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                                                 ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, το πρόδροµο mRNA (pre-mRNA) περνάει από το 

στάδιο της ωρίµανσης για να πάρει την τελική του µορφή, να περάσει από τον 

πυρήνα στο κυτταρόπλασµα και να µεταφραστεί. Κατά τη ωρίµανση, το pre-mRNA 

υπόκειται σε διάφορες τροποποιήσεις, µία από τις οποίες είναι η προσθήκη πολυ(Α) 

ουράς στο 3’άκρο του, η οποία αρχικά προστατεύει το mRNA από αποικοδόµηση και 

συµµετέχει σε διάφορες διεργασίες, όπως η έξοδος από τον πυρήνα και η µετάφραση. 

Φυσιολογικά, όταν ολοκληρωθεί ο κύκλος ζωής των ευκαρυωτικών κυττάρων η 

πολυ(Α) ουρά σταδιακά µικραίνει, σηµατοδοτώντας την αποικοδόµησή τους. Ο 

ρυθµός αποικοδόµησής της επηρεάζει άµεσα τη βιωσιµότητα των mRNAs και τη 

σταθερότητά τους ,αφού ασταθή mRNAs µεταφράζονται σε µικρότερο βαθµό και 

αποσυντίθεται πολύ γρήγορα. Σε µια παθολογική κατάσταση, όπως ο καρκίνος, 

παρατηρείται αυξηµένη έκφραση παραγόντων, όπως προϊόντα ογκογονιδίων, γεγονός 

που σηµαίνει πως τα mRNAs επιβιώνουν περισσότερο χρόνο, ενώ αντίθετα άλλα 

έχουν µειωµένη έκφραση. Είναι προφανές ότι η αποικοδόµηση των mRNAs είναι 

κρίσιµης σηµασίας για το κύτταρο. Την τελευταία διαδικασία καταλύουν οι 

αποαδενυλάσες. Τα ένζυµα αυτά είναι εξειδικευµένες ριβονουκλεάσες και χωρίζονται 

σε δύο κατηγορίες , τις DEDD και EEP νουκλεάσες. 

Με δεδοµένο τον κεντρικό ρόλο της αποαδενυλίωσης στο χρόνο ζωής των 

mRNAs σκοπός της παρούσας εργασίας είναι να εξετάσουµε τα επίπεδα έκφρασης 

ορισµένων αποαδενυλασών σε λευχαιµίες. Ειδικότερα, εξετάστηκε η έκφραση των 

αποαδενυλασών CNOT6, CNOT6L και PARNL και από τις δύο κατηγορίες των 

αποαδενυλασών σε δείγµατα από άτοµα µε οξεία λευχαιµία, µε τη τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο (PCR-RT). Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν πως η έκφραση αυτών των αποαδενυλασών αλλάζει στις 

λευχαιµίες σε σχέση µε µη παθολογικά δείγµατα.  
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                               ABSTRACT 

 
 
 

In eukaryotic cells, the precursor mRNA (pre-mRNA) has to pass from the 

stage of maturation to take its final form, pass from the nucleus to the cytoplasm and, 

then to be translated. During maturation, pre- mRNA is subjected to several 

modifications, one of which is the addition of poly(A) tail at its 3’-end, which initially 

protects the mRNA from degradation and participates in various processes such as, 

the exit of mRNA from the nucleus and the translation. Normally, when the life cycle 

of the eukaryotic cells is completed, the poly(A) tail gradually becomes  shorter and 

gives the signal to start their degradation. The rate of degradation of the poly(A) tail,  

directly affects the viability and the stability of mRNAs, since unstable mRNAs are 

being translated to a lesser extent, while degrade quickly. In a pathological condition, 

such as cancer, there is increased expression of factors like products of oncogenes, 

which means that their mRNAs survive longer, while others display reduced 

expression. It is obvious that degradation of mRNAs is critical for the cell. The last 

process is catalyzed by the deadenylases. These enzymes are specific 

exoribonucleases and divided into two categories, the DEDD and EEP nucleases. 

Given the central role of deadenylation, in the lifetime of the mRNAs, purpose 

of this study is to examine the expression levels of certain deadenylases in leucemias. 

We have examined the expression of deadenylases CNOT6, CNOT6L and PARNL 

from both categories of deadenylases in samples from patients with acute leucemia 

with the technique of polymerase chain reaction in real time ( PCR-RT ). The results 

showed that the expression of these deadenylases change in leucemias compared with 

non-pathological samples. 
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 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

1.1  ΣΥΝΘΕΣΗ mRNA 

 

Το mRNA (messenger RNA), είναι υπεύθυνο για τη µεταφορά πληροφοριών 

από το DNA στις περιοχές των ριβοσωµάτων  της πρωτεϊνικής σύνθεσης στο κύτταρο. 

Μόλις το mRNA µεταγραφεί από DNA εξάγεται από το πυρήνα στο κυτταρόπλασµα 

(στα ευκαρυωτικά κύτταρα υποβάλλεται σε µια πολύπλοκη διαδικασία ωρίµανσης 

πριν την εξαγωγή), όπου συνδέεται στα ριβοσώµατα και µεταφράζεται σε πρωτεΐνη. 

Στην παρακάτω εικόνα, µπορούµε να δούµε σχηµατικά πώς δηµιουργείται το mRNA 

σε ένα ευκαρυωτικό κύτταρο και την πορεία του για να µεταφραστεί.  

 

                         
  
                          Εικόνα 1.1 : Σύνθεση και µετάφραση του mRNA  

                     (www.daviddarling.info/encyclopedia/M/mRNA.html) 
 

Συγκεκριµένα, το mRNA παράγεται µε τη διαδικασία της µεταγραφής κατά 

την οποία χρησιµοποιεί ως εκµαγείο έναν από τους κλώνους του DNA που φέρει την 

πληροφορία για την σύνθεση της συγκεκριµένης πρωτεΐνης και στη συνέχεια, 

ακολουθεί το στάδιο της µετάφρασης στο οποίο έχουµε τη µετατροπή της 
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αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του mRNA σε αλληλουχία αµινοξέων που 

συγκροτούν µια πρωτεΐνη. ∆εν µεταφράζεται ολόκληρο το µόριο του mRNA αλλά 

κάθε mRNA διαθέτει µια κωδική περιοχή, τουλάχιστον, η οποία αντιστοιχεί σε µια 

πρωτεϊνική αλληλουχία.             

 

  

  1.2 ΩΡΙΜΑΝΣΗ mRNA 

 

Σε αντίθεση µε τα προκαρυωτικά κύτταρα, στα ευκαρυωτικά  το pre-mRNA 

(πρόδροµο mRNA) υπόκειται σε µια διαδικασία ωρίµανσης έτσι ώστε να πάρει την 

τελική µορφή του mRNA και να περάσει από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα. Τρία 

στάδια περιλαµβάνονται: η προσθήκη του καλύµµατος (capping), το µάτισµα 

(splicing)  και η πολυαδενυλίωση (polyadenylation). 

 

           

                 

 

                                      Εικόνα 1.2.1 :Ωρίµανση mRNA   

          (http://www.nature.com/ncb/journal/v11/n3/fig_tab/ncb0309228_F1.htm)            
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             1.2.1 Μάτισµα (splicing) 

 

              Η διαδικασία του µατίσµατος περιλαµβάνει την αποκοπή των εσωνίων 

(τµήµατα του DNA που δεν περιέχουν αλληλουχίες) και την συρραφή των εξωνίων. 

Έτσι στο τελικό µετάγραφο αποµένει το τµήµα του γονιδίου που κωδικοποιεί µια 

πρωτεΐνη (Proudfoot  et al., 2002). 

  

  1.2.2 Κάλυµµα στο 5΄άκρο ( 5 -́cap)   

 

              Στο στάδιο αυτό, προστίθεται ένα κάλυµµα 7µεθυλογουανιλικού 

νουκλεοτιδίου στο 5’άκρο του pre-mRNA µέσω µιας 5’-5΄-τριφωσφορικής σύνδεσης  

που ξεκινά λίγο µετά τη µεταγραφή. Αυτή η τροποποίηση συµβάλλει πολύ στην 

σταθεροποίηση του mRNA καθώς το προστατεύει από ριβονουκλεάσες που δρουν 

στο 5΄άκρο (εξωνουκλεάσες). Επίσης, τα καλυµµένα mRNAs µεταφράζονται πιο 

αποδοτικά, διότι αναγνωρίζονται από το ριβόσωµα για το σχηµατισµό του 

συµπλόκου έναρξης, ενισχύοντας έτσι την διαδικασία της µετάφρασης (Graff and 

Zimmer, 2003). 

                                                                                                                                                                                                              

                                                                                                                               

            1.2.3 Πολυαδενυλίωση-προσθήκη Πολυ(Α) ουράς  

 

 

Στο 3’-άκρο των ευκαρυωτικών pre-mRNAs προστίθεται µια αλληλουχία 

200-300 νουκλεοτιδίων αδενοσίνης γνωστή και ως πολυ(Α)ουρά. Η προσθήκη της 

ουράς, γνωστή και ως διεργασία του 3΄-άκρου (3 -́end processing) είναι µια 

πολύπλοκη αντίδραση δύο σταδίων που καταλύεται από το ένζυµο πολυ(Α)-

πολυµεράση (PAP). Αυτή η προσθήκη είναι πολύ σηµαντική, αφού επηρεάζει τη 

µεταφορά του mRNA από το πυρήνα στο κυτταρόπλασµα, στην επεξεργασία των 

pre-mRNAs µέσα στο πυρήνα και στη σταθερότητά τους. Η πολυαδενυλίωση, είναι 

µια διαδικασία ανεξάρτητη από το εκµαγείο του DNA, δηλαδή δεν υπάρχει 

αλληλουχία στο DNA που να κωδικοποιεί την προσθήκη 200-300 αδενοσινών µε 

βάση το κανόνα συµπληρωµατικότητας. Αντίθετα, το σήµα που ταυτοποιεί το σηµείο 

πολυαδενυλίωσης, η αλληλουχία AAUAAA, βρίσκεται εντός του mRNA και 

σηµατοδοτεί την έναρξη της διαδικασίας της προσθήκης της ουράς. 
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 Η πολυ(Α)ουρά λειτουργεί µε δύο τρόπους:  

 

 α)  Συνδέεται  µε διάφορους πρωτεϊνικούς παράγοντες  και κυρίως µε τη 

πολυ(Α)-προσδενόµενη πρωτεΐνη  [PAPB, poly(A)-binding protein], προστατεύοντας 

έτσι την ουρά από την αποικοδόµηση αλλά και τη βιωσιµότητα του mRNA, αφού 

αλληλεπιδρά µε διάφορους παράγοντες (Melo  et al., 2003). 

 

             β) Η πολυ(Α)ουρά των περισσότερων mRNAs σταδιακά µικραίνει και τα 

mRNAs µε µικρή πολυ(Α)ουρά, µεταφράζονται λιγότερο και υποβαθµίζονται πιο 

γρήγορα. Αυτή η διαδικασία της αποαδενυλίωσης εµποδίζεται από τη παρουσία 

αυτής της ουράς, αφού προστατεύει την γρήγορη αποικοδόµηση των mRNAs. Επίσης, 

ο ρυθµός αποικοδόµησης της πολυ(Α)ουράς επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό και το χρόνο 

ηµιζωής των mRNAs (Guhaniyogi et al., 2001). 

                       

                                                                                              

Εικόνα 1.2.2 : ∆ιεργασία του 3 -́άκρου. Τµήση και Πολυαδενυλίωση, όπου 

φαίνονται οι διάφοροι παράγοντες που συµµετέχουν. DSE: Downstream Element, 

CPSF: Cleavage and Polyadenylation Specificty Factor, CstF: Cleavage 

stimulation Factor, CF I και CF II: Cleavage Factors I και II, PAP: poly(A) 

polymerase,PAB:poly(A)-bindingprotein. 

(http://nobelprize.org/educational/medicine/dna/a/splicing/splicing_endformation.html) 
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1.3 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΤΟΥ mRNA 

   

 

  Η σταθερότητα του mRNA συµβάλλει κατά πολύ στην ανάπτυξη και στη 

διαφοροποίηση των κύττάρων, αλλά και στην ανταπόκρισή τους στο περιβάλλον. 

Ακόµη και ο τρόπος που εκφράζονται τα γονίδια στους διάφορους οργανισµούς,  

εξαρτάται από αυτή τη παράµετρο. Βέβαια, θα πρέπει να αναφέρουµε και το γεγονός 

ότι τα mRNAs εµπεριέχουν δύο ή και παραπάνω παράγοντες σταθερότητας, όπου ο 

κάθε ένας από αυτούς οδηγεί σε ξεχωριστό µονοπάτι αποικοδόµησης.                                                               

    Έχει παρατηρηθεί ότι πολλές διεργασίες επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό τη 

σταθερότητα του mRNA µε διάφορους τρόπους. Μία από αυτές είναι και η 

χαρακτηριστική του δοµή, όπου διαθέτει στοιχεία σταθερότητας το 5’κάλυµµα και 

την πολυ(Α)ουρά στο 3’άκρο του mRNA που αυξάνει την περίοδο ηµιζωής του 

µορίου (Nelson et al., 2008; Proudfoot et al., 2002). Αυτό φαίνεται και από το σχήµα 

που δίνεται στη συνέχεια. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                          
                                              Σχήµα 1.3.1: ∆οµή mRNA 
 
 

Μία άλλη παράµετρος αναφέρεται στην µετάφραση του mRNA, όπου η 

πλειονότητα των mRNAs φαίνεται να παρουσιάζονται πιο σταθερά όταν τα κύτταρα 

βρίσκονται εκτεθειµένα σε παράγοντες που δρουν ανασταλτικά στο συγκεκριµένο 

στάδιο. Επίσης, δοµικές αλλαγές στο µόριο πιθανόν να επηρεάσουν την εξέλιξη της 

µετάφρασης µεγαλώνοντας ή µικραίνοντας το χρόνο ζωής των mRNAs, όπως για 

παράδειγµα µία αλλαγή στην αλληλουχία της περιοχής 5’UTR. 
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Βασικό ρόλο κατέχουν και τα cis και trans ρυθµιστικά στοιχεία του RNA 

(Ross et al., 1995). Cis-στοιχείο, είναι µία περιοχή του DNA ή  RNA που ρυθµίζει 

την έκφραση των γονιδίων που βρίσκονται στο ίδιο µόριο του DNA. Είναι συχνά 

θέσεις δέσµευσης για ένα ή περισσότερους trans-ενεργούς παράγοντες. Ένα cis-

στοιχείο  µπορεί εντοπιστεί στο άκρο 5΄ µε τη κωδική αλληλουχία του γονιδίου που 

ελέγχει (π.χ. στην περιοχή του υποκινητή) σε ένα ιντρόνιο ή στο άκρο 3΄ µε κωδική 

αλληλουχία του γονιδίου είτε στην αµετάφραστη περιοχή είτε στη µη µεταγραφηµένη.  

               Αντιθέτως, τα trans-στοιχεία είναι διάχυτοι παράγοντες, συνήθως πρωτεΐνες, 

που µπορούν να τροποποιήσουν την έκφραση των γονιδίων µακριά από το γονίδιο 

που αρχικά µεταγράφηκε για να τους δηµιουργήσει. Για παράδειγµα, ένας 

µεταγραφικός παράγοντας που ρυθµίζει ένα γονίδιο στο χρωµόσωµα 6 είναι πιθανόν 

να έχει µεταγραφεί από ένα γονίδιο του χρωµοσώµατος 11. 

   

 

 

 1.3.1 Cis- ρυθµιστικά στοιχεία  

 

   Σε αυτά ανήκουν τα εξής: 

 
� 5 -́κάλυµµα (5’- cap) 

 
� πολυ(Α)ουρά  

 
� Κωδικές περιοχές του mRNA 

 
               

  Οι κωδικές περιοχές, αποτελούνται από κωδικόνια τα οποία έχουν 

αποκωδικοποιηθεί και µεταφραστεί σε πρωτεΐνες από τα ριβοσώµατα. Αυτές οι 

περιοχές σταθεροποιούνται περισσότερο µε τη παρουσία εσωτερικών ζευγών βάσεων, 

εµποδίζοντας έτσι την αποσύνθεση τους. Μεταλλάξεις που λαµβάνουν χώρα στις 

κωδικές περιοχές αλλάζουν κατά πολύ το χρόνο ζωής ενός mRNA. Σε περιπτώσεις, 

όπου σε κάποια mRNAs απουσιάζει η περιοχή 3’UTR  έχει βρεθεί ότι ο χρόνος ζωής 

τους µειώνεται σε δύο µε µία ώρες σε σχέση µε άλλα mRNAs, κάτι που οφείλεται σε 

κάποιο παράγοντα αστάθειας σε αυτές τις περιοχές. Επίσης, όταν το 5΄τµήµα της 

κωδικής περιοχής, υφίσταται µια µη νοηµατική µετάλλαξη πάλι έχουµε 

αποσταθεροποίηση του mRNA. 
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� 5’- και 3’-αµετάφραστες περιοχές (5’UTR και 3’UTR)  

 
 

Αµετάφραστες περιοχές (untranslated regions,UTRs), είναι τµήµατα του 

mRNA που δεν µεταφράζονται και εντοπίζονται πριν από το κωδικόνιο έναρξης και 

µετά το κωδικόνιο τερµατισµού. Μεταγράφονται µαζί µε τη κωδική περιοχή και είναι 

εξώνια, αφού υπάρχουν και στο ώριµο RNA. ∆ιάφοροι ρόλοι τους έχουν αποδοθεί 

συµπεριλαµβανοµένων τη σταθερότητα του mRNA και την αποδοτικότητα της 

µετάφρασης. Η σταθερότητα των mRNAs µπορεί να ελέγχεται από αυτές τις περιοχές 

αυτές εξαιτίας της διαφορετικής συγγένειας των ριβονουκλεασών προς το RNA και 

κάποιων πρωτεϊνών που προωθούν ή αναστέλλουν την αποσύνθεση του RNA (Abaza 

et al., 2008). Η αποτελεσµατικότητα της µετάφρασης, συµπεριλαµβάνοντας και την 

πλήρη αναστολή της, επηρεάζεται από τις UTRs. Επιπλέον, πρόσδεση πρωτεϊνών  σε 

3  ́ή 5΄UTR , µπορεί να επηρεάσει τη µετάφραση µε το να επιδρά στην ικανότητα του 

ριβοσώµατος να προσδένεται στο mRNA. Ακόµη, microRNAs δεσµευµένα στην 

3΄UTR είναι πιθανόν να προκαλέσουν διαφοροποιήσεις (Ramsingh et al., 2010)  

 

Συγκεκριµένα, στη περιοχή 3΄UTR περιλαµβάνονται τα εξής ρυθµιστικά 

στοιχεία: 

 
  Ι. Στοιχεία απόκρισης σε σίδηρο{Iron- responsive elements (IREs)} 

 
 

    Τα IREs βρίσκονται στις αµετάφραστες περιοχές πολλών mRNAs, των 

οποίων τα προϊόντα εµπλέκονται στο µεταβολισµό του σιδήρου. Ένα τέτοιο 

παράδειγµα είναι τα mRNAs της φερριτίνης (πρωτεΐνη αποθήκευσης σιδήρου) και 

του υποδοχέα της τρανσφερίνης. Η σύνδεση πολλαπλών IREs στο 3΄UTR του 

υποδοχέα της τρανσφερίνης (µεταφορά σιδήρου µέσα στα κύτταρα), οδηγεί σε 

αυξηµένη σταθερότητα του mRNA. Έχει βρεθεί ότι υπάρχουν πέντε IREs από τα 

οποία τα τρία είναι υπεύθυνα για τις διάφορες αλλαγές. Αντιστοίχως, στο mRNA της 

φερριτίνης υπάρχει ένα IRE στην 5΄UTR. Όταν η συγκέντρωση του σιδήρου είναι 

χαµηλή, IRPs (iron responsive proteins), δεσµεύουν τo IRE του mRNA της 

φερριτίνης, µε αποτέλεσµα τη καταστολή της µετάφρασης. Αυτές οι δραστηριότητες 

αποτελούν τη βάση της οµοιόστασης του σιδήρου (Hentze and Kühn, 1996). 
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 II .Παράγοντας αύξησης II που µοιάζει µε την ινσουλίνη (IGFII) 

 
 

       Είναι πολυπεπτίδια µε υψηλή συγγένεια των αλληλουχιών τους µε αυτές 

της ινσουλίνης. Είναι µέρος ενός πολύπλοκου συστήµατος, που διαθέτουν τα κύτταρα 

για να επικοινωνήσουν µε το φυσικό τους περιβάλλον. Αυτό το σύστηµα αποτελείται 

από τους υποδοχείς της κυτταρικής επιφάνειας IGF1R and IGF2R, τα προσδέµατα 

(ligands) IGF-1 και IGF-2, την οικογένεια πρωτεϊνών IGFBP 1-6.. Η IGF-2, 

θεωρείται ότι είναι ένας πρωταρχικός αυξητικός παράγοντας που χρειάζεται στην  

πρώιµη ανάπτυξη. Οι  πρωτεΐνες αυτές µπορούν και τροποποιούν τη δραστηριότητά 

τους συµµετέχοντας σε σύµπλοκα που ενισχύουν ή αποτρέπουν την έκφρασή τους 

(Cohen  et al., 1991). Εκφράζεται πρωτίστως σε εµβρυϊκά κύτταρα αλλά ανιχνεύεται 

και σε ορούς από ενήλικες.  

 
 

        

 

    III . Αλληλουχίες AU (ARES) 

 

    Έχει βρεθεί ότι mRNAs που διαθέτουν στοιχεία µε πολλές τέτοιες 

αλληλουχίες, εµφανίζονται αρκετά ασταθή. Πειράµατα εισαγωγής στοιχείων ARES 

σε φυσιολογικά mRNAs έδειξαν µεγάλη µείωση του χρόνου ηµιζωής του  

καινούργιου mRNA εξαιτίας της γρήγορης αποικοδόµησης αυτών των αλληλουχιών. 

Φυσικά, κάθε τέτοιο στοιχείο επηρεάζει διαφορετικά το mRNA (Barreau et al., 

2006; Shaw et al., 1986). 
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Εικόνα 1.3.1.1: Το ARE µεσολαβεί στην αποσύνθεση του mRNA, το εξώσωµα 

και η PARN κατευθύνονται στα mRNAs-στόχοι µέσω του KSRP, οδηγώντας σε 

3’->5’ αποσύνθεση . 

 

 

  IV. Το mRNA των ιστονών 

  

Οι ιστόνες, είναι πολύ σηµαντικές για την κυτταρική διαίρεση, καθώς 

συµπλέκονται µε DNA για να σχηµατίσουν χρωµατίνη. Ο σχηµατισµός της 

χρωµατίνης πραγµατοποιείται στην φάση S. Από τα mRNA των ιστονών υπολείπεται 

η πολυ(Α)ουρά και η 3’UTR τους φαίνεται ότι µεταβάλλει την φυσιολογική 

ανάπτυξη και λειτουργία του mRNA. Έχουν παρατηρηθεί τα εξής: το mRNA στη 

φάση G1 του κυτταρικού κύκλου είναι σε αρκετά χαµηλά επίπεδα ενώ στη φάση S 

αυξάνονται κατά πολύ. Κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης ο χρόνος ηµίσειας ζωής 

του mRNA εκτιµάται ότι είναι 40min ενώ στο τέλος µειώνεται στα 10min µε 

αποµάκρυνση του mRNA από το κύτταρο. Θεωρείται ότι τα σήµατα που είναι 

υπεύθυνα για την αποσταθεροποίηση του mRNA εµπεριέχονται στα 30 νουκλεοτίδια 

σε δοµή στελέχους-βρόγχου και στις γειτονικές αλληλουχίες (Ross et al., 1995). 

 

Η 5’αµετάφραστη περιοχή, αποτελείται από περίπου 170 νουκλεοτίδια 

(πιο µικρή από τη 3’UTR) και επηρεάζει το χρόνο ηµίσειας ζωής του mRNA µε τη 
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εισαγωγή µιας δοµής βρόγχου-θηλιάς σε αυτή τη περιοχή (Pickening and Willis, 

2005). 

 

 
                1.3.2 Trans-ρυθµιστικά στοιχεία 

 

Σε  αυτά συγκαταλέγονται ορισµένες συνδεόµενες πρωτεΐνες που µπορεί 

να σταθεροποιούν ή το αντίθετο το mRNA, ορισµένοι παράγοντες µε κρίσιµο 

ρυθµιστικό ρόλο αλλά και συνδυασµένη δράση διαφόρων παραγόντων (Ross et al., 

1995). 

 

                 1.3.3 Ρόλος πρωτεϊνών, αυξητικών παραγόντων, ορµονών και ιόντων 

 

                Έχει παρατηρηθεί ότι διάφοροι περιβαλλοντικοί παράγοντες επιδρούν στη 

µεταγραφή του mRNA και κατ’ επέκταση µεταβάλλουν και τη σταθερότητα του. Ένα 

τέτοιο παράδειγµα µπορεί να θεωρηθεί ένας παράγοντας διαφοροποίησης, ο οποίος 

σταθεροποιεί ή όχι ορισµένα mRNAs επηρεάζοντας στη συνέχεια το χρόνο ηµίσειας 

ζωής τους και ευνοώντας την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων. ∆ηλαδή, δεν έχουµε 

άµεση επίδραση αυτού του παράγοντα αλλά έµµεση, αφού βλέπουµε τροποποίηση 

στο στάδιο διαφοροποίησης . Βέβαια, µέχρι τώρα δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως οι 

µηχανισµοί δράσης τους όπως και εάν έχουν άµεσο ή έµµεσο ρόλο 

 

           Όσον αφορά τον ρόλο των πρωτεϊνών, είναι πιο ξεκάθαρος. Μπορούµε 

να διακρίνουµε τις εξής περιπτώσεις: 

 

 

 

� Πρωτεΐνες που συνδέονται µε περιοχές που περιέχουν AU λόγω 

υψηλής συγγένειας 

 

                     Είναι µια οµάδα πρωτεϊνών, που µπορούν και προσδένονται σε mRNAs 

που περιέχουν αλληλουχίες πλούσιες σε AU ή πλούσιες σε U εξαιτίας πολύ µεγάλης 

συγγένειας µε τα mRNAs. Τις πρωτεΐνες αυτές µπορούµε να τις εντοπίσουµε στο 

κυτταρόπλασµα, µέσα στο πυρήνα ή ανάµεσα σε αυτά τα διαµερίσµατα. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 09:34:42 EEST - 3.15.17.249



 20

Σταθεροποιούν ή το αντίθετο το mRNA µέσω της αλληλεπίδρασης τους µε 

αλληλουχίες ARES. Αυτές οι αλληλουχίες εµπεριέχονται στην 3’UTR κάποιων 

ασταθών mRNAs που κωδικοποιούν παράγοντες µεταγραφής. 

 
 

� Ρυθµιστική πρωτεΐνη σιδήρου (IRP) 

 

 Σε  συνθήκες έλλειψης σιδήρου, η συγκεκριµένη πρωτεΐνη προσδένεται 

µε ένα ή περισσότερα IRES του υποδοχέα της τρανσφερίνης, προστατεύοντας τα από 

την επίδραση ενδονουκλεασών. Αυτό, βέβαια αλλάζει όταν η συγκέντρωση του 

σιδήρου στον οργανισµό είναι αυξηµένη, καθώς σε τέτοιες συνθήκες παρατηρείται 

µείωση της συγγένειας αυτής της πρωτεΐνης µε τα IRES στοιχεία (Hentze and Kühn, 

1996).                              

 

� Πρωτεΐνες και Πολυ(Α)ουρά    

 

                   Η πολυ(Α)ουρά σχετίζεται άµεσα µε τη σταθερότητα του mRNA. Από 

διάφορες µελέτες, έχει αποδειχθεί ότι mRNAs που διαθέτουν πολυ(Α)ουρά 

εµφανίζονται πιο σταθερά από άλλα mRNAs που έχουν αρχίσει να αποσυντίθεται, 

δηλαδή είναι αποαδενυλιωµένα. Γνωρίζουµε, ακόµη ότι το mRNA συµπλέκεται µε τη  

πρωτεΐνη PABP προστατεύοντας το από την αποσύνθεση. Σε περίπτωση που δεν 

επιτυγχάνεται αυτή η αντίδραση, το mRNA οδηγείται σε ραγδαία αποικοδόµηση 

(Guhaniyogi et al., 2001). 

 

 

 
 

                    1.4 ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ mRNA 

 
 

         Μέσα στο ίδιο κύτταρο, διαφορετικά mRNAs έχουν διαφορετικούς 

χρόνους ηµίσειας ζωής, άρα και διαφορετική σταθερότητα. Στα βακτηριακά κύτταρα, 

διαφορετικά mRNAs µπορούν επιζήσουν από κάποια δευτερόλεπτα έως περισσότερο 

από µία ώρα, ενώ στα κύτταρα θηλαστικών, ο χρόνος διάρκειας ζωής των mRNAs 

ποικίλλει από αρκετά λεπτά µέχρι και µέρες. Όσο µεγαλύτερη είναι η σταθερότητα 
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ενός mRNA, τόσο περισσότερη ποσότητα πρωτεΐνης θα µπορεί να παράγει. Η 

περιορισµένη διάρκεια ζωής του mRNA καθιστά ικανό ένα κύτταρο να αλλάζει τις 

συνθήκες της πρωτεϊνικής σύνθεσης γρήγορα, έτσι ώστε να µπορέσει να 

ανταποκριθεί στις διάφορες ανάγκες του. Οι παρατηρήσεις αυτές είναι ιδιαίτερα 

κρίσιµες σε παθολογικές καταστάσεις, όπως ο καρκίνος, όπου mRNAs που δεν θα 

έπρεπε να εκφράζονται ή να εκφράζονται για λίγο χρόνο, έχουν αυξηµένη επιβίωση 

και ως εκ τούτου παράγουν µεγάλες ποσότητες των πρωτεϊνών που κωδικοποιούν. 

                      Η αποαδενυλίωση, είναι το πρώτο στάδιο της αποικοδόµησης του 

mRNA κατά το οποίο έχουµε βράχυνση της πολυ(Α)ουράς από µια κατηγορία 

ενζύµων, τις αποαδενυλάσες (Tucker et al., 2000; Mitchell et al., 2001). Μόνο όταν 

έχει αποικοδοµηθεί σε ένα συγκεκριµένο µήκος, όπου αποµένουν περίπου 60-70 

κατάλοιπα αδενοσίνης (από τα περίπου 300 του ολικού µήκους) αρχίζει η ολική 

αποικοδόµηση. Στη συνέχεια, ένα ειδικό ένζυµο αποτελούµενο από δύο υποµονάδες 

(Dcp1p και Dcp2p), αφαιρεί το 5’cap, εκθέτοντας το µετάγραφο σε αποικοδόµηση 

από την Xrn1p, µια 5’�3’εξωνουκλεάση. Μετά την αποαδενυλίωση, το mRNA είναι 

δυνατόν αποικοδοµηθεί µέσω ενός δεύτερου µονοπατιού, το οποίο έχει κατεύθυνση 

3’�5’ και πραγµατοποιείται από ένα σύµπλοκο 3’�5’ εξωνουκλεασών, το λεγόµενο 

κυτταροπλασµατικό εξώσωµα (Garneau et al., 2004; Anderson et al., 1998; Chen et 

al., 2001; Wang and Kiledjian, 2001; Mukherjee et al., 2002). Σε αυτή την 

περίπτωση, το ολιγονουκλεοτίδιο-καλύπτρα που προκύπτει υδρολύεται από το DcpS 

(Liu et al., 2002). Επιπλέον, κάποια mRNAs αποικοδοµούνται µετά από κάποια 

ενδονουκλεοτιδική διάσπαση από ειδικές ενδονουκλεάσες ή εξαιτίας των miRNAs 

(microRNA) και  siRNAs (small interference RNA) (Dodson et al., 2002) . Επίσης, 

τα ευκαρυωτικά κύτταρα κατέχουν εξειδικευµένα µονοπάτια αποικοδόµησης που 

έχουν την ικανότητα να εντοπίζουν και να αποικοδοµούν ταχύτατα ανώµαλα mRNAs 

τα ίδια ένζυµα που αποικοδοµούν τα φυσιολογικά mRNAs. Ενεργά µηνύµατα που 

µεταφράζονται είναι συνδεδεµένα σε ριβοσώµατα, τους παράγοντες εκκίνησης       

eIF-4E και eIF-4G και την πρωτεΐνη PABP. Οι παράγοντες εκκίνησης, µπλοκάρουν 

το ένζυµο DCP2 που είναι υπεύθυνο για την αφαίρεση του 5’cap, ενώ η PABP 

εµποδίζει το κυτταροπλασµατικό εξώσωµα, προστατεύοντας το άκρο του µηνύµατος. 

Η ισορροπία ανάµεσα στην µετάφραση και στην αποικοδόµηση αντικατοπρίζεται στο 

µέγεθος κα στην αφθονία των κυτταροπλασµατικών δοµών, γνωστά ως P-bodies 

(Parker et al., 2007). Η πολυ(Α) ουρά µικραίνει µε τη δράση ειδικών 

εξωνουκλεασών, διαταράσσοντας έτσι το µήνυµα µε συνέπεια να υποβάλλεται σε 
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αποσύνθεση. Με αυτό τον τρόπο, ανενεργά µηνύµατα καταστρέφονται πολύ γρήγορα 

σε αντίθεση µε τα ενεργά, που παραµένουν άθικτα (mRNA turnover). Ο µηχανισµός 

παύσης της µεταγραφής και αποικοδόµησης του µηνύµατος ακόµη δεν είναι 

ξεκάθαρος.  Στη παρακάτω εικόνα, παρατηρούµε τα διάφορα µονοπάτια 

αποικοδόµησης. 

 
 
 

 
 
         Εικόνα 1.4.1: Μονοπάτια αποικοδόµησης mRNA (Clark et al., 2009) 

 
 Πολλές φορές, η ωρίµανση των mRNAs δεν γίνεται µε επιτυχία µε 

αποτέλεσµα το κύτταρο να έχει αναπτύξει µηχανισµούς αποµάκρυνσης των 

λανθασµένων µεταγράφων για να προστατευτεί από τυχόν τοξικά παράγωγα. 

Γνωρίζουµε τρία τέτοια µονοπάτια αποικοδόµησης: 

 

a) Nonsense-mediated decay (NMD):  

 

Είναι ένας κυτταρικός µηχανισµός ελέγχου του mRNΑ που εντοπίζει 

διάφορες µεταλλάξεις και εµποδίζει την έκφρασή τους σε ελαττωµατικές πρωτεΐνες. 

Ειδικότερα, εντοπίζονται και καταστρέφονται mRNAs µε πρώιµα κωδικόνια 

τερµατισµού, η µετάφραση των οποίων θα οδηγούσε σε σοβαρές µεταλλάξεις. Η 

αποικοδόµηση πραγµατοποιείται είτε µε αφαίρεση του 5’cap µέσω µιας διαδικασίας 
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ανεξάρτητης της αποαδενυλίωσης είτε από επιτάχυνση της αποαδενυλίωσης και της 

3’�5’ αποικοδόµησης από το κυτταροπλασµατικό εξώσωµα (Muhlard and Parker 

et al., 1994; Gao and Parker et al., 2003; Mitchell et al., 2003; Takahashi et al., 

2003). Με αυτό τον τρόπο, ελέγχεται και η φυσιολογική γονιδιακή έκφραση. Είναι το 

πιο καλά µελετηµένο µονοπάτι αποικοδόµησης. Η διαδικασία περιγράφεται και στο 

παρακάτω σχήµα. 

 

 

                           Εικόνα 1.4.2: Nonsense-mediated decay (NMD)                          

           (http://www.nature.com/nrm/journal/v5/n2/fig_tab/nrm1310_F3.html) 

 

 

b) No-go decay (NGD): 

 

Σε αυτή τη περίπτωση, έχουµε ακινητοποίηση του ριβοσώµατος στο 

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης εξαιτίας µιας δευτεροταγούς δοµής µη φυσιολογικού 

mRNA µε συνέπεια να λαµβάνει χώρα αποικοδόµηση του mRNA από 

ενδονουκλεάσες και αποδέσµευση του ριβοσώµατος. Αυτό το µονοπάτι, 

ανακαλύφθηκε στη ζύµη και δεν έχει µελετηθεί πλήρως, ακόµη (Doma, 2008). 
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c) Non-stop decay (NSD): 

 

Αποτελεί ένα διαφορετικό µηχανισµό που έχει αναπτύξει το κύτταρο για να 

εντοπίζει mRNAs τα οποία δεν φέρουν κωδικόνιο λήξης και τα εµποδίζει να 

µεταφραστούν. Η αποικοδόµηση, πραγµατοποιείται από το κυτταροπλασµατικό 

εξώσωµα µε κατεύθυνση 3’�5’(Frischmeyer et al., 2002;Van Hoof et al., 2002), 

όπως µπορούµε να δούµε και στο ακόλουθο σχήµα : 

                           

 

                     Εικόνα 1.4.3: Non-stop decay (NSD) (Garneau et al., 2009) 

 

 

1.5  ΑΠΟΑ∆ΕΝΥΛΑΣΕΣ KAI mRNA  

 
 

Αποαδενυλάσες, ονοµάζονται οι εξωριβονουκλεάσες που υδρολύουν το 

mRNA µε κατεύθυνση 3’�5’, χρησιµοποιώντας ως κύριο υπόστρωµα τις 

πολυ(Α)ουρές µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση 5’-AMP. Η δράση τους εξαρτάται 

από δισθενή ιόντα, κυρίως Mg+2. Ταξινοµούνται σε δύο µεγάλες οικογένειες, τις 

DEDD (από τα αµινοξέα που αποτελούν το καταλυτικό τους κέντρο) και 

EEP(exonuclease-endonuclease-phosphatase) νουκλεάσες. Η DEDD οικογένεια, έχει 
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κοινό χαρακτηριστικό τα καταλυτικά αµινοξέα Asp και Glu τα οποία βρίσκονται 

διάσπαρτα µεταξύ τριών µοτίβων εξωνουκλεάσης και συντονίζονται από τα ιόντα 

Mg+2 . Παραδείγµατα τέτοιων νουκλεασών είναι: η πολυ(Α)-εξειδικευµένη 

ριβονουκλεάση (PARN), η POP2 (ή CAF1), η CAFZ και η PAN2. Η EEP οικογένεια, 

αποτελείται από αποαδενυλάσες που περιλαµβάνουν συντηρηµένα καταλυτικά 

κατάλοιπα Asp και His στις δοµικές περιοχές των νουκλεασών. Σε αυτή την 

κατηγορία, ανήκουν οι αποαδενυλάσες Angel, Nocturnin , CCR4 και η οµάδα των 2’-

φωσφοδιεστερασών. Αυτό το διαχωρισµό µπορούµε να τον συνοψίσουµε στον 

επόµενο πίνακα. 

  

          Πίνακας 1: Ταξινόµηση αποαδενυλασών (Goldstrohm and Wickens, 2008) 

 

SC: S.cerevisiae, CE: C. elegans, DM: D.melanogaster, XL: X.laevis, MM: M. musculus, HS: 

H.sapiens,  

                 

 
Κατά τη διάρκεια ζωής ενός mRNA, η πολυ(Α)ουρά του συνεχώς αλλάζει 

µήκος εξαιτίας πολλών διεργασιών. Στον πυρήνα, έχουµε την προσθήκη 

πολυ(Α)ουράς κατά τη διαδικασία σχηµατισµού των mRNAs, ενώ κατά την έξοδο 

του στο κυτταρόπλασµα, η πρωτεΐνη PABP συνδέεται στην ουρά σταθεροποιώντας 

το mRNA. Συγκεκριµένα, η PABP συνδέεται στον παράγοντα eIF4G και στη 

συνέχεια, προσδένεται στην πρωτεΐνη eIF4E. Αυτό το σύµπλοκο, λοιπόν ενισχύει την 

µετάφραση του mRNA. Ο ρόλος της πολυ(Α)ουράς είναι πολύ σηµαντικός για το 
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mRNA καθώς προωθεί την µετάφραση του mRNA αλλά και εµποδίζει την 

αποικοδόµηση του. Σε αρκετές περιπτώσεις, οι παραπάνω διαδικασίες συνδέονται µε 

αλλαγές που συµβαίνουν στην πολυ(Α)ουρά των mRNAs όπως είναι η µείωση του 

µήκους της από διάφορους καταστολείς ή η επιµήκυνση της από ενεργοποιητές. Τα 

ένζυµα που εµπλέκονται στην αποαδενυλίωση, τα οποία µειώνουν το µήκος της 

ουράς θεωρείται ότι παίζουν κρίσιµο ρόλο στη καταστολή της µετάφρασης. Γι’ αυτό 

το λόγο η ρύθµιση της δράσης των αποαδενυλασών είναι απαραίτητη, αφού 

ανεξέλεγκτη αποαδενυλίωση θα είχε ως αποτέλεσµα την καταστροφή του κυττάρου. 

Τα φυσιολογικά mRNAs θα πρέπει να προστατεύονται από τη αποαδενυλίωση µε τη 

παρουσία της πολυ(Α)ουράς σε αντίθεση µε τα ελαττωµατικά mRNAs που είναι 

απαραίτητο να αποαδενυλιωθούν και στη συνέχεια, να αποικοδοµηθούν.                                               

Ο ρυθµός αποαδενυλίωσης δεν είναι ίδιος για όλα τα mRNAs. Είναι µια 

διαδικασία ελεγχόµενη από παράγοντες-ρυθµιστές, που συνδέονται µε συγκεκριµένες 

αλληλουχίες των mRNAs. Επίσης, η αµετάφραστη περιοχή 3’ ευνοεί την 

αποαδενυλίωση, καθώς πολλά ρυθµιστικά στοιχεία περιλαµβάνονται σε αυτή. Τα 

στοιχεία αυτά , συµπλοκοποιούνται µε διάφορους παράγοντες που µε τη σειρά τους 

ενεργοποιούν συγκεκριµένες αποαδενυλάσες ενισχύοντας τη διαδικασία. Τέτοιου 

είδους παράγοντες είναι: microRNAs (miRNAs), CPEB και CUG-PB (Goldstrohm 

and Wickens et al., 2008; Kadyrova et al., 2007; Hook et al., 2007). Ακόµη, η 

δραστικότητα των αποαδενυλασών, αυξάνεται µε τη παρουσία του 5’cap µε 

χαρακτηριστικό παράδειγµα την PARN, αφού δεν φαίνεται να επιδρά στις υπόλοιπες 

αποαδενυλάσες. Ένας άλλος ενισχυτικός παράγοντας της αποαδενυλίωσης θεωρείται 

η πρωτεΐνη PABP, η οποία φαίνεται να αλληλεπιδρά µε διάφορες αποαδενυλάσες.  

Οι αποαδενυλάσες, συνηθίζουν να σχηµατίζουν σύµπλοκα και 

χαρακτηρίζονται από  τη ύπαρξη πολλών υποµονάδων, ενώ οι άλλες πρωτεΐνες των 

συµπλόκων (π.χ  NOT, PUF proteins) επηρεάζουν τη δράση τους. Αυτό το µοτίβο, 

ακολουθεί η PAN2 η οποία προσδένεται στην PAN3 και στη συνέχεια µε την PABP. 

Η τελευταία ενεργοποιεί το σύµπλοκο PAN2-PAN3 στην πολυ(Α)ουρά των mRNAs 

(Hammet et al., 2002). Επιπλέον, κάποιες αποαδενυλάσες σχηµατίζουν οµοδιµερή 

και κάποιες ετεροδιµερή. Στη περίπτωση του ετεροδιµερισµού, ενισχύεται ο 

σχηµατισµός συµπλόκων των αποαδενυλασών, αφού οι ιδιότητες των διαφορετικών 

ετεροδιµερών, ρυθµιστικές και ενζυµικές διαφέρουν σηµαντικά. Τα ένζυµα αυτά, 

επιτελούν διάφορες σηµαντικές βιολογικές λειτουργίες. Συγκεκριµένες 

αποαδενυλάσες ενεργοποιούνται από διάφορους ρυθµιστές όπως είναι: οι KSRP, 
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CPEB, miRNAs, Smaug και τα σύµπλοκά τους είτε δρούν ανασταλτικά για τη 

διαδικασία της µετάφρασης, είτε καταστροφικά για το mRNA. 

Στη συγκεκριµένη εργασία, ασχοληθήκαµε µε αρκετές αποαδενυλάσες που 

θα εξετάσουµε στη συνέχεια. 

 

              

 

               1.6 Κατηγορίες αποαδενυλασών 

 

 

     Ι) CCR4-complex, CNOT6 και CNOT6-like (CNOT6L): 

 
            

     

                  Η κύρια αποαδενυλάση στη ζύµη, θεωρείται το σύµπλοκο CCR4-NOT, το 

οποίο είναι εξελικτικά συντηρηµένο στα θηλαστικά και στη Drosophila. Πειράµατα 

που απέδειξαν ότι αυτό το σύµπλοκο λειτουργεί ως πιθανός ρυθµιστής της 

µεταγραφής είναι πολύ πρόσφατα. Αποτελείται από πρωτεϊνικές υποµονάδες, οι 

οποίες εµπλέκονται, επίσης στην αποικοδόµηση του mRNA, στον εντοπισµό των 

µεταλλαγµένων mRNAs αλλά και στη µεταγωγή σήµατος (Goldstrohm and Wickens, 

2008). To σύµπλοκο έχει ακολουθία παρόµοια µε την ακολουθία µιας οικογένειας 

Mg+2-εξαρτώµενων νουκλεασών που σχετίζεται µε την εξωνουκλεάση ΙΙΙ της E.coli. 

Απουσία αυτού του συµπλόκου, προκαλεί µείωση του ρυθµού της αποαδενυλίωσης 

και προσδίδει σταθερότητα στα mRNAs. Ακόµη, το Ccr4p στις ζύµες καθώς και το 

οµόλογο του στα θηλαστικά ενεργούν ως πολυ(Α)-εξειδικευµένη εξωριβονουκλεάση 

in vιtro όταν απουσιάζουν οι άλλες υποµονάδες του συµπλόκου, γεγονός που οδηγεί 

στο συµπέρασµα ότι υπάρχουν διάφοροι τύποι CCR4-NOT συµπλόκων που 

καταλύουν την αποαδενυλίωση (Meyer et al., 2004). 

                 Έχει βρεθεί ότι ο πυρήνας του CCR4-NOT complex στον άνθρωπο 

αποτελείται από επτά υποµονάδες και συγκεκριµένα από τις πρωτεΐνες CNOT1, 

CNOT2, CNOT3, CNOT9, CNOT10 TAB182, η οποία µεταβάλλει ανάλογα το µήκος 

των τελοµερών και τη µιτωτική άτρακτο και την C20Rf29, της οποίας η λειτουργία 

ακόµη δεν έχει διερευνηθεί. Μέσα σε αυτό το πυρήνα, βρίσκονται συνδεδεµένες και 

οι CNOT6, CNOT6L που λειτουργούν ως µεταβλητές υποµονάδες. Στα ανθρώπινα 
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κύτταρα, αυτές οι αποαδενυλάσες υπάρχουν σε µικρότερο ποσοστό σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες CNOT πρωτεΐνες (Lau et al., 2009). Στην παρακάτω εικόνα βλέπουµε πώς 

λειτουργεί αυτό το σύµπλοκο : 

                 

     

 

 

             

                     

                              Εικόνα 1.6.1 : CCR4 complex (CCR4 σύµπλοκο) 

             (http://www.nature.com/nri/journal/v10/n1/fig_tab/nri2685_F2.html) 

 

 

                 Συγκεκριµένα, η αποαδενυλάση CNOT6L/CCR4b, εντοπίζεται στον 

άνθρωπο, οµόλογο προς το σύµπλοκο CCR4 εξαιτίας της ύπαρξης 

επαναλαµβανόµενων περιοχών 3 LRR (πλούσιες σε λευκίνη) και βρίσκεται στο 

χρωµόσωµα 4 στη θέση q21.1. Το σύµπλοκο στο οποίο συµµετέχει, περιλαµβάνει 

τουλάχιστον τις CNOT1, CNOT2, CNOT3, CNOT8, CNOT9, CNOT10 και 

TNKS1BP1. Mια πρώτη δοµή της αποαδενυλάσης CNOT6L, περιλαµβάνει την 

αναδίπλωση της σε µία δοµή α/β sandwich τυπική των υδρολασών παρόµοια του 

APE1 (απουρινική/απυριµιδινική ενδονουκλεάση). Το ενεργό κέντρο της CNOT6L, 

φαίνεται ότι αναγνωρίζει το RNA υπόστρωµα µέσω της αρνητικά φορτισµένης 

επιφάνειας της. Η περιοχή του πυρήνα της CNOT6L παρουσιάζει  Mg+2 – 

εξαρτώµενη αποαδενυλιωτική δραστηριότητα αναγνωρίζοντας ως υπόστρωµα 

αυστηρά µόνο poly(A)RNA (Wang et al., 2010).  
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Οι αλληλεπιδράσεις της CNOT6L µε τις υπόλοιπες του συµπλέγµατος 

CCR4 είναι ποικίλες.. Αλληλεπιδρά µε περιοχές πλούσιες σε λευκίνη, οι οποίες 

περιέχονται στη ζύµη CAf1 (Pop2) ή στην αποαδενυλάση CNOT7, καθώς 

εµφανίζουν δραστηριότητες RNA νουκλεάσης που αποδίδονται σε περιοχές DEDD 

(Daugeron et al.2001; Dupressoir et al.,2001; Clark et al.,2004;Viswanathan et al., 

2004;Bianchin et al., 2005). Επιπλέον, η δραστηριότητα της επηρεάζει τον 

πολλαπλασιασµό των κυττάρων µέσω της ρύθµισης των επιπέδων του mRNA του 

κυτταρικού κύκλου του αναστολέα p27kip1 
σε αντίθεση µε την CNOT6, η οποία 

φαίνεται να µην επηρεάζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Morita et al., 2009). 

 H αποαδενυλάση CNOT6/CCR4a, εντοπίζεται και αυτή στα ανθρώπινα 

κύτταρα, βρίσκεται στο χρωµόσωµα 5 στη θέση q35.3 και συµµετέχει σε σύµπλοκα 

που περιλαµβάνουν τις: CHAF1A, CHAFIB, CNOT1, CNOT2, CNOT3, CNOT4 και 

CNOT8. Παροµοίως µε τη CNOT6L, αλληλεπιδρά µε τη CNOT7 σχηµατίζοντας 

σταθερά σύµπλοκα  Σε έρευνες που έγιναν διαπιστώθηκε ότι η CNOT6 έχει 

διαφορετική λειτουργικότητα από τη CNOT6L, καθώς απουσίαζε η τελευταία σε 

σύµπλοκα της CNOT6 και δεν επηρεάζει το κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Ακόµη, 

πιθανολογείται η ενίσχυση της µεταγραφής διαµέσου διαφόρων πυρηνικών 

υποδοχέων, συµπεριλαµβάνοντας τις ER και RAR (Prevot et al., 2001), η οποία 

µπορεί να διαµεσολαβείται µέσω αλληλεπιδράσεων µε το πυρηνικό συνενεργοποιητή 

υποδοχέα NIF1(Garapaty et al., 2008). Ένα ακόµη στοιχείο ότι δεν εµπλέκεται 

άµεσα στην εξαγωγή του πυρηνικού mRNA είναι και το γεγονός ότι η CNOT6 ότι 

εντοπίστηκε στην περιοχή ανάµεσα στο πυρήνα και το κυτταρόπλασµα.   

            

 

 

  ΙΙ. PARN-PARNL 

 

                 Η αποαδενυλάση poly(A)-specific ribonuclease (PARN), ανήκει στην 

οικογένεια DEDD και βρίσκεται στο χρωµόσωµα 16 και στη θέση 16p13 και 

αποτελείται από 639 αµινοξέα. Η δοµή της ανθρώπινης PARN προσδιορίστηκε σε 

ένα τµήµα της και έχει κοµµένο το C-τελικό άκρο (αµινοξέα 1-430), περιλαµβάνει τη 

περιοχή της νουκλεάσης και την πρώτη περιοχή πρόσδεσης RNA, ενώ λείπει η 

δεύτερη περιοχή πρόσδεσης RNA [όπου προσδένεται το 5΄κάλυµµα, αλλά 

αναγνωρίζει και το πολυ(Α)]. Η κολοβωµένη αυτή µορφή είναι λειτουργική, 
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παρουσιάζει όµως χαµηλότερη δραστικότητα από την ολικού µήκους PARN (Wu, 

2005). Ακόµη, έχει αποδειχθεί ότι παρουσία mRNAs µε περιοχές πλούσιες σε AU, η 

PARN επιταχύνει τη διαδικασία της αποαδενυλίωσης των mRNAs (Lai et al., 2003) 

ενώ παρουσία RBPs, µπορεί να δράσει ως καταστολέας όγκου, µε συνέπεια να 

αποικοδοµούνται mRNAs που κωδικοποιούν αυξητικούς παράγοντες. 

Η αποαδενυλάση poly(A)-specific ribonuclease (PARN)-like, PARNL 

βρίσκεται στο χρωµόσωµα 6 και στη θέση q25.3 και ανήκει στην οικογένεια CAF1. 

Η ανακάλυψη της έχει γίνει πολύ πρόσφατα, µε αποτέλεσµα να γνωρίζουµε ελάχιστα 

για τον ακριβή ρόλο της αλλά και τη λειτουργία της. Μια καινούργια µελέτη, έδειξε 

ότι αποτελείται από 942 ζεύγη βάσεων.  Η νουκλεοτιδική αλληλουχία στην 5΄περιοχή 

έδειξε την παρουσία αλληλουχίας της θέσης δέσµευσης του ριβοσώµατος (Ohnishi et 

al., 2004). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 09:34:42 EEST - 3.15.17.249



 31

 

            2. ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ 
                   
 
 

Η λευχαιµία ανήκει σε µία ευρύτερη κατηγορία ασθενειών που ονοµάζονται 

νεοπλάσµατα του αιµοποιητικού συστήµατος και αποτελεί την συχνότερη µορφή 

καρκίνου στα παιδιά. Είναι ο καρκίνος του ιστού που παράγει το αίµα, γι’ αυτό και 

ονοµάζεται και καρκίνος του αίµατος. Προσβάλλει το αιµοποιητικό σύστηµα και 

συγκεκριµένα το µυελό των οστών που αποτελείται από διάφορα κύτταρα, 

διαφορετικής λειτουργίας και σχήµατος.               

Σύµφωνα µε τις διάφορες µορφές που παίρνουν κατά τη διάρκεια της εξέλιξής 

τους αυτά τα κύτταρα, µπορούµε να τα οµαδοποιήσουµε σε τρεις κατηγορίες(σειρές): 

 
 

1. Ερυθρά σειρά: ανήκουν τα κύτταρα που εξελίσσονται στα ώριµα ερυθρά 

αιµοσφαίρια, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη µεταφορά οξυγόνου και θρεπτικών 

ουσιών στους ιστούς του σώµατος καθώς και για την αποβολή άχρηστων προϊόντων  

µέσω των πνευµόνων.  

 2. Κοκκιώδης σειρά: ανήκουν τα λευκά αιµοσφαίρια, τα οποία ευθύνονται 

για την άµυνα του οργανισµού. 

3. Μεγακαρυοκυτταρική σειρά: ανήκουν τα κύτταρα  που εξελίσσονται σε 

αιµοπετάλια, που παίζουν καθοριστικό πόλο στην πήξη του αίµατος. 

             Όταν ένα άτοµο πάσχει από λευχαιµία, ο µυελός των οστών αρχίζει να 

παράγει λευκά αιµοσφαίρια ,που για άγνωστο λόγο, δεν ωριµάζουν φυσιολογικά και 

συνεχίζουν να πολλαπλασιάζονται µε ανεξέλεγκτο ρυθµό, χωρίς να µπορέσει ο 

οργανισµός να ρυθµίσει την παραγωγή τους. Ως αποτέλεσµα, τα παθολογικά λευκά 

αιµοσφαίρια  υπερτερούν των  φυσιολογικών και εξαιτίας του γεγονότος ότι  δεν 

µπορούν να επιτελέσουν τις φυσιολογικές τους λειτουργίες, εµφανίζονται τα πρώτα 

συµπτώµατα της λευχαιµίας. 

Η λευχαιµία διακρίνεται σε δύο κύριες κατηγορίες:. 

 
1.Οξείες 

 
2. Χρόνιες 
 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 09:34:42 EEST - 3.15.17.249



 32

Τα πιο συνηθισµένα είδη λευχαιµίας είναι η µυελογενής και η 

λεµφοκυτταρική  που µπορεί να είναι οξείες ή χρόνιες. Οι όροι αυτοί καθορίζουν το 

τύπο των κυττάρων που εµπλέκονται στη κάθε περίπτωση.      

 Συνεπώς, έχουµε τέσσερα είδη λευχαιµίας: 

 
 

� Οξεία λεµφοκυτταρική λευχαιµία (Acute lymphocytic leukemia, 
ALL) 

 
� Χρόνια λεµφοκυτταρική λευχαιµία (Chronic lymphocytic leukemia, 

CLL)  

� Οξεία µυελογενής λευχαιµία (Acute myelogenous leukemia, AML) 
 

 
� Χρόνια µυελογενής λευχαιµία (Chronic myelogenous leukemia, 

CML) 
 
 
 

Στην περίπτωση της οξείας λευχαιµίας, τα λευχαιµικά κύτταρα που είναι 

ανώριµα και µη λειτουργικά αναπτύσσονται µε πολύ γρήγορο ρυθµό µε αποτέλεσµα 

η νόσος να εξελίσσεται ραγδαία σε αντίθεση µε την χρόνια λευχαιµία, όπου η 

ασθένεια εξελίσσεται µε αργό ρυθµό καθώς ο µυελός των οστών στα πρώτα στάδια 

λειτουργεί κανονικά παράγοντας και φυσιολογικά κύτταρα µαζί µε κάποιο αριθµό 

λευχαιµικών, µε συνέπεια τα συµπτώµατα της ασθένειας να εµφανίζονται αρκετά 

αργότερα. 

Παρακάτω παρατίθενται οι εικόνες  λευχαιµικών κυττάρων από χρόνια και 

οξεία λεµφολυτική  λευχαιµία, αντίστοιχα.  

 

                             
 
                            Εικόνα 2.1: Χρόνια λεµφολυτική λευχαιµία 
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                                 Εικόνα 2.2: Οξεία λεµφολυτική λευχαιµία 
 
 

                        

  

 

            2.1 ΚΑΡΚΙΝΙΚΟΙ ∆ΕΙΚΤΕΣ 
 
           

    
            Καρκινικός δείκτης, θεωρείται κάθε ουσία  βιολογικής φύσεως η οποία µπορεί 

να µετρηθεί ποσοτικά ή να εκτιµηθεί ποιοτικά και η µέτρηση της ή η παρουσία της 

µπορεί να δώσει χρήσιµες πληροφορίες σχετικά µε την ύπαρξη, τη φύση, το µέγεθος, 

την υποτροπή ή τη µεταστατική εξάπλωση µιας κακοήθους διεργασίας στον 

οργανισµό. Αυξηµένες τιµές στους διάφορους καρκινικούς δείκτες εµφανίζονται, 

κατά κύριο λόγο, σε ορισµένα είδη καρκίνου αλλά επίσης και σε ορισµένες µη 

καρκινικές παθολογικές καταστάσεις. Τα επίπεδα των καρκινικών δεικτών ασθενών 

σε προκαρκινική κατάσταση, επίσης, µπορεί να ποικίλλουν. Αυτές τις ουσίες, 

εντοπίζονται στο αίµα, στα ούρα, στους καρκινικούς ιστούς, αλλά και σε άλλους 

τύπους ιστών. Σε κάποιες περιπτώσεις, η εµφάνιση καρκίνου οφείλεται σε µετάλλαξη 

ορισµένων γονιδίων. Η παρουσία µιας τέτοιας αλλαγής ονοµάζεται, δείκτης κινδύνου. 

Πρέπει να επισηµάνουµε ότι, οι δείκτες κινδύνου, υποδηλώνουν τη πιθανότητα να 

εµφανιστεί σε ένα ασθενή καρκίνος, ενώ οι καρκινικοί δείκτες, την παρουσία 

καρκίνου. 
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Τα επίπεδα των καρκινικών δεικτών, µετρούνται µε διάφορους τρόπους όπως 

βιοψία, εξέταση αίµατος, ούρων, δείγµατος ιστού, τα οποία αποστέλλονται στο 

κλινικοχηµικό εργαστήριο. Η σηµασία της µέτρησης τους είναι σηµαντική, καθώς 

ανάλογα µε την αυξοµείωση τους µπορεί να γίνει εκτίµηση του τύπου του καρκίνου 

του ασθενούς, αξιολόγηση της πορείας της θεραπείας ή ακόµη και πιθανή υποτροπή. 

Ένα τρόπος ανίχνευσης καρκίνου σε πρώιµο στάδιο είναι τα screening tests. 

Για να είναι αποτελεσµατικά, θα πρέπει να χαρακτηρίζονται από υψηλή  ευαισθησία 

και να είναι εξειδικευµένα. Η ευαισθησία, αναφέρεται στην ικανότητα του τεστ να 

ανιχνεύει τους ασθενείς, ενώ η εξειδίκευση, αναφέρεται στην ικανότητα του τεστ να 

ανιχνεύει τους φυσιολογικούς. ∆υστυχώς, οι περισσότεροι καρκινικοί δείκτες δεν 

παρουσιάζουν αρκετή ευαισθησία ή εξειδίκευση για να µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

για καρκίνο πρώιµου σταδίου. 

 Οι επιστήµονες συνεχίζουν τη διερεύνηση της λειτουργίας των 

καρκινικών δεικτών στρέφοντας το ενδιαφέρον τους τα τελευταία χρόνια, στη 

πρωτεοµική ανάλυση ( µελέτη µορφής πρωτεΐνης, λειτουργίας).  Έχει σκοπό τη 

µελέτη πρωτεϊνών, που ενδεχοµένως χρησιµεύσουν ως δείκτες ασθένειας σε πρώιµο 

στάδιο ή στη πρόβλεψη αποτελεσµατικότητας µιας θεραπείας. 

Οι καρκινικοί δείκτες, θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για τα εξής:  

1) Έλεγχος ενός υγιούς πληθυσµού ή πληθυσµού µε υψηλό κίνδυνο 

εµφάνισης καρκίνου. 

2) ∆ιάγνωση καρκίνου ή ενός ειδικού τύπου καρκίνου. 

3) ∆υνατότητα πρόγνωσης της ασθένειας. 

4) Έλεγχος της δοσολογίας φαρµάκων του ασθενούς. 

Μέχρι τώρα κανένα τεστ δεν πληροί τις παραπάνω προϋποθέσεις, κάτι που 

οφείλεται στην έλλειψη ευαισθησίας και εξειδίκευσης των διαθέσιµων τεστ 

Τα χαρακτηριστικά ενός ιδανικού καρκινικού δείκτη είναι: 

1) Να παρουσιάζει υψηλή εξειδίκευση και ευαισθησία.  

2) Η µεταβολή της συγκέντρωσης του να είναι συνάρτηση της µεταβολής 

του όγκου ή/ και το βαθµό κακοήθειας. 

3) Να είναι ειδικός για το κάθε τύπο κακοήθειας. 

4) Τα επίπεδα των συγκεντρώσεών του στο αίµα να µη παρουσιάζουν 

µεγάλες µεταβολές ανεξάρτητες των µεταβολών του µεγέθους του όγκου. 
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5) Σε περίπτωση που οι καρκινικοί δείκτες εντοπίζονται και σε ορό των 

φυσιολογικών ατόµων, θα πρέπει η συγκέντρωση του σε ορό ασθενών να είναι 

στατιστικά σηµαντικότερη. 

Ο πρώτος καρκινικός δείκτης που χρησιµοποιήθηκε για διάγνωση 

καρκίνου, είναι ανθρώπινη χοριακή γονατροπίνη. Ο έλεγχος γινόταν σε γυναίκες µετά 

το πέρας της εγκυµοσύνης και σε όσες είχαν µεγάλη µήτρα. Υψηλά επίπεδα αυτής 

της ορµόνης στο αίµα, µπορεί να ήταν ένδειξη καρκίνου του πλακούντα. 

                  Με τα χρόνια έγιναν προσπάθειες ανίχνευσης καρκινικών δεικτών µέσω 

µιας απλής εξέτασης αίµατος. Ένας από τους πρώτους δείκτες µε αυτό τον τρόπο, 

είναι το καρκινοεµβρυικό αντιγόνο (CEA) που βρέθηκε στο αίµα ορισµένων ασθενών 

µε καρκίνο του παχέος εντέρου. Αλλά, κανένας δεν µπόρεσε να χρησιµοποιηθεί για 

διάγνωση καρκίνου σε πρώιµο στάδιο. Ο µόνος που εφαρµόζεται ευρέως για τη 

πρώιµη ανίχνευση καρκίνου, είναι το ειδικό προστατικό αντιγόνο (PSA). Ο δείκτης 

αυτός παρουσιάζει πολλά πλεονεκτήµατα. Προέρχεται µόνο από προστατικά κύτταρα 

και µια αύξηση στα επίπεδα του, υποδηλώνει πρόβληµα στο προστάτη. Σε πρώιµο 

στάδιο, τα επίπεδα αυτού του δείκτη είναι υψηλά και µπορεί να γίνει κάποια 

διάγνωση. Βέβαια, και σε άλλες περιπτώσεις ανιχνεύονται υψηλά επίπεδα του 

συγκεκριµένου δείκτη, µε αποτέλεσµα να µην είναι αξιόπιστος σε όλες τις 

περιπτώσεις. 

Για τη λευχαιµία, οι καρκινικοί δείκτες είναι: 

1)  Beta-2-microglobulin: αξιόπιστος δείκτης στη χρόνια λεµφοκυτταρική 

λευχαιµία. 

2) Calcitonin: δείκτης για τη µυελογενή λευχαιµία  

3) CD52: χρήσιµος καρκινικός δείκτης στο προσδιορισµό του σταδίου στη 

χρόνια λεµφοκυτταρική λευχαιµία. 

4) Ferritin: δείκτης στη µυελοειδή λευχαιµία. 

                  5) Wilms tumor gene (WT1). 
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2.2 ΣΥΣΧΕΤΙΣΗ ΠΟΛΥ(Α)ΟΥΡΑΣ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 

 
 

Γνωρίζουµε ότι η πολυ(Α) ουρά εντοπίζεται στο 3’άκρο των mRNAs, 

επηρεάζοντας το στάδιο της µετάφρασης τους καθώς και τη σταθερότητα των 

κυττάρων (Sachs et al., 1993). Η προσθήκη της γίνεται παράλληλα µε την πέψη των 

pre-mRNAs και απαιτεί πολλούς πρωτεϊνικούς παράγοντες και τη παρουσία του 

ενζύµου PAP, της οποίας η δραστηριότητά έχει βρεθεί ότι έχει προγνωστική αξία 

κυρίως για τις χρόνιες λευχαιµίας (Pangalis et al.,1985; Sasaki,1990). 

Μια πρώτη µελέτη της προγνωστικής αξίας της PAP έγινε στο καρκίνο του 

µαστού. Η δραστικότητά της συσχετίστηκε µε παραµέτρους όπως η ηλικία, το 

µέγεθος του όγκου, η κατάσταση των λεµφαδένων. Τα δεδοµένα που λήφθηκαν, 

δείχνουν ότι η δραστικότητά της µπορεί να είναι ανεξάρτητος παράγοντας µιας όχι 

τόσο καλής πρόγνωσης. 

Πρώιµες µελέτες συνδέουν τα αυξηµένα επίπεδα της δραστικότητας της 

PAP µε τη φωσφορυλίωση. Οι ποικίλες µορφές της PAP, χαρακτηρίζονται από 

διάφορους βαθµούς φωσφορυλίωσης, από τις οποίες αυτές που παρουσιάζουν 

µειωµένη ενζυµική δραστικότητα είναι οι φωσφορυλιωµένες µορφές της. Έχει βρεθεί 

ότι η PAP είναι δυνατόν να φωσφορυλιωθεί in vivo και in vitro από το 

p34(cdc2)/cyclin B, που είναι ο παράγοντας προώθησης της µίτωσης. 

Στο καρκίνο του µαστού, τα επίπεδα δραστικότητας της PAP µπορούν να 

χρησιµοποιηθεί ως παράµετρος που σχετίζεται µε το πολλαπλασιασµό και τη 

µεταγραφή του καρκινικού κυττάρου. Παροµοίως, όταν η PAP βρίσκεται σε υψηλά 

επίπεδα µπορεί να συνδέεται µε απορρύθµιση της  έκφρασης της πρωτεΐνης , το οποίο 

µε τη σειρά του ενδεχοµένως συµβάλλει στο κακοήθη φαινότυπο του κυττάρου. 

Έρευνες έχουν αποδείξει ότι όταν η PAP είναι σε υψηλά επίπεδα αντιπροσωπεύει 

έναν αρκετά επιθετικό τύπο καρκίνου, όπως επίσης και ότι θεωρείται ένας 

καινούργιος ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης (Scorilas et al., 2000). 
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2.3 ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ ΚΑΙ ΚΑΡΚΙΝΟΣ 

 

 

Πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει ότι ο µετα-µεταγραφικός µηχανισµός 

παίζει σπουδαίο ρόλο στον έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης και πιο ειδικά στην 

αποικοδόµηση του mRNA. Οι διαδικασίες που αφορούν τη σταθερότητα του mRNA, 

τη µεταγραφική καταστολή και την αποικοδόµηση µεταγράφων σχετίζονται µεταξύ 

τους µε πολύπλοκο τρόπο και είναι δυνατόν να επηρεαστούν από διάφορα cis-

στοιχεία (όπως πολυ(Α) ουρά, στοιχεία ARES) και trans-στοιχεία (όπως ncRNAs, 

RBPs, ριβονουκλεάσες) (Kim et al., 2009). 

Τα ncRNAs, είναι µη κωδικοποιητικά µετάγραφου διαφόρων µεγεθών, τα 

οποία δε µεταφράζονται σε πρωτεΐνες. Τα miRNAs, είναι µετα-µεταγραφικοί 

ρυθµιστές που προσδένονται σε συµπληρωµατικές αλληλουχίες των περιοχών 

3΄UTRs των mRNAs που συνήθως οδηγεί σε αποσιώπηση του γονιδίου (Bartel, 

2009;Bartel 2004). Είναι µια κατηγορία ncRNAs, µεγέθους περίπου 22 

νουκλεοτιδίων, που παράγονται µέσω ενδονουκλεολυτικής διεργασίας ακολουθώντας 

το µηχανισµό της παρεµβολής του RNA. Η έρευνα τα τελευταία χρόνια, έχει 

αποκαλύψει ότι παίζει αρνητικό ρόλο όπως υποβάθµιση της µεταγραφής, καταστολή 

της µετάφρασης αλλά και θετικό ρόλο όπως επιτάχυνση της αφαίρεσης της πολυ(Α) 

ουράς µε συνέπεια την επίσπευση της υποβάθµισης του mRNA. Με το να επηρεάζει 

την γονιδιακή ρύθµιση, είναι πολύ πιθανόν τα miRNAs να εµπλέκονται σε διάφορες 

βιολογικές διαδικασίες (Brennecke, et al.,2003; Cuellar,et al.,2005; Poy et al.,2004; 

Chen, et al.,2004; Wilfrεd, et al.,2007; Harfe et al.,2005; Lim et al.,2005; Lagos-

Quintana, et al.,2003). 

Οι RBPs, είναι πρωτεΐνες που συνδέονται µε το mRNA και επηρεάζουν σε 

µεγάλο βαθµό το χρόνο ζωής των mRNAs. Προσδένονται στην περιοχή 3΄ UTR των 

mRNAs αλλά και στη κωδική περιοχή των mRNAs, προφυλάσσοντάς τα από 

αποικοδόµηση. Ανάλογα µε τον τρόπο που ανταποκρίνονται στα διάφορα ερεθίσµατα, 

ο ρυθµός αποσύνθεσή τους διαφέρει. 

Έρευνες έχουν δείξει ότι η ύπαρξη δυσλειτουργικών trans-acting 

παραγόντων στο µεταβολισµό του mRNA συσχετίζεται άµεσα µε την εµφάνιση 

καρκίνου. Η σύνδεση κάποιων ειδών ριβονουκλεοπρωτεϊνών µε ορισµένο αριθµό 
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µεταγράφων, µπορεί να οδηγήσει σε δηµιουργία ογκογονιδίου ή καταστολείς 

ογκογονιδίων. Επίσης, οι ριβονουκλεάσες δύναται να δράσουν ως ογκοπρωτεΐνες ή 

καταστολείς των όγκων έχοντας αντίκτυπο στην αφθονία του mRNA και στη ρύθµιση 

της µετάφρασης (Kim et al., 2009). 

Η µείωση της δραστικότητας των miRNAs και των ριβονουκλεασών 

εµποδίζει τη µετάφραση των ογκογόνων mRNAs που µε τη σειρά τους οδηγούν σε 

µειωµένη αποικοδόµησή τους. Με παρόµοιο τρόπο επιδρούν, η µειωµένη 

δραστικότητα των αποσταθεροποιητών (destabilizer RBP) ή αυξηµένη δραστικότητα 

των σταθεροποιητικών πρωτεϊνών.  

Σε περίπτωση που, τα miRΝAs ή οι ριβονουκλεάσες παρουσιάζουν 

αυξηµένη δραστικότητα παρατηρείται αυξηµένη αποσύνθεση των 

ογκοκατασταλτικών mRNAs, γεγονός που ενδεχοµένως να οδηγήσει σε ανάπτυξη 

καρκίνου. Επίσης, οι πρωτεΐνες που προσδένονται στα mRNAs φαίνεται να 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο (Kim et al., 2009). 

Οι ριβονουκλεάσες ταξινοµούνται σε ενδοριβονουκλεάσες και 

εξωριβονουκλεάσες. Οι πρώτες, κόβουν εσωτερικά το mRNA και τα προϊόντα τους 

αποικοδοµούνται από τις εξωριβονουκλεάσες ενώ οι τελευταίες, αποικοδοµούν τα 

RNAs από τα ελεύθερα άκρα τους Σε αυτή τη κατηγορία ανήκουν και οι 

αποαδενυλάσες που αναφέρθηκαν εκτενέστερα παραπάνω. Έτσι, οι 

εξωριβονουκλέασες είναι αυτές που αφαιρούν τη πολυ(Α) ουρά, το 5’-cap, αλλά και 

τα προϊόντα της ενδονουκλεολυτικής τµήσης των RNAs. Όταν οι απαραίτητοι 

ρυθµιστικοί µηχανισµοί υπολειτουργούν, παρατηρείται αλλαγή στη γονιδιακή 

έκφραση. Αυτό δικαιολογείται από το γεγονός ότι η αδρανοποίηση του mRNA 

προκαλείται από µία µόνο ενδονουκλεολυτική κοπή. Τα κύτταρα όµως έχουν 

αναπτύξει κατάλληλους µηχανισµούς  για να εµποδίσουν την ανεπιθύµητη δράση 

τους (Kim et al., 2009). Ο πίνακας που ακολουθεί παρουσιάζει την ταξινόµηση των 

ριβονουκλεασών (Holzmann et al. 2008; D'Alessio and Riordan 1997; Gerdes et al. 

2005). 
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              Πίνακας 2 : Ταξινόµηση ριβονουκλεασών*  

            

            Ενδοριβονουκλεάσες         Εξωριβονουκλεάσες 

RNase A Polynucleotide Phoshprylase (PNPase) 

RNase H RNase PH 

RNase I RNase II 

RNase III RNase R 

RNase L RNase D 

RNase P RNase T 

RNase PhyM Oligoribonuclease 

RNase T1 Exoribonuclease I 

RNase T2 Exoribonuclease II 

RNase U2 - 

RNase U1 - 

RNase U - 

*βάσει Holzmann, et  al., 2008;D'Alessio, et al, 1997;Gerdes, et al., 1995  
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3. ΣΚΟΠΟΣ 

   

 

Η βράχυνση της πολυ(Α) ουράς, είναι το πρώτο καθοριστικό βήµα στην 

αποικοδόµηση των ευκαρυωτικών mRNAs, καθορίζοντας το χρόνο ζωής τους και 

κατ΄ επέκταση τη ποσότητα τη παραγόµενης πρωτεΐνης. Η αφαίρεση των πολυ(Α) 

ουρών καταλύεται από τις αποαδενυλάσες, εξειδικευµένες ριβονουκλεάσες που 

χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τις DEDD και EEP νουκλεάσες. Σε µια παθολογική 

κατάσταση, όπως ο καρκίνος, παρατηρείται αυξηµένη έκφραση παραγόντων, όπως 

προϊόντα ογκογονιδίων, γεγονός που σηµαίνει πως τα mRNAs τους επιβιώνουν για 

περισσότερο χρόνο, ενώ αντίθετα άλλα παρουσιάζουν µειωµένη έκφραση. Είναι 

προφανές ότι η αποικοδόµηση των mRNAs είναι καθοριστικής σηµασίας για το 

κύτταρο. 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας, είναι η µελέτη των επιπέδων των 

αποαδενυλασών CNOT6, CNOT6L και PARNL σε δείγµατα ατόµων που πάσχουν 

από οξεία λευχαιµία και η σύγκρισή τους µε µη παθολογικά δείγµατα. Οι 

συγκεκριµένες αποαδενυλάσες ανήκουν και στις δύο κατηγορίες που 

προαναφέρθηκαν, ανακαλύφθηκαν τα τελευταία χρόνια και η διερεύνηση της 

βιολογικής τους σηµασίας καθώς και του τρόπου λειτουργίας τους κρίνεται 

απαραίτητη για τη κατανόηση των µηχανισµών που ρυθµίζουν την αποικοδόµηση 

των ευκαρυωτικών mRNAs και τη συσχέτισή τους µε παθολογικές καταστάσεις.
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           4.ΥΛΙΚΑ/ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
 

4.1 ΥΛΙΚΑ 

 

 
             4.1.1 ΧΗΜΙΚΑ 

 

� Acrylamide (Sigma) 

APS (Ammonium Persulfate) (Sigma) 

Αιθανόλη (Merck) 

Ακετόνη (Merck) 

Αµµωνία (Merck) 

      Αναστολείς πρωτεασών (complete) (Roche) 

� Bioquant Protein (Merck) 

Bis-acrylamide (Sigma) 

      Bromophenol blue (Research Organics) 

      2-µερκαπτοαιθανόλη (Riedel de Haen) 

       Βρωµιούχο αιθίδιο (Merck) 

� Γλυκερόλη (Panreac) 

Γλυκίνη (AppliChem) 

Full Range Rainbow MW Markers (Amersham) 

� Ισοπροπανόλη (Scharlau) 

Μεθανόλη (Merck) 

� HCl (Merck) 

KCl (Merck) 

KH2PO4 (Merck) 

NaH2PO4 (Merck) 

NaCl (Panreac) 

NaOH (Merck) 

Ponceau Red (Sigma) 

SDS (Sodium dodecyl sulphate) (Sigma) 

Skimmed milk (Scharlau) 
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TCA (Fluka) 

Temed (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) (Research 

Organics) 

Tween 20 (Euroclone) 

 
 

 

 

               4.1.2 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 

                                       

� Lysis buffer (∆/µα λύσης κυττάρων) : 

600mM KCl 

20mM  Tris-HCl  pH= 7.8 

                                         20% Glycerol   

4%  Αναστολείς πρωτεασών    

 

� PBS (Phosphate Buffer Salts) 1x : 

137mM NaCl 

         2.7mM  KCl  

                                          4.3mM NaH2PO4 

         1.47mM KH2PO4  

 

� 30% Acrylamide-bis (100ml) : 

          30gr acrylamide  

                                            1gr bis 

           100ml dH2O 

� Ponceau Red : 

             I)  0.1% ponceau w/v σε 5% οξικό οξύ  ή            

ΙΙ)   2%  ponceau  w/v σε 30% TCA και 30%  

sulfosalicylic acid  

�   Running buffer (500 ml) : 

          72gr γλυκίνη  1.92M        

                                            15gr tris-HCl  0,25M 

              5gr SDS  0.035M 
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� ∆ιαλύµατα για ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου : 

                    30% bis-acrylamide (29:1/acrylamide:bis-acrylamide) 

σε ddH2O  

                     10%  SDS  

                      Ρυθµιστικό διάλυµα   Tris-HCl       pH= 8.8  1M 

                      Ρυθµιστικό διάλυµα    Tris-HCl       pH= 6.8  1M 

                      Ρυθµιστικό διάλυµα 10x  pH  8.3 :Tris base 1.5%, 

7.2%  γλυκίνη , 0.5%  SDS 

                       Loading buffer : 1M  Tris  pH 6.8, 10%  γλυκερόλη, 

10%  SDS, 5% β-µερκαπτοαιθανόλη, 1%  κυανό της 

βρωµοφαινόλης 

              

                                            Οι αναλογίες των παραπάνω διαλυµάτων καθορίζονται 

κάθε φορά από την επιθυµητή περιεκτικότητα σε πολυακρυλαµίδιο και την 

χωρητικότητα της συσκευής ηλεκτροφόρησης. Στη συνέχεια, προσθέτονται και οι 

καταλύτες TEMED και 10% APS. 

 

� ∆ιάλυµα για transfer gel πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη 

PVDF : 

                                                 Transfer buffer :  Tris 48mM, γλυκίνη 39mM, SDS 

1.3mM, µεθανόλη 20%) 

                                

�    ∆ιαλύµατα για detection : 

                                                      Blocking buffer : 5% skimmed milk, 0.1% Tween 

20 σε PBS 

                        PBS-T : 0.1% Tween 20 σε PBS  

                        ECL : Solution A και B  

                        ECL : Solution A και B  

                        Developer solution, Kodak 

                        Fixer solution,  Kodak  
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� ∆ιάλυµα για αποσύνδεση αντισωµάτων από µεµβράνη 

PVDF (Stripping buffer) : 

100mM 2-µερκαπτοαιθανόλη 

 2% SDS 

62.5mM Tris-HCl  pH=6.7 

 
 

� Πρωτεϊνες, αντισώµατα και ένζυµα : 

 

  BSA  Fraction V                          Merck 

  Goat anti-rabbit   IgG-HRP         Chemicon 

   Protease Inhibitors                       Roche 

                 Anti-lamin A/C                     Cell Signalling   

                                                                                            Anti-PARN 74  (Ευγενική  

 προσφορά του Καθ.Α. 

 Virtanen. Upsala  

 University. Upsala, 

 Σουηδία) 
 
 
              

 

             4.2 ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

    

 

               4.2.1  Bradford  Protein Assay 

 
 
 

    Η µέθοδος Bradford, ανήκει στις µεθόδους που χρησιµοποιούνται 

για το ποσοτικό προσδιορισµό των πρωτεϊνών. Βασίζεται στη πρόσδεση της 

χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 στις πρωτεΐνες (Bradford 1976). Τη 

συγκεκριµένη χρωστική µπορούµε να τη συναντήσουµε σε τρεις µορφές : κατιονική 

(κόκκινη), ουδέτερη (πράσινη) και ανιονική (µπλε). Όταν η χρωστική προσδένεται 
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στη πρωτεΐνη µετατρέπεται στη σταθερή αποπρωτονιωµένη µορφή (Amax = 595 nm), 

η οποία ανιχνεύεται µε τη βοήθεια ενός φασµατοφωτοµέτρου.  

Σε κάθε πρωτεϊνική ανάλυση, η πρωτεΐνη που είναι δυνατόν να 

χρησιµοποιηθεί ως µάρτυρας είναι ένα εξευγενισµένο παρασκεύασµα της προς 

ανάλυση πρωτεΐνης. Όταν αυτό δεν είναι εφικτό, καταφεύγουµε σε άλλες µεθόδους, 

από τις οποίες η πιο συνηθισµένη περιλαµβάνει τη κατασκευή της πρότυπης 

καµπύλης µε BSA (Bovine Serum Albumin) ή γ-globulin.  

 

Πρότυπη Καµπύλη : 

 

� Μπορεί να πραγµατοποιηθεί σε τρεις διαφορετικές διατάξεις: την 

ανάλυση σε κυψελίδες των 5mL και 1mL και την ανάλυση σε 

µικροπλάκα των 250µL. Το εύρος της γραµµικότητας των 

µεθόδων µε χρήση BSA είναι 125-1000µg/mL. 

� Ανακινούµε τη χρωστική µερικές φορές πριν τη χρήση. 

� Για την ανάλυση σε κυψελίδα 1mL χρειαζόµαστε 20µL δείγµατος 

και 1mL χρωστικής. 

� Η προετοιµασία των δειγµάτων µπορεί να πραγµατοποιηθεί και 

µε τη µέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων όπως παρατηρούµε 

στον πίνακα 2. Σε αυτή την περίπτωση, τα δείγµατα φτάνουν για 

τρεις επαναλήψεις. 

� Επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για τουλάχιστον 5min. Σε 

καµιά περίπτωση η επώαση δεν πρέπει να ξεπερνά την 1h. 

� Ρυθµίζουµε το φασµατοφωτόµετρο στα 595nm. Μηδενίζουµε µε 

το τυφλό δείγµα και µετράµε τις απορροφήσεις. 

� Κατασκευάζουµε την πρότυπη καµπύλη σε γραφική παράσταση 

µε τις τιµές των απορροφήσεων (595nm) στον άξονα ψ και τις 

συγκεντρώσεις των δειγµάτων (µg/mL) στον άξονα χ. 

Προσδιορίζουµε τη συγκέντρωση των άγνωστων δειγµάτων 

χρησιµοποιώντας την πρότυπη καµπύλη. Σε περίπτωση που τα 

δείγµατα έχουν αραιωθεί υπολογίζουµε τη τελική συγκέντρωση 

πολλαπλασιάζοντας τον παράγοντα αραίωσης. 

� Απορρίπτουµε τιµές που είναι εκτός της γραµµικότητας της 

καµπύλης για µεγαλύτερη ακρίβεια. 
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Πίνακας 3 : Κατασκευή πρότυπης καµπύλης µε BSA 

 
  

Tube # Standard Volume (µl) Source of Standard Diluent Volume (µl) Final [Protein] (µg/ml) 

1 70 2mg/mL stock 0 2000 

2 75 2mg/mL stock 25 1500 

3 70 2mg/mL stock 70 1000 

4 35 tube 2 35 750 

5 70 tube 3 70 500 

6 70 tube 5 70 250 

7 70 tube 6 70 125 

8 - - 70 0 

 

 

 

 

              4.2.2 Παραλαβή ορού και αποµόνωση κυττάρων από δείγµατα ασθενών 

µε λευχαιµία 

 
 
 Ι) Παραλαβή ορού : 

               

Το περιφερικό αίµα (4mL) φυγοκεντρείται στις 3500 στροφές (RPM) για 

10min και ακολουθεί λήψη του υπερκείµενου (ορός).Το κατώτερο στρώµα που 

αντιστοιχεί στο 45% του συνολικού όγκου του αίµατος, είναι κόκκινου χρώµατος και 

περιέχει ερυθροκύτταρα. Το µεσαίο στρώµα, αντιστοιχεί στο 1% του ολικού όγκου 

και είναι χρώµατος άσπρου-φαιού. Σε αυτό, βρίσκονται τα λευκοκύτταρα που 

διακρίνονται σε 5 τύπους στον άνθρωπο : λεµφοκύτταρα, µονοκύτταρα, 

ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα και βασεόφιλα. Το ανώτερο στρώµα της στήλης 

(υπερκείµενο), εµπεριέχει το πλάσµα, δηλαδή το υγρό µέρος του αίµατος πρωτεϊνικής 

σύστασης  µε ελαφρά αλκαλικό pH και χρώµατος κιτρινωπού. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
27/07/2024 09:34:42 EEST - 3.15.17.249



 47

ΙΙ) ∆ιαχωρισµός µονοπύρηνων (περιφερικού αίµατος, µυελού των οστών) 

σε φικόλη :  

 

Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται αποµόνωση λεµφοκυττάρων αρκετά 

εύκολα από το περιφερικό αίµα και το µυελό των οστών κάνοντας φυγοκέντρηση 

πυκνότητας σε κλίση φικόλης (Ficoll) και µετριζιµίδης (Hypaque). 

Η φικόλη, είναι µια συνθετική ουσία υψηλού µοριακού βάρους, ενώ η 

µετριζιµίδη χρησιµεύει στη δηµιουργία τέτοιων συνθηκών πυκνότητας και ώσµωσης 

έτσι ώστε τα λεµφοκύτταρα να διαχωρίζονται από τα άλλα κύτταρα. 

Τα κύτταρα καθιζάνουν µε διαφορετική ταχύτητα στα παρασκευάσµατα 

Ficoll-Hypaque εξαιτίας της διαφορετικής πυκνότητας της µάζας τους. Ο 

διαχωρισµός αυτός , γίνεται διότι τα λεµφοκύττταρα παρουσιάζουν µικρότερη 

πυκνότητα από τα κοκκκιοκύτταρα και ερυθροκύτταρα. Το δείγµα (αίµα-µυελός) που 

παραλαµβάνεται, τοποθετείται αµέσως σε φιαλίδιο µε αντιπηκτικό. Στη συνέχεια, 

αραιώνεται µε ιστό καλλιέργειας και επιστοιβάζεται προσεκτικά στην επιφάνεια του 

υγρού στρώµατος φικόλης (Ficoll-Hypaque), η οποία βρίσκεται µέσα σε δοκιµαστικό 

σωλήνα. Αυτό γίνεται, γιατί η φικόλη έχει µεγαλύτερη πυκνότητα από εκείνη των 

λεµφοκυττάρων αλλά µικρότερη από εκείνη των ερυθροκυττάρων.και 

κοκκιοκυττάρων (π.χ.ουδετερόφιλων). 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση, µε αποτέλεσµα τα λεµφοκύτταρα και τα 

πολυµορφοπύρηνα ουδετερόφιλα να διέρχονται διαµέσου της φικόλης σχηµατίζοντας 

ίζηµα στον πυθµένα του σωλήνα, ενώ τα λεµφοκύτταρα και ελάχιστα µονοπύρηνα 

παραµένουν στη µεσαία στοιβάδα, πάνω από το στρώµα της φικόλης. Με αυτό τον 

τρόπο, µπορούν να παραληφθούν εύκολα από το στρώµα διαχωρισµού. Αυτά τα 

κύτταρα, ονοµάζονται µονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίµατος (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells, PBMC). Το παρασκεύασµα των λεµφοκυττάρων 

διαχωρίζεται περαιτέρω από τα µακροφάγα (µονοπύρηνα) µε τη προσθήκη 

ρινισµάτων σιδήρου. Τα ρινίσµατα προλαµβάνονται από τα φαγοκύτταρα, τα οποία 

µπορούν να αποµακρυνθούν µε ένα µαγνήτη.                                                                                       

Μία άλλη µέθοδος αποµάκρυνσης των µονοπύρηνων (µακροφάγα), είναι 

να αφήσουµε το εναιώρηµα των κυττάρων να καθιζάνει σε πλαστικό τριβλίο. Τα 

µακροφάγα προσκολλώνται στο πλαστικό σε αντίθεση µε τα λεµφοκύτταρα που 

µπορούν να αποµακρυνθούν µε πλύσιµο. 
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Υλικά/Όργανα : 

1.Αίµα µε αντιπηκτικό (ηπαρίνη ή EDTA) 

2.∆/µα Ficoll-Isopaque (ή Ficoll-Hypaque, Lymphoprep, Histopaque) 

3.D/ma Tuerk (95mL dH2O, 3mL οξικό οξύ, 4-5 σταγόνες Giemsa) 

4.Χρωστική Trypanblue (άλας νατρίου 0,4% (w/v) σε φυσιολογικό ορό) 

5. Hanks Balanced Salt Solutiom (HBSS), θρεπτικό µέσο RPMI 

6.Φλάσκες κυτταροκαλλιέργειας  

7.Αιµοκυτταρόµετρο (πλάκα Neubauer) και καλυπτρίδες  

8. Σωλήνες φυγόκεντρου 15mL (πλαστικοί, κωνικοί),φυγόκεντρος 

9.Πιπέτες Pasteur, πιπέτες Gilson 

 

Μέθοδος : 

 

1. Αραιώνουµε το αίµα σε ρυθµιστικό δ/µα αλάτων (π.χ. Hanks Balances 

Salt Solution,  HBSS) ή σε θρεπτικό µέσο 1:1. 

2. Προσθέτουµε 5mL Ficoll-Isopaque (ή άλλο παρόµοιο υλικό) σε κωνικό 

σωλήνα φυγοκέντρου  (ειδικό βάρος φικόλης= 1.078) 

3. Επιστοιβάζουµε µε προσοχή το αραιωµένο αίµα (περίπου 10mL) πάνω 

στο στρώµα της Ficoll-Isopaque. 

4. Φυγοκεντρούµε στις 1700 στροφές (rpm) για 25min(θ= 20 OC). 

5. Έχουµε διαχωρισµό κυττάρων σε ζώνες. Με µια πιπέτα Pasteur 

αποµακρύνουµε το πάνω στρώµα (περιέχει τα αιµοπετάλια και το πλάσµα) χωρίς να 

πειραχτεί το στρώµα µε τα λεµφοκύτταρα. 

6. Με µια άλλη πιπέτα Pasteur µεταφέρουµε το στρώµα των 

λεµφοκυττάρων σε µια σωλήνα φυγοκέντρου (το στρώµα της φικόλης περιέχει τα 

κοκκιοκύτταρα ενώ στον πυθµένα, είναι τα ερυθρά και νεκρά κύτταρα). 

7. Στη στοιβάδα των λεµφοκυττάρων, προσθέτουµε 15mL HBSS (ή 

θρεπτικό µέσο που περιέχει 5-10% ορό µοσχαριού) και ανακατεύουµε µε µια πιπέτα. 

8. Φυγοκεντρούµε στις 1400 rpm για 10min (θ=20 OC) 

9. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο µε µια πιπέτα και στη συνέχεια, 

προσθέτουµε πάλι  10mL HBSS (ή θρεπτικό µέσο) και ανακατεύουµε µε προσοχή. 

10. Φυγοκεντρούµε στις 1400 rpm για 10min (θ=20 OC), αποµακρύνουµε 

το υπερκείµενο και αιωρούµε τα λεµφοκύτταρα σε 1mL θρεπτικό µέσο. 

11. Παρατήρηση και µέτρηση κυττάρων µε τη χρήση µικροσκοπίου. 
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12. Αποθήκευση των κυττάρων σε 1mL freezing medium στους -80 OC. 

                 

 

                Μέτρηση κυττάρων: 

 

1.Για τη παρατήρηση και µέτρηση των µονοπύρηνων κυττάρων που 

συλλέξαµε στο θρεπτικό µέσο, αραιώνουµε τα κύτταρα µε τον εξής τρόπο : 

 
A. 20µL αιώρηµα κυττάρων και 380µL δ/µα Tuerk (παρατήρηση κυττάρων) 

 
Β. 200µL αιώρηµα κυττάρων, 300µL HBSS και 500µL δ/µα Trypanblue 

(αραίωση 1:5). Το Trypanblue  χρωµατίζει µπλε τα νεκρά κύτταρα. 

                   2. Ανακατεύουµε προσεκτικά και περιµένουµε 5-10min. 

   3. Τοποθετούµε µία σταγόνα στο αιµοκυτταρόµετρο Neubauer στην 

ειδική εσοχή κάτω από τη καλυπτρίδα.      

    4. Μετράµε τα κύτταρα. 
 
 
 
 
 
              4.2. 3. Κυτταρική λύση των δειγµάτων µε κύτταρα από µυελό των οστών 
 
 
 

 Αυτό επιτυγχάνεται µε φυγοκέντρηση στις 1000-12000 στροφές για 4-5min. 

Ακολουθεί αποµάκρυνση του υπερκείµενου και επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 20µL 

lysis buffer, παρουσία αναστολέων πρωτεασών. Ψύξη των δειγµάτων σε υγρό άζωτο, 

µεταφορά στους 60 OC για 3min και ανάδευση (vortex). Επανάληψη του παραπάνω 

κύκλου 3 φορές. Φυγοκέντρηση στη µέγιστη ταχύτητα για 1min και λήψη του 

υπερκείµενου (Rudolph et al., 1999). 

 
 
 
               4.2.4. TCA Precipitation Protocol ( µέθοδος κατακρήµνισης πρωτεϊνών) 
 
 
 
               Αντιδραστήρια: 
 
                TCA 100% ( ή 72%) 
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                TCA 2.5% 
 
                DOC 0,15% 

                Ακετόνη  

                Loading buffer 

                Ατµοί αµµωνίας 

 

 

                Μέθοδος :                                                                                                             

 

Η διαδικασία προϋποθέτει τα δείγµατα στο πάγο καθ΄ όλη τη διάρκεια της. 

Τα βήµατα είναι τα εξής: 

                    1. Αν ο όγκος των δειγµάτων είναι µικρότερος από 100µL, 

συµπληρώνουµε µέχρι τελικού όγκου 100µL. 

 2. Προσθήκη DOC 0.15% που να αντιστοιχεί στο 10% του όγκου του 

δείγµατος και επώαση του δείγµατος στο πάγο για 10min. 

                    3. Προσθήκη TCA 100% που να αντιστοιχεί στο 10% του όγκου του 

δείγµατος και επώαση του δείγµατος σε πάγο για 10min. 

 4. Τοποθέτηση των δειγµάτων για 30min στους -20 OC για επώαση. 

                    5. Φυγοκέντρηση 1200rpm για 15min(θ=4 OC) 

 6. Αποµάκρυνση του υπερκείµενου. 

                    7. Ξέπλυµα του ιζήµατος µε 200µL TCA 2.5% (µε προσοχή, ώστε να µη 

διαλυθεί το ίζηµα). 

 8. Προσθήκη 200µL ακετόνης µε αναδευτικές κινήσεις. 

                    9. Φυγοκέντρηση full speed για 15 λεπτά (θ=4 OC). 

                    10. Ξέπλυµα του ιζήµατος µε 200µL ακετόνης (µε προσοχή, ώστε να µη 

διαλυθεί το ίζηµα). 

                    11. Προσθήκη σε κάθε δείγµα 20µL Loading buffer 1X. 

 12. Σε περίπτωση που παρατηρείται αλλαγή χρώµατος από µπλε σε 

κίτρινο, απαιτείται προσθήκη αέριας αµµωνίας (ατµοί αµµωνίας) για αλλαγή του pH. 

13. Βράσιµο των δειγµάτων στους 95 OC για 5min και αποθήκευση στους 

-20 OC. 
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 Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται καθαρισµός και αποµόνωση της  προς 

ανάλυση πρωτεΐνης και µε την επαναδιάλυση των δειγµάτων σε Loading buffer 1X, 

τα δείγµατά µας είναι έτοιµα να τα φορτώσουµε και να τα ηλεκτροφορήσουµε µε τη 

µέθοδο Western Blot. 

 
 

  4.2.5. Western Blot method 
 
 

Είναι µια διαδικασία διαχωρισµού και ανίχνευσης πρωτεϊνών, που 

πραγµατοποιείται µε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων µε βάση το µοριακό τους βάρος, 

αφού τα έχουµε φορτώσει στα πηγαδάκια, σε 10% SDS-gel polyacrylamide στα 160V. 

Η τεχνική αυτή στηρίζεται στο γεγονός ότι τα σύµπλοκα πρωτεϊνών-SDS, τα οποία 

είναι αρνητικά φορτισµένα, µετακινούνται προς την άνοδο µε την επίδραση του 

ηλεκτρικού ρεύµατος. Εξέρχονται από τη πηκτή και καθηλώνονται στη µεµβράνη 

εξαιτίας υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, αρχικά 

εµβαπτίζεται η µεµβράνη PVDF σε 100% µεθανόλη για να ενεργοποιηθεί και έπειτα 

µεταφέρονται µε το gel σε transfer buffer. Aκολουθεί η τοποθέτηση τους στη 

συσκευή Semidry Transfer System στα 270mA για 40 λεπτά για τη µεταφορά των 

πρωτεϊνών. Στη πάνω και κάτω επιφάνεια τοποθετούνται τρία χαρτιά Whatman, 

αντίστοιχα και ανάµεσά τους παρεµβάλλονται το gel µε προσανατολισµό στον 

αρνητικό πόλο και τη µεµβράνη στον θετικό πόλο. Η διαδικασία αυτή φαίνεται και 

στο παρακάτω σχήµα  Προσοχή πρέπει να δοθεί και στη τοποθέτησή τους, καθώς η 

ύπαρξη φυσαλίδων ανάµεσά τους παρεµποδίζει τη διέλευση του ηλεκτρικού 

ρεύµατος. Η επιβεβαίωση της µεταφοράς τους γίνεται µε βαφή της µεµβράνης µε τη 

χρωστική Ponceau red .  

  

            Σχήµα 4.2.5.1. Μεταφορά πρωτεϊνών από πηκτή σε µεµβράνη PVDF 

          (http://www.peptide2.com/peptide/Western_blot_wikipedia_the_free.html) 
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Στη συνέχεια, επωάζουµε τη µεµβράνη σε blocking buffer για 1 ώρα, 

υπό συνεχή ανάδευση σε rollers. Μετά, προστίθεται το πρώτο rabbit anti-PARN74 

αντίσωµα σε αραίωση 1:1000 (σε blocking buffer) και αφήνεται για επώαση όλο το 

βράδυ στους 4 OC.  Αφού έχουν περάσει τουλάχιστον 24h, ξεπλένουµε τη µεµβράνη 

µε washing buffer µε τη κάθε πλύση να διαρκεί 15 λεπτά. Ύστερα, προσθέτουµε το 

δεύτερο αντίσωµα goat anti-rabbit IgG-HRP σε αραίωση 1:10000 (σε blocking 

buffer) και επωάζεται για 1 ώρα υπό ανάδευση σε rollers. Στο τέλος, ακολουθούν 4 

πλύσεις µε δ/µα PBS-Tween 20, µε τη κάθε µία να διαρκεί 10-15 λεπτά και η 

µεµβράνη είναι έτοιµη για εµφάνιση. Η εµφάνιση (ECL ή ECL plus) γίνεται 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο Amersham και βασίζεται στο φαινόµενο της 

χηµειοφωταύγειας που παρατηρείται όταν το ειδικό δεύτερο αντίσωµα αντιδρά µε το 

κατάλληλο αντιδραστήριο, µε ταυτόχρονη παραγωγή φωτός. Η ανίχνευση ειδικού 

σήµατος µπορεί να αποτυπωθεί σε φωτογραφικό φιλµ µε τη µορφή σκοτεινής ζώνης.   

Σε περίπτωση που απαιτείται επανάληψη της ανοσοανίχνευσης µε το ίδιο αντίσωµα ή 

για επώαση µε διαφορετικό (reprobing), εφαρµόζουµε τη διαδικασία της 

αποσύνδεσης (stripping) των αντισωµάτων ακολουθώντας το πρωτόκολλο της 

Amersham.  

 

 

                                    Σχήµα 4.2.5.1 Western blot µέθοδο                      
                      (http://www.molecularstation.com/protein/western-blot/)                                                                                                                             
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 4.2.6 Προκατεργασία δειγµάτων που περιέχουν κύτταρα από µυελό των 

οστών για επεξεργασία τους µε τη µέθοδο της PCR-RT 

 
 

 

Από τα δείγµατα αρχικά, αποµονώνεται το  RNA, µε το RNA/protein 

extraction kit. Στη συνέχεια, απαιτείται η µετατροπή του RNA σε cDNA, γιατί 

διατηρείται περισσότερο σε αυτή τη µορφή καθώς το RNA υδρολύεται µετά από 

κάποιο χρονικό διάστηµα και µας δίνει τη δυνατότητα χρήσης του για πολλές 

αναλύσεις. Αυτό επιτυγχάνεται εφαρµόζοντας το πρωτόκολλο Superscript II Reverse 

transcription χρησιµοποιώντας το αντίστοιχο kit της εταιρίας Invitrogen, δουλεύοντας 

µε τα δείγµατα µέσα στο πάγο σε όλη τη διαδικασία. Η µετατροπή αυτή γίνεται µε το 

ένζυµο της αντίστροφης µεταγραφάσης και χρησιµοποιούνται διάφορα 

ολιγινουκλεοτίδια, τυχαία εξαµερή ή ειδικοί εκκινητές. Ύστερα, µετράµε τις 

απορροφήσεις των δειγµάτων µε ένα φωτόµετρο για να µπορέσουµε να τα 

κανονικοποιήσουµε µε τη κατάλληλη αραίωση. 

Έπειτα ακολουθεί καθαρισµός των δειγµάτων για την αποµάκρυνση 

διαφόρων προσµίξεων που ενδεχοµένως µας οδηγήσουν σε λανθασµένα 

αποτελέσµατα. Σύµφωνα µε το αντίστοιχο πρωτόκολλο, η µέθοδος είναι η εξής: 

 
              1. Προσθήκη στα δείγµατα αποστειρωµένου H2O µέχρι τελικού όγκου 

100µL. 

               2. Προσθήκη 1V φαινόλης-χλωροφόρµιο  

               3. Φυγοκέντρηση στις 11.000 rpm για 1min.     

               4. Λήψη της υδατικής φάσης (πάνω φάση), προσθήκη 1V φαινόλης-

χλωροφορµίου και vortex. 

               5. Φυγοκέντρηση στις 11000 rpm για 1min. 

               6. Λήψη υδατικής φάσης (πάνω φάση) 

               7. Προσθήκη  NaCl µέχρι τελικής συγκέντρωσης 250mM και στη συνέχεια, 

προσθήκη 3V EtOH 100% ice cold. 

               8. Επώαση για 20min στους -80 OC. 

               9.Φυγοκέντρηση στις 14000rpm για 30min (θ=4 OC). 

               10.Αφαίρεση EtOH και προσθήκη 250µL EtOH 70% ice cold  
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                  11. Φυγοκέντρηση στις 14000rpm για 5min (θ=4 OC). 

                  12. Αφαίρεση αιθανόλης και αφήνονται τα δείγµατα να στεγνώσουν. 

                  13. Επαναδιαλυτοποίηση σε H2O (αποστειρωµένο). 
 

 

 

Μετά τον καθαρισµό, ξαναφωτοµετρούµε και συγκρίνουµε τις απορροφήσεις πριν 

και µετά για να επιβεβαιώσουµε ότι τα δείγµατα απαλλάχτηκαν από τυχόν προσµίξεις.  

  
 
 
                

 

                      4.2.7 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό 

χρόνο( Real Time PCR ή qRT-PCR) 

 
 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο, είναι µία αρκετά 

εξειδικευµένη  και ευαίσθητη µέθοδος που χρησιµοποιείται ευρέως τα τελευταία 

χρόνια. Η εργαστηριακή αυτή τεχνική, επιτρέπει  τόσο την ανίχνευση όσο και τον 

ποσοτικό προσδιορισµό είτε από ένα πληθυσµό κυττάρων (ιστός ή 

κυτταροκαλλιέργεια) είτε και από ένα µόνο κύτταρο. Σε πραγµατικό χρόνο, 

εφαρµόζεται  συνήθως για να καθοριστεί η έκφραση mRNA ενός γονιδίου και τα 

επίπεδα έκφρασης του (αριθµός αντιγράφων mRNA) στα διάφορα κύτταρα. Επίσης, 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε δείγµατα ασθενών µέσω της σύγκρισης των κανονικών 

δειγµάτων (δείγµατα ελέγχου) δίνοντάς µας πληροφορίες για τις αλλαγές έκφρασης 

τους που προκαλούνται από ενδεχόµενη παθογένεση. Ένα ισχυρό πλεονέκτηµα της 

σε σχέση µε τις παραδοσιακές τεχνικές  PCR είναι η δυνατότητα µέτρησης της 

κινητικής της αντίδρασης στα πρώτα στάδια της αντίδρασης και όχι στο τελικό 

στάδιο της αντίδρασης όπως γίνεται µε τις υπόλοιπες. Γι’ αυτό το λόγο έχει και 

πολλές διαγνωστικές και εργαστηριακές εφαρµογές, όπως για παράδειγµα την 

ανίχνευση γονιδίων σχετικών µε διάφορες ασθένειες, όπως ο καρκίνος. 

Σε αρχικό στάδιο, το προϊόν της PCR δεν είναι ανιχνεύσιµο εφόσον βρίσκεται 

σε πολύ µικρή ποσότητα όµως στη πορεία ακολουθώντας µια εκθετική αύξηση 

παρατηρούµε ότι  η ποσότητά του διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. Βασική προϋπόθεση 
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είναι ένα ζεύγος εκκινητών (primers) που είναι συµπληρωµατικοί προς µια 

καθορισµένη αλληλουχία σε κάθε ένα από τα δύο σκέλη του DNA. Στη µέθοδο που 

εφαρµόσαµε, χρησιµοποιήθηκε επίσης και µια φθορίζουσα ουσία, η SYBR ® 

Green ,η οποία έχει την ιδιότητα να δεσµεύεται σε double-stranded DNA και όχι σε 

single-stranded DNA και να φθορίζει, διευκολύνοντας τη παρακολούθηση της 

αντίδρασης, Επίσης, βοηθάει και στην ποσοτικοποίηση της αντίδρασης καθώς 

συσσωρεύεται σε κάθε κύκλο ενίσχυσης. Βέβαια, ένα µειονέκτηµα χρήσης της, είναι 

το γεγονός ότι η χρωστική δεσµεύεται τόσο σε ειδικά όσο και σε µη-ειδικά προϊόντα, 

τα οποία δίνουν σήµα. Ένα γενικό πλάνο της µεθόδου, φαίνεται στο παρακάτω 

σχήµα : 

 

 

                     

  

        Σχήµα 4.2.7.1:  Συνοπτικά στάδια της µεθόδου qPCR-RT 

              (http://www.iba-go.com/naps/naps_p_rg_real.html)   
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          Στις αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν, χρησιµοποιήθηκε ως χρωστική 

αναφοράς η ROX και ως εσωτερικό πρότυπο για τη κανονικοποίηση του σήµατος 

των ειδικών προϊόντων, το ιδιοσυστατικό γονίδιο της β-σφαιρίνης. Τα αντιδραστήρια 

που χρησιµοποιήθηκαν και οι ποσότητες τους προστέθηκαν και υπολογίστηκαν µε 

βάση το qPCR kit KAPA SYBR® FAST της εταιρίας KAPABIOSYSTEMS. 

 

 

Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων και των συνθηκών που επικρατούν σε µια 

PCR-ΡΤ παρατίθεται παρακάτω: 

  
        
     Πίνακας 3: Απαιτούµενες ποσότητες αντιδραστηρίων για PCR-RT 
 
 
        Components    Final  Concentration             20µl rxn         
PCR grade water up to 
20µL 

                        0.4µl 

KAPA SYBR® FAST 
Qpcr Master Mix(2X) 
Universal 

              1X               10µl 

Forward Primer (10µM) 200nM                0.4µl 
Reverse Primer (10µM)             200nM    0.4µl 
Template DNA       (<20ng/20µl rxn)                1µl 
ROX Low (50X)              50X                 0.4µl 
 
           
 
 
                                       Πίνακας 4: Συνθήκες αντίδρασης       
 
 
                 Cycling conditions                  Temperature-Time 
                        1 cycle                        95OC- 3min 
                        40 cycles                         95OC- 3sec 

                        60 OC-30sec 
                        72 OC-11sec 

 1cycle        95OC-1min 
                         55 OC-30sec 
                         95OC-30sec 

                           1 cycle                           25 OC-3min 
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Οι primers (εκκινητές), που χρησιµοποιήθηκαν στη PCR-RT είναι των 

αποαδενυλασών CNOT6,CNOT6L και PARNL των οποίων οι αλληλουχίες είναι οι 

εξής: 

 

 

Πίνακας  5 :  Sequences of the primers (αλληλουχίες των εκκινητών) 

Αποαδενυλάση                         Αλληλουχία Μέγεθος προϊόντος, bp 

CNOT6 
LP TTGCCAAGCTTCACAATCTG 

RP CCGTCTTGTTCCATCTGGTT  
236 

CNOT6L 
LP   TGGAAGCTCAGAAGGGAGAA 

RP    CTGAAGGGATGTGAGGGTGT 
224 

PARNL          LP   GACCCCTCCCAGAAAGCTAC 
         RP   GGGGCACTTTGTCTCAACAT 

236 

* FP: Forward Primer, RP: Reverse Primer 

 
 

 
 

 
Στην εργασία αυτή, ασχοληθήκαµε µε δείγµατα ατόµων που πάσχουν από 

οξεία λευχαιµία και καρκίνο του πνεύµονα, τα οποία ελήφθησαν σε συνεργασία µε το 

Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Λάρισας. Πιο συγκεκριµένα, 30 δείγµατα από κύτταρα 

από µυελό των οστών επεξεργάστηκαν µε τη τεχνική της qPCR-RT από τα οποία τα 

10 δείγµατα προέρχονται από φυσιολογικά (υγιή) άτοµα και τα υπόλοιπα 20, από 

ασθενείς µε οξεία λευχαιµία. Επίσης, επεξεργαστήκαµε 3 δείγµατα από ασθενείς µε 

καρκίνο του πνεύµονα και 3 δείγµατα από φυσιολογικούς από ορούς και αντίστοιχα 

κύτταρα από µυελό των οστών µε τη µέθοδο της Western blot. 
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  5. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  

 
 

5.1 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ ΜΕ WESTERN BLOT 
 

 

Αρχικά, επεξεργαστήκαµε ορούς και κύτταρα από µυελό των οστών από τρία 

άτοµα που πάσχουν από καρκίνο του πνεύµονα και τρία φυσιολογικά µε την 

αποαδενυλάση PARN. Κατακρηµνίσαµε τις πρωτεΐνες τους, εφαρµόσαµε τη µέθοδο 

της Western Blot και στην συνέχεια, ανιχνεύσαµε το σήµα. Τα αποτελέσµατά µας 

έδειξαν µια αύξηση των επιπέδων της PARN στους ασθενείς απ’ ότι στους 

φυσιολογικούς αλλά η γενική εικόνα που είχαµε δεν ήταν αρκετά ξεκάθαρη, ώστε να 

την συµπεριλάβουµε στην παρούσα εργασία. Βέβαια, τα στοιχεία που είχαµε ήταν 

αρκετά ενθαρρυντικά αλλά απαιτούν περισσότερη µελέτη για να ελέγξουµε εάν η 

διαφορά που είχαµε στα επίπεδα της PARN σε άτοµα µε χρόνια και οξεία λευχαιµία 

ισχύει και σε άλλες µορφές καρκίνου ή και ακόµη αν συµβαίνει το ίδιο φαινόµενο και 

µε τις υπόλοιπες αποαδενυλάσες. 

 

 
5.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ ΜΕ ΤΗ ΜΕΘΟ∆Ο ΤΗΣ qPCR-

RT 
 

 

Όπως αναφέραµε και στη παραπάνω ενότητα, επεξεργαστήκαµε µε τη µέθοδο 

της PCR-RT συνολικά 30 δείγµατα ατόµων από κύτταρα του µυελού των οστών, εκ 

των οποίων τα 10 δείγµατα είναι µη παθολογικά και τα υπόλοιπα 20 δείγµατα 

προέρχονται από ασθενείς µε οξεία λευχαιµία. Με το κατάλληλο πρωτόκολλο, έγινε 

εξαγωγή του RNA από τα κύτταρα, ύστερα ακολούθησε µετατροπή του σε cDNA, 

καθώς σε αυτή τη µορφή διαρκεί περισσότερο και µπορεί να ξαναχρησιµοποιηθεί για 

ανάλυση πολλές φορές και τέλος, προσθέτοντας και τα κατάλληλα αντιδραστήρια 

τοποθετήσαµε τα δείγµατα µας για ανάλυση στο µηχάνηµα της PCR-RT. 

Επεξεργαστήκαµε τις αποαδενυλάσες CNOT6, CNOT6L και  PARNL και τα 

αποτελέσµατά µας είναι τα εξής :  
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                                        Αποαδενυλάση CNOT6 

                         

     

                                                                                        1       2      L  3      4 

 Εικόνα 5.2.1 : Επίπεδα έκφρασης CNOT6 σε δείγµατα µυελού των οστών από 

φυσιολογικά άτοµα και ασθενείς µε λευχαιµία : α) ∆ιάγραµµα διάστασης 

(dissociation plot) :Επίπεδα mRNA της CNOT6 (επίπεδα φθορισµού µε χρωστική 

SYBR Green) συνάρτηση µε τη θερµοκρασία. Τα ειδικά προϊόντα της RT-PCR 

αναµένονται σε Tm > 80 OC , β) Ραβδόγραµµα που δείχνει τα επίπεδα mRNA της 

CNOT6 σε µη παθολογικούς (πρώτη στήλη) και σε ασθενείς (δεύτερη στήλη), γ)  

Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της qPCR-RT, σε πήκτωµα αγαρόζης 2% , όπου 

στην πάνω σειρά φορτώσαµε τους φυσιολογικούς και στην κάτω σειρά, τους ασθενείς. 

Ο δείκτης µοριακών µαζών (L), κυµαίνεται από 100 έως 600bp (ζεύγη βάσεων), ενώ 

τα προϊόντα της CNOT6 παρατηρούνται στις 236bp. Τα υπόλοιπα είναι διάφορα 

παραπροϊόντα (όπως διµερή,κ.λ.π).             
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                                        Αποαδενυλάση CNOT6L  
 

           

      

        1       2        L    5     6   

Εικόνα 5.2.2: Επίπεδα έκφρασης CNOT6L σε δείγµατα µυελού των οστών από 

φυσιολογικά άτοµα και ασθενείς µε λευχαιµία : α) ∆ιάγραµµα διάστασης 

(dissociation plot) :Επίπεδα mRNA της CNOT6L (επίπεδα φθορισµού µε χρωστική 

SYBR Green) συνάρτηση µε τη θερµοκρασία. Τα ειδικά προϊόντα της RT-PCR 

αναµένονται σε Tm > 80 OC , β) Ραβδόγραµµα που δείχνει τα επίπεδα mRNA της 

CNOT6L σε µη παθολογικούς (πρώτη στήλη) και σε ασθενείς (δεύτερη στήλη), γ)  

Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της qPCR-RT, σε πήκτωµα αγαρόζης 2% , όπου 

στην πάνω σειρά φορτώσαµε τους φυσιολογικούς και στην κάτω σειρά, τους ασθενείς. 

Ο δείκτης µοριακών µαζών (L), κυµαίνεται από 100 έως 600bp (ζεύγη βάσεων), ενώ 

τα προϊόντα της CNOT6L παρατηρούνται στις 224bp. Τα υπόλοιπα είναι διάφορα 

παραπροϊόντα (όπως διµερή,κ.λ.π).             
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                                       Αποαδενυλάση PARNL  

           

   
    1       2       L    7      8         
Εικόνα 5.2.3: Επίπεδα έκφρασης PARNL σε δείγµατα µυελού των οστών από 

φυσιολογικά άτοµα και ασθενείς µε λευχαιµία : α) ∆ιάγραµµα διάστασης 

(dissociation plot) :Επίπεδα mRNA της PARNL (επίπεδα φθορισµού µε χρωστική 

SYBR Green) συνάρτηση µε τη θερµοκρασία. Τα ειδικά προϊόντα της RT-PCR 

αναµένονται σε Tm > 80 OC , β) Ραβδόγραµµα που δείχνει τα επίπεδα mRNA της 

PARNL σε µη παθολογικούς (πρώτη στήλη) και σε ασθενείς (δεύτερη στήλη), γ)  

Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της qPCR-RT, σε πήκτωµα αγαρόζης 2% , όπου 

στην πάνω σειρά φορτώσαµε τους φυσιολογικούς και στην κάτω σειρά, τους ασθενείς. 

Ο δείκτης µοριακών µαζών (L), κυµαίνεται από100 έως 600bp (ζεύγη βάσεων), ενώ 

τα προϊόντα της PARNL παρατηρούνται στις 236bp. Τα υπόλοιπα είναι διάφορα 

παραπροϊόντα (όπως διµερή,κ.λ.π).             
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Ακολούθως, έχουµε σχεδιάσει τα συγκεντρωτικά διαγράµµατα των επιπέδων 

της CNOT6 και της CNOT6L: 

 
 

 
            
 
          Εικόνα 5.2.4 : Επίπεδα της  CNOT6 και της CNOT6L σε δείγµατα µυελού 

των οστών από άτοµα µε οξεία λευχαιµία (Α) και σε µη παθολογικά δείγµατα 

(Φ). 
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   Εικόνα 5.2.5: Σχετικά επίπεδα έκφρασης mRNA της PARN σε άτοµα µε 

λευχαιµία µε ασθενείς στις στήλες 1,2,3,4,5,8,17 και µάρτυρες στις στήλες 6,7,18. 
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Τα αντίστοιχα επίπεδα της PARNL που επεξεργαστήκαµε είναι:  
 
 
 
 

  
 
Εικόνα 5.2.6 : Σχετικά επίπεδα mRNA της PARNL σε ασθενείς µε οξεία 

λευχαιµία (Α) και µη παθολογικά άτοµα (C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

C1      A8    C1     C2     A6     A7     A3     A4     A5     A9 
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 6. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
 

 
Η ρύθµιση της αποαδενυλιωτικής δραστηριότητας, είναι πολύ σηµαντική για 

το κύτταρο. Σταθερά και ενεργά mRNAs θα πρέπει να προστατεύονται από την 

αποαδενυλίωση ενώ ασταθή και ελαττωµατικά mRNAs θα πρέπει να 

αποαδενυλιώνονται και να υποβαθµίζονται (Lejeune et al.,2003; Chen et al., 2003).  

Η  έκφραση των αποαδενυλασών και οι ρυθµιστές τους, υπαγορεύουν πού και 

πότε µπορεί να γίνουν αυτές οι µεταβολές. Για παράδειγµα, η nocturnin είναι ρυθµική 

πιθανώς µέσω καρδιακού ελέγχου (Green et al. ,2007) ενώ άλλες αποαδενυλάσες  

όπως διάφορα µέλη των οικογενειών POP2 & CCR4 εκφράζονται ευρέως (Morita et 

al., 2007;Prevot et al., 2001). Κάτω από διάφορες συνθήκες stress, όπως υπεριώδης 

ακτινοβολία, ωσµωτικό σοκ ή έλλειψη γλυκόζης, η διαδικασία της αποαδενυλίωσης 

γρήγορα αναστέλλεται µέσω ενός µηχανισµού που ακόµη δεν έχει διερευνηθεί 

πλήρως (Gowrishankar, et al., 2006; Hilgers, et al., 2006; Bonisch, et al., 2007). 

Ένα στοιχείο σταθερότητας του mRNA, είναι η πολυ(Α) ουρά της οποίας η 

παρουσία καθορίζει τον χρόνο ζωής του (Scorilas et al., 2000) και γι’ αυτό το λόγο 

κρίνεται απαραίτητη η διερεύνηση του τρόπου λειτουργίας της αλλά και των 

παραγόντων που την επηρεάζουν. Η παρακολούθηση των ειδικών ενζύµων που 

επιτελούν την αποαδενυλίωση, γνωστά ως αποαδενυλάσες, µπορεί να µας δώσει 

περισσότερες πληροφορίες για τους µηχανισµούς αποικοδόµησης του mRNA, για τις 

συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγµατοποιούνται και ακόµη, τις συνέπειες της 

γρήγορης αποσύνθεσης του mRNA.  

Στη συγκεκριµένη εργασία, ερευνήσαµε τα επίπεδα των mRNAs σε 

φυσιολογικά άτοµα και άτοµα που πάσχουν από οξεία λευχαιµία χρησιµοποιώντας τις 

αποαδενυλάσες CNOT6, CNOT6L και PARNL µε τη τεχνική της qPCR-RT. Στους 

πίνακες 5.2.1, 5.2.2, 5.2.3 φαίνονται τα αποτελέσµατα της ανάλυσης µας. Στην εικόνα 

5.2.1, έχουµε το διάγραµµα διάστασης από τη CNOT6, το ραβδόγραµµα που δείχνει 

τα επίπεδα της σε φυσιολογικούς και ασθενείς και το gel αγαρόζης που 

ηλεκτροφορήσαµε τα προϊόντα της PCR-RT. Παρατηρούµε ότι τα επίπεδα της 

CNOT6 είναι αυξηµένα σε ασθενείς σε σχέση µε τα αντίστοιχα των φυσιολογικών 

ατόµων. Στην εικόνα 5.2.2, βλέπουµε τα αντίστοιχα διαγράµµατα της αποαδενυλάσης 

CNOT6L, της οποίας τα επίπεδα εµφανίζονται µειωµένα στους ασθενείς σε αντίθεση 
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µε αυτά των φυσιολογικών και στην τρίτη εικόνα 5.2.3 από τα διαγράµµατα από 

επεξεργασία µε την PARNL, φαίνεται να υπάρχει µια µικρή αύξηση των επιπέδων 

της στους ασθενείς σε σχέση µε τους φυσιολογικούς. Τα αποτελέσµατα που 

ελήφθησαν είναι πολύ ενδιαφέροντα και ιδιαιτέρως ενθαρρυντικά.  

Γνωρίζουµε ότι η αποαδενυλάση CNOT6 σχηµατίζει σταθερά σύµπλοκα µε 

την αποαδενυλάση CNOT7 και η τελευταία έχει βρεθεί ότι προωθεί την ανάπτυξη 

καρκίνου στο στήθος (Aslam et al., 2009). Τα στοιχεία αυτά είναι πολύ σηµαντικά, 

καθώς η αυξηµένη παρουσία τους στον ανθρώπινο οργανισµό θα µπορούσε να 

αποτελέσει ένδειξη ότι το συγκεκριµένο άτοµο δύναται να εµφανίσει καρκίνο. 

Η CNOT6L, βρέθηκε να είναι σε χαµηλότερα επίπεδα από την CNOT6 όπως 

µπορούµε να δούµε στο συγκριτικό διάγραµµα 5.2.4. Από διάφορες µελέτες που 

έχουν γίνει µε τις δύο αυτές αποαδενυλάσες, η CNOT6L δεν βρέθηκε να είναι µαζί µε 

την CNOT6, αποδεικνύοντας ότι πρόκειται για δύο ξεχωριστές αποαδενυλάσες µε 

διαφορετικές ενζυµικές  δράσεις παρά τις όποιες δοµικές οµοιότητες παρουσιάζουν, 

όπως το γεγονός ότι η CNOT6L επηρεάζει την ανάπτυξη τον κυττάρων ενώ κάτι 

τέτοιο δεν ισχύει για την CNOT6 (Lau et al., 2009). Αυτό ακριβώς αποδεικνύουν και 

τα αποτελέσµατα που πήραµε και µάλιστα φαίνεται τα επίπεδα τους να 

αυξοµειώνονται αντιστρόφως ανάλογα παρουσιάζοντας µια αλληλοεξάρτηση µεταξύ 

τους. Αυτό είναι ένα πρώτο στοιχείο ότι υπάρχει κάποια συσχέτιση µεταξύ τους που 

φυσικά χρειάζεται περισσότερη έρευνα για τον ακριβή τρόπο αλληλεπίδρασης των 

δύο αυτών αποαδενυλασών. 

             Στη συνέχεια, βλέπουµε από το διάγραµµα της PARNL ότι τα επίπεδα της 

αυξάνονται στα άτοµα µε οξεία λευχαιµία απ’ ότι στα φυσιολογικά άτοµα, µε 

παρόµοιο τρόπο όπως βλέπουµε και στο διάγραµµα της PARN. Παρατηρούµε ότι και 

αυτές οι αποαδενυλάσες  παρουσιάζουν µια ανάλογη αύξηση των επιπέδων τους  και 

µάλιστα διαφορετική από τις υποµονάδες του συµπλόκου CCR4, που απαιτεί 

περαιτέρω διερεύνηση για τον ακριβή µηχανισµό του τρόπου δράσης τους. 

 Συµπερασµατικά, λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατά µας ,η CNOT6 όπως 

και η αποαδενυλάση PARN ήταν σε µεγαλύτερο ποσοστό στους ασθενείς απ’ ότι 

στους υγιείς, στοιχείο που θα µπορούσε µελλοντικά να χρησιµοποιήσουµε για να 

έχουµε ένα καλό και αξιόπιστο προγνωστικό καρκινικό δείκτη για διάφορες µορφές 

καρκίνου. Επίσης, η διαδικασία της αποαδενυλίωσης του mRNA αποδεικνύεται ότι 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη καρκίνου, αφού βλέπουµε να 

επιταχύνεται σε τέτοιες καταστάσεις. Ακριβώς, γι’ αυτό το λόγο είναι απαραίτητη η 
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περαιτέρω έρευνα των µηχανισµών αποδενυλίωσης, των συνθηκών που 

πραγµατοποιούνται όπως και των παραγόντων που τους επηρεάζουν. 

Επιπλέον, αποκτήσαµε µια πρώτη εικόνα του τρόπου δράσης αυτών των 

ενζύµων και εάν σχετίζονται ή όχι µε τα οµόλογά τους, δηλαδή η CNOT6 µε την 

CNOT6Lκαι η PARN µε την PARNL. Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι πράγµατι 

υπάρχει µια ισχυρή εξάρτηση ανάµεσά τους και ότι τα επίπεδα τους ποικίλουν µε την 

παρουσία του οµολόγου τους ή όχι σε ασθενείς. Αυτό είναι ένα πολύ σηµαντικό 

συµπέρασµα που όµως απαιτεί περισσότερη µελέτη αυτών των αποαδενυλασών. Το 

µόνο σίγουρο είναι ότι η αποαδενυλιωτική ικανότητα του συµπλέγµατος CCR4-NOT 

και των υποµονάδων του, εµπλέκεται άµεσα στην εµφάνιση καρκινικών κυττάρων 

και κρίνεται απαραίτητη η διερεύνηση των παραγόντων που το ρυθµίζουν και της 

µελέτης των διαφορετικών υποµονάδων του. 
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