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Abstract 
 
Poly(A)-specific ribonuclease (PARN) is a deadenylase, an effector of eukariotic mRNA decay 

that  also mediates the  maturation of a diverse and expanding repertoire of non-coding RNAs.  

Not unlike most protein coding genes, PARN encodes for multiple splice variants many, of 

which have been detected previously by RNA sequencing. Such splice variants have not been 

biochemically characterized or studied specifically in any context. In this work we detected the 

expression of a PARN splice variant in pleural malignant mesothelioma (PMM) cell lines and 

lung fibroblasts, the splice variant is co-expressed along with PARN in the PMM cell lines but 

not in lung fibroblasts. Our findings reveal that the splice variant is expressed at both the 

mRNA and protein level, in cell lines derived from all three pleural malignant mesothelioma 

subtypes, whilst being barely detectable in benign pleural immortalized cells, the highest 

expression levels were detected in lung fibroblasts. We identified and cloned its coding region 

and subsequently overexpressed, purified and biochemically characterized its protein product. 

Additionally the splice variant wa Cloning and sequence analysis revealed that compared to 

PARN mRNA it lacks 83 bases from the 3’ end of exon 1, this spliced out region includes the 

original start codon of PARN,  leading PARN_v1 to be translated through a downstream start 

codon located at exon 4. The resulting protein lacks a large 61aa region of the original PARN 

nuclease domain, including two of the main catalytic residues D28 and D30. Unexpectedly the 

novel protein was found to retain its ability to deadenylate possibly through the steric 

substitution of D28 and D30 by D292 and E378 respectively. To examine the biological role of 

PARN_v1, it was silenced in lung fibroblasts and subjected to mass spectrometry, revealing 

its role in cell adhesion and cell-ECM interactions. Upon fibroblast differentiation to cancer 

associated fibroblasts by the incubation of fibroblasts with breast cancer cell cultured media 

and breast cancer cell derived exosomes, the PARN_v1 levels serverely diminished and 

PARN expression was activated. Finally we developed an exosome isolation protocol for the 

quick detection of established exosomal RNA biomarkers in pleural fluid.  
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Περίληψη 

Η πολυ(Α) εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN) είναι μια αποδενυλάση, ένας τελεστής της 

αποικοδόμησης του ευκαρυωτικού mRNA που μεσολαβεί στην ρύθμιση της σταθερότητας  

ποικίλων μη κωδικών RNA. Όπως είναι κοινό για τα περισσότερα γονίδια που κωδικοποιούν 

για πρωτεΐνες, το γονίδιο της PARN κωδικοποιεί πολλαπλά εναλλακτικά μετάγραφα, τα οποία 

έχουν ανιχνευθεί από προηγούμες μελέτες αλληλούχισης. Τα εναλλακτικά μετάγραφα της 

PARN δεν έχουν χαρακτηριστεί βιοχημικά ή μελετηθεί ειδικά. Σε αυτή την εργασία ανιχνεύσαμε 

την έκφραση ενός εναλλακτικού μεταγράφου της PARN σε κυτταρικές σειρές κακοήθους 

μεσοθηλιώματος υπεζωκότα (PMM) και ινοβλάστες πνεύμονα, το εναλλακτικό μετάγραφο 

PARN_v1, συνεκφράζεται με την PARN στις κυτταρικές σειρές μεσοθηλιώματος αλλά όχι 

στους πνευμονικούς ινοβλάστες. H PARN_v1 εκφράζεται σε επίπεδο mRNA και σε επίπεδο 

πρωτεΐνης, σε κυτταρικές σειρές που προέρχονται και από τους τρεις υποτύπους κακοήθους 

μεσοθηλιώματος του υπεζωκότα, ενώ είναι μη ανιχνεύσιμη σε καλοήθη υπεζωκοτικά 

αθανατοποιημένα κύτταρα. Τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης ανιχνεύθηκαν στους 

πνευμονικούς ινοβλάστες. Η κωδική περιοχή της PARN_v1 ταυτοποιήθηκε, κλωνοποιήθηκε, 

υπερεκφράσθηκε και χαρακτηρίστηκε βιοχημικά το πρωτεϊνικό του προϊόν. Η κλωνοποίηση 

και η ανάλυση αλληλουχίας της έδειξαν ότι σε σύγκριση με το mRNA της PARN η PARN_ν1 

υστερεί κατά 83 βάσεων από το 3' άκρο του εξονίου 1, αυτή η περιοχή περιλαμβάνει το αρχικό 

κωδικόνιο έναρξης του PARN, οδηγώντας έτσι τη μετάφραση της PARN_v1 από ένα καθοδικό  

κωδικονίου έναρξης που βρίσκεται στο εξόνιο 4. Η πρωτεΐνη που προκύπτει στερείται μιας 

μεγάλης περιοχής 61aa της αρχικής περιοχής νουκλεάσης PARN, συμπεριλαμβανομένων δύο 

από τα κύρια καταλυτικά υπολείμματα D28 και D30. Το καθαρισμένο πρωτεινικό προιόν της 

PARN_ν1 διατηρεί την ικανότητά της να αποαδενυλιώνεται πιθανώς μέσω της στερικής 

υποκατάστασης των D28 και D30 από D292 και E378 αντίστοιχα. Για να εξεταστεί ο βιολογικός 

ρόλος της PARN_v1, πραγματοποιήθηκε η σίγησή της στους πνευμονικούς ινοβλάστες και 

υποβλήθηκε σε φασματομετρία μάζας, αποκαλύπτοντας τον ρόλο του στην κυτταρική 

προσκόλληση και στις αλληλεπιδράσεις των κυττάρων με την εξωκυττάρια ουσία. Μετά τη 

διαφοροποίηση των ινοβλαστών σε καρκικικούς ινοβλάστες με την επώασή τους  με μέσο 

κυτταροκαλλιέργειας από κύτταρα καρκίνου του μαστού, αλλά και εξωσωμάτων που 

προέρχονται από κύτταρα καρκίνου του μαστού, τα επίπεδα PARN_v1 μειώθηκαν σημαντικά 

και η έκφραση PARN ενεργοποιήθηκε. Τέλος, αναπτύχθηκε ένα πρωτόκολλο απομόνωσης 

εξωσωμάτων για τη γρήγορη ανίχνευση εξωσωματικών  βιοδεικτών RNA στο υπεζωκοτικό 

υγρό.  
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ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΕΝΑΛΛΑΚΤΙΚΟΥ ΜΕΤΑΓΡΑΦΟΥ ΤΗΣ 
ΠΟΛΥ(Α) ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΜΕΝΗΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗΣ PARN ΚΑΙ 
ΔΕΙΡΕΥΝΗΣΗ ΤΟΥ ΒΙΟΛΟΓΙΚΟΥ ΤΟΥ ΡΟΛΟΥ 

 

1. Εισαγωγή 

1.1 Το πλευριτικό μεσοθηλίωμα 

Το κακοήθες πλευριτικό μεσοθηλίωμα είναι ένα σπάνιο επιθετικό καρκίνωμα που 

προέρχεται από τα μεσοθηλιακά κύτταρα του υπεζωκότα. Η κύρια αιτία είναι η χρόνια 

έκθεση σε αμίαντο. Τα κρούσματα της νόσου αυξάνουν παγκοσμίως λόγω της 

μεγάλης λανθάνουσας περιόδου μεταξύ της έκθεσης στον αμίαντο και της εμφάνισης 

της νόσου, αλλά και της καθυστέρησης απαγόρευσης της χρήσης αμιάντου. Η  

απόκριση σε θεραπεία είναι φτωχή και ο χρόνος επιβίωσης μικρότερος από 18 μήνες 

(Woolhouse et al., 2018). Οι όγκοι που προκαλούνται από το μεσοθηλίωμα χωρίζονται 

σε τρείς ιστολογικούς υπότυπους: τον επιθηλιοειδή, τον διφασικό και το 

σαρκωματοειδή (Attanoos & Gibbs, 1997). Οι καρκινικοί ιστοί του κάθε υποτύπου 

έχουν σημαντικές φαινοτυπικές διαφορές, τα σαρκωματοειδή μοιάζουν με στρωματικά 

κύτταρα και έχουν την ικανότητα να διηθούν το επιθήλιο του υπεζωκότα εξαιρετικά 

γρήγορα, αντιθέτως τα επιθηλιοειδή  μοιάζουν με τα αντίστοιχα μη καρκινικά κύτταρα 

του υπεζωκότα και δεν έχουν την ικανότητα να διηθούν το υπεζωκοτικό επιθήλιο. Οι 

ιστοί του διφασικού μεσοθηλιώματος περιέχουν υποπληθισμούς κυττάρων που έχουν 

επιθηλιακό φαινότυπο, μεσεγχυματικό φαινότυπο αλλά και διάφορους ενδιάμεσους 

φαινοτύπους. O σαρκωματοειδής υπότυπος είναι ο πιο επιθετικός και προβλέπει τη 

χειρότερη πρόγνωση σε σχέση με τους άλλους υπότυπους. Ο επιθηλιοειδής 

υπότυπος είναι ο λιγότερο επιθετικός από τους υπόλοιπους και είναι ο μόνος στον 

οποίο η χειρουργική επέμβαση είναι αποτελεσματική όταν η διάγνωση γίνει σε πρώιμο 

στάδιο της νόσου [εικόνα 1]. Ενώ ο διφασικός παρουσιάζει ενδιάμεσα χαρακτηριστικά 

(Meyerhoff et al., 2015). Στο συγκεκριμένο είδος καρκίνου το προφίλ μεταλλάξεων 

είναι εξαιρετικά ετερογενές μεταξύ ασθενών. Τα γονίδια που είναι  συνηθέστερα 

μεταλλαγμένα σε όγκους μεσοθηλιώματος κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που 

συμμετέχουν στα μονοπάτια PI3K-AKT αλλά και τα μονοπάτια ενεργοποίησης και 

ρύθμισης της κυτταρικής απόκρισης σε βλάβη DNA που ενεργοποιούνται από το p53. 
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(Panou et al., n.d.) Η παθογένεση του μεσοθηλιώματος έχει ως εξής: Τα ινίδια 

αμίαντου εισέρχονται στο σώμα μέσω της εισπνοής και διαμέσου του λεμφικού 

συστήματος καταλήγουν στον υπεζωκότα. Ο οργανισμός δεν έχει τρόπο για να τα 

αποβάλλει οπότε αυτά παραμένουν και συσσωρεύονται in situ. Ο κίνδυνος εμφάνισης 

μεσοθηλιώματος είναι ανάλογος με τα χρόνια έκθεσης ενός ατόμου σε περιβάλλον 

που έχει αμίαντο (Carbone et al., 2002). Η μορφή των ινιδίων αμίαντου είναι λεπτή και 

επιμήκης με εμβαδό διατομής της τάξης των νανομέτρων με αποτέλεσμα τα ινίδια που 

έχουν συσσωρευθεί στον υπεζωκότα να μπορούν να τρυπήσουν τα μεσοθηλιακά 

κύτταρα. Οι επαναλαμβανόμενες κινήσεις της συστολής και διαστολής του θώρακα 

κατά την αναπνοή αποτελούν την κινητήρια δύναμη για την μακροχρόνια πρόκληση 

βλάβης στα μεσοθηλιακά κύτταρα από τα ινίδια αμίαντου. (Carbone et al., 2002). Οι 

κύριοι μηχανισμοί με τους οποίους τα ινίδια αμίαντου προκαλούν μεσοθηλίωμα είναι 

οι εξής: 

1) Τα ινίδια αμίαντου μπορούν άμεσα να προκαλέσουν χρωμοσωμικές 

ανωμαλίες στα μεσοθηλιακά κύτταρα όταν διαπεράσουν τον πυρήνα κατά τη 

φάση της μίτωσης και παρεμβληθούν στον ορθό σχηματισμό της μιτωτικής 

ατράκτου, προκαλώντας χρωμοσωμικές ανωμαλίες. (Sekido, 2008) 

2) Ο συνεχής κυτταρικός θάνατος των μεσοθηλιακών κυττάρων προκαλεί 

τη στρατολόγηση μακροφάγων in situ, τα οποία ενεργοποιούνται περεταίρω 

από την αναγνώρηση των ινιδίων αμιάντου ως ξένα σώματα. Tα μακροφάγα 

προσπαθούν να τα φαγοκυτταρώσουν αλλά φυσικά δεν καταφέρνουν να τα 

καταστρέψουν με αποτέλεσμα τη λύση τους και απελευθέρωση των 

συστατικών των φαγοσωμάτων. Τα φαγοσώματα περιέχουν ROX που 

προκαλεί οξειδωτικό  stress και βλάβη  DNA στα μεσοθηλιακά κύτταρα. 

(Sekido, 2013) 

3) Ο συνεχής κυτταρικός θάνατος των μεσοθηλιακών κυττάρων προκαλεί 

τη στρατολόγηση μακροφάγων in situ, τα οποία ενεργοποιούνται περεταίρω 

από την αναγνώρηση των ινιδίων αμιάντου ως ξένα σώματα. Ως απόκριση 

λοιπών τα μακροφάγα εκκρίνουν (TNF)-α που ενεργοποιεί το μονοπάτι NF-κB 

στα μεσοθηλιακά κύτταρα με αποτέλεσμα να αποκτήσουν αντίσταση στην 

απόπτωση. (Sekido, 2013; H. Yang et al., 2010) 

4) Οι συνεχής κύκλοι κυτταρικού θανάτου και επούλωσης του μεσοθηλίου 

έχει ως αποτέλεσμα τη συσσώρευση μεταλλάξεων. (Sekido, 2013) 
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5) Τα μεσοθηλιακά κύτταρα αλλά και τα μακροφάγα που έχουν 

στρατολογηθεί in situ εκκρίνουν μια σειρά από κυτοκίνες και αυξητικούς 

παράγοντες που ευνοεί την κυτταρική αύξηση. (Sekido, 2013)   

 

  

 

Εικόνα 1.  Αναπαράσταση του φαινοτύπου των τριών ιστολογικών υποτύπων πλευριτικού 
μεσοθηλιώματος. Τα κύτταρα του επιθηλιωδούς μεσοθηλιώματος διατηρούν τον επιθηλιακό φαινότυπο 
των κυττάρων του υπεζωκότα από τα οποία προήλθαν, τα κύτταρα του  σαρκωματοειδούς 
μεσοθηλιώματος έχουν ανακτήσει μεσεγχυματικό φαινότυπο ενώ του διφασικού παρουσιάζουν 
ενδιάμεσους φαινότυπους. 

 1.2 Ο καρκίνος του μαστού 

 Ο όρος καρκίνος του μαστού αναφέρεται σε μια σειρά από κακοήθης όγκους που 

εμφανίζονται στην ευρύτερη περιοχή του μαστού και είναι η πιο συχνά εμφανιζόμενη 

κακοήθης νόσος που εμφανίζετε στο γυναικείο πληθυσμό. Η νόσος είναι πολύ πιο 

σπάνια στους  άνδρες αλλά παρουσιάζει χειρότερη πρόγνωση (Bray et al., 2015). Τα 

τελευταία χρόνια έχει σημειωθεί εξαιρετική πρόοδος στην ανάπτυξη μεθόδων που 

βοηθούν στην έγκαιρη  διάγνωση και τη θεραπεία του καρκίνου του μαστού 

βελτιώνοντας σημαντικά την πρόγνωση αλλά και την ποιότητα ζωής των ασθενών 

(Maajani et al., 2019). Αν ο καρκίνος του μαστού διαγνωσθεί έγκαιρα θεωρείτε ιάσιμος 

(Maajani et al., 2019). Σε αντίθεση με το πλευριτικό μεσοθηλίωμα, ο μηχανισμός 
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εμφάνισης του καρκίνου του μαστού δεν είναι  γνωστός.  Αλλά είναι γνωστό ότι η 

αυξημένη και χρόνια σηματοδότηση μονοπατιών απόκρισης στην προγεστερόνη και 

των οιστρογόνων σε συνδυασμό με την ελλαττωματική δράση μονοπατιών απόκρισης 

σε βλάβη του DNA πιθανότατα αποτελούν κρίσιμοι παράγοντες για την εμφάνιση της 

νόσου (Britt et al., 2007). Ο καρκίνος του μαστού είναι μια πολυπαραγοντική ασθένεια, 

οι μεταλλάξεις στα γονίδια BRCA1 , BRCA2 , p53 και PTEN αυξάνουν σημαντικά τον 

κίνδυνο εμφάνισης του καρκίνου του μαστού (Nik-Zainal et al., 2016). Οι παράγοντες 

τρόπου ζωής που αυξάνουν τον κίνδυνο εμφάνισης περιλαμβάνουν, την μακροχρόνια 

λήψη αντισυλληπτικών δισκίων (Busund et al., 2018),τη κατανάλωση αλκοόλ (Danaei 

et al., 2005) και τη παχυσαρκία (Danaei et al., 2005). 

   Ο καρκίνος του μαστού διαχωρίζετε σε 5 μοριακούς υπότυπους με βάση τα 

επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων των οιστρογόνων και προγεστερόνης αλλά και 

γονιδίων που επηρεάζονται από την ενεργοποίηση των μονοπατιών των παραπάνω  

(Cilibrasi et al., 2021; Nascimento & Otoni, 2020; Perou et al., 2000) Oι 5 μοριακοί 

υπότυποι του καρκίνου του μαστού είναι: Ο Normal-like , Ο αυλικός τύπος Α (Luminal 

A), ο αυλικός τύπος Β (Luminal B), ο HER 2+ (HER2 enriched) , και ο τριπλά 

αρνητικός. Στον υπότυπο Luminal A , παρατηρείτε  αυξημένη έκφραση των 

υποδοχέων οιστρογόνων (ER) ή/και προγεστερόνης  (PR), συνήθως δεν εκφράζουν 

το καρκινικό αντιγόνο  Ki-67, δεν φέρουν μεταλλάξεις του P53 και έχουν καλή 

πρόγνωση ειδικά αν διαγνωσθούν νωρίς μιας και αυτός ο υπότυπος είναι επιρρεπής 

σε ορμονοθεραπεία (J. J. Gao & Swain, 2018). Ο Normal-like υπότυπος είναι ο πιο 

σπάνιος και οι ιστοί έχουν παρόμοιο φαινότυπο με τα φυσιολογικά κύτταρα, όπως ο 

αυλικός Α εμφανίζει επίσης αυξημένη έκφραση των υποδοχέων οιστρογόνων (ER) και 

προγεστερόνης  (PR), και το 40% των περιπτώσεων φέρουν απενεργοποιητικές 

μεταλλάξεις στο TP53 (Smid et al., 2008). Ο Normal-like υπότυπος έχει τη δεύτερη 

χειρότερη πρόγνωση μετά τον τριπλά αρνητικό υπότυπο. Ο υπότυπος Luminal Β 

παρουσιάζει μικρότερη έκφραση των υποδοχέων, ER και/ή PR και αυξημένη έκφραση 

Ki-67, αυτός ο υπότυπος δεν ανταποκρίνονται  στην ορμονοθεραπεία όσο καλά όσο 

ο Luminal A (Ades et al., 2014). Οι όγκοι του υποτύπου HER2 enriched έχουν πολύ 

ταχύτερο χρόνο αναδιπλασιασμού και διηθούν τους λεμφαδένες ιδιαίτερα επιθετικά σε 

σχέση με τους υπόλοιπους υπότυπους. Αυτός ο υπότυπος χαρακτηριζόταν από πολύ 

κακή πρόγνωση μέχρι την εισαγωγή της anti-HER εξατομικευμένης θεραπείας η οποία 

περιλαμβάνει ειδικούς αναστολείς  του μονοπατιού HER όπως το  Herceptin, αλλά και 
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μονοκλωνικά αντισώματα έναντι στη πρωτεΐνη  HER trastuzumab (Schettini et al., 

2020). Τέλος οι τριπλά αρνητικοί όγκοι δεν υπερεκφράζουν ορμονικούς υποδοχείς 

HER2 και πολύ συχνά εμφανίζουν πολλαπλές μεταλλάξεις του γονιδίου TP53. Αυτός 

ο υπότυπος έχει πολύ  χειρότερη πρόγνωση σε σύγκριση με τους υπόλοιπους 

υποτύπους (Dass et al., 2021). 

 

 

Εικόνα 2. Οι μοριακοί υπότυποι του καρκίνου του μαστού. Ο κάθε υπότυπος χαρακτηρίζεται από 
μοτίβα  έκφρασης  υποδοχέων ορμονών που αποτελούν και τους θεραπευτικούς για τον κάθε 
υπότυπο.(Rizzo et al., 2022) 

1.3 Υπεζωκότας και πλευριτική συλλογή  

    Ο υπεζωκότας  συνιστά μια μεμβράνη, που αποτελείται από δυο στρώματα και 

καλύπτει τη θωρακική κοιλότητα (Εικόνα 2). Το εξωτερικό στρώμα συνδέετε με το 

θωρακικό τοίχωμα, ενώ το εσωτερικό στρώμα  καλύπτει την επιφάνεια του πνεύμονα, 

το πρώτο  ονομάζετε τοιχωματικός υπεζωκότας ενώ το δεύτερο  σπλαχνικός 

υπεζωκότας. Ο χώρος μεταξύ των δύο στρωμάτων συνιστά την υπεζωκοτική 

κοιλότητα και περιέχει 1-2ml  υπεζωκοτικού υγρού, ο ρόλος του είναι η λίπανση  των 

επιφανίων  του υπεζωκότα ώστε να ελαττώνεται η τριβή που αναπτύσσεται μεταξύ 

πνεύμονα και της θωρακικής κοιλότητας κατά τη διάρκεια της αναπνοής. Ένα κοινό 

εύρημα της προχωρημένης νόσου του πλευριτικού μεσοθηλιώματος και σπανιότερα 

του καρκίνου του μαστού είναι η εμφάνιση πλευριτικής συλλογής.(Charalampidis et 

al., 2015) Η πλευριτική συλλογή συνιστά την παθολογική συσσώρευση υγρού εντός 
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της υπεζωκοτικής κοιλότητας. Οι πλευριτικές συλλογές μπορούν να διαχωριστούν σε 

δύο είδη με βάση την αιτιολογία τους, τις διυδρωματικές και τις εξυδρωματικές 

συλλογές. Οι διυδρωματικές συλλογές εμφανίζονται όταν σημειώνεται σημαντική 

διαφορά στον ρυθμό εισροής και απορρόφησης του πλευριτικού υγρού που οφείλετε 

σε αυξημένη υδροστατική και μειωμένη ωσμωτική πίεση στα τριχοειδή του υπεζωκότα. 

Διυδρωματικές υπεζωκοτικές συλλογές εμφανίζονται συνήθως σε μη κακοήθης 

ασθένειες όπως η καρδιακή ανεπάρκεια και η κίρρωση του ήπατος (Jany & Welte, 

2019). Οι εξυδρωματικές συλλογές εμφανίζονται όταν αυξάνεται σημαντικά η 

διαπερατότητα των τριχοειδών του υπεζωκότα,  αυτό προκαλείται συνήθως ως 

αποτέλεσμα της φλεγμονής στο μεσοθωράκιο και κυρίως στην υπεζωκοτική 

κοιλότητα. Η φλεγμονή αυτή συνήθως προκαλείται από αυτοάνοσα αίτια, από 

λοίμωξη,  ως απόκριση σε κακοήθεια ή στον μεταστατικό εποικισμό του υπεζωκότα 

(Asciak & Rahman, 2018).  Το 50-65% του συνόλου των κακοηθών εξιδρωμάτων  

προκαλείται από τους καρκίνους του πνεύμονα και καρκινώματα  των μαστών, ενώ 

στην περίπτωση του μεσοθηλιώματος αποτελεί ένα πολύ κοινό εύρημα και 

παρουσιάζεται σε άνω των 90% των ασθενών με προχωρημένη νόσο (Bibby et al., 

2016). Ο διαχωρισμός μεταξύ διυδρωμάτων και εξιδρωμάτων γίνεται με βάση τη 

βιοχημική σύσταση των συλλογών και πιο συγκεκριμένα με τα κριτήρια του Light 

(Light, 2013). H διαφοροδιάγνωση της αιτιολογίας ενός εξιδρώματος και ειδικότερα 

μεταξύ αυτοάνοσων νοσημάτων και κακοηθειών είναι πολύ πιο δύσκολη. Η 

ανοσοκυτταροχημεία  με καρκινικούς βιοδείκτες  σε κύτταρα που περισυλλέγονται από 

το πλευριτικό υγρό αποτελεί την κύρια εξέταση για την διαφοροδιάγνωση της 

κακοήθους συλλογής. Αυτή η μέθοδος έχει εξαιρετική ειδικότητα αλλά σχετικά χαμηλή 

ευαισθησία με αποτέλεσμα περίπου το 15% των κακοήθων συλλογών να παραμένουν 

αδιάγνωστες (Dixit et al., 2017).  
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Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση της φυσιολογίας του υπεζωκότα 

1.4 Η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης 

Η γονιδιακή έκφραση αποτελεί μια κυτταρική διαδικασία υπό την οπόια  ένα 

συγκεκριμένο υποσύνολο της γενετικής πληροφορίας που περιέχεται στο γονιδίωμα 

επιλέγεται ως απόκριση σε ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά σήματα για να μετατραπεί 

σε λειτουργία διαμέσω της πρωτεινόσύνθεσης, και κατ’ επέκταση του φαινοτύπου. 

Έτσι τα μοτίβα γονιδιακής έκφρασης που είναι χαρακτηρηστηκά για το κάθε είδος 

κυττάρου καθορίζουν τον κυτταρικό και εκκριτικό του φαινότυπο, αλλά και το έυρος 

των επιτρεπτών αποκρίσεων σε εξωτερικά και ενδοκυτταρικά ερεθίσματα.  Η ρύθμιση 

της γονιδιακής έκφρασης αποτελεί το σημείο εισόδου της πληροφορίας που περιέχεται 

στα εξωτερικά και ενδοκυτταρικά ερεθίσματα στην διαδικασία της γονιδιακής 

έκφρασης. Το βιοχημικό σήμα που συνιστά το ερέθισμα, αλληλεπιδρά με 

συγκεκριμένα συστατικά των μηχανισμών της γονιδιακής έκφρασης, με αποτέλεσμα 

να προκληθεί μια προκαθορισμένη αλλαγή στη γονιδιακή έκφραση, τροποποόντας 

έτσι τον κυτταρικό φαινότυπο. Μία κατηγορία ερεθισμάτων που μπορούν να 

επηρεάσουν πολλαπλά στάδια της γονιδιακής έκφρασης ταυτόχρονα είναι πρόσληψη 

εξωσωμάτων, μιας κατηγορίας εκκρινόμενων κυστιδίων που περιέχουν πολλαπλά 

βιομόρια (Clark et al., 2019).  Τα συστηματικά λάθη στη ρύθμιση της γονιδιακής 

έκφρασης  είναι αιτιολογικής σημασίας για σχεδών όλες τις παθήσεις με εξαίρεση τα 

φυσικά τραύματα (εγκαύματα, κατάγματα, κακώσεις κτλπ). 
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Εικόνα 4. Τα στάδια της γονιδιακής έκφρασης 

Η γονιδιακή έκφραση αποτελείται από μια αλληλουχία επιμέρους διεργασιών κάθε 

μια από τις οποίες αποτελεί ένα επιμέρους κόμβο ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης. 

Οι διεργασίες που συνιστούν τη γονιδιακή έκφραση και οι συγγενείς κόμβοι ρύθμισής 

τους γονιδιακής έκφρασης είναι οι εξής (Clark et al., 2019): 

Βήμα 1: Αναδιαμόρφωση χρωματίνης. Προτού μπορέσει να μεταγραφεί ένα γονίδιο, 

πρέπει να χαλαρώσει η δομή της χρωματίνης έτσι ώστε  οι RNA πολυμεράσες και οι 

μεταγραφικοί παράγοντες που είναι απαραίτητοι για την έναρξη της  μεταγραφής να 

αποκτήσουν πρόσβαση στο DNA. Η αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης ρυθμίζεται από 

τη δράση των ενζύμων που προσθέτουν ομοιοπολικές τροποποιήσεις στις ιστόνες.  

Βήμα 2: Έναρξη μεταγραφής. Σε αυτό το βήμα, οι RNA πολυμεράσες 

στρατολογούνται  στους υποκινητές γονιδίων που έχουν συσσωρεύσει μεταγραφικούς 

παράγοντες και έτσι αρχίζουν να συνθέτουν RNA που είναι συμπληρωματικό σε έναν 

από τους κλώνους του εκμαγείου DNA. Η έναρξη της μεταγραφής είναι το πιο κρίσιμο 

στάδιο στη γονιδιακή έκφραση και ρυθμίζεται κυρίως από την πρόσδεση των 

μεταγραφικών παραγόντων στους υποκινητές, αλλά και από τις ομοιοπολικές 

τροποποιήσεις που φέρουν οι υπομονάδες των RNA πολυμερασών. 

Βήμα 3: Επιμήκυνση μεταγραφής. Κατά την επιμήκυνση μεταγραφής, η RNA 

πολυμεράση προσθέτει διαδοχικά ριβονουκλεοτίδια στον επιμηκυνόμενο κλώνο του 
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RNA. Η ταχύτητας της μεταγραφής ρυθμίζεται από τις ομοιοπολικές τροποποιήσεις 

που φέρουν οι ιστόνες που βρίσκονται in cis της περιοχής του γονιδίου. Γονίδια με 

χαλαρή χρωματίνη μεταγράφονται πιο γρήγορα 

Βήμα 4: Τερματισμός της μεταγραφής. Μετά την παραγωγή του πλήρους μήκους 

RNA, η πολυμεράση RNA σταματά την επιμήκυνση και απελευθερώνει το 

νεοσυντεθέν RNA. Ο τερματισμός της μεταγραφής πυροδοτείται με την πρόσθεση 

ομοιοπολικών τροποποιήσεων στο C τελικό άκρο της RNA πολυμεράσης αλλά και 

στην συνάντηση σφικτά δομημένης χρωματίνης στο τέλος του γονιδίου μεταξύ άλλων 

μηχανισμών.  

Βήμα 5: Επεξεργασία και ωρίμανση του RNA. Με το που θα ολοκληρωθεί η 

μεταγραφή ενός γονιδίου που κωδικοποιεί για mRNA  και απελευθερωθεί το 

νεοσυντεθέν pre-mRNA, αυτό ματίζεται, αποκόπτεται στο άκρο 3’ του και 

πολυαδενυλιώνεται το άκρο 3’ ενώ προστίθεται η καλύπτρα 5’ στο άκρο 5’ του.  Η 

πολυαδενυλίωση ρυθμίζεται μέσω της δράσης της πολυμεράσης πολυ(Α) PAP αλλά 

και των πολυάριθμων RNA προσδενόμενων πρωτεϊνών που την καθοδηγούν PAP 

στη θέση πολυαδενυλίωσης του πρώιμου mRNA. Σε πολλά mRNA υπάρχουν 

παραπάνω από μία θέση πολυαδενυλίωσης και έτσι η εναλλακτική πολυαδενυλίωση 

οδηγεί στην παραγωγή ώριμων   mRNA με διαφορετικά 3’ άκρα. Ομοίως μέσω του 

εναλλακτικού ματίσματος μπορούν να δημιουργηθούν από το ίδιο γονίδιο πολλά 

διαφορετικά mRNA που περιέχουν ή όχι διάφορα εναλλακτικά εξώνια. 

 Βήμα 6: Μεταφορά από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα. Το ώριμο mRNA 

μεταφέρεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα διαμέσου των πυρηνικών πόρων. 

Η νουκλεοκυτταροπλασματική μεταφορά είναι μια ρυθμιζόμενη διαδικασία που είναι 

σημαντική για τον ποιοτικό έλεγχο του mRNA. Η μεταφορά ρυθμίζεται από την 

πρόσδεση RNA συνδεόμενων πρωτεϊνών αλλά και των πρωτεϊνών που δομούν τους 

πυρηνικούς δίαυλους. 

Βήμα 7: Μετάφραση. Το mRNA μεταφράζεται σε πρωτεΐνες στα ριβοσώματα. Για 

να προσδεθεί η μικρή υπομονάδα του ριβοσώματος στο mRNA ώστε να ξεκινήσει η 

μετάφραση είναι απαραίτητη η αλληλεπίδρασή του με την καλύπτρα 5’ του mRNA, η 

αναστολή ή διευκόλυνση αυτής της αλληλεπίδρασης αποτελεί έναν από τους τρόπους 

ρύθμισης της μετάφρασης.   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



10 
 

Βήμα 8: Αποικοδόμηση mRNA. Το mRNA αποικοδομείται στο κυτταρόπλασμα με 

το συνδυασμό των δράσεων ενδονουκλεασών και εξωνουκλεασών.  

Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε η αναγνώριση και ο βιοχημικός 

χαρακτηρισμός ενός εναλλακτικού μεταγράφου μίας εξωριβονουκλεάσης της Πολυ(Α) 

εξειδικευμένης ριβονουκλεάσης PARN, οπότε η ρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος 

και της αποικοδόμησης του mRNA αναλύθηκαν περεταίρω. 

1.4.1 Η δράση των ριβονουκλεασών ρυθμίζει τη σταθερότητα των κυτταρικών 
RNA 

Η ρύθμιση της σταθερότητας των RNAs συνιστά ένα από τα τελικά στάδιο της  

γονιδιακής έκφρασης, όλα τα είδη RNA έχουν συγκεκριμένο χρόνο ζωής που 

εξαρτάται άμεσα από τα ενδοκυτταρικά και διακυτταρικά σήματα που δέχεται το κάθε 

ευκαρυωτικό κύτταρο. Η αποικοδόμηση των RNA πραγματοποιείτε από τις 

ριβονουκλεάσες (RNases), αυτές τέμνουν μέσω υδρόλυσης τους φωσφοδιεστερικούς 

δεσμούς μεταξύ δύο γειτονικών μορίων ριβόζης που συνιστούν τον κορμό των RNA 

στόχων. Έτσι οι RNAσες αποτελούν τους τελεστές της αποσταθεροποίησης των 

RNAs. Στα θηλαστικά οι RNases κατά κανόνα δρουν συνεργηστικά, δηλαδή η 

ενεργότητα του ενός ενζύμου προκαλεί την πρόσδεση και/ή την ενεργοποίηση ενός 

άλλου με τελικό σκοπό τη πλήρη αποικοδόμηση των RNA στόχων που έχουν 

σηματοδοτηθεί για καταστροφή (Parker & Song, 2004). Οι ενδοκυτταρικές RNAses 

κατηγοριοποιούνται σε 3 είδη: τις α) ενδοριβονουκλεάσες, τις β) εξωριβονουκλεάσες 

5' και τις γ) εξωριβονουκλεάσες 3΄. Οι ενδοριβονουκλεάσες υδρολύουν τους 

εσωτερικούς φωσφοδιεστερικούς δεσμούς των μορίων RNA στόχο. Οι 

εξωριβονουκλεάσες 5' τέμνουν διαδοχικά το RNA ξεκινώντας από το άκρο 5’ και 

συνεχίζοντας προς το 3’ ενώ αντιστρόφως οι εξωριβονουκλεάσες 3΄ αποικοδομούν το 

RNA προς την αντίθετη κατεύθυνση. Η απορρύθμιση των ριβονουκλεασών έχει ως 

αποτέλεσμα τη λανθασμένη στόχευση  μορίων RNA που είναι χρήσιμα στο κύτταρο 

κάτω από τις δεδομένες συνθήκες ή αντίστροφα τη αποτυχία στη στόχευση των RNAs 

που πρέπει να καταστραφούν (Parker & Song, 2004).  
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1.4.2 Μηχανισμοί αποικοδόμησης των ευκαρυωτικών mRNA 

Τα ευκαρυωτικά κύτταρα  είναι γνωστό ότι  χρησιμοποιούν δύο κύρια μονοπάτια 

αποικοδόμησης των mRNA και ένα εναλλακτικό που πυροδοτείται με την πρόσδεση 

του siRNA ή σπανιότερα, της πλήρως συμπληρωματικής 3’ seed περιοχής ενός 

miRNA στο mRNA στόχο (Schoenberg & Maquat, 2012). Το πρώτο βήμα και των δύο 

κύριων μονοπατιών είναι η αποαδενυλίωση της πολύ-Α ουράς του mRNA, αυτό το 

βήμα τελείται από ένα είδος εξωριβονουκλεασών 3΄ τις αποαδενυλάσες. H μερική 

βράχυνση της πολύ-Α ουράς αναστέλλει τη μετάφραση του mRNA ενώ η πλήρη 

αφαίρεση της πολύ-Α ουράς πυροδοτεί την σηματοδότηση της καταστροφής του 

mRNA (Passmore & Coller, 2022). Η βράχυνση της πολύ-Α ουράς αποτελεί 

αντιστρεπτή διαδικασία αν το μήκος της δεν μειωθεί κάτω από το κρίσιμο μήκος, και 

μπορεί να επιμηκυνθεί μέσω της δράσης της πολύ-Α πολυμεράσης PAP που 

προσθέτει αδενίνες στις πολύ-Α ουρές (X. Zhang et al., 2010). Όταν βραχυνθεί η 

πολύ-Α ουρά κάτω από το κρίσιμο μήκος ως αποτέλεσμα της δράσης των 

αποαδενυλασών 3’ τότε πυροδοτείτε η ολική αποικοδόμηση του mRNA. Αυτή  μπορεί 

να πραγματοποιηθεί με δύο διαφορετικούς μηχανισμούς. Κατά τον πρώτο αφαιρείτε  

ενδονουκλεολυτικά  η καλύπτρα 5’ του μεταγράφου μέσω της δράσης του συμπλόκου 

(decapping complex) Dcp που αποτελείτε από της υπομονάδες Nudt16 και Dcp2, 

ακολούθως δρα η 5’->3’ εξωριβονουκλεάση Xrn1p που θα υδρολύσει σταδιακά το 

υπόλοιπο mRNA. O δεύτερος μηχανισμός περιλαμβάνει την αποικοδόμηση του 

mRNA με την αντίθετη κατεύθυνση δηλαδή 3’->5’ από ένα σύμπλοκο 

εξωριβονουκλεασών που ονομάζετε εξώσωμα (Εικόνα 20) (το οποίο δεν έχει καμία 

σχέση με το είδος εξωκυττάριων κυστιδίων που έχουν το ίδιο όνομα (Garneau et al., 

2007;Schoenberg & Maquat, 2012). Κατά το miRNA/siRNA εξαρτώμενο μονοπάτι 

αποικοδόμησης, το σύμπλοκο RISC-siRNA ή RISC-miRNA προσδένετε με πλήρη 

συμπληρωματικότητα στο mRNA στόχο με αποτέλεσμα την ενεργοποίησή του RISC 

που έχει ως αποτέλεσμα την ενδονουκλεοτιδική διάσπαση του mRNA. Στη συνέχεια 

τα δύο κομμάτια που παράγονται διασπούνται και προς τις δυο κατευθύνσεις μέσω 

της δράσης του εξωσώματος (3’->5’ ) και της Xrn1p (5’->3’) (Orban & Izaurralde, 

2005). Αξίζει να σημειωθεί ότι τα miRNA που εμφανίζουν πλήρη συμπληρωματικότητα 

με τα mRNA στόχους τους είναι πολύ σπάνια.(Smalheiser & Torvik, 2005) 
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1.5 Αποαδενυλάσες και αποαδενυλίωση 

  Οι αποαδενυλάσες συνιστούν μία  οικογένεια ενζύμων χρησιμοποιούν Μg2+ για 

την ενεργοποίηση μορίων νερού η υδροξειδίου προς την υδρόλυση 

φωσφωδιεστερικών δεσμών μεταξύ διπλανών νουκλεοτιδίων αδενίνης, αν και 

μπορούν να αποικοδομήσουν και μη-αδενοσινικά ομοπολυμερή με πολύ μικρότερη 

αποτελεσματικότητα. Oι αντιδράσεις αποαδενυλίωσης προϋποθέτουν την 

προσβασιμότητα των ενζύμων στην ελεύθερη 3’ ΟΗ ομάδα της  αδενίνης που 

βρίσκεται στο άκρο 3’ του RNA υποστρώματος, η υδρόλυση του φωσφωδιεστερικού 

δεσμού μεταξύ αυτής και της διπλανής αδενίνης οδηγεί στην απελευθέρωση ενός 5’-

AMP και στην έκθεση της 3’ -ΟΗ ομάδας της επόμενης αδενίνης. Οι αποαδενυλάσες 

ταξινομούνται σε δύο υπερ-οικογένειες με βάση τα συντηρημένα αμινοξέα που 

απαρτίζουν το καταλυτικό τους κέντρο. Η κάθε αποαδενυλάση παρουσιάζει 

διαφορετική υποκυτταρική εντόπιση και πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις δείχνοντας ότι 

υπόκεινται σε διαφορετικά μονοπάτια ρύθμισης. Στο ενεργό κέντρο της 

υπεροικογένειας DEDD περιέχονται τα καταλυτικά αμινοξέα Asp και Glu που 

κατανέμονται σε τρία μοτίβα εξωνουκλεάσης, τα οποία προσδένουν τα ιόντα Μg2+. 

Μέλη αυτής της ομάδας απαρτίζονται από τις αποαδενυλάσες POP2 , τη CAF1Ζ, τη 

πολυ(Α) εξειδικευμένη ριβονουκλεάση (PARN), αλλά και τις PAN2 απoαδενυλάσες. Η 

άλλη υπεροικογένεια αποαδενυλασών είναι οι EEP νουκλεάσες (Εxonuclease-

Εndonyclease-Ρhosphatase) και περιλαμβάνει ένζυμα που περιέχουν τα 

συντηρημένα καταλυτικά κατάλοιπα  Asp και His στα ενεργά τους κέντρα. Στις ΕΕP 

νουκλεάσες περιλαμβάνονται οι απαδενυλάσες CCR4, Hesperin και Angel. Τα μέλη 

των οικογενειών POP2, CCR4, PAN2 και Angel απαντώνται σε όλους τους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς, ενώ οι υπόλοιπες απαδενυλάσες είναι λιγότερο 

διαδεδομένες.  Στα θηλαστικά, τα σύμπλοκα CCR4-CNOT και το σύμπλοκο PAN2-

PAN3, αποτελούν τις κύριες αποαδενυλάσες που τελούν για την αποικοδόμηση του 

mRNA. Οι αποαδενυλάσες παρουσιάζουν ευρεία υποκυτταρική εντόπιση, και ως επί 

το πλείστο μετακινούνται από και προς τον πυρήνα αλλά επίσης εντοπίζονται σε 

κοκκία stress, σωμάτια Cajal και σωμάτια P (Goldstrohm & Wickens, 2008). 
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Εικόνα 3. Μονοπάτια αποικοδόμησης mRNA (Schoenberg & Maquat, 2012) 

1.5.1 H πολυ(Α) εξειδικευμένη αποαδενυλάση PARN 

Η πολυ(Α) εξειδικευμένη ριβονουκλεάση PARN είναι μια 3΄-5΄ εξωριβονουκλεάση,  

κωδικοποιείται από ένα γονίδιο 24 εξωνίων μεγέθους περίπου 195 κιλοβάσεων που 

βρίσκεται στο χρωμόσωμα 16 στη θέση 16p13.12, και  μεταγράφεται  σε ένα mRNA 

μήκους 3.1 κιλοβάσεων https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5073. Το mRNA αυτό 

μεταφράζεται στο πολυπεπτίδιο της PARN που έχει μοριακό βάρος 73.5 kDa και 

αποτελείται από αποτελείται από 639 αμινοξέα. Μέχρι στιγμής έχουν αναγνωριστεί 13 

εναλλακτικά μετάγραφα της PARN, 2 από τα οποία έχουν επικυρωθεί από την ομάδα 

του RefSeq το NM_001134477.3 και το NM_001242992.2.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



14 
 

 
Εικόνα 4. Τα εναλλακτικά μετάγραφα της PARN. 

H PARN  είναι η μόνη αποαδενυλάση που είναι γνωστό ότι προσδένεται άμεσα στην 

5΄καλύπτρα του υποστρώματος mRNA και στην  3΄ πολυ(Α) ουρά του (Niedzwiecka 

et al., 2016), εμφανίζει σημαντική προτίμηση την αποικοδόμηση των πολύ-Α 

υποστρωμάτων αν και έχει βρεθεί ότι μπορεί επίσης να αποικοδομεί πολύ-U, και  

πολύ-G/C με πολύ μικρότερη απόδωση (Henriksson et al., 2010). H PARN είναι μέλος 

των νουκλεασών DEDD και πιο συγκεκριμένα ανήκει στην υποοικογένεια DEDDh. Η 

οικογένεια των DEDD νουκλεασών περιλαμβάνουν DNAσες και RNAσες που το 

καταλυτικό τους κέντρο συγκροτείτε από τέσσερα όξινα αμινοξέα, τρία ασπαρτικά οξέα  

(D) και ένα γλουταμινικό (E) (Zuo, 2001), μεταξύ αυτών των τεσσάρων καταλοίπων 

στην τριτοταγή δομή του ενζύμου δεσμεύονται δύο Μg2+ που είναι απαραίτητα για την 

ενεργοποίηση του μορίου νερού που θα προσβάλλει το φωσφωδιεστερικό δεσμό (Ren 

et al., 2002). Η οικογένεια DEDD διαχωρίζεται στις υποοικογένειες  DEDDy και DEDDh 

σύμφωνα με το πέμπτο συντηρημένο αμινοξύ, το οποίο είναι απαραίτητο για την 

καταλυτική ενεργότητα , αυτό το αμινοξύ μπορεί να είναι τυροσίνη (y) ή  ιστιδίνη (h), η 

ιστιδίνη 337 (His337) τελεί τον παραπάνω ρόλο στην περίπτωση της PARN (Wu et 

al., 2005). H πρωτοταγής δομή της PARN διακρίνετε  σε τρείς επικράτειες,  την 

επικράτεια νουκλεάσης (1-177) και (246-391) και σε δύο επικράτειες που είναι 

απαραίτητες για την πρόσδεση στο υπόστρωμα RNA, την R3H (178-245) και RRM 

(437-510). Η επικράτεια νουκλεάσης συμπεριλαμβάνει τα τέσσερα καταλυτικά 

αμινοξέα (Asp28, Glu30, Asp 292 και Asp 382)  και έτσι αυτή η επικράτεια συνιστά τη 

δομή του ενεργού κέντρου του ενζύμου (Wu et al., 2005). Και οι δύο επικράτειες 

πρόσδεσης στο υπόστρωμα RNA, είναι απαραίτητες για την δραστικότητα του 

ενζύμου, την πρόσδεση στην καλύπτρα 5’  αλλά και της σταθερότητας της δομής του. 

Ο τομέας R3H είναι απαραίτητος για τον  διμερισμό του ενζύμου και τη σταθεροποίηση 
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του τομέα RRM, ενώ ο RRM έχει διπλό ρόλο μιας και χρειάζεται για την πρόσδεση 

στην 5΄καλύπτρα αλλά και στην πρόσδεση στην πολυ(Α) ουρά (Nilsson et al., 2007) 

(G.-J. He et al., 2013; Nagata et al., 2008). O καρβοξυ-τελικός τομέας 520-639 

χρησιμεύει στην ρύθμιση της ενεργότητας και του κυτταρικού εντοπισμού του ενζύμου 

ως απόκριση σε κυτταρικά μονοπάτια μεταγωγής σήματος. Έτσι αυτή η επικράτεια 

φέρει την αλληλουχία πυρηνικού εντοπισμού 520-540 του ενζύμου (nuclear 

localization signal NLS), πολλαπλές θέσεις αλληλεπίδρασης με άλλες RNA-

συνδεόμενες πρωτεΐνες, και τη θέση φωσφωρυλίωσης στη σερίνη 557 και 

ακετυλίωσης στη λυσίνη 566 (Dejene et al., 2020; Duan et al., 2019). Η PARN αποκτά 

ενζυμική ενεργότητα μόνο αφού δημιουργήσει ολιγομερής και κυρίως ομοδιμερής 

δομές. Αυτές οι δομές συγκροτούνται μέσω της δημιουργίας υδροφοβικών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των δύο επιτόπων νουκλεάσης, ο τομέας R3H σταθεροποιεί 

αυτές τις αλληλεπιδράσεις   (Wu et al., 2005, 2009). 

Εικόνα 5.  Σχηματική αναπαράσταση των επικρατειών της PARN (639 αα), με πράσινο χρώμα 
αναπαρίσταται η επικράτεια ριβονουκλεάσης, με μπλε η επικράτεια R3H, με κόκκινο η επικράτεια RRM, 
και με λευκό o καρβοξυτελικός τομέας. (Virtanen et al., 2013) 

 

 
Εικόνα 6. Τριτοταγής δομή του διμερούς της ανθρώπινης PARN. (G.-J. He & Yan, 2019) 

 
1.5.2 Οι μοριακοί στόχοι της PARN 
Κάτω από συνθήκες ηρεμίας η PARN εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα και πιο 

συγκεκριμένα στον πυρηνίσκο και τα Cajal bodies ενώ βρίσκεται σε πολύ μικρότερες 

ποσότητες στο κυτταρόπλασμα (Berndt et al., 2012). Στον πυρήνα η PARN συμβάλλει 
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στην ρύθμιση της σταθερότητας ποικίλων  μικρών μη κωδικών RNA.  (Berndt et al., 

2012) (Benyelles et al., 2019; Ishikawa et al., 2017; Montellese et al., 2017; Moon et 

al., 2015). Σε συνθήκες stress σημαντική ποσότητα της PARN ενεργοποιείται και 

μετακινείται στο κυτταρόπλασμα και στο ενδοπλασματικό δίκτυο όπου 

αποσταθεροποιεί συγκεκριμένα ρυθμιστικά mRNA (X. Zhang et al., 2018).  Οι mRNA 

στόχοι της PARN  φέρουν περιοχές πλούσιες σε AU (ARE) στις 3’ μη μεταφραζόμενες 

περιοχές τους. Τα mRNA που φέρουν τις ARE κωδικοποιούνται από γονίδια που 

ρυθμίζουν σημαντικές κυτταρικές και διακυτταρικές λειτουργίες (Damgaard & Lykke-

Andersen, 2013), τέτοιοι mRNA στόχοι της PARN αποτελούν τα πρωτο-ογκογονίδια 

c-jun, uPA, c-fos, κυτταροκίνες (TNFa), ογκοκατασταλτικά γονίδια (p53) και άλλα 

γονίδια που ρυθμίζουν τον κυτταρικό κύκλο και την κυτταρική κινητικότητα (Babu et 

al., 2022; Chou et al., 2006; Devany et al., 2013; Lai et al., 2003; Moraes et al., 2006; 

Tran et al., 2004). Στόχοι επίσης αποτελούν τα mRNA που προέρχονται από τη 

μεταγραφή του HIV στην περίπτωση λοίμωξης από το συγκεκριμένο ιό (Zhu et al., 

2011). Η αναγνώριση και πρόσδεση της PARN στους mRNA στόχους της 

διαμεσολαβείται από την πρόσδεση άλλων RNA-προσδεόμενων πρωτεϊνών όπως η 

KSRP, CUG-BP1, tristetraproline,  RHAU και  νουκλεολίνη που συγκροτούνται στις 

ARE των mRNA στόχων και έτσι  δρουν σαν ικρίωμα για την προσέλκυση της  PARN 

σε αυτά (Brooks & Blackshear, 2013; L. Zhang et al., 2008; X. Zhang et al., 2018). 

Στην περίπτωση της μόλυνσης με HIV η πρωτεΐνη ZAP (Zinc-finger Antiviral Protein) 

δρα με τον ίδιο τρόπο για την πρόσδεση της PARN στο ιικό  mRNA (Zhu et al., 2011). 

Η πρόσδεση της ενεργοποιημένης PARN στα mRNA οδηγεί στην αποαδενυλίωση 

τους με αποτέλεσμα την καταστολή της μετάφρασής τους ή την αποικοδόμησή τους. 

Η PARN επίσης έχει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της σταθερότητας διαφόρων μη 

κωδικών RNA στον πυρήνα και κυτταρόπλασμα. Στο άκρο 3’ των H/ACA-box 

snoRNAs, Y RNA, 18S rRNA,  της RNA υπομονάδας της τελομεράσης (RNA 

component of the telomerase TERC) και συγκεκριμένων miRNA,  προστίθεται μια 

πολύ βραχύτερη (Α)ουρά σε σχέση με την πολυ(Α) ουρά των mRNA από την πυρηνική 

τελική νουκλεοτρανσφεράση PAPD5 (Benyelles et al., 2019; Berndt et al., 2012; 

Ishikawa et al., 2017; Montellese et al., 2017; Moon et al., 2015; Shukla et al., 2019). 

Αυτή η τροποποίηση σε άμεση αντίθεση με την πολυαδενυλίωση των mRNA τα 

αποσταθεροποιεί γιατί αποτελεί υπόστρωμα για άλλες 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες που 

όταν προσδεθούν στις συγκεκριμένες Α-ουρές των μη κωδικών RNA τα αποικοδομούν 

πλήρως. Τέτοιες 3’-5’ εξωριβονουκλεάσες είναι το εξώσωμα (το σύμπλοκο 3’-5’ 
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εξωριβονουκλεασών και όχι το ομώνυμο είδος εξωκυττάριων κυστιδίων) και τα 

σύμπλοκο DIS3L και DIS3L2, το  εξώσωμα αναγνωρίζει τις Α ουρές όλων των μη 

κωδικών RNA που αναφέρθηκαν ενώ το σύμπλοκο DIS3L και το σύμπλοκο DIS3L2 

αναγνωρίζουν τις (Α)ουρές των miRNA (Berndt et al., 2012; Shukla et al., 2019). Η 

PARN λοιπών αφαιρεί την ακολουθία αδενίνων από το άκρο 3’ αυτών των μη κωδικών 

RNA και έτσι αναστέλλουν την πρόσδεση του εξωσώματος και των DIS3L/ DIS3L2  

προστατεύοντάς τα. Με βάση τα παραπάνω είναι κατανοητό ότι η ρύθμιση των 

επιπέδων αυτών των μη κωδικών RNA έγκειται στη δυναμική ισορροπία μεταξύ της 

προστατευτικής αποαδενυλιωτικής δράσης της PARN και της αποπροστατευτικής 

δράσης αδενυλίωσης της PAPD5 (Εικόνα 7).  

 
Εικόνα 7. H ρύθμιση των επιπέδων αυτών των μη κωδικών RNA έγκειται στη δυναμική ισορροπία 

μεταξύ της προστατευτικής αποαδενυλιωτικής δράσης της PARN και της αποπροστατευτικής δράσης 
αδενυλίωσης της PAPD5. Η (Α)ουρά των συγκεκριμένων μη κωδικών RNA αποτελεί υπόστρωμα για 
άλλες 3’-5’εξωριβονουκλεάσες που όταν προσδεθούν στις συγκεκριμένες  (Α)ουρές RNA τα 
αποικοδομούν πλήρως. (Huynh et al., 2023) 

 
1.5.3 O ρόλος της PARN στην απόκριση σε βλάβη του DNA 
 Ο πιο καλά μελετημένος βιολογικός ρόλος της PARN είναι στη κυτταρική απόκριση 

σε βλάβη του DNA (DNA damage response DDR), μέσα από τον συγκεκριμένο ρόλο 

της φαίνεται ο διπλός της ρόλο στην ρύθμιση της σταθερότητας των mRNA και μη 

κωδικών RNA. Όταν προκύψουν μονόκλωνες η δίκλωνες εγκοπές στο DNA 

ενεργοποιείτε το μονοπάτι p38 Mk2/3 που πυροδοτεί τη γενικευμένη κυτταρική 

απόκριση σε βλάβη του DNA (DDR), η PARN αλλά και οι RNA συνδεόμενες πρωτεΐνες 

συνοδοί της (KHSRP, τριστετραπρολίνη) είναι από τα πρώτα υποστρώματα που 

φωσφωρυλιώνονται από τις κινάσες  p38 Mk2/3 και έτσι αποτελούν τα κρίσιμα πρώτα 

βήματα για την πυροδότηση της DDR (Borisova et al., 2018). Όταν η PARN 
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φωσφωρυλιωθεί στη σερίνη 557 αναστέλλετε η πρόσδεσή της σε πολλαπλά  mRNA 

που περιέχουν ARE και παίζουν κρίσιμο ρόλο στη p53 σηματοδότηση 

(συμπεριλαμβανομένου φυσικά του p53), οδηγώντας στη σταθεροποίησή τους, 

ενεργοποίηση της μετάφρασής τους, πυροδοτώντας έτσι την ενεργοποίηση της p53 

μεσολαβούμενης κυτταρική απόκρισης σε βλάβη DNA. Παράλληλα η φωσφωρυλίωση 

της PARN την οδηγεί στην σταθεροποίηση μιας σειράς από miRNA (miR-380-5p, miR-

504, miR-12b, miR-214, miR-485, miR-331, miR-665, miR-3126) που στοχεύουν τα 

mRNA πρωτεϊνών που ανήκουν σε μονοπάτια που αναστέλλουν τη p53 

σηματοδότηση περεταίρω ενισχύοντας την ενεργοποίηση της p53 σηματοδότησης 

προς εγκαθίδρυση της γενικευμένης απόκρισης του κυττάρου στη βλάβη του DNA, και  

κατά συνέπεια και στη κυτταρική απόφαση  για την διόρθωση της βλάβης ή κυτταρικό 

θάνατο (Shukla et al., 2019; X. Zhang et al., 2018). 
 
1.5.4 O ρόλος της PARN στις τελομεροπάθειες. 
Η απώλεια λειτουργίας της PARN έχει βρεθεί ότι είναι αιτιολογικής σημασίας στην 

εμφάνιση  τελομεροπαθειών. Οι τελομεροπάθειες είναι εκφυλιστικά νοσήματα που 

οφείλονται στην μειωμένη συντήρηση των τελομερών, η κληρονόμηση μεταλλαγμένων 

αλληλομόρφων του γονιδίου της PARN έχει βρεθεί ότι προκαλεί οικογενής 

δισκεράτοση, απλαστική αναιμία και οικογενής πνευμονική ίνωση (Dhanraj et al., 

2015; Stuart et al., 2015; Tummala et al., 2015). H διεισδυτικότητα της κληρονόμησης 

μεταλλαγμένων αλληλομόρφων αλλά και ο φαινότυπος εξαρτώνται από το ποσοστό 

εναπομένουσας ενεργότητας του ενζύμου. Τα τελομερή αποτελούν 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA στα άκρα των χρωμοσωμάτων και κύριος 

ρόλος τους είναι να προστατεύουν την χρωμοσωμική ακεραιότητα. Κατά την 

αντιγραφή τα άκρα του DNA δεν μπορούν να αντιγραφούν με αποτέλεσμα σε κάθε 

κύκλο αντιγραφής αυτά να μειώνονται κατά 50-200 bp όταν φτάσουν σε ένα κρίσιμο 

μήκος τότε τα κοντά τελομερή αναγνωρίζονται από το μηχανισμό επιδιόρθωσης 

βλάβης DNA και το κύτταρο οδηγείται σε γήρανση (senescence) ή απόπτωση 

(Blackburn et al., 2015). Για να αντισταθμιστεί αυτή η φθορά των τελομερών μετά από 

κάθε κυτταρική διαίρεση, η τελομεράση (hTΕRT) προσθέτει στα άκρα 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA 3’ TTAGGG 5’. Το ολοένζυμο της τελομεράσης 

αποτελείται από δύο υπομονάδες το TERT και το TR, η πρωτεϊνική υπομονάδα TERT 

έχει δραστικότητα αντίστροφης μεταγραφάσης, ενώ το συστατικό RNA TR δρα ως  

πρότυπο για τη δραστηριότητα αντίστροφης μεταγραφάσης του TERT και έτσι η 
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τελομεράση επιμηκύνει τα χρωμοσωμικά άκρα συνθέτοντας επαναλήψεις τελομερών 

χρησιμοποιώντας το TR ως πρότυπο.(Blackburn et al., 2015; Schmidt & Cech, 2015) 

Tα επίπεδα της RNA υπομονάδας της τελομεράσης TR υπόκεινται σε πολύ λεπτή και 

ακριβή ρύθμιση μιας και χαμηλά επίπεδα του TR οδηγούν στις τελομεροπάθειες ενώ 

τα υψηλά επίπεδα έχουν βρεθεί στο 90% των κακοήθων ασθενειών. (Grill & 

Nandakumar, 2021; N. W. Kim et al., 1994) Ένα κρίσιμο βήμα της ρύθμισης των 

επιπέδων πραγματοποιείται μετα-μεταγραφικά από την αντίρροπη δράση της PARN 

και της PAPD5, όπως εξηγήθηκε και παραπάνω η 3’ αδενυλιωτική δράση της PAPD5 

οδηγεί στην αποσταθεροποίηση του TR ενώ αποαδενυλίωση από την PARN έχει το 

αντίστροφο αποτέλεσμα.(Benyelles et al., 2019; Berndt et al., 2012; Shukla et al., 

2019) Η σημασία της σωστής ρύθμισης της δραστικότητας των δύο ενζύμων για την 

ομοιόσταση των τελομερών έχει φανεί από την σίγηση ή ειδική αναστολή της PAPD5, 

η οποία οδήγησε στην αποκατάσταση του μήκους των τελομερών σε πρωτογενή 

καλλιέργεια βλαστοκυττάρων του μυελού των οστών από ασθενής με οικογενή 

δυσκεράτωση. Με βάση τα παραπάνω είναι κατανοητό ότι η μειωμένη δραστικότητα  

ή απενεργοποίηση της PARN οδηγεί σε χαμηλά επίπεδα της TR και αυξημένο ρυθμό 

φθοράς των τελομερών που τελικά οδηγούν σε ασθένεια.  
 
1.5.5 Η κληρονόμηση απενεργοποιητηκών μεταλλάξεων της PARN προκαλεί 

ιδιοπαθή πνευμονική ίνωση. 

H ιδιοπαθής πνευμονική ίνωση (IPF) είναι μια σπάνια πολυπαραγοντική ασθένεια 

στην οποία οποίες η κληρονόμηση μεταλλαγμένων αλληλομόρφων των γονιδίων που 

παίζουν ρόλο στη συντήρηση των τελομερών όπως η PARN, TINF2, DKC1 και RTEL1 

αυξάνει σημαντικά τη γενετική προδιάθεση και μειώνει την ηλικία εμφάνισης. (Mustafin, 

2022) H (IPF) χαρακτηρίζεται από την εκτεταμένη και μη αναστρέψιμη ίνωση του 

πνεύμονα προκαλώντας έτσι στην ταχεία μείωση της πνευμονικής λειτουργίας. Ο 

κύριος δημογραφικός παράγοντας κινδύνου για την IPF είναι η ηλικία ενώ σημαντικοί 

περιβαλλοντικοί παράγοντες αποτελούν το κάπνισμα και οι χρόνιες λοιμώξεις του 

αναπνευστικού. Η αιτιολογία της IPF οφείλεται κυρίως στην εξάντληση των τελομερών 

των κυψελιδικών βλαστοκυττάρων και των κυψελιδικών επιθηλιακών κυττάρων τύπου 

2. Η εξάντληση των τελομερών των  κυψελιδικών επιθηλιακών κυττάρων τα οδηγούν 

σε απόπτωση ή σε κυτταρική γήρανση, ενώ η εξάντληση των τελομερών των 

κυψελιδικών βλαστοκυττάρων τα καταστούν ανίκανα στο να τα αντικαταστήσουν τα 

πρώτα. Έτσι η ανικανότητα επισκευής του κυψελιδικού επιθηλίου αναπόφευκτα οδηγεί 
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σε πληγή του επιθηλίου και στην ενεργοποίηση του μηχανισμού επούλωσης πληγής 

και στρατολόγηση μυοινοβλαστών μεταξύ άλλων κυττάρων του ανοσοποιητικού στο 

βρόγχο. Η ακατάσταλτη ενεργότητα των μυοινοβλαστών στο βρόγχο οδηγεί σε χρόνια 

φλεγμονή και συσσώρευση εξωκυττάριας ουσίας  (ECM) φράζοντάς τους βρόγχους 

οδηγώντας στην κατάρρευση της πνευμονικής λειτουργίας και θάνατο από ασφυξία 

(Mei et al., 2022). Ο μηχανισμός που χαρακτηρίζει την ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση και 

δράση των μυοινοβλαστών στην IPF ακόμα δεν έχει εξιχνιαστεί, αλλά έχει βρεθεί ότι 

τα γηράσκοντα κυψελιδικά επιθηλιακά κύτταρα που συσσωρεύονται στο βρόγχο 

παρουσιάζουν εξαιρετικά αυξημένη έκκριση κυτοκινών και αυξητικών παραγόντων 

που ενεργοποιούν την στρατολόγηση και κινητοποίηση των μυοινοβλαστών. Με τη 

σειρά τους οι μυοινοβλάστες αποκρίνονται σε αυτό το ερέθισμα εκκρίνοντας 

αυξητικούς παράγοντες που ενεργοποιούν περεταίρω την εκρηκτική δράση των 

επιθηλιακών κυψελιδικών κυττάρων, δημιουργώντας έτσι έναν βρόγχο θετικής 

παρακρινούς ανατροφοδότησης στον οποίο πιθανώς οφείλεται η ασταμάτητη 

εξάπλωση της ίνωσης στον πνεύμονα . (Mei et al., 2022; Mustafin, 2022; K. Zhang et 

al., 2021) 

 

 
Εικόνα 8. Μοντέλο παθογένειας της ιδιοπαθούς πνευμονικής ίνωσης. AEC2 : alveolar epithelial type 

2 cells κυψελιδικά επιθηλιακών κυττάρων τύπου 2, SASP: Senescence associated secretory phenotype 
εκκριτικός φαινότυπος που ενεργοποιείται από τη γήρανση  (K. Zhang et al., 2021). 

 
1.5.6 Ο ρόλος της PARN στον καρκίνο 
Όπως αναλύθηκε παραπάνω, η δράση της PARN ρυθμίζει την σταθερότητα 

πολλαπλών διαφορετικών RNA που μεσολαβούν σε διεργασίες που είναι κρίσιμες 

στην παθογένεση του καρκίνου, όπως τον μηχανισμό απόκρισης σε βλάβη του DNA 

και η ομοιόσταση των τελομερών. Παρ’ όλα αυτά ακόμα δεν έχει βρεθεί ακόμα ο 

μοριακός μηχανισμός που να εξηγεί το ρόλο της PARN στην καρκινογένεση. 

Σημαντικές ενδείξεις για τη σημασία της απορρύθμισης της PARN στο καρκίνο 

αποτελούν τα ευρήματα ότι η PARN υπερεκφράζεται στο πλακώδες καρκίνωμα του 
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πνεύμονα, σε λευχαιμίες και σε γαστρικό αδενοκαρκίνωμα (Babu et al., 2022; 

Maragozidis et al., 2012, 2015; L.-N. Zhang & Yan, 2015). Για τη διερεύνηση του ρόλου 

της PARN στον καρκίνο,  έχει πραγματοποιηθεί η αποσιώπηση της σε διάφορες 

κυτταρικές σειρές και εξέταση αλλαγών στο φαινότυπο, και στις οντολογίες RNA που 

επηρεάζονται. Η αποσιώπηση της PARN σε κυτταρικές σειρές γαστρικού 

αδενοκαρκινώματος οδηγεί στην αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού μέσω 

της αναστολής της αποσταθεροποίησης του mRNA  του p21. Το p21 αποτελεί ένα 

καλά χαρακτηρισμένο αναστολέα των κυκλινοεξαρτώμενων κινασών που βρίσκεται 

καθοδικά του p53 στο μονοπάτι απόκρισης σε βλάβη του DNA, p53-p21-RB. Η PARN 

σε κατάσταση ηρεμίας αποσταθεροποιεί το mRNA του p21 , μέσω της πρόσδεσής της 

στην ARE αλληλουχία που βρίσκεται στο 3’ UTR του p21 και αποαδενυλίωσή του. 

Έτσι η αποσιώπησή της  PARN οδήγησε στην αύξηση των επιπέδων του 

πυροδοτώντας το μονοπάτι p53-p21-RB και οδηγώντας στην αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου στη φάση G0 (L.-N. Zhang & Yan, 2015). Η αποσιώπηση της 

PARN σε κυτταρικές σειρές μη μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα αλλά και σε 

σειρές μη καρκινικών εμβρυικών ηπατικών κύτταρα έδειξε ότι επηρεάζονται τα 

επίπεδα πολλαπλών mRNA ογκογονιδίων (KRAS, BCR, ABL, VEGFA, TFG, PTPN1, 

BCL2, EGFR) και αντι-ογκογονιδίων (APC, CDK6, FOXP1, FH, MEN1, NF1, PTEN, 

NOTCH1, RB1, BRACA1) που περιέχουν αλληλουχίες ARE, αλλά αυτό δεν έχει ως 

αποτέλεσμα την αναστολή του κυτταρικού κύκλου (Babu et al., 2022). Τα 

αποτελέσματα αυτά έδειξαν ότι η δράση της PARN πιθανώς αντισταθμίζεται από τη 

δράση άλλων παραγόντων όσο αναφορά την ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου στις 

συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές 

 
 1.6  Το εναλλακτικό μάτισμα 

    To ΕNCODE project έδειξε ότι πάνω από 90% των ανθρώπινων γονιδίων 

κωδικοποιούν για πολλαπλά μετάγραφα μέσω του εναλλακτικού ματίσματος (E. T. 

Wang et al., 2008). Κατά τη διαδικασία του εναλλακτικού ματίσματος του πρώιμου 

mRNA επιλέγονται διαφορετικοί συνδυασμοί γειτονικών εξωνίων που θα παραμείνουν 

στο ώριμο mRNA. Ορισμένα εξώνια πάντα απαντώνται στο ώριμο  mRNA τα οποία 

ονομάζονται ιδιοσυστατικά ενώ άλλα όχι αυτά λέγονται εναλλακτικά. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι υπάρχει η δυνατότητα να συμπεριληφθεί ένα κομμάτι ενός εξωνίου. Τα 

εναλλακτικά μετάγραφα σχεδόν πάντα διατηρούν το ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης αν και 
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έχουν βρεθεί ορισμένες εξαιρέσεις όπως τα γονίδια: GNAS1, XBP1, INK4A/ARF 

(Liang & Landweber, 2008).  

1.6.1 Ο βιολογικός ρόλος του εναλλακτικού ματίσματος 

Ό βιολογικός ρόλος των μηχανισμών που εμπλέκονται στο εναλλακτικό μάτισμα 

είναι η διεύρυνση της ικανότητας κωδικοποίησης των ανώτερων ευκαρυωτικών 

γονιδιωμάτων (Brett et al., 2002). Το  ανθρώπινο γονιδίωμα περιέχει μόλις 24000 

γονίδια που κωδικοποιούν για mRNA,  τα οποία είναι πολύ λιγότερα από τα 100000 

που είχαν εικαστεί ότι είναι απαραίτητα για τα θηλαστικά κατά την αρχή του human 

genome project. Τελικά φάνηκε ότι το μεγαλύτερο μέρος από την πληροφορία που 

φαινομενικά έλειπε παρέχεται από τη δυνατότητα των γονιδίων να παράγουν πολλά 

διαφορετικά μετάγραφα τα οποία μεταφράζονται σε πρωτεΐνες που υπόκεινται σε 

διαφορετική ρύθμιση (L. Chen et al., 2012; Lee & Rio, 2015). Τώρα πια είναι γνωστό 

ότι η πλειονότητα των επιτόπων των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από 

εναλλακτικά εξώνια βρίσκονται μη δομημένες περιοχές στο εξωτερικό της κάθε 

πρωτεΐνης.  Αυτές οι περιοχές υπόκεινται σε διαφορική ρύθμιση μέσω διαφορετικών 

αλληλεπιδράσεων με σηματοδοτικά μόρια και ομοιοπολικών τροποποιήσεων (P. 

Wang et al., 2005). Επίσης κοινά είναι τα εναλλακτικά μετάγραφα που κωδικοποιούν 

για την ίδια πρωτεΐνη αλλά που περιλαμβάνουν διαφορετικές αμετάφραστες περιοχές, 

οπότε υπόκεινται σε διαφορική μετα-μεταγραφική ρύθμιση. Οι διαφορές στη βιοχημεία 

των πρωτεϊνών που προέρχονται από εναλλακτικά μετάγραφα του ίδιου γονιδίου 

ποικίλουν και κυμαίνονται από μηδαμινές διαφορές στη πρωτοταγή δομή μέχρι τις 

περιπτώσεις ενζύμων που έχουν εντελώς διαφορετικά υποστρώματα. Ένα 

παράδειγμα γονιδίου που κωδικοποιεί για δύο εναλλακτικών μετάγραφα που 

μεταφράζονται στην ίδια πρωτεΐνη είναι το DMT1 (Divalent metal transporter 1) μία 

μεμβρανική πρωτεΐνη που μεταφέρει δισθενή κατιόντα. Η διαφορά μεταξύ τους είναι 

στις 3’ αμετάφραστες περιοχές τους με αποτέλεσμα να ρυθμίζονται από διαφορετικά 

miRNA (Andolfo et al., 2010). Μια άλλη περίπτωση είναι το πρωτεϊνικό ποιόν του ενός 

εναλλακτικού μεταγράφου να δρα ως αναστολέας του άλλου δίνοντας με αυτόν τον 

τρόπο στο κύτταρο ένα απλό μηχανισμό για την άμεση αρνητική ρύθμισή μιας 

πρωτεΐνης. Ένα τέτοιο  παράδειγμα είναι του γονιδίου που κωδικοποιεί το 

μεταγραφικό παράγοντα FOXP2, αυτό κωδικοποιεί για δύο εναλλακτικά μετάγραφα 

που διαφέρουν ως προς ένα εξώνιο το οποίο μεταφράζετε στον επίτοπο πρόσδεσης 

στο DNA. Έτσι το mRNA πλήρους μήκους του FOXP2 μεταφράζετε σε μια πρωτεΐνη 
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που αποτελεί μεταγραφικό παράγοντα ενώ το άλλο που δεν περιέχει το εξώνιο στον 

αναστολέα, αυτός προσδένετε με τη πρωτεΐνη πλήρους μήκους στο κυτταρόπλασμα 

και δεν τον αφήνει να εισέλθει στον πυρήνα. Oι αναλογίες μεταγραφής και μετάφρασης 

των δύο πρωτεϊνών πιθανώς δίνει στο κύτταρα τη δυνατότητα να ρυθμίζει  την 

έκφραση των γονιδίων που επάγονται από την πρόσδεση του FOXP2 στους 

αντίστοιχους υποκινητές (Vernes & Fisher, 2009). Αξίζει να σημειωθεί ότι υπάρχουν 

ενδιαφέρουσες εξαιρέσεις γονιδίων που κωδικοποιούν για εναλλακτικά μετάγραφα 

που μεταφράζονται σε πρωτεΐνες με εντελώς διαφορετική δράση. Ένα παράδειγμα 

είναι η κυτταροπλασματικής φωσφωλιπάση Α2β (cytosolic phosphοlipase A2 beta) η 

οποία μπορεί να εκφράσει μεταξύ άλλων ένα εναλλακτικό μετάγραφο που 

μεταφράζεται σε μία πρωτεΐνη που έχει  διαφορετικό υπόστρωμα. Η θεμελιώδης αυτή 

διαφορά οφείλεται στη χρήση εναλλακτικού εξωνίου που κωδικοποιεί για διαφορετικό 

ενεργό κέντρο το οποίο βρίσκεται στο εσωτερικό της τριτοταγής δομής της πρωτεΐνης.  

Έτσι η πρωτεΐνη που παράγετε από τη μετάφραση του εναλλακτικού μεταγράφου 

μπορεί να υδρολύσει παλμιτοιλ-αραχιδονυλ-φωσφατιδυλεθυλαμίνη (palmitoyl-

arachidonyl-phosphatidylethanolamine) ενώ δεν μπορεί να υδρολύσει 

φωσφατιδυλοχολίνη  η οποία αποτελεί και το κύριο υπόστρωμα (Ghosh et al., 2006). 

1.6.2  Ο μηχανισμός του ματίσματος  

  Tο εναλλακτικό και το ιδιοσυστατικό μάτισμα τελούνται από το σωμάτιο 

συναρμογής που είναι επίσης γνωστό και ως ματισματόσωμα (splicosome) το οποίο 

αποτελεί ένα κολοσσιαίο ριβοπρωτεϊνικό σύμπλοκο βάρους μεγαλύτερου από 3 

megadalton. Τα κύτταρα των θηλαστικών διαθέτουν δύο είδη σωματίων συναρμογής 

ένα κύριο, το U2 εξαρτώμενο και ένα δευτερεύον το U12 εξαρτώμενο. Το U12 

εξαρτώμενο καταλύει την αφαίρεση ενός συγκριτικά αμελητέου υποσυνόλου των 

ιντρονίων που αποτελούν μόλις το 0.25% των συνολικών και έτσι δεν θα αναλυθεί 

περεταίρω (Turunen et al., 2013). Το U2 εξαρτώμενο σωμάτιο συναρμογής έχει 

πολλαπλές ενζυματικές δραστικότητες GTPάσης κινάσης, RNA ελικάσης, cis-trans 

προλυλ-ισομεράσης (cis-trans polyl isomerase) και ΑΤΡάσης (Blencowe & Graveley, 

2007). Το σωμάτιο συναρμογής αποτελείται από πολλαπλά ριβονουκλεοπρωτεϊνικά 

σύμπλοκα (snRNPs) και ένα εξ ολοκλήρου πρωτεϊνικό  που ενώνονται in situ πάνω 

στις θέσεις  ματίσματος του πρώιμου mRNA συγκροτώντας έτσι το ολοένζυμο 

(Blencowe & Graveley, 2007). Τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα ονομάζονται με 

βάση το snRNA που περιέχουν και είναι τα εξής: U1, U2, U4/U6 και U5 snRNPs 
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(Matera et al., 2007). Οι πιο κρίσιμες  αλληλεπιδράσεις για την αντίδραση του 

ματίσματος  πραγματοποιούνται μεταξύ των snRNAs των επιμέρους snRNPs και 

μεταξύ snRNAs και ιντρονίων. Κάθε ιντρόνιο περιέχει τις 4 κύριες  cis αλληλουχίες του 

ματίσματος, την 5’ θέση ματίσματος, η 3’ θέση, η περιοχή διακλάδωσης και την έκταση 

πυριμηδινών (Wachtel & Manley, 2009) (Will & Luhrmann, 2011) 

 

 
Εικόνα 9. Οι κύριες cis αλληλουχίες του ματίσματος (Will & Luhrmann, 2011) 

 

Αυτές οι θέσεις αναγνωρίζονται διαδοχικά από συγκεκριμένα snRNPs του σωμάτιου 

συναρμογής ώστε να επιτευχθεί η ακριβής αναγνώριση των ορίων του ιντρονίου και 

στη συνέχει πυροδοτείτε η αποκοπή του. Η βιοχημική αντίδραση απομάκρυνσης των 

ιντρονίων πραγματοποιείτε  με δύο διαδοχικές αντιδράσεις trans εστεροποίησης.  

Αρχικά η 2’ υδρόξυ (–ΟΗ) ομάδα μίας συγκεκριμένης αδενοσίνης της 3΄ θέσης 

ματίσματος πραγματοποιεί πυρηνόφιλη προσβολή στη 5’ θέση του ματίσματος 

δημιουργώντας μια φουρκέτα. Στη συνέχεια η 3’ υδρόξυ ομάδα της 5΄θέσης του 

εξωνίου επιτίθεται στην 3’ θέση ματίσματος με αποτέλεσμα την αποκοπή του ιντρονίου 

και την σύνδεση των δύο διαδοχικών εξωνίων. (Blencowe & Graveley, 2007; Will & 

Luhrmann, 2011). 

 

 
Εικόνα 10.  Η αφαίρεση του ιντρονίου πραγματοποιείται μέσω δύο αντιδράσεων trans 

εστεροποίησης (Cindy L. Will and Reinhard Lührmann, 2010)  
 
1.6.3 Οι κατηγορίες εναλλακτικού ματίσματος  
Είναι γνωστό ότι στα θηλαστικά υπάρχουν πέντε κατηγορίες εναλλακτικού 

ματίσματος αυτές είναι : 1) η παράλειψη εξωνίου , 2) η χρήση εναλλακτικής 3΄ θέσης 

ματίσματος ,3) η χρήση εναλλακτικής 5΄ θέσης ματίσματος 4) η κατακράτηση ιντρονίου 
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5) και τα αμοιβαία αποκλειστικά εξώνια. Κατά την παράλειψη εξωνίου, το 

συγκεκριμένο εναλλακτικό εξώνιο αναγνωρίζετε ως ιντρόνιο και απομακρύνετε μαζί με 

τα εκατέρωθεν ιντρόνια. Κατά την χρήση εναλλακτικής 5΄ ή 3΄θέσης ματίσματος, αυτές 

οι περιοχές αναγνωρίζονται ως τα άκρα των αντίστοιχων εναλλακτικών εξωνίων με 

αποτέλεσμα τα εναλλακτικά μετάγραφα αυτής της κατηγορίας να συμπεριλαμβάνουν 

εναλλακτικά εξώνια με διαφορετικά μήκη. Στην κατηγορία της κατακράτησης ιντρονίου 

ένα ιντρόνιο αναγνωρίζετε σαν εξώνιο και συμπεριλαμβάνετε στο ώριμο μετάγραφο, 

ενώ στα αμοιβαία αποκλειστικά εξώνια, δύο γειτονικά εξώνια αναγνωρίζονται ως μια 

μονάδα που δύναται να συμπεριληφθεί από το ώριμο mRNA (Verta & Jacobs, 2022; 

Y. Wang et al., 2015).  

 
Εικόνα 11. Οι κατηγορίες εναλλακτικού ματίσματος (Verta & Jacobs, 2022). 

 
1.6.4 Η ρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος 
Ο βιολογικός ρόλος του κυτταρικού προγράμματος ρύθμισης του εναλλακτικού 

ματίσματος είναι η ορθή επιλογή της έκφρασης εναλλακτικών μεταγράφων σύμφωνα 

με τις  ανάγκες του κάθε είδους κυττάρου καθ’ όλη τη ζωή του οργανισμού.  Για αυτό 

το σκοπό είναι απαραίτητο να έχει την ικανότητα να ανταποκριθεί σωστά σε μια 

πληθώρα μονοπατιών μεταγωγής σήματος, εξωκυττάριων μηνυμάτων αλλά και 

καταστάσεων stress. Το κυτταρικό πρόγραμμα ρύθμισης του εναλλακτικού 

ματίσματος είναι απαραίτητο να έχει την ικανότητα να αναγνωρίσει με ακρίβεια 
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νουκλεοτιδίου τα όρια των εκάστοτε εναλλακτικών ή ιδιοσυστατικών θέσεων 

ματίσματος, και να πραγματοποιείσει την επιλογή  αυτών έτσι ώστε τα επιτευχθεί η 

ποιοτική και ποσοτική έκφραση εναλλακτικών μεταγράφων σύμφωνα με τα εκάστοτε 

κυτταρικά ερεθίσματα. Έτσι οι τελεστές των μονοπατιών αλληλεπιδρούν με trans  

ρυθμιστικούς παράγοντες του ματίσματος πυροδοτώντας τον άμεσο εντοπισμό των 

ρυθμιστικών παραγόντων σε συγκεκριμένα cis ρυθμιστικά στοιχεία του ματίσματος 

που εντοπίζονται στα πρώιμα μετάγραφα, η πρόσδεσή αυτών καθοδηγεί το 

splicosome στην επιλογή των ορθών εναλλακτικών θέσεων ματίσματος ορίζοντας έτσι 

το προφίλ έκφρασης εναλλακτικών μεταγράφων (Blencowe & Graveley, 2007; Fu & 

Ares, 2014). Οι θέσεις ματίσματος που ορίζουν τα άκρα των εξωνίων μπορούν να 

διαχωριστούν σε ιδιοσυστατικές και εναλλακτικές. Οι ιδιοσυστατικές επιλέγονται σε 

όλα τα μετάγραφα ενός γονιδίου ενώ οι εναλλακτικές μόνο σε συγκεκριμένα 

εναλλακτικά μετάγραφα. Το καθοριστικό γνώρισμα που διακρίνει τις δύο κατηγορίες 

θέσεων ματίσματος είναι η συγγένεια πρόσδεσης των συστατικών του 

ματισματοσώματος, οι ιδιοσυστατικές θέσεις κατά κανόνα έχουν τη μέγιστη συγγένεια 

και έτσι στρατολογούν πάντα το splicosome ενώ οι εναλλακτικές έχουν πολύ 

μικρότερη  (Blencowe & Graveley, 2007; Fu & Ares, 2014). 

 

Εικόνα 12. Οι ιδιοσυστατικές θέσεις ματίσματος έχουν πολύ μεγαλύτερη συγγένεια για το 
ματισματόσωμα σε σχέση με τις εναλλακτικές (Fu & Ares, 2014). 

 Για την αναγνώριση των εναλλακτικών θέσεων λοιπών χεριάζετε ένα δεύτερο 

θετικό σήμα το οποίο αποτελεί και το σημείο ρύθμισης του εναλλακτικού ματίσματος 

(Dvinge, 2018). Το σήμα αυτό είναι η πρόσδεση θετικών trans ρυθμιστικών 

παραγόντων του ματίσματος σε cis ρυθμιστικά στοιχεία του ματίσματος που λέγονται 

SRE (cis splicing regulatory elements) αυτά βρίσκονται στο πρώιμο μετάγραφο σε 

κοντινή απόσταση με την εναλλακτική θέση την οποία ρυθμίζουν. Τέσσερις κατηγορίες 

των SREs είναι γνωστές: 1) οι εξωνικοί ενισχυτές του ματίσματος exonic splicing 

enhancers ESEs, 2) οι εξωνικοί αποσιωπητές του ματίσματος (exonic splicing 

silencers), οι ιντρονικοί ενισχυτές του ματίσματος (intronic splicing enhancer ISE) και 
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οι ιντρονικοί αποσιωπητές του ματίσματος (intronic splicing silencer ISS). Οι trans 

παράγοντες που προσδένονται στα SRE χωρίζονται σε τρείς κατηγορίες: τις 

πρωτεΐνες της οικογένειας SR, τους παράγοντες ετερογενών πυρηνικών 

ριβονουκλεοπρωτεινικών συμπλόκων  (heterogenous nuclear ribonucleoproteins 

hnRNP) και τους ιστοειδικούς παράγοντες του ματίσματος (Fu & Ares, 2014; C. Zhang 

et al., 2008) (Busch & Hertel, 2012). Οι ESE και οι ISE αποτελούν θετικά SREs στα 

οποία προσδένονται οι θετικοί ρυθμιστικοί παράγοντες SR. Η πρόσδεση των SR  σε 

αυτά τα στοιχεία προωθούν την αναγνώριση της εναλλακτικής θέσης του ματίσματος 

την οποία ρυθμίζουν. Οι ESE εντοπίζονται μέσα σε εξώνια ενώ οι ISE σε γειτονικά 

ιντρόνια. Αντίθετα οι  ESS και  ISS αποτελούν αρνητικά SREs που αποτελούν θέσεις 

πρόσδεσης των αρνητικών ρυθμιστών hnRNPs και αναστέλλουν την αναγνώριση της 

εναλλακτικής θέση. Οι ESS βρίσκονται σε εξώνια ενώ οι ISS σε ιντρόνια (Matera & 

Wang, 2014, p. 14; Z. Wang & Burge, 2008) . Οι ιστοειδικοί παράγοντες είναι το 

«μπαλαντέρ» των trans παραγόντων ρύθμισης και μπορούν να προσδένονται σε όλα 

τα είδη SREs συγκεκριμένων γονιδίων και να έχουν θετική ή αρνητική δράση ανάλογα 

με τις ομοιοπολικές τροποποιήσεις που φέρουν  (Matera & Wang, 2014; Ule et al., 

2006). 

 

Εικόνα 13. Οι παράγοντες SR προσδένονται στα ESE και επάγουν την αναγνώριση της 
εναλλακτικής θέσης, την αντίθετη δράση έχει η πρόσδεση των  hnRNP στα ΕSS (Fu & Ares, 2014).  
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Εικόνα 14. Οι ιστοειδικοί παράγοντες ματίσματος όπως της οικογένειας NOVA μπορούν να 
προσδεθούν σε διαφορετικά είδη SRE και να έχουν πλειοτροπική δράση ανάλογα με τις ομοιοπολικές 
τροποποιήσεις που φέρουν.  (G. Matera, Z.Wang, 2014) 

 

 Έτσι με την πρόσδεση των θετικών  παραγόντων στα αντίστοιχα SRE 

υποβοηθείται η πρόσδεση του splicosome  στην εναλλακτική θέση με αποτέλεσμα να 

επιλεχθεί,  ενώ για την  ακριβή ρύθμιση  του εναλλακτικού ματίσματος μπορούν να 

προσδεθούν στα SRE και αρνητικοί trans παράγοντες οι οποίοι έχουν το αντίθετο 

αποτέλεσμα, δηλαδή τη μείωση της συγγένειας της εναλλακτικής θέσης για το 

splicosome, ή την αναστολή της πρόσδεσης άλλων θετικών παραγόντων (Lee & Rio, 

2015). Με βάση τα παραπάνω προκύπτει ότι η μοριακή απόφαση για την επιλογή της 

κάθε εναλλακτικής θέσης ματίσματος κρίνεται από: 1) την εγγενή συγγένεια της κάθε 

θέσης ματίσματος για το splicosome, και 2) την δράση των εκάστοτε θετικών και/η 

αρνητικών trans παραγόντων που προσδένονται στα SRE που τη ρυθμίζουν. Έτσι η 

επιλογή των εναλλακτικών θέσεων ματίσματος γίνεται σε ένα πλαίσιο ανταγωνισμού 

μεταξύ των επιμέρους εναλλακτικών θέσεων που ορίζουν το κάθε εναλλακτικό εξώνιο 

. Στο πλαίσιο ενός εναλλακτικού εξωνίου που έχει δύο διαφορετικές εναλλακτικές 3΄ 

θέσεις ματίσματος, αυτές ανταγωνίζονται μεταξύ τους για την μοναδική 5΄ και 

αντίστροφα. Η εναλλακτική θέση που θα αποκτήσει ισχυρότερη τελική συγγένεια για 

το splicosome τελικά επιλέγετε.  Αυτός ο έλεγχος της ισορροπίας μεταξύ ¨αντίπαλων¨ 

εναλλακτικών θέσεων ματίσματος αποτελεί τον βασικό κανόνα της ρύθμισης του 

εναλλακτικού ματίσματος (Matera & Wang, 2014; Xia et al., 2006).   

 

Εικόνα 15.  Η ρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος αποτελεί μια πάλη μεταξύ των γειτονικών 
εναλλακτικών θέσεων ματίσματος για την προσέλκυση του ματισματοσώματος, η θέση που αποκτά την 
μεγαλύτερη συγγένεια για αυτό τελικά επιλέγεται (Fu & Ares, 2014). 

 

 Ένας ακόμα μηχανισμός ρύθμισης του εναλλακτικού ματίσματος που δρα 

παράλληλα και σε συνεργασία με τον προηγούμενο βασίζετε στο γεγονός ότι 

χρειάζεται χρόνος για να προσδεθούν οι θετικοί παράγοντες του ματίσματος ώστε να 

επιλεχθούν οι εναλλακτικές θέσεις, αλλά και στο ότι σε πολλά γονίδια η μεταφορά των 
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παραγόντων στα αντίστοιχα SRE τελείτε από την RNA πολυμεράση. Με βάση αυτές 

τις παραμέτρους η ταχύτητα της μεταγραφής ενός γονιδίου από την RNA πολυμεράση 

αποτελεί από μόνη της έναν επιπρόσθετο τρόπο ρύθμισης του εναλλακτικού 

ματίσματος. Έτσι όταν ένα γονίδιο μεταγράφετε με ταχύ ρυθμό οι trans παράγοντες  

δεν έχουν χρόνο για να προσδεθούν πάνω στα SRE ώστε να βοηθήσουν στην 

αναγνώριση των εναλλακτικών θέσεων ματίσματος και έτσι ελαττώνεται ο ρόλος της 

δράσης των trans δραστικών παραγόντων οπότε καθοριστικός παράγοντας γίνεται η 

εγγενή συγγένεια των κύριων θέσεων ματίσματος στα συστατικά του 

ματισματοσώματος. Αντιθέτως οι πιο αργοί ρυθμοί μεταγραφής δίνουν χρόνο στους  

trans παράγοντες να προσδεθούν ώστε να τελέσουν τη ρυθμιστική τους δράση 

(Ramanouskaya & Grinev, 2017).   

 

Εικόνα 16. Η υψηλή ταχύτητα της μεταγραφής ενός γονιδίου ελαττώνει τη δράση των  trans 
δραστικών παραγόντων. (Kornblihtt et al., 2004) 

 

1.6.5 Ο ρόλος του εναλλακτικού ματίσματος στον καρκίνο 

  Κατά τη διάρκεια της ογκογένεσης παρατηρείται η σταδιακή εξαλλαγή του 

κυτταρικού προγράμματος ρύθμισης του εναλλακτικού ματίσματος, με αποτέλεσμα 
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την υπερέκφραση όλο και περισσότερων εναλλακτικών μεταγράφων που συντελούν 

στην ανάκτηση ογκογόνων χαρακτηριστικών. Οι κύριοι μηχανισμοί που εμπλέκονται 

στην απορρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος είναι η συσσώρευση μεταλλάξεων 

σε γονίδια που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες μεταγωγής σήματος που ρυθμίζουν την 

δράση των παραγόντων του ματίσματος (όπως οι κινάσες που φωσφωρυλιώνουν 

τους παράγοντες SR), τη συσσώρευση μεταλλάξεων στα SRE και στις θέσεις 

ματίσματος αλλά και μεταλλάξεις που επηρεάζουν τα επίπεδα έκφρασης, τον 

κυτταρικό εντοπισμό αλλά και την ενεργότητα των παραγόντων του ματίσματος. Ένας 

ακόμα μηχανισμός αποτελεί την σύντηξη γονιδίων μεταγραφικών παραγόντων με 

γονίδια που κωδικοποιούν παράγοντες ρύθμισης του ματίσματος οδηγώντας έτσι στην 

παραγωγή χιμαιρικών πρωτεϊνών που έχουν ιδιοσυστατική δράση. Η σύντηξη των 

γονιδίων μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω της δράσης ενεργοποιημένων μεταθετών 

στοιχείων ή πιο συχνά μέσω χρωμοσωμικών ανακατανομών (Bonnal et al., 2020; 

Cieply & Carstens, 2015). Η δράση αυτών των μηχανισμών είναι πολύ κοινή σε όλα 

τα είδη καρκίνου, μία μετα-ανάλυση των μεταλλάξεων που έχουν ανιχνευθεί σε κλινικά 

δείγματα από τα 33 είδη καρκίνου που είναι διαθέσιμα στο Cancer Genome Atlas 

έδειξε ότι συνολικά το 60% των γονιδίων που κωδικοποιούν για ρυθμιστικούς 

παράγοντες του ματίσματος έχουν συσσωρεύσει μη συνώνυμες μεταλλάξεις.(Seiler et 

al., 2018) Το αποτέλεσμα της εξαλλαγής του κυτταρικού προγράμματος ρύθμισης του 

εναλλακτικού ματίσματος είναι ότι η εκτοπική έκφραση εναλλακτικών μεταγράφων 

αποτελεί ένα γενικευμένο μοριακό χαρακτηριστικό του καρκίνου. Μια πρόσφατη 

μελέτη  μετα-ανάλυσης δεδομένων αλληλούχισης RNA από 8000 κλινικά δείγματα από  

32 διαφορετικών τύπων καρκίνου όλων των σταδίων έδειξε οτι σε κάθε τύπο καρκίνου 

υπερεκφράζονται χιλιάδες εναλλακτικά μετάγραφα τα οποία ενώ δεν εκφράζονται 

καθόλου στους αντίστοιχους μη καρκινικούς ιστούς (Jayasinghe et al., 2018). Επίσης 

το προφίλ έκφρασης των εναλλακτικών μεταγράφων διαφέρει σημαντικά μεταξύ 

διαφορετικών τύπων και υπότυπων καρκίνου αλλά και μεταξύ σταδίων (Bessa et al., 

2020). Με βάση τα παραπάνω δεδομένα δεν θα πρέπει να αποτελεί έκπληξη το 

γεγονός οτι η απορρύθμιση του εναλλακτικού ματίσματος  συμβάλει στην ανάπτυξη 

όλων των θεμελιωδών χαρακτηριστικών που αναπτύσσουν τα καρκινικά κύτταρα. 

Αυτά τα χαρακτηριστικά είναι: 1) η αντίσταση σε σήματα καταστολής της κυτταρικής 

διαίρεσης, 2) η ιδιοσύστατη ενεργοποίηση της ενδοκυτταρικής σηματοδότησης 

πολλαπλασιασμού, 3) η απενεργοποίηση μονοπατιών που οδηγούν στον κυτταρικό 

θάνατο, 4) η απόκτηση της ικανότητας να αποκολλώνται από την αρχική εστία και να 
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εισβάλλουν σε απομακρυσμένους ιστούς, 5) η επαγωγή της αγγειογένεσης, 6) ο 

επαναπρογραμματισμός  του μεταβολισμού ενέργειας, 7) η δυνατότητα  να είναι 

αθάνατα ανεξάρτητα με τον αριθμό κυτταρικών διαιρέσεων  8) και η δυνατότητα να 

διαφεύγουν από την κυτταροτοξική δράση του ανοσοποιητικού (Hanahan & Weinberg, 

2011; Y. Zhang et al., 2021).  

1.6.7 Χαρακτηριστικά παραδείγματα προ-καρκινικής δράσης εναλλακτικών 
μεταγράφων 

  Ένα από τα χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων είναι η ικανότητά τους να 

πολλαπλασιάζονται ανεξάρτητα από αυξητικούς παράγοντες. Ένας καλά 

χαρακτηρισμένος μηχανισμός με τον οποίο τα καρκινικά κύτταρα αποκτούν αυτό το 

χαρακτηριστικό είναι μέσω της ιδιοστατικής ενεργοποίησης του μονοπατιού 

Ras/MAPK μέσω μεταλλάξεων κέρδους λειτουργίας. Οι μεταλλάξεις που 

ενεργοποιούν ιδιοστατικά τη Ras GTPαση προς την ενεργοποίηση του μονοπατιού 

MAPK, αυτές παρατηρούνται σε σημαντικό ποσοστό  των  συμπαγής όγκων (Burotto 

et al., 2014) . Ένας επιπρόσθετος μηχανισμός που μπορεί να προκαλέσει  την 

ιδιοσυστατική ενεργοποίηση του μονοπατιού MAPK χωρίς την μετάλλαξη του Ras 

είναι μέσω της δράσης της δράσης του εναλλακτικού μεταγράφου του CD44v6, αυτός 

ο μηχανισμός εμφανίζεται κυρίως στον καρκίνο του παχέος εντέρου (Joosten et al., 

2020; Ma et al., 2019). Το CD44 είναι ένας διαμεμβρανικός υποδοχέας του 

υαλουρονικού οξέος, και αποτελείται από μια Ν-τελική περιοχή πρόσδεσης, μια 

διαμεμβρανική περιοχή που ελέγχει την συγγένεια με τον προσδέτη, την ισχύ του 

σήματος αλλά αποτελεί και εστία πρόσδεσης αυξητικών παραγόντων και μια 

ενδοκυτταρική C τελική περιοχή. Το γονίδιο που κωδικοποιεί για το CD44 συνιστάται 

από 20 εξώνια, τα πρώτα 5 κωδικοποιούν για τη Ν τελική περιοχή,  τα 16 έως 20 για 

τη C-τελική όλα αυτά τα εξώνια είναι ιδιοσυστατικά, αντιθέτως τα εξώνια 6 έως 15 είναι 

εναλλακτικά και κωδικοποιούν για το τμήμα του υποδοχέα που είναι διαμεμβρανικό 

και προεξέχει στο εξωτερικό του κυττάρου. 
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Εικόνα 17. Γενομική οργάνωση του γονιδίου CD44, μια σειρά από εναλλακτικά εξώνια 
κωδικοποιούν για την εξωκυτταρικό τομέα του υποδοχέα. (Joosten et al., 2020) 

  Το πιο επικρατές μετάγραφο στο επιθήλιο του παχέος εντέρου είναι το CD44s το 

οποίο δεν περιλαμβάνει κανένα εναλλακτικό εξώνιο, αντιθέτως το CD44V6 

περιλαμβάνει το εξώνιο 6 και εμφανίζετε μόνο κατά την ανάπτυξη του επιθηλίου αλλά 

και στα βλαστικά κύτταρα του επιθηλίου. Και οι 2 πρωτεΐνες μπορούν να 

ενεργοποιήσουν τη σηματοδότηση  RAS/MAPK (μεταξύ πολλών άλλων) αλλά το 

CD44ν6 πολύ πιο ισχυρά σε σχέση με το CD44v6, αυτό γίνετε μέσω 3 μηχανισμών 

που μπορούν να δράσουν συνδυαστικά. 

1) Το CD44v6 έχει μεγαλύτερη συγγένεια για τον προσδέτη του (το υαλουρονικό 

οξύ) 

2) Το CD44v6  μπορεί να αποτελέσει συν-προσδέτης για  τους αυξητικούς 

παράγοντες EGF , HGF και VEGF, ενεργοποιόντας περαιτέρω τη MAPK 

σηματοδότηση σε συνεργασία με τους αντίστοιχους υποδοχείς  EGFR, VEGFR, 

HGFR. 

3) Η ενεργοποίηση του υποδοχέα CD44v6 μπορεί να προσδέσει και ενεργοποιήσει 

κοντινούς υποδοχείς MET. Οι ενεργοποιημένοι υποδοχείς ΜΕΤ στη συνέχεια 

ενεργοποιούν την σηματοδότηση ΜΑΡΚ (Joosten et al., 2020; Ma et al., 2019). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



33 
 

 

Εικόνα 18. Ο υποδοχέας CD44v6 μπορεί να ενεργοποιηθεί από EGF , HGF και VEGF που έχουν 
είδη προσδεθεί στους αντίστοιχους υποδοχείς τους.  (Joosten et al., 2020; Ma et al., 2019) 

Αφού ενεργοποιηθεί το μονοπάτι ΜΑΡΚ, οι τελικοί τελεστές του φωσφωρυλιώνουν 

τους παράγοντες ματίσματος Sam68 και SRm160 οι οποίοι επάγουν την συμπερίληψη 

του εξωνίου 6 προς έκφραση του CD44v6 συμπληρώνοντας έτσι ένα βρόγχο θετικής 

ανατροφοδότησης. Αξίζει να αναφερθεί ότι η σηματοδότηση ΜΑΡΚ έχει ως 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της παραγωγής της συνθάσης του υαλουρονικού 3 

συντελώντας έτσι σε έναν ακόμα βρόγχο θετικής ανατροφοδότησης που δρα 

αυτοκρινώς (Turdo et al., 2022). 

Ένα από τα πρώτα χαρακτηριστικά που  αναπτύσσουν τα καρκινικά κύτταρα είναι 

η αντίσταση στην απόπτωση.  Συνήθως σε στάδια προχωρημένης νόσου τα καρκινικά 

κύτταρα έχουν συσσωρεύουν αρκετές  μεταλλάξεις που τα απευαισθητοποιούν από 

ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά αποπτωτικά σήματα. Ένας από τους μηχανισμούς με 

τον οποίο τα καρκινικά κύτταρα αποφεύγουν τον κυτταρικό θάνατο είναι μέσω της 

τροποποίησης της έκφρασης του εναλλακτικού ματίσματος των γονιδίων  ελέγχου και 

τελεστών της απόπτωσης. Ο υποδοχέας θανάτου FAS είναι ένας κύριος 

εξωκυτταρικός ρυθμιστής της απόπτωσης. Όταν τα καρκινικά κύτταρα ανιχνευθούν 

από τα ΝΚ ή τα Τ κυτταροτοξικά, τα τελευταία  παρουσιάζουν τον προσδέτη Fasl (FAS  

ligand) πυροδοτώντας έτσι το αποπτωτικό μονοπάτι. Η αποφυγή της  δράσης της του 
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FAS μπορεί να επιτευχθεί μέσω της υπερέκφρασης εναλλακτικών μεταγράφων που 

έχουν αντιαποπτωτική δράση και καταστολή αυτών που έχουν προ-αποπτωτική. Στην 

περίπτωση του φυσιολογικού υποδοχέα FAS η συμπερίληψη του εναλλακτικού 

εξωνίου 6  έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή πρωτεΐνης που συνδέεται στη 

μεμβράνη και έχει προαποπτωτική δράση. Στην αντίθετη περίπτωση δεν περικλείεται 

το εξώνιο 6 στο ώριμο μετάγραφο με αποτέλεσμα αυτό να μεταφράζετε σε μια διαλυτή 

πρωτεΐνης που ονομάζετε FASΔΕ6 και έχει αντιαποπτωτική δράση μιας και ο 

κυτταρικός του εντοπισμός αποκλείει την αλληλεπίδραση με το FASl (εικόνα 35) 

(Cheng et al., 1994; Mitsiades et al., 2001). Το αρχικό σήμα για την έκφραση του 

FASΔΕ6 είναι το οξειδωτικό stress που προκαλείτε από την έλλειψη θρεπτικών 

συστατικών και ανεπάρκεια απέκκρισης τοξικών μεταβολιτών που εμφανίζετε πριν την 

ανάπτυξη της αγγειογένεσης στον όγκο. H εμφάνιση του οξειδωτικό stress ενεργοποιεί 

την κινάση GCN2 (GCN2 kinase activated under amino acid starvation) που 

φοσφωρυλιώνει τους παράγοντες ματίσματος ΤΙΑ-1 και TIAR (T-cell intracellular 

antigen 1, ΤΙΑ-1 related) αυτοί με τη σειρά τους προσδένονται στους U2AF (U2 

auxilliary splicing factor) και U1 snRNP και αυτό το σύμπλοκο ρυθμιστικών 

παραγόντων του ματίσματος προσδένετε σε έναν ESE εντός του εξωνίου 6 και 

προωθώντας την αποκοπή του εξωνίου 6 προς την έκφραση του FASΔΕ6 (Izquierdo 

et al., 2005). Το αντίθετο αποτέλεσμα έχει η πρόσδεση του παράγοντα PTB 

(polypyrimidine tract binding protein) σε έναν ESS εξωνικό αποσιωπητή του 

ματίσματος που επίσης βρίσκεται μέσα στο εξώνιο 6. Η παραπάνω αλληλεπίδραση 

παρεμποδίζει την πρόσδεση των U2AF και U1 snRNP στην εναλλακτική 3΄θέση 

ματίσματος με αποτέλεσμα την του εξωνίου 6 (Izquierdo et al., 2005) 

 

Εικόνα 19. Το γονίδιο FAS κωδικοποιεί μεταξύ άλλων για δύο εναλλακτικά μετάγραφα που 
διαφέρουν στο εξώνιο 6, το εξώνιο αυτό κωδικοποιεί για την διαμεμβρανική περιοχή της πρωτεΐνης και 
παίζει κρίσιμο ρόλο στην αγκυροβόλησή της στη μεμβράνη. (Paronetto et al., 2016)  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



35 
 

1.7 To μικροπεριβάλλον των καρκινωμάτων 

  Κατά τη διαδικασία της καρκινογένεσης τα κύτταρα απενεργοποιούν ήδη 

υπάρχοντα μονοπάτια σηματοδότησης που οδηγούν στον κυτταρικό θάνατο και την 

κυτταρική γήρανση ενώ παράλληλα ενεργοποιούν, ή τροποποιούν μονοπάτια που 

έχουν αντίθετες λειτουργίες δηλαδή τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό και την 

αντίσταση σε σήματα θανάτου (Hanahan & Weinberg, 2000). Πέρα από την 

εγκαθιδρυμένη σημασία των ογκογονικών εξαλλαγών στην ενδοκυτταρική 

σηματοδότηση, επίσης μεγάλη σημασία έχουν οι αλλαγές που συμβαίνουν στα 

μονοπάτια διακυτταρικής σηματοδότησης και ειδικότερα στα προχωρημένα στάδια της 

καρκινογένεσης (Csermely et al., 2016). Τα καρκινικά κύτταρα εκκρίνουν μια σειρά 

από ουσίες και εξωκυττάρια κυστίδια τροποποιώντας διάφορα είδη μη καρκινικών  

κύτταρων του οργανισμού, με τη σειρά τους τα τροποποιημένα αυτά κύτταρα 

εισέρχονται στο περιβάλλον του όγκου και εκκρίνουν παράγοντες που προστατεύουν 

τα καρκινικά κύτταρα από την κυτταροτοξική δράση του ανοσοποιητικού αλλά και 

ενεργοποιούν τον περεταίρω πολλαπλασιασμό τους δημιουργώντας έτσι έναν βρόγχο 

θετικής παρακρινούς ανατροφοδότησης. Το διακυτταρικό πλαίσιο αυτής της 

παρακρινούς σηματοδότησης μεταξύ καρκινικών κυττάρων και μη καρκινικών 

κυττάρων που βρίσκονται στο κοντινό περιβάλλον της εστίας του όγκου χαρακτηρίζετε 

ως το «καρκινικό μικροπεριβάλλον»  TME (tumor microenvironment). (Hanahan & 

Weinberg, 2011) (Biology of cancer chapter 13)  To ΤΜΕ χαρακτηρίζετε από έντονη 

αγγειογένεση, φλεγμονή και δεσμοπλασία δηλαδή συνεχή και έντονη αναδιαμόρφωση 

της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας extracellular matrix (ΕCM) (N. M. Anderson & 

Simon, 2020). 

     Οι πρώτες ισχυρές ενδείξεις για την σημασία του TME στα καρκινώματα 

σημειώθηκαν κατά την δεκαετία του 1960 ως αποτέλεσμα μιας πολύ βιοηθικά 

αμφιλεγόμενης μελέτης. Σε αυτή τη μελέτη πραγματοποιήθηκε αυτόλογη 

μεταμόσχευση καρκινικού ιστού βασικοκυτταρικού καρκινώματος του δέρματος σε 

άλλα σημεία του δέρματος των ίδιων ασθενών ακολουθούμενη από χειρουργική 

αποκοπή και μικροσκοπική ανάλυση των εστιών ανά τακτά χρονικά διαστήματα. Αξίζει 

να σημειωθεί οτι από τότε ήταν γνωστό ότι στο συγκεκριμένο είδος καρκινώματος οι 

συμπαγείς όγκοι περιέχουν μόνο καρκινικά κύτταρα. Βρέθηκε ότι όταν 

μεταμοσχεύθηκαν συμπαγής όγκοι αυτοί γρήγορα συρρικνώνονταν ενώ όταν 

μεταμοσχεύθηκαν οι όγκοι μαζί  με παρακείμενο ιστό τότε αυτοί αναπτυσσόταν 
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γρήγορα (Van Scott & Reinertson, 1961). Κατά την μικροσκοπική ανάλυση των 

πρώτων εστιών παρατηρήθηκε γενικευμένη νέκρωση ενώ κατά των δεύτερων αυτό 

δεν παρατηρήθηκε.  

 

Εικόνα 20. Ορθόλογη μεταμόσχευση καρκινικού ιστού βασικοκυτταρικού καρκινώματος του 
δέρματος με ή χωρίς περιβάλλοντα ιστό. Όταν μεταμοσχεύεται καρκινικός ιστός χωρίς το περιβάλλοντα 
ιστό αυτός γρήγορα καταπολεμείται, αντιθέτως όταν συμπεριληφθεί  περιβάλλοντας ιστός τότε η 
καρκινική εστία εξαπλώνεται γρήγορα(Van Scott & Reinertson, 1961). 

 Δύο από τα πορίσματα της παραπάνω μελέτης ήταν ότι ο παρακείμενος ιστός είναι 

απαραίτητος για την εξάπλωση του όγκου αλλά και ότι με κάποιο τρόπο αυτός 

«προστατεύει» τα καρκινικά κύτταρα. Τώρα πια είναι γνωστό ότι η συσσώρευση 

ογκογονικών μεταλλάξεων μεν είναι το αναγκαίο αλλά όχι αποκλειστικό γεγονός για 

την εξάπλωση του, ένα επίσης βήμα που είναι απαραίτητο για την εξάπλωση του 

όγκου είναι η τροποποίηση των περιβάλλοντων ιστών ώστε να μετατραπούν από 

εχθρικοί σε υποστηρικτικοί προς την ανάπτυξη του όγκου (Mbeunkui & Johann, 2009).  

Στο TME  συμμετέχουν, διάφορα είδη στρωματικών και κυττάρων του ανοσοποιητικού 

τα οποία δεν δρουν πάντα προς όφελος των καρκινικών κυττάρων, και μπορούν να 

διαχωριστούν περεταίρω σε τύπους κυττάρων που ευνοούν ή μπορεί να έχουν και 

ογκοκατασταλτική δράση ανάλογα με το στάδιο ή/και το είδος καρκίνου. Τα πιο καλά 

χαρακτηρισμένα είδη κύτταρων που συμμετέχουν στα ΤΜΕ των καρκινωμάτων είναι 

τα εξής:  

1) Τα Τ-βοηθητικά κύτταρα (Τreg). O φυσιολογικός ρόλος των Τreg είναι η 

αναστολή της ανοσοποιητικής απόκρισης εφόσον έχει καταπολεμηθεί επιτυχώς 

το αντιγόνο, έτσι  η σωστή λειτουργία των Τreg αποτελεί σημαντικό φραγμό για 

την εμφάνιση της αυτοανοσίας.(C. Li et al., 2020) Τα καρκινικά κύτταρα 
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προκαλούν τη διαφοροποίηση των Τ-βοηθητικών σε Τreg στο TME αλλά και 

την στρατολόγηση  σε ιστούς που στοχεύονται για μετάσταση. (Huppert et al., 

2022) Η εγκαθίδρυση των Τreg έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 

στρατολόγησης και ενεργοποίησης των Τ–κυτταροτοξικών και των ΝΚ 

κυττάρων προς την καταστροφή των καρκινικών κυττάρων, αποκτώντας έτσι 

αντίσταση στην κυτταροτοξική ανοσοαπόκριση του οργανισμού. Η 

ενεργοποίηση των Τreg προκαλείτε από την έκκριση των  χημειοκινών CCR4‐

CCL17/22, CCR8‐CCL1, CCR10‐CCL28, και CXCR3‐CCL9/10/11 από τα 

καρκινικά κύτταρα, ενώ η τοπικά ανοσοκατασταλτική δράση των Τreg οφείλετε 

στην έκκριση IL-10, TGF-b και IL-35. (Ohue & Nishikawa, 2019) (Mirlekar, 

2022) H συσσώρευση των Treg στους όγκους είναι ένας ισχυρός δείκτης για 

την κακή πρόγνωση των καρκινωμάτων (J.-H. Kim et al., 2020). 

2) Τα μακροφάγα τύπου Μ2, τα οποία όταν συσσωρεύονται στο ΤΜΕ 

επονομάζονται και ως καρκινικά μακροφάγα tumor associated macrophages 

(TAM).  Ο φυσιολογικός ρόλος των μακροφάγων είναι η φαγοκυττάρωση των 

παθογόνων και η αντιγονοπαρουσίαση προς την ενεργοποίηση της ειδικής 

ανοσίας. Τα μακροφάγα προέρχονται από τα μη πλήρως διαφοροποιημένα Μ0 

μακροφάγα το οποία μπορούν να ενεργοποιηθούν προς τα Μ1 ή Μ2 

μακροφάγα ανάλογα με τις κυτταροκίνες και αυξητικούς παράγοντες που 

προσλαμβάνουν από τα γειτονικά κύτταρα.(Solinas et al., 2009) Τα Μ0 

μακροφάγα διαφοροποιούνται προς Μ1 από την ιντερφερόνη-γ και έχουν  

αντικαρκινική δράση. Τα Μ1 μπορούν να φαγοκυτταρώσουν καρκινικά κύτταρα 

αλλά και να εκκρίνουν IL-2 και TNF-A που έχει ως αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση και τη στρατολόγηση των Τ-κυτταροτοξικών και ΝΚ κυττάρων. 

Αντιθέτως τα Μ0 μακροφάγα διαφοροποιούνται προς Μ2 από τις  IL-4, IL-10 

και IL-13. Τα Μ2 μακροφάγα όταν εισέλθουν στον όγκο εκκρίνουν κυτοκίνες 

όπως οι: IL-6, IL-8 και IL-10 , μεταλλοπρωτεάσες και ROX. (Z. He & Zhang, 

2021) Οι κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα Μ2 αναστέλλουν την  

διαφοροποίηση των Μ0 μακροφάγων προς Μ1 αλλά και την στρατολόγηση 

άλλων κυττάρων του ανοσοποιητικού που έχουν αντικαρκινική δράση όπως τα 

Τ-κυτταροτοξικά και τα ΝΚ, ενώ οι μεταλλοπρωτεάσες ενεργοποιούν την 

αγγειογένεση (Y. Pan et al., 2020). H αυξημένη διείσδυση των Μ2 στους όγκους 

των καρκινωμάτων συνδέετε κακή πρόγνωση και σημαντικά αυξημένο κίνδυνο 

για εμφάνιση μεταστατικής νόσου (Q. Zhang et al., 2012). 
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3) Τα ενδοθηλιακά κύτταρα. Tα ενδοθηλιακά κύτταρα καλύπτουν τον αυλό 

των αιμοφόρων αγγείων και λεμφαγγείων και αποτελούν φραγμό για το πλάσμα 

του αίματος, τα κύτταρα αίματος και τη λέμφο, επίσης ρυθμίζουν την ανταλλαγή 

θρεπτικών ουσιών και αποβλήτων. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα μπορούν να 

εκκρίνουν μια σειρά από ένζυμα και αυξητικούς παράγοντες προς τη ρύθμιση  

της αγγειακή χαλάρωσης και συστολής, της πήξης του αίματος, αλλά και τη 

ρύθμιση της διαπερατότητας των εκάστοτε αγγείων σε κύτταρα του 

ανοσοποιητικού.(Michiels, 2003) Τα ενδοθηλιακά κύτταρα αποτελούν τους 

τελεστές της νεοαγγειογένεσης σε καρκινικούς όγκους. Η υποξία που 

προκαλείτε σε όγκους καρκινωμάτων που έχει φτάσει τα 2 κυβικά εκατοστά 

προκαλεί την πυροδότηση των μονοπατιών του ΗIF που έχει ως αποτέλεσμα 

την έκκριση PDGF, και κυρίως VEGF από τα καρκινικά κύτταρα προς την 

ενεργοποίηση και τη στρατολόγηση των ενδοθηλιακών κυττάρων in situ. Αφού 

στρατολογηθούν αυτά επίσης εκκρίνουν PDGF και VEGF  πολλαπλασιάζοντας 

το προαγγειογενετικό σήμα και στη συνέχεια αυτά σχηματίζουν άτακτα λεπτά 

αγγεία που είναι πολύ πιο διαπερατά σε σχέση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά, 

αυτά τα αγγεία χρησιμεύουν στην τροφοδότηση του όγκο με θρεπτικά στοιχεία. 

Σε προχωρημένα στάδια της αγγειογένεσης και εφόσον υπάρξει έντονη και 

παρατεταμένη απελευθέρωση TGF-b στο ΤΜΕ τα κύτταρα αυτά μπορούν να 

μετατραπούν σε ένα καρκινικούς ινοβλάστες μέσω ενδοθηλιακής προς 

μεσεγχηματικής μετάπτωσης (endothelial to mesenchymal transition endoMT) 

(Jiang et al., 2020) (Nagl et al., 2020).  

4) Καρκινικοί ινοβλάστες ή καρκινικοί μυοινοβλάστες cancer associated 

fibroblasts (CAF). Οι καρκινικοί ινοβλάστες αποτελούν ίσως το πιο πολυπληθές 

είδος κυττάρων που απαντώνται στο ΤΜΕ των καρκινωμάτων, και κατέχουν 

πρωταρχικό ρόλο στην ανάπτυξη της δεσμοπλασίας. Οι CAF προέρχονται 

κυρίως από τη διαφοροποίηση των ινοβλαστών αλλά επίσης μπορούν να 

προέλθουν από την διαφοροποίηση των, μεσεγχυματικών βλαστοκυττάρων, 

και κυττάρων του μυελού των οστών, επίσης μπορούν να προέλθουν από τη 

δια-διαφοροποίηση (trans-differentiation) των λιποκυττάρων, επιθηλιακών 

κυττάρων και  ενδοθηλιακών κυττάρων μεταξύ πολλών άλλων.(Shiga et al., 

2015) Οι ινοβλάστες είναι μεσεγχυματικά πρόδρομα κύτταρα με κύριο ρόλο τη 

σύνθεση και οργάνωση της εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας. Οι ινοβλάστες 

αποτελούν τα πιο πολυπληθή είδη  κυττάρων του συνδετικού ιστού και παίζουν 
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κρίσιμο ρόλο στην επούλωση πληγών (Plikus et al., 2021).  Όταν προκληθεί 

πληγή σε κάποιον ιστό οι ινοβλάστες μεταναστεύουν χημειοτακτικά προς την 

εστία της κάκωσης ακολουθώντας την βαθμίδωση αυξητικών παραγόντων που 

απελευθερώνονται από την πληγή όπως οι PDGF, VEGF, TNF-A, και κυρίως 

TGF-b μεταξύ πολλών άλλων (Darby & Hewitson, 2007).  Όταν φτάσουν στην 

εστία ενεργοποιούνται περεταίρω και διαφοροποιούνται προς μυοινοβλάστες. 

Οι μυοινοβλάστες παρουσιάζουν σημαντική αύξηση του ρυθμού παραγωγής 

και διαμόρφωσης της εξωκυττάριας ουσίας αλλά και αυξημένη έκκριση 

κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων, αυτά τα χαρακτηριστικά είναι 

απαραίτητα για την επούλωση της πληγής. Οι μυοινοβλάστες  διαμορφώνουν 

την εξωκυττάρια ουσία (ECM) εναποθέτοντας διάφορα είδη κολλαγόνου, 

πρωτεογλυκάνες, ελαστίνη, φιμπρονεκτίνη και λαμινίνες ενώ παράλληλα 

οργανώνουν  το πλέγμα που συντελεί το ECM μέσω της δράσης ενζύμων όπως 

οι μεταλλοπρωτεάσες και οι οξειδάσες λυσίνης (Hinz, 2016; Plikus et al., 2021). 

Οι οξειδάσες λυσίνης ενώνουν ομοιοπολικά τα συστατικά του ECM ενώ οι 

μεταλλοπρωτεάσες υδολύουν το πλέγμα. Η κατευθυνόμενη εναπόθεση του  

ECM στην εστία της πληγής μέσω της δράσης των παραπάνω εκκρινόμενων 

ουσιών έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία του φυσικού φραγμού που αποτελεί 

το μέσο επούλωσης της πληγής.(Darby & Hewitson, 2007) (Klingberg et al., 

2013) Επίσης οι μυοινοβλάστες εκκρίνουν μια μεγάλη ποικιλία κυτοκινών και 

αυξητικών παραγόντων όπως οι TGF-b,  IGF-II, CTGF, IL-33, IL-1, IL-6  για την 

προσέλκυση κυττάρων της μη ειδικής ανοσίας και ιδιαιτέρως των μακροφάγων, 

αλλά και για την ενεργοποίηση της αγγειογένεσης (Bomb et al., 2016; Hinz, 

2016) (Bomb et al., 2016; Hinz, 2016). Οι δύο τελευταίες δράσεις των 

μυοινοβλαστών είναι απαραίτητες για την έγκαιρη καταπολέμηση παθογόνων 

που έχουν εισέλθει στην πληγή αλλά και για την ενεργοποίηση της ταχείας 

κυτταρικής διαίρεση που είναι απαραίτητη για την ανάπλαση των ιστών που 

έχουν υποστεί φθορά.  Όταν ολοκληρωθεί η επούλωση τότε οι μυοινοβλάστες 

οδηγούνται σε απόπτωση ή πιο σπάνια σε αποδιαφοροποιούνται στα αρχικά 

κύτταρα από τα οποία προήλθαν. Το κύριο σήμα για αυτή την λήξη της δράσης 

των μυοινοβλαστών είναι η ελάττωση της τοπικής συγκέντρωσης των 

παραγόντων που ευθύνονται για την ενεργοποίησή τους (Kulasekaran et al., 

2009). 
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      Τα καρκινικά κύτταρα ξεγελούν το σύστημα  επούλωσης πληγών κυρίως 

με την ανεξέλεγκτη και ασταμάτητη έκκριση των κυττοκινών που αναγράφηκαν 

παραπάνω και κυρίως του TGF-b που είναι και ο πιο ισχυρός ενεργοποιητής 

των ινοβλαστών. Ως απόκριση σε αυτούς τους παράγοντες οι  ινοβλάστες 

αναγνωρίζουν τους όγκους ως σημεία που υπάρχει πληγή με αποτέλεσμα την 

μετατροπή τους σε καρκινικούς ινοβλάστες οι οποίοι με τη σειρά τους 

δημιουργούν πυκνά δίκτυα ECM, ενεργοποιούν την αγγειογένεση και 

τροφοδοτούν  τα καρκινικά κύτταρα  με αυξητικούς παράγοντες (Kalluri & 

Zeisberg, 2006). Σε αντίθεση με την φυσιολογική διαδικασία επούλωσης 

πληγών όπου η έκκριση TGF-b και φλεγμονωδών κυτοκινών σταματάει με το 

που ολοκληρωθεί η επούλωση, η έκκριση αυτών των παραγόντων δεν 

σταματάει ποτέ και μάλιστα αυξάνεται με την πρόοδο της καρκίνου με 

αποτέλεσμα την εγκαθίδρυση της φλεγμονής και δεσμοπλασίας στις εστίες του 

όγκου (Tao et al., 2017).  

 
Εικόνα 21. Σχηματική αναπαράσταση του μικροπεριβάλλοντος των καρκινωμάτων. Η έκκριση 

αυξητικών παραγόντων και κυτοκινών από τα καρκινικά κύτταρα οδηγεί στην ενεργοποίηση και 
στρατολόγηση ινοβλαστών, ενδοθηλιακών κυττάρων αλλά και κυττάρων του ανοσοποιητικού στην εστία 
του όγκου (Yuan et al., 2016). 
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1.8 Εξωσώματα και εξωκυττάρια κυστίδια 

  Η πρώτη παρατήρηση των εξωκυττάριων κυστιδίων έγινε τη δεκαετία του 1960 

από τον Peter Wolf. Στις μελέτες του παρατήρησε ότι εμφανιζόταν ένα ίζημα που 

έμοιαζε με ψιλή σκόνη ως αποτέλεσμα της υπερφυγοκέντρηση ορού ασθενών, αυτό 

το ίζημα το ονόμασε “platelet dust” αυτός ο όρος είχε δοθεί τότε σύμφωνα με την 

υπόθεση του Wolf ότι προερχόταν από την διάσπαση των αιμοπεταλίων κατά την 

πήξη του αίματος (Wolf, 1967). Ο όρος εξώσωμα (exosome) αναφέρθηκε πρώτη φορά 

το 1987 από τη Rose Johnstone, για να περιγράψει το σύνολο των μεμβρανικών 

κυστιδίων που έχουν διάμετρο 50-250 νανόμετρα και προέρχονται από την 

εξωκύττωση συστατικών των  ενδοσωμάτων. Το συμπέρασμα αυτό προέκυψε από 

την μελέτη της στην διαφοροποίηση των δικτυοκυττάρων προς ερυθροκύτταρα. Τα 

αποτελέσματά της έδειξαν ότι ο  υποδοχέα της τρανσφερίνης (TfR), απελευθερώνετε 

από τα δικτυοκύτταρα μέσω των  εξωσωμάτων στον εξωκυττάριο χώρο, δείχνοντας 

έτσι ότι τα εξωσώματα αποτελούν ίσως αποτελούν ένα μέσο απέκκρισης πρωτεϊνών 

που δεν χεριάζετε το κύτταρο (B.-T. Pan & Johnstone, 1983). Η αρχική λειτουργεία 

που ανατέθηκε στα εξωσώματα ήταν η απέκκριση άχρηστων βιομορίων (Rieu et al., 

2000). Τώρα πιά είναι γνωστό ότι τα εξωκυτταρικά κυστίδια (EVs, extracellular 

vesicles) αποτελούν νανοσωματίδια που απελευθερώνονται από ζωντανά κύτταρα, 

οριοθετούνται από λιπιδιακή διπλοστιβάδα, και δεν έχουν την ικανότητα 

διπλασιασμού.(Zaborowski et al., 2015) Τα εξωσώματα λοιπών αποτελούν ένα είδος 

εξωκυττάριων κυστιδίων που έχουν διάμετρο 30 έως 200 nm  πυκνότητα μεταξύ 1,13 

και 1,19 g / mL, και απεικονίζονται ως πεπλατυσμένες σφαίρες όταν εξετασθούν με 

ηλεκτρονιακή μικροσκοπία.(Edgar, 2016) Αυτό το είδος εξωκυττάριων κυστιδίων 

προέρχεται από την σύντηξη των πολυκυστιδικών σωματίων (ΜVB) με την 

πλασματική μεμβράνη και  μπορεί να φέρει μια μεγάλη ποικιλία βιομορίων, DNA, 

mRNA, όλα τα είδη ncRNA, λιπίδια, πρωτεΐνες και ποικίλους μεταβολίτες. (Pathan et 

al., 2019) Το μοριακό φορτίο των εξωσωμάτων δεν είναι τυχαίο αλλά καθορίζετε με 

ακρίβεια από το κύτταρο που θα τα εκκρίνει, και έτσι η ενεργητική κατανομή του 

εξωσωμικού φορτίου υπόκειται σε πολύ στενή ρύθμιση. (Wei et al., 2021) Η 

απορρύθμιση αυτής της διαδικασίας έχει πρόσφατα δειχθεί ότι παίζει κρίσιμο ρόλο στη 

δημιουργία του ΤΜΕ και έχει αιτιώδη σχέση για την εμφάνιση μεταστατικής νόσου και 

ειδικότερα στον τον καθορισμό του ιστού που θα εποικιστεί προς τη δημιουργία 

μεταστατικών εστιών (Jin et al., 2022). Τα εξωσώματα σε φυσιολογικές συνθήκες 
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τελούν δύο βιολογικούς ρόλους, αποτελούν μέσα διακυτταρικής επικοινωνίας οπού 

μεταφέρουν το φορτίο τους σε κάποιο απομακρυσμένο ιστό ή  κύτταρο διαμέσου της 

κυκλοφορίας, η εισαγωγή του εξωσωμικού φορτίου στον ιστό στόχο αποτελεί το σήμα. 

Επίσης σε μερικές περιπτώσεις τα εξωσώματα πράγματι χρησιμοποιούνται ως μέσο 

απέκκρισης βιομορίων που είναι  άχρηστα ή τοξικά για συγκεκριμένα κύτταρα σε μια 

δεδομένη  κατάσταση. (Gurunathan et al., 2021; Vidal, 2019). 

1.8.1 Ο μηχανισμός βιογένεσης και καθορισμού του μοριακού φορτίου των 
εξωσωμάτων. 

Η βιοσύνθεση των εξωσωμάτων ξεκινά από τoν σχηματισμό των ενδοσωμάτων. 

Κατά τον σχηματισμό των ενδοσωμάτων ένα μέρος της πλασματικής μεμβράνης 

εγκολπώνεται προς το κυτταρόπλασμα δημιουργώντας μία σφαιρική δομή που 

εισέρχεται στο κυτταρόπλασμα. Τα ενδοσώματα στη συνέχεια αποκόπτονται και 

εισέρχονται στο κυτταρόπλασμα ως πρώιμα ενδοσώματα διαλογής (early sorting 

endosomes) ESE.  Στη συνέχεια πραγματοποιείτε μια σειρά εγκολπώσεων στην 

μεμβράνη των ESE και έτσι σχηματίζονται τα ενδοαυλικά κυστίδια (interluminal 

vesicles) ILV  εντός των ενδοσωμάτων διαλογής,  η παραγόμενη δομή που συνιστάται 

από το ενδόσωμα διαλογής που εμπεριέχει πολλαπλά ενδοαυλικά κυστίδια ονομάζετε 

πολυκιστιδιακό σώμα (multivesicular body) MVB (Piper & Katzmann, 2007) (Xie et al., 

2022). Στη συνέχεια τα MVB μπορούν να ακολουθήσουν δύο πορείες, τη σύντηξη τους 

με την πλασματική μεμβράνη που έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση των 

ώριμων ενδοαυλικών κυστιδίων στον εξωκυττάριο χώρο σαν εξωσώματα ή τη σύντηξη  

με  λυσσώσωμα ώστε να καταστραφούν.(Xie et al., 2022). Ο ορισμός και το 

πακετάρισμα του εξωσωμικού φορτίου κατά κανόνα καθορίζετε στο στάδιο της 

δημιουργίας των ενδοαυλικών κυστιδίων (Wei et al., 2021). To πακετάρισμα του 

φορτίου μπορεί να πραγματοποιηθεί με δύο μηχανισμούς, τον ESCRT εξαρτώμενο 

και ESCRT ανεξάρτητο. Ο ESCRT ανεξάρτητος μηχανισμός δεν είναι καλά 

χαρακτηρισμένος, οι δύο μηχανισμοί δεν είναι αποκλειστικοί και  έτσι μπορούν να 

λειτουργούν παράλληλα (Han et al., 2022). Κατά τον ESCRT ανεξάρτητο τρόπο, το 

φόρτωμα των εξωσωμάτων αποτελεί μια παθητική διεργασία που εξαρτάται 

αποκλειστικά με τη συγγένεια των βιομορίων προς μεταφορά με το κεραμίδιο που 

βρίσκετε συγκεντρωμένο στο εσωτερικό των ILV (Trajkovic et al., 2008) . Ο ESCRT 

εξαρτώμενος μηχανισμός τελείται από ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο που ονομάζεται 

ενδοσωμικό συμπλέγματα διαλογής που απαιτείται για τη μεταφορά (endosomal 
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sorting complex required for transport) ESCRT. Το ESCRT χωρίζεται σε 4 επιμέρους 

υπομονάδες, ESCRT-0, ESCRT-Ι, ESCRT-ΙΙ και ESCRT-ΙΙΙ. Εκτός του ESCRT 

εξαρτώμενου μονοπατιού, κύριο ρόλο στη διαλογή και το πακετάρισμα του 

εξωσωμικού φορτίου παίζουν οι πρωτεΐνες VTA1 (vesicle trafficking 1), VPS4 

(vacuolar protein sorting-associated protein  και της TSG-101 (tumor susceptibility 

gene 101 protein). Κατά την ESCRT εξαρτώμενη διαλογή και μεταφορά του 

εξωσωμικού φορτίου στα ILV, οι υπομονάδες ESCRT-0,-Ι και ΙΙ αναγνωρίζουν μέσω 

των επιτόπων αναγνώρισής τους τα χαρακτηριστικά μοτίβα σουμουλίωσης και 

ουβικιτινίωσης που φέρουν οι πρωτεΐνες που έχουν σημανθεί για να φορτωθούν στα 

εξωσώματα (Y. Chen et al., 2021, p. 21). Η διαλογή των non-coding RNAs 

πραγματοποιείτε έμμεσα με την πρόσδεσή τους σε RNA-προσδεόμενες πρωτεΐνες 

που έχουν σημανθεί όπως τα ετερογενή ριβονουκλεοπρωτεινικά σύμπλοκα 

(hnRNPs). Tα hnRNPs και κυρίως τα hnRNPA2B1, hnRNPH1 και hnRNPM διαθέτουν 

έναν επίτοπο EXOmotif που αναγνωρίζει συγκεκριμένες χαρακτηριστικές αλληλουχίες 

στα ncRNA και προσδένετε σε αυτά, στη τα συνέχεια τα σύμπλοκα hnRNP-ncRNA 

μεταφέρονται στα ILV μέσω των σουλουλυωμένων επιτόπων των τελευταίων. Η 

σηματοδότηση για την επιλογή ή την απόκλιση συγκεκριμένων ncRNA από τα hnRNP 

ακόμα δεν είναι γνωστή και αποτελεί πεδίο έντονης έρευνας (Janas et al., 2015) (Xie 

et al., 2022). Με την πρόσδεση των βιομορίων που θα αποτελέσουν το εξωσωμικό 

φορτίο από τα σύμπλοκα ESCRT αυτά συνοδεύονται εντός των νεοσυντιθέμενων ILV 

ενάντια στη διαβάθμιση συγκέντρωσής τους με τη δαπάνη ATP που καταλύεται από 

μια σειρά από ΑΑΑ-ATPάσες και κυρίως από την vPS4. To σήμα για τη σηματοδότηση 

του τέλους της διαδικασίας φορτώματος δεν είναι γνωστό, αλλά αφού ολοκληρωθεί 

αυτό το στάδιο, τότε δρα η υπομονάδα ESCRT-III αποκόπτοντας τα ILV και 

απελευθερώνοντάς τα στο εσωτερικό των MVB. Στη συνέχεια τα MVB προσδένονται 

σε στοιχεία του κυτταροσκελετού και ρυμουλκούνται ενεργητικά προς την πλασματική 

μεμβράνη μέσω της δράσης μοριακών κινητήρων (δυνεΐνες, κινεσίνες) σε συνεργασία 

με μικρές GTPases όπως τα μέλη της οικογένειας Rab και ειδικότερα τις 

Rab11,Rab35, Rab27a, Rab27b (Hessvik & Llorente, 2018; Xu et al., 2023) . Όταν τα 

MVB φτάσουν στην κυτταρική μεμβράνη τότε δρουν οι πρωτεΐνες SNARE προς την 

σύντηξη του MVB με την κυτταρική μεμβράνη και απελευθέρωση των ΙLV στον 

εξωκυττάριο χώρο, όταν αυτά απελευθερωθούν τότε ορίζονται πια ως εξωσώματα.  
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Εικόνα 22. Σχηματική απεικόνιση των κυρίων σταδίων βιογένεσης των εξωσωμάτων.  Μέρος της 
πλασματικής μεμβράνης εγκολπώνεται, αποκόπτεται και εισέρχεται στο κυτταρόπλασμα ως   πρώιμο 
ενδόσωμα, η μεμβράνη του ενδοσώματος εγκολπώνεται αποκόπτεται και εισέρχεται στο ενδόσωμα 
σχηματίζοντας τα ενδοαυλικά κυστίδια. Η σύντηξη του ενδοσώματος με την κυτταρική μεμβράνη οδηγεί 
στην απελευθέρωση των ενδοαυλικών κυστιδίων ως εξωσώματα, ενώ η σύντηξή του με το λυσόσωμα 
οδηγεί στην καταστροφή τους. ESE(Krylova & Feng, 2023) 

 

Εικόνα 23. Απεικόνιση των κυρίων σταδίων βιογένεσης των εξωσωμάτων με ηλεκτρονιακή 
μικροσκοπία (Edgar, 2016) 
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1.8.2 Το μοριακό φορτίο των εξωσωμάτων 

Με βάση τα προηγούμενα είναι ξεκάθαρο ότι το μοριακό φορτίο των εξωσωμάτων 

είναι υπό τον έλεγχο των κυττάρων που τα εκκρίνουν, αυτό έχει ως αποτέλεσμα τον 

εμπλουτισμό τους σε συγκεκριμένα είδη βιομορίων. Η βάση δεδομένων ExoCarta 

περιέχει αποτελέσματα από τρανσκριπτομικές, πρωτεομικές και λιπιδομικές 

αναλύσεις των μοριακών φορτίων εξωσωμάτων, που  προέρχονται από κυτταρικές 

σειρές και βιολογικά υγρά. Σύμφωνα με την πρόσφατη ενημέρωση της ExoCarta 

(Ιούλιος 2023) έχουν αναγνωριστεί 41860 πρωτεΐνες, 4946 mRNA, 2838 miRNA και 

1116 λιπίδια που μπορούν να αποτελούν μέρος του εξωσωμικού φορτίου 

(Keerthikumar et al., 2016).  Αν και ο καθορισμός του εξωσωμικού φορτίου ποικίλει  

μεταξύ άλλων, ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο από τον οποίο εκκρίνονται, τον ιστό 

στον οποίο εντοπίζετε το κύτταρο που τα εκκρίνει, το αναπτυξιακό στάδιο  αλλά και 

την εμφάνιση ασθένειας, υπάρχουν πρωτεΐνες που είναι εμπλουτισμένες στα 

εξωσώματα ανεξάρτητα από τους παραπάνω παράγοντες και παίζουν ρόλο στη 

βιοσύνθεσή,  στον καθορισμό του φορτίου, αλλά και στην κυτταρική στόχευση των  

εξωσωμάτων(Logozzi et al., 2020) (Théry et al., 2018). Οι πρωτεΐνες αυτές μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για τον χαρακτηρισμό αλλά και την πιστοποίηση της επιτυχίας 

της απομόνωσης των εξωσωμάτων και έχουν επονομαστεί ως εξωσωμικοί δείκτες ή 

και εξωσωμικές προτεΐνες  (exosome markers)  οι πρωτεΐνες αυτές ανήκουν  στις εξής 

κατηγορίες (Y. Zhang et al., 2019):  

I. Πρωτεΐνες μεταφοράς διαμέσου μεμβρανών και πρωτεΐνες που σχετίζονται με 

τη σύντηξη, όπως οι αννεξίνες, οι Rab-GTPases (σχετιζόμενες με τη Ras 

πρωτεΐνη GTPase Rab), η φλοτιλλίνη -1 και -2 

II. Πρωτεΐνες  αντίστασης σε θερμικού σοκ, πρωτεΐνες συνοδοί (HSP70, HSP90)  

III. Τετρασπανίνες (CD9, CD63, CD81, CD82)  

IV. Μόρια κυτταρικής προσκόλλησης (ICAM-1, ιντεγκρίνες) 

V. Πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη  βιογένεση των εξωσωμάτων (ESCRT, ALIX, 

TSG-101) 

Όσον αφορά στα λιπίδια που είναι εμπλουτισμένα στα εξωσώματα οι μεμβράνες 

τους είναι εμπλουτισμένες σε κεραμίδια, σφιγγομυελίνη, χοληστερόλη, 

φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη, φωσφατιδυλοσερίνη, λυσοφωσφολιπίδια (Donoso‐

Quezada et al., 2021). Επίσης στο ριβονουκλεϊκό φορτίο  των εξωσωμάτων, έχουν 

βρεθεί όλες οι κατηγορίες μη κωδικών RNA όπως τα miRNA, circRNA, lncRNA, tRNA, 
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snRNA, Y-RNA, αλλά και mRNA τα οποίο συνήθως βρίσκεται σε θραύσματα και όχι 

ολόκληρο. Όλα τα ριβονουκλεικά οξέα διατηρούν τη λειτουργία τους εφόσον 

μεταφερθούν μέσω εξωσωμάτων στο κύτταρο ή ιστό στόχο (Sadik et al., 2018). Τα 

εξωσώματα έχουν βρεθεί ότι μπορούν να  μεταφέρουν  γενωμικό, ιικό αλλά και 

μιτοχονδριακό DNA Ο μηχανισμός διαλογής του DNA στα εξωσώματα είναι  άγνωστος 

(Elzanowska et al., 2021). 

 

Εικόνα 24. Το μοριακό φορτίο των εξωσωμάτων.(Rodrigues et al., 2020) 

1.8.3 Κυτταρική στόχευση και πρόσληψη των εξωσωμάτων 

Η έκκριση εξωσωμάτων έχει ως κύριο σκοπό την μετάβαση εξαιρετικά περίπλοκων 

μηνυμάτων σε κοντινά ή απομακρυσμένα κύτταρα (Y. Zhang et al., 2019). Όταν τα 

εξωσώματα εκκρίνονται τότε απελευθερώνονται  στον εξωκυττάριο χώρο και διαμέσου 

της κυκλοφορίας ή/και του λεμφικού συστήματος μπορούν να φτάσουν σε 
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οποιοδήποτε ιστό και να ενεργοποιήσουν συγκεκριμένα και προκαθορισμένα είδη 

κυττάρων (Kalluri & LeBleu, 2020). Επίσης τα εξωσώματα μπορούν να περάσουν τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό (Abdelsalam et al., 2023). Η διαδικασία μετανάστευσης 

μέσα στο σώμα είναι ένα ξεκάθαρα στοχαστικό φαινόμενο μιας και τα εξωσώματα δεν 

διαθέτουν κανένα μηχανισμό κίνησης. Η ειδική αναγνώρηση και πρόσδεση των 

εξωσωμάτων στα κύτταρα στόχους μοιάζει πολύ με τον ιικό μηχανισμό αναγνώρισης 

του κυττάρου ξενιστή και οφείλεται κυρίως στην συγγένεια μεταξύ των εξωσωματικών  

(ΙCAM, tetraspanins, λεκτίνες, ιντεγκρίνες κ.α) και κυτταρικών διαμεμβρανικών 

πρωτεϊνών αλλά και την συγγένεια μεταξύ λιπιδιακών δομών που βρίσκονται στις 

επιφάνειες των κυττάρων και εξωσωμάτων (Myint et al., 2020) (Paolillo & Schinelli, 

2017). Η στόχευση λοιπόν των εξωσωμάτων από το κύτταρο δότη προς ένα 

συγκεκριμένο ιστό δέκτη  γίνετε μέσω του ελέγχου των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών 

και της λιπιδιακής σύστασης των εξωσωμάτων που θα εκκριθούν. Όταν το εξώσωμα 

προσδεθεί αρκετά ισχυρά στην επιφάνεια του κυττάρου τότε μπορεί να μεταδώσει το 

σήμα αφότου απελευθερώσει το περιεχόμενό του στο εσωτερικό του κυττάρου στόχου 

(J. He et al., 2022). Ένας ακόμα τρόπος μεταγωγής σήματος μέσω εξωσωμάτων 

αποτελεί την ενεργοποίηση των κυτταρικών υποδοχέων από προσδέτες που 

βρίσκονται στην εξωσωμική μεμβράνη (Buzás et al., 2018). Τα εξωσώματα 

εισέρχονται στα κύτταρα-δέκτες μέσω διαφόρων μηχανισμών ενδοκυττάρωσης όπως 

η μακροπινοκυττάρωση, φαγοκύτωση αλλά και μέσω σύντηξης της εξωσωμικής και 

πλασματικής μεμβράνης(McKelvey et al., 2015). Τα εξωσώματα όταν εισαχθούν στο 

κυτταρόπλασμα επανεισάγονται στην ενδοσωμική πορεία ως ILV. Το περιεχόμενό 

τους μπορεί να απελευθερωθεί στο κυτταρόπλασμα κατά το στάδιο του σχηματισμού 

του MVB, εναλλακτικά μπορούν να εκκριθούν εκ νέου κατά την σύντηξη του MVB με 

την μεμβράνη ή να καταστραφούν κατά την σύντηξη του  MVB με κάποιο λυσώσωμα. 

Τα μηνύματα που μεταφέρονται μέσω εξωσωμάτων με αυτό τον μηχανισμό  είναι πολύ 

πιο πολύπλοκα από τα αντίστοιχα που μεταδίδονται μέσω ορμονών αλλά και 

αυξητικών παραγόντων. Αυτό ισχύει γιατί  το εξωσωμικό φορτίο περιέχει πολλά και 

διαφορετικά είδη βιομορίων που μπορούν να επηρεάσουν πολλαπλά μονοπάτια αλλά 

και να παρεμβούν σε όλα τα επίπεδα  της γονιδιακής έκφρασης (Gurunathan et al., 

2021). 
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Εικόνα 25. Μηχανισμοί διακυτταρικής επικοινωνίας μέσω εξωσωμάτων. Το miRNA που αποτελεί 
το μήνυμα διαλέγεται ενεργητικά στα ενδοαυλικά κυστίδια και απελευθερώνεται ως μέρος του 
εξωσωμικού φορτίου. Τα κύτταρα δέκτες προσλαμβάνουν τα εξωσώματα μέσω της ενδοκύτωσης ή 
σύντηξης της εξωσωμικής και της κυτταρικής μεμβράνης  . Η πρόσδεση εξωσωματικών  
διαμεμβρανικών πρωτεϊνών σε κυτταρικούς υποδοχείς επίσης μπορεί να ενεργοποιείσει κυτταρικά 
μονοπάτια μεταγωγής σήματος. (Dilsiz, 2020) 

1.8.4   Ο ρόλος των εξωσωμάτων στον καρκίνο. 

 Κατά την πρόοδο της ογκογένεσης τα καρκινικά κύτταρα ανακτούν τον έλεγχο των 

μηχανισμών βιογένεσης, διαλογής του μοριακού φορτίου και κυτταρικής  στόχευσης 

των εξωσωμάτων. Η τροποποίηση αυτών των μηχανισμών έχει ως αποτέλεσμα τον 

αυξημένο ρυθμό έκκρισης εξωσωμάτων,  και την πρόκληση σημαντικών ποιοτικών και 

ποσοτικών  αλλαγών στο εξωσωμικό φορτίο, για παράδειγμα η υπερενεργοποίηση 

του ογκογονιδίου K-Ras έχει ως αποτέλεσμα τον εμπλουτισμό των εξωσωμάτων στα 

miRNA της οικογένειας mir-100 (Cha et al., 2015). Επίσης τα εξωσώματα  που 

εκκρίνονται από τα καρκινικά κύτταρα (tumor derived exosomes, TDE) διαφέρουν στα 

επιφανειακά μόρια που φέρουν σε σχέση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά και έτσι 

μπορούν να προσδεθούν σε διαφορετικά είδη κυττάρων (Castillo et al., 2018) (Smyth 

et al., 2015). Αυτά τα επίκτητα γνωρίσματα των καρκινικών κυττάρων τους δίνουν την 

ιδιότητα να χρησιμοποιούν τα TDE για να πυροδοτήσουν τη δημιουργία του TME, αυτό 

το καταφέρνουν εκκρίνοντάς εξωσώματα που στοχεύουν και συνδέονται ειδικά σε 

στρωματικά κύτταρα και κύτταρα του ανοσοποιητικού και τα τροποποιούν. Με την 

δημιουργία του ΤΜΕ (αλλά και ίσως κατά τη διάρκεια της εγκαθίδρυσής του), τα 

τροποποιημένα στρωματικά και κύτταρα του ανοσοποιητικού εκκρίνουν εξωσώματα 

ως απόκριση στην πρόσληψη των TDE, τα οποία με τη σειρά τους μπορούν να 

προσληφθούν και να τροφοδοτήσουν τα καρκινικά κύτταρα του όγκου ή να 
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τροποποιήσουν άλλα περιφερειακά κύτταρα, δημιουργώντας έτσι ένα βρόγχο θετικής 

ανατροφοδότησης. (Maia et al., 2018) . Αξίζει να σημειωθεί οτι όπως και τα TDE τα 

εξωσώματα που εκκρίνονται από τα τροποποιημένα κύτταρα του ΤΜΕ διαφέρουν 

σημαντικά με τα αντίστοιχα φυσιολογικά. Έτσι λοιπών είναι κατανοητό ότι εκτός από 

αυξητικούς παράγοντες και κυτταροκίνες τα εξωσώματα επίσης συμμετέχουν στην 

τροφική παρακρινή σηματοδότηση προς τον σχηματισμό και των ΤΜΕ στα 

καρκινώματα (Jin et al., 2022; Maia et al., 2018). 

1.8.4.1 Τα εξωσώματα που εκκρίνονται από τα καρκινικά κύτταρα 
ενεργοποιούν την ΕΜΤ 

Στην πλειονότητα των  καρκινωμάτων οι καρκινικοί ινοβλάστες CAF και τα καρκινικά 

μακροφάγα TAM αποτελούν τα πιο πολυπληθή κύτταρα των αντίστοιχων ΤΜΕ 

(Denton et al., 2018). Κατά την δημιουργία και εξάπλωση του ΤΜΕ ένα σημαντικό 

μέρος της παρακρινούς τροφικής σηματοδότησης διαμεσολαβείτε από εξωσώματα. 

Τα κύτταρα των καρκινωμάτων εκκρίνουν εξωσώματα που προκαλούν μεταξύ άλλων 

την στρατολόγηση των ινοβλαστών στην εστία του όγκου και τη διαφοροποίησή τους 

σε CAF μέσω της ενεργοποίησης του ΕΜΤ τύπου 2 στα τελευταία (Ringuette Goulet 

et al., 2018; J. Wang et al., 2018). Η επιθηλιακή προς μεσεγχυματική μετάπτωση ΕΜΤ 

αποτελεί μια αναπτυξιακή διεργασία κατά την οποία τα κύτταρα σταδιακά χάνουν τα 

επιθηλιακά τους χαρακτηριστικά και ανακτούν μεσεγχυματικά χαρακτηριστικά. Τα 

επιθηλιακά κύτταρα εμφανίζουν κορυφαίο-βασική και διατηρούν διακυτταρικές 

συνδέσεις με διπλανά επιθηλιακά κύτταρα μέσω μορίων προσκόλλησης όπως η Ε-

καντχερίνη. Ενώ τα μεσεγχυματικά κύτταρα εμφανίζουν εμπροσθο-οπίσθια 

πολικότητα και έχουν την ικανότητα να διαπερνούν την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία με 

την χρήση προεκβολών του κυτταροπλάσματος (φιλοπόδια) έκκριση πρωτεασών, 

που διασπούν τις πρωτεΐνες της θεμέλιας ουσίας.(J. Yang et al., 2020) Η ΕΜΤ είναι 

σταδιακή και αναστρέψιμη διεργασία, δηλαδή κύτταρα μπορούν να αποκτήσουν ένα 

φάσμα ενδιάμεσων φαινοτύπων που έχουν επιθηλιακά και μεσεγχυματικά 

χαρακτηριστικά αλλά και να επανέλθουν στον αρχικό φαινότυπο με την πυροδότηση 

της αντίστροφης διεργασίας, της μεσεγχυματικής προς επιθηλιακής μετάπτωσης ΜΕΤ. 

Ο πιο ισχυρός και καλά χαρακτηρισμένος ενεργοποιητής της διεργασίας είναι ο TGF-

β.(Lamouille et al., 2014) Η πρόσδεσή του στον ομώνυμο διαμεμβρανικό υποδοχέα 

του που έχει δράση κινάσης σερίνης/θρεονίνης και πυροδοτεί την φωσφωρυλίωση 

των SMAD2 και SMAD3 που έχει ως αποτέλεσμα την συμπλοκοποίηση των SMAD2,3 
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και 4 που εισέρχεται στον πυρήνα και δρά ως μεταγραφικός παράγοντας οδηγώντας 

στην έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων ZEB, TWIS, Snail, Slug, η δράση 

αυτών των μεταγραφικών παραγόντων πυροδοτεί την ΕΜΤ. Άλλοι ενεργοποιητές του 

ΕΜΤ είναι οι: EGF, FGF, HGF, VEGF, IL6 και WNT μεταξύ άλλων.(Lamouille et al., 

2014)  Η ΕΜΤ ταξινομείται σε 3 τύπους, η ΕΜΤ τύπου 1 ενεργοποιείται φυσιολογικά 

στην πρώιμη εμβρυογένεση προς τη δημιουργία οργάνων, η ΕΜΤ τύπου 2 

ενεργοποιείται κατά την ίνωση ενώ η τύπου 3 στην ανάκτηση μεσεγχυματικού 

φαινοτύπου από τα καρκινικά κύτταρα, ή χαρακτηριστικά βλαστοκυττάρων.(Marconi 

et al., 2021) (Fabregat et al., 2016) Η ποσοτική και ποιοτική σύσταση των 

παραγόντων,  που θα ενεργοποιήσουν τα κύτταρα στόχους παίζουν κρίσιμο ρόλο 

στον καθορισμό  του τύπο ΕΜΤ που θα ενεργοποιηθεί, με εξαίρεση τον ΕΜΤ τύπου 3 

για τον οποίο πέρα από τη δράση των παραγόντων είναι απαραίτητη και η ιδιοσύστατη 

ενεργοποίηση πολλαπλών ογκογονιδίων  και κυρίως της ενδογενούς RAS 

σηματοδότησης. (Marconi et al., 2021) Η πρόσληψη λοιπών των TDE από τους 

ινοβλάστες ενεργοποιεί την στρατολόγησή τους στο ΤΜΕ και την διαφοροποίησή τους 

σε καρκινικούς ινοβλάστες μέσω της ενεργοποίησή του ΕΜΤ τύπου 2(Ringuette 

Goulet et al., 2018; J. Wang et al., 2018). Αυτό πιθανότατα γίνεται με τη συνεργιστική 

δράση του εξωσωμικού φορτίου, πολλαπλά διαφορετικά συστατικά του εξωσωμικού 

φορτίου ενεργοποιούν ή καταστέλλουν κυτταρικά μονοπάτια με σκοπό την 

ενεργοποίηση της ΕΜΤ στο κύτταρο παραλήπτη. 
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Εικόνα 26. Οι 3 διαφορετικές κατηγορίες επιθηλιακής προς μεσεγχυματικής μετάπτωσης ΕΜΤ. Η 
ΕΜΤ τύπου αποτελεί μια αναπτυξιακή διεργασία που ενεργοποιείται στην πρώιμη εμβρυογένεση για τη 
δημιουργία οργάνων. Η ΕΜΤ τύπου 2 ενεργοποιείται κατά τη διαδικασία επούλωσης πληγής οδηγώντας 
στην διαφοροποίηση των ινοβλαστών σε μυοινοβλάστες. Η ΕΜΤ τύπου 3 παρατηρείται στα τελικά 
στάδια της καρκινογένεσης όπου τα καρκινικά κύτταρα ανακτούν την ικανότητα να διηθούν το επιθήλιο 
στο οποίο εμφανίστηκαν αρχικά, ανακτούν χαρακτηριστικά βλαστοκυττάρων και την ιδιότητα να 
εποικίζουν απομακρυσμένους ιστούς (Marconi et al., 2021). 

 

1.8.4.2 Τα εξωσώματα που εκκρίνονται από τους CAF ενισχύουν την 
επιθετικότητα των καρκινικών κυττάρων 

  Αφού ολοκληρωθεί η διαφοροποίηση των ινοβλαστών σε CAF και ενσωματωθούν 

στο ΤΜΕ των όγκων του καρκίνου του μαστού, αυτά με τη σειρά τους εκκρίνουν 

εξωσώματα που λέγονται CDE (CAF derived exosomes). Αυτά  προσλαμβάνονται 

μεταξύ άλλων από τα καρκινικά κύτταρα, τροφοδοτώντας την επιθετικότητά τους μέσω 

πολλαπλών μηχανισμών. Ένας από τους πιο δραστικούς τρόπους με τους οποίους 

τα CDE τροφοδοτούν την επιθετικότητα των καρκινικών κυττάρων είναι η επαγωγή της 

αποδιαφοροποίησής τους σε καρκινικά βλαστοκύτταρα ΤΙC (Tumor Initiating Cells) 

(Loh & Ma, 2021). Στον καρκίνο του μαστού τα CDE  είναι εμπλουτισμένα σε 

πολλαπλά miRNA μεταξύ των οποίων τα miR-21, miR-378e, και miR-

143,(Donnarumma et al., 2017; Fabregat et al., 2016) η μεταφορά αυτών στο 

εσωτερικό των καρκινικών κυττάρων και η συνδυαστική δράση τους έχουν ως τελικό 

αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της ΕΜΤ 3 με αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφραση 
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των μεταγραφικών παραγόντων Yamanaka (Οct3/4,Sox2 Nanog και Klf4). H επαγωγή 

της ενεργοποίησης των παραγόντων Yamanaka σε οποιοδήποτε κύτταρο οδηγεί στην 

αποδιαφοροποίηση τους και συνεπώς στην ανάκτηση φαινοτυπικών χαρακτηριστικών 

που απαντώνται φυσιολογικά στα βλαστοκύτταρα (stemness) (Donnarumma et al., 

2017). Όταν αυτό συμβεί σε καρκινικά κύτταρα αυτά αποδιαφοροποιούνται σε ΤΙC. Σε 

σχέση με τα υπόλοιπα καρκινικά κύτταρα που υπάρχουν στον όγκο τα TIC εμφανίζουν 

τα παρακάτω χαρακτηριστικά: 

1) Σημαντικά ενισχυμένη αντίσταση στη θεραπεία λόγω της αυξημένης 

δράσης διαμεμβρανικών μεταφορέων ABC (ATP binding cassette), 

ολοκληρωτικής απενεργοποίησης των μηχανισμών απόπτωσης, αλλά και 

αυξημένης δράσης μηχανισμών επιδιόρθωσης DNA. Oι μεταφορείς ABC 

καταναλώνουν ΑΤΡ προς την ενεργητική αποβολή των φαρμάκων από το 

κύτταρο, ενώ οι βλάβες που έχουν προκληθεί από τη δράση της γενοτοξικής 

θεραπείας και αλλά και ιονίζουσας ακτινοβολίας αντισταθμίζονται από την 

ενισχυμένη ικανότητα επιδιόρθωσης DNA. 

2) Ικανότητα ασύμμετρης κυτταρικής διαίρεσης. Η κυτταρική διαίρεση ενός 

TIC  μπορεί να οδηγήσει σε ένα θυγατρικό TIC και ένα καρκινικό κύτταρο που 

εμφανίζει διαφοροποιημένο φαινότυπο. Αυτή η ικανότητα των TIC είναι 

σημαντική στην επανεμφάνιση της νόσου,   αφού καταστραφούν τα μη-TIC που 

αποτελούν το 93-99.5% των συμπαγών όγκων των καρκινωμάτων τα ελάχιστα  

TIC που απομένουν μπορούν να διαιρεθούν προς την επανεμφάνιση του όγκου. 

3) Σημαντικά ενισχυμένη επιθετικότητα και ικανότητα δημιουργίας 

μεταστατικών εστιών. Η μεταμόσχευση 100-350 ΤΙC σε NOD/SCID ποντικών 

είναι ικανή για τη δημιουργία όγκων ενώ αντιθέτως χρειάζονται χιλιάδες μη-TIC 

καρκινικά κύτταρα για να εμφανιστεί το ίδιο αποτέλεσμα. Ένα παρόμοιο 

φαινόμενο παρατηρείτε και κατά τη δημιουργία μικρομεταστατικών εστιών, 

ορισμένα TIC αποκολλώνται από την κύρια εστία του όγκου και εισέρχονται στην 

κυκλοφορία προς τον εποικισμό απομακρυσμένων ιστών, αυτή η υποκατηγορία 

των TIC ονομάζονται κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα DTC (disseminated 

tumor cells).(Chang, 2016) 
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Εικόνα 27. Η πρόσληψη TDE από τους ινοβλάστες προκαλεί την διαφοροποίησή τους σε CAF, με 
τη σειρά τους η πρόσληψη CDE από τα καρκινικά κύτταρα οδηγεί στην ανάκτηση φαινοτυπικών 
χαρακτηριστικών βλαστοκυττάρων από τα τελευταία (Santos & Almeida, 2020). 

 

1.8.4.3 Ο ρόλος των εξωσωμάτων στον μεταστατικό οργανοτροπισμό. 

  Η εμφάνιση μεταστατικών εστιών αποτελεί το ορόσημο χαρακτηριστικό για την 

κακοήθη νόσο τελικού σταδίου. Η εμφάνιση μεταστατικών εστιών  δεν αποτελεί 

στοχαστικό, αλλά ντετερμινιστικό φαινόμενο και εξαρτάτε άμεσα από τον 

τύπο/υπότυπο του καρκινώματος αλλά και το γενετικό/επιγενετικό προφίλ των 

καρκινικών κυττάρων που έχουν επικρατήσει (Y. Gao et al., 2019). Οι διάφοροι 

υπότυποι του καρκίνου του μαστού εμφανίζουν οργανοτροπισμό δηλαδή σημαντική 

προτίμηση (>99.9% των περιστατικών) για τον μεταστατικό εποικισμό στον εγκέφαλο, 

τους πνεύμονες, το συκώτι και τα κόκαλα, ενώ λιγότερα από 0.1% των μεταστατικών 
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νόσων εμφανίζονται σε άλλα όργανα όπως τα μάτια. Αυτή η ξεκάθαρη τάση είχε 

διαπιστωθεί από τις αρχές του προηγούμενου αιώνα και από τότε είχαν προταθεί 

διάφορες υποθέσεις για μηχανισμούς με τους οποίους τα καρκινικά κύτταρα 

«αποφασίζουν»  ποιόν ιστό θα εποικίσουν κατά την πορεία της νόσου. Μια από τις 

υποθέσεις που είχαν διατυπωθεί τότε αποτελεί την υπόθεση “Seed and Soil”. 

Σύμφωνα με αυτή η πριν εμφανιστεί η μετάσταση, ο ιστός που έχει στοχοποιηθεί 

τροποποιείτε ώστε να καταστεί δεκτικός, ο απομακρυσμένος ιστός που έχει 

τροποποιηθεί ονομάζετε προ-μεταστατική εστία (Pre-metastatic niche PMN). 

Πρόσφατα δεδομένα έχουν δείξει ότι αυτή η απαρχαιωμένη και αυθαίρετη για την 

εποχή υπόθεση είναι απρόσμενα ακριβής (Langley & Fidler, 2011).  Τα (TDE) που 

εκκρίνονται από τις αρχικές εστίες των καρκινωμάτων τελούν την στοχευμένη 

τροποποίηση του απομακρυσμένου ιστού προς προ-μεταστατική εστία (pre metastatic 

niche) PMN, η οποία στη συνέχεια εποικίζετε από κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα 

(DTC) προς την δημιουργία μεταστατικών εστιών. Ο μηχανισμός τροποποίησης των 

εκάστοτε απομακρυσμένων ιστών προς ΡΜΝ εμφανίζει ομοιότητες με την TDE 

μεσολαβούμενη δημιουργία του ΤΜΕ. Κατά τη δημιουργία του ΡΜΝ τα TDE που 

εκκρίνονται προς την φέρουν στην επιφάνειά τους συγκεκριμένες διαμεμβρανικές 

πρωτεΐνες προσκόλλησης που έχουν υψηλή συγγένεια προς τις διαμεμβρανικές 

πρωτεΐνες των κυττάρων του ιστού που έχει στοχοποιηθεί προς μετάσταση. Η 

πρόσδεση σε αυτά και η μεταφορά του εξωσωμικού φορτίου  τροποποιεί την έκφραση 

και το εκκριτικό τους προφίλ του ιστού προς την δημιουργία, δεσμοπλασίας, τοπικής 

φλεγμονής και αγγειογένεσης (X. Yang et al., 2021). Επιπροσθέτως στην περίπτωση 

της μετάστασης στον εγκέφαλο πραγματοποιείται η διάσπαση του αιματοεγκεφαλικού 

φραγμού από μεταλλοπρωτεάσες που βρίσκονται στην επιφάνεια των TDE, ενώ στην 

μετάσταση στα οστά παρατηρείται η ενεργοποίηση της οστεόλυση  ή της 

οστεοπλασίας (Abdelsalam et al., 2023) (Tiedemann et al., 2019). Στην περίπτωση 

της συγκρότησης των προ-μεταστατικών εστιών του καρκίνου του μαστού στον 

πνεύμονα, η επιφάνεια των TDE είναι εμπλουτισμένη σε ιντεγκρίνες  α6β4 και α6β1. 

Αυτοί οι διαμεμβρανικοί υποδοχείς προσκόλλησης εμφανίζουν υψηλή συγγένεια για 

τις λαμινίνες που επικαλύπτουν τους ινοβλάστες και ορισμένα επιθηλιακά κύτταρα του 

πνεύμονα που εκκρίνουν επιφανεοδραστικές ουσίες. Η πρόσληψη των TDE από αυτά 

τα κύτταρα προκαλεί την ενεργοποίηση του μονοπατιού  SRC προκαλώντας την 

υπερέκφραση  των γονιδίων S100 (S100A4, -A6, -A10, -A11, -A13, -A16, -A8 και 

S100P) και έκκριση των αντίστοιχων πρωτεϊνών τους προς την ενεργοποίηση της 
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φλεγμονής. Έτσι οι S100 που εκκρίνονται από τους ινοβλάστες και τα επιθηλιακά 

κύτταρα προσλαμβάνετε από τα Μ0 μακροφάγα μέσω της πρόσδεσής τους στους 

υποδοχείς TLR και RAGE και ενεργοποίησης του μονοπατιού NfKB προωθώντας έτσι 

τη διαφοροποίησή τους  σε Μ2 μακροφάγα τα οποία στρατολογούνται και 

εγκαθιδρύονται in situ και δημιουργώντας τοπική φλεγμονή.(Hoshino et al., 2015) 

 

Εικόνα 28. Οι ιντεγκρίνες που φέρουν τα εξωσωμάτων που εκκρίνονται από τα καρκινικά κύτταρα 
καθορίζουν τον οργανοτροπισμό της μετάστασης. (Liu & Cao, 2016) 

 

1.9 Η υγρή βιοψία  

1.9.1 H διάγνωση του καρκίνου στην κλινική πράξη 

 Στην κλινική πράξη η διάγνωση των καρκινωμάτων πραγματοποιείται μέσω μιας 

σειράς από απεικονιστικές μεθόδους (υπερηχογραφία, μαγνητική τομογραφία, 

ακτινογραφία και πιο πρόσφατα ποζιτρονική υπολογιστική τομογραφία) 

ακολουθούμενη από βιοψία και κυτταρολογική εξέταση. Η κυτταρολογική εξέταση 

ανοσοκυτταροχημείας έναντι καρκινικών αντιγόνων αποτελεί την μόνη εξέταση η 

οποία μπορεί να δώσει την οριστική διάγνωση για κακοήθη νόσο. Επίσης η 

ανοσοιστοχημεία  μπορεί να  βοηθήσει στον χαρακτηρισμό του υποτύπου αλλά και για 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



56 
 

τον προσδιορισμό του βαθμού διαφοροποίησης του καρκινώματος. Το δείγμα βιοψίας 

παράλληλα μπορεί να αξιοποιηθεί για μοριακές αναλύσεις προς την εξακρίβωση του  

προφίλ μεταλλάξεων του όγκου. Τα αποτελέσματα των παραπάνω εξετάσεων 

αποτελούν τη βάση για την χορήγηση θεραπείας. Μετά την διάγνωση και τη χορήγηση 

θεραπείας  η πρόοδος της νόσου παρακολουθείτε με τακτικές βιοχημικές αναλύσεις 

προς τον προσδιορισμό  των επιπέδων εκκρινόμενων καρκινικών δεικτών όπως ο Ca 

15.3 στην περίπτωση του καρκίνου του μαστού και ο PSA στην περίπτωση του 

καρκίνου του προστάτη. Οι τεχνικές που χρησιμοποιούνται στην κλινική πράξη αυτή 

τη στιγμή έχουν ορισμένες αδυναμίες που δυσκολεύουν πολύ την έγκαιρη διάγνωση 

και ιδιαιτέρως την παρακολούθηση της πορείας των ασθενών. Καμία από τις 

απεικονιστικές  μεθόδους που είναι σε εφαρμογή στην κλινική πράξη (με εξαίρεση το 

PET scan) δεν είναι αρκετά ευαίσθητη για να διακρίνει τον όγκο στα αρχικά στάδια της 

νόσου με αποτέλεσμα η διάγνωση να γίνετε όταν η νόσος ήδη βρίσκετε σε 

προχωρημένα στάδια. Οι βιοχημικές και αιματολογικές αναλύσεις που 

χρησιμοποιούνται στην κλινική πράξη δεν δίνουν αρκετές πληροφορίες για  τον 

προσδιορισμό του κίνδυνου εμφάνισης μεταστατικής νόσου, αλλά και για την 

αποτελεσματικότητα της θεραπείας  επίσης δε δίνουν καμία πληροφορία την εξέλιξη 

του γενετικού προφίλ των εναπομεινάντων καρκινικών κυττάρων κατά την πρόοδο της 

νόσου. Η βιοψία ιστού (και ειδικότερα σε δύσκολα προσβάσιμους ιστούς όπως ο 

εγκέφαλος, το πάγκρεας και ο μυελός των οστών) δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την παρακολούθηση ασθενών μιας και ενέχει αρκετούς περιορισμούς, όπως το 

κόστος, ο κίνδυνος πρόκλησης επιπλοκών (αιμορραγία,  λοιμώξεις, η ρήξη σπλάχνου) 

αλλά και ο πόνος, ο οποίος ειδικά στην περίπτωση βιοψίας του μυελού των οστών 

είναι απερίγραπτος.   

1.9.2 Οι αναλυτικοί στόχοι της υγρής βιοψίας 

   Για την κάλυψη αυτών των αδύνατων σημείων στα διαγνωστικά εργαλεία, έχει 

δοθεί μεγάλη έμφαση στην ανάπτυξη της υγρής βιοψίας, δηλαδή  μιας σειράς μεθόδων 

που θα έχουν την ικανότητα να αντλήσουν πληροφορίες από την ανάλυση βιολογικών 

υγρών, οι οποίες μέχρι  στιγμής μπορούν να αποκομηθούν αποκλειστικά και μόνο από 

την ανάλυση βιοψιών ιστού. Η υγρή βιοψία περιλαμβάνει την απομόνωση και ανάλυση 

βιοδεικτών που υπάρχουν σε κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα, DNA, RNA και 

εξωκυττάρια κυστίδια που βρίσκονται σε βιολογικά υγρά. Η ανάπτυξη πρωτοκόλλων 

υγρής βιοψίας και ειδικότερα στην περίπτωση των εξωκυττάριων κυστιδίων 
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προϋποθέτει την ανάπτυξη τεχνικών απομόνωσης και την ανακάλυψη 

πληροφοριακών βιοδεικτών ειδικών για τον κάθε τύπο κακοήθους νόσου. (Connal et 

al., 2023) 

  Τα κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα DTC αποτελούν μια υποκατηγορία 

καρκινικών βλαστοκυττάρων που έχουν απελευθερωθεί στην κυκλοφορία και δυνητικά 

μπορούν να εποικίσουν απομακρυσμένους ιστούς δημιουργώντας έτσι 

μικρομεταστατικές εστίες. Τα DTC  έχουν αιτιολογική σημασία για την εμφάνιση 

μεταστάσης. Συνεπώς η αύξηση της συγκέντρωσης των DTC στα βιολογικά υγρά των 

ασθενών αποτελεί από μόνο του ένα πολύ ισχυρό και ειδικό βιοδείκτη για κακή 

πρόγνωση, αποτυχία της θεραπείας και σημαντικά αυξημένο κίνδυνο μετάστασης. Οι 

κύρια αδυναμία στη χρήση της συγκέντρωσης των DTC σαν βιοδείκτη είναι η χαμηλή 

ευαισθησία λόγω της πολύ χαμηλή τους συγκέντρωσης στο αίμα, 1- >10 CTCs / mL 

σε ασθενείς με μεταστατική νόσο. (Domínguez-Vigil et al., 2018) . Η απομόνωση και 

καταμέτρηση πραγματοποιείτε με FACS μέσω σημασμένων αντισωμάτων ειδικών για 

επιφανειακές πρωτεΐνες των  DTC όπως τα  CD133, CD44v6, ALDH, CD24. Τα DTC 

μπορούν να αξιοποιηθούν περεταίρω για ανάλυση βιοδεικτών RNA με digital reverse 

transcription PCR.(Deng et al., 2022) Η καταμέτρηση της συγκέντρωσης των DTC ως 

βιοδείκτη παρακολούθησης έχει ήδη εγκαθιδρυθεί στις καλά στελεχωμένες 

ογκολογικές κλινικές.  

   Τα κυκλοφορούντα νουκλεικά οξέα, (cell free RNA cfRNA), ( cell free DNA cfDNA)  

εισέρχονται στην κυκλοφορία αφού απελευθερωθούν με τον κυτταρικό θάνατο. Η 

αύξηση των επιπέδων των κυκλοφορούντων νουκλεικών οξέων και ειδικότερα του 

cfDNA έχουν συσχετιστεί με το μέγεθος του όγκου, τον κίνδυνο εμφάνισης 

μεταστατικών εστιών αλλά και με τη θετική ανταπόκριση στην θεραπεία.  Σε αντίθεση 

με την αύξηση των επιπέδων των DTC, η αύξηση των επιπέδων cfDNA δεν αποτελεί 

ειδικό εύρημα και δεν μπορεί να αξιοποιηθεί από μόνο του σαν βιοδείκτης. Η αύξηση 

των επιπέδων cfDNA  μπορεί να προκληθεί από τραύματα, μολύνσεις, εγκαύματα, 

κατάγματα, έντονη άσκηση και αυτοάνοσες ασθένειες. (Vymetalkova et al., 2018). 

Αξίζει να υπογραμμιστεί ότι σε κακοήθες καταστάσεις ένα υποσύνολο των  cfDNA 

προέρχονται από καρκινικά κύτταρα το ctDNA (cellfree tumor DNA) ενώ η πλειονότητα 

του cfDNA οφείλετε στην ενεργοποίηση της κυτταροτοξικής δράσης του 

ανοσοποιητικού ή/και της κυτταροτοξικής δράσης της θεραπείας. Επίσης στους 

όγκους του  κεντρικού νευρικού συστήματος παρουσιάζουν χαμηλά ή μη ανιχνεύσιμα 
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επίπεδα ctDNA. Το  ctDNA αντικατοπτρίζει το γονιδιωματικό προφίλ του συνόλου των 

μεταλλάξεων που έχουν συσσωρευθεί στα καρκινικά κύτταρα. Για την αξιοποίησή του 

συνήθως πραγματοποιείτε  απομόνωση cfDNA, και DNA μικροσυτοιχίες, qPCR ή 

NGS προς την ανίχνευση ογκογονικών μεταλλάξεων, παραλλαγές αριθμών 

αντιγράφων ογκογονιδίων και χημερικών ογκογονιδίων που προέρχονται από 

χρωμοσωμικές αναδιατάξεις (όπως το BCR-Abl) Η ανίχνευση αυτών των 

ογκογονιδίων έχει εξαιρετική αξία στη διαφοροδιάγνωση του καρκίνου έναντι 

αυτοάνοσων νοσημάτων. Επίσης η ανάλυση των επιπέδων αυτών των ογκογονιδίων 

αλλά και των πολυμορφισμών τους μπορεί να δώσει μια εικόνα για τον βαθμό 

ετερογένειας των καρκινικών κυττάρων αλλά και να αναδείξει μοριακούς στόχους ώστε 

να στοχευθούν με  εξατομικευμένη θεραπεία με αντισώματα. (Singh et al., 2017) 

Τα εξωσώματα 

Συνοψίζοντας όσο αναφορά τη δράση των εξωσωμάτων, τα εξωσώματα βρίσκονται 

σε όλα τα βιολογικά υγρά και το μοριακό τους φορτίο αλλά και οι πρωτεΐνες που 

φέρουν στην επιφάνειά τους καθορίζονται από τα ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά 

σήματα των κυττάρων που τα εκκρίνουν. Τα σήματα που μεταφέρονται από τα 

εξωσώματα είναι ιστοειδικά λόγω των πρωτεϊνών που φέρουν στην επιφάνειά τους 

και ισχυρά πιθανότατα λόγω της συνεργιστικής δράσης του φορτίου. Έτσι τα 

εξωσώματα μπορούν να ρυθμίσουν σε απομακρυσμένους ιστούς μονοπάτια  που 

παίζουν ρόλο στην ανάπτυξη, κυτταρικό κύκλο, τη φλεγμονή, και την διαφοροποίηση 

μεταξύ άλλων διεργασιών που παίζουν κρίσιμο ρόλο στην ογκογένεση (Jin et al., 

2022; Logozzi et al., 2020). Οι πιο αξιοσημείωτες διεργασίες που διαμεσολαβούνται 

από εξωσώματα στο πλαίσιο της βιολογίας των καρκινωμάτων είναι ο σχηματισμός 

του ΤΜΕ στα αρχικά στάδια της νόσου και ο μεταστατικός οργανοτροπισμός στα 

μετέπειτα (Jin et al., 2022; X. Yang et al., 2021). Είναι προφανές ότι τα εξωσώματα 

που ευθύνονται για αυτές τις διεργασίες διαφέρουν ποιοτικά και ποσοτικά ως προς το 

εσωτερικό και το επιφανειακό τους φορτίο σε σχέση με τα αντίστοιχα φυσιολογικά.  

Επίσης έχουν παρατηρηθεί διαφορές  στο μοριακό φορτίο μεταξύ των TDE που 

εκκρίνονται από κύτταρα διαφορετικών υποτύπων καρκινωμάτων (Hu et al., 2023), 

αλλά και ότι αυτό παρουσιάζει μεταβολές ως απόκριση στη θεραπεία αλλά και κατά 

την εξέλιξη της νόσου (Theodoraki et al., 2019). Αυτά τα χαρακτηριστικά καθιστούν το 

μοριακό προφίλ των εξωσωμάτων ως εξαιρετική πηγές άντλησης βιοδεικτών για την 
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έγκαιρη διάγνωση, παρακολούθηση, αναγνώριση στόχων εξατομικευμένης θεραπείας 

αλλά και απόκρισης σε αυτή.  

  Μεταξύ των  βιομορίων που συνιστούν  το εξωσωμικό φορτίο, τα miRNA είναι 

ιδιαίτερα εμπλουτισμένα και  καλά χαρακτηρισμένα ως προς τη δράση τους ως 

ρυθμιστές της μετα-μεταγραφικής έκφρασης, ενώ οι πρωτεΐνες της επιφάνειας των 

εξωσωμάτων έχουν το προτέρημα ότι μπορούν να ανιχνευθούν άμεσα δίνοντας 

πολύτιμες πληροφορίες για την ιστοειδική στόχευση των εξωσωμάτων.  Όσο αναφορά 

τα κυκλοφορούντα εξωσωματικά  miRNA στον ορό ,έχει βρεθεί ότι κατά την πρόοδο 

της νόσου σταδιακά αυξάνονται τα επίπεδα των miR-19-3p, miR-21-5p και miR-221-

3p στο αδενοκαρκίνωμα του πνεύμονα (Zhou et al., 2017), τα miR-205, miR-19a, miR-

19b, miR-30b και miR-20a στο πλακώδες καρκίνωμα του πνεύμονα (Aushev et al., 

2013) ενώ τα miR-20b-5p, miR-106a-5p, miR-92a-2-5p, και miR-106a-3 στο καρκίνο 

του μαστού (Stevic et al., 2018)..   

 

Εικόνα 29. Η υγρή βιοψία περιλαμβάνει την ανάλυση κυκλοφορούντων νουκλεικών οξέων, του 
μοριακού φορτίου εξωσωμάτων και την καταμέτρηση της συγκέντρωσης των κυκλοφορούντων 
καρκινικών κυττάρων με σκοπό την ανάκτηση κλινικών πληροφοριών. 
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1.9.3 Τεχνικές απομόνωσης εξωσωμάτων 

  Για την ανάπτυξη αξιόπιστων διαγνωστικών πρωτοκόλλων που έχουν ως βάση τα 

εξωσώματα, η ανάπτυξη και/ή βελτιστοποίηση τεχνικών απομόνωσης εξωσωμάτων 

ώστε να μπορούν να ενταχθούν σε κλινικά εργαστήρια ίσως είναι ίσης σημασίας με 

την ανακάλυψη εξωσωματικών  βιοδεικτών. Μέχρι στιγμής δεν έχει αναπτυχθεί μια 

τεχνική απομόνωσης που να μπορεί να απομονώνει εξωσώματα με αρκετά καλή 

απόδωση και καθαρότητα από όλα τα βιολογικά υγρά, αλλά και να είναι αρκετά 

πρακτική ώστε να μπορεί να ενσωματωθεί σε κλινικά εργαστήρια.(Omrani et al., 2023) 

Οπότε πέρα από την καθαρότητα και την απόδοση μία τέτοια τεχνική θα πρέπει  να 

έχει τη δυνατότητα της ταυτόχρονης επεξεργασίας πολλών δειγμάτων, μικρό κόστος,  

μικρές απαιτήσεις σε χρόνο εργασίας, να περιλαμβάνει εύκολους χειρισμούς και έχει 

τη δυνατότητα να αυτοματοποιειθεί (Antonopoulos et al., 2021).  Μέχρι στιγμής η 

ερευνητική κοινότητα έχει δώσει πολύ μεγαλύτερη βαρύτητα στην ανάπτυξη τεχνικών 

(και συνδυασμών τεχνικών) με κύρια κριτήρια την απόδοση και καθαρότητα ώστε 

αυτές να μπορούν να χρησιμοποιηθούν μεταξύ άλλων για ανακάλυψη εξωσωματικών  

βιοδεικτών. Οι τεχνικές απομόνωσης μπορούν να κατηγοριοποιηθούν με βάση τις 

ιδιότητες των εξωσωμάτων στις οποίες βασίζονται. H υπερφυγοκέντρηση, 

υπερδιήθηση, και η χρωματογραφία μοριακής διήθησης βασίζονται στο συγκεκριμένο 

μέγεθος των εξωσωμάτων (30-200 nm) (Konoshenko et al., 2018). Η 

υπερφυγοκέντρηση σε μονή στιβάδα αλλά και η υπερφυγοκέντρηση με βαθμιδώσεις 

πυκνότητας βασίζονται στην συγκεκριμένη πυκνότητα των εξωσωμάτων 1,13 και 1,19 

g/mL (K. Li et al., 2018). Η κατακρήμνιση με πολυμερή όπως η πολυαιθυλενική 

γλυκόλη PEG ίσως να αποτελεί εξαίρεση στον κανόνα μιας και δεν βασίζεται σε κάποιο 

χαρακτηριστικό των εξωσωμάτων αλλά στην αλληλεπίδραση των  πολυμερών  με τα 

μόρια νερού  δημιουργώντας έτσι ένα υδρόφοβο μικροπεριβάλλον στην επιφάνεια των 

εξωσωμάτων με αποτέλεσμα αυτά να κατακρημνίζονται σε πολύ χαμηλότερες 

γωνιακές επιταχύνσεις σε σχέση με την υπερφυγοκέντρηση.(Weng et al., 2016) Πριν 

πραγματοποιηθεί οποιαδήποτε τεχνική απομόνωσης πραγματοποιείται πάντα μια 

διαδικασία προ-καθαρισμού που περιλαμβάνει μια σειρά φυγοκεντρήσεων για την 

απομάκρυνση των κυττάρων και κυτταρικών θραυσμάτων  αλλά και των μεγαλύτερων 

κυστιδίων όπως τα αποπτωτικά σωμάτια (Théry et al., 2018). 
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1.9.3.1 Η υπερφυγοκέντρηση κατακρήμνισης 

Η διαδικασία της υπερφυγοκέντρησης κατακρήμνισης είναι η πρώτη μέθοδος που 

χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση εξωσωμάτων και μέχρι σήμερα αποτελεί την 

πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο. Σε αυτή το δείγμα υπερφυγοκεντρείται σε 

70.000-150.000 RCF (relative centrifugal force) για 1-2 ώρες και παραλαμβάνετε το 

ίζημα που περιέχει τα εξωσώματα, το ίζημα επαναδιαλύεται σε PBS 7.6 pH και 

επαναφυγοκεντρείται (Théry et al., 2006). Με την μείωση του χρόνου και/ή της 

γωνιακής επιτάχυνσης αυξάνετε η καθαρότητα και μειώνετε η απόδοση, ενώ 

αντίστροφα με την αύξηση αυτών των παραμέτρων μειώνετε η καθαρότητα και 

αυξάνετε η απόδωση (Cvjetkovic et al., 2014). Αξίζει να σημειωθεί ότι αν ένα δείγμα 

υπερφυγοκεντρηθεί στα 200.000 RCF για 16 και άνω ώρες τότε κατακρημνίζονται 

μεταξύ άλλων και σχεδόν όλα τα εξωσώματα (Kornilov et al., 2018), η χαμηλή 

καθαρότητα οφείλετε στο ότι σε πολύ υψηλές γωνιακές επιταχύνσεις κατακρημνίζονται 

και συσσωματώματα πρωτεϊνών και νουκλεοπρωτεινικών συμπλόκων. Αυτά τα 

σύμπλοκα αποτελούν σημαντικές επιμολύνσεις για τις επόμενες αναλυτικές τεχνικές 

μιας και περιέχουν βιομόρια που μπορούν να αναγνωριστούν λανθασμένα ως 

εξωσωμικό φορτίο.(Konoshenko et al., 2018)   
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Εικόνες 30. Η διαδικασία της απομόνωσης εξωσωμάτων με υπερφυγοκέντρηση κατακρήμνισης 
(Yoo et al., 2018) 

 

Εικόνα 31.  Με την αύξηση της γωνιακής επιτάχυνσης στην οποία πραγματοποιείται η απομόνωση 
εξωσωμάτων αυξάνεται η απόδωση αλλά μειώνεται η καθαρότητα. (Y.-T. Wang et al., 2020) 

 

1.9.3.2 Η υπερδιήθηση 

Κατά την υπερδιήθηση το δείγμα ωθείτε με φυγοκέντριση  ή με πίεση δια μέσω ενός 

πορώδους υλικού το οποίο έχει συγκεκριμένη διάμετρο, τα συστατικά που έχουν 

μεγαλύτερη διάμετρο από τον πόρο κατακρατούνται ενώ αυτά που έχουν μικρότερη 

το διαπερνούν με αποτέλεσμα τη συγκέντρωση των μορίων ή κυστιδίων που έχουν 

μεγαλύτερη διάμετρο από αυτή των πόρων. Η υπερδιήθηση με φίλτρα πόρων μικρής 

διαμέτρου 10 kDA MWCO έχουν εξαιρετική απόδοση. Η χαμηλή καθαρότητα της 

μεθόδου οφείλετε στην προσρόφηση πρωτεϊνικών, νουκλεοπρωτεινικών και 

λιποπρωτεινικών συμπλόκων στην επιφάνεια του φίλτρου, σε δείγματα που έχουν 

μεγάλη συγκέντρωση στα παραπάνω όπως στα περισσότερα βιολογικά υγρά, η 

εναπόθεση αυτών στο φίλτρο  μπορεί να οδηγήσει στην απόφραξη των 

πόρων.(Vergauwen et al., 2017) Έτσι αυτή η μέθοδος τυπικά χρησιμοποιείτε ως 

αρχικό βήμα πρωτοκόλλων απομόνωσης εξωσωμάτων από κυτταροκαλλιέργεια 

(Benedikter et al., 2017).  
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Εικόνα 32. Στην απομόνωση εξωσωμάτων με υπερδιήθηση τα πρωτεινικά και νουκλεοπρωτεινικά 
σύμπλοκα διαπερνούν το φίλτρο ενώ τα εξωσώματα κατακρατούνται. (Y.-T. Wang et al., 2020) 

 

1.9.3.3 Η χρωματογραφία μοριακής διήθησης 

 Στην χρωματογραφία μοριακής διήθησης (SEC, size-exclusion chromatography) 

το δείγμα εισάγετε σε μια στήλη στην οποία η στατική φάση αποτελείτε από πορώδη 

σφαιρίδια ,τα διάφορα πρωτεϊνικά σύμπλοκα εισέρχονται στους πόρους των 

σφαιριδίων ενώ τα πολύ μεγαλύτερα εξωσώματα δεν χωρούν και έτσι εκλούωνται 

πρώτα. Αυτή η τεχνική χαρακτηρίζετε από υψηλή καθαρότητα και απόδοση και τυπικά 

χρησιμοποιείται αφού το δείγμα εξωσωμάτων έχει συγκεντρωθεί με κάποια από τις 

προαναφερόμενες μεθόδους, μιας και ο ωφέλιμος όγκος στήλης είναι σχετικά μικρός. 

Επίσης σε αντίθεση με την υπερφυγοκέντρηση με τη χρήση της SEC  διατηρείται στο 

έπακρο η ακεραιότητα των εξωσωμάτων καθώς η μέθοδος εκτελείτε μόνο υπό την 

επίδραση της βαρύτητας (Sidhom et al., 2020). 

 

Εικόνα 33. Στην απομόνωση με χρωματογραφία μοριακής διήθησης τα εξωσώματα δεν εισέρχονται 
στους πόρους των σφαιριδίων που αποτελούν τη στατική φάση και έτσι εκλούωνται πριν τα πρωτεϊνικά 
και νουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα. (Y.-T. Wang et al., 2020) 
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1.9.3.4 Η υπερφυγοκέντρηση με βαθμιδώσεις πυκνότητας 

 Η υπερφυγοκέντρηση με βαθμιδώσεις πυκνότητας έχει αναφερθεί ότι επιτυγχάνει 

τη μέγιστη δυνατή καθαρότητα και απόδωση σε σχέση με τις υπόλοιπες τεχνικές 

απομόνωσης.(Abramowicz et al., 2016) Σε αυτή τη μέθοδο το συγκεντρωμένο δείγμα 

που περιέχει τα εξωσώματα τοποθετείτε στην κορυφή ενός μη ομοιογενούς 

διαλύματος στο οποίο η πυκνότητα αυξάνετε σταδιακά από την κορυφή έως τη βάση 

του φιαλιδίου. Με την εφαρμογή φυγόκεντρου επιτάχυνσης τα σωματίδια του 

δείγματος μετακινούνται προς τις κατώτερες στιβάδες μεγαλύτερης πυκνότητας και 

σταματούν στη στιβάδα που η πλευστότητα των σωματιδίων εξισορροπηθεί με την 

φυγόκεντρο δύναμη, συνήθως 100.000 RCF για τουλάχιστον 14 ώρες. Έτσι  τα 

διάφορα πρωτεϊνικά σύμπλοκα που κατά κανόνα είναι πολύ πιο συμπαγή, 

ισορροπούν σε βαθμίδες σημαντικά υψηλότερης πυκνότητας από ότι τα εξωσώματα. 

Έτσι τα εξωσώματα ισορροπούν στο στρώμα που έχει πυκνότητα 1,15-1,18 g/mL ενώ 

τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα  σε στρώματα με πυκνότητα άνω των 1.22 g/ml. Με το τέλος 

της υπερφυγοκέντρησης λαμβάνονται κλάσματα που αντιστοιχούν στις διάφορες 

στιβάδες πυκνότητας, και στη συνέχεια αυτό αναλύονται για την εύρεση του 

κλάσματος που περιέχει τα εξωσώματα. Για την παραγωγή των διαλυμάτων που 

αποτελούν τα μέσα βαθμίδωσης χρησιμοποιούνται διαλύματα σουκρόζης σε  

HEPES/NaOH pH 7.4 και η ιοδιξανόλη και πολύ πιο σπάνια η ιοεξόλη επίσης σε 

HEPES/NaOH pH 7.4 . (Iwai et al., 2016; K. Li et al., 2018) Η ιοδιξανόλη εμφανίζει 

σημαντικότερα πλεονεκτήματα για την χρήση ως μέσο βαθμίδωσης πυκνότητας έναντι 

της σουκρόζης. Συγκεκριμένα, η ιοδιξανόλη μπορεί να σχηματίσει ισοωσμωτικά 

διαλύματα σε διαφορετικές πυκνότητες, που διατηρούν το μέγεθος και το σχήμα των 

εξωσωμάτων (Neves et al., 2009). Αντίθετα, τα διαλύματα σουκρόζης παρουσιάζουν 

υψηλότερη ωσμωτική πίεση από την ιοδιξανόλη και έτσι έχει αναφερθεί ότι 

προκαλούνται απώλειες λόγω της  διάρρηξη ενός ποσοστού των εξωσωμάτων 

μειώνοντας έτσι την απόδωση της  μεθόδου (Yakubovich et al., 2022).  Η εξαιρετική 

καθαρότητα αυτής της τεχνικής συνοδεύεται με τα μειονεκτήματα ότι είναι πολύ 

χρονοβόρα και κουραστική μιας και περιλαμβάνει πολλούς και πολύ δύσκολους 

χειρισμούς και έτσι έχει χαμηλότερη επαναληψιμότητα σε σχέση με τις υπόλοιπες 

τεχνικές, επίσης  όπως και η SEC είναι απαραίτητη η αρχική συγκέντρωση του 

δείγματος με άλλες τεχνικές. 
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Εικόνα 34. Στην απομόνωση εξωσωμάτων με υπερφυγοκέντρηση σε διαβάθμιση πυκνότητας τα 
εξωσώματα ισορροπούν στο στρώμα που έχει πυκνότητα 1,15-1,18 g/mL ενώ τα πρωτεϊνικά και 
νουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα καθιζάνουν ή ισορροπούν σε στρώματα μεγαλύτερης πυκνότητας. (D. 
Yang et al., 2020) 

1.9.3.5 Η υπερφυγοκέντρηση με σε μονή στιβάδα 

Μία απλοποιημένη παραλλαγή της υπερφυγοκέντρηση με βαθμιδώσεις πυκνότητας 

αποτελεί την υπερφυγοκέντρηση με σε μονή στιβάδα (cushion ultracentrifugation). Σε 

αυτή την τεχνική το δείγμα τοποθετείτε πάνω από ένα διάλυμα σουκρόζης 

HEPES/NaOH pH 7.4 30% w/v και πυκνότητας 1,15-1,18 g/mL με η 

υπερφυγοκέντρηση σε 100.000 rcf του δείγματος τα εξωσώματα εισέρχονται στο 

διάλυμα σουκρόζης αλλά δεν κατακρημνίζονται ως ίζημα, αντιθέτως τα πρωτεϊνικά 

σύμπλοκα  κατακρημνίζονται. Με το τέλος της υπερφυγοκέντρησης παραλαμβάνετε 

το στρώμα σουκρόζης που περιέχει τα εξωσώματα αραιώνετε με  HEPES/NaOH pH 

7.4 και επαναφυγοκεντρείται σε 100.000g 90’ προς την κατακρήμνιση των 

εξωσωμάτων. Σε σχέση με την υπερφυγοκέντρηση με βαθμιδώσεις πυκνότητας, αυτή 

η τεχνική δεν πετυχαίνει τόσο υψηλή καθαρότητα αλλά περιλαμβάνει πολύ πιο απλούς 

χειρισμούς και είναι πολύ πιο γρήγορη (Gupta et al., 2018). 

Η κατακρήμνιση εξωσωμάτων με πολυμερή 

Η κατακρήμνιση εξωσωμάτων με διαλύματα πολυμερών όπως η πολυαιθυλενική 

γλυκόλη PEG αποτελεί μία εύκολη, φτηνή και γρήγορη μέθοδο για την συγκέντρωση 

εξωσωμάτων. Η εισαγωγή διαλύματος PEG μοριακού βάρους 6000 έως 20000 Da σε 

συγκέντρωση 6%-15% ακολουθείτε από επώαση των δειγμάτων στους 4°C για 

τουλάχιστον 1 ώρα, ώστε να προσδεθεί το PEG στα εξωσώματα. Τελικά τα 

συμπλέγματα PEG-εξωσωμάτων συλλέγονται έπειτα από μια φυγοκέντριση χαμηλής 

ταχύτητας (Ludwig et al., 2018; Rider et al., 2016). Η PEG έχει  διπλή δράση,  δεσμεύει 
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τα μορίων νερού ελαττώνοντας έτσι τη διαλυτότητα των εξωσωμάτων, επίσης τα μόρια 

PEG δημιουργούν πολλαπλούς δεσμούς Van Der Walls με την επιφάνεια των 

εξωσωμάτων με αποτέλεσμα να συσσωματώνονται και έτσι μπορούν να 

κατακρημνιστούν εύκολα με φυγοκέντριση σε χαμηλή γωνιακή επιτάχυνση (Weng et 

al., 2016) .  Η τεχνική αυτή  χαρακτηρίζετε από πολύ υψηλή απόδοση και χαμηλότερη 

καθαρότητα σε σύγκριση με τις τεχνικές που περιεγράφηκαν παραπάνω. Αυτό το 

γεγονός οφείλετε στη μη ειδικής φύση των αλληλεπιδράσεων της πολυαιθυλενικής 

γλυκόλης. Ανεξαρτήτως της χαμηλής καθαρότητας είναι μια πολύ φθηνή, εύκολη και 

γρήγορη τεχνική και έχει χρησιμότητα ως έναν απλό τρόπο για την συγκέντρωση 

δειγμάτων σε μικρότερους όγκους ώστε να γίνουν επεξεργάσιμα από άλλες τεχνικές 

(Sidhom et al., 2020). 

 

 

Εικόνα 35. Μηχανισμός κατακρήμνισης εξωσωμάτων με πολυαιθυλενική γλυκόλη.  

 

2.  ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Χειρισμοί κυττάρων θηλαστικών 

2.1.1 Κυτταρικές  σειρές  

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 3 κυτταρικές σειρές που προέρχονται από 

τους ιστολογικούς υποτύπους του πλευριτικού μεσοθηλιώματος και μία μη καρκινική 

κυτταρική σειρά αθανατοποιημένων επιθηλιακών κυττάρων του υπεζοκώτα. Η 

κυτταρική σειρά ZL34 προέρχεται από σαρκωματοειδή μεσοθηλίωμα, η MSTO από 

διφασικό και η Μ14κ από επιθηλιοηδή ενώ τα Met5a από αθανατοποιημένα κύτταρα 

του υπεζοκώτα. Επίσης καλλιεργήθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν οι κυτταρική σειρά 

MRC5 αθανατοποιημένων ινοβλαστών του πνεύμονα και Mcf7 που προέρχεται από 

ER+ αδενοκαρκίνωμα του μαστού. Η καλλιέργεια των MRC5 και Mcf7 
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πραγματοποιήθηκε σε επωαστήρα που διατηρεί σταθερές συνθήκες 37o C, και 5 % 

CO2 σε θρεπτικό μέσο που περιέχει DMEM υψηλής συγκέντρωσης γλυκόζης(4,5g/L) 

(Biosera) µε 10 % FBS (Biosera) και 1% αντιβιοτικό/αντιμυκητισιακό (πενικιλίνη-

στρεπτομυκίνη-αμφοτερικίνη  (Ab/Am) (Gibco), το θρεπτικό μέσο για την καλλιέργεια 

των Mcf7 επίσης περιείχε  Ινσουλίνη (10 μg/ml) (Gibco) και εστραδιόλη (Sigma) (0,1 

nM). 

Χειρισμοί κυττάρων 

2.1.2 Απόψυξη κυττάρων 

1) Τα φιαλίδια (cryovials) που περιέχουν τα αποθηκευμένα  κύτταρα 

μεταφέρονται  από το υγρό άζωτο σε  υδατόλουτρο (37◦C) 

2) Μεταφορά του εναιωρήματος  κυττάρων σε  φάλκον 15ml που περιέχει 

7ml θρεπτικού χωρίς αντιβιοτικό/αντιμυκωτικό 

3) Φυγοκέντριση στις 1000 rpm για 4min. 

4) Απομάκρυνση του υπερκειμένου  εναιώρηση ιζήματος κυττάρων σε 10 

ml πλήρους θρεπτικού μέσου και μεταφορά σε Τ25 flask 

  

2.1.3 Ανακαλλιέργεια μονόστιβης καλλιέργειας 

Όταν η πληρότητα των κυττάρων (confluency) φτάσει ή υπερβεί το 90% είναι 

απαραίτητη η αποκόλληση των κυττάρων από το μέσο στο οποίο μεγαλώνουν (φλάσκα 

ή πιάτο) με θρυψινοποίηση. 

  1) Αναρρόφηση του θρεπτικό μέσου της  καλλιέργειας. 

2) Προσθήκη διαλύματος αποστειρωμένου διαλύματος PBS 1x pH 7.4 μέχρι να 

καλυφθεί η επιφάνεια των κυττάρων, ήπια ανακίνηση και στη συνέχεια αναρρόφηση 

του διαλύματος PBS 1x. Προσθήκη διαλύματος θρυψίνης-ΕDTA 0.05% (1ml για φιάλη 

75cm2) (Gibco). 

3) Ήπια ανακίνηση ώστε το διάλυμα θρυψίνης να καλύψει όλη την επιφάνεια. 

5) Μεταφορά της καλλιέργειας  στον επωαστήρα (37◦C) για περίπου 1min αν 

πρόκειται για κύτταρα MRC5, 3 min για mcf7, 

6) Παρατήρηση στο μικροσκόπιο,  αν δεν έχουν αποκολληθεί επανεισάγονται 

στον επωαστήρα αν έχουν αποκολειθεί συνεχίζεται το πρωτόκολλο. 
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7) Προσθήκη πλήρους θρεπτικού υλικού, ανακίνηση ώστε να αποκολληθούν 

πλήρως (10ml  θρεπτικού για φιάλη 75cm2)  επανεναιώρηση και μεταφορά 

εναιωρήματος σε φάλκον 50 ml 

8) Φυγοκέντριση 1000 rpm για 4min απομάκρυνση υπερκειμένου,  επαναιώρηση 

σε πλήρες θρεπτικό υλικό και επανεισαγωγή  στην αρχική ή/και μία άλλη φλάσκα. 
 

2.1.4 Συλλογή/ λύση των κυττάρων 

Όταν μία κυτταροκαλλιέργεια φτάσει 90% πληρότητα τότε μπορεί να αξιοποιηθεί για 

περεταίρω πειράματα, σε κάθε περίπτωση γίνετε απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού 

και πλύση των κυττάρων με αποστειρωμένο PBS 1x (3 φορές).  Για την λύση των 

κυττάρων προς απομόνωση RNA εισάγετε tri reagent (1.5 ml  για κάθε 25cc 

επιφάνειας), γίνετε ήπια επαναιώρηση με πιπέτα και επωάσει σε θερμοκρασία 

δωματίου για 5 λεπτά. Αφού ολοκληρωθεί η λύση πρέπει να συνεχιστεί άμεσα η 

απομόνωση του RNA. Για την λύση των κυττάρων προς απομόνωση πρωτεϊνών που 

θα αξιοποιηθούν για ανοσοαποτύπωση κατά Western εισάγεται διάλυμα λύσης RIPA 

με αναστολείς πρωτεασών (500 μl για πιάτο 75cc) σε όλη την επιφάνεια του 

μονόστιβου των κυττάρων, η μονόστιβη καλλιέργεια επωάζετε σε πάγο για 5 λεπτά 

ενώ παράλληλα υποβοηθείται η αποκόλληση των κυττάρων με σπάτουλα scrapper. 

Στη συνέχεια λαμβάνετε το κυτταρικό λύμα και φυγοκεντρείται στα 10.000 rcf  για 15 

λεπτά στους 4C ώστε να διαχωριστούν τα υπολείμματα των λυμμένων κυττάρων το 

οποίο εμφανίζονται ως ίζημα, το υπερκείμενο που περιέχει τις πρωτεΐνες αποθηκεύεται 

στους -80. Για την ανάλυση των πρωτεϊνών με φασματοφωτομετρία μάζας δεν 

πραγματοποιείται λύση των κυττάρων, η μονόστιβη καλλιέργεια επωάζεται σε πάγο 

και προστίθεται κρύο PBS 1x pH 7.4 μέχρι να επικαλυφθούν τα κύτταρα, στη συνέχεια 

υποβοηθείται η αποκόλληση των κυττάρων με σπάτουλα scrapper. Η επιτυχή 

αποκόλληση των κυττάρων ελέγχετε με μικροσκοπία, όταν αποκολληθούν τότε 

λαμβάνετε το εναιώρημα που περιέχει τα κύτταρα και αυτό φυγοκεντρείται στα 7000g 

για 15λεπτά στους 4C, απομακρύνεται το υπερκείμενο και το ίζημα φυλάσσεται στους 

-80.  
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Πίνακας 1: Σύσταση διαλύματος RIPA 

Συστατικά Κατασκευαστής Τελική συγκέντρωση 

NaCL Applichem 150 mM 

Tris-HCl Applichem 50 mM Tris-HCl pH 7,4 

NP-40 Thermo Fisher 1% v/v 

Sodium Deoxycholate Thermo Fisher 0.25% v/v 

SDS Serva 0.1% w/v 

Ενέσιμο ύδωρ Viosera  

 

Το διάλυμα αποθηκεύεται στους -20 , πριν τη χρήση γίνεται προσθήκη διαλύματος 

αναστολέων πρωτεασών (Roche). 

Πίνακας 2: Σύσταση διαλύματος PBS 1x pH 7.4 1LT 

Συστατικά Κατασκευαστής Τελική Συγκεντρώση 

NaCL Applichem 0.137 M 

KCl Merck 0.0027 M 

Na2HPO4 Merck 0.01M 

KH2PO4 Merck 0.0018M 

Ενέσιμο ύδορ Viosera  

Προσθήκη συστατικών σε 800 ml ενέσιμου ύδατος, ρύθμιση του pH στα 7.4 και 

αποστείρωση με αυτόκαυστο. Το διάλυμα αποθηκεύεται στους 4 C. 

2.1.5 Διαφοροποίηση κυττάρων ινοβλαστών σε καρκινικούς ινοβλάστες 

Για την διαφοροποίηση της κυτταρικής σειράς ινοβλαστών MRC5 σε καρκινικούς 

ινοβλάστες αρχικά παρασκευάστηκε το θρεπτικό διαφοροποίησης, για αυτό τον σκοπό 

έγινε καλλιέργεια της κυτταρικής σειρά καρκίνου του μαστού MCF7 μέχρι να φτάσει 

ποσοστό πλήρωσης 60%-70%, στη συνέχεια πλύθηκαν οι μονόστιβες καλλιέργειες με 

PBS 1x pH 7.4 τρείς φορές και τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό που δεν 

περιέχει εστραδιόλη και ινσουλίνη μέχρι να φτάσουν ποσοστό πλήρωσης 80%-90%. 

Έγινε συλλογή του θρεπτικού υλικού και φυγοκεντρήθηκε για 15’ στα 1000g  στους 4C 
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και έγινε λήψη του υπερκειμένου για να αφαιρεθούν τα κύτταρα και τα κυτταρικά 

θραύσματα, στη συνέχεια το υπερκείμενο περάστηκε από φίλτρο 0.22μικρομέτρων 

(EMD Millipore) και αραιώθηκε σε ίσο όγκο θρεπτικού DMEM υψηλής συγκέντρωσης 

γλυκόζης(4,5g/L Gibco) µε 10 % FBS (Biosera) και 1% αντιβιοτικό/αντιμυκητισιακό και 

αποθηκεύτηκε στους -80 (θρεπτικό διαφοροποίησης). Για την διαφοροποίηση των 

MRC5 σε καρκινικούς ινοβλάστες, τα MRC5 καλλιεργήθηκαν μέχρι να φτάσουν 

ποσοστό πλήρωσης 50%-60% στη συνέχεια τα κύτταρα πλύθηκαν με PBS 1x pH 7.4 

τρείς φορές και καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό διαφοροποίησης για 9 μέρες με 

αναναίωση του θρεπτικού σε καινούργιο  κάθε 2 μέρες. (Sansone et al., 2017) 

2.1.6 Καλλιέργεια κυττάρων για την απομόνωση εξωσωμάτων 

Κατά την κυτταροκαλλιέργεια είναι σημαντικό να εξαλειφθούν τα εξώσωματα που 

προέρχονται στον βόειο ορό (FBS) αν δεν γίνει αυτό, τα εξωσώματα που περιέχονται 

στο FBS θα απομονωθούν μαζί με τα εξωσώματα που εκκρίνουν τα κύτταρα. Έτσι τα 

κύτταρα καλλιεργούνται σε πιάτα 75cc μέχρι να φτάσουν ποσοστό πλήρωσης 60%-

70%, στη συνέχεια ξεπλένονται οι μονόστιβες καλλιέργειες με PBS 1x pH 7.4 τρείς 

φορές και γίνεται αλλαγή θρεπτικού σε DMEM high glucose / PANEXIN 10% (PAN 

Biotech), τo Panexin αποτελεί ένα συνθετικό ανάλογο του FBS και έτσι δεν περιέχει 

εξωσώματα. Όταν η μονόστιβη καλλιέργεια φτάσει ποσοστό πλήρωσης 80%-90%  το 

θρεπτικό υλικό συλλέγετε φυγοκεντρείται για 15’ στα 1000g  στους 4C και λαμβάνεται 

το υπερκείμενο για να αφαιρεθούν τα κύτταρα και τα κυτταρικά θραύσματα, στη 

συνέχεια το δείγμα αποθηκεύεται στους -80 (πρώτο βήμα της διαδικασίας του 

προκαθαρισμού). 

 2.1.7 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων  

Για την αποσιώπηση της PARN_V1 έγινε παροδική διαμόλυνση των κυττάρων 

MRC5 με  δύο πλασμίδια που υπερεκφράζουν siRNA που έxoυν σχεδιαστεί για να 

στοχεύουν το mRNA της PARN. Για τη διαμόλυνση χρησιμοποιήθηκε το αντιδραστήριο 

X-fect (Τakara) το οποίο περιέχει ένα θετικά φορτισμένο πολυμερές στο οποίο 

προσδένετε το DNA και σχηματίζει μικύλια τα οποία μεταφέρονται στο εσωτερικό των 

κυττάρων. Το πρωτόκολλο περιλαμβάνει δύο διαλύματα X-fect reagent που περιέχει 

το θετικά φορτισμένο πολυμερές και το X-fect Reaction Buffer. Για την διαμόλυνση των 

κυττάρων με το αντιδραστήριο Xfect ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο που συστήνει ο 

κατασκευαστής. Για τη διαμόλυνση χρησιμοποιήθηκε το X-fect reagent, το οποίο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



71 
 

περιέχει το X-fect Polymer και το X-fect Reaction Buffer. Το X-fect Polymer σχηματίζει 

κατιονικά λιποσωμάτια και επιτρέπει τη διαμόλυνση πλασμιδιακού DNA στα κύτταρα 

των θηλαστικών με πολύ μεγάλη απόδοση. Το αντιδραστήριο αυτό συνδυαζόμενο με 

DNA, σχηματίζει λιποσώματα που συντήκονται με την κυτταρική μεμβράνη των 

κυττάρων-στόχων και αποχύνουν το περιεχόμενο DNA στο εσωτερικό του κυττάρου 

(π.χ. πλασμίδια που φέρουν shRNAs).  

1) Το πρώτο βήμα αποτελεί  την καλλιέργεια κυττάρων MRC5 σε πληρότητα 

περίπου 70% σε 6 well plate.  

2)  Για το σχηματισμό των μικκυλίων που θα μεταφέρουν τα πλασμίδια στα 

κύτταρα ετοιμάστηκε το transfection mix αυτό έγινε με τα εξής βήματα: Προστέθηκε 

7.5μg  πλασμιδιακού DNA  σε τελικό όγκο 100μl X-fect Reaction Buffer ανά well 6 

well plate, έγινε ανάμειξη με  vortex για 10 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 2.25 μl X-fect Polymer well (απαιτούνται 0,3 μl X-fect Polymer ανά 

μg DNA) έγινε ανάμειξη με  vortex για 10 δευτερόλεπτα και στη συνέχεια το μίγμα 

επωάστηκε για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να σχηματιστούν τα 

μικύλια που φέρουν το πλασμιδιακό DNA. 

3) Απομάκρυνση του  θρεπτικού υλικού με αναρρόφηση και ξέπλυμα των 

κυττάρων με PBS 1x pH 7.4 (0,5ml) δύο φορές.  Πριν την προσθήκη του transfection 

mix προστέθηκε 1ml θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό/αντιμυκωτικό και χωρίς ορό  

σε κάθε well. 

4)  Μεταφορά 100 ul  transfection mix σε όλη την επιφάνεια των κυττάρων και 

επώαση για 5 ώρες. 

5)  Μετά από 5 ώρες, απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού, ξέπλυμα με 0,5ml PBS 

1x pH7.4 και προσθήκη 1ml πλήρους θρεπτικού που περιέχει αντιβιοτικό 

αντιμυκωτικό. Σε αυτό το στάδιο υπάρχει η δυνατότητα προσθήκη αντιβιοτικού 

επιλογής  για κύτταρα που έχουν λάβει το πλασμίδιο  το οποίο περιέχει επιπλέον και 

το αντιβιοτικό επιλογής (πουρομυκίνη σε τελική συγκέντρωση 1-10μg/ml ) στην 

παρούσα εργασία δεν προστέθηκε. 

6) Συλλογή των κυττάρων μετά από 48 ώρες με scrapping. 
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2.1.8    Αποσιώπηση της PARN_v1 

Σε αυτή την εργασία βρέθηκε ότι στα κύτταρα MRC5 παράγεται μόνο PARN_v1 και 

όχι PARN οπότε για την αποσιώπηση της PARN_v1 χρησιμοποιήθηκε ένα μείγμα από 

δύο διαφορετικά shRNAs που είχαν σχεδιαστεί σε προηγούμενες εργασίες για την 

αποσιώπηση της PARN. Αυτό έγινε γιατί οι περιοχές του mRNA της PARN στις οποίες 

στοχεύουν αυτά τα shRNAs υπάρχουν και στο PARN_v1. Τα shRNAs είναι 

κλωνοποιημένα στο λεντι-ιϊκό πλασμιδιακό φορέα pLKO.1-puro (MISSION® shRNA, 

SIGMA), το συγκεκριμένο πλασμίδιο επίσης περιέχει γονίδια ανθεκτικότητας στην 

αμπικιλλίνη και την πουρομυκίνη για δυνατότητα επιλογής βακτηριακών και 

ευκαρυωτικών κυττάρων αντιστοίχως, που έλαβαν επιτυχώς το πλασμίδιο. Ως control 

στα πειράματα διαμόλυνσης χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα MRC5 που διαμολύνθηκαν 

με non-target shRNA (Sigma, SHC016), δηλαδή με shRNA που δε στοχεύει κάποιο 

γνωστό mRNA.  

                                                                                         

                                                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 36. Ο χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pLKO.1- puro της Sigma. 

Στον φορέα pLKO.1- puro έχει κλωνοποιηθεί  η του shRNA, η μεταγραφή του οποίου 

δημιουργεί μια δευτεροταγή δομή φουρκέτας  που αποτελεί υπόστρωμα για τη Dicer, 

η δράση της οποίας τα ωριμάζει σε siRNAs ειδικά για το επιθυμητό mRNA στόχο.  
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Πίνακας 3 Αλληλουχίες shRNAs 

Αλληλου
χία 

θηλιάς 

(5΄→3΄) 

 

Θέση στο 
PARN_v1 

mRNA 

   

 

Περιεχόμενο 
% GC 

 

Νοηματική 
αλυσίδα shRNA 

(5΄→3΄) 

 

Αντινοηματικ
ή αλυσίδα 

shRNA 

(5΄→3΄) 

 

UUCA

AGAGA 

 

862 

 

52,6 

 

CAGGAGGAGC

UGAAUGAUGtt 

 

CAUCAUUCA

GCUCCUCCUG

tt 

 

UUCAAG

AGA 

 

2353 

 

52,6 

 

AGAGCUGACAU

UCCAGCUGtt 

 

CAGCUGGA

AUGUCAGCUC

Utt 

 

2.2 Φασματομετρία μάζας 

  Η φασματομετρία μάζας αποτελεί την μόνη τεχνική υψηλής απόδοσης (high 

throughput) που έχει την ικανότητα ταυτοποίησης και προσδιορισμού και 

ποσοτικοποίησης των πρωτεϊνών που περιέχει ένα δείγμα. Τα μηχανήματα 

φασματομετρίας μάζας αποτελούνται από μια σειρά υποσυστημάτων: 1) το 

υποσύστημα εισαγωγής του δείγματος , 2) την πηγή ιόντων, 3) τον αναλυτή μαζών, 4) 

τον ανιχνευτή, 5) το σύστημα κενού, 6) Υπολογιστή. Το  δείγμα πρωτεϊνών 

θραυσματοποιείται και εισέρχεται στο μηχάνημα, όπου ιοντίζετε και τα παραγόμενα 

θραύσματα διαχωρίζονται με την εφαρμογή μαγνητικού πεδίου με βάση το λόγο 
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μάζας/φορτίου (m/z) του εκάστοτε θραύσματος που τελικά ανιχνεύονται από τον 

αναλυτή. Στη συνέχεια γίνεται επεξεργασία των διακριτών λόγων μάζας/ φορτίου που 

έχουν ανιχνευθεί για την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση  των πρωτεϊνών αλλά και 

ανίχνευση των ομοιοπολικών τροποποιήσεων που φέρουν. Η ανάλυση των δειγμάτων 

με φασματομετρία μάζας πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Πρωτεϊνικής Χημείας του 

Ερευνητικού Κέντρου Βιοϊατρικών επιστημών "Αλέξανδρος Φλέμινγκ" και το σύστημα 

που έγινε η ανάλυση ήταν το Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL hybrid FTMS το οποίο 

διαθέτει στήλη υγρής χρωματογραφίας πολύ υψηλής πίεσης. 

2.3 Απομόνωση ολικού RNA και πρωτεϊνών από κύτταρα και εξωσώματα 

Για την απομόνωση του ολικού RNA από κύτταρα έγινε χρήση του αντιδραστηρίου 

TRI Reagent (Sigma-Aldrich) σε συνδυασμό με το κιτ Monarch (New England Biolabs), 

ενώ για εξωσώματα το TriZol LS (Ambion) επίσης σε συνδυασμό με το κιτ Monarch. 

Τα δύο πρωτόκολλα είναι πανομοιότυπα με την εξαίρεση των δύο πρώτων βημάτων. 

Απομόνωση RNA από κύτταρα 

1)Εισαγωγή 1.5ML TRI Reagent σε μονόστιβη καλλιέργεια 25 φλάσκας (αφού 

πρώτα έχει αφαιρεθεί το θρεπτικό και έχει γίνει πλύση με PBS pH 7.4 ήπια 

επαναιώρηση με πιπέτα και επωάσει σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά για να 

λυθούν τα κύτταρα. 

2)Μεταφορά του εναιωρήματος σε 2ml eppendorfs και προσθήκη 150μl 1-

bromo-3-chloropropane (0,1V) (Sigma), ήπια ανακίνηση για 10 δευτερόλεπτα  και 

επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 15-20 λεπτά. Σε αυτό το στάδιο, 

δημιουργούνται τρεις φάσεις: μια υδατική στην επιφάνεια που περιέχει το RNA, μια 

ενδιάμεση ζώνη που περιέχει το DNA και μια οργανική, μωβ φάση στον πυθμένα 

που περιέχει τις πρωτεΐνες 

Απομόνωση RNA από εξωσώματα 

A) Εισαγωγή 750ul TRI Reagent σε εναιώρημα εξωσωμάτων 250 ul σε PBS 1x 

PH 7.4 και επωάσει σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.  

B) Μεταφορά του εναιωρήματος σε 2ml eppendorfs και προσθήκη 75μl 1-bromo-

3-chloropropane (0,1V), ανακίνηση για 10 δευτερόλεπτα  και επώαση σε 

θερμοκρασία δωματίου για 15-20 λεπτά. 

       Επόμενα βήματα που είναι κοινά στις 2 μεθόδους           
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1) Φυγοκέντριση στα 12000g για 15min στους 4 °C. 

2) Μεταφορά της υδατικής φάσης σε νέο tube, γίνεται προσθήκη ίσου 

όγκου αιθανόλης >98% και μίξη με ανακίνηση ή πιπετάρισμα. 

3) Μεταφορά του μίγματος στη στήλη RNA purification του κίτ Μοnarch, και 

εισαγωγή της στήλης σε collection tube. 

4) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 30 δευτερόλεπτα και απόρριψη του flow 

through. 

5) Προσθήκη 500 μl RNA wash buffer στη στήλη 

6) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 30 δευτερόλεπτα και απόρριψη του flow 

through. 

7) Εισαγωγή μείγματος που περιέχει 75 μl DNAse buffer και 5 μl DNAse 

στη στήλη. 

8) Επώαση 20’ σε θερμοκρασία δωματίου για να πραγματοποιηθεί η 

αποικοδόμηση του DNA. 

9) Εισαγωγή 500 μl RNA priming buffer στη στήλη 

10) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 30 δευτερόλεπτα και απόρριψη του flow 

through. 

11) Προσθήκη  500 μl RNA wash buffer στη στήλη 

12) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 30 δευτερόλεπτα και απόρριψη του flow 

through. 

13) Προσθήκη  500 μl RNA wash buffer στη στήλη 

14) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 2 λεπτά και απόρριψη του flow through. 

15) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 1 λεπτό και απόρριψη του flow through. 

16) Μεταφορά της στήλης σε 1.5 ml eppendorf και εισαγωγή 100 μL  RNAse 

free H2O στη στήλη 

17) Επώαση της στήλης για 3 λεπτά σε heatblock στους 40 oC 

18) Φυγοκέντριση 16.000 RCF για 30 δευτερόλεπτα για την λήψη του RNA. 

19)  Μέτρηση της συγκέντρωσης με Nanodrop 
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Κατακρήμνιση RNA με οξικό νάτριο. 

Aν τα δείγματα παρουσιάσουν χαμηλή συγκέντρωση RNA (<100ng) τότε αυτό 

μπορεί να κατακρημνιστεί και να επαναιωρηθεί σε μικρότερο όγκο. 

Προσθήκη 2.5 όγκου δείγματος  >98% αιθανόλης (Sigma) 

Προσθήκη 0.1 όγκου δείγματος  διάλυμα οξικού νατρίου 3Μ pH 5.2 (Merck) 

Προσθήκη 5μl διαλύματος γλυκογόνου RNA grade 1μg/μl (Thermo Fisher) 

Επώαση για τουλάχιστον 16 ώρες στους -20 

Φυγοκέντριση max RCF (23.000rcf) για 15 λεπτά και απόρριψη υπερκειμένου 

Πλύση ιζήματος με 2.5 όγκους δείγματος  αιθανόλης 70% 

Φυγοκέντριση max RCF (23.000rcf) για 2 λεπτά και απόρριψη υπερκειμένου 

Επαναδιάλυση ιζήματος RNA σε 7-10 μl RNA se free H2O. 

2.4 Σύνθεση cDNA 

Κατά τη διάρκεια της διατριβής πραγματοποιήθηκε η σύνθεση cDNA με τρείς 

διαφορετικούς τρόπους. Για την ενίσχυση της PARN_v1 πραγματοποιήθηκε η PARN-

ειδική σύνθεση cDNA κατά την οποία χρησιμοποιήθηκε ένας εκκινητής ddREV που 

είναι ειδικός με μια περιοχή που βρίσκετε στο 3’ UTR της PARN και του PARN_v1. Με 

αυτόν τον τρόπο η αντίστροφη μεταγραφάση προσδέθηκε αποκλειστικά και μόνο στα 

mRNA της PARN  της PARN_v1 και οποιονδήποτε άλλων εναλλακτικών μεταγράφων 

της PARN  περιέχουν την συγκεκριμένη περιοχή 3’ UTR της PARN που προσδένετε ο 

ddREV (περιοχή 2261-2282). Με αυτόν τον τρόπο παρήχθη το cDNA της PARN_v1 

πλήρου μήκους. Για την ανάλυση των επιπέδων PARN και PARN_v1  η σύνθεση cDNA 

πραγματοποιήθηκε με τυχαία εξαμερή ως εκκινητές, με αυτόν τον τρόπο παράχθηκε 

ένα κατακερματισμένο cDNA που είναι αντιπροσωπευτικό για το  mRNA μεταγράφωμα 

του κυττάρου και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα qPCR. Για την ανίχνευση 

miRNA με qPCR πραγματοποιήθηκε ταυτόχρονη πολυαδενυλίωση του 

μεταγραφώματος ώστε οι πολύ-Α ουρές του miRNA να χρησιμοποιηθούν σαν 

υπόστρωμα για την αντίστροφη μεταγραφή.  Η PARN ειδική αντίστροφη μεταγραφή 

και η αντίστροφη μεταγραφή προς μελέτη των επιπέδων mRNA έγινε με Primescript 

RT (Takara) ενώ προς ανίχνευση των miRNA με mir-x (clonetech). 

PARN ειδική σύνθεση cDNA για την ειδική ενίσχυση του PARN_v1 
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-Αρχικά αναμειγνύονται τα κάτωθεν προς την δημιουργία του template primer mix 

Πίνακας 4  

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

ddREV PARN specific primer (5’ GCC 

TAC AAC CGT GAT GAG TGT C 3’) 

0.2 μl (10μΜ) 

dNTP mix 1 μl 

MSTO total RNA 1 μl (412.6 ng) 

RNAse free H2O 7.8 μl 

Όγκος αντίδρασης 10 μl 

- Επώαση για 5 λεπτά στους 65 C στον θερμοκυκλοποιητή για την αποδιάταξη των 

δευτεροταγών δομών του RNA ώστε να προσδεθεί ο ddREV  

Πίνακας 5  

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

template primer mix 10 μl 

5Χ Scriptase buffer 4 μl 

 RNAse inhibitor 0.5 μl 

Αντίστροφη μεταγραφάση 1 μl 

RNAse free H2O  4.5 μl 

Όγκος αντίδρασης  20 μl 

- Επώαση για 60 λεπτά στους 50 oC στον θερμοκυκλοποιητή για να δράσει η 

αντίστροφη μεταγραφάση 

- Επώαση για 15 λεπτά στους 70 oC για να απενεργοποιηθεί η αντίστροφη 

μεταγραφάση. 

 

Σύνθεση cDNA για ανάλυση επιπέδων έκφρασης mRNA με qPCR 

Πίνακας 6 
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Αντιδραστήρια Ποσότητες 

Random hexamers  2 μl 

dNTP mix  1 μl 

Total RNA   2000ng  

RNAse free H2O 
 Όσο απαιτείτε για να γίνει ο όγκος 

αντίδρασης 10 μl 

-Επώαση για 5 λεπτά στους 65 oC στον θερμοκυκλοποιητή 

 

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

template primer mix 10 μl 

5Χ Scriptase buffer 4 μl 

 RNAse inhibitor 0.5 μl 

Αντίστροφη μεταγραφάση 1 μl 

RNAse free H2O 4.5 μl 

Όγκος αντίδρασης     20 μl 

 

- Επώαση για 10 λεπτά στους 50 oC στον θερμοκυκλοποιητή  

-Επώαση για 15 λεπτά στους 70 oC 

 

2.5 qPCR 

Η Real Time PCR είναι η πιο διαδεδομένη μέθοδος για ανάλυσης της γονιδιακής 

έκφρασης μικρού αριθμού γονιδίων. Αυτή η τεχνική είναι γνωστή για την εξαιρετική 

ευαισθησία της, μιας και μπορεί να ανιχνεύσει ακόμα και ένα μετάγραφο στο μείγμα 

αντίδρασης. Επίσης η RT-qPCR χαρακτηρίζεται από υψηλή εξειδίκευση, με δεδομένο 

ότι έχει γίνει ορθός σχεδιασμός των εκκινητών.  Η RT-qPCR μπορεί να διεξαχθεί σε 

ένα βήμα (one step reaction), όπου η σύνθεση του cDNA και αντίδραση πολυμεράσης 

συμβαίνει στο ίδιο μίγμα αντίδρασης, ή σε δύο βήματα όπου η αντίστροφη μεταγραφή 

και η ενίσχυση του παραγόμενου cDNA πραγματοποιούνται ως ξεχωριστές 
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αντιδράσεις. Η one-step Real time PCR μειώνει πολύ το χρόνο διεξαγωγής της 

πειραματικής διαδικασίας και χρησιμοποιείται ευρέως στη μοριακή διάγνωση ιικών και 

βακτηριακών λοιμώξεων, και πολύ λιγότερο σε ερευνητικά εργαστήρια μιας και το RNA 

υπόστρωμα είναι πολύ επιρρεπές σε αποικοδόμηση .Κατά τη διαδικασία της RT-qPCR 

ο εκθετικός πολλαπλασιασμός των προϊόντων PCR συνοδεύεται με ανάλογη αύξηση 

του φθορισμού που ανιχνεύεται από το μηχάνημα της qPCR σε πραγματικό χρόνο, η 

μέτρηση της αύξησης του φθορισμού κατά τη διάρκεια της PCR ενίσχυσης αναλύεται 

προς την ποσοτικοποίηση του αρχικού υποστρώματος  PCR. Πιο συγκεκριμένα, στους 

πρώτους κύκλους της PCR το προϊόν της βρίσκεται σε πολύ μικρή ποσότητα και έτσι 

ο φθορισμός βρίσκεται κάτω από τα όρια ανίχνευσης του μηχανήματος, στη συνέχεια 

ακολουθεί η εκθετική φάση της αντίδρασης όπου η ποσότητα του προϊόντος 

διπλασιάζεται σε κάθε επόμενο κύκλο και οδηγεί σε μία αναλόγως εκθετική αύξηση 

του φθορισμού που ανιχνεύεται. Όσο περισσότερα μόρια στόχοι υπάρχουν στο cDNA 

υπόστρωμα τόσο λιγότεροι κύκλοι PCR θα χρειαστούν για να ξεκινήσει η εκθετική 

φάση και να ανιχνευθεί φθορισμός. Με τη σύγκριση του αριθμού κύκλων που είναι 

απαραίτητοι για την ανίχνευση φθορισμού σε κάθε αντίδραση (cT cycle thresshold) 

μπορούμε να συγκρίνουμε την αρχική ποσότητα των μορίων που βρίσκονται στα 

αρχικά δείγματα των επιμέρους αντιδράσεων. Στην παρούσα εργασία εφαρμόσθηκε 

two-step RT-qPCR με χημεία SYBR® green. Κατά την χημεία SYBR® green το SYBR 

δεσμεύεται σε κάθε δίκλωνο DNA και όταν δεσμευτεί πολλαπλασιάζεται ο φθορισμός 

του. Για την ποσοτικοποίηση των κυτταρικών επιπέδων έκφρασης mRNAs, 

εφαρμόστηκε συγκριτική ποσοτική Real Time PCR (Comparative qRT-PCR) με τη 

μέθοδο 2^-ΔCt. Η κανονικοποίηση πραγματοποιήθηκε με τη σύγκριση των cT  των 

mRNA ενδιαφέροντος με των cT της β-ακτίνης έχει σταθερά επίπεδα έκφρασης. Για 

την ποσοτικοποίηση εξωσωματικών  miRNA δεν υπάρχει γνωστό RNA που να 

εμπλουτίζετε σε ίδιο βαθμό σε όλα τα εξωσώματα οπότε δεν πραγματοποιήθηκε 

ποσοτικοποίηση αλλά μόνο ανίχνευση. 

Πίνακας 7 Μείγμα αντίδρασης qPCR για την ποσοτικοποίηση κυτταρικών mRNA και 

ανίχνευση εξωσωματικών  miRNA. 

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

SYBR select Mix 2X (applied 

biosystems) 
10 μl 
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Forward primer (10μM) 0.4 μl 

Reverse primer (10μM) 0.4 μl 

cDNA 2 μl 

ddH20 7.2 μl 

Όγκος αντίδρασης 20 

 

SYBR select mix: μίγμα DNA πολυμεράσης, γλυκοζιλάση της ουρακίλης Uracyl 
DNA glycosylase (UDG), dNTPs, ιόντων Mg2+, χρωστικής SYBR Green και ROX 

χρωστικής αναφοράς.                               

 

Πίνακας 8 Θερμικές συνθήκες αντιδράσεων qPCR 

 Βήμα   Συνθήκες αντίδρασης 

απενεργοποίηση γλυκοζιλάσης της 

ουρακίλης 
55 oC 2 min 

Αρχική αποδιάταξη 95oC, 2 min 

Αποδιάταξη                              (40 
κύκλοι) 

95 oC 15 sec 

Υβριδοποίηση και Ενίσχυση (40 
κύκλοι) 

60 oC 40 sec 

Διάσταση και επαναδιάταξη 95 oC 

Διάσταση και επαναδιάταξη 60 oC 

Διάσταση και επαναδιάταξη 95  oC 

 

Πίνακας 9 Αλληλουχίες  εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τις αντιδράσεις qRT-

PCR της διατριβής 

miR-29a-5p 
5’ GGG 

GACTGATTTCTTTTGGTGTTCAG 3 
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miR-21-5p 5’ TAGCTTATCAGACTGATGTTGA 3’ 

Mir-484 5’ TCA GGCTCAGTCCCCTCCCGAT 3’ 

U6snRNA 
Forward & Reverse εμπεριέχονται στο Mir-

X kit (Clonetech) 

β-act 

(FWD) 5’ GGACTTCGAGCAAGAGATGG 

3’ 

(REV) 5’ AGCACTGTGTTGGCGTACAG 3’ 

PARN_v1 

(FWD) 5’ 

CGCCGCGGAATTTTTTAAGAG 

 

(REV)  5’ 

ATGCAGAGACTGAAGGTCCATC 3’ 

 

PARN 

            (FWD) 5’ CGA GTAGAACCG CTG 

AGGC 3’ 

(REV)5’ ATGCAGAGACTGAAGGTCCATC 

3’ 

 

 

2.6 Aνοσοαποτύπωση κατά Western 

2.6.1 Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών 

Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών που απομονώνονται μετά 

τη λύση κυττάρων και εξωσωμάτων χρησιμοποιήθηκε το kit της Macherey-Nagel. 

Αρχικά υπολογίστηκε η πρότυπη καμπύλη με τον προσδιορισμό της απορρόφησης σε 

OD 570nm διαδοχικών αραιώσεων διαλυμάτων γνωστών συγκεντρώσεων βόειας 

αλβουμίνης ορού (BSA). Ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων έγινε με τη χρήση της 

πρότυπης καμπύλης που υπολογίσθηκε: y = 0.1269x + 0.0073 όπου Υ = η 

απορρόφηση στα 570nm και χ = η συγκέντρωση του δείγματος σε μg/μl. 
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 Τα πειραματικά στάδια που ακολουθήθηκαν για την ποσοτικοποίηση είναι τα εξής: 

1. Προσθήκη 20 μl δείγματος αραιωμένου 1/5 και 1/10 σε μικροπλάκα. 

2.  Προσθήκη 40 μl του αντιδραστηρίου PSB  

3.  Προσθήκη 40 μl του αντιδραστηρίου QR (Quantification Reagent).  

4.   Ήπια ανάδευση της μικροπλάκας ώστε να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες  

5.  Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 30’ 

6.  Μέτρηση απορρόφησης στα 570 nm σε plate reader  

7.  Υπολογισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών (μg/μl) με βάση την πρότυπη 

καμπύλη. 

Για να προετοιμαστούν τα δείγματα για ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικές 

προστίθεται denaturating sample buffer 4x  και τα δείγματα θερμαίνονται στους 95oC, 

για 6 λεπτά. Η αύξηση της θερμοκρασίας παρουσία SDS προκαλεί την κατάργηση των 

δευτεροταγών και τριτοταγών δομών ενώ η β-μερκαπτοαιθανόλη ανάγει τους 

δισουλφιδικούς δεσμούς μεταξύ πρωτεϊνών. Για την προετοιμασία των δειγμάτων για 

ηλεκτροφόρηση σε μη αποδιατακτικές συνθήκες προστίθεται   

Πίνακας 10 Denaturating PAGE sample buffer 4x 

Συστατικά  Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris pH 6.8 Applichem 1M 

Γλυκερόλη  Applichem 40% v/v 

SDS Serva 8% w/v 

β- μερκαπτοαιθανόλη Riedel de Haën 5% v/v 

bromophenol blue Research Organics 0.1% w/v 

ddH20   

 

Πίνακας 11 Native PAGE sample buffer 4x 

Συστατικά  Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris pH 6.8 Applichem 1M 

Γλυκερόλη  Applichem 20% v/v 
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bromophenol blue Research Organics 0.02% w/v 

ddH20   

 

2.6.2 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες 

Kατά την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό 

αποδιατακτικές συνθήκες, το SDS προκαλεί μετουσίωση των πρωτεϊνών και η 

δέσμευσή του τις φορτίζει αρνητικά, με αποτέλεσμα όταν εφαρμοστεί διαφορά 

δυναμικού αυτές μετακινούνται προς το θετικά φορτισμένο πόλο διαμέσου του 

πλέγματος πολυακρυλαμιδίου. Οι πρωτεΐνες έχοντας χάσει τις δευτεροταγείς και 

τριτοταγείς τους δομές, αλλά και τους δισουλφιδικούς δεσμούς,  διαχωρίζονται 

αποκλειστικά με βάση το μέγεθός τους. Οι πρωτεΐνες μικρότερου μοριακού βάρους 

συναντούν μικρότερη αντίσταση από το πλέγμα και έτσι μεταναστεύουν γρηγορότερα 

.Επίσης η συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου παίζει κρίσιμο ρόλο στην διαχωριστική 

ικανότητα της πηκτής. Για το διαχωρισμό πρωτεϊνών μικρού μοριακού βάρους 

χρησιμοποιούνται πηκτές με μεγαλύτερη συγκέντρωση ακρυλαμιδίου (10%-15%) απ 

ότι για τον διαχωρισμό πρωτεϊνών υψηλότερου μοριακού βάρους (7%-10%), στη 

παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν πηκτές διαχωρισμού με συγκέντρωση 10%. Το 

πήκτωμα περιέχει δύο φάσεις, μία φάση επιστοίβαξης που έχει πολύ χαμηλότερη 

περιεκτικότητας (5%) σε ακρυλαμίδιο και μια φάση διαχωρισμού, το δείγμα πρωτεϊνών 

εισάγεται στην πρώτη. Με την εφαρμογή διαφοράς δυναμικού οι πρωτεΐνες διατρέχουν 

γρήγορα την φάση επιστίβαξης  και διαμορφώνουν μια ζώνη ώστε να εισέλθουν 

ταυτόχρονα στην πηκτή διαχωρισμού. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται υπό 

σταθερή τάση 100  V, σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (Running 

Buffer 1x).  

Πίνακας 12 Σύσταση πηκτής διαχωρισμού 10% 

Συστατικά Κατασκευαστές Ποσότητες 

Tris-HCl 1.5Μ pH 8.8 Applichem 1.3 mL 

SDS 10% Serva 50 μL 
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Μείγμα 30% 

ακρυλαμιδίου / δισ-

ακρυλαμιδιου 29/1 

Serva 1.7 mL 

APS Serva 50 μL 

TEMED Invitrogen 2 μL 

dH2O  1.9 mL 

 

 

 

Πίνακας 13 Πήκτωμα συμπύκνωσης 5% 

Συστατικά Κατασκευαστές Ποσότητες 

Tris-HCl 1.5Μ pH 6.8 Applichem 380 μL 

SDS 10% Serva 30 μL 

Μείγμα 30% 

ακρυλαμιδίου / δισ-

ακρυλαμιδιου 29/1 

Serva 500 μL 

APS Serva 30 μL 

TEMED Invitrogen 3 μL 

dH2O  2.1 mL 

 

Πίνακας 14 Running Buffer 1x 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris-HCl Applichem 25mM 

Γλυκίνη Serva 0.192M 

SDS Serva 0.1% w/v 

dH20   
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2.6.3 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε μη αποδιατακτικές συνθήκες 

   Κατά την ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε μη αποδιατακτικές συνθήκες, το sample 

buffer στο οποίο είναι διαλυμένες οι πρωτεΐνες αλλά και η πηκτή δεν περιέχουν 

αποδιατακτικούς παράγοντες (SDS) ή παράγοντες που ανάγουν τους δισουλφιδικούς 

δεσμούς (dTT /β- μερκαπτοαιθανόλη), επίσης  πριν φορτωθούν τα δείγματα στην 

πηκτή αυτά δεν θερμαίνονται στους 95ο C. Έτσι σε αντίθεση με την SDS-PAGE στη 

Native-PAGE η μετανάστευση των πρωτεϊνών προς τον θετικό πόλο εξαρτάται πέρα 

από το μοριακό βάρος, από το φορτίο των πρωτεϊνών, τη δημιουργία ολιγομερών 

δομών αλλά και το σχήμα. Αυτές οι διαφορές σε σχέση με την SDS-PAGE έχουν ως 

αποτέλεσμα την πιο αργή μετανάστευση των πρωτεϊνών μέσω της πηκτής. Στην 

παρούσα εργασία η Native-PAGE χρησιμοποιήθηκε για την διερεύνηση του προφίλ 

ολιγομερισμού της πρωτεΐνης PARN_v1 σε σύγκριση με την PARN. Οι πηκτές Native 

περιείχαν φάση επιστοίβαξης με περιεκτικότητα 4% w/v σε ακρυλαμίδιο και φάση 

διαχωρισμού 7%. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται υπό σταθερή τάση 90 V, σε 

ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (Native Running Buffer 1x). 

Πίνακας 15 Πηκτή διαχωρισμού 7% 

Συστατικά Κατασκευαστές Ποσότητες 

Tris-HCl 1.5Μ pH 8.8 Applichem 3,11 mL 

Μείγμα 30% 

ακρυλαμιδίου / δισ-

ακρυλαμιδιου 29/1 

Serva 1.46 mL 

APS Serva 20.9 μL 

TEMED Invitrogen 4.8 μL 

dH2O  2.57 mL 

 

Πίνακας 16 Πηκτή επιστοίβαξης 4% 

Συστατικά Κατασκευαστές Ποσότητες 

Tris-HCl 1.5Μ pH 6.8 Applichem 1250 μL 
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Μείγμα 30% 

ακρυλαμιδίου/δισ-

ακρυλαμιδίου 29/1 

Serva 500 μL 

APS Serva 50 μL 

TEMED Invitrogen 5 μL 

dH2O  3.2 mL 

 

Πίνακας 17 Running buffer Native 1x 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris-HCl Applichem 25mM 

Γλυκίνη Serva 0.192M 

dH20   

 

2.6.4 Ηλεκτρομεταφορά 

 Με την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης των πρωτεϊνών ακολουθεί μεταφορά 

τους από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη PVDF. Η ηλεκτρομεταφορά όπως 

και η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή βασίζεται αρνητική φόρτιση των πρωτεϊνών με που 

μετακινούνται από την πηκτή στην μεμβράνη με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου. 

Όταν μεταφερθούν στην μεμβράνη PVDF καθηλώνονται λόγω υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων. 

 Μετά το πέρας του διαχωρισμού των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE ή 

Νative-PAGE, η μεμβράνη, η πηκτή και 6 χαρτιά whatman μεταφέρονται σε ρυθμιστικό 

διάλυμα μεταφοράς (Transfer buffer). Στη συνέχεια η πηκτή και η μεμβράνη PVDF 

τοποθετούνται στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς Semidry Transfer System ανάμεσα σε 

τρία ζεύγη από χαρτιά Whatman αφού πρώτα εμβαπτιστεί η μεμβράνη PVDF σε  

μεθανόλη 100% για περίπου 30’’, η μεμβράνη τοποθετείτε  στην πλευρά του θετικού 

πόλου ενώ η πηκτή στου αρνητικού. Η ηλεκτρομεταφορά πραγματοποιείτε υπό 

σταθερή ένταση 0.270 A, για 45 min. Η αποτύπωση του δείκτη μοριακών βαρών στην 

PVDF  επιβεβαιώνει την επιτυχία της μεταφοράς. 
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Εικόνα 37. Σχηματική αποικόνηση semidry ηλεκτρομεταφοράς σε μεμβράνη PVDF 

Πίνακας 18 Transfer buffer 1 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris-HCl Applichem 0.025Μ 

Γλυκίνη Serva 19.2 mM 

SDS Serva 0.2% w/v 

Μεθανόλη Applichem 20% v/v 

dH20   

H μεθανόλη προστίθεται λίγο πριν τη χρήση. 

2.6.5 Ανοσοανίχνευση 

Αφού ολοκληρωθεί η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών στη μεμβράνη PVDF, 

μπορεί να πραγματοποιηθεί η οπτικοποίηση των πρωτεϊνών ενδιαφέροντος με 

ανοσοανίχνευση.  Η τεχνική βασίζεται στην ειδική πρόσδεση ενός αντισώματος στην 

πρωτεΐνη ενδιαφέροντος που βρίσκετε ακινητοποιημένη στη μεμβράνη, η ανίχνευση 

πραγματοποιείτε με την πρόσδεση ενός δεύτερου σημασμένου αντισώματος στη 

σταθερή περιοχή του πρώτου.   Μετά την ηλεκτρομεταφορά η  PVDF εμβαπτίζεται σε 

blocking buffer (5% w/v γάλα σε σκόνη σε TBS-T 1) για 1 ώρα υπό ανάδευση ώστε 

να δεσμευτεί ασθενώς η  καζεΐνη του γάλακτος στις πρωτεΐνες που φέρει η μεμβράνη. 

Με αυτό τον τρόπο αποφεύγεται η ασθενής μη ειδική πρόσδεση του πρώτου 
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αντισώματος με τις πρωτεΐνες που φέρει ημεμβράνη. Κατόπιν η μεμβράνη επωάζεται 

με το πρώτο αντίσωμα σε αραίωση 1:250-1:1000 υπό συνεχή ανάδευση για 16-48 

ώρες στους 4oC. Στη συνέχεια γίνονται 3 πλύσεις με TBS-T για 15min με ανάδευση, 

και στη συνέχεια επώαση της μεμβράνης για 1.5 ώρα σε δεύτερο αντίσωμα που φέρει 

ομοιοπολικά συνδεδεμένη υπεροξειδάση αραιωμένο 1:10.000 υπό ανάδευση σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια γίνονται 3 ακόμα πλύσεις με TBS-T για 15min. 

Για την εμφάνιση του σήματος προστίθεται 1 ml υπόστρωμα υπεροξειδάσης Luminata 

crescento και το σήμα αποτυπώνετε σε imager Uvitech Cambridge ή Amersham 

ImageQuant 800. 

 

Πίνακας 19 TBS-T 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris-HCl Applichem 0.05M 

NaCl Applichem 0.15M 

Tween Sigma 0.1% v/v 

dH2O   

Ενίσχυση και κλωνοποίηση του PARN_ν1 

2.7 Κλωνοποίηση βάσει πρωτοκόλλου του In-fusion HD cloning kit (Clontech) 

Για την κλωνοποίηση της PARN_ν1 στον πλασμιδιακό φορέα βακτηριακής 

έκφρασης pGEX-6p1 (o οποίος στο συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκε σαν 

απλός φορέας κλωνοποίησης), χρησιμοποιήθηκε το In-fusion HD cloning kit. Το kit  

είναι σχεδιασμένο για την ακριβή και κατευθυνόμενη κλωνοποίηση ενός τρήματος 

DNA. Το In-fusion HD cloning kit περιέχει ένα ένζυμο που καταλύει τον ομόλογο 

ανασυνδυασμό μεταξύ των άκρων του ενισχυμένου DNA και των αντίστοιχων άκρων 

ενός γραμμικοποιημένου φορέα. Τα 5’ ομόλογα άκρα εισάγονται στο DNA προς 

κλωνοποίηση κατά τη διάρκεια της PCR με την χρήση εκκινητών που φέρουν τις 

15βάσεις  οι οποίες  είναι ομόλογες με τα αντίστοιχα άκρα του  γραμμικοποιημένου 

πλασμιδίου. 

Τα βήματα που ακολουθήθηκαν για την κλωνοποίηση της PARN_v1 στον pGEX-

6p1 ήταν τα εξής: 
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Α) Σχεδιασμός  PCR εκκινητών ειδικών  για την ειδική ενίσχυση της PARN_v1 που 

επίσης έχει μία επιπλέον αλληλουχία των 15 bp στα 5 άκρα των εκκινητών τα οποία 

είναι ομόλογα με τα άκρα που θα προκύψουν από τον γραμμικοποιημένο φορέα 

pGEX-6p1 με Sal1. H ειδικότητα τ εκκινητών για PARN_v1 εξαρτάτε από τον πρόσθιο 

εκκινητή που έχει σχεδιαστεί ώστε να είναι συμπληρωματικός με τον μοναδικό εξωνικό 

κόμβο μεταξύ των εξωνίων 1’ και 2. 

B) Πέψη του φορέα pGEX-6p1 με Sal1. 

Γ) Ενίσχυση της PARN_v1 με PCR με υπόστρωμα το cDNA από MSTO κύτταρα 

χρησιμοποιώντας μία πολυμεράση υψηλής πιστότητας και ακολουθώντας το 

πρωτόκολλο Touch down PCR.  

Δ) Απομόνωση του ειδικού προϊόντος PCR και του γραμμικού pGex-6p1 από την 

πηκτή αγαρόζης. 

Ε) Aντίδραση ομόλογου ανασυνδυασμού με το infusion  μεταξύ του προϊόντος PCR 

και του γραμμικού pGex-6p1. 

Ζ) Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων Dh5a με τo μείγμα που προκύπτει από 

την προηγούμενη  αντίδραση ομόλογου ανασυνδυασμού. 

Η) Επίστρωση τρυβλίων και επιλογή αποικιών. 

Θ) Υγρή καλλιέργεια με τις αποικίες που προέκυψαν. 

Ι) Απομόνωση πλασμιδίων και αλληλούχιση κατά Sanger για την επιβεβαίωση της 

επιτυχίας της κλωνοποίησης. 

Πίνακας 20 Αντίδραση πέψης του pGEX-6p1 με Sal1 

Αντισραστήρια Ποσότητες 

10 New England Biolabs Buffer 3.1 2μl 

Πλασμιδιακό DNA pGEX-6p1 10μl (2μg) 

ddH2O 6μl 

Sal1 (NEB)  2 μl (20U) 

Vτελ. 20μl 

-Επώαση στους 37C για 18 ώρες σε κυκλοποιητή. 
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2.7.1 Ενίσχυση της PARN_v1 με touch down PCR. 

H touch down PCR αποτελεί μία παραλλαγή της απλής PCR κατά την οποία η 

αντίδραση ξεκινά σε πολύ υψηλότερη θερμοκρασία υβριδισμού σε σχέση με τo ΤΜ 

των εκκινητών και  σε κάθε κύκλο μειώνετε διαδοχικά η θερμοκρασία κατά 1 βαθμό C 

μέχρι να φτάσει στην τελική θερμοκρασία υβριδισμού στην οποία πραγματοποιούνται 

και οι υπόλοιποι κύκλοι της αντίδρασης. Στην  PCR η μη ειδική ενίσχυση οφείλετε στην 

μερική συμπληρωματικότητα της 3’ θέσης των εκκινητών σε μια περιοχή του DNA 

υποστρώματος που δεν αποτελεί στόχο, και κατά κανόνα εμφανίζει πολύ μικρότερη 

συμπληρωματικότητα από την αλληλουχία στόχο οπότε έχει και μικρότερη 

θερμοκρασία αποδιάταξης. Έτσι με την διαδοχική μείωση της θερμοκρασίας 

υβριδισμού αναστέλλεται η μη ειδική πρόσδεση των εκκινητών με αποτέλεσμα την 

σημαντικά μεγαλύτερη ειδικότητα. Η κύρια αδυναμία της μεθόδου είναι η εξάντληση 

του ενζύμου λόγω των πολύ περισσότερων κύκλων PCR, έτσι για την touch down PCR 

ενδίκνειται η χρήση Hot start Ηigh fidelity πολυμερασών. 

Πίνακας 21 Εκκινητές 

Splice junction 

specific F 

5’ GAA TTC CCG GGT CGA CCG CGG AAT TCG ATT TTA AGA G 3’ 

V1 PGex Ρ 5’ GGC CGC TCG AGT CGA CGC TCA CAG CGA CAG CAC CAG CG3’ 

 

Πίνακας 22 Αντίδραση Touch down PCR 

Βήμα  Συνθήκες αντίδρασης 

Αρχική αποδιάταξη 95 oC                3min 

Αποδιάταξη 98 oC                20sec 

Αρχική Υβριδοποίηση 77 oC          15sec   -1 oC    

σε κάθε κύκλο  για 17 

κύκλους 

Επέκταση 72 oC                2.1min 

Αποδιάταξη 98 oC                20sec 

Τελική  Υβριδοποίηση     60C             15’’     
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Επέκταση                    72 oC                2.1min    

40 κύκλοι 

Τελική επέκταση 72 oC                10min 

Αποθήκευση 4 oC 

 
Πίνακας 23 

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

2 KAPA HiFi HotStart Ready Mix 12.5 μl 

Εκκινητής Fwd 10μΜ 1μl 

Εκκινητής Rev 10μΜ 1 μl 

MSTO PARN-specific primed cDNA ( 1μl 

ddH2O 9.5μl 

Vτελ 25μL 

 
2.7.2 Ηλεκτροφόρηση DNA 

 H ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR και της πέψης, και της PCR έγινε 

με σε πηκτή αγαρόζης 1% (Nippon Genetics). Χρησιμοποιήθηκε ρυθμιστικό διάλυμα 

για την ηλεκτροφόρηση των νουκλεϊκών οξέων TAE 1x pH 8.6 (1gr αγαρόζης σε 100ml 

TAE) και σημάνθηκαν με χρωστική Midori Green (Nippon Genetics), σε διαφορά 

δυναμικού 60V. Τα δείγματα φορτώθηκαν με  Loading buffer Fast Gene 6x (Nippon 

Genetics), και η πρόοδος της ηλεκτροφόρησης αλλά και η εκτίμηση των μοριακών 

βαρών έγινε με παράλληλη ηλεκτροφόρηση του DNA marker Generuler 1κΒ DNA 

ladder (Thermo Fisher). Η απομόνωση και ο καθαρισμός των προϊόντων PCR και 

πέψης από την πηκτή αγαρόζης  έγινε με βάση το πρωτόκολλο Invitrogen Nucleospin 

Gel (Macherey-Nagel). 

Πίνακας 24 ΤΑΕ buffer 10x 

Συστατικά  Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Tris-HCl  Applichem 24,2% v/w  
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Oξικό οξύ Scharlau 5,71% w/w 

EDTA Merck 0,05M 

dH20   

 

2.7.3 Παρασκευή χημικά επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων με τη μέθοδο 
“Inoue (Inoue et al., 1990)” 

 Προετοιμασία του ρυθμιστικού διαλύματος piperazine-N,N′-bis 2-ethanesulfonic 

acid PIPES (Sigma) 0.5Μ pH 6.7. με την διάλυση 15.1 g of PIPES σε 80 mL ενέσιμου 

ύδατος και ρύθμιση του pH με KOH (Merck),  αφού ρυθμιστεί το ρΗ, προσθήκη Η2Ο 

μέχρι να φτάσει ο όγκος του διαλύματος τα 100 ml. 

 Προετοιμασία του Inoue transformation buffer με την διάλυση των παρακάτω 

σε 800 Milli-Q Η2Ο και προσθήκη Η2Ο μέχρι να φτάσει ο όγκος του διαλύματος τα 

1000 ml. 

Πίνακας 25 Inoue transformation buffer 

Συστατικά Κατασκευαστές 
Τελικές 
Συγκεντρώσεις 

MnCl2 Applichem 55 mM 

CaCl2 Applichem 15 mM 

KCl Merck 250 mM 

δ/μα PIPES (0.5 M, pH 

6.7) 

Sigma  10 mM 

Ενέσιμο ύδορ Viosera  

 Αποστείρωση διαλύματος με φίλτρο 0.22 μm (EMD- Millipore) 

 Ενοφθαλμισμός Dh5a (Thermo Fisher) κυττάρων σε 5 mL LB και επώαση για 

16 ώρες στους 37˚C 210 RPM 

 Μεταφορά της καλλιέργειας σε κωνική φιάλη 250mL που περιέχουν 100 SOB 

και επώαση 18˚C 210 RPM  

 Όταν η απορρόφηση της καλλιέργειας φτάσει το 0.55-0.6 στα 600nm γρήγορα 

μεταφέρουμε την υγρή καλλιέργεια στον πάγο. 
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 Φυγοκέντριση στα 2500g για 10 min στους 4˚C 

 Απόρριψη όλου του υπερκειμένου 

 Ήπια εναιώρηση σε 20ml παγωμένο Innoye transformation buffer 

 Προσθήκη 1.5 ml DMSO (Panreac Applichem) ήπια ανακίνηση και επώαση 

στον πάγο για 10 min. 

 Πάρα πολύ γρήγορα μεταφέρουμε 200 μL του εναιωρήματος βακτηρίων σε 1.5 

ml eppendorfs. 

 Snap freeze με γρήγορη εμβάπτιση σε υγρό άζωτο και φύλαξη στους -80 ˚C. 

 Οτιδήποτε έρχεται σε επαφή με τα βακτήρια πρέπει να είναι αποστειρωμένο, 

και οι χειρισμοί γίνονται κάτω από φλόγα. 

Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων με τη μέθοδο του θερμικού σοκ. 

Προσθήκη 2.5 μl infusion mix ή 100-300 ng πλασμιδίου σε 200 μl επιδεκτικών 

βακτηριακών κυττάρων και ήπια ανακίνηση 

Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο. 

Θερμικό σοκ για 45 δευτερόλεπτα στους 42 C στο υδατόλουτρο.  

Επώαση για 2 λεπτά στον πάγο.  

Προσθήκη 900 μl LB Broth (Applichem).  

Επώαση για 90 λεπτά, στους 37οC υπό ανάδευση (210rpm). 

Επίστρωση σε τρυβλία LB Agar (Sigma) και αντιβιοτικό .  

Επώαση στους 37 ˚C για 16 ώρες. 

2.7.4 Κλωνοποίηση της PARN_v1 σε φορέα PgEX-6p1 

H ένθεση του ενισχυμένου προϊόντος PCR PARN_v1 έγινε με ομόλογο ανασυνδυασμό 

με το In-fusion HD cloning kit, μεταξύ του προϊόντος PCR και του γραμμικοποιημένου 

φορέα PgEX-6p1 με Sal1. Η αναλογία της ποσότητας του ενθέματος προς αυτή του 

φορέα κλωνοποίησης ορίστηκε ως 3 προς 1 αντίστοιχα (mol PARN_v1 DNA:mol 

PgEX-6p1 DNA  3:1) σύμφωνα. Oι όγκοι αντίδρασης ομόλογου ανασυνδυασμού 

φαίνονται παρακάτω 
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Πίνακας 26 

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

Sal1 linearized PgEX-6p1  2,5μl (191.75 ng) 

PARN_v1 PCR product 5,5μl (149.6 ng) 

5 Ιn-fusion HD Enzyme (35ng) 2μl 

ddH2O - 

Επώαση στους 50 ˚C για 30 λεπτά σε κυκλοποιητή. 

Με το πέρας της αντίδρασης ομόλογου ανασυνδυασμού το μείγμα αποθηκεύτηκε 

στους -20 ˚C.  2.5 μl του προϊόντος  ανασυνδυασμού χρησιμοποιήθηκαν για το 

μετασχηματισμό δεκτικών  Dh5a κυττάρων με θερμικό σοκ. Μετά το πέρας 16 ωρών 

σε θερμοκρασία 37 οC, σε τρυβλία με LB-άγαρ που περιείχαν αμπικιλλίνη (Serva) 100 

μg/ mL παρατηρήθηκε ο σχηματισμός βακτηριακών αποικιών. Έγινε εμβολιασμός των 

αποικιών σε LB-Broth με αμπικιλλίνη 100 μg/ mL, μετά από 17 ώρες σε θερμοκρασία 

37 οC, σε 210 rpm, και ακολούθησε η απομόνωση του πλασμιδιακού DNΑ για κάθε μία 

από τις υγρές βακτηριακές καλλιέργειες με το plasmid extraction miniprep kit 

(Macherey Nagel). Για επιβεβαίωση της επιτυχίας της ένθεσης έγινε επανάληψη της 

αντίδρασης touch down PCR, στις ίδιες συνθήκες. Τo πλασμίδio στo οποίo 

εμφανίστηκε η ζώνη 2 κιλοβάσεων κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

αποστάλθηκε για αλληλούχιση κατά Sanger για την οριστική επιβεβαίωση της 

επιτυχίας της κλωνοποίησης αλλά και προσδιορισμό της κωδικής περιοχής του με το 

Expasy translate tool. 
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 Εικόνα 38. Χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pGEX-6p-1 (Amersham). 

Υποκλωνοποίηση της κωδικής περιοχής PARN_v1 σε φορέα βακτηριακής έκφρασης 

pET-33b+ (Novagen). 

Για την υποκλωνοποίηση της κωδικής περιοχής της PARN_v1 στον pET-33b+ 

χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες τεχνικές που αξιοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση της 

PARN_v1 στον pGEX-6p1 και παρόμοια στρατηγική. Η υποκλωνοποίηση της κωδικής 

περιοχής PARN_v1 έγινε έτσι ώστε να προστεθεί εντός πλαισίου μία αλληλουχία του 

φορέα που κωδικοποιεί για έναν επίτοπο αγχιστείας 6 ιστιδινών στο άκρο 3’ του  

PARN_v1 CDS. Τα επιμέρους βήματα ήταν τα εξής: 

Α) Σχεδιασμός  PCR εκκινητών ειδικών  για την ειδική ενίσχυση της κωδικής 

αλληλουχίας της PARN_v1 που επίσης φέρουν μία αλληλουχία των 15 bp στα 5 άκρα 

των εκκινητών που είναι ομόλογη με τα άκρα που θα προκύψουν από τον 

γραμμικοποιημένο φορέα pET33b+ Xho1.  

B) Πέψη του φορέα pET33b+ με Xho1 (New England Biolabs). 

Γ) Ενίσχυση της κωδικής αλληλουχίας της PARN_v1 με touch down PCR από 

υπόστρωμα το ανασυνδυασμένο pGEX-6p1-PARN_v1. 
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Δ) Απομόνωση του ειδικού προϊόντος PCR και του γραμμικού pET33b+ από την πηκτή 

αγαρόζης Nucleospin-Gel (Macherey Nagel). 

Ε) Aντίδραση ομόλογου ανασυνδυασμού με το infusion  μεταξύ του προϊόντος PCR 

και του γραμμικού pET33b+. 

Ζ) Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων Dh5a (Thermo Fisher) με τo μείγμα που 

προκύπτει από την προηγούμενη  αντίδραση ομόλογου ανασυνδυασμού. 

Η) Επίστρωση τρυβλίων και επιλογή αποικιών. 

Θ) Υγρή καλλιέργεια με τις αποικίες που προέκυψαν. 

Ι) Απομόνωση πλασμιδίων και αλληλούχιση κατά Sanger για τη πιστοποίηση της 

επιτυχίας της κλωνοποίησης. 

 

Πίνακας 27 Αντίδραση πέψης του pET-33b+ με Xho1 

Αντισραστήρια Ποσότητες 

10 New England Biolabs Buffer 3.1 5 μl 

Πλασμιδιακό DNA pET33b+ 10μl (2.5μg) 

ddH2O                                             34.5μl 

Xho1 (NEB)  0.5 μl (20U) 

Vτελ. 50μl 

-Eπώαση 37 ˚C 16 ώρες. 

Πίνακας 28 Aντίδραση touch down PCR  

2 KAPA HiFi HotStart Ready Mix 10 μl 

Εκκινητής Fwd 10μΜ 1 μl 

Εκκινητής Rev 10μΜ 1 μl 

Plasmid Pgex6p1-PARN_v1 (diluted 1/100) 1μl (1,4 ng) 

ddH2O 7μl 

Vτελ 20μL 

Θερμικές συνθήκες  touch down PCR 
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Πίνακας 29 

Βήμα  Συνθήκες αντίδρασης 

Αρχική αποδιάταξη 95 oC                3min 

Αποδιάταξη 98 oC                20sec 

Αρχική Υβριδοποίηση 66 oC          15sec   -1 oC    

σε κάθε κύκλο  για 6 

κύκλους 

Επέκταση 72 oC                2.1min 

Αποδιάταξη 98 oC                20sec 

Τελική  Υβριδοποίηση     60C             15’’     

Επέκταση                    72 oC                2.1min    37 

κύκλοι 

Τελική επέκταση 72 oC                10min 

Αποθήκευση 4 oC 

                            

Πίνακας 30 Εκκινητές  

Fwd     5’ 

TGCGGCCGCACTCGAATGGACTTTTTGCTATTTCGATTT 3’ 

 

Rev     5’ 

GGTGGTGGTGCTCGATCCATGTGTCAGGAACTTCAAAG 3’ 

 

Αντίδραση ομόλογου ανασυνδυασμού για υποκλωνοποίηση κωδικής περιοχής 

PARN_v1 

Πίνακας 31 

Αντιδραστήρια Ποσότητες 

Xho1 linearized pET-33b+ 6 μl (62.4 ng) 
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PARN_v1 CDS PCR product 1,4μl (190 ng) 

5 Ιn-fusion HD Enzyme (35ng) 2μl 

ddH2O 0.6 μl 

Vτελ 10 μl 

Επώαση 50 oC 30’ 

 

 

Εικόνα 39. Χάρτης του πλασμιδιακού φορέα pET-33b(+) Novagen. 

2.8 Υπερέκφραση  του πρωτεϊνικού προϊόντος του PARN_v1 

 Μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηρίων E. coli BL21-Gold (DE3) (Agilent) με 

τη μέθοδο του θερμικού σοκ. 

 Επίστρωση σε τρυβλία LB Agar με καναμυκίνη (SERVA) σε συγκέντρωση 30 
μg/ml και επώαση 37ο C για 16 ώρες 
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 Ενοφθαλμισμός αποικίας σε κωνική φιάλη 250 ml που περιέχει 50 ml LB και 

καναμυκίνη σε συγκέντρωση 30 μg/ml. 

 Επώαση 16 ωρών στους 37οC και στα 210rpm. 

 Προσθήκη 10 ml καλλιέργειας σε 3 κωνικές φιάλες 2 Lt  που η κάθε μία περιέχει 

750 ml ΤΒ  και καναμυκίνη σε συγκέντρωση 30 μg/ml. 

 Eπώαση στους 37οC στα 210rpm μέχρι την ανάπτυξη των βακτηρίων σε 

OD600nm = 0,6 - 0,7 

 Προσθήκη επαγωγέα IPTG (Serva), σε συγκέντρωση 1 mM και επώαση για 4 

ώρες στους 37oC σε ανάδευση 210 RPM. 

 Φυγοκέντριση για 30 λεπτά, σε 4 oC και 7.000 RCF και απόρριψη υπερκειμένου 

και μεταφορά του ιζήματος σε falcon 50 ml. 

 Αποθήκευση του ιζήματος στους -80 oC. 

2.8.1    Λύση βακτηριακών κυττάρων 

 Επώαση του ιζήματος για 15’ στον πάγο 

 Εναιώρηση του ιζήματος σε 30ml διαλύματος λύσης  για κάθε falcon. 

 Επώαση στον πάγο για 30’ και ανακίνηση με Vortex κάθε 5 min μέχρι να 

διαλυθεί το ίζημα. 

 Προσθήκη 5 U  βενζονάσης (Merck-Millipore) για κάθε ml διαλύματος λύσης και 

επώαση  15 min, για την απομάκρυνση των νουκλεϊκών οξέων. 

 Η λύση με υπερήχους πραγματοποιήθηκαν 9 κύκλοι 20 sec σε ένταση 70% 

amplitude, με το τέλος του κάθε κύκλου το κυτταρικό λύμα επωάζεται στον πάγο για 

20 sec. Από αυτό το στάδιο κρατήθηκε δείγμα 50 μl (total) ως control για να συγκριθεί 

με τα επόμενα στάδια της απομόνωσης. 

  Φυγοκέντριση του λύματος σε 19500rpm για 40 min στους 4οC.  

  Απορρίπτεται το ίζημα, για τη διαύγαση το υπερκείμενου αυτό περάστηκε από 

φίλτρο διαμέτρου πόρων 0,45μm (Merck Millipore), Από αυτό το στάδιο κρατήθηκε 

δείγμα 50 μl input. 

2.8.2 Απομόνωση PARN_v1 με τη στήλη συγγένειας  HisTrap HP Ni+ 
Sepharose σε σύστημα FPLC 

Το FPLC ÄKTApurifier (GE Healthcare)  είναι ένα αυτοματοποιημένο σύστημα 

υγρής χρωματογραφίας το οποίο χρησιμοποιεί αντλίες υψηλής πίεσης για την 

ελεγχόμενη μεταφορά του δείγματος αλλά και επιμέρους διαλυμάτων που είναι 
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απαραίτητα για την διαδικασία της απομόνωσης της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος 

διαμέσου της στήλης χρωματογραφίας. Η πορεία της χρωματογραφίας ελέγχεται από 

UV φωτόμετρο που προσδιορίζει την συγκέντρωση των πρωτεϊνών που διέρχονται 

από τη στήλη σε πραγματικό χρόνο. Ο γενικός έλεγχος των λειτουργειών του 

συστήματος FPLC γίνεται μέσω του προγράμματος UnicornΤΜ. Η μέθοδος 

απομόνωσης της πρωτεΐνης PARN_v1 με χρωματογραφία συγγένειας HisTrap HP Ni+ 

Sepharose (GE Healthcare) βασίζεται στην χηλικοποίηση μεταξύ της ετικέτας 

αγχιστείας ιστιδινών και των ιόντων νικελίου που έχουν ακινητοποιηθεί στην επιφάνεια 

της ρητίνης (αγαρόζη στη συγκεκριμένη περίπτωση). Έτσι η πρωτεΐνη PARN_v1 

προσδένετε στη στήλη μέσω του επιτόπου 6 ιστιδινών που έχουν προστεθεί στο C-

τελικό της άκρο κατά την κλωνοποίηση του στον pEt33B+. Τα διαλύματα που 

χρησιμοποιήθηκαν (εξισορρόπησης/έκπλυσης και έκλουσης) φιλτραρίστηκαν με 

φίλτρο 0.45μm (Millipore) και απαερώθηκαν με χρήση υπερήχων. Αρχικά η στήλη 

εξισορροπήθηκε με 17 όγκους στήλης (όγκος στήλης 1mL) διαλύματος 

εξισορρόπησης - έκπλυσης, στη συνέχεια έγινε η μεταφορά του κυτταρικού λύματος 

στον σωλήνα superloop ώστε να εισαχθεί στη στήλη. Στη συνέχεια συλλέχθηκαν τα 

κλάσματα flow through που περιέχουν πρωτεΐνες που δεν δεσμεύθηκαν στη στήλη. 

Ακολούθησε η έκπλυση της στήλης, απελευθερώνοντας τις πρωτεΐνες που είχαν 

συνδεθεί ασθενώς με το νικέλιο, οι οποίες συλλέχθηκαν σε κλάσματα. Στο επόμενο 

στάδιο της μεθόδου πραγματοποιήθηκε η έκλουση της πρωτεΐνης, η οποία έγινε με 

την εισαγωγή του διαλύματος έκλουσης σε σταδιακά αυξανόμενες συγκεντρώσεις. Το 

ιμιδαζόλιο που περιέχετε στο διάλυμα έκλουσης ανταγωνίζεται την ιμιδαζολική ομάδα 

των ιστιδινών που έχουν προσδεθεί στο νικέλιο απελευθερώνοντας έτσι τις πιο ισχυρά 

συνδεδεμένες πρωτεΐνες. Τέλος η στήλη εξισορροπείται με το αντίστοιχο διάλυμα και 

αποθηκεύτηκε σε διάλυμα  20%  αιθανόλης. Τα κλάσματα αποθηκεύτηκαν στους 4οC, 

μέχρι να αναλυθούν με  ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικές συνθήκες και χρώση με 

Coomassie Blilliant Blue (Fluka). Τα κλάσματα που έφεραν την πρωτεΐνη 

ενδιαφέροντος στη συνέχεια υποβλήθηκαν σε διαπίδυση. 

Πίνακας 32 Θρεπτικό Terrific broth 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Yeast Extract Applichem 24 g/L 

Tryptone Fluka 20 g/L 
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Γλυκερόλη Applichem 4ml /L 

KH2PO4 Merck 0.017M 

K2HPO4 Merck 0.072M 

dH2O   

 

Πίνακας 33 Διάλυμα λύσης 

Συστατικά Κατασκευαστέςς Τελικές Συγκεντρώσεις  

HEPES pH 7.9 Serva 20mM 

Triton X-100 Merck 1% v/v 

PMSF Applichem 1 mM 

Β-μερκαπτοαιθανόλη Riedel de Haen 2 mM 

λυσοζύμη Serva 1mg/ml 

KCl Merck 0.5M 

Βενζονάση Merck-Millipore 2 U/mL 

dH2o   

 

Πίνακας 34 Διάλυμα εξισορρόπησης/πλήσης 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές 
Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7.9 Serva 20mM 

KCl Merck 0.5M 

Γλυκερόλη Applichem  10% v/v 

Imidazole Sigma 20mM 

dH2o   

 

Πίνακας 35 Διάλυμα έκλουσης 
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Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7.9 Serva 20mM 

KCl Merck 0.5M 

Γλυκερόλη Applichem  10% v/v 

Imidazole Sigma 0.5M 

dH2o   

 

2.8.3 Xρώση με coomasie brilliant blue 

Με την ολοκλήρωση του διαχωρισμού των πρωτεϊνών με ηλεκτροφόρηση σε 

αποδιατακτικές συνθήκες, η πηκτή εμβαπτίζεται σε 10% οξικό οξύ (Scharlau) και 

θερμαίνεται στον φούρνο μικροκυμάτων. Στη συνέχεια, το διάλυμα οξικού οξέος 

απορρίπτεται και η πηκτή εμβαπτίζεται σε χρωστική Coomassie Brilliant Blue (Fluka), 

ακολουθεί βρασμός και ανάδευση για 10 λεπτά. Έπειτα, η πηκτή ξεπλένεται με νερό. 

Τέλος, ακολουθούν τρείς ακόμα πλύσεις με 10% οξικό οξύ μέχρι να είναι διακριτές οι 

ζώνες που αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες. 

2.8.4 Διαπίδυση 
Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε διαπίδυση σε ημιπερατή μεμβράνη για την 

απομάκρυνση του διαλύματος έκλουσης από τα κλάσματα που προέκυψαν από τον 

καθαρισμό με την στήλη συγγένειας HisTrap HP Ni+ Sepharose, και επαναιώρης του 

δείγματος πρωτεϊνών  σε διάλυμα εξισορρόπησης  για περεταίρω καθαρισμό με στήλη 

συγγένειας m7GTP agarose. Καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας, η μεμβράνη 

βρίσκεται σε ογκομετρικό κύλινδρο  250ml, στους 4οC, υπό συνεχή ανάδευση. 

- Πλύση μεμβράνης διαπίδυσης με απεσταγμένο νερό, και σφράγιση ενός άκρου 

της.  

-Εισαγωγή των δειγμάτων που προέκυψαν από την έκλουση της στήλη συγγένειας 

Ni+ και σφράγιση της μεμβράνης. . 

- Εμβάπτιση της μεμβράνης σε 250ml διαλύματος διαπίδυσης 1 και αντικατάσταση 

του διαλύματος διαπίδυσης 1 με καινούριο μετά από μία ώρα. 

- Επώαση της μεμβράνης σε 250ml σε διαλύματος διαπίδυσης 1 για 14 ώρες. 

- Απόρριψη του διαλύματος διαπίδυσης 1 και αντικατάστασή του με 250 ml 

διαλύματος εξισορρόπησης  m7GTP agarose,  επώαση για 1 ώρα. 
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- Αντικατάσταση του διαλύματος εξισορρόπησης  m7GTP agarose με καινούριο και 

επώαση για 14 ώρες. 

- Φυγοκέντριση  30 λεπτά, σε 25οC και 1500rpm και λήψη υπερκειμένου 
 

Πίνακας 36 Διάλυμα διαπίδυσης 1 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

EDTA Merck 0.2 mM 

Monothioglycerol Calbiochem 0.1% v/v 

KCl Merck 100mM 

dH2o   

 

Πίνακας 37 Διάλυμα διαπίδυσης 2 / διάλυμα εξισορρόπησης στήλης m7GTP agarose 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

EDTA Merck 0.2 mM 

Monothioglycerol Calbiochem 0.1% v/v 

KCl Merck 15mM 

dH2o   

 
2.8.5 Καθαρισμός με χρωματογραφία συγγένειας Immobilized γ-Aminophenyl 

m7GTP Agarose. 
Η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για τον περεταίρω καθαρισμό της πρωτεΐνης 

PARN_v1 είναι η χρωματογραφία βαρύτητας m7GTP Agarose (Jena Biosciences), η 

μέθοδος  βασίζεται στην εγγενή συγγένεια που έχει η PARN για την καλύπτρα 5’ των 

mRNA. Η καλύπτρα 5’ αποτελεί ένα τροποποιημένο νουκλεοτίδιο γουανίνης (7-

μεθυλογουανοσίνη) που έχει προστίθεται στο άκρο 5’ των νεοσυντιθέμενων mRNA  

των ευκαρυωτών. Η 7-μεθυλογουανοσίνη ακινητοποιημένη σε σφαιρίδια αγαρόζης 

αποτελεί τη στατική φάση αυτής της μεθόδου χρωματογραφίας. H στήλη είναι 
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αποθηκευμένη σε διάλυμα αιθανόλης 20% οπότε αρχικά αφήνεται η αιθανόλη να 

διέλθει και στη συνέχεια εξισορροπείται με 5 ml διαλύματος εξισορρόπησης (5 όγκους 

στήλης). Στη συνέχεια προστίθεται το δείγμα, η στήλη σφραγίζετε με parafilm και 

επωάζεται ήπια ανάδευση σε ρότορα κυκλικής ανάδευσης  για 12 ώρες στους 4ο C 

ώστε να προσδεθεί η PARN_v1 στη στατική φάση. Στη συνέχεια γίνεται η συλλογή 1 

ml κλασμάτων flow through. H έκπλυση γίνεται με την διαδοχική εισαγωγή 2 

διαλυμάτων έκπλυσης 2ml από το καθένα τα οποία έχουν αυξανόμενη ιονική ισχύ 

(50mM και 100mM KCL). Ενώ η έκλουση με την προσθήκη 5mL διαλύματος έκλουσης 

(2Μ KCl). Για τον καθαρισμό και την αποθήκευση της στήλης πλύθηκε με 5mL ενέσιμο 

ύδορ και  πληρώθηκε  με διάλυμα 20% αιθανόλης. 

Πίνακας 38 Διάλυμα πλύσης 50mM ΚCl 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

EDTA Merck 0.2 mM 

Monothioglycerol Calbiochem 0.1% v/v 

KCl Merck 50mM 

dH2o   

Διάλυμα έκλουσης 2 (20ml): 20mM HEPES (pH 7), 0,2mM EDTA, 0,1% MTG, 

50mM/100mM/2M KCl 

 

Πίνακας 39 Διάλυμα πλύσης 100mM KCl 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

EDTA Merck 0.2 mM 

Monothioglycerol Calbiochem 0.1% v/v 

KCl Merck 100mM 

dH2o   

 

Πίνακας 40 Διάλυμα έκλουσης  
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Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

EDTA Merck 0.2 mM 

Monothioglycerol Calbiochem 0.1% v/v 

KCl Merck 2M 

dH2Ο   

 
2.9 Έλεγχος ενζυμικής δραστικότητας αποαδενυλίωσης 
Η ενζυμική ενεργότητας αποαδενυλύωσης της PARN_v1 αξιολογήθηκε με κριτήριο 

την ικανότητά του να αποικοδομεί να αποικοδομεί την 3’ πολύ-Α ουρά ενός ένα 

17μερούς υποστρώματος RNA (5’- CCU UUC CAA AAA AΑ -3’) που επίσης φέρει 

φθορίζουσα χρωστική CY3 στο άκρο 5’ του. Η πειραματική διαδικασία ελέγχου 

δραστικότητας αποαδενυλίωσης χωρίζετε σε 2 βήματα, στην ενζυμική αντίδραση και 

στην ηλεκτροφόρηση του υποστρώματος, έτσι το επωάζετε με το φθορίζον RNA 

υπόστρωμα, με το τέλος της αντίδρασης  το υπόστρωμα υπόκειται σε ηλεκτροφόρηση  

RNA. Η σύγκριση των ζωνών που προκύπτουν από την ηλεκτροφόρηση του 

υποστρώματος που έχει επωαστεί με  δείγματα  σε σχέση με ακέραιο υπόστρωμα 

control, μαρτυρά την δραστικότητα αποαδενυλίωσης.  

Δημιουργήθηκαν τα μείγματα ενζυμικών αντιδράσεων τα οποία περιείχαν: 

5’Cy3RNA διαλυτοποιημένο σε reaction buffer σε τελική συγκέντρωση 8μΜ, δείγματα 

που περιέχουν καθαρισμένη PARN (θετικό control) ή PARN_v1 σε τελικές 

συγκεντρώσεις 0.8 μΜ (S/10) ή 1.6 μΜ (S/5), reaction buffer ώστε ο όγκος αντίδρασης 

να φτάσει τα 20 μl. Τα μείγματα επωάστηκαν σε heatblock στους 30οC για να 

πραγματοποιηθεί η αντίδραση αποαδενυλίωσης, με το πέρας του χρόνου επώασης, 

προστέθηκε 1 όγκος αντίδρασης RNA sample buffer 2x (20 μL) και τα διαλύματα 

θερμάνθηκαν στους 85οC  για να σταματήσουν οι αντιδράσεις, 20  μL από αυτά 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου ουρίας  20% Μίγματος ακρυλαμιδίου-

Ουρίας 8Μ ,  η οπτικοποίηση των  αποτελεσμάτων έγινε με το imager Uvitec Alliance 

4 (Cambridge) του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.  

Πίνακας 41 Deadenylation reaction buffer 
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Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

HEPES pH 7 Serva 20mM 

KCl Merck 10mM 

MgCl2 Panreac 1,5mM 

EDTA Merck 0,2mM 

γλυκερόλη Applichem 10% v/v 

RNAse inhibitor 

(RNAsin) 
Takara 0.1 U/ml 

DTT Applichem 0.5mM 

DEPC ddH2O   

 

Πίνακας 42 RNA sample buffer 2x 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

Φορμαμίδιο  Sigma 95% v/v 

EDTA Merck 5mM 

SDS Serva 0.025% w/v 

DEPC ddH2O   

 

Πίνακας 43 Ρυθμιστικό διάλυμα TBE 10x pH 8 

Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις  

Tris-HCl Applichem 1M 

Βορικό οξύ Calbiochem 1Μ 

EDTA Merck 50mM 

DEPC ddH2O   

 

Πίνακας 44 Σύσταση πηκτής πολυακρυλαμιδίου για ηλεκτροφόρηση RNA 
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Συστατικά Κατασκευαστές Τελικές Συγκεντρώσεις 

40% ακρυλαμιδίου/δις-

ακρυλαμιδίου 29/1 

Serva 20% v/v 

ΤΒΕ 10x pH 8  1x 

Ουρία Serva 8M 

ΤΕΜΕD Invitrogen 0.0002 v/v 

APS Sigma 0.02% w/v 

DEPC ddH2O     

 
2.10 Απομόνωση εξωσωμάτων  
Όλες οι διαδικασίες απομόνωσης εξωσωμάτων που έχουν περιγραφεί περιλαμβάνουν 

ένα στάδιο προ-καθαρισμού που προηγείται της διαδικασίας απομόνωσης 

εξωσωμάτων και έχει ως στόχο  την απομάκρυνση των κυττάρων, κυτταρικών 

θραυσμάτων και μεγαλύτερων κυστιδίων. Η διαδικασία προ-καθαρισμού του 

θρεπτικού μέσου καλλιέργειας και των βιολογικών υγρών διαφέρουν λόγω της  

διαφορετικής τους σύστασης. Σε κάθε περίπτωση είναι απαραίτητο να 

πραγματοποιηθεί το πρώτο βήμα του προ-καθαρισμού που αποτελεί μια 

φυγοκέντριση πριν αποθηκευτούν τα δείγματα στους -80 ώστε να αποφευχθεί η λύση 

των κυττάρων που εμπεριέχονται στο δείγμα. Κατά το στάδιο του προ-καθαρισμού το 

θρεπτικό υλικό που έχει προκύψει από την κυτταροκαλλιέργεια, υπόκειται σε μια σειρά 

φυγοκεντρήσεων και φιλτραρίσματος ώστε να καθαριστεί από κύτταρα και κυτταρικά 

θραύσματα, και μεγάλα εξωκυττάρια κυστίδια. Είναι άκρως απαραίτητο να 

πραγματοποιηθεί η αρχική φυγοκέντριση που περιλαμβάνει αυτό το στάδιο πριν 

αποθηκευτεί το δείγμα στους -80 ώστε να αποφευχθεί η λύση των κυττάρων που 

πιθανώς εμπεριέχονται στο δείγμα. 

 
2.10.1 Προ-καθαρισμός θρεπτικού μέσου  καλλιέργειας. 

- Φυγοκέντριση για 15’ στα 1000 rcf   στους 4C και λαμβάνεται το υπερκείμενο το ίζημα 

περιέχει κύτταρα και κυτταρικά θραύσματα. (Σε αυτό το στάδιο το δείγμα μπορεί να 

αποθηκευτεί στους -80) 
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- Φυγοκέντριση για 60’ στα 20.000g  στους 4C και λαμβάνεται το υπερκείμενο το ίζημα 

περιέχει μεγαλύτερα εξωκυτταρικά κυστίδια όπως αποπτωτικά σωμάτια αλλά και 

μεγαλομοριακά πρωτεϊνικά/ νουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα. 

-Το δείγμα διέρχεται από φίλτρο 0.22μm (EMD-Millipore) για τον περεταίρω 

καθαρισμό του δείγματος από μεγαλύτερα εξωκυτταρικά κυστίδια. 

-Αποθήκευση στους -80 

2.10.2 Προ-καθαρισμός πλευριτική συλλογής  

Κατ’ ευθείαν μετά την λήψη του βιολογικού υγρού αυτό μεταφέρετε σε βιοχημικά 

σωληνάρια με gel και επιταχυντή πήξης του αίματος και φυγοκεντρείται στα 3000 RCF 

για 15 min στους 4 ◦C, τα κύτταρα συμπεριλαμβανομένου των ερυθρών αιμοσφαιρίων 

προσέρχονται στην γέλη που βρίσκετε στον πυθμένα των βιοχημικών σωληναρίων. 

Με το τέλος της φυγοκέντριση λαμβάνεται το υπερκείμενο, το οποίο μπορεί να 

αποθηκευτεί στους -80. 

1) Μεταφορά υπερκειμένου σε falcon και φυγοκέντριση στα 6000 RCF για 30 min 

στους 4 ◦C, για την κατακρήμνιση μεγαλομοριακών 

πρωτεϊνικών/νουκλεοπρωτεινικών συμπλόκων, με το τέλος της φυγοκέντριση 

λαμβάνετε το υπερκείμενο. 

2) Μεταφορά υπερκειμένου σε falcon και φυγοκέντριση στα 20000 RCF για 30 min 

στους 4 ◦C μεγαλύτερα εξωκυτταρικά κυστίδια όπως αποπτωτικά σωμάτια αλλά και 

μεγαλομοριακά πρωτεϊνικά/ νουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα που παρέμειναν. 

3) -Αποθήκευση στους -80 

 

2.10.3 Κατακρήμνιση εξωκυττάριων κυστιδίων με PEG 8000 

O στόχος του σταδίου κατακρήμνισης των εξωσωμάτων είναι ώστε να ελαττωθεί ο 

όγκος του δείγματος θρεπτικού υλικού κυτταροκαλλιέργειας ώστε να είναι 

διαχειρίσιμος ως προς την απομόνωση των εξωσωμάτων, αυτό το στάδιο είναι 

χρήσιμο για οικονομία σε φιαλίδια υπερφυγόκεντρου αλλά και σε χρόνο. Για δείγματα 

θρεπτικού υλικού κυτταροκαλλιέργειας όγκων που μπορούν να χωρέσουν σε 2 

φιαλίδια υπερφυγοκέντρου αυτό το στάδιο δεν είναι απαραίτητο, επίσης αυτό το 

στάδιο δεν είναι απαραίτητο για όλα τα βιολογικά δείγματα μιας και έχουν εξαιρετικά 

υψηλή συγκέντρωση σε εξωσώματα. Κατά κατακρήμνιση των εξωσωμάτων  

προστίθεται στο προ-καθαρισμένο δείγμα διάλυμα PEG 8000 50% w/v (Apollo 
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Scientific)  σε PBS 1x pH 7.4 μέχρι να επιτευχθεί τελική συγκέντρωση 12%, το δείγμα 

αναμιγνύεται μέχρι να γίνει ομοιογενές με  vortex, επωάζεται για 16 ώρες στους 4°C  

υπό ανακίνηση 300 rpm,   και μετά φυγοκεντρείται για 60’ στα 20.000g  στους 4C, 

απορρίπτεται το υπερκείμενο και το ίζημα που περιέχει τα εξωσώματα επαναδιαλύεται 

σε αρεστό όγκο  PBS 1x pH 7.4 (συνήθως 40 ml). 

2.10.4 Απομόνωση εξωσωμάτων με υπερφυγοκέντρηση σε μονή στιβάδα 
σουκρόζης. 

Η απομόνωση εξωσωμάτων βασίζεται τεχνική της υπερφυγοκέντρησης σε μονή 

στιβάδα σουκρόζης που έχει περιγραφεί από την Gupta και συνεργάτες το 2018 

(Gupta et al., 2018),  στην τεχνική που χρησιμοποιήθηκε έχουν προστεθεί 

τροποποιήσεις και βήματα από άλλες τεχνικές όπως η κατακρήμνιση εξωσωμάτων με 

διαλύματα πολυμερών PEG 8000. Σε αυτή τη διαδικασία έγινε χρήση της 

υπερφυγοκέντρου Optima™ MAX-XP (Beckman Coulter) με την κεφαλή σταθερής 

γωνίας 30 μοιρών MLA-50, τα δείγματα φορτώθηκαν σε φιαλίδια υπερφυγοκέντρου 

OptiSeal Polypropylene (Beckman Coulter) διαστάσεων 25 × 77 mm.  

1. Προσθήκη 4 ml διαλύματος 30% w/v σουκρόζης  PBS 1x pH 7.4  σε φιαλίδια 

υπερφυγοκέντρου Polypropylene, σφράγισμα του φιαλιδίου με parafilm και ψύξη 

στους -20 μέχρι να παγώσει το στρώμα σουκρόζης. 

2. Προσθήκη 26 ml δείγματος θρεπτικού υλικού κυτταροκαλλιέργειας, ή 

βιολογικού υγρού αραιωμένο με ίσο όγκο PBS 1x pH 7.4  στα σε φιαλίδια 

υπερφυγοκέντρου, το οποίο εναποτίθεται πάνω από το παγωμένο στρώμα της 

σουκρόζης. 

3. Επώαση των φιαλιδίων υπερφυγοκέντρου σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να 

λιώσει το στρώμα σουκρόζης, η κάθε μετακίνηση του φιαλιδίου πρέπει να γίνεται με 

προσεκτικές κινήσεις ώστε να αποφευχθεί η μίξη του δείγματος με τη στιβάδα 

σουκρόζης. 

4. Ισοστάθμιση των φιαλιδίων με προσθήκη διαλύματος PBS 1x pH 7.4. 

5. Υπερφυγοκέντρηση σε  γωνιακή επιτάχυνση 100.000 rcf, για 90 min, στους 4°C 

.  

6. Άνοιγμα οπής στη βάση των φιαλιδίων της υπερφυγοκέντρου με πεπυρωμένη 

βελόνα 

7. Λήψη 5ml από τη βάση του φυγοκεντριμένου δείγματος, μετά την 

υπερφυγοκέντρηση τα εξωσώματα συγκεντρώνονται κυρίως στην επιφάνεια της 
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στιβάδας σουκρόζης αλλά και στο εσωτερικό της. 

8. Επαναδιάλυση του δείγματος που λήφθηκε σε 24 ml PBS 1x pH 7.4 και 

μεταφορά του σε καινούρια φιαλίδια 

9. Ισοστάθμιση των φιαλιδίων με προσθήκη διαλύματος PBS 1x pH 7.4 

10. Υπερφυγοκέντρηση γωνιακή επιτάχυνση 200.000 x g, είτε 120 λεπτά στους 4°C 

, για την κατακρήμνιση των εξωσωμάτων ως ίζημα. 

11. Γρήγορη κοπή των φιαλιδίων με νυστέρι και απόρριψη υπερκειμένου, είναι 

απαραίτητο αυτό το στάδιο να γίνει γρήγορα για την αποφυγή επαναιώρησης του 

ιζήματος  

12. Τοποθέτηση των φιαλιδίων ανάποδα μέχρι να ξηραθεί το ίζημα 

13. Επαναδιάλυση του ιζήματος εξωσωμάτων 0.5ml  PBS 1x pH 7.4, αν τα 

εξωσώματα πρόκειται να προστεθούν σε κυτταροκαλλιέργεια τότε το δείγμα 

εξωσωμάτων αποθηκεύεται στους -80 μέχρι να χρησιμοποιηθούν. Αλλά αν 

πρόκειται να χρησιμοποιηθούν για την ανάλυση εξωσωματικών  πρωτεϊνών με 

ανοσοαποτύπωση κατά Western τότε είναι απαραίτητο να κατακρημνιστούν τα 

εξωσώματα περεταίρω. 

14. Προσθήκη διαλύματος PEG 8000 Da 50 % w/v PBS 1x pH 7.4, σε τελική 

συγκέντρωση  12% και ανάμειξη με vortex 

15. Επώαση για 16 ώρες στους 4°C , υπό ανακίνηση 400 rpm, σε Thermo-shaker 

16. Φυγοκέντριση σε ταχύτητα 23000g για 1 ώρα στους 4°C, απόρριψη 

υπερκείμενου 

17. Αποθήκευση ιζήματος στους -80 

 

. 

 

2.10.6 Απομόνωση εξωσωμάτων από πλευριτική συλλογή με το πρωτόκολλο 
ExoproK  

Σε αυτό το πρωτόκολλο έχει ενσωματωθεί η διαδικασία του προ-καθαρισμού. 

1) Κατευθείαν μετά την λήψη της πλευριτικής συλλογής αυτή μεταφέρετε σε 

βιοχημικά σωληνάρια με gel και επιταχυντή πήξης του αίματος και φυγοκεντρείται 

στα 3000 RCF για 15 min στους 4οC, τα κύτταρα συμπεριλαμβανομένου των 

ερυθρών αιμοσφαιρίων προσέρχονται στην γέλη που βρίσκετε στον πυθμένα των 
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βιοχημικών σωληναρίων. Με το τέλος της φυγοκέντριση λαμβάνεται το 

υπερκείμενο, το οποίο μπορεί να αποθηκευτεί στους -80. 

2) Μεταφορά υπερκειμένου σε falcon και φυγοκέντριση στα 6000 RCF για 30 

min στους 4 ◦C, για την κατακρήμνιση μεγαλομοριακών πρωτεϊνικών/ 

νουκλεοπρωτεϊνικών συμπλόκων, με το τέλος της φυγοκέντριση λαμβάνεται το 

υπερκείμενο. 

3) Προσθήκη πρωτεϊνάσης K (Macherey Nagel) σε τελική συγκέντρωση 0.67 

µg/μL και επώαση σε heat block στους 60οC για 1h και ανακίνηση των δειγμάτων 

κάθε 15 min. Σε αυτό το στάδιο η πρωτεϊνάση υδρολύει  τις ελεύθερες πρωτεΐνες 

και πρωτεϊνικά σύμπλοκα που  δεν  βρίσκονται εντός λιπιδιακής διπλοστιβάδας. 

4) Προσθήκη PMSF (Applichem) σε τελική συγκέντρωση 1 mM για την 

απενεργοποίηση της πρωτεϊνάσης. 

5) Φυγοκέντριση στα 16,000 RCF για 30 min  στους 4 ◦C και λήψη υπερκειμένου, 

σε αυτό το στάδιο κατακρημνίζονται τα μεγαλύτερα εξωκυττάρια κυστίδια. 

6) Προσθήκη διαλύματος PEG 8000 Da 50 % w/v PBS 1x pH 7.4, σε τελική 

συγκέντρωση  12% και ανάμειξη με vortex 

7) Επώαση για 16 ώρες στους 4°C , υπό ανακίνηση 400 rpm, σε Thermo-shaker 

8) Φυγοκέντριση σε ταχύτητα 23000g για 1 ώρα στους 4°C και απόρριψη 

υπερκείμενου, το ίζημα περιέχει τα εξωσώματα τα οποία μπορούν να 

αποθηκευτούν στους -80. 

9) Πριν πραγματοποιηθεί η απομόνωση RNA από τα εξωσώματα αυτά 

επαναδιαλύονται σε 240 µL PBS 1x pH 7.4 και προστίθεται RNase A (Sigma) σε 

τελική συγκέντρωση 1 µg/µL. 

10) Επώαση σε heatblock στους 37 ◦C για 30 min, σε αυτό το στάδιο η RNAση 

υδρολύει τα RNA που  δεν  βρίσκονται εντός λιπιδιακής διπλοστιβάδας. Με το τέλος 

της επώασης το εναιώρημα μπορεί να αποθηκευτεί στους -80. 

11) Η λύση των εξωσωμάτων για απομόνωση RNA πραγματοποιείτε με την 

προσθήκη 750 μL TrizOL LS (Ambion) στο εναιώρημα των εξωσωμάτων και 

ακολούθηση της διαδικασίας που εξηγήθηκε πρωτύτερα.  
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Εικόνα 40. Η διαδικασία απομόνωσης εξωσωμάτων από πλευριτηκες συλλογές με τη μέθοδο 

ExoproK (Antonopoulos et al., 2021) 

 

 

2.10.7  Απομόνωση εξωσωμάτων με το κιτ exoEASY maxi kit της Qiagen. 

Σε αυτό το πρωτόκολλο έχει ενσωματωθεί η διαδικασία του προ-καθαρισμού. 

1) Κατευθείαν μετά τη λήψη της πλευριτικής συλλογής αυτή μεταφέρετε σε 

βιοχημικά σωληνάρια με gel και επιταχυντή πήξης του αίματος και 

φυγοκεντρείται στα 3000 RCF για 15 min στους 4οC, τα κύτταρα 

συμπεριλαμβανομένου των ερυθρών αιμοσφαιρίων προσέρχονται στην γέλη 

που βρίσκετε στον πυθμένα των βιοχημικών σωληναρίων. Με το τέλος της 

φυγοκέντριση λαμβάνεται το υπερκείμενο, το οποίο μπορεί να αποθηκευτεί 

στους -80. 

2) Μεταφορά υπερκειμένου σε falcon και φυγοκέντριση στα 6000 RCF για 

30 min στους 4 ◦C, 
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3) Μίξη 1.5 ml δείγματος με ίσο όγκο XBP buffer και μεταφορά σε στήλη 

exoEASY. 

4) Φυγοκέντριση 500rcf  1min σε θερμοκρασία δωματίου και απόρριψη του 

flow through, σε αυτό το στάδιο τα εξωκυττάρια κυστίδια δεσμεύονται στη 

στήλη. 

5) Πλύση της στήλης με προσθήκη 10 ml XBP buffer και φυγοκέντριση sta 

5000 rcf για 5 min, απόρριψη του flow through. 

6) Μεταφορά της στήλης σε eppendorf 2ml, προσθήκη 400 µL Buffer 

έκλουσης XE και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 min 

7) Έκλουση των εξωκυττάριων κυστιδίων με φυγοκέντριση στα 500 rcf για 

5 min. 

8) Πέρασμα από φίλτρο EMD Millipore 0.22μ για την παρακράτηση των 

μεγαλύτερων κυστιδίων και αποθήκευση του εναιωρήματος εξωσωμάτων 

στους -80 . 

2.10.8 Οπτικοποίηση εξωσωμάτων με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία Διερχόμενης 
Δέσμης 

5 μL από τα δείγματα εξωσωμάτων τοποθετήθηκαν σε πλακίδια χαλκού και 

επωάσθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 1 min ώστε να προσροφηθούν στην 

επιφάνειά του. Στη συνέχεια το πλακίδιο πλύθηκε με ddH2O και στεγνώθηκε με χαρτί 

Whatman. Η χρώση του δείγματος έγινε με επώασή των πλακιδίων με 2 µL διαλύματος 

φορμιδίου του ουρανίου 0.75% w/v για 30 sec. Αφού αφαιρέθηκε το διαλύματος 

φορμιδίου του ουρανίου τα πλακίδια χαλκού εισάχθηκαν σε ηλεκτρονιακό μικροσκόπιο 

TecnaiG2 Spirit BioTWIN TEM (FEI, Hillsboro, OR, USA) στο Harvard core facility. Οι 

εικόνες λήφθηκαν με κάμερα AMT 2k CCD σε μεγέθυνση 18,500–30,000×. 

2.10.9 Ανάλυση Nanoparticle Tracking 

Το εύρος των διαμέτρων και της συγκέντρωσης των δειγμάτων εξωσωμάτων 

υπολογίσθηκε με το μηχάνημα NanoSight LM10 (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, 

UK). 1 μL από κάθε δείγμα εξωσωμάτων αραιώθηκε 1:299 σε PBS 1x pH 7.4 και 

εισάχθηκε στο μηχάνημα. Το μήκος κύματος του laser ρυθμίστηκε στα 405 nm και το 

κατώφλι ανίχνευσης ρυθμίστηκε στην επιλογή μέγιστης ευαισθησίας. H διάμετρος και 

η συγκέντρωση των εξωσωμάτων υπολογίσθηκε από την ανάλυση της κίνησής τους 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



114 
 

κατά Brown με την συνάρτηση Stokes–Einstein. Σε κάθε δείγμα λήφθηκαν τρείς 

μετρήσεις 30 δευτερολέπτων και υπολογίσθηκε ο μέσος όρος. 

Λύση εξωσωμάτων για  την ανάλυση εξωσωματικών  πρωτεϊνών 

1) Προσθήκη 100μl RIPA / 1x διάλυμα αναστολέων πρωτεασών  στο 

παγωμένο ίζημα. 

2) Ανάμειξη με Vortex 

3) Λύση με εφαρμογή 3 κύκλων υπερήχων σε ένταση 30% για 30’’, επώαση 

στον πάγο 30’’ μετά από κάθε κύκλο υπερήχων  

4)  Επώαση για 15 min στους 4°C , υπό ανακίνηση 300 rpm, σε Thermo-

shaker 

5)  Φυγοκέντριση σε ταχύτητα 14000g για 15’ στους 4 οC και μεταφορά του 

υπερκειμένου σε νέο φιαλίδιο 

6) Περαιτέρω επεξεργασία ή αποθήκευση στους -80οC  

 

 3  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Ενότητα 1  Χαρακτηρισμός εναλλακτικού μεταγράφου PARN_v1 

3.1.1 H PARN_v1 υπερεκφράζεται σε κυτταρικές σειρές πλευριτικού 
μεσοθηλιώματος. 

Στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής εξετάσθηκαν τα επίπεδα mRNA της PARN_ν1 

και της PARN αλλά και των αντίστοιχων πρωτεϊνών, σε κυτταρικές σειρές που 

προέρχονται από τους 3 ιστολογικούς υποτύπους του πλευριτικού μεσοθηλιώματος 

αλλά και σε αθανατοποιημένα μη καρκινικά πλευριτικά κύτταρα. Οι κυτταρικές σειρές 

καλλιεργήθηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού (0.5% FBS για 12 ώρες) , αλλά και σε 

πλήρες θρεπτικό (10% FBS). Τα επίπεδα έκφρασης του PARN_ν1 και της PARN 

διερευνήθηκαν με qPCR, η ειδικότητα των αντιδράσεων ενίσχυσης οφείλετε στις 

αλληλουχίες των πρόσθιων εκκινητών, F1 για την ενίσχυση της PARN και F2 για το 

PARN_ν1, οι δύο αντιδράσεις χρησιμοποιούν κοινό ανάστροφο εκκινητή R2. O F1 

σχεδιάστηκε ώστε να προσδένεται στην 3’ περιοχή  του εξωνίου 1 που δεν υπάρχει 

στο PARN_v1, αντίστοιχα ο F2 προσδένεται στον εξωνικό κόμβο μεταξύ του εξωνίου 

1’ και εξωνίου 2 που είναι χαρακτηριστικός για το PARN_ν1, ο ανάστροφος εκκινητής 

R2 προσδένεται στο εξώνιο 3 που απαντάται και στα 2 cDNA. Τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

των PARN και PARN_ν1 εξετάσθηκαν με ανοσοαποτύπωση κατά Western με 
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μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει έναν κοινό επίτοπο που βρίσκεται στο C 

τελικό άκρο των πρωτεϊνών (400-500 αα).  

 

Εικόνα 41. Σχηματική απεικόνιση του σχεδιασμού εκκινητών για την ποσοτικοποίηση των επιπέδων 
της  PARN και PARN_v1 με qPCR. Οι πρόσθιοι εκκινητές F1 και  F2 σχεδιάστηκαν ώστε να είναι ειδικοί 
για το cDNA της  PARN και του PARN_ν1 αντίστοιχα. 

 Τα αποτελέσματα των πειραμάτων qPCR έδειξαν ότι η PARN_v1 εκφράζεται σε 

όλες τις κυτταρικές σειρές που προέρχονται από τους 3 ιστολογικούς υπότυπους 

μεσοθηλιώματος, αντιθέτως η PARN_v1 δεν ανιχνεύθηκε στα μη καρκινικά 

υπεζωκοτικά κύτταρα Met5a. Τα επίπεδα έκφρασης της PARN_v1 είναι πιο υψηλά 

στο σαρκωματοειδή υπότυπο ZL34, τα διφασικά  MSTO εμφανίζουν ενδιάμεσα 

επίπεδα έκφρασης ενώ τα επιθηλιωειδή M14k εμφάνισαν τα πιο χαμηλά επίπεδα 

έκφρασης σε σχέση με τους υπόλοιπους υπότυπους. Η PARN βρέθηκε οτι εκφράζεται 

σε όλες τις κυτταρικές σειρές που εξετάσθηκαν και σε αντίθεση με η PARN_v1 

εμφανίζει τα μέγιστα επίπεδα έκφρασης στα Met5a, συνολικά τα επίπεδα έκφρασης 

της PARN δεν εμφανίζουν κάποιο ξεκάθαρο μοτίβο. Τα αποτελέσματα 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western έδειξαν ότι εμφανίζονται 2 ζώνες μοριακού βάρους 

74 και 69 kDA που ταιριάζουν στα μοριακά βάρη της PARN και του PARN_v1. H 

ένταση των ζωνών 69 kDA που αντιστοιχεί ση PARN_v1 συνάδει με τα αποτελέσματα 

των πειραμάτων qPCR, είναι πιο έντονη στα δείγματα που προέρχονται από τους πιο 

επιθετικούς υπότυπους μεσοθηλιώματος ενώ είναι μετα βίας ανιχνεύσιμη στα Met5a. 
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Εικόνα 42. Επίπεδα έκφρασης της PARN σε αθανατοποιημένα πλευριτικά κύτταρα και υπότυπους 
πλευριτικού μεσοθηλιώματος. Η PARN εκφράζεται σε όλες τις κυτταρικές σειρές αλλά τα επίπεδα 
έκφρασης δεν παρουσιάζουν κάποιο μοτίβο. 

 

 

Εικόνα 43. Επίπεδα έκφρασης του PARN_ν1 σε αθανατοποιημένα πλευριτικά κύτταρα και 
υπότυπους πλευριτικού μεσοθηλιώματος. Το PARN_ν1 δεν εκφράζεται σε μη καρκινικά πλευριτικά 
κύτταρα ενώ υπερεκφράζεται στους πιο επιθετικούς υποτύπους μεσοθηλιώματος. 
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Εικόνα 44.Τα πρωτεϊνικά επίπεδα της PARN_v1 είναι εμφανώς υψηλότερα στα κύτταρα που 
προέρχονται από πλευριτικό μεσοθηλίωμα σε σχέση με τα αθανατοποιημένα πλευριτικά κύτταρα. 

 

3.1.2 Κλωνοποίηση της PARN_v1 και ανάλυση της αλληλουχίας του  

Η PARN_v1  μέχρι πρότινος δεν έχει περιγραφεί σε οποιαδήποτε μελέτη ενώ η πιο 

πρόσφατη αλληλουχία που είναι διαθέσιμη στο NCBI για η PARN_v1 

NM_001134477.3 έχει συναρμολογηθεί με βάση  των αλληλουχήσεων cDNA 

βιβλιοθηκών και πιο συγκεκριμένα των cDNA κλώνων AK293189.1, AK023866.1 και 

BF435512.1. Έτσι κρίθηκε συνετό να πραγματοποιηθεί η εκ νέου κλωνοποίηση και 

αλληλούχηση του PARN_v1. Για αυτό το σκοπό απομονώθηκε RNA από την κυτταρική 

σειρά MSTO και πραγματοποιήθηκε αντίστροφη μεταγραφή με PARN ειδικό εκκινητή 

(ddREV) που είναι σχεδιασμένος ώστε να προσδένετε ειδικά στο 3’ UTR της PARN 

και του PARN_ν1 με βάση τη διαθέσιμη αλληλουχία. Στη συνέχεια το PARN_ν1 

ενισχύθηκε με touchdown PCR, ο πρόσθιος εκκινητής είναι PARN_ν1 ειδικός μιας και 

σχεδιάστηκε ώστε να προσδένετε στον εξωνιακό κόμβο μεταξύ του εξωνίου 1’ και 

εξωνίου 2 που χαρακτηρίζει το PARN_ν1, ο ανάστροφος εκκινητής σχεδιάστηκε ώστε 

να προσδένετε στο 3’ UTR ώστε να ενισχυθεί ολόκληρη η κωδική αλληλουχία του 

PARN_ν1. Η αντίδραση  touch down PCR είχε ως αποτέλεσμα την ενίσχυση ενός 

προϊόντος μήκους 1.8 kb όπως αναμενόταν. H κλωνοποίηση του προϊόντος PCR σε 

φορέα pGEX-6p1 και αλληλούχησή του ενθέματος επιβεβαίωσε οτι η αλληλουχία που 

έχει κλωνοποιηθεί ταιριάζει με την NM_001134477.3. 
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Εικόνα 45. Στρατηγηκή κλωνοποίησης της PARN_v1 

 H μόνη διαφορά του ενθέματος με την αλληλουχία της PARN είναι οτι υστερεί κατά 

83 βάσεις από το άκρο 3’ του  εξωνίου 1, αυτή η περιοχή περιέχει το κωδικόνιο 

έναρξης της μετάφρασης της PARN. Περεταίρω ανάλυση της αλληλουχίας με το 

EXPASY translate tool έδειξε ότι το μοναδικό καθοδικό κωδικόνιο έναρξης της 

μετάφρασης το οποίο διατηρεί ένα εύλογο πλαίσιο ανάγνωσης βρίσκεται στο εξώνιο 4 

και χρησιμοποιεί το ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης με την PARN (εικόνα). 
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Εικόνα 46 . Ανάλυση της κλωνοποιημένης αλληλουχίας της PARN_v1 με το  EXPASY translate tool 
για την επιβεβαίωση του πλαίσιου ανάγνωσης. 

 H μετάφραση του PARN_ν1 από το συγκεκριμένο κωδικόνιο προβλέπεται να 

οδηγεί στην παραγωγή μιας πρωτεΐνης που υστερεί κατά 61 αμινοξέα από το Ν- τελικό 

άκρο σε σχέση με την PARN ταιριάζοντας έτσι με την αλληλουχία που είναι διαθέσιμη 

στο NCBI, NP_001127949.1. Ο αμινοτελικός επίτοπος 61 αμινοξέων στον οποίο 

υστερεί η PARN_v1 σε σχέση με την PARN αποτελεί ένα σημαντικό μέρος του 

καταλυτικού κέντρου της PARN και συμπεριλαμβάνει 2 από τα 4 καταλυτικά αμινοξέα 

το D28 και D30. 

 

Εικόνα 47. Σχηματική αναπαράσταση των mRNA της PARN και της PARN_v1 αλλά και των 
αντίστοιχων πρωτεϊνικών προϊόντων τους. Στην PARN_v1η 3’ περιοχή του εξωνίου 1 που περιέχει το 
κωδικόνιο έναρξης της μετάφρασης αποκόπτεται κατά το μάτισμα και έτσι η μετάφραση της PARN_v1 
ξεκινά από ένα κωδικόνιο έναρξης που βρίσκεται στο εξώνιο 4 με αποτέλεσμα η πρωτεΐνη PARN_v1 να 
υπολείπεται στον Ν’ τελικό τομέα νουκλεάσης της κατά 61αα. 
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3.1.3 Kαθαρισμός και χαρακτηρισμός του πρωτεϊνικού προϊόντος της 
PARN_v1 

Για την υπερέκφραση και τον καθαρισμό του πρωτεϊνικού προϊόντος του PARN_v1, 

η προβλεπόμενη κωδική του αλληλουχία υποκλωνοποιήθηκε σε φορέα έκφρασης 

pET-33b+ προσθέτοντας εντός πλαισίου μια ετικέτα αγχιστείας 6 ιστιδίνων στο άκρο 

3’ του ενθέματος. Ακολούθησε μετασχηματισμός βακτηριακού στελέχους E.Coli Bl21 

gold και υπερέκφραση της πρωτεΐνης. Ο καθαρισμός της ανασυνδυασμένης 

πρωτεΐνης PARN_v1-6his πραγματοποιήθηκε  με   FPLC σε στήλη συγγένειας Νι+ 

ακολουθούμενη από χρωματογραφία συγγένειας 5’ καλύπτρας. Η ηλεκτροφόρηση 

SDS-PAGE των κλασμάτων που προέκυψαν από την στήλη συγγένειας Νι+ οδήγησε 

στον εμπλουτισμό μιας πρωτεΐνης μοριακού βάρους περίπου  60kDa στα κλάσματα 

W2,W3 και Ε5-8.Το μοριακό βάρος της πρωτεΐνης που εμπλουτίστηκε είναι μικρότερο 

από το προβλεπόμενο μοριακό βάρος του πρωτεϊνικού προϊόντος της PARN_v1 (69 

kDa).  

 

Εικόνα 48. 10% SDS-PAGE των κλασμάτων που προέκυψαν από τον καθαρισμό της PARN_v1 με 
τη στήλη χρωματογραφίας συγγένειας νικελίου HisTrap GE. Λωρίδα (Μ) δείκτης μοριακών βαρών, (FT) 
flow through, (W)  πλύσεις. (Ε) έκλουση. Το Κόκκινο βέλος υποδεικνύει την ζώνη που αντιστοιχεί στην 
πρωτεΐνη ενδιαφέροντος. Τα κλάσματα W2,W3,E5,Ε6,Ε7,Ε8 αναμείχθηκαν με στόχο τον περεταίρω 
καθαρισμό με στήλη χρωματογραφίας συγγένειας σε 5’ καλύπτρα. 

 

Τα κλάσματα W2,W3 και Ε5-8 ενώθηκαν και υποβλήθηκαν σε  ανοσοαποτύπωση 

κατά Western με μονοκλωνικό αντίσωμα ειδικό στον επίτοπο 6 ιστιδινών για να 

εξακριβωθεί αν σε αυτά εμπλουτίστηκε η πρωτεΐνη  ενδιαφέροντος,  ως control 

χρησιμοποιήθηκε δείγμα απομονωμένης πρωτεΐνης PARN που επίσης φέρει τον 
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συγκεκριμένο επίτοπο.Tα αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης κατά Western 

επιβεβαίωσαν ότι η πρωτεΐνη 60kDa που εμπλουτίστηκε από την στήλη συγγένειας 

αποτελεί την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη PARN_v1-6his, μιας και η ζώνη αυτή 

αναγνωρίζεται από το αντι-6his αντίσωμα, και είναι ελαφρύτερη από την PARN (70 

kDA) (Εικόνα) . Ακολούθως το δείγμα που προήλθε από την ένωση των κλασμάτων 

W2,W3 και Ε5-8 υποβλήθηκε σε διαπίδυση ώστε να επαναιωρηθεί σε ρυθμιστικό 

διάλυμα εξισορρόπησης που είναι συμβατό για τη στήλη συγγένειας για την καλύπτρα 

5’ (m7GTP). 

 

Εικόνα 49. Η επιτυχίας της απομόνωσης της PARN_v1 με χρωματογραφία συγγένειας Ni+ 
ελέγχθηκε με ανοσοαποτύπωση κατά Western με αντίσωμα ειδικό για επιτόπους 6-his που προστίθεται 
από τον φορέα έκφρασης. H απομονωμένη PARN_v1 εμφανίζεται σε μικρότερο μοριακό βάρος από ότι 
η καθαρισμένη PARN. 

      Για τον περεταίρω καθαρισμό της πρωτεΐνης  PARN_v1 το δείγμα υποβλήθηκε 

σε χρωματογραφία βαρύτητας με στήλη συγγένειας για την καλύπτρα 5’ (m7GTP). Ο 

λόγος που έγινε χρήση αυτής της στήλης είναι επειδή η PARN είναι γνωστό ότι 

προσδένετε πολύ ισχυρά σε 5’ καλύπτρες των mRNA μέσω της επικράτειας RRM η 

οποία υπάρχει επίσης και στο PARN_v1,  αξίζει να σημειωθεί οτι όταν σχεδιάστηκε 

αυτό το πείραμα δεν ήταν γνωστό αν η έλλειψη των 61 αμινοξέων από το Ν άκρο της 

PARN_v1 προκαλεί αλλαγές στη δομή και λειτουργία της επικράτειας RRM ση 

PARN_v1 ως προς την πρόσδεσή του στη  5’ καλύπτρα.  Η ηλεκτροφόρηση SDS-

PAGE των κλασμάτων που προέκυψαν έδειξε ότι στα κλάσματα W3,4 και Ε1 έχει 

εμπλουτιστεί περεταίρω η πρωτεΐνη ενδιαφέροντος που αντιστοιχεί στη 

χαρακτηριστική ζώνη 60kDa. Τα παραπάνω κλάσματα ενώθηκαν και υποβλήθηκαν 

συγκέντρωση με φίλτρο Amicon 30 kDA MWCO σε τελικό όγκο 20 μL, η 
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ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE του δείγματος που προέκυψε έδειξε ότι η πρωτεΐνη 

καθαρίστηκε σε ικανοποιητικό βαθμό για περεταίρω ενζυμικές μελέτες και πειράματα 

ανοσοαποτύπωσης αλλά όχι για κρυστάλλωση.  

 

 

Εικόνα 50. 10% SDS-PAGE των κλασμάτων που προέκυψαν από τον καθαρισμό της PARN_v1 με 
τη στήλη χρωματογραφίας συγγένειας σε 5’ καλύπτρα  (m7GTP). Τα κλάσματα W3,W4,E1 που περιείχαν 
τη πρωτεΐνη ενδιαφέροντος αναμείχθηκαν και συγκεντρώθηκαν προς περεταίρω πειράματα για το 
χαρακτηρισμό της PARN_v1.  

Για την επικύρωση της επιτυχίας του καθαρισμού, αλλά και για να αποσαφηνιστεί 

αν πράγματι η πρωτεΐνη PARN_v1 υστερεί σε σχέση με την PARN στο Ν τελικό της 

άκρο πραγματοποιήθηκαν ανοσοαποτυπώσεις κατά Western στα δείγματα που 

προέκυψαν από τον καθαρισμό της PARN_v1 και PARN με 3 διαφορετικά 

μονοκλωνικά αντισώματα τα οποία ήταν τα εξής: (A) αντίσωμα ειδικό για τον επίτοπο 

6 ιστιδινών (6-his)  (B) αντι-PARN ειδικό για τον C-τελικό επίτοπο 400-500αα, ο οποίος  

υπάρχει στην PARN_v1 και PARN (PARN-C) (C) αντι-PARN που είναι ειδικό για τον Ν 

τελικό επίτοπο 42-60aa (PARN-42) (Εικόνα). Τα αποτελέσματα των 

ανοσοαποτυπώσεων με αντισώματα αντι-PARN-C και 6his έδειξαν ότι  η πρωτεΐνη 

60kDA που εμπλουτίστηκε ως αποτέλεσμα της διαδικασίας καθαρισμού της PARN_v1 

επίσης αναγνωρίζεται από τα αντισώματα αντι-PARN-C και 6his επαληθεύοντας έτσι 

την επιτυχία της διαδικασίας καθαρισμού. Ενώ το αποτέλεσμα της ανοσοαποτύπωσης 

με αντίσωμα PARN-42 παρατηρείτε η αναγνώρηση μόνο της καθαρισμένης PARN και 

όχι του PARN_v1, δείχνοντας έτσι ότι η πρωτεΐνη που προκύπτει από τη μετάφραση 

του εναλλακτικού μεταγράφου PARN_v1 υστερεί σε σχέση με την PARN στον  Ν-τελικό 
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επίτοπος 1-61aa λόγω της χρήσης του καθοδικού εξωνίου έναρξης της μετάφρασης 

που βρίσκεται στο εξώνιο 4 επαληθεύει ότι το PARN_ν1.  

 

Εικόνα 51. Η απομονωμένη πρωτεΐνη PARN_v1 υστερεί σε σχέση με την PARN κατά 61aa από το 
Ν τελικό της άκρο.  Ανοσοαποτυπώσεις κατά Western στις καθαρισμένες πρωτεΐνες PARN, PARN_v1 
με αντίσωμα ειδικό στον επίτοπο 6-his (A), στον C τελικό επίτοπο της PARN και της PARN_ν1 (Β), στον 
Ν-τελικό τομέα (42-60aa) της PARN .   

 

3.1.4 H PARN_v1 δημιουργεί ολιγομερείς δομές 

Η PARN είναι γνωστό ότι για να αποκτήσει ενεργότητα είναι απαραίτητο να 

σχηματίσει ομοδιμερή που δημιουργούνται μέσω αλληλεπιδράσεων μεταξύ των 

αντίστοιχων καταλυτικών περιοχών αλλά και των επικρατειών R3H των εκάστοτε 

διμερών. Η PARN επίσης έχει βρεθεί ότι δημιουργεί πολυμερικές δομές οι οποίες 

επίσης είναι καταλυτικά ενεργές. Τα προηγούμενα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

PARN_v1 υστερεί σε σχέση με την PARN αποκλειστικά και μόνο στο καταλυτικό 

κέντρο (1-61aa). Με βάση τα παραπάνω εξετάστηκε η δυνατότητα της PARN_v1 στη 

δημιουργία ολιγομερών δομών αλλά και έγινε σύγκριση του προφίλ διμερισμού της 

PARN_v1 με της PARN. Για αυτό το σκοπό πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση της 

καθαρισμένης PARN_v1 και PARN σε μη αποδιατακτικές συνθήκες και στη συνέχεια 

ανοσοαποτύπωση με αντισώματα PARN-C και PARN-42, το πρώτο αναγνωρίζει και 

τις δύο πρωτεΐνες ενώ το δεύτερο μόνο την PARN όπως έχει περιγραφεί και 

παραπάνω.  H ηλεκτροφόρηση της βόειας αλβουμίνης (ΒSA) και της ουρεάσης 

χρησιμοποιήθηκαν ως controls ολιγομερισμού, η BSA δημιουργεί διμερικές και 

τριμερικές δομές ενώ η ουρεάση πολυμερικές. Τα αποτελέσματα της 

ανοσοαποτύπωσης με PARN-C έδειξαν ότι η PARN_V1 σχηματίζει ολιγομερής δομές 

και μάλιστα εμφανίζει ισχυρή προτίμηση για τη σύσταση πολυμερικών δομών μεγάλου 

μοριακού βάρους σε αντίθεση με την PARN που εμφανίζει μεγάλο εύρος 

διαμορφώσεων. Επίσης η PARN_V1 δεν αναγνωρίσθηκε  στην ανοσοαποτύπωση  με 

PARN-42 αντίσωμα όπως ήταν αναμενόμενο με βάση τα προηγούμενα αποτελέσματα. 
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Εικόνα 52. H PARN_V1 εμφανίζει ισχυρή προτίμηση για τη σύσταση πολυμερικών δομών μεγάλου 
μοριακού βάρους. Ζώνες 1,2 Native PAGE ουρεάσης και βόειας αλβουμίνης. Ζώνες 3,4,5,6 Native 
PAGE-Western blot καθαρισμένης PARN και PARN_v1 με αντισώματα που αναγνωρίζουν τον C τελικό 
επίτοπο της PARN και του PARN και τον Ν-τελικό επίτοπο της PARN. 

 

3.1.5 Η PARN_v1 έχει ενζυμική δραστικότητα αποαδενυλάσης 

Τα προηγούμενα αποτελέσματα έδειξαν ότι η PARN_v1 υστερεί σε σχέση με την 

PARN σε μια αμινοτελική επικράτεια 61αα που αποτελεί ένα σημαντικό μέρος του 

ενεργού κέντρου της  PARN και συμπεριλαμβάνει 2 από τα 4 καταλυτικά της αμινοξέα 

το D28 και D30. Για να διερευνηθεί αν η PARN_v1 έχει ενεργότητας αποαδενυλύωσης 

η καθαρισμένη PARN_ν1 υποβλήθηκε σε δοκιμές in-vintro αποαδενυλίωσης με την 

καθαρισμένη PARN ως θετικό control και  φθορίζων υπόστρωμα RNA που δεν έχει 

υποστεί επεξεργασία ως αρνητικό control. Στην αντίδραση αποαδενυλίωσης το 

φθορίζων RNA υπόστρωμα επωάσθηκε με PARN_ν1 και PARN σε συγκεντρώσεις S/5 

και S/10 αντίστοιχα για 30’. Τα αποτελέσματα της ηλεκτροφόρησης του RNA 

υποστρώματος μετά το τέλος της αντίδρασης έδειξαν οτι η PARN_v1 έχει δραστικότητα 

αποαδενυλάσης μιας και παρατηρείτε η βράχυνσή του. Επίσης παρατηρήθηκε ότι το 

υπόστρωμα που έχει υποστεί κατεργασία με PARN είτε έχει αποικοδομηθεί πλήρως ή 

παραμένει σχεδόν ανέπαφο, ενώ αντίστροφα το υπόστρωμα που έχει κατεργαστεί με 

PARN_ν1 εμφανίζει ενδιάμεσα μήκη. Για να εξεταστεί περεταίρω η επιμεριστική 

ενζυμική δράση του PARN_ν1 πραγματοποιήθηκαν μια σειρά αντιδράσεων 

αποαδενυλίωσης χρονικού σημείου σε συγκεντρώσεις S/10. Το ηλεκτροφορητικό 

προφίλ των φθοριζόντων RNA μετά από επώαση με PARN_ν1 έδειξε ότι  κατά τη 
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διάρκεια της αντίδρασης το RNA υπόστρωμα αποικοδομείται ομοιόμορφα δείχνοντας 

ότι η PARN_ν1 έχει επιμεριστικό τρόπο κατάλυσης (εικόνα).  

 

Εικόνα 53. Η PARN_v1 έχει ενζυμική δράση αποαδενυλάσης. Urea-PAGE φθορίζοντος πολυ(Α) 
υποστρώματος μετά από αντίδραση αποαδενυλίωσης με καθαρισμένη PARN και PARN_v1. (S) ζώνη που 
αντιστοιχεί σε πολυ(Α) υπόστρωμα που δεν έχει υποστεί κατεργασία (P) ζώνη που αντιστοιχεί σε πλήρως 
αποαδενυλιωμένο προϊόν (C) πολυ(Α) υπόστρωμα που δεν έχει υποστεί κατεργασία. 

 

Εικόνα 54. Η PARN_v1 παρουσιάζει επιμεριστικά χαρακτηριστικά  κατάλυσης. Urea-PAGE 
φθορίζοντος πολυ(Α) υποστρώματος μετά από αντιδράσεις αποαδενυλίωσης χρονικού σημείου. Τα 
νούμερα στην κορυφή της εικόνας υποδεικνύουν τον χρόνο αντίδρασης. 

Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν οτι το PARN_ν1 έχει επιμεριστικό μηχανισμό 

κατάλυσης (distributive catalysis)  σε αντίθεση με τoν υψηλά επεξεργαστικό 

(processive catalysis) μηχανισμό κατάλυσης που αποτελεί ένα από τα χαρακτηριστικά 

γνωρίσματα  της PARN. Για  να ελεγχθεί οτι η  PARN_ν1  έχει επιμεριστικό τρόπο 

κατάλυσης, πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις αποαδενυλίωσης που τερματίστηκαν σε 

τακτά χρονικά διαστήματα. Τα αποτελέσματα επίσης έδειξαν ότι κατά τη διάρκεια της 

αντίδρασης συσσωρεύονται προϊόντα ενδιάμεσου και σταδιακά μειούμενου μήκους. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι τα  βακτήρια E.Coli δεν κωδικοποιούν για αποαδενυλάσες, 

οπότε οι λοιπές πρωτεΐνες που περιέχονται στο δείγμα του καθαρισμένου PARN_v1 
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και προέρχονται από τα βακτήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την παραγωγή της 

πρωτεΐνης PARN_v1 δεν επηρέασαν τα αποτελέσματα των αντιδράσεων 

αποαδενυλίωσης. Για να βρεθεί ένας μηχανισμός που να εξηγεί την ενζυμική 

δραστικότητα της PARN_v1 πραγματοποιήθηκε μοριακή μοντελοποίηση στην οποία 

συγκρίθηκε η δομή της  PARN με την δομή της PARN στην οποία έχουν αφαιρεθεί  61 

αμινοξέα από το Ν τελικό άκρο. Τα αποτελέσματα της συγκριτικής μοντελοποίησης 

έδειξαν ότι ο C τελικός τομέας της PARN_v1 αναδιπλώνεται έτσι ώστε να υποκαθιστά 

τη δομή του Ν-τελικού που λείπει από τη  PARN_v1. Έτσι η D28 υποκαθίσταται από 

τη D292 και η E30 από τη E378 (Εικόνα 49). 

  

 

Εικόνα 55. Συγκριτική μοντελοποίηση του ενεργού κέντρου της PARN_v1 σε σχέση με της PARN. 
Με πράσινο απεικονίζεται η δομή της PARN, με τυρκουάζ της PARN_v1 και με κόκκινο έχει σημανθεί 
ο 61aa Ν-τελικός επίτοπος νουκλεάσης της PARN που λείπει από το PARN_v1. Η C-τελική περιοχή 
της PARN_v1 αναδιπλώνεται έτσι ώστε να αντικαθιστά τη δομή του Ν τελικού επιτόπου, στην PARN_v1 
η D292 ανακτά τη θέση της D28 και η E378 της E30. 
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Εικόνα 56. Διάγραμμα μοριακών αλληλεπιδράσεων LIGPLOT που δείχνει τις αλληλεπιδράσεις 
μεταξύ του ενεργού κέντρου της PARN (αριστερά), του προβλεπόμενου ενεργού κέντρο της PARN_ν1 
(δεξιά) και τριών αδενοσυνών. Η E378 αντικαθιστά την Ε30 δημιουργώντας την ίδια αλληλεπίδραση με 
το υπόστρωμα (δέκτης πλευρικής αλυσίδας) 

 

3.2    Ενότητα 2 Διερεύνηση βιολογικής δράσης της  PARN_v1 

3.2.1 Η PARN_v1 υπερεκφράζεται σε ινοβλάστες ενώ συνεκφράζεται σε 
καρκινικούς ινοβλάστες μαζί με την PARN. 

  H PARN έχει αιτιολογική σημασία για την εμφάνιση της οικογενής ιδιοπαθούς 

πνευμονικής ίνωσης (IPF). Το επικρατέστερο φαινοτυπικό χαρακτηριστικό της IPF 

είναι ανεξέλεγκτη ενεργοποίηση των ινοβλαστών του πνεύμονα σε μυοινοβλάστες. 

Αυτό το  χαρακτηριστικό παρατηρείται επίσης στους καρκίνους του πνεύμονα, αλλά 

και στην in situ μετάσταση άλλων ειδών καρκίνου όπως του καρκίνου του μαστού. Για 

τους παραπάνω λόγους επιλέχθηκε να διερευνηθεί η βιολογική δράση της PARN_v1 

στους ινοβλαστες του πνεύμονα. Η ανοσοαποτύπωση κατά Western σε πρωτεΐνες 

που απομονώθηκαν από κύτταρα ινοβλαστών του πνεύμονα MRC5  με μονοκλωνικό 

αντίσωμα PARN-C έδειξε ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης PARN_v1 είναι πολύ υψηλά, 

ενώ δεν παρατηρήθηκε η ζώνη που αντιστοιχεί στην PARN. Η επώαση των MRC5 με 

θρεπτικό υλικό που προήλθε από την καλλιέργεια κυττάρων Mcf7 προς την 

διαφοροποίησή τους σε καρκινικούς ινοβλάστες CAF είχε ως αποτέλεσμα την ραγδαία 

μείωση των επιπέδων της PARN_v1 αλλά και την ενεργοποίηση της παραγωγής της 

PARN. Η επιτυχία της διαφοροποίησης των MRC5 σε CAF επίσης ελέγχθηκε με 

ανοσοαποτύπωση με μονοκλωνικό αντίσωμα FAP (fibroblast activation protein-a). 
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Εικόνα 57. Οι  ινοβλάστες του πνεύμονα MRC5 διαφοροποιούνται σε καρκινικούς ινοβλάστες μετά 
από επώαση με θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιέργειας MCf7.  Ανοσοαποτύπωση κατά Western έναντι 
FAPa (fibroblast activation protein-a).  MRC5 κύτταρα ινοβλαστών του πνεύμονα που δεν έχουν υποστεί 
επεξεργασία MRC5+Mcf7 CCM κύτταρα που έχουν με επωαστεί με θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιέργειας 
MCf7 για 9 μέρες. 

 

Εικόνα 58. Η επώαση των ινοβλαστών με θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιέργειας MCf7 προκαλεί την 
ραγδαία μείωση των πρωτεϊνικών επιπέδων της PARN_v1 και της ενεργοποίηση της παραγωγής της 
PARN. Ανοσοαποτύπωση κατά Western με αντίσωμα αντι-PARN-C. Ζώνη(1) Κυτταρικό εκχύλισμα 
Mcf7, ζώνες(2,3) κυτταρικό εκχύλισμα MRC5 που έχουν επωαστεί με θρεπτικό υλικό 
κυτταροκαλλιέργειας MCf7 για 9 μέρες , ζώνες (4.5) κυτταρικό εκχύλισμα MRC5. 

  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/05/2026 10:18:45 EEST - 18.97.9.172



129 
 

3.2.2 Η επώαση MRC5 με εξωσώματα από κυτταροκαλλιέργεια Mcf7 
προκαλλεί τη μείωση των επιπέδων της PARN_v1 και αύξησης της PARN με 
δοσεοεξαρτώμενο τρόπο. 

Τα εξωσώματα που εκκρίνονται από τα κύτταρα του καρκίνου του μαστού έχει 

δειχθεί ότι στοχεύουν και απορροφούνται από τους ινοβλάστες του πνεύμονα 

μετατρέποντάς τους σε CAF. Για να εξετασθεί αν τα εξωσώματα που εκκρίνονται από 

τα mcf7 προκαλλούν την μεταβολή των επιπέδων PARN και PARN_v1 που 

παρατηρήθηκε κατά την ενεργοποίηση των ινοβλαστών σε CAF, τα κύτταρα 

ινοβλαστών MRC5 επωάσθηκαν με εξωσώματα που απομονώθηκαν από 27.5ml, 

55ml και 110  ml θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιέργειας mcf7 για 24 ώρες και στη 

συνέχεια πραγματοποιήθηκε ανοσοαποτύπωση κατά Western με αντίσωμα PARN-C.  

Tα αποτελέσματα της ανοσοαποτύπωσης έδειξαν ότι η μείωση των επιπέδων 

PARN_v1 και αύξηση της PARN είναι δοσοεξαρτώμενη από τα εξωσώματα που 

εκκρίνουν τα κύτταρα Mcf7. Η απομόνωση εξωσωμάτων από το θρεπτικό υλικό 

πραγματοποιήθηκε με υπερφυγοκέντρηση σε μονή στιβάδα σουκρόζης και η 

πιστοποίηση της επιτυχίας της διαδικασίας απομόνωσης εξωσωμάτων έγινε με 

ανοσοαποτύπωση των εξωσωματικών πρωτεϊνών με τους εξωσωμικούς πρωτεϊνικούς 

δείκτες TSG 101, flottilin 1 και CD81. 

 

 

Εικόνα 59. Η επώαση ινοβλαστών MRC5 με εξωσώματα που έχουν απομονωθεί από 
κυτταροκαλλιέργεια Mcf7 μειώνει τα επίπεδα της PARN_ν1 και αυξάνει τα επίπεδα της PARN με 
δοσεοεξαρτώμενο τρόπο. Α. (1, 2) κύτταρα Mrc5 κύτταρα ινοβλαστών του πνεύμονα που δεν έχουν 
υποστεί επεξεργασία,  κύτταρα Mrc5 που έχουν επωαστεί με εξωσώματα που έχουν απομονωθεί από 
27.5ml (3, 4) 55ml (5, 6), 110 ml (7, 8) θρεπτικού κυτταροκαλλιέργειας  Mcf7. Β. Όπως στο Α, όπου η 
ανοσοαποτύπωση γίνεται με αντίσωμα έναντι της ακτίνης β.  

MRC5 27,5 55 110

anti – PARN anti – β-actin

PARN_v1
PARN

MRC5 27,5 55 110

M 1 32 4 5 76 8 M 1 32 4 5 76 8

A BCell-culture medium, ml Cell-culture medium, ml
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Εικόνα 60. Χαρακτηρισμός των εξωσωμάτων που έχουν απομονωθεί από κυτταροκαλλιέργεια Mcf7 
με υπερφυγοκέντρηση σε μονή στιβάδα σουκρόζης με την ανίχνευση των εξωσωματικών  πρωτεινών  
TSG101 , Flottilin 1,  CD81 

 

3.2.3 Η αποσιώπηση της PARN_v1 προκαλλεί την άυξηση των οντολογιών 
«πρωτεινικές αλληλεπιδράσεις με την εξωκυττάρια θεμέλια» ουσία και 
«κυτταρική προσκόλληση» 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα έγινε κατανοητό ότι η έκφραση της PARN_v1 

συσχετίζεται με την διαφοροποίηση των ινοβλαστών του πνεύμονα MRC5 σε CAF. Για 

να διερευνηθούν οι κυτταρικές λειτουργίες στις οποίες εμπλέκετε η PARN_v1 

πραγματοποιήθηκε η αποσιώπησή  της με shRNA και εξετάσθηκαν οι οντολογίες  

πρωτεινών που επηρεάζονται  με φασματοφωτομετρία μάζας. Αξίζει να σημειωθεί ότι 

το μείγμα των 2  shRNA που χρησιμοποιήθηκαν είχαν σχεδιαστεί ώστε να είναι ειδικά 

σε αλληλουχίες που υπάρχουν στα mRNA της PARN και της PARN_v1 αλλά αυτό δεν 

επηρέασε τα αποτελέσματα μιας και η PARΝ δεν εκφράζεται στη συγκεκριμένη 

κυτταρική σειρά. Τα αποτελέσματα της φασματοφωτομετρίας μάζας έδειξαν ότι με την 

αποσιώπηση της PARN_v1 οι κύριες  οντολογίες πρωτεινών που επηρεάστηκαν είναι 

οι αλληλεπιδράσεις με την εξωκυττάρια θεμέλια ουσία και  την κυτταρική 

προσκόλληση .  
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Εικόνα 61. Ανάλυση οντολογιών των πρωτεινών που αυξήθηκαν τα επίπεδά τους >50% με – log P 
value > 2.  ShinyGO 0.77 

 

 

Εικόνα 62. Volcano plot που απεικονίζει τις πρωτεΐνες που παίζουν ρόλο στις αλληλεπιδράσεις με 
εξωκυττάρια θεμέλια ουσία και επηρεάστηκαν από την αποσιώπηση της PARN_v1. 
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Eνότητα 3 Ανάπτυξη πρωτοκόλλου για απομόνωση εξωσωμάτων από 
πλευριτική συλλογή. 

 

3.3.1 Ανάπτυξη τεχνικής απομόνωσης εξωσωμάτων “ExoProk” 

  Η μέθοδος βασίστηκε στην ιδιότητα του PEG μοριακού βάρους 4000-12000Da να 

δημιουργεί ένα δίκτυο το οποίο προσροφά πολλαπλά εξωσώματα με αποτέλεσμα αυτά 

τα μπορούν να κατακρημνιστούν σε πολύ μικρότερες γωνιακές επιταχύνσεις από 

αυτές που χρειάζονται για να κατακρημνιστούν χωρίς την προσθήκη PEG. Βέβαια το 

PEG δεν έχει ειδικότητα στα εξωσώματα και αν δεν πραγματοποιηθούν περεταίρω 

βήματα πριν τη κατακρήμνιση τότε συν-κατακρημνίζονται και μεγαλύτερα εξωκυττάρια 

κυστίδια αλλά και ποικίλα πρωτεϊνικά και νουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα (Rider et al., 

2016). Έτσι πριν την κατακρήμνιση με PEG το δείγμα καθαρίζεται από κύτταρα που 

υπάρχουν στο βιολογικό υγρό αλλά και από τα μεγαλύτερα εξωκυττάρια κυστίδια με 

μια σειρά φυγοκεντρήσεων, ενώ τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα αποικοδομούνται με 

ενζυμική κατεργασία με πρωτεϊνάση Κ. Επίσης τα ελεύθερα RNA επίσης 

αποικοδομούνται με ενζυμική κατεργασία με RNAση Α ώστε να μην ανιχνευθούν 

λανθασμένα ως εξωσωματικά   RNA που είναι και ο αναλυτικός στόχος της 

συγκεκριμένης τεχνικής. Αξίζει να υπενθυμιστεί ότι η λιπιδική διπλοστιβάδα των 

εξωσωμάτων προστατεύουν το περιεχόμενο από την δράση των παραπάνω ενζύμων. 

Ή τεχνική συγκρίθηκε ως προς την καθαρότητα  με το κιτ απομόνωσης εξωσωμάτων 

Qiagen ExoEasy. 

  Τα αποτελέσματα ανοσοαποτύπωσης κατά Western αλλά και η  μορφολογία των 

ιζημάτων μετά την κατακρήμνιση  με διάλυμα PEG δείχνουν ότι η κατεργασία με 

πρωτεϊνάση Κ είναι κρίσιμης σημασίας για την επιτυχία της μεθόδου. Αν παραλειφθεί 

η κατεργασία με πρωτεϊνάση, τότε δεν ανιχνεύεται στο ίζημα ο εξωσωμικός δείκτης 

TSG-101 ενώ το σήμα που προκύπτει από την ανοσοαποτύπωση με αντίσωμα έναντι 

της αλβουμίνης είναι εξαιρετικά ισχυρό, αυτό συμβαίνει λόγω της κατακρήμνισης 

λοιπών βιομορίων και συμπλόκων τους που βρίσκονται σε μεγάλη συγκέντρωση στο 

συγκεκριμένο βιολογικό υγρό, αυτό είναι και εμφανές από τη μορφολογία των 

ιζημάτων. Επίσης όπως φαίνεται από την ανοσοαποτύπωση έναντι της αλβουμίνης η 

επώαση με πρωτεϊνάση στους 60ο C ήταν πολύ πιο αποδοτική στον καθαρισμό απ ότι 

η επώαση στους 37οC μιας και η ενεργότητα του ενζύμου είναι μεγαλύτερη σε αυτή τη 

θερμοκρασία, τα εξωσώματα είναι αρκετά σταθερά ώστε να αντέχουν αυτή την 
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κατεργασία για το δεδομένο χρόνο επώασης όπως επίσης φαίνεται από την 

ανοσοαποτύπωση με TSG-101.  

 

 

Εικόνα 63. Μορφολογίες ιζήματος εξωσωμάτων που έχουν απομονωθεί με την τεχνική ExoProK 
(φιαλίδια 2,3), και ιζήματα μετά την κατεργασία με πρωτεϊνάση Κ και την επακόλουθη φυγοκέντριση 
( φιαλίδια 1,2). 

 

Εικόνα 64.  Με την διαδικασία ExoProK το δείγμα πλευριτικής συλλογής εμπλουτίζεται στην εξωσωμική 
πρωτεΐνη TSG-101(Β) και καθαρίζεται από αλβουμίνη του ορού(Α). Α) Ζώνη 1 εξωσώματα που έχουν 
απομονωθεί με την τεχνική ExoProK, ζώνη 2 εξωσώματα που έχουν απομονωθεί με το κιτ exoEasy, 
ζώνη 3 εξωσώματα που έχουν απομονωθεί με την τεχνική ExoProK αλλά η κατεργασία με πρωτεϊνάση 
Κ έχει πραγματοποιηθεί σε θερμοκρασία 37οC αντί για 60οC, ζώνη 4 εφαρμογή πρωτοκόλου με 
παράληψη της κατεργασίας με πρωτεινάση Κ. Β) Ζώνη 1 εξωσώματα που έχουν απομονωθεί με την 
τεχνική ExoProK, ζώνη 2 μεγαλύτερα κυστίδια που έχουν κατακρημνιστεί μετά από φυγοκέντριση 
16,000 g, ζώνη 3 εξωσώματα που έχουν απομονωθεί με το κιτ exoEasy, ζώνη 4 δείγμα πλευριτικής 
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συλλογής στο οποίο έχουν αφαιρεθεί τα κύτταρα, ζώνη 5 εφαρμογή πρωτοκόλλου με παράληψη της 
κατεργασίας με πρωτεϊνάση Κ. 

Συγκριτικά με το κιτ ExoEasy, η καθαρότητα των εξωσωμάτων που απομονώθηκαν 

με την παρούσα τεχνική είναι σημαντικά υψηλότερη σε σχέση με αυτά που 

απομονώθηκαν από το ίδιο υγρό με την  χρήση του κιτ, αυτό φαίνεται από την 

ανοσοαποτύπωση έναντι της αλβουμίνης αλλά και από την οπτικοποίηση των 

εξωσωμάτων με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία ΤΕΜ. Επίσης τα εξωσώματα που 

απομονώθηκαν με την παρούσα τεχνική έχουν ομοιόμορφη διάμετρο σε αντίθεση με 

αυτά που απομονώθηκαν με τη χρήση του κιτ, όπως φαίνεται από τα αποτελέσματα 

του ΝΤΑ. 

 

 

Εικόνα 65. Οπτικοποίηση εξωσωμάτων με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία διέλευσης που έχουν 
απομονωθεί με ExoProK (Α) και με kit Qiagen ExoEasy (Β). 
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Εικόνα 65. Τα εξωσώματα που έχουν απομονωθεί με ExoProK έχουν ομοιόμορφη διάμετρο. 
Κατανομή διαμέτρων με ανάλυση παρακολούθησης νανοσωματιδίων των εξωσωμάτων που έχουν 
απομονωθεί με ExoProK (Α) και με kit Qiagen ExoEasy (Β).  

Για να δειχθεί ότι η συγκεκριμένη μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον  για 

την ανάλυση εξωσωματικών  βιοδεικτών RNA, πραγματοποιήθηκε η απομόνωση 

εξωσωμάτων από 20 δείγματα υπεζωκοτικού υγρού (τα μπλε) και ανιχνεύθηκαν 3 

miRNAs και το U6 snRNA. Το miR-21-5p είναι το πιο μελετημένο oncomiR, ενώ τα 

miR-29a και miR-484 έχουν διερευνηθεί σε προηγούμενες μελέτες ως εξωσωμικοί 

βιοδείκτες ορού για την πρόγνωση του μη μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα . 

Οι ανιχνευθείσες τιμές CT δείχνουν  ότι η τεχνική είναι κατάλληλη για την ανάλυση 

εξωσωματικών  βιοδεικτών RNA, η ποσότητα RNA που ανακτήθηκε από δείγματα 

όγκου 1,5 mL ήταν άφθονη για την τυπική ανάλυση qPCR, και τουλάχιστον τρία από 

τα τέσσερα RNA ανιχνεύθηκαν σε όλα τα δείγματα.  
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Εικόνα 66. Η απομόνωση εξωσωμάτων με ExoProK μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση 
εξωσωματικών  RNA. Τα miR-21-5p, miR-29-5p, miR-484 και U6snRNA ανιχνεύθηκαν με qPCR σε 
εξωσώματα που απομονώθηκαν από 1.5ml πλευριτικής συλλογής ασθενών με μη μικροκυτταρικό 
καρκίνο του πνεύμονα (NSCLC)  και μη κακοήθης αιτιολογίες (C).  
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4.  Συζήτηση 

   Στην παρούσα διδακτορική διατριβή ανιχνεύθηκε, κλωνοποιήθηκε και 

πραγματοποιήθηκε ο χαρακτηρισμός ενός εναλλακτικού μεταγράφου της PARN και 

διερευνήθηκε ο βιολογικός του ρόλος στην ίνωση του πνεύμονα. Η αλληλουχία του 

μεταγράφου είχε καταχωρηθεί στο NCBI με κωδικό NM_001134477.3 αλλά μέχρι 

στιγμής αυτό το mRNA δεν είχε ταυτοποιηθεί πειραματικά και δεν έχει μελετηθεί σε 

κανένα πλαίσιο. Η έκφραση της PARN_v1 ανιχνεύθηκε σε επίπεδο πρωτεΐνης και 

mRNA σε κυτταρικές σειρές που έχουν προέλθει από τρεις ιστολογικούς υποτύπους 

κακοήθους πλευριτικού μεσοθηλιώματος ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε αθανατοποιημένα 

καλοήθη πλευριτικά κύτταρα, τα επίπεδα mRNA και πρωτεΐνης της PARN_v1 

βρέθηκαν ότι είναι υψηλότερα στα κύτταρα που προέρχονται από τους πιο επιθετικούς 

υποτύπους. Η κλωνοποίηση και ανάλυση της αλληλουχίας της PARN_v1 έδειξε ότι 

αυτό υστερεί κατά 83 βάσεις από το άκρο 3’ του  εξωνίου 1 σε σχέση με το εξώνιο 1 

της PARN ενώ η μετάφραση του PARN_ν1 προβλέπεται να ξεκινά από ένα καθοδικό 

κωδικόνιο στο εξώνιο 4 οδηγώντας στην παραγωγή μιας πρωτεΐνης που υπολείπεται 

σε ένα σημαντικό Ν-τελικό τομέα του καταλυτικού κέντρου της PARN που 

συμπεριλαμβάνει 2 από τα 5 καταλυτικά αμινοξέα, τα D28 και Ε30. Η 

υποκλωνοποίηση της προβλεπόμενης κωδικής αλληλουχίας, υπερέκφραση και  

καθαρισμός της πρωτεΐνης και επακόλουθα πειράματα ανοσοαποτύπωσης 

επιβεβαίωσαν ότι τo PARN_ν1 μεταφράζεται σε μια πρωτεΐνη που υστερεί στον 

αμινοτελικό άκρο. Για τον χαρακτηρισμό της καινούριας πρωτεΐνης αυτή υποβλήθηκε 

σε δοκιμή αποαδενυλίωσης φθορίζοντος υποστρώματος RNA και βρέθηκε 

απρόσμενα ότι έχει ενζυμική δραστικότητα αποαδενυλάσης. Επιπροσθέτως οι 

ηλεκτροφορήσεις σε μη αποδιατακτικές συνθήκες των πρωτεινών PARN_v1 και PARN 

έδειξαν ότι η PARN_v1 εμφανίζει ισχυρή προτίμηση για μεγαλομοριακές πολυμερικές 

δομές, ενώ η PARN δεν επέδειξε τέτοια προτίμηση, τα τελευταία αποτελέσματα 

υποδεικνύουν ότι η PARN_v1 ανακτά διαφορετική τρισδιάστατη διαμόρφωση σε σχέση 

με την PARN. Για αυτό το λόγο πραγματοποιήθηκε in-silico μοντελοποίηση, που έδειξε 

ότι η PARN_v1 ανακτά μια διαμόρφωση όπου ο Ν-τελικός τομέας υποκαθίσταται  

στερικά από ένα μέρος της άθικτης C-τερματικής περιοχή και έτσι τα D292 και E378 

αντικαθιστούν τα D28 και E30 αντίστοιχα, εξηγώντας έτσι την ικανότητα 

αποαδενυλίωσης της PARN_v1. Ο βιολογικός ρόλος της PARN_v1 εξετάστηκε στο 

πλαίσιο της ενεργοποίησης των ινοβλαστών του πνεύμονα σε καρκινικούς ινοβλάστες 
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κατά την εμφάνιση μετάστασης καρκίνου του μαστού. Τα επίπεδα της πρωτεΐνης 

PARN_v1 βρέθηκαν ότι είναι εξαιρετικά υψηλά σε ινοβλάστες του πνεύμονα ενώ σε 

αυτούς δεν ανιχνεύθηκε PARN, αφού μετατραπούν οι ινοβλάστες σε καρκινικούς 

ινοβλάστες από παράγοντες που εκκρίνονται από τα κύτταρα του καρκίνου του μαστού 

ενεργοποιείται η παραγωγή της PARN ενώ μειώνονται ραγδαία τα επίπεδα του 

PARN_v1. Σε αυτή τη μεταβολή βρέθηκε ότι παίζουν κρίσιμο ρόλο τα εξωσώματα που 

εκκρίνονται από τα κύτταρα του καρκίνου του μαστού μιας και βρέθηκε ότι η μείωση 

των επιπέδων της PARN_v1 και αύξηση της PARN είναι δοσοεξαρτώμενη ανάλογα με 

τη ποσότητα εξωσωμάτων που προστέθηκαν στους ινοβλάστες. Η αποσιώπηση της 

PARN_v1 στους ινοβλάστες έδειξε ότι αυξάνονται μονοπάτια κυτταρικής 

προσκόλλησης στην εξωκυττάρια μήτρα. Η εμφάνιση πλευριτικής συλλογής είναι ένα 

τυπικό εύρημα στον καρκίνο του μαστού, για την εξέταση βιοδεικτών σε κλινικά 

εργαστήρια αναπτύχθηκε ένα πρακτικό και φθηνό πρωτόκολλο απομόνωσης 

εξωσωμάτων που μπορεί να πραγματοποιηθεί χωρίς εξειδικευμένο εξοπλισμό. 

     Το πιο  απρόσμενο εύρημα αυτής της διατριβής είναι ότι το mRNA της PARN_v1 

μεταφράζεται σε μια πρωτεΐνη που ενώ υστερεί σε έναν σημαντικό κομμάτι του τομέα 

νουκλεάσης της PARN έχει την ικανότητα να αποαδενυλώνει πληρώντας έτσι την 

απαραίτητη και επαρκή προϋπόθεση για τον χαρακτηρισμό της ως αποδενυλάση. 

Αυτό το εύρημα έχει εισάγει ορισμένα σοβαρά ερωτήματα στην ακρίβεια της 

συνεχιζόμενης προσπάθειας εντοπισμού των μοριακών στόχων της PARN. Μία από 

τις κύριες στρατηγικές  που έχουν χρησιμοποιηθεί για την ανακάλυψη των μοριακών 

στόχων της PARN είναι η αποσιώπησή της ακολουθούμενη από μεταγραφομικές 

μεθόδους υψηλής απόδοσης για τον εντοπισμό μεταβολών στα επίπεδα ποικίλων 

RNA. Αυτός ο πειραματικός σχεδιασμός βασίζεται στην υπόθεση ότι το PARN είναι η 

μόνη αποδενυλάση που κωδικοποιείται από το γονίδιο της PARN  ο οποίος 

απαξιώνεται από τα αποτελέσματα αυτής της διατριβής (Virtanen et al., 2013). Έτσι 

καθίσταται προφανές ότι τα siRNA/shRNA που χρησιμοποιήθηκαν σε προηγούμενες 

μελέτες πιθανότατα επίσης οδήγησαν στην μη συνειδητή στόχευση της PARN_v1 στα 

κύτταρα που το εκφράζουν, η μόνη εξαίρεση αποτελεί τα siRNA/shRNA που 

σχεδιάστηκαν ειδικά στην περιοχή των 83 βάσεων που λείπουν από το άκρο 3’ του 

πρώτου εξωνίου της PARN_v1 και έτσι είναι πράγματι ειδικά για το mRNA της PARN. 

Ως εκ τούτου, οποιεσδήποτε μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει τεχνικές  αποσιώπησης 

της PARN σε κύτταρα που επίσης εκφράζουν το PARN_v1, πιθανότατα έχουν επίσης 
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καταστείλει η PARN_v1 με το διπλό αποτέλεσμα την εσφαλμένη αναγνώρηση των 

μοναδικών RNA στόχων που πιθανώς έχει η PARN_v1 ως στόχους της PARN 

(Benyelles et al., 2019; Berndt et al., 2012; Ishikawa et al., 2017; Montellese et al., 

2017; Moon et al., 2015; Shukla et al., 2019). Το πιο εμφανές παράδειγμα τέτοιας 

περίπτωσης είναι η μελέτη του Berndt και των συναδέλφων που αναφέρουν την 

ωρίμανση των H/ACA  box snoRNAs από το PARN (Berndt et al., 2012). Στην εργασία 

τους αποσιώπησαν την PARN σε κύτταρα U2OS και εξέτασαν τα επίπεδα των 

snoRNAs που επηρεάστηκαν, για να επαληθεύσουν την επιτυχία του knockdown 

PARN, πραγματοποίησαν επίσης πολλαπλά πειράματα western blot με αντίσωμα anti-

PARN σε εκχυλίσματα κυττάρων U2OS μετά την αποσιώπηση της PARN ή με 

διαμόλυνση των κυττάρων με control siRNA που δεν είναι ειδικό σε κάποιο mRNA 

στόχο. Στα υποβληθέντα σχήματα 2a, 4b και 7a, μια ζώνη μικρότερου μοριακού 

βάρους από το PARN που ταιριάζει με το μοριακό βάρος της PARN_v1 μπορεί να 

παρατηρηθεί ξεκάθαρα ειδικά στην περίπτωση του σχήματος 4b. Εκτός από το 

PARN_v1, υπάρχουν 11 ακόμη εναλλακτικά μετάγραφα της PARN  που δεν έχουν 

χαρακτηριστεί, 2 από τα οποία επίσης έχουν προβλεφθεί ότι μεταφράζονται σε 

πρωτεΐνες που διατηρούν το PARN ORF. Έτσι είναι κατανοητό ότι είναι εύλογη πια η 

πιθανότητα ορισμένα από αυτά, να είναι επίσης καταλυτικά ενεργά θέτοντας έτσι την 

προοπτική  ότι κάθε παραλλαγή ματίσματος PARN μπορεί να έχει διακριτούς 

προτιμώμενους στόχους, ρύθμιση και βιολογική δράση στην υγεία και τις ασθένειες. 

Ένας από τους βιολογικούς ρόλους της ενεργότητας της PARN_v1 δείχθηκε ότι είναι 

η ρύθμηση της κυτταρικής προσκόλλησης ως απόκριση στην ενεργοποίηση του ΕΜΤ. 

Τα πρωτεϊνικά επίπεδα της PARN_v1 σε κυτταρικές σειρές που προέρχονται τα 

επιθηλιακά κύτταρα του υπεζωκότα, στα αθανατοποιημένα μη καρκινικά επιθηλιακά 

κύτταρα του υπεζωκώτα met5a, η PARN_v1 ήταν μετα βίας ανιχνεύσιμο, μεταξύ των 

κυτταρικών σειρών πλευριτικού μεσοθηλιώματος, μικρότερη έκφραση παρατηρήθηκε 

στα επιθηλιωματοειδή M14k που όπως υπονοεί και η ονομασία τους έχουν ως επί το 

πλείστον επιθηλιακό φαινότυπο,  ακολούθως πιο αυξημένη βρέθηκε η στα διφασικά 

κύτταρα MSTO που έχουν επιθηλιακά και μεσεγχυματικά χαρακτηριστικά και η μέγιστη 

έκφραση στα σαρκωματωειδή κύτταρα ZL34 που έχουν ανακτήσει πλήρως 

μεσεγχυματικό φαινότυπο. Η ανάκτηση του μεσεγχυματικού φαινοτύπου από τα 

κύτταρα του μεσοθηλιώματος είναι γνωστό οτι οφείλεται στην ενεργοποίηση του ΕΜΤ 

τύπου 3, στα met5a είναι γνωστό ότι δεν έχει ενεργοποιηθεί αυτή η διεργασία, ενώ 
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είναι λιγότερο ενεργοποιημένη στα M14k, ενδιάμεσα στα MSTO και πλήρως στα ZL34 

και έτσι παρατηρείται μια συσχέτιση μεταξύ της ενεργοποίησης του ΕΜΤ τύπου 3 και 

των επιπέδων της PARN_v1 στις κυτταρικές σειρές που προέρχονται από τα 

επιθηλιακά κύτταρα του υπεζωκότα. Επίσης τα πρωτεϊνικά επίπεδα της PARN_v1 

βρέθηκαν πιο υψηλά από όλες τις κυτταρικές σειρές που εξετάσθηκαν στους 

αθανατοποιημένους ινοβλάστες του πνεύμονα MRC5. Όταν τα κύτταρα MRC5 

επωάσθηκαν με υλικό που έχει προέλθει από καλλιέργεια κυττάρων καρκίνου του 

μαστού mcf7 , ή από εξωσώματα που απομονώθηκαν από αυτά,  τα επίπεδα της 

PARN_v1 μειώθηκαν ραγδαία και ενεργοποιήθηκε η έκφραση της PARN, επίσης όσο 

αναφορά τα εξωσώματα αυτή η μεταβολή βρέθηκε οτι είναι δοσεοεξαρτώμενη. Η 

ενεργοποίηση των ινοβλαστών προς καρκινικούς ινοβλάστες από αυξητικούς 

παράγοντες ή εξωσώματα που εκκρίνονται από καρκινικά κύτταρα πραγματοποιείται 

μέσω της ενεργοποίησης του ΕΜΤ τύπου 2, σε αυτήν την περίπτωση αντιστρέφεται το 

πρότυπο έκφρασης που παρατηρήθηκε στις κυτταρικές σειρές του υπεζωκότα. Η 

ενεργοποίηση και των τριών ειδών ΕΜΤ προκαλεί ελάττωση στην κυτταρική 

προσκόλληση, και την αύξηση της κυτταρικής μετανάστευσης. Η αποσιώπηση του  

PARN_v1 έδειξε ότι επηρεάζονται οντολογίες που ρυθμίζουν αυτές τις διεργασίες: την 

κυτταρική προσκόλληση, τις αλληλεπιδράσεις με την εξωκυττάρια ουσία και η θετική 

ρύθμηση της κυτταρικής μετανάστευσης. Στην πλειονότητα των κυτταρικών σειρών 

βρέθηκε ότι οι πρωτεΐνες η PARN_v1 και PARN  συνυπάρχουν ανοίγοντας έτσι την 

υπόθεση ότι η αναλογία των δύο πρωτεινών, ίσως έχει σημασία στη ρύθμηση της 

κυτταρικής προσκόλλησης/κινητικότητας πιθανώς μέσω της δημιουργία ετερομερικών 

συμπλόκων που οδηγεί στην σταθεροποίηση διαφορετικών ρυθμιστικών RNA απ ότι 

των εκάστοτε ομοδιμερών / ομοπολυμερών. 

  Tην τελευταία δεκαετία έχει δοθεί μεγάλη έμφαση στην ανάπτυξη τεχνικών 

απομόνωσης εξωσωμάτων από βιολογικά υγρά με στόχο την ανακάλυψη και κλινική 

εξέταση βιοδεικτών που βρίσκονται στο εσωτερικό ή στη μεμβράνη αυτών. Η εξέταση  

αυτού του είδους βιοδεικτών στον ορό και στα ούρα υπόσχεται την έγκαιρη διάγνωση 

αλλά και αξιόπιστη παρακολούθηση ποικίλων κακοήθων χωρίς να χρειάζεται να ληφθεί 

βιοψία ιστού. Για αυτούς τους λόγους έχει δοθεί εξαιρετικά μεγάλη βαρύτητα στην 

ανάπτυξη τεχνικών απομόνωσης εξωσωμάτων και ανακάλυψης βιοδεικτών από το 

αίμα και από τα ούρα από την επιστημονική κοινότητα και από την βιομηχανία. Πολύ 

λιγότερη έμφαση έχει δοθεί στη διερεύνηση αξιοποιήσιμων βιοδεικτών που 
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περιέχονται σε εξωσώματα πλευριτικών συλλογών. Αυτό οφείλεται στο ότι σε αντίθεση 

με τη λήψη αίματος και  ούρων, η λήψη πλευριτικής συλλογής είναι πολύ πιο 

επεμβατική,  ενώ η συσσώρευση  πλευριτικής συλλογής αποτελεί εκδήλωση 

ασθενειών προχωρημένου σταδίου, έτσι η ανάλυση εξωσωματικών  βιοδεικτών στο 

συγκεκριμένο υλικό δεν έχει τα κλασσικά προτερήματα που έχει η ανάλυση 

εξωσωματικών  βιοδεικτών του ορού και των ούρων. Ωστόσο η πλευριτική συλλογή 

βρίσκεται σε στενή φυσιολογική εγγύτητα με τον πνεύμονα και σε άμεση επαφή με τον 

υπεζωκότα οπότε αναμένεται να εμπλουτίζεται από εξωσώματα που προέρχονται από  

νοσούντα κύτταρα αυτών των ιστών, αυξάνοντας έτσι την ευαισθησία των αναλύσεων 

για τη  διάγνωση και την παρακολούθηση των ασθενειών που σχετίζονται με τα 

συγκεκριμένα όργανα. Επίσης η καθιερωμένη ιατρική πρακτική για την διάγνωση των 

κακοήθων πλευριτικών συλλογών είναι η κυτταρολογική εξέταση βιοψίας υπεζωκότα, 

αυτή η πρακτική έχει μεν τέλεια ειδικότητα αλλά μόνο 60% ευαισθησία, οπότε 

οποιαδήποτε επιπρόσθετη μέθοδος βελτιώσει την ευαισθησία θα έχει σημαντική 

κλινική αξία.  . 

Για αυτό το σκοπό αναπτύχθηκε μια καινούργια τεχνική απομόνωσης η οποία είναι 

φθηνή, δεν χρειάζεται εξειδικευμένο εξοπλισμό και μπορεί να εφαρμοσθεί σε 

πολλαπλά δείγματα ταυτόχρονα καθιστώντας την κατάλληλη για την ανάλυση 

εξωσωματικών  RNA βιοδεικτών σε κλινικά εργαστήρια. Η τεχνική βασίζεται στον 

καθαρισμό των δειγμάτων από μεγαλύτερα κυστίδια με κατακρήμνισή τους μέσω 

φυγοκεντρήσεων και από πρωτεϊνικά/ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα που δεν 

βρίσκονται εντός των εξωσωμάτων με πέψη τους με πρωτεϊνάση Κ ακολουθούμενη 

από RNAse A. Η πέψη με πρωτεϊνάση Κ είναι κρίσιμη για την επιτυχία της μεθόδου, 

εκτός από τον καθαρισμό του δείγματος βοηθά και στην αποπροστάτευση των μη 

εξωσωματικών  RNA από τις RNA-συνδεόμενες πρωτεΐνες τους, ευαισθητοποιώντας 

τες στην δράση της RNAσης Α. Τα εξωσώματα και κατ’ επέκταση τα εξωσωματικά   

RNA είναι προστατευμένα από τη δράση των παραπάνω ενζύμων μιας και 

περικλείονται από την λιπιδιακή μεμβράνη του κυστιδίου, η οποία είναι εξαιρετικά 

ανθεκτική. Η συγκεκριμένη τεχνική χρησιμοποιεί αυτή την ιδιότητα των εξωσωμάτων 

στο βήμα της πέψη με πρωτεϊνάση Κ που πραγματοποιείται σε θερμοκρασία  60C 

όπου το ένζυμο έχει μέγιστη δραστικότητα (Ebeling et al., 1974).  Οι 

ανοσοαποτυπώσεις έναντι αλβουμίνης έδειξαν ότι η πέψη σε αυτή τη θερμοκρασία 

είναι πολύ πιο αποδοτική στην απομάκρυνση  της αλβουμίνης του ορού από το τελικό 
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παρασκεύασμα. Σε αυτή την θερμοκρασία τα εξωσώματα παρέμειναν άθικτα όπως 

φαίνεται από την ανοσοαποτύπωση έναντι του  εξωσωμικού πρωτεϊνικού δείκτη TSG-

101. Η απομάκρυνση της αλβουμίνης αποτελεί ένα δείκτη καθαρότητας των 

απομονωμένων εξωσωμάτων μιας και η συγκεκριμένη πρωτεΐνη δεν περικλείεται στα 

εξωσώματα και είναι σε μεγάλη συγκέντρωση στο συγκεκριμένο υγρό (Théry et al., 

2018) αλλά και  επειδή η πρωτεϊνάση Κ έχει ευρεία δραστικότητα οπότε μπορούμε να 

συμπεράνουμε ότι έχουν απομακρυνθεί  στον ίδιο βαθμό λοιπές μη εξωσωμικές 

πρωτεΐνες. Τα απομονωμένα εξωσώματα χαρακτηρίστηκαν περεταίρω με την 

οπτικοποίησή τους με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία και μέτρηση της κατανομής 

διαμέτρων τους με ΝΤΑ. Τα αποτελέσματα  του ΝΤΑ έδειξαν ότι τα απομονωμένα 

εξωσώματα έχουν ομοιόμορφη διάμετρο 172 nm , ενώ οι εικόνες του ηλεκτρονιακού 

μικροσκοπίου έδειξαν ότι έχουν την τυπική μορφολογία εξωσωμάτων, πεπλατυσμένες 

σφαίρες. Για να δείξουμε ότι η μέθοδός μας μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως βάση για 

τον ποσοτικό προσδιορισμό εξωσωματικών  RNA βιοδεικτών. Πραγματοποιήθηκε η 

απομόνωση από 20 πλευριτικές συλλογές και ανιχνεύθηκαν τρία miRNA, miR 29a-5p, 

miR-484 και miR-21-5p και ένα μεγαλύτερο U6 snRNA με qPCR. Το miR-21-5p είναι 

ένα από τα καλύτερα μελετημένα oncomiR με γνωστό ρόλο σε πολλά είδη καρκίνων, 

συμπεριλαμβανομένου του NSCLC (Bica-Pop et al., 2018). Τα miR-29a και miR-484 

επίσης έχουν μελετηθεί ως προγνωστικοί βιοδείκτες πρόγνωσης για το NSCLC(Dinh 

et al., 2016; Xue et al., 2020). Επιπλέον, το miR-484 είναι εμπλουτισμένο σε 

εξωσώματα του πλάσματος στη φυματίωση (Alipoor et al., 2019) ενώ το U6 snRNA, 

έχει χρησιμοποιηθεί ως εσωτερικό γονίδιο αναφοράς για τη ποσοτικοποίηση μικρών 

εξωσωματικών  RNA μιας και. έχει  βρεθεί ότι είναι ένα σταθερά εμπλουτισμένο σε 

εξωσώματα του ορού (Crossland et al., 2016). Τα αποτελέσματά της qPCR έδειξαν ότι 

σε όλα τα δείγματα ανιχνεύθηκαν τουλάχιστον τρία RNA με CT μικρότερο του 30  από 

αρχικό δείγμα 1,5 mL δείχνοντας ότι η μέθοδος είναι αποδοτική και αξιόπιστη. 
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