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Περίληψη: 

Ο καρκίνος του στομάχου χαρακτηρίζεται από υψηλή συχνότητα εμφάνισης και 

υψηλά ποσοστά θνησιμότητας παγκοσμίως. Η ασθένεια χαρακτηρίζεται από έντονη 

ετερογένεια ανάμεσα στους ασθενείς και κατηγοριοποιείται σε πολλούς υπότυπους 

με βάση το ιστολογικό και το μοριακό της υπόβαθρο. Το βασικό πρόβλημα έγκειται 

στην καθυστερημένη διάγνωση της νόσου, η οποία στα αρχικά της στάδια είναι 

ασυμπτωματική, με αποτέλεσμα υψηλά επίπεδα θνησιμότητας ειδικά για τις πιο 

επιθετικές μορφές. Για αυτόν τον λόγο είναι επιτακτική η ανάγκη εύρεσης 

διαγνωστικών δεικτών με υψηλή εξειδίκευση έναντι των αρχικών σταδίων της νόσου. 

Ολοένα και περισσότερες έρευνες επικεντρώνονται στο μοριακό και γενετικό 

υπόβαθρο του γαστρικού καρκίνου, ανακαλύπτοντας γονίδια τα οποία εμφανίζουν 

γενετική ποικιλομορφία ως προς τον αριθμό των αντιγράφων τους στον καρκίνο και 

χαρακτηρίζονται από ογκογόνο δράση. Σ’ αυτή την κατηγορία εντάσσονται οι 

μεταγραφικοί παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6 οι οποίοι φυσιολογικά δρουν ως 

ρυθμιστές της κυτταρικής γενεαλογίας (lineage-survival factors) αφού εμπλέκονται 

στη διατήρηση συγκεκριμένων κυτταρικών τύπων στα αναπτυξιακά στάδια του 

στομάχου. Οι ίδιοι μεταγραφικοί παράγοντες συνθέτουν ένα ογκογόνο δίκτυο στον 

γαστρικό καρκίνο και είναι σημαντικοί για την εξέλιξη της ασθένειας. Λόγω της 

σημαντικής φυσιολογικής τους λειτουργίας σε πολλούς ιστούς αυτές οι ρυθμιστικές 

πρωτεΐνες δεν μπορούν να αποτελέσουν άμεσους θεραπευτικούς στόχους, συνεπώς 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχουν τα γονίδια-στόχοι τα οποία ελέγχουν. Αποδέκτες αυτής 

της ρύθμισης αποτελούν και τα lncRNAs τα οποία χαρακτηρίζονται από αυστηρή 

ιστο-ειδική έκφραση και παίζουν σημαντικό ρόλο σε πολλούς τύπους καρκίνου συχνά 

εξειδικεύοντας την δράση μεταγραφικών παραγόντων. Σκοπός αυτής της πτυχιακής 

εργασίας ήταν η εύρεση lncRNA που να ρυθμίζονται από  τους μεταγραφικούς 

παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6. Για τον σκοπό αυτό έγινε βιοπληροφορική ανάλυση 

με χρήση δεδομένων ChIP-seq καθώς και μετα-ανάλυση δεδομένων RNA-seq από 

βιοψίες ασθενών. Επίσης μέσω της κλωνοποίησης shRNA σε κατάλληλους 

πλασμιδιακούς φορείς, επιτεύχθει η παροδική σίγηση του KLF5, με σκοπό την 

φαινοτυπική μελέτη αλλά και την ταυτοποίηση 3 lncRNAs που ελέγχονται από τον 

μεταγραφικό παράγοντα KLF5 και ονομάστηκαν REAKTs (lincRNA rEgulAted by 

Kruppel GasTric). 
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Abstract: 

Stomach cancer is a high incidence and high mortality disease worldwide. This cancer 

type is characterized by strong heterogeneity among patients and is categorized into 

many subtypes based on histological and molecular criteria. The high mortality rates 

relate with the delayed diagnosis of the disease, which is asymptomatic in its early 

stages. Therefore, it is imperative to develop highly specialized diagnostic markers. 

Biomedical research that focuses on the molecular and genetic background of gastric 

cancer has discovered oncogenes that predispose for gastric cancer due to genetic 

amplification of their loci. Such loci include the lineage-survival KLF5/GATA4/GATA6 

transcription factors that normally are involved in the maintenance of specific cell 

types during the developmental stages of the stomach. These transcription factors 

interact and form an oncogenic regulatory complex with a crucial role in 

gastrointestinal cancer progression. However, their important physiological role 

excludes them from therapeutic targeting, so the target genes they control are of 

particular interest. Such targets are lncRNAs that are characterized by tissue-specific 

expression and play an important role in many types of cancer, specializing the 

function of transcription factors during progression of the disease. The goal of this 

thesis was to identify lncRNAs regulated by these transcription factors. To this end, 

bioinformatics analysis was performed using ChIP-seq data as well as RNA-seq data 

from patient biopsies. Also, through shRNA cloning into appropriate plasmid vectors, 

transient silencing of KLF5 was achieved, the cellular phenotype of KLF5 knock-down 

was observed and experimental validation of three lncRNAs controlled by the 

transcription factor KLF5 and termed REAKTs (lincRNA rEgulAted by Kruppel GasTric) 

was performed.  
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1.Εισαγωγή 

1.1 Η βιολογία και τα βασικά χαρακτηριστικά της νεοπλασίας 
 

Η ασθένεια του καρκίνου αποτελεί μια σύγχρονη μάστιγα για τον άνθρωπο, που 

παρά την πρόοδο που έχει σημειωθεί στα πλαίσια της διάγνωσης και θεραπείας, 

συνεχίζει να εμφανίζει ολοένα και μεγαλύτερα ποσοστά θνησιμότητας παγκοσμίως2. 

Υπάρχουν πολλοί τύποι νεοπλασίας που αφορούν διαφορετικούς ιστούς του 

ανθρώπινου σώματος με ετερογένεια στα ποσοστά επιδημιολογίας και προσδόκιμου 

ζωής ανάλογα με τη χώρα, την ηλικία και το φύλο3-5. Παρά την ετερογένεια στον 

κλινικό φαινότυπο, υπάρχουν κάποια βασικά χαρακτηριστικά των καρκινικών 

κυττάρων, κοινά στους διάφορους τύπους νεοπλασίας. Τα χαρακτηριστικά αυτά 

αφορούν τη διατάραξη της ομοιόστασης των κυττάρων στη διαδικασία 

πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης, με αποτέλεσμα τον ανεξέλεγκτο 

πολλαπλασιασμό και τη δημιουργία ενός μικρο-περιβάλλοντος που ευνοεί τον 

καρκινικό φαινότυπο6,7 (Εικ.1). Υπάρχουν έξι βασικά σημεία στη πολυδιάστατη 

ανάπτυξη της νεοπλασίας: 

 

 

                                                          Εικόνα 1. Τα βασικά χαρακτηριστικά νεοπλασίας6. 
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Ενισχυμένο πολλαπλασιαστικό δυναμικό: 

Ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός είναι μια διεργασία οργανωμένη και αυστηρά 

ελεγχόμενη που βασίζεται σε συγκεκριμένα σημεία ελέγχου τα οποία θα καθορίσουν 

το μέγεθος του κυττάρου, την αντιγραφή του DNA, και την απόκριση σε βλάβη του 

DNA8. Πρόκειται για ένα σηματοδοτικό δίκτυο με βασικούς τελεστές κυκλινο-

εξαρτώμενες κινάσες τυροσίνης (Cyclin-Dependent Kinases-CDKs), και το οποίο 

επάγεται από αυξητικούς/μιτογόνους παράγοντες9-11. Στη νεοπλασία φαίνεται να 

διαταράσσεται αυτή η ρύθμιση με αποτέλεσμα τα καρκινικά κύτταρα να 

πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα. Η ενδοκυττάρια σηματοδότηση επηρεάζεται είτε 

λόγω της συνεχούς παραγωγής αυξητικών παραγόντων μέσα στο κύτταρο αλλά και 

στον εξωκυττάριο χώρο επηρεάζοντας και παρακείμενα κύτταρα, είτε λόγω 

αυξημένης παραγωγής των αντίστοιχων υποδοχέων αυξητικών παραγόντων 

καθιστώντας τα κύτταρα πιο ευαίσθητα στη σηματοδότηση6,12,13. Η 

υπερενεργοποίηση των σηματοδοτικών μονοπατιών Ras-ERK και PI3K-Akt είναι πολύ 

συχνές περιπτώσεις στον φαινότυπο του εκτεταμένου κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

(Εικ.2). Τελικός στόχος και των δύο μονοπατιών στον πυρήνα είναι ο μεταγραφικός 

παράγοντας MYC που επάγει την έκφραση CDKs και κυκλινών που είναι βασικοί 

ρυθμιστές των σημείων ελέγχου του κυτταρικού κύκλου14,15. 

 

Εικόνα 2. Το σηματοδοτικό μονοπάτι RAS-RAF-MEK-ERK. Μέσα από έναν καταρράκτη σηματοδοτικών 
αντιδράσεων η φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση του ERK ρυθμίζει τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων τα οποία 
ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο και επάγουν τον ογκογόνο φαινότυπο16. 
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Πολλαπλασιαστική αθανασία: 

Σε συνδυασμό με την έντονη πολλαπλασιαστική ικανότητα, το καρκινικό κύτταρο 

καταφέρνει να διαιρείται συνεχόμενα αποφεύγοντας το φαινόμενο της γήρανσης και 

τελικά του κυτταρικού θανάτου. Όπως είναι γνωστό, το φαινόμενο της γήρανσης του 

κυττάρου είναι άμεσα συνδεδεμένο με την ύπαρξη τελομερών στο τέλος των 

χρωμοσωμάτων και τη δράση του αντίστοιχου ενζύμου, της τελομεράσης17. Οι 

αλληλουχίες των τελομερών ‘προστατεύουν’ τα χρωμοσώματα και με τη πάροδο του 

χρόνου περιορίζονται. Στα καρκινικά κύτταρα παρατηρείται υψηλή έκφραση του 

ενζύμου της τελομεράσης και γενικότερα η ικανότητα να διατηρούν το DNA των 

τελομερών6,18. Αυτό τους προδίδει ένα προφίλ αθανασίας στο οποίο το δυναμικό της 

κυτταρικής διαίρεσης είναι ενισχυμένο και αποκτούν έναν ακόμη ‘σύμμαχο’ στο 

πλαίσιο της αυτονομίας19. 

Αντίσταση σε ογκοκατασταλτικά σήματα: 

Πολλές είναι οι περιπτώσεις καρκίνου που οφείλονται σε μεταλλάξεις σε 

ογκοκατασταλτικά γονίδια η οποίες οδηγούν στην απενεργοποίηση τους20. Συνήθως 

εμπλέκονται σε πολύπλοκα σηματοδοτικά μονοπάτια ρυθμίζοντας την κυτταρική 

αύξηση και πολλαπλασιασμό. Τα πιο συχνά μεταλλαγμένα ογκοκατασταλτικά γονίδια 

είναι η πρωτεΐνη TP53 και η RB (πρωτεΐνη ρετινοβλαστώματος). Το γονίδιο της TP53 

χαρακτηρίζεται από έντονη γενετική παραλλαγή, και κατ’ επέκταση μεταλλαγμένες 

μορφές της πρωτεΐνης οι οποίες ενισχύουν τον κακοήθη φαινότυπο21. Η φυσιολογική 

της λειτουργία είναι αντι-αποπτωτική, απώλεια της λειτουργίας αυτής στη 

νεοπλασία, συνεπάγεται απορρύθμιση  της απόπτωσης με επακόλουθη την συνεχή 

κυτταροδιαίρεση. Η πρωτεΐνη του ρετινοβλαστώματος ρυθμίζει γενικότερα την 

διαδοχή των φάσεων του κυτταρικού κύκλου σε διάφορα σημεία, και πιο 

συγκεκριμένα η δράση της εστιάζει πριν από τη φάση S όπου δρα ως αναστολέας της 

κυτταρικής διαίρεσης22. Στους περισσότερους καρκίνους το μονοπάτι Rb είναι 

απενεργοποιημένο είτε λόγω μεταλλάξεων/ελλείψεων στο γονίδιο είτε λόγω 

απενεργοποίησής του23. Επιπλέον ρυθμιστής κατασταλτικών σημάτων είναι και το 

σηματοδοτικό μονοπάτι TGF-β, το οποίο έχει βρεθεί πως επαναπρογραμματίζεται 

στις νεοπλασίες, παρεκκλίνει από την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

και επάγει την επιθηλιακή-μεσεγχυματική μετάβαση (Epithelial Mesenchymal 

Transition-EMT). Η ΕΜΤ οδηγεί σε έναν πιο μεσεγχυματικό φαινότυπο στον οποίο η 

κυτταρική δομή δεν είναι αυστηρή και καθορισμένη όπως στον επιθηλιακό και δίνει 

στα καρκινικά κύτταρα μια πιο επιθετική και διηθητική μορφή 24 25,26. 
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Επαγωγή αγγειογένεσης: 

Επιπλέον, τα καρκινικά κύτταρα προκειμένου να εξασφαλίσουν ολοένα και 

περισσότερα θρεπτικά συστατικά και το απαραίτητο οξυγόνο για την ανάπτυξή τους, 

επάγουν ένα σύστημα αγγειογένεσης27. Η διαρκής δημιουργία νέων αγγείων είναι 

απαραίτητη για την ανάπτυξη του όγκου και για τη διατήρηση του νεοπλασματικού 

φαινοτύπου. Επίσης λόγω των συνθηκών υποξίας, η παροχή αίματος στον όγκο είναι 

άμεσα συνδεδεμένη και με τον μεταβολισμό των καρκινικών κυττάρων28. Σε μοριακό 

επίπεδο η αγγειογένεση ρυθμίζεται από μόρια επαγωγείς και αναστολείς όπως είναι 

ο αυξητικός παράγοντας VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) και η 

θρομβοσπονδίνη αντίστοιχα (Εικ.3). Η όλη διαδικασία μπορεί να παρομοιαστεί με 

έναν διακόπτη ο οποίος στην περίπτωση του όγκου παραμένει ενεργός με 

αποτέλεσμα τα σηματοδοτικά μόρια-επαγωγείς να προσδένονται στους αντίστοιχους 

υποδοχείς στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων που προϋπάρχουν29. Επιπλέον, 

επαγωγείς της αγγειογένεσης στους όγκους είναι και οι πρωτεΐνες RAS και MYC, οι 

οποίες έχουν βρεθεί να οδηγούν σε αυξορρύθμιση προ-αγγειογενών παραγόντων30. 

Το περιβάλλον που δημιουργείται επιτρέπει στα καρκινικά κύτταρα να γίνουν πιο 

διηθητικά αποκτώντας μεταστατικές ιδιότητες εκμεταλλευόμενα το λεμφικό 

σύστημα. 

 

 

Εικόνα 3. Οι αυξημένες απαιτήσεις σε θρεπτικά συστατικά αλλά και η αυξημένη υποξία, είναι παράγοντες που 
επάγουν την αγγειογένεση σε έναν κακρινικό όγκο. Στον σχηματισμό των νέων αγγείων, συμμετέχουν πολλοί 
παράγοντες και σηματοδοτικά μόρια τους καρκινικού μικρο-περιβάλλοντος31. 
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Διηθητικότητα και μετάσταση σε νέους ιστούς 

Η διήθηση και η μετάσταση των καρκινικών κυττάρων είναι μια διεργασία που 

αποτελείται από πολλά διαδοχικά βήματα. Αρχικά το κύτταρο αλλάζει μορφολογία 

και μπορεί να απομακρυνθεί από τα παρακείμενα κύτταρα και να περάσει σε 

διπλανά λεμφαγγεία και αιμοφόρα αγγεία (τοπική/παρακείμενη αγγειακή διήθηση). 

Έπειτα τα καρκινικά κύτταρα μεταφέρονται μέσω αυτών των συστημάτων και 

εισέρχονται στο παρέγχυμα απομακρυσμένων ιστών (εξ-αγγείωση) όπου 

δημιουργούν μικρομεταστάσεις οι οποίες με τη σειρά τους θα δώσουν μεγαλύτερους 

όγκους (καρκινικός αποικισμός) (Εικ.4)32,33. Σε κυτταρικό επίπεδο, τα επιθηλιακά 

κύτταρα χάνουν την ικανότητα αλληλεπίδρασης μέσω επαφής με παρακείμενα 

κύτταρα, λόγω μειορρύθμισης της β-καδερίνης που είναι ένα μόριο-κλειδί για τη 

προσκόλληση κυττάρων34,35. Έτσι αποκτούν διεισδυτικά χαρακτηριστικά και 

αντίσταση στην απόπτωση. Επίσης οδηγούνται στην επιθηλιακή-μεσεγχυματική 

μετάβαση (ΕΜΤ) η οποία είναι πολύ συχνή κατά τα αναπτυξιακά στάδια της 

καρκινογένεσης με ταυτοποιημένη μοριακή βάση, καθώς έχουν βρεθεί μεταγραφικοί 

παράγοντες όπως οι SNAIL και TWIST, οι οποίοι εμπλέκονται στην  ΕΜΤ κατά την 

φυσιολογική διαδικασία της εμβρυογένεσης και έχουν διαταραγμένη έκφραση σε 

διάφορους καρκίνους36. 

 

Εικόνα 4. Ο μεταστατικός φαινότυπος ενός όγκου αποτελεί και κριτήριο για τον βαθμό επιθετικότητάς του. Τα 
μεταστατικά κύτταρα προέρχονται από έναν υπο-κλώνο κυττάρων που βρίσκεται στον πρωτογενή όγκο33. 
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Αποφυγή απόπτωσης 

Τα καρκινικά κύτταρα βρίσκονται σε συνεχή κατάσταση στρες λόγω κυτταρικής 

υποξίας και χρωμοσωμικής ανισορροπίας του γονιδιώματος. Τέτοιες καταστάσεις θα 

ενεργοποιούσαν το μηχανισμό της απόπτωσης, γεγονός που δε συμβαίνει καθώς τα 

καρκινικά κύτταρα ‘απενεργοποιούν’ τη σηματοδότηση του κυτταρικού θανάτου. 

Λαμβάνοντας υπ’ όψιν ότι υπάρχουν δύο βασικά αποπτωτικά μονοπάτια, το 

ενδογενές και το εξωγενές που έμμεσα μπορεί να ενεργοποιήσει το ενδογενές, στα 

κύτταρα του όγκου επηρεάζεται η έκφραση συγκεκριμένων παραγόντων που 

συμμετέχουν στο μονοπάτι της απόπτωσης37. Οι πιο συχνές περιπτώσεις είναι αυτές 

των μεταλλάξεων απώλειας λειτουργίας στο ογκοκατασταλτικό γονίδιο p53, των 

μεταλλάξεων του ρετινοβλαστώματος αλλά και η υπερέκφραση αντι-αποπτωτικών 

παραγόντων όπως αυτοί της οικογένειας BCL38-40. Επιπλέον, σε  πολλούς ασθενείς 

έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση του παράγοντα TNF (Tumor Necrosis Factor) 

επηρεάζοντας έτσι το σηματοδοτικό μονοπάτι TNF/NF-κΒ, καταλήγοντας σε έναν 

αντι-αποπτωτικό φαινότυπο40,41. Ως αποτέλεσμα, απορρυθμίζεται το αποπτωτικό 

μονοπάτι και παρά τον συνεχή κυτταρικό πολλαπλασιασμό το καρκινικό κύτταρο 

καταστέλλει την επαγωγή του κυτταρικού θανάτου.  

1.2 Ο καρκίνος του στομάχου 

Ο καρκίνος του στομάχου κατέχει τη δεύτερη θέση σε θνησιμότητα και την τέταρτη 

σε συχνότητα παγκοσμίως42. Η δυσανάλογα υψηλότερη  κατάταξη σε θνησιμότητα 

συγκριτικά με τη συχνότητα των κρουσμάτων οφείλεται κυρίως στην καθυστερημένη 

διάγνωση της ασθένειας καθώς αφενός κατηγοριοποιείται σε πολλούς υπότυπους 

και αφετέρου στα προχωρημένα στάδια η νόσος αποκτά επιθετικό χαρακτήρα. Ο 

βασικότερος εξωγενής παράγοντας κινδύνου είναι η μόλυνση από το 

ελικοβακτηρίδιο Πυλωρού (Helicobacter pylori) ενώ διατροφικές συνήθειες καθώς 

και η ποιότητα ζωής παίζουν ρόλο43. Επίσης η νόσος έχει συσχετιστεί και με την 

μόλυνση από τον ιό Epstein–Barr44. Όσον αφορά τη γεωγραφική κατανομή των 

περιπτώσεων αυτή ποικίλει, με τις χώρες υψηλού κινδύνου να βρίσκονται στην Ασία 

και Ανατολική Ευρώπη καθώς και στην κεντρική και νότια Αμερική (Εικ.5)45. Η 

συχνότητα εμφάνισης διαφέρει ανάμεσα στα δύο φύλα και είναι πολύ υψηλότερη 

στους άντρες46. Το 90% των περιπτώσεων καρκίνου του στομάχου είναι 

αδενοκαρκινώματα, ωστόσο εντοπίζονται  και άλλοι υπότυποι οι οποίοι θα 

αναλυθούν παρακάτω. 

Ο γαστρικός καρκίνος χαρακτηρίζεται από μεγάλη ετερογένεια τόσο μεταξύ των 

ασθενών  όσο και μεταξύ των διαφορετικών υπότυπων και σταδίων της νεοπλασίας. 

Η έλλειψη κατάλληλων διαγνωστικών βιοδεικτών είναι ένα βασικό πρόβλημα για την 

έγκαιρη διάγνωση, ενώ η δυσκολία ταξινόμησης των περιπτώσεων στις διάφορες 

υποκατηγορίες της ασθένειας δυσκολεύει την αποτελεσματική θεραπεία. Επομένως 
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η ανάγκη εύρεσης τέτοιων βιοδεικτών με μεγάλη εξειδίκευση και σε επίπεδο 

σταδίου, γίνεται ολοένα και πιο επιτακτική. 

 

Εικόνα 5. Παγκόσμια συχνότητα εμφάνισης γαστρικού καρκίνου. Ο χρωματικός κώδικας αντιπροσωπεύει την 
συχνότητα εμφάνισης με τις πιο έντονες αποχρώσεις να υποδεικνύουν και υψηλά ποσοστά46. 

1.2.1 Ανατομία και Ιστολογία στόμαχου 

 Το στομάχι ανήκει στα όργανα του γαστρεντερικού συστήματος. Ανατομικά 

αποτελείται από πέντε περιοχές (Εικ.6): την καρδιά μαζί με την γαστροοισοφαγική 

συμβολή όπου επικοινωνεί ο στόμαχος με τον οισοφάγο, τον θόλο, τον κορμό/σώμα, 

το άντρο και τον πυλωρό με χαρακτηριστικό τον πυλωρικό σφιγκτήρα που μοιάζει με 

δαχτυλίδι και διαχωρίζει τον στόμαχο από τον δωδεκαδάχτυλο47. Ο θόλος και ο 

κορμός περιέχουν τους βασικούς αδένες έκκρισης οξέος, ενώ το άντρο αποτελείται 

από ενδοθηλιακά κύτταρα (G-κύτταρα) που παράγουν γαστρίνη48. 
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Εικόνα 6.  : Ανατομικά ο στόμαχος αποτελείται από τέσσερις περιοχές: καρδιά, θόλος, σώμα, πυλωρός (πυλωρικό 
άντρο, πυλωρικός σφιγκτήρας)49. 

 

Η κατανόηση της κυτταρικής σύστασης και ανάπτυξης στο στομάχι είναι απαραίτητη  

για την κατανόηση της νεοπλασίας, που αφορά την απορρύθμιση της φυσιολογικής 

αναπτυξιακής διαδικασίας του στομάχου. Σε ιστολογικό επίπεδο λοιπόν τα 

τοιχώματα του στομάχου αποτελούνται από τέσσερις βασικούς χιτώνες (Εικ.7): 

Βλεννογόνος (Mucosa): πρόκειται για ένα παχύ στρώμα που εκτείνεται σε όλο τον 

αυλό του στομάχου και απαρτίζεται από ένα μονόστιβο επιθήλιο (Surface epithelium) 

εσωτερικά του στομάχου, το οποίο συνίσταται από γαστρικά βοθρία (gastric pits)50. 

Κάθε βοθρίο αντιπροσωπεύει ένα στόμιο που αποτελεί και την αφετηρία του 

γαστρικού αδένα (gastric gland) ο οποίος εκτείνεται πιο βαθιά στο βλεννογόνο (προς 

το εξωτερικό του στομάχου), έχει σωληνοειδές σχήμα και αποτελείται από 

συγκεκριμένα είδη κυττάρων που θα αναλυθούν παρακάτω. Μέσα στο βαθύ στρώμα 

του βλεννογόνου υπάρχει και χοριακός ιστός (lamina propria) πλούσιος σε 

λεμφαγγεία και κύτταρα του ανοσοποιητικού, και μια υποκείμενη μυϊκή στιβάδα 

(muscularis mucosae)51. 

Υποβλεννογόνος (Submucosa): Ακριβώς κάτω από το βλεννογόνο και προς το 

εξωτερικό του στομάχου υπάρχει ένα στρώμα χαλαρού συνδετικού ιστού πλούσιο σε 

αιμοφόρα αγγεία αλλά και νευρικά κύτταρα (πλέγμα Meissner) με βασικό ρόλο την 

εκκριτική ρύθμιση. 
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Μυϊκός (Muscularis Externa): εξωτερικά της υποβλεννογόνου εκτείνεται ο μυϊκός 

ιστός που είναι υπεύθυνος για τις κινήσεις του στομάχου. Αποτελείται από τρεις υπο-

στιβάδες μυϊκών κυττάρων, την εξωτερική διαμήκη, την ενδιάμεση κυκλική και την 

εσωτερική που πρόκειται κυρίως για διάσπαρτα λεία μυϊκά κύτταρα παρά στιβάδα. 

Ενδιάμεσα στις στοιβάδες  υπάρχει το μυοεντερικό πλέγμα Auerbach μέσω του 

οποίου επιτελείται η σύσπαση των λείων μυϊκών κυττάρων. 

Ορογόνος (Serosa): το τελευταίο εξωτερικό τμήμα είναι ο ορογόνος χιτώνας και έχει 

έναν προστατευτικό ρόλο ως προς την εξάπλωση νεοπλασιών ή φλεγμονής. 

Αποτελείται από ένα λεπτό στρώμα χαλαρού συνδετικού ιστού το οποίο το 

διαχωρίζει από την προηγούμενη μυϊκή στοιβάδα και είναι πλούσιος σε αιμοφόρα 

αγγεία και λεμφαγγεία. 

 

Εικόνα 7. Κυτταρικές στοιβάδες του εσωτερικού στόμαχου.  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65889) 

 

Το χαρακτηριστικό του γαστρικού βλεννογόνου είναι η έκκριση βλέννας, ορμονών, 

πεπτιδίων και άλλων ουσιών που θα δημιουργήσουν τελικά το γαστρικό υγρό. Στην 

εκκριτική αυτή διαδικασία συμμετέχει μια ποικιλία κυττάρων που βρίσκονται τόσο 

στα γαστρικά βοθρία όσο και στο βάθος του γαστρικού αδένα. Παρατηρώντας τον 

γαστρικό αδένα σε μεγέθυνση (Εικ.8), αυτός δομείται από τρεις περιοχές: το 

στόμιο/ισθμό (isthmus), τον αυχένα (neck) και τη βάση (base). Το στόμιο αποτελείται 

κυρίως από επιφανειακά επιθηλιακά κύτταρα και ακολουθεί ο αυχένας όπου 

εδράζουν βλεννογόνα/αυχενικά (Mucous neck cells) κύτταρα υπεύθυνα για τη 

παραγωγή βλέννας52. Πιο βαθιά εντοπίζονται βρεγματικά/οξεο-εκκριτικά (Parietal 

cells) και θεμέλια/πεπτικά (Chief Cells) κύτταρα τα οποία παράγουν HCl και πεψιγόνο 

αντίστοιχα53. Οι γαστρικοί αδένες του στομάχου διαφέρουν ανάλογα με την 

τοπολογία τους, με τους οξυντικούς αδένες (κορμό) και τους πυλωρικούς (άντρο) να 

καλύπτουν τη μεγαλύτερη έκταση. Ένας πυλωρικός γαστρικός αδένας διαφέρει από 

έναν οξυντικό, καθώς ο πρώτος έχει διάσπαρτα ενδοκρινικά κύτταρα τα οποία 
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κατονομάζονται ανάλογα με την ορμόνη που παράγουν (Endocrine Cells), όπως για 

παράδειγμα τα G-κύτταρα που παράγουν γαστρίνη54.  

 

Εικόνα 8. Κυτταρική σύσταση των οξυντικών γαστρικών αδένων (Corpus Unit) και των πυλωρικών γαστρικών 
αδένων (Antrum Unit) 55. 

Το επιθηλιακό κυτταρικό στρώμα του στομάχου υφίσταται βλάβες και υπάρχει η 

δυνατότητα αντικατάστασης αυτών των κυττάρων με νέα. Πολύ σημαντική είναι η 

ύπαρξη αδιαφοροποίητων πολυδύναμων βλαστοκυττάρων στη περιοχή του 

ισθμού/αυχένα, τα οποία θα διαφοροποιηθούν σε επιθηλιακά κύτταρα που μπορούν 

να μεταναστεύσουν από τον αυχένα στην επιφάνεια56. Αυτή η διαδικασία της 

διαφοροποίησης, η οποία ελέγχεται από συγκεκριμένα σηματοδοτικά μονοπάτια, 

είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική λειτουργία του στομάχου και αποτελεί σταθμό 

στην ανάπτυξη νεοπλασίας. 

Η ιστολογία και ανατομία του στομάχου αποτελούν κριτήρια για την ταξινόμηση των 

υποτύπων γαστρικού καρκίνου, επειδή η νεοπλασία μπορεί να ξεκινήσει από 

διαφορετικά κυτταρικά στρώματα και σε διαφορετική τοπολογία του οργάνου. 

Επίσης καθοριστικό ρόλο στην συχνότητα εμφάνισης συγκεκριμένων καρκινικών 

τύπων, παίζει και το μοριακό και γενετικό υπόβαθρο με την αντίστοιχη ταξινόμηση 

να βοηθάει στη πρόγνωση και στην θεραπευτική αντιμετώπιση. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



11 | Σ ε λ ί δ α  
 

1.2.2 Τοπογραφική ανατομική ταξινόμηση υποτύπων καρκίνου του 

στομάχου 

Σημείο αναφοράς για την κατηγοριοποίηση των όγκων του στομάχου με βάση την 

ανατομία αποτελεί η γαστρική καρδιά (gastric cardia). Οι όγκοι που εμφανίζονται 

κοντά στη περιοχή της καρδιοοισοφαγικής συμβολής ονομάζονται εγγύς/καρδιακοί 

όγκοι (Proximal/cardia tumours)57. Σ’ αυτές τις περιπτώσεις συνήθως είναι δύσκολο 

να εξακριβωθεί εάν ο όγκος βρίσκεται στη γαστροοισοφαγική συμβολή ή καθαρά στη 

τοπολογία της καρδιάς και συνήθως η θεραπευτική αντιμετώπιση έχει κοινά στοιχεία 

με αυτήν για τους όγκους του οισοφάγου58. Απομακρυσμένοι από την τοπολογία της 

καρδιάς βρίσκονται οι μη καρδιακοί/απομακρυσμένοι όγκοι (Non Cardiac/distal 

tumours) που εμφανίζονται στις περιοχές του κορμού και του άντρου59.  

Ταξινομικά οι όγκου διακρίνονται σε τρεις τύπους, σύμφωνα με τη διεθνή οργάνωση 

γαστρικού καρκίνου60: 

Τύπου Ι: όγκοι που αφορούν και τον οισοφάγο και μπορούν να επηρεάσουν την 

γαστροοισοφαγική συμβολή κοντά στη περιοχή της καρδιάς. Συνήθως είναι δύσκολη 

η διάκριση των όγκων σε αυτή την τοπολογία, και η θεραπευτική προσέγγιση είναι 

κοινή με αυτή για τους οισοφαγικούς όγκους. 

Τύπου ΙΙ: όγκοι που προέρχονται από το επιθήλιο της γαστρικής καρδιάς και συχνά 

αναφέρονται ως καρκινώματα της καρδιοοισοφαγικής συμβολής. 

Τύπου ΙΙΙ: όγκοι που εντοπίζονται μακριά από την καρδιά κυρίως στη περιοχή του 

κορμού και του άντρου και μπορούν να διεισδύσουν στη γαστροοισοφαγική συμβολή 

και στον οισοφάγο. Τα καρκινώματα τύπου ΙΙ και τύπου ΙΙΙ θεωρούνται καθαρά 

γαστρικά καρκινώματα και υφίστανται την αντίστοιχη θεραπεία59. 

Ανάμεσα στους διαφορετικούς τύπους υπάρχουν ανομοιότητες που αφορούν την 

επιδημιολογία, το προσδόκιμο ζωής, την κληρονομικότητα, την επιθετική μορφή του 

όγκου και κατ’ επέκταση τη προγνωστική αποτελεσματικότητα. Για παράδειγμα οι 

εγγύς όγκοι (proximal) εμφανίζουν πιο συχνά μεταστάσεις σε λεμφαδένες, έχουν 

μεγαλύτερο μέγεθος και η πρόγνωση είναι πιο δύσκολη σε σχέση με τους 

απομακρυσμένους όγκους (distal)61. Αυτό μπορεί να οφείλεται στη δυσκολία 

ενδοσκοπικής παρατήρησης στη περιοχής της καρδιοοισοφαγικής συμβολής σε 

σχέση με το άντρο, και επίσης οι εγγύς όγκοι συνήθως κρύβουν μια κληρονομικότητα 

στα ποσοστά εμφάνισης. 
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1.2.3 Ιστολογική ταξινόμηση καρκίνου του στομάχου 

Τα είδη των καρκινωμάτων που εντάσσονται στη κατηγορία του καρκίνου του 

στομάχου είναι λεμφώματα, σαρκώματα, στρωματικοί όγκοι γαστρεντερικού 

(Gastrointestinal stromal tumors-GIST), νευροενδοκρινείς όγκοι και η πιο συχνή 

περίπτωση είναι τα αδενοκαρκινώματα που αποτελούν το 90% των κακοηθών όγκων. 

Τα λεμφώματα δημιουργούνται στο κυτταρικό στρώμα του βλεννογόνου ή του 

υποβλεννογόνου από λεμφικούς ιστούς που σχετίζονται με τα βλεννογόνα κύτταρα 

(Mucosa-Associated Lymphoid Tissues-MALT) τα οποία αναπτύσσονται στις 

περιπτώσεις χρόνιας φλεγμονής που προκαλείται από το Ελικοβακτηρίδιο του 

Πυλωρού (Helicobacter pylori)62. Οι στρωματικοί όγκοι αποτελούν κακοήθειες του 

μεσεγχυματικού γαστρικού ιστού, ενώ οι νευροενδοκρινείς όγκοι προέρχονται από 

την ανάπτυξη εντεροχρωματικών κυττάρων στο στομάχι63-65. Οι διαφορετικοί αυτοί 

φαινότυποι έχουν ταξινομηθεί με σκοπό την καλύτερη πρόγνωση συνεπάγοντας 

αποτελεσματικότερη διάγνωση και θεραπεία. 

Έχουν υπάρξει αρκετά συστήματα ταξινόμησης των υποτύπων του καρκίνου του 

στομάχου με το σύστημα Laurén (1965) να αποτελεί το πλέον χρησιμοποιούμενο66. 

Η κατηγοριοποίηση γίνεται με βάση μικροσκοπικά και μακροσκοπικά ιστολογικά 

χαρακτηριστικά όπως είναι η μορφολογία και αρχιτεκτονική των κυττάρων ενώ 

συνυπολογίζεται και το είδος των κυττάρων των οποίων τα χαρακτηριστικά 

διαφοροποιούνται. Σύμφωνα με αυτήν, υπάρχουν τέσσερις τύποι: ο εντερικός τύπος 

(Intestinal Type), ο διάχυτος τύπος (Diffused Type), ο απροσδιόριστος τύπος 

(Indeterminate Type) και ο μικτός (Mixed Type)67. Ο εντερικός υπότυπος είναι ο πιο 

συχνός, με ποσοστό εμφάνισης στο 54%, και συσχετίζεται με την εντερική 

μεταπλασία του γαστρικού βλεννογόνου όπως και με τη χρόνια ατροφική 

γαστρίτιδα68-70. Ακολουθεί ο διάχυτος τύπος σε ποσοστό 32% ο οποίος μαζί με τον 

εντερικό αποτελούν τις 2 βασικές κατηγορίες γαστρικών όγκων, ενώ οι δύο επόμενοι 

τύποι καταλαμβάνουν μικρότερο ποσοστό των περιπτώσεων71. 

Εντερικός Τύπος 

Βασικός εξωγενής αιτιολογικός παράγοντας του γαστρικού καρκίνου εντερικού 

τύπου, αποτελεί η λοίμωξη από το βακτήριο Helicobacter pylori, ανάμεσα σε άλλους 

περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως είναι η διατροφή και η ποιότητα ζωής72. Για να 

επέλθει η κακοήθεια προηγείται μια σειρά διαδοχικών ιστολογικών μεταβολών, με 

αφετηρία τη χρόνια μη-ατροφική γαστρίτιδα που μπορεί να προκληθεί από τη 

λοίμωξη του H. pylori σε συνδυασμό με γενετικούς παράγοντες73. Ως αποτέλεσμα της 

χρόνιας λοίμωξης, η φλεγμονή μπορεί να προκαλέσει βλάβη του γαστρικού 

επιθηλίου καθώς χάνονται βρεγματικά και πεπτικά κύτταρα του γαστρικού αδένα και 

αντικαθίστανται από μεταπλαστικά κύτταρα οδηγώντας σε ατροφική 

γαστρίτιδα59,74,75. Αυτή η ατροφία εξελίσσεται σε εντερική μεταπλασία (Intestinal 

Metaplasia-IM), που αποτελεί ένα πρώιμο στάδιο της νεοπλασίας κατά το οποίο το 
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γαστρικό βλεννογόνο αποκτά έναν εντερικό φαινότυπο με καλυκοειδή κύτταρα 

(goblet cells) και εντερικό βλεννογόνο, η οποία θα δώσει τον φαινότυπο της 

δυσπλασίας και τελικά το αδενοκαρκίνωμα (Εικ.9)76,77. Ο βαθμός στον οποίο η 

δυσπλασία θα εισχωρήσει στο χοριακό ιστό που περιβάλλει τους πλέον ατροφικούς 

γαστρικούς αδένες, καθορίζει και τη διηθητικότητα του καρκινώματος78. 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι η ανάπτυξη κακοήθειας στη περίπτωση του 

στομάχου και συγκεκριμένα της εντερικής μεταπλασίας, είναι μια πολυπαραγοντική 

διαδικασία η αιτιολογία της οποίας καθορίζεται και από το γενετικό υπόβαθρο. Η 

υπερέκφραση του ομοιοτικού μεταγραφικού παράγοντα CDX2 αποτελεί σταθμό στην 

εξέλιξη της εντερικής μεταπλασίας καθώς δεν εκφράζεται στον φυσιολογικό 

στόμαχο79. Επιπλέον έχουν παρατηρηθεί μεταλλάξεις σε ογκογονίδια όπως το c-met 

και k-Ras που εμφανίζονται σε μεγάλο ποσοστό στους εντερικούς τύπους καρκίνου 

του στομάχου καταλύοντας σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη της κακοήθειας, αλλά και 

σε ογκοκατασταλτικά γονίδια όπως το TP53 που εμφανίζονται στο 60% των 

περιπτώσεων διηθητικού καρκινώματος80-82. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάχυτος Τύπος 

Σε αντίθεση με τον εντερικό τύπο καρκίνου του στομάχου που χαρακτηρίζεται από 

την εντερική μεταπλασία, ο διάχυτος τύπος (DGC) προέρχεται κατά βάση από το 

γαστρικό βλεννογόνο και έχει πιο επιθετικό φαινότυπο. Μορφολογικά 

χαρακτηρίζεται από απώλεια κυτταρικής προσκόλλησης με αποτέλεσμα την 

αδυναμία σχηματισμού γαστρικών αδένων, και την επακόλουθη διείσδυση  σε 

παρακείμενους ιστούς 67. Συνήθως εμφανίζεται σε ηλικία 40-60 και η αιτιολογία 

Εικόνα 9. Βασικά στάδια ανάπτυξης γαστρικού αδενοκαρκινώματος εντερικού τύπου και παράγοντες κινδύνου1. 
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φαίνεται να καθορίζεται κυρίως από το γενετικό υπόβαθρο και πολύ λιγότερο από 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, χωρίς να έχει αποσαφηνιστεί πλήρως59,83. Η 

εμφάνισή του συγκεκριμένου υπότυπου σχετίζεται κυρίως με απώλεια έκφρασης της 

Ε-καδερίνης (CDH1), που αναφέρεται ως ογκοκατασταλτικό γονίδιο, ενώ έχει 

συσχετιστεί και με λοίμωξη από H. pylori84,85. Στον σύνδρομο του κληρονομικού 

καρκίνου διάχυτου τύπου (HDGC) ειδικά, κυριαρχεί το μοντέλο ‘δύο χτυπημάτων’ 

σχετικά με την Ε-καδερίνη. Το πρώτο χτύπημα αφορά τη αυτοσωμική επικρατή 

κληρονομικότητα ενός μεταλλαγμένου αλληλομόρφου, και το επόμενο εντοπίζεται 

στην απενεργοποίηση και του δεύτερου αλληλομόρφου μέσω υπερμεθυλίωσης του 

υποκινητή του γονιδίου CDH186. Η κατηγορία αυτή αφορά το 40% των περιπτώσεων 

αφήνοντας το υπόλοιπο ποσοστό ανεξερεύνητο ως προς την παθολογία83,87. 

Παρά το γεγονός ότι η ιστολογική και ανατομική ταξινόμηση έχει βοηθήσει αρκετά 

την επιστήμη της ιατρικής στην θεραπευτική κατεύθυνση που αρμόζει σε κάθε 

περίπτωση, η ανταπόκριση των ασθενών δεν είναι η ίδια. Ακόμη και μέσα στον ίδιο 

υπότυπο, οι περιπτώσεις διαφέρουν ανάλογα με το γενετικό/μοριακό προφίλ του 

ασθενή που παίζει καθοριστικό ρόλο και στην εκάστοτε θεραπευτική ανταπόκριση, 

στη διηθητικότητα του νεοπλάσματος και στο προσδόκιμο ζωής. Καθώς γίνεται λόγος 

για μια εξαιρετικά ετερογενή νόσο τόσο σε μορφολογικό/ιστολογικό όσο και σε 

γενετικό/μοριακό επίπεδο, η μοριακή ταξινόμηση δεν θα μπορούσε να απουσιάζει. 

1.2.4 Μοριακή ταξινόμηση καρκίνου του στομάχου 

Η ασθένεια του καρκίνου γενικότερα χαρακτηρίζεται από υψηλή μοριακή 

ετερογένεια και πολυπλοκότητα συνεπώς ταξινόμηση των κρουσμάτων βάση 

μοριακών κριτηρίων, όπως μεταλλάξεων σε ογκο-επαγωγικά ή κατασταλτικά γονίδια, 

αποτελεί τον κανόνα της σύγχρονης διάγνωσης  για διάφορους τύπου καρκίνου όπως 

του πνεύμονα και του μαστού88,89. Η ετερογένεια μπορεί να εντοπίζεται σε γενετικό 

και επιγενετικό υπόβαθρο, περιλαμβάνοντας μεταλλάξεις και αλλαγές στον αριθμό 

αντιγράφων των γενετικών τόπων γονιδίων, με ανάλογες μεταβολές και σε 

μεταγραφομικό επίπεδο με διαταραγμένη έκφραση των αντίστοιχων μεταγράφων1. 

Συγκεκριμένα για τον καρκίνο του στομάχου η μοριακή κατηγοριοποίηση επετεύχθη 

το 2014 από την ερευνητική συμπραξία Τhe Cancer Genome Atlas (TCGA)90. Το 

εγχείρημα αρχικά περιλάμβανε την ανάλυση δειγμάτων από 295 ασθενείς οι οποίοι 

δεν είχαν ακολουθήσει κάποια θεραπεία και προέρχονταν από ιδρύματα σε 

παγκόσμια κλίμακα. Οι ερευνητές κατάφεραν να ταξινομήσουν τους όγκους σε 

τέσσερις βασικές κατηγορίες (Εικ.10): EBV-θετικοί (Epstein–Barr virus positive/EBV+), 

μικροδορυφορικά ασταθείς (Microsatellite Instability/MSI), γονιδιωματικά σταθεροί 

(Genomically Stable/GS) και χρωμοσωμικά ασταθείς (Chromosomal Instability /CIN). 
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EBV-θετικοί όγκοι (Epstein–Barr virus positive,EBV+): 

Στο 5-10% των περιπτώσεων καρκίνου του στομάχου έχει ανιχνευθεί ο ιός Epstein-

Barr και οι όγκοι αυτών των περιπτώσεων εμφανίζονται συνήθως στην περιοχή του 

θόλου και του κορμού90,91. Το χαρακτηριστικό αυτής της κατηγορίας είναι η 

υπερμεθυλίωση CpG νησίδων σε υποκινητές συγκεκριμένων γονιδίων που 

σχετίζονται με την ανάπτυξη νεοπλασίας (όπως του Chromosomal Instability 

CDKN2A), δηλαδή αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση λόγω επιγενετικής ρύθμισης92. 

Με την εγκαθίδρυση του ιού στο σώμα του ξενιστή παράγεται μια ιική πρωτεΐνη η 

LMP2A η οποία φαίνεται να προκαλεί τη φωσφορυλίωση του STAT3 και κατ’ 

επέκταση την έκφραση της μεθυλοτρανσφεράσης DNMT1, προάγοντας έτσι τη 

μεθυλίωση του DNA1,93. Επίσης υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν πως ο ιός 

κωδικοποιεί για κάποια miRNAs τα οποία απορρυθμίζουν τον μηχανισμό της 

απόπτωσης εμποδίζοντας τη δράση των  προ-αποπτωτικών πρωτεϊνών όπως η BIM94. 

Επιπρόσθετα, σ’ αυτή την κατηγορία σημαντικό ποσοστό εμφάνισης μεταλλάξεων 

έχει το γονίδιο PIK3CA (σε ποσοστό 80%) που δίνει την υπομονάδα της κινάσης PI3K 

η οποία συμμετέχει σε σηματοδοτικά μονοπάτια κυτταρικής ανάπτυξης και αύξησης. 

Επίσης σημαντικό ποσοστό των περιπτώσεων εμφανίζουν μεταλλάξεις στα γονίδια 

ARID1A (54%) και BCOR (23%) τα οποία εμπλέκονται στην αναδίπλωση της 

χρωματίνης και στην απόπτωση αντίστοιχα95. Τέλος, εκτός από τις μεταλλάξεις, 

κάποια γονίδια φαίνεται να εμφανίζονται σε πολλαπλά αντίγραφα στο γονιδίωμα 

των όγκων που εντάσσονται  σ’ αυτό τον υπότυπο όπως είναι τα PDL1 και PDL2 που 

εμπλέκονται στο σημείο ελέγχου της ανοσοαπόκρισης έναντι των καρκινικών 

κυττάρων και δίνουν ανασταλτικά σήματα95-97. 

Όγκοι Αστάθειας Μικροδορυφόρων (Microsatellite Instability, MSI): 

Αυτός ο υπότυπος καλύπτει το 10-15% των περιπτώσεων καρκίνου του στομάχου και 

εμφανίζεται κυρίως στην περιοχή του κορμού και του πυλωρού στον στόμαχο90,98. Οι 

μικροδορυφόροι αποτελούν μικρές αλληλουχίες επαναλαμβανόμενων 

νουκλεοτιδίων99. Όταν απορρυθμίζεται ο μηχανισμός επιδιόρθωσης του DNA 

‘Mismatch Repair-MMR’ επέρχεται το φαινόμενο της αστάθειας μικροδορυφόρων 

όπου εμφανίζονται επαναλαμβανόμενες μικροδορυφορικές αλληλουχίες100. Η 

απορρύθμιση αυτή μπορεί να προκληθεί είτε από γαμετικές μεταλλάξεις είτε από 

επιγενετική σίγηση γονιδίων του μηχανισμού MMR που εξασφαλίζουν την ορθότητα 

της αντιγραφής του DNA, όπως η υπερμεθυλίωση του MLH1 που εμφανίζεται στο 

μεγαλύτερο ποσοστό των περιπτώσεων101,102. Λόγω της ύπαρξης των 

επαναλαμβανόμενων μικροδορυφορικών αλληλουχιών, οι ρυθμοί και η συχνότητα 

μεταλλάξεων είναι αυξημένοι στους όγκους αυτής τη κατηγορίας. Έτσι 

χαρακτηρίζονται από έντονη μεταλλαξογόνο δράση σε ογκογονίδια όπως 

PIK3CA, ERBB3, και EGFR τα οποία εμπλέκονται και σε άλλους τύπους καρκίνου και 

είναι κομβικά σημεία στην εξέλιξη της νεοπλασίας103-106. 
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Γονιδιωματικά σταθεροί όγκοι (Genomically Stable, GS): 

Η γονιδιωματική σταθερότητα αναφέρεται στην απουσία χρωμοσωματικών αλλαγών 

δηλαδή ελλείψεων, μεταθέσεων κτλ. (Somatic Copy Number Alterations-SCNAs)107. 

Αποτελούν το 20% των περιπτώσεων γαστρικού καρκίνου και ανιχνεύονται σε 

σχετικά νεότερη ηλικία απ’ ότι οι υπόλοιποι. Επίσης υπάρχει μια συσχέτιση με τη 

ταξινόμηση Laurén διότι κατά βάση ανήκουν και στον διάχυτο ιστολογικό υπότυπο 

καρκίνου του στομάχου, ενώ το κοινό τους σημείο είναι οι μεταλλάξεις στα γονίδια 

CDH1, RHOA και CLDN18/ARHGAP108. Οι γαμετικές μεταλλάξεις στο γονίδιο της 

κινάσης CDH1 όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως έχουν συσχετιστεί με τον 

κληρονομικό διάχυτο τύπο καρκίνου ενώ οι σωματικές μεταλλάξεις στο ίδιο γονίδιο 

εντοπίστηκαν στο 37% των περιπτώσεων στη μελέτη του TCGA90. Το RHOA αποτελεί 

ένα ζωτικής σημασίας ένζυμο που ανήκει στην οικογένεια GTPασών και εμπλέκεται 

στη κυτταρική μορφολογία και πολικότητα, στη μετανάστευση κυττάρων αλλά και 

στην οργάνωση της ακτίνης109. Στη περίπτωση των γονιδίων  CLDN18/ARHGAP, αυτά 

συμμετέχουν στη κυτταρική κινητικότητα και στη κυτταρική προσκόλληση 

αντίστοιχα, ενώ συμβαίνει μια μετατόπιση μεταξύ τους στο πλαίσιο του 

γονιδιωματικά σταθερού όγκου δίνοντας έτσι και τον αντίστοιχο ιστολογικό 

φαινότυπο110. Η λειτουργία αυτών των συχνά μεταλλαγμένων γονιδίων στη 

κατηγορία των GSs στο πλαίσιο της κυτταρικής προσκόλλησης, εξηγεί τη σύνδεση του 

ιστολογικού φαινοτύπου (διάχυτου τύπου) με το γενετικό υπόβαθρο107,111. 

Χρωμοσωμικά ασταθείς όγκοι (Chromosomal Instability, CIN): 

Η χρωμοσωμική αστάθεια των όγκων αυτής της κατηγορίας αφορά ανευπλοϊδίες και 

σε μεγάλες περιοχές χρωμοσωμάτων οι οποίες είτε ενισχύονται είτε απουσιάζουν 

στο καρκινικό γονιδίωμα112,113. Όταν αυτές οι αλλαγές αφορούν ογκοκατασταλτικά 

γονίδια ή ογκογονίδια επέρχεται η ανάπτυξη νεοπλασίας. Αυτός ο μοριακός 

φαινότυπος είναι και ένας από τους λόγους της μεγάλης κλινικοπαθολογικής 

ετερογένειας του καρκίνου του στομάχου114. Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει το 50% 

των περιπτώσεων καρκίνου του στομάχου, με τα αδενοκαρκινώματα τέτοιου τύπου 

να εμφανίζονται στη περιοχή της γαστροοισοφαγικής συμβολής και της καρδιάς και 

ο ιστολογικός τους φαινότυπος να συνάδει με τον εντερικό τύπο κατά την ταξινόμηση 

Laurén90. Οι πιο συχνές μεταλλάξεις σ’ αυτόν τον μοριακό υπότυπο αφορούν το 

σηματοδοτικό μονοπάτι RTK/RAS, όπως η γονιδιωματική ενίσχυση  των γονιδίων 

KRAS/NRAS, MET , HER2, HER3, JAK2, FGFR2,  PIK3CA, και EGFR90,107.  Επίσης 

ενισχυμένη είναι η έκφραση πολλών κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών που αποτελούν 

ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου (CDKs)115. Στη χρωμοσωμική αστάθεια μπορεί να 

ενταχθεί το φαινόμενο της απώλειας ετεροζυγωτίας όπως συμβαίνει κατά κόρον στη 

περίπτωση του γονιδίου TP53 που είναι το πιο συχνά μεταλλαγμένο γονίδιο στον 

καρκίνο του στομάχου116,117. Τέλος, σε πολλαπλά αντίγραφα στο καρκινικό γονιδίωμα 

εντοπίστηκαν να υπάρχουν και γονίδια μεταγραφικών παραγόντων όπως MYC, 
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GATA4, GATA6 τα οποία είναι ογκογόνα ενώ χρωμοσωματικές περιοχές που 

περιέχουν ογκοκατασταλτικά γονίδια (π.χ  PTEN, SMAD4, CDKN2A, ARID1A) 

βρέθηκαν να εκλείπουν90. 

 

Εικόνα 10.  Μοριακή ταξινόμηση υποτύπων καρκίνου του στομάχου και γενετικό υπόβαθρο90. 

 

Πέρα από την πολύπλοκη ταξινόμηση του καρκίνου του στομάχου, η αναπτυξιακή 

του διαδικασία είναι επίσης σημαντική για τη κατανόηση της παθοφυσιολογίας της 

ασθένειας. Το φαινόμενο της νεοπλασίας είναι κατά βάση μια απορρύθμιση της 

αναπτυξιακής πορείας ενός ιστού, ή μιας κυτταρικής γενεαλογίας που θα χάσει την 

ικανότητα διαφοροποίησης και θα αποκτήσει έναν βλαστικό φαινότυπο συνεχούς 

πολλαπλασιασμού. Η διαδικασία της διαφοροποίησης εμπεριέχει τη δημιουργία 

συγκεκριμένων κυτταρικών υποτύπων και ως μια αναπτυξιακή διαδικασία 

χαρακτηρίζεται από την στοχευμένη έκφραση γονιδίων. Είναι μια διαδικασία 

αυστηρής γονιδιακής ρύθμισης που επιτυγχάνεται με τον έλεγχο της έκφρασης 

συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων (βλ.Παράρτημα). Συγκεκριμένα για την 

εμβρυογένεση του στομάχου στον ποντικό, υπάρχει ένα δίκτυο μεταγραφικών 

παραγόντων που εκφράζονται στο στάδιο του προ-γαστρικού ιστού ή ακόμη και πριν 

τη διαφοροποίηση του ενδοδέρματος. Ανάμεσα σε αυτούς, η έκφραση των 

μεταγραφικών παραγόντων Gata4/Gata6 που αποτελούν βασικούς ρυθμιστές της 
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πρώιμης διαφοροποίησης του ενδοδέρματος, καθορίζει τα όρια του στόμαχου. 

Καθώς αναπτύσσεται το μοτίβο τοπικής οργάνωσης, οι παράγοντες αυτοί 

εκφράζονται στο πρόσθιο αρχέντερο στο σημείο που μελλοντικά θα αναπτυχθεί ο 

αδενικός στόμαχος με τον Gata4 να αποτελεί έναν γαστρικό δείκτη καθώς εκφράζεται 

στον κορμό και στο άντρο. Οποιαδήποτε απορρύθμιση αυτών των μεταγραφικών 

παραγόντων μπορεί να οδηγήσει στην απώλεια κάποιας κυτταρικής γενεαλογίας, 

όπως είναι για παράδειγμα το στάδιο της ατροφικής γαστρίτιδας. Επίσης, άλλοι 

μεταγραφικοί παράγοντες όπως είναι ο KLF5 είναι σημαντικοί για τον διαχωρισμό 

του γαστρικού και εντερικού ιστού. Η έκφραση του Klf5 είναι χαρακτηριστική στο 

στάδιο του πρώιμου γαστρεντερικού σωλήνα και μετέπειτα στο ώριμο εντερικό 

επιθήλιο όπου ελέγχει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Στην μορφογένεση του 

στομάχου δεν εμπλέκεται άμεσα, o αναπτυξιακός του ρόλος όμως στο εντερικό 

επιθήλιο είναι σημαντικός καθώς οι περισσότερες περιπτώσεις του γαστρικού 

καρκίνου αφορούν αδενοκαρκινώματα εντερικού τύπου. Συμπερασματικά, οι 

μεταγραφικοί παράγοντες Klf5 και Gata4/6 συμμετέχουν στην ορθή διαφοροποίηση 

και μορφογένεση του γαστρεντερικού συστήματος κατά την εμβρυική ανάπτυξη και 

στα πλαίσια της παρούσα εργασίας μελετήθηκε η συμβολή τους στον καρκίνο του 

στομάχου. 

 

1.3 Εισαγωγή στους μεταγραφικούς παράγοντες της οικογένειας KLFs και 

GATAs 
 

1.3.1 Krüppel-like factors 

Ο μεταγραφικός παράγοντας KLF5 ανήκει στην ευρύτερη οικογένεια των Krüppel-like 

factors με χαρακτηριστικό μοτίβο τα «δάκτυλα ψευδαργύρου» στην πρωτεϊνική τους 

δομή. Ονομάστηκαν έτσι από την ομόλογή τους πρωτεΐνη στη Drosophila 

melanogaster που φέρει το όνομα Krüppel και σχετίζεται με τη παράλυση του 

οργανισμού κατά την αναπτυξιακή του πορεία118,119. Οι παράγοντες αυτοί μέσα από 

τα 3 συντηρημένα μοτίβα δακτυλίου ψευδαργύρου που βρίσκονται στο C-τελικό 

άκρο, έχουν την ικανότητα να προσδένονται στο DNA σε αλληλουχίες CACCC ή GT, 

ενώ μέσω του Ν-τελικού τους άκρου μπορούν να αλληλεπιδρούν και με άλλες 

πρωτεΐνες120. Πρόκειται για μια μεγάλη οικογένεια που αποτελείται από 18 

πρωτεΐνες οι οποίες χωρίζονται σε τρείς ομάδες (Εικ.11): 

1η ομάδα (KLF3, KLF8,KLF12) & 3η ομάδα (KLF9, KLF10, KLF11, KLF13, KLF14,KLF16): 

αλληλεπιδρούν με μεταγραφικούς αναστολείς. 

2η ομάδα (KLF1,KLF2,KLF4,KLF5,KLF6,KLF7): πρόκειται για μεταγραφικούς 

ενεργοποιητές. 
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Εικόνα 11.  Ομαδοποίηση μεταγραφικών παραγόντων της οικογένειας Krüppel-like factors, με βάση τη λειτουργία 
τους 120. 

 

 

Οι μεταγραφικοί παράγοντες της 2ης ομάδας όπως και η ισομορφή KLF13, για να 

γίνουν μεταγραφικοί ενεργοποιητές συνήθως ακετυλιώνονται καθώς προσδένονται 

σε  ακετυλο-τρανσφεράσες όπως είναι οι πρωτεΐνες CREB (cAMP response element-

binding protein) και p300121,122. Η ακετυλίωση των μεταγραφικών αυτών 

παραγόντων, λόγω της προσέλευσης ακετυλο-τρανσφερασών κοντά στο DNA, πολλές 

φορές οδηγεί και στην ακετυλίωση ιστονών, με αποτέλεσμα την αναδίπλωση της 

χρωματίνης οδηγώντας σε μια μεταγραφικά ενεργή περιοχή123. Γενικά οι μετα-

μεταφραστικές τροποποιήσεις των παραγόντων αυτών και οι πρωτεΐνες με τις οποίες 

θα αλληλεπιδράσουν (όπως p53,p21,SIN3A) παίζουν καθοριστικό ρόλο στη δράση 

και τη λειτουργία τους124,125. Επίσης σημαντικός είναι και ο ρόλος του εναλλακτικού 

ματίσματος126. Οι λειτουργίες των  ισομορφών των KLFs εντοπίζονται σε πολλά από 

τα ανθρώπινα όργανα και συστήματα και η απορρύθμισή τους σχετίζεται με 

διάφορες ασθένειες (Εικ.12). Ανάμεσά τους πέρα από τις μεταβολικές ασθένειες 

(παχυσαρκία, διαβήτης τύπου 1) και τις καρδιομυοπάθειες, εντάσσεται και η 

ογκογένεση127,128.  
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Εικόνα 12. Ασθένειες και διαταραχές στις οποίες εμπλέκονται οι μεταγραφικοί παράγοντες KLF. Ιστολογική 
ομαδοποίηση129. 

 

1.3.2 GATAs 

Οι μεταγραφικοί παράγοντες αυτής της οικογένειας πήραν το όνομά τους από το 

μοτίβο της αλληλουχίας DNA (A/T GATA A/G) στο οποίο προσδένονται130. Η 

πρωτεϊνική τους δομή απαρτίζεται από 2 δακτύλους ψευδαργύρου, υψηλά 

συντηρημένους σε όλα τα μέλη της οικογένειας, απαραίτητοι για την πρόσδεση στο 

DNA αλλά και για τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (π.χ FOG1/2)131,132. Μπορούν να 

χωριστούν σε δύο ομάδες: στα αιμοποιητικά GATAs (GATA1, GATA2, GATA3) και στα 

ενδοδερμικά GATAs (GATA4, GATA5, GATA6)133. Γενικότερα, οι παράγοντες αυτοί 

είναι γνωστοί για την εμπλοκή τους σε διάφορα αναπτυξιακά μονοπάτια και βοηθούν 

αδιαφοροποίητα προγονικά κύτταρα να διαφοροποιηθούν και να πάρουν μια 

ιστολογική κατεύθυνση134,135. Κυρίως εκφράζονται σε όργανα ενδοδερμικής και 

μεσοδερμικής προέλευσης με τους GATA4 και GATA6 να πρωταγωνιστούν στους 

γαστρεντερικούς ιστούς136,137. Όπως και οι περισσότεροι μεταγραφικοί παράγοντες 

στα ευκαρυωτικά κύτταρα μπορούν να αλληλεπιδρούν με άλλες πρωτεΐνες/ένζυμα 

συμπεριλαμβανομένου και χρωματινικών τροποποιητών (π.χ ακετυλο-

τρανσφεράσες, μεθυλο-τρανσφεράσες) κι έτσι να ελέγχουν την γονιδιακή έκφραση 

με υψηλή εξειδίκευση. Γενικά η λειτουργία των GATA μεταγραφικών παραγόντων 

μπορεί να μεταβληθεί από μετάλλαξη, υπερέκφραση, υποέκφραση (συχνή είναι η 

περίπτωση της επιγενετικής σίγησης), ή μπορεί κάποια πρωτεϊνική τους 

αλληλεπίδραση να εμποδίσει τη δράση τους (Εικ.13)138. 
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Εικόνα 13. Μοριακό υπόβαθρο διαταραχής λειτουργίας των GATA μεταγραφικών παραγόντων 138. 

Οι μεταγραφικοί της πρώτης ομάδας που εμπλέκονται σε αρκετές περιπτώσεις 

λευχαιμιών ως αιμοποιητικοί μεταγραφικοί παράγοντες, έχουν μελετηθεί 

εκτενέστερα, ενώ οι παράγοντες της 2ης ομάδας είναι λιγότερο μελετημένοι139-141. 

Γενικά, υπάρχει μια σύγχυση στον χαρακτηρισμό των GATA4, GATA5, GATA6 ως 

ογκογονίδια ή ως ογκοκατασταλτικά γονίδια διότι φαίνεται πως εξαρτάται από τον 

ιστό και από τον κυτταρικό τύπο στον οποίο εκφράζονται138. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

έχει η ειδικότητα της έκφρασής τους, καθώς βοηθούν στη διατήρηση συγκεκριμένων 

κυτταρικών γενεαλογιών (κυτταρικών τύπων) και έτσι μπορεί να εξηγηθεί η 

δυνατότητά τους άλλοτε να επάγουν και άλλοτε να αναστέλλουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό142,143. 

 Οι μεταγραφικοί παράγοντες των οικογενειών KLFs και GATAs είναι σημαντικοί 

ρυθμιστές της αναπτυξιακής βιολογίας και την οργανογένεσης στα θηλαστικά. 

Εστιάζοντας στον στόμαχο, οι μεταγραφικοί παράγοντες GATA4,GATA6, και KLF5 και 

τα πρότυπα έκφρασής τους κατά την εμβρυογένεση και μορφογένεση του οργάνου 

αποτελούν βασικούς παράγοντες πρόκλησης κακοήθειας (βλ. Παράρτημα).  

 

1.4 Δίκτυο μεταγραφικών παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 στον 

καρκίνο του στομάχου 
 

 Με σκοπό την εύρεση νέων μοριακών στόχων είτε για θεραπεία είτε για διάγνωση, 

έχουν γίνει ολικές αναλύσεις γονιδιωμάτων καρκίνου του στομάχου σε μια έρευνα 

μεγάλης κλίμακας όπου ελέγχθηκαν 190 καρκινικές βιοψίες και 40 κυτταρικές σειρές 
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με χρήση SNP μικροσυστοιχιών144. Στην μελέτη αυτή ελέγχθηκαν γονιδιωματικές 

μεταβολές δηλαδή ανευπλοϊδίες και χρωμοσωματικές μεταβολές και τα γονίδια που 

βρέθηκαν σε τέτοιες περιοχές κατηγοριοποιήθηκαν με βάση τη λειτουργία τους. 

Υπήρξαν 3 κατηγορίες γονιδίων: αυτά που συμμετέχουν στη σηματοδότηση  RTK/RAS 

(FGFR2, KRAS, MET, ERBB2, EGFR), αυτά που συμμετέχουν στη ρύθμιση του 

κυτταρικού κύκλου (CDK6, CCND1, RB, CCNE1, CDKN2A/B) και μια τελευταία 

κατηγορία μεταγραφικών παραγόντων (MYC, KLF5, GATA4, GATA6). Ενώ οι 

μεταγραφικοί παράγοντες KLF5, GATA4, GATA6 έχουν βρεθεί να ενισχύονται γενετικά 

(Genomic-amplification/SCNAs) και ανεξάρτητα σε διάφορους τύπους καρκίνου, 

φαίνεται ότι η συνδυαστική ενίσχυση και των τριών γονιδίων περιορίζεται στον 

καρκίνο του στομάχου ή γενικότερα σε όγκους του γαστρεντερικού συστήματος126,145-

149. Σε μεταγενέστερες μελέτες ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης σε συνδυασμό με  

γονιδιωματικές και μεταγραφομικές αναλύσεις οι Chia et al. τo 2015 αποκάλυψαν 

την ύπαρξη ενός ογκογόνου δικτύου ανάμεσα σ’ αυτούς τους παράγοντες για τον 

καρκίνο του στομάχου. Με βάση τη συγκεκριμένη μελέτη, οι τρεις μεταγραφικοί 

παράγοντες ενισχύονται γενετικά στο 30% των όγκων σε ένα σύνολο 447 

γονιδιωμάτων γαστρικού καρκίνου (254 γονιδιώματα από το TCGA και 193 από 

Ασιάτες ασθενείς). Βρέθηκαν κοινά μοτίβα πρόσδεσης των μεταγραφικών 

παραγόντων σε συγκεκριμένους υποκινητές, ενώ η υποέκφρασή τους σε συνδυασμό 

ή μεμονωμένα συσχετίστηκε με αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού150. 

Γενικά η έκφραση και των 3 μεταγραφικών παραγόντων έδινε έναν πιο ενισχυμένο 

καρκινικό φαινότυπο σε σύγκριση με τη μεμονωμένη τους έκφραση. Τέλος, στην ίδια 

μελέτη βρέθηκε το γονίδιο HNF4α (hepatocyte nuclear factor 4 alpha) να ρυθμίζεται 

άμεσα και από τους 3 μεταγραφικούς παράγοντες. Ο HNF4α (ή NR2A1) είναι ένας 

πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας με ρόλο στην κυτταρική διαφοροποίηση όπως 

και οι μεταγραφικοί παράγοντες GATA4/6151. Εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα στα 

ενήλικα όργανα του ήπατος, του εντέρου και στους νεφρούς152-154. Έχει βρεθεί να 

εμπλέκεται στη ανάπτυξη ηπατοκυτταρικών καρκινωμάτων, καρκίνου του εντέρου 

και αποτελεί και έναν υποσχόμενο θεραπευτικό στόχο για τους γαστρικούς 

καρκίνους καθώς έχει βρεθεί η συμμετοχή του στο σηματοδοτικό μονοπάτι AMPKα-

WNT5A 155-158.  

Οι μεταγραφικοί παράγοντες είναι δύσκολο να αποτελέσουν άμεσους 

θεραπευτικούς στόχους καθώς εμπλέκονται στη ρύθμιση της φυσιολογικής 

λειτουργίας πολλαπλών  ιστών στο ανθρώπινο σώμα129,159. Η εύρεση των γονιδίων-

στόχων του ογκογόνου δικτύου KLF5/GATA4/GATA6 μπορεί να αποκαλύψει 

σημαντικούς βιοδείκτες για τη διάγνωση και πρόγνωση του καρκίνου του στομάχου, 

όπως επίσης μπορεί να αποκαλύψει θεραπευτικούς στόχους. Τέτοιοι βιοδείκτες θα 

πρέπει να χαρακτηρίζονται από μεγάλη εξειδίκευση και ευαισθησία σε ιστολογικό 

και κυτταρικό επίπεδο, αφενός για να γίνει πιο εύκολη η ταξινόμηση των 

περιπτώσεων στους διάφορους υπότυπους και αφετέρου για να επιτευχθεί μια 
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στοχευμένη και εξατομικευμένη θεραπεία, με λιγότερες παρενέργειες. Τέτοιου 

είδους μοριακοί δείκτες αποτελούν τα lncRNAs. 

1.5 Long Non-Coding RNAs 

1.5.1 Εισαγωγή στα Long Non-Coding RNAs 

Λόγω της ανάπτυξη ολιστικών μεθόδων γονιδιωματικής, μέσω των  τεχνολογιών 

αλληλούχησης επόμενης γενιάς, είναι πλέον γνωστό πως από το 85% του 

ανθρώπινου γονιδιώματος που μεταγράφεται, μόνο το 0,1% κωδικοποιεί για 

πρωτεΐνες, που σημαίνει πως το μεγαλύτερο μέρος του RNA ανήκει στα μη 

κωδικοποιητικά RNA (non-coding RNAs-ncRNAs)160,161. Η ευρύτερη κατηγορία του μη 

κωδικού RNA χωρίζεται σε δύο επιμέρους ομάδες με βάση το μέγεθος των 

μεταγράφων: τα long non-coding RNAs (lncRNAs) που έχουν μήκος πάνω από 200 

νουκλεοτίδια και τα small non-coding RNA (sncRNA) με μέγεθος μικρότερο των 200 

νουκλεοτιδίων162. Τα lncRNAs μεταγράφονται από την RNA Πολυμεράση ΙΙ, έχουν 

5’καλύπτρα, είναι πολυαδενυλιωμένα στο 3’ άκρο, ενώ υφίστανται και εναλλακτικό 

μάτισμα μέσω του κλασικού μηχανισμού ματίσματος160,163. Έχει αποδειχτεί η 

εμπλοκή τους σε διάφορες βιολογικές διεργασίες όπως η γονιδιακή ρύθμιση, η 

υποκυτταρική οργάνωση, η κυτταρική διαφοροποίηση και ανάπτυξη, το γονιδιακό 

εντύπωμα, ο σχηματισμός των τελομερών, σταθεροποίηση πρωτεϊνών κ.α.164-166 

Χαρακτηρίζονται από χαμηλή συντήρηση σε επίπεδο αλληλουχίας, ωστόσο η 

δευτεροταγή τους δομή είναι υψηλά συντηρημένη καθώς από αυτήν εξαρτάται και ο 

μηχανισμός λειτουργίας τους167. H ποικιλομορφία των διαμορφώσεων που μπορούν 

να πάρουν, η θέση τους στο γονιδίωμα, ο υποκυτταρικός τους εντοπισμός, και τα 

μόρια με τα οποία αλληλεπιδρούν καθορίζουν τα επιμέρους κριτήρια για την 

περαιτέρω κατηγοριοποίηση τους. Ένα βασικό κριτήριο κατηγοριοποίησης είναι η 

θέση τους στο γονιδίωμα (Εικ.14), όπου μπορεί να βρίσκονται ανάμεσα σε δύο 

κωδικά γονίδια (Intergenic lncRNAs), να προέρχονται από τη μη κωδική αλυσίδα DNA 

ενός κωδικού γονιδίου (Natural Antisense Transcripts) ή να προέρχονται από 

ιντρονικές περιοχές κωδικών γονιδίων (intronic lncRNAs)168,169.  
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Εικόνα 14. Κατηγοριοποίηση των lncRNAs με βάση τη θέση τους στο γονιδίωμα 170. 

Ένα επιπρόσθετο κριτήριο κατηγοριοποίησης των lncRNA είναι ο υποκυτταρικός τους 

εντοπισμός βάση του οποίου διακρίνονται σε πυρηνικά και κυτταροπλασματικά 

ανάλογα με το που επιτελούν τις ρυθμιστικές τους λειτουργίες τους, (Εικ.15)171,172. 

Στον πυρήνα τα lncRNAs αποτελούν βασικούς ρυθμιστές γονιδιακής έκφρασης, 

καθώς έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με χρωματινικά συμπλέγματα 

καθοδηγώντας τη δράση τους. LncRNAs όπως τα HOTAIR και Kcnqot1 στρατολογούν 

το επιγενετικό σύμπλεγμα PRC2 στην γονιδιωματική περιοχή HoxD και Kcnq1 

αντίστοιχα, όπου τα ιστονικά σήματα H3K27me3 οδηγούν σε επιγενετική 

σίγηση173,174. Επιπλέον μπορούν να ρυθμίζουν τη διαδικασία της μεταγραφής 

αλληλεπιδρώντας με μεταγραφικούς παράγοντες και RBPs (RNA-Binding Proteins) 

καθώς και μεθυλοτρανσφεράσες ελέγχοντας έτσι στοχευμένα ποια γονίδια θα 

εκφραστούν. Σ’ αυτή τη κατηγορία εντάσσονται lncRNAs που λειτουργούν ως 

πρωτεΐνες-ικριώματα (scaffold proteins) για να διευκολύνουν πρωτεϊνικές 

αλληλεπιδράσεις όπως είναι το lncRNA MALAT1. Ένας άλλος τρόπος ρύθμισης της 

γονιδιακής έκφρασης από lncRNAs (όπως το PCA3) είναι μέσω της υβριδοποίησής 

τους σε mRNA-στόχους (Μετα-μεταγραφική ρύθμιση). Τα lncRNAs GAS5 και H19, 

δρουν ως ‘μοριακά δολώματα’ που προσδένονται σε πρωτεΐνες-στόχους (π.χ GRs, 

p53) και δεν επιτρέπουν τη πρόσδεσή τους στο DNA. Επιπλέον πολλές φορές τα 

lncRNAs παρεμβάλλονται στην αλληλεπίδραση υποκινητών και ενισχυτών με 

αποτέλεσμα να επεμβαίνουν και στην αρχιτεκτονική/αναδίπλωση της 

χρωματίνης175,176. Αυτή είναι η κατηγορία των eRNAs (enhancer RNAs) που 
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προέρχονται από τη μεταγραφή ενισχυτών, και ρυθμίζουν επίσης τη γονιδιακή 

έκφραση177,178. Τέλος, με χαρακτηριστικό παράδειγμα το NEAT1, κάποια lncRNAs 

συμμετέχουν στον σχηματισμό πυρηνικών δομών που ονομάζονται paraspeckles και 

οι οποίες αποτελούν δυναμικά συμπλέγματα mRNA και RBPs με ρόλο στη διαδικασία 

της μεταγραφής179-181. 

 

Εικόνα 15. Κατηγοριοποίηση των lncRNAs με βάση τους μηχανισμούς δράσης τους (πυρηνικά και 
κυτταροπλασματικά) 182. 

 

Τα πυρηνικά lncRNAs, εξειδικεύονται περαιτέρω με βάση την τοποθέτηση των 

γενετικών τους τόπων συγκριτικά με αυτούς  των γονιδίων-στόχων τους πάνω στο 

γονιδίωμα (Εικ.16). Τα cis-acting lncRNAs ρυθμίζουν την έκφραση γειτονικών 

γονιδίων  ενώ τα trans-acting lncRNAs στοχεύουν απομακρυσμένα γονίδια τα οποία 

μπορεί να βρίσκονται και σε διαφορετικά χρωμοσώματα183,184. Υπάρχουν και οι 

περιπτώσεις στις οποίες το ίδιο το μετάγραφο δεν έχει κάποιο ρόλο αλλά η 
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διαδικασία μεταγραφής του lncRNA είναι αυτή που μπορεί να ενεργοποιήσει 

κάποιον ενισχυτή/υποκινητή185,186. Τα κυτταροπλασματικά lncRNAs μπορεί να είναι 

μετάγραφα τα οποία μεταφέρονται από τον πυρήνα ή μετάγραφα των οποίων η 

βιογένεση γίνεται στο κυτταρόπλασμα (lncRNAs μιτοχονδριακού DNA)187. Στη 

κατηγορία των κυτταροπλασματικών lncRNA, χαρακτηριστική είναι η περίπτωση των 

miRNA-sponges, στην οποία το lncRNA ‘ανταγωνίζεται’ κάποιο miRNA για την 

πρόσδεση στο mRNA-στόχο (π.χ lncARSR)188,189. Επίσης μπορούν να επηρεάσουν δύο 

βασικές κυτταροπλασματικές διεργασίες πάνω στις πρωτεΐνες: την αναδίπλωση και 

τη μετάφρασή τους. Επίσης μπορούν να περιορίσουν τη δράση πρωτεϊνών 

οδηγώντας ή εμποδίζοντας την ουβικουιτίνωσή  τους (π.χ LincRNA-p21-HIF-

1α)164,190,191. 

 

 

Εικόνα 16. Κατηγοριοποίηση των lncRNAs σε cis-acting και trans-acting, με βάση την απόστασή τους από τα 
γονίδια-στόχους192. 
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1.5.2 LncRNAs ως καρκινικοί βιοδείκτες 
 

Τα lncRNAs προσελκύουν ολοένα και περισσότερο το ερευνητικό ενδιαφέρον ως 

προγνωστικοί και διαγνωστικοί δείκτες σε πολλές ασθένειες και πολύ περισσότερο 

στον καρκίνο καθώς έχουν χαρακτηριστεί για την εμπλοκή τους στον φαινότυπο της 

μετάστασης, της διήθησης και της κυτταρικής ανάπτυξης193. Χαρακτηριστικά όπως η 

διαφορική τους έκφραση στον καρκίνο, η ιστο-ειδική τους έκφραση και η εμπλοκή 

τους σε διάφορες κυτταρικές διεργασίες τα καθιστούν ιδανικούς μοριακούς 

βιοδείκτες. Επίσης, η παρουσία τους σε διάφορα βιολογικά υγρά όπως είναι το 

πλάσμα, τα ούρα και το γαστρικό υγρό κάνουν αξιοσημείωτη τη προγνωστική και 

διαγνωστική τους αξία194. Πολλές περιπτώσεις lncRNA με καρκινοειδική έκφραση 

έχουν συσχετιστεί με το προσδόκιμο ζωής των ασθενών195. Ένα από τα πρώτα 

χαρακτηριστικά παραδείγματα είναι το lncRNA-PCA3, εγκεκριμένο από τον FDA (Food 

and Drug Administration) ως διαγνωστικός δείκτης μαζί με το PSA (prostate specific 

antigen) για τον καρκίνο του προστάτη196,197. Αντίστοιχες περιπτώσεις αποτελούν τα 

lncRNAs H19 και MALAT1 που είναι από τα πρώτα που χαρακτηρίστηκαν για την 

υψηλή τους καρκινοειδική έκφραση198-201. Βασικά παραδείγματα αποτελούν τα 

NEAT1, MEG3 και TP53TG1 και τα επίπεδα έκφρασής τους στις περιπτώσεις καρκίνου 

του μαστού, καρκίνου του πνεύμονα, και καρκίνου του προστάτη. Η γονιδιωματική 

ενίσχυση ή έλλειψη των αντίστοιχων γονιδίων, έχουν διαφορετικό αντίκτυπο στις 

διαφορετικές περιπτώσεις νεοπλασίας, επηρεάζοντας σημαντικά τον κλινικό 

φαινότυπο του προσδόκιμου ζωής202. Το NEAT1 λόγω γονιδιωματικής ενίσχυσης 

υπερεκφράζεται στον καρκίνο του προστάτη και αποτελεί ένα ογκογονίδιο που 

επάγει τον πολλαπλασιασμό και τη διηθητικότητα των καρκινικών κυττάρων. Ίδια 

δράση έχει και στον καρκίνο του στομάχου, ενώ σε άλλες περιπτώσεις καρκίνων δρα 

ως ογκο-κατασταλτικό γονίδιο203-205. Σε αντίθεση το MEG3, είναι ένας 

ογκοκαταστολέας που μειορρυθμίζεται σε πολλές περιπτώσεις καρκίνου και τα 

μειωμένα επίπεδα έκφρασης συσχετίζονται και με χαμηλότερο προσδόκιμο ζωής 

στους ασθενείς206-208. Τέτοιες περιπτώσεις επιβεβαιώνουν την ιστοειδικότητα των 

lncRNA και τη προγνωστική τους σημασία για διάφορους τύπους καρκίνου.  

Στον γαστρικό καρκίνο το TP53TG1 υφίσταται επιγενετική σίγηση μέσω 

υπερμεθυλίωσης του υποκινητή του σε νησίδες CpG. Έχει ογκοκατασταλτικό ρόλο, 

και η σίγησή του συσχετίζεται με αντίσταση σε χημειοθεραπείες και χαμηλό 

προσδόκιμο ζωής209. Ένα άλλο παράδειγμα είναι το TINCR το οποίο υπερεκφράζεται 

στον καρκίνο του στομάχου λόγω της δράσης του πυρηνικού μεταγραφικού 

παράγοντα E2F1. Το TINCR καθοδηγεί τον STAU1 στο mRNA του CDKN2B οδηγώντας 

στη μείωση των επιπέδων του, με τελικό αποτέλεσμα την επαγωγή του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και τελικά της ογκογένεσης210. Επίσης μπορεί να επηρεάσει την 

έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα KLF2 ο οποίος ρυθμίζει την έκφραση των 

CDKN1A/P21 και CDKN2B/P15 επηρεάζοντας την απόπτωση. Αποτελεί πιθανό 
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προγνωστικό δείκτη καθώς η έκφρασή του έχει συσχετιστεί με τη διηθητικότητα και 

το στάδιο της ογκογένεσης, όπως και με υψηλά ποσοστά υποτροπής των ασθενών211. 

Επιπλέον, αξιοσημείωτος προγνωστικός δείκτης είναι το lncRNA PVT1, το οποίο 

υπερκεφράζεται σε ασθενείς με γαστρικό καρκίνο και έχει συσχετιστεί με τη διήθηση 

των καρκινικών κυττάρων σε λεμφαδένες, με μετάσταση και χαμηλό προσδόκιμο 

ζωής212,213. Ο μοριακός του μηχανισμός περιλαμβάνει έναν βρόχο θετικής ανάδρασης 

ανάμεσα στο PVT1 και στο FOXM1 ο οποίος ρυθμίσει τον πολλαπλασιασμό των 

καρκινικών κυττάρων214. Επίσης, έχει βρεθεί πως επάγει την αγγειογένεση μέσω του 

άξονα σηματοδότησης STAT3/VEGFA, αποτελώντας έτσι έναν πιθανό θεραπευτικό 

στόχο215. Ανάλογο παράδειγμα είναι και το lncRNA CASC15, η υπερέκφραση του 

οποίου επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό και τη μετάσταση όπως και την ανάπτυξη του 

EMT φαινοτύπου. Στον πυρήνα αλληλεπιδρά με το EZH2 (υπομονάδα του 

επιγενετικού συμπλόκου PRC2) και με το WDR5 ρυθμίζοντας έτσι τον CDKN1A και 

κατ’ επέκταση τον κυτταρικό κύκλο216. Επόμενο παράδειγμα ισχυρού προγνωστικού 

και διαγνωστικού δείκτη για τον γαστρικό καρκίνο είναι το GAPLINC, που δρα με έναν 

κυτταροπλασματικό μηχανισμό εμποδίζοντας την αποικοδόμηση του CD44, μέσω 

ενδογενούς ανταγωνισμού με το miR211-3p το οποίο στοχεύει τον CD44. Ο CD44 

είναι ρυθμιστής τους κυτταρικού πολλαπλασιασμού και της αγγειογένεσης217. 

Ιδιαίτερη σημασία έχουν οι βιοδείκτες που είναι χαρακτηριστικοί του μεταστατικού 

ή του EMT φαινοτύπου και μπορούν να σηματοδοτήσουν και το στάδιο της 

ογκογένεσης218. Το lncRNA HULC είναι ένας μοριακός βιοδείκτης με υψηλή 

εξειδίκευση για τη μετάσταση, που ενώ δεν εκφράζεται στον πρωτογενή όγκο του 

εντέρου, ανιχνεύεται στον καρκίνο του εντέρου με μετάσταση στο πάγκρεας219,220. 

Στον γαστρικό καρκίνο είναι υπερεκφρασμένο και έχει σημαντική προγνωστική αξία 

καθώς έχει συνδεθεί με μετάσταση σε λεμφαδένες και σε απομακρυσμένους ιστούς 

όπως και με τον φαινότυπο EMT221. Και σ’ αυτή την περίπτωση καρκίνου υπάρχει στο 

πλάσμα ασθενών με καρκίνο του στομάχου222,223. 

Η ανίχνευσή των lncRNA στο αίμα και στη λέμφο εντοπίζεται μέσα στα εξωσώματα, 

τα οποία αποτελούν κυστίδια που εμπεριέχουν πρωτεΐνες και διάφορα μόρια RNA 

που είναι σημαντικά για την εξέλιξη της νόσου224-226. Το σημαντικό πλεονέκτημα 

αυτών των lncRNA, είναι η προστασία τους μέσα στα εξωσώματα ώστε να μπορούν 

να ανιχνεύονται εύκολα, προσφέροντας μια γρήγορη και αποτελεσματική 

πρόγνωση/διάγνωση χωρίς να είναι απαραίτητες οι επεμβατικές μέθοδοι227. Αν και 

ο κόσμος των εξωσωμάτων και των μη κωδικών RNA μορίων που βρίσκονται μέσα σε 

αυτά παραμένει ανεξερεύνητος, έχουν βρεθεί περιπτώσεις  στις οποίες εξωσώματα 

καρκινικής προέλευσης περιλαμβάνουν στοχευμένα lncRNAs σε αυξημένα 

επίπεδα228. Στον γαστρικό καρκίνο τέτοιου είδους lncRNA, εκτός από αυτά που ήδη 

αναφέρθηκαν, αποτελεί το HOTTIP το οποίο βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα στο 

πλάσμα ασθενών και έχει συσχετιστεί με προχωρημένα στάδια της ασθένειας, 

μετάσταση και χαμηλό προσδόκιμο ζωής. Μοριακά δρα με έναν κυτταροπλασματικό 
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μηχανισμό στοχεύοντας το miR-331-3p, με αποτέλεσμα μειωμένη έκφραση του HER2 

και κατ’ επέκταση έντονο κυτταρικό πολλαπλασιασμό229,230. Συγκεκριμένα για τον 

καρκίνο του στομάχου, το LINC00152 όπως και το ZFAS1 βρίσκεται σε υψηλά επίπεδα 

στο πλάσμα ασθενών με μεγάλο ποσοστό εξειδίκευσης σε σύγκριση με υγιή 

άτομα231,232. Το LINC00152 δρα επίσης με έναν κυτταροπλασματικό μηχανισμό και 

καταστέλλει την έκφραση του miR-193a-3p με αποτέλεσμα την αυξημένη έκφραση 

του MCL1 το οποίο επάγει τη μετάσταση. Επίσης το LINC00152 έχει ανιχνευτεί και 

στο γαστρικό υγρό ασθενών233. Επίσης στο γαστρικό υγρό ασθενών ανιχνεύεται και 

το lncRNA AA174084 με εξίσου υψηλή διαγνωστική αξία, χωρίς όμως να ανιχνεύεται 

στο αίμα234. Η έρευνα των lncRNA που εντοπίζονται σε εξωσώματα, αποκαλύπτει 

συνεχώς νέους σημαντικούς διαγνωστικούς δείκτες227. 
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ΣΚΟΠΟΣ 
Οι μεταγραφικοί παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6 συνιστούν ένα ογκογόνο δίκτυο 

στον καρκίνο του στομάχου και βρίσκονται σε πολλαπλά αντίγραφα στο καρκινικό 

γονιδίωμα. Αποτελούν ογκογονίδια που ρυθμίζουν τη διατήρηση συγκεκριμένων 

κυτταρικών τύπων σε αναπτυξιακό επίπεδο ενώ η διατάραξη της έκφρασή τους 

οδηγεί σε ογκογένεση. Δεδομένου ότι οι ίδιοι είναι δύσκολο να αποτελέσουν 

θεραπευτικούς στόχους καθώς συμμετέχουν σε πολλές φυσιολογικές και 

αναπτυξιακές διαδικασίες πολλών ιστών, έμφαση δίνεται  στα γονίδια που 

ρυθμίζονται από αυτούς. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον ανάμεσα σε αυτά τα γονίδια-στόχους 

αποτελούν τα lncRNAs, που αποτελούν πολύ καλούς βιοδείκτες λόγω υψηλής 

εξειδίκευσης σε ιστολογικό και κυτταρικό επίπεδο καθώς και λόγω διαφορικής και 

καρκινοειδικής έκφρασης. Σκοπός, λοιπόν, αυτής της πτυχιακής εργασίας είναι η 

εύρεση lncRNA-στόχων που να ρυθμίζονται από τους μεταγραφικούς παράγοντες 

KLF5/GATA4/GATA6. Για τον σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε βιοπληροφορική 

ανάλυση χρησιμοποιώντας ChIP-seq δεδομένα από τους τρεις μεταγραφικούς 

παράγοντες συνδυαστικά με RNA-seq δεδομένα βιοψιών γαστρικού καρκίνου. 

Ακολούθησε  σχεδιασμός και κλωνοποίηση shRNA έναντι των τριών μεταγραφικών 

παραγόντων με στόχο την RNAi σίγηση τους σε καρκινικές κυτταρικές σειρές 

στομάχου. Απώτερος στόχος ήταν η φαινοτυπική παρατήρηση της σίγησης των 

αντίστοιχων πρωτεϊνών στα καρκινικά κύτταρα και η πειραματική απόδειξη της 

ρύθμισης lncRNA στόχων βάσει των αποτελεσμάτων της βιοπληροφορικής 

ανάλυσης. Μελλοντικός στόχος είναι η δημιουργία σταθερών διαγονιδιακών σειρών 

επαγόμενης καταστολής των μεταγραφικών παραγόντων και η  μελέτη επιλεγμένων 

lncRNA-στόχων. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



31 | Σ ε λ ί δ α  
 

2. Υλικά & Μέθοδοι 

2.1 Υλικά 

2.1.1 Πλασμιδιακοί φορείς 

Σχεδιάστηκαν siRNA αλληλουχίες ξεχωριστά για τους μεταγραφικούς παράγοντες 

KLF5/GATA4/GATA6, οι οποίες μετατράπηκαν σε shRNAs με τα κατάλληλα άκρα για 

να ενσωματωθούν στους φορείς pSiCOR-PGK-puro και Tet-pLKO-puro. Οι φορείς 

χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών που να 

εκφράζουν shRNA προκειμένου να επιτευχθεί η σίγηση RNAi των μεταγράφων-

στόχων. 

pSiCOR-PGK-puro 

Ο πλασμιαδιακός φορέας pSicoR PGK puro (μέγεθος 7692bp) χρησιμοποιείται ως 

σύστημα παροδικής έκφρασης για τον γρήγορο έλεγχο της αποτελεσματικότητας των 

shRNAs καθώς δίνει φαινότυπο σε σύντομο χρονικό διάστημα (2-3 μέρες). Είναι 

κατάλληλος για γενετική τροποποίηση ευκαρυωτικών κυττάρων με λεντιιούς καθώς 

περιλαμβάνει τα απαραίτητα στοιχεία για την ενσωμάτωση του ενθέματος (shRNA). 

Περιλαμβάνει γονίδιο ανθεκτικότητας σε αμπικιλίνη για επιλογή σε βακτήρια 

XL1Blue, γονίδιο ανθεκτικότητας σε πουρομυκίνη για επιλογή σε ευκαρυωτικά 

κύτταρα και ιδιοσύστατο υποκινητή για τον έλεγχο της ένθεσης των oligo shRNAs 

(Εικ.17). 

 

 

Εικόνα 17. Φυσικός χάρτης του pSiCOR-PGK-puro πλασμιδίου. 
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Tet-pLKO-puro 

Ο πλασμιδιακός φορέας Tet-pLKO-puro (μέγεθος 10633bp) χρησιμοποιείται ως 

σύστημα επαγώμενης έκφρασης για τη δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών, 

μια διαδικασία που είναι περισσότερο χρονοβόρα (3-4 μήνες) συγκριτικά με τον 

φορέα pSiCOR-PGK-puro. Είναι κατάλληλος για γενετική τροποποίηση ευκαρυωτικών 

κυττάρων με λεντιιούς καθώς περιλαμβάνει τα απαραίτητα στοιχεία για την 

ενσωμάτωση του ενθέματος (shRNA). Περιλαμβάνει γονίδιο ανθεκτικότητας σε 

αμπικιλίνη για επιλογή σε βακτήρια XL1Blue και γονίδιο ανθεκτικότητας σε 

πουρομυκίνη για επιλογή σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Το χαρακτηριστικό του φορέα 

αυτού είναι το σύστημα Dox/TetR, που λειτουργεί μέσω των εξής στοιχείων: 

υπάρχουν 2 βασικές κατασκευές υπό τον έλεγχο 2 ιδιοσύστατων υποκινητών hPGK 

και H1 (Εικ.18). O υποκινητής hPGK είναι υπεύθυνος για τη συνεχή έκφραση μιας 

πρωτεϊνης-καταστολέα TetR. Ο υποκινητής H1 είναι υπέυθυνος για την έκφραση του 

ενθέματος (shRNA) και εντός του υπάρχουν τα στοιχεία TRE (Tet-responsive element), 

που αποτελούν τον tet-χειριστή, στα οποία προσδένεται η πρωτεϊνη-καταστολέας 

TetR εμποδίζοντας έτσι την έκφραση του ενθέματος (shRNA). Παρουσία 

δοξυκυκλίνης (συνθετικό παράγωγο της τετρακυκλίνης), αυτή προσδένεται στη 

πρωτεΐνη-καταστολέα TetR και συνεπώς εμποδίζει τη πρόσδεσή της στον tet χειριστή 

(στοιχεία TRE) με αποτέλεσμα την έκφραση του shRNA. Απουσία δοξυκυκλίνης, η 

πρωτεΐνη-καταστολέας TetR προσδένεται στα στοιχεία TRE εμποδίζοντας την 

επαγωγή του Η1 υποκινητή και κατ’επέκταση καταστέλλει και την έκφραση του 

shRNA. 

 

Εικόνα 18. Φυσικός χάρτης του Tet-pLKO-puro πλασμιδίου. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



33 | Σ ε λ ί δ α  
 

2.1.2 Κυτταρικές σειρές 

Χρησιμοποιήθηκαν οι εξής ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές: 

MKN45: προέρχεται από αδενοκαρκίνωμα γαστρικού επιθηλίου ελάχιστα 

διαφοροποιημένο. 

ΚΑΤΟΙΙΙ: προέρχεται από ιστό πλευρικής μετάστασης αδενοκαρκινώματος (τύπου 

Signet ring cell). 

NUGC4: προέρχεται από πλήρως διαφοροποιημένο αδενοκαρκίνωμα στομάχου 

MCF7: προέρχεται από πλευρικό μεταστατικό ιστό στον καρκίνο του μαστού 

SKBR: προέρχεται από πλευρικό μεταστατικό ιστό μαστικού αδένα 

HT29: λεμφαδενική προέλευση από καρκίνο του παχέος εντέρου 

HFE: φυσιολογική κυτταρική σειρά από με προέλευση από φυσιολογικό επιθήλιο 

στομάχου 

 

2.2 Μέθοδοι 

2.2.1 Βιοπληροφορική ανάλυση 

Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν αρχεία δεδομένων ChIP-seq (καρκινική σειρά KATOIII) με 

τις γονιδιωματικές συντεταγμένες πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων 

KLF5/GATA4/GATA6 και ένα αρχείο με τις γονιδιωματικές συντεταγμένες όλων των 

περιοχών υποκινητών για lncRNAs, 2.500 βάσεις ανοδικά της θέσης έναρξης της 

μεταγραφής (TSS-Transcriptional Start Site) του ανθρώπινου γονιδιώματος. Το αρχείο 

με τις περιοχές υποκινητών περιλάμβανε 21.029 δεδομένα υποκινητών από τα οποία 

αξιοποιήθηκαν για την ανάλυση τα 4.000 που αντιστοιχούσαν σε lncRNAs καθώς τα 

υπόλοιπα 17.029 αφορούσαν ψευδογονίδια. Με τη χρήση του βιοπληροφορικού 

εργαλείου BedTools της πλατφόρμας Galaxy (https://usegalaxy.org/) συγκρίθηκαν τα 

δεδομένα μεταξύ τους (3 αναλύσεις για κάθε μεταγραφικό παράγοντα) και το 

αποτέλεσμα ήταν η εύρεση όλων των lncRNAs που στους υποκινητές τους υπήρχαν 

μοτίβα πρόσδεσης για κάθε μεταγραφικό παράγοντα KLF5/GATA4/GATA6 ξεχωριστά. 

Έπειτα έγινε φιλτράρισμα των δεδομένων με κριτήρια το μήκος της αλληλουχίας 

πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα να είναι ≥ από 200nt και η ένταση σήματος 

>2.5-3 fold σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα (input). 

Για την απεικόνιση των δεδομένων ChIP-seq σε μορφή θερμικού χάρτη, οι 

συντεταγμένες των περιοχών των υποκινητών όλων των ανθρώπινων lncRNAs, μαζί 

με  ChIP-seq δεδομένα (αρχεία BAM) των μεταγραφικών παραγόντων στις κυτταρικές 

σειρές (AGS, KATOIII, YCC3) και ChIP-seq δεδομένα για τους ιστονικούς δείκτες 
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H3K4me3, H3K4me1, και H3K27Ac από μια κυτταρική σειρά (KATOIII) 

μεταφορτώθηκαν στο πρόγραμμα seqMINER. 

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε μεταγραφομική ανάλυση RNAseq δεδομένων από 

βιοψίες ασθενών αλλά και υγιών ατόμων, όπως και από καρκινικές κυτταρικές σειρές 

και η απεικόνισή τους σε θερμικούς χάρτες και διαγράμματα Volcano Plots. Με τη 

χρήση του προγράμματος Perseus έγινε η λογαρίθμηση των ήδη κανονικοποιημένων 

τιμών (τιμές RPKM)  κι έπειτα μετατράπηκαν σε αποκλίσεις z (z-score) για τη 

δημιουργία των θερμικών χαρτών (Heatmaps). Με το ίδιο πρόγραμμα 

υπολογίστηκαν η στατιστική σημαντικότητα (τιμές μετασχηματισμένες σε αρνητικό 

δεκαδικό λογάριθμο/p-value) και το εύρος αλλαγής (τιμές μετασχηματισμένες σε 

δυαδικό λογάριθμο) για την απεικόνισή τους σε διαγράμματα Volcano plot. Από τα 

διαγράμματα αυτά βρέθηκαν τα στατιστικώς σημαντικά αυξορυθμιζόμενα και 

μειορυθμιζόμενα γονίδια lncRNAs στις καρκινικές βιοψίες/καρκινικές κυτταρικές 

σειρές σε σύγκριση με τους φυσιολογικούς ιστούς και συγκεντρώθηκαν σε ένα 

ξεχωριστό αρχείο. 

Το τελευταίο βήμα αυτής της βιοπληροφορικής ανάλυσης ήταν η σύγκριση του 

αρχείου με τα διαφορικά εκφρασμένα lncRNAs, με τα 3 αρχεία μοτίβων πρόσδεσης 

μεταγραφικών παραγόντων που προέκυψαν από τη προηγούμενη ανάλυση. Το 

αποτέλεσμα ήταν η εύρεση lncRNAs με διαφορική έκφραση στον καρκίνο 

(στατιστικώς σημαντική) και πρότυπα πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων 

KLF5/GATA4/GATA6 στη περιοχή του υποκινητή τους (-2.500-0/TSS). Μέσω του 

γονιδιωματικού φυλλομετρητή UCSC (https://genome.ucsc.edu/) έγινε η απεικόνιση 

των κορυφών πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων και η πλοήγηση στις 

αλληλουχίες συγκεκριμένων lncRNA μεταγράφων. 

Τέλος, ο σχεδιασμός των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τις πειραματικές 

τεχνικές έγινε μέσω PrimerQuestTool της πλατφόρμας IDT 

(https://eu.idtdna.com/site/home/country) ενώ η αποτελεσματικότητά τους ελέγχθηκε 

μέσω του εργαλείου in silico PCR του φυλλομετρητή UCSC. 

Η κατεργασία των εικόνων τις ανάλυσης Colony Formation Assay έγινε με τη χρήση 

του προγράμματος ImageJ κι έπειτα μέσω της ιστοσελίδας 

http://www.coolphptools.com/ έγινε ποσοτικοποίηση του ποσοστού της διαθέσιμης 

επιφάνειας που καλύφθηκε από κύτταρα σε κάθε δείγμα.  

2.2.2 Προετοιμασία των ολιγονουκλεοτιδίων shRNA και αντίδραση λιγάσης 

2μL sense oligos (100μM) αναμειγνύονται με 2μL antisense oligos (100μM) και 96μL 

annealing buffer (10x), ακολουθεί βρασμός στους 95 οC για 5 λεπτά κι αφού κατέβει 

η θερμοκρασία τους στους 30 οC ακολουθεί η αντίδραση της λιγάσης (Πίνακας 1). Η 

αντίδραση κρατάει 16 ώρες στους 16 οC, και 10 μL από την αντίδραση 

χρησιμοποιούνται στη συνέχεια για τη διαδικασία μετασχηματισμού. Τέλος 
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πραγματοποιείται και μια αντίδραση λιγάσης  για τον αρνητικό μάρτυρα (self-

ligation) στην οποία στη θέση του ενθέματος προστίθεται ddΗ2Ο. Οι φορείς που 

χρησιμοποιούνται υφίστανται πέψη με τα κατάλληλα ένζυμα περιορισμού, ώστε να 

έχουν τα κατάλληλα άκρα για την ενσωμάτωση του ενθέματος. 

Πίνακας 1. Σύσταση αντίδρασης Λιγάσης. 

 pSiCOR (50ng/μL) pLKO (30ng/μL) 

Buffer (T4 lig. NEB) (10X) 2μL 2 μL 

Πλασμιδιακός φορέας  1,5 μL 2 μL 

Ένθεμα (dsOligos) 10μL 4 μL 

T4 DNA Λιγάση (NEB) 2μL 2 μL 

H2O Μέχρι 20μL Μέχρι 20μL 

 

 

2.2.3 Κλωνοποίηση πλασμιδιακών κατασκευών μέσω μετασχηματισμού 

βακτηριακών κυττάρων 

 

Και οι δύο πλασμιδιακοί φορείς που περιείχαν το ένθεμα των shRNA 

κλωνοποιήθηκαν σε κύτταρα E. coli και συγκεκριμένα στο στέλεχος XL1.Blue το οποίο 

καταστέλλει τους πλασμιδιακούς ανασυνδυασμούς. Αρχικά αναμειγνύεται το 

εναιώρημα βακτηριακών κυττάρων με το πλασμιδιακό DNA και επωάζονται στον 

πάγο για 20 λεπτά. Έπειτα ακολούθεί θερμικό σοκ (heatshock) με επώαση για 50 

δευτερόλεπτα σε υδατόλουτρο στου 42οC και με το πέρας του χρόνου 

πραγματοποιείτα και μια επώαση 2 λεπτών στον πάγο. Ακολουθεί προσθήκη 900 mL 

LB (υγρό θρεπτικό μέσο) και επώαση για 50 λεπτά σε αναδευόμενο επωαστήρα στους 

37 οC/160rpm. Στη συνέχεια γίνεται η επίστρωση μιας ποσότητας από την υγρή 

καλλιέργεια σε τρυβλία με LB-agar-100μg/mL Ampicillin, και ύστερα από ολονύκτια 

επώαση στους 37οC επιλέγεται μοναδιαίος κλώνος. Επόμενο βήμα είναι 2 διαδοχικές 

ανακαλλιέργειες, αρχικά σε 3 mL LB/6 ώρες-37 οC κι έπειτα σε 150 mL LB για όλη τη 

νύχτα/37 οC. Τέλος ύστερα από τη συλλογή των βακτηριακών κυττάρων με 

φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 5.000rpm (4,500–6,000 x g) στους 4 οC, ακολουθεί η 

εξαγωγή πλασμιδιακού DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο της κατασκευαστική 

εταιρίας Macherey Nagel Xtra Plasmid purification kit MIDI protocol. 

 

2.2.4 Διαγνωστικές πέψεις και διαγνωστική PCR 

Για τον έλεγχο της ένθεσης των shRNA στους πλασμιδικούς φορείς Tet-pLKO-puro 

pSiCOR-PGK-puro πραγματοποιούνται διαγνωστικές πέψεις με τα κατάλληλα ένζυμα 

περιορισμού, διαφορετικά για κάθε πλασμιδιακή κατασκευή και στη συνέχεια 

ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. Μαζί με τα εξεταζόμενα δείγματα, 
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ηλεκτροφορούνται και οι αντίστοιχοι θετικοί και αρνητικοί μάρτυρες (άκοπο 

πλασμίδιο) για την εξακρίβωση των αποτελεσμάτων. Η πέψη (Πίνακας 2,3) διαρκεί 2 

ώρες σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία 42 οC, ενώ με το πέρας του χρόνου 

προστίθενται 10μL χρωστικής Loading Dye (6x) για να ακολουθήσει η 

ηλεκτροφόρηση. 

 

Πίνακας 2. Σύσταση διαγνωστικής πέψης για τον φορέα pSiCOR. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

Buffer CutSmart (10X) 5μL 

Ένζυμο BamHI (NEB) 2 μL 

Ένζυμο XbaI (NEB) 2 μL 

Πλασμιδιακό DNA (pSiCOR) 5μL 

H2O Μέχρι 50μL 

 

 

Πίνακας 2. Σύσταση διαγνωστικής πέψης για τον φορέα pLKO. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

Buffer CutSmart (10X) 5μL 

Ένζυμο XhoI (NEB) 2 μL 

Πλασμιδιακό DNA (pLKO) 10μL 

H2O Μέχρι 50μL 

 

Για την επαλήθευση των αποτελεσμάτων διεξάγονται και διαγνωστικές PCR με 

εκκινητές σχεδιασμένους έτσι ώστε ο ένας να υβριδίζει σε αλληλουχία του 

πλασμιδιακού φορέα και ο άλλος σε αλληλουχία του εκάστοτε shRNA. Ο σχεδιασμός 

της αντίδρασης PCR παρατίθεται στον πίνακα 4. 

 

Πίνακας 3. Σύσταση αντίδρασης διαγνωστικής PCR. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

Buffer KAPATaq (10x) 5μl 

dNTPs 0,5μl 

Primer F 1μl 

Primer R 1μl 

Πλασμιδιακό DNA (80 ng/μL) 1μl 
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Taq polymerase 0,3μl 

ddH2O Μέχρι 50μL 

 

Σε κάθε περίπτωση τα δείγματα που προέκυψαν ως θετικά από τις διαγνωστικές 

πέψεις και PCR στάλθηκαν για αλληλούχηση για να επιβεβαιωθεί η εισαγωγή του 

ενθέματος σε επίπεδο νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η αλληλούχηση κατά Sanger 

πραγματοποιήθηκε από την εταιρεία CeMIA (https://cemia.eu),  

Ύστερα από την επιβεβαίωση της ένθεσης των shRNA στους πλασμιδιακούς φορείς, 

αυτοί εισήχθησαν σε ευκαρυωτικά κύτταρα σε καρκινικές κυτταρικές σειρές 

στομάχου (MKN45, KATOIII) με χρήση συστήματος διαμόλυνσης με λεντι-ιούς και 

ακολούθησε η εξαγωγή RNA για τον έλεγχο της μεταγραφικής σίγησης. 

 

2.2.5 RNA Extraction 

 
Αφού προστεθούν 1000μL τριζόλη στα κύτταρα και με την πάροδο 1 λεπτού σε 

θερμοκρασία δωματίου, τα δείγματα μεταφέρονται σε πάγο. Ακολουθεί προσθήκη 

200μL χλωροφόρμιο/30” vortex κι έπειτα φυγοκέντρηση στους 4οC/14.000rpm για 5 

λεπτά. Ύστερα από την απομόνωση του υπερκειμένου σε άλλο eppendorf tube, 

προστίθεται ισοπροπανόλη σε ίση ποσότητα. Στη συνέχεια επωάζονται για 10 λεπτά 

στον πάγο και φυγοκεντρούνται στους 4οC/14.000rpm για 15 λεπτά. Κατόπιν, 

απομακρύνεται το υπερκείμενο, προστίθεται στο ίζημα 500μL παγωμένης αιθανόλης 

70%, και τα δείγματα φυγοκεντρούνται στους 4οC/14.000rpm για 5 λεπτά. Έπειτα 

αφαιρείται το υπερκείμενο, και τα δείγματα αφήνονται με ανοιχτό καπάκι για 10-15 

λεπτά για να εξατμιστούν όλες οι σταγόνες αιθανόλης και να μείνει μόνο το ίζημα. 

Τέλος, γίνεται η επαναδιάλυση του ιζήματος σε 50μl RNase free Η2Ο, θέρμανση στους 

65οC για 5 λεπτά και vortex, για να ακολουθήσει η αποθήκευση των δειγμάτων στους 

-80οC. 

 

2.2.6 DNase Treatment 

 

Συνεχίζοντας από το τελευταίο βήμα του προηγούμενου πρωτοκόλλου (RNA 

extraction), πραγματοποιείται μια ενζυμική αντίδραση δεσοξυριβονουκλεάσης με 

επώαση σε υδατόλουτρο/37οC για 1 ώρα. Η σύσταση της αντίδρασης παρατίθεται 

στον πίνακα 5. Με το πέρας της επώασης γίνεται προσθήκη 40μL οξικού νατρίου 

(pH=5,6, 3Μ) και 310μL ddH2O. Ακολουθεί προσθήκη 400μL φαινόλη/χλωροφόρμιο, 

vortex και φυγοκέντρηση στους 4οC/14.000rpm για 5 λεπτά. Συλλέγεται το 

υπερκείμενο σε νέο eppendorf tube, προστίθεται 1000μL παγωμένη αιθανόλη 100%, 

κι αφού γίνει μια ήπια ανάδευση τα δείγματα διατηρούνται στους -80 οC για 1 ώρα. 
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Μετά την επώαση τα δείγματα φυγοκεντρούνται στους 4οC/14.000rpm για 30 λεπτά 

κι έπειτα απορρίπτεται το υπερκείμενο. Ακολουθεί προσθήκη 500μL παγωμένη 

αιθανόλη 70% και φυγοκέντρηση στους 4οC/14.000rpm για 5 λεπτά. Έπειτα 

αφαιρείται το υπερκείμενο, και τα δείγματα αφήνονται με ανοιχτό καπάκι για 10-15 

λεπτά για να εξατμιστούν όλες οι σταγόνες αιθανόλης και να μείνει μόνο το ίζημα. 

Τέλος, γίνεται η επαναδιάλυση του ιζήματος σε ddΗ2Ο, θέρμανση στους 65οC για 5 

λεπτά και vortex/spin down, για να ακολουθήσει η αποθήκευση των δειγμάτων στους 

-80οC. 

 

 

Πίνακας 4. Σύσταση αντίδρασης DNάσης για τον χειρισμό του RNA. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

Buffer (10X) 3μL 

DNase enzyme 1μL 

Sample 25μL 

ddH2O Μέχρι 30μL 

 

 

2.2.7 cDNA Synthesis 

 

Αρχικά γίνεται μέτρηση της συγκέντρωσης RNA με χρήση Nanodrop. Από κάθε δείγμα 

χρησιμοποιούνται οι κατάλληλες ποσότητες RNA δείγματος και διαλύονται στην 

αντίστοιχη ποσότητα ddH2O έτσι ώστε τελικά να υπάρχει 1μg ποσότητας RNA σε 

τελικό όγκο 10μL. Προστίθενται 1μl oligodTs  (10mM) και 1μl dNTPs (10mM) και τα 

δείγματα επωάζονται για 5 λεπτά σε υδατόλουτρο στους 65 οC. Έπειτα αφού 

προστεθούν (στα ήδη υπάρχοντα 2μL) τα απαραίτητα συστατικά (Πίνακας 6) για την 

ενζυμική αντίδραση της cDNA σύνθεσης ακολουθεί επώαση σε υδατόλουτρο στους 

37οC για 2 ώρες. Με το πέρας της επώασης προστίθεται 380μL ddH2O και τα δείγματα 

αποθηκεύονται στους -20 οC. 

Πίνακας 5. Σύσταση αντίδρασης cDNA σύνθεσης. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

Buffer (5X) 4μL 

DTT (100mM) 2μL 

RNase out 1μL 

MMLV (ThermoScientific) 1μL 

Tελικός όγκος 20μL 
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2.2.8 Quantitive PCR (qPCR) 

 
H qPCR που πραγματοποιήθηκε βασίστηκε στη φθορίζουσα χρωστική SYBRgreen, η 

οποία παρεμβάλλεται στο δίκλωνο DNA, και η συσκευή που χρησιμοποιήθηκε ήταν 

της BioRad. Χρησιμοποιήθηκαν 3 δείγματα DNA σε υποδεκαπλάσιες συγκεντρώσεις, 

ως standard δείγματα για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης αναφοράς για να 

επιτευχθεί η ποσοτικοποίηση των δειγμάτων (αντιστοίχιση των Cq με ποσότητες). 

Χρησιμοποιήθηκαν τα γονίδια ιδιοσύστατης έκφρασης, GAPDH και RPLP1 για την 

κανονικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων ενδιαφέροντος. Η ανάλυση των 

αποτελεσμάτων έγινε με το πρόγραμμα CFX manager (Biorad) και τα συστατικά της 

αντίδρασης παρατίθενται στον πίνακα 7. 

Πίνακας 6. Σύσταση QPCR αντίδρασης. 

 Ποσότητες αντιδραστηρίων 

SYBRgreen Buffer Mix (2x) 10μL 

Forward primer 1μL 

Reverse primer 1μL 

cDNA Template 4μL 

ddH2O Μέχρι 20μL 

 

2.2.9 Colony Formation Assay (CFA) 

 

Πρόκειται για μια in vitro μέθοδο που βασίζεται στη χρώση κυττάρων και στη 

παρατήρηση της κυτταρικής βιωσιμότητας και ανάπτυξης. Χρησιμοποιούνται 6-well 

πιάτα όπου προστίθενται καρκινικά κύτταρα (σε θρεπτικό μέσο) σε ποσότητα 10 x 

105 και ακολουθεί ολονύκτια επώαση. Έπειτα από τον εκάστοτε επιθυμητό 

πειραματικό χειρισμό, ακολουθεί η χρώση των κυττάρων με μέσο που περιέχει 

διάλυμα Commassie-blue χρωστική κι αφού γίνει μια 5λεπτη επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου, απομακρύνεται. Τέλος γίνονται και πάλι διαδοχικές πλύσεις 

με ddH2O και τα πιάτα αφήνονται για να στεγνώσουν πριν την παρατήρηση του 

φαινοτύπου. 
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2.2.10 Απομόνωση πρωτεϊνών και μέτρηση συγκέντρωσης με τη μέθοδο Bradford 

 
Απομόνωση  και κατεργασία πρωτεϊνών 

 Συλλέγονται τα επιθυμητά κύτταρα από τα οποία θα γίνει η εξαγωγή πρωτεϊνών, 

τοποθετούνται σε 1mL θρυψίνης και ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4 οC/3.000 rpm 

για 5 λεπτά. Έπειτα αφού απορριφθεί το υπερκείμενο, γίνεται επαναδιάλυση του 

ιζήματος (κύτταρα) σε 50μL RIPA (10 mM Tris-Cl /pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 

1% Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate,140 mM NaCl) και ακολουθεί vortex 

μέχρι να διαλυθεί πλήρως το ίζημα. Μέσω του διαλύματος RIPA, σπάνε οι κυτταρικές 

μεμβράνες των κυττάρων και εξασφαλίζεται η κατάλληλη ιοντική ισχύς ώστε να 

αποφευχθεί η αποικοδόμηση των πρωτεϊνών. 

Μέθοδος Bradford 

 Πρόκειται για μια φασματοφωτομετρική μέθοδο μέτρησης συγκέντρωσης 

πρωτεϊνών που βασίζεται στη χρωστική Brilliant Blue G-250. Ύστερα από την 

απομόνωση πρωτεϊνών γίνεται η προετοιμασία των δειγμάτων με προσθήκη 1000μL 

αντιδραστηρίου Bradford σε 1μL δείγματος (διαλυμένο σε RIPA) και προσθήκη 100μL 

ddH2O. Ακολουθεί έντονο vortex και η απορρόφηση μετριέται σε 

φασματοφωτόμετρο (λ=595 Hz) με τη χρήση κατάλληλων κυβετών. Η 

ποσοτικοποίηση που έγινε ήταν σχετική και όχι απόλυτη, επομένως η ποσότητα του 

RIPA στο οποίο διαλύθηκε το κάθε δείγμα διέφερε ανάλογα με τη συγκέντρωση, και 

προσαρμόστηκε έτσι ώστε οι συγκεντρώσεις/απορροφήσεις των δειγμάτων να 

βρίσκονται κοντά στην ίδια τιμή.  Ανάλογα με την ποσότητα RIPA που προστέθηκε σε 

κάθε δείγμα, ακολουθείε η προσθήκη SDS Loading Buffer (2X) (Πίνακας 8) σε 

αναλογία 1:1 με τον όγκο του RIPA στο οποίο είναι διαλυμένο το πρωτεϊνικό δείγμα. 

Σε αυτό το στάδιο τα διαλύματα των πρωτεϊνών είναι έτοιμα για να ακολουθήσει η 

μέθοδος του Western Blotting. 

 

Πίνακας 8. Σύσταση διαλύματος 2x SDS Loading Buffer. 

2X SDS Loading Buffer 

1M Tris pH6.8 2mL 

50% Glycerol 4.6mL 

10% SDS 1.6mL 

0.5% Bromophenol Blue 0.4mL 

β-mercaptoethanol 0.4mL 

ddH2O 1mL 
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2.2.11 Western Blot 

 
Η μέθοδος του Western Blotting (ή αλλιώς ανοσοστύπωμα) χρησιμοποιείται για την 

ανίχνευση μιας συγκεκριμένης πρωτεΐνης σε ένα μίγμα πρωτεϊνών. Βασίζεται πάνω 

στην ειδικότητα αντισώματος-αντιγόνου και στον διαχωρισμό των πρωτεϊνών με 

βάση το μοριακό τους βάρος με ηλεκτροφόρηση. Το είδος της ηλεκτροφόρησης που 

πραγματοποιήθηκε ήταν μια ασυνεχής ηλεκτροφόρηση. Ο όρος οφείλεται στη 

διαφορετική σύσταση και στο διαφορετικό pH των ρυθμιστικών διαλυμάτων που 

χρησιμοποιούνται για την παρασκευή του πηκτώματος SDS-Πολυακρυλαμιδίου.  

Αφού συναρμολογηθεί το σύστημα κάθετης ηλεκτροφόρησης παρασκευάζεται  το 

πήκτωμα SDS-πολυακρυλαμιδίου. Σε πλαστικό σωλήνα, παρασκευάζεται το διάλυμα 

πηκτώματος διαχωρισμού (separating ή resolving gel) σύστασης 10% και όγκου 10mL 

(Πίνακας 9). Το διάλυμα προστίθεται στο σύστημα κάθετων πλακών μέχρι ένα 

προκαθορισμένο σημείο, στην επιφάνειά του τοποθετείται ισοπροπανόλη για να 

ευθυγραμμιστεί η στάθμη, και αφήνεται να πολυμεριστεί για 20-30 λεπτά. 

 

Πίνακας 9. Σύσταση του πηκτώματος διαχωρισμού 10%. 

Resolving gel 10% 

Συστατικά Ποσότητες 

Η2Ο 4,8 mL 

40% acrylamide mix 2,5 mL 

1.5 M Tris (pH 8.8) 2,5 mL 

10% SDS 0,1 mL 

10% Ammonium Persulafte 0,1 mL 

TEMED 0,004 mL 

Τελικός όγκος 10mL 
 

Αφού αφαιρεθεί η ισοπροπανόλη και πολυμεριστεί το πήκτωμα, παρασκευάζεται το 

πήκτωμα επιστοίβαξης (stacking gel) το οποίο είναι χαμηλότερης συγκέντρωσης 

ακρυλαμιδίου σύστασης 5% και όγκου 2mL (Πίνακας 10). Προστίθεται στο ήδη 

πολυμερισμένο πήκτωμα διαχωρισμού και αφήνεται να πολυμεριστεί για 20-30 

λεπτά.  
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Πίνακας 10. Σύσταση του πηκτώματος επιστοίβαξης 5%. 

Stacking gel 5% 

Συστατικά Ποσότητες 

Η2Ο 1,48 mL 

40% acrylamide mix 0,24 mL 

1.5 M Tris (pH 6.8) 0,25 mL 

10% SDS 0,2 mL 

10% Ammonium Persulafte 0,2 mL 

TEMED 0,002 mL 

Τελικός όγκος 2mL 

 

Μετά τον πολυμερισμό και του πηκτώματος επιστοίβαξης, το σύστημα των κάθετων 

πλακών τοποθετείται στη συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει ρυθμιστικό 

διάλυμα ηλεκτροφόρησης (Running Buffer). Η σύσταση του Running Buffer είναι η 

εξής: 890mL ddΗ2Ο, 100mL Running Buffer (10x-SDS), 10mL SDS 10% (Πίνακας 11). 

Πίνακας 11. Σύσταση διαλύματος 10x Running Buffer (-SDS). 

10x Running Buffer (-SDS) 

Συστατικά Ποσότητες 

Tris-base 30g 

Glycine 144g 

ddH2O Μέχρι 1 L 

 

Το επόμενο βήμα είναι η προετοιμασία των δειγμάτων για φόρτωμα στο πήκτωμα. 

Όπως αναφέρθηκε στη προηγούμενη ενότητα, στα δείγματα έχει ήδη προστεθεί 2x 

Loading Buffer, και το επόμενη βήμα είναι η θέρμανση των δειγμάτων στους 95-100οC 

για 5 λεπτά για να επιτευχθεί η αποδιάταξη της δευτεροταγούς δομής. Από την 

στιγμή που αποδιατάσσονται οι πρωτεΐνες, τα δείγματα δεν αφήνονται στον πάγο 

διότι περιέχουν SDS το οποίο σε χαμηλές θερμοκρασίες καταβυθίζεται. Οπότε από 

την στιγμή της αποδιάταξης και μέχρι να φορτωθούν στην πηκτή, τα δείγματα 

παραμένουν σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί το φόρτωμα 15μL από τα 

δείγματα στο πήκτωμα, το οποίο έχει ήδη τοποθετηθεί στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης. Μαζί με τα δείγματα φορτώνονται και 7μL μάρτυρα μοριακού 

βάρους (Invitrogen, Prestained). Η ηλεκτροφόρηση αρχικά γίνεται στα 80V, μέχρι τα 

δείγματα να περάσουν στο resolving gel, κι από κει και πέρα η τάση αυξάνεται στα 

110V μέχρι η χρωστική να φτάσει στο τέλος του πηκτώματος. Αφού 

ηλεκτροφορηθούν τα δείγματα, αφαιρούνται τα πηκτώματα από τη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης και απομακρύνεται το stacking gel για να ακολουθήσει η 

διαδικασία της ηλεκτρομεταφοράς σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης.  
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Αρχικά προετοιμάζεται το Transfer Buffer που περιλαμβάνει 200mL MeOH, 100mL 

Running Buffer (10x-SDS) και 700mL ddH2O. Χρησιμοποιούνται διηθητικά χαρτιά 

Whatman τα οποία εξισορροπούνται σε Transfer Buffer για 5 λεπτά. Αφού 

τοποθετηθούν τα διηθητικά χαρτιά, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και το πήκτωμα στη 

σωστή σειρά και κατεύθυνση στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς, αυτή συνδέεται σε 

συσκευή ηλεκτροφοδοσίας και ολοκληρώνεται μετά από 1.30 ώρα με εφαρμογή 

τάσης 110V. Ενδιάμεσα είναι σημαντικό να διατηρείται χαμηλή η θερμοκρασία τους 

διαλύματος μεταφοράς με χρήση παγοκυστών. Με το πέρας της μεταφοράς των 

πρωτεϊνών στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, αυτή ελέγχεται με την εμφάνιση του 

μάρτυρα στη μεμβράνη ο οποίος περιλαμβάνει χρωστική. Η εμφάνιση του μάρτυρα 

στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης υποδεικνύει και επιτυχή ηλεκτρομεταφορά των 

πρωτεϊνών. 

 

Επόμενο βήμα είναι η κάλυψη των μη ειδικών θέσεων πρόσδεσης στη μεμβράνη για 

να ακολουθήσει στη συνέχεια η προσθήκη των αντισωμάτων. Οι μεμβράνες 

επωάζονται σε 5mL διαλύματος TBST 5% (100mL TBS 20x, Tween_20 σε τελική 

συγκέντρωση 0,1%, 5 gr αποβουτυρωμένο γάλα). Η επώαση διαρκεί 1 ώρα σε συνεχή 

ανάδευση, ώστε η επιφάνεια των μεμβρανών να έρχεται σε συνεχή επαφή με το 

διάλυμα. Ακολουθεί η επώαση με 10mL από το πρωτογενές αντίσωμα το οποίο είναι 

ήδη διαλυμένο σε TBST 5% και σε αραίωση 1:1000. Μετά από 1 ώρα επώασης υπό 

ανάδευση, ακολουθούν διαδοχικές πλύσεις με PBST. Έπειτα γίνεται η επώαση με το 

δευτερογενές αντίσωμα για 1 ώρα υπό ανάδευση, και ακολουθούν και πάλι 

διαδοχικές πλύσεις με PBST. 

 

Τέλος, πραγματοποιείται η εμφάνιση του φιλμ: η μεμβράνη τοποθετείται σε 

πλαστική επιφάνεια με ίσους όγκους των δύο αντιδραστηρίων του υποστρώματος 

χημειοφωταύγειας ECL σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η εμφάνιση του 

φιλμ εκτελείται σε σκοτεινό θάλαμο με διαδοχική εμβάπτισή του σε δοχεία που 

περιέχουν υγρό ανάπτυξης, υγρό στερέωσης και τέλος νερό για σταθεροποίηση. 
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3. Αποτελέσματα 
 

Για την καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων, αυτά κατηγοριοποιούνται σε δύο 

μέρη: τη βιοπληροφορική ανάλυση και το πειραματικό μέρος. Το μέρος της 

βιοπληροφορικής ανάλυσης αποσκοπούσε στην εύρεση υποψήφιων lncRNA στόχων 

με πρότυπα πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων στον υποκινητή τους και με 

καρκινοειδική έκφραση (Εικ.19). Έτσι, αρχικά με τη χρήση ChIP-seq δεδομένων για 

τους μεταγραφικούς παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6 βρέθηκαν lncRNAs με πρότυπα 

πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων στην περιοχή ανοδικά της θέσης έναρξης 

της μεταγραφής μέχρι 2.500bp. Αυτή η γονιδιωματική περιοχή μεγέθους 2.500bp 

αποτελεί μια ευρύτερη περιοχή που εμπεριέχει την περιοχή του υποκινητή. Για να 

εξακριβωθεί η θέση του υποκινητή, ακολούθησε μια ανάλυση heatmap με χρήση 

ChIP-seq δεδομένων για ιστονικούς δείκτες χαρακτηριστικούς για ενεργούς 

υποκινητές. Συγκρίνοντας τα μοτίβα πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων και 

τα μοτίβα εμφάνισης των ιστονικών δεικτών, εξακριβώθηκε η θέση του υποκινητή 

και επιβεβαιώθηκε η πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων σε αυτήν. Η 

εμφάνιση κορυφών πρόσδεσης στον υποκινητή των lncRNAs που συγκεντρώθηκαν, 

δεν σημαίνει και καρκινοειδική έκφραση. Έτσι, ακολούθησε και μια μετα-ανάλυση 

RNA-Seq δεδομένων ασθενών και υγιών ατόμων και βρέθηκαν lncRNAs με διαφορική 

έκφραση στον καρκίνο του στομάχου. Ύστερα από τη τελική σύγκριση αυτών των 

lncRNAs με τα προηγούμενα που βρέθηκαν από τη πρώτη βιοπληροφορική ανάλυση 

συγκεντρώθηκαν υποψήφια lncRNAs με διαφορική έκφραση στον καρκίνο του 

στομάχου και με πρότυπα πρόσδεσης στον υποκινητή τους. Από αυτά επιλέχθηκαν 3 

πιλοτικά lncRNAs (REAKTs) που ήταν στατιστικώς σημαντικά αυξορρυθμιζόμενα στις 

βιοψίες ασθενών και με υψηλή ένταση ChIP-seq σημάτων πρόσδεσης του KLF5, για 

να μελετηθούν πειραματικά. Επομένως απώτερος σκοπός του βιοπληροφορικής 

ανάλυσης ήταν η εύρεση lncRNA στόχων για την επακόλουθη πειραματική τους 

μελέτη. 
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Εικόνα 19. Σχεδιαγραμματική απεικόνιση των βημάτων της βιοπληροφορικής ανάλυσης. 

 

Στο πειραματικό μέρος ελέγχθηκε η έκφραση των REAKTs υπό τη σίγηση του 

μεταγραφικού παράγοντα KLF5. Αρχικά ελέγχθηκε η έκφραση των μεταγραφικών 

παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 στις διαθέσιμες κυτταρικές σειρές του 

εργαστηρίου, ώστε να επιλεγεί η κατάλληλη για να ακολουθήσει η σίγηση 

(επιλέχθηκε η MKN45 με κριτήρια που περιγράφονται παρακάτω). Έπειτα 

σχεδιάστηκαν και κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακούς φορείς κατάλληλα shRNA 

ώστε να χρησιμοποιηθούν για τη γονιδιακή σίγηση του KLF5 στη κυτταρική σειρά 

καρκίνου του στομάχου MKN45. Ακολούθως ελέγχθηκε η αποτελεσματικότητα της 

σίγησης σε μεταγραφικό (QPCR) αλλά και σε πρωτεϊνικό επίπεδο (Western blotting). 

Τέλος, αφού επιβεβαιώθηκε η επιτυχής και σημαντική μείωση του KLF5 και σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο, μελετήθηκε η έκφραση των REAKTs (lincRNA rEgulAted 

by Kruppel GasTric-REAKT) και κατά πόσο αυτή επηρεάστηκε λόγω της σίγησης του 

KLF5. 
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3.1 Βιοπληροφορικό μέρος 

 

3.1.1 Βιοπληροφορική ανάλυση μέσω Galaxy 

 

Στο πρώτο μέρος της βιοπληροφορικής ανάλυσης χρησιμοποιήθηκαν ChIP-seq 

δεδομένα για τους μεταγραφικούς παράγοντες KLF5,GATA4,GATA6 που παρείχαν 

πληροφορίες για τις περιοχές πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων στη 

χρωματίνη. Τα δεδομένα αυτά συγκρίθηκαν με τις γονιδιωματικές συντεταγμένες 

όλων των περιοχών υποκινητών των lncRNAs του γονιδιώματος (-2.500-0/TSS). Με τη 

χρήση του βιοπληροφορικού εργαλείου Bedtools της πλατφόρμας Galaxy βρέθηκαν  

όλα τα lncRNAs που εμφανίζουν πρότυπα πρόσδεσης των μεταγραφικών 

παραγόντων KLF5,GATA4,GATA6 στην περιοχή του υποκινητή. Συνολικά 

εντοπίστηκαν 810 lncRNAs με πρότυπα πρόσδεσης που περιλαμβάνουν είτε 

μεμονωμένα  κάθε μεταγραφικό παράγοντα είτε συνδυασμούς 2 ή και 3 παραγόντων 

στον ίδιο υποκινητή, τα οποία συνοψίζονται σε ένα διάγραμμα Venn (Εικ. 20). 

Πρότυπα πρόσδεσης από τον μεταγραφικό παράγοντα KLF5 υπήρχαν στο 

μεγαλύτερο ποσοστό των περιπτώσεων (72,7%), ενώ πρόσδεση και των τριών 

μεταγραφικών παραγόντων παρατηρήθηκε στο 3,6% του συνόλου των  lncRNA. 

 

Εικόνα 20. Διάγραμμα Venn που απεικονίζει το ποσοστό των lncRNAs που εμφανίζουν κορυφές πρόσδεσης στη 
περιοχή του υποκινητή από τους 3 μεταγραφικούς παράγοντες. 
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3.1.2 Ανάλυση θερμικού χάρτη για τα σημεία πρόσδεσης των 

KLF5/GATA4/GATA6 

Το γονιδιωματικό τμήμα των 2.500bp αποτελεί μια ευρύτερη περιοχή που μπορεί να 

περιλαμβάνει και τον υποκινητή των γονιδίων. Για να εντοπιστεί με ακρίβεια η θέση 

του έγινε μια επιπρόσθετη απεικόνιση σε μορφή θερμικού χάρτη των ChIP-seq 

δεδομένων για τους ιστονικούς δείκτες H3K4me3, H3K4me1, και H3K27Ac οι οποίοι 

είναι χαρακτηριστικοί για τα ρυθμιστικά στοιχεία των υποκινητών και ενισχυτών. 

Γενικά οι υποκινητές χαρακτηρίζονται από έντονο σήμα H3K4me3 και από μειωμένης 

έντασης σήμα H3K4me1. Στους ενισχυτές ισχύει το αντίστροφο ενώ, το επιγενετικό 

σήμα H3K27Ac είναι αυξημένο και στα δύο είδη ρυθμιστικών στοιχείων αφού 

σχετίζεται με ανοιχτή δομή χρωματίνης. Τα ChIP-seq δεδομένα των ιστονικών 

τροποποιήσεων συσχετίστηκαν με τα αντίστοιχα ChIP-seq δεδομένα  των 

μεταγραφικών παραγόντων, αλλά και με τις γονιδιωματικές συντεταγμένες  όλων των  

lncRNA υποκινητών. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται με την μορφή θερμικού 

χάρτη στην εικόνα 21. Κάθε οριζόντια γραμμή στον χάρτη αντιστοιχεί και σε έναν 

lncRNA υποκινητή (21.000 στο σύνολο της ανάλυσης μαζί με τα ψευδογονίδια) ενώ 

στον οριζόντιο άξονα και για κάθε στήλη φαίνεται η κατανομή του ChIP-seq σήματος  

ανοδικά του σημείου θέσης έναρξης της μεταγραφής. Δηλαδή στα δεξιά της κάθε 

στήλης βρίσκεται το σημείο 0, ενώ στα αριστερά η θέση -2.500 (βάσεις).  

Παρατηρώντας τα μοτίβα των σημάτων στην ομάδα υποκινητών, είναι αρκετά έντονα 

στη περίπτωση των H3K27Ac και H3K4me3 και μειωμένης έντασης στο σήμα 

H3K4me1, επιβεβαιώνοντας την πρόσδεση σε περιοχή ενεργού υποκινητή και όχι 

ενισχυτή. Τα δεδομένα πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων τα οποία είναι 

ομαδοποιημένα ανάλογα με τη κυτταρική σειρά, δείχνουν ένα παρεμφερές μοτίβο 

πρόσδεσης και για τους 3 μεταγραφικούς παράγοντες τα οποία συμπίπτουν με τα 

ιστονικά σήματα, γεγονός που υποδηλώνει τον εντοπισμό τους στη περιοχή ενεργών 

υποκινητών lncRNAs. Το κοινό αυτό μοτίβο διατηρείται και στις 3 κυτταρικές σειρές 

αλλά με διαφορά στην ένταση των σημάτων, γεγονός που συμφωνεί με τη 

διαφορετική συμβολή των μεταγραφικών παραγόντων στη γονιδιακή έκφραση, 

ανάλογα με τη καρκινική κυτταρική σειρά. Τέλος, είναι εμφανής η αλληλοεπικάλυψη 

των σημάτων ενεργότητας των υποκινητών με τα σήματα πρόσδεσης των 

μεταγραφικών παραγόντων, γεγονός που επιτρέπει τον ακριβή εντοπισμό του 

υποκινητή για κάθε υποψήφιο lncRNA. 
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Εικόνα  21. Ανάλυση θερμικού χάρτη με χρήση δεδομένων ChIP-seq για τα μοτίβα πρόσδεσης των μεταγραφικών 
παραγόντων GATA6/GATA4/KLF5 στις κυτταρικές σειρές AGS/KATOIII/YCC3, δεδομένων ChIP-seq για τις 
επιγενετικές τροποποιήσεις H3K27Ac/H3K4me3/H3K4me1 στην κυτταρική σειρά KATOIII, και δεδομένων με 
γονιδιωματικές συντεταγμένες των περιοχών υποκινητών για όλα τα lncRNAs (21.029 ψευδογονίδια και lncRNA 
γονίδια). Στον άξονα y απεικονίζονται όλα τα lncRNAs και στον άξονα χ για κάθε στήλη φαίνεται η περιοχή του 
υποκινητή ανοδικά της θέσης έναρξης της μεταγραφής έως -2.500 βάσεις. Οι στήλες εμφανίζονται από αριστερά 
προς δεξιά ως εξής: Input, το οποίο αντιστοιχεί σε μη ανοσοκατακρημισμένη χρωματίνη και χρησιμοποιείται ως 
control κατά τη διαδικασία της ανοσοκατακρήμνισης, ομάδα ενεργών lncRNA υποκινητών με αυξημένα τα 
επιγενετικά σήματα H3K27Ac και H3K4me3 όπως περιεγράφηκε και προηγουμένως και 3 διαδοχικές ομάδες 
ανάλογα με την κυτταρική σειρά για τα μοτίβα πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6. 
Το έντονο κόκκινο χρώμα υποδηλώνει παρουσία είτε της αντίστοιχης επιγενετικής τροποποίησης είτε του 
μεταγραφικού παράγοντα ανά περίπτωση. Αυξημένη χρωματική ένταση αντιστοιχεί και σε πιο έντονο σήμα. 
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3.1.3 Μετα-ανάλυση δεδομένων RNA-seq 

Τα σήματα πρόσδεσης των ογκογόνων μεταγραφικών παραγόντων δεν εξασφαλίζουν 

και την καρκινοειδική έκφραση. Η επόμενη ανάλυση αποσκοπούσε στην εύρεση 

lncRNA που να είναι διαφορικά εκφρασμένα στον καρκίνο σε σχέση με 

φυσιολογικούς ιστούς. Έτσι, από τη μετα-ανάλυση μεταγραφικών δεδομένων από 

υγιείς και καρκινικές βιοψίες αλλά και από καρκινικές σειρές, κατασκευάστηκαν 

θερμικοί χάρτες και διαγράμματα Volcano Plot. Στον κατακόρυφο άξονα 

απεικονίζεται το πλήθος των γονιδίων, ενώ στον οριζόντιο παρατίθενται τα 

διαφορετικά δείγματα σε στήλες τα οποία ομαδοποιούνται ανάλογα με το πρότυπο 

έκφρασης με ένα δενδρόγραμμα. Με πράσινο χρώμα απεικονίζονται τα γονίδια που 

υποεκφράζονται και με κόκκινο αυτά που υπερεκφράζονται στις καρκινικές 

βιοψίες/καρκινικές κυτταρικές σειρές σε σχέση με τους φυσιολογικούς ιστούς. Η 

ανάλυση θερμικού χάρτη έγινε και για τις καρκινικές βιοψίες και για τις καρκινικές 

σειρές όπως φαίνεται στην Εικ.22. Και στις δύο περιπτώσεις παρατηρείται έντονη 

ετερογένεια. Ωστόσο στις καρκινικές σειρές (Εικ. 22Α) είναι διακριτή η ομαδοποίηση 

των φυσιολογικών ιστών και των καρκινικών σειρών λόγω ομοιογένειας της 

γονιδιακής έκφρασης. Αντίστοιχα στην εικόνα 22Β οι καρκινικές βιοψίες 

ομαδοποιούνται ξεχωριστά σε σχέση με τις φυσιολογικές. 

 

 

Εικόνα 22. Ανάλυση θερμικού χάρτη πάνω σε RNASeq δεδομένα. Εικόνα Α: Σύγκριση γονιδιακής έκφρασης ανάμεσα 
σε φυσιολογικούς ιστούς ασθενών (συμβολίζονται με το γράμμα N) και σε καρκινικές σειρές (YCC, SNU16, MKN7, 
OCUM-1). Εικόνα Β: Σύγκριση γονιδιακής έκφρασης ανάμεσα σε φυσιολογικούς ιστούς ασθενών και βιοψίες 
ασθενών (συμβολίζονται με το γράμμα Τ). 
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Ακολούθησε η κατασκευή διαγραμμάτων Volcano Plot αφού πρώτα υπολογίστηκε η 

στατιστική σημαντικότητα και το εύρος κατανομής των τιμών γονιδιακής έκφρασης. 

Στα διαγράμματα απεικονίζονται με πράσινο και κόκκινο χρώμα τα γονίδια στα οποία 

η γονιδιακή έκφραση είναι στατιστικώς σημαντικά μεταβαλλόμενη (p-value ≤ 0,05) 

και το εύρος αλλαγής των τιμών έκφρασης τους κυμαίνεται στις τιμές ≥2 

(υπερεκφραζόμενα στον καρκίνο) και ≤-2 (υπερεκφραζόμενα στον φυσιολογικό ιστό). 

Τα υπόλοιπα γονίδια που δεν πληρούν τα παραπάνω κριτήρια και συνεπώς δεν είναι 

διαφορικά εκφρασμένα, απεικονίζονται με γκρι χρώμα. Στον άξονα y αναπαρίσταται 

ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος του p-value, ενώ στον άξονα x ο δυαδικός 

λογάριθμος του εύρους αλλαγής (Εικ. 23).  

 

Εικόνα 23. Διαγράμματα Volcano Plot που απεικονίζουν την στατιστική σημαντικότητα της διαφορικής γονιδιακής 
έκφρασης (άξονας y) και το εύρος αλλαγής των τιμών (άξονας x). Στην εικόνα Α απεικονίζεται η σύγκριση ανάμεσα 
σε φυσιολογικούς ιστούς και καρκινικές σειρές, ενώ στην εικόνα Β συγκρίνεται η έκφραση ανάμεσα σε 
φυσιολογικούς ιστούς και βιοψίες ασθενών. Με πράσινο χρώμα φαίνονται τα γονίδια που υποεκφράζονται στον 
καρκίνο σε σχέση με τους φυσιολογικούς ιστούς, ενώ με κόκκινο αυτά που υπερεκφράζονται στον καρκίνο. 

Παρατηρείται σημαντική διαφορά στον αριθμό των γονιδίων με διαφορική έκφραση 

στις καρκινικές βιοψίες σε σχέση με τις καρκινικές κυτταρικές σειρές. Στις βιοψίες, ο 

αριθμός των γονιδίων που είναι αυξορυθμιζόμενα ή μειορυθμιζόμενα στον καρκίνο 

είναι μικρότερος σε σχέση με τις κυτταρικές σειρές, γεγονός που εξηγείται από την 

σύσταση ενός όγκου, η οποία δεν είναι ομοιογενής και υπάρχουν υποπληθυσμοί 

κυττάρων με διαφορετικά πρότυπα γονιδιακής έκφρασης. Για τη περαιτέρω ανάλυση 

χρησιμοποιήθηκαν τα δεδομένα βιοψιών. Ακολούθησε η σύγκριση των δεδομένων 

από τη μεταγραφομική ανάλυση με αυτά που προέκυψαν από το προηγούμενο 

μέρος της βιοπληροφορικής ανάλυσης των προτύπων πρόσδεσης των μεταγραφικών 

παραγόντων. Το αποτέλεσμα ήταν η συγκέντρωση μιας λίστας lncRNA με διαφορική 

έκφραση στον καρκίνο του στομάχου και με πρότυπα πρόσδεσης των μεταγραφικών 

παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 στην περιοχή του υποκινητή τους (Πίνακας 12).  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



51 | Σ ε λ ί δ α  
 

Πίνακας  12. LncRNAs με διαφορική έκφραση στον καρκίνο και με πρότυπα πρόσδεσης των μεταγραφικών 
παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 στην περιοχή του υποκινητή τους. 

 
Πρότυπα πρόσδεσης 

μεταγραφικών 
παραγόντων στην περιοχή 

του υποκινητή 

 
 
Αυξορυθμιζόμενα lncRNAs 

στον καρκίνο 

 
 

Μειορυθμιζόμενα lncRNAs 
στον καρκίνο 

KLF5  30 15 

GATA4  8 3 

GATA6  2 2 

KLF5/GATA4/GATA6  2 1 

 

 

Ακολούθως επιλέχθηκαν πιλοτικά τρία lncRNAs με πρότυπα πρόσδεσης από τον 

μεταγραφικό παράγοντα KLF5 τα οποία είναι υπερεκφρασμένα στον καρκίνο του 

στομάχου σε σχέση με τους φυσιολογικούς ιστούς. Ονομάστηκαν REAKT1,2,3 

(lincRNA rEgulAted by Kruppel GasTric-REAKT) και ακολούθησε η περαιτέρω μελέτη 

της έκφρασής τους σε πειραματικό επίπεδο. Στις εικόνες απεικονίζονται οι κορυφές 

πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 στη περιοχή υποκινητών των lncRNA 

REAKT1,2,3 όπως φαίνονται μέσω πλοήγησης στον φυλλομετρητή UCSC (Εικ. 24-26). 

Τα δεδομένα που απεικονίζονται αφορούν  2 βιολογικές επαναλήψεις από δείγματα 

της κυτταρικής σειράς KATOIII και το δείγμα INPUT (μη ανοσοκατακρισμένη 

χρωματίνη), που αποτελεί το control της μεθόδου ChIP-seq. Με πράσινο χρώμα 

φαίνονται τα μετάγραφα των REAKT1/2/3. 

 

Εικόνα 24. Εικόνα πλοήγησης στον φυλλομετρητή UCSC με δεδομένα ChIP-seq. Με πράσινο χρώμα φαίνεται το 
μετάγραφο του REAKT1, με φορά μεταγραφής από δεξιά προς τα αριστερά. Μέσα σε αυτό, οι διακεκομμένες 
γραμμές αντιστοιχούν σε ιντρονικές περιοχές ενώ τα πράσινα γεμάτα πλαίσια σε εξόνια. Με κόκκινο πλαίσιο 
επισημαίνονται οι κορυφές πρόσδεσης του KLF5 στην περιοχή του υποκινητή ανοδικά της θέσης έναρξης της 
μεταγραφής. 
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Εικόνα 25. Εικόνα πλοήγησης στον φυλλομετρητή UCSC με δεδομένα ChIP-seq. Με πράσινο χρώμα φαίνεται το 
μετάγραφο του REAKT2, με φορά μεταγραφής από αριστερά προς τα δεξιά. Μέσα σε αυτό, οι διακεκομμένες 
γραμμές αντιστοιχούν σε ιντρονικές περιοχές ενώ τα πράσινα γεμάτα πλαίσια σε εξόνια. Με κόκκινο πλαίσιο 
υποδεικνύονται οι κορυφές πρόσδεσης του KLF5 στην περιοχή του υποκινητή ανοδικά της θέσης έναρξης της 
μεταγραφής. 

 

 

Εικόνα  26. Εικόνα πλοήγησης στον φυλλομετρητή UCSC με δεδομένα ChIP-seq. Με πράσινο χρώμα φαίνεται το 
μετάγραφο του REAKT3, με φορά μεταγραφής από δεξιά προς τα αριστερά. Μέσα σε αυτό, οι διακεκομμένες 
γραμμές αντιστοιχούν σε ιντρονικές περιοχές ενώ τα πράσινα γεμάτα πλαίσια σε εξόνια. Με κόκκινο πλαίσιο 
υποδεικνύονται οι κορυφές πρόσδεσης του KLF5 στην περιοχή του υποκινητή ανοδικά της θέσης έναρξης της 
μεταγραφής. 

 

 

3.2 Πειραματικό μέρος 

 

3.2.1 Διαγνωστικές πέψεις και PCR 

 

Φορέας pSiCOR 

Για τον έλεγχο της ένθεσης των ολιγονουκλεοτιδίων στον πλασμιδιακό φορέα 

pSiCOR, έγινε διαγνωστική πέψη με τη χρήση των ενζύμων SlaI/XbaI (Minotech). 

Έπειτα τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. Στην περίπτωση 

ανεπιτυχούς εισαγωγής του ενθέματος, ύστερα από την πέψη προκύπτουν 2 ζώνες 

με τη μεγαλύτερη να εμφανίζεται κοντά στις 6.700bp και τη δεύτερη περίπου 330bp. 
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Η διαφορά συγκριτικά με ένα δείγμα που έχει εισαχθεί το shRNA είναι το μέγεθος της 

δεύτερης ζώνης, που είναι κοντά στις 370bp με μια πολύ μικρή διαφορά από τον 

αρνητικό μάρτυρα. Για την επιτυχή εξαγωγή συμπερασμάτων λοιπόν, 

χρησιμοποιήθηκε ένας αρνητικός μάρτυρας που είναι άκοπος pSiCOR φορέας και 

ένας θετικός μάρτυρας (pSiCOR φορέας με ενσωματωμένο shRNA επιβεβαιωμένο με 

αλληλούχηση). Όπως φαίνεται και στην εικόνα της ηλεκτροφόρησης η διαφορά 

ανάμεσα σε θετικό και αρνητικό μάρτυρα είναι πολύ μικρή ωστόσο ανιχνεύσιμη, με 

τις ζώνες των θετικών δειγμάτων (KLF5.2, GATA4.2, GATA6.1, GATA6.2)  να 

ευθυγραμμίζονται με τη ζώνη του θετικού μάρτυρα (Εικ. 27). Εξαίρεση αποτελούν τα 

δείγματα KLF5.1 και GATA4.1 στα οποία δεν έχει πετύχει η ενζυμική πέψη. 

 

Εικόνα 27. Ηλεκτοφόρηση διαγνωστικής πέψης για τον φορέα pSiCOR σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. Στην πρώτη 
στήλη φαίνονται οι ζώνες του Ladder 1Kb. Ακολουθεί ο αρνητικός μάρτυρας (άκοπος φορέας) με τη δεύτερη ζώνη 
κοντά στις 330bp, έπειτα ο θετικός μάρτυρας με τη δεύτερη ζώνη κοντά στις 370bp. Στη συνέχεια παρατίθενται 
τα υπο εξέταση δείγματα KLF5/GATA4/GATA6. Ελέγχθηκαν 2 μοναδιαίες αποικίες για κάθε πλασμιδιακή 
κατασκευή (π.χ. KLF5.1 και KLF5.2). Σε κόκκινο πλαίσιο σημειώνονται οι ζώνες των δειγμάτων που 
ευθυγραμμίζονται με τη ζώνη του θετικού μάρτυρα στις 370bp. 

 Φορέας Tet-pLKO-puro 

Αντίστοιχη μεθοδολογία ακολουθήθηκε και για τον pLKO φορέα με τη διαφορά πως 

ο έλεγχος της ένθεσης των shRNAs έγινε με τη χρήση του ενζύμου XhoI. Στον μη 

ανασυνδυασμένο φορέα υπάρχουν 2 θέσης αναγνώρισης του XhoI με αποτέλεσμα 

ύστερα από την πέψη να προκύπτουν 2 ζώνες: μια ζώνη κοντά στις 8.500bp και μια 

κοντά στις 200bp. Στην αλληλουχία των ολιγονουκλεοτιδίων που εισάγονται στον 

φορέα υπάρχει κι εκεί μια θέση αναγνώρισης για το ένζυμο XhoI. Έτσι στον θετικό 

μάρτυρα αλλά και στα δείγματα τα οποία έχουν λάβει το ένθεμα προκύπτει άλλη μια 

ζώνη λίγο πιο χαμηλά από τις 200bp. Επομένως, στα αρνητικά δείγματα το πλασμίδιο 

πέπτεται σε 2 σημεία, ενώ στα θετικά υπάρχουν 3 θέσεις κοπής. Συνολικά 

ελέγχθηκαν 5 δείγματα για κάθε shRNA δηλαδή, πλασμιδιακό DNA από 5 μοναδιαίες 

βακτηριακές αποικίες. Στην εικόνα 28 επισημαίνονται με κόκκινο πλαίσιο τα 

δείγματα που επιλέχθηκαν για αλληλούχηση. Τα δείγματα KLF5.4 και G4.1 

εμφανίζουν 2 ζώνες κοντά στις 200bp που υποδεικνύουν θετικά δείγματα. Τα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



54 | Σ ε λ ί δ α  
 

δείγματα G6.2, G6.3, G6.5 φαίνεται να είναι αρνητικά καθώς έχουν ίδιο πρότυπο 

ζωνώσεων με τον αρνητικό μάρτυρα. Ενώ τα πλασμίδια στα δείγματα KLF5.3, G6.1, 

G6.4 δεν έχουν κοπεί από το ένζυμο. Το δείγμα G6.4 είναι αυτό που επιλέχθηκε για 

έλεγχο με αλληλούχηση ύστερα από τον έλεγχο με PCR (Εικ.29).   Το τελευταίο δείγμα 

(SL/Self-Ligation) αποτελεί κι αυτό έναν αρνητικό μάρτυρα της αντίδρασης λιγάσης.  

 

Εικόνα 28. Ηλεκτροφόρηση διαγνωστικής πέψης για τον φορέα pLKO σε πήκτωμα αγαρόζης 2%. Στην πρώτη στήλη 
φαίνονται οι ζώνες του Ladder 1Kb. Ακολουθεί ο αρνητικός μάρτυρας (άκοπος φορέας) όπου εμφανίζονται 2 
ζώνες, μια αρκετά μεγάλη στην αρχή του πηγαδιού και μια δεύτερη ζώνη κοντά στις 200bp, έπειτα ο θετικός 
μάρτυρας στον οποίο εμφανίζεται και μια τρίτη ζώνη πιο χαμηλά από τις 200bp. Στη συνέχεια παρατίθενται τα 
υπό εξέταση δείγματα KLF5/GATA4/GATA6. Ελέγχθηκαν 5 μοναδιαίες αποικίες για κάθε πλασμιδιακή κατασκευή 
(π.χ KLF5.1-5) και ο αρνητικός μάρτυρας του SL. Σε κόκκινο πλαίσιο σημειώνονται οι ζώνες των δειγμάτων που 
ευθυγραμμίζονται με τις ζώνες του θετικού μάρτυρα και τα δείγματα αυτά στάλθηκαν για αλληλούχηση, μια ζώνη 
στις 200bp και μια που μεταναστεύει λίγο πιο χαμηλά. 

Ακολούθησε διαγνωστική PCR για τα δείγματα G6.1-G6.5 με τον έναν εκκινητή να 

υβριδίζεται στον σκελετό του πλασμιδίου και τον άλλον στο shRNA για το GATA6. Τα 

προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 1%, και η εμφάνιση 

ζώνης συμφωνεί με την επιτυχή ενσωμάτωση του ενθέματος στο πλασμίδιο για το 

δείγμα G6.4. Γενικότερα για όλες τις πλασμιδιακές κατασκευές οι οποίες ελέγχθηκαν 

με διαγνωστικές πέψεις, έγιναν και διαγνωστικές PCR με τα κατάλληλα ζεύγη 

εκκινητών κι έπειτα ελέγχθηκαν μέσω αλληλούχησης για την ταυτοποίηση της 

θετικής ένθεσης και σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Ενδεικτικά παρατίθεται μια 

αντιπροσωπευτική εικόνα τέτοιας διαγνωστικής PCR που αφορά τις GATA6 

πλασμιδιακές κατασκευές (Εικ.29). 
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Εικόνα 29. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων διαγνωστικής PCR για τον pLKO φορέα σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. 
Χρησιμοποιήθηκε αρνητικός μάρτυρας ο οποίος αντιστοιχεί σε φορέα χωρίς ένθεμα. Η εμφάνιση ζώνης κοντά στις 
200bp αντιστοιχεί και σε επιτυχή ενσωμάτωση του ενθέματος (shRNA) στον pLKO φορέα. 

Εν κατακλείδι, δημιουργήθηκαν με επιτυχία πλασμιδιακές κατασκευές pSiCOR και 

pLKO που φέρουν shRNA για τους μεταγραφικούς παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6 

ξεχωριστά. Οι φορείς αυτοί θα χρησιμοποιηθούν για την RNA αποσιώπηση των 

γονιδίων στόχων σε ευκαρυωτικά καρκινικά κύτταρα, μέσω συστήματος 

διαμόλυνσης με λεντιιούς. Στο πλαίσιο αυτή της πτυχιακής εργασίας ελέγχθηκε η 

αποτελεσματικότητα της RNA σίγησης μόνο για το γονίδιο-στόχο KLF5 

χρησιμοποιώντας την κατασκευή pSiCOR/shKLF5. 

3.2.2 Έκφραση μεταγραφικών παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 σε κυτταρικές 

σειρές 

Για να διεξαχθεί ένα πείραμα μεταγραφικής σίγησης ενός γονιδίου σε κυτταρικές 

σειρές θα πρέπει πρώτα να εξασφαλιστεί η έκφραση του γονιδίου σε αυτές. Έτσι 

ύστερα από εξαγωγή RNA και σύνθεση cDNA έγινε μια ποσοτική PCR με χρήση 

κατάλληλων εκκινητών για τον έλεγχο της έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων 

KLF5/GATA4/GATA6 στις εξής κυτταρικές σειρές: HFE45, KATOIII, MKN45, NUGC4, 

MCF7, SKBR3, HCT116. Τα επίπεδα έκφρασης κανονικοποιήθηκαν ως προς δύο 

γονίδια ιδιοσύστατης έκφρασης: GAPDH και RPLP1. Τα διαγράμματα που 

ακολουθούν δείχνουν πως ο GATA4 εκφράζεται σε σημαντικό βαθμό στις κυτταρικές 

σειρές καρκίνου του στομάχου KATOIII και NUGC4 με χαμηλότερη αλλά ανιχνεύσιμη 

έκφραση στα MKN45 όπως συμβαίνει και με τους υπόλοιπους δύο μεταγραφικούς 

παράγοντες (Εικ. 30-32). Σε όλες τις περιπτώσεις και οι τρείς παράγοντες εκφράζονται 

σε πολύ υψηλότερα επίπεδα στις καρκινικές γαστρικές σειρές συγκριτικά με την 

φυσιολογική γαστρική. Η έκφραση των KLF5/GATA4/GATA6 στις υπόλοιπες 

κυτταρικές σειρές είναι πολύ μικρή σε σχέση με αυτές του γαστρικού καρκίνου. 

Επίσης παρατηρήθηκε διαφορά στα επίπεδα έκφρασης ανάμεσα στην 

κανονικοποίηση ως προς το GAPDH και ως προς RPLP1, λόγω της διαφοράς 

ιδιοσύστατης έκφρασης ανάμεσα στα δύο γονίδια. Με βάση τα παραπάνω 
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επιλέχθηκαν τα MKN45 κύτταρα τα οποία εκφράζουν μεν σε χαμηλότερα επίπεδα 

τους τρεις μεταγραφικούς παράγοντες συγκριτικά με τις υπόλοιπες, αλλά είναι  πιο 

εύχρηστα στις πρακτικές κυτταροκαλλιέργειας. 

 

Εικόνα 30. Διάγραμμα απεικόνισης των επιπέδων έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα GATA4 στις κυτταρικές 
σειρές που αναφέρονται. Με πορτοκαλί χρώμα απεικονίζονται τα επίπεδα έκφρασης κανονικοποιημένα ως προς 
το housekeeping γονίδιο GAPDH, ενώ με μπλε χρώμα ως προς το housekeeping γονίδιο RPLP1. 
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Εικόνα 31. Διάγραμμα απεικόνισης των επιπέδων έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα GATA6 στις κυτταρικές 
σειρές που αναφέρονται. Με πορτοκαλί χρώμα απεικονίζονται τα επίπεδα έκφρασης κανονικοποιημένα ως προς 
το housekeeping γονίδιο GAPDH, ενώ με μπλε χρώμα ως προς το housekeeping γονίδιο RPLP1. 

 

Εικόνα 32. Διάγραμμα απεικόνισης των επιπέδων έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 στις κυτταρικές 
σειρές που αναφέρονται. Με πορτοκαλί χρώμα απεικονίζονται τα επίπεδα έκφρασης κανονικοποιημένα ως προς 
το housekeeping γονίδιο GAPDH, ενώ με μπλε χρώμα ως προς το housekeeping γονίδιο RPLP1. 
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3.2.3 Έλεγχος της αποτελεσματικότητας της σίγησης του KLF5 σε μεταγραφικό 

και πρωτεϊνικό επίπεδο 

 

Επόμενο βήμα ήταν η χρήση του πλασμιδιακού φορέα pSiCOR ο οποίος περιείχε 

shRNA που στοχεύει το μετάγραφο του KLF5, και ο έλεγχος της αποτελεσματικότητάς 

του σε κύτταρα MKN45. Επίσης ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα 

που εκφράζουν scrambled shRNA το οποίο παράγει ένα siRNA τυχαίας αλληλουχίας 

που δεν στοχεύει πουθενά στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Η διαμόλυνση των κυττάρων 

έγινε μέσω παραγωγής και χρήσης λεντιιών. Ύστερα από συλλογή των κυττάρων σε 

τριζόλη, εξαγωγή RNA και σύνθεση cDNA, πραγματοποιήθηκε qPCR με εκκινητές 

ειδικούς για το KLF5 μετάγραφο. Οι ποσότητες έκφρασης κανονικοποιήθηκαν ως 

προς δύο ιδιοσύστατα γονίδια, GADPH/RPLP1, και για τη κατασκευή του 

διαγράμματος υπολογίστηκε ο μέσος όρος. Σε σύγκριση με το control, τα επίπεδα του 

KLF5 μεταγράφου σημείωσαν σημαντική μείωση σε ποσοστό 76,8% (Εικ.33Α).  Με 

χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών KLF5 και Actin 

πραγματοποιήθηκε ανοσοστύπωμα για τον έλεγχο των πρωτεϊνικών τους επιπέδων 

(Εικ.33Β). Ως πρωτείνη κανονικοποίησης χρησιμοποιήθηκε η ακτίνη, τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα της οποίας φαίνεται να είναι αμετάβλητα ανάμεσα σε δείγμα control και στο 

δείγμα που σιγήθηκε το γονίδιο του KLF5, επιβεβαιώνοντας την ποσοτικοποίηση 

κατά Bradford των δειγμάτων που προηγήθηκε του ανοσοστυπώματος. Τα επίπεδα 

της KLF5 πρωτεΐνης είναι εμφανώς μειωμένα σε σύγκριση με το δείγμα μάρτυρα 

(CONTROL), επιβεβαιώνοντας την επιτυχή σίγηση σε ποσοστό 79,4% και σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο (η σχετική ποσοτικοποίηση έγινε με χρήση του προγράμματος 

ImageJ) (Εικ.33Γ). Τα ποσοστά της σίγησης ανάμεσα σε μεταγραφικό και πρωτεϊνικό 

επίπεδο είναι παρόμοια, γεγονός που επιβεβαιώνει την αποτελεσματικότητα του 

shRNA που χρησιμοποιήθηκε. 
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Εικόνα 33. Α) Αποτελεσματικότητα της σίγησης του KLF5 σε μεταγραφικό επίπεδο ύστερα από την διεξαγωγή 
QPCR. B) Western blotting με χρήση αντισωμάτων έναντι του KLF5 και Actin. Γ) Αποτελεσματικότητα της σίγησης 
σε πρωτεϊνικό επίπεδο μετά από σχετική ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων της ανοσοαποτύπωσης και 
κανονικοποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων των δειγμάτων CTR και sh1KLF5 ως προς αυτά της Ακτίνης. 

3.2.4 Αποτελέσματα CFA και παρατήρηση φαινοτύπου  

 

Ύστερα από την διαμόλυνση κυττάρων MKN45 με λεντιιούς που φέρουν το πλασμίδιο 

pSiCOR/shKLF5 με σκοπό τη σίγηση του γονιδίου-στόχου KLF5 παρατηρήθηκε ο 

φαινότυπος των κυττάρων με μικροσκόπιο (Εικ.34Α). Ο φαινότυπος παρατηρήθηκε 

σε κύτταρα control τα οποία έχουν δεχτεί πλασμίδιο pSiCOR/Scrambled που περιέχει 

ένα shRNA το οποίο δε στοχεύει πουθενά στο γονιδίωμα, και συγκρίθηκε με κύτταρα 

που έχουν λάβει το πλασμίδιο pSiCOR/shKLF5. Η εικόνα μικροσκοπίου δείχνει 

εμφανή και έντονη αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού στα κύτταρα που 

έχει γίνει σίγηση του γονιδίου KLF5. Επιπλέον, παρατηρήθηκε και ο φαινότυπος των 

καρκινικών κυττάρων σε μακροσκοπικό επίπεδο μέσω της παρατήρησης της 

επιφάνειας που καλύπτεται από κυτταρικές αποικίες  (ανάλυση Colony Formation 

Assay, Εικ.34B). Τα αποτελέσματα του  αριθμού των κλώνων ανάμεσα στο δείγμα 

control και στο pSiCOR/shKLF5 φαίνονται στην Εικ.34Γ, όπου παρατηρήθηκε μείωση 

του κυτταρικού πληθυσμού σε ποσοστό 55,2%. 
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Εικόνα 34. Α) Παρατήρηση κυτταρικού φαινοτύπου σε μικροσκόπιο. Β) Παρατήρηση κυτταρικού φαινοτύπου με 
τη μέθοδο χρώσης κυττάρων CFA. Γ) Ποσοστό μείωσης αριθμού κλώνων υπό τη σίγηση του KLF5. 

3.2.5 Έλεγχος της έκφρασης των lncRNAs REAKT1/2/3 υπό τη μεταγραφική 

σίγηση του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 

 

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως στην ενότητα της βιοπληροφορικής ανάλυσης, 

επιλέχθηκαν πιλοτικά 3 lncRNAs που ονομάστηκαν REAKT1/2/3, τα οποία είναι 

αυξορυθμιζόμενα στον καρκίνο του στομάχου, εμφανίζουν πρότυπα πρόσδεσης του 

KLF5 στην περιοχή του υποκινητή τους (Εικ.24-26). Σκοπός ήταν η μελέτη των 

επιπτώσεων από τη σίγηση του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 στην έκφραση αυτών 

των lncRNA στα καρκινικά κύτταρα MKN45. Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης έγινε 

μέσω qPCR με χρήση ειδικών εκκινητών, ενώ τα αποτελέσματα κανονικοποιήθηκαν 

ως προς τα ιδιοσύστατα γονίδια GAPDΗ και RPLP1 και απεικονίστηκε ο μέσος όρος. 

Ως μάρτυρας ορίστηκε η έκφραση των εκάστοτε μεταγράφων σε MKN45 κύτταρα που 

είχαν δεχτεί pSiCOR/shScrambled το οποίο δε στοχεύει πουθενά στο γονιδίωμα. 

Όπως αποδεικνύεται από τα διαγράμματα της εικόνας 35, σε μια επιτυχή σίγηση του 

KLF5 σε ποσοστό 86%, η έκφραση των REAKT1, REAKT2, REAKT3 μειώθηκε σε 

ποσοστό 73,6%, 50% και 92,6% σε σύγκριση με τα control, αντίστοιχα. 

Συμπερασματικά με βάση τα παραπάνω, αποδεικνύεται ότι ο KLF5 ελέγχει τα 

συγκεκριμένα lncRNAs στον καρκίνο του στομάχου, και η απουσία του επηρεάζει τη 

γονιδιακή έκφραση των REAKTs. 
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Εικόνα 35. Διαγράμματα απεικόνισης των επιπέδων έκφρασης σε κύτταρα MKN45 στα οποία έχει 
πραγματοποιηθεί σίγηση του KLF5 με χρήση του φορέα pSiCOR/shKLF5, σε σύγκριση με τo δείγμα control (κύτταρα 
MKN45 τα οποία έχουν διαμολυνθεί με τον φορέα pSiCOR/shSrambled). Διάγραμμα Α) Επίπεδα έκφρασης KLF5, 
τα οποία μειώθηκαν σε ποσοστό 86% σε σύγκριση με το control. Διάγραμμα Β) Επίπεδα έκφρασης του REAKT1 
υπό τη σίγηση του KLF5 (73,6% μείωση έκφρασης). Διάγραμμα Γ) Επίπεδα έκφρασης του REAKT2 υπό τη σίγηση 
του KLF5 (50% μείωση έκφρασης). Διάγραμμα Γ) Επίπεδα έκφρασης του REAKT3 υπό τη σίγηση του KLF5 (92,6% 
μείωση έκφρασης). 
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4. Συμπεράσματα-Συζήτηση 
 

Παρά τις αξιόλογες προσπάθειες που έχουν γίνει για την αντιμετώπιση του καρκίνου 

του στομάχου, συνεχίζει να κατέχει υψηλή θέση στην παγκόσμια κατάταξη 

συχνότητας εμφάνισης και θνησιμότητας. Το 8.3% των θανάτων που ευθύνονται στην 

ασθένεια του καρκίνου παγκόσμια, αντιστοιχεί στον γαστρικό καρκίνο. Η ανάγκη 

εύρεσης αξιόπιστων βιοδεικτών με μεγάλη εξειδίκευση ακόμη και στους υπότυπους 

του γαστρικού καρκίνου είναι μείζονος σημασίας και για την κατάλληλη θεραπευτική 

προσέγγιση αλλά κυρίως για την έγκαιρη διάγνωση. Ολοένα και περισσότερες 

έρευνες στρέφονται στο μοριακό και γενετικό υπόβαθρο της ασθένειας, με σκοπό 

την κατανόηση της ανάπτυξης της νεοπλασίας και την εύρεση κατάλληλων 

διαγνωστικών δεικτών. Σ’ αυτό το πεδίο εντάσσονται οι έρευνες γύρω από τη 

λειτουργία των lncRNAs, καθώς τα τελευταία χαρακτηρίζονται από υψηλή 

εξειδίκευση έκφρασης ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τον ιστό. Επίσης 

εμπλέκονται σε πολλές κυτταρικές διεργασίες και ασθένειες όπως και στην 

ογκογένεση. Δεδομένης της ιστοειδικής έκφρασης σε διαφορετικούς τύπους 

καρκίνου και κάποιες φορές και σε διαφορετικούς υπότυπους της νόσου, τα lncRNAs 

έχουν αναδειχθεί ως σημαντικοί προγνωστικοί και διαγνωστικοί δείκτες όπως επίσης 

και θεραπευτικοί στόχοι235. Υπάρχουν πολλές μεθοδολογίες οι οποίες ολοένα και 

αυξάνονται για τη θεραπευτική στόχευση των lncRNA, ενώ υπάρχουν ήδη 

σχεδιασμένα φάρμακα που στοχεύουν lncRNAs στον καρκίνο και βρίσκονται στο 

στάδιο των κλινικών δοκιμών236. 

Στοχευμένα για τον καρκίνο του στομάχου έχουν βρεθεί lncRNAs που εμπλέκονται σε 

συγκεκριμένα στάδια της νόσου και έχουν ρόλο στον καρκινικό φαινότυπο. Για 

παράδειγμα, το lncRNA GMAN έχει συσχετιστεί με χαμηλό προσδόκιμο ζωής των 

ασθενών και μετάσταση του καρκίνου του στομάχου. Είναι αυξορυθμιζόμενο σε 

βιοψίες γαστρικού καρκίνου, και ελέγχει τα επίπεδα της πρωτεΐνης ephrin A1 σε 

μεταφραστικό επίπεδο237. Η ephrin A1 εμπλέκεται στη διηθητική ικανότητα των 

καρκινικών κυττάρων και επάγει τη μετάστασή τους238. Ένα άλλο lncRNA με 

χαρακτηρισμένο μηχανισμό είναι το UCA1, το οποίο μέσω του άξονα UCA1/miR-

203/ZEB2 ρυθμίζει τον μεταστατικό φαινότυπο γαστρικών καρκίνων239. Άλλο ένα 

παράδειγμα αποτελεί το LINC00324 που αλληλεπιδρά με μια RBP (RNA-Binding 

Protein) πρωτεΐνη, την HuR, και ελέγχει έτσι την έκφραση του FAM83B με επίδραση 

και πάλι στον καρκινικό φαινότυπο240,241,241. Υπάρχουν αρκετές τέτοιες ερευνητικές 

περιπτώσεις που αποκαλύπτουν αξιόλογους βιοδείκτες για την ασθένεια και μέσω 

την εξακρίβωσης των μηχανισμών δράσης των lncRNA αποτελούν και πιθανούς 

θεραπευτικούς στόχους242-244. 

Η εύρεση κατάλληλων lncRNAs στόχων, των οποίων η έκφραση διαταράσσεται στον 

καρκίνο του στομάχου απαιτεί ολιστικές μεταγραφομικές αναλύσεις δεδομένων 
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μεγάλης κλίμακας. Πέρα από τη διαφορική τους έκφραση στον καρκίνο του στομάχου 

λαμβάνεται υπόψιν η συσχέτισή τους με το προσδόκιμο ζωής των ασθενών, με την 

εμφάνιση μεταστάσεων καθώς και με άλλα κλινικά χαρακτηριστικά. Πολλές έρευνες 

που αφορούν τον καρκίνο του στομάχου ακολουθούν τέτοιες προσεγγίσεις 

βρίσκοντας διαφορικά εκφρασμένα lncRNAs και μέσα από μελέτες δικτύων 

συνέκφρασης (co-exression networks) τα συσχετίζουν με τα επίπεδα mRNA γονιδίων 

που εμπλέκονται στην ογκογένεση245. Η πιο πρόσφατη δημοσιευμένη έρευνα τέτοιου 

είδους είναι αυτή των Zhang et al., 2020 στην οποία βρέθηκαν mRNAs και lncRNAs με 

διαταραγμένη έκφραση σε βιοψίες καρκίνου του στομάχου σε σχέση με 

φυσιολογικές βιοψίες, μέσω ανάλυσης μικροσυστοιχιών. Οι ερευνητές, 

δημιουργώντας ένα δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, κατέληξαν σε κάποιες 

πιθανές κυτταρικές διεργασίες στις οποίες μπορεί να εμπλέκονται οι διαφορικά 

εκφρασμένες πρωτεΐνες. Επίσης μελέτησαν τις πιθανές αλληλεπιδράσεις των 

lncRNAs ως cis-acting, με γονίδια τα οποία βρίσκονται κοντά (10kb) στον 

γονιδιωματικό τους τόπο, αλλά και ως trans-acting με απομακρυσμένα γονίδια246.  

Η παρούσα πτυχιακή εργασία αποσκοπεί στην εύρεση lncRNAs που είναι διαφορικά 

εκφρασμένα στον καρκίνο του στομάχου λόγω ρύθμισης από τους μεταγραφικούς 

παράγοντες KLF5/GATA4/GATA6. Αυτοί οι μεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν 

ογκογονίδια που εμπλέκονται στην διατήρηση συγκεκριμένων κυτταρικών τύπων στα 

αναπτυξιακά στάδια του στομάχου (lineage survival oncogenes) και ο ρόλος τους στη 

παθογένεια της νόσου είναι αναγνωρισμένος. Με τη χρήση ChIP-seq δεδομένων για 

τους μεταγραφικούς παράγοντες αλλά και για τους ιστονικούς δείκτες H3K4me3, 

H3K4me1, και H3K27Ac έγινε μια ανάλυση θερμικού χάρτη που έδειχνε κοινά μοτίβα 

πρόσδεσης κι ένα πανομοιότυπο πρότυπο έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων 

ανάμεσα σε καρκινικές κυτταρικές σειρές του στομάχου (Εικ. 21). Τα αποτελέσματα 

αυτά συμφωνούν με τη μελέτη των Chia et al., 2015 για την ύπαρξη ενός ογκογόνου 

δικτύου μεταξύ τους150. Παρόμοια μελέτη έχει γίνει για τον μεταγραφικό παράγοντα 

SOX2 στον καρκίνο του οισοφάγου, o οποίος δημιουργεί ένα ογκογόνο δίκτυο με τον 

μεταγραφικό παράγοντα FOXE1247. Επίσης το κοινό μοτίβο ανάμεσα στα ιστονικά 

σήματα και στα σήματα πρόσδεσης επιβεβαιώνουν το γεγονός ότι αυτοί οι 

μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται σε αλληλουχίες ενεργών υποκινητών και 

όχι απλά στη περιοχή ανοδικά της θέσης έναρξης μεταγραφής (-2.500-0) των 

lncRNAs. Ένα επόμενο συμπέρασμα είναι η ύπαρξη ετερογένειας ακόμη και στη 

συμβολή των μεταγραφικών αυτών παραγόντων στις διαφορετικές κυτταρικές 

σειρές, καθώς η ένταση του σήματος για κάθε παράγοντα του συμπλόκου πάνω 

στους υποκινητές-στόχους διαφέρει μεταξύ των κυτταρικών σειρών. Η εύρεση 

lncRNAs που εμφανίζουν πρότυπα πρόσδεσης των ογκογόνων μεταγραφικών 

παραγόντων στον υποκινητή τους είναι μια ημιτελής μεθοδολογία για την εύρεση 

lncRNA στόχων. Η πρόσδεση των KLF5/GATA4/GATA6 δε σημαίνει και καρκινοειδική 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
16/06/2024 16:52:21 EEST - 18.119.117.246



64 | Σ ε λ ί δ α  
 

έκφραση των lncRNAs. Για το λόγο αυτό ακολούθησε η μεταγραφομική ανάλυση σε 

καρκινικές βιοψίες έναντι φυσιολογικών ιστών. 

Οι αναλύσεις θερμικού χάρτη και τα διαγράμματα Volcano, έγιναν με RNA δεδομένα 

από καρκινικές κυτταρικές σειρές και από βιοψίες ασθενών με καρκίνο του 

στομάχου. Η εικόνα 22 αντιπροσωπεύει την ετερογένεια της νόσου, η οποία 

αντικατοπτρίζεται σε πολύ πιο έντονο βαθμό στις βιοψίες σε σχέση με τις κυτταρικές 

σειρές γεγονός που μπορεί να εξηγηθεί καθώς ο καρκίνος του στομάχου είναι 

ετερογενής ανάμεσα στους διαφορετικούς ασθενείς αλλά ακόμη και μέσα στον ίδιο 

τον όγκο οι κυτταρικοί πληθυσμού διαφέρουν μεταξύ τους (Tumor Microenviroment 

Heterogeneity)248-250. Αφού ολοκληρώθηκε και το δεύτερο μέρος της 

βιοπληροφορικής ανάλυσης επιλέχθηκαν πιλοτικά τρία  lncRNAs (REAKT1,2,3) με 

διαφορική έκφραση στον καρκίνο του στομάχου και με πρότυπα πρόσδεσης κυρίως 

από τον μεταγραφικό παράγοντα KLF5 με σκοπό τον έλεγχο της έκφρασής τους 

έπειτα από πειραματική σίγηση της KLF5 πρωτεΐνης. 

Απώτερος πειραματικός σκοπός ήταν η γονιδιακή σίγηση (RNAi) όλων των 

μεταγραφικών παραγόντων αρχικά στην κυτταρική σειρά MKN45 με χρήση 

συστήματος λεντι-ιών και συστηματική ανίχνευση διαφορικά εκφρασμένων lncRNA. 

Επιλέχθηκε η συγκεκριμένη κυτταρική σειρά διότι πληρεί το κριτήριο της σημαντικής 

έκφρασης και των τριών μεταγραφικών παραγόντων, ενώ χαρακτηρίζεται από 

εύχρηστα κύτταρα ως προς την διαδικασία της κυτταροκαλλιέργειας. Ο έλεγχος της 

έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων στις διαθέσιμες κυτταρικές σειρές έδειξε 

πως εκφράζονται σε πολύ μεγάλο ποσοστό στις καρκινικές κυτταρικές σειρές 

στομάχου (Εικ. 30-32) γεγονός που συνάδει με την υπερέκφρασή τους στον καρκίνο 

του στομάχου λόγω γονιδιωματικής ενίσχυσης όπως υποστηρίζει η βιβλιογραφία. 

Επίσης, παρατηρείται στην εικόνα 32 πως η έκφραση του KLF5 στη κυτταρική σειρά 

του φυσιολογικού γαστρικού επιθηλίου είναι μη ανιχνεύσιμη, ενώ παρατηρείται 

έκφραση στις σειρές καρκίνου του εντέρου, μια παρατήρηση που συμφωνεί και πάλι 

με τα βιβλιογραφικά δεδομένα τα οποία υποστηρίζουν πως ο μεταγραφικός 

παράγοντας KLF5 δεν εκφράζεται στον ενήλικο στόμαχο, αλλά κυρίως στο 

γαστρεντερικό επιθήλιο251.  

Στο πλαίσιο τη συγκεκριμένης πτυχιακής εργασίας κατασκευάστηκαν οι απαραίτητες 

πλασμιδιακές κατασκευές που εκφράζουν shRNAs ώστε να επιτευχθεί η επιθυμητή 

RNAi σίγηση. Επιβεβαιώθηκε η κλωνοποίηση των shRNA και στους 2 πλασμιδιακούς 

φορείς (pSiCOR και pLKO) με αλληλούχηση. Επίσης ελέγχθηκε η αποτελεσματικότητα 

του φορέα pSiCOR/shKLF5 με παροδική έκφραση shRNA έναντι του μεταγραφικού 

παράγοντα KLF5. Η αποτελεσματική σίγηση επιβεβαιώθηκε με RT-qPCR δίνοντας μια 

76,8% μείωση του μεταγράφου σε σύγκριση με το control, όπως και με Western Blot 

επιβεβαιώνοντας τη σίγηση επίσης σε ποσοστό 79,4% (Εικ. 33). Επίσης, όπως 

φαίνεται και στην εικόνα 33Β, η πρωτεΐνη ανιχνεύεται ακριβώς στο μοριακό βάρος 
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που αναμένεται, δηλαδή στα 55KD, επιβεβαιώνοντας και την ειδικότητα του 

αντισώματος που χρησιμοποιήθηκε. Ο έλεγχος της αποτελεσματικής σίγησης σε 

μεταγραφικό αλλά και σε πρωτεϊνικό επίπεδο είναι απαραίτητος για την 

επιβεβαίωση του επιτυχούς σχεδιασμού του shRNA και της επακόλουθης RNAi 

σίγησης. Ωστόσο η χρήση του φορέα pSiCOR, αν και είναι μια πολύ χρήσιμη επιλογή 

για τη γρήγορη διεξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με την αποτελεσματικότητα των 

shRNA (3-4 μέρες), δεν αποτελεί ένα σταθερό μοριακό εργαλείο σίγησης. Για τον λόγο 

αυτό είναι απαραίτητος και ο έλεγχος της λειτουργίας του pLKO-tet συστήματος και 

η δημιουργία των αντίστοιχων σταθερών κυτταρικών σειρών για την επαγόμενη 

έκφραση των shRNA. Επίσης μεγάλο ενδιαφέρον θα είχαν πειράματα συνδυαστικής 

σίγησης ανάμεσα στους 3 μεταγραφικούς παράγοντες, διερευνώντας έτσι τη 

συνεργασία τους για τη γονιδιακή ρύθμιση στόχων, συνδυαστικά και με τα ChIP-seq 

αποτελέσματα.  

Η μείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων αποδεικνύει την αποτελεσματικότητα του 

shRNA, ωστόσο μελλοντικά θα πρέπει να σχεδιαστεί κι ένα δεύτερο shRNA που να 

στοχεύει σε διαφορετική αλληλουχία του μεταγράφου για να επιβεβαιωθεί η μη 

τυχαιότητα της σίγησης. Μέσω της CFA ανάλυσης και της μικροσκοπικής 

παρατήρησης, φαίνεται ότι η μείωση των επιπέδων του KLF5 έχει σημαντικό 

αντίκτυπο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την ανάπτυξη, με μεγάλη διαφορά 

στον φαινότυπο συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα (Εικ.34). Η εικόνα αυτή 

συμφωνεί με την ογκογόνο δράση του μεταγραφικού παράγοντα και αποκαλύπτει 

τον σημαντικό του ρόλο για την διατήρηση του καρκινικού φαινοτύπου. Η μείωση 

του κυτταρικού πολλαπλασιασμού έφτασε σε ποσοστό 55,2%, ωστόσο λαμβάνοντας 

υπόψιν τις εικόνες από το μικροσκόπιο, το ποσοστό αυτό αποτελεί υποεκτίμηση του 

πραγματικού φαινοτύπου που μπορεί να αποδοθεί στην έμμεση διαδικασία 

εκτίμησης της καλυπτόμενης από κύτταρα επιφάνειας. Με την μελλοντική 

δημιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών με τον tet-pLKO-puro για επαγόμενη 

έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα θα μπορέσει να μελετηθεί ο κυτταρικός 

φαινότυπος εκτενέστερα (μορφολογία, αριθμός κυττάρων, δυνατότητα μετάστασης 

και διήθησης).  

Η βιοπληροφορική ανάλυση που έγινε με βάση ChIPSeq δεδομένα σε συνδυασμό με 

τη μεταγραφομική ανάλυση, αποκάλυψε τρία lncRNAs που ονομάστηκαν REAKTs τα 

οποία είναι αυξορυθμιζόμενα στον καρκίνο του στομάχου και εμφανίζουν πρότυπα 

πρόσδεσης των μεταγραφικών παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 στον υποκινητή 

τους. Με qPCR ελέγχθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των lncRNAs REAKT1,2,3 υπό τη 

σίγηση του KLF5 (Εικ.35). Σημειώθηκε σημαντική μείωση (70-90%) των μεταγράφων 

REAKT, υποδηλώνοντας τη θετική ρύθμισή τους από τον μεταγραφικό παράγοντα 

KLF5. Αυτή είναι μια πολύ ισχυρή ένδειξη ρύθμισης αυτών των lncRNAs από τον 

μεταγραφικό παράγοντα KLF5. Eαν η φυσιολογική του λειτουργία είναι να ρυθμίζει 

τη γονιδιακή έκφραση αυτών των lncRNAs, αφού ο ίδιος βρίσκεται σε γονιδιωματική 
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ενίσχυση και υπερεκφράζεται, μπορεί να ευθύνεται και για την υπερέκφραση αυτών 

των lncRNA στον γαστρικό καρκίνο. Ωστόσο, σε οποιαδήποτε περίπτωση απαιτούνται 

περαιτέρω πειράματα για την εξακρίβωση του μηχανισμού δράσης και ρύθμισης των 

REAKTs, αλλά και του τρόπου με τον οποίο μπορεί να εμπλέκονται στον 

ογκοεπαγωγικό φαινότυπο. Παρόμοια μελέτη που συσχετίζει τη συνεργασία των 

ογκογόνων μεταγραφικών παραγόντων KLF5 και MYC με lncRNAs δημοσιεύτηκε 

πρόσφατα από την ερευνητική ομάδα Tong-peng Xu et al., 2019. Στην έρευνα αυτή 

βρέθηκε το LINC00346 να υπερεκφράζεται στον καρκίνο του στομάχου, και 

επιβεβαιώθηκε ότι καταστολή του άξονα KLF5/MYC/LINC00346  οδηγεί σε ογκογόνο 

φαινότυπο252. Ο μηχανισμός με τον οποίο δρα το LINC00346, είναι 

κυτταροπλασματικός μέσω παρεμπόδισης της δράσης του miR-34a-5p οδηγώντας σε 

αυξορύθμιση των Notch1, AXL και CD44. Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης 

αποτελούν ένδειξη του ρυθμιστικού ρόλου που μπορεί να έχει ο μεταγραφικός 

παράγοντας KLF5 σε lncRNAs στον καρκίνο του στομάχου, μια υπόθεση που 

υποστηρίζει και η παρούσα πτυχιακή εργασία. Ωστόσο το LINC00436 αποτελεί ένα 

κυτταροπλασματικό lncRNA, ενώ η αυτή η πτυχιακή εργασία εστιάζει στην εύρεση 

πυρηνικών lncRNA που να ελέγχονται από τον KLF5 στον καρκίνο του στομάχου, που 

μέχρι τώρα βιβλιογραφικά δεν υπάρχει κάποια αναφορά. Διαφορετικά ερευνητικά 

αποτελέσματα έχουν υπάρξει για τον καρκίνο του μαστού, όπου ένα lncRNA το PVT1 

ελέγχει την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 και ενισχύει την ογκογένεση 

μέσω του μονοπατιού β-κατενίνης253. Επίσης, στον καρκίνο του μαστού ένα άλλο 

lncRNA, το RP1, αυξορυθμίζεται από τον KLF5 (μέσω της πρωτεΐνης p300) και επάγει 

την καρκινική ανάπτυξη και μετάσταση μέσω της παρεμπόδισης της μετάφρασης του 
p27kip1254. Σε όλες τις περιπτώσεις, ακριβώς επειδή τα lncRNAs δρουν με πολύπλοκο 

τρόπο μέσω αλληλεπίδρασης και με άλλες πρωτεΐνες και η εμπλοκή τους στον 

καρκινικό φαινότυπο μπορεί να είναι έμμεση, η εύρεση των REAKTs είναι μια αρχή 

στην προσπάθεια αναζήτησης ιστοειδικών βιοδεικτών για τον καρκίνο του στομάχου.  

Μελλοντικοί στόχοι της ερευνητική δουλειάς στην οποία εντάσσεται αυτή η πτυχιακή 

εργασία είναι η επιτυχής σίγηση και των τριών μεταγραφικών παραγόντων, ώστε να 

ακολουθήσει η αλληλούχηση του RNA για να βρεθούν ποια lncRNAs έχουν διαφορική 

έκφραση, πειράματα FACS για να μελετηθεί ο φαινότυπος της απόπτωσης, 

περαιτέρω μελέτες πάνω στην κυτταρική ανάπτυξη/πολλαπλασιασμό, πειράματα 

RNA pull-down για να βρεθούν οι πρωτεΐνες με τις οποίες αλληλεπιδρούν τα REAKTs 

και βέβαια η μελέτη του ογκογόνου φαινοτύπου και σε in vivo συστήματα. 
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5. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

5.1 Αναπτυξιακή στομάχου και πρότυπα έκφρασης μεταγραφικών 

παραγόντων: από τον εμβρυϊκό στον ενήλικο στόμαχο 
 

 Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η απορρύθμιση των μεταγραφικών παραγόντων 

GATA4, GATA6, και KLF5 επάγει την ογκογένεση στο στομάχι και σε άλλους ιστούς 

γαστρεντερικής προέλευσης. Για να γίνει κατανοητή η ογκοεπαγωγική δράση των 

συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων θα πρέπει να γίνει η περιγραφή της 

εμπλοκής τους στην φυσιολογική αναπτυξιακή διαδικασία. Η γαστρική ιστογένεση 

προέρχεται από την ενδοδερμική βλαστική στοιβάδα κατά τη διάρκεια της 

γαστριδίωσης. Η γαστριδίωση είναι ένα κρίσιμο αναπτυξιακό στάδιο κατά το οποίο 

σχηματίζεται μια εσώτερη κοιλότητα, το αρχέντερο και ένα άνοιγμα προς τα έξω, ο 

βλαστοπόρος255. Ο σχηματισμός αυτός που ονομάζεται γαστρίδιο αποτελείται από 

τρεις βλαστικές στοιβάδες: εξώδερμα, μεσόδερμα, ενδόδερμα256. Πιο συγκεκριμένα 

για τον σχηματισμό του ενδοδέρματος (που είναι και η βασική στοιβάδα από τη 

οποία θα προκύψει ο στόμαχος) επιβλαστικά κύτταρα του γαστριδίου εισβάλλουν 

στην αρχική λωρίδα (primitive streak), οργανώνονται σε μονόστιβα επιθηλιακά 

φύλλα τα οποία με τη σειρά τους δημιουργούν το εμπρόσθιο (μελλοντικό πρόσθιο 

αρχέντερο) και το οπίσθιο (μελλοντικό οπίσθιο αρχέντερο) μέρος του πρώιμου 

γαστρεντερικού σωλήνα (ΠΓΣ)257. Η διαφοροποίηση του ενδοδέρματος, σε 

συνδυασμό με τη δημιουργία του μεσοδέρματος και μιας σειράς εγκολπώσεων του 

σώματος θα δώσουν την τελική διαμόρφωση του εμβρυικού γαστρεντερικού σωλήνα 

(πρόσθιο αρχέντερο/foregut, μέσο αρχέντερο/midgut, οπίσθιο αρχέντερο/hindgut) 

από τον οποίο θα προκύψουν τα επιμέρους όργανα. Σ’ αυτό το στάδιο  ο εμβρυικός 

γαστεντερικός σωλήνας δεν είναι εξειδικευμένος258. Μέσα από σηματοδοτικά δίκτυα 

και πρότυπα έκφρασης μεταγραφικών παραγόντων αναπτύσσεται ένα τοπικό 

πρότυπο οργάνωσης, για να ακολουθήσουν οι διαδικασίες οργανο-ειδικής 

διαφοροποίησης. Σε μια σύνοψη λοιπόν η ανάπτυξη του στομάχου μπορεί να 

χωριστεί σε 3 διαδοχικά στάδια: 

1. Διαφοροποίηση ενδοδέρματος 

2. Σχηματισμός πρώιμου (primitive) γαστρεντερικού σωλήνα και των τοπικών 

προτύπων οργάνωσης 

3. Μορφογένεση και διαφοροποίηση στοχευμένων κυτταρικών τύπων ανάλογα 

με το όργανο259 

 Το δίκτυο των μεταγραφικών παραγόντων που εκφράζονται από αυτό το σημείο και 

μετά είναι αρκετά πολύπλοκο και διαφέρει ανάλογα με τον ιστό. Συγκεκριμένα για 

τον στόμαχο, πειράματα σε ποντικούς έδειξαν ότι οι μεταγραφικοί παράγοντες 

πρωταγωνιστές είναι Foxa1/2/3, Gata4/6 και Sox2 οι οποίοι εκφράζονται από το μη 

διαφοροποιημένο ακόμη ενδόδερμα ώστε να δώσει το πρόσθιο αρχέγονο έντερο 
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από το οποίο θα προκύψει και ο στόμαχος (Εικ.36)260. Επίσης, μεταγραφικοί 

παράγοντες μπορούν να εκφράζονται και στο στάδιο του προ-γαστρικού ιστού. Ο 

τρόπος με τον οποίο οι παράγοντες FoxAs εμπλέκονται στην τοπική ανάπτυξη του 

στομάχου δεν έχει ακόμη αποσαφηνιστεί, αλλά είναι γνωστό πως ρυθμίζουν την 

έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) 

η οποία περιορίζεται στο αρχέντερο που θα δώσει τη περιοχή του άντρου και του 

πυλωρού261. Η απώλεια την έκφρασης του Pdx1 δίνει έναν φαινότυπο 

ψευδοπυλωρικής μεταπλασίας και οδηγεί σε απώλεια των ενδοκρινικών κυττάρων 

που παράγουν γαστρίνη131,262. Επίσης σημαντική είναι η δράση του Sox2 (Sex 

determining region Y-box 2) καθώς εκφράζεται μόνο στο πρόσθιο αρχέντερο που θα 

διαφοροποιηθεί σε στόμαχο, και η εξειδικευμένη του παρουσία στη τοπολογία της 

γαστροοισοφαγικής συμβολής φαίνεται να καθορίζει αυτό το όριο263. Από την άλλη 

πλευρά, μιλώντας για το οπίσθιο αρχέντερο, σημαντική είναι η έκφραση του Cdx2 

(caudal type homeobox 2) που καθορίζει την διαφοροποίηση του εντερικού ιστού264. 

Φαίνεται να υπάρχει μια σχέση ανάμεσα σ αυτούς τους δύο μεταγραφικούς 

παράγοντες για τον καθορισμό των ορίων ανάμεσα σε οισοφάγο/στομάχι/έντερο 

καθώς η απουσία του Cdx2 οδηγεί στην έκφραση του Sox2 στο έντερο με τελικό 

φαινότυπο οισοφάγου και όχι γαστρικό φαινότυπο όπως θα ήταν αναμενόμενο55,264. 

Οι μεταγραφικοί παράγοντες Gata4 και Gata6 είναι σημαντικοί ρυθμιστές της 

πρώιμης διαφοροποίησης του ενδοδέρματος γενικότερα και σε πολλά όργανα265. 

Καθώς αναπτύσσεται το μοτίβο τοπικής οργάνωσης, οι παράγοντες αυτοί 

εκφράζονται στο πρόσθιο αρχέντερο στο σημείο που μελλοντικά θα αναπτυχθεί ο 

αδενικός στόμαχος με τον Gata4 να αποτελεί έναν γαστρικό δείκτη καθώς εκφράζεται 

στον κορμό και στο άντρο55. O Gata4 είναι από τους πρώτους που προσδένονται τη 

χρωματίνη νωρίς κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης και επιτρέπουν έτσι την 

προσέλευση κι άλλων μεταγραφικών παραγόντων όπως είναι ο Hnf3. Η απουσία του 

δυσχεραίνει την εγκαθίδρυση γαστρικού φαινοτύπου266. Από την οπτική γωνία της 

σηματοδότησης αυτή εκτείνεται σε 2 βασικούς άξονες: Η διαφοροποίηση του 

γαστρικού επιθηλίου ελέγχεται από μεσεγχυματικά σήματα όπως είναι οι πρωτεΐνες 

BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) και μέλη της οικογένειας TGF-b (Transforming 

Growth Factor-b), ενώ ενδοδερμικής προέλευσης σήματα όπως τα Sonic hedgehog 

(Shh) και Indian hedgehog (Ihh) είναι επίσης καθοριστικά για τη μορφογένεση267,268. 
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Εικόνα 36. Πρότυπα έκφρασης βασικών μεταγραφικών παραγόντων κατά την ανάπτυξη του εμβυϊκού στόμαχου55.  

 Όσον αφορά τον μεταγραφικό παράγοντα KLF5 (γνωστός και ως IKLF και BTEB2), ο 

ρόλος του εντοπίζεται νωρίς στην εμβρυογένεση ήδη από την πρώτη κυτταρική 

διαίρεση πριν από τον σχηματισμό της επιβλάστης (Εικ.37)129. Εμπλέκεται στον 

σχηματισμό των τριών κυτταρικών γενεαλογιών/τύπων πριν από την εμφύτευση. 

Επάγει τον σχηματισμό των TE (Trophectoderm) και EPI (Epiblast) ενώ εμποδίζει τον 

σχηματισμό του PE (Primitive Endoderm) που αποτελούν τις 3 βασικές κυτταρικές 

γενεαλογίες πριν την εμφύτευση269,270. Ο βασικός του ρόλος είναι η διατήρηση της 

πολυδυναμικότητας των βλαστοκυττάρων, εμποδίζοντας την εξέλιξη της 

διαφοροποίησης, ενώ λειτουργεί και ως επαγωγέας του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού271,272. Η έκφραση του Klf5 είναι χαρακτηριστική στο στάδιο του 

πρώιμου γαστρεντερικού σωλήνα και μετέπειτα στο ώριμο εντερικό επιθήλιο όπου 

ελέγχει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό251,273. Στην μορφογένεση του στομάχου δεν 

εμπλέκεται άμεσα, o αναπτυξιακός του ρόλος όμως στο εντερικό επιθήλιο είναι 

σημαντικός μιας και όπως αναφέρθηκε παραπάνω οι περισσότερες περιπτώσεις του 

γαστρικού καρκίνου αφορούν αδενοκαρκινώματα εντερικού τύπου. 
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Εικόνα 37. Έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα KLF5 στα πρώιμα εμβυϊκά στάδια 129. 

 

Με βάση τη λειτουργία των μεταγραφικών παραγόντων KLF5/GATA4/GATA6 και την 

εμπλοκή τους σε αναπτυξιακούς μηχανισμούς και μονοπάτια αλλά και στη 

διαφοροποίηση συγκεκριμένων κυτταρικών γενεαλογιών/τύπων, η διατάραξη της 

λειτουργίας τους μπορεί να οδηγήσει σε καρκινογένεση. Πρόκειται για ένα είδος 

ογκογονιδίων που ελέγχουν τη διατήρηση συγκεκριμένων κυτταρικών γενεαλογιών 

σε έναν ιστό (Lineage-survival oncogenes) ενώ οι γονιδιακοί τους τόποι ενισχύονται 

γενετικά δημιουργώντας πολλαπλά αντίγραφα στο γονιδίωμα του καρκίνου του 

στομάχου144,146,274,275.  

5.2 Lineage Survival Oncogenes  

Η πολυπλοκότητα της ογκογένεσης έχει ωθήσει τους επιστήμονες στη διερεύνηση 

της ασθένειας σε πολλά επίπεδα και από πολλές οπτικές γωνίες. Υπάρχουν δύο 

βασικές θεωρίες που εξηγούν την εξέλιξη του όγκου και παρεκκλίνουν μεταξύ τους: 

η προσέγγιση με βάση τα ογκογονίδια (oncogene addiction) και η προσέγγιση με 

βάση τη κυτταρική γενεαλογία (lineage addiction)276. Η πρώτη που αναφέρθηκε από 

τον Bernard Weinstein υποστηρίζει ότι ανεξάρτητα από τις πολλαπλές γενετικές 

διαταραχές που σημειώνονται στον όγκο, ο φαινότυπος διαρκούς κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού και ανάπτυξης  εξαρτάται από κλασικά ογκογονίδια (όπως το MYC 

και RAS)277,278. Περιγράφει δηλαδή μια  θεωρία σύμφωνα με την οποία, υπάρχει ένας 

‘εθισμός’ ως προς το ογκογονίδιο (ή μια συνεχή ογκογόνο δραστηριότητα) ο οποίος 

αποτελεί και το βασικό προαπαιτούμενο του καρκινικού φαινοτύπου278,279. Η 

δεύτερη προσέγγιση συνδυάζει το γενετικό υπόβαθρο με την κυτταρική γενεαλογία, 

και επικεντρώνεται σε γονίδια με ειδικότητα έκφρασης ως προς τον κυτταρικό τύπο, 

που εμπλέκονται σε αναπτυξιακά μονοπάτια280. Οι Garraway and Sellers 

περιέγραψαν αυτή τη θεωρία τονίζοντας ότι όταν απορρυθμίζονται  οι ρυθμιστές 

μιας συγκεκριμένης κυτταρικής γενεαλογίας, τότε επάγεται η ογκογένεση με τα 

καρκινικά κύτταρα να προέρχονται από τον συγκεκριμένο κυτταρικό υποπληθυσμό 

(Εικ.38)281. Η βασική διαφορά των δύο προσεγγίσεων έγκειται στους παράγοντες από 

τους οποίους εξαρτάται η καρκινική δραστηριότητα. Στην oncogene addiction θεωρία 
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η κυτταρική σηματοδότηση των καρκινικών κυττάρων διαφέρει από τα υγιή κύτταρα 

δίνοντας έναν αντι-αποπτωτικό φαινότυπο από τον οποίο εξαρτάται και η εξέλιξη της 

νόσου282. Πρόκειται για μια νέα κυτταρική/καρκινοειδική δραστηριότητα που 

μεταμορφώνει τα κύτταρα σε καρκινικά. Στην lineage addiction θεωρία γίνεται λόγος 

για απορρύθμιση ήδη υπαρχόντων αναπτυξιακών μηχανισμών που αποκτούν μια 

ανεξέλεγκτη δραστικότητα, χωρίς να εμφανίζονται νέες καρκινοειδικές κυτταρικές 

λειτουργίες281. Γονίδια που έχουν κάποιο ρόλο σε τέτοιους μηχανισμούς και 

εμφανίζουν διαταραγμένη λειτουργία στον καρκίνο, συνήθως επειδή υπάρχουν σε 

πολλαπλά αντίγραφα στο γονιδίωμα,ονομάζονται lineage survival oncogenes. Στην 

εικόνα συνοψίζονται τα βήματα αυτού του είδους της ογκογένεσης με βασικά σημεία 

την γενετική διαταραχή/αλλοίωση των γονιδίων αυτών και στη συνέχεια την εμπλοκή 

τους στην εξέλιξη της νόσου. 

 

Εικόνα 38: Ρόλος των lineage survival γονιδίων, στην ανάπτυξη και εγκαθίδρυση του όγκου281. 

. 

Η πιο γνωστή περίπτωση τέτοιου ογκογονιδίου είναι ο μεταγραφικός παράγοντας 

MITF (microphthalmia-associated transcription factor) ο οποίος έχει κύριο ρυθμιστικό 

ρόλο στον κυτταρικό τύπο των μελανοκυττάρων283-285. Συμμετέχει στις κυτταρικές 

λειτουργίες του πολλαπλασιασμού και της απόπτωσης μέσω των οποίων ρυθμίζει τη 
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διαφοροποίηση και τη διατήρηση της γενεαλογίας των μελανοκυττάρων286,287. 

Γενετικές μελέτες έχουν δείξει πως στο 15-20% των μελανωμάτων, ο μεταγραφικός 

αυτός παράγοντας είναι γονιδιωματικά ενισχυμένος, δηλαδή υπάρχει σε πολλά 

αντίγραφα στο γονιδίωμα. 
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