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" ΜΕΛΕΣΕ ΣΗ ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΗΜΑΙΑ ΣΩΝ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ ΑΠΟΑΔΕΝΤΛΑΩΝ 

ΚΑΙ Ο ΡΟΛΟ ΣΟΤ Ε ΝΟΗΜΑΣΑ ΣΟΤ ΠΝΕΤΜΟΝΑ " 

 

 

Ραναγιϊτθσ Μαραγκοηίδθσ 

Ρανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ, Τμιμα Ιατρικισ, 2016 

 

 

ΣΡΙΜΕΛΗ ΤΜΒΟΤΛΕΤΣΙΚΗ ΕΠΙΣΡΟΠΗ 

 
1. Δρ. Κωνςταντίνοσ Ι. Γουργουλιάνθσ, Κακθγθτισ Πνευμονολογίασ, Τμιμα Ιατρικισ, 

Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ (Επιβλζπων), 

2. Δρ. Θεοδϊρα Κερενίδθ, Επίκουροσ Κακθγιτρια Πνευμονολογίασ, Τμιμα Ιατρικισ, 

Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ, 

3. Δρ. Νικόλαοσ Α.Α. Μπαλατςόσ, Επίκουροσ Κακθγθτισ Βιοχθμείασ, Τμιμα Βιοχθμείασ & 

Βιοτεχνολογίασ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



3 

Εγκρίθηκε από τα Μζλη τησ Επταμελούσ Εξεταςτικήσ Επιτροπήσ (5
η
/01-04-2009 ΓΕ): 

  

 

1οσ  Εξεταςτήσ  Δρ. Κωνςταντίνοσ Ι. Γουργουλιάνθσ 
(Επιβλζπων) Κακθγθτισ Πνευμονολογίασ, Τμιμα Ιατρικισ, Πανεπιςτιμιο 

Θεςςαλίασ 
 
 
 
2οσ Εξεταςτήσ  Δρ. Θεοδϊρα Κερενίδθ 

Επίκουροσ Κακθγιτρια Πνευμονολογίασ, Τμιμα Ιατρικισ, 
Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 
 

 
 
3οσ  Εξεταςτήσ  Δρ. Νικόλαοσ Α.Α. Μπαλατςόσ 

Επίκουροσ Κακθγθτισ Βιοχθμείασ, Τμιμα Βιοχθμείασ & 
Βιοτεχνολογίασ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 

 
 
 
4οσ  Εξεταςτήσ  Δρ. Δθμιτριοσ Λεωνίδασ,  

Αναπλθρωτισ Κακθγθτισ Βιοχθμείασ, Τμιμα Βιοχθμείασ & 
Βιοτεχνολογίασ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 

 
 
 
5οσ  Εξεταςτήσ Δρ. Ηιςθσ Μαμοφρθσ, Κακθγθτισ Γενετικισ Ηωικϊν Ρλθκυςμϊν, 

Τμιμα Βιοχθμείασ & Βιοτεχνολογίασ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 
 
 
 
6οσ  Εξεταςτήσ Δρ. Χριςτοσ Ραπανδρζου, Κακθγθτισ Ρακολογίασ-Ογκολογίασ, 

Τμιμα Ιατρικισ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 
 
 

 
7οσ  Εξεταςτήσ Δρ. Σωτιριοσ Ηαρογιάννθσ, Επίκουροσ Κακθγθτισ Φυςιολογίασ, 

Τμιμα Ιατρικισ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 
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ΕΥΧΑΙΣΤΙΕΣ 

Η εκπόνθςθ μιασ Διδακτορικισ Διατριβισ είναι ζνα μακρφ ταξίδι. Σε αυτζσ τισ λίγεσ 

γραμμζσ κα ικελα να ευχαριςτιςω όλουσ εκείνουσ των οποίων οι υποδείξεισ, θ βοικεια 

και θ υποςτιριξθ υπιρξαν πολφτιμεσ για τθν διεκπεραίωςθ αυτισ τθσ εργαςίασ. 

Αρχικά, να ευχαριςτϊ κερμά τα μζλθ τθσ τριμελοφσ ςυμβουλευτικισ επιτροπισ. 

Τουσ Κακθγθτζσ, Κων. Ι Γουργουλιάνθ και Νικ. Α. Α. Μπαλατςό, για τθν εμπιςτοςφνθ που 

μου ζδειξαν όλα αυτά τα χρόνια ανακζτοντάσ μου τθ ςυγκεκριμζνθ Διατριβι, όπωσ επίςθσ 

και τθν Θεοδ. Κερενίδθ για τθν πολφτιμθ βοικειά τθσ για τθν ολοκλιρωςθ τθσ Διατριβισ. 

Στθ ςυνζχεια, κα ικελα να ευχαριςτιςω τα μζλθ του Εργαςτθρίου Δομικισ & 

Λειτουργικισ Βιοχθμείασ του Τμιματοσ Βιοχθμείασ & Βιοτεχνολογίασ, κακϊσ και τθσ 

Πνευμονολογικισ Κλινικισ του Πανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ για τθν άψογθ ςυνεργαςία και 

αλλθλοβοικεια όλο αυτό το διάςτθμα. Ιδιαίτερθ μνεία ςτθν Ματίνα, τον Θάνο, τθν 

Διμθτρα και τθν Νατάςα. 

Φυςικά χωρίσ τθν υποςτιριξθ τθσ οικογζνειασ μασ, δεν μποροφμε να καταφζρουμε 

πολλά πράγματα. Ακόμθ και ζνα τεράςτιο ευχαριςτϊ ίςωσ δεν είναι αρκετό για αυτι τθν 

περίπτωςθ. Λάκθ, Γεωργία, Τάςο, Μαρία, Γιϊτα και λοιποί, ςασ είμαι ευγνϊμων! 

Τζλοσ, να ευχαριςτιςω και όλουσ τουσ φίλουσ μου, οι οποίοι είναι θ δεφτερθ 

οικογζνειά μου, για τθν αμζριςτθ κατανόθςθ και ςυμπαράςταςθ. 
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ΒΙΟΓΑΦΙΚΟ 

ΡΟΣΩΡΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ 

Ονοματεπϊνυμο:   Μαραγκοηίδθσ Ραναγιϊτθσ  

Θμερομθνία γζννθςθσ:  14 Μαρτίου 1986 

Τόποσ γζννθςθσ:    Θεςςαλονίκθ 

Διεφκυνςθ κατοικίασ:  Λιτοχϊρου 17, 60131 Κατερίνθ 

e-mail:     pamarago@hotmail.com 

     pmarago@med.uth.gr   

ΣΡΟΥΔΕΣ 

2009-2016:  Υποψιφιοσ Διδάκτωρ του Ρανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ,  

 Ιατρικι Σχολι Ρανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ. 

 Επιβλζπων: Κακθγθτισ Γουργουλιάνθσ Κων/νοσ 

2003-2008:  Ρανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ, Τμιμα Βιοχθμείασ & Βιοτεχνολογίασ, 

Ρτυχίο Βιοχθμείασ και Βιοτεχνολογίασ.  

Βακμόσ Ρτυχίου: Λίαν Καλϊσ. 

11/2007 – 05/2008: Ρτυχιακι εργαςία 

Τίτλοσ: «Επίδραςθ νουκλεοτιδίων και αναλόγων τουσ ςτθν πολφ(Α)-

εξειδικευμζνθ ριβονουκλεάςθ (PARN)». 

Επιβλζπων: Μπαλατςόσ Νικόλαοσ, Λζκτορασ Τμιματοσ Βιοχθμείασ & 

Βιοτεχνολογίασ, Ρανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ. 

Ξζνεσ γλϊςςεσ:  Αγγλικά  

 First Certificate in English, University of Cambridge (2001).  

 Basic Certificate in English, PALSO (1999). 

Θ/Υ: ECDL Profile (2015). 

«Βαςικζσ δεξιότθτεσ χριςθσ ΤΡΕ» (2008), 
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   «ΔΘΜΘΤΑ» Κζντρο Ενθμζρωςθσ και Επιμόρφωςθσ Α.Ε. 

Επιχειρθματικότθτα:  Ραρακολοφκθςθ των μακθμάτων «Ειςαγωγι ςτθν Επιχειρθμα-

τικότθτα» και «Ανάπτυξθ Επιχειρθματικϊν Σχεδίων» ςτο πλαίςιο τθσ 

δράςθσ «Ενκάρρυνςθ επιχειρθματικισ δράςθσ, καινοτομικϊν 

εφαρμογϊν και μακθμάτων επιλογισ φοιτθτϊν Ρανεπιςτθμίου 

Θεςςαλίασ», πρόγραμμα ΕΡΕΑΕΚ ΙΙ. (2006-2007). 

ΕΕΥΝΘΤΙΚΘ ΕΜΡΕΙΙΑ 

04/2009 - 11/2016 Υποψιφιοσ Διδάκτορασ Ιατρικισ Σχολισ Ρανεπιςτθμίου 

Θεςςαλίασ. 

Επιβλζποντεσ:  Κακθγθτισ Γουργουλιάνθσ Κων.,  

 Επίκουροσ Κακ. Κερενίδθ Θεοδ.., 

 Επίκουροσ Κακ. Μπαλατςόσ Νικ. 

12/2009 - 12/2013 Εξωτερικόσ ςυνεργάτθσ τθσ Ρνευμονολογικισ Κλινικισ του 

Ρανεπιςτθμίου Θεςςαλίασ. Μελζτθ Καταγραφισ Φπνου. 

Επιβλζπων: Κακθγθτισ Γουργουλιάνθσ Κων/νοσ 

11/2007 - 05/2008 Ρτυχιακι εργαςία ςτο Εργαςτιριο Δομικισ και Λειτουργικισ 

Βιοχθμείασ ςτο Τμιμα Βιοχθμείασ & Βιοτεχνολογίασ Ρ.Θ. 

Επιβλζπων: Μπαλατςόσ Νικόλαοσ, Λζκτορασ Τ.Β.Β. 

07/2006 - 08/2006 Ρρακτικι άςκθςθ ςτο ερευνθτικό εργαςτιριο τθσ 

Ρνευμονολογικισ Κλινικισ του Ρανεπιςτθμιακοφ Νοςοκομείου 

Λάριςασ. 

Υπεφκυνοσ: Δρ. Κυρόπουλοσ Θεόδωροσ  

07/2005 - 08/2005  Ρρακτικι άςκθςθ ςε Μικροβιολογικό εργαςτιριο.  

Υπεφκυνοσ Ιατρόσ: Ραναγιϊτθσ Κωνςταντίνου  
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Συμμετοχι ςε εκνικά και διεκνι ςυνζδρια 

1. Kyritsis A., Del Vescovo V., Maragozidis P., Papikinos K., Gourgoulianis K.I., Denti M.A., 

Balatsos N.A.A. ‘New’ roles for an ‘old’ deadenylase? Poster in 66th Conference of the 

Hellenic Society for Biochemistry and Molecular Biology (HSBMB), Athens Greece, 11-

13 December 2015. 

2. Vavougios G., Panagis P., Karetsi E., Papanikolaou I., Bardaka F., Maragozidis P., 

Stavrous V., Gourgoulianis K.I., Daniil Z. The effect of exercise on serum amyloid a 

levels in patients with sarcoidosis: A preliminary report. Poster in International 

Congress of the European Respiratory Society (ERS), Amsterdam Netherlands 26-30 

September 2015. 

3. Maragozidis P., Aliprante M., Kokkori I., Zarogiannis S., Kerenidi T., Gourgoulianis K.I., 

Balatsos N.A.A.. Expression of Deadenylases as Prognostic Marker in Lung Cancer. 

Poster in 64th HSBMB Conference, Athens Greece, 6-8 December 2013. 

4. Scutelnic D., Kyritsis A., Maragozidis P., Fontana F., del Vescovo V., Grasso M., 

Gourgoulianis K.I., Denti M.A., Balatsos N.A.A.. miR-29a-3p and poly(A)-specific 

ribonuclease expression: a dynamic relation. Oral presentation in 64th HSBMB 

Conference, Athens Greece, 6-8 December 2013. 

5. Kokkori I., Maragozidis P., Kerenidi T., Gourgoulianis K.I., Balatsos N.A.A.. The clinical 

significance of deadenylases expression in small cell lung cancer (SCLC). Oral 

presentation in 22nd Panhellenic Respiratory Congress (Hellenic Thoracic Society, HTS), 

Athens Greece, 5-7 December 2013. 

6. Tsaoussoglou M., Hatzinikolaou S., Lianou L., Maragozidis P., Balatsos N., 

Panaghiotopoulou-Gartagani P., Chrousos G., Kaditis A.. Expression of biosynthetic 

enzymes for leukotrienes B4 and C4 in tonsillar tissue of children with OSA. Poster in 

ERS Annual Congress, Barcelona Spain, 7-11 September 2013. 

7. Scutelnic D., Maragozidis P., Kyritsis T., Del Vescovo V., Chatzileontiadou D.,  

Gourgoulianis K.I., Denti M.A., Balatsos N.A.A.. Deadenylases and miRNA expression; a 

dynamic relation? Oral presentation and poster in 35th Conference of the Hellenic 

Society of Biological Sciences (HSBS), Nauplion Greece, 21-23 May 2013. 

8. Maragozidis P., Papanastasi E., Gómez C., Del Vescovo V., Denti M., Gourgoulianis K.I, 

Balatsos N.A.A.. Deadenylases affect the expression of specific mRNAs and microRNAs 
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in lung cancer. Poster in 63rd HSBMB Conference, Heraklion Greece, 9-11 November 

2012. 

9. Maragozidis P., Papanastasi E., Papadopoulos D., Kazakou A., Del Vescovo V., Denti 

M., Kerenidi T., Gourgoulianis K.I., Balatsos N.A.A.. Studies on the biological 

significance of deadenylases and their role in lung cancer. Oral presentation in 21st HTS 

Congress, Athens Greece, 18-21 October 2012. 

10. Maragozidis P., Papanastasi E., Totomi A., Chatzileontiadou D., Kyritsis A., Gómez-

Abad C., Kazakou A., Papadopoulos D., Tsilioni E., Kerenidi T., Gourgoulianis K., 

Balatsos N.. Studies on the biological significance of deadenylases in lung cancer. 

Poster in mRNA fate 2012 Workshop, Riva Del Garda Italy, 23-26 May 2012. 

11. Chatzileontiadou D., Hamakou C., Maragozidis P., Bougiatioti S., Skamnaki V.T., 

Parmenopoulou V., Manta S., Delbe J., Courty J., Komiotis D., Balatsos N., Leonidas D.. 

Novel synthetic nucleoside analogs as Angiogenin inhibitors. Poster in mRNA fate 2012 

Workshop, Riva Del Garda Italy, 23-26 May 2012. 

12. Papanastasi E., Totomi A., Maragozidis P., Kazakou., Papadopoulos D., Tsilioni E., 

Kerenidi T., Gourgoulianis K., Balatsos N.. Study of deadenylase expression in lung 

cancer patients. Oral presentation and poster in 34th HSBS Conference, Trikala Greece, 

17-19 May 2012. 

13. Maragozidis P., Chatzileontiadou D., Gómez C., Anastasakis D., Gourgoulianis K., 

Stathopoulos C., Balatsos N.. The diversity of deadenylases modulates gene 

expression. Poster in 62nd HSBMB Conference, Athens Greece, 9-11 December 2011. 

14. Bougiatioti S., Maragozidis P., Skamnaki V.T., Parmenopoulou V., Manta S., Komiotis 

D., Balatsos N., Leonidas D.D.. Effect of novel synthetic nucleoside analogs on 

Ribonuclease A: kinetic and structural studies. Poster in 62nd HSBMB Conference, 

Athens Greece, 9-11 December 2011. 

15. Maragozidis P., Totomi A., Karetsi E., Papadopoulos D., Tsolaki V., Lada M., Tsilioni E., 

Kerenidi T., Balatsos N., Gourgoulianis K.. Study of deadenylase expression in lung 

cancer patients. Poster in 20th HTS Congress, Athens Greece, 24-27 November 2011.  

16. Chatzileontiadou D., Maragozidis P., Lambrou M., Pournaras S., Gourgoulianis K., 

Balatsos N.. Effect of CNOT6 or CNOT8 deadenylases silencing on the expression of 
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genes that regulate important cellular pathways. Oral presentation and poster in 33rd 

HSBS Conference, Edessa Greece 19-21 May 2011.  

17. Maragozidis P., Skoutelnic D., Kyritsis A., Stathopoulos K., Balatsos N.. Effect of CCR4C 

deadenylase silencing on genes expression that regulate key cellular pathways. Poster 

in 61st HSBMB Conference, Alexandroupolis Greece, 15-17 October 2010. 

18. Anastasakis D., Maragozidis P., Kyritsis A., Grafanaki K., Balatsos N., Stathopoulos C.. 

Effect of PAN2 deadenylase silencing on the expression of essential genes that 

regulate major cellular pathways. Poster in 61st HSBMB Conference, Alexandroupolis 

Greece, 15-17 October 2010. 

19. Maragozidis P., Anastasakis D., Manta S., Leventi D., Komiotis D., Balatsos N. 

Stathopoulos K.. Effect of purine, purimidine noucleotides and synthetic analoques in 

poly(A) tail decay. Oral presentation and poster in 30th HSBS Conference, Thessaloniki 

Greece, 22-24 May 2008.  

Δθμοςιεφςεισ ςε επιςτθμονικά περιοδικά 

1. Maragozidis P., Papanastasi I., Scutelnic D, Totomi A., Kokkori I., Zarogiannis S.G., 

Kerenidi T., Gourgoulianis K.I., Balatsos N.A.A.. 2015. Poly(A)-specific ribonuclease and 

Nocturnin in squamous cell lung cancer: prognostic value and impact on gene 

expression. Mol. Cancer 14(1): p. 187. 

2. Skouras V.S., Magkouta S.F., Psallidas I., Tsilioni I., Maragozidis P., Gourgoulianis K.I., 

Kalomenidis I.. 2015. Interleukin-27 improves the ability of adenosine deaminase to 

rule-out tuberculous pleural effusion regardless of pleural tuberculosis prevalence. 

Infect Dis (Lond) 47:477-483. 

3. Tsaoussoglou M., Hatzinikolaou S., Baltatzis G.E., Lianou L., Maragozidis P., Balatsos 

N.A.A., Chrousos G., Kaditis A.G.. 2014. Expression of Leukotriene Biosynthetic 

Enzymes in Tonsillar Tissue of Children with Obstructive Sleep Apnea: A Prospective 

Nonrandomized Study. JAMA Otolaryngol Head Neck Surg 140:944-950. 

4. Alexopoulos E.I., Theologi V., Malakasioti G., Maragozidis P., Tsilioni I., Chrousos G., 

Gourgoulianis K., Kaditis A.G.. 2013. Obstructive sleep apnea, excessive daytime 

sleepiness, and morning plasma TNFα levels in Greek children. Sleep; 36(11):1633-

1638. 
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5. Balatsos N.A.A., Maragozidis P., Anastasakis D., Stathopoulos C.. 2012 Modulation of 

Poly(A)-specific Ribonuclease (PARN): Current Knowledge and Perspectives. Curr. Med. 

Chem. 19, 4838-4849. 

6. Parmenopoulou V., Chatzileontiadou D.S.M., Manta S., Bougiatioti S., Maragozidis P., 

Gkaragkouni D.N., Kaffesaki E., Kantsadi A.L., Skamnaki V.T., Zographos S.E.,  

Zounpoulakis P., Balatsos N.A.A., Komiotis D., Leonidas D.D.. 2012. Triazole pyrimidine 

nucleosides as inhibitors of Ribonuclease A. Synthesis, biochemical, and structural 

evaluation. Bioorg. Med. Chem. 20, 7184–7193. 

7. Tsaoussoglou M, Lianou L, Maragozidis P, Hatzinikolaou S, Mavromati M, Orologas N, 

Gartagani-Panaghiotopoulou P, Rassidakis G, Balatsos N, Chrousos G,  Kaditis A. G. 

2012. Cysteinyl Leukotriene Receptors in Tonsillar T and B Lymphocytes from Children 

with Obstructive Sleep Apnea. Sleep Medicine 13,879–885. 

8. Maragozidis P, Karangeli M, Papaspyrou K, Labrou M, Dimoulou G, Salataj E, 

Stathopoulos C, Pournaras S, Matsouka P, Gourgoulianis KI, Balatsos NAA. 2012. 

Alterations of Deadenylase Expression in Acute Leukemias: Evidence for Poly(A)-

Specific Ribonuclease as a Potential Biomarker. Acta Haematol 128, 39-46. 

9. Balatsos NAA, Vlachakis D, Maragozidis P, Manta S, Anastasakis D, Kyritsis A, Vlassi M, 

Komiotis D and Stathopoulos C. 2009. Competitive inhibition of human poly(A)-specific 

ribonuclease (PARN) by synthetic fluoro-pyranosyl nucleosides. Biochemistry 48, 6044–

6051. 

Κεφάλαια βιβλίων 

1. Μετάφραςθ ενόσ κεφαλαίου για τθν ελλθνικι ζκδοςθ του “Fundamentals of 
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ΡΕΙΛΘΨΘ 

Ειςαγωγι: Στισ νεοπλαςίεσ, θ απορρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs μπορεί να 

οδθγιςει ςε απϊλεια ελζγχου τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. Θ αποαδενυλίωςθ είναι ςυνικωσ 

το ςτάδιο που κακορίηει το ρυκμό τθσ αποικοδόμθςθσ και καταςτολισ τθσ μετάφραςθσ του 

mRNA και οι αποαδενυλάςεσ τα ζνηυμα μζςω των οποίων γίνεται θ βράχυνςθ των πολυ(Α) 

ουρϊν των ευκαρυωτικϊν mRNAs. Θ απάντθςθ ςτο ερϊτθμα γιατί να υπάρχουν τόςεσ 

αποαδενυλάςεσ δεν είναι ςαφισ.  

Σκοπόσ: Ερευνάται θ διαφοροποίθςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν ςε 

καρκινικοφσ ιςτοφσ πνεφμονα, ςε ςχζςθ με παρακείμενο φυςιολογικό ιςτό, ενϊ παράλλθλα 

μελετάται θ ζκφραςι τουσ και ςτθν οξεία λευχαιμία, για να εξεταςτεί θ κακολικότθτα του 

φαινομζνου. Επίςθσ αποςιωποφμε τα ζνηυμα ςε καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ και να 

εξετάςουμε τθν επίπτωςθ που ζχουν ςτθν γονιδιακι ζκφραςθ.  

Υλικά και μζκοδοι: Μετρικθκαν τα επίπεδα mRNAs των αποαδενυλαςϊν με 

Ροςοτικι PCR Ρραγματικοφ Χρόνου (RT-PCR) ςε αςκενείσ που διαγνϊςτθκαν με οξεία 

λεμφοκυτταρικι ι μυελογενι λευχαιμία, κακϊσ και αςκενείσ που διαγνϊςτθκαν με 

πλακϊδεσ καρκίνωμα του πνεφμονα. Θ αποςιϊπθςθ των αποαδενυλαςϊν ζγινε ςτισ 

κυτταρικζσ ςειρζσ NCI-H520 και HEp2 ειςάγοντασ shRNAs που ςτοχεφουν τθν κάκε 

αποαδενυλάςθ μζςω του μθχανιςμοφ του RNAi. Θ ανάλυςθ τθσ ζκφραςθσ ζγινε με 

μικροςυςτοιχίεσ ςε επίπεδο ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ, κακϊσ και με RT-PCR ςε 

ςυγκεκριμζνουσ παράγοντεσ. 

Αποτελζςματα: Θ ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν μεταβάλλεται  τόςο ςε αςκενείσ 

πλακϊδεσ καρκίνωμα αλλά και με οξεία λευχαιμία. Θ ζκφραςθ των PARN, CNOT6 και NOC 

ςυςχετίηεται με κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά και με τθν πρόγνωςθ των αςκενϊν. Θ 

ανάλυςθ τθσ ζκφραςθσ ζδειξε πωσ υπάρχουν ςυγκεκριμζνα μετάγραφα και μονοπάτια που 

είναι πικανοί ςτόχοι μόνο μιασ αποαδενυλάςθσ, ενϊ τα περιςςότερα ελζγχονται από 

περιςςότερα ζνηυμα λόγω αντιςτακμιςτικισ δράςθσ των αποαδενυλαςϊν. 

Συμπεράςματα: Αν και ο μθχανιςμόσ δράςθσ των αποαδενυλαςϊν παραμζνει μια 

τεράςτια πρόκλθςθ, είναι όλο και πιο ςαφζσ ότι οι διάφορεσ αποαδενυλάςεσ 

διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςε διάφορεσ κυτταρικζσ διεργαςίεσ ρυκμίηοντασ τθ ηωι 

των mRNAs. 
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ABSTRACT 

Introduction: In tumors, deregulation of mRNAs stability may result in loss of gene 

expression control. Deadenylation is usually the first and rate-limiting step of mRNA 

degradation, and deadenylases are the enzymes which mediate the shortening of the poly (A) 

tails of eukaryotic mRNAs. The answer to the question why there are so many deadenylases 

is unclear. 

Purpose: We study the expression of deadenylases in lung cancer tissues compared to 

adjacent normal tissue, and also in acute leukemia samples, to test the universality of the 

phenomenon. We also silence these enzymes in cancer cell lines to study their impact on 

gene expression. 

Materials and methods: Deadenylases expression was measured by quantitative real-

time PCR (RT-PCR) in patients diagnosed with acute lymphocytic or myelogenous leukemia 

and patients diagnosed with squamous cell lung carcinoma. The silencing of deadenylases 

held on NCI-H520 and HEp2 cell lines by introducing shRNAs targeting each deadenylase 

through the RNAi mechanism. Gene expression analysis was done using full genome 

microarrays, as well as RT-PCR to specific factors.  

Results: Deadenylases expression varied both in patients with squamous cell 

carcinoma and acute leukemia. Expression of PARN, CNOT6, and NOC correlated with 

clinicopathological features and patient prognosis. Gene expression analysis showed that 

there are specific transcripts and pathways that are potential targets of only one 

deadenylase, while most of them are controlled by more enzymes due to compensatory 

effect of deadenylases. 

Conclusions: Although the deadenylation mechanism remains a huge challenge, it is 

increasingly clear that the various deadenylases play an important role in several cellular 

processes regulating mRNAs lives. 
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Ειςαγωγι ςτο RNA 

Θ μεταφορά τθσ γενετικισ πλθροφορίασ από το DNA ςτισ πρωτεΐνεσ είναι μια 

κεμελιϊδθσ διαδικαςία για τθ βιωςιμότθτα του κυττάρου. Το κεντρικό δόγμα τθσ Μοριακισ 

Βιολογίασ, όπωσ αυτό διατυπϊκθκε το 1958 από τον Crick, αποτελεί ουςιαςτικά μια 

αναπαράςταςθ τθσ ροισ τθσ γενετικισ πλθροφορίασ από το DNA ςτισ πρωτεΐνεσ (Crick 

1958). Αρχικά, θ πορεία που περιγραφόταν από το δόγμα αυτό αποτελοφνταν από τρία  

διακριτά βιματα: τθν αντιγραφι του DNA, τθ μεταγραφι του ςε μόρια αγγελιοφόρου RNA 

(messenger RNA, mRNA) και τθ μετάφραςθ των τελευταίων ςε αμινοξζα για τθ δθμιουργία 

πρωτεϊνϊν. Σιμερα, μετά από εκτεταμζνεσ μελζτεσ ςτο πεδίο τθσ ροισ τθσ γενετικισ 

πλθροφορίασ και το χαρακτθριςμό μεγάλου αρικμοφ οργανιςμϊν, το απλό αυτό ςχιμα ζχει 

εμπλουτιςτεί με επιπλζον διεργαςίεσ, όπωσ είναι θ αντίςτροφθ μεταγραφι και ο 

αυτοδιπλαςιαςμόσ του RNA (Εικόνα 1.1). Θ γονιδιακι ζκφραςθ (gene expression) 

χαρακτθρίηεται από τισ διαδικαςίεσ τθσ μεταγραφισ και μετάφραςθσ. Τα κφτταρα ενόσ 

οργανιςμοφ, παρά το ότι φζρουν το ίδιο γενετικό υλικό, πραγματοποιοφν διαφορετικζσ 

βιολογικζσ λειτουργίεσ λόγω διαφορετικισ γονιδιακισ ζκφραςθσ. 

To ριβονουκλεϊκό οξφ (ribonucleic acid, RNA), είναι ζνα από τα τρία βαςικά 

μακρομόρια (ςυμπεριλαμβανομζνου του DNA και των πρωτεϊνϊν), που είναι απαραίτθτα 

για όλεσ τισ μορφζσ ηωισ. Ρολλά RNAs δεν κωδικοποιοφν για πρωτεΐνεσ και ονομάηονται 

μθ-κωδικά (non-coding RNAs, ncRNAs), παίηουν όμωσ ςθμαντικό ρόλο ςτα κφτταρα, 

καταλφοντασ βιολογικζσ αντιδράςεισ και ρυκμίηοντασ τθ γονιδιακι ζκφραςθ, αποκρινόμενα 

Εικόνα 1.1 Κεντρικό δόγμα τθσ Μοριακισ Βιολογίασ. H μεταφορά τθσ γενετικισ πλθροφορίασ από το DNA 

ςτισ πρωτεΐνεσ περιλαμβάνει τισ διαδικαςίεσ τθσ αντιγραφισ του DNA, μεταγραφισ και μετάφραςθσ, όπωσ 

επίςθσ και  τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ και τον αυτοδιπλαςιαςμό του RNA. 
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ςε κυτταρικά ςιματα. Τζτοια παραδείγματα αποτελοφν τα μεταφορικά (tRNAs) και τα 

ριβοςωμικά RNAs (rRNAs), που ςυμμετζχουν ςτθ διαδικαςία τθσ μετάφραςθσ (Mattick and 

Gagen 2001). Οριςμζνα ncRNAs μποροφν να καταλφουν χθμικζσ αντιδράςεισ, όπωσ τμιςθ 

και επανζνωςθ άλλων RNA μορίων και το ςχθματιςμό του πεπτιδικοφ δεςμοφ ςτο 

ριβόςωμα και είναι γνωςτά ωσ ριβοζνηυμα (Nissen et al. 2000).  

Πςον αφορά το mRNA, θ ςφνκεςι του ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα καταλφεται από το 

ζνηυμο RNA πολυμεράςθ ΙΙ, χρθςιμοποιϊντασ το DNA ωσ μιτρα, μία διαδικαςία γνωςτι ωσ 

μεταγραφι (transcription). Θ ζναρξθ τθσ μεταγραφισ ξεκινά με τθν πρόςδεςθ του ενηφμου 

ςτθν αλλθλουχία του υποκινθτι του DNA και ακολουκεί θ αποδιάταξθ τθσ διπλισ ζλικασ 

του μορίου λόγω τθσ ενεργότθτασ ελικάςθσ τθσ RNA πολυμεράςθσ. Εν ςυνεχεία, το ζνηυμο 

προχωρά κατά μικοσ τθσ αλυςίδασ-μιτρασ (κατεφκυνςθ 3'5') και ςυνκζτει ζνα 

ςυμπλθρωματικό RNA μόριο, επιμθκφνοντασ με κατεφκυνςθ 5'3' (Nudler and Gottesman 

2002). Το πρόδρομο αυτό αγγελιαφόρο RNA (pre-mRNA), το οποίο μεταφζρει τθν 

πλθροφορία για τθν πρωτεϊνικι αλλθλουχία ςτα ριβοςϊματα (τα «εργοςτάςια» ςφνκεςθσ 

πρωτεϊνϊν του κυττάρου), προτοφ μεταφερκεί ςτο κυτταρόπλαςμα για να μεταφραςτεί ςε 

πρωτεΐνθ, υπόκειται ςε επεξεργαςία. Κατά μζςο όρο, το ϊριμο mRNA χρειάηεται περίπου 

20 min για να εξζλκει από τον πυρινα κακϊσ τροποποιείται από ζνηυμα προκειμζνου να 

«ωριμάςει», με τθν προςκικθ μίασ πολυ(Α) ουράσ ςτο 3’. Ζτςι, το ϊριμο πλζον mRNA, που 

περιζχει τουλάχιςτον μία κωδικι περιοχι (coding region), κωδικοποιεί για μια πρωτεϊνικι 

αλλθλουχία μζςω του γενετικοφ κϊδικα: κάκε νουκλεοτιδικι τριπλζτα (κωδικόνιο) τθσ 

κωδικισ περιοχισ αντιςτοιχεί ςε ζνα αμινοξφ (Cooper and Hausman 2004). 

Ωρίμανςθ των ευκαρυωτικϊν mRNAs 

Τα ευκαρυωτικά mRNAs προκφπτουν από μεγάλα πρόδρομα μετάγραφα (pre-mRNAs) 

αφοφ μεςολαβιςει θ διαδικαςία τθσ προςκικθσ καλφπτρασ ςτο 5' άκρο (cap), του 

ματίςματοσ (splicing) και τθσ προςκικθσ τθσ πολυαδενυλικισ ουράσ ςτο 3' άκρο 

(polyadenylation), όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 1.2. 

Σε αντίκεςθ με τα προκαρυωτικά mRNAs που αρχίηουν με pppA ι pppG, ςτα 

ευκαρυωτικά mRNAs θ καλφπτρα ςχθματίηεται με τθν προςκικθ μιασ τριφωςφορικισ 

γουανοςίνθσ (GTP) ςτθν πρϊτθ βάςθ του μεταγράφου μζςω ενόσ 5'-5' δεςμοφ, που είναι 
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ζνα τριφωςφορικό νουκλεοςίδιο (ςυνικωσ μια πουρίνθ, Α ι G). Θ αρχικι αλλθλουχία του 

μεταγράφου μπορεί να αναπαραςτακεί ωσ 5'pppΑ/GpΝpΝpΝp... Θ προςκικθ τθσ 

γουανίνθσ ςτο 5' άκρο καταλφεται από το πυρθνικό ζνηυμο γουανφλυλο-τρανςφεράςθ 

(guanylyl transferase) και τοποκετείται για να εξυπθρετιςει δφο λειτουργίεσ: 1) καλυμμζνα 

mRNAs μεταφράηονται πιο αποδοτικά διότι αναγνωρίηονται από το ριβόςωμα για το 

ςχθματιςμό του ςυμπλόκου ζναρξθσ και 2) ςτακεροποιεί τα mRNAs, προςτατεφοντάσ τα 

από ριβονουκλεάςεσ που δρουν ςτο 5' άκρο (5' εξωριβονουκλεάςεσ). 

Θ διαδικαςία του ματίςματοσ περιλαμβάνει τθν αποκοπι των εςονίων και τθ 

ςυρραφι των εξονίων, με ςτόχο να παραμείνει ςτο μετάγραφο, το κωδικεφον τμιμα του 

γονιδίου. Θ διαδικαςία αυτι καταλφεται από ριβονουκλεοπρωτεϊνικά ςφμπλοκα που 

ςυγκροτοφνται από μικρά πυρθνικά RNAs (small nuclear RNAs, snRNAs) και πρωτεΐνεσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2 Ωρίμανςθ ευκαρυωτικοφ mRNA. Τα ευκαρυωτικά mRNAs προκφπτουν από μεγάλα πρόδρομα 

μετάγραφα (pre-mRNAs) αφοφ μεςολαβιςει θ διαδικαςία τθσ προςκικθσ καλφπτρασ ςτο 5' άκρο (cap), του 

ματίςματοσ (splicing) και τθσ προςκικθσ τθσ πολυαδενυλικισ ουράσ ςτο 3' άκρο (polyadenylation). (Lewin 

2004) 
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Θ τελευταία επεξεργαςία που υπόκεινται τα πρόδρομα ευκαρυωτικά mRNAs είναι θ 

πολυαδενυλίωςθ, κατά τθν οποία λαμβάνουν ςτο 3' άκρο τουσ μια χαρακτθριςτικι 

αλλθλουχία από 200-300 νουκλεοτίδια αδενοςίνθσ, γνωςτισ ωσ πολυ(Α) ουρά. Θ μετα-

μεταγραφικι αυτι τροποποίθςθ ονομάηεται διεργαςία του 3' άκρου (3' end processing) και 

πραγματοποιείται ωσ μζροσ μιασ πολφπλοκθσ αντίδραςθσ ςτθν οποία το 3' άκρο 

δθμιουργείται (με αποκοπι) και τροποποιείται από ζνα ςφμπλοκο ενηφμων. Θ αντίδραςθ 

τθσ προςκικθσ καταλφεται από το ζνηυμο πολυ(Α)-πολυμεράςθ [poly(A) polymerase, PAP]. 

Ο ρόλοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ είναι κεντρικισ ςθμαςίασ για το mRNA. Ρροςτατεφει το 3' άκρο 

του mRNA από εξωνουκλεολυτικι αποικοδόμθςθ, ςυμμετζχει ςε διεργαςίεσ όπωσ θ ζξοδοσ 

ςτο κυτταρόπλαςμα και από αυτι ξεκινά και το κφριο μονοπάτι αποικοδόμθςθσ του mRNA. 

Στισ διαδικαςίεσ αυτζσ θ πολυ(Α) ουρά ςυμμετζχει κυρίωσ μζςω των πρωτεϊνικϊν 

παραγόντων που προςδζνονται ςε αυτι, και κυρίωσ τθν πολυ(Α) προςδενόμενθ πρωτεΐνθ 

*poly(Α)-binding protein, PABP+. Ομόλογα αυτισ τθσ πρωτεΐνθσ απαντϊνται ςε πολλοφσ 

ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Ζνα μονομερζσ ΑΒC των ~70 kDa ςυνδζεται ςε κάκε 10-20 

βάςεισ τθσ πολυ(Α) ουράσ. Ζτςι, μια πολυ(Α) ουρά από 240 νουκλεοτίδια φζρει περίπου 10 

μόρια PABPC. Ο βαςικότεροσ ρόλοσ τθσ πρωτεΐνθσ αυτισ είναι αφενόσ να προςτατεφει τθν 

ίδια τθν ουρά από αποικοδόμθςθ και αφετζρου να αλλθλεπιδρά με άλλουσ πρωτεϊνικοφσ 

παράγοντεσ ρυκμίηοντασ ζτςι τθ βιωςιμότθτα του mRNA. Για παράδειγμα, θ 

αλλθλεπίδραςθ τθσ ΑΒ με τον παράγοντα ζναρξθσ τθσ μεταγραφισ eIF4G δθμιουργεί 

ζναν κλειςτό βρόγχο, ςτον οποίο τα 5' και 3' άκρα του mRNA ςυγκρατοφνται από το ίδιο 

πρωτεϊνικό ςφμπλοκο και ζτςι προςλαμβάνεται από τθ μεταφραςτικι μθχανι όπωσ 

φαίνεται και ςτθν Εικόνα 1.3 (Huntzinger and Izaurralde 2011). 

Εικόνα 1.3 Θ πρόςδεςθ τθσ ΑΒ ςτον παράγοντα ζναρξθσ elF4G δθμιουργεί ζναν κλειςτό βρόχο. 

(Huntzinger and Izaurralde 2011) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



29 

Αποικοδόμθςθ του mRNA 

Αποικοδόμθςθ φυςιολογικϊν mRNAs 

Θ ρφκμιςθ τθσ αποικοδόμθςθσ του mRNA αποτελεί ςθμαντικι ςυνιςτϊςα τθσ 

ρφκμιςθσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ, αφοφ θ ςτακερι ςυγκζντρωςθ του mRNA ςτο κφτταρο 

κακορίηεται τόςο από το ρυκμό ςφνκεςθσ, όςο και από το ρυκμό αποικοδόμθςθσ (Meyer et 

al. 2004). Υπάρχουν τρεισ κφριεσ τάξεισ ενδοκυτταρικϊν ενηφμων αποικοδόμθςθσ 

(ριβονουκλεάςεσ ι RNases): οι ενδοριβονουκλεάςεσ, οι οποίεσ διαςποφν μόρια RNA ςε 

εςωτερικζσ κζςεισ, οι 3' εξωνουκλεάςεσ, που διαςποφν το RNA από το 3' άκρο με 

κατεφκυνςθ 3'5' και οι 5' εξωνουκλεάςεσ, που αποικοδομοφν το RNA από το 5' άκρο με 

κατεφκυνςθ 5'3'. Μζςα ςτο κφτταρο υπάρχει πλθκϊρα ριβονουκλεαςϊν και αυτι θ 

αφκονία πικανϊσ ενιςχφει τθν αποτελεςματικότθτα των μονοπατιϊν αποικοδόμθςθσ 

(Houseley and Tollervey 2009). Ππωσ αναφζρκθκε, τα ϊριμα ευκαρυωτικά mRNAs φζρουν 

δφο κακοριςτικοφσ παράγοντεσ ςτακερότθτασ: τθν καλφπτρα και τθν πολυ(A) ουρά. 

Ρροκείμενου να ξεκινιςει θ αποικοδόμθςθ κα πρζπει, είτε ζνασ από αυτοφσ τουσ 

παράγοντεσ να απομακρυνκεί, είτε το mRNA να υποςτεί ενδονουκλεολυτικι πζψθ όπωσ 

φαίνεται και ςτθν Εικόνα 1.4. 

Στουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ το μεγαλφτερο ποςοςτό των mRNAs 

αποικοδομείται μζςω ενόσ μονοπατιοφ, το οποίο ξεκινά με τθ βράχυνςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ 

και είναι γνωςτό ωσ μονοπάτι αποικοδόμθςθσ που εξαρτάται από αποαδενυλίωςθ (Εικόνα 

1.4a). Στον πυρινα, με τθ διαδικαςία τθσ αποαδενυλίωςθσ περιορίηονται οι 

νεοπροςτικζμενεσ πολυ(A) ουρζσ ςτο κατάλλθλο μικοσ, ϊςτε το mRNA να εξαχκεί ςτο 

κυτταρόπλαςμα και να ξεκινιςει θ μετάφραςι του. Αντίκετα, θ εκτεταμζνθ 

αποαδενυλίωςθ του mRNA ςτο κυτταρόπλαςμα πζρα από ζνα ςυγκεκριμζνο μικοσ, 

ςθματοδοτεί τθν αποικοδόμθςθ του. Θ αποαδενυλίωςθ καταλφεται από 3' 

εξωριβονουκλεάςεσ, τισ αποαδενυλάςεσ. Ακολουκϊντασ τθν αποαδενυλίωςθ, δφο 

μθχανιςμοί μποροφν να οδθγιςουν ςτθν αποικοδόμθςθ του mRNA: είτε αφαίρεςθ τθσ  

καλφπτρασ και αποικοδόμθςθ με κατεφκυνςθ 5'3', είτε αποικοδόμθςθ 3'5'. Στο πρϊτο 

μονοπάτι, το ςφμπλεγμα πρωτεϊνϊν Lsm 1-7 αλλθλεπιδρά με το 3' άκρο του μεταγράφου, 

επάγοντασ τθν αφαίρεςθ τθσ καλφπτρασ μζςω του ςυμπλόκου DCP1-DCP2 και εκκζτοντασ 

ζτςι το μετάγραφο ςε αποικοδόμθςθ από τθν XRN1, μια 5ϋ3ϋ εξωνουκλεάςθ. 
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Εναλλακτικά, το αποαδενυλιωμζνο mRNA μπορεί να αποικοδομθκεί με κατεφκυνςθ 3'5' 

από το κυτταροπλαςματικό εξϊςωμα, ζνα ςφμπλοκο εξωνουκλεαςϊν. Στθν περίπτωςθ 

αυτι θ καλφπτρα υδρολφεται από το ζνηυμο DcpS (Balagopal et al. 2012; Garneau et al. 

2007). Οι πρωτεϊνικοί παράγοντεσ που εμπλζκονται ςτο μονοπάτι αποικοδόμθςθσ 

εξαρτϊμενο από αποδενυλίωςθ, παρουςιάηονται ςτον Ρίνακασ 1.1. 

Στθν Εικόνα 1.4b παρουςιάηεται το μονοπάτι αποικοδόμθςθσ το οποίο είναι 

ανεξάρτθτο από τθν αποαδενυλίωςθ ςτον Saccharomyces cerevisiae, ςτο οποίο απαιτείται θ 

προςζλκυςθ τθσ πρωτεϊνικισ μθχανισ για τθν αφαίρεςθ του καλφμματοσ. Ωςτόςο, θ 

αποικοδόμθςθ οριςμζνων μορίων mRNA μπορεί να ξεκινιςει με ενδονουκλεολυτικι 

διάςπαςθ, είτε από ειδικζσ ενδονουκλεάςεσ, είτε μζςω του μθχανιςμοφ παρεμβολισ RNA 

(RNAi). Ρρόκειται για το μονοπάτι αποικοδόμθςθσ διαμεςολαβοφμενο από 

ενδονουκλεάςεσ, ςτο οποίο το mRNA πζπτεται εςωτερικά και προκφπτουν δφο κραφςματα 

με απροςτάτευτα άκρα, τα οποία και αποικοδομοφνται ςτθ ςυνζχεια με τθ δράςθ του 

εξωςϊματοσ και τθσ XRN1 (Εικόνα 1.4c) (Balagopal et al. 2012; Garneau et al. 2007). 

 

 

Εικόνα 1.4 Μθχανιςμοί αποικοδόμθςθσ φυςιολογικϊν mRNAs. a Μονοπάτι αποικοδόμθςθσ που εξαρτάται 

από αποαδενυλίωςθ. b μονοπάτι αποικοδόμθςθσ το οποίο είναι ανεξάρτθτο από τθν αποαδενυλίωςθ ςτον 

Saccharomyces cerevisiae. c Μονοπάτι αποικοδόμθςθσ διαμεςολαβοφμενο από ενδονουκλεάςεσ. 

(Garneau et al. 2007) 
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(Garneau et al. 2007) 

  

Ρίνακασ 1.1 Ραράγοντεσ που ςυμμετζχουν ςτθν αποικοδόμθςθ του mRNA. 
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Ραράγοντεσ που εμπλζκονται ςτθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ, τθν αποαδενυλίωςθ, τθν 

αφαίρεςθ τθσ καλφπτρασ, τθν εξωνουκλεολυτικι αποικοδόμθςθ 5'3', τθν αποικοδόμθςθ 

μθ νοθματικϊν μεταγράφων - δθλαδι μεταγράφων που φζρουν πρϊιμα κωδικόνια 

τερματιςμοφ (nonsense-mediated decay) και ςτθν microRNA (miRNA) διαμεςολαβοφμενθ 

αποικοδόμθςθ, ςυνεντοπίηονται ςε κοκκϊδεισ κυτταροπλαςματικζσ δομζσ, τα P bodies, τα 

οποία κεωροφνται τόποι αποικοδόμθςθσ των mRNAs (Balagopal et al. 2012). 

Αποικοδόμθςθ ελαττωματικϊν mRNAs 

Ρροκειμζνου να διατθρθκεί θ πιςτότθτα τθσ μετάφραςθσ, το κφτταρο διακζτει 

μθχανιςμοφσ οι οποίοι ανιχνεφουν και αποικοδομοφν ελαττωματικά μετάγραφα, 

προςτατεφοντάσ το ζτςι από τθν παραγωγι τοξικϊν πρωτεϊνϊν. Ο ζλεγχοσ ποιότθτασ και 

επεξεργαςίασ ακατάλλθλων mRNA μορίων γίνεται ςτον πυρινα, ενϊ υπάρχουν τρία 

μονοπάτια εξαρτϊμενα από τθ μετάφραςθ που ανιχνεφουν ελαττωματικά ςφμπλοκα mRNA 

και ριβονουκλεοπρωτεϊνϊν (mRNPs) ςτο κυτταρόπλαςμα (Muhlemann and Jensen 2012). 

Στο πρϊτο από αυτά, ςε μια πορεία που αναφζρεται και ωσ αποικοδόμθςθ μθ 

νοθματικϊν μεταγράφων (nonsense-mediated decay, NMD) τα mRNAs που περιζχουν μια 

πρόωρθ αλλθλουχία τερματιςμοφ αναγνωρίηονται και αποικοδομοφνται. Τζτοια 

μετάγραφα αποικοδομοφνται είτε μετά από αφαίρεςθ του καλφμματοσ ςε μία διαδικαςία θ 

οποία είναι ανεξάρτθτθ από τθν αποαδενυλίωςθ, είτε από επιτάχυνςθ τθσ 

αποαδενυλίωςθσ και τθσ 3'5' αποικοδόμθςθσ από το κυτταροπλαςματικό εξϊςωμα 

(Εικόνα 1.5a) (Conti and Izaurralde 2005; Muhlemann and Lykke-Andersen 2010). Ομοίωσ, 

ςε μια διαδικαςία που αναφζρεται ωσ αποικοδόμθςθ μθ-τερματιςμοφ (non-stop decay, 

NSD), τα mRNAs ςτα οποία δεν υπάρχει αλλθλουχία τερματιςμοφ αναγνωρίηονται και 

αποικοδομοφνται  ταχφτατα με κατεφκυνςθ 3'5' από το κυτταροπλαςματικό εξϊςωμα 

(Εικόνα 1.5b) (Frischmeyer et al. 2002). Τζλοσ, ςτθ ηφμθ ζχει ανακαλυφκεί και θ no-go 

αποικοδόμθςθ (no-go decay, NGD) ςτθν οποία παρατθρείται ακινθτοποίθςθ του 

ριβοςϊματοσ ςτο ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ λόγω ςχθματιςμοφ ειδικισ δευτεροταγοφσ 

δομισ ςτο ελαττωματικό mRNA. Ωσ αποτζλεςμα, πυροδοτείται θ διαμεςολαβοφμενθ από 

ενδονουκλεάςεσ αποικοδόμθςθ του mRNA και θ απελευκζρωςθ του ριβοςϊματοσ (Εικόνα 

1.5c) (Doma and Parker 2006).  
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Σιματα που ρυκμίηουν τθν αποικοδόμθςθ του mRNA 

Οι κακοριςτζσ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs, βρίςκονται κυρίωσ ςτθν 3' 

αμετάφραςτθ περιοχι (3' UTR) όπου τα πρωτεϊνικά ςφμπλοκα προςτατεφονται από τθ 

διάςχιςθ των ριβοςωμάτων κατά μικοσ των mRNAs, αλλά και ςτθν 5' UTR και ςτθν κωδικι 

περιοχι. Τα πιο καλά μελετθμζνα ςτοιχεία ςτακερότθτασ των mRNAs, αποτελοφν οι 

περιοχζσ που είναι πλοφςιεσ ςε αλλθλουχίεσ AU (πενταμερζσ AUUUA), ι αλλιϊσ οι 

αλλθλουχίεσ ARE (AU Rich Element). Βρίςκονται ςτθν 3' UTR περιοχι πολλϊν μεταγράφων 

που κωδικοποιοφν κυρίωσ για κυτοκίνεσ, πρωτο-ογκογονίδια και μεταγραφικοφσ 

παράγοντεσ. Οι παράγοντεσ που προςδζνονται ςε αυτζσ τισ αλλθλουχίεσ ζχει βρεκεί πωσ 

ςτρατολογοφν τθ μθχανι αποικοδόμθςθσ των mRNAs, όπωσ μεταξφ άλλων τισ 

αποαδενυλάςεσ (PARN, ςφμπλοκο CCR4-NOT), τουσ DCP1-2 και το εξϊςωμα. Ραραδείγματα 

τζτοιων αποςτακεροποιθτικϊν παραγόντων, αποτελοφν οι: AUF1, CUG-BP, KSRP, RHAU, 

TIAR, Tristetraprolin. Υπάρχουν όμωσ και πρωτεΐνεσ που προςδζνονται ςε ARE, όπωσ είναι 

οι πρωτεΐνεσ ELAV (HuR και HuD), οι οποίεσ ςτακεροποιοφν τα mRNAs είτε μζςω 

ανταγωνιςμοφ με τισ αποςτακεροποιθτικζσ πρωτεΐνεσ για τθν πρόςδεςθ, είτε μζςω 

μεταφοράσ των ίδιων των mRNAs από τα P-bodies ςτα πολυςϊματα. Άλλα ςτοιχεία που 

ςχετίηονται με τθ ςτακερότθτα των mRNAs, αποτελοφν οι πρωτεΐνεσ PUF που αναγνωρίηουν 

αλλθλουχίεσ πλοφςιεσ ςε UG και επιταχφνουν τθν αποικοδόμθςθ των υποςτρωμάτων τουσ 

προςελκφοντασ το ςφμπλοκο αποαδενυλίωςθσ CCR4-NOT (Garneau et al. 2007). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



34 

 

 

Εικόνα 1.5 Μονοπάτια αποικοδόμθςθσ ελαττωματικϊν mRNAs. a Στθν μθ-νοθματικά (ανερμθνεφςθμα) 

διαμεςολαβοφμενθ αποικοδόμθςθ (nonsense-mediated decay, NMD) τα mRNAs που περιζχουν μια 

πρόωρθ αλλθλουχία τερματιςμοφ αναγνωρίηονται και αποικοδομοφνται. b Στθν αποικοδόμθςθ μθ-

τερματιςμοφ (non-stop decay, NSD), τα mRNAs ςτα οποία δεν υπάρχει αλλθλουχία τερματιςμοφ 

αναγνωρίηονται και αποικοδομοφνται  ταχφτατα με κατεφκυνςθ 3'5' από το κυτταροπλαςματικό 

εξϊςωμα. c Στθν περίπτωςθ ακινθτοποίθςθσ του ριβοςϊματοσ ςτο ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ λόγω 

ςχθματιςμοφ ειδικισ δευτεροταγοφσ δομισ, λαμβάνει χϊρα θ no-go αποικοδόμθςθ (no-go decay, NGD). 

(Garneau et al. 2007) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



35 

Στακερότθτα των ευκαρυωτικϊν mRNAs 

Το ευκαρυωτικό mRNA αποτελεί μόνο ζνα μικρό ποςοςτό το ςυνολικοφ κυτταρικοφ 

RNA, περίπου 3% τθσ μάηασ του. Ο χρόνοσ θμιηωισ των mRNAs ςτουσ ηυμομφκθτεσ είναι 

ςχετικά μικρόσ και κυμαίνεται από 1 ζωσ 60 λεπτά, ενϊ υπάρχει μια αξιοςθμείωτθ αφξθςθ 

τθσ ςτακερότθτασ ςτουσ ανϊτερουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Το mRNA των ηωικϊν 

κυττάρων είναι ςχετικά ςτακερό, με χρόνο θμιηωισ μεταξφ 1 ζωσ 24 ωρϊν. Οι 

τροποποιιςεισ και ςτα δυο άκρα του mRNA ςυνειςφζρουν ς’ αυτι τθ ςτακερότθτα (Lewin 

2004). Θ ςτακερότθτα του mRNA επθρεάηει τθν γονιδιακι ζκφραςθ ςε ςχεδόν όλουσ τουσ 

οργανιςμοφσ, από τα βακτιρια ζωσ τα κθλαςτικά. Οι διαδικαςίεσ που ρυκμίηουν τθν 

θμιηωι του mRNA, μποροφν με τθ ςειρά τουσ να επθρεάςουν το πϊσ ζνα κφτταρο 

αυξάνεται, διαφοροποιείται και αποκρίνεται ςτο περιβάλλον του. Τα επίπεδα ενόσ mRNA 

μζςα ςε ζνα κφτταρο εξαρτϊνται από το ρυκμό ςφνκεςθσ και αποικοδόμθςισ του. Θ 

ςτακερότθτα των ευκαρυωτικϊν mRNAs παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτον κακοριςμό των 

επιπζδων γονιδιακισ ζκφραςθσ. Αναλφςεισ ζχουν δείξει ότι ~20-50% των αλλαγϊν τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ του κυττάρου ςε διάφορεσ περιπτϊςεισ μπορεί να αποδοκεί ςε 

μεταβολζσ ςτθ ςτακερότθτα του mRNA παρά ςτο ρυκμό μεταγραφισ. Επιπλζον, θ 

ςτακερότθτα του RNA παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτον κακοριςμό τθσ ποιότθτασ τθσ ςυνολικισ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ ςτο κφτταρο. Θ ακρίβεια τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ βαςίηεται ςτον 

αποτελεςματικό ποιοτικό ζλεγχο (quality control) που ζχει εξελιχκεί μζςα ςτο κφτταρο, 

δθμιουργϊντασ ςθμεία ελζγχου για να παρακολουκεί ςτενά τθν ζκφραςθ των mRNAs 

(Muhlemann and Jensen 2012). 

Ζνηυμα και ζλεγχοσ αποαδενυλίωςθσ 

Ππωσ αναφζρκθκε, θ αποικοδόμθςθ του mRNA υπό φυςιολογικζσ ςυνκικεσ ςυνικωσ 

ξεκινάει από τθν βράχυνςθ τθσ πολυ(A) ουράσ, μιασ διεργαςίασ γνωςτισ ωσ 

αποαδενυλίωςθ. Θ αποαδενυλίωςθ αποτελεί ζνα κομβικό ςθμείο για τον ζλεγχο τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ, κακϊσ ελζγχει το ρυκμό αποικοδόμθςθσ των mRNAs. Τα ζνηυμα που 

είναι υπεφκυνα για αυτι τθ διεργαςία είναι οι αποαδενυλάςεσ (deadenylases). Οι 

αποαδενυλάςεσ είναι εξωριβονουκλεάςεσ με ποικίλεσ βιολογικζσ λειτουργίεσ. Υδρολφουν 

τα μόρια RNA με κατεφκυνςθ 3'5' με αποτζλεςμα τθν απελευκζρωςθ 5'-AMP και θ δράςθ 
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τουσ εξαρτάται από ιόντα μαγνθςίου. Οι πολυ(A) ουρζσ αποτελοφν το βαςικό υπόςτρωμα 

αυτϊν των ενηφμων, ωςτόςο ζχει δειχτεί ότι αποικοδομοφν λιγότερο αποτελεςματικά και 

μθ-αδενοςινικά ομοπολυμερι (Goldstrohm and Wickens 2008). 

Ο αρικμόσ των γνωςτϊν αποαδενυλαςϊν αυξάνεται ςυνεχϊσ και με βάςθ τθν 

παρουςία ςυγκεκριμζνων ςυντθρθμζνων καταλοίπων ςτο καταλυτικό τουσ κζντρο, 

ταξινομοφνται ςε δφο μεγάλεσ υπερ-οικογζνειεσ νουκλεαςϊν: αυτι των DEDD και των EEP 

νουκλεαςϊν. Θ DEDD υπερ-οικογζνεια ζχει λάβει το όνομά τθσ από τα αμινοξζα αςπαρτικό 

(Asp, D) και γλουταμινικό (Glu, E) που απαντοφν ςτο καταλυτικό κζντρο και βρίςκονται 

διάςπαρτα μεταξφ τριϊν μοτίβων εξωνουκλεάςθσ, τα οποία ςυντονίηουν τα ιόντα Μg2+. 

Μζλθ αυτισ τθσ ομάδασ αποτελοφν οι αποαδενυλάςεσ POP2/ CAF1 (CNOT7 & CNOT8), θ 

CAF1Η, θ πολυ(Α)-εξειδικευμζνθ ριβονουκλεάςθ [poly(A)-specific ribonuclease, PARN], 

κακϊσ και οι οικογζνειεσ των PAN2 αποαδενυλαςϊν. Από τθν άλλθ, θ υπερ-οικογζνεια EEP 

των εξωνουκλεαςϊν - ενδονουκλεαςϊν - φωςφαταςϊν (exonuclease-endonyclease-

phosphatase, EEP), περιλαμβάνει αποαδενυλάςεσ που φζρουν ςυντθρθμζνα καταλυτικά 

κατάλοιπα  αςπαρτικοφ (Asp) και ιςτιδίνθσ (His) ςτισ δομικζσ περιοχζσ νουκλεάςθσ τουσ. 

Μζλθ τθσ οικογζνειασ αποτελοφν οι αποαδενυλάςεσ Νοcturnin (Ccrn4l, NOC), CCR4 (CCR4a/ 

CNOT6 & CCR4b/ CNOT6L), Angel και 2' PDE (Ρίνακασ 1.2) (Goldstrohm and Wickens 2008).  

Θ μεγάλθ ποικιλομορφία των αποαδενυλαςϊν υποδθλϊνει, πωσ πικανότατα ειδικζσ 

αποαδενυλάςεσ ςτοχεφουν ςυγκεκριμζνεσ ομάδεσ mRNAs, ι πωσ διάφορεσ από αυτζσ 

δρουν ςτο ίδιο mRNA με επικαλυπτόμενεσ λειτουργίεσ (Goldstrohm and Wickens 2008; 

Meyer et al. 2004; Parker and Song 2004). Για παράδειγμα, ςτα κφτταρα των κθλαςτικϊν, θ 

PAN2 αρχικά, αφαιρεί τθ μιςι περίπου πολυ(Α) ουρά και ζπειτα το ςφμπλοκο CCR4-POP2-

NOT αποικοδομεί τθν υπόλοιπθ (Yamashita et al. 2005). 

Οι αποαδενυλάςεσ όπωσ αναφζρκθκε, διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ γενικι 

διαδικαςία ανακφκλθςθσ του mRNA, επιτελοφν όμωσ και αρκετοφσ εξειδικευμζνουσ, 

ρυκμιςτικοφσ ρόλουσ. Κάποιεσ είναι απαραίτθτεσ για τθ βιωςιμότθτα των οργανιςμϊν, ενϊ 

μεταλλάγματα άλλων επιφζρουν μια ποικιλία φαινοτφπων. Κάποιεσ από αυτζσ είναι 

ςθμαντικζσ κατά τθν πρϊιμθ εμβρυϊκι ανάπτυξθ, ενϊ άλλεσ απαιτοφνται για τθ 

γονιμότθτα, τθ μεταβολικι ομοιόςταςθ, τθν ανάπτυξθ και τον κυτταρικό κφκλο (ςτα 

κθλαςτικά, υπερζκφραςθ τθσ CNOT7 ι τθσ CAF1Z, κακϊσ και αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L, 

εμποδίηει τθν κυτταρικι αφξθςθ) (Bogdan et al. 1998; Morita et al. 2007). Το γεγονόσ, πωσ 
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ςυγκεκριμζνεσ αποαδενυλάςεσ είναι απαραίτθτεσ για ςυγκεκριμζνεσ βιολογικζσ 

διεργαςίεσ, αποδεικνφει πωσ ο ζλεγχοσ οριςμζνων mRNAs είναι κακοριςτικισ ςθμαςίασ για 

τθν ομαλι λειτουργία αυτϊν των διεργαςιϊν. Θ ρφκμιςθ λοιπόν, τθσ δραςτικότθτασ των  

αποαδενυλαςϊν κρίνεται απαραίτθτθ, κακϊσ ςυνκικεσ ανεξζλεγκτθσ αποαδενυλίωςθσ κα 

οδθγοφςαν ςε καταςτροφι και κάνατο του κυττάρου. Στακερά και μεταγραφικά ενεργά 

mRNAs πρζπει να προςτατευκοφν από τθν αποαδενυλίωςθ ενϊ τα αςτακι και μθ 

φυςιολογικά κα πρζπει να αποαδενυλιϊνονται και να αποικοδομοφνται (Goldstrohm and 

Wickens 2008; Parker and Song 2004). 

 

Ρίνακασ 1.2 Ροικιλομορφία των αποαδενυλαςϊν.  

Group  Name  SC  CE  DM  XL  MM  HS  

DEDD nucleases CNOT7/Caf1a + + + + + + 

 CNOT8/Caf1b - - - + + + 

 PAN2 + + + + + + 

 PARN - + - + + + 

 CAF1Z - + - + + + 

EEP nucleases CNOT6/CCR4a + + + + + + 

 CNOT6L/CCR4b - - - - + + 

 NOC/CCR4C - - + + + + 

 2’PDE - + + + + + 

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

(+): είναι παροφςα ςτον οργανιςμό, (-): δεν είναι παροφςα ςτον οργανιςμό.  

(Goldstrohm and Wickens 2008) 

 

Ο ρυκμόσ τθσ αποαδενυλίωςθσ ποικίλλει μεταξφ των διάφορων mRNAs. Ππωσ 

προαναφζρκθκε, παραδείγματα παραγόντων - ρυκμιςτϊν που προωκοφν τθν 

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

2008; Hook et al. 2007). Εναλλακτικά, προϊκθςθ τθσ αποαδενυλίωςθσ μπορεί να 

επιτευχκεί και μζςω τθσ PABP, θ οποία ςτρατολογεί το ςφμπλοκο PAN2-PAN3 ςτο mRNA 

ςτόχο. Ακόμθ, ςτα κθλαςτικά θ PABP μπορεί να ςτρατολογεί το ςφμπλοκο αποαδενυλίωςθσ 

CCR4-CAF1-ΝΟΤ, μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τισ πρωτεΐνεσ ΤΟΒ, που λειτουργοφν ςαν 
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γζφυρα θ οποία ςυνδζει το ςφμπλοκο με τθν PABP. (Ezzeddine et al. 2007; Funakoshi et al. 

2007). Επίςθσ, το 5' κάλυμμα του mRNA μπορεί να επθρεάςει κετικά τθν αποαδενυλίωςθ 

διεγείροντασ τθν πρόςδεςθ και τθ δραςτικότθτα αποαδενυλαςϊν και ςυγκεκριμζνα τθσ 

PARN (Balatsos et al. 2006). 

 Θ ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν και των αντίςτοιχων ρυκμιςτϊν τουσ υποδεικνφει 

το χρόνο και τον τόπο, ςτον οποίο μπορεί να ςυμβεί ρφκμιςθ τθσ αποαδενυλίωςθσ. Για 

παράδειγμα, θ ζκφραςθ τθσ Νοcturnin είναι ρυκμικι και ελζγχεται από τον κιρκάδιο 

ρυκμό, ενϊ οι αποαδενυλάςεσ τθσ οικογζνειασ POP2/ CAF1 και CCR4 δρουν ιδιοςτατικά. Θ 

αναςτολι τθσ ενεργότθτάσ τουσ, παρζχει ζναν άλλο τρόπο ελζγχου. Θ αποαδενυλίωςθ 

ςταματά όταν για παράδειγμα το κφτταρο υποβάλλεται ςε διάφορεσ μορφζσ stress, όπωσ 

ακτινοβολία UV, οξείδωςθ, οςμωτικι πίεςθ ι ζλλειψθ γλυκόηθσ (Gowrishankar et al. 2005; 

Prieto et al. 2000). 

Θ αποαδενυλίωςθ επθρεάηεται επίςθσ από δφο μορφζσ χωρικοφ ελζγχου: τον 

διαχωριςμό των αποαδενυλαςϊν μεταξφ πυρινα-κυτταροπλάςματοσ και τον εντοπιςμό 

τουσ ςτα P-bodies. Ρολλζσ αποαδενυλάςεσ μεταφζρονται μεταξφ πυρινα και κυτοςολίου 

και αλλαγζσ ςτθ διαμεριςματοποίθςθ τουσ, μποροφν να αποβοφν μοιραίεσ για τθν τφχθ 

mRNAs που δεν κα ζπρεπε να αποικοδομθκοφν. Από τθν άλλθ μεριά, ςυγκεκριμζνεσ 

αποαδενυλάςεσ εντοπίηονται ςτα P-bodies, τα οποία όπωσ αναφζρκθκε περιζχουν 

καταςταλμζνα mRNAs, τα οποία ςτθ ςυνζχεια μποροφν να ενεργοποιθκοφν με επιμικυνςθ 

των πολυ(Α) ουρϊν τουσ. Ο ςυνεντοπιςμόσ αυτϊν των αποαδενυλαςϊν με τα 

υποςτρϊματά τουσ, πικανότατα διευκολφνει τθν κινθτικι τθσ αποαδενυλίωςθσ 

(Goldstrohm and Wickens 2008; Wagner et al. 2007; Yamashita et al. 2005). 

Οι αποαδενυλάςεσ ςυνικωσ αποτελοφν τμιμα ςυμπλόκων με πολλζσ υπομονάδεσ. 

Άλλεσ ςχθματίηουν ομοδιμερι και άλλεσ ετεροδιμερι. Στον άνκρωπο για παράδειγμα 

υπάρχουν τρία ςφμπλοκα αποαδενυλαςϊν (Εικόνα 1.6): το πολυπρωτεϊνικό ςφμπλοκο 

CCR4-NOT, το ετεροδιμερζσ PAN2-PAN3 ςτο οποίο καταλυτικά ενεργι υπομονάδα είναι θ 

PAN2 και θ PARN που ςχθματίηει ζνα ομοδιμερζσ (Parker and Song 2004). Ο 

ετεροδιμεριςμόσ αυξάνει ςθμαντικά το ρεπερτόριο των ςυμπλόκων των αποαδενυλαςϊν, 

κακϊσ διαφορετικά ετεροδιμερι ζχουν και διαφορετικζσ ενηυμικζσ και ρυκμιςτικζσ 

ιδιότθτεσ. Θ δυνατότθτα για ζλεγχο τθσ αποαδενυλίωςθσ κακίςταται ιδιαίτερα εκτενισ και 

πολφπλοκθ, αν ςυνυπολογίςουμε τθν αλλθλεπίδραςθ των πολυάρικμων πικανϊν 
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ςυμπλόκων αποαδενυλαςϊν με τθν ευρφτατθ ποικιλία των ρυκμιςτϊν τουσ και τθν 

αλλθλεπίδραςθ των τελευταίων με μία εξίςου μεγάλθ ποικιλία διαφορετικϊν ρυκμιςτικϊν 

ςτοιχείων επί των περιοχϊν 3'-UTR των mRNA-ςτόχων. Τα ςφμπλοκα των αποαδενυλαςϊν 

είναι πολυλειτουργικά, κακϊσ περιζχουν εκτόσ των ενηφμων αποαδενυλίωςθσ, παράγοντεσ 

που καταςτζλλουν τθ μετάφραςθ και ενιςχφουν τθν αποικοδόμθςθ του mRNA. Θ 

πολυλειτουργικότθτα αυτι παρζχει προχποκζςεισ για πολυάρικμα ςθμεία ρφκμιςθσ τθσ 

μετάφραςθσ, τθσ αποαδενυλίωςθσ και τθσ αποικοδόμθςθσ των mRNAs, είτε ξεχωριςτά είτε 

ςυντονιςμζνα (Goldstrohm and Wickens 2008). 

 

Δομι και λειτουργίεσ του ςυμπλόκου CCR4-NOT 

Το ςφμπλοκο CCR4-NOT χαρακτθρίςτθκε αρχικά ςτον S.Cerevisiae ωσ μεταγραφικό 

ςφμπλοκο ρυκμιηόμενο από τθν γλυκόηθ, το οποίο καταςτζλλει τθν RNA πολυμεράςθ II και 

αποτελεί το κφριο ςφμπλοκο αποαδενυλίωςθσ (J. Chen et al. 2001). Σχθματίηει δφο 

κυρίαρχεσ δομζσ in vivo με μοριακά βάρθ 0,9-1,2 MDa και 1,9-2.0 MDa. Ρεριζχει δφο 

Εικόνα 1.6 Σφμπλοκα ευκαρυωτικϊν αποαδενυλαςϊν. Το πολυπρωτεϊνικό ςφμπλοκο CCR4-NOT, το 

ετεροδιμερζσ PAN2-PAN3 ςτο οποίο καταλυτικά ενεργι υπομονάδα είναι θ PAN2 και θ PARN που 

ςχθματίηει ζνα ομοδιμερζσ. (Parker and Song 2004) 
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υπομονάδεσ με ενεργότθτα αποαδενυλάςθσ, τθν Caf1 (Pop2-DEDD) και τθν Ccr4 (EEP), με 

τθν Ccr4 να υπερτερεί τθσ Caf1 (Tucker et al. 2001), με τθν υπομονάδα Ccr4 να ζχει αρχικά 

ταυτοποιθκεί, ωσ ενεργοποιθτισ τθσ ζκφραςθσ του γονιδίου ADH2 (Denis and Chen 2003). 

Ζνασ ςθμαντικόσ ρόλοσ τθσ Caf1 είναι θ ςτρατολόγθςθ τθσ Ccr4 ςτο ςφμπλοκο, μζςω 

πρωτεϊνικϊν αλλθλεπιδράςεων μεταξφ τθσ Caf1 και τθσ LRR (leucine-rich repeat) περιοχισ 

τθσ Ccr4 (Clark et al. 2004). Επιπλζον, το ςφμπλοκο περιζχει και ζνα ςφνολο άλλων 

υπομονάδων, όπωσ οι Not1p-Not5p, Caf130p, Caf40p και BTT1. Οι υπομονάδεσ του, 

αλλθλεπιδροφν με πρωτεΐνεσ όπωσ: Dhh1p, Caf4p, Caf16p, Dbf2p και Mob1p (Bartlam and 

Yamamoto 2010). 

Το ςφμπλοκο CCR4-NOT είναι απαραίτθτο κακϊσ οι διαφορετικζσ υπομονάδεσ του 

ςυμμετζχουν ςε πολλζσ και διαφορετικζσ κυτταρικζσ λειτουργίεσ:  

 Συμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ τθσ μεταγραφισ, μζςω αλλθλεπιδράςεων μεταξφ 

των NOT υπομονάδων του κυρίωσ με τον παράγοντα TFIID και το ςφμπλοκο SAGA 

(ακετυλίωςθ ιςτονϊν). Επιπλζον, θ υπομονάδα CCR4 ςχετίηεται με το ςφμπλοκο 

PAF1-RNA πολυμεράςθ ΙΙ, ςυμμετζχοντασ ςτθν επιμικυνςθ τθσ μεταγραφισ. Εκτόσ 

από τθν CCR4 και θ CAF1 προςδζνει παράγοντεσ επιμικυνςθσ. Είναι πικανό, το 

ςφμπλοκο να μεταφζρεται μαηί με άλλουσ παράγοντεσ κατά τθ διάρκεια τθσ 

μεταγραφισ ζτςι ϊςτε να προςδεκεί ςτθ ςυνζχεια ςτθν πολυ(Α) ουρά (Denis and 

Chen 2003). Σφμφωνα με τισ λειτουργίεσ του ςυμπλόκου Ccr4-Not ςτθ ηφμθ, ζνασ 

ςθμαντικόσ αρικμόσ πρωτεϊνικϊν αλλθλεπιδράςεων υποδθλϊνει ζνα ξεχωριςτό ρόλο 

του ςυμπλόκου ςτθ μεταγραφι, ςε ανκρϊπινα κφτταρα. Συγκεκριμζνα, αρκετζσ 

υπομονάδεσ ζχουν αναφερκεί, να ρυκμίηουν τθ δράςθ πυρθνικϊν υποδοχζων 

(Garapaty et al. 2008; Govindan et al. 2009; Winkler et al. 2006). Θ υπομονάδα CNOT1, 

αποτελεί ζνα καταςτολζα τθσ μεταγραφισ που εξαρτάται από προςδζτεσ και 

επάγεται από ορμονικοφσ υποδοχείσ, όπωσ είναι ο ERα (estrogen receptor α) (Winkler 

et al. 2006). Αντικζτωσ, οι CNOT6, CNOT7 και CNOT9 ενιςχφουν τθ μεταγραφι που 

επάγεται από πυρθνικοφσ υποδοχείσ (όπωσ ERα και RARα- retinoic acid receptor α) 

μεταγραφι (Garapaty et al. 2008; Hiroi et al. 2002; Morel et al. 2003; Prevot et al. 

2001).  

 Στθν αποικοδόμθςθ του mRNA μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ με τθν πρωτεΐνθ 

Dhh1 (DDX6/Rck/p54 ςτον άνκρωπο) και τισ αποαδενυλάςεσ του, κακϊσ και ςτθ 
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μετα-μεταφραςτικι τροποποίθςθ πρωτεϊνϊν μζςω τθσ αλλθλεπίδραςισ του με τθ 

φωςφατάςθ Glc7.  

 Ζχει βρεκεί ότι ςυμβάλλει ςτον ζλεγχο των κυτταρικϊν αποκρίςεων ςε 

ςυνκικεσ “stress”, όπωσ κατά τθν ζλλειψθ γλυκόηθσ και κερμικοφ ςοκ (Collart and 

Timmers 2004).  

 Συμμετζχει ςτθν ζξοδο του mRNA από τον πυρινα ςτο κυτταρόπλαςμα (Kerr 

et al. 2011). 

Στα κθλαςτικά και ςυγκεκριμζνα ςτον άνκρωπο, τα ομόλογα αυτϊν των πρωτεϊνϊν, 

επίςθσ ςχθματίηουν ζνα όμοιο πολυπρωτεϊνικό ςφμπλοκο, που παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

ρφκμιςθ ποικίλων κυτταρικϊν μθχανιςμϊν και κυρίωσ ςτθν αποικοδόμθςθ του mRNA 

(Temme et al. 2010; Yamashita et al. 2005). Στθν Εικόνα 1.7 παρουςιάηεται ζνα μοντζλο τθσ 

δομισ του ςυμπλόκου CCR4-NOT ςτον άνκρωπο. Ο πυρινασ του ζχει μελετθκεί πρόςφατα 

και βρζκθκε ότι αποτελείται από τισ εξισ υπομονάδεσ: CNOT1, CNOT2, CNOT3, CNOT4, 

CNOT9, CNOT10, TAB182. Θ υπομονάδα CNOT1 λειτουργεί ωσ «ςκαλωςιά», κακϊσ ς’ αυτι 

προςδζνεται θ πλειοψθφία των υπόλοιπων υπομονάδων CNOT. Θ CNOT4, αποτελεί μία 

λιγάςθ ουβικουϊτίνθσ Ε3, που ςυμμετζχει ςε μονοπάτια αποικοδόμθςθσ πρωτεϊνϊν μζςω 

του πρωτεαςϊματοσ και δεν είναι ςτακερά προςδεδεμζνθ ςτο ςφμπλοκο. Aκόμθ, ςτον 

πυρινα βρίςκονται ςυνδεδεμζνεσ οι CNOT6, CNOT6L, CNOT7 και CNOT8 οι οποίεσ είναι 

μεταβλθτζσ υπομονάδεσ εντόσ του ςυμπλόκου και αποτελοφν ομόλογα των Caf1 και Ccr4 

τθσ ηφμθσ (Bartlam and Yamamoto 2010; Collart and Timmers 2004).  

Ο ακριβισ μθχανιςμόσ προςζλκυςθσ του ςυμπλόκου ςτουσ ςτόχουσ mRNA δεν είναι 

ξεκάκαροσ. Ππωσ προαναφζρκθκε, παράγοντεσ όπωσ οι πρωτεΐνεσ PUF και τα μζλθ τθσ 

οικογζνειασ BTG/Tob, φαίνεται να παίηουν ςθμαντικό ρόλο ς’ αυτι τθ διαδικαςία. Οι 

πρωτεΐνεσ Tob και BTG2 που αλλθλεπιδροφν με τισ υπομονάδεσ CNOT7 και CNOT8, 

πυροδοτοφν τθν αποαδενυλίωςθ. Ζχει προτακεί ακόμθ, πωσ κατά τθ διάρκεια τερματιςμοφ 

τθσ μετάφραςθσ, θ πρόςδεςθ τθσ Tob πρωτεΐνθσ και τθσ PABPC1 μπορεί να οδθγιςει ςτθν 

πρόςδεςθ του ςυμπλόκου (Ezzeddine et al. 2007; Mauxion et al. 2008). Επίςθσ, μελζτεσ ςε 

κφτταρα κθλαςτικϊν ζχουν δείξει ότι γονιδιακι καταςτολι επαγόμενθ από microRNA, 

ςχετίηεται με τθν αποαδενυλίωςθ και τθν αποικοδόμθςθ του mRNA και εμπλζκει τθ 

ςτρατολόγθςθ του CCR4-NOT μζςω ςυςτατικϊν του μθχανιςμοφ microRNA (AGO2, GW182, 

RISC) (C. Y. Chen et al. 2009; Fabian et al. 2009; Piao et al. 2010). 
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Λειτουργίεσ των υπομονάδων CAF1 και CCR4 ςτον άνκρωπο 

Τα παράλογα CAF1a (CNOT7) και CAF1b (CNOT8) είναι ςυςτατικά του ανκρϊπινου 

CCR4-NOT, ενϊ το ομόλογο Caf1z/TOE, ςχθματίηει ζνα χωριςτό πυρθνικό ςφμπλοκο που 

εμπλζκεται ςτο μεταβολιςμό του mRNA (Wagner et al., 2007). Ζχει βρεκεί ότι ςε κφτταρα 

ινοςαρκϊματοσ, θ ςυνδυαςμζνθ αποςιϊπθςθ των CNOT7 και CNOT8, προκαλεί αφξθςθ ςτο 

μικοσ των πολυ(Α) ουρϊν, κάτι που δεν παρατθρικθκε με αποςιϊπθςθ των CNOT6/ 

CNOT6L.  Είναι λοιπόν πικανό, ςτα κφτταρα των κθλαςτικϊν, οι αποαδενυλάςεσ CNOT7 και 

CNOT8 να ςυνειςφζρουν περιςςότερο ςτθν αποαδενυλίωςθ (Schwede et al. 2008). Σε 

κυτταρικό επίπεδο, αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 ι/ και τθσ CNOT8 οδθγεί ςε προβλιματα 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ, που εξαρτάται εν μζρει από τθν καταλυτικι ενεργότθτα 

αυτϊν των υπομονάδων (Aslam et al. 2009). Τα δφο αυτά παράλογα, αλλθλεπιδροφν με 

μζλθ τθσ οικογζνειασ των BTG/TOB αντιπολλαπλαςιαςτικϊν πρωτεϊνϊν, που εμποδίηουν 

Εικόνα 1.7 Μοντζλο του ςυμπλόκου CCR4-NOT ςτον άνκρωπο. Θ υπομονάδα CNOT1 λειτουργεί ςαν ςκαλωςιά 

ςτθν οποία προςδζνεται θ πλειοψθφία των υπόλοιπων CNOT υπομονάδων, CNOT2, CNOT3, CNOT4, CNOT5, 

CAF40, CAF130  και οι αποαδευλάςεσ CCR4 (CNOT6 ι CNOT6L) και CAF1 (CNOT7 ι CNOT8) οι οποίεσ είναι 

μεταβλθτζσ υπομονάδεσ. (Collart and Panasenko 2012) 
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τθν πρόοδο του κυτταρικοφ κφκλου από τθ φάςθ G1 ςτθν S (Bogdan et al. 1998; Ikematsu et 

al. 1999; Prevot et al. 2001; Yoshida et al. 2001). Επιπλζον, μετά από ανάλυςθ τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ, φςτερα από τθν αποςιϊπθςθ των δφο αυτϊν υπομονάδων, φαίνεται 

θ CNOT7 και θ CNOT8 να εμφανίηουν μερικι ςυμπλθρωματικότθτα και είτε να 

καταςτζλλουν τθν ζκφραςθ γονιδίων που αναςτζλλουν τον πολλαπλαςιαςμό, είτε να 

ρυκμίηουν κετικά τθν ζκφραςθ γονιδίων που επάγουν τον πολλαπλαςιαςμό (Aslam et al. 

2009). Τζλοσ, οι δφο αυτζσ υπομονάδεσ ζχουν ςχετιςτεί και με ανκρϊπινεσ αςκζνειεσ. 

Συγκεκριμζνα, ζλλειψθ του γονιδίου τθσ CNOT8, θ οποία χαρτογραφείται ςτο χρωμόςωμα 

5, ςτθν περιοχι 5q31-q33, προκαλεί μυελοδυςπλαςτικό ςφνδρομο (Collart and Timmers 

2004). 

Ρζντε ομόλογα τθσ Ccr4 ζχουν ταυτοποιθκεί ςε ανκρϊπινα κφτταρα, αλλά μόνο θ 

CCR4a (CNOT6) και θ CCR4b (CNOT6L) περιζχουν τθν αμινο-τελικι LRR περιοχι που είναι 

απαραίτθτθ για τθν αλλθλεπίδραςι τουσ με τισ CNOT7/CNOT8 (Dupressoir et al. 2001). Τα 

παράλογα αυτά CCR4, παίηουν ρόλο ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ και καταςτζλλουν τθν 

κυτταρικι γιρανςθ, αντίκετα με τα παράλογα CAF1. Συγκεκριμζνα, οι CNOT6 και CNOT6L, 

ταυτοποιικθκαν ωσ ρυκμιςτζσ κλειδιά του παράγοντα IGFBP5 (insulin-like growth factor-

binding protein 5), που επάγει το ςταμάτθμα του κυτταρικοφ κφκλου και τθ γιρανςθ, μζςω 

του εξαρτϊμενου από τθν p53 μονοπατιοφ (Mittal et al. 2011). Είναι επίςθσ γνωςτό, πωσ οι 

δφο αυτζσ υπομονάδεσ, CNOT6L και CNOT6, ςχθματίηουν ςτακερότερα ςφμπλοκα με τθν 

CNOT7 από ότι με τθν CNOT8 (Lau et al. 2009). Θ υπομονάδα CNOT6L, αλλά όχι θ παράλογι 

τθσ CNOT6, επθρεάηει τον κυτταρικό κφκλο, ρυκμίηοντασ τα επίπεδα mRNA του αναςτολζα 

p27/Kip1 ςε κφτταρα ινοβλαςτϊν ποντικοφ (Morita et al. 2007). Για τθ CNOT6, το γονίδιο 

τθσ οποίασ χαρτογραφείται ςτθν περιοχι 5q35.3, ζχει βρεκεί, ότι παίηει ςθμαντικό ρόλο 

ςτθν απόκριςθ των κυττάρων ςε βλάβεσ του DNA (DNA damage response, DDR). Πταν 

υπάρχει βλάβθ ςτο DNA, εμποδίηει τθν καταλυτικι ενεργότθτα τθσ CHK2 κινάςθσ και αυτι 

θ αναςτολι αυξάνει τθν κυτταροτοξικότθτα αντικαρκινικϊν φαρμάκων, όπωσ είναι θ 

ςιςπλατίνθ και θ μπλεομυκίνθ (Sanchez-Perez et al. 2009). Τζλοσ, θ υπομονάδα αυτι 

αποτελεί ςυςτατικό των P-bodies και απαιτείται για τον ςχθματιςμό τουσ ςε κφτταρα HeLa 

(Andrei et al. 2005; Cougot et al. 2004). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



44 

Το ςφμπλοκο PAN2/PAN3 

Το δεφτερο ενηυμικό ςφμπλοκο που καταλφει τθν αποαδενυλίωςθ του mRNA είναι 

ζνα διατθρθμζνο ςφμπλοκο και αποτελείται από τισ πρωτεΐνεσ Pan2p και Pan3p. Ο ρόλοσ 

των Pan ςτθν αποαδενυλίωςθ ζχει δειχκεί με ςτελζχθ ηφμθσ Ccr4Δ όπου απουςιάηει ο 

κφριοσ τρόποσ αποαδενυλίωςθσ, οπότε θ αποαδενυλίωςθ εξαρτάται από τθν Pan2p. Μια 

εκτίμθςθ του μοριακοφ βάρουσ του ςυμπλόκου PAN2/PAN3 ςτθ ηφμθ, υπολογιςμζνo με 

μοριακι διικθςθ, είναι 155 kDa και αποτελείται από τισ υπομονάδεσ Pan2p (127 kDa) και 

Pan3p (76kDa) ςε αναλογία 1:1. Ωςτόςο, άλλεσ μζκοδοι προτείνουν πικανό ολιγομεριςμό 

τθσ Pan3p όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 1.8 (Wahle and Winkler 2013; Wolf and Passmore 

2014). Στθ ηφμθ και πικανόν ςε άλλουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ θ PAN εμπλζκεται ςε 

ζνα πρϊιμο ςτάδιο τθσ ηωισ του mRNA, όπου μία αρκετά μακριά πολυ(Α) ουρά βραχφνεται 

μζχρι να φτάςει τα 55-75 νουκλεοτίδια, αρικμόσ που κάκε φορά εξαρτάται από το 

ςυγκεκριμζνο mRNA (Brown and Sachs 1998). Οι Pan2p και Pop2p φαίνεται να παίηουν 

ρόλο ςτθν ειδικι ρφκμιςθ του mRNA τθσ RAD5 ςε απόκριςθ ςε αντιγραφικό ςτρεσ (Hammet 

et al. 2002). Αναλφςεισ αλλθλουχιϊν δείχνουν ότι θ καρβοξυτελικι περιοχι τθσ Pan2p, 

όπωσ και τθσ Pop2p ανικει ςτθν οικογζνεια των RΝaseD, και περιλαμβάνουν τα καταλυτικά 

κατάλοιπα και μθχανιςμό υδρόλυςθσ που εξαρτάται από δφο διςκενι ιόντα. Ο πικανόσ 

ρόλοσ τθσ Pan3p είναι θ διζγερςθ τθσ Pan2p. Θ Pan3p αλλθλεπιδρά με τθν Dun1p, που 

φαίνεται να παίηει ρόλο ςτθν ρφκμιςθ του mRNA τθσ RAD5. Επιπλζον θ Pan3p αλλθλεπιδρά 

Εικόνα 1.8 Μοντζλο του ςυμπλόκου PAN2/PAN3 ςτθ ηφμθ S.cerevisiae.(Wolf et al. 2014)  
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με τθν Mex67p, μια πρωτεΐνθ που εμπλζκεται ςτθν εξαγωγι του mRNA και μπορεί να 

ευκφνεται για τθν παράδοςθ του Pan2/Pan3p ςτο νεοςυντικζμενο mRNA για τθν αρχικι 

αποαδενυλίωςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ (Ito et al. 2001). 

Θ πολυ(Α)-εξειδικευμζνθ ριβονουκλεάςθ [poly(Α)-specific 

ribonouclease, PARN]  

Το τρίτο κφριο ζνηυμο που αποικοδομεί πολυ(Α) ουρζσ mRNA είναι θ πολυ(Α)-

εξειδικευμζνθ ριβονουκλεάςθ [poly(Α) specific ribonouclease, PARN]. Θ PARN αρχικά 

απομονϊκθκε και χαρακτθρίςτθκε ςε κφτταρα κθλαςτικϊν (Astrom et al. 1992; Korner and 

Wahle 1997). Αναλφςεισ αλλθλουχιϊν δείχνουν ότι θ PARN όπωσ και θ Pan2p και Pop2p 

ανικει ςτθν οικογζνεια των RΝaseD νουκλεαςϊν που φζρει το χαρακτθριςτικό μοτίβο 

DEDD. Είναι ςυντθρθμζνθ ςε πολλοφσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ αλλά απουςιάηει από 

τον S.cerevisiae και τθν D.melanogaster, ενϊ μεταλλάξεισ ςτα προβλεπόμενα καταλυτικά 

κατάλοιπα (DEDD) αναςτζλλουν τθ δράςθ τθσ (Lai et al. 2003; Ren et al. 2002). Βιοχθμικζσ 

μελζτεσ ζδειξαν ότι θ ενεργότθτα τθσ PARN εξαρτάται από διςκενι μεταλλικά ιόντα ενϊ 

μεγαλφτερθ δραςτικότθτα ζχει παρουςία ιόντων Mg(ΙΙ) τα οποία βρίςκονται ςτο ενεργό 

κζντρο παίηοντασ κακοριςτικό ρόλο ςτο μθχανιςμό τθσ κατάλυςθσ. Το ελάχιςτο μικοσ 

υποςτρϊματοσ είναι τα δι- ι τρι-νουκλεοτίδα αδενοςίνθσ ανάλογα με το ποιο μεταλλικό ιόν 

βρίςκεται ςτο ενεργό κζντρο. Το ζνηυμο ςτον άνκρωπο απαντά ςε δφο ιςόμορφεσ, μία 

πυρθνικι 74 kDa και μία κυτταροπλαςματικι 54 kDa. Θ τελευταία είναι πρωτεολυμζνο 

παράγωγο τθσ πρϊτθσ από το οποίο απουςιάηει το εφκαμπτο καρβοξυτελικό άκρο. H 

περιοχι αυτι ευκφνεται και για τθν μετακίνθςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτον πυρινα αφοφ περιζχει 

τθν αλλθλουχία πυρθνικοφ εντοπιςμοφ (nuclear localization signal, NLS). Θ PARN επίςθσ 

περιζχει δφο μοτίβα αναγνϊριςθσ RNA: Το μοτίβο αναγνϊριςθσ RNA (RNA recognition 

motif, RRM), που προςδζνει το πολυ(Α) αλλά και το κάλυμμα (Nilsson et al. 2007). Το RRM 

ςθμειϊνεται πωσ απουςιάηει από τθν κρυςταλλικι δομι. Το δεφτερο μοτίβο είναι μια 

ςυντθρθμζνθ περιοχι R3H που φαίνεται να ζχει δομι όμοια με αυτιν τθσ καρβοξυτελικισ 

περιοχισ  ενόσ παράγοντα ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ (Initiation Factor 3, IF3)  (Wu et al. 

2005). Θ R3H περιοχι προςδζνεται ςε μονόκλωνα νουκλεϊκά οξζα και πικανόν κατευκφνει 

τθν PARN ςτο πολυαδενυλιωμζνο mRNA (Εικόνα 1.9). 
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Ππωσ φαίνεται και ςτθν Εικόνα 1.10, θ κρυςταλλικι δομι τθσ ανκρϊπινθσ PARN, από 

τθν οποία λείπει το καρβοξυτελικό άκρο (κατάλοιπα 1-430 ςε ςφνολο 639), ζδειξε πωσ το 

ζνηυμο είναι ομοδιμερζσ, όπου κάκε υπομονάδα αναδιπλϊνεται ςε δφο περιοχζσ, μία 

ςυντθρθμζνθ και τθν περιοχι τθσ νουκλεάςθσ. Το ενεργό κζντρο περιζχει τζςςερα 

ςυντθρθμζνα κατάλοιπα, ζνα γλουταμικό και τρία αςπαρτικά οξζα και μια ιςτιδίνθ (Asp28, 

Glu30, Asp292, Asp382 και His377) κατά το μοτίβο DEDDh, τα οποία κατευκφνουν κφρια 

καταλυτικά διςκενι ιόντα, όπωσ Mg2+. Ραρόλα αυτά θ κρυςταλλικι δομι τθσ κολοβωμζνθσ 

PARN δεν ζδειξε τθν φπαρξθ ιόντων Mg(II) ςτο ενεργό κζντρο του ενηφμου (Ren et al. 2002; 

Wu et al. 2005).  

Θ δραςτικότθτα τθσ PARN φαίνεται πωσ ρυκμίηεται με τουλάχιςτον ζξι διαφορετικοφσ 

τρόπουσ: (α) διζγερςι τθσ μζςω απευκείασ αλλθλεπίδραςθσ τθσ PARN και του καλφμματοσ 

ςτο 5' άκρο (Dehlin et al. 2000; Gao et al. 2000; Martinez et al. 2000; Martinez et al. 2001), 

(β) αναςτολι τθσ από μονοφωςφορικά νουκλεοτίδια πουρινϊν, ζνα ανάλογο του 

καλφμματοσ, κακϊσ και ςυνκετικά νουκλεοςίδια (fluoro-pyranosyl nucleosides) (Balatsos et 

al. 2009; Martinez et al. 2000), (γ) αναςτολι από τθν κυτταρο-πλαςματικι πολυ(Α)-

προςδενόμενθ πρωτεΐνθ C (PABPC), πικανόν λόγω τθσ πρόςδεςθσ και αλλθλεπίδραςθσ τθσ 

τελευταίασ με τθν πολυ(Α) ουρά (Gao et al. 2000; Korner and Wahle 1997), (δ) 

αλλθλεπίδραςθ τθσ PARN με τθν CUG-BP mRNA-προςδενόμενθ πρωτεΐνθ, θ οποία είναι το 

ανκρϊπινο ανάλογο τθσ πρωτεΐνθσ του Xenopus EDEN-BP θ αλλθλεπίδραςθ αυτι διεγείρει 

τθν βράχυνςθ των πολυ(Α) ουρϊν (Gao et al. 2001), (ε) διζγερςθ τθσ αποικοδόμθςθσ του 

πολυ(Α) από πρωτεΐνεσ που προςδζνονται ςε περιοχζσ γνωςτζσ ωσ ARE (Lai et al. 2003), (ςτ) 

ςυναγωνιςμόσ μεταξφ τθσ PARN και του eIF4E για τθν πρόςδεςθ του καλφμματοσ (Gao et al. 

Εικόνα 1.9 Οι δφο ιςομορφζσ τθσ ανκρϊπινθσ PARN. Σθμειϊνονται οι RRM και R3H περιοχζσ.  Με 

αςτερίςκο δθλϊνονται ςθμαντικά αμινοξζα που ςυμμετζχουν ςτθν πρόςδεςθ του καλφμματοσ. 
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2000). Στθν Εικόνα 1.11 ςυνοψίηονται μερικοί από τουσ προαναφερκζντεσ μθχανιςμοφσ 

ρφκμιςθσ τθσ PARN. 

 

Θ PARN φαίνεται επίςθσ να είναι απαραίτθτθ για ταχεία αποαδενυλίωςθ, επαγόμενθ 

από τθν πλοφςια ςε AU αλλθλουχία, τθν ARE binding protein τριςτετραπρολίνθ (Lai et al. 

2003; Lejeune et al. 2003). Ωςτόςο θ PARN βρίςκεται και ςε άλλουσ ευκαρυωτικοφσ 

οργανιςμοφσ. Στο Χenopus laevis θ PARN απαιτείται ςε ζναν εξελικτικά διατθρθμζνο 

μθχανιςμό κατά τον οποίο αποςιωποφνται τα μθτρικά mRNA κατά τθν ωρίμανςθ του 

ωαρίου (Copeland and Wormington 2001). Στο Arabidopsis thaliana φαίνεται να παίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν διαδικαςία τθσ ανάπτυξθσ και ςτθν αποαδενυλίωςθ μιασ 

ςυγκεκριμζνθσ ομάδασ mRNA (Chiba et al. 2004). 

Εικόνα 1.10 Κρυςταλλικι δομι τθσ nPARN (αμινοξζα 1-430). Με κόννινο χρϊμα θ περιοχι 

νουκλεάςθσ, με μπλε θ περιοχι R3H, με χρυςό θ περιοχι διμεριςμοφ. 
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Θ αποαδενυλάςθ NOCTURNIN 

Γενικά χαρακτθριςτικά  

Θ Νοcturnin (NOC) ζχει  ενεργότθτα αποαδενυλάςθσ, αφοφ εμπλζκεται ςτθν 

διαδικαςία τθσ αποαδενυλίωςθσ, με μοριακό βάροσ 40kDa. Ριρε το όνομά τθσ λόγω του 

μεγάλου εφρουσ ζκφραςισ τθσ τθ νφχτα (nocturnal), με τθ μζγιςτθ ζκφραςι τθσ να 

εκδθλϊνεται 2-4 ϊρεσ μετά τθν ζναρξθ του ςκότουσ. Θ ζκφραςθ του γονιδίου τθσ  ΝΟC 

παρατθρικθκε για πρϊτθ φορά ςτα ραβδοειδι κφτταρα και ςτουσ κωνοειδείσ 

φωτουποδοχείσ του αμφιβλθςτροειδι χιτϊνα ςτον Xenopus laevis (Baggs and Green 2003).  

Ππωσ και οι προθγοφμενεσ αποαδενυλάςεσ, είναι μια 3ϋ-εξωνουκλεάςθ που 

αποικοδομεί τθν 3ϋ-πολυ(Α) ουρά κάποιων mRNAs. H ενεργότθτα νουκλεάςθσ τθσ ΝΟC 

εξαρτάται από τα Mg2+, κακϊσ πειράματα μεταλλαξιγζννεςθσ του καταλοίπου γλουταμικοφ 

Εικόνα 1.11 φκμιςθ τθσ δράςθσ τθσ PARN. Θ δράςθ τθσ PARN αναςτζλλεται από το ςφμπλοκο πρόςδεςθσ του 

καλφματοσ (Cap Binding Complex, CBC), τθν πολφ(Α) προςδενόμθνθ πρωτεΐνθ (Poly(A) Binding Protein 

Nuclear/cytoplasm, PABPN/C) και τον παράγοντα ζναρξθσ τθσ τθσ μετάφραςθσ eIF4E. Θ διζγερςθ τθσ PARN 

πραγματοποιείται από πρωτεΐνεσ που προςδζνονται ςε περιοχζσ ARE (AUBP). (Balatsos et al. 2012) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



49 

ςτθ κζςθ 152 (Ε152Α) που δεςμεφει το Mg2+, θ ΝΟC δεν παρουςίαηε πια ενεργότθτα 

αποαδενυλάςθσ. Το γεγονόσ αυτό τθν κατατάςςει ςτθν υπεροικογζνεια νουκλεαςϊν APE1 

(DNA-repair apurinic/apirimidinic endonuclease) (Baggs and Green 2003).  Ζχει δειχκεί ότι θ 

ΝΟC  ζχει γενετικι και αμινοξικι ομοιότθτα ςτο Ν-τελικό αλλά και ςτο C-τελικό άκρο με τθν 

αποαδενυλάςθ CCR4 τθσ ηφμθσ, γι’ αυτό και αποτελεί μία CCR4-like protein και ονομάηεται 

Ccrn4l (carbon catabolite repression 4 like). Θ CCR4 ωσ υπομονάδα του ςυμπλόκου CCR4-

NOT, αποτελεί και μεταγραφικό ςυνενεργοποιθτι ο οποίοσ προςδζνεται όχι απευκείασ 

πάνω ςτο DNA αλλά πάνω ςε άλλουσ μεταγραφικοφσ παράγοντεσ μζςω τθσ περιοχισ 

πλοφςια ςε λευκίνθ και ζτςι προκαλεί τθ μεταγραφι γονιδίων (Garbarino-Pico et al. 2007). 

Το γεγονόσ αυτό γεννά το ερϊτθμα για το αν θ ΝΟC εκτόσ από τθν ενεργότθτα 

αποαδενυλάςθσ που ζχει, μπορεί να κατευκφνει και τθν μεταγραφι γονιδίων μζςω μιασ 

περιοχισ πλοφςιασ ςε λευκίνθ. 

Μεταγραφικι ρφκμιςθ τθσ ΝΟC 

Στθν περιοχι 5' του γονιδίου τθσ ΝΟC βρζκθκε ζνα ςτοιχείο 59 ηευγϊν βάςεων το 

οποίο είναι υπεφκυνο για τθν εξειδικευμζνθ μεταγραφι τθσ ςτουσ φωτοχποδοχείσ του 

αμφιβλθςτροειδι (photoreceptor conserved element II, PCE II) (Liu and Green 2001). Άλλο 

ζνα ςτοιχείο που προκαλεί τθ μεταγραφι τθσ ΝΟC είναι το Ε-box που βρίςκεται πιο 

μπροςτα από το PCE II ςτθν 5' περιοχι, ςτθν οποία προςδζνονται μεταγραφικοί 

παράγοντεσ, όπωσ το ετεροδιμερζσ που αποτελείται από τουσ παράγοντεσ CLOCK και 

BMAL1 (Arntl1) (Green 2003). Αν και το ςφμπλοκο CLOCK/BMAL1 εμπλζκεται ςτθ ρφκμιςθ 

διάφορων κιρκάδιων γονιδίων μζςω τθσ πρόςδεςισ του ςτο ςτοιχείο Ε-box in vitro,  λίγα 

γνωρίηουμε για το πϊσ το κιρκάδιο ρολόι ελζγχει ρυκμικά γονίδια in vivo. (Liu and Green 

2001). Ρροσ το παρόν δεν ζχει αναφερκεί εάν οι παράγοντεσ αυτοί μποροφν να 

κατευκφνουν και τθν ζκφραςθ τθσ  ΝΟC (Ciarleglio et al. 2008). 

Θ ΝΟC ωσ γονίδιο άμεςθσ απόκριςθσ  

Τα γονίδια άμεςθσ απόκριςθσ (Immediate early genes, IEGs) ενεργοποιοφνται 

παροδικά και ταχζωσ ςε απόκριςθ μίασ ευρείασ ποικιλίασ κυτταρικϊν διεγζρςεων. 

Αντιπροςωπεφουν ζνα μθχανιςμό αντίδραςθσ που ενεργοποιείται ςε μεταγραφικό επίπεδο 

ςτον πρϊτο γφρο τθσ ανταπόκριςθσ ςε ερεκίςματα, προτοφ ςυντεκοφν νζεσ πρωτεΐνεσ. Εκ 

τοφτου τα IEGs είναι διαφορετικά από τα γονίδια «αργισ απόκριςθσ» (late response genes), 
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τα οποία ενεργοποιοφνται μόνο μετά τθν ςφνκεςθ των προϊόντων των γονιδίων άμεςθσ 

απόκριςθσ. Ρολλά κιρκάδια γονίδια επάγονται από εξωκυτταρικζσ διεγζρςεισ. Σε πείραμα 

που ζγινε ςε κφτταρα ΝΙΘ3Τ3 από ινοβλάςτεσ ποντικοφ, τα οποία δεν ςχετίηονται με 

κιρκάδιο ρυκμό, δείχκθκε ότι υπιρχε άμεςθ απόκριςθ τθσ ΝΟC ςε δφο εξωκυτταρικζσ 

διεγζρςεισ· καλλιζργεια των κυττάρων απουςία οροφ (FBS) ι παρουςία φορβολικοφ εςτζρα 

(ΤΑ), ο οποίοσ προάγει τθν ανάπτυξθ όγκων, προκάλεςε άμεςθ επαγωγι τθσ ζκφραςθσ τθσ 

ΝΟC, αφοφ τα επίπεδα του mRNA τθσ αυξικθκαν κατά πολφ. Αξιοςθμείωτα, αυτζσ οι 

ιςχυρζσ επιδράςεισ είναι εξειδικευμζνεσ για τθ ΝΟC, κακϊσ άλλεσ αποαδενυλάςεσ όπωσ θ 

CCR4, CAF1, PAN2 και PARN δεν επάχκθκαν από τουσ παράγοντεσ αυτοφσ. Επιπλζον τθσ 

κιρκάδιασ ρφκμιςισ τθσ, θ ζκφραςθ τθσ ΝΟC μπορεί να ρυκμιςτεί ιςχυρά από 

εξωκυτταρικά ςιματα και υπονοεί ότι μπορεί να αποκρικεί άμεςα και εξειδικευμζνα ςε 

φυςιολογικζσ ςυνκικεσ. Θ ΝΟC λοιπόν ωσ γονίδιο άμεςθσ απόκριςθσ μπορεί και δρα με τθν 

ιδιότθτα αποαδενυλάςθσ καταςτζλλοντασ τθν ζκφραςθ γονιδίων ωσ απόκριςθ ςε αυτά τα 

εξωκυτταρικά ςιματα (Garbarino-Pico et al. 2007). 

Θ ΝΟC εμπλζκεται ςτον μεταβολιςμό λιπιδίων και υδατανκράκων 

Τα περιφερικά κιρκάδια ρολόγια που υπάρχουν ςε διάφορουσ ιςτοφσ του ςϊματοσ, 

ελζγχουν τθ ρυκμικι ζκφραςθ ενόσ μεγάλου αρικμοφ γονιδίων, ςυμπεριλαμβανομζνου και 

γονιδίων του μεταβολιςμοφ. Στοχευμζνθ αδρανοποίθςθ του γονιδίου τθσ ΝΟC που ζγινε 

ςτα ποντίκια, επζφερε αντίςταςθ ςτθν ανάπτυξθ παχυςαρκίασ και ςτθν θπατικι ςτεάτωςθ 

(Εικόνα 1.12 δεξιά εικόνα). Τα ΝΟC απογονιδιακά (knock out) ποντίκια παραμζνουν 

αδφνατα ςε διατροφζσ με πολλά λιπαρά, ενϊ ζχουν χαμθλότερο ςωματικό βάροσ και 

μειωμζνο κοιλιακό λίποσ ςε ςχζςθ με τα φυςικοφ τφπου (Εικόνα 1.12 αριςτερι εικόνα).  

Τα ποντίκια αυτά υςτεροφν ςτον μεταβολιςμό των λιπιδίων αλλά και ςτθν πρόςλθψθ 

γλυκόηθσ, ενϊ παρατθροφνται και αλλαγζσ ωσ προσ τθν ευαιςκθςία του οργανιςμοφ προσ 

τθ γλυκόηθ και προσ τθν ινςουλίνθ. Θ αδρανοποίθςθ τθσ ΝΟC ζχει ςυςχετιςτεί με μειωμζνθ 

ζκφραςθ λιπογενϊν γονιδίων, μειωμζνθ αποκικευςθ λιπιδίων ςτον λιπϊδθ ιςτό, μειωμζνθ 

ςυςςϊρευςθ λιπιδίων ςτα θπατοκφτταρα, αυξθμζνθ οξείδωςθ λιπιδίων ςε ςχζςθ με 

ποντίκια φυςικοφ τφπου αλλά και με μεταβολζσ ςτθν ομοιόςταςθ τθσ γλυκόηθσ (Green et 

al. 2007).  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/04/2024 21:44:28 EEST - 18.119.255.174



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H ΝΟC εκφράηεται ιςχυρά ςτα βλαςτοκφτταρα του νωτιαίου μυελοφ (BMSC), ςτα 

θπατοκφτταρα και ςτα λιποκφτταρα των κθλαςτικϊν. Ρειράματα ςε κφτταρα BMSC που 

εκτζκθκαν ςτον rosiglitazone, ζναν αγωνιςτι του PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ), θ ζκφραςθ τθσ ΝΟC αυξικθκε κατά 30 φορζσ. Ο PPAR-γ αποτελεί κρίςιμο  

μεταγραφικό παράγοντα για τθ λιπογζνεςθ αλλά και τον μεταβολιςμό τθσ γλυκόηθσ. Θ ΝΟC 

φαίνεται να προςδζνεται ςτον PPAR-γ και να επάγει τθν μεταγραφικι ικανότθτά του με το 

να οδθγεί τθν πυρθνικι μετάκεςι του οφτωσ ϊςτε να λειτουργιςει ωσ μεταγραφικόσ 

παράγοντασ επάγοντασ  ςυγκεκριμζνα γονίδια. Με αυτόν τον τρόπο θ ΝΟC μπορεί και 

επάγει τθν λιπογζνεςθ, όπωσ και τθ διαφοροποίθςθ των BMSC βλαςτοκυττάρων και τελικά 

τθ ςφςταςθ του οργανιςμοφ. Πλα τα παραπάνω προτείνουν τθν ΝΟC να ζχει κεντρικό ρόλο 

ςτθ μετα-μεταγραφικι ρφκμιςθ γονιδίων του μεταβολιςμοφ και τθσ αποκικευςθσ των 

λιπιδίων, του μεταβολιςμοφ των υδατανκράκων αλλά και άλλων ςθμαντικϊν μεταβολικϊν 

μονοπατιϊν για τθ ςφςταςθ του ςκελετικοφ ςυςτιματοσ (Kawai et al. 2010).  

Άλλοσ ζνασ παράγοντασ που ζχει βρεκεί πρόςφατα ότι ρυκμίηει τθν μετα-

Εικόνα 1.12 Θ NOC εμπλζκεται ςτον μεταβολιςμό λιπιδίων και υδατανκράκων. (αριςτερι εικόνα) Τα ΝΟC 

knock out ποντίκια παραμζνουν αδφνατα ςε διατροφζσ με πολλά λιπαρά, ενϊ ζχουν χαμθλότερο ςωματικό 

βάροσ και μειωμζνο κοιλιακό λίποσ. (δεξιά εικόνα) Το πάνω ιπαρ από φυςιολογικό ποντίκι περιζχει 

μεγάλεσ ποςότθτεσ λίπουσ μετά από διατροφι υψθλι ςε λιπαρά. Αντίκετα, το κάτω ιπαρ από ζνα ΝΟC-/- 

ποντίκι, περιζχει φυςιολογικζσ ποςότθτεσ λίπουσ και παραμζνει υγιζσ μετά από διατροφι υψθλι ςε 

λιπαρά. (Green et al. 2007) 
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μεταγραφικι ζκφραςθ τθσ ΝΟC είναι το microRNA-122, ζνα εξειδικευμζνο microRNA των 

κυττάρων του ιπατοσ του ποντικοφ. Σϋαυτι τθ μελζτθ βρζκθκε ότι θ 3' αμετάφραςτθ 

περιοχι του mRNA τθσ ΝΟC περιζχει μία κζςθ αναγνϊριςθσ για το microRNA-122, θ οποία 

είναι ςυντθρθμζνθ ςτα κθλαςτικά. Θ πρόςδεςθ του miR-122 πάνω ςτο mRNA τθσ ΝΟC 

προκαλεί τθν άμεςθ αποςιϊπθςι τθσ κακϊσ με ςτοχευμζνθ αδρανοποίθςθ του microRNA 

φάνθκε ότι τα επίπεδα τα επίπεδα του mRNA και τθσ πρωτεΐνθσ ΝΟC αυξικθκαν 

κατακόρυφα κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ. Άλλεσ μελζτεσ υποδεικνφουν τθ ΝΟC αλλά και το 

miR-122 να παίηουν ρόλο όχι μόνο ςτθν κιρκάδια ρφκμιςθ αλλά και το μεταβολιςμό των 

λιπιδίων (Kojima et al. 2011). 

Ο ρόλοσ των ριβονουκλεαςϊν ςτον καρκίνο 

Οι ρυκμιςτικζσ διαταραχζσ ςτθν γονιδιακι ζκφραςθ είναι χαρακτθριςτικό πολλϊν 

καρκίνων. Μελζτεσ τα τελευταία χρόνια ζχουν αποκαλφψει τθν ςθμαντικότθτα του μετα-

μεταγραφικοφ μθχανιςμοφ ςτον ζλεγχο τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ειδικά ςτο πεδίο τθσ 

αποικοδόμθςθσ του mRNA. Οι διαδικαςίεσ που αναφζρονται ςτθν ςτακερότθτα του mRNA, 

ςτθν μεταγραφικι καταςτολι και ςτθν αποικοδόμθςθ μεταγράφων ςυνδζονται πολφπλοκα 

μεταξφ τουσ και μποροφν να επθρεαςτοφν από διάφορα cis δραςτικά ςτοιχεία όπωσ θ 

πολφ(Α) ουρά, τα ςτοιχεία ARES (αλλθλουχίεσ πλοφςιεσ ςε AU) και από trans δραςτικοφσ 

παράγοντεσ όπωσ τα μθ κωδικοποιθτικά RNAs (ncRNAS), πρωτεΐνεσ που ςυνδζονται με το 

RNA (RNA binding proteins, RBPs) και οι ριβονουκλεάςεσ (Kim and Lee 2009). 

Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι υπάρχει ζνασ ςθμαντικόσ ςφνδεςμοσ μεταξφ καρκινογζνεςθσ 

και δυςλειτουργικϊν trans-acting παραγόντων ςτον μεταβολιςμό του mRNA. Οριςμζνα 

μζλθ ριβονουκλεοπρωτεϊνϊν, που ςυνδζονται με ζνα ςθμαντικό αρικμό μεταγράφων, 

ενοχοποιοφνται ωσ ογκογονίδια ι καταςτολείσ ογκογονιδίων που μεςολαβοφν ςτθν 

αποικοδόμθςθ και ςτθν ςτακερότθτα των μεταγράφων. Οι ριβονουκλεάςεσ εμπλζκονται 

ςτθν καρκινογζνεςθ και ζχουν ςθμαντικι επίδραςθ ςτον μετα-μεταγραφικό ζλεγχο τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ. Οι ριβονουκλεάςεσ μποροφν να δράςουν ωσ ογκοπρωτεΐνεσ ι 

καταςτολείσ όγκων δίνοντασ μία άλλθ ςτροφι ςτθν ρφκμιςθ τθσ αφκονίασ του mRNA και 

ςτουσ ρυκμοφσ μετάφραςθσ (Kim and Lee 2009). 
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Ειδικζσ ριβονουκλεάςεσ εμπλζκονται ςτο ςτάδιο αποαδενυλίωςθσ του mRNA. 

Συγκεκριμζνεσ εξωριβονουκλεάςεσ αποκόπτουν τα 3' και 5' άκρα των mRNA μετά τθν 

αφαίρεςθ τθσ καλφπτρασ και τθσ πολφ(Α) ουράσ, ενϊ ενδοριβονουκλεάςεσ κόβουν 

εςωτερικά το mRNA και παράγουν προϊόντα που αποικοδομοφνται από τισ 

εξωριβονουκλεάςεσ. Απουςία ρυκμιςτικϊν μθχανιςμϊν, οι ενδοριβονουκλεάςεσ ζχουν μία 

προφανι επίδραςθ ςτθν γονιδιακι ζκφραςθ, αφοφ μία και μόνο ενδονουκλεολυτικι κοπι 

οδθγεί ςτθν αδρανοποίθςθ του mRNA. Τα κφτταρα ζχουν μθχανιςμοφσ για τθν αποτροπι 

μίασ τζτοιασ ανϊμαλθσ αποικοδόμθςθσ του mRNA ρυκμίηοντασ αυτζσ τισ 

ενδοριβονουκλεάςεσ. Για παράδειγμα, ζχει βρεκεί ότι οριςμζνεσ από αυτζσ ελζγχονται από 

κυτταρικά ςιματα. Ζτςι τα κφτταρα ανταποκρίνονται ικανοποιθτικά ςε αλλαγζσ του 

περιβάλλοντόσ τουσ ρυκμίηοντασ τθν γονιδιακι ζκφραςθ ςε επίπεδο mRNA (Kim and Lee 

2009; Peng and Schoenberg 2007). 

Τα μειωμζνα επίπεδα ογκογόνων mRNAs μπορεί να οδθγιςουν ςτθν ανάπτυξθ 

καρκίνου. Ραρόμοιεσ επιδράςεισ ζχουν θ αυξθμζνθ δραςτικότθτα των ςτακεροποιθτικϊν 

πρωτεϊνϊν που ςυνδζονται με το mRNA ι θ μειωμζνθ δραςτικότθτα των 

αποςτακεροποιθτικϊν (destabilizer RBP). Από τθν άλλθ, αυξθμζνθ αποικοδόμθςθ των 

ογκοκαταςταλτικϊν mRNAs μπορεί επίςθσ να οδθγιςει ςτθν ανάπτυξθ καρκίνου ςε 

περίπτωςθ που ζχουμε αυξθμζνθ δραςτικότθτα ριβονουκλεαςϊν ι των miRNAs που 

αναςτζλλουν τθν μετάφραςι τουσ (Kim and Lee 2009). 

Καρκίνοσ του πνεφμονα  

Ο καρκίνοσ του πνεφμονα προκαλείται από τον ανεξζλεγκτο πολλαπλαςιαςμό μθ 

φυςιολογικϊν κυττάρων ςτον  ζναν ι και ςτουσ δφο πνεφμονεσ. Αποτελεί τθν πρϊτθ αιτία 

κανάτου από καρκίνο ςτουσ άνδρεσ και τθν τρίτθ ςτισ γυναίκεσ (μετά τον καρκίνο του 

μαςτοφ και τον καρκίνο του τραχιλου τθσ μιτρασ). 

Το 2010, ςτουσ άνδρεσ, οι πιο ςυχνζσ μορφζσ καρκίνου είναι εκείνεσ του πνεφμονα, 

του προςτάτθ, των βρόγχων και παχζουσ εντζρου, που μαηί αντιπροςωπεφουν το 52% όλων 

των νζων κρουςμάτων ςε παγκόςμιο επίπεδο και θ κφρια αιτία κανάτου από καρκίνο, 

αντιπροςωπεφοντασ 23-26% του ςυνόλου των κανάτων από καρκίνο. Ο καρκίνοσ του 

πνεφμονα, όπωσ οι περιςςότεροι ςυμπαγείσ όγκοι, αναγνωρίηεται αργά ςε ςχζςθ με τθ 
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φυςικι εξζλιξι του. Θ μεγαλφτερθ ςυχνότθτα του καρκίνου του πνεφμονα παρατθρείται 

μεταξφ των θλικιϊν 55 και 65 ετϊν. Επιπλζον, παραμζνει θ κφρια αιτία κανάτου από 

καρκίνο ςτισ Θνωμζνεσ Ρολιτείεσ, κακϊσ ευκφνεται για το κάνατο 163.000 αςκενϊν το 

χρόνο. Στθν Ελλάδα ο καρκίνοσ του πνεφμονα είναι υπεφκυνοσ για το 30% των κανάτων 

από κακοικθ νεοπλάςματα ςτουσ άνδρεσ, αλλά μόνο για το 10% ςτισ γυναίκεσ (Boyero et 

al. 2013; Hamilton W 2004). 

Θ μζςθ τιμι 5-ετοφσ επιβίωςθσ είναι μόλισ 67% για αςκενείσ με ςτάδιο TNM IA και 

57% για ςτάδιο IB με μθ-μικροκυτταρικό καρκίνο πνεφμονα. Θ 5-ετισ κνθςιμότθτα από τθ 

ςτιγμι που κα διαγνωςτεί ο καρκίνοσ του πνεφμονα παραμζνει ςτο 85-90%. Θ κνθςιμότθτα 

ςχετίηεται με το ςτάδιο νόςου κατά τθ διάγνωςθ. Υπολογίηεται, με βάςθ τα μζχρι τϊρα 

δεδομζνα και τθν αφξθςθ του πλθκυςμοφ παγκοςμίωσ, ότι το 2050 ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ 

του καρκίνου κα ζχει διπλαςιαςτεί. Μολαταφτα θ ζγκαιρθ διάγνωςθ φαίνεται ότι βελτιϊνει 

τθν πρόγνωςθ του καρκίνου του πνεφμονα (Beckles et al. 2003; Boyero et al. 2013). 

Ιςτολογικοί τφποι 

Οι όγκοι του πνεφμονα ςε γενικζσ γραμμζσ κατθγοριοποιοφνται ςε μθ-μικροκυτταρικό 

καρκίνο πνεφμονα (Non Small Cell Lung Cancer, NSCLC), που είναι υπεφκυνοσ για ςχεδόν τα 

2/3 των αςκενϊν με χαμθλό ποςοςτό επιβίωςθσ και ςτον μικροκυτταρικό καρκίνο 

πνεφμονα (Small Cell Lung Cancer, SCLC). Και οι δφο τφποι ανταποκρίνονται ςε 

διαφορετικζσ μορφζσ κεραπείασ. Αυτό οδθγεί ςτθν ανάγκθ να προςδιοριςκοφν με ακρίβεια 

πακολογικζσ διαφορζσ μεταξφ αυτϊν των δφο τφπων. Ρρότυπα γονιδιακισ ζκφραςθσ από 

τθν ανάλυςθ μικροςυςτοιχιϊν επζτρεψαν ςτθν υπο-κατθγοριοποίθςθ των τφπων καρκίνου 

του πνεφμονα που ςχετίηεται με το βακμό διαχωριςμοφ του όγκου, τθν φφςθ τθσ 

κεραπείασ και το ποςοςτό επιβίωςθσ (Ramani and Jacob 2013). 

Ο μικροκυτταρικόσ καρκίνοσ πνεφμονα αντιπροςωπεφει το 20-25% όλων των 

περιπτϊςεων του καρκίνου του πνεφμονα και  ζχει δυςμενι πρόγνωςθ. Αναπτφςςεται 

ενδοβρογχικϊσ, προκαλϊντασ ςυνικωσ ςυγκεντρικι ςτζνωςθ του αυλοφ του βρόγχου και 

μεκίςταται ταχφτατα ςτουσ πυλαίουσ λεμφαδζνεσ. Αιματογενείσ μεταςτάςεισ 

αναπτφςςονται ταχφτατα ςε ςθμείο ϊςτε κατά τθ ςτιγμι τθσ διάγνωςθσ θ νόςοσ να ζχει 

εξαπλωκεί ςε πολλά όργανα. Τα καρκινικά κφτταρα του SCLC είναι μικρά ςε μζγεκοσ ενϊ το 
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ςχιμα τουσ μπορεί να είναι είτε πολυπλευρικό είτε ατρακτοειδζσ. Ο κφριοσ παράγοντασ 

που οδθγεί ςτθν εμφάνιςθ μικροκυτταρικοφ καρκίνου του πνεφμονα είναι το κάπνιςμα.  

Ο μθ-μικροκυτταρικόσ καρκίνοσ πνεφμονα αντιπροςωπεφει το 75-80% των 

περιπτϊςεων καρκίνου του πνεφμονα και υποδιαιρείται ςε τρεισ επιμζρουσ ομάδεσ με 

ςυγκεκριμζνα χαρακτθριςτικά θ κακεμία. 

1. Πλακϊδεσ καρκίνωμα (ακανκοκυτταρικόσ, squamous cell carcinoma, SCC):  είναι ο 

ςυχνότεροσ βρογχογενισ καρκίνοσ και αποτελεί το 30% όλων των περιπτϊςεων του 

καρκίνου του πνεφμονα. Ιςτολογικϊσ χαρακτθρίηεται από επιδερμοειδι κφτταρα που 

παρουςιάηουν ενδοκυτταρικζσ γζφυρεσ. Tα κφτταρα αυτά αναπτφςςονται κατά ςτρϊματα 

και ςχθματίηουν «φωλιζσ» με κερατινοποιθμζνεσ εςτίεσ. Ο ακανκοκυτταρικόσ καρκίνοσ του 

πνεφμονα αναπτφςςεται ενδοβρογχικϊσ και προκαλεί απόφραξθ του βρόγχου και 

ατελεκταςία. 

2. Αδενοκαρκίνωμα (adenocarcinoma): αποτελεί το 35% των καρκίνων, ενϊ θ 

ςυχνότθτά του αυξάνει. Αναπτφςςεται ςτθν περιφζρεια του πνεφμονα και ςυχνά 

προςβάλλει τον υπεηωκότα. Ιςτολογικϊσ αποτελείται από κυβικά ι κυλινδρικά κφτταρα, τα 

οποία ςχθματίηουν αδενικοφσ ςχθματιςμοφσ που περιβάλλονται από υπόςτρωμα 

ςυνδετικοφ ιςτοφ. Ρροκαλεί ςυχνά λεμφογενείσ και αιματογενείσ μεταςτάςεισ, πριν ακόμθ 

θ αρχικι εντόπιςθ προκαλζςει ςυμπτϊματα. 

3. Μεγαλοκυτταρικό καρκίνωμα (large cell carcinoma): αποτελεί το 10% των καρκίνων 

του πνεφμονα και αναπτφςςεται ςυχνά ςτθν περιφζρεια του πνεφμονα, όπωσ το 

αδενοκαρκίνωμα. Ιςτολογικϊσ μοιάηει με το πλακϊδεσ καρκίνωμα. Το νεόπλαςμα 

αναπτφςςεται γριγορα και μεκίςταται λεμφογενϊσ και αιματογενϊσ.  

Σταδιοποίθςθ 

Θ ςταδιοποίθςθ του καρκίνου του πνεφμονα ςυνίςταται ςτον κακοριςμό τθσ 

ανατομικισ εξάπλωςθσ τθσ νεοπλαςίασ. Στο ςφςτθμα περιγραφισ των ςταδίων που ζχει 

επικρατιςει χρθςιμοποιοφνται τα ψθφία: Τ για τον αρχικό όγκο (primary tumor), N για τουσ 

προςβεβλθμζνουσ λεμφαδζνεσ (regional lymph nodes) και Μ για τισ απομακρυςμζνεσ 

μεταςτάςεισ (distant metastases), κακϊσ και αρικμθτικοί δείκτεσ, από 0-3, για τον 

προςδιοριςμό του βακμοφ και τθσ ζκταςθσ τθσ προςβολισ. Το ςφςτθμα ςταδιοποίθςθσ 

τροποποιικθκε το 2009, κατατάςςοντασ τα διάφορα ςτάδια του ςυςτιματοσ TNM ςε 
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υποκατθγορίεσ, με βάςθ τισ παρατθριςεισ των ςθμαντικϊν διαφορϊν ςε ποςοςτά 

επιβίωςθσ. Θ Union Internationale Contre le Cancer και θ American Joint Committee on 

Cancer, κακιζρωςαν νζα κριτιρια για τθ ςταδιοποίθςθ με βάςθ το ςφςτθμα ΤΝΜ του 

καρκίνου του πνεφμονα, με βάςθ το μζγεκοσ του όγκου, τθν ανεφρεςθ καρκινικϊν 

κυττάρων ςτουσ λεμφαδζνεσ και τθ μετάςταςι τουσ ςε άλλα όργανα και θ πρόγνωςθ 

ορίςκθκε εκ νζου για τισ διάφορεσ ομάδεσ του ΤΝΜ (Goldstraw et al. 2007): 

 Στάδιο Ι: Το μζγεκοσ των όγκων δε ξεπερνά τα 3cm και δεν διθκοφν τουσ 

λεμφαδζνεσ ι τουσ κφριουσ βρόγχουσ  

 Στάδιο ΙΙ: Οι όγκοι εμφανίηουν μζγεκοσ μεγαλφτερο από 3cm, περιλαμβάνουν 

τουσ κφριουσ βρόγχουσ ι διθκοφν τον περιςπλάχνιο υπεηωκότα.  

 Στάδιο ΙΙΙ: Οι όγκοι δεν ζχουν ςυγκεκριμζνο μζγεκοσ, διθκοφν το κωρακικό 

τοίχωμα, το διάφραγμα, τον μεςοπνευμόνιο υπεηωκότα, το περίτονο περικάρδιο και 

τουσ λεμφαδζνεσ.  

 Στάδιο ΙV: Οι όγκοι μεκίςτανται  ςε άλλα όργανα. 

Αιτιοπακογζνεια καρκίνου του πνεφμονα 

Θ ανάπτυξθ καρκίνου του πνεφμονα είναι μία πολυςχιδισ διαδικαςία πρόκλθςθσ 

γενετικϊν κυτταρικϊν βλαβϊν από διάφορουσ αιτιολογικοφσ παράγοντεσ, ςθμαντικότεροσ 

από τουσ οποίουσ είναι το κάπνιςμα. Ο καπνόσ περιζχει εκατοντάδεσ από τισ γνωςτζσ 

καρκινογόνεσ ουςίεσ, μεταξφ των οποίων οι ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου και οι πολυκυκλικοί 

αρωματικοί υδρογονάνκρακεσ που προκαλοφν βλάβεσ ςτο DNA. Ραρατθρείται ςχεδόν μια 

γραμμικι ςχζςθ μεταξφ τθσ ςυχνότθτασ του καρκίνου του πνεφμονα και των πακζτων-ετϊν 

(pack-years, PYS) καπνίςματοσ. Ο κίνδυνοσ είναι 60 φορζσ μεγαλφτεροσ ςτουσ βαρείσ 

καπνιςτζσ (δφο πακζτα θμερθςίωσ για 20 χρόνια). Αν και θ παφςθ του καπνίςματοσ μειϊνει 

τον κίνδυνο ανάπτυξθσ καρκίνου του πνεφμονα με τθν πάροδο του χρόνου, δεν μπορεί 

ποτζ να επιςτρζψει ςτα αρχικά επίπεδα. Επίςθσ το πακθτικό κάπνιςμα αυξάνει τον κίνδυνο 

του καρκίνου του πνεφμονα περίπου δφο φορζσ ςε ςχζςθ με τουσ μθ καπνιςτζσ. Ωςτόςο 

ζνασ αρικμόσ περιπτϊςεων τθσ νόςου μπορεί να οφείλεται ςε άλλα περιβαλλοντικά αίτια 

που επιδροφν είτε ανεξάρτθτα είτε ςυνεργικά με το κάπνιςμα. Θ επίδραςθ 

περιβαλλοντικϊν καρκινογόνων όπωσ το ραδόνιο, ο αμίαντοσ ι το αρςενικό είναι 

περιςςότερο εμφανισ ςε εργαςιακοφσ χϊρουσ, όπου θ υπεφκυνθ ουςία βρίςκεται ςε 
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ςχετικά μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ. Εκτιμάται ότι θ κακοικθσ εξαλλαγι ενόσ φυςιολογικοφ 

κυττάρου του πνεφμονα προχποκζτει μία πολυςταδιακι ςειρά γονιδιακϊν μεταλλάξεων, οι 

οποίεσ ςυντελοφν ςτθν ενεργοποίθςθ ογκογονιδίων και ςτθν απϊλεια ογκοκαταςταλτικϊν 

γονιδίων. Οι γενετικζσ τροποποιιςεισ προκαλοφν πακολογοανατομικζσ βλάβεσ. Αρχικά 

εμφανίηεται μεταπλαςία των βρόγχων θ οποία εξελίςςεται ςταδιακά ςε δυςπλαςία, 

καρκίνωμα in situ, διθκθτικό καρκίνωμα και μεταςτατικό καρκίνο. Στθν εμφάνιςθ καρκίνου 

του πνεφμονα ςυμβάλουν διαταραχζσ ςτθ ρφκμιςθ του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ και 

του προγραμματιςμζνου κυτταρικοφ κανάτου (απόπτωςθ) (Park and Altorki 2002). 

Μοριακι βιολογία καρκίνου του πνεφμονα 

Θ μοριακι-γενετικι ταξινόμθςθ του καρκίνου, που γίνεται μζςω τθσ ανάλυςθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ, χρθςιμοποιείται ςυχνά ςε ςυνδυαςμό με τα κλινικά χαρακτθριςτικά 

για τθν πραγματοποίθςθ δφςκολων διαγνϊςεων. Το μοριακό προφίλ των όγκων και ο 

προςδιοριςμόσ των νζων υπογραφϊν τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ, μζςω μικροςυςτοιχιϊν, 

ςυμβάλλουν ςτθν αποςαφινιςθ μοριακϊν γεγονότων που ςυνδζονται με τθν ανάπτυξθ και 

τθν εξζλιξθ του καρκίνου του πνεφμονα (Boyero et al. 2013). 

Τα βρογχογενι καρκινϊματα, όπωσ και τα καρκινϊματα ςε πολλζσ άλλεσ ανατομικζσ 

περιοχζσ, προκφπτουν από μια ςταδιακι ςυςςϊρευςθ γενετικϊν ανωμαλιϊν που ζχουν ωσ 

αποτζλεςμα τθ μετατροπι του καλοικουσ βρογχικοφ επικθλίου ςε νεοπλαςματικό. Θ 

ακολουκία ανάπτυξθσ των μοριακϊν μεταβολϊν δεν είναι τυχαία, αλλά ακολουκεί μια 

προβλζψιμθ ακολουκία παράλλθλθ με τθν ιςτολογικι εξζλιξθ προσ τον καρκίνο. Για 

παράδειγμα, θ απενεργοποίθςθ των ογκοκαταςταλτικϊν γονιδίων που βρίςκονται ςτο 

χρωμόςωμα 3p εμφανίηεται πολφ νωρίσ, ενϊ οι μεταλλάξεισ ςτο TP53 ι θ ενεργοποίθςθ 

του ογκογονιδίου K-RAS ςυμβαίνουν ςχετικά αργά (Ρίνακασ 1.4). Σθμαντικότερο είναι το 

γεγονόσ ότι οριςμζνεσ γενετικζσ μεταβολζσ, όπωσ θ απϊλεια υλικοφ του χρωμοςϊματοσ 

3p, μποροφν να ανευρεκοφν ακόμθ και ςτο καλοικεσ βρογχικό επικιλιο αςκενϊν με 

καρκίνο του πνεφμονα, κακϊσ και ςτο αναπνευςτικό επικιλιο καπνιςτϊν χωρίσ καρκίνο του 

πνεφμονα. Σε αυτό το πρόςφορο ζδαφοσ, τα κφτταρα που ςυςςωρεφουν πρόςκετεσ 

μεταλλάξεισ αναπτφςςουν τελικά καρκίνο (Kumar et al. 2003). 

Εκτόσ από το κάπνιςμα και τθν γενετικι προδιάκεςθ, ζχουν προτακεί και άλλοι 

παράγοντεσ, όπωσ γενετικζσ, ορμονικζσ, και ιογενείσ λοιμϊξεισ (π.χ των ανκρωπίνων 
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κθλωμάτων), μεταλλάξεισ, μεκυλίωςθ υποκινθτι και γενικά μεταγραφικϊν αλλαγϊν. Αυτζσ 

οι αλλαγζσ μπορεί να παραμείνουν μακροπρόκεςμα και τελικά να οδθγιςουν ςε 

παρεκκλίνουςα ενεργοποίθςθ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ και τθσ κυτταρικισ 

λειτουργίασ (π.χ. πολλαπλαςιαςμό και απορρυκμιςμζνθ απόπτωςθ) (Burstein and Schwartz 

2008). 

Επιγραμματικά τα καρκινικά κφτταρα χαρακτθρίηονται από:  

 αυτο-επάρκεια ςε αυξθτικά ςιματα, λόγω μεταλλάξεων ςε πρωτοογκογονίδια, 

 απϊλεια ευαιςκθςίασ ςε αντι-αυξθτικά ςιματα, λόγω μεταλλάξεων ςε 

ογκοκαταςταλτικά γονίδια, 

 αναςτολι του προγραμματιςμζνου κυτταρικοφ κανάτου (απόπτωςθ), λόγω τθσ 

υπερζκφραςθσ αντιαποπτωτικϊν μορίων ι τθσ χαμθλισ ζκφραςθσ 

προαποπτωτικϊν μορίων, 

 απεριόριςτθ δυνατότθτα αντιγραφισ του DNA, εξαιτίασ τθσ δράςθσ τθσ 

τελομεράςθσ, 

 διατιρθςθ τθσ αγγειογζνεςθσ, 

 προςβολι του ιςτοφ και μετάςταςθ. 

 

 

Ρίνακασ 1.3 Συχνζσ χρωμοςωμικζσ ατυπίεσ  ςε καρκίνο πνεφμονα 

ανάμεςα ςτουσ δφο τφπουσ καρκίνου SCLC και NSCLC. 

Τροποποιιςεισ  SCLC NSCLC 

Ελλείψεισ 
3p, 4p, 4q, 5q, 8p,  

10q, 13q, 17q 

3p, 6q, 8p, 9p, 9q, 13q,  

17p, 18q, 19p, 21q, 22q 

Ρροςκικεσ 
3q, 5p, 8q, 19q, Xq 1p, 1q, 3q, 5p, 7p,  

7q, 8q, 11q, 12 q 

(Burstein and Schwartz 2008) 
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Ρίνακασ 1.4 Σφγκριςθ κυτταρογενετικϊν αλλαγϊν ςτο μικροκυτταρικό 

καρκίνωμα του πνεφμονα (SCLC) και ςτο μθ μικροκυτταρικό καρκίνο του 

πνεφμονα (NSCLC). 

(Kumar et al. 2003) 

 

Οι παραπάνω βιοχθμικζσ/μοριακζσ αλλαγζσ μποροφν να ςυμβοφν είτε ςε επίπεδο 

αυξθμζνθσ είτε μειωμζνθσ ζκφραςθσ γονιδίου, ενϊ είναι δυνατό να ςυμβάλλουν ςε αυτζσ 

θ πρόκλθςθ ςθμειακϊν μεταλλάξεων, θ απϊλεια ετεροηυγωτίασ, χρωμοςωμικζσ ατυπίεσ 

που ςυνοδεφονται από απϊλεια ι περίςςεια αλλιλων, θ μικροδορυφορικι αςτάκεια 

κακϊσ και θ  διαφοροποιθμζνθ μεκυλίωςθ του DNA (Bowman et al. 2006). Στουσ πίνακεσ 

1.3 και 1.4 παρουςιάηονται ςυχνζσ κυτταρογενετικζσ και μοριακζσ αλλαγζσ ςτον καρκίνο 

του πνεφμονα. 

Μοριακζσ αλλαγζσ SCLC NSCLC 

Αδρανοποίθςθ του FHIT ~75% ~50 - 75% 

Ανωμαλίεσ βαςικών ογκογονιδίων 

Μεταλλάξεισ K-RAS < 1 ~20 

Υπερζκφραςθ οικογζνειασ MYC 15-30% 5-10% 

Υπερζκφραςθ του BCL-2 75-95% 10-35% 

Υπερζκφραςθ ERB1/EGFR ~ 60% - 

Υπερζκφραςθ ERB2/HER/NEU ~ 20% - 

Δραςτικότθτα τελομεράςθσ ~ 100% ~ 80-85% 

Ανωμαλίεσ ογκοκαταςταλτικών γονίδιων 

Ελλείψεισ 3p > 90% > 80% 

Απενεργοποίθςθ  RB (ζλλειψθ/μετάλλαξθ)  ~90% ~15-30% 

Απενεργοποίθςθ  p16/CDKN2A  
(ζλλειψθ/ μετάλλαξθ/ υπερμεκυλίωςθ) 

0-10 % ~70% 

Απενεργοποίθςθ TP53 
(ζλλειψθ/μετάλλαξθ) 

80-90% ~50% 
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Καρκινικοί δείκτεσ 

Καρκινικόσ δείκτθσ (tumor marker) κεωρείται κάκε βιολογικι ουςία που παράγεται 

και εκκρίνεται από κακοικθ κφτταρα ςτο αίμα ι ςε άλλα βιολογικά υγρά αςκενϊν με 

καρκίνο. Ζνασ καρκινικόσ δείκτθσ μπορεί να μετρθκεί ποςοτικά ι να εκτιμθκεί ποιοτικά και 

θ μζτρθςι του ι θ παρουςία του, μπορεί να δϊςει χριςιμεσ πλθροφορίεσ ςχετικά με τθν 

φπαρξθ, τθ φφςθ, το μζγεκοσ, τθν υποτροπι και τθ μεταςτατικι εξάπλωςθ μιασ κακοικουσ 

διεργαςίασ ςτον οργανιςμό. Ζχουν προτακεί και μετρϊνται ωσ καρκινικοί δείκτεσ, διάφορεσ 

ουςίεσ όπωσ ορμόνεσ, αντιγόνα, ζνηυμα, πρωτείνεσ κλπ, οι οποίεσ εκπλθρϊνουν ςε πολφ 

μεγάλο βακμό τισ παραπάνω προχποκζςεισ. 

Θ ανάπτυξθ καινοτόμων δαγνωςτικϊν τεχνικϊν ςτθν ταυτοποίθςθ καρκίνου του 

πνεφμονα είναι αναγκαία, κακϊσ διευκολφνει τθν ανίχνευςθ τθσ νόςου ςε αρχικά ςτάδια 

ςυμβάλλοντασ ζτςι  ςτθν αποτελεςματικότερθ κεραπεία του και κατ' επζκταςθ ςε 

καλφτερθ πρόγνωςθ. Μερικοί από τουσ προγνωςτικοφσ δείκτεσ που ζχουν ερευνθκεί εωσ 

ςιμερα ςτον καρκίνο του πνεφμονα είναι (α) το καρκινοεμβρυϊκό αντιγόνο 

(carcinoembryogenic antigen, CEA), όπου πρόκειται για μία γλυκοπρωτείνθ που παράγεται 

κατά τθ διάρκεια τθσ εμβρυικισ ανάπτυξθσ, ενϊ μετά τθ γζννθςθ παράγεται κυρίωσ ςε 

καρκινϊματα και κυκλοφορεί ςτο αίμα, (β) θ ειδικι νευρωνικι ενολάςθ (neuron specific 

enolase, NSE), που πρόκειται για διαλυτό γλυκολυτικό μεταλλοζνηυμο που παρζχει 

απαραίτθτα ςυςτατικά για τθν αερόβια γλυκόλυςθ, (γ) το αντιγόνο καρκινϊματοσ 

πλακωδϊν κυττάρων (squamous cell carcinoma antigen, SCC - Ag), που αποτελεί ζνα από τα 

14 κλάςματα του καρκινικοφ αντιγόνου ΤA-4 και (δ) θ κυττοκερατίνθ 19 (cytokeratin 19 

fragment, CYFRA 21- 1), που είναι μία πρωτεΐνθ κυτταροςκελετοφ των επικθλιακϊν 

κυττάρων (Diez et al. 1995; Ebert and Muley 1999; Jin et al. 2001; Sanchez De Cos et al. 

1994). 

Άλλοι καρκινικοί δείκτεσ που αναηθτοφνται ςτον καρκίνο του πνεφμονα είναι το ιςτικό 

πουλπεπτιδικό αντιγονο (ΤΑ), το ειδικό ιςτικό πολυπεπτιδικό αντιγόνο (ΤPS), το καρκινικό 

αντιγόνο 15-3 (CA 15-3), ενϊ νεότεροι δείκτεσ που ζχουν χρθςιμοποιθκεί είναι οι υποδοχείσ 

ςτεροειδικϊν ορμονϊν, κακϊσ και μοριακοί και γενετικοί δείκτεσ όπωσ ογκογονίδια και 

ογκοπρωτεϊνεσ, ογκοκαταςταλτικά γονίδια και πρωτεϊνεσ, αυξθτικοί παράγοντεσ του όγκου, 

παραγωγι χιμαιρικϊν πρωτεϊνϊν, απϊλεια ετεροηυγωτίασ και μικροδορυφορικό DNA, 
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προςδιοριςμόσ τελομεράςθσ. 

Ρρόςφατεσ μελζτεσ ανζδειξαν τθ ςθμαςία του μεταβολιςμοφ των mRNAs ςτον 

καρκίνο του πνεφμονα, αλλά και παραγόντων που μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ 

προγνωςτικοί δείκτεσ. Σε αυτζσ τισ μελζτεσ παρατθρικθκε ότι (α) θ ανάλυςθ τθσ γονιδιακισ 

ζκφραςθσ ςε αςκενείσ με μθ-μικροκυτταρικό καρκίνο του πνεφμονα αποκάλυψε τθ 

μεταβολι τθσ ζκφραςθσ ενόσ ςθμαντικοφ αρικμοφ γονιδίων (Leclerc et al. 2011), (β) θ 

αποικοδόμθςθ των RNAs ςχετίηεται με τθν επιβίωςθ ςε περιπτϊςεισ αςκενϊν με 

αδενοκαρκίνωμα (Valk et al. 2010) και (γ) θ ζκφραςθ οριςμζνων γονιδίων που ςχετίηονται 

με το μεταβολιςμό του RNA ςχετίηεται με τθν πρόγνωςθ αςκενϊν με μθ-μικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεφμονα (Valles et al. 2012). 
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Σκοπόσ τθσ Διατριβισ 

Οι διαταραχζσ ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ είναι από τα κφρια χαρακτθριςτικά του 

καρκίνου, ενϊ οι παράγοντεσ που διαδραματίηουν κφριο ρόλο ςε αυτι δεν ζχουν μελετθκεί 

εκτενϊσ. Οι αποαδενυλάςεσ είναι ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτθν αποικοδόμθςθ του mRNA 

και κατ’ επζκταςθ αποτελοφν ρυκμίςτζσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. Μζχρι πρόςφατα θ 

ςυςχζτιςθ των αποαδενυλαςϊν με καρκινικοφσ όγκουσ, περιορίηονταν ςε δφο εξ’ αυτϊν, τισ 

αποαδενυλάςεσ PARN και CCR4b (CNOT6-LIKE) και μόνο για ςυγκεκριμζνα γονίδια. Πςον 

αφορά τον καρκίνο του πνεφμονα, ανάλυςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ αποκάλυψε ότι θ 

ζκφραςθ ενόσ ςθμαντικοφ αρικμοφ γονιδίων μεταβάλλεται, υπονοϊντασ τθ ςυμμετοχι 

παραγόντων ελζγχου που κα μποροφςαν να είναι και οι αποαδενυλάςεσ. Σκοπόσ τθσ 

παροφςασ Διατριβισ είναι μζςω των νοςθμάτων του πνεφμονα και ειδικότερα του 

καρκίνου, να μελετιςουμε τθ βιολογικι ςθμαςία των αποαδενυλαςϊν ςτον άνκρωπο. Θα 

εξετάςουμε με ποιό τρόπο τα ζνηυμα αυτά ρυκμίηουν τθν ζκφραςθ παραγόντων που ζχουν 

δειχκεί να εμπλζκονται ςε νοςιματα του πνεφμονα. Εςτιάηουμε ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα 

του πνεφμονα και ςυγκρίνουμε τα αποτελζςματα των ςυμπαγϊν όγκων (solid tumors) με 

νεοπλαςίεσ του αίματοσ (οξείεσ λευχαιμίεσ) που αποτελοφνται από διαλυτοφσ όγκουσ (non-

solid tumors). 
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Υλικά 

Αντιδραςτιρια 

Antibiotic-Antimycotic     (Biosera)  

Αγαρόηθ      (BIO-RAD) 

Αικανόλθ       (Μerck) 

Αμπικιλλίνθ      (Sigma) 

Bromophenol Blue     (Research Organics) 

β-μερκαπτοαικανόλθ    (Riedel-de Haen) 

GelRed Nuclein Acid Stain   (Biotium) 

Γλυκερόλθ       (Panreac) 

D(+) Γλυκόηθ      (Panreac) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)   (Sigma) 

MEM       (Biosera) 

DNA 1KB marker     (GenScript) 

DNA marker 100 bp     (Invitrogen) 

Fetal Bovine Serum  (FBS)   (Gibco) 

Ιςοπροπανόλθ     (Scharlau) 

KH2PO4      (Merck) 

LB Agar      (Scharlau) 

LB Broth      (Scharlau)  

MEM       (Biosera) 

Na2HPO4       (Merck) 

NaCl        (Panreac) 

NaOH        (Merck) 

Οξικό οξφ      (Merck) 

Phosphate buffered saline (PBS Tablets) (Calbiochem) 

Protease Inhibitors      (Roche) 

Puromycin      (Sigma) 

Tris base      (Merck) 

Trypan blue solution 0,4%   (Sigma) 

Trypsin-EDTA 5% 10x     (Gibco) 
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Βακτθριακό ςτζλεχοσ  

Escherichia coli DH5a: F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 

Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– 

Στζλεχοσ E.coli που χρθςιμοποιείται για τθν ειςαγωγι και κλωνοποίθςθ πλαςμιδιακοφ 

DNA. Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε για τθν αναγζννθςθ των πλαςμιδίων που 

περιζχουν τα ειδικά shRNAs για τθ ςίγθςθ (αποςιϊπθςθ) των αποαδενυλαςϊν. 

Κυτταρικζσ ςειρζσ 

NCI-H520: Ανκρϊπινθ καρκινικι ςειρά προερχόμενθ από αςκενείσ με πλακϊδεσ 

καρκίνωμα του πνεφμονα. Καλλιζργεια/ςυντιρθςθ κυττάρων ςε κρεπτικό μζςο, RPMI 

1640, w/L- glutamine, εμπλουτιςμζνο με  10 % FBS, 1% Antibiotic-Αntimycotic και επϊαςθ 

ςτουσ 37˚C, ςε 5 % CO2. 

HEp2: Ανκρϊπινθ, ετεροπλοειδείσ, καρκινικι κυτταρικι ςειρά (ςυγκεκριμζνα 

προζρχεται από επιδερμικό καρκίνωμα του λάρυγγα μετά από επιμόλυνςθ με κφτταρα 

HeLa). Σχθματίηουν μονόςτιβεσ επικθλιακζσ επιφάνειεσ ςτο ταπιτιο ανάπτυξθσ. Συντιρθςθ 

κυττάρων ςε κρεπτικό μζςο MEM εμπλουτιςμζνο με  10 % FBS, 1% Antibiotic-Αntimycotic 

και επϊαςθ ςτουσ 37˚C, ςε 5 % CO2. 

Ρλαςμιδιακοί φορείσ 

Για τθν αποςιϊπθςθ των αποαδενυλαςϊν χρθςιμοποιικθκαν shRNAs κλωνοποιθμζνα 

ςτο λεντι-ιϊικό πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1-puro (Εικόνα 2.1). Tα shRNAs και τα 

χαρακτθριςτικά του ςυγκεκριμζνου φορζα παρζχουν ζνα ιςχυρό μοριακό εργαλείο 

μακροπρόκεςμθσ, ςτακερισ αποςιϊπθςθσ του επικυμθτοφ γονιδίου, μζςω του 

ςυςτιματοσ του RNAi, κακϊσ και τθ δυνατότθτα αναγζννθςθσ του πλαςμιδίου μετά το 

μεταςχθματιςμό βακτθρίων με αυτό. Ο pLKO.1-puro περιζχει γονίδια ανκεκτικότθτασ ςτθν 

αμπικιλλίνθ και τθν πουρομυκίνθ για δυνατότθτα επιλογισ βακτθριακϊν και ευκαρυωτικϊν 

κυττάρων αντιςτοίχωσ, που ζλαβαν επιτυχϊσ το πλαςμίδιο. Τα ακόλουκα shDNA πλαςμίδια 

αγοράςτθκαν και χρθςιμοποιικθκαν για να αποςιωπθκοφν οι αντίςτοιχεσ αποαδενυλάςεσ 

(MISSION® shRNA, SIGMA): PARN (NM_002582), CNOT6 (NM_15455), CNOT6L 
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(NM_012118), CNOT7 (NM_013354), CNOT8 (NM_004779), NOCTURNIN (NM_012118), και 

non-targeting control (SHC016). 

  

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 ori  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 2.1 Ο χάρτθσ του πλαςμιδιακοφ φορζα pLKO.1- puro τθσ 

Sigma. Ραρατίκεται και ζνασ πίνακασ με  ςθμαντικζσ αλλθλουχίεσ-

ςτοιχεία του φορζα. (http://www.sigmaaldrich.com/) 
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Εκκινθτζσ  

Για τον προςδιοριςμό των επιπζδων ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν και των 

υπολοίπων εξεταηόμενων παραγόντων με Real Time PCR, ςχεδιάςτθκαν με τθ βοικεια του 

προγράμματοσ PRIMER 3 εκκινθτζσ (primers) ειδικοί για το mRNA (για τθν ακρίβεια cDNA) 

του κάκε υπό μελζτθ παράγοντα. Ο κάκε εκκινθτισ ελζγχκθκε ωσ προσ τθν εξειδίκευςθ του 

για το αντίςτοιχο cDNA-ςτόχο με Blastn (Ρίνακασ 2.1). 

Βιολογικά δείγματα ςυμμετεχόντων 

Στθν παροφςα Διατριβι ςυμμετείχαν αςκενείσ τθσ Αιματολογικισ Κλινικισ του 

Ρανεπιςτθμιακοφ Νοςοκομείου Λάριςασ που διαγνϊςτθκαν με οξεία λεμφοκυτταρικι 

λευχαιμία (acute lymphoblastic leukemia, ALL) ι οξεία μυελογενι λευχαιμία (acute myeloid 

leukemia, AML) ςφμφωνα με τα διεκνι κριτιρια FAB (Harris et al. 1999) κατά το διάςτθμα 

Μάιοσ 2009 - Απρίλιοσ 2010, ενϊ ωσ μάρτυρεσ ςυμμετείχαν άτομα που δεν ςχετίηονται με 

αιματολογικζσ αςκζνειεσ. Τα δείγματα ιταν οροί από περιφερικό αίμα ενϊ άλλα περιείχαν 

κφτταρα από μυελό των οςτϊν. Τα χαρακτθριςτικά των ςυμμετεχόντων παρουςιάηονται 

ςτον Ρίνακασ 2.2. 

Επίςθσ, ςτθν παροφςα μελζτθ εντάχκθκαν 25 αςκενείσ που διαγνϊςτθκαν με μθ-

μικροκυτταρικό καρκίνο πνεφμονα (non-small cell lung cancer, NSCLC) ςτθν 

Ρνευμονολογικι κλινικι του Ρανεπιςτθμιακοφ Νοςοκομείου τθσ Λάριςασ και ςτο 

Θεαγζνειο Αντικαρκινικό Νοςοκομείο Θεςςαλονίκθσ κατά τα ζτθ 2010 – 2012. Ελιφκθ 

πακολογικόσ και παρακείμενοσ φυςιολογικόσ ιςτόσ από κάκε αςκενι, όπου ο φυςιολογικόσ 

ιςτόσ ιταν τουλάχιςτον 5 cm μακριά από το τζλοσ του όγκου των αντίςτοιχων δειγμάτων. 

Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ, πραγματοποιικθκε ιςτολογικι αξιολόγθςθ των τμθμάτων του 

ιςτοφ. Τα δείγματα που ςυμπεριλιφκθκαν ςτθν μελζτθ είχαν >70% περιεκτικότθτα ςε 

κακοικθ κφτταρα. Θ κλινικι ςταδιοποίθςθ των δειγμάτων ζγινε με το ανακεωρθμζνο 

Διεκνζσ Σφςτθμα Σταδιοποίθςθσ του καρκίνου του πνεφμονα (Goldstraw et al. 2007). Τα 

δεδομζνα των αςκενϊν, ςυμπεριλαμβανομζνου του φφλου, τθσ θλικίασ κατά τθ διάγνωςθ, 

τθν ιςτολογία του όγκου, το κλινικό ςτάδιο, και το ιςτορικό καπνίςματοσ, επίςθσ 

ςυλλζχκθκαν από τα ιατρικά αρχεία τουσ και ζγινε ςυςχζτιςθ με τα επίπεδα ζκφραςθσ των 

αποαδενυλαςϊν Ρίνακασ 3.1. 
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Θ Επιτροπι Θκικϊν ηθτθμάτων του νοςοκομείου ζλαβε γνϊςθ και ενζκρινε τθ μελζτθ, 

ενϊ όλοι οι ςυμμετζχοντεσ, υγιείσ και αςκενείσ ενθμερϊκθκαν για τθ μελζτθ και κατόπιν 

ςυμπλιρωςαν ζντυπο ςυγκατάκεςθσ. 

 

Ρίνακασ 2.1 Αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν και τα αναμενόμενα μεγζκθ των 

ενιςχυμζνων προϊόντων. 

Target 

gene 

forward/ 

reverse 
primer sequence 

product 

size (bp) 

PARN 
fwd 5'-CAGCAGAAACATGCCAAAGA-3' 

211 
rvs 5'-CCAAGAGTCTGGGGAAAACA-3' 

CNOT6 
fwd 5'-AGCTGTCATGGGAAGAATGG-3' 

236 
rvs 5'-GGGCAGCCACTGATGTTATT-3' 

CNOT6L 
fwd 5'-CGGCTCTTCCAGCTACAAAC-3' 

143 
rvs 5'-GGAAGCTGCTCTGGATGAAC-3' 

CNOT7 
fwd 5'-GTCCTCTGTGAAGGGGTCAA-3' 

411 
rvs 5'-GACTGCTTGTTGGCTTCCTC-3' 

NOC 
fwd 5'-GCCAAGACACTGAACAGCAG-3' 

175 
rvs 5'-GGCAATCTGTCCTCAGATCC-3' 

PTGIR 
fwd 5′-CTTCCAGCGACTCAAGCTCT-3′ 

239 
rvs 5′-CTTCTGCTTTGGACGACGTT-3′ 

FGFBP2 
fwd 5′-CAAGGCCACAGTGAAACTCA-3′ 

151 
rvs 5′-GGCCTTCTTCTTTGCTTCCT-3′ 

AATK 
fwd 5′-CCTGGCTCACTGCAAGTACA-3′ 

179 
rvs 5′-GCTCAAAGAGCTCCCAGATG-3′ 

DPPA3 
fwd 5′-CACAAATGCTCACCGAAGAA-3′ 

182 
rvs 5′-TTCGATTTCCCTGAGGACTG-3′ 

β-actin 
fwd 5'-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3' 

234 
rvs 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3' 

18S rRNA 
fwd 5'-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3' 

253 
rvs 5'-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3' 
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Ρίνακασ 2.2 Χαρακτθριςτικά ςυμμετεχόντων με  λευχαιμία και υγιϊν μαρτφρων. 

 

ALL AML Control 

Άτομα 21 19 9 

Θλικία  63.6 ± 9.8 54.6 ± 10.4 51.8 ± 10.2 

Φφλο (άνδρεσ/γυναίκεσ) 12/9 11/8 4/5 

 

Μζκοδοι 

Λιψθ οροφ και απομόνωςθ κυττάρων από τα δείγματα αςκενϊν με λευχαιμία και 

υγιϊν μαρτφρων 

Λιψθ οροφ 

Το περιφερικό αίμα (4ml) φυγοκεντρείται ςτισ 3500 ςτροφζσ/λεπτό (rpm) για δζκα 

λεπτά και ακολουκεί λιψθ του υπερκειμζνου (ορόσ). Το κατϊτερο ςτρϊμα αντιςτοιχεί ςτο 

45% του ςυνολικοφ όγκου αίματοσ είναι κόκκινου χρϊματοσ και αποτελείται από 

ερυκροκφτταρα. Ράνω από αυτό βρίςκεται ζνα πιο λεπτό ςτρϊμα χρϊματοσ λευκοφ-φαιοφ 

που αντιςτοιχεί ςτο 1% του ολικοφ όγκου. Ρρόκειται για τα λευκοκφτταρα, που με τθ ςειρά 

τουσ διακρίνονται ςτον άνκρωπο ςε πζντε τφπουσ: λεμφοκφτταρα, μονοκφτταρα, 

ουδετερόφιλα, θωςινόφιλα, βαςεόφιλα. Το ανϊτερο ςτρϊμα τθσ ςτιλθσ (υπερκείμενο) 

αποτελείται από το πλάςμα, το υγρό μζροσ του αίματοσ, πρωτεϊνικισ ςφςταςθσ, με pH 

ελαφρά αλκαλικό κιτρινωποφ χρϊματοσ.  

Διαχωριςμόσ μονοπφρθνων (περιφερικοφ αίματοσ, μυελοφ των οςτϊν) ςε φικόλθ 

Με τθ μζκοδο αυτι επιτυγχάνεται απομόνωςθ λεμφοκυττάρων πολφ εφκολα από το 

περιφερικό αίμα και το μυελό των οςτϊν µε τθν εφαρμογι φυγοκεντριςεωσ πυκνότθτασ ςε 

κλίςθ φικόλθσ (Ficoll) και µετριηιµίδθσ (Hypaque). 

1. Αραιϊνουµε το αίµα ςε ρυκµιςτικό διάλυµα αλάτων (π.χ. Hanks. balanced 

salt solution, HBSS) ι ςε κρεπτικό µζςο1:1. 
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2. Ρροςκζτουµε 5 ml Ficoll-Isopaque ςε κωνικό ςωλινα φυγοκζντρου (ειδικό 

βάροσ φικόλθσ= 1.078). 

3. Ρροςεκτικά επιςτοιβάηουµε το αραιωµζνο αίµα (περίπου 10 ml) επάνω ςτο  

ςτρϊµα τθσ Ficoll-Isopaque. 

4. Φυγοκζντρθςθ (1700 rpm, 25 min, 20 OC). 

5. Ραρατθροφµε το διαχωριςμό των κυττάρων ςε ηϊνεσ. Με πιπζτα Pasteur  

αποµακρφνουµε το επάνω ςτρϊµα χωρίσ να πειράξουµε το ςτρϊµα των  

λεµφοκυττάρων. Το πάνω ςτρϊµα περιζχει τα αιµοπετάλια και το πλάςµα. 

6. Με άλλθ πιπζτα Pasteur µεταφζρουµε το ςτρϊµα των λεµφοκυττάρων ςε  

ςωλινα φυγοκζντρου (Το ςτρϊµα τθσ φικόλθσ περιζχει τα κοκκιοκφτταρα  

και ςτον πυκµζνα βρίςκονται τα ερυκρά και νεκρά κφτταρα). 

7. Ρροςκζτουµε ςτο ςτρϊµα των λεµφοκυττάρων 15 ml HBSS 

και ανακατεφουµε µε πιπζτα. 

8. Φυγοκζντρθςθ (1400 rpm, 10 min, 20 OC). 

9. Απομακρφνουμε το υπερκείµενο µε πιπζτα. 

10. Ρροςκζτουμε πάλι 10 ml HBSS και ανακατεφουμε προςεκτικά. 

11. Φυγοκζντρθςθ (1400 rpm, 10 min, 20 OC). 

12. Απομακρφνουμε το υπερκείµενο και αιωροφµε τα λεµφοκφτταρα ςε 1 ml 

κρεπτικό µζςο. 

13. Ραρατιρθςθ και μζτρθςθ κυττάρων ςτο μικροςκόπιο. 

14.  Αποκικευςθ των κυττάρων ςε 1 ml υλικό κατάψυξθσ ςτουσ -80 OC. 

Μζτρθςθ κυττάρων 

1. Για τθν παρατιρθςθ και μζτρθςθ των µονοπφρθνων κυττάρων που ςυλλζξαμε 

ςτο κρεπτικό µζςο, αραιϊνουµε τα κφτταρα ωσ εξισ:   

Α. 20 µl αιϊρθµα κυττάρων και 380 µl διάλυµα Tuerk (παρατιρθςθ κυττάρων) 
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Β. 200µl αιϊρθµα κυττάρων, 300 µl HBSS και 500µl διάλυµα Trypanblue (αραίωςθ 

1:5) (το Trypanblue χρωµατίηει µπλε τα νεκρά κφτταρα) 

2. Αναδεφουμε προςεκτικά και περιµζνουµε 5-10 min. 

3. Τοποκετοφµε 1 ςταγόνα ςτο αιµοκυτταρόµετρο Neubauer, ςτθν ειδικι εςοχι 

κάτω από τθν καλυπτρίδα. 

4. Μετράµε τα κφτταρα.  

Λφςθ των κυττάρων των δειγμάτων με κφτταρα από μυελό των οςτϊν 

Φυγοκζντρθςθ ςτισ 1000 rpm για 5 λεπτά. Απομάκρυνςθ του υπερκείμενου και 

επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 20μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ λφςθσ κυττάρων (lysis buffer), 

παρουςία αναςτολζων πρωτεαςϊν. Ψφξθ των δειγμάτων ςε υγρό άηωτο, μεταφορά ςτουσ 

60ΟC για 3 λεπτά και ανάδευςθ (vortex). Επανάλθψθ του παραπάνω κφκλου 3 φορζσ. 

Φυγοκζντρθςθ ςε 10.000 rpm για 1 λεπτό και λιψθ του υπερκείμενου.  

TCA precipitation protocol (κατακριμνιςθ πρωτεΐνθσ) 

Με τθ μζκοδο αυτι απομονϊνονται από το δείγμα όλεσ τισ πρωτεΐνεσ που αυτό 

περιζχει και γίνεται θ διαλυτοποίθςθ τουσ ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα Laemmli (Laemmli 

Buffer) και επομζνωσ είναι ζτοιμεσ να διαχωριςτοφν ςε  SDS-PAGE gel και να ακολουκιςει θ 

western blot για τον εντοπιςμό και τθν οπτικοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ που μασ ενδιαφζρει.  

Αντιδραςτιρια  

 TCA 100% (ι 72%) 

 TCA 2,5% 

 DOC 0,15% 

 Ακετόνθ 

 Laemmli Buffer 

 Αμμωνία (ατμοί) 

Τα βιματα τθσ μεκόδου είναι (τα δείγματα ςε πάγο): 

1) Εάν ο όγκοσ των δειγμάτων μασ των οποίων τθν πρωτεΐνθ κζλουμε να 

καταβυκίςουμε είναι < 100μl ςυμπλθρϊνουμε μζχρι τελικοφ όγκου 100μl.  
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2) Ρροςκικθ DOC 0,15%: 10% του όγκου του δείγματοσ, επωάςθ για 10 min. 

3) Ρροςκικθ TCA 100%: 10% του όγκου του δείγματοσ, επϊαςθ για 10 min. 

4) Τοποκζτθςθ των δειγμάτων για 30 min ςτουσ -20OC. 

5) Φυγοκζντρθςθ 12.000 rpm για 15min ςτουσ 4OC. 

6) Αφαίρεςθ του υπερκείμενου. 

7) Ζκπλυςθ του ιηιματοσ με 200μl TCA 2,5% (να μθν διαλυκεί το ίηθμα). 

8) Ρροςκικθ ακετόνθσ (200μl) με ανάδευςθ. 

9) Φυγοκζντρθςθ full speed/15min/4OC. 

10) Ζκπλυςθ του ιηιματοσ με 200μl ακετόνθσ (να μθν διαλυκεί το ίηθμα). 

11) Ρροςκικθ ςε κάκε δείγμα 20μl Laemmli Buffer 1Χ. 

12) Στθν περίπτωςθ που το χρϊμα του Laemmli Buffer μεταβλθκεί ςε κίτρινο 

προςκζτουμε ατμοφσ αμμωνίασ. 

13) Βράςιμο των δειγμάτων ςτουσ 95OC/5 min, αποκικευςθ ςε -20ΟC. 

Ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν με ανοςοαποτφπωςθ (Western blot) 

Ο διαχωριςμόσ των πρωτεϊνϊν γίνεται με θλεκτροφόρθςθ ςε αποδιατακτικζσ 

ςυνκικεσ (10% SDS-PAGE) ςτα 160V. Θ μεταφορά των πρωτεϊνϊν γίνεται ςε μεμβράνθ 

PVDF με τθ ςυςκευι Semidry Τransfer System ςε ςυνκικεσ 270mΑ, 40 min. Βαφι τθσ 

μεμβράνθσ με Ponceau red επιβεβαιϊνει τθ μεταφορά.  

Ακολουκεί επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ με Blocking Buffer για 1 ϊρα, υπό ιπια ανάδευςθ. 

Ρροςτίκεται το πρϊτο αντίςωμα ςε κατάλλθλθ αραίωςθ 1:1000 και επωάηεται όλο το 

βράδυ ςτουσ 4ΟC. Ακολουκοφν 4 πλφςεισ με washing Buffer για 15 λεπτά θ κακεμία. Θ 

αραίωςθ του δεφτερου αντιςϊματοσ goat anti-rabbit IgG-HRP αντιςτοιχεί ςε 1:10.000 και θ 

επϊαςι του γίνεται για  1 ϊρα υπό ιπια ανάδευςθ. Ακολουκοφν 4 πλφςεισ με PBS-T  για 15 

λεπτά θ κακεμία. Θ εμφάνιςθ (ECL ι ECL Plus) γίνεται ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ 

Amersham. Για επανάλθψθ τθσ ανοςοανίχνευςθσ με το ίδιο αντίςωμα ι για επϊαςθ με 

διαφορετικό (reprobing), ακολουκείται θ διαδικαςία τθσ αποςφνδεςθσ (stripping) των 

αντιςωμάτων ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ Amersham. 
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Απομόνωςθ ολικοφ RNA 

Θ απομόνωςθ του RNA ζγινε με τθ χριςθ του αντιδραςτθρίου TRI (SIGMA) βάςει 

του πρωτοκόλλου:  

TRI Reagent (SIGMA) Protocol 

1. Φυγοκζντρθςθ κυττάρων 3000g, 3 min,  40C.  

Διατθροφμε το ίηθμα και απορρίπτουμε το υπερκείμενο. 

2. Ρροςκζτουμε 1V TRI Reagent ςτο ίηθμα (0,2 -1,0 mL). 

Λφςθ κυττάρων με επαναλαμβανόμενο πιπεττάριςμα ζωσ  5 min. 

3. Ρροςκζτουμε 0,1V 1-bromo-3-chloropropane. 

Ανακατεφουμε ζντονα για 15 sec. Αφινουμε για 15 min. 

Φυγοκζντρθςθ 12000g για 15 min, 40C. 

4. Μεταφορά υδατικισ φάςθσ ςε νζο ςωλθνάκι 

Ρροςκζτουμε  0,5V 2-propanol, ανακατεφουμε, RT 10 min. 

Φυγοκζντρθςθ 12000g για 10 min, 4oC. 

5. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο. 

Ρλφςθ ιηιματοσ RNA 1-2 V EtOH75%, vortex. 

Φυγοκζντρθςθ 12000g για 5 min, 4oC. 

6. Απορρίπτουμε το υπερκείμενο προςεκτικά. Στεγνϊνουμε το ίηθμα RNA. 

Επαναδιάλυςθ ςε  ddH2O πιπεττάροντασ ςτουσ 55oC. 

 Αποκικευςθ ςτουσ -80oC 

Real Time PCR δφο βθμάτων (two-step Real Time PCR, qRT-PCR) 

Θ Real Time PCR αποτελεί μία ιδιαίτερα ακριβι και ευαίςκθτθ μζκοδο ποςοτικοφ 

προςδιοριςμοφ, που χρθςιμοποιείται για τθ μελζτθ τθσ ζκφραςθσ των επιπζδων mRNA 

ενόσ γονιδίου, ακόμθ και ςε περιπτϊςεισ που αυτι είναι πολφ χαμθλι. Στθν παροφςα 

εργαςία εφαρμόηεται θ Real Time PCR δφο βθμάτων (two-step Real Time PCR), κατά τθν 
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οποία πραγματοποιείται αρχικά θ ςφνκεςθ του cDNA των μεταγράφων και ςε επόμενο 

βιμα θ ενίςχυςθ του παραγόμενου cDNA.  

1ο Βιμα: Σφνκεςθ του cDNA κλϊνου  

Για τθ μετατροπι του ολικοφ RNA ςε cDNA προκειμζνου να ενιςχυκεί ςτθ ςυνζχεια με 

απλι Τ-PCR χρθςιμοποίθκθκε το Prime 1st Strand cDNA Synthesis Kit (Takara). Θ 

αντίςτροφθ μεταγραφάςθ που χρθςιμοποιικθκε απομονϊνεται από τον Moloney Murine 

Leukemia Virus (MMLV) και μπορεί να ςυνκζςει cDNA μικουσ μζχρι και 12000 βάςεων.  

1. Ετοιμάηουμε ςε ζνα μικρό eppendorf τα εξισ: 

Αντιδραςτιρια Πγκοσ 

Oligo dT Primer (50 µM)* 1.0 µl 

dNTP Mixture (10 mM each) 1.0 µl 

Template RNA Ολικό RNA : < 5 µg* 

RNase free dH2O μζχρι 10 µl 

 

2. Το μίγμα κερμαίνεται ςτουσ 65οC για 5 min ϊςτε να αποδιαταχκοφν οι 

δευτεροταγείσ δομζσ του RNA και να γίνει θ πρόςδεςθ των εκκινθτϊν ςτο ςτόχο και ςτθ 

ςυνζχεια τοποκετείται κατευκείαν ςτον πάγο 

3. Στθ ςυνζχεια προςτίκενται τα παρακάτω αντιδραςτιρια, μζχρι τον τελικό όγκο που 

είναι 20 μl και ξεκινά θ μετατροπι του ολικοφ RNA ςε cDNA ςτουσ 42 οC για 60 min. 

Αντιδραςτιρια Πγκοσ 

Template RNA Primer Mixture μζχρι 10.0μl 

5Χ PrimeScript™ Buffer 4 µl (1Χ) 

RNase Inhibitor (40 U/µl) 0.5 µl (20 units) 

PrimeScript™ RTase (200 U/µl) 0.5 µl (200 units) 

RNase free dH2O μζχρι 20.0 µl 

 

4. Τερματίηουμε τθν αντίδραςθ ςτουσ 70 οC για 15 min και τοποκετοφμε το eppendorf 

ςτον πάγο. 
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2o Βιμα: Real Time PCR 

Κατά τθν Real Time PCR, πραγματοποιείται θ μζτρθςθ τθσ ποςότθτασ του προϊόντοσ 

κακ’ όλθ τθ διάρκεια τθσ αντίδραςθσ, μζςω τθσ παρακολοφκθςθσ και καταγραφισ τθσ 

αφξθςθσ του φκοριςμοφ μιασ ςυγκεκριμζνθσ φκορίηουςασ ουςίασ. Ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενθ ουςία αποτελεί θ SYBR green θ οποία διεγείρεται με ακτινοβολία 

μικουσ κφματοσ 497nm και εκπζμπει ςτα 520nm. Το μεγαλφτερο πλεονζκτθμα τθσ SYBR 

green είναι θ δυνατότθτα χριςθσ τθσ με οποιοδιποτε ηευγάρι εκκινθτϊν, για τθν ενίςχυςθ 

οποιαςδιποτε αλλθλουχίασ – ςτόχο, ενϊ ςθμαντικό μειονζκτθμά τθσ είναι ότι προςδζνεται 

ςε όλα τα δίκλωνα μόρια DNA που ςυντίκενται κατά τθν αντίδραςθ ενίςχυςθσ, ςτα οποία 

ςυμπεριλαμβάνονται τα πικανά διμερι των εκκινθτϊν κακϊσ και μθ ειδικά προϊόντα που 

ενδζχεται να προκφψουν. Ωςτόςο ο ςωςτόσ ςχεδιαςμόσ ειδικϊν εκκινθτϊν κακϊσ και θ 

βελτιςτοποίθςθ των ςυνκθκϊν τθσ αντίδραςθσ, μποροφν να ςυμβάλλουν ςτθν αποτροπι 

δθμιουργίασ διμερϊν των εκκινθτϊν. Θ ζνταςθ φκοριςμοφ μετράται ςε κάκε κφκλο τθσ 

PCR, με αποτζλεςμα να προκφπτει μία καμπφλθ ενίςχυςθσ (amplification plot), γεγονόσ που 

επιτρζπει τθν παρακολοφκθςθ ολόκλθρθσ τθσ διαδικαςίασ τθσ αντίδραςθσ. Θ αφξθςθ του 

ςιματοσ φκοριςμοφ είναι ανάλογθ του ςυντικζμενου προϊόντοσ και ςχετίηεται άμεςα με 

τθν ποςότθτα του αρχικοφ υποςτρϊματοσ. Θ καμπφλθ ενίςχυςθσ διακρίνεται ςε τρεισ 

φάςεισ: τθν εκκετικι, τθ γραμμικι και τθ φάςθ κορεςμοφ. Κατά τθν εκκετικι φάςθ 

(exponential phase), ςε κάκε κφκλο τθσ αντίδραςθσ πραγματοποιείται διπλαςιαςμόσ του 

προϊόντοσ, κακϊσ όλα τα απαραίτθτα για τθν αντίδραςθ ςυςτατικά βρίςκονται ςε 

περίςςεια (100% αποδοτικότθτα). Στθ ςυνζχεια επζρχεται θ γραμμικι φάςθ κατά τθν οποία 

οριςμζνα από τα αντιδραςτιρια αρχίηουν να εξαντλοφνται, ενϊ παράλλθλα 

ςυςςωρεφονται, ςταδιακά και αναςτολείσ τθσ αντίδραςθσ, Στθ ςυγκεκριμζνθ φάςθ, θ 

αντίδραςθ τθσ ενίςχυςθσ επιβραδφνεται, κακϊσ μειϊνεται θ αποδοτικότθτά τθσ και τελικά 

ςταματάει εντελϊσ, οπότε θ καμπφλθ φκοριςμοφ φτάνει ςε ςθμείο κορεςμοφ (plateau).  

Στθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία θ μελζτθ των επιπζδων ζκφραςθσ πραγματοποιικθκε με 

τθν ποςοτικι PCR ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ “KAPATM SYBR® FAST qPCR Kit – Master 

Mix (2X) Universal”. Στισ αντιδράςεισ χρθςιμοποιικθκε ωσ χρωςτικι αναφοράσ θ ROX και 

ωσ εςωτερικό control για τθν κανονικοποίθςθ του ςιματοσ των ειδικϊν προϊόντων, το 

ιδιοςυςτατικό γονίδιο τθσ β-ακτίνθσ και του 18S rRNA. Ωσ υπόςτρωμα χρθςιμοποιικθκε 

cDNA, από ολικό RNA απομονωμζνο από τα εξεταηόμενα δείγματα. Οι ποςότθτεσ των 
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επιμζρουσ αντιδραςτθρίων των αντιδράςεων και οι ςυνκικεσ αυτϊν παρουςιάηονται ςτουσ 

Ρίνακασ 2.3 και Ρίνακασ 2.4 αντίςτοιχα. 

 

Ρίνακασ 2.3 Συςτατικά αντίδραςθσ RT-PCR. 

 

Ρίνακασ 2.4 Συνκικεσ αντίδραςθσ qPCR για τθν ενίςχυςθ των επιλεγμζνων παραγόντων. 

 

 

 

 

 

 

 

 Final concentration 20 µl rxn 

KAPA SYBR® FAST qPCR 

Master Mix (2X) Universal 
1X 10.0μl 

Forward Primer (10 µM) 200nM 0.4μl 

Reverse Primer (10 µM) 200nM 0.4μl 

Template DNA (<20 ng/20 µl rxn) Variable 

ROX Low 50nM 0.4μl 

PCR grade water  up to 20 µl  

Βιματα qPCR  Συνκικεσ αντίδραςθσ 

Αποδιάταξθ  

(Denaturtion, Hot Start) 
95οC, 3min (1 κφκλοσ) 

Ενίςχυςθ  

(Amplification) 

95οC, 3sec                                 

60οC, 30sec 

72οC, 11sec 

(40 κφκλοι) 

Διάςταςθ  

(Dissociation) 

95οC, 1min                                 

55οC μζχρι 95οC 
(1 κφκλοσ) 
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Θλεκτροδιάτρθςθ δεκτικϊν κυττάρων DH5a (E.coli) με πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1 

1. Ξεπαγϊνουμε το κρεπτικό (SOB) και ςτεγνϊνουμε το επιςτρωμζνο, με LB-άγαρ και 

αμπικιλλίνθ, τρυβλίο ςτουσ 37οC. 

2. Τοποκετοφμε τθν ειδικι κυψελίδα τθσ ςυςκευισ θλεκτροδιάτρθςθσ (electroporator) 

ςτον πάγο. 

3. Σε 990μl SOB προςκζτουμε 10μl 2Μ γλυκόηθσ για τθ δθμιουργία του διαλφματοσ 

SOC. 

4. Ξεπαγϊνουμε τα θλεκτροδεκτικά βακτθριακά κφτταρα από τουσ -80οC. 

5. Ρροςκζτουμε 1μl πλαςμιδίου επιλογισ μασ ςε 40μl δεκτικϊν κυττάρων DH5a. 

6. Ανακατεφουμε με τθν πιπζττα και τοποκετοφμε όλθ τθν ποςότθτα ςτθν κυψελίδα, 

τθν οποία και εφαρμόηουμε ςτθ ςυςκευι. 

7. Για τθν εκδιλωςθ του φαινομζνου τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ, υπάρχει ζνα κατϊφλι τθσ 

τάςθσ του θλεκτρικοφ ρεφματοσ, που διαπερνά τθ μεμβράνθ και κυμαίνεται από 0,5-1 V 

κατά τθ διάρκεια ενόσ παλμοφ (περίπου 4ms). 

8. Αμζςωσ μετά τθν εφαρμογι του παλμοφ, προςκζτουμε ςτα κφτταρα 200μl 

διαλφματοσ SOC. 

9. Επιςτρϊνουμε 50μl ςτο τρυβλίο και αφινουμε να αναπτυχκοφν αποικίεσ Ο/Ν, 37οC. 

10. 12-14h μετά, ενοφκαλμίηεται μία αποικία που επιλζγουμε ςε 5ml LB broth που 

περιζχει αμπικιλλίνθ. Ακολουκεί επϊαςθ των καλλιεργειϊν για 12-14h ςτουσ 37oC υπό 

ανάδευςθ (210 rpm). 

Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA ςε μικρι κλίμακα (mini  preparation) 

Τα βακτθριακά κφτταρα DH5a ςτα οποία ειςάγαμε τον πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1 

ενοφκαλμίηονται ςε 5ml LB broth που περιζχει το κατάλλθλο αντιβιοτικό (αμπικιλλίνθ). 

Ακολουκεί επϊαςθ των καλλιεργειϊν για 12-14h ςτουσ 37oC υπό ανάδευςθ (210 rpm).  Θ 

ακόλουκθ διαδικαςία πραγματοποιείται με βάςθ το πρωτόκολλο απομόνωςθσ 

πλαςμιδιακοφ DNA από κφτταρα E. coli, NucleoSpin Plasmid QuickPure. Το παραχκζν 
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πλαςμίδιο κα χρθςιμοποιθκεί για τθn διαμόλυνςθ κυτταρικϊν ςειρϊν με το πρωτόκολλο 

τθσ Xfect. 

Διαμόλυνςθ κυττάρων κθλαςτικϊν με X-fect 

Θ διαμόλυνςθ κυττάρων πραγματοποιικθκε βάςει του πρωτοκόλλου Xfect 

Transfection Reagent τθσ Clontech. 

1. Αρχικά μια μζρα πριν τθ διαμόλυνςθ  ςε κάκε  T25 φλάςκα τοποκετοφμε κφτταρα ςε 

πλθρότθτα 40-50%. 

2. Για κάκε φλάςκα ετοιμάηονται δφο διαλφματα: 

Σωλθνάκι 1 (πλαςμιδιακό DNA) Σωλθνάκι 2 (Ρολυμερζσ) 

__μl (10 μg)  Ρλαςμιδιακό DNA 3 μl Xfect Polymer 

__μl Xfect Reaction Buffer 197 μl Xfect Reaction Buffer 

200 μl Τελικόσ όγκοσ 200 μl Τελικόσ όγκοσ 

 

3. Ανακινοφμε καλά το κάκε ςωλθνάκι. 

4. Για τθν παραςκευι του διαλφματοσ διαμόλυνςθσ (transfection mix) αναμιγνφουμε 

το ςωλθνάκι 1 με το ςωλθνάκι 2 και ανακινοφμε για 10 sec. 

5. Tα αφινουμε να επωαςτοφν για 10 min ςε κερμοκραςία δωματίου 

6. Ραράλλθλα απομακρφνουμε από κάκε φλάςκα το κρεπτικό υλικό με αναρρόφθςθ 

και ξεπλζνουμε τα κφτταρα με κρφο και αποςτειρωμζνο PBS 1Χ δφο φορζσ. Ρριν τθν 

προςκικθ του transfection mix προςκζτουμε 2ml κρεπτικοφ υλικοφ χωρίσ αντιβιοτικά-

αντιμυκοτικά και χωρίσ ορό (FBS) ςε κάκε φλάςκα. 

7. Μετά το πζρασ του χρόνου επϊαςθσ του transfection mix, μοιράηουμε 400 μl ςτα 

κφτταρα που προορίηονται για διαμόλυνςθ και αφινουμε τθ φλάςκα  να επωαςτεί ςτουσ 

37oC. 
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8. Μετά από 12h απομακρφνουμε το κρεπτικό υλικό από τα διαμολυςμζνα κφτταρα 

και το αντικακιςτοφμε με RPMI 1640 10% FBS, 1% Antibiotic-Antimycotic το οποίο περιζχει 

επιπλζον και το αντιβιοτικό επιλογισ (ςτθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε 

πουρομυκίνθ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1-10μg/ml κρεπτικοφ υλικοφ. Ρραγματοποιιςαμε 

τζςτ ανκεκτικότθτασ των NCI-H520 ςτθν πουρομυκίνθ και θ βζλτιςτθ ςυγκζντρωςθ, ςτθν 

οποία απεβίωςε το 100% των κυττάρων που δεν φζρουν πλαςμίδιο ανκεκτικότθτασ ςε 48h 

μετά τθν αρχικι ζκκεςθ, είναι 5μg/ml). 

9. Μετά από 72h ςυλλζγουμε τα κφτταρα. 

cDNA Μικροςυςτοιχίεσ (Microarrays) 

Τα πειράματα των μικροςυςτοιχιϊν ζγιναν από τθ NIMGenetics, ςτθ Μαδρίτθ τθσ 

Ιςπανίασ.  Επιλεγμζνεσ αποαδενυλάςεσ αποςιωπικθκαν με shRNAs ςε κφτταρα NCI-H520 

(προζλευςθσ καρκίνου του πνεφμονα) και HEp2 (απλι καρκινικι ςειρά). Απομονϊκθκε 

ολικό RNA από δείγματα κυττάρων, με βάςθ το πρωτόκολλο RNeasy kit (Qiagen Inc., 

Valencia, CA) και ζγινε ανάλυςθ τθσ ζκφραςθσ με μικροςυςτοιχίεσ ςε επίπεδο ολόκλθρου 

του γονιδιϊματοσ (full-genome analysis). Τα δείγματα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα εξισ:  

1. Κφτταρα τα οποία διαμολφνκθκαν με τον πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1 που φζρει 

αλλθλουχίεσ shRNA ζναντι των αποαδενυλαςϊν CNOT6, CNOT6L και CNOT7, CNOT8, NOC 

και PARN. 

2. Κφτταρα φυςικοφ τφπου (WΤ). 

3. Κφτταρα τα οποία διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1 που δεν φζρει 

αλλθλουχία shRNA (MV). 

4. Κφτταρα τα οποία διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα pLKO.1 που φζρει μία 

αλλθλουχία shRNA θ οποία δεν ςτοχεφει κανζνα mRNA εντόσ του κυττάρου (MSΘ). 

Τα δείγματα 2, 3 και 4 χρθςιμοποιικθκαν ωσ μάρτυρεσ (control). Τα δείγματα RNA 

ςτα οποία ζγινε ανάλυςθ του προφίλ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ, υβριδίςτθκαν ςε 

μικροςυςτοιχία ολιγονουκλεοτιδίων-Whole Human Genome Agilent 4X44K oligonucleotide 

Microarray (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA). Θ απομόνωςθ, ο κακαριςμόσ, θ 

ενίςχυςθ, θ ςιμανςθ και ο υβριδιςμόσ ςτθν πλατφόρμα (Agilent 44K Human Whole 

Genome microarrays) των δειγμάτων RNA, κακϊσ και θ ςάρωςθ των αρχείων εικόνασ, 
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πραγματοποιικθκαν ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. Θ κανονικοποίθςθ των 

δεδομζνων ζγινε μζςω του προγράμματοσ Feature Extraction (v. 10.7.3.1). Τα δεδομζνα 

των μικροςυςτοιχιϊν κατατζκθκαν ςτθν βάςθ δεδομζνων Gene Expression Omnibus 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, accession numbers GSE67536 και GSE67598). 

Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ (functional enrichment analysis) 

Για να ταυτοποιιςουμε τισ διεργαςίεσ όπου εμπλζκονται τα αυξορρυκμιςμζνα 

μετάγραφα, πραγματοποιιςαμε μια ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ (functional 

enrichment analysis) των ςυγκεκριμζνων μεταγράφων. Αρχικά ζγινε ανάλυςθ  τθσ 

μεταβολισ των επιπζδων ζκφραςθσ (fold-change analysis), προκειμζνου να ταυτοποιθκοφν 

τα γονίδια τα οποία εκφράηονται διαφορικά ςτισ δφο ομάδεσ ςφγκριςθσ (κάκε δείγμα 

ςυγκρίκθκε με τα mock κφτταρα (MS), ζτςι ϊςτε να αποκλείονται οι μεταβολζσ που 

οφείλονται ςτθν επαγωγι του μθχανιςμοφ RNAi). Μόνο τα γονίδια που παρουςιάηουν τιμζσ 

> 2-fold change, κεωροφνται ότι μεταβάλλονται ςθμαντικά. Τα μετάγραφα των οποίων θ 

ζκφραςθ αυξάνεται ζπειτα από αποςιϊπθςθ των αποαδενυλαςϊν, χρθςιμοποιικθκαν για 

να προβλεφκοφν τυχόν μονοπάτια ι ομάδεσ γονιδίων (gene ontologies, GO) που 

επθρεάηονται. Θ ανάλυςθ GO πραγματοποιικθκε με τo πρόγραμμα GeneMANIA 

[www.genemania.org (Warde-Farley et al. 2010)] για τα μετάγραφα που επθρεάηονται από 

τισ αποαδενυλάςεσ PARN και NOC τον Απρίλιο του 2015 και το Consensus Pathway DB-

human [http://consensuspathdb.org/) (Kamburov et al. 2009; Kamburov et al. 2013)] για τα 

μετάγραφα που επθρεάηονται από τισ αποαδενυλάςεσ CNOT6, CNOT6L, CNOT7 και CNOT8 

τον Οκτϊβριο  του ίδιου ζτουσ. Για τθν απεικόνιςθ με διαγράμματα Venn 

χρθςιμοποιικθκαν τα προγράμματα Excel (MS Office), Venny 

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny) και Venn Diagrams 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 

Υπολογιςτικι μεταγραφομικι ανάλυςθ (Computational transcriptomic analysis) 

Το μεταγράφομα (transcriptome) είναι το ςφνολο όλων των μορίων αγγελιαφόρου 

RNA (mRNA) ςε ζνα κφτταρο ι ζναν πλθκυςμό κυττάρων. Σε αντίκεςθ με το γονιδίωμα 

(genome), το οποίο είναι κατά προςζγγιςθ ςτακερό για μια δεδομζνθ κυτταρικι ςειρά, το 

ςφνολο των μεταγράφων του κυττάρου (μεταγράφομα) μπορεί να ποικίλει με τισ 
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εξωτερικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ. Επίςθσ, το μεταγράφομα αντανακλά τα γονίδια που 

εκφράηονται ενεργά ςε κάκε δεδομζνθ ςτιγμι. Θ μελζτθ τθσ μεταγραφομικισ 

(transcriptomics) εξετάηει το επίπεδο ζκφραςθσ των mRNAs ςε ζνα δεδομζνο κυτταρικό 

πλθκυςμό, ςυχνά χρθςιμοποιϊντασ τεχνικζσ υψθλισ απόδοςθσ με βάςθ τθν τεχνολογία 

μικροςυςτοιχιϊν DNA (microarrays). Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν τα δεδομζνα 

γονιδιακισ ζκφραςθσ από μια μελζτθ καρκίνου του πνεφμονα που ιταν κατατεκειμζνθ ςτθ 

βάςθ δεδομζνων Gene Expression Omnibus [www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, accession number 

GSE19188 (Hou et al. 2010)+, όπου θ ςτατιςτικι ανάλυςθ ζγινε με τθ διαδυκτιακι 

πλατφόρμα Oncomine (www.oncomine.org), με ςκοπό να ερευνιςουμε τα επίπεδα 

ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν. Θ επιλογι τθσ ςυγκεκριμζνθσ μελζτθσ ζγινε κακϊσ ιταν θ 

μοναδικι που περιλάμβανε δείγματα από 27 αςκενείσ με μθ-μικροκυτταρικό καρκίνο 

πνεφμονα (SCC) και 65 υγιι άτομα. Αναλφςαμε τα δεδομζνα για τισ PARN, NOC, PAN2, 

CNOT6, CNOT6L,CNOT7, CNOT8, ANGEL1 and ANGEL2 με ςκοπό να διαπιςτϊςουμε αν θ 

ζκφραςι τουσ διαφοροποιείται ςτον SCC ςε ςχζςθ με τα μθ-πακολογικά δείγματα. Θ 

ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν λαμβάνεται πωσ είναι διαφορετικι όταν θ αλλαγι τθσ 

ζκφραςθσ ςτα δείγματα από τον SCC είναι ςτατιςτικά ςθμαντικι (p < 0.05). Τα 

αποτελζςματα αναλφκθκαν με το πρόγραμμα GraphPad Prism 4.0 for Mac (GraphPad 

Software, San Diego, USA). Θ ανάλυςθ πραγματοποιικθκε τον Ιοφλιο του 2013. 

Συςχζτιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ με κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά  

Για τθν ςυςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν με τα κλινικοπακολογικά 

χαρακτθριςτικά και τθν πρόγνωςθ των αςκενϊν (καμπφλεσ επιβίωςθσ) χρθςιμοποιικθκε το 

πρόγραμμα GraphPad Prism 4.0 for Mac (GraphPad Software, San Diego, USA). Τα δείγματα 

μοιράςτθκαν ςε δυο ομάδεσ, όπου θ ζκφραςθ τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ είναι αυξθμζνθ ι 

μειωμζνθ ςτα πακολογικά δείγματα ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα φυςιολογικά και 

ακολοφκθςε θ επικυμθτι ςτατιςτικι ανάλυςθ. Τα δείγματα που δεν παρουςίαηαν 

ςτατιςτικά ςθμαντικι μεταβολι δεν ςυμπεριλιφκθκαν ςτθν ανάλυςθ. 
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Υπολογιςτικι μεταγραφομικι ανάλυςθ (Computational trascriptomic 

analysis) τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα του 

πνεφμονα  

Σκοπόσ τθσ Διατριβισ είναι θ μελζτθ των αποαδενυλαςϊν ςε αςκζνειεσ του 

πνεφμονα. Από τισ διάφορεσ αςκζνειεσ επιλζξαμε τον καρκίνο του πνεφμονα, κακϊσ ςε 

διάφορουσ καρκίνουσ παρατθροφνται αρκετοί παράγοντεσ με αλλαγι των επιπζδων 

ζκφραςισ τουσ. Εςτιάςαμε ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα (squamous cell lung cancer, SCC), 

κακϊσ μαηί με το αδενοκαρκίνωμα αποτελοφν το 80% των περιπτϊςεων του μθ-

μικροκυτταρικοφ καρκίνου, που με τθ ςειρά του αποτελεί το 80% των περιπτϊςεων του 

καρκίνου του πνεφμονα παγκοςμίωσ (Perez-Moreno et al. 2012; Petersen 2011). Αρχικά, 

επιχειριςαμε να εκτιμιςουμε με υπολογιςτικι μεταγραφομικι ανάλυςθ το προφίλ 

ζκφραςθσ όλων των γνωςτϊν αποαδενυλαςϊν ςτο SCC ςυγκρινόμενο με μθ-πακολογικά 

δείγματα. Επομζνωσ, χρθςιμοποιιςαμε δεδομζνα μικροςυςτοχιϊν που ανακτικθκαν από 

μια μελζτθ ςτθ βάςθ δεδομζνων Oncomine Research Premium Edition Cancer Microarray 

database (www.oncomine.org) και υπολογίςαμε τθ μεταβολι (fold-change, FC) τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ μεταξφ πακολογικϊν και μθ δειγμάτων (Hou et al. 2010). 

Ραρατθριςαμε πωσ θ ζκφραςθ τθσ PARN (p = 0,033) και τθσ Nocturnin (NOC, p = 0,048) 

ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικά αυξθμζνεσ ςε ςφγκριςθ με μθ-πακολογικά δείγματα. Αντικζτωσ, 

θ ζκφραςθ των CNOT6L (p = 0,0012), CNOT8 (p < 0,0001) και PAN2 (p = 0,0006) ιταν 

ςτατιςτικά ςθμαντικά μειωμζνεσ ςτο SCC. Θ ζκφραςθ των CNOT6 (p = 0,076), CNOT7 (p = 

0,06), ANGEL1 (p = 0,26) και ANGEL2 (p = 0,13) δεν παρουςιάηει ςτατιςτικά ςθμαντικι 

μεταβολι μεταξφ των δυο ομάδων (Εικόνα 3.1) (Maragozidis et al. 2015). 

Εικόνα 3.1 Βιοπλθροφορικι ανάλυςθ τθσ ζκφραςθσ των  αποαδενυλαςϊν ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα 

πνεφμονα (SCC). Τα δεδομζνα των μικροςυςτοιχιϊν ανακτικθκαν από τθν βάςθ δεδομζνων Oncomine. Θ 

PARN (p = 0,033) και θ NOC (p = 0,048) υπερεκφράηονται, ενϊ θ CNOT6L (p = 0,0012), θ CNOT8 (p < 0,0001) 

και θ PAN2 (p= 0,0006) υποεκφράηονται. Θ ζκφραςθ τθσ CNOT6 (p = 0,076), τθσ CNOT7 (p = 0,06), τθσ ANGEL1 

(p = 0,26) και τθσ ANGEL2 (p = 0,13) δεν παρουςιάηουν ςτατιςτικά ςθμαντικι μεταβολι ςτο SCC. (Maragozidis 

et al. 2015) 
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Ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν ςε δείγματα αςκενϊν με SCC  

Θ υπολογιςτικι μεταγραφομικι ανάλυςθ μασ ϊκθςε να εξετάςουμε τθν ζκφραςθ των 

αποαδενυλαςϊν με μεγαλφτερθ ακρίβεια ςε δείγματα αςκενϊν με SCC. 

Ρραγματοποιιςαμε ςυγκριτικι ποςοτικοποίθςθ (comparative quantification) ςε δείγματα 

25 αςκενϊν με SCC με τα αντίςτοιχα μθ-πακολογικά δείγματα των ίδιων αςκενϊν και 

αναλφςαμε τα επίπεδα ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν από τισ δυο υπεροικογζνειεσ, DEDD 

και EEP. Από τισ υπό εξζταςθ αποαδενυλάςεσ, θ PARN και θ CNOT7 (που ανικουν ςτισ 

DEDD νουκλεάςεσ), και θ NOC και θ CNOT6 (που ανικουν ςτισ EEP νουκλεάςεσ), 

παρουςίαςαν τισ πιο ςθμαντικζσ μεταβολζσ. Οι PAN2 και CNOT8 δεν ιταν ςε ανιχνεφςιμα 

επίπεδα και δεν εξετάςτθκαν περαιτζρω. Ππωσ παρατθρείται ςτθν Εικόνα 3.2, τα επίπεδα 

mRNA τθσ PARN ιταν αυξθμζνα ςε 13 δείγματα SCC (52%, log2 FC > 0), ενϊ ςε 10 δείγματα 

θ ζκφραςθ ιταν μειωμζνθ (40%, log2 FC < 0). Σε δυο δείγματα θ ζκφραςθ τθσ PARN ιταν 

ίδια μεταξφ του πακολογικοφ και του παρακείμενου φυςιολογικοφ δείγματοσ (8%, log2 FC = 

0). Τα επίπεδα τθσ CNOT6 ιταν αυξθμζνα ςε 12 πακολογικά δείγματα (48%) και ιταν 

μειωμζνα ςε 13 (52%). Θ NOC βρζκθκε υπερεκφραςμζνθ ςε 14 δείγματα (56%), 

υποεκφραςμζνθ ςε 8 δείγματα (32%) και 3 δείγματα (12%) ζδειξαν ςτακερι ζκφραςθ. Θ 

CNOT7 ιταν υπερεκφραςμζνθ ςε 12 (48%) και υποεκφραςμζνθ ςε 12 δείγματα (48%), ενϊ 

ιταν αμετάβλθτθ ςε ζνα δείγμα (4%) (Maragozidis et al. 2015).  

Συςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν με κλινικοπακολογικά 

χαρακτθριςτικά 

Για να ςυςχετίςουμε τα προθγοφμενα αποτελζςματα με κλινικοπακολογικά 

χαρακτθριςτικά, χωρίςαμε τα δείγματα ςε δυο ομάδεσ, όπου θ ζκφραςθ τθσ κάκε 

αποαδενυλάςθσ είναι αυξθμζνθ ι μειωμζνθ ςτα πακολογικά δείγματα ςε ςχζςθ με τα 

αντίςτοιχα μθ-πακολογικά. Τα δείγματα που δεν παρουςίαηαν ςτατιςτικά ςθμαντικι 

μεταβολι δεν μελετικθκαν περαιτζρω (2 δείγματα για τθν PARN, 1 για τθν CNOT7 και 3 για 

τθν ζκφραςθ τθσ NOC). Ραρόμοια  προςζγγιςθ ζχει χρθςιμοποιθκεί ςτο παρελκόν για τθν 

ταυτοποίθςθ των γονιδίων που ςχετίηονται με το μεταβολιςμό του RNA, όπου οι αςκενείσ 

χωρίςτθκαν ςφμφωνα με υψθλά και χαμθλά επίπεδα ζκφραςθσ του mRNA (Valles et al. 

2012). 
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Τα κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά που εξετάςαμε ιταν θ θλικία των αςκενϊν 

(κάτω ι άνω των 65 ετϊν), το μζγεκοσ του όγκου (T1-2 ζναντι T3-4), θ μετάςταςθ ςτουσ 

λεμφαδζνεσ (N0-1 ζναντι N2-3) και θ μετάςταςθ ςε άλλα όργανα  (M0 ζναντι M1). Στον 

Ρίνακασ 3.1 ςυνοψίηονται τα αποτελζςματα, ςτα οποία παρατθροφμε πωσ θ PARN και θ 

CNOT6 ςχετίηονται με οριςμζνα από τα χαρακτθριςτικά. Ριο ςυγκεκριμζνα, παρατθρείται 

πωσ θ PARN υπερεκφράηεται ςε 8 από τα 9 πακολογικά δείγματα (88,8%, p = 0,03) τα οποία 

προζρχονται από αςκενείσ κάτω των 65 ετϊν. Θ ζκφραςθ τθσ CNOT6 είναι αυξθμζνθ ςε 11 

δείγματα που δεν παρουςιάηουν μετάςταςθ (78,6 %), ενϊ υποεκφράηεται ςε 10 δείγματα 

που εμφανίηουν μεταςτάςεισ (91%, p = 0,075). Αυτι θ παρατιρθςθ υπαινίςςεται πωσ θ 

μειωμζνθ ζκφραςθ τθσ CNOT6 μπορεί να ςχετίηεται με μεταςτάςεισ. Αντίκετα, δεν 

παρατθρικθκε κάποια ςτατιςτικά ςθμαντικι ςυςχζτιςθ μεταξφ τθσ ζκφραςθσ των CNOT7 

και  NOC με τα εξεταηόμενα κλινικά χαρακτθριςτικά (Maragozidis et al. 2015).   

Εικόνα 3.2 Συγκριτικι ποςοτικοποίθςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα 

πνεφμονα (SCC). Τα επίπεδα mRNA των PARN (ρόμβοσ), CNOT6 (τετράγωνο), CNOT7 (τρίγωνο) και NOC 

(κφκλοσ) μετρικθκαν με Real-Time PCR ςε κυτταρικά εκχυλίςματα SCC και εκφράηονται ωσ μεταβολζσ ςε 

ςχζςθ με τον παρακείμενο φυςιολογικό ιςτό (log2 fold-change). Θ ζκφραςθ των μθ-πακολογικϊν δειγμάτων 

κακορίςτθκε ωσ 0. *p < 0,05. (Maragozidis et al. 2015) 
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Ρίνακασ 3.1 Συςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των PARN, CNOT6, CNOT7 και NOC με κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά ςτο SCC. 

Χαρακτθριςτικά   

Αρικμόσ 

αςκενϊν 

PARN CNOT6 CNOT7 NOC 

Higha (%) p High (%) p High (%) p High (%) p 

Θλικία           

≤ 65 9 8 (88,8) * 7 (77,8)  5 (55,5)  5 (55,5)  

≥ 65 16 7 (43,8)  6 (37.5)  10 (62,5)  12 (75,0)  

Καπνιςτικι ςυνικεια          

Καπνιςτζσ 21 11 (52,4)  12 (57,1)  12 (57,1)  14 (66,7)  

Ρρϊθν καπνιςτζσ 4 3 (75,0)  1 (25,0)  3 (75,0)  2 (50,0)  

Μζγεκοσ όγκου          

T1-T2 9 5 (55,5)  7 (77,8)  4 (45,5)  5 (55,5)  

T3-T4 16 9 (56,3)  6 (37,5)  10 (62,5)  12 (75,0)  

Μετάςταςθ λεμφαδζνων          

Αρνθτικι (N0-N1) 6 3 (50)  4 (66,7)  3 (50,0)  4 (66,7)  

Θετικι (N2-N3) 19 11 (57,9)  9 (47,4)  12 (63,1)  13 (68,4)  

Μακρινι μετάςταςθ           

Αρνθτικι (M0) 14 11 (78,6)  11 (78,6)  10 (71,4)  11 (78,6)  

Θετικι (M1) 11 3 (27,3)  1 (9,0) ** 5 (45,5)  4 (36,4)  

* p < 0,05, ** p < 0,01, a δείγματα με αυξθμζνα επίπεδα ζκφραςθσ  

(Maragozidis et al. 2015) 
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Συςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν με τθν πρόγνωςθ 

αςκενϊν με SCC 

Με τον ίδιο τρόπο ςχεδιάςτθκαν οι καμπφλεσ επιβίωςθσ (Kaplan-Meier) για να 

αξιολογιςουμε τθν ςθμαςία τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, CNOT7 

και NOC ςτθν πρόγνωςθ των αςκενϊν με SCC. Από τθν ανάλυςθ προκφπτει ότι οι 

αςκενείσ ςτουσ οποίουσ θ PARN υπερεκφράηεται ςτον πακολογικό ιςτό, θ ςυνολικι 

επιβίωςθ ιταν κατά 7 μινεσ περιςςότερθ από αυτοφσ όπου θ PARN υποεκφράηεται 

(μζςοσ όροσ 13,8 μινεσ ζναντι 6,8 μινεσ, p = 0,0011). Για τουσ αςκενείσ ςτουσ οποίουσ 

θ NOC υπερεκφράηεται ςτον πακολογικό ιςτό θ ςυνολικι επιβίωςθ αυξικθκε κατά 7,9 

μινεσ ςε ςχζςθ με αυτοφσ όπου θ NOC υποεκφράηεται (μζςοσ όροσ 13,8 μινεσ ζναντι 

5,9 μινεσ, p = 0,003). Δεν παρατθρικθκε κάποια ςτατιςτικά ςθμαντικι διαφορά για 

τουσ αςκενείσ ςτουσ οποίουσ υπερεκφράηεται θ CNOT6 (μζςοσ όροσ 11,0 μινεσ ζναντι 

9,3 μινεσ, p = 0,27) ι θ CNOT7 (μζςοσ όροσ 11,3 μινεσ ζναντι 8,9 μινεσ, p = 0,0898). 

Εικόνα 3.3 Συςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν PARN και NOC με τθν πρόγνωςθ των αςκενϊν. 

Τα δείγματα χωρίςτθκαν ςε δυο ομάδεσ, όπου θ ζκφραςθ τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ είναι αυξθμζνθ ι 

μειωμζνθ ςτα πακολογικά δείγματα ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα φυςιολογικά. Από τθν ανάλυςθ με 

καμπφλεσ επιβίωςθσ Kaplan Meier προκφπτει ότι οι αςκενείσ ςτουσ οποίουσ θ PARN υπερεκφράηεται 

ςτον πακολογικό ιςτό θ ςυνολικι επιβίωςθ ιταν κατά 7 μινεσ περιςςότερο (p = 0,0011). Για τουσ 

αςκενείσ ςτουσ οποίουσ θ NOC υπερεκφράηεται ςτον πακολογικό ιςτό θ ςυνολικι επιβίωςθ αυξικθκε 

κατά 7,9 μινεσ ςε ςχζςθ με αυτοφσ όπου θ NOC υποεκφράηεται (p = 0,003). (Maragozidis et al. 2015) 
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Αυτζσ οι παρατθριςεισ υπαινίςςονται πωσ θ αυξθμζνθ ζκφραςθ των PARN και NOC 

μπορεί να ςχετίηεται με τθν αυξθμζνθ επιβίωςθ των αςκενϊν με SCC (Εικόνα 3.3) 

(Maragozidis et al. 2015).  

Μετάγραφα και μονοπάτια που επθρεάηονται από τισ PARN και 

NOC ςτο SCC  

Θ ςυςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν με τα κλινικοπακολογικά 

χαρακτθριςτικά αλλά και τθν πρόγνωςθ των αςκενϊν με SCC, μασ ενκάρρυναν να 

διερευνιςουμε περαιτζρω τον ρόλο των αποαδενυλαςϊν ςτθν ογκογζνεςθ. Για αυτό το 

ςκοπό αποςιωπιςαμε τα επίπεδα ςυγκεκριμζνων αποαδενυλαςϊν διαμολφνοντασ  

κφτταρα NCI-H520 (προζρχονται από SCC) με ειδικά shRNAs και εξετάςαμε τθν 

επίπτωςθ ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ με μικροςυςτοιχίεσ. Αρχικά αποςιωπιςαμε τισ 

αποαδενυλάςεσ PARN και NOC που θ αυξθμζνθ ζκφραςι τουσ ςτα πακολογικά 

δείγματα φζρεται να ςχετίηεται με τθν αυξθμζνθ επιβίωςθ των αςκενϊν με SCC. Θ 

ανάλυςθ με μικροςυςτοιχίεσ ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ PARN αποκάλυψε 322 

μετάγραφα που θ ζκφραςι τουσ αυξάνεται (αυξορρυκμιςμζνα, log2 FC > 2) και 85 

μετάγραφα που θ ζκφραςι τουσ μειϊνεται (μειορρυκμιςμζνα, log2 FC < −2). Στον 

Ρίνακασ 4.1 του Ραραρτιματοσ περιλαμβάνονται τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα· 

233 mRNAs και 89 μετάγραφα που αντιςτοιχοφν ςε ψευδογονίδια, μθ-κωδικά RNAs και 

υποκετικζσ πρωτεΐνεσ που είναι πικανοί ςτόχοι τθσ PARN. Για να ταυτοποιιςουμε τισ 

διεργαςίεσ όπου εμπλζκονται τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα, πραγματοποιιςαμε 

ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ (functional enrichment analysis) των 

ςυγκεκριμζνων μεταγράφων. Χρθςιμοποιιςαμε το πρόγραμμα GeneMANIA 

(www.genemania.org) και πραγματοποιιςαμε μια ανάλυςθ που βαςίηεται ςε 

λειτουργικά ςυνδεδεμζνα δεδομζνα που είναι ενςωματωμζνα ςτο πρόγραμμα (Warde-

Farley et al. 2010). Θ ανάλυςθ αποκάλυψε τον εμπλουτιςμό 36 γονιδιακϊν οντολογιϊν 

(Gene Ontologies, GOs), οι οποίεσ προβλζπεται πωσ επθρεάηουν βιολογικζσ αντιδράςεισ 

ωσ αποτζλεςμα τθσ αποςιϊπθςθσ τθσ PARN (Ρίνακασ 4.2 Ραραρτιματοσ). Αρκετζσ από 

τισ προβλεπόμενεσ GOs ςχετίηονται με διεργαςίεσ κυτταρικισ διαςφνδεςθσ και 

προςκόλλθςθσ (cell-cell junction and adhesion), ςυγκρότθςθσ και οργάνωςθσ ςυνάψεων 

(synapse assembly and organization), και διάφορεσ διεργαςίεσ ςχετιηόμενεσ με μφεσ  
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(muscle-related processes). Αφετζρου, θ αποςιϊπθςθ τθσ NOC οδιγθςε ςτθν 

αυξορρφκμιςθ 307 και τθν μειορρφκμιςθ 165 μεταγράφων. Στον Ρίνακασ 4.3 του 

Ραραρτιματοσ περιλαμβάνονται τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα· 212 mRNAs και 95 

μετάγραφα που αντιςτοιχοφν ςε ψευδογονίδια, μθ-κωδικά RNAs και υποκετικζσ 

πρωτεΐνεσ, που είναι πικανοί ςτόχοι τθσ NOC. Το GeneMANIA προζβλεψε τον 

εμπλουτιςμό 118 GOs από αυτά τα μετάγραφα, όπου οι περιςςότερεσ GOs ςχετίηονται 

με διεργαςίεσ που ςχετίηονται με τον μεταβολιςμό και τον κιρκάδιο ρυκμό (Ρίνακασ 4.4 

Ραραρτιματοσ). 

Για να ελζγξουμε αν τα ςυγκεκριμζνα αποτελζςματα είναι ειδικά για το SCC, 

ακολουκικθκε θ ίδια διαδικαςία και ςε μια άλλθ καρκινικι κυτταρικι ςειρά, τα HEp2. 

Θ ςυγκεκριμζνθ κυτταρικι ςειρά ζχει χρθςιμοποιθκεί για αυτό το ςκοπό ςε 

παλαιότερεσ μελζτεσ που ζγιναν πάνω ςτον καρκίνο του πνεφμονα (Goel et al. 2007; 

Kobayashi et al. 2004). Στα ςυγκεκριμζνα κφτταρα, θ αποςιϊπθςθ τθσ PARN οδιγθςε 

ςτθν αυξορρφκμιςθ 203 μεταγράφων, ενϊ μόλισ 4 μετάγραφα ιταν κοινά και ςτισ δυο 

κυτταρικζσ ςειρζσ (Εικόνα 3.4A και Ρίνακασ 4.5 Ραραρτιματοσ). Στον Ρίνακασ 4.6 του 

Ραραρτιματοσ ςυνοψίηονται οι 20 εμπλουτιςμζνεσ GOs, όπωσ προβλζφκθκαν από το 

GeneMANIA, όπου αρκετζσ από αυτζσ ςχετίηονται με το μεταβολιςμό νουκλεοτιδίων 

και ςθματοδοτικά μονοπάτια. Ανάμεςα ςτα κοινά αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα, 

βρίςκονται τα PTGIR (Prostaglandin I2 Receptor) και AATK (apoptosis-associated tyrosine 

kinase). Το PTGIR ςχετίηεται με το NSCLC (Tennis et al. 2010) ενϊ το AATK με άλλουσ 

τφπουσ καρκίνου όπωσ εγκεφαλικοί όγκοι, και καρκίνοι του μαςτοφ και του πνεφμονα 

(Haag et al. 2014; Yamanaka et al. 2006). Επίςθσ μειϊκθκε θ ζκφραςθ 1796 

μεταγράφων, όπου 15 από αυτά να είναι κοινά και ςτισ δυο κυτταρικζσ ςειρζσ (Ρίνακασ 

4.5 Ραραρτιματοσ) και 20 προβλεπόμενεσ από το GeneMANIA εμπλουτιςμζνεσ GOs 

(Ρίνακασ 4.7 Ραραρτιματοσ). Το C4orf6 (Chromosome 4 Open Reading Frame 6, 

Expressed In Neuroblastoma) που ιταν μειορρυκμιςμζνο και ςτισ δυο κυτταρικζσ 

ςειρζσ, κωδικοποιεί μια μθ-χαρακτθριςμζνθ πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με το 

νευροβλάςτωμα (Kito et al. 1997). 

Ακόμθ, θ αποςιϊπθςθ τθσ NOC αποκάλυψε τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 134 

μεταγράφων ςτα HEp2 κφτταρα, με μόλισ ζνα κοινό μετάγραφο με τα NCI-H520, το 

developmental pluripotency associated 3 (DPPA3). Επιπλζον, 367 μετάγραφα 
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μειορρυκμίςτθκαν ζχοντασ μόνο ζνα κοινό μετάγραφο με τα NCI-H520, το guanylate 

cyclase activator 1B (GUCA1B) όπωσ φαίνεται και ςτθν Εικόνα 3.4B και 8 

προβλεπόμενεσ από το GeneMANIA εμπλουτιςμζνεσ GOs (Ρίνακασ 4.8 Ραραρτιματοσ). 

Εν ςυνεχεία, για να επιβεβαιϊςουμε ότι τα αποτελζςματα των μικροςυςτοιχιϊν 

πράγματι αντικατοπτρίηουν τισ αλλαγζσ ζκφραςθσ των ςυγκεκριμζνων μεταγράφων, 

ελζγξαμε τθν ζκφραςθ τουσ με RT-qPCR, εςτιάηοντασ ςτα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα 

που αποτελοφν πικανοφσ ςτόχουσ των ενηφμων και του ρόλου τουσ ςτον καρκίνο. Ζτςι, 

ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ PARN παρατθριςαμε αφξθςθ ςτα επίπεδα mRNA του 

PTGIR, παρόλο που τα επίπεδά του δεν είναι ανιχνεφςιμα ςτο NSCLC, όπωσ ζχει 

αναφερκεί και ςε άλλθ μελζτθ (Εικόνα 3.4C) (Tennis et al. 2010). Επίςθσ τα επίπεδα 

ζκφαςθσ του ΑΑΤΚ αυξικθκαν πάνω από δυο φορζσ (Εικόνα 3.4D), ενϊ αφξθςθ 

παρατθρικθκε και για το DPPA3 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ NOC (Εικόνα 3.4E). 

Τα προθγοφμενα αποτελζςματα υποδεικνφουν πωσ θ PARN και θ NOC 

επθρεάηουν διαφορετικά μετάγραφα και οντολογίεσ ςτα κφτταρα SCC και εμπλζκονται 

ςτθ ρφκμιςθ διαφορετικϊν μονοπατιϊν. Επιπλζον, θ αποςιϊπθςθ τθσ PARN και τθσ 

NOC ςε διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ επθρεάηει διαφορετικοφσ πλθκυςμοφσ 

μεταγράφων, με ελάχιςτα κοινά γονίδια, προτείνοντασ διαφορετικοφσ ρόλουσ για κάκε 

αποαδενυλάςθ ςε διαφορετικό τφπο κυττάρων (Maragozidis et al. 2015). 

Εικόνα 3.4 Μεταβολζσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ςε NCI-H520 και HEp2 κφτταρα φςτερα από αποςιϊπθςθ τθσ 

PARN και τθσ NOC. A, B Σφγκριςθ τθσ μεταβολισ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ανάμεςα ςτα NCI-H520 και HEp2 

κφτταρα ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ PARN (Α) και τθσ NOC (Β). Οι αρικμοί υποδθλϊνουν τα μετάγραφα που 

μεταβάλλονται. C-Ε Θ ζκφραςθ των mRNAs των PTGIR, AATK και DPPA3 ςε NCI-H520 κφτταρα ζπειτα από 

αποςιϊπθςθ τθσ PARN και τθσ NOC. L, DNA molecular mass marker, οι αρικμοί ςτο πλάι υποδθλϊνουν βάςεισ 

DNA (bp). Το εφροσ ςφάλματοσ (error bar) αντιπροςωπεφει τθν τυπικι απόκλιςθ (standard deviation). 

(Maragozidis et al. 2015) 
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Μετάγραφα και μονοπάτια που επθρεάηονται από τισ  CNOT6 και 

CNOT7 ςε διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ  

Εκτόσ από τισ PARN και NOC, θ ζκφραςθ των CNOT6 και CNOT7 επίςθσ 

επθρεάηεται ςτο SCC, οπότε αποςιωπιςαμε τθν ζκφραςθ των ςυγκεκριμζνων 

αποαδενυλαςϊν ςε κφτταρα NCI-H520 και εξετάςαμε τθν επίπτωςθ που ζχουν ςτθν 

γονιδιακι ζκφραςθ με μικροςυςτοιχίεσ. Θ αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 είχε ωσ αποτζλεςμα 

τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 578 μεταγράφων και τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ ςε 59, ενϊ θ 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 οδιγθςε ςτθν αυξορρφκμιςθ 355 και τθ μειορρφκμιςθ 130 

μεταγράφων, με όριο επιλογισ ± 2 φορζσ μεταβολι ζκφραςθσ (log2 fold change). 

Επίςθσ παρατθρικθκαν 209 αυξορρυκμιςμζνα και 42 μειορρυκμιςμζνα κοινά 

μετάγραφα και ςτισ δυο αποςιωπιςεισ, κάτι που ζχει αναφερκεί και ςε άλλθ μελζτθ 

μετά από αποςιϊπθςθ των CNOT6 και CNOT7 ςε κφτταρα MCF7 (Mittal et al. 2011). 

Ακολοφκωσ, χρθςιμοποιϊντασ τα μετάγραφα των οποίων θ ζκφραςθ επθρεάηεται από 

τθν αποςιϊπθςθ των CNOT6 και CNOT7, ελζγξαμε ποιεσ μοριακζσ λειτουργίεσ και 

βιολογικζσ διεργαςίεσ επθρεάηονται χρθςιμοποιϊντασ το πρόγραμμα 

ConsensusPathDB-human (Over-Representation Analysis of Gene Ontology  categories, 

http://consensuspathdb.org/) (Kamburov et al. 2009; Kamburov et al. 2013). Πςον 

αφορά ςτθν αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, θ ανάλυςθ των αυξορρυκμιςμζνων μεταγράφων 

ανζδειξε 20 εμπλουτιςμζνεσ GOs (Ρίνακασ 4.9 Ραραρτιματοσ), όπου τα περιςςότερα 

από αυτά ςυνδζονται με διεργαςίεσ που ςχετίηονται με ςθματοδότθςθ μζςω 

διαμεμβρανικϊν υποδοχζων (transmembrane signaling receptor activity), κυτταρικι 

προςκόλλθςθ (cell adhesion), και διεργαςίεσ νευρολογικοφ ςυςτιματοσ (neurological 

system process) (Εικόνα 3.5). Τα μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα εμπλοφτιςαν μόνο δυο 

GOs· τθν ςυναπτικι διαβίβαςθ (synaptic transmission) και τθν δραςτθριότθτα 

διαμεμβρανικοφ μεταφορζα ιόντων (ion transmembrane transporter activity) (Ρίνακασ 

4.9 Ραραρτιματοσ). Τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα που προζκυψαν από τθν 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 εμπλοφτιςαν 17 GOs (Ρίνακασ 4.10 Ραραρτιματοσ) όπου τα 

περιςςότερα από αυτά ςυνδζονται με διεργαςίεσ που ςχετίηονται με ςθματοδότθςθ 

μζςω διαμεμβρανικϊν υποδοχζων (transmembrane signaling receptor activity), 

διεργαςίεσ νευρολογικοφ ςυςτιματοσ (neurological system process), και ανίχνευςθ 

χθμικοφ ερεκίςματοσ (detection of chemical stimulus involved in sensory perception) 
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(Εικόνα 3.5). Τα μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα εμπλοφτιςαν μόνο μια GO· τθν αρνθτικι 

ρφκμιςθ τθσ διεργαςίασ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ (negative regulation of 

immune system process) (Ρίνακασ 4.10 Ραραρτιματοσ). 

 

Για να διαπιςτϊςουμε αν οι αποαδενυλάςεσ CNOT6 και CNOT7 επθρεάηουν τουσ 

ίδιουσ ι διαφορετικοφσ πλθκυςμοφσ μεταγράφων ςε διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, 

όπωσ ιςχφει για τισ PARN και NOC, αποςιωπιςαμε τισ CNOT6 και CNOT7 ςτα κφτταρα 

HEp2 και ακολουκιςαμε τθν ίδια διαδικαςία. Επίςθσ, χρθςιμοποιιςαμε τα 

αποτελζςματα μιασ άλλθσ μελζτθσ όπου γίνεται αποςιϊπθςθ των CNOT6 και CNOT7 ςε 

κφτταρα MCF7 (καρκίνου του μαςτοφ) για να ςυγκρίνουμε τα αποτελζςματά μασ (Mittal 

et al. 2011). Θ αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 ςτα HEp2 κφτταρα είχε ωσ αποτζλεςμα τθν 

αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 337 μεταγράφων και τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ ςε 235, ενϊ θ 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 οδιγθςε ςτθν αυξορρφκμιςθ 345 και τθ μειορρφκμιςθ 218 

μεταγράφων, με 171 αυξορρυκμιςμζνα και 130 μειορρυκμιςμζνα κοινά μετάγραφα και 

ςτισ δυο αποςιωπιςεισ. Θ αποςιϊπθςθ των CNOT6/6L ςτα κφτταρα MCF7 είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 83 μεταγράφων και τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ ςε 

7, ενϊ θ αποςιϊπθςθ των CNOT7/8 οδιγθςε ςτθν αυξορρφκμιςθ 228 και τθ 

μειορρφκμιςθ 74 μεταγράφων. Από αυτά, κοινά μετάγραφα και ςτισ δυο αποςιωπιςεισ 

ιταν 25 αυξορρυκμιςμζνα και 1 μειορρυκμιςμζνο. Θ ςφγκριςθ των διαφορικά 

Εικόνα 3.5 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ ςτα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα ζπειτα από 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 (αριςτερά) και τθσ CNOT7 (δεξιά) ςε κφτταρα NCI-H520. (Maragozidis et al. 2017, 

in preparation) 
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εκφραηόμενων μεταγράφων μετά από αποςιϊπθςθ τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ ςτισ τρεισ 

κυτταρικζσ ςειρζσ αποκάλυψε πωσ υπάρχουν μόνο 14 κοινά αυξορρυκμιςμζνα και 

κανζνα μειορρυκμιςμζνο μετάγραφο μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, ενϊ επίςθσ 

βρζκθκαν 10 κοινά αυξορρυκμιςμζνα και 4 μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα μετά από 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 (Εικόνα 3.6). Ραρόμοια αποτελζςματα παίρνουμε και μετά 

από ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ, όπου ζχει προβλεφκεί πωσ εμπλουτίηονται 

14 GOs από τα μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα λόγω αποςιϊπθςθσ τθσ CNOT6 (Ρίνακασ 

4.11 Ραραρτιματοσ), ενϊ ζχει προβλεφκεί πωσ εμπλουτίηεται μια GO με βάςθ τα 

αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα λόγω αποςιϊπθςθσ τθσ CNOT7 και 4 GOs με βάςθ τα 

μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα (Ρίνακασ 4.12 Ραραρτιματοσ). 

Τα παραπάνω αποτελζςματα δείχνουν πωσ οι αποαδενυλάςεσ CNOT6 και CNOT7 

ζχουν πικανόν αρκετά κοινά μετάγραφα-ςτόχουσ ςτα κφτταρα NCI-H520, MCF7 και 

HEp2 και ελζγχουν κοινζσ μοριακζσ λειτουργίεσ και βιολογικζσ διεργαςίεσ. Eπθρεάηουν 

όμωσ διαφορετικοφσ πλθκυςμοφσ mRNA ςε διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, 

υποδθλϊνοντασ ζνα διακριτό ρόλο για κάκε ζνηυμο ςε διαφορετικοφσ τφπουσ κυττάρων 

(Maragozidis et al. 2017, in preparation). 

  

Εικόνα 3.6 Σφγκριςθ των διαφορικά εκφραηόμενων μεταγράφων μετά από αποςιϊπθςθ των CNOT6 και 

CNOT7 ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ NCI-H520, MCF7 και HEp2. (Maragozidis et al. 2017, in preparation) 
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Αλλθλεπικαλυπτόμενθ δράςθ των CNOT6 και CNOT6L ςτο SCC 

Ρροθγοφμενεσ μελζτεσ ζδειξαν πωσ θ δράςθ τθσ CNOT6 μπορεί να 

αντικαταςτακεί εν μζρει από τθν CNOT6L, όπωσ επίςθσ και τθσ CNOT7 από τθν CNOT8 

ςε κφτταρα MCF7, λόγω τθσ μεγάλθσ ομολογίασ των αλλθλουχιϊν των ενηφμων (Aslam 

et al. 2009; Mittal et al. 2011). Με βάςθ αυτι τθν πλθροφορία, αποςιωπιςαμε τθν 

CNOT6L ςε κφτταρα NCI-H520, ϊςτε να μελετιςουμε τθν επίδραςθ ςτθ γονιδιακι 

ζκφραςθ και να ςυγκρίνουμε τα διαφορικά εκφραηόμενα μετάγραφα με αυτά που 

προκφπτουν από τθν αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6. Θ ανάλυςθ των μικροςυςτοιχιϊν ζδειξε 

τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 375 μεταγράφων και τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ ςε 111, όπου 

237 αυξορρυκμιςμζνα και 39 μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα παρατθροφνται και μετά 

από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 (Εικόνα 3.7A). Αυτι θ παρατιρθςθ επιβεβαιϊκθκε ςτθ 

ςυνζχεια και με ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ, όπου προβλζπεται ο 

εμπλουτιςμόσ 14 GOs από τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα, ςυμπεριλαμβανομζνων 

διεργαςίεσ που ςχετίηονται με ςθματοδότθςθ μζςω διαμεμβρανικϊν υποδοχζων 

(transmembrane signaling receptor activity), κυτταρικι προςκόλλθςθ (cell adhesion), και 

διεργαςίεσ νευρολογικοφ ςυςτιματοσ (neurological system process), και 16 GOs με 

βάςθ τα μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα, ςυμπεριλαβανομζνου τθσ διαμεμβρανικισ 

μεταφοράσ και ςυναπτικισ μετάδοςθσ (Εικόνα 3.7B και Ρίνακασ 4.13 Ραραρτιματοσ). 

Θ ίδια διαδικαςία ακολουκικθκε και για τθν CNOT8, που παρουςιάηει ομολογία 

με τθν CNOT7, αλλά επειδι θ ζκφραςι τθσ ιταν ςε μθ ανιχνεφςιμα επίπεδα ςτα 

κφτταρα NCI-H520, θ αποςιϊπθςθ και περαιτζρω μελζτθ τθσ ζγινε ςτα HEp2 κφτταρα. Θ 

ανάλυςθ των μικροςυςτοιχιϊν ζδειξε τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 354 μεταγράφων και τθ 

μείωςθ τθσ ζκφραςθσ ςε 346, όπου 88 αυξορρυκμιςμζνα και 121 μειορρυκμιςμζνα 

μετάγραφα παρατθροφνται και μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 (Εικόνα 3.7B). Αυτι θ 

παρατιρθςθ επιβεβαιϊκθκε ςτθ ςυνζχεια και με ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ, 

όπου προβλζπεται ο εμπλουτιςμόσ 12 GOs από τα αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα, 

ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ ανάπτυξθσ πολυκφτταρου οργανιςμοφ (multicellular 

organism development), τθσ ρφκμιςθσ τθσ ανάπτυξθσ (regulation of growth), τθσ 

ομοιοςτατικισ διεργαςίασ (homeostatic process) και τθσ κυτταρικισ ςθματοδότθςθσ 

(cell-cell signaling), και μια GO με βάςθ τα μειορρυκμιηόμενα μετάγραφα (Εικόνα 3.7B 

και Ρίνακασ 4.14 Ραραρτιματοσ). Θ ανάλυςθ ζδειξε επίςθσ πωσ υπάρχουν μόνο 4 
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κοινά αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8 ςτα HEp2 και 

MCF7 κφτταρα (C10orf81, ST6GALNAC2, PLEKHA5, ZFYVE9), ενϊ δεν εντοπίςτθκαν κοινά 

μετάγραφα μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L ςτα HEp2 και MCF7 κφτταρα. 

Τα παραπάνω αποτελζςματα ουςιαςτικά αναδεικνφουν πωσ θ CNOT6 και θ 

CNOT6L αντιςτακμίηουν θ μια τθ λειτουργία τθσ άλλθσ ςε διαφορετικοφσ τφπουσ 

κυττάρων, όπωσ επίςθσ θ CNOT7 και θ CNOT8, αλλά ςε μικρότερο βακμό (Maragozidis 

et al. 2017, in preparation). 

  

Α 

Β 
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Μετάγραφα που ελζγχονται αποκλειςτικά από ςυγκεκριμζνεσ 

αποαδενυλάςεσ  

Συνδυάηοντασ τα αποτελζςματα από τα πειράματα γονιδιακισ ζκφραςθσ μετά 

από τισ αποςιωπιςεισ των αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, CNOT6, CNOT6L και CNOT7 

ςτα κφτταρα NCI-H520, παρατθριςαμε πωσ υπάρχουν μετάγραφα των οποίων θ 

ζκφραςθ μεταβάλλεται μετά από αποςιϊπθςθ α) μόνο μιασ αποαδενυλάςθσ, β) από 

περιςςότερεσ αποαδενυλάςεσ ι γ) όλων των αποαδενυλαςϊν που μελετιςαμε 

(Ρίνακασ 4.15 Ραραρτιματοσ). Ριο ςυγκεκριμζνα, θ ζκφραςθ 664 (/1289) μεταγράφων 

επθρεάηεται από μόνο μια αποαδενυλάςθ, 567 μετάγραφα επθρεάηονται από 

περιςςότερεσ αποαδενυλάςεσ, ενϊ υπάρχουν και 55 μετάγραφα που επθρεάηονται και 

από τισ πζντε αποαδενυλάςεσ. Τα μετάγραφα που αυξορρυκμίηονται μετά από 

αποςιϊπθςθ μόνο μιασ αποαδενυλάςθσ είναι πικανοί ςτόχοι τθσ ςυγκεκριμζνθσ 

αποαδενυλάςθσ και ζχει βρεκεί περιοριςμζνοσ αρικμόσ τζτοιων μεταγράφων όπωσ 

παρατθρείται ςτθν Εικόνα 3.8· 183 μετάγραφα αυξορρυκμίηονται μετά από 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, 103 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L, 68 μετά από 

αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7, 59 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ NOC και 150 μετά από 

αποςιϊπθςθ τθσ PARN, ενϊ αντίκετα 24 μετάγραφα είναι πικανοί ςτόχοι και των πζντε 

αποαδενυλαςϊν.  

Στθ ςυνζχεια, θ ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των πικανϊν 

αποκλειςτικϊν ςτόχων τθσ CNOT6 εμπλοφτιςε τισ GOs τθσ ρφκμιςθσ τθσ μετανάςτευςθσ 

λευκοκυττάρων (regulation of leukocyte migration) και τθσ αρνθτικισ χθμειοταξίασ 

(negative chemotaxis), θ ανάλυςθ των ςτόχων τθσ CNOT6L εμπλοφτιςε τθν GO 

δραςτθριότθτα παράγοντα ανταλλαγισ ARF γουανυλο-νουκλεοτιδίου (ARF guanyl-

nucleotide exchange factor activity), θ ανάλυςθ των ςτόχων τθσ CNOT7 εμπλοφτιςε τθν 

Εικόνα 3.7 Επίδραςθ των αποαδενυλαςϊν του ςυμπλόκου CCR4-NOT ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ. Α 

Σφγκριςθ των διαφορικά εκφραηόμενων μεταγράφων μετά από αποςιϊπθςθ των CNOT6 και CNOT6L ςτα 

κφτταρα NCI-H520, και των CNOT7 και CNOT8 ςτα κφτταρα HEp2. B Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ 

των αυξορρυκμιςμζνων μεταγράφων μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L ςτα NCI-H520 και τθσ CNOT8 

ςτα HEp2. (Maragozidis et al. 2017, in preparation) 
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GOs τθσ δραςτθριότθτασ υποδοχζα πεπτιδίων (peptide receptor activity), τθσ 

δραςτθριότθτασ ρφκμιςθσ τθσ ενδοπεπτιδάςθσ (endopeptidase regulator activity) και 

τθσ δραςτθριότθτασ αναςτολισ τθσ πεπτιδάςθσ (peptidase inhibitor activity), θ ανάλυςθ 

των ςτόχων τθσ NOC εμπλοφτιςε τισ GOs τθσ επαγωγισ τθσ ανοχισ (tolerance 

induction), τθσ δραςτθριότθτασ υποδοχζα πεπτιδίων (peptide receptor activity) και τθσ 

πρόςδεςθσ τθσ ακτίνθσ (actin binding), ενϊ θ ανάλυςθ των ςτόχων τθσ PARN 

εμπλοφτιςε τθν GO τθσ ςθματοδότθςθσ  μζςω μεμβρανικϊν υποδοχζων 

(transmembrane signaling receptor activity) (Ρίνακασ 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ραρόμοια αποτελζςματα παρατθροφνται ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ ςε κφτταρα 

HEp2, όπου αποςιωπικθκαν οι αποαδενυλάςεσ PARN, NOC, CNOT6, CNOT7 και CNOT8, 

όπου θ ζκφραςθ 2553 (/3169) μεταγράφων επθρεάηεται από μόνο μια αποαδενυλάςθ, 

534 μετάγραφα επθρεάηονται από περιςςότερεσ αποαδενυλάςεσ, ενϊ υπάρχουν και 82 

μετάγραφα που επθρεάηονται και από τισ πζντε αποαδενυλάςεσ. Και ςε αυτι τθν 

περίπτωςθ ζχει βρεκεί περιοριςμζνοσ αρικμόσ αποκλειςτικϊν μεταγράφων ςτόχων 

Εικόνα 3.8 Μετάγραφα με αυξθμζνθ ζκφραςθ ζπειτα από αποςιϊπθςθ των αποαδενυλαςϊν PARN, 

NOC, CNOT6, CNOT6L και CNOT7 ςτα κφτταρα NCI-H520. (Maragozidis et al. 2017, in preparation) 
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μιασ αποαδενυλάςθσ· 133 μετάγραφα αυξορρυκμίηονται μετά από αποςιϊπθςθ τθσ 

CNOT6, 118 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7, 237 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8, 

87 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ NOC και 46 μετά από αποςιϊπθςθ τθσ PARN, ενϊ 

αντίκετα 6 μετάγραφα είναι πικανοί ςτόχοι και των πζντε αποαδενυλαςϊν όπωσ 

παρατθρείται ςτθν Εικόνα 3.9 (και Ρίνακασ 4.16 Ραραρτιματοσ). Θ ανάλυςθ 

λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των πικανϊν αποκλειςτικϊν ςτόχων τθσ CNOT6 

εμπλοφτιςε 4 GOs, των ςτόχων τθσ CNOT7 δεν εμπλοφτιςε κάποια GO, των ςτόχων τθσ 

CNOT8 εμπλοφτιςε 27 GOs, των ςτόχων τθσ NOC εμπλοφτιςε 13 GOs και των ςτόχων τθσ 

CNOT7 εμπλοφτιςε 1 GO (Ρίνακασ 4.17 Ραραρτιματοσ). 

 

Ρίνακασ 3.2 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των πικανϊν αποκλειςτικϊν ςτόχων 

τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ ςε κφτταρα NCI-H520. 

 Gene Ontology Term      

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 

CNOT6 
GO:0002685 

regulation of leukocyte 

migration 
BP 4 143  6 (4,2%)* 

GO:0050919 negative chemotaxis BP 4 22 3 (13,6%)* 

CNOT6L GO:0005086 
ARF guanyl-nucleotide 

exchange factor activity 
MF 3 18 2 (11,1%)* 

CNOT7 

GO:0001653 peptide receptor activity MF 4 137  3 (2,2%)* 

GO:0061135 
endopeptidase regulator 

activity 
MF 4 177  3 (1,7%)* 

GO:0030414 peptidase inhibitor activity MF 4 181  3 (1,7%)* 

NOC 

GO:0002507 tolerance induction BP 2 25 2 (8,0%)* 

GO:0001653 peptide receptor activity MF 4 137  3 (2,2%)* 

GO:0003779 actin binding MF 4 392  4 (1,0%)* 

PARN GO:0004888 
transmembrane signaling 

receptor activity 
MF 4 1272  16 (1,3%)* 

* p-value < 0,01, q-value < 0,5. (Maragozidis et al. 2017, in preparation) 
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Από τα τελευταία αποτελζςματα ςυμπεραίνουμε πωσ θ ζκφραςθ τθσ 

ςυντριπτικισ πλειοψθφίασ των μεταγράφων ελζγχεται προςεκτικά από το κφτταρο, 

μιασ και ελάχιςτα mRNAs από το ςφνολο που υπάρχουν ςε κάκε κφτταρο είναι  

αποκλειςτικοί ςτόχοι μόνο μιασ αποαδενυλάςθσ. Για να ιςχφει το προθγοφμενο 

ςυμπζραςμα, κα πρζπει οι υπόλοιπεσ αποαδενυλάςεσ να καλφπτουν το κενό τθσ 

αποςιωπθμζνθσ (Maragozidis et al. 2017, in preparation). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 3.9 Μετάγραφα με διαφορικι ζκφραςθ ζπειτα από αποςιϊπθςθ των αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, 

CNOT6, CNOT7 και CNOT8 ςτα κφτταρα HEp2. (Maragozidis et al. 2017, in preparation) 
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Ζκφραςθ αποαδενυλαςϊν ςε αςκενείσ με οξεία λευχαιμία 

Συγκρίνοντασ τα αποτελζςματα των αποςιωπιςεων των αποαδενυλαςϊν ςε 

διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, παρατθριςαμε πωσ επθρεάηονται διαφορετικοί 

πλθκυςμοί μεταγράφων, προτείνοντασ διαφορετικοφσ ρόλουσ για κάκε αποαδενυλάςθ 

ςε διαφορετικό τφπο κυττάρων. Γι αυτό ςτθ ςυνζχεια, κζλοντασ να εξακριβϊςουμε αν 

τα αποτελζςματα τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν είναι ειδικά για το SCC, 

μελετιςαμε τα επίπεδα ζκφραςθσ ςυγκεκριμζνων αποαδενυλαςϊν ςε αςκενείσ με 

νεοπλαςίεσ του αίματοσ (οξείεσ λευχαιμίεσ), που αποτελοφνται από διαλυτοφσ όγκουσ 

(non-solid tumors) και ςυγκρίναμε τα αποτελζςματα με αυτά του πλακϊδουσ 

καρκινϊματοσ που αποτελεί ςυμπαγι όγκο (solid tumor). Οι μελζτεσ ζγιναν τόςο ςε 

δείγματα από μυελό των οςτϊν όςο και ςε οροφσ περιφερικοφ αίματοσ. Μελετικθκαν 

τα επίπεδα mRNA των καταλυτικϊν υπομονάδων του ςυμπλόκου CCR4-NOT, CNOT6, 

CNOT6L και CNOT7, κακϊσ και τθσ PARN ςε δείγματα αςκενϊν με οξεία 

λεμφοκυτταρικι λευχαιμία (acute lymphoblastic leukemia, ALL) και οξεία μυελογενι 

λευχαιμία (acute myeloid leukemia, AML) με Real Time-PCR. Στθν Εικόνα 3.10 

παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν ςε ALL και AML, 

ενϊ ςτον Ρίνακασ 3.3 οι μζςεσ τιμζσ, με τθν ζκφραςθ τθσ PARN να παρουςιάηει τθν 

μεγαλφτερθ αφξθςθ ςε ςχζςθ με τα υγιι άτομα (άτομα που δεν ςυνδζονται με 

αιματολογικζσ κακοικειεσ) (219,8%, p < 0,001) και τθν CNOT7 τθν μεγαλφτερθ μείωςθ 

(62,5%, p < 0,001) (Maragozidis et al. 2012). 

 

Εικόνα 3.10 Ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν ςε ALL και AML. Τα επίπεδα mRNA των PARN (a), CNOT7 

(b), CNOT6 (c) and CNOT6L (d) μετρικθκαν με qRT-PCR ςε AML και ALL και εκφράηονται ωσ ποςοςτό 

τθσ ςχετικισ ζκφραςθσ ςε ςχζςθ με τισ τιμζσ των μαρτφρων. 

Ct = Δείγματα μαρτφρων. *** p < 0,001. (Maragozidis et al. 2012) 
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Ρίνακασ 3.3 Επίπεδα mRNA των CNOT6, CNOT6L, CNOT7 και PARN ςε 

AML και ALL ςε ςφγκριςθ με μθ-πακολογικά δείγματα. 

Αποαδενυλάςεσ 
επίπεδα mRNA, μεταβολι % ςε ςχζςθ με μθ-

πακολογικά δείγματα 

 
ALL  AML 

 
μζςθ τιμι ± SD p  μζςθ τιμι ± SD p 

PARN 219,8 ±22 <0,001  202,6 ±57 <0,001 

CNOT6 116,25±24 <0,001  145,7±41 <0,001 

CNOT6L 67,8±19 <0,001  85,5±29 <0,001 

CNOT7 62,5±15 <0,001  71,2±21 <0,001 

(Maragozidis et al. 2012) 

 

Ανίχνευςθ PARN και CNOT7 ςε δείγματα αςκενϊν με ALL με 

ανοςοαποτφπωςθ 

Τα προθγοφμενα αποτελζςματα ζδειξαν πωσ θ ζκφραςθ των PARN και CNOT7 

παρουςίαςε τθ μεγαλφτερθ μεταβολι ςε δείγματα αςκενϊν με ALL ςε ςφγκριςθ με μθ-

πακολογικά δείγματα. Για το λόγο αυτό εξετάςτθκαν τα επίπεδά τουσ και ςε πρωτεϊνικό 

επίπεδο με τθν τεχνικι τθσ ανοςοαποτφπωςθσ (western blot). Στόχοσ ιταν να μελετθκεί 

αν οι μεταβολζσ των επιπζδων των επιπζδων mRNA αντικατοπτρίηονται και ςε αυτά 

των αντίςτοιχων πρωτεϊνϊν. Σε κάκε δείγμα ζγινε ο προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

τθσ πρωτεΐνθσ με τθν μζκοδο Bradford, ϊςτε να χρθςιμοποιθκεί θ ίδια ποςότθτα 

πρωτεΐνθσ από κάκε δείγμα ςτθν θλεκτροφόρθςθ και να εξαςφαλιςτεί θ εγκυρότθτα 

τθσ ςφγκριςθσ τθσ ζνταςθσ των ηωνϊν. Tα αποτελζςματα δείχνουν μειωμζνα επίπεδα 

τθσ CNOT7 και αυξθμζνα επίπεδα τθσ PARN ςε ςφγκριςθ με φυςιολογικά άτομα όπωσ 

παρατθρείται και ςε επίπεδο mRNA. Επίςθσ παρατθρείται θ παρουςία πολλαπλϊν 

μορφϊν τθσ PARN (Εικόνα 3.11) (Maragozidis et al. 2012). 
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H PARN εμφανίηει φωςφορυλιωμζνεσ μορφζσ ςτθν ALL 

Τα προθγοφμενα αποτελζςματα ζδειξαν τθν παρουςία πολλαπλϊν μορφϊν τθσ 

PARN ςε δείγματα αςκενϊν με ALL ςε αντίκεςθ με μθ-πακολογικά δείγματα (Εικόνα 

3.11). Δεδομζνα τθσ βιβλιογραφίασ δείχνουν πωσ θ PARN φωςφορυλιϊνεται ςε 

ςυνκικεσ ςτζρθςθσ οροφ (Seal et al. 2005). Για να διερευνθκεί εάν οι επιπλζον μορφζσ 

που παρατθροφνται οφείλονται ςε φωςφορυλίωςθ, τα δείγματα κατεργάςτθκαν με 

αλκαλικι φωςφατάςθ (CIAP). Ζγινε θ λιψθ ίςων ποςοτιτων από δφο δείγματα, των 

οποίων ζχει υπολογιςτεί θ ςυγκζντρωςθ ςε πρωτεΐνθ. Στθν μία ποςότθτα του 

δείγματοσ προςτζκθκε αλκαλικι φωςφατάςθ (CIAP) με επϊαςθ των δειγμάτων για 1 

ϊρα ςτουσ 37οC. Ραράλλθλα ελζγχκθκε θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν 

Εικόνα 3.11 Ρρωτεϊνικά επίπεδα των PARN και 

CNOT7 ςτθν ALL. Ρρωτεϊνικά δείγματα από ορό 

(a) και μυελό των οςτϊν (b) αςκενϊν με ALL και 

μαρτφρων διαχωρίςτθκαν με SDS-PAGE και 

ακολοφκθςε ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ PARN 

με τθ χριςθ πολυκλωνικοφ αντιςϊματοσ. c 

Ανίχνευςθ των επιπζδων τθσ CNOT7 ςε ορό με 

Western blot με τθ χριςθ πολυκλωνικοφ 

αντιςϊματοσ. Οι πειραματικζσ ςυνκικεσ ιταν 

όμοιεσ με το b.  

Θ β-actin χρθςιμοποιικθκε ςαν εςωτερικό 

control. M = Μάρτυρεσ, P = αςκενείσ. 

(Maragozidis et al. 2012) 
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αποτελεςματικότθτα τθσ δράςθσ τθσ φωςφατάςθσ, επωάηοντασ τα δείγματα ςτουσ 

37οC. Τζλοσ για να ελεγχκεί θ πικανι φπαρξθ ενδογενϊν φωςφαταςϊν τα δείγματα 

επωάςτθκαν ςτουσ 37οC για 1 ϊρα, απουςία αναςτολζων φωςφαταςϊν (NaF, NaVO3, 

Na2MoO4). Στθν Εικόνα 3.12 παρατθρείται ότι ςτα δείγματα που προςτζκθκε αλκαλικι 

φωςφατάςθ απουςιάηουν οι ηϊνεσ που αντιςτοιχοφν ςε μορφζσ μικρότερθσ 

κινθτικότθτασ. Θ χριςθ αναςτολζων φωςφαταςϊν ιρε τθν απουςία αυτι. Θ επϊαςθ 

ςτουσ 37οC για 1 ϊρα απουςία αναςτολζων προκάλεςε ξανά τθν εξαφάνιςθ των 

μεγαλφτερων μορφϊν. Τα αποτελζςματα δείχνουν πωσ οι μεγαλφτερθσ μοριακισ μάηασ 

μορφζσ τθσ PARN που παρατθροφνται ςτα δείγματα των αςκενϊν οφείλονται πικανόν 

ςε φωςφορυλιωμζνα παράγωγα του ενηφμου (Maragozidis et al. 2012). 

 

  

Εικόνα 3.12 Θ PARN είναι φωςφορυλιωμζνθ ςτθν ALL.  Ρρωτεϊνικό εκχφλιςμα από δείγμα μυελοφ των 

οςτϊν  επωάςτθκε ςτουσ 37
ο
C για 1h παρουςία αλκαλικισ φωςφατάςθσ (CIAP, 2,3) με απουςία ι 

παρουςία αναςτολζων φωςφαταςϊν (2,3 αντίςτοιχα) και ςτθ ςυνζχεια υποβλικθκε ςε ανοςοαποτφπωςθ 

με τθ χριςθ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ PARN. 

PhIs, αναςτολείσ φωςφαταςϊν. (Maragozidis et al. 2012) 
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Θ ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν είναι απορρυκμιςμζνθ ςτο 

πλακϊδεσ καρκίνωμα του πνεφμονα  

Θ ρφκμιςθ τθσ αποαδενυλίωςθσ, είναι πολφ ςθμαντικι για το κφτταρο. Το κάκε 

μετάγραφο ζχει ςυγκεκριμζνο χρόνο ηωισ που κακορίηεται από διάφορουσ παράγοντεσ 

εντόσ του κυττάρου. Τα ςτακερά και ενεργά mRNAs προςτατεφονται από τθν 

αποαδενυλίωςθ, ενϊ τα αςτακι και ελαττωματικά mRNAs αποαδενυλιϊνονται και 

αποικοδομοφνται (C. Y. Chen and Shyu 2003; Lejeune et al. 2003). Μζχρι πρόςφατα θ 

ςυςχζτιςθ των αποαδενυλαςϊν με καρκινικοφσ όγκουσ, περιορίηονταν ςε δφο εξ’ 

αυτϊν, τισ αποαδενυλάςεσ PARN και CNOT6L και μόνο για ςυγκεκριμζνα γονίδια (Kim 

and Lee 2009). Στθν παροφςα μελζτθ, προςδιορίςτθκαν για πρϊτθ φορά ςτθ 

βιβλιογραφία τα επίπεδα των αποαδενυλαςϊν ςε πακολογικζσ καταςτάςεισ όπωσ είναι 

ο καρκίνοσ του πνεφμονα και θ λευχαιμία. 

Με υπολογιςτικι μεταγραφομικι ανάλυςθ, που πραγματοποιικθκε ςε δεδομζνα 

μικροςυςτοχιϊν, παρατθρικθκε πωσ θ ζκφραςθ αρκετϊν αποαδενυλαςϊν είναι 

διαφοροποιθμζνθ ςτο SCC, όπωσ παρατθρείται ςτθν Εικόνα 3.1. Ωσ εκ τοφτου, 

εξετάςτθκε θ ζκφραςθ αυτϊν των αποαδενυλαςϊν με ςυγκριτικι ποςοτικοποίθςθ 

μεταξφ δειγμάτων SCC με μθ-πακολογικό ιςτό του κάκε αςκενι, και παρατθριςαμε 

πωσ υπιρχαν αςκενείσ που θ ζκφραςθ τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ ιταν είτε αυξθμζνθ ι 

μειωμζνθ (Εικόνα 3.2). Θ περαιτζρω ανάλυςθ αυτϊν των δεδομζνων ζδειξε πωσ θ 

ζκφραςθ των PARN και CNOT6 ςχετίηεται με κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά, κακϊσ 

τα επίπεδα τθσ PARN ιταν αυξθμζνα ςε αςκενείσ με θλικία < 65 (p = 0.03) και θ 

ζκφραςθ τθσ CNOT6 ιταν μειωμζνθ ςε αςκενείσ που εμφάνιςαν μετάςταςθ (p = 0,007). 

Θ τελευταία παρατιρθςθ κα μποροφςε να ςυνεπάγεται μια πικανι προςτατευτικι 

δράςθ αυτοφ του ενηφμου από τθν διικθςθ του καρκίνου του πνεφμονα και μπορεί να 

είναι μια ιςχυρι ζνδειξθ τθσ μθ μετάςταςθσ ςτο SCC (Ρίνακασ 3.1). Επιπλζον, τα 

αυξθμζνα επίπεδα των PARN και NOC φαίνεται να ςχετίηονται με τθν αυξθμζνθ 

επιβίωςθ των αςκενϊν κατά 7,0 και 7,9 μινεσ αντίςτοιχα (Εικόνα 3.3). Οι παραπάνω 

παρατθριςεισ δείχνουν πωσ τα τρία αυτά ζνηυμα, PARN, NOC και CNOT6, μποροφν να 

διερευνθκοφν περαιτζρω ϊςτε να χρθςιμοποιθκοφν ςτθν κλινικι πράξθ ωσ 

προγνωςτικοί δείκτεσ. 
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Θ ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν είναι απορρυκμιςμζνθ ςτθν οξεία 

λευχαιμία  

Για να εξακριβϊςουμε αν τα αποτελζςματα τθσ ζκφραςθσ των αποαδενυλαςϊν 

είναι ειδικά για το SCC, εξετάςαμε τα επίπεδα των αποαδενυλαςϊν και ςε ζνα 

διαφορετικό τφπο καρκίνου, τθν οξεία λευχαιμία. Τα αποτελζςματα δείχνουν πωσ θ 

ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν είναι απορρυκμιςμζνθ και ςτθν οξεία λευχαιμία (ALL και 

AML) τόςο ςε επίπεδο mRNA (Εικόνα 3.10) αλλά και πρωτεϊνϊν (Εικόνα 3.11). Ωςτόςο, 

το πρότυπο ζκφραςισ τουσ είναι εντελϊσ διαφορετικό από αυτό του SCC, κάτι που 

υπαινίςςεται διαφορετικι δράςθ των αποαδενυλαςϊν ςε διαφορετικοφσ τφπουσ 

καρκίνου. Ρεραιτζρω ανάλυςθ ζδειξε πωσ ζνα μζροσ τθσ PARN ςτα πακολογικά 

δείγματα είναι φωςφορυλιωμζνο (Εικόνα 3.12). Είναι γνωςτό πωσ θ δραςτικότθτα τθσ 

PARN ρυκμίηεται με πολλοφσ τρόπουσ, μεταξφ των οποίων είναι θ αλλθλεπίδραςθ με το 

5ϋ κάλυμμα και παράγοντεσ που ςυνδζονται με αυτό, παράγοντεσ που προςδζνονται 

ςτθν πολυ(Α) ουρά (π.χ. θ PABP), κακϊσ και ομοιοπολικζσ τροποποιιςεισ του ενηφμου 

όπωσ θ φωςφορυλίωςθ. Γνωρίηουμε όμωσ ότι θ φωςφορυλίωςθ κρίςιμων πρωτεϊνϊν 

είναι δυνατόν να μεταβάλλει τα επίπεδα τθσ μετάφραςθσ (Mitchell and Tollervey 2000). 

Αυτι θ αλλαγι, που ενδεχομζνωσ οδθγεί ςτθν διατάραξθ φυςιολογικϊν λειτουργιϊν 

του κυττάρου, μπορεί να οδθγεί ςε φαινότυπο διαφορετικό του φυςιολογικοφ. Σε 

κφτταρα U2OS, που απομονϊκθκαν από οςτεοςάρκωμα, βρζκθκε πωσ θ PARN 

φωςφορυλιϊνεται, αλλά ςε αυτι τθν περίπτωςθ θ φωςφορυλίωςθ παρεμπόδιςε τθν 

αποικοδόμθςθ του mRNA του Gadd45α, το οποίο εμπλζκεται ςε ζνα ςθμείο ζλεγχου ςε 

καρκινικά κφτταρα (Lai et al. 2003). Ζτςι με βάςθ τα παραπάνω, θ PARN μπορεί να 

αποτελζςει ζναν υποςχόμενο βιοδείκτθ και για τθν οξεία λευχαιμία. 

Συςχζτιςθ των αποαδενυλαςϊν με άλλα νοςιματα του πνεφμονα  

Τα τελευταία χρόνια γίνονται αρκετζσ αναφορζσ ςε μελζτεσ που ςυςχετίηουν 

κάποια από τισ αποαδενυλάςεσ με άλλα νοςιματα του πνεφμονα πζραν του καρκίνου, 

όπωσ προκφπτει από τθ διεκνι βιβλιογραφία. Σε μιά μελζτθ με αςκενείσ από τθ 

Βραηιλία, οι Couto και ςυν. αναφζρουν πωσ υπάρχουν ςυγκεκριμζνοι γενετικοί 

πολυμορφιςμοί ςτα γονίδια των CCRN4L (αποαδενυλάςθ ΝΟC) και PER3 (μιασ 
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πρωτεΐνθσ που ελζγχεται από το κιρκάδιο ρολόι) που αποτελοφν παράγοντεσ κινδφνου 

για τθν δθμιουργία και ανάπτυξθ μθ-μικροκυτταρικοφ καρκίνου του πνεφμονα (NSCLC) 

(Couto et al. 2014). Σε μια άλλθ μελζτθ, όπου μελετικθκαν οι μοριακοί μθχανιςμοί τθσ 

πακογζνεςθσ του εμπυιματοσ, θ ζκφραςθ τθσ αποαδενυλάςθσ CNOT6 βρζκθκε να 

αυξάνεται κατά 4 φορζσ ςε μεςοκθλιακά κφτταρα υπεηωκότα (pleural mesothelial cell 

line, PMC) κατά τισ πρϊτεσ ςτιγμζσ που αυτά ζρχονται ςε επαφι με τον ςτρεπτόκοκκο 

(Streptococcus pneumoniae, Spn) in vitro (Heath et al. 2015). Σε κφτταρα προζλευςθσ 

καρκίνου του παγκρζατοσ, θ κανκαριδίνθ (cantharidin) μπορεί να καταςτείλει τθ 

διικθςθ των καρκινικϊν κυττάρων μζςω τθσ αναςτολισ τθσ μεταλλοπρωτεϊνάςθσ 

MMP2  από τισ αποαδενυλάςεσ CNOT7 και PARN (Shen et al. 2015). Τζλοσ, μεταλλάξεισ 

ςτο γονίδιο τθσ PARN ζχουν ςυνδεκεί με αςκζνειεσ των τελομερϊν, 

ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ οικογενοφσ ιδιοπακοφσ κυςτικισ ίνωςθσ (familial idiopathic 

pulmonary fibrosis, IPF) και τθσ ςυγγενοφσ δυςκεράτωςθσ (dyskeratosis congenita) 

(Dhanraj et al. 2015; Moon et al. 2015; Stuart et al. 2015; Tummala et al. 2015). Πλεσ 

αυτζσ οι αναφορζσ αναδεικνφουν τον ςθμαντικό ρόλο των αποαδενυλαςϊν ςτθ 

γονιδιακι ζκφραςθ, τόςο ςτθ φυςιολογικι λειτουργία του κυτάρου, όςο και ςε 

διάφορεσ άλλεσ πακολογικζσ καταςτάςεισ. 

Θ επίδραςθ των αποαδενυλαςϊν ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ 

Στθν παροφςα Διατριβι επιχειριςαμε  να μελετιςουμε τθ βιολογικι ςθμαςία των 

αποαδενυλαςϊν ςτον άνκρωπο μζςω των νοςθμάτων του πνεφμονα, εςτιάηοντασ 

καταρχιν ςτον καρκίνο του πνεφμονα. Ωςτόςο, υπάρχουν παλαιότερεσ αλλά και 

πρόςφατεσ εργαςίεσ που ζχουν μελετιςει το ρόλο αποαδενυλαςϊν ςτθν γονιδιακι 

ζκφραςθ, που αφορά είτε ςτθν ζκφραςθ ςυγκεκριμζνων παραγόντων και κυτταρικϊν 

διεργαςιϊν, είτε ςε διάφορεσ ανκρϊπινεσ κυτταρικζσ ςειρζσ ι ςε ανϊτερουσ 

ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Στθ ςυνζχεια, ςυνοψίηονται οι μελζτεσ αυτζσ. 

PARN 

Θ επίδραςθ τθσ PARN ςτθν γονιδιακι ζκφραςθ μελετικθκε πρόςφατα από τον 

Lee και ςυν. ςε μυοβλάςτεσ ποντικοφ. Θ αποςιϊπθςθ τθσ PARN οδιγθςε ςτθ 

ςτακεροποίθςθ των επιπζδων ζκφραςθσ 40 μεταγράφων, ςυμπεριλαμβανομζνων 
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παραγόντων που απαιτοφνται για τθν κυτταρικι μετανάςτευςθ και προςκόλλθςθ (Lee 

et al. 2012). Στον καρκίνο του ςτομάχου, οι Zhang και Yan μελζτθςαν τθν ζκφραςθ τθσ 

PARN ςε δυο κυτταρικζσ ςειρζσ, κακϊσ και ςε δεδομζνα από τθν βάςθ Oncomine. Θ 

αποςιϊπθςθ τθσ PARN ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ προκάλεςε τθν αναςτολι του 

πολλαπλαςιαςμοφ και διακοπι του κυτταρικοφ κφκλου μεςω του p21. Ωςτόςο, θ PARN 

επθρζαςε τθν διικθςθ και παρουςίαςε διαφορετικά αποτελζςματα ςτθν κυτταρικι 

μετανάςτευςθ ςε ςφγκριςθ με τθν προθγοφμενθ μελζτθ ςτουσ μυοβλαςτϊν ποντικοφ, 

που υπαινίςςεται ότι τα καρκινικά κφτταρα μποροφν να χρθςιμοποιιςουν 

διαφορετικοφσ ρυκμιςτικοφσ μθχανιςμοφσ κυτταρικισ κίνθςθσ ςτουσ μυοβλάςτεσ 

ποντικοφ (Zhang and Yan 2014). 

Στθν παροφςα Διατριβι αποςιωπιςαμε τθν PARN ςτα NCI-H520 και HEp2 κφτταρα 

για να προςδιορίςουμε τισ αλλαγζσ ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ, που πικανϊσ ςχετίηονται 

με τθν διαφορικι ζκφραςθ των ενηφμων που παρατθρικθκε ςτα δείγματα SCC. Θ 

ανάλυςθ των μικροςυςτοιχιϊν αποκάλυψε τθν αυξορρφκμιςθ 233 μεταγράφων, τα 

οποία είναι πικανοί ςτόχοι τθσ PARN ςτο SCC, ενϊ θ ανάλυςθ λειτουργικοφ 

εμπλουτιςμοφ (functional enrichment analysis) αποκάλυψε τον εμπλουτιςμό 36 

γονιδιακϊν οντολογιϊν (Gene Ontologies, GOs), μεταξφ των οποίων οι διεργαςίεσ 

κυτταρικισ διαςφνδεςθσ και προςκόλλθςθσ (cell-cell junction and adhesion), 

ςυγκρότθςθσ και οργάνωςθσ ςυνάψεων (synapse assembly and organization), και 

διάφορεσ διεργαςίεσ ςχετιηόμενεσ με μφεσ  (muscle-related processes). Επιπλζον, θ 

απορρφκμιςθ τθσ κυτταρικισ διαςφνδεςθσ και προςκόλλθςθσ εμπλζκεται ςτθν 

διαδικαςία τθσ μθ-κλαςικισ, πακολογικισ επικθλιακισ-μεςεγχυματικισ μετάβαςθσ 

(non-classical, pathological epithelial-mesenchymal transition, ΕΜΤ), που οδθγεί ςε 

ογκογόνο μεταςχθματιςμό και μετάςταςθ (Knights et al. 2012; Talbot et al. 2012). Αυτά 

τα ευριματα κα μποροφςαν εν μζρει να ερμθνεφςουν τα αποτελζςματα από τισ 

καμπφλεσ επιβίωςθσ, όπου θ υπερζκφραςθ τθσ PARN ςχετίηεται με τθν παρατεταμζνθ 

επιβίωςθ των αςκενϊν. Για να διαπιςτωκεί αν θ PARN επθρεάηει ςυγκεκριμζνα 

μονοπάτια ςτον SCC, αποςιωπικθκε θ ζκφραςι τθσ ςε μια ςειρά που δεν προζρχεται 

από καρκίνο του πνεφμονα (HEp2). Τα αποτελζςματα ζδειξαν πωσ θ PARN επθρζαςε 

διαφορετικό πλθκυςμό μεταγράφων ςε ςφγκριςθ με τα NCI-H520, υποδθλϊνοντασ πωσ 

θ επίδραςθ είναι ειδικι για το SCC (Εικόνα 3.4), ωςτόςο εντοπίςτθκαν και κάποια κοινά 
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μετάγραφα. Μεταξφ των κοινϊν μειορρυκμιςμζνων μεταγράφων είναι και το C4orf6 

(Chromosome 4 Open Reading Frame 6, Expressed In Neuroblastoma), μια μθ-

χαρακτθριςμζνθ πρωτεΐνθ θ οποία ςχετίηεται με ζνα ακόμα καρκίνο, το 

νευροβλάςτωμα (Kito et al. 1997). Συγκρίνοντασ τα αποτελζςματα από τα πειράματα 

γονιδιακισ ζκφραςθσ μετά από τισ αποςιωπιςεισ των αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, 

CNOT6, CNOT6L και CNOT7 ςτα κφτταρα NCI-H520, εντοπίςαμε 150 μετάγραφα που 

είναι πικανοί αποκλειςτικοί ςτόχοι τθσ PARN (Εικόνα 3.8), ενϊ θ ανάλυςθ λειτουργικοφ 

εμπλουτιςμοφ ανζδειξε πωσ πικανόν επθρεάηεται το μονοπάτι τθσ ςθματοδότθςθσ 

μζςω μεμβρανικϊν υποδοχζων (transmembrane signaling receptor activity) (Ρίνακασ 

3.2). Αυτά τα αποτελζςματα κα μποροφςαν να αποτελζςουν αντικείμενο μελζτθσ 

μελλοντικισ εργαςίασ για τθν καλφτερθ καντανόθςθ των μθχανιςμϊν τθσ 

αποαδενυλίωςθσ ςτον καρκίνο του πνεφμονα. Λαμβάνοντασ υπόψιν τισ παρατθριςεισ 

μασ ςτθν οξεία λευχαιμία, ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα του πνεφμονα και ςτον καρκίνο 

του ςτομάχου, μποροφμε να ςυμπεράνουμε ότι θ PARN επθρεάηει ζνα διακριτό 

υποςφνολο των mRNAs ςτο SCC. 

NOCTURNIN 

Θ Nocturnin (Ccrn4l, NOC) είναι μζλοσ τθσ EEP υπεροικογζνειασ αποαδενυλαςϊν, 

θ οποία είναι ςυντθρθμζνθ ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ και εκφράηεται ςε 

αρκετοφσ ιςτοφσ (Godwin et al. 2013; Goldstrohm and Wickens 2008). Θ ζκφραςθ τθσ 

NOC κακοδθγείται από το βιολογικό ρολόι, ζνα χαρακτθριςτικό που τθ διακρίνει από 

τισ υπόλοιπεσ γνωςτζσ αποαδενυλάςεσ. Λόγω τθσ ρυκμικισ ζκφραςθσ, θ NOC μπορεί 

να ζχει κυτταρο-ειδικοφσ ςτόχουσ, αλλά ακόμθ δεν ζχουν ταυτοποιθκεί mRNAs που 

υπόκεινται ςε αποαδενυλίωςθ από τθν NOC in vivo, ενϊ ζχει προτακεί ότι θ NOC 

μπορεί να ςυμβάλλει ςτθν ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ανεξάρτθτα από τθν 

δραςτθριότθτα αποαδενυλάςθσ (Godwin et al. 2013). Θ αδρανοποίθςθ τθσ ΝΟC ζχει 

ςυςχετιςτεί με μειωμζνθ ζκφραςθ λιπογενϊν γονιδίων, μειωμζνθ αποκικευςθ 

λιπιδίων ςτον λιπϊδθ ιςτό, μειωμζνθ ςυςςϊρευςθ λιπιδίων ςτα θπατοκφτταρα, 

αυξθμζνθ οξείδωςθ λιπιδίων ςε ςχζςθ με ποντίκια φυςικοφ τφπου, με μεταβολζσ ςτθν 

ομοιόςταςθ τθσ γλυκόηθσ και με ενίςχυςθ τθσ οςτεογζνεςθσ (Green et al. 2007; Guntur 

et al. 2011). Θ διακοπι ι απορρφκμιςθ του κιρκάδιου ρολογιοφ ςυνδζεται με 
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υψθλότερθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ του καρκίνου, ταχφτερθ εξζλιξι του και μικρότερθ 

επιβίωςθ (Hrushesky 1985; Mormont et al. 2000; Silberfarb et al. 1993; Viswanathan et 

al. 2007; Zhu et al. 2007). Αν και θ ςυςχζτιςθ τθσ NOC με πακολογικζσ καταςτάςεισ 

είναι περιοριςμζνθ μζχρι ςτιγμισ, γενετικοί πολυμορφιςμοί (single nucleotide 

polymorphisms, SNPs) ςε γονίδια που ςχετίηονται με τον κιρκάδιο ρυκμό κεωρείται ότι 

είτε προςδίδουν επιπλζον κίνδυνο ι προςταςία από τον καρκίνο. Ζτςι, τα γονίδια Per1 

και Per2 κεωροφνται ογκοκαταςταλτικά και ςυνδζονται με τον αρικμό των όγκων και 

τουσ ρυκμοφσ ανάπτυξθσ του καρκίνου (Wood et al. 2007), ενϊ προβλθματικοί 

κιρκαδικοί ρυκμοί ζχουν αναφερκεί ςε αςκενείσ με προχωρθμζνο μθ-μικροκυτταρικό 

καρκίνο του πνεφμονα (Hrushesky et al. 2009). 

Στθν παροφςα μελζτθ, θ υπερζκφραςθ τθσ NOC ςχετίηεται με τθν αυξθμζνθ 

επιβίωςθ ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα του πνεφμονα (μζςοσ όροσ 13,8 μινεσ ζναντι 5,9 

μινεσ, p = 0,003), όπωσ παρατθρικθκε και με τθν PARN  (Εικόνα 3.3). Επιπλζον, θ 

αποςιϊπθςθ τθσ NOC ςτα κφτταρα NCI-H520 οδιγθςε ςτθν αυξορρφκμιςθ 212 

μεταγράφων τα οποία αποτελοφν πικανοφσ ςτόχουσ του ενηφμου ςτο SCC (Ρίνακασ 

4.15). Θ ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ φαίνεται να επιβεβαιϊνει αυτό το 

ςκεπτικό κακϊσ αποκάλυψε τον εμπλουτιςμό γονιδιακϊν οντολογιϊν που ςχετίηονται 

με τον μεταβολιςμό και τον κιρκάδιο ρυκμό (Ρίνακασ 4.4 Ραραρτιματοσ). Θ ςφγκριςθ 

των απορρυκμιςμζνων μεταγράφων μεταξφ των δυο κυτταρικϊν ςειρϊν, NCI-H520 και 

HEp2, εμφάνιςε μόνο δυο κοινά μετάγραφα, υπονοϊντασ πωσ επθρεάηονται 

διαφορετικά μονοπάτια από τθν NOC ςτο SCC ςε ςφγκριςθ με άλλεσ κυτταρικζσ ςειρζσ. 

Ζνα από αυτά, το DPPA3 (Developmental Pluripotency Associated 3), ζχει ςυςχετιςτεί με 

όγκουσ γεννθτικϊν κυττάρων (germ cell tumors) ςε παλαιότερθ μελζτθ (Bowles et al. 

2003). Συνδυάηοντασ τα αποτελζςματα από τα πειράματα γονιδιακισ ζκφραςθσ μετά 

από τισ αποςιωπιςεισ των αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, CNOT6, CNOT6L και CNOT7 

ςτα κφτταρα NCI-H520, εντοπίςαμε 59 μετάγραφα που είναι πικανοί αποκλειςτικοί 

ςτόχοι τθσ ΝΟC (Εικόνα 3.8), ενϊ θ ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ ανζδειξε πωσ 

πικανόν επθρεάηονται τρία μονοπάτια (Ρίνακασ 3.2). 
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Σφμπλοκο CCR4-NOT 

Το ςφμπλοκο CCR4-NOT είναι απαραίτθτο για τα ευκαρυωτικά κφτταρα κακϊσ οι 

διαφορετικζσ υπομονάδεσ του ςυμμετζχουν ςε πολλζσ και διαφορετικζσ κυτταρικζσ 

λειτουργίεσ, όπωσ είναι θ ρφκμιςθ τθσ μεταγραφισ και θ αποαδενυλίωςθ (Denis and 

Chen 2003). Ρρόςφατεσ μελζτεσ πάνω ςτισ αποαδενυλάςεσ του ςυμπλόκου CCR4-NOT 

ζχουν δείξει πωσ α) οι υπομονάδεσ CNOT6 και CNOT6L του ςυμπλόκου επθρεάηουν τθν 

κυτταρικι επιβίωςθ, αναςτζλλουν τθν απόπτωςθ και επάγουν τθν ζκφραςθ του p53, β) 

οι CNOT7 και CNOT8 επθρεάηουν τθ ςυγκζντρωςθ των P-bodies και γ) οι CNOT6 και 

CNOT6L επθρεάηουν διαφορετικοφσ πλθκυςμοφσ μεταγράφων από τισ CNOT7 και 

CNOT8 (Aslam et al. 2009; Mittal et al. 2011). Ακόμθ, θ CNOT7 εμπλζκεται ςτθν ρφκμιςθ 

τθσ ζκφραςθσ των ICAM (intercellular adhesion molecule-1) και IL-8 (interleukin-8) ςτα 

κφτταρα HPMEC (Pulmonary Microvascular Endothelial Cells), μόρια που παίηουν 

ςθμαντικό ρόλο ςτο οξφ αναπνευςτικό ςφνδρομο των ενθλίκων (acute respiratory 

distress syndrome, ARDS) (Shi et al. 2014). Θ CNOT7 αλλθλεπιδρά επίςθσ με τον 

μεταγραφικό παράγοντα STAT1 και ρυκμίηει αρνθτικά το ςθματοδοτικό μονοπάτι 

ιντερφερόνθσ (IFN)/STAT1, επθρεάηοντασ διαφορετικά βιματα αυτοφ του μονοπατιοφ. 

Θ αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 (ςε κφτταρα MCF7, HeLa και U937) οδιγθςε ςε 

υπερενεργοποίθςθ (αυξθμζνθ μεταγραφικι δραςτθριότθτα) αρκετϊν γονιδίων που 

ελζγχονται από τον STAT1, ςε κακυςτερθμζνθ κυτταρικι ανάπτυξθ και ςε ενιςχυμζνθ 

απάντθςθ από ιικι μόλυνςθ (Chapat et al. 2013). Τζλοσ, θ CNOT7 είναι κρίςιμθ για τθν 

αποαδενυλίωςθ των μθτρικϊν μεταγράφων κατά τθ διάρκεια τθσ ωρίμανςθσ των 

οωκυττάρων του ποντικοφ (Ma et al. 2015). 

Στθν παροφςα εργαςία, αποςιωπιςαμε τθν ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν του 

ςυμπλόκου CCR4-NOT ςε κφτταρα NCI-H520 και HEp2 και ακολοφκωσ εξετάςαμε τθν 

επίπτωςθ που ζχουν ςτθν γονιδιακι ζκφραςθ με μικροςυςτοιχίεσ. Θ αποςιϊπθςθ τθσ 

κάκε αποαδενυλάςθσ είχε ωσ αποτζλεςμα τθν διαφορικι ζκφραςθ αρκετϊν 

μεταγράφων (Ρίνακασ 4.15 Ραραρτιματοσ), ενϊ πικανότατα επθρεάηονται και αρκετζσ 

μοριακζσ λειτουργίεσ και βιολογικζσ διεργαςίεσ όπωσ δείχνει θ ανάλυςθ λειτουργικοφ 

εμπλουτιςμοφ (Εικόνα 3.5 και Εικόνα 3.7Β). Συνδυάηοντασ τα αποτελζςματα από τα 

πειράματα γονιδιακισ ζκφραςθσ μετά από τισ αποςιωπιςεισ των αποαδενυλαςϊν 

PARN, NOC, CNOT6, CNOT6L και CNOT7 ςτα κφτταρα NCI-H520, εντοπίςαμε αρκετά 
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μετάγραφα που είναι πικανοί αποκλειςτικοί ςτόχοι τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ (Εικόνα 

3.8 και Ρίνακασ 4.15 Ραραρτιματοσ), ενϊ θ ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ 

ανζδειξε ςυγκεκριμζνεσ GOs που δεν είχαν αναφερκεί ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ 

(Ρίνακασ 3.2). Τα παραπάνω αποτελζςματα ςυμφωνοφν με προθγοφμενεσ αναφορζσ 

που υποςτθρίηουν ότι θ CNOT6 και θ CNOT6L αντιςτακμίηουν θ μια τθ λειτουργία τθσ 

άλλθσ ςε διαφορετικοφσ τφπουσ κυττάρων, όπωσ επίςθσ θ CNOT7 και θ CNOT8 ςε 

μικρότερο βακμό. Επίςθσ οι αποαδενυλάςεσ CNOT6 και CNOT7 πικανόν ζχουν αρκετά 

κοινά μετάγραφα ςτόχουσ ςτα κφτταρα NCI-H520, MCF7 και HEp2 και ελζγχουν κοινζσ 

μοριακζσ λειτουργίεσ και βιολογικζσ διεργαςίεσ, επθρεάηουν όμωσ διαφορετικοφσ 

πλθκυςμοφσ mRNA ςε διαφορετικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, υποδθλϊνοντασ ζνα διακριτό 

ρόλο για κάκε ζνηυμο ςε διαφορετικοφσ τφπουσ κυττάρων. 

Συμπεραςματικά 

Θ ζκφραςθ των αποαδενυλαςϊν μεταβάλλεται τόςο ςε αςκενείσ με πλακϊδεσ 

καρκίνωμα του πνεφμονα αλλά και με οξεία λευχαιμία. Τα επίπεδα των PARN, CNOT6 

και NOC ςυςχετίηονται με κλινικοπακολογικά χαρακτθριςτικά και με τθν πρόγνωςθ των 

αςκενϊν ςτο πλακϊδεσ καρκίνωμα του πνεφμονα, γεγονόσ που τισ κακιςτά παράγοντεσ 

προσ περαιτζρω διερεφνθςθ ϊςτε να χρθςιμοποιθκοφν ςτθν κλινικι πράξθ ωσ 

προγνωςτικοί δείκτεσ. Τα τελευταία χρόνια γίνονται ολοζνα και περιςςότερεσ 

αναφορζσ ςε μελζτεσ που ςυςχετίηουν κάποια από τισ αποαδενυλάςεσ με άλλεσ 

πακολογικζσ καταςτάςεισ και άλλα νοςιματα του πνεφμονα. Σε μοριακό επίπεδο, θ 

ανάλυςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ 

ζδειξε πωσ υπάρχουν ςυγκεκριμζνα μετάγραφα και μονοπάτια που είναι πικανοί 

ςτόχοι μόνο μιασ αποαδενυλάςθσ, ενϊ τα περιςςότερα ελζγχονται από περιςςότερα 

ζνηυμα λόγω αντιςτακμιςτικισ δράςθσ των αποαδενυλαςϊν. Αν και ο μθχανιςμόσ 

δράςθσ των αποαδενυλαςϊν παραμζνει μια ςθμαντικι πρόκλθςθ, είναι όλο και πιο 

ςαφζσ ότι οι διάφορεσ αποαδενυλάςεσ διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςε διάφορεσ 

κυτταρικζσ διεργαςίεσ ρυκμίηοντασ τθ ςτακερότθτα και το χρόνο ηωισ των mRNAs. 
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Ρίνακασ 4.1 Αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα μετά από αποςιϊπθςθ τθσ PARN ςε 

κφτταρα NCI-H520. 

βλ. Maragozidis et al. 2015 Table S1 
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Ρίνακασ 4.2 Aνάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των μεταγράφων που 

αυξορρυκμίςτθκαν ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ PARN ςε κφτταρα NCI-H520. 

Function FDR Coverage 

query genes n/a 233 / 233 

calcium-dependent cell-cell adhesion 1.17E-12 12 / 20 

cell junction assembly 5.36E-9 21 / 164 

cell junction organization 5.36E-9 22 / 181 

adherens junction organization 2.51E-6 13 / 76 

cell-cell adhesion 1.45E-5 21 / 256 

cell-cell junction organization 2.22E-5 16 / 150 

blood microparticle 1.18E-4 13 / 108 

synapse assembly 7.63E-4 9 / 54 

hemidesmosome assembly 2.24E-3 5 / 12 

platelet degranulation 2.46E-3 10 / 82 

synapse organization 2.46E-3 10 / 82 

cardiac muscle tissue morphogenesis 4.58E-3 7 / 38 

muscle filament sliding 4.58E-3 7 / 38 

actin-myosin filament sliding 4.58E-3 7 / 38 

muscle tissue morphogenesis 5.74E-3 7 / 40 

muscle organ morphogenesis 5.74E-3 7 / 40 

platelet alpha granule 1.06E-2 8 / 61 

actin-mediated cell contraction 1.55E-2 7 / 47 

platelet alpha granule lumen 1.7E-2 7 / 48 

muscle system process 1.76E-2 14 / 211 

muscle contraction 2.15E-2 13 / 188 

I band 3.23E-2 7 / 54 

myofibril 4.95E-2 9 / 102 

structural constituent of muscle 4.95E-2 6 / 41 

actin filament-based movement 4.95E-2 7 / 59 

contractile fiber part 4.95E-2 9 / 102 

secretory granule lumen 6.5E-2 7 / 62 

exocytosis 7.2E-2 12 / 191 

cardiac muscle tissue development 7.2E-2 8 / 85 
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ventricular cardiac muscle tissue morphogenesis 7.2E-2 5 / 29 

ventricular cardiac muscle tissue development 7.2E-2 5 / 29 

Z disc 7.2E-2 6 / 45 

sarcomere 7.2E-2 8 / 86 

contractile fiber 7.75E-2 9 / 112 

striated muscle tissue development 9.7E-2 10 / 142 

cell-substrate junction assembly 9.91E-2 6 / 49 

*FDR: false discovery rate 
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Ρίνακασ 4.3 Αυξορρυκμιςμζνα μετάγραφα μετά από αποςιϊπθςθ τθσ NOC ςε κφτταρα 

NCI-H520. 

βλ. Maragozidis et al. 2015 Table S3 
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Ρίνακασ 4.4 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των μεταγράφων που 

αυξορρυκμίςτθκαν ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ NOC ςε κφτταρα NCI-H520. 

Function FDR Coverage 

query genes n/a 212 / 212 

triglyceride-rich lipoprotein particle remodeling 8.26E-7 7 / 11 

very-low-density lipoprotein particle remodeling 8.26E-7 7 / 11 

triglyceride-rich lipoprotein particle 7.62E-6 7 / 15 

very-low-density lipoprotein particle 7.62E-6 7 / 15 

reverse cholesterol transport 1.07E-5 7 / 16 

protein activation cascade 1.11E-5 11 / 61 

high-density lipoprotein particle 1.28E-5 7 / 17 

cholesterol homeostasis 1.34E-5 10 / 50 

sterol homeostasis 1.34E-5 10 / 50 

plasma lipoprotein particle organization 2.68E-5 8 / 29 

protein-lipid complex subunit organization 3.27E-5 8 / 30 

plasma lipoprotein particle 5.46E-5 7 / 22 

plasma lipoprotein particle assembly 5.46E-5 6 / 14 

detection of stimulus 5.46E-5 18 / 230 

plasma lipoprotein particle remodeling 5.46E-5 7 / 23 

protein-lipid complex remodeling 5.46E-5 7 / 23 

macromolecular complex remodeling 5.46E-5 7 / 23 

protein-lipid complex 5.46E-5 7 / 23 

cholesterol efflux 5.46E-5 8 / 33 

protein-lipid complex assembly 7.37E-5 6 / 15 

lipid homeostasis 1.67E-4 10 / 70 

humoral immune response mediated by circulating 

immunoglobulin 2.24E-4 5 / 10 

sterol transporter activity 3.87E-4 5 / 11 

detection of abiotic stimulus 5.64E-4 12 / 122 

phospholipid transport 9.64E-4 7 / 35 

blood microparticle 1.07E-3 11 / 108 

alcohol binding 1.08E-3 8 / 51 

high-density lipoprotein particle remodeling 1.32E-3 5 / 14 
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regulation of plasma lipoprotein particle levels 1.4E-3 7 / 38 

muscle filament sliding 1.4E-3 7 / 38 

actin-myosin filament sliding 1.4E-3 7 / 38 

cholesterol transport 1.6E-3 8 / 55 

sterol transport 1.6E-3 8 / 55 

lipid localization 1.92E-3 11 / 118 

detection of external stimulus 1.92E-3 11 / 118 

quaternary ammonium group binding 2.19E-3 5 / 16 

actin filament-based movement 2.45E-3 8 / 59 

lipoprotein particle receptor binding 2.82E-3 5 / 17 

positive regulation of steroid metabolic process 2.82E-3 5 / 17 

actin-mediated cell contraction 4.77E-3 7 / 47 

regulation of triglyceride metabolic process 4.91E-3 5 / 19 

phototransduction, visible light 5.34E-3 9 / 87 

regulation of lipid catabolic process 5.8E-3 6 / 33 

cholesterol transporter activity 5.8E-3 4 / 10 

cholesterol metabolic process 6.6E-3 8 / 69 

blood coagulation, fibrin clot formation 7.46E-3 5 / 21 

organophosphate ester transport 8.06E-3 7 / 52 

detection of visible light 8.78E-3 9 / 94 

immunoglobulin mediated immune response 8.79E-3 6 / 36 

sequence-specific DNA binding RNA polymerase II transcription 

factor activity 8.91E-3 13 / 199 

phototransduction 1.05E-2 9 / 97 

lipid transport 1.05E-2 11 / 147 

steroid esterification 1.06E-2 4 / 12 

sterol esterification 1.06E-2 4 / 12 

cholesterol esterification 1.06E-2 4 / 12 

B cell mediated immunity 1.06E-2 6 / 38 

neutral lipid catabolic process 1.19E-2 5 / 24 

acylglycerol catabolic process 1.19E-2 5 / 24 

organic hydroxy compound transport 1.27E-2 9 / 101 

muscle system process 1.35E-2 13 / 211 
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detection of light stimulus 1.35E-2 9 / 102 

sterol metabolic process 1.42E-2 8 / 80 

muscle contraction 1.82E-2 12 / 188 

regulation of sterol transport 1.91E-2 5 / 27 

complement activation 1.91E-2 6 / 43 

regulation of cholesterol transport 1.91E-2 5 / 27 

plasma lipoprotein particle clearance 2.26E-2 5 / 28 

lipid transporter activity 2.34E-2 6 / 45 

endoplasmic reticulum lumen 2.71E-2 10 / 140 

skeletal muscle contraction 2.85E-2 4 / 16 

positive regulation of lipid catabolic process 2.85E-2 4 / 16 

adenylate cyclase-modulating G-protein coupled receptor 

signaling pathway 2.85E-2 8 / 90 

cholesterol binding 2.92E-2 5 / 30 

rhythmic process 3.26E-2 7 / 69 

retinoid metabolic process 3.53E-2 7 / 70 

glycerolipid catabolic process 3.86E-2 5 / 32 

diterpenoid metabolic process 4.11E-2 7 / 72 

response to light stimulus 4.21E-2 12 / 210 

G-protein coupled receptor signaling pathway, coupled to cyclic 

nucleotide second messenger 4.88E-2 9 / 125 

sterol binding 4.88E-2 5 / 34 

endocrine pancreas development 4.88E-2 5 / 34 

regulation of transmembrane transport 5.03E-2 9 / 126 

peptidyl-glutamic acid modification 5.03E-2 4 / 19 

steroid binding 5.32E-2 6 / 54 

regulation of lipid transport 5.82E-2 6 / 55 

terpenoid metabolic process 5.94E-2 7 / 78 

positive regulation of lipid metabolic process 5.94E-2 7 / 78 

regulation of fatty acid biosynthetic process 5.94E-2 4 / 20 

protein heterodimerization activity 6.12E-2 11 / 190 

regulation of lipid biosynthetic process 6.21E-2 7 / 79 

triglyceride metabolic process 6.21E-2 7 / 79 
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actomyosin structure organization 6.47E-2 5 / 37 

sensory perception of chemical stimulus 6.55E-2 7 / 80 

regulation of lipid metabolic process 6.55E-2 10 / 162 

steroid metabolic process 7.48E-2 11 / 196 

regulation of glutamate receptor signaling pathway 7.5E-2 4 / 22 

regulation of Cdc42 protein signal transduction 7.5E-2 4 / 22 

triglyceride homeostasis 7.5E-2 4 / 22 

triglyceride catabolic process 7.5E-2 4 / 22 

ionotropic glutamate receptor complex 7.5E-2 4 / 22 

glycoprotein binding 7.5E-2 5 / 39 

acylglycerol homeostasis 7.5E-2 4 / 22 

phospholipid binding 7.72E-2 11 / 199 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception 7.72E-2 6 / 60 

negative regulation of cell differentiation 7.72E-2 13 / 266 

transcription regulatory region DNA binding 7.72E-2 13 / 266 

regulatory region DNA binding 7.85E-2 13 / 267 

regulatory region nucleic acid binding 7.85E-2 13 / 267 

acylglycerol metabolic process 8.01E-2 7 / 85 

neutral lipid metabolic process 8.01E-2 7 / 85 

negative regulation of cholesterol transport 8.01E-2 3 / 10 

negative regulation of sterol transport 8.01E-2 3 / 10 

sensory perception 8.11E-2 12 / 235 

sensory perception of smell 8.43E-2 5 / 41 

structural constituent of muscle 8.43E-2 5 / 41 

endocrine system development 8.98E-2 6 / 63 

circadian rhythm 9.29E-2 5 / 42 

lipoprotein metabolic process 9.93E-2 7 / 89 

*FDR: false discovery rate 
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Ρίνακασ 4.5 Κοινά αυξο- και μειορρυκμιςμζνα μετάγραφα ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ 

PARN και τθσ NOC ςε κφτταρα NCI-H520 και HEp2. 

Common upregulated transcripts after PARN silencing 

PTGIR Prostaglandin I2 Receptor 

FGFBP2 Fibroblast Growth Factor Binding Protein  

AATK apoptosis-associated tyrosine kinase 

CTSO Cathepsin O 

Common downregulated transcripts after PARN silencing 

BPESC1  
Blepharophimosis, Epicanthus Inversus And Ptosis, Candidate 1   

(Non-Protein Coding) 

GRID1  Glutamate Receptor, Ionotropic, Delta 1 

CLEC5A  C-Type Lectin Domain Family 5, Member A 

C4orf6  
Chromosome 4 Open Reading Frame 6, Expressed In Neuroblastoma, 

Uncharacterized Protein C4orf6 

ANKRD60 Ankyrin Repeat Domain 60 

CHRNA9  Cholinergic Receptor, Nicotinic, Alpha 9 (Neuronal) 

OR6Y1  Olfactory Receptor, Family 6, Subfamily Y, Member 1 

TMPRSS11B  Transmembrane Protease, Serine 11B 

SLC14A1  Solute Carrier Family 14 (Urea Transporter), Member 1 (Kidd Blood Group) 

SUSD4  Sushi Domain Containing 4 

SPATA9  Spermatogenesis Associated 9 

C14orf23  Chromosome 14 Open Reading Frame 23 

TMEM229B  Transmembrane Protein 229B 

EFCAB1  EF-Hand Calcium Binding Domain 1 

GPR65 G Protein-Coupled Receptor 65 

Common upregulated transcript after NOC silencing 

DPPA3 Developmental Pluripotency Associated 3 

Common downregulated transcript after NOC silencing 

GUCA1B Guanylate Cyclase Activator 1B (Retina) 
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Ρίνακασ 4.6 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των μεταγράφων που 

αυξορρυκμίςτθκαν και ςτισ δυο κυτταρικζσ ςειρζσ NCI-H520 και HEp2 ζπειτα από 

αποςιϊπθςθ τθσ PARN. 

Function FDR    Coverage 

query genes  n/a 4 / 4 

G-protein coupled receptor signaling pathway, coupled to 

cyclic nucleotide second messenger 
4.48E-24 22 / 116 

adenylate cyclase-modulating G-protein coupled receptor 

signaling pathway  
4,03E-21 18 / 77 

G-protein beta/gamma-subunit complex binding 4,17E-13 9 / 17 

regulation of nucleotide metabolic process 3,37E-12 19 / 284 

regulation of purine nucleotide metabolic process 3,37E-12 19 / 281 

heterotrimeric G-protein complex 6,83E-12 9 / 23 

extrinsic to internal side of plasma membrane 8,52E-12 10 / 36 

extrinsic to plasma membrane 2,42E-11 11 / 57 

regulation of cyclic nucleotide biosynthetic process 1.1E-9 11 / 80 

extrinsic to membrane 1.14E-9 11 / 81 

internal side of plasma membrane 1.16E-9 11 / 83 

regulation of nucleotide biosynthetic process  1.16E-9 11 / 83 

regulation of purine nucleotide biosynthetic process 1.16E-9 11 / 83 

regulation of cyclic nucleotide metabolic process 1.23E-9 11 / 84 

regulation of adenylate cyclase activity 3.84E-9 9 / 47 

cyclic purine nucleotide metabolic process  3.84E-9 11 / 94 

cyclic nucleotide biosynthetic process  4.07E-9 11 / 95 

regulation of cyclase activity 7.48E-9 9 / 51 

regulation of cAMP biosynthetic process  7.49E-9 10 / 74 

regulation of cAMP metabolic process 8.17E-9 10 / 75 

*FDR: false discovery rate 
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Ρίνακασ 4.7 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των μεταγράφων που 

μειορρυκμίςτθκαν και ςτισ δυο κυτταρικζσ ςειρζσ NCI-H520 και HEp2 ζπειτα από 

αποςιϊπθςθ τθσ PARN. 

Function FDR Coverage 

query genes n/a  14 / 14 

glutamate receptor signaling pathway 5.21E-13  12 / 46 

neuron part 9.06E-10  17 / 251 

neuron projection  1.06E-9  16 / 219 

ionotropic glutamate receptor complex 1.47E-9  8 / 22 

regulation of excitatory postsynaptic membrane 

potential 
9.99E-7  6 / 16 

regulation of postsynaptic membrane potential 1.76E-6  6 / 18 

protein localization to membrane 1.76E-6  9 / 77 

positive regulation of excitatory postsynaptic membrane 

potential  
6.61E-6  5 / 11 

receptor complex 8.08E-6  10 / 128 

dendritic spine 1.24E-5  7 / 45 

neuron spine 1.24E-5  7 / 45 

synapse 1.26E-5  10 / 138 

positive regulation of membrane potential 1.74E-5  5 / 14 

dendrite 2.53E-5  9 / 112 

PDZ domain binding 2.59E-5  7 / 52 

Wnt-activated receptor activity 7.73E-5  5 / 19 

synaptic membrane 7.73E-5  6 / 37 

cell projection part 1.03E-4  12 / 283 

synapse part 1.23E-4  8 / 100 

Wnt-protein binding 1.82E-4  5 / 23 

*FDR: false discovery rate 
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Ρίνακασ 4.8 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των μεταγράφων που 

μειορρυκμίςτθκαν και ςτισ δυο κυτταρικζσ ςειρζσ NCI-H520 και HEp2 ζπειτα 

από αποςιϊπθςθ τθσ NOC. 

Function  FDR Coverage 

query genes n/a  1 / 1 

pigment granule  7.3E-4 3 / 16 

melanosome  7.3E-4 3 / 16 

regulation of G-protein coupled receptor protein  

signaling pathway  
3.4E-2 3 / 63 

secondary metabolic process  2.84E-1 2 / 22 

aromatic amino acid family metabolic process  2.84E-1 2 / 23 

pigment biosynthetic process  3.8E-1 2 / 29 

copper ion binding  4.76E-1 2 / 35 

pigment metabolic process  5.45E-1 2 / 40 

*FDR: false discovery rate 
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Ρίνακασ 4.9 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 ςε κφτταρα NCI-H520. 

Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 
Set size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0098742 
cell-cell adhesion via plasma-

membrane adhesion molecules 
BP 4 218 25 (11.5%) 6.13e-13 3.11e-10 

GO:0050907 
detection of chemical stimulus 
involved in sensory perception 

BP 4 470 32 (6.8%) 4.28e-10 1.09e-07 

GO:0051606 detection of stimulus BP 2 744 41 (5.5%) 8.48e-10 6.36e-08 

GO:0050906 
detection of stimulus involved in 

sensory perception 
BP 3 522 33 (6.3%) 1.5e-09 4.6e-07 

GO:0009593 detection of chemical stimulus BP 3 509 32 (6.3%) 3.08e-09 4.73e-07 

GO:0050877 neurological system process BP 4 1323 57 (4.3%) 3.97e-09 6.73e-07 

GO:0003008 system process BP 3 1962 73 (3.7%) 1.05e-08 1.08e-06 

GO:0007155 cell adhesion BP 2 1421 56 (4.0%) 1.17e-07 4.38e-06 

GO:0098609 cell-cell adhesion BP 3 869 40 (4.6%) 1.91e-07 1.47e-05 

GO:0044707 
single-multicellular organism 

process 
BP 2 6658 172 (2.6%) 2.6e-07 6.51e-06 

GO:0004888 
transmembrane signaling receptor 
activity 

MF 4 1272 50 (4.0%) 6.12e-07 4.53e-05 

GO:0004872 receptor activity MF 2 1583 57 (3.6%) 1.56e-06 4.98e-05 

GO:0038023 signaling receptor activity MF 3 1372 50 (3.7%) 5.38e-06 0.000344 

GO:0004447 iodide peroxidase activity MF 3 2 2 (100.0%) 0.000358 0.0115 

GO:0030414 peptidase inhibitor activity MF 4 181 11 (6.1%) 0.000635 0.0235 

GO:0004871 signal transducer activity MF 2 1663 50 (3.0%) 0.000659 0.0105 

GO:0008037 cell recognition BP 3 129 9 (7.0%) 0.000797 0.0447 

GO:0009566 fertilization BP 3 159 10 (6.3%) 0.000929 0.0447 

GO:0045123 cellular extravasation BP 3 41 5 (12.2%) 0.00102 0.0447 

GO:0050900 leukocyte migration BP 2 351 16 (4.6%) 0.00112 0.0209 

 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 
Set size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0007268 synaptic transmission BP 4 729 8 (1.1%) 7.2e-05 0.00597 

GO:0015075 
ion transmembrane transporter 

activity 
MF 4 828 6 (0.7%) 0.00529 0.037 
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Ρίνακασ 4.10 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 ςε κφτταρα NCI-H520. 

Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0050907 
detection of chemical stimulus 

involved in sensory perception 
BP 4 470 23 (4.9%) 6.52e-09 2.17e-06 

GO:0050906 
detection of stimulus involved in 

sensory perception 
BP 3 522 24 (4.6%) 1.01e-08 2.16e-06 

GO:0009593 detection of chemical stimulus BP 3 509 23 (4.5%) 2.87e-08 3.08e-06 

GO:0050877 neurological system process BP 4 1323 39 (3.0%) 5.87e-08 9.77e-06 

GO:0038023 signaling receptor activity MF 3 1372 39 (2.9%) 1.41e-07 8.06e-06 

GO:0051606 detection of stimulus BP 2 744 27 (3.6%) 1.54e-07 9.68e-06 

GO:0004888 
transmembrane signaling receptor 

activity 
MF 4 1272 37 (2.9%) 1.75e-07 1.02e-05 

GO:0004872 receptor activity MF 2 1583 40 (2.5%) 1.97e-06 6.9e-05 

GO:0003008 system process BP 3 1962 46 (2.4%) 2.44e-06 0.000174 

GO:0004871 signal transducer activity MF 2 1663 39 (2.4%) 1.56e-05 0.000272 

GO:0004447 iodide peroxidase activity MF 3 2 2 (100.0%) 0.000134 0.00383 

GO:0098742 
cell-cell adhesion via plasma-

membrane adhesion molecules 
BP 4 218 10 (4.6%) 0.000243 0.0269 

GO:0030414 peptidase inhibitor activity MF 4 181 9 (5.0%) 0.000252 0.00732 

GO:0071688 
striated muscle myosin thick 

filament assembly 
BP 4 3 2 (66.7%) 0.0004 0.0333 

GO:0061134 peptidase regulator activity MF 3 216 9 (4.2%) 0.00092 0.0175 

GO:0031433 telethonin binding MF 4 5 2 (40.0%) 0.00131 0.0254 

GO:0044707 
single-multicellular organism 

process 
BP 2 6658 99 (1.5%) 0.00135 0.0425 

 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0002683 
negative regulation of immune 

system process 
BP 4 369 8 (2.2%) 0.000221 0.0432 
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Ρίνακασ 4.11 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 ςε κφτταρα HEp2. 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0045087 innate immune response BP 3 1036 25 (2.4%) 9.92e-06 0.00267 

GO:0006955 immune response BP 2 1569 31 (2.0%) 4.02e-05 0.00293 

GO:0009888 tissue development BP 3 1781 33 (1.9%) 8.15e-05 0.011 

GO:0048731 system development BP 3 4205 60 (1.4%) 0.000156 0.014 

GO:0042097 interleukin-4 biosynthetic process BP 3 3 2 (66.7%) 0.000254 0.0171 

GO:0048856 anatomical structure development BP 2 5056 68 (1.3%) 0.000277 0.0101 

GO:0007275 
multicellular organismal 

development 
BP 3 4759 64 (1.3%) 0.000482 0.0252 

GO:0070887 
cellular response to chemical 

stimulus 
BP 3 2572 40 (1.6%) 0.000563 0.0252 

GO:0048144 fibroblast proliferation BP 3 84 5 (6.0%) 0.0011 0.0398 

GO:0048869 cellular developmental process BP 3 3957 54 (1.4%) 0.00118 0.0398 

GO:0048513 organ development BP 3 3050 44 (1.4%) 0.00134 0.0399 

GO:0007155 cell adhesion BP 2 1421 25 (1.8%) 0.00138 0.0261 

GO:0044707 
single-multicellular organism 

process 
BP 2 6658 81 (1.2%) 0.00143 0.0261 

GO:0044767 
single-organism developmental 

process 
BP 2 5607 69 (1.2%) 0.00323 0.0471 
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Ρίνακασ 4.12 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 ςε κφτταρα HEp2. 

Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0007626 locomotory behavior BP 2 201 11 (5.5%) 0.000122 0.00856 

 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0048678 response to axon injury BP 4 61 5 (8.2%) 0.000191 0.0534 

GO:0072678 T cell migration BP 4 37 4 (10.8%) 0.000295 0.0534 

GO:0001948 glycoprotein binding MF 3 94 5 (5.3%) 0.0014 0.0427 

GO:0008201 heparin binding MF 3 149 6 (4.0%) 0.00199 0.0427 
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Ρίνακασ 4.13 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L ςε κφτταρα NCI-H520. 

Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0050906 
detection of stimulus involved in 

sensory perception 
BP 3 522 27 (5.2%) 1.56e-10 3.95e-08 

GO:0051606 detection of stimulus BP 2 744 32 (4.3%) 3,00E-10 1.92e-08 

GO:0050907 
detection of chemical stimulus 

involved in sensory perception 
BP 4 470 25 (5.3%) 4.36e-10 1.66e-07 

GO:0009593 detection of chemical stimulus BP 3 509 25 (4.9%) 2.25e-09 2.86e-07 

GO:0050877 neurological system process BP 4 1323 40 (3.0%) 4.21e-08 8.02e-06 

GO:0004888 
transmembrane signaling receptor 

activity 
MF 4 1272 38 (3.0%) 1.22e-07 7.07e-06 

GO:0038023 signaling receptor activity MF 3 1372 38 (2.8%) 8.19e-07 4.42e-05 

GO:0003008 system process BP 3 1962 48 (2.5%) 9.37e-07 7.93e-05 

GO:0004872 receptor activity MF 2 1583 40 (2.5%) 3.98e-06 0.000127 

GO:0004871 signal transducer activity MF 2 1663 39 (2.4%) 2.96e-05 0.000473 

GO:0004447 iodide peroxidase activity MF 3 2 2 (100.0%) 0.000142 0.00383 

GO:0044700 single organism signaling BP 2 6125 99 (1.6%) 0.000159 0.00508 

GO:0007154 cell communication BP 3 6343 100 (1.6%) 0.000395 0.0251 

GO:0044707 
single-multicellular organism 

process 
BP 2 6658 103 (1.6%) 0.000649 0.0139 

 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0055085 transmembrane transport BP 3 1336 15 (1.1%) 0.000167 0.0237 

GO:0034220 ion transmembrane transport BP 4 970 12 (1.2%) 0.000344 0.0436 

GO:0007268 synaptic transmission BP 4 729 10 (1.4%) 0.000509 0.0436 

GO:0006811 ion transport BP 4 1537 15 (1.0%) 0.000739 0.0436 

GO:0022838 substrate-specific channel activity MF 4 410 7 (1.7%) 0.00108 0.0207 
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GO:0022803 
passive transmembrane transporter 

activity 
MF 3 433 7 (1.6%) 0.00148 0.036 

GO:0015267 channel activity MF 4 433 7 (1.6%) 0.00148 0.0207 

GO:0022891 
substrate-specific transmembrane 

transporter activity 
MF 3 895 10 (1.1%) 0.0024 0.036 

GO:0022892 
substrate-specific transporter 

activity 
MF 2 1055 11 (1.0%) 0.00249 0.0413 

GO:0042166 acetylcholine binding MF 3 25 2 (8.0%) 0.00427 0.0373 

GO:0022857 
transmembrane transporter 

activity 
MF 2 975 10 (1.0%) 0.00443 0.0413 

GO:0016702 

oxidoreductase activity, acting on 

single donors with incorporation 

of molecular oxygen, 

incorporation of two atoms of 

oxygen 

MF 4 26 2 (7.7%) 0.00461 0.0314 

GO:0015075 
ion transmembrane transporter 

activity 
MF 4 828 9 (1.1%) 0.00478 0.0314 

GO:0016701 

oxidoreductase activity, acting on 

single donors with incorporation 

of molecular oxygen 

MF 3 27 2 (7.4%) 0.00497 0.0373 

GO:0030594 neurotransmitter receptor activity MF 4 94 3 (3.3%) 0.00561 0.0314 

GO:0042165 neurotransmitter binding MF 2 31 2 (6.5%) 0.00651 0.0413 
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Ρίνακασ 4.14 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των διαφορικά εκφραηόμενων 

μεταγράφων ζπειτα από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8 ςε κφτταρα HEp2. 

Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0007275 
multicellular organismal 

development 
BP 3 4759 99 (2.1%) 2.14e-05 0.00654 

GO:0042476 odontogenesis BP 4 118 9 (7.6%) 5.32e-05 0.0285 

GO:0021684 
cerebellar granular layer 

formation 
BP 3 9 3 (33.3%) 0.000233 0.0286 

GO:0040008 regulation of growth BP 3 623 21 (3.4%) 0.000281 0.0286 

GO:0044767 
single-organism developmental 

process 
BP 2 5607 107 (1.9%) 0.000337 0.0202 

GO:0021683 
cerebellar granular layer 

morphogenesis 
BP 3 11 3 (27.3%) 0.000448 0.0341 

GO:0048856 anatomical structure development BP 2 5056 97 (1.9%) 0.000656 0.0202 

GO:0044707 
single-multicellular organism 

process 
BP 2 6658 121 (1.8%) 0.000832 0.0202 

GO:0042592 homeostatic process BP 3 1502 37 (2.5%) 0.000884 0.0417 

GO:0007267 cell-cell signaling BP 3 1238 32 (2.6%) 0.000926 0.0417 

GO:0021681 
cerebellar granular layer 

development 
BP 3 14 3 (21.4%) 0.000957 0.0417 

GO:0016049 cell growth BP 2 454 15 (3.3%) 0.00249 0.0454 

 

Gene Ontology Term  

(underexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 
p-value q-value 

GO:0030881 beta-2-microglobulin binding MF 3 11 3 (27.3%) 0.000396 0.0285 
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Ρίνακασ 4.15 Μετάγραφα με διαφορικι ζκφραςθ ζπειτα από αποςιϊπθςθ των 

αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, CNOT6, CNOT6L και CNOT7 ςτα κφτταρα NCI-H520.  

βλ. Maragozidis et al. 2017 Table S7 

 

Ρίνακασ 4.16 Μετάγραφα με διαφορικι ζκφραςθ ζπειτα από αποςιϊπθςθ των 

αποαδενυλαςϊν PARN, NOC, CNOT6, CNOT7 και CNOT8 ςτα κφτταρα HEp2.  

βλ. Maragozidis et al. 2017 Table S8 
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Ρίνακασ 4.17 Ανάλυςθ λειτουργικοφ εμπλουτιςμοφ των πικανϊν αποκλειςτικϊν 

ςτόχων τθσ κάκε αποαδενυλάςθσ ςε κφτταρα HEp2. 

 Gene Ontology Term  

(overexpressed transcripts) 

Category, 

level 

Set 

size 

Candidates 

contained 

CNOT6 

 

GO:007089 lipoteichoic acid binding MF 3 4 2 (50.0%) 

GO:0015459 
potassium channel 

regulator activity 
MF 3 46 3 (6.5%) 

GO:0005328 
neurotransmitter:sodium 

symporter activity 
MF 3 19 2 (10.5%) 

GO:0001530 lipopolysaccharide binding MF 3 20 2 (10.0%) 

CNOT8 

GO:0042476 odontogenesis BP 4 118 9 (7.6%) 

GO:0048878 chemical homeostasis BP 4 988 26 (2.6%) 

GO:0007275 
multicellular organismal 

development 
BP 3 4759 74 (1.6%) 

GO:0042592 homeostatic process BP 3 1502 32 (2.1%) 

GO:0021684 
cerebellar granular layer 

formation 
BP 3 9 3 (33.3%) 

GO:0021683 
cerebellar granular layer 

morphogenesis 
BP 3 11 3 (27.3%) 

GO:0065008 
regulation of biological 

quality 
BP 2 3431 55 (1.6%) 

GO:0055082 
cellular chemical 

homeostasis 
BP 4 624 17 (2.7%) 

GO:0044707 
single-multicellular 

organism process 
BP 2 6658 91 (1.4%) 

GO:0044767 
single-organism 

developmental process 
BP 2 5607 79 (1.4%) 

GO:002168  
cerebellar granular layer 

development 
BP 3 14 3 (21.4%) 

GO:0005102 receptor binding MF 3 1430 28 (2.0%) 

GO:0040008 regulation of growth BP 3 623 16 (2.6%) 

GO:0048513 organ development BP 3 3050 48 (1.6%) 
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GO:0048856 
anatomical structure 

development 
BP 2 5056 71 (1.4%) 

GO:0032844 
regulation of homeostatic 

process 
BP 3 359 11 (3.1%) 

GO:0042391 
regulation of membrane 

potential 
BP 3 367 11 (3.0%) 

GO:0021697 cerebellar cortex formation BP 3 22 3 (13.6%) 

GO:0060021 palate development BP 3 83 5 (6.0%) 

GO:0019725 cellular homeostasis BP 3 752 17 (2.3%) 

GO:0048731 system development BP 3 4205 60 (1.4%) 

GO:0055085 transmembrane transport BP 3 1336 25 (1.9%) 

GO:0022857 
transmembrane transporter 

activity 
MF 2 975 20 (2.1%) 

GO:0016049 cell growth BP 2 454 12 (2.6%) 

GO:0022892 
substrate-specific 

transporter activity 
MF 2 1055 21 (2.0%) 

GO:0009653 
anatomical structure 

morphogenesis 
BP 2 2616 41 (1.6%) 

GO:0032879 regulation of localization BP 3 2301 37 (1.6%) 

NOC 

GO:0010469 
regulation of receptor 

activity 
BP 3 88 5 (5.7%) 

GO:2000310 

regulation of N-methyl-D-

aspartate selective 

glutamate receptor activity 

BP 4 15 3 (20.0%) 

GO:0022898 

regulation of 

transmembrane transporter 

activity 

BP 4 181 6 (3.3%) 

GO:0051336 
regulation of hydrolase 

activity 
BP 4 1250 14 (1.1%) 

GO:0032409 
regulation of transporter 

activity 
BP 3 195 6 (3.1%) 

GO:0034220 
ion transmembrane 

transport 
BP 4 970 12 (1.2%) 

GO:0034762 regulation of BP 4 385 7 (1.8%) 
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transmembrane transport 

GO:0002020 protease binding MF 4 103 4 (3.9%) 

GO:0061134 peptidase regulator activity MF 3 216 5 (2.3%) 

GO:0007342 
fusion of sperm to egg 

plasma membrane 
BP 4 13 2 (15.4%) 

GO:0016247 channel regulator activity MF 2 136 4 (2.9%) 

GO:0055085 transmembrane transport BP 3 1336 12 (0.9%) 

GO:0006811 ion transport BP 4 1537 13 (0.8%) 

PARN GO:0048598 embryonic morphogenesis BP 3 590 6 (1.0%) 

* p-value < 0.01, q-value < 0.5 
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