs. Μείωση της αποικοδόμησης των mRNAs σε παθολογικές καταστάσεις, 
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μπορεί να απορρέει άμεσα μέσω υπερέκφρασης των παραγόντων που 

σταθεροποιούν το mRNA, ή μέσω υποέκφρασης των αποσταθεροποιητικών 

παραγόντων, όπως είναι οι αποαδενυλάσες. Κάτι τέτοιο μπορεί να οδηγήσει σε 

μία επιμηκυμένη σταθερή κατάσταση των επιπέδων των ογκογόνων mRNAs, με 

αποτέλεσμα την πρόκληση του καρκίνου.  

Αποσταθεροποιητικοί παράγοντες, εκτός από τις αποαδενυλάσες, 

αποτελούν και τα miRNAs∙ είτε άμεσα μέσω στόχευσης των mRNAs και 

επακόλουθη τμήση από το σύμπλοκο RISC, είτε έμμεσα μέσω της 

στρατολόγησης των αποαδενυλασών στο σύμπλοκο miRNA/mRNA και 

επακόλουθη αποαδενυλίωση και καταστολή της μετάφρασης (βλ. εισαγωγικό 
μέρος για τα miRNAs). Έτσι, διαφοροποίηση των επιπέδων των 

αποαδενυλασών αλλά και των  miRNAs, μπορεί να συνεισφέρει στη δημιουργία 

του καρκίνου (Εικόνα 20). 

 

 
Εικόνα 20. Η απορυθμισμένη έκφραση των miRNAs και των αποαδενυλασών μπορεί να 

οδηγήσει στην ανάπτυξη του καρκίνου (Σχέδιο βάσει Kim and Lee, 2009) 
 

Πρόσφατες μελέτες έχουν αποκαλύψει μία άμεση συσχέτιση μεταξύ των 

αποαδενυλασών και πρωτεϊνών που συνδέονται με miRNAs, όπως είναι η 

GW182 (Kuzuoglu-Ozturk et al. 2012, Piao et al., 2010), καθώς επίσης και 

εμπλοκή των αποαδενυλασών σε οξείες λευχαιμίες (Maragozidis et al. 2012). Τα 

δεδομένα αυτά  ενισχύουν περαιτέρω τον πιθανό ρόλο των αποαδενυλασών και 

των miRNAs στον καρκίνο, με τα τελευταία να αποτελούν μείζονα ρυθμιστικά 

μόρια και έχει να παγιωθεί η συμβολή τους στον καρκίνο (βλ. miRNAs και 
καρκίνος). Το ενδιαφέρον στρέφεται στη διερεύνηση της αλληλεπίδρασης μεταξύ 

των δύο αυτών παραγόντων, προκειμένου να προσδιοριστεί η συμβολή τους 

στον καρκίνο. 

  

Αποαδενυλάσες που ρυθμίζουν ογκογονίδια 
 

Διάφορες μελέτες υποδεικνύουν δύο αποαδενυλάσες που πιθανόν να 

εμπλέκονται στον καρκίνο, μέσω ρύθμισης ογκογονδίων. Αυτές είναι η PARN 
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και η CCR4b από το σύμπλοκο αποαδενυλίωσης CCR4b-ΝOT, γνωστή και ως 

CNOT6-LIKE. Οι καταλυτικές και οι ρυθμιστικές ιδιότητες των δύο 

αποαδενυλασών, καθώς και η εμπλοκή τους στον καρκίνο, παρατίθενται 

αναλυτικά παρακάτω.   

 

PARN 
 

Η PARN αποτελεί μοναδική ευκαρυωτική ριβονουκλεάση με 

πολυ(Α)αποικοδομητική ενεργότητα. Είναι η μόνη αποαδενυλάση που έχει την 

ικανότητα να αλληλεπιδρά άμεσα κατά τη διάρκεια της υδρόλυσης της 

πολυ(Α)ουράς και με τη δομή της 5΄-καλύπτρας και με την πολυ(Α)ουρά του 

mRNΑ (Dehlin et al., 2000, Gao et al.,2000, Martinez et al., 2000, 2001). Η 

ιδιότητα αυτή υπαινίσσεται ότι η PARN συμμετέχει στον μεταβολισμό του mRNΑ 

και ότι είναι πιθανός ρυθμιστής των ευκαρυωτικών mRNΑs, αφού είναι τα μόνα 

που φέρουν  καλύπτρα και πολυ(Α) ουρά.  

Η PARN ανήκει στην DnaQ-like υπεροικογένεια των 3΄-5΄ 

εξωριβονουκλεασών (Körner et al., 1998, Mian, 1997, Moser et al.,1997), οι 

οποίες μοιράζονται έναν συντηρημένο καταλυτικό πυρήνα, που περιέχει το 

DEDD μοτίβο  (πίνακας 1) αποτελούμενο από τα τέσσερα καταλυτικά αμινοξέα  

Asp, Glu, Asp και Asp (Marchler-Bauer et al.,2011, Zuo & Deutscher, 2001). 

Συνίσταται από 639 αμινοξέα, με προβλεπόμενο μοριακό βάρος 73.5 kDa ( 

Ko¨rner et al.,1998, Martinez et al., 2000). Η αμινοτελική περιοχή της φαίνεται να 

είναι πιο συντηρημένη ανάμεσα στα ομόλογα της PARN στους οργανισμούς, σε 

αντίθεση με την καρβοξυτελική. Η PARN έχει ενεργότητα εξαρτώμενη από 

δισθενή ιόντα Mg2+ και απαιτεί ως υπόστρωμα μονόκλωνο RNA, με ελεύθερη 

ομάδα υδροξυλίου (-ΟΗ) στο 3΄-άκρο του (Korner & Wahle, 1997).  

Μελέτες έχουν δείξει δύο επιπλέον διακριτά βιοχημικά χαρακτηριστικά  της 

PARN: τον επεξεργαστικό τρόπο δράσης της και την επίδραση στην ενεργότητα 

αποαδενυλάσης από την 5΄-m7G-καλύπτρα (Dehlin et al., 2000, Gao et al., 2000, 

Martinez et al., 2000, 2001). Η «επεξεργαστικότητα» αναφέρεται σε μια ενζυμική 

ενεργότητα που επιτελεί επανειλημμένως την ίδια αντίδραση χωρίς το ένζυμο να 

αποσπάται από το σύμπλοκο με το υπόστρωμά του, σε κάθε κύκλο κατάλυσης 

(Nossal & Singer, 1968). Έχει προταθεί ότι η PARN θα μπορούσε να επηρεάζει 

την έναρξη της μετάφρασης μέσω παρεμβολής στην κυκλοποίηση μεταξύ 5΄-

καλύπτρας — eIF4E/eIF4G — πολυ(Α)ουράς, αλλά και την αποικοδόμηση των 

mRNAs, μέσω παρεμβολής με την αντίδραση αφαίρεσης της καλύπτρας.  

 Όσον αφορά τη δομή της PARN, ο καταλυτικός πυρήνας της σχηματίζει 

μία αρνητικά φορτισμένη κοιλότητα, η οποία εντοπίζεται σε μία επικράτεια, 

επονομαζόμενη ως επικράτεια νουκλεάσης Εικόνα 1B) (Körner et al., 1998, Ren 

et al., 2002a,b, Wu et al., 2005). Παράλληλα με την επικράτεια νουκλεάσης, δύο 

άλλες νουκλεάσες με RNA-συνδεόμενες ιδιότητες, έχουν προσδιοριστεί στην 

PARN. Το μοτίβο αναγνώρισης RNA, RRM (Copeland & Wormington, 2001, 

Monecke et al., 2008, Nagata et al., 2008, Nilsson et al., 2007, Wu et al., 2009) και 

το μοτίβο αναγνώρισης RNA, αναφερόμενο ως επικράτεια R3H (Wu et al., 2005). 
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Η RRM επικράτεια απαιτείται για την πρόσδεση της 5΄-m7G-καλύπτρας (Nilsson 

et al., 2007), ενώ η R3H για την σύνδεση της PARN στην πολυ(Α) ουρά (Wu et 

al., 2005).  Επίσης έχει προταθεί η RRM επικράτεια να σταθεροποιεί την συνολική 

τρισδιάστατη δομή της PARN (Zhang et al., 2007). Οι περιοχές των επικρατειών 

και τα αμινοξέα λειτουργικής σημασίας φαίνονται στην Εικόνα 21. 

 

 
 
Εικόνα 21.  Σχηματική αναπαράσταση των επικρατειών της ανθρώπινης αποαδενυλάσης PARN 

(639 αα), όπου με πράσινο χρώμα αναπαρίσταται η επικράτεια ριβονουκλεάσης, με μπλε η 

επικράτεια R3H, με κόκκινο η επικράτεια RRM, και με λευκό η μη συντηρημένη καρβοξυτελική 

περιοχή. Αναπαρίστανται επίσης και τα λειτουργικώς σημαντικότερα αμινοξέα της πρωτεΐνης 

(Virtanen et al., 2013)  
 

Η PARN σχηματίζει ένα στενά συνδεδεμένο ομοδιμερές, οι υπομονάδες 

του οποίου συγκρατούνται μεταξύ τους μέσω μιας πλούσιας σε αρωματικό 

αμινοξέα διεπιφάνεια και από έναν δισουλφιδικό δεσμό (…S—S…) που ενώνει 

τις δύο επικράτειες νουκλεάσης της PARN (Martinez et al., 2000, Wu et al., 2005, 

2009, Niedzwiecka et al., 2011) (Εικόνα 22). Έχει δειχθεί ότι ο διμερισμός αυτός 

είναι ζωτικής σημασίας για την ικανότητα κατάλυσης της PARN (Wu et al., 

2005). 

 
 

Εικόνα 22. Τρισδιάστατη διμερής δομή της ανθρώπινης αποαδενυλάσης PARN, όπου με πράσινο 

χρώμα αναπαρίσταται η δομή που προκύπτει από την επικράτεια ριβονουκλεάσης, με μπλε η 

δομή από την  επικράτεια R3H, και με κόκκινο η δομή από την επικράτεια RRM (Virtanen et al., 
2013)  
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Το τμήμα του mRNA που αποτελεί την 5΄- m7G-καλύπτρα μπορεί να 

θεωρηθεί ως ένας αλλοστερικός ρυθμιστής της ενεργότητας της PARN διότι: α) η 

5΄- m7G-καλύπτρα των πουαδενυλιωμένων mRNA υποστρωμάτων επηρεάζει 

τον ρυθμό αποικοδόμησης της πολυ(Α)ουράς από την PARN (Dehlin et al., 

2000, Gao et al., 2000, Martinez et al., 2000, 2001), μέσω της ενίσχυσης της 

επεξεργαστικότητας του ενζύμου (Martinez et al., 2001), και β) λόγω της θέσης 

πρόσδεσης της 5΄- m7G-καλύπτρας (Wu et al., 2009), η οποία βρίσκεται εκτός 

του καταλυτικού κέντρου της PARN. 

Η PARN συμμετέχει σε μια σειρά κυτταρικών μηχανισμών και 

αποκρίσεων. Για παράδειγμα, έχει δειχθεί ότι η PARN εμπλέκεται σε κυτταρική 

απόκριση στο στρες (Cevher et al., 2010, Reinhardt et al., 2010), στην 

αποικοδόμηση των πολλαπλά ματισμένων HIV-1 mRNAs κατά τη μόλυνση από 

HIV-1 (Zhu et al., 2011). Επίσης, έχει προταθεί ως ένας πιθανός δείκτης της 

καρκινικής ανάπτυξης (Maragozidis et al., 2012). 

Η ρύθμιση της PARN φαίνεται να επιτελείται εκτός από την 5΄- m7G-

καλύπτρα και την 3΄-πολυ(Α)ουρά, και από άλλα cis-δραστικά στοιχεία, όπως 

είναι τα στοιχεία AU και GU (Εικόνα 23)(Balatsos et al.,2012, Garneau et al., 2007, 

Goldstrohm & Wickens, 2008,Parker & Song, 2004, Zhang et al., 2010).  

 

 
 

Εικόνα 23. Ρύθμιση της πρωτεΐνης PARN μέσω RNA-συνδεόμενων πρωτεϊνών (Virtanen et al., 
2013) 
 

Στα στοιχεία αυτά, προσδένονται διάφορες RNA-συνδεόμενες πρωτεΐνες, οι 

οποίες ενισχύουν ή αναστέλλουν τη  δράση της PARN. Στο κυτταρόπλασμα, 

ένας αναστολέας της PARN, η πρωτεΐνη  CBC, αντικαθίσταται στο mRNA, από 

τον παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF4E (Marcotrigiano et al., 1997), ο 

οποίος αποτελεί τμήμα του eIF4F συμπλόκου, που είναι ζωτικής σημασίας για 

την αποτελεσματική έναρξη της μετάφρασης στους ευκαρυώτες. Η πρόσδεση 

της πρωτεΐνης PABP στην πολυ(Α)ουρά, επίσης αναστέλλει την ενεργότητα της 

PARN (Εικόνα 23). Αυτό θα μπορούσε να ξηγηθεί με τον σχηματισμό του 

PABP/poly(A) συμπλόκου, που παρεμβαίνει στην αλληλεπίδραση των 

αποαδενυλασών με το πολυ(Α)υπόστρωμα (Bernstein et al., 1989, Copeland & 
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Wormington, 2001, Ford et al., 1999, Ford and Wilusz, 1999, Kim & Richter, 2007, 

Wormington et al.,1996). 

 H PARN εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα, όμως μέσω παλινδρομικής 

κίνησης μπορεί και  μετακινείται μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος 

(Yamashita et al., 2005, Uhlen et al., 2010) στον πυρήνα, βρίσκεται σε μεγάλες 

ποσότητες στα nucleoli and Cajal bodies (Berndt et al., 2012). Έτσι, με έκπληξη, 

βρέθηκε ότι η PARN δεν εμπλέκεται αποκλειστικά μόνο στη ρύθμιση της 

λειτουργίας των mRNAs, αλλά συμμετέχει επίσης και στην επεξεργασία μη-

κωδικών μορίων RNA, όπως είναι τα μικρά nucleolar RNAs (snoRNAs) και τα 

μικρά Cajal body RNAs (scaRNAs) (Berndt et al., 2012). Τα snoRNAs και τα 

scaRNAs είναι κρίσιμα για την θεσεο-εξαρτώμενη τροποποίηση μη-κωδικών 

μορίων, όπως είναι τα ριβοσωμικά rRNAs και τα μικρά U πυρηνικά snRNAs του 

συμπλόκου ματίσματος  (Kiss et al., 2010, Matera et al., 2007). Φαίνεται ότι η 

αποαδενυλίωση από την PARN αποτελεί σημαντικό βήμα για τον έλεγχο της 

αφθονίας και την ωρίμανση των sno/scaRNA μορίων (Berndt et al. 2012).  Η 

παρατήρηση ότι η PARN εμπλέκεται και στην βιογένεση μη-κωδικών μορίων, 

κατέδειξε ότι η PARN είναι κάτι περισσότερο από μια αποαδενυλάση η οποία 

εξελίχθηκε για τον έλεγχο των ευκαρυωτικών mRNA, αλλά ότι μπορεί να 

εμπλέκεται και σε  άλλες κυτταρικές διεργασίες. 

 Η πιθανή εμπλοκή της PARN σε διεργασίες όπως είναι η καρκινογένεση 

διαφαίνεται από τα παρακάτω δεδομένα. Πολλά mRNAs τα οποία περιέχουν τα 

στοιχεία ARE (πλούσια σε AU κατάλοιπα), αποτελούν πρωτο-ογκογονίδια (π.χ. 

c-myc, c-fos και c-jun), κυτταροκίνες (π.χ. TNFa), χυμοκίνες, αυξητικοί 

παράγοντες  και ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου (Schoenberg & Maquat, 2012, 

Wilusz et al., 2001, Wu & Brewer, 2012). Τα εν λόγω mRNAs, ρυθμίζονται από 

τις ARE-συνδεόμενες πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν εμπλακεί σε διεργασίες 

δρώντας ως ενεργοποιητές ή πρωτεΐνες στρατολόγησης της PARN (Lai et al., 

1999, 2000,2003). Επίσης, σε μελέτες όπου έγινε υποέκφραση της PARN, με την 

τεχνολογία των αντινοηματικών μορίων shRNAs,  εξετάστηκαν τα επίπεδα μιας 

σειράς mRNAs. Από αυτά, μόνο ένα μικρό υποσύνολο είχε διαφοροποιημένη 

έκφραση. Αυτό όμως που έχει ενδιαφέρον, είναι ότι πολλά από αυτά τα mRNAs, 

κωδικοποιούσαν πρωτεΐνες, οι οποίες είναι γνωστό ότι εμπλέκονται  στην 

καρκινική μετανάστευση των κυττάρων και πρωτεΐνες της εξωκυττάριας 

θεμέλιας ουσίας. 

Παράλληλα με τα παραπάνω, η ενεργότητα αποαδενυλίωσης της PARN, 

συνδυασμένη με την αποσταθεροποιητική ικανότητα των RBPs, μπορεί να 

δράσει δυνητικά ως ογκοκατασταλτικός παράγοντας, προκαλώντας 

αποικοδόμηση  mRNAs που κωδικοποιούν αυξητικούς παράγοντες, όπως είναι 

η IL-8 και ο VEGF. Το γεγονός αυτό αποκαλύφθηκε κατά τη διερεύνηση του 

ρόλου μιας ελαττωματικής αποσταθεροποιητικής RBP πρωτεΐνης, της ΤΤΡ 

(Tristetraprolin), η οποία δεν μπορούσε να στρατολογήσει την PARN σε 

κακοήθη γλειοκύτταρα (Lai et al. 2003, Suswam et al. 2008). Επίσης, η PARN και 

το σύμπλοκο εξωσώματος φαίνεται να στρατολογούνται από τον KSRP και/ή 

τον DHAU, συμμετέχοντας στην αποσταθεροποίηση πολλών mRNAs, 
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συμπεριλαμβανομένου των c-jun και uPA τα οποία είναι αυξημένα στους 

διαφόρους τύπους καρκίνων (Chou, et al. 2006, Tran, et al. 2003). Μια άλλη 

μελέτη εστίασε στην αλληλεπίδραση της PARN και της CUG-BP, στην οποία 

δείχθηκε ότι η RNA-συνδεόμενη πρωτεΐνη CUG-BP στρατολογεί την 

αποαδενυλάση PARN προκειμένου να αποσταθεροποιήσει τα ογκογόνα mRNAs 

των c-fos και TNF-alpha (Moraes et al. 2006). 

 

CNOT6-LIKE  
 

Στα θηλαστικά, έχουν βρεθεί δύο ομόλογα του συμπλόκου 

αποαδενυλίωσης CCR4 της ζύμης∙ η αποαδενυλάση CCR4a — γνωστή και ως 

CNOT6 — και η προσφάτως ταυτοποιημένη CCR4b, γνωστή ως CNOT6-LIKE. 

Η τελευταία, επιδεικνύει επίσης ενεργότητα αποαδενυλάσης in vitro και in vivo  

(Morita et al., 2007). Η CNOT6-LIKE, όπως και η CNOT6, αλληλεπιδρά με τις 

CNOT1, CNOT2, CNOT3, CAF1a/CNOT7, CAF1b/CNOT8 και CAF40/CNOT9, 

στον άνθρωπο, σχηματίζοντας ένα ετεροπολυμερές σύμπλοκο  (Wagner et al., 

2007).  

 Πιστεύεται ότι οι Pan2-Pan3 αποαδενυλάσες είναι αυτές που ξεκινούν την 

αποικοδόμηση της πολυ(Α)ουράς και ακολούθως το σύμπλοκο CCR4-ΝΟΤ 

αποικοδομεί το εναπομείναν τμήμα της πολυ(Α)ουράς (Yamashita et al., 2005).  

Έχει προταθεί ότι το σύμπλοκο  CCR4 έχει ιδιοσυστατική λειτουργία, αλλά είναι 

πολύ πιθανό να ρυθμίζει συγκεκριμένα mRNAs κάτω από ορισμένες 

φυσιολογικές συνθήκες. Πολλές mRNA-συνδεόμενες πρωτεΐνες, οι οποίες 

συνήθως αναγνωρίζουν την  3′ UTR περιοχή των mRNAs, είναι υπεύθυνες για τη 

στρατολόγηση του συμπλόκου και διαμεσολαβούν έτσι στην αποικοδόμηση των 

mRNAs. Επίσης, έχει δειχθεί ότι η λειτουργία του συμπλόκου CCR4-NOT 

πυροδοτείται στα ανθρώπινα κύτταρα από αποσταθεροποιημένα από miRNAs 

μετάγραφα (Kuzuoglu-Ozturk et al. 2012, Xianghua Piao et al., 2010) (Εικόνα 24). 

 

 
 

Εικόνα 24. Αποικοδόμηση των mRNAs από το σύμπλοκο αποαδενυλίωσης CCR4-NOT που 

πυροδοτείται  μέσω του συμπλόκου σίγησης RISC (Eulalio et al. 2007) 
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Υπερέκφραση μιας μη-λειτουργικής μορφής είτε της μίας (CCR4), είτε της 

άλλης  καταλυτικής υπομονάδας (CAF1/POP2) αυτού του συμπλόκου, εμποδίζει 

σημαντικά την αποαδενυλίωση των συνδεόμενων με RISC/ΑGO mRNAs.  

 Τα ανθρώπινα παράλογα hCCR4a (CNOT6) και hCCR4b (CNOT6L), 

αποτελούν ορθόλογα του CCR4 της ζύμης, λόγω της παρουσίας ενός μοτίβου 

πλούσιου σε κατάλοιπα λευκίνης, LRR. Η τρισδιάστατη δομή της CNOT6L 

φαίνεται στην Εικόνα 25.  

Σε μελέτη που έγινε για τον προσδιορισμό της λειτουργίας του μοτίβου 

αυτού στην αποαδενυλάση CNOT6L, δείχθηκε ότι η αμινοτελική επικράτεια που 

περιείχε το LRR μοτίβο, επηρέασε τον υποκυτταρικό εντοπισμό του ενζύμου, 

αλλά δεν ήταν απαραίτητο για την ενεργότητα αποαδενυλάση. Επιπλέον, 

υπερέκφραση της CNOT6L η οποία στερούνταν την LRR επικράτεια, επηρέασε 

την εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου, αλλά όχι την βιωσιμότητα των κυττάρων  

(Saloni et al., 2011). 

 Η CNOT6L εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα, και εκτός από την εμπλοκή 

της στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, παίζει ρόλο επίσης στην κυτταρική 

επιβίωση, σε αντίθεση με τις CNOT7 και CNOT8 μονάδες αποαδενυλίωσης ή τις 

μη-καταλυτικές υπομονάδες CNOT1 και CNOT3 του CCR4-ΝΟΤ συμπλόκου 

(Saloni et al., 2011).  

 
 

Εικόνα 25. Τρισδιάστατη δομή της CNOT6L (Wahle and Winkler, 2013) 

 
Η CNOT6L φαίνεται να εμπλέκεται στον καρκίνο με ποικίλους τρόπους. 

Έχει δειχθεί ότι επάγει την αύξηση σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών, μέσω της 

δραστικότητας αποαδενυλίωσης και προτείνεται ότι αποτελεί πρωτο-

ογκογονίδιο (Morita et al. 2007). Σε φυσιολογικές συνθήκες, το ένζυμο φάνηκε 

να ρυθμίζει τα επίπεδα του mRNA του p27Kip1, ενός ογκοκατασταλτικού 

παράγοντα που αναστέλλει τις κυκλινοεξαρτώμενες κινάσες Cdk, και να 

προάγει την κυτταρική ανάπτυξη. Επιπλέον, όταν κύτταρα στερούνταν την 

CNOT6L, τα επίπεδα του p27Kip1 ήταν αυξημένα, ενώ η κυτταρική αύξηση 

μειωμένη (Morita et al., 2007). Η CNOT6L μπορεί επίσης να κατασταλεί in vitro 
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από μια αναγνωρισμένη αντι-πολλαπλασιαστική πρωτεΐνη, την Tob, 

ενισχύοντας προηγούμενες μελέτες σχετικά με το ότι η ενεργότητά της ως 

αποαδενυλάση, προάγει την κυτταρική ανάπτυξη (Miyasaka et al. 2008). Επίσης, 

στοιχεία καταδεικνύουν  τη CNOT6L ως ένα ρυθμιστή της προσδενόμενης 

πρωτεΐνης 5, η οποία προσδένεται στον αυξητικό παράγοντα insulin-like growth 

factor, και η οποία μεσολαβεί στη σύλληψη του κυτταρικού κύκλου και στη 

γήρανση του κυττάρου μέσω ενός εξαρτώμενου από p53 μονοπατιού (Xianghua 

Piao et al., 2010). Παρ’ όλα αυτά, δεν υπάρχουν αναφορές που να δείχνουν 

αλλαγές στα επίπεδα της CNOT6L σε διάφορους τύπους όγκων. Επιπλέον, δεν 

έχει γίνει καμία μελέτη συσχέτισης μεταξύ των επιπέδων της σε πρώιμους 

όγκους και τους προκύπτοντες από αυτούς καρκίνους, για την αξιολόγηση της 

επίδρασης του ενζύμου στην αποικοδόμηση  mRNAs των ογκοκατασταλτικών 

παραγόντων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 06:07:45 EEST - 54.242.37.42



 55 

 

2. ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Τα τελευταία χρόνια στην έρευνα έχουν αναδυθεί μικρά μη-κωδικά μόρια 

RNA, και ιδιαίτερα μια ομάδα τέτοιων μικρών μορίων, τα microRNAs, σε 

ιδιαίτερα σημαντικά μόρια, λόγω της συμβολής και της εμπλοκής τους σε 

ζωτικές βιολογικές διεργασίες του κυττάρου, όπως είναι ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός, η κυτταρική ανάπτυξη, η διαφοροποίηση, η απόπτωση και η 

αιμοποίηση. Τα miRNAs εμπλέκονται στις λειτουργίες αυτές ως μείζονες 

κυτταρικοί ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης, μέσω στόχευσης της  περιοχής 

3΄-UTR των mRNA στόχων και επακόλουθης πυροδότησης της αποικοδόμησής 

τους από το σύμπλοκο σίγησης RISC ή/και από εξειδικευμένες 3΄-

εξωριβονουκλεάσες του κυττάρου, τις αποαδενυλάσες. Η απορρύθμιση της 

σταθερότητας των mRNAs μέσω των δύο αυτών βασικών ρυθμιστικών 

παραγόντων, μπορεί να οδηγήσει έτσι, σε αυξημένη σύνθεση των προϊόντων 

ογκογονιδίων ή/και μείωση των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, γεγονότα που 

οδηγούν στην ανάπτυξη του καρκίνου. Πρόσφατες μελέτες ενισχύουν περαιτέρω 

τον πιθανό ρόλο των αποαδενυλασών και των miRNAs στον καρκίνο, καθώς 

έχουν αποκαλύψει μία άμεση συσχέτιση μεταξύ των αποαδενυλασών και 

πρωτεϊνών που συνδέονται με miRNAs, όπως επίσης και εμπλοκή των 

αποαδενυλασών σε οξείες λευχαιμίες. Επιπλέον, δύο αποαδενυλάσες, η PARN 

και η CNOT6-LIKE, φαίνεται να εμπλέκονται στον καρκίνο, μέσω ρύθμισης 

ογκογονιδίων. 

Στόχος της παρούσης πειραματικής διαδικασίας είναι να μελετήσουμε την 

αλληλεπίδραση μεταξύ των microRNAs και των αποαδενυλασών PARN και 

CNOT6-LIKE, προκειμένου να διερευνήσουμε την πιθανή λειτουργία τους στη 

βιολογία του καρκίνου. 

 Για το σκοπό αυτό, έγινε γονιδιακή σίγηση των αποαδενυλασών PARN 

και CNOT6-LIKE με τη χρήση shRNAs, στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά από 

καρκίνωμα εκ πλακωδών κυττάρων του πνεύμονα (NCI-H520). Ακολούθησε 

εξέταση του προτύπου έκφρασης miRNAs, στα εκχυλίσματα των παραπάνω 

κυττάρων, με κατάλληλες μικροσυστοιχίες (microRNA microarrays). Με βάση τα 

αποτελέσματα αυτά και σε συνδυασμό με υπολογιστικές μεθόδους in silico 

πρόβλεψης δυνητικών miRNAs (τα οποία στοχεύουν εξειδικευμένα τις 

αποαδενυλάσες PARN και CNOT6-LIKE στην 3΄-UTR περιοχή του mRNA τους) 

επιλέγονται και εξετάζονται τα ανθρώπινα miR-29a-3p και miR-1207-5p ως 

προς την αλληλεπίδρασή τους με τις δύο αποαδενυλάσες.  Τα επιλεγμένα miRs 

υπερεκφράστηκαν σε κύτταρα NCI-H520 ξεχωριστά· η υπερέκφραση των 

miRNAs ελέγχθηκε με ποσοτική qRT-PCR, ενώ τα επίπεδα των αποαδενυλασών 

σε επίπεδο mRNA  και πρωτεΐνης, προσδιορίστηκαν με qRT-PCR και 

ανοσοαποτύπωση, αντίστοιχα. Παράλληλα, με ανοσοκατακρήμνιση RNA έγινε 

προσπάθεια ελέγχου της άμεσης αλληλεπίδρασης της αποαδενυλάσης PARN με 

πιθανά μόρια RNA, όπως είναι τα επιλεγμένα  miRNAs αλλά και το mRNA της 

ίδιας της αποαδενυλάσης PARN, τα οποία και ελέγχθηκαν με qRT-PCR. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

 

3.1 Κυτταρική  σειρά - Χειρισμοί 
 
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά ΝCI-Η520. 

Πρόκειται για ανθρώπινη κυτταρική σειρά από καρκίνωμα εκ πλακωδών 

κυττάρων του πνεύμονα. Τα κύτταρα της κυτταρικής αυτής σειράς σχηματίζουν 

μονόστιβες επιθηλιακές επιφάνειες στο ταπήτιο ανάπτυξης (Εικόνα 26).  

 

 

                                                   Eικόνα 26.  Κύτταρα ΝCI-Η520 

 

Aπόψυξη κυττάρων 

 
1) Τα φιαλίδια (cryovials) που περιέχουν τα κύτταρα από τους -80◦C (ή υγρό 

άζωτο) όπου ήταν αποθηκευμένα, εμβαπτίζονται σε υδατόλουτρο (37◦C) με 

ήπια ανάδευση.  

2) Αφού ξεπαγώσουν τα κύτταρα, γίνεται καθαρισμός του φιαλιδίου με 

αιθανόλη (70%) εξωτερικά. 

3)  Ακολουθεί μεταφορά του αιωρήματος των κυττάρων σε  φάλκον 15ml με 

επιπλέον προσθήκη φρέσκου θρεπτικού υλικού μέχρι τα 10ml. 

4) Φυγοκέντρηση του αιωρήματος στις 1500rpm για 2min. 

5) Μεταφορά στον απαγωγό και απομάκρυνση του υπερκειμένου, 

προκειμένου να αποβάλουμε το DMSO που περιέχεται στο αρχικό 

κρυοπροστατευτικό θρεπτικό υλικό των κυττάρων και δρα ανασταλτικά 

στην ανάπτυξή τους. 

6) Προσθήκη 10 ml θρεπτικού RPMI (10% FBS) και μεταφορά σε Τ25 flask. 

7)  Επώαση των κυττάρων στους 37◦C  μέχρι να προσκολληθούν στο ταπήτιο 

της φλάσκας.  

8) Αφού η πληρότητα των κυττάρων φτάσει το 90-100%, μεταφέρουμε τα 

κύτταρα μετά από τρυψινοποίηση σε Τ75 flask. 
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Ανακαλλιέργεια μονόστιβης καλλιέργειας 

 
Για την ανακαλλιέργεια των κυττάρων είναι απαραίτητη η διαδικασία της 

τρυψινοποίησης. Για να προβούμε σε τρυψινοποίηση, η πληρότητα των κυττάρων 

στο ταπήτιο της φλάσκας ανάπυξης θα πρέπει να είναι 90-100%. Έτσι λοιπόν 

ακολουθούμε τα εξής βήματα: 

 
1)      Παρατηρούμε τα κύτταρα στο μικροσκόπιο. Ελέγχουμε και   

         σημειώνουμε:  

α. Μορφολογία κυττάρων και  

β. Πληρότητα ταπητίου (confluency). 

2)      Απομακρύνουμε (με αναρρόφηση) το θρεπτικό υλικό της  καλλιέργειας. 

3)     «Ξεπλένουμε» τα κύτταρα με διάλυμα PBS 1x (*). 

4)      Προσθέτουμε διάλυμα τρυψίνης-ΕDTA 0.05% (0.5ml για φιάλη 75cm2). 

5)      Ανακινούμε τη φιάλη έτσι ώστε το διάλυμα τρυψίνης να καλύψει όλο το  

         ταπήτιο.   

6)     Μεταφέρουμε τα κύτταρα στον επωαστήρα (κλίβανος 37◦C) για περίπου 1- 

        2min.  Παρατηρούμε το σχήμα των κυττάρων στο μικροσκόπιο, και 

ελέγχουμε αν έχουν αποκτήσει σφαιρική μορφή. 

7)  Προσθέτουμε την κατάλληλη ποσότητα θρεπτικού υλικού RPMI, 1% 

Αntibiotic-antimycotic (10ml θρεπτικού για φιάλη 75cm2).  

8)    Επαναιωρούμε τα κύτταρα και τα διασπείρουμε ομοιόμορφα με πιπέτα (των  

       10ml). 

9)  Στο σημείο αυτό μπορούμε να χωρίσουμε τα κύτταρα σε δύο ή περισσότερες  

φλάσκες ή απλά να απομακρύνουμε μέρος των κυττάρων στην ήδη 

υπάρχουσα φλάσκα. 

10) Κάθε φορά που γίνεται η τρυψινοποίηση, καταγράφεται ως πέρασμα (π.χ. 

πέρασμα p25-passage 25). 

 

 (*) Σημείωση: το PBS διάλυμα που χρησιμοποιείται στον χειρισμό των κυττάρων, 

είναι φιλτραρισμένο και αποστειρωμένο. 

 

Συλλογή των κυττάρων 
 
1)* Απομάκρυνση θρεπτικού υλικού και πλύση των κυττάρων με παγωμένο και   

αποστειρωμένο PBS 1x (3 φορές). 

2)* Τρυψινοποίηση των κυττάρων σύμφωνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται παραπάνω.  

3)* Ομογενοποίηση των αποκολλημένων κυττάρων με πιπετάρισμα σε PBS 1x (ή 

RPMI), και μεταφορά τους σε tubes 1,5ml. 

4) Φυγοκέντρηση των κυττάρων για 5 min στις 3000rpm στους 4οC. 

5) Απομάκρυνση του υπερκείμενου προσεκτικά και φύλαξη του ιζήματος στους 

-80 οC, μέχρι να χρησιμοποιηθούν πειραματικά. 
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* Τα βήματα 1-3 πραγματοποιούνται σε απαγωγό καθέτου νηματικής ροής. 

 

Ψύξη των κυττάρων 

 
1) Τρυψινοποίηση κυττάρων. 

2) Προσθήκη θρεπτικού υλικού (10ml για Τ75 flask). 

3) Μεταφορά αιωρήματος σε φάλκον 15ml. 

4) Φυγοκέντρηση στις 1500rpm για 3min στους 6°C. 

5) Mεταφορά στον απαγωγό και απομάκρυνση του υπερκειμένου. 

6) Επαναδιάλυση του ιζήματος των κυττάρων σε 1800μl RPMI (10%FBS). 

7) Προσθήκη  200μl κρυοπροστατευτικού DMSO (τελικό 

κρυοπροστατευτικό διάλυμα 20% DMSO). 

8) Μεταφορά σε cryovial. 

9)  Αργή ψύξη μέσα σε  cryobox (1◦C/1 min) στους -80◦C. 

10)  Αποθήκευση στους -80◦C ή σε υγρό άζωτο. 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

 Θρεπτικό υλικό:  RPMI, 10% FBS, 1% Antibiotic-antimycotic 

 

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

            Na2HPO4, 1.47mM KH2PO4 

 

 RPMI (Biosera) 

 FBS (Biosera) 

 Antibiotic-antimycotic (Gibco) 

 DMSO (Sigma) 

 Τρυψίνη (Biosera) 

 ΕDTA (Merck) 

 NaCl (Merck) 

 KCl (Merck) 

 Na2HPO4 (Merck) 

 KH2PO4 (Merck) 

 Αιθανόλη (Sigma) 
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3.2 Διαμόλυνση κυττάρων θηλαστικών με χρήση λιποσωμάτων  
 

Η τεχνολογία  του RNA interference (RNAi) 

 
To RNAi αποτελεί ένα ισχυρό φαινόμενο εξειδικευμένης γονιδιακής 

σίγησης που πυροδοτείται από δίκλωνα μόρια RNA. Τα πειράματα των ομάδων 

των Fire και Μello to 1998 στο C. elegans (χάρη στα οποία έλαβαν και το βραβείο 

Nobel στην Ιατρική ή Φυσιολογία το 2006) έδωσαν μεγάλη ώθηση σε αυτή τη 

μεθοδολογία που χρησιμοποιείται σήμερα ευρέως σαν πειραματικό και 

θεραπευτικό εργαλείο. 

Το RNAi είναι ένα φυσικό φαινόμενο που λαμβάνει χώρα τόσο στα φυτά όσο 

και στους μύκητες και τα ζώα. Σε όλα τα ζωικά βασίλεια δίκλωνα μόρια RNA 

εμπλέκονται σε αυτό το μηχανισμό. Μόλις το 2001 εφαρμόστηκε και σε κύτταρα 

θηλαστικών. (Fire et al.,1998; Elbashir et al., 2001).  

 Τα δίκλωνα μόρια που προκαλούν τη γονιδιακή σίγηση στο RNAi, είτε 

παράγονται ενδογενώς από μικρά μη-μεταφραζόμενα RNAs γνωστά ως 

miRNAs, είτε χορηγούνται εξωγενώς στο κύτταρο και ονομάζονται μικρά 

παρεμβαλλόμενα RNAs  (siRNAs). Σε αντίθεση με τα miRNAs, τα siRNAs 

σχετίζονται με την αποσιώπηση που προκύπτει λόγω διαγονιδίων, ιών, 

τρανσποζονίων και εισαγόμενων RNAs, και έτσι, μπορούν να θεωρηθούν 

ενδιάμεσα στα μονοπάτια άμυνας εναντίον ξένων νουκλεοτιδίων.  

Μονοπάτι siRNA: Eπιμήκη δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) ή δίκλωνα μόρια 

RNA με δομή φουρκέτας (hairpin RNA, shRNA) επεξεργάζονται από το 

σύμπλοκο Dicer, ένα ένζυμο με δράση παρόμοια με την RNAάση ΙΙΙ. Ως 

αποτέλεσμα παράγονται μικρότερα μόρια, τα siRNAs, τα οποία φέρουν 

μονόκλωνα δινουκλεοτιδικά 3΄ άκρα και φωσφορυλιωμένα 5΄ άκρα, ενώ το 

μήκος τους δεν ξεπερνά τα 19 ζεύγη βάσεων. Εναλλακτικά, μπορούν να 

εισαχθούν στο κύτταρο έτοιμα siRNAs μήκους 19-23 νουκλεοτιδίων (αυτά 

παρακάμπτουν πιο εύκολα την αντίδραση ιντερφερόνης του κυττάρου 

συγκριτικά με τα μεγάλα δίκλωνα μόρια RNA), τα οποία και φωσφορυλιώνονται 

από κυτταρικές κινάσες. Ακολούθως τα παραγόμενα siRNAs ενσωματώνονται 

στο  σύμπλοκο σίγησης επαγώμενο από RNA - RISC. Το τελευταίο καταλύει το 

ξετύλιγμα των δύο κλώνων των siRNAs με ένα ΑΤΡ-εξαρτώμενο τρόπο και οι 

ξετυλιγμένοι αντινοηματικοί (antisense) κλώνοι οδηγούν το  RISC στα 

συμπληρωματικά mRNAs-στόχους, γεγονός που πυροδοτεί την 

ενδονουκλεοτιδική τμήση των τελευταίων (Εικόνα 27).  

Μονοπάτι miRNA: Τα miRNAs εμπλέκονται σε μια ποκιλία φυσιολογικών 

βιολογικών διεργασιών  που περιλαμβάνουν την απόπτωση, την αιμοποίηση, την 

ανάπτυξη και τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (βλ. Εισαγωγή: miRNAs). Η 

έκφραση τους είναι ειδική για συγκεκριμένους ιστούς και αναπτυξιακά στάδια 

και το προφίλ τους αλλάζει σε διάφορες ανθρώπινες ασθένειες. (Grishok et al., 

2001; Ambros et al., 2003; Carrington and Ambros, 2003). Σε αντίθεση με τα 

siRNAs, τα miRNAs δεν οδηγούν συνήθως σε τμήση του mRNA-στόχου αλλά σε 
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καταστολή της μετάφρασής του. Έχει δειχθεί πως ενισχύουν επίσης και την 

αποικοδόμηση του mRNA, ενώ ένας τρίτος λιγότερο μελετημένος μηχανισμός τα 

εμπλέκει στην αναδιοργάνωση της  ετεροχρωματίνης (Derek et al., 2003; 

Lippman and Martienssen, 2004).  

Τα miRNAs μεταγράφονται από την RNA pol II σε μεγάλα δίκλωνα μόρια 

RNA που φέρουν δομές βρόχου και καλούνται pri-miRNAs.  Αυτά κόβονται από 

το σύμπλεγμα Drosha και παράγονται τα pre-miRNAs (70 νουκλεοτίδια), τα 

οποία με τη σειρά τους εξέρχονται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα όπου 

και αναλαμβάνει δράση η Dicer. Η τελευταία παράγει μικρά μονόκλωνα miRNAs 

(των 22 νουκλεοτιδίων) τα οποία ενσωματώνονται στο σύμπλεγμα miRNP που 

καθοδηγείται στο mRNA-στόχο πυροδοτώντας την καταστολή της έκφρασης 

του (Εικόνα 27). 

  

 

Εικόνα 27.  Μονοπάτια παραγωγής miRNAs και siRNAs μορίων  
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Αποσιώπηση αποαδενυλασών 

Προκειμένου να γίνει αποσιώπηση των αποαδενυλασών PARN και 

CNOT6-LIKE  και να ελεγχθεί η επίδραση της αποσιώπησής τους στα επίπεδα 

των miRNAs, έγινε διαμόλυνση των κυττάρων NCI-H520 με πλασμιδιακό φορέα, 

ο οποίος έφερε αλληλουχία που κωδικοποιεί shRNAs έναντι των δύο 

αποαδενυλασών. 

 

Short-Hairpin RNAs (shRNAs) 

 
Για την αποσιώπηση των PARN και CNOT6-LIKE χρησιμοποιήθηκαν 

πέντε διαφορετικά shRNAs για την κάθε αποαδενυλάση, κλωνοποιημένα στο 

λεντι-ιϊικό πλασμιδιακό φορέα pLKO.1-puro (Εικόνα 28). Tα shRNAs και τα 

χαρακτηριστικά του συγκεκριμένου φορέα παρέχουν ένα ισχυρό μοριακό 

εργαλείο μακροπρόθεσμης, σταθερής αποσιώπησης του επιθυμητού γονιδίου, 

μέσω του συστήματος του RNAi καθώς και τη δυνατότητα αναγέννησης του 

πλασμιδίου μετά από μετασχηματισμό βακτηρίων με αυτό. Ο pLKO.1-puro 

περιέχει γονίδια ανθεκτικότητας στην αμπικιλλίνη και την πουρομυκίνη για 

δυνατότητα επιλογής βακτηριακών και ευκαρυωτικών κυττάρων αντιστοίχως, 

που έλαβαν επιτυχώς το πλασμίδιο.  
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Name Description 

cppt Central polypurine tract 

hPGK Human phosphoglycerate kinase eukaryotic promoter 

puroR Puromycin resistance gene for mammalian selection 

SIN/LTR 3΄ self inactivating long terminal repeat 

  f1 origin of replication 

ampR Ampicillin resistance gene for bacterial selection 

pUC ori pUC origin of replication 

5΄ LTR 5΄ long terminal repeat 

Psi RNA packaging signal 

RRE Rev response element 

 

Εικόνα 28. Ο χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pLKO.1- puro της Sigma. Παρατίθεται και ένας 

πίνακας με  σημαντικές αλληλουχίες-στοιχεία του φορέα 

 

Ο μηχανισμός δράσης των shRNAs έγκειται στην ενδοκυττάρια  

μεταγραφή της κλωνοποιημένης στο φορέα αλληλουχίας shRNA με την 

παραγωγή μικρών δίκλωνων μορίων RNA που φέρουν μια δευτεροταγή δομή 

φουρκέτας. Στη συνέχεια αυτά τα δίκλωνα μόρια επεξεργάζονται από τη Dicer 

και παράγουν μια ομάδα από siRNAs που αναγνωρίζουν ειδικά τον επιθυμητό 

mRNA-στόχο, ο οποίος αποικοδομείται μέσω του συμπλόκου σίγησης RISC 

(Εικόνα 29). 

Βάσει του πρωτοκόλλου της Ambion σχεδιάσαμε πέντε ειδικά και 

εξειδικευμένα shRNAs για την αποσιώπηση των αποαδενυλασών PARN και 

CNOT6-LIKE . Ο σχεδιασμός των shRNAs έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο της 

oligoengine  « pSUPER : Manual A Vector System for Expression of Short 

Interfering RNA». Eνώ διατέθηκαν από την εταιρία Sigma-Aldrich . 

Τα siRNAs/shRNAs για να είναι αποτελεσματικά θα πρέπει να διαθέτουν 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά (Taxman et al., 2006), τα οποία παρατίθενται στον 

πίνακα 3.  
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Εικόνα 29.  Μηχανισμός αποσιώπησης μέσω πλασμιδικών φορέων που μεταγράφουν shRNAs. 
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Πίνακας 3. Χαρακτηριστικά βάσει των οποίων σχεδιάστηκαν τα shRNAs 

Κριτήρια επιλογής siRNAs/ shRNAs  

Μέγεθος siRNA: ≈21nt με αρχή ΑΑ 

Επιλογή 2-4 αλληλουχιών στόχων 

Αποφυγή καταλοίπων G στα άκρα 

5΄ ΑΑ και 3΄UU (μεγάλη αποτελεσματικότητα) 

30%-50% GC (υψηλό ποσοστό GC μειώνει την αποτελεσματικότητα) 

Όχι πολλές επαναλήψεις Τ ή Α γιατί αποτελούν σήμα τερματισμού    μεταγραφής από 

την RNA πολυμεράση 

Επιλογή τμημάτων mRNA σε διαφορετικές θέσεις κατά μήκος του γονιδίου 

 

Όλα τα shRNAs που σχεδιάστηκαν στοχεύουν σε διαφορετικές θέσεις κατά 

μήκος του mRNA των δύο αποαδενυλασών και έχουν τη  γενική δομή: 

 
       5΄ ― Sense sequence  ―  Hairpin sequence ― Antisense sequence ― 3΄ 

  

Οι αλληλουχίες των σχεδιασμένων shRNAs έναντι των δύο αποαδενυλασών, 

παρατίθενται στους πίνακες 4 και 5. 

 

         Πίνακας 4. Αλληλουχίες των shRNAs έναντι της PARN  
 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 5. Αλληλουχίες των shRNAs έναντι της CNOT6-LIKE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCGGCCGCACTGTATTTAACTTAATCTCGAGATTAAGTTAAATACAGTGCGGTTTTTG 

CCGGCCCAGACTCTTGGATACTAAACTCGAGTTTAGTATCCAAGAGTCTGGGTTTTTG 

 

CCGGGCCTTTGGTAACATTCAGATACTCGAGTATCTGAATGTTACCAAAGGCTTTTTG 

 

CCGGCCTATGTATCTCCTAACACTTCTCGAGAAGTGTTAGGAGATACATAGGTTTTTG 

 

CCGGCCAGCACAGTAGGAAAGAGAACTCGAGTTCTCTTTCCTACTGTGCTGGTTTTTG 

 

CCGGCCCAGAGTATTCTGATGTGAACTCGAGTTCACATCAGAATACTCTGGGTTTTTG 

 

CCGGGCAGAAGCATACAGTGGAATTCTCGAGAATTCCACTGTATGCTTCTGCTTTTTG 

 

CCGGCGTCAGCATCATTCACGGTTACTCGAGTAACCGTGAATGATGCTGACGTTTTTG 

 

CCGGGCATTGAAGGAGCGTGGATATCTCGAGATATCCACGCTCCTTCAATGCTTTTTG 

 

GTACCGGACAATTACCTTAGTCGCATTCCTCGAGGAATGCGACTAAGGTAATTGTTTTT

TTG 
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Ως control στην αποσιώπηση των αποαδενυλασών χρησιμοποιήθηκαν 

εκτός από wild type κύτταρα, και κύτταρα στα οποία εισήχθη pLKO.1 πλασμίδιο 

που έφερε μα εξειδικευμένη αλληλουχία shRNA, η οποία δεν έχει ομολογία προς 

κανένα γνωστό γονίδιο των θηλαστικών – τα επονομαζόμενα MSH κύτταρα. Το 

πλασμίδιο αυτό διατέθηκε επίσης από τη Sigma, και ο χάρτης του φαίνεται στην 

εικόνα 30. 

 

 

Εικόνα 30. Πλασμιδιακός φορέας pLKO.1 

 

Η επιλογή των κυττάρων τα οποία έχουν λάβει το πλασμίδιο, έγινε με 

πουρομυκίνη (6μg/mL), 12h μετά τη διαμόλυνση.  

 

Πρωτόκολλο διαμόλυνσης: 

1) Πρώτο βήμα αποτελεί η τρυψινοποίηση των κυττάρων μιας Τ75 flask στην 

οποία η πληρότητα των κυττάρων είναι 95%-100%. Ο αριθμός των κυττάρων 

υπολογίζεται μετά από μέτρηση σε πλάκα Neubauer, και σε αυτή τη φλάσκα 

μπορούν να φτάσουν ως και 42,5x105  κύτταρα. 

2) Σε κάθε well ενός 12-well plate προσθέτουμε το 1/12  από τα παραπάνω  

τρυψινοποιημένα κύτταρα έτσι ώστε σε κάθε well να έχουμε πληρότητα 

περίπου 90-95% (50.000 κύτταρα) μετά από 24h, μετά από επώαση στους 

37oC. Η πληρότητα αυτή ενδείκνυται για τη διαμόλυνση (Εικόνα 31). 
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Εικόνα 31. 12-well plate για αποσιώπηση αποαδενυλασών 

3) Για τη διαμόλυνση χρησιμοποιήθηκε το X-fect reagent, το οποίο περιέχει το 

X-fect Polymer και το X-fect Reaction Buffer. Το X-fect Polymer σχηματίζει 

κατιονικά λιποσωμάτια και επιτρέπει τη διαμόλυνση πλασμιδιακού DNA στα 

κύτταρα των θηλαστικών με πολύ μεγάλη απόδοση. Το αντιδραστήριο αυτό 

συνδυαζόμενο με DNA, σχηματίζει λιποσώματα που συντήκονται με την 

κυτταρική μεμβράνη των κυττάρων-στόχων και αποχύνουν το περιεχόμενο 

DNA στο εσωτερικό του κυττάρου (στην περίπτωσή μας μιλάμε για 

πλασμίδια που φέρουν shRNAs) (Felger et al., 1994). Μεταβολές των 

χρησιμοποιούμενων συγκεντρώσεων DNA και X-fect Polymer είναι 

απαραίτητες για την βελτιστοποίηση της διαμόλυνσης. Επίσης, είναι 

αναγκαία στα πειράματα αποσιώπησης και η ύπαρξη κυττάρων που 

χρησιμεύουν ως control και τα οποία δεν διαμολύνονται, καθώς και ως 

αρνητικό control κύτταρα τα οποία διαμολύνονται με πλασμιδιακό φορέα ο 

οποίος φέρει shRNA που δεν έχει ομολογία με κανένα γνωστό mRNA των 

θηλαστικών, κι έτσι δεν στοχεύει κανένα γονίδιο (συμπεριλαμβανομένου της 

αποαδενυλάσης που μελετούμε), επονομαζόμενα ως MSH (Mock sh) 

κύτταρα. Έτσι, η σύγκριση στα επίπεδα έκφρασης των αποαδενυλασών των 

διαμολυσμένων κυττάρων, θα γίνει όχι μόνο με τα control κύτταρα, αλλά και 

με τα MSH. 

4) Για το σχηματισμό των λιποσωμάτων ετοιμάζουμε δύο διαλύματα: ένα DNA 

mix και ένα X-fect mix σύμφωνα με τις εξής ενδείξεις:  

 α. DNA mix: 2μg πλασμιδίου σε  50μl X-fect Reaction Buffer ανά well 

 β. X-fect mix: 0,6μl X-fect Polymer σε  50μl X-fect Reaction Buffer ανά well 

5) Παρασκευή του transfection mix: Αναμιγνύουμε τα DNA mix και X-fect mix 

     και τα αφήνουμε να επωαστούν για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου.  

6) Παράλληλα απομακρύνουμε από κάθε well το θρεπτικό υλικό με αναρρόφηση  

    και ξεπλένουμε τα κύτταρα με κρύο και αποστειρωμένο PBS 1x (0,5ml) δύο    

    φορές.  Πριν την προσθήκη του transfection mix προσθέτουμε θρεπτικό υλικό  

    χωρίς αντιβιοτικά-αντιμυκωτικά και χωρίς ορό (FBS) σε κάθε well (0,5ml  
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     RPMI/well).  

 7) Μετά το πέρας του χρόνου επώασης του transfection mix, μοιράζουμε το  

     τελευταίο με κυκλικό τρόπο στα κύτταρα που προορίζονται για διαμόλυνση  

     και αφήνουμε το 6-well plate να επωαστεί στους 37oC. 

8)  Μετά από 5-6h, απομακρύνουμε το θρεπτικό υλικό από τα διαμολυσμένα  

κύτταρα και το αντικαθιστούμε μετά από δύο πλύσεις με 0,5ml PBS 1x, με 

0,5ml φρέσκο RPMI (10% FBS, 1% Αntibiotic-Antimycotic) το οποίο περιέχει 

επιπλέον και το αντιβιοτικό επιλογής (στην παρούσα εργασία 

χρησιμοποιήθηκε πουρομυκίνη σε τελική συγκέντρωση 1-10μg/ml θρεπτικού 

υλικού). 

Η συλλογή των διαμολυσμένων κυττάρων έγινε 72h μετά τη διαμόλυνση (για 

συλλογή κυττάρων βλ. )(Εικόνα) 
 

Υπερέκφραση miRNAs 

 
Παράλληλα με την αποσιώπηση των αποαδενυλασών και τον έλεγχο των 

επιπέδων των miRNAs, πραγματοποιήθηκε το αντίστροφο πείραμα, όπου έγινε 

υπερέκφραση επιλεγμένων miRNAs (των miR-29a-3p και miR-1207-5p) και 

έλεγχος των επιπέδων των δύο αποαδενυλασών. 

Προκειμένου να υπερεκφραστούν επιλεγμένα miRNAs, τα οποία 

προέκυψαν από τον συνδυασμό των αποτελεσμάτων των microarrays και  των 

υπολογιστικών προγραμμάτων πρόβλεψης για τον εντοπισμό miRNAs που εν 

δυνάμει στοχεύουν τις δύο αποαδενυλάσες, κύτταρα NCI-H520 διαμολύνθηκαν 

με πλασμίδιο στο οποίο ήταν κλωνοποιημένη η αλληλουχία από την οποία 

προκύπτουν τα δύο miRNAs. Το πρωτόκολλο διαμόλυνσης που ακολουθήθηκε, 

ήταν το ίδιο με αυτό της αποσιώπησης των αποαδενυλασών, με λίγες 

τροποποιήσεις, οι οποίες παρατίθενται παρακάτω.  

Το πλασμίδιο στο οποίο κλωνοποιήθηκαν οι αλληλουχίες των δύο 

miRNAs ήταν το pSP65-U1C, ενώ η κλωνοποίηση έγινε στο CIBIO, 

Πανεπιστήμιο του Τρέντο, Ιταλία. Αντίστοιχα με τη διαμόλυνση κυττάρων 

προκειμένου για την αποσιώπηση αποαδενυλασών, στη διαμόλυνση κυττάρων 

με πλασμίδια που έφεραν τα miRNAs ως αρνητικό  control, εκτός από wild type 

κύτταρα, χρησιμοποιήθηκε ο άδειος φορέας pSP65-U1C, τα επονομαζόμενα MV 

κύτταρα (Mock V). O χάρτης του εν λόγω πλασμιδίου φαίνεται στην εικόνα 32. 
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Εικόνα 32. Πλασμιδιακός φορέας pSP65-U1C 

 

 

Η διαμόλυνση των πλασμιδίων έγινε σε 24-well plate με τη χρήση του X-

fect reagent (Εικόνα 33). Η ποσότητα του πλασμιδίου που κωδικοποιούσε το 

miR-29a-3p που χρησιμοποιήθηκε για τη διαμόλυση ενός well ορίστηκε στα 

500ng, όπου παρατηρείται μέγιστη υπερέκφραση, ενώ για το πλασμίδιο που  

κωδικοποιούσε το miR-1207-5p, ορίστηκε στα 750ng. Έτσι λοιπόν, για το κάθε 

πλασμίδιο ακολουθήθηκε το εξής πρωτόκολλο: 

 

miR-29a-3p: 

 

α. DNA mix:  500 ng πλασμιδίου σε  25μl X-fect Reaction Buffer ανά well 

β. X-fect mix: 0,3μl X-fect Polymer ανά 1μg πλασμιδίου. 

 

miR-1207-5p: 

 

α. DNA mix:  750ng πλασμιδίου σε 25μl X-fect Reaction Buffer ανά well 

β. X-fect mix: 0,3μl X-fect Polymer ανά 1μg πλασμιδίου 

Η συλλογή των κυττάρων έγινε στις 48h και 72h μετά τη διαμόλυνση.  
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Εικόνα 33. 24-well plate για υπερέκφραση miRNAs 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 

 Θρεπτικό υλικό:  RPMI, 10% FBS, 1% Antibiotic-antimycotic 

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

            Na2HPO4, 1.47mM KH2PO4 

 Τρυψίνη: 0,05% ΕDTA 

 

 X-fect reagent (Clontech) 

 shRNAs (Sigma) 

 pLKO.1-puro vector (Sigma) 

 Puromycin (Sigma) 

 RPMI (Biosera) 

 FBS (Biosera) 

 Antibiotic-antimycotic (Gibco) 

 Τρυψίνη (Biosera) 

 ΕDTA (Merck) 

 NaCl (Merck) 

 KCl (Merck) 

 Na2HPO4 (Merck) 

 KH2PO4 (Merck) 

 Αιθανόλη (Sigma) 

 Neubauer (Poly Optik GmbH) 
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3.3 Απομόνωση ολικού RNA και πρωτεϊνών από κύτταρα 

θηλαστικών 
 

Για την απομόνωση του RNA από τα κύτταρα NCI-H520 όπου έγινε 

αποσιώπηση των αποαδενυλασών, έγινε χρήση του ΤRIzol reagent kit, ενώ για 

την ανάκτηση του ολικού RNA από τα κύτταρα όπου έγινε υπερέκφραση των 

miRNAs, χρησιμοποιήθηκε το miNucleoSpin® miRNA kit.  

 

Πρωτόκολλο ΤRIzol reagent kit: 
 

1) Μετά τη συλλογή των κυττάρων μετά από τη διαμόλυνση (όπως 

πειργράφεται στο ενότητα 3.1), ακολουθεί λύση με την προσθήκη στο 

ίζημα των κυττάρων ενός όγκου ΤRI reagent (1V). Ανάλογα με την 

ποσότητα των κυττάρων που έχουν καθιζάνει, ορίζεται και ο όγκος. Για 

τα 12-well και 24-well plates που χρησιμοποιήθηκαν για τη διαμόλυνση 

στο παρόν πείραμα, ένας όγκος του 0,5ml είναι αρκετός. Ακολουθεί 

διάλυση των κυττάρων με πιπετάρισμα. Επωάζουμε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 5min. 

2) Ακολούθως προσθέτουμε 50μl 1-bromo-3-chloropropane (0,1V), 

ανακινούμε  και επωάζουμε σε θερμοκρασία δωματίου για 15min. μετά 

το πέρας της επώασης φυγοκεντρούμε στα 12000g για 15min στους 4 °C. 

Με τον τρόπο αυτό γίνεται διαχωρισμός των φάσεων, κατά τον οποίο το 

ολικό RNA μεταπίπτει στην υδατική φάση, ενώ οι πρωτεΐνες στην 

οργανική.  

3) Συλλογή και μεταφορά της υδατικής φάσης σε νέο tube, όπου και γίνεται 

προσθήκη 0,25ml 2-propanol (0,5V), προκειμένου να γίνει καθίζηση του 

RNA. Ανακινούμε και επωάζουμε για 10min. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

στα 12000g για 10min στους 4 °C. 

4) Γίνεται αφαίρεση του υπερκειμένου. Ακολουθεί καθαρισμός από 

προσμίξεις με προσθήκη 1ml αιθανόλης 75% (2V) στο ίζημα του RNA. 

Ανακινούμε και επωάζουμε για 20min στους -20 °C. Τέλος, 

φυγοκεντρούμε στα 12000g για 5min στους 4 °C. 

5) Αφαιρούμε το υπερκείμενο προσεκτικά μέσα σε hood και αφήνουμε το 

ίζημα να αφυδατωθεί, προκειμένου να μην παραμείνει καθόλου αιθανόλη. 

6) Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε ddH2O με διαρκές πιπετάρισμα και επώαση 

για 5min στους 55°C. 

7) Τέλος, φυλάσσουμε το RNA στους -80 °C. 

 

Πρωτόκολλο miNucleoSpin® miRNA kit: 
 

              Προκειμένου για τη μελέτη των επιπέδων των miRNAs, μετά από 

υπερέκφρασή τους, χρησιμοποιήθηκε το miNucleoSpin® miRNA kit, για την 

βελτιστοποίηση της απόδοσης και τη μείωση των δυνητικά  ψευδώς αρνητικών 
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αποτελεσμάτων που μπορεί να προέκυπταν με τη χρήση του ΤRIzol reagent kit, 

λόγω του μικρού μεγέθους των μορίων miRNAs. Χρησιμοποιήθηκε το 

πρωτόκολλο της απομόνωσης RNA από κυτταροκαλλιέργεια για την ανάκτηση 

του ολικού RNA, όπου το RNA μεγάλης (mRNAs, tRNAs, rRNAs, snRNAs) και 

μικρής κλίμακας (miRNAs,) συλλέχθηκε σε ένα συγκεντρωτικό κλάσμα. Το 

πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε αποτελούνταν από υποβολή του δείγματος σε 

στήλη και διαδοχικές φυγοκεντρήσεις (11.000g), προκειμένου για την ανάκτηση 

του RNA, μετά από έκλουσή του στο τελικό διάλυμα. Το συγκεντρωτικό 

πρωτόκολλο απομόνωσης σκιαγραφείται στην εικόνα 34.  

 

 
 Εικόνα 34. Συγκεντρωτικό πρωτόκολλο  απομόνωσης RNA και πρωτεϊνών με το miNucleoSpin® 

miRNA kit 
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Με το παραπάνω πρωτόκολλο ήταν δυνατή επίσης και η ανάκτηση του 

πρωτεϊνικού κλάσματος (βήμα 8), το οποίο χρησιμοποιήθηκε στην 

ανοσοαποτύπωση για την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών (βλ. ενότητα 3.8 ). 
 

Υλικά-Αντιδραστήρια 

 

 ΤRIzol reagent kit (Sigma) 

 miNucleoSpin® miRNA kit (Macherey-Nagel) 
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3.4 Mικροσυστοιχίες miRNA (microarrays) 
 

Η χρήση των μικροσυστοιχιών έχει παγιωθεί τα τελευταία χρόνια αφού 

αποτελεί ένα εύχρηστο μέσο για τον έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης αλλά και 

μεταλλάξεων, με σχετικά μεγάλη ευαισθησία και εξειδίκευση ως προς τις προς 

μελέτη αλληλουχίες. Η αρχή της μεθόδου των μικροσυστοιχιών βασίζεται στον 

υβριδισμό (κατά Northern ή Southern) συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων που είναι 

αγκυροβολημένα σε πλάκες (chips), με τα ολιγονουκλεοτίδια του προς μελέτη 

δείγματος (cDNAs, miRNAs), τα οποία έχουν σημανθεί με ειδικές φθορίζουσες 

ουσίες. H ύπαρξη ή μη, αλλά και ο έλεγχος των επιπέδων συγκεκριμένων 

ολιγονουκλεοτιδίων στο υπό μελέτη δείγμα, γίνεται μέσω ανίχνευσης σήματος 

φθορισμού, το οποίο προϋποθέτει τον υβριδισμό των υπό μελέτη μορίων με το 

συμπληρωματικό τους συνθετικό ολιγονουκλεοτίδιο (Εικόνα 35).  

 

 

 
 

Εικόνα 35. cDNA μικροσυστοιχίες. Απομόνωση RNA, σύνθεση Cdnα, υβριδοποίηση σε 

μικροσυστοιχία και ανάλυση των δεδομένων. 

  

Μέσω των μικροσυστοιχιών γίνεται δυνατή η μελέτη ταυτόχρονης 

έκφρασης τεράστιου αριθμού γονιδίων του δείγματος ή μορίων RNA, όπως είναι 

τα miRNAs (chips cDNA, chips ολιγονουκλεοτιδίων), αλλά και αναγνώριση 
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πολυμορφισμών/μεταλλάξεων σε ένα/δύο συγκεκριμένα γονίδια στο δείγμα υπό 

μελέτη (chips ολιγονουκλεοτιδίων SNP). 

 H ταυτόχρονη μελέτη ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων, καθιστά τις 

μικροσυστοιχίες πολύ εύχρηστες για καθολική σύγκριση των επιπέδων 

έκφρασης μεταξύ πολλών καταστάσεων, όπως σύγκριση μεταξύ φυσιολογικού 

και παθολογικού ιστού/κυττάρων, μεταξύ δύο αναπτυξιακών σταδίων, μεταξύ 

δύο ιστών (έλεγχος ιστοειδικής έκφρασης γονιδίων), μεταξύ ιστού/κυττάρων 

πριν και μετά από χορήγηση φαρμάκου ή ειδικού πειραματικού χειρισμού. Τα 

δείγματα των διαφορετικών συνθηκών, σημαίνονται με διαφορετικές 

φθορίζουσες ουσίες και η διαφορά στο επίπεδο έκφρασης υπολογίζεται από το 

λόγο του σήματος εκπομπής φθορισμού μεταξύ των δύο συνθηκών (Εικόνα ). 

 Στην παρούσα εργασία έγινε χρήση miRNA-μικροσυστοιχιών, με τις 

οποίες έγινε  έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των miRNAs, σε RNA 

εκχυλίσματα κυττάρων NCI-H520, στα οποία έγινε αποσιώπηση των 

αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE.  H ανάλυση έγινε σε συνεργασία με  

το Πανεπιστήμιο του Τρέντο, CIBIO (Ιταλία), όπου έγινε χρήση του SurePrint G3 

Human v16 miRNA 860K Microarray Kit (Agilent Technologies). 

 Για την ανάλυση και τη σύγκριση του προτύπου έκφρασης των miRNAs, 

χρησιμοποιήθηκαν 24 μικροσυστοιχίες, στις οποίες εφαρμόστηκαν RNA 

εκχυλίσματα προερχόμενα από πέντε διαφορετικές καταστάσεις: 

 

1) Control (WT): Κύτταρα αγρίου τύπου NCI-H520 

2) MSH: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA, το οποίο δεν 

στοχεύει κανένα γνωστό mRNA των θηλαστικών 

3) T-PΝ: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA έναντι της PARN 

4) T-C6L:  Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA έναντι της CNOT6-

LIKE  

5) T-PN/T-C6L: Κύτταρα NCI-H520 όπου έγινε διπλή διαμόλυνση με 

shRNAs έναντι της PARN  και της CNOT6-LIKE* 

 

*Σημείωση: Η διαμόλυνση των κυττάρων με shRNAs προκειμένου για την 

αποσιώπηση των αποαδενυλασών έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται στο ενότητα 3.2, ενώ η απομόνωση  RNA από τα control και τα 

διαμολυσμένα κύτταρα έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο του TRIzol kit. 

 

Tα πρώτα στοιχεία που λήφθηκαν, κανονικοποιήθηκαν με τη μέθοδο  

Quantile Normalization Method. Έπειτα ανακτήθηκε ο μέσος όρος των 

αποτελεσμάτων του σήματος για κάθε miRNA, που λήφθηκε από τις 

επαναλήψεις υβριδοποίησης, ενώ ως control χρησιμοποιήθηκαν τα 

αποτελέσματα από το δείγμα των MSH κυττάρων. Η ομαδοποίηση του σήματος 

για κάθε miRNA, από τις επαναλήψεις, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της 

μεθόδου Manhattan Distance Method. Απορρίφθηκαν τα miRNAs που δεν 

έδωσαν σήμα σε όλες τις υβριδοποιήσεις. Υπολογίστηκε το p-value με τη χρήση 
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του t-test (Welch test), συγκρίνοντας τις τρεις συνθήκες αποσιώπησης με αυτήν 

των MSH.  

Υπολογίστηκε επίσης η log2 αναλογία μεταξύ των δειγμάτων και του 

control (MSH). Έτσι, αν για παράδειγμα, ο λόγος log2 [Τ-ΡΝ]/[ MSH] έπαιρνε 

την τιμή 1 για κάποιο συγκεκριμένο miRNA, υποδείκνυε ότι το σήμα στο 

κυτταρικό εκχύλισμα όπου η PARN ήταν αποσιωπημένη, ήταν αυξημένο κατά 2 

φορές σε σχέση με το control δείγμα.  

Έπειτα, σχεδιάστηκε η καμπύλη κατανομής του σήματος των miRNAs, 

προκειμένου να απορριφθούν ακραίες τιμές σήματος, που θα μπορούσαν να 

αυξήσουν πολύ το σφάλμα. Ο τύπος που χρησιμοποιήθηκε σ΄αυτή την 

περίπτωση ήταν: log2[MSH] + log2[Τ-ΡΝ]/2. Απορρίφθηκαν δεδομένα με μέση 

ένταση<0. Για την ομαδοποίηση διαφορικά εκφρασμένων miRNAs, επιλέχθηκαν 

miRNAs που δείχνουν μια αναλογία log2>0,6 (δηλαδή υπερέκφραση 1,5-fold) 

και/ή log2 <-0,6 (υποέκφραση 1,5-fold) σε τουλάχιστον μία υβριδοποίηση. 

Τέλος, έγινε ανάλυση της γενωμικής περιοχής που περιβάλλει τα 

διαφορικά εκφρασμένα και τα υπερεκφρασμένα miRNAs του πειράματος και 

σύγκριση των δύο αποτελεσμάτων, με τα αποτελέσματα της ανάλυσης των 

γενετικών τόπων όλων των miRNAs του κυττάρου (miRNome). 

Χρησιμοποιήθηκε ως αναφορά το miRBase version 16.0. 
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3.5 Υπολογιστικά προγράμματα πρόβλεψης miRNAs που εν δυνάμει 

στοχεύουν τις αποαδενυλάσες PARN και CNOT6-LIKE 
 

O προσδιορισμός δυνητικών miRNAs που πιθανώς στοχεύουν τις 

αποαδενυλάσες  PARN και CNOT6L, έγινε με τη χρήση in silico υπολογιστικών 

μεθόδων πρόβλεψης (prediction tools). Οι αρχές πρόβλεψης των υπολογιστικών  

προγραμμάτων καθορίζονται από πολλές παραμέτρους  βάσει των οποίων 

σχεδιάζονται οι σχετικοί αλγόριθμοι πρόβλεψης. Οι επιμέρους παράμετροι 

παρατίθενται αναλυτικά στο επόμενο τμήμα. 

 

Αρχές πρόβλεψης του mRNA-στόχου των miRNAs 
 

1. Συμπληρωματικότητα αλληλουχίας 

 

Στο 5΄-άκρο του miRNA υπάρχει μια αλληλουχία του καλείται περιοχή 

εκβλάστησης (5΄-seed), και η οποία καλύπτει την περιοχή μεταξύ των 

νουκλεοτιδίων 2-7 του miRNA. Το ζευγάρωμα των βάσεων του mRNA-στόχου 

με αυτή την περιοχή φαίνεται να είναι ο καθοριστικός παράγοντας στην 

πρόβλεψη του στόχου των miRNAs (Bartel 2009). Το αυστηρά προαπαιτούμενο 

ζευγάρωμα στην περιοχή εκβλάστησης, βελτιώνει εξαιρετικά την απόδοση των 

υπολογιστικών προγραμμάτων πρόβλεψης του mRNA-στόχου, αφού μειώνει τα 

ψευδώς θετικά αποτελέσματα (Εικόνα 36).  

 

 

 
 

Εικόνα 36. Bartel 2009 

 

Επιπλέον, προηγούνται τα mRNAs τα οποία έχουν ένα κατάλοιπο αδενίνης 

απέναντι από τη 1΄-θέση του miRNA, το οποίο λέγεται 1Α-αγκυροβολητής (1A-

anchor) (Εικόνα). Το γεγονός αυτό υποστηρίζεται από μελέτες, οι οποίες έδειξαν 

ότι η προτίμηση γι’ αυτά τα μετάγραφα, είναι συντηρημένη στα σπονδυλωτά. 

Επιπλέον, πειραματικά δεδομένα δείχνουν ότι οι θέσεις αυτές αποδίδουν 

περισσότερο από άλλες που έχουν συμπληρωματικότητα κατά Watson-Crick, με 

την 1΄-θέση (Baek et al. 2008, Selbach 2008, Nielsen 2007) 
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Εικόνα 37. Bartel 2009 

 

Οι περισσότεροι στόχοι των miRNAs έχουν συμπληρωματικότητα 7 

νουκλεοτιδίων. Έτσι, είτε τα νουκλεοτίδια 2-8 (7mer-m8) μεσολαβούν στο κατά 

Watson-Crick ζευγάρωμα βάσεων, είτε τα νουκλεοτίδια 2-7, σε συνδυασμό με μία 

αδενίνη απέναντι από την 1΄- θέση (7mer-A1) (Εικόνες 37 και 38). 

 

 
 

Εικόνα 38. Bartel 2009 

 

Η προαπαιτούμενη οκταμερής συμπληρωματικότητα (8mer) αυξάνει την 

εξειδίκευση, ενώ η εξαμερής (6mer) προσοδίδει μεγαλύτερη ευαισθησία. 

 Παράλληλα με τη συμπληρωματικότητα στην περιοχή εκβλάστησης 5΄, το 

ζευγάρωμα στο 3΄-άκρο του miRNA παίζει επίσης έναν ρόλο στην αναγνώριση 

του στόχου (Bartel 2009), το οποίο μπορεί να συμπληρώσει το ζευγάρωμα στην 

περιοχή 5΄ και συνεπώς να βελτιώσει την εξειδίκευση και την συγγένεια 

σύνδεσης. Tέτοιο 3΄-συμπληρωματικό ζευγάρωμα, υπάρχει ιδανικά στα 

νουκλεοτίδια 13-16 και έχει μήκος 3-4 νουκλεοτιδίων (Εικόνα 39). Ωστόσο, 

τέτοιες 3΄-συμπληρωματικές θέσεις είναι σπάνιες και έχουν μόνο μια μικρή 

επίδραση στην αναγνώριση. 

 

 
Εικόνα 39. Bartel 2009 
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Επιπλέον, ζευγάρωμα στην περιοχή 3΄ του miRNA, μπορεί να αντισταθμίσει 

κάποια αναντιστοιχία στην περιοχή εκβλάστησης 5΄ (Bartel 2009). Τέτοιες 3΄-

αντισταθμιστικές θέσεις στο miRNA, υπάρχουν μεταξύ των νουκλεοιδίων 13-17 

(Εικόνα 40). Το ζευγάρωμα μπορεί να επεκταθεί σε 9 διαδοχικά νουκλεοτίδια. 

Ωστόσο, και οι αντισταθμιστικές θέσεις είναι επίσης σπάνιες και πιθανώς να 

είναι λειτουργικές μόνο όταν ένα συγκεκριμένο μέλος μιας miRNA οικογένειας 

απαιτείται για τη ρύθμιση γονιδίων, αφού τα miRNAs μιας οικογένειας έχουν την 

ίδια περιοχή εκβλάστησης 5΄, αλλά διαφέρουν στην υπόλοιπη αλληλουχία. 
 Η σημασία της περιοχή εκβλάστησης 5΄, έγκειται στη συνεισφορά της 

στην πρόσδεση στο σύμπλοκο σίγησης RISC. Για αποτελεσματικό ζευγάρωμα, 

φαίνεται να είναι ιδανικό όταν το RISC παρουσιάζει τα νουκλεοτίδια 2-8, 

οργανωμένα σε μορφή α-έλικας στο mRNA (Εικόνα 40). Άλλες διαμορφώσεις 

εμφανίζουν χαμηλότερη συγγένεια και αποτελεσματικότητα (Bartel 2004, 

Mallory et al. 2004). 

 

 

 
Εικόνα 40. Bartel 2009 

 

2. Συντήρηση 

 

Εφόσον οι θέσεις πρόσδεσης είναι συντηρημένες μεταξύ των ειδών, πιθανόν 

είναι βιολογικά λειτουργικές, και οι θέσεις αυτές ίσως να αποτελούν θέσεις-

στόχοι των miRNAs. H χρήση συντηρημένων αλληλουχιών, μειώνει σημαντικά 

τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα στην πρόβλεψη των στόχων. Ωστόσο, τα 

διάφορα προγράμματα πρόβλεψης, μερικές φορές χρησιμοποιούν ελαφρώς 

διαφορετικούς ορισμούς για την συντήρηση (Rajewsky 2006). Οι θέσεις 

θεωρούνται ευρέως ως συντηρημένες, εάν συγκρατούνται σε ορθόλογες θέσεις 

σε πολλά γονιδιώματα, που σημαίνει ότι θα πρέπει να εμφανίζονται ακριβώς 
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στην ίδια θέση στη στοίχιση των 3΄-UTR αλληλουχιών. Μερικές φορές επαρκεί 

όταν οι περιοχές εκβλάστησης 5΄, των miRNAs βρίσκονται στις 

αλληλεπικαλυπτόμενες θέσεις στοίχησης (Krek et al. 2005). Παρ΄ όλα αυτά, 

θέσεις μπορούν επίσης να θεωρηθούν συντηρημένες, εάν και μόνο εντοπίζονται 

κάπου στην αλληλουχία, και όχι απαραίτητα στις θέσεις στοίχισης  (Hammell et 

al. 2008). Επιπλέον, είναι πιθανό, μια θέση που λείπει ή έχει αλλάξει σε έναν και 

μόνο οργανισμό από τους εξαταζόμενους, να θεωρηθεί φτωχά συντηρημένη. 

 

3. Θερμοδυναμική  

 

Μια άλλη προσέγγιση για την ταυτοποίηση των στόχων των miRNAs είναι η   

εξέταση της θερμοδυναμικής σταθερότητας. Μια ευρέως χρησιμοποιούμενη 

παράμετρος είναι η ελεύθερη ενέργεια του συμπλόκου που σχηματίζει το miRNA 

με τον στόχο του∙ Gduplex. Αποτελεί μια ενεργειακά πιο ευνοούμενη κατάσταση, 

όταν δύο συμπληρωματικοί κλώνοι RNA υβριδίζονται. Όσο πιο χαμηλή η 

ελεύθερη ενέργεια του συμπλόκου των δύο κλώνων, τόσο περισσότερη ενέργεια 

χρειάζεται για τη διάσπαση του συμπλόκου. Το οποίο σημαίνει ότι πρόσδεση 

του miRNA  στο mRNA είναι ισχυρότερη, όταν η ελεύθερη ενέργεια είναι χαμηλή 

(Gduplex ˂ 0).  

 

4. Προσβασιμότητα θέσης  

 

Η δευτεροταγής δομή του mRNA παίζει επίσης σημαντικό ρόλο στην 

αναγνώρισή του από το miRNA. Για την πρόσδεση του miRNA, η θέση-στόχος  

θα πρέπει να είναι προσβάσιμη, το οποίο σημαίνει ότι θα πρέπει να είναι 

ξεδιπλωμένη και να μην αλληλεπιδρά με άλλες θέσεις μέσα στο mRNA (Kertesz  

et al. 2007, Hofacker et al. 2007).Το ξεδίπλωμα αυτό, έχει ένα ενεργειακό κόστος 

(Gopen), το οποίο θα πρέπει να ληφθεί υπ’ όψιν. Επίσης, φαίνεται η αναγνώριση 

να ευνοείται, όταν μικρές περιοχές μήκους 15 νουκλεοτιδίων που περιστοιχίζουν 

την θέση-στόχο, είναι επίσης ξεδιπλωμένες. Η συνολική αλλαγή στην ελεύθερη 

ενέργεια ισούται με τη διαφορά ανάμεσα στην ελεύθερη ενέργεια του συμπλόκου 

(Gduplex) και της Gopen, και αναπαριστά ένα σκορ για την προσβασιμότητα της 

θέσης-στόχου και την πιθανότητα για μα miRNA αλληλεπίδραση με τον στόχο 

(Εικόνα 41). 

 

5. Πλαίσιο UTR 

 

Πιστεύεται ότι όχι μόνο η αλληλουχία της θέσης-στόχου, καθορίζει εάν ένα 

mRNA είναι  στόχος ενός συγκεκριμένου miRNA, αλλά και το πλαίσιο στο οποίο 

βρίσκεται η 3΄- αμετάφραστη περιοχή του mRNA (3΄- UTR) (Bartel 2009, 

Grimson et al.  2007). Για παράδειγμα, η θέση της αλληλουχίας αναγνώρισης 

επηρεάζει την αποτελεσματικότητα της αναγνώρισης. Έτσι, η θέση θα πρέπει να 

βρίσκεται μέσα στην 3΄- UTR τουλάχιστον 15 νουκλεοτίδια μακριά από το 

κωδικόνιο λήξης. Σε μεγάλες περιοχές UTR, δεν θα πρέπει να εντοπίζεται στη 
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μέση, διότι σ΄ αυτή τη θέση, η αλληλουχία αναγνώρισης θα μπορούς ένα είναι 

λιγότερο προσβάσιμη από το σύμπλοκο σίγησης RISC. Επιπρόσθετα, το τοπικό 

περιεχόμενο σε κατάλοιπα AU, φαίνεται να αυξάνει την προσβασιμότητα μιας 

θέσης, λόγω της πιο αδύναμης δευτεροταγούς δομής. Οι παραδοχές αυτές 

ενισχύονται από ανάλυση συντήρησης επταμερών θέσεων (7-mers) σε 

ορθόλογες  3΄- UTR περιοχές (Grimson et al. 2007, Gaidatzis et al. 2007).  

 

 
Εικόνα 41. Δυνάμεις που επενεργούν στην προσβασιμότητα του mRNA από το miRNA 

 

 

6. Συσχέτιση με τα πρότυπα έκφρασης 

 

Έχει δειχθεί ότι με διαμόλυνση miRNAs σε κύτταρα, πολλά mRNAs είναι 

υποεκφρασμένα, κάτι το οποίο υποδεικνύει ότι αυτά τα mRNAs αποτελούν 

στόχοι συγκεκριμένων miRNAs (Lim et al. 2005). Έτσι, γονίδια που είναι 

υποεκφρασμένα σε έναν ιστό στον οποίο ένα συγκεκριμένο miRNA φυσιολογικά 

εκφράζεται, είναι πιθανοί στόχοι του miRNA αυτού. Μέσω αυτής της 

αντίστροφης σχέσης μεταξύ των προτύπων έκφρασης των miRNAs και των 

προβλεπόμενων mRNA-στόχων τους, είναι πιθανό να βγάλουμε συμπεράσματα 

για την αλληλεπίδραση ενός miRNA και ενός πιθανού στόχου. Για τον 

προσδιορισμό αλληλεπιδράσεις miRNA-στόχου που έχουν σαν αποτέλεσμα την 

αποικοδόμηση του mRNA, ανάλυση των επιπέδων των miRNAs και των 

mRNAs, επαρκεί (qRT-PCR, microarrays). Εάν όμως θέλουμε να προσδιορίσουμε 
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στόχους των miRNAs, τα οποία δρουν ως καταστολείς της μετάφρασης, θα 

πρέπει να γίνει ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών (Western blot).  

 

Τα υπολογιστικά προγράμματα πρόβλεψης TargetScan, miRanda, PITA και 

HOCTAR 

 
Στην παρούσα πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν τα υπολογιστικά 

προγράμματα πρόβλεψης TargetScan, miRanda, PITA και HOCTAR, τα οποία 

έκαναν την πρόβλεψη σύμφωνα με κάποιες ή συνδυασμό των αρχών πρόβλεψης 

όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

To πρόγραμμα TargetScan χρησιμοποιεί ως φίλτρο κυρίως τη συντήρηση, 

και ερευνά την παρουσία συντηρημένων 8μερών ή 7μερών περιοχών στην 3΄ 

UTR περιοχή του στόχου, που έχουν συμπληρωματικότητα με την 5΄seed 

περιοχή κάθε miRNA. Επίσης ανιχνεύονται και περιοχές με αταίριαστο ζεύγος 

στην 5΄seed περιοχή, που αντισταθμίζονται από συντηρημένη 

συμπληρωματικότητα στην περιοχή 3΄ του miRNA.  

Το miRanda χρησιμοποιεί το αλγόριθμο mirSVR για την διεξαγωγή scores 

και την κατάταξη της αποτελεσματικότητας των προβλεπόμενων θέσεων-

στόχωνs των miRNAs με τη χρήση ελέγχου των αλλαγών στην έκφραση των 

mRNAs, μετά από υπερέκφραση των miRNAs (βλ. 6. Συσχέτιση με τα πρότυπα 
έκφρασης). Το mirSVR score δείχνει τη συσχέτιση που υπάρχει ανάμεσα στις in 
silico προβλέψεις και στα πειραματικά αποτελέσματα, αφού συγκρίνει τις 

προβλέψεις του με ήδη επικυρωμένα miRNAs, για τα οποία ξέρουμε ήδη τις 

θέσεις στόχους. Ουσιαστικά, τα mirSVR scores μπορούν να ερμηνευτούν ως μια 

εμπειρική πιθανότητα για υποέκφρασης του στόχου μετά από διαμόλυνση με το 

συγκεκριμένο miRNA (Betel et al. 2010). Ως όριο αποκοπής θεωρείται η τιμή -0,1 

(mirSVR ≤ -0,1). Τα πιο σημαντικά χαρακτηριστικά για αυξημένη αξιοπιστία του 

mirSVR, θεωρείται η συμπληρωματικότητα στην 5΄seed περιοχή και η σύνθεση 

της αλληλουχίας που την περιβάλλει, ενώ η συντήρηση, η θέση στην UTR 

περιοχή και το μήκος της UTR, δεν έχουν τόσο μεγάλη συσχέτιση με την έκταση 

της υποέκφρασης του στόχου. 
Το PITA κάνει την πρόβλεψη βάσει της προσβασιμότητας του mRNA-

στόχου από το miRNA, κάτι που καθορίζεται κυρίως από τη δευτεροταγή δομή 

του mRNA. Η ελεύθερη ενέργεια που έχει το διμερές miRNA-mRNΑ, αφού έχει 

ανοίξει η δευτεροταγής δομή του τελευταίου, και έχουν ζευγαρώσει βάσει 

συμπληρωματικότητας, ονομάζεται ddG, η οποία όσο πιο αρνητική είναι, τόσο 

πιο υψηλή είναι η συγγένεια του miRNA με το mRNA-στόχο. 

Για να γίνε η πρόβλεψη, ανακτήθηκε η 3΄-UTR περιοχή των PARN και CNOT6L 

σε FASTA format, με τη βοήθεια της βάσης δεδομένων ΑURA (Atlas of UTR 

Regulatory Activity), η οποία εισήχθη στη συνέχεια στο PITA προς σάρωση. 

Από τη λίστα που προέκυψε από το PITA, λήφθηκαν υπόψη για περαιτέρω 

σύγκριση  μόνο τα miRNAs για τα οποία η ελεύθερη ενέργεια είχε αρνητική τιμή 

(όριο αποκοπής το 0). Ενώ σαν παράμετροι-φίλτρα ορίστηκαν τα εξής: 
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Οκταμερές (8mer) στην 5΄-περιοχή του miRNA να έχει συμπληρωματικότητα με 

την 3΄-UTR  του mRNA. Η συμπληρωματικότητα να είναι πλήρης (8:0:0), ή να 

επιτρέπεται ένα αταίριαστο ζεύγος, ή να επιτρέπεται μια G:U ταλάντευση στην 

περιοχή 5΄-ξεχωριστά κάθε φορά. Επίσης ορίστηκε σαν παράμετρος για 

αυξημένη προσβασιμότητα, η διάνοιξη της δευτεροταγούς δομής του mRNA 3nt 

πάνω και 15nt κάτω από τη θέση πρόσδεσης του miRNA στην 3΄ UTR περιοχή. 

Όσον αφορά το πρόγραμμα HOCTAR (Host gene Opposite Correlated 

TARgets), εξετάζει τη συσχέτιση της έκφρασης των “miRNA host genes” (από τα 

οποία προκύπτουν τα miRNAs) και δυνητικών γονιδίων-στόχων (Gennarino et 

al. 2011). To HOCTAR παρέχει επίσης πρώιμες εκχωρήσεις της λειτουργίας των 

miRNAs βασισμένες στην ανάλυση γονιδιακής οντολογίας (Gene Ontology) των 

προβλεπόμενων γονιδίων-στόχων τους. Από τη λίστα των miRNAs που 

προκύπτει για κάθε target gene, τα αυξημένης βαρύτητας κατατάσσονται στο 

πρώτο 50% της λίστας, ενώ αυτά που βρίσκονται παρακάτω, θεωρούνται 

μικρότερης βαρύτητας, και απορρίφθηκαν. 

Tα χαρακτηριστικά και οι αρχές πρόβλεψης των προγραμμάτων πρόβλεψης 

που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς και οι σχετικοί σύνδεσμοι διαφαίνονται στον 

πίνακα 6.   

 
Πίνακας 6. Υπολογιστικά πριγράμματα πρόβλεψης δυνητικών miRNAs που στοχεύουν την 

αποαδενυλάση PARN ή CNOT6L. 
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TargetScan 
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or 
 download 

 
targetscan.org 
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energy, 
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or 
 download 

 
microRNA.org 

 
 

        PITA 
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or 
 download 
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pubs/mir07/ 
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sequence-

based miRNA 
target 

recognition 
softwares. 

 
 

   Human 

 
 

Online 
search 

 
 

hoctar.tigem.it 
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3.6 Aλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου σε δύο 

βήματα (Τwo step Real Time PCR ) 
 

Η Real Time PCR είναι μία από τις πιο διαδεδομένες μεθόδους 

προσδιορισμού γονιδιακής έκφρασης. Είναι μία ιδιαίτερα ευαίσθητη και 

εξειδικευμένη τεχνική καθώς μπορεί να ανιχνεύσει ακόμα και ένα αντίγραφο 

ενός μεταγράφου ή ακόμα να ανιχνεύσει διαφορετικής έντασης έκφραση μεταξύ 

δύο δειγμάτων σε ποσοστό έως και 23%. Μπορεί να διεξαχθεί σε ένα βήμα (one 

step reaction), όπου η όλη διαδικασία από τη σύνθεση του cDNA μέχρι την 

αντίδραση πολυμεράσης συμβαίνει στο ίδιο tube ή σε δύο βήματα (two-steps) 

όπου η αντίστροφη μεταγραφή και η ενίσχυση του παραγόμενου cDNA 

πραγματοποιούνται σε διαφορετικά tubes. Η one step Real time PCR θεωρείται 

ότι μειώνει την πειραματική απόκλιση γιατί οι ενζυμικές αντιδράσεις συμβαίνουν 

στο ίδιο tube. Ωστόσο αυτή η μέθοδος χρησιμοποιεί μία αρχική RNA μήτρα η 

οποία είναι επιρρεπής σε αποικοδόμηση. 

 Η Real Time PCR επιτρέπει τη μέτρηση της ποσότητας των προϊόντων και 

κατ’ επέκταση την παρακολούθηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού ενός μορίου-

στόχου σε όλη τη διάρκεια της PCR.  Ύστερα από μια αρχική φάση κατά την 

οποία δεν είναι ανιχνεύσιμο το προϊόν της PCR λόγω του ότι βρίσκεται σε πολύ 

μικρή ποσότητα, ακολουθεί μία εκθετική φάση κατά την οποία η ποσότητα του 

προϊόντος σχεδόν διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. Αν υπάρχουν περισσότερα 

μόρια-στόχοι αρχικά στο tube, θα χρειαστούν λιγότεροι κύκλοι για να ξεκινήσει 

η εκθετική φάση. Συγκρίνοντας τον αριθμό των κύκλων που απαιτούνται για την 

έλευση της εκθετικής φάσης σε διαφορετικές αντιδράσεις, μπορούμε να 

προσδιορίσουμε την αρχική ποσότητα των μορίων που χρησιμοποιήθηκαν ως 

μήτρα στις αντιδράσεις. 

 Υπάρχουν αρκετές διαφορετικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισμό του 

προϊόντος της PCR που υπάρχει στο τέλος κάθε κύκλου, αλλά όλες βασίζονται 

στην ανίχνευση μιας φθορίζουσας ετικέτας (tag), η οποία συνδέεται σε κάθε 

μόριο που συντίθεται. Οι πρώτες ετικέτες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το 

βρωμιούχο  αιθίδιο και το SYBR Green I. Και τα δύο εισχωρούν στις αύλακες του 

δίκλωνου DNA. 

 Στην παρούσα πειραματική εργασία εφαρμόσαμε την ποσοτική  two-step 

RT-PCR σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Clontech Mir-X™ miRNA First-Strand 

Synthesis and SYBR® qRT-PCR. To πρωτόκολλο αυτό χρησιμοποιήθηκε 

προκειμένου να γίνει σύνθεση cDNA στο πρώτο βήμα, με μήτρα  RNA μόρια, 

συμπεριλαμβανομένου των miRNAs, ενώ στο δεύτερο βήμα έγινε η 

ποσοτικοποίηση των μορίων με ενίσχυση qRT-PCR. Το Mir-X miRNA First-

Strand Synthesis Kit  χρησιμοποιείται για τη μετατροπή των μορίων mRNA σε 

cDNA, και των εξειδικευμένων μορίων miRNAs, τα οποία δεν φέρουν πολύ-(Α) 

ουρά, σε αντίθεση με τα mRNAs, και η ποσοτικοποίηση με RT-PCR θα ήταν 

αδύνατη σε ένα μόνο βήμα. Έτσι λοιπόν, σε μία μονή αντίδραση όλα τα μόρια 

RNA πολυαδενυλιώνονται με την πολύ-(Α) πολυμεράση, και ακολουθεί 
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αντίστροφη μεταγραφή σε cDNA, με τη βοήθεια αντίστροφης μεταγραφάσης, η 

οποία χρησιμοποιεί ως εκκινητή  τον oligo-dT primer που έχει 

συμπληρωματικότητα με την πολυ(Α) ουρά (Εικόνα 42). Προκύπτουν έτσι μόρια 

cDNA από τα miRNAs αλλά και από τα mRNA του δείγματος, τα οποία μπορεί 

να αποτελούν στόχους των miRNAs. Με αυτό τον τρόπο, μπορούμε να 

εξετάσουμε τις αλλαγές στα επίπεδά τους λόγω δυνητικών αλληλεπιδράσεων σε 

ένα δείγμα, με qRT-PCR (Εικόνα 42). 

 

 
 

Εικόνα 42. Βήματα που ακολουθούνται στην two-step RT-PCR σύμφωνα με το πρωτόκολλο της 

Clontech Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis 

 

Σύνθεση cDNA 
 

Το πρωτόκολλο για τη σύνθεση cDNA ακολουθεί την παρακάτω διαδικασία: 

1) Σε ένα tube 0.2 ml, ελεύθερο ριβονουκλεασών (RNase-free), γίνεται συνδυασμός 

των εξής αντιδραστηρίων: 

 

 
 

 

      
  

 
Reagent  

 
 Volume (μl) 

 
mRQ Buffer (2x) 

 
5 
 

RNA sample 
(0.25–8 μg) 

3.75 

mRQ Enzyme 1.25 
 

Total volume 10 

Πίνακας 7 
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2) Επωάζουμε σε θερμοκυκλοποιητή για 1h στους 37 °C, και τερματίζουμε για 5min 

στους 85 °C, για την αδρανοποίηση των ενζύμων. 

 

3) Αραιώνουμε το νεοσυντιθέμενο δείγμα cDNA προσθέτοντας 90μl ddH2O, 

φέρνοντας τον τελικό όγκο στα 100μl. 

 

4) Το δείγμα cDNA που προκύπτει είναι έτοιμο προς χρήση στην qRT-PCR. 

Αποθηκεύουμε το δείγμα cDNA στους –20°C, έως ότου γίνει προετοιμασία της 

PCR, ή αν επιθυμούμε η τελευταία να γίνει άλλη χρονική στιγμή. 

 

qRT-PCR 
 

Για την ποσοτικοποίηση των miRNAs αλλά και των mRNAs των 

αποαδενυλασών, εφαρμόστηκε συγκριτική ποσοτική Real Time PCR 

(Comparative qRT-PCR) με τη μέθοδο ΔΔCt, με την οποία η κανονικοποίηση 

γίνεται με τη βοήθεια ιδιοσυστατικών γονιδίων αναφοράς. Με την εν λόγω 

μέθοδο, τα επίπεδα των miRNAs καθορίστηκαν συγκριτικά με τα επίπεδα του 

γονιδίου αναφοράς που χρησιμοποιήθηκε ­ σε αυτή την περίπτωση του U6 

snRNA, ενώ τα επίπεδα των mRNAs των αποαδενυλασών συγκριτικά με τα 

επίπεδα της β-ακτίνης.  

 

Μέθοδος ΔΔCt 
 

Ο προσδιορισμός των επιπέδων των miRNAs (ή των mRNAs) μεταξύ δύο 

δειγμάτων (π.χ. control και εξεταζόμενο δείγμα) γίνεται βάσει της παρακάτω 

εξίσωσης: 
 

  
 

Όπου: 

Εtarget ο βαθμός ενίσχυσης του miRNA (ή του mRNA), 

Εref o βαθμός ενίσχυσης του γονιδίου αναφοράς (U6 ή β-ακτίνης),  

Ct ο κύκλος αντίδρασης κατά τον οποίο επιτυγχάνεται η ουδός φθορισμού της 

χρωστικής παρακολούθησης της ενίσχυσης (SYBR Green dye), 

ΔCt target η διαφορά Ct control – Ct treated  του miRNA (ή του mRNA) στο control  

και στο εξεταζόμενο δείγμα αντίστοιχα, 

ΔCt reference η διαφορά Ct control – Ct treated του U6 (ή β-ακτίνης) στο control  και 

στο εξεταζόμενο δείγμα.  

 

Ο βαθμός ενίσχυσης Ε,  θεωρητικά προσεγγίζει την τιμή 2, κάτι που σημαίνει ότι 

σε κάθε κύκλο αντίδρασης της PCR, ο στόχος διπλασιάζεται. 
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           Η ποσοτικοποίηση των επιπέδων των δύο παραμέτρων που εξετάσαμε 

στο ίδιο δείγμα –των επιλεγμένων miRNAs, miR-29a-3p και miR-1207-5p, και 

των mRNAs των αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE, μετά από 

υπερέκφραση των πρώτων–  έγινε σε ξεχωριστές αντιδράσεις PCR, όπου οι 

συνθήκες θερμικού προφίλ και οι ποσότητες των επιμέρους αντιδραστηρίων 

ήταν διαφοροποιημένες. Τα δεδομένα αυτά παρουσιάζονται αναλυτικά στους 

παρακάτω πίνακες 8 και 9. 

 
Πίνακας 8. Ενίσχυση miRNAs και U6 

 

 
 

                                 Πίνακας 9. Ενίσχυση mRNA των PARN, CNOT6L και β-ακτίνης  

 

 
Όπου: 

K-SYBR mix αποτελεί μίγμα πολυ(Α) πολυμεράσης, dNTPs, ιόντων Mg2+, και 

χρωστικής παρακολούθησης SYBR Green,                                  

miRNA-specific 5΄ primer ο 5΄ εκκινητής, ειδικός για το  miRNA,  

mRQ 3΄ primer αποτελεί τον 3΄-oligo-dT εκκινητή, ο οποίος είναι 

συμπληρωματικός με την πολυ(Α) ουρά των miRNAs, 

ROX dye η χρωστική αναφοράς, η οποία μειώνει το θόρυβο του μηχανήματος 

(θερμοκυκλοποιητή). 
 

             Προκειμένου να ελαχιστοποιηθούν τα σφάλματα,  οι αντιδράσεις για την 

ποσοτικοποίηση των miRNAs πραγματοποιήθηκαν σε duplicates, ενώ των 

mRNAs, σε triplicates. Για κάθε διαφορετικό ζεύγος εκκινητών, στην αντίδραση 

συμπεριλήφθηκε ως αρνητικό control, NTC αντίδραση που στερούνταν 

δείγματος cDNA (No Template Control).   

           Οι ειδικοί για τα  miRNAs εκκινητές σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια της 

ανάκτησης της αλληλουχίας των δύο miRNAs, από τη βάση δεδομένων 
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miRBase, ενώ οι εκκινητές των αποαδενυλασών και των δύο γονιδίων 

αναφοράς, σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια του προγράμματος PRIMER 3. Ο κάθε 

εκκινητής ελέγχθηκε ως προς την εξειδίκευση του για το αντίστοιχο cDNA-στόχο 

με Blastn. 

          Oι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν, παρατίθενται στον 

πίνακα 10.  

 
Πίνακας 10. Εκκινητές των παραγόντων που μελετήθηκαν και μέγεθος των ειδικών προϊόντων 

             

               

        To θερμικό προφίλ του κυκλοποιητή της αντίδρασης PCR για την 

ποσοτικοποίηση των δύο παραμέτρων ορίστηκε ως εξής: 

 
Πίνακας 11.  Θερμικό προφίλ ενίσχυσης miRNAs και U6 

 

Τype of reaction  Cycling conditions 

   Denaturation (1 cycle) 95 oC, 10sec  

 

Amplification (x40 cycles) 

                      95 oC, 5sec 

60 oC, 20sec 

 

Dissociation  

95 oC, 60sec 

                55 oC, 30sec 

                      95 oC, 30sec 

  

 

 

 

 

 

PARN 
 

FORWARD 
GCACAACCGATTTTTCCACT Product size: 

212bp 
 

REVERSE 
CTCTTGTGAGGCCTTTCCTG 

 

CNOT6-LIKE 
 

FORWARD 
CTGAAGGGATGTGAGGGTGT 

 
 

224bp 
 

REVERSE 
TGGAAGCTCAGAAGGGAGAA 

 

 

b-actin 
 

FORWARD 
GGACTTCGAGCAAGAGATGG  

234bp 
 

REVERSE 
AGCACTGTGTTGGCGTACAG 

 

U6 snRNA 
 

FORWARD 
GGAATGACACAGTGAAGATTGG  

51bp 
 

REVERSE 
TTTCCTGTCATCCTTGCACA 

 5΄-specific 

primer 

TAGCACCATCTGAAATCGGTTA 

 
<100bp 

 5΄-specific 

primer 

TGGCAGGGAGGCTGGGAGG <100bp 

miR-29a-3p 
 
miR-1207-5p 
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Πίνακας 12. Θερμικό προφίλ ενίσχυσης mRNAs των PARN, CNOT6L και β-ακτίνης 

 

Τype of reaction  Cycling conditions 

   Denaturation (1 cycle) 95οC, 3min 

 

      Amplification (x40 cycles) 

95οC, 3sec 
60οC, 30sec 
72οC, 11sec 
95οC, 1min 

 

55 oC, 30sec 

                           

  

95 oC, 30sec 

                 

 

 

           Η ανάλυση των δεδομένων μετά την ενίσχυση των δειγμάτων έγινε με τη 

βοήθεια του προγράμματος ΜxPro. 

 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

 Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis kit (Clontech) 

 K-SYBR® qRT-PCR kit (Kapa) 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Dissociation 

              (1 cycle)               25οC, 3min 

 
               (1 cycle) 
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3.7 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της qRT-PCR σε πηκτή αγαρόζης   
 

Mετά την πραγματοποίηση των qRT- PCR και την ανάλυση των 

δεδομένων με τη βοήθεια του προγράμματος ΜxPro, η επιβεβαίωση των ειδικών 

προϊόντων της PCR έγινε με ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πηκτή αγαρόζης. 

Η ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR στις οποίες έγινε ενίσχυση των mRNAs 

των αποαδενυλασών PARN και CNOT-LIKE, έγινε σε πηκτή αγαρόζης 1,5%, 

ενώ των προϊόντων PCR στις οποίες έγινε ενίσχυση των miRNAs, έγινε σε πηκτή 

αγαρόζης 4%.  To ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση των νουκλεϊκών 

οξέων που χρησιμοποιήθηκε είναι το TAE 1x, με εφαρμογή  ηλεκτρικού πεδίου 

120V και παρακολούθηση του μετώπου των χρωστικών που ενυπάρχουν στο 

loading buffer. 

 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

 TAE 50x: Tris base 24,2% v/w, ακετοξικό οξύ 5,71% w/w, EDTA 0,05M, 

pH 8,6 

 

 Loading buffer 6x: Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, 

Γλυκερόλη 60%, EDTA 60mM 

 

 Αγαρόζη (Sigma) 

 DNA μοριακός μάρτυρας 100 bp (Fermentas) 

 Midori Green DNA stain (Nippon Genetics) 

 Bromophenol blue (Rasearch Organics) 

 Xylene Cyanol (Μerck) 

 Γλυκερόλη  (Panreac) 

 ΕDTA (Merck) 

 Tris (Merck) 

 Ακετοξικό οξύ (Μerck) 
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3.8 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blotting) 
 

SDS-PAGE 
 

Για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών των υπό ανάλυση δειγμάτων, 

πραγματοποιήθηκε  ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σε πήκτωμα πολυακριλαμιδίου 

δύο φάσεων (SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Η μία φάση του 

πηκτώματος αποτελεί το Stacking gel (5%), στην οποία έγινε φόρτωση των 

δειγμάτων των πρωτεϊνών και το «πακετάρισμά» τους στο ίδιο ύψος 

προκειμένου όλες οι διαδρομές να τρέξουν σύγχρονα. Τη δεύτερη φάση αποτελεί 

το πήκτωμα διαχωρισμού ή separating gel (10%), όπου οι πρωτεΐνες 

διαχωρίστηκαν ανάλογα με το μοριακό τους βάρος, κάτω από εφαρμογή  

ηλεκτρικού πεδίου. 

Η παρασκευή του διφασικού πηκτώματος  έγινε σύμφωνα με τα 

συστατικά των παρακάτω πινάκων 13 και 14 (Lab Faqs-Roche): 

 
    Πίνακας 13. Stacking gel 5% 

 

   

      Πίνακας 14.  Separating gel 10% 

 

  

        Προσθέτουμε τελευταίους τους καταλύτες APS και TEMED προκειμένου για 

την πήξη των πηκτωμάτων. 

         Το ίζημα πρωτεϊνών που λήφθηκε μετά από απομόνωση των πρωτεϊνών με 

το miNucleoSpin® miRNA kit, διαλυτοποιήθηκε σε SDS 1% υπό θέρμανση του 

διαλύματος στους 55 °C για 5min και ακολούθησε προσθήκη loading buffer 4x, 

προκειμένου να έχουμε συγκέντρωση 1x στο τελικό πρωτεϊνικό διάλυμα. 

Προκειμένου να γίνει αναγωγή των δισουλφιδικών δεσμών και διαχωρισμό των 

πρωτεϊνών, χωρίς διάσπαση του πεπτιδικού δεσμού, ακολουθεί βρασμός των 
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δειγμάτων στους 95 °C για 5min. Μετά από πλήρη διαλυτοποίηση των 

δειγμάτων, έγινε εμβάπτιση του πηκτώματος σε running buffer 1x μέσα στη 

συσκευή ηλεκτροφόρησης και φόρτωση των δειγμάτων στο πήκτωμα. Οι 

ποσότητες των δειγμάτων που φορτώθηκαν, υπολογίστηκαν βάσει της 

καμπύλης Bradford που κατασκευάστηκε (βλ. παράρτημα). Η ηλεκτροφόρηση 

των δειγμάτων έγινε με εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου στα 120V, ενώ ο χρόνος 

εφαρμογής προσδιορίστηκε με βάση την παρακολούθηση του μετώπου της 

διαδρομής της χρωστικής που ενυπάρχει στο loading buffer (bromophenol blue). 

 

Ανοσοαποτύπωση-Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών 
 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης των πρωτεϊνών και διαχωρισμό τους 

ανάλογα με το μοριακό τους βάρος, ακολουθεί ηλεκτρομεταφορά των 

πρωτεϊνών από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη PVDF,  είναι γνωστή 

ως Western blotting. Η ηλεκτρομεταφορά βασίζεται στο γεγονός ότι τα 

σύμπλοκα πρωτεϊνών-SDS που είναι αρνητικά φορτισμένα, μετακινούνται με την 

εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου προς την άνοδο, εξέρχονται από την πηκτή και 

καθηλώνονται στη μεμβράνη λόγω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Μετά το 

πέρας της ηλεκτροφόρησης, η μεμβράνη και η πηκτή μεταφέρονται σε 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (Transfer buffer). Στην περίπτωση της PVDF 

μεμβράνης προηγείται ένα στάδιο ενεργοποίησής της με εμβάπτιση της 

μεμβράνης σε  μεθανόλη 100% πριν βυθιστεί στο διάλυμα μεταφοράς. 

Η τοποθέτηση του gel και της μεμβράνης στη συσκευή 

ηλεκτρομεταφοράς (χρησιμοποιήθηκε Semidry Transfer System για τις ανάγκες 

της παρούσας εργασίας) γίνεται ανάμεσα σε δύο ζεύγη από χαρτιά Whatman, 

με τη μεμβράνη προσανατολισμένη στο θετικό πόλο και την πηκτή στον 

αρνητικό (Εικόνα 43). Η επαφή μεταξύ της πηκτής και της μεμβράνης πρέπει να 

είναι άμεση χωρίς την παρεμβολή φυσαλίδων που παρεμποδίζουν τη διέλευση 

του ηλεκτρικού ρεύματος. Η μεταφορά των πρωτεϊνών στην συγκεκριμένη 

εργασία έγινε κάτω από σταθερή ένταση ρεύματος στα 270 mA, για 40 min, 

χρόνος που μπορεί όμως να διαφέρει ανάλογα με το μοριακό βάρος των 

πρωτεϊνών που πρόκειται να μεταφερθούν. Μπορούν να παρακολουθηθούν οι 

μάρτυρες που θα μεταφερθούν από την πηκτή στη μεμβράνη και να εκτιμηθεί ο 

κατάλληλος χρόνος για την κάθε περίπτωση. Παράλληλα μπορεί να τοποθετηθεί 

και δεύτερη μεμβράνη κάτω από την πρώτη, ώστε να μεταφερθούν εκεί οι 

πρωτεΐνες αν εφαρμοστεί μεγαλύτερος χρόνος ή μεγαλύτερη ένταση ρεύματος. Η 

επιβεβαίωση της μεταφοράς έγινε με βαφή της μεμβράνης PVDF με χρωστική 

Ponceau Red. Αντίστοιχα, η επιβεβαίωση της μεταφοράς όλης της ποσότητας 

πρωτεϊνών στη μεμβράνη, έγινε  με βάψιμο της πηκτής με Coomasie Brilliant Blue 

(βλ. παράρτημα).  

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/04/2024 06:07:45 EEST - 54.242.37.42



 92 

 

 
 

Εικόνα 43. Συναρμολόγηση συσκευής ηλεκτρομεταφοράς 

 

Ανοσοανίχνευση  
 

Αφού μεταφερθούν οι πρωτεΐνες στη μεμβράνη PVDF, γίνεται 

οπτικοποίησή τους με ανοσοανίχνευση. Η ανοσοανίχνευση είναι μια τεχνική που 

επιτρέπει τον εντοπισμό μιας καθηλωμένης στη μεμβράνη πρωτεΐνης με τη 

βοήθεια αντισώματος. Η τεχνική βασίζεται στο γεγονός ότι όταν η καθηλωμένη 

πρωτεΐνη-«αντιγόνο» αλληλεπιδράσει με το αντίσωμα, μπορεί να ανιχνευτεί με τη 

βοήθεια ενός δεύτερου αντισώματος, ειδικού για το πρώτο. 

           Αρχικά η μεμβράνη PVDF μετά την ηλεκτρομεταφορά  εμβαπτίζεται υπό 

ήπια ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα σε blocking buffer ώστε να 

κορεστεί η μεμβράνη από την καζεΐνη του γάλακτος, η οποία δεσμεύει τις μη 

ειδικές θέσεις πάνω στη μεμβράνη. Με αυτό τον τρόπο αποφεύγονται οι μη 

εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις της μεμβράνης με το πρώτο αντίσωμα που είναι  

ειδικό για την επιθυμητή πρωτεΐνη. Κατόπιν η μεμβράνη επωάζεται με το πρώτο 

αντίσωμα (στην προκειμένη περίπτωση ως πρώτο αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε 

ορός μετά από ανοσοποίηση κουνελιού με PARN (rabbit anti-PARN) σε αραίωση 

1:500 σε blocking buffer) υπό συνεχή ανάδευση οvernight στους 4oC. 

Ακολουθούν 6 πλύσεις της μεμβράνης με PBS-T (Washing buffer) έκαστης 15min 

υπό ανάδευση, και στη συνέχεια επώαση της μεμβράνης για 1 ώρα παρουσία 

του δευτέρου αντισώματος (φέρει ομοιοπολικά συνδεδεμένη υπροξειδάση), υπό 

ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου. Ως δεύτερο αντίσωμα στα πειράματα 

χρησιμοποιήθηκε goat anti-rabbit IgG-HRP αραιωμένο 1:10.000. Της διαδικασίας 

εμφάνισης του σήματος προηγούνται τρεις  πλύσεις της μεμβράνης με PBS-T των 

15min.  

Η ανίχνευση του ειδικού σήματος στη συνέχεια οφείλεται στο φαινόμενο 

της χημειοφωταύγειας, καθώς το δεύτερο αντίσωμα που είναι ειδικό έναντι 

rabbit IgG ανοσοσφαιρινών, μετά την προσθήκη κατάλληλου αντιδραστηρίου 

δίνει προϊόν που παράγει έντονο φως (συγκεκριμένα ως αποτέλεσμα οξείδωσης 

της λουμινόλης από την υπεροξειδάση), το οποίο αποτυπώθηκε σε 

φωτογραφικό φιλμ με τη μορφή σκοτεινής ζώνης (Εικόνα 44).  
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Εικόνα 44. Συνοπτική παρουσίαση των διαδικασιών ηλεκτρομεταφοράς, ανοσοανίχνευσης και 

εμφάνισης του σήματος. 

 

Η εμφάνιση γίνεται σύμφωνα με το πρωτόκολλο του συστήματος 

ανοσοανίχνευσης ECL Plus (Amersham). 
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Υλικά-Αντιδραστήρια 

 

 Running buffer 10x: 25mM Tris, 192mM Glycine, SDS 0,1%, 500 ml dH2O  

 Transfer buffer 1x: 10% running buffer 10x, 10% Methanol (100%), dH2O 

 Blocking buffer: 0,1% Τween, 5% γάλα, PBS 1x 

 Washing buffer (PBS-T):  0,1% Τween, PBS 1x 

 Protein Loading Buffer 4x: 1M Tris pH 6.8, 10% glycerol, 10% SDS, 5% β-

μερκαπτοαιθανόλη, 1% bromophenol blue 

 
 

 Acryl-bisacrylamide mix (Merck) 

 Tris (Merck) 

 SDS (Merck) 

 APS (Merck) 

 TEMED (Life Invitrogen) 

 Glycerol (Merck) 

 β-μερκαπτοαιθανόλη (Merck) 

 Glycine (Merck) 

 Bromophenol blue (Rasearch Organics) 

 Methanol (Merck) 

 Τween (EuroClone) 

 Γάλα σε σκόνη 

 Ponceau Red  (Sigma) 

 Rabbit anti-PARN serum (ευγενική παραχώρηση κ. A.Virtanen) 

 Goat anti-rabbit IgG-HRP (Chemicon) 

 ECL Plus (Amersham) 

 Protein ladder (Nippon Genetics) 
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3.8.1 Παράρτημα 

 
Πρότυπη καμπύλη Bradford με BSA (bovine serum albumin) 

 

 Από stock διαλύματος πρωτεΐνης BSA 2mg/ml, παρασκευάστηκαν 

διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης (0 μέχρι 2,00mg/ml) και στη συνέχεια έγινε 

επώαση των διαλυμάτων με το αντιδραστήριο Bradford για τουλάχιστον 5min 

σε θερμοκρασία δωματίου. H πρότυπη καμπύλη έγινε μετρώντας τις 

απορροφήσεις των διαλυμάτων στα 595nm με τη βοήθεια του φωτόμετρου. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 45, προκύπτει μια γραμμική σχέση με εξίσωση: 

 

Α = 0,6744 x C + 0,0536 

Όπου:  

Α η απορρόφηση του δείγματος στα 595nm, και 

C  η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού δείγματος σε mg/ml.  

 

 
 

Εικόνα 45. Πρότυπη καμπύλη πρωτεΐνης BSA με τη μέθοδο Bradford 
 

       Με τη βοήθεια της εξίσωσης που προέκυψε, υπολογίστηκε η ολική 

συγκέντρωση πρωτεϊνών στα δείγματα της πειραματικής διαδικασίας. 

 

Φωτομέτρηση δειγμάτων άγνωστης συγκέντρωσης πρωτεϊνών 

 

1) Επώαση 10μl δείγματος πρωτεΐνης σε 1ml αντιδραστηρίου Bradford για 

5min, 

2) Φωτομέτρηση των δειγμάτων στα 595nm. 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

1,4 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 

A
b

s 
59

5n
m

 

[BSA] (mg/ml)  

Σειρά1 

Γραμμική (Σειρά1) 
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Χρώση πηκτής με Coomasie Brilliant Blue: 

 

1) Εμβάπτιση πηκτής πολυακρυλαμιδίου μετά την ηλεκτρομεταφορά των 

πρωτεϊνών σε 50ml ακετοξικό οξύ 10%  

2) Βρασμός (σε φούρνο μικροκυμάτων) μέχρι να παρατηρήσουμε την 

ανάπτυξη φυσαλίδων 

3) Απομάκρυνση οξικού οξέος και εμβάπτιση της πηκτής στο διάλυμα 

βαφής (staining buffer).  

4) Βρασμός 

5) Ανάδευση υπό το staining buffer για 5min σε θερμοκρασία δωματίου 

6) Απομάκρυνση περίσσειας του staining buffer με ξέπλυμα της πηκτής με 

απεσταγμένο dH2O. 

7) Εμβάπτιση πηκτής σε 50ml ακετοξικό οξύ 10%  

8) Βρασμός 

9) Εμβάπτιση πηκτής σε νέο ακετοξικό οξύ 10%  

10) Ανάδευση έως ότου γίνει απομάκρυνση περίσσειας της βαφής. 

 

       Αν μετά τη βαφή της πηκτής, παρατηρηθούν κυανές ζώνες, σημαίνει ότι στην 

πηκτή έχει παραμείνει μέρος της ποσότητας των πρωτεϊνών, οπότε δεν έγινε 

πλήρης ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών στη μεμβράνη PVDF. 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

 Staining buffer: 0,1% Coomasie brilliant blue, 20% MethOH, 0,5% ακετοξικό 

οξύ 

 Destaining buffer: 10% MethOH, 10% ακετοξικό οξύ 

 

 Quick StartTM Βradford 1x Dye Reagent (BioRad) 

 Coomasie Brilliant Blue (Fluka) 

 Ακετοξικό οξύ (Μerck) 

 Methanol (Merck) 
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3.9 Ανοσοκατακρήμνιση RNA (RNA-IP) με αντίσωμα έναντι της 

PARN  
 

H RNA-ανοσοκατακρήμνιση είναι μια τεχνική βασισμένη σε αντίσωμα, η 

οποία χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό αλληλεπιδράσεων μεταξύ μορίων 

RNA και RNA-προσδενόμεων πρωτεϊνών (RNA-binding proteins,RBP) in vivo, 

μέσω ανοσοκατακρήμνισης της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος, η οποία βρίσκεται σε 

σύμπλοκο με το RNA που έχει προσδέσει (Εικόνα 46). Mε αυτό τον τρόπο, 

μπορούμε να ανιχνεύσουμε αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης και προσδεόμενων 

μορίων RNA (mRNA, μη κωδικά μόρια RNA, όπως είναι τα  miRNAs, RNA ιών 

κ.λπ.), τα οποία μπορούν να ανιχνευτούν στη συνέχεια με Real Time PCR, 

μικροσυστοιχίες ή αλληλούχιση. 

Στην περίπτωσή μας το ενδιαφέρον στρέφεται γύρω από την 

αποαδενυλάση PARN, η οποία είναι γνωστό ότι ελέγχει τη γονιδιακή έκφραση 

μέσω πρόσδεσης και αποικοδόμησης μέσω αποαδενυλίωσης mRNA 

μεταγράφων.  Μπορούμε με αυτό τον τρόπο να εξετάσουμε τις άμεσες 

αλληλεπιδράσεις της αποαδενυλάσης με τα mRNA που ρυθμίζει μέσω RNA-

ανοσοκατακρήμνισης της πρωτεΐνης και στη συνέχεια με την υποβολή του 

δείγματος σε RT-PCR για εξέταση συγκεκριμένων mRNA αλλά και  miRNAs.  

 

Πρωτόκολλο ανοσοκατακρήμνισης RNA: 
 

Το πρωτόκολλο της RNA-ανοσοκατακρήμνισης που χρησιμοποιήσαμε 

(το οποίο και ανακτήθηκε από τους Khalila et al. 2009, Hendrickson et al. 2009, 

Hendrickson et al. 2008 και Rinn et al. 2007), αποτελείται από πολλαπλά 

διαδοχικά βήματα, όπως φαίνονται συγκεντρωτικά στην εικόνα 46. 

 

 

Εικόνα 46. Συγκεντρωτικά τα βήματα της RNA-ανοσοκατακρήμνισης 
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Οι διεργασίες που πραγματοποιούνται σε κάθε βήμα, παρατίθενται 

λεπτομερώς παρακάτω. 

 

A) Συλλογή των κυττάρων μετά από μονιμοποίηση του συμπλόκου RNA-

πρωτεΐνης (Cross-linking) 

 

Η διαδικασία της συλλογής γίνεται σε απαγωγό καθέτου νηματικής ροής, και 

περιλαμβάνει τα εξής βήματα: 

 

1) Προσθήκη 75μl φορμαλδεΰδης σε Τ75 flask που περιέχει ΝCI-H520 

κύτταρα σε πληρότητα 95-100%. Επώαση 20min υπό ανάδευση. 

2) Προσθήκη 1Μ Γλυκίνης (1,25ml) στη φλάσκα. Επώαση 5min υπό 

ανάδευση. 

3) Πλύση της φλάσκας με 10ml κρύο PBS (δύο φορές). 

4) Με ένα scraper απομακρύνουμε τα κύτταρα από το ταπήτιο, 

προσθέτουμε 5ml κρύο PBS και μεταφέρουμε το διάλυμα των κυττάρων 

σε φάλκον των 15ml. 

5) Ξεπλένουμε τη φλάσκα με λίγα ml PBS για να συλλέξουμε όλα τα 

κύτταρα και μεταφέρουμε στο φάλκον. 

6) Φυγοκέντρηση του διαλύματος στα 1.000g για 5min, στους 4 °C. 

7) Aπομάκρυνση υπερκειμένου. 

 

Β) Απομόνωση και λύση πυρήνων  

 

1) Επαναδιάλυση του ιζήματος των κυττάρων που έχουμε συλλέξει, σε 6ml 

ddH2O, 2ml PBS και 2ml Nuclear isolation buffer (βλ. Υλικά-
Αντιδραστήρια). 

2) Επώαση 20min υπό ανάδευση, στους 4 °C. 

3) Καθίζηση των πυρήνων με φυγοκέντρηση του διαλύματος στα 2.500g για 

15min, στους 4 °C. 

4) Μεταφέρουμε το υπερκείμενο, το οποίο αποτελεί το κυτταροπλασματικό 

κλάσμα σε δύο φάλκον των 15ml και φυλάσσουμε στους 4 °C. 

5) Επαναδιάλυση του ιζήματος των πυρήνων σε 1ml RIP buffer (βλ. Υλικά-
Αντιδραστήρια) και διαχωρισμό σε δύο tubes. 

6) Ομογενοποίηση του πυρηνικού κλάσματος με τη βοήθεια ομογενοποιητή 

τύπου «γουδί». 

7) Καθίζηση πυρηνικών μεμβρανών και υπολειμμάτων με φυγοκέντρηση 

του διαλύματος στα 20.000g για 10min, στους 4 °C. 

8) Μεταφορά υπερκειμένου σε νέο tube. Κρατάμε και 10μl από κάθε 

κλάσμα, το οποίο θα χρησιμοποιηθεί ως δείγμα αναφοράς στην RT-PCR 

(το οποίο ονομάζουμε Reference extract). 
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Γ) Συγκατακρήμνιση της πρωτεΐνης PARN και προσδεδεμένου σε αυτήν RNA 

 

9) Επώαση των κυτταροπλασματικών και των πυρηνικών κλασμάτων με 

anti-PARN αντίσωμα (10μl) που υπάρχει σε ορό από ανοσοποιημένο 

κουνέλι με το αντίσωμα της  PARN, για 1h υπό ανάδευση στους 4 °C. Ως 

control χρησιμοποιήθηκαν τα δύο κλάσματα τα οποία επωάστηκαν σε 

ορό κουνελιού (10μl) που λήφθηκε πριν την ανοσοποίηση του ζώου με 

την πρωτεΐνη PARN (pre-immune). 

10) Προκειμένου να γίνει καταβύθιση του συμπλόκου που προέκυψε, RNA– 

PARN–anti-PARN αντίσωμα, στο διάλυμα προστέθηκαν σφαιρίδια 

πρωτεΐνης Α (Protein A Beads) (Εικόνα 47). 

 

 
Εικόνα 47. Σύμπλοκο RNA μορίου – RNA-συνδεόμενης πρωτεΐνης – Protein A 

 

11) Ενεργοποίηση της Protein A (pre-clearing) προηγήθηκε της εφαρμογής 

της στα κυτταρικά κλάσματα.  

Η διαδικασία ενεργοποίησης ενέχει τα εξής βήματα: 

 

α) Προσθήκη RIP buffer στην Protein A (50μl Protein A/ κυτταρικό 

κλάσμα) 

 β) Φυγοκέντρηση του διαλύματος στα 10.000g για 30sec, στους 4 °C. 

 γ) Απομάκρυνση υπερκειμένου. 

 δ) Επανάληψη τα βήματα β) και γ) 

 ε) Επαναδιάλυση των σφαιριδίων της Protein A σε 200μl RIP buffer. 

 

12) Επώαση των κλασμάτων σε 50μl της ενεργοποιημένης Protein A για 1h 

υπό ανάδευση στους 4 °C. 

13) Καθίζηση των σφαιριδίων της Protein A μαζί με το σύμπλοκο RNA– 

PARN–anti-PARN αντίσωμα (εικόνα), με φυγοκέντρηση του 

διαλύματος στις 2.500rpm για 30sec, στους 4 °C. 

14) Απομάκρυνση του υπερκειμένου. 

15) Επαναδιάλυση ιζήματος σε 0,5ml RIP buffer. 

16) Δύο επαναλήψεις των βημάτων 13, 14 και 15, με την τελευταία 

επαναδιάλυση του ιζήματος να είναι σε 0,5ml κρύο PBS. 
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17) Φυγοκέντρηση του διαλύματος στις 2.500rpm για 30sec, στους 4 °C. 

 

Δ) Έκλουση RNA 

 

1) Προσθήκη στο ίζημα 120μl Elution buffer (βλ. Υλικά- Αντιδραστήρια). 

Επώαση υπό ανάδευση για 15min στους 30 °C. 

2) Φυγοκέντρηση στα 2.000g για 1min, στους 4 °C. 

3) Μεταφορά υπερκειμένου σε νέο tube. 

4) Προσθήκη 120μl Φαινόλης-Χλωροφορμίου. 

5) Ανακινούμε και φυγοκεντρούμε στις 13.000rpm για 5min, στους 4 °C. 

6) Μεταφέρουμε την υδατική φάση που σχηματίστηκε, και η οποία 

περιέχει το  RNA σε νέο tube. 

7) Προσθήκη 750μl EtOH 100% 10μl NaCl 5M προκειμένου για την 

καθίζηση του RNA. 

8) Φυγοκέντρηση στα 13.000rpm  για 5min, στους 4 °C. 

9) Απομακρύνουμε προσεκτικά το υπερκείμενο και αφήνουμε το ίζημα 

RNA να αφυδατωθεί. 

10) Επαναδιάλυση  RNA σε ddH2O  και επώαση για 5min στους 55°C. 

11) Σύνθεση cDNA από το δείγμα του RNA που ανακτήθηκε (βλ. Τwo step 
Real Time PCR). 

12) Τα τέσσερα δείγματα που προέκυψαν είναι έτοιμο για να υποβληθεί σε 

RΤ-PCR για την ενίσχυση επιλεγμένων mRNA/miRNAs. 

 

 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

 Nuclear isolation buffer: 1.28 M sucrose, 40 mM Tris-HCl pH 7.5, 20 mM 

MgCl2, 4% Triton X-100 

 RIP buffer: 150 mM KCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 

100 U/ml RNAase inhibitor, Protease inhibitors  

 Elution buffer: SDS 1%, 100mM NaHCO3 

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

      Na2HPO4, 1.47mM KH2PO4 

                                         

 Φορμαλδεΰδη (Panreac) 

 Γλυκίνη (Serva) 

 Rabbit anti-PARN serum (ευγενική παραχώρηση κ. A.Virtanen) 

 pre-immune serum (ευγενική παραχώρηση κ. A.Virtanen) 

 Protein A (Acris) 

 Φαινόλη-Χλωροφόρμιο (Sigma) 

 Sucrose (Riedel de Haen) 

 Tris (Merck) 

 HCl (Merck) 
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 MgCl2 (Merck) 

 Triton X-100 (Merck) 

 KCl (Merck) 

 EDTA (Merck) 

 DTT (Merck) 

 RNAase inhibitor (Takara) 

 Protease inhibitors (Roche) 

 SDS (Merck) 

 NaHCO3 (Merck) 

 NaCl (Merck) 

 NaCl (Merck) 

 KCl (Merck) 

 Na2HPO4 (Merck) 

 KH2PO4 (Merck) 
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4. AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

4.1 Επίδραση αποσιώπησης των αποαδενυλασών PARN και 

CNOT6-LIKE στην έκφραση miRNAs 
 
         Αρχικά έγινε διαμόλυνση της PARN και CNOT6-LIKE (CNOT6L), τόσο 

ανεξάρτητα όσο και ταυτόχρονα, σε καρκινικά κύτταρα NCI-H520. Για το 

σκοπό αυτό έγινε διαμόλυνση με πέντε διαφορετικά shRNAs έναντι κάθε 

αποαδενυλάσης. Το σχετικό πρωτόκολλο διαμόλυνσης περιγράφεται στην 

ενότητα 3.2. Η επιλογή των κυττάρων που έλαβαν το πλασμίδιο έγινε με 

πουρομυκίνη, ενώ τα κύτταρα συλλέχθηκαν 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση, κατά 

τις οποίες επιτυγχάνεται η μέγιστη αποσιώπηση. Ως μάρτυρες της 

αποτελεσματικότητας και της εξειδίκευσης της διαμόλυνσης χρησιμοποιήθηκαν 

κύτταρα που διαμολύνθηκαν με πλασμίδιο που έφερε μία αλληλουχία shRNA, η 

οποία δεν στοχεύει κανένα γνωστό  mRNA των θηλαστικών (Mock shRNA, 

ΜSH), για να αποκλειστεί το ενδεχόμενο οι όποιες μεταβολές στα επίπεδα 

έκφρασης των αποαδενυλασών να οφείλονται στην καθ’ αυτή διαδικασία της 

διαμόλυνσης.  

Προέκυψαν έτσι, πέντε διαφορετικά δείγματα κυττάρων: 

 

1) Control (WT): Κύτταρα αγρίου τύπου NCI-H520 

2) MSH: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA, το οποίο δεν 

στοχεύει κανένα γνωστό mRNA των θηλαστικών 

3) T-PΝ: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA έναντι της PARN 

4) T-C6L:  Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με shRNA έναντι της CNOT6L  

5) T-PN/T-C6L: Κύτταρα NCI-H520 όπου έγινε διπλή διαμόλυνση με 

shRNAs έναντι της PARN  και της CNOT6L. 

 

    Στη συνέχεια, από τα παραπάνω δείγματα κυττάρων, έγινε απομόνωση 

ολικού RNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο που περιγράφεται στο ενότητα 3.3 . 

Στα πλαίσια συνεργασίας με το Εργαστήριο Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας του 

RNA (Laboratory of RNA Biology and Biotechnology, CIBIO) του πανεπιστημίου 

του Τρέντο (Ιταλία), τα εκχυλίσματα RNA που ανακτήθηκαν, χρησιμοποιήθηκαν 

για την ανάλυση των επιπέδων των miRNAs, με τη χρήση του SurePrint G3 

Human v16 miRNA 860K Microarray Kit (βλ. ενότητα 3.4).  
Η αλλαγή στην έκφραση των miRNAs, κανονικοποιήθηκε με το πρότυπο 

έκφρασής τους στα κύτταρα ΜSH, στα οποία δεν παρατηρήθηκε σημαντική 

αλλαγή σε σχέση με τα WT κύτταρα. Για κάθε δείγμα, πραγματοποιήθηκαν έξι 

επαναλήψεις υβριδοποίησης (εκτός του δείγματος T-C6L, όπου η μία επανάληψη 

δεν κρίθηκε επιτυχής και δεν εξετάστηκε στην ανάλυση των δεδομένων). Το 

πρότυπο έκφρασης των  miRNAs αποτυπώνεται στους χάρτες θερμότητας. 

Ενδεικτικά, στην εικόνα 48, παρουσιάζεται ο χάρτης θερμότητας μερικών εξ’ 

αυτών των miRNAs. 
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Εικόνα 48. Χάρτης θερμότητας. Με κόκκινο χρώμα υποδεικνύονται τα miRNAs που εκδηλώνουν 

πρότυπο υπερέκφρασης, ενώ με μπλε χρώμα αυτά που εκδηλώνουν πρότυπο υποέκφρασης 

 

Στη συνέχεια,  υπολογίστηκε ο μέσος όρος του σήματος για κάθε miRNA, 

και κατασκευάστηκε η καμπύλη κατανομής του προτύπου έκφρασής τους για  

κάθε δείγμα (Εικόνα 49). Οι τιμές του σήματος στις καμπύλες κατανομής, 

φαίνεται να μετατοπίζονται προς το άνω μέρος των γραφημάτων, 

υποδεικνύοντας μια γενική αυξορύθμιση των  επιπέδων των miRNAs μετά από 

αποσιώπηση των αποαδενυλασών. 
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Εικόνα 49. Καμπύλες κατανομής της έκφρασης των miRNAs, μετά από αποσιώπηση των 

αποαδενυλασών PARN και CNOT6L.  
 

 

Διαφορικά εκφρασμένα miRNAs μετά από αποσιώπηση PARN και 

CNOT6L 
 

     Για την ομαδοποίηση διαφορικά εκφρασμένων miRNAs, επιλέχθηκαν 

miRNAs που δείχνουν μια αναλογία log2>0,6 (δηλαδή υπερέκφραση 1,5-fold) 

και/ή log2 <-0,6 (υποέκφραση 1,5-fold) σε τουλάχιστον μία υβριδοποίηση. Ο 

χάρτης θερμότητας μερικών εξ’ αυτών των miRNAs φαίνεται στην εικόνα 50, ενώ 

στο διαγράμματα Venn της εικόνας 51, εκτίθενται τα miRNAs, των οποίων η 

έκφραση αυξάνεται (πάνω) ή μειώνεται τουλάχιστον 1,5 φορά (κάτω), κατά την 

αποσιώπηση των αποαδενυλασών PARN και CNOT6L, ή στο διπλά 

αποσιωπημένο δείγμα. 
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Εικόνα 50. Χάρτης θερμότητας της έντασης των miRNAs μετά από αποσιώπηση των PARN και 

CNOT6L. 

 

 
Εικόνα 51. Διαγράμματα Venn, στα οποία αναπαριστώνται: πάνω τα miRNAs με αυξημένη    

έκφραση (1,5 fold) και κάτω αυτά με μειωμένη έκφραση (1,5 fold). 
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Τέλος, έγινε ανάλυση της γενωμικής περιοχής που περιβάλλει τα 

διαφορικά εκφρασμένα και τα υπερεκφρασμένα miRNAs, και τα ποσοστά της 

κάθε γενωμικής περιοχής που προέκυψαν, συγκρίθηκαν με αυτά από ανάλυση 

της γενωμικής περιοχής όλων των  miRNAs του γονιδιώματος (miRNome). Τα 

σχετικά ποσοστά των τριών ομάδων miRNAs, σκιαγραφούνται στα 

διαγράμματα τύπου «πίτας» στις εικόνες 52 και 53. 

 

 
Εικόνα 52. Γενετικοί τόποι των διαφορικά και των υπερεκφρασμένων miRNAs 

 

Από τις εικόνες αυτές, προκύπτει ότι ένα μεγάλο ποσοστό των miRNAs 

προκύπτουν από γενωμικές περιοχές εντός γονιδίων (29-37%). Εντύπωση 

προκαλεί το γεγονός ότι το μεγαλύτερο ποσοστό (45-50%) αποτελείται από 

miRNAs που έχουν τον γενετικό τους τόπο μέσα σε ιντρόνια γονιδίων 

(mirtrons).  

 

 
Εικόνα 53. Γενετικοί τόποι ολόκληρου του miRNome του κυττάρου 
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4.2 Ο συνδυασμός των μικροσυστοιχιών με in silico  μεθόδους 

πρόβλεψης miRNAs, καταδεικνύει τα προς εξέταση miRNAs 

 
         Προκειμένου να επιλεγούν συγκεκριμένα miRNAs και να εξεταστούν ως 

προς την αλληλεπίδρασή τους με τις αποαδενυλάσες PARN και CNOT6L PARN 

και CNOT6L, τα αποτελέσματα των μικροσυστοιχιών, οι οποίες κατέδειξαν 

έναν σημαντικό αριθμό miRNAs με απορρυθμισμένο πρότυπο έκφρασης μετά 

την αποσιώπηση των δύο αποαδενυλασών, συνδυάστηκαν με μεθόδους in 
silico  πρόβλεψης για miRNAs τα οποία εν δυνάμει στοχεύουν την PARN και/ή 

την  CNOT6L. Οι αρχές της πρόβλεψης και τα επιμέρους υπολογιστικά 

προγράμματα που χρησιμοποιήθηκαν, περιγράφονται στο ενότητα 3.4.  

       Από τον συνδυασμό αυτό προέκυψαν δύο miRNAs, τα ανθρώπινα hsa-

miR-29a-3p και hsa-miR-1207-5p, τα οποία ήταν κοινά στα αποτελέσματα 

τριών υπολογιστικών μεθόδων και των μικροσυστοιχιών (Εικόνα 54),  και  τα 

οποία εξετάσαμε στο παρόν πείραμα. 

 

 
  

 

 

 

Εικόνα 54. Διάγραμμα Venn, όπου φαίνονται τα κοινά miRNAs από τις μικροσυστοιχίες και τις 

μεθόδους in silico πρόβλεψης miRNAs. 

 

4.3 Υπερέκφραση επιλεγμένων miRNAs και έλεγχος των επιπέδων 

των αποαδενυλασών PARN και CNOT6L 
 
           Προκειμένου να διερευνηθεί η αλληλεπίδραση τα δύο miRNAs που 

προέκυψαν, ως προς την αλληλεπίδρασή τους με τις αποαδενυλάσες  PARN και 

CNOT6-LIKE, ακολούθησε υπερέκφρασή τους και έλεγχος των επιπέδων των 

δύο αποαδενυλασών με qRT-PCR.  

         Τα miR-29a-3p και miR-1207-5p υπερεκφράστηκαν σε καρκινικά κύτταρα 

NCI-H520, ξεχωριστά κάθε φορά, μέσω εισαγωγής πλασμιδίων pSP65-U1C, στα 

οποία είχαν κλωνοποιηθεί τα δύο miRNAs.   

hsa-miR-29a-3p 
hsa-miR-1207-5p 
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Η υπερέκφραση των δύο miRNAs επιβεβαιώθηκε με ποσοτικοποίηση των 

επιπέδων τους με  qRT-PCR όπως φαίνεται στις παρακάτω εικόνες:  

 

 
 

 

 

 

 
 
 

Εικόνα 55. Επίπεδα του miR-29a-3p μετά από υπερέκφρασή του σε κύτταρα NCI-H520.  Τα 

κύτταρα διαμολύνθηκαν με 300, 500 και 1000ng πλασμιδίου για 48 και 72h, και τα αποτελέσματα 

δείχνονται σε μορφή στηλών, όπως ανακτήθηκαν από το διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 

Ως control, αποτέλεσαν κύτταρα NCI-H520 αγρίου τύπου. 

 

 

 
 

Υπερέκφραση των miR-29a-3p και miR-1207-5p 

  Control                 48h/300ng              48h/500ng            48h/1000ng 

 

Control                 48h/750ng               72h/300ng            72h/750ng               

Επίπεδα miR-29a-3p  

Επίπεδα miR-1207-5p   
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Εικόνα 56. Επίπεδα του miR-1207-5p μετά από υπερέκφρασή του σε κύτταρα NCI-H520.  Τα 

κύτταρα διαμολύνθηκαν με 300 και 750 ng πλασμιδίου για 48 και 72h, και τα αποτελέσματα 

δείχνονται σε μορφή στηλών, όπως ανακτήθηκαν από το διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 

Ως control, αποτέλεσαν κύτταρα NCI-H520 αγρίου τύπου. 

 

Επίδραση της υπερέκφρασης του miR-29a στα επίπεδα mRNA της PARN 
  

 
 

 
Εικόνα 57. Επίπεδα της αποαδενυλάσης PARN σε επίπεδο mRNA μετά από υπερέκφραση του miR-

29a-3p σε κύτταρα NCI-H520, τα οποία ανακτήθηκαν από το διάγραμμα Relative Quantitive Chart. Ως 

control χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα NCI-H520 τα οποία διαμολύνθηκαν με άδειο πλασμιδιακό φορέα, 

MV. 

 

 
Εικόνα 58. Dissociation Curve: Διάγραμμα διάστασης σήματος φθορισμού. Οι καμπύλες με μέγιστη 

ένταση φθορισμού σε θερμοκρασία 82 οC  αντιπροσωπεύει τα προϊόντα από τα κύτταρα στα οποία 

έγινε υπερέκφραση του miR-29a-3p, ενώ η  δεύτερη καμπύλη με μέγιστη ένταση φθορισμού σε 
θερμοκρασία 87οC, αντιστοιχεί στα προϊόντα της β-ακτίνης, η οποία χρησιμοποιήθηκε ως    

εσωτερικός μάρτυρας. Οι κορυφές σε θερμοκρασίες μικρότερες των 75 οC αντιστοιχούν σε μη ειδικά 

προϊόντα, ενώ οι κορυφές σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 80οC αντιστοιχούν σε ειδικά  προϊόντα 

της PCR. 

               MV             48h/300ng      48h/500ng               

Επίπεδα PARN 
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* –Rn’(T)= Η πρώτη παράγωγος της ένδειξης αναφοράς φθορισμού κανονικοποιημένης με χρωστική 

πολλαπλασιασμένη με -1. 

  

Επίδραση της υπερέκφρασης του miR-29a στα επίπεδα mRNA της CNOT6L  

 

 
  
Εικόνα 59. Επίπεδα της αποαδενυλάσης CNOT6L σε επίπεδο mRNA μετά από υπερέκφραση του 

miR-29a-3p σε κύτταρα NCI-H520, τα οποία ανακτήθηκαν από το διάγραμμα Relative Quantitive 

Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα NCI-H520 αγρίου τύπου και κύτταρα NCI-H520 τα 

οποία διαμολύνθηκαν με άδειο πλασμιδιακό φορέα, MV. 

 

 

 
Εικόνα 60. Dissociation Curve: Διάγραμμα διάστασης σήματος φθορισμού. Οι καμπύλες με μέγιστη 

ένταση φθορισμού σε θερμοκρασία 82 οC  αντιπροσωπεύει τα προϊόντα από τα κύτταρα στα οποία 

έγινε υπερέκφραση του miR-29a-3p, ενώ η  δεύτερη καμπύλη με μέγιστη ένταση φθορισμού σε 

θερμοκρασία 87οC, αντιστοιχεί στα προϊόντα της β-ακτίνης, η οποία χρησιμοποιήθηκε ως    

εσωτερικός μάρτυρας. Οι κορυφές σε θερμοκρασίες μικρότερες των 75 οC αντιστοιχούν σε μη ειδικά 

προϊόντα, ενώ οι κορυφές σε θερμοκρασίες μεγαλύτερες των 80οC αντιστοιχούν σε ειδικά  προϊόντα 

της PCR. 

Control                     MV                    48h/300ng             48h/500ng               
 

Επίπεδα CNOT6L 
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* –Rn’(T)= Η πρώτη παράγωγος της ένδειξης αναφοράς φθορισμού κανονικοποιημένης με χρωστική 

πολλαπλασιασμένη με -1. 

  

4.4 Έλεγχος των επιπέδων των miR-29a-3p και miR-1207-5p μετά 

από αποσιώπηση των αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE  

 
        Στη συνέχεια έγινε το αντίστροφο πείραμα, κατά το οποίο έγινε 

αποσιώπηση των δύο αποαδενυλασών και ελέγχθηκαν τα επίπεδα των miR-

29a-3p και miR-1207-5p. H αποσιώπηση των αποαδενυλασών ήταν επιτυχής 

και ελέγχθηκε με qRT-PCR. 

 

 

 
 

Επίδραση της αποσιώπησης της PARN στα επίπεδα του miR-29a-3p   

 

 
 

Εικόνα 61. Επίπεδα του miR-29a-3p μετά από αποσιώπηση της PARN, όπως ανακτήθηκαν από το  

Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν NCI-H520 κύτταρα αγρίου τύπου και 

κύτταρα NCI-H520 τα οποία διαμολύνθηκαν με φορέα που έφερε shRNA αλληλουχία χωρίς καμία 

ομολογία με γνωστό mRNA, MSΗ.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αποσιώπηση της PARN 

 Control                 MSH               T-PARN 

Επίπεδα miR-29a   
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Επίδραση της αποσιώπησης της PARN στα επίπεδα του miR-1207-5p 

 

  
  
Εικόνα 62. Επίπεδα του miR-1207-5p μετά από αποσιώπηση της PARN, όπως ανακτήθηκαν από το  

Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν NCI-H520 κύτταρα αγρίου τύπου. 
 

 

 

 
 

       Επίδραση της αποσιώπησης της CNOT6L στα επίπεδα του miR-29a-3p 

 

 
 

Εικόνα 63. Επίπεδα του miR-29a-3p μετά από αποσιώπηση της CNOT6L, όπως ανακτήθηκαν από το  

Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν NCI-H520 κύτταρα αγρίου τύπου και 

κύτταρα NCI-H520 τα οποία διαμολύνθηκαν με φορέα που έφερε shRNA αλληλουχία χωρίς καμία 

ομολογία με γνωστό mRNA, MSΗ.   

 

  Control                                           T-PARN 

Αποσιώπηση της CNOT6L 

 Control                            MSH                              T-C6L 

Επίπεδα miR-29a   

Επίπεδα miR-1207-5p   
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      Επίδραση της αποσιώπησης της CNOT6L στα επίπεδα του miR-1207-5p 

 

 
 

Εικόνα 64. Επίπεδα του miR-1207-5p μετά από αποσιώπηση της CNOT6L, όπως ανακτήθηκαν από το  

Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν NCI-H520 κύτταρα αγρίου τύπου. 

 

 Στο σημείο αυτό θα πρέπει να τονιστεί πως για όλες τις πειραματικές 

διαδικασίες που αφορούν στο miR-29a-3p έχουν γίνει τρεις επαναλήψεις, ενώ 

όσον αφορά το miR-1207-5p, τα δεδομένα που εκτίθενται στην παρούσα 

εργασία αποτελούν μια πρώτη εκτίμηση, καθώς πραγματοποιήθηκε ως το 

παρόν, ένα μόνο πείραμα. 

 

4.5 Αλληλεπίδραση αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE 
 

Στα κύτταρα στα οποία έγινε αποσιώπηση των αποαδενυλασών, 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα της δεύτερης αποαδενυλάσης. Έτσι, αποσιωπήθηκε η 

PARN και εξετάστηκαν τα επίπεδα της CNOT6L και κατόπιν έγινε το 

αντίστροφο πείραμα. Τα αποτελέσματα δείχνουν πως τα επίπεδα της μίας 

επηρεάζονται από την αποσιώπηση της άλλης, κάτι που υπαινίσεται πιθανή 

αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο αποαδενυλασών. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Control                                         T-C6L 

   Επίπεδα miR-1207-5p   
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Έλεγχος επίδρασης της αποσιώπησης της PARN στα επίπεδα mRNA της 

CNOT6L 
 

 

 
 

Εικόνα 65. Επίπεδα CNOT6L μετά από αποσιώπηση της PARN, όπως ανακτήθηκαν από το  Relative 

Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν NCI-H520 κύτταρα αγρίου τύπου και κύτταρα NCI-

H520 τα οποία διαμολύνθηκαν με φορέα που έφερε shRNA αλληλουχία χωρίς καμία ομολογία με 

γνωστό mRNA, MSΗ.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Αποσιώπηση της PARN 

  Control                            MSH                            T-PARN 

Επίπεδα CNOT6L 
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Έλεγχος επίδρασης της αποσιώπησης της CNOT6L στα επίπεδα mRNA της 

PARN 

 

 

 
 

Εικόνα 66. Επίπεδα της PARN μετά από αποσιώπηση της CNOT6L, όπως ανακτήθηκαν από το  

Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα NCI-H520 τα οποία διαμολύνθηκαν 

με φορέα που έφερε shRNA αλληλουχία χωρίς καμία ομολογία με γνωστό mRNA, MSΗ.   
 

 

4.6 Ανοσοκατακρίμνηση RNA (RNA-IP) με αντίσωμα έναντι της 

PARN 
 

Όπως αναφέρθηκε στη εισαγωγή, τα miRNAs συνεργάζονται με τις 

αποαδενυλάσες για την εξειδικευμένη αποικοδόμηση των mRNA-στόχων. Αυτό, 

σε συνδυασμό με τα παραπάνω αποτελέσματα μας οδήγησαν να εξετάσουμε 

για πιθανή αλληλεπίδραση των αποαδενυλασών με τα miR-29a-3p και miR-

1207-5p.  Στην προσπάθειά μας να δερευνήσουμε τυχόν αλληλεπιδράσεις της 

PARN με επιλεγμένα μόρια RNA, έγινε RNA-ανοσοκατακρήμνιση της PARN, 

όπου λάβαμε κυτταρικά εκχυλίσματα με ανοσοκατακρημνισμένη την πρωτεΐνη 

της PARN μαζί με μόρια RNA με τα οποία αλληλεπιδρά άμεσα. Έτσι στα 

εκχυλίσματα που λάβαμε, εξετάσαμε την παρουσία εκτός του miR-29a, και του 

mRNA της ίδιας της PARN. Η διαδικασία της RNA-ανοσοκατακρήμνισης που 

ακολουθήσαμε περιγράφεται στην ενότητα 3.9, από την οποία ανακτήθηκαν 

τέσσερα εκχυλίσματα: δύο κυτταροπλασματικά εκχυλίσματα, από τα οποία το 

ένα αποτέλεσε το control δείγμα (δεν έγινε επώαση με αντίσωμα έναντι της 

PARN), και το δεύετερο αποτελεί το δείγμα ελέγχου, ΙΡ (όπου έγινε επώαση με 

Αποσιώπηση της CNOT6-LIKE 

 Control                             MSH                              T-C6L 

Επίπεδα PARN 
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anti-PARN αντίσωμα). Αντίστοιχα, ανακτήθηκαν δύο πυρηνικά εκχυλίσματα, το 

control και το  δείγμα ελέγχου, ΙΡ. 

 

 

 

 

 

Έλεγχος  των επιπέδων του miR-29a 

 

  

 

 

 

 
Εικόνα 67. Επίπεδα του miR-29a μετά από ανοσοκατακρήμνιση RNA με αντίσωμα έναντι της 

PARN, όπως ανακτήθηκαν από το Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν το 

κυτταροπλασματικό και το πυρηνικό εκχύλισμα NCI-H520 κυττάρων, τα οποία δεν επωάστηκαν 

με αντίσωμα έναντι της PARN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNA-IP με αντίσωμα έναντι της PARN 

     Control                IP              Control              IP 

Κυτταροπλασματικό 

εκχύλισμα 

   Πυρηνικό εκχύλισμα 

Επίπεδα miR-29a   
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Έλεγχος  των επιπέδων mRNA της PARN 

 

  

 
Εικόνα 68. Επίπεδα mRNA της PARN μετά από ανοσοκατακρήμνιση RNA με αντίσωμα έναντι 

της PARN, όπως ανακτήθηκαν από το Relative Quantitive Chart. Ως control χρησιμοποιήθηκαν 

το κυτταροπλασματικό και το πυρηνικό εκχύλισμα NCI-H520 κυττάρων, τα οποία δεν 

επωάστηκαν με αντίσωμα έναντι της PARN 

 

4.7 Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης  
 

Θα πρέπει να σημειωθεί πως τα dissociation curves όλων των 

προαναφερόμενων PCR, επέδειξαν κατανομή με ειδικά προϊόντα (κορυφή σε θ 

>80 °C), ενώ στα δείγματα ΝΤC, δεν παρατηρήθηκε καμία ενίσχυση, που 

σημαίνει ότι σε κάθε αντίδραση ενισχύθηκε μόνο το ειδικό προϊόν, χωρίς να 

υπάρχουν επιμολύνσεις με εξωνενές γενετικό υλικό ή σχηματισμός διμερών των 

εκκινητών. 

Τα ειδικά προϊόντα των PCR επιβεβαιώθηκαν με ηλεκτροφόρησή τους σε 

πηκτή αγαρόζης. Από την υπερέκφραση των miR-29a και miR-1207, έγινε 

ηλεκτροφόρηση των δεγμάτων στα οποία ενισχύθηκαν τα δύο miRNAs, αλλά 

και των αντίστοιχων στα οποία ενισχύθηκε το U6 snRNA, το οποίο αποτέλεσε το 

γονίδιο αναφοράς, και του οποίου τα επίπεδα παρέμειναν σταθερά κτά την 

υπερέκφραση. Παρακάτω παρατίθενται ενδεικτικά οι εικόνες των 

ηλεκτροφορήσεων του miR-29a και του U6 snRNA (Εικόνα 69). 

 

 

Επίπεδα PARN 
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Εικόνα 69. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR όπου ενισχύθηκε το miR-29a και το γονιδιο 

αναφοράς U6, μετά από υπερέκφραση του πρώτου. Τα ειδικά προϊόντα του  miR-29a 

αναμένονται μέχρι 100bp, λόγω ποικίλου αριθμού αδενοσίνης που εισάγονται κατά την 

πολυαδενυλίωση, βήμα που προηγείται της σύνθεσης cDNA, ενώ το ειδικό προϊόν του U6 

αναμένεται στις 51bp. 

 

Ομοίως, έγινε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων από τις PCR όπου 

ενισχύθηκαν τα mRNA των αποαδενυλασών PARN και CNOT6L, και αυτό της β-

ακτίνης. Ενδεικτικά, παρουσιάζονται οι εικόνες ηλεκτροφόρησης δειγμάτων 

όπου ενισχύθηκε το mRNA της PARN, μετά από αποσιώπησή της (Εικόνα 70) 

και το mRNA της β-ακτίνης, το οποίο αποτέλεσε το γονίδιο αναφοράς (Εικόνα 

71). 

 

 
 

Εικόνα 70. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR όπου ενισχύθηκε το mRNA της PARN στα δείγματα 

όπου έγινε αποσιώπησή της (T-PN), καθώς και στα control και MSH κύτταρα, με το ειδικό 

προϊόν να αναμένεται στις 212bp. Παρατηρούμε ότι τα επίπεδά της στο δείγμα T-PN, φαίνονται 

ελαφρώς μειωμένα σε σχέση με το control, ενώ στο δείγμα NTC, δεν υπάρχει καθόλου ειδικό 

προϊόν. 
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Εικόνα 71. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR όπου ενισχύθηκε το mRNA της β-ακτίνης στα 

δείγματα όπου έγινε υπερέκφραση του miR-1207-5p, με το ειδικό προϊόν να αναμένεται στις  

234bp.  

 

4.8 Έλεγχος της PARN σε επίπεδο πρωτεΐνης μετά από υπερέκφραση 

των επιλεγμένων miRNAs 
 

Εκτός από τον έλεγχο της PARN σε επίπεδο mRNA, έγινε και έλεγχος σε 

επίπεδο πρωτεΐνης, μετά από υπερέκφραση των miR-29a και miR-1207. Τα 

επίπεδα πρωτεΐνης ελέγχθηκαν με ανοσοαποτύπωση (Western blot). Τα 

αποτελέσματα συνοψίζονται στην Εικόνα 72, όπου παρατηρήθηκε μείωση της 

PARN, κυρίως 72h μετά από διαμόλυνση με τα δύο miRNAs (Εικόνα 72). 

 

 
 

Εικόνα 72. Έκφραση της PARN πρωτεΐνης (74kDa) μετά από υπερέκφραση του miR-29a-3p και 

miR-1207-5p σε κύτταρα NCI-H520. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν 48 και 72 ώρες μετά τη 

διαμόλυνση με τα miRs, και το πρωτεϊνικό εκχύλισμα υποβλήθηκε σε ανάλυση κατά Western με 

πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της PARN. Στο κάτω μέρος της εικόνας φαίνονται οι ζώνες από 

μη ειδική σύνδεση του αντισώματος και αποτελεί το loading control, για την επιβεβαίωση 

φόρτωσης σωστής ποσότητας των δειγμάτων ανά διαδρομή. 
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5.ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 

 
      Τα τελευταία χρόνια έχει αναδυθεί στην έρευνα ιδιαίτερα, μια ομάδα 

μικρών μη-κωδικών μορίων RNA, τα microRNAs, λόγω της συμβολής και της 

εμπλοκής των τελευταίων σε ζωτικές βιολογικές διεργασίες του κυττάρου. Tα 

miRNAs φαίνεται να αποτελούν μείζονες κυτταρικούς ρυθμιστές της γονιδιακής 

έκφρασης, μέσω στόχευσης της 3΄-UTR περιοχής των mRNA-στόχων και 

επακόλουθης πυροδότησης της αποικοδόμησης των mRNA ή καταστολή της 

μετάφρασής τους. Η αποικοδόμηση των mRNA-στόχων λαμβάνει χώρα μέσω 

του συμπλόκου γονιδιακής σίγησης RISC, αλλά και μέσω πυροδότησης από 

εξειδικευμένες 3΄-εξωριβονουκλεάσες του κυττάρου, τις αποαδενυλάσες, οι 

οποίες καταλύουν την αποικοδόμηση των mRNA, μέσω βράχυνσης της πολυ(Α) 

ουράς. Η απορρύθμιση της σταθερότητας των mRNAs μέσω των δύο αυτών 

βασικών ρυθμιστικών παραγόντων, των microRNAs και των αποαδενυλασών, 

μπορεί να οδηγήσει έτσι, σε αυξημένη σύνθεση των προϊόντων ογκογονιδίων 

ή/και μείωση των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, γεγονότα που οδηγούν στην 

ανάπτυξη του καρκίνου. Τα microRNAs έχουν συσχετιστεί με τον καρκίνο, μέσω 

απορρυθμισμένου προτύπου έκφρασής τους σε νεοπλασίες, ενώ μερικά από 

αυτά επιδεικνύουν επαναλαμβανόμενο αποτύπωμα έκφρασης σε 

συγκεκριμένους τύπους καρκίνων (Calin et al. 2004a, Calin et al. 2004b,  Lu et al. 

2005), γεγονός που ενισχύει την μελέτη τους προκειμένου να παγιωθεί ο ρόλος 

τους ως μοριακοί βιοδείκτες. Πρόσφατες μελέτες ενισχύουν περαιτέρω τον 

πιθανό ρόλο των αποαδενυλασών και των miRNAs στον καρκίνο, καθώς έχουν 

αποκαλύψει μία άμεση συσχέτιση μεταξύ των αποαδενυλασών και πρωτεϊνών 

που συνδέονται με miRNAs (Kuzuoglu-Ozturk et al. 2012, Piao et al., 2010), όπως 

επίσης και εμπλοκή των αποαδενυλασών σε οξείες λευχαιμίες (Maragozidis et al. 

2012). Επιπλέον, δύο αποαδενυλάσες, η PARN και η CNOT6-LIKE, φαίνεται να 

εμπλέκονται στον καρκίνο, μέσω ρύθμισης ογκογονιδίων.  

Πρόσφατα δείχθηκε πως η PARN δεν εμπλέκεται αποκλειστικά στη 

ρύθμιση της λειτουργίας των mRNAs, αλλά συμμετέχει και στην επεξεργασία μη-

κωδικών μορίων RNA, όπως είναι τα μικρά nucleolar RNAs (snoRNAs) και τα 

μικρά Cajal body RNAs (scaRNAs), με την αποαδενυλίωσή τους  από την PARN 

να αποτελεί σημαντικό βήμα για τον έλεγχο της αφθονίας και την ωρίμανση των 

sno/scaRNA μορίων (Berndt et al., 2012). Αυτή η σημαντική παρατήρηση 

κατέδειξε την PARN να είναι κάτι περισσότερο από μια αποαδενυλάση η οποία 

εξελίχθηκε για τον έλεγχο των ευκαρυωτικών mRNA, και ότι μπορεί να 

εμπλέκεται και σε άλλες κυτταρικές διεργασίες, όπως η βιογένεση μη-κωδικών 

μορίων RNA. 

 Η πιθανή εμπλοκή της PARN σε διεργασίες όπως είναι η καρκινογένεση 

διαφαίνεται και από δεδομένα που υποστηρίζουν πως αυτή ρυθμίζεται από  

ARE-συνδεόμενες πρωτεΐνες, οι οποίες προσδένονται και ελέγχουν mRNAs τα 

οποία περιέχουν τα στοιχεία ARE, πολλά από τα οποία αποτελούν πρωτο-
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ογκογονίδια (π.χ. c-myc, c-fos και c-jun), αυξητικοί παράγοντες, και  ρυθμιστές 

του κυτταρικού κύκλου (Schoenberg & Maquat, 2012, Wilusz et al., 2001, Wu & 

Brewer, 2012,Lai et al., 1999, 2000,2003).   

Παράλληλα με τα παραπάνω, η PARN μέσω της ενεργότητας 

αποαδενυλίωσης, συνδυασμένη με την αποσταθεροποιητική ικανότητα των 

RBPs, μπορεί να δράσει δυνητικά ως ογκοκατασταλτικός παράγοντας, 

προκαλώντας αποικοδόμηση  mRNAs που κωδικοποιούν αυξητικούς 

παράγοντες, όπως είναι η IL-8 και ο VEGF. Μια άλλη μελέτη εστίασε στην 

αλληλεπίδραση της PARN και της πρωτεΐνης CUG-BP, στην οποία δείχθηκε ότι η 

RNA-συνδεόμενη πρωτεΐνη CUG-BP στρατολογεί την αποαδενυλάση PARN 

προκειμένου να αποσταθεροποιήσει τα ογκογόνα mRNAs των c-fos και TNF-

alpha (Lai et al. 2003, Suswam et al. 2008, Chou, et al. 2006, Tran, et al. 2003, 

Moraes et al. 2006). 

Η CNOT6L φαίνεται να εμπλέκεται στον καρκίνο με ποικίλους τρόπους. 

Έχει δειχθεί ότι επάγει την αύξηση σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών, μέσω της 

δραστικότητας αποαδενυλίωσης και προτείνεται ότι αποτελεί πρωτο-

ογκογονίδιο (Morita et al. 2007). Σε φυσιολογικές συνθήκες, το ένζυμο φάνηκε 

να ρυθμίζει τα επίπεδα του mRNA του p27Kip1, ενός ογκοκατασταλτικού 

παράγοντα που αναστέλλει τις κυκλινοεξαρτώμενες κινάσες Cdk, και να 

προάγει την κυτταρική ανάπτυξη. Επιπλέον, όταν κύτταρα στερούνταν την 

CNOT6L, τα επίπεδα του p27Kip1 ήταν αυξημένα, ενώ η κυτταρική αύξηση 

μειωμένη (Morita et al. 2007). Η CNOT6L μπορεί επίσης να κατασταλεί in vitro 

από μια αναγνωρισμένη αντι-πολλαπλασιαστική πρωτεΐνη, την Tob, 

ενισχύοντας προηγούμενες μελέτες σχετικά με το ότι η ενεργότητά της ως 

αποαδενυλάση, προάγει την κυτταρική ανάπτυξη (Miyasaka et al. 2008). 

Στόχος της παρούσης πειραματικής διαδικασίας είναι να μελετήσουμε την 

πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ των microRNAs και των αποαδενυλασών PARN 

και CNOT6-LIKE, προκειμένου να διερευνήσουμε την λειτουργία τους στην 

ανάπτυξη του καρκίνου. Για το σκοπό αυτό, αποσιωπήσαμε  τις αποαδενυλάσες 

PARN και CNOT6L, και εξετάσαμε την επίδραση της αποσιώπησής τους στην 

έκφραση ολόκληρου του miRNome του κυττάρου με μικροσυστοιχίες miRNA. 

Από την ανάλυση αυτή προέκυψε μία σειρά από miRNAs με διαφορική έκφραση 

μετά την αποσιώπηση. Στη συνέχεια για τα συγκεκριμένα miRNAs που 

προέκυψαν, εξετάστηκε ο κυτταρικός ρόλος τους και πιθανή εμπλοκή τους σε 

καρκίνους, στη βιβλιογραφία. Επίσης, προσδιορίστηκαν με μεθόδους in silico, οι 

πιθανοί mRNA-στόχοι τους. Για την οικογένεια hsa-miR-29, βρέθηκε τα μέλη της 

29a, 29b, και 29c να έχουν μειωμένη έκφραση στον καρκίνο του πνεύμονα,  σε 

σχέση με υγιή κύτταρα (Fabbri et al., 2007), με το miR-29a να επιδεικνύει επίσης 

απορρυθμισμένη έκφραση σε αδενοκαρκίνωμα του πνεύμονα (Lin et al., 2012). 

Παράλληλα, από την εξέταση των πιθανών στόχων των miRNAs αυτών, 

προέκυψε πως μερικά από αυτά  στοχεύουν τους ίδιους παράγοντες, οι οποίοι 

προκάλεσαν την αλλαγή της έκφρασής τους, δηλαδή την PARN ή/και την 

CNOT6L. Οι ενδείξεις ότι τα miRNAs που προκύπτουν με αυτό τον τρόπο, 

δηλαδή το miR-29a-3p και το miR-1207-5p, ίσως να εμπλέκονται μέσω 
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αλληλεπίδρασής τους με τις αποαδενυλάσες σε ογκογόνες κυτταρικές 

διεργασίες, μας έκανε να προβούμε στο επόμενο βήμα που ήταν να εξατάσουμε 

τα εν λόγω miRNAs ως προς την αλληλεπίδρασή τους με τις PARN και CNOT6L, 

μέσω υπερέκφρασής τους και έλεγχο των επιπέδων των αποαδενυλασών σε 

επίπεδο mRNA, με qRT-PCR και σε επίπεδο πρωτεΐνης με ανοσοαποτύπωμα 

(Western). 

Έτσι λοιπόν, αρχικά η υπερέκφραση των miR-29a-3p και miR-1207-5p 

επιβεβαιώθηκε με qRT-PCR με τα επίπεδα του miR-29a-3p να είναι αυξημένα 

περίπου 10 φορές πάνω, ενώ αυτά του miR-1207-5p περίπου 2 φορές πάνω. Ο  

έλεγχος των επιπέδων των PARN και CNOT6L έδειξε ότι η υπερέκφραση του 

miR-29a-3p επέφερε μείωση στα επίπεδα του mRNA της PARN κατά 90% και 

30% κατά μέσο όρο σε σχέση με τα control και με τα MV κύτταρα αντίστοιχα, 

48h μετά τη διαμόλυνση, ενώ τα επίπεδα του mRNA της CNOT6-LIKE, ήταν 

επίσης μειωμένα κατά 85% και 40% σε σχέση με τα control και με τα MV 

κύτταρα αντίστοιχα. Στο σημείο αυτό πρέπει να αναφέρουμε πως τα 

αποτελέσματα που ανακτήθηκαν από τις μικροσυστοιχίες για το πρότυπο 

έκφρασης των miR-29a-3p και miR-1207-5p, μετά από αποσιώπηση των δύο 

αποαδενυλάσων, επιβεβαιώθηκαν με ένα δεύτερο πείραμα, όπου έγινε εκ νέου 

αποσιώπηση των αποαδενυλασών PARN και CNOT6L, και ελέγχθηκαν τα 

επίπεδα των miR-29a-3p και miR-1207-5p με qRT-PCR. Η αποσιώπηση της 

PARN επέφερε αύξηση στα επίπεδα του miR-29a-3p, κατά μέσο όρο 60% και 

45% σε σχέση με τα control και MSΗ κύτταρα αντίστοιχα, ενώ στα επίπεδα του 

miR-1207-5p επέφερε αύξηση 65%  σε σχέση με τα control κύτταρα. Αντίστοιχα, 

αποσιώπηση της CNOT6L επέφερε αύξηση στα επίπεδα του miR-29a-3p κατά 

90% και 70% σε σχέση με τα control και MSΗ κύτταρα αντίστοιχα, ενώ επέφερε 

μείωση των επιπέδων του miR-1207-5p κατά 40% σε σχέση με τα control 

κύτταρα. Θα πρέπει να σημειωθεί πως τα δεδομένα που λάβαμε από τις qRT-

PCR και αφορούν το miR-29a-3p, συμφωνούν με τα αποτελέσματα που 

ανακτήθηκαν από τις μικροσυστοιχίες, όπως αυτά αναπαριστώνται στον 

σχετικό χάρτη θερμότητας και στο διάγραμμα Venn (Εικόνες 50 και 51).  

Ο έλεγχος της PARN σε επίπεδο πρωτεΐνης, μετά από υπερέκφραση των 

miR-29a και miR-1207 με ανοσοαποτύπωση, έδειξε σημαντική μείωση των 

επιπέδων της PARN, κυρίως 72h μετά από διαμόλυνση με τα δύο miRNAs. Το 

γεγονός αυτό ενισχύει την υπόθεση του πιθανού αρνητικού ελέγχου που ασκούν 

τα δύο miRNAs στην PARN, όπως φάνηκε και από τη μείωση των επιπέδων 

mRNA της, που ελέγχθηκε με qRT-PCR. Θα πρέπει να σημειωθεί πως η μέγιστη 

δράση των miR-29a και miR-1207 έναντι του mRNA της PARN παρατηρήθηκε 

48h μετά τη διαμόλυνση, ενώ έναντι της πρωτεΐνης, παρατηρήθηκε 72h μετά τη 

διαμόλυνση, γεγονός που εξηγείται λόγω σχετικής σταθερότητας των 

πρωτεϊνών, σε σχέση με τα mRNA. 

Όλα τα παραπάνω δεδομένα ενισχύουν την υπόθεση αλληλεπίδρασης 

των δύο miRNAs με τις αποαδενυλάσες, προτείνοντας τα mRNA των δύο 

αποαδενυλασών να αποτελούν στόχους των miR-29a-3p και miR-1207-5p, αλλά 

και ότι τα συγκεκριμένα miRNAs ίσως αποτελούν στόχους των PARN και 
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CNOT6L. Το τελευταίο θα μπορούσε να βασιστεί στο γεγονός ότι πολλά 

πρόδρομα miRNAs λαμβάνουν πολυ(Α) ουρές και επομένως θα μπορούσαν να 

υπόκεινται σε ρύθμιση από την PARN. Επιπλέον, μελέτες έχουν δείξει ότι μια 

οικογένεια εξωριβονουκλεασών είναι υπεύθυνη για την αποικοδόμηση miRΝΑs 

στο Arabidopsis (Ramachandran and Chen, 2008).  

 Τονίζεται πως για όλες τις πειραματικές διαδικασίες που αφορούν στο 

miR-29a-3p έχουν γίνει τρεις επαναλήψεις του πειράματος. Ωστόσο, όσον αφορά 

το miR-1207-5p, τα δεδομένα που εκτίθενται στην παρούσα εργασία αποτελούν 

μια πρώτη εκτίμηση, καθώς προς το παρόν, πραγματοποιήθηκε ένα μονό 

πείραμα. Για να βγάλουμε ασφαλή συμπεράσματα, θα πρέπει να 

πραγματοποιηθούν επιπλέον επαναλήψεις του πειράματος στο μέλλον. 

Εν συνεχεία, από τα τα δεδομένα που προκύπτουν ότι η δράση των δύο 

miRs ενορχηστρώνεται με αυτή των αποαδενυλασών, και ότι ίσως αυτά 

στοχεύουν το mRNA της PARN ή στοχεύονται από την πρωτεΐνη της PARN, και 

επιπλέον εφόσον δεν έχει εξεταστεί σε βάθος ο ρόλος της PARN στον μηχανισμό 

RNAi, έγινε προσπάθεια ελέγχου της άμεσης αλληλεπίδρασης της 

αποαδενυλάσης PARN με πιθανά μόρια RNA με ανοσοκατακρήμνιση RNA με 

αντίσωμα έναντι της PARΝ. Έτσι, σε εκχυλίσματα κυττάρων όπου έγινε 

συγκατακρήμνιση της PARN με τα προσδεδεμένα σε αυτή μόρια RNA, 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα του miR-29a-3p  και του mRNA της ίδιας της PARΝ. Τα 

αποτελέσματα που ανακτήθηκαν από τις εν λόγω qRT-PCR, μαρτυρούν την 

παρουσία του miR-29a-3p στο κυτταροπλασματκό εκχύλισμα, στο οποίο ήταν 

650% αυξημένο σε σχέση με το control του κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος. 

Αυτό που προκαλεί εντύπωση είναι ότι στο πυρηνικό εκχύλισμα το miR-29a-3p  

ήταν αυξημένo πάρα πολύ (180 φορές πάνω) σε σχέση με το control του 

πυρηνικού εκχυλίσματος. Προκύπτουν δύο δεδομένα. Πρώτον, ότι το miR-29a-

3p αλληλεπιδρά άμεσα με την PARΝ, και στο κυτταρόπλασμα, και στον πυρήνα. 

Δεύτερον, η πολύ μεγάλη αυτή διαφορά που παρατηρείται στα επίπεδα του miR-

29a μεταξύ πυρηνικού και κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος. Τα γεγονότα 

αυτά θα μπορούσαν να σημαίνουυν πως α) η PARN ρυθμίζει την ίδια της την 

έκφραση, πιθανόν μέσω ρύθμισης του miR-29a (του πιθανού ρυθμιστή της), 

και/ή ότι β) η PARN συμμετέχει με κάποιο τρόπο στον καθορισμό των επιπέδων 

του miR-29a – καθότι όπως αναφέρθηκε παραπάνω, miRNAs που φέρουν 

πολύ(Α) ουρές μποτούν να αποτελούν στόχους αποαδενυλασών 

(Ramachandran and Chen, 2008) – αλλά και στην ωρίμανσή τους, μέσω ρύθμισης 

των επιπέδων των πρόδρομων μορφών του miR-29a-3p (pri-miR και pre-miR 

μορφών), οι οποίες αφθονούν στον πυρήνα. 

           Επίσης, στα εκχυλίσματα αυτά, ελέγχθηκαν παράλληλα και τα επίπεδα 

του mRNA της ίδιας της PARΝ, το οποίο βρέθηκε αυξημένο κατά 60% στο 

πυρηνικό εκχύλισμα σε σχέση με το πυρηνικό control, ενώ στο 

κυτταροπλασματικό εκχύλισμα, δεν παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση. Τα 

δεδομένα αυτά προτείνουν έναν ρυθμιστικό ρόλο της αποαδενυλάσης έναντι του 

ίδιου της του mRNA μέσα στον πυρήνα.  
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          Από παραπάνω, διαφαίνεται μία στενή σύνδεση της PARΝ με το miR-29a-

3p αλλά και με το ίδιο της το mRNA, και πιθανόν να υπάρχει ένας κύκλος 

ανατροφοδοτικής ρύθμισης μέσω αναστολής μεταξύ της PARΝ και του miR-

29a-3p. Θα πρέπει να τονιστεί πως οι παραπάνω προτάσεις για τον ρυθμιστικό 

ρόλο της PARΝ έναντι των δύο μορίων αποτελούν υποθέσεις για διερεύνηση, και 

όχι συμπεράσματα. 

Παράλληλα με την εξέταση της αλληλεπίδρασης των δύο επιλεγμένων 

miRNAs με τις δύο αποαδενυλάσες, ελέγχθηκε και η αλληλεπίδραση των δύο 

αποαδενυλασών μεταξύ τους. Έτσι, αποσιωπήθηκε η μία κάθε φορά, και 

ελέγχθηκαν τα επίπεδα mRNA της άλλης. Από τα αποτελέσματα που πήραμε 

προκύπτει ότι η αποσιώπηση της PARN, επέφερε αύξηση στα επίπεδα της 

CNOT6L κατά 600% σε σχέση με τα control και MSH κύτταρα, ενώ κατά την 

αποσιώπηση της CNOT6L, τα επίπεδα της PARN μειώθηκαν κατά 15% σε σχέση 

με το control. Τα γεγονότα αυτό μαρτυρούν μια αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο 

αποαδενυλασών, και με δεδομένο πως η αποαδενυλίωση λαμβάνει χώρα σε δύο 

στάδια, όπου μια αποαδενυλάση (PAN2) ξεκινά την αντίδραση αφαιρώντας 

κατάλοιπα αδενοσίνης από την πολύ(Α) ουρά, και την ολοκληρώνει μια δεύτερη 

(CCR4-CAF1) λειτουργώντας πιθανόν ως ένας επιπλέον μηχανισμός ελέγχου 

(Yamashita et al., 2005),  ίσως να αποτελεί ένδειξη αλληλοεπικαλυπτόμενου 

ρόλου και ενορχηστρωμένης δράσης τους στον καρκίνο του πνεύμονα. 

 

Συμπεράσματα-Μελλοντικές προοπτικές 
 

Συμπερασματικά, από τα παραπάνω πειραματικά δεδομένα, διαφαίνεται 

μια σαφής αλληλεπίδραση μεταξύ των miR-29a-3p και miR-1207-5p και των 

αποαδενυλασών PARN και CNOT6-LIKE, τα οποία φαίνεται να 

αλληλορυθμίζονται, είτε άμεσα, είτε έμμεσα αντανακλώντας σε αλλαγές των 

προτύπων έκφρασής τους σε επίπεδο μεταγραφώματος και πρωτεΐνης. 

Προκειμένου να είμαστε σε θέση να βγάλουμε ασφαλή συμπεράσματα, 

μελλοντικές βλέψεις αποτελούν α) ο έλεγχος σίγησης των mRNA των 

αποαδενυλασών από τα miR-29a και miR-1207 με πείραμα λουσιφεράσης 

(luciferase assay), β) η δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών όπου οι PARN 

και CNOT6-LIKE θα έχουν αποσιωπηθεί (ή υπερεκφραστεί) με ακόλουθη 

εξέταση των επιπέδων των  miR-29a  και miR-1207, γ) η υποέκφραση/σίγηση 

των miR-29a και miR-1207 με τη χρήση αντινοηματικών ολιγονουκλεοτιδίων 

έναντι των δύο miRNAs (Antagomirs) και έλεγχο των επιπέδων των PARN και 

CNOT6L, και δ) ο έλεγχος των επιπέδων των πρόδρομων μορφών των miR-29a 

και miR-1207 με qRT-PCR, καθώς και των ογκογόνων παραγόντων που 

ρυθμίζονται από την PARN και CNOT6L, όπως αναφέρθηκαν στην εισαγωγή 

της ενότητας, μετά από ανοσοκατακρήμνιση RNA με αντίσωμα έναντι των δύο 

αποαδενυλασών. 

Tα αποτελέσματα της προτεινόμενης μελέτης θα μπορούσαν να 

συμβάλλουν στην πληρέστερη κατανόηση του ρόλου των miRNAs και των 

αποαδενυλασών στην παθογένεια σημαντικών νοσημάτων όπως ο καρκίνος του 
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πνεύμονα. Η ανάγκη για ανάπτυξη νέων κλινικών εργαλείων πρόγνωσης και 

διάγνωσης του καρκίνου είναι πρωταρχικής σημασίας καθώς στην πλειοψηφία 

των περιπτώσεων οι κακοήθεις όγκοι ταυτοποιούνται σε προχωρημένο στάδιο, 

με κακή πρόγνωση και μικρές πιθανότητες επιτυχούς ανταπόκρισης στη 

θεραπεία. Επίσης, είναι μεγάλη η ανάγκη για στροφή της αναζήτησης τέτοιων 

νέων δεικτών σε βιολογικά δείγματα που να μπορούν να λαμβάνονται συχνά και 

εύκολα από τους ασθενείς με ανώδυνες, μη επεμβατικές μεθόδους. Έτσι, από τις 

προτεινόμενες αναλύσεις είναι πιθανό να προκύψουν δεδομένα που θα 

μπορούσαν να κατατάξουν και να παγιώσουν τα miRNAs, αλλά τους 

παράγοντες με τους οποίους σχετίζονται, ως διαγνωστικούς δείκτες στη 

διαφοροδιάγνωση τύπων και υποτύπων καρκίνου, όπως είναι αυτός του 

πνεύμονα, στο μέλλον.  
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