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Περίληψη 
	
  

Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς το εναλλακτικό µάτισµα είναι ένας σηµαντικός 

µηχανισµός διεύρυνσης της κωδικοποιητικής ικανότητας των γονιδιωµάτων τους. Το 95% των 

ανθρώπινων γονιδίων µπορεί να εκφράσει πάνω από  ένα µετάγραφα. Οι διαφορές µεταξύ των 

εναλλακτικών µεταγράφων  κυµαίνονται από µικρές διαφορές στη ρύθµισή τους  έως δραµατικές 

διαφορές στην πρωτεϊνική δράση. Η  απορρύθµιση  του  εναλλακτικού µατίσµατος  ρυθµιστικών  γονιδίων  

έχει δειχθεί πως παίζει σηµαντικότατο ρόλο στα µετέπειτα στάδια του καρκίνου  κ αι κυρίως στη 

µετάσταση αλλά και στην εµφάνιση διαφόρων γενετικών ασθενειών. Η πολυ(Α) εξειδικευµένη  

ριβονουκλεάση ( PARN ) είναι  ένα  ρυθµιστικό  γονίδιο  που  παίζει  ρόλο  στη µετα-µεταγραφική ρύθµιση 

της έκφρασης. Η PARN έχει  δράση  αποαδενυλάσης  καταλύοντας  την 3΄ προς 5΄ εξονουκλεολυτική 

αποικοδόµηση της πολυ(Α) ουράς συγκεκριµένων mRNAs.  

 Στην παρούσα εργασία ερευνήθηκε η έκφραση εναλλακτικών µεταγράφων της PARN. Για αυτό 

το σκοπό έγινε  βιοπληροφορική ανάλυση µε ESTs και βρέθηκε µια πιθανή εναλλακτική περιοχή. Για την 

πειραµατική αναζήτηση του παραπάνω ευρήµατος συλλέχθηκαν δείγµατα από  9 κυτταρικές σειρές  από 

τις οποίες αποµονώθηκε RNA για την παραγωγή cDNA. Στα δείγµατα  cDNA έγιναν PCR µε εκκινητές 

που σχεδιάστηκαν εντός και εκατέρωθεν της εναλλακτικής περιοχής  έτσι  ώστε  η  έκφραση  κάθε  

εναλλακτικού µεταγράφου να παράγει προϊόν διαφορετικού µήκους. Με αυτό τον τρόπο βρέθηκε ότι στις 

κυτταρικές σειρές M14K και  MCF7 δύο εναλλακτικά µετάγραφα της PARN συνεκφράζονται. Στη  

συνέχεια έγινε µελέτη της έκφρασης των δύο µεταγράφων. Με το πρόγραµµα PITA βρέθηκε ότι το  miR-

1207-5p πιθανώς  να  συνδέεται  στο 5΄  UTR ενός µόνο  εκ  των  δύο  εναλλακτικών µεταγράφων. Έτσι  

εξετάσαµε την αλλαγή των επιπέδων  έκφρασης αυτών των µεταγράφων και του miR-1207 σε   κύτταρα  

M14K µετά  από στέρηση ορού qRT-PCR. Τέλος έγινε οπτικοποίηση των δύο ισοµορφών της PARN µε  

στύπωµα κατά Western.  
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 Abstract 
Alternative splicing is a mechanism that has played a critical role in the expansion of the coding 

capacity of the higher eukaryote’s genome. It has been shown that the 95% of the human genes encode 

multiple transcripts, the functional differences between them vary widely ranging from subtle regulatory 

differences to dramatic differences in their protein function. Deregulation of alternative splicing, 

especially in regulatory genes, has been shown to be a major factor in the later stages of cancer such as 

metastases and to be a causal factor in several genetic diseases. Poly(A) dependent ribonuclease (PARN) 

is a regulatory gene that has been shown to play a very important role in post transcriptional gene 

regulation. PARN is a 3’-5΄ deadenylase that catalyzes the exonucleolytic removal of the mRNA poly(A) 

tail. 

 In the present work we looked into the expression of the alternative transcripts of the PARN gene. 

To this end we performed a bioinformatics analysis looking for ESTs that can hint alternatively spliced 

regions and we found one such region.  To test the aforementioned findings we isolated total RNA from 9 

different cell lines from which we synthesized cDNA. PCR primers where designed to bind on the cDNA 

inside and on both sides of the putative alternative region. This way it was discovered that two alternative 

transcripts are coexpressed in M14K and Mcf7 cell lines. Then we examined the expression of the two 

transcripts. We found with the help of the “PITA” miRNA target prediction program that miR-1207-5p 

may bind on one of the two transcript’s on it’s 5΄UTR. So we calculated the change of the expression of 

each transcript and of miR-1207 in control and serum deprived cells. Finally we visualized the protein 

products of the transcripts by Western Blotting.	
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1.Εισαγωγή 

1.1 Το εναλλακτικό µάτισµα 

1.1.1 Γενικά 
Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς το µεγαλύτερο µέρος της γενετικής πληροφορίας 

που κωδικοποιεί για πρωτεΐνη  είναι διακοπτόµενο. Αυτό συµβαίνει επειδή κατά την γονιδιακή έκφραση 

ενός ευκαρυωτικού γονιδίου, παρεµβάλλεται ένα  στάδιο ωρίµανσης   ανάµεσα στην µεταγραφή και τη 

µετάφρασή του. Σε αυτό το στάδιο αφαιρούνται ορισµένες αλληλουχίες από το πρώιµο µετάγραφο και 

συρράβονται οι υπόλοιπες διατηρώντας πάντα την αρχική σειρά. Κατά τη διάρκεια της µεταγραφής του 

γονιδίου, παράγεται το πρώιµο  mRNA το οποίο τελικά  περιέχει το πλήρες µήκος της αλληλουχίας του. 

Η διαδικασία της ωρίµανσης του πρώιµου mRNA λέγεται µάτισµα  (splicing),  οι αντίστοιχες περιοχές  

του γονιδίου που απαντώνται στα ώριµα mRNA λέγονται εξόνια (exons) και οι αντίστοιχες  περιοχές που 

πάντα αφαιρούνται από το πρώιµο mRNA λέγονται εσώνια ή ιντρόνια (introns). 

Η πλειοψηφία >95% των ανθρώπινων γονιδίων που περιέχουν πάνω από ένα εξόνιο έχουν τη 

δυνατότητα να παράγουν διαφορετικά µόρια  mRNA [11,12].  Αυτό  είναι  δυνατό µέσω  της  χρήσης  

εναλλακτικών υποκινητών, εναλλακτικού µατίσµατος ή µέσω άλλων µετα-µεταγραφικών τροποποιήσεων.  

Σύµφωνα µε πρόσφατες αναλύσεις το 30%-50% των γονιδίων στον άνθρωπο έχουν εναλλακτικούς 

υποκινητές [3-7]. Με τη χρήση του εναλλακτικού υποκινητή ένα γονίδιο µπορεί να παράγει ένα 

µετάγραφο µε διαφορετική 5΄ περιοχή. Αν ο εν λόγω εναλλακτικός υποκινητής βρίσκεται καθοδικά του 

κύριου, τότε το µετάγραφο  δεν θα  περιέχει κάποιο ή  κάποια από  τα αρχικά  εξόνια, αντίστοιχα αν 

βρίσκεται ανοδικά του κύριου υποκινητή  τότε συµπεριλαµβάνει πρόσθετα εξόνια στο 5΄ ακρο.  

Πάνω από 90% των  γονιδίων στον άνθρωπο έχουν τη δυνατότητα να παράγουν διαφορετικά 

µετάγραφα µέσω εναλλακτικού µατίσµατος [2]. Στο εναλλακτικό µάτισµα  επιλέγονται διαφορετικοί 

συνδυασµοί εξονίων που θα παραµείνουν στο ώριµο µετάγραφο διατηρώντας πάντοτε τη σειρά που έχουν 

στο αντίστοιχo γονίδιo. Ορισµένα εξόνια πάντα συµπεριλαµβάνονται στο ώριµο  mRNA ενώ  άλλα  

συµπεριλαµβάνονται µόνο σε συγκεκριµένες ισοµορφές επίσης είναι δυνατό να συµπεριληφθεί µόνο ένα 

κοµµάτι ενός εξονίου. Τις περισσότερες φορές όλα τα εναλλακτικά µετάγραφα  ενός γονιδίου 

χρησιµοποιούν το ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης, υπάρχουν βέβαια και ενδιαφέρουσες  εξαιρέσεις (GNAS1, 

XBP1, INK4A/ARF )  γονιδίων που σε ορισµένα εναλλακτικά τους µετάγραφα αλλάζουν πλαίσιο 

ανάγνωσης [1,8,9].  

Επίσης κατά την ωρίµανση το mRNA κόβεται σε ένα συγκεκριµένο σηµείο, συνήθως µέσα στο 3’ 

UTR  και   προστίθεται  η  πολυ(Α) ουρά. Πολλά  γονίδια  µπορούν  να  παράγουν  µετάγραφα µε  ποικίλο  

σηµείο εισαγωγής της. Αυτά τα εναλλακτικά µετάγραφα έχουν διαφορετικό µήκος 3’  UTR.. Τα 3’ UTR 

περιλαµβάνουν θέσεις   ρυθµιστικών µορίων, (RBPs, miRNAs) οπότε συνήθως έχουν διαφορετικό χρόνο 

ηµιζωής στο κυτταρόπλασµα, διαφορετικό κυτταρικό εντοπισµό και διαφορετική ικανότητα µετάφρασης. 
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Άλλες εναλλακτικές µετα-µεταγραφικές τροποποιήσεις περιλαµβάνουν τη προσθήκη διαφορετικής 

5΄καλύπτρας αλλά  και διαφορικής φωσφορυλίωσης, σουµοϋλίωσης και ουβικιτινίωσης του RNA. Ο 

ρόλος των τελευταίων τροποποιήσεων είναι ανεπαρκώς διερευνηµένος. 

 

 

1.1.2 Ο ρόλος του  εναλλακτικού µατίσµατος σε φυσιολογικές κυτταρικές 

διεργασίες 
 

Όλοι ο ι µηχανισµοί παραγωγής εναλλακτικών µεταγράφων έχουν ως κύριο ρόλο την επέκταση 

της ικανότητας κωδικοποίησης των ανώτερων ευκαρυωτικών γονιδιωµάτων. Το Human Genome Project 

έδειξε ότι το ανθρώπινο γονιδίωµα περιέχει περίπου 24000 γονίδια, τέσσερις φορές περισσότερα απ’ ότι ο 

ζυµοµύκητας και πολύ λιγότερα από τα 100000 που είχε υπολογιστεί ότι χρειάζονται τα θηλαστικά. Είναι 

πια σαφές ότι  ένα πολύ  µεγάλο µέρος από  την πληροφορία που  φαινόταν ότι έλειπε  παρέχεται τελικά 

από τη δυνατότητα των γονιδίων να παρ άγουν πολλά διαφορετικά µετάγραφα ως απόκριση σε 

διαφορετικές συνθήκες.  

Ένας πολύ αποτελεσµατικός µηχανισµός διεύρυνσης της ικανότητας κωδικοποίησης του 

γονιδιώµατος είναι το εναλλακτικό µάτισµα. Επίσης έχει δειχθεί ότι οι αλλαγές  στα επίπεδα ισοµορφών 

πρωτεϊνών    ως αποτέλεσµα  του εναλλακτικού µατίσµατος έχει σηµαντικές λειτουργικές επιδράσεις. 

Έχει δειχθεί ότι αυτές οι ισοµορφές πρωτεϊνών µπορούν να ρυθµίσουν την αλληλεπίδραση µεταξύ 

πρωτεϊνών, µεταξύ πρωτεϊνών και νουκλεικών οξέων και µεταξύ πρωτεϊνών και µεµβρανών.  

Η απορρύθµιση των µηχανισµών ρύθµισης του εναλλακτικού µατίσµατος έχει δ ιαπιστωθεί ότι  παίζει  

σηµαντικό ρόλο σε όλα τα στάδια του καρκίνου[14]. 

Γονιδιωµατικές έρευνες έχουν δείξει ότι πολύ συχνά οι πρωτεϊνικοί επίτοποι που 

κωδικοποιούνται από   εναλλακτικά  εξόνια βρίσκονται σε θηλιές[15],  ή σε µη δοµηµένες περιοχές στο 

εξωτερικό µέρος των πρωτεϊνών [16].  Οπότε τα εναλλακτικά εξόνια δεν αλλάζουν τη γενική δοµή της 

πρωτεΐνης αλλά συνήθως επηρεάζουν δοµές στην επιφάνειά της. Γενικά ο ρόλος των εύκαµπτων δοµών 

στο εξωτερικό των πρωτεϊνών είναι το να  αλληλοεπιδρούν µε άλλα µόρια ή να είναι στόχοι οµοιοπολικής 

τροποποίησης από πρωτεΐνες µεταγωγής σήµατος. Με αυτά τα δεδοµένα µπορούµε να καταλάβουµε ότι η 

κύρια δοµική λειτουργία του εναλλακτικού µατίσµατος είναι να τροποποιεί και  όχι να αλλάζει ριζικά τη 

λειτουργία των πρωτεϊνών. Με αυτό τον τρόπο οι εναλλακτικές ισοµορφές  µπορούν να 

αλληλοεπιδράσουν  και/ή να ρυθµηστούν  από  διφορετικά µόρια οπότε να συµβάλλουν στην 

πολυπλοκότητα της ρύθ µισης. Αξίζει να υπενθυµιστεί ότι στον παραπάνω κανόνα υπάρχουν και 

ενδιαφέρουσες εξαιρέσεις εναλλακτικών µεταγράφων  που πράγµατι µεταφράζονται σε πρωτείνες που 

έχουν εντελώς διαφορετική  δοµή και ιδιότητες. 
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Στη συνέχεια  θα αναφέρουµε µερικά παραδείγµατα ορισµένων περιπτώσεων στις  οποίες  το 

εναλλακτικό µάτισµα παίζει κρίσιµο ρόλο.  

 

Ρύθµιση του κυτταρικού εντοπισµού πρωτεϊνών. Το γονίδιο της λιπίνης (lipin) κωδικοποιεί για δύο 

εναλλακτικές ισόµορφές µία κυτταροπλασµατική  και µία πυρηνική, η πυρηνική ισοµορφή δρα  σαν  

µεταγραφικός παράγοντας ενώ η  κυτταροπλασµατική έχει ενζυµική δράση. Η µόνη διαφορά στην 

πρωτοταγή τους δοµή είναι ότι στην πυρηνική ισοµορφή περιλαµβάνεται ένα εξόνιο που κωδικοποιεί 

έναν επίτοπο που αποτελεί σήµα πυρηνικού εντοπισµού (nuclear localization signal) [17]. 

Τροποποίηση του µεταβολισµού του mRNA.  To γονίδιο  SLC11A2 κωδικοποιεί για τουλάχιστων 2 

εναλλακτικά µετάγραφα που διαφέρουν στις αµετάφραστες περιοχές, ο µεταβολισµός των συγκεκριµένων 

µεταγράφων ρυθµίζεται από διαφορετικά miRNA [18]. 

Αλλαγή στις ιδιότητες µεταγραφικών παραγόντων.  Το  γονίδιο  που  κωδικοποιεί  τον µεταγραφικό  

παράγοντα FOXP2 µπορεί να εκφράσει δύο ισοµορφές. Η διαφορά τους είναι ένα εναλλακτικό εξόνιο το 

οποίο κωδικοποιεί την περιοχή πρόσδεσης στο DNA. Η ανενεργή ισοµορφή δεν περιέχει το συγκεκριµένο 

εξόνιο, οπότε δεν µπορεί να προσδεθεί στο DNA ώστε  να  ενεργοποιήσει τη µεταγραφή  γονιδίων. 

Αντίθετα εξέρχεται στο κυτταρόπλασµα όπου µπορεί να σχηµατίσει διµερή µε την ενεργή ισοµορφή, 

έχοντας µε αυτό τον τρόπο την αντίθετη ρυθµηστική δράση σε σχέση µε την τελευταία [19].   

Αλλαγή στις ιδιότητες των ενζύµων.  Η µελέτη των λειτουργικών διαφορών µεταξύ εναλλακτικών 

ισοµορφών κινασών έχει δείξει ότι το εναλλακτικό µάτισµα  µπορεί να έχει πολύ δραµατικά 

αποτελέσµατα στη δοµή κ αι τη δράση τους. Εκτός  από τις συνήθης αλλαγές στις επιφανειακές 

ρυθµιστικές περιοχές  που βλέπουµε σε εναλλακτικές ισοµορφές στην πλειοψηφία πρωτεϊνών  το γονίδιο 

της κυταροπλασµατικής φωσφωλιπάσης Α2β (cytosolic phosphatase A2 beta) µπορεί να εκφράσει µεταξύ 

άλλων µία ισοµορφή που έχει διαφορετικό υπόστρωµα. Η θεµελιώδης αυτή διαφορά οφείλεται στη χρήση 

εναλλακτικού εξονίου που κωδικοποιεί για διαφορετικό ενεργό κέντρο το οποίο βρίσκεται στο εσωτερικό 

της τριτοταγής δοµής της πρωτεΐνης [20].  

 

  

1.1.3 Η δοµή του  splicosome και ο βιοχηµικός µηχανισµός του µατίσµατος 
 

 Το εναλλακτικό αλλά και το ιδιοσυστατικό µάτισµα   καταλύεται από το σωµάτιο συναρµογής, 

που επίσης λέγεται και µατισµατόσωµα  (splicosome). Το µατισµατόσωµα είναι ένα γιγάντιο  

ριβοπρωτεϊνικό σύµπλοκο µε µοριακό βάρος περίπου 3 megaDalton (MDa), η µόνη µοριακή µηχανή 

συγκρίσιµου µεγέθους  και πολυπλοκότητας είναι το ριβόσωµα (3.2 MDa). Οι πολυκύτταροι 

ευκαρυωτικοί οργανισµοί διαθέτουν δύο είδη µατισµατοσωµάτων ένα κύριο, το U2 εξαρτώµενο και ένα 
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δευτερεύον το U12. Τα δύο αυτά µατισµατοσώµατα έχουν εκτενείς δοµικές και λειτουργικές  διαφορές, 

επίσης το  U12 είναι εξειδικευµένο στην καταλύση της αφαίρεσης ενός µικρού υποσυνόλου των 

ιντρονίων τα αποία αποτελούν µόλις το 0.25% του συνόλου [28]. 

 Το ανθρώπινο U2 εξαρτώµενο µατισµατόσωµα έχει δυναµική διαµόρφωση και πρωτεϊνική 

σύσταση καµία από τις δύο δεν είναι απόλυτα γνωστές. Έχει πολλαπλές ενζυµατικές δραστικότητες 

κινάσης,  ΑΤΡάσης, GTPάσης, RNA ελικάσης   και  cis-trans πρόλυλ- ισοµεράσης ( cis-trans polyl 

isomerase) [156]. Δοµικά το µατισµατόσωµα οργανώνεται σε υποµονάδες  που ενώνονται και 

συγκροτούνται  πάνω στις θέσεις  µατίσµατος, αυτές οι αλληλεπιδράσεις υποβοηθούνται από µια 

πληθώρα παραγόντων που έχουν παροδική δράση. Οι υποµονάδες αυτές είναι οι εξής: τα U1, U2, U4/U6 

και U5 ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα (snRNPs ) και  το  εξ’ ολοκλήρου  πρωτεϊνικό  σύµπλοκο  

PRP19. Τα ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα παίρνουν το όνοµά τους από  το snRNA που  περιέχουν. 

Κάθε snRNP περιέχει µια  σειρά   από  αµετάβλητους  παράγοντες που  δοµούν τον πυρήνα του, οι οποίοι 

είναι οι  Sm και  Lsm ring proteins καθώς επίσης και 3 µε 15 πρωτείνες που είναι αµετάβλητες και ειδικές 

για κάθε snRNP [157]. 

Οι πιο σηµαντικές  αλληλεπιδράσεις για τη συγκρότηση του µατισµατόσωµατος και  την  

κατάλυση της αντίδρασης του µατίσµατος   γίνονται µεταξύ των snRNAs και µεταξύ  snRNAs και  

ιντρονικών αλληλουχιών [152]. 

 

 
Εικόνα 1.  Πρωτεινική σύνθεση και δευτεροταγής δοµή των κύριων ανθρώπινων  snRNPs (Cindy L. Will and 

Reinhard Lührmann, 2010) 
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 Σε κάθε ιντρόνιο υπάρχουν οι 4 συντηρηµένες  κύριες cis αλληλουχίες  του µατίσµατος [30]. 

Αυτές είναι: η 5΄ θέση µατίσµατος  (5΄ splice site), η 3’ θέση (3’ splice site), η περιοχή διακλάδωσης ( 

branch site) και η έκταση πυριµηδινών ( polypyrimidine tract). Οι αλληλουχίες αυτές αναγνωρίζονται από 

συγκεκριµένες ριβονουκλεοπρωτεϊνικές υποµονάδες του µατισµατόσωµατος κατά το µάτισµα έτσι ώστε 

να γίνει η αναγνώριση και αποκοπή του ιντρονίου [. 

  

 
Εικόνα 2. Οι κύριες cis αλληλουχίες του µατίσµατος (Cindy L. Will and Reinhard Lührmann 2010) 

 

 Το µατισµατόσωµα αποµακρύνει τα ιντρόνια µε δύο διαδοχικές αντιδράσεις  trans 

εστεροποίησης. Αρχικά η 2’ υδρόξυ ( –ΟΗ) οµάδα µίας συγκεκριµένης αδενοσίνης της περιοχής 

διακλάδωσης πραγµατοποιεί πυρηνόφιλη προσβολή στη 5΄ θέση του µατίσµατος. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα την αποκοπή  από  αυτή τη θέση και την ένωση του 5΄ άκρου  του  ιντρονίου  στην  περιοχή  

διακλάδωσης, σχηµατίζοντας µια θηλιά. Στη συνέχεια η 3’ υδρόξυ οµάδα της 5΄θέσης του εξονίου 

επιτίθεται στην 3’ θέση µατίσµατος που έχει ως αποτέλεσµα την αποκοπή του ιντρονίου και τη σύνδεση 

των δύο γειτονικών εξονίων [31]. 

  
Εικόνα 3. Η αφαίρεση του ιντρονίου µέσω δύο αντιδράσεων trans εστεροποίησης  (Cindy L. Will and Reinhard 

Lührmann, 2010)  

 

Για	
   να	
   γίνει	
   η	
   κατάλυση	
   της	
   απομάκρυνσης	
   του	
   ιντρονίου	
   το	
   ματισματόσωμα	
   πρέπει	
   να	
  

συγκροτηθεί	
   πάνω	
   στο	
   ιντρόνιο.	
   Η	
   συγκρότηση	
   του	
   ματισματοσώματος	
   πάνω	
   στα	
   κύρια	
   cis	
   στοιχεία	
  

ματίσματος	
   του	
   ιντρονίου	
   	
   γίνεται	
   από	
   μέσω	
   της	
   αλληλεπίδρασης	
   μεταξύ	
   των	
   snRNPs	
   και	
   πολλών	
  

ακόμα	
  παραγόντων	
  ματίσματος.	
  Στην	
  περίπτωση	
  που	
  το	
  μήκος	
  του	
  ιντρονίου	
  δεν	
  υπερβένει	
  τα	
  200-­‐250	
  	
  

ζεύγη	
   βάσεων,	
   το	
   ματισματόσωμα	
   αρχικά	
   συγκροτείται	
   πάνω	
   στο	
   ιντρόνιο	
   σε	
   μία	
   διαδικασία	
   που	
  

ονομάζεται	
   «αναγνώρηση	
   ιντρονίου»	
   [32].	
   Αρχικά	
   το	
   U1	
   ριβονουκλεοπρωτεϊνικό	
   σύμπλοκο	
  

προσδένεται	
  στην	
  5΄θέση	
  ματίσματος	
  του	
   ιντρονίου,	
  άλλοι	
  παράγοντες	
  όπως	
  ο	
  SF1/mBBP	
  και	
  ο	
  U2AF	
  

προσδένονται	
  στη	
  περιοχή	
  διακλάδωσης	
  και	
  στην	
  έκταση	
  πυρημιδινών	
  αντίστοιχα.	
  Στο	
  επόμενο	
  βήμα	
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το	
   U2	
   snRNP	
   συνδέεται	
   στην	
   περιοχή	
   διακλάδωσης	
   σχηματίζοντας	
   το	
   σύμπλοκο	
   ματίσματος	
   Α.	
   Στη	
  

συνέχεια	
  συναρμολογείτε	
  το	
  U4/U6.U5	
  tri-­‐snRNP	
  σύμπλοκο	
  από	
  τα	
  συστατικά	
  του	
  και	
  προσδένεται	
  στο	
  

σύμπλοκο	
   Α	
   δημιουργώντας	
   το	
   προκαταλυτικό	
   σύμπλοκο	
   Β.	
   Σημαντικές	
   αναδιατάξεις	
   των	
  

αλληλεπιδράσεων	
   RNA-­‐RNA	
   και	
   RNA	
   –	
   πρωτεϊνών	
   οδηγούν	
   στην	
   αποσταθεροποίηση	
   των	
   	
  U1	
   και	
  U4	
  

snRNPs	
  δημιουργώντας	
  το	
  ενεργοποιημένο	
  ματισματόσωμα.	
  	
  Η	
  καταλυτική	
  ενεργοποίηση	
  από	
  τη	
  DEAH-­‐

box	
  RNA	
  ελικάση	
  Prp2	
  παράγει	
  το	
  Β*	
  σύμπλοκο	
  το	
  οποίο	
  καταλύει	
  το	
  πρώτο	
  από	
  τα	
  δύο	
  χημικά	
  στάδια	
  

του	
  ματίσματος.	
  Μετά	
  το	
  τέλος	
  της	
  παραπάνω	
  αντίδρασης	
  αλλάζει	
  η	
  δομή	
  του	
  συμπλόκου	
  Β*	
  και	
  έτσι	
  

προκαλείται	
  η	
  δημιουργία	
  του	
  συμπλόκου	
  C	
  το	
  οποίο	
  καταλύει	
  το	
  δεύτερο	
  στάδιο	
  της	
  αντίδρασης	
  του	
  

ματίσματος.	
  Το	
  ματισματόσωμα	
  τελικά	
  αποσυνδέεται	
  και	
   	
  αποσυναρμολογείται	
  έτσι	
  ώστε	
  τα	
   	
   snRNPs	
  

να	
  μπορούν	
  να	
  λάβουν	
  μέρος	
  σε	
  άλλες	
  αντιδράσεις	
  ματίσματος	
  [32].	
  	
  

 
Εικόνα 4. Ο µηχανισµός του µατίσµατος όταν το ιντρόνιο είναι µικρότερο από 250 bp (Cindy L. Will and Reinhard 

Lührmann 2010) 
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 Όταν ένα ιντρόνιο είναι µεγαλύτερο από 250 ζεύγη βάσεων τα σύµπλοκα του µατίσµατος  

συγκροτούνται αρχικά γύρω από το εξόνιο καθοδικά του ιντρονίου και στη συνέχεια µεταφέρονται στο 

ιντρόνιο, η διαδικασία αυτή ονοµάζεται «αναγνώρηση εξονίου» [32.158]. Κατά τη διαδικασία αυτή το U1 

snRNP συνδέεται  προσδένεται  στην 5΄θέση µατίσµ ατος καθοδικά του εξονίου το οποίο προκαλεί τη 

σύνδεση του  U2AF στην έκταση πυριµιδών και στην 3΄ θέση µατίσµατος ανωδικά του εξονίου. Αυτοί οι 

παράγοντες στη συνέχεια στρατολογούν το U2 snRNP στη  θέση  διακλάδωσης  ανωδικά  του  εξονίου. 

Εντός του εξονίου ένα δευτερεύον  cis ρυθµηστικό στοιχείο ο  εξονικός ενισχυτής του µατίσµατος (  

Exonic Splice Enhancer ) στρατολογεί  πρότεινες  της  οικογένειας  SR  που  αλληλεπιδρούν  και  

σταθεροποιούν την σύνδεση όλων των παραγόντων µατίσµατος γύρω από το εξόνιο [159]. Οι βιοχηµικές 

αντιδράσεις που µετατρέπουν το σύµπλοκο αναγνώρισης εξονίου σε σύµπλοκο αναγνώρησης ιντρονίου 

δεν είναι γνωστές.  

 
Εικόνα 5.  Ο σχηµατισµός του συµπλόκου αναγνώρισης εξονίου. (Cindy L. Will and Reinhard Lührmann 2010) 

 

1.1.4 Οι κατηγορίες του εναλλακτικού µατίσµατος  
 

 Υπάρχουν έξι διαφορετικές  κατηγορίες εναλλακτικού µατίσµατος (εικόνα 6). Η  πιο κοινή 

κατηγορία στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς είναι η παράλειψη εξονίου (a) που αποτελεί το 

40% των συµβάντων εναλλακτικού µατίσµατος ας αυτούς τους οργανισµούς [33]. Σε αυτή την περίπτωση  

το εναλλακτικό εξ όνιο µαζί µε τα γειτονικά ιντρόνια αναγνωρίζονται ως ένα ενιαίο ιντρόνιο και 

αποκόπτονται από  το πρώιµο mRNA. Οι δύο επόµενες κατηγορίες εναλλακτικού µατίσµατος είναι η 

χρήση εναλλακτικής 3’(b) και  5΄(c)  θέσης µατίσµατος. Σε αυτές τις περιπτώσεις, αναγνωρίζονται 

εναλλακτικές 3΄ και 5΄θέσεις µατίσµατος µε αποτέλεσµα στο ώριµο µετάγραφο να συµπεριλαµβάνοται 

εναλλακτικές 3΄ και 5΄ περιοχές σε ένα εξόνιο. Αυτές οι δύο κατηγορίες απαρτίζουν το 18.4% και 7.9% 

αντίστοιχα από το σύνολο των εναλλακτικών µεταγράφων των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισµών. Ο 

τέταρτος τύπος εναλλακτικού µατίσµατος είναι η κατακράτηση ιντρονίου (intron retention) (d), σε αυτό 

τον τύπο ένα ιντρόνιο (συνήθως µικρού µήκους) αναγνωρίζεται σαν εξόνιο και παραµένει στο ώριµο 

µετάγραφο. Αυτός ο τύπος είναι σπάνιος στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς µιας και αποτελεί 
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µόνο το 5% του  συνόλου των εναλλακτικών µεταγράφων αντίθετα, στα φυτά στους µύκητες και στα 

πρωτόζωα είναι ο πιο συνηθισµένος τύπος [34]. Οι δύο πιο σπάνιοι τύποι εναλακτικών µεταγράφων είναι 

τα αµοιβαία αποκλειστικά εξ όνια (e) (mutually exclusive exons) και οι εναλλακτικές θέσεις 

πολύαδενυλίωσης (f). Στα αµοιβαία αποκλειστικά εξόνια, δύο ή περισσότερα γειτονικά εξόνια 

αναγνωρίζονται ως µια µονάδα που µπορεί να συµπεριληφθεί ή  να αφαιρεθεί από  το ώριµο µετάγραφο 

[34].  

  

 
Εικόνα 6. Οι 6 κατηγορίες εναλλακτικού µατίσµατος (Hadas Keren, Galit Lev-Maor and Gil Ast, 2010) 

 

1.1.5 Η εξέλιξη του  µηχανισµού του  εναλλακτικού µατίσµατος και των 

εναλλακτικών εξονίων 
 Ο µηχανισµός του εναλλακτικού µατίσµατος πιθανότατα δηµιουργήθηκε  στον κοινό πρόγονο 

των ευκαρυωτών. Το γονιδίωµα του αποτελούταν από πολυιντρονικά γονίδια τα οποία συσσώρευσαν 

µεταλλάξεις στις θέσεις µατίσµατος και µε  αυτόν  τον  τρόπο  πιστεύεται  πως  δηµιουργήθηκε  το  

εναλλακτικό µάτισµα [21]. Πρόσφατη εξελικτική µελέτη προσπάθησε να ανοικοδοµήσει την εξελικτική 

πορεία των θέσεων του µατίσµατος στους πρώιµους ευκαρυώτες και βρήκε ότι  οι 5΄ θέσεις ήταν 

εκφυλισµένες και όχι συντηρηµένες [22,23]. Αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι το εναλλακτικό µάτισµα 

είναι πράγµατι µια πολύ παλιά διαδικασία. Άλλα ευρήµατα που υποστηρίζουν την παραπάνω θεωρία είναι 

ότι  όλοι οι   κατώτεροι ευκαριωτικοί οργανισµοί που  εξετάσθηκαν  έχουν περίπλοκα σωµάτια 

συναρµογής [24,25,26]. Ακόµα βρέθηκαν  λειτουργικά µονοπάτια  µη νοηµατικής διαµεσολαβούµενης   
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αποδόµησης (nonsense mediated decay) σε ζώα, µύκητες, φυτά και chromalveolata.  Η παραπάνω  

ανακάλυψη έδειξε για ότι ο  µηχανισµός NMD χρειάζεται την καταστροφή µεταγράφων που έχουν 

προκύψει από  λάθη  του µατίσµατος. Επίσης έχει βρεθεί ότι  η  αφθονία  εναλλακτικών µεταγράφων  που  

κωδικοποιουν τα γονιδιώµατα των ευκαρυωτών είναι ανάλογη µε την πολυπλοκότητά τους [27]. 

Τα εναλλακτικά εξόνια   µπορούν να προκύψουν µε τρείς τρόπους την εξονοποίηση, την 

ανακατανοµή εξονίων και τη µετάπτωση εξονίων [164]. 

Η εξονιοποίηση (exonisation)  είναι η διαδικασία στην οποία προκύπτει η δηµιουργία ενός de 

novo εναλλακτικού εξονίου  µέσα σε ένα γονίδιο µετά από την ένθεση  ενός µεταθετού  στοιχείου, 

συνήθως Alu [162].Τα µεταθετά στοιχεία Alu ανήκουν  στην  οικογένεια  των  βραχέων  διάσπαρτων  

στοιχείων ( Short interspersed elements SINEs) έχουν µέγεθος περίπου 300 ζεύγη βάσεων και περιέχουν 

δύο παρόµοια µονοµερή τµήµατα  τ ο δεξί και αριστερό βραχίονα. Οι δύο αυτοί βραχίονες ενώνονται  

µέσω µίας αλληλουχίας που είναι πλούσια σε αδενίνες, επίσης ο δεξιός βραχίονας ενώνεται µε µία 

αλληλουχία που µοιάζει µε πολυ(Α) ουρά. Σε  έναν  από  τους  δύο µηχανισµούς  το  Alu εντίθεται µε  

ρετροµετάθεση µέσα σε ένα ιντρόνιο µε αντινοηµατικό προσανατολισµό ( antisense orientation  ).  Τα  

στοιχεία  Alu σε  αυτή  τη  διαµόρφωση  έχουν  πολλαπλές  θέσεις  που µοιάζουν µε  τις 3’ και 5΄θέσεις  

µατίσµατος συσσώρευση µεταλλάξεων σε αυτές τις θέσεις µπορεί να τις µετατρέψει σε λειτουργικές. Στο 

85% των περιπτώσεων εξονιοποίησης  που έχουν παρατηρηθεί  το καινούριο εξόνιο προκύπτει από τον 

δεξιό βραχίονα. Αυτό συµβαίνει γιατί η  αλληλουχία που µοιάζει µε πολυ(Α) ουρά εντίθεται σαν πολύ-Τ 

και έτσι  δηµιουργεί µία έκταση πυριµιδινών (polypyrimidine tract), ένα θετικό ρυθµιστικό στοιχείο του 

µατίσµατος. Αυτό το στοιχείο βοηθά την αναγνώρηση από το σωµάτιο συναρµογής  των 3΄και 5΄θέσεων 

µατίσµατος στα άκρα του δεξιού βραχίωνα. [160]  

 
Εικόνα 7. Εξονιοποίηση µέσω ένθεσης µεταθετού στοιχείου µε  αντινοηµατικό  προσανατολισµο και  συσσώρευσης  

µεταλλάξεων (Hadas Keren, Galit Lev-Maor and Gil Ast, 2010) 
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Ένας  άλλος µηχανισµός εξονιοποίησης  περιλαµβάνει την ένθεση δύο στοιχείων Alu σε κοντινή 

απόσταση µε αντίθετο προσανατολισµό µέσα σε ένα ιντρόνιο. Κατά τη µεταγραφή δηµιουργείται  µία  

φουρκέτα που αναγνωρίζεται από το ένζυµο τροποποίησης RNA ADAR. Το ADAR στη συνέχεια µπορεί 

να µετατρέψει νουκλεοτίδια Αδενίνης προς ινοσίνη. Η ινοσίνη αναγνωρίζεται από τους κυταρικούς 

µηχανισµούς ως γουανίνη. Έτσι µπορεί να παραχθεί µία λειτουργική 3’ θέση  µατίσµατος AG [160,161]. 

 
Εικόνα 8. Εξονιοποίηση µέσω ένθεσης δύο µεταθετών στοιχείων µε αντίθετο προσανατολισµο. (Hadas Keren, 

Galit Lev-Maor and Gil Ast, 2010) 

 

Η ανακατανοµή εξονίων είναι η  διεργασία στην οποία ένα εξόνιο εισάγεται ή διπλασιάζεται 

µέσα σε ένα γονίδιο µε ιντρονικό ανασυνδυασµό [163]. 

  
Εικόνα 9. Ανακατανοµή εξονίων (Hadas Keren, Galit Lev-Maor and Gil Ast, 2010) 

 

Ο ιντρονικός ανασυνδυασµός ( intronic recombination )  είναι ο  µη οµόλογος ανασυνδυασµός 

που συµβαίνει µεταξύ δύο γονιδίων σε δύο θέσεις ιντρονίων εκατέρωθεν ενός εξώνίου. Αν ο  ιντρονικός 

ανασυνδυασµός γίνει µεταξύ δύο διαφορετικών γονιδίων, τότε προκείπτει η εισαγωγή ενός  εξονίου από 

το άλλο γονίδιο.  Αν γίνει µεταξύ µεταξύ δύο αλληλοµόρφων γονιδίων τότε έχουµε το διπλασιασµό ενός 

εξονίου [163].  
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Εικόνα 10. Ιντρονικός µη οµόλογος ανασυνδυασµός (Biology forums gallery) 

 

Τα εξόνια που εισάγονται µε αυτό τον τρόπο θα υπόκεινται είτε σε εναλλακτικό είτε σε 

ιδιοσύστατο µάτισµα, ανάλογα µε το προφίλ µατίσµατος που είχαν πριν την ένθεση.[163]  

 

Μετάπτωση ιδιοσυστατικών µεταγράφων σε εναλλακτικά.  
Υπάρχουν δύο µηχανισµοί που µπορεί να αλλάξουν το προφίλ µατίσµατος ενός εξονίου, η 

συσσώρευση µεταλλάξεων και η δηµιουργία καινούριων δευτεροταγών δοµών δευτεροταγών δοµών στο 

RNA. 

Αα) Μεταλλάξεις µπορεί να οδηγήσουν στην δηµιουργία  εναλλακτικών 5΄ ή 3’ θέσεων µατίσµατος[165]. 

Αb) Συσσώρευση µεταλλάξεων µπορεί να αποδυναµώσουν µία 5΄ θέση µατίσµατος  ενός  εξονίου 

µετατρέποντάς το σε εναλλακτικό [165].  

Αc)Μεταλλάξεις µπορεί να αδρανοποιήσουν κάποιο θετικό cis ρυθµηστικό στοιχείο του µατίσµατος ή να 

δηµιουργήσουν κάποιο αρνητικό [166,167]. 

B) Αν γίνει ένθεση δύο στοιχείων Alu σε  αντίθετο  προσανατολισµό µέσα  σε  ένα  ιντρόνιο, µπορεί να 

προκαλέσει την µετατροπή του καθοδικού εξονίου σε εναλλακτικό.  

Αυτό γίνεται γιατί στην περιοχή που έχει γίνει η διπλή ένθεση εµφανίζεται µια δοµή φουρκέτας στο pre-

mRNA κατά  τη µεταγραφή, σε  αυτό  το  σηµείο  η µεταγραφή  καθυστερεί  και  δίνει  περισσότερη ώρα σε 

θετικούς  trans ρυθµιστικούς παράγοντες του µατίσµατος να προσδεθούν [168]. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/05/2024 02:22:12 EEST - 18.218.212.196



	
   20	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  

 

Εικόνα 11. Οι µηχανισµοί µετάπτωσης ενός ιδιοσυστατικού εξονίου σε εναλλακτικό (Hadas Keren, Galit Lev-Maor 

and Gil Ast, 2010) 

 

1.1.6 Ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος  
 Η ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος  είναι µια εξαιρετικά πολύπλοκη διαδικασία  µιας και 

περιλαµβάνει πολλούς διαφορετικούς µηχανισµούς ρύθ µισης. Ο απώτερος στόχος της µελέτης της 

ρύθµισης του εναλλακτικού µατίσµατος, είναι η εξιχνίαση του κώδικα του µατίσµατος που θα µπορεί να 

προβλέπει το αποτέλεσµα του εναλλακτικού µατίσµατος επεξεργάζοντας τα δεδοµένα των ρυθµιστικών 

στοιχείων. Το κυτταρικό πρόγραµµα της ρύθµισης του εναλλακτικού µατίσµατος µπορούµε να πούµε ότι 

έχει ως στόχο την επ ιλογή της έκφρασης των σωστών εναλλακτικών µεταγράφων σύµφωνα µε τις 

ανάγκες του κυττάρου και κατ’  επέκταση του οργανισµού. Για να επιτύχει αυτό το στόχο πρέπει να έχει 

την ικανότητα να ανταποκριθεί σωστά σε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος, να αναγνωρίσει µε ακρίβεια 

νουκλεοτιδίου τα όρια ιντρονίων και εξονίων και τέλος να δηµιουργήσει τις σωστές αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ cis και trans ρυθµιστικών στοιχείων τα οποία στη συνέχεια θα προσελκύσουν στοιχεία του 

µατισµατόσωµατος στις σωστές θέσεις ώστε να εκφραστούν τα σωστά εναλλακτικά µετάγραφα. 

 Τα εξόνια µπορούν να κατανεµηθούν σε δύο κατηγορίες ως προς το εναλλακτικό µάτισµα, τα 

ιδιοσυστατικά εξόνια που περιλαµβάνονται σε όλα τα µετάγραφα ενός συγκεκριµένου γονιδίου και τα 
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εναλλακτικά που περιλαµβάνονται µόνο σε συγκεκριµένα (ή συγκεκριµένο) εναλλακτικά µετάγραφα ενός 

γονιδίου. Το γνώρισµα που διακρίνει αυτές τις κατηγορίες εξονίων είναι η ¨δύναµη¨ των κύριων cis 

θέσεων του µατίσµατος πάνω στις οποίες προσδένονται τα κύρια δοµικά στοιχεία του µατισµατοσώµατος. 

Ως ¨δύναµη¨ χαρακτηρίζουµε την απόκλιση που έχουν αυτές οι αλληλουχίες από τις αντίστοιχες 

βέλτιστες, οι οποίες µπορούν να στρατολογήσουν τα συστατικά του µατισµατοσώµατος µε τη µέγιστη 

απόδοση. Κατά κανόνα τα ιδιοσυστατικά εξόνια έχουν πολύ πιο δυνατές κύριες cis θέσεις σε σχέση µε τα 

εναλλακτικά [166]. Έτσι λοιπόν για να αναγνωριστούν αυτές οι λιγότερο δυνατές θέσεις µατίσµατος οι 

οποίες ορίζουν τα όρια των εναλλακτικών εξονίων είναι προφανές ότι  χρειάζεται η βοήθεια και άλλων 

δευτερευόντων θετικών cis στοιχείων τα οποία έχουν και ρυθµιστική δράση. Τα θετικά cis στοιχεία   θα  

βοηθήσουν στη προσέλκυση και συναρµολόγηση του µατισµατοσώµατος, ωστόσο χρειάζονται και 

αρνητικά που θα βοηθήσουν στην λεπτή και ακριβή ρύθµιση. Η ρυθµιστική δράση αυτών των cis 

στοιχείων του µατίσµατος  (cis Splicing Regulatory Elements, SRE) διεκπεραιώνεται µέσω των  trans 

ρυθµιστικών παραγόντων που  προσδένονται πάνω τους στο πρώιµο µετάγραφο [60,61]. Αυτοί οι trans 

παράγοντες µε τη σειρά τους µπορεί να έχουν θετική ή αρνητική δράση ως προς την συναρµολόγηση  του 

µατισµατοσώµατος [62]. Υπάρχει µια ποικιλία µοριακών αλληλεπιδράσεων µεταξύ trans παραγόντων και 

SREs. Η συµπερίληψη του εναλλακτικού εξονίου κρίνεται από την δράση θετικών και αρνητικών 

παραγόντων αλλά  και από  τη τελική σύσταση και ενεργότητα του τελικού συµπλόκου παραγόντων. Η 

πρόσδεση συγκεκριµένων trans παραγόντων  πάνω  σε  συγκεκριµένα  cis στοιχεία   είναι  αποτέλεσµα  

µονοπατιών µεταγωγής σήµατος. Με αυτό τον τρόπο η πρόσδεση µιας σειράς trans παραγόντων πάνω στα 

SRE καθορίζει  το  εναλλακτικό µάτισµα ως απόκριση στις µεταβαλλόµενες συνθήκες του κυττάρου και 

του οργανισµού. Επίσης αξίζει να αναφέρουµε ότι ακόµα και τα ιδιοσυστατικά εξόνια βρίσκονται υπό την 

επιρροή SREs έτσι ώστε να διευκολύνεται η αναγνώρισή τους από το µατισµατόσωµα µιας και υπάρχουν 

αρκετά ¨ψευδοεξόνια¨ στο γονιδίωµα δηλαδή περιοχές που περιβάλλονται από αλληλουχίες που 

προσοµοιάζουν 3΄και 5΄θέσεις µατίσµατος αλλά δεν αποτελούν εξόνια [58,59].  

Οι παράγοντες της ρύθµισης και η δράση τους  
 Υπάρχουν τέσσερις κατηγορίες SREs οι  εξονικοί ενισχυτές του µατίσµατος, οι εξονικοί 

αποσιωπητές του µατίσµατος, οι ιντρονικοί ενισχυτές του µατίσµατος και οι ιντρονικοί αποσιωπητές του 

µατίσµατος (exonic splicing enhancer ESE, exonic splicing silencer ESS, intronic splicing enhancer ISE, 

intronic splicing silencer ISS). Οι trans παράγοντες  χωρίζονται  σε  τρείς  κατηγορίες: τις  πρωτείνες  της  

οικογένειας SR, τους παράγοντες ετερογενών πυρηνικών ριβονουκλεοπρωτεινικών συµπλόκων ( 

heterogenous nuclear ribonucleoproteins hnRNP) [63] και τους ιστοειδικούς παράγοντες του µατίσµατος 

όπως οι οικογένειες πρωτεϊνών  NOVA [64] και FOX [65]. Οι ESE και  οι  ISE είναι  θετικά  SREs στα  

οποία προσδένονται οι  SR πρωτεΐνες  που  κυρίως  είναι  θετικοί  trans ρυθµιστικοί  παράγοντες  του  

µατίσµατος και  έτσι προάγουν την αναγνώριση του εξονίου. Οι ESE βρίσκονται µέσα σε εξόνια [66] ενώ 

οι ISE στα  άµεσα  γειτονικά  ιντρόνια. Αντίστοιχα  οι   ESS και   ISS είναι   αρνητικά  SREs στα  οποία  
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προσδένονται οι αρνητικοί ρυθ µηστές hnRNPs και  έτσι  αναστέλλουν  την  αναγνώριση  του  εξονίου, 

οµοίως οι ESS βρίσκονται µέσα  εξόνια ενώ οι ISS σε  ιντρόνια [67]. Οι ιστοειδικοί παράγοντες του 

µατίσµατος συνήθως µπορούν να προσδένονται σε πολλά ή  όλα τα SREs και να έχουν θετική ή αρνητική 

δράση. Για παράδειγµα ο  NOVA  µπορεί να προσδεθεί σε ESE, ISS και  ISE[68]. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12. Οι ιστοειδικοί παράγοντες µατίσµατος όπως αυτοί της οικογένειας NOVA µπορούν  να  προσδεθούν  σε  

διαφορετικά είδη SRE και να έχουν πλειοτροπική δράση  (G. Matera, Z.Wang, 2014) 

 

Εικόνα 13. Μια εποπτική απεικόνιση των κύριων ρυθ µιστικών στοιχείων και παραγόντων που  ελέγχουν το 

εναλλακτικό µάτισµα. (G. Matera, Z.Wang, 2014)   

  

Οι τέσσερις βασικοί κανόνες της ρύθµισης  
Έχει βρεθεί ότι οι  αλληλεπιδράσεις cis στοιχείων  και   trans παραγόντων   ακολουθούν  τέσσερις  

βασικούς κ ανόνες [171]. Όπως προαναφέρθηκε και παραπάνω τα κύρια cis στοιχεία  του µατίσµατος, 

δηλαδή οι 3΄και 5΄θέσεις του µατίσµατος είναι πολύ πιο δυνατές όταν ορίζουν ιδιοσυστατικά εξόνια  

παρά  όταν ορίζουν εναλλακτικά. Έτσι οι θέσεις µατίσµατος των ιδιοσυστατικών εξονίων είναι πολύ πιο 

αποδοτικές στη στρατολόγηση στοιχείων του µατισµατοσώµατος (όπως το U2 snRNP στην 3΄  θέση  

µατίσµατος.) Επίσης κατά κανόνα οι θέσεις µατίσµατος των εναλλακτικών εξονίων είναι πολύ πιο 

συντηρηµένες σε σχέση µε των ιδιοσυστατικών. Πιστεύεται πως η  σχετική δύναµη αυτών των θέσεων 

παίζει σηµαντικότατο ρόλο  στη ρύθ µιση µιας και η  χαµηλή δραστικότητα αυτών των θέσεων 
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αντισταθµίζεται µε τη δραστικότητα των ρυθµιστικών στοιχείων, αυτή η  ισορροπία µάλλον είναι 

θεµελιώδους σηµασίας για τη σωστή ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος. [69].  

 

Εικόνα 14. Κανόνας 1. Οι δυνατές 5΄και 3΄θέσεις µατίσµατος συνήθως αντιστοιχούν σε ιδιοσυστατικά εξόνια ενώ οι 
αδύναµες σε εναλλακτικά (Xiang-Dong Fu and Manuel Ares Jr,  2014) 
 

Γενικά µπορούµε να πούµε ότι οι SR πρωτεΐνες  προσδένονται  στα  θετικά  ρυθµιστικά  SRE τα  

ESE και  τα  ISE έτσι  προάγουν  την  αναγνώριση  των  θέσεων µατίσµατος  του  εναλλακτικού  εξονίου, ενώ 

τα  hnRNPs προσδένονται σε αρνητικά SRE τα ESS και ISS προβάλλοντας τα αντίθετα αποτελέσµατα.  

 

  

Εικόνα 15. Κανόνας 2. Οι παράγοντες SR προσδένονται  στα  ESE και  επάγουν  την  αναγνώριση  της  εναλλακτικής  

θέσης, το αντίθετο αποτέλεσµα έχουν οι  hnRNP όταν προσδένονται στα ΕSS (Xiang-Dong Fu and Manuel Ares Jr,  

2014) 

Ο παραπάνω κανόνας δεν είναι απόλυτα ακριβής, στην πραγµατικότητα οι δύο µεγάλες 

οικογένειες trans παραγόντων έχουν ρυθµιστική δράση ανάλογα µε το είδος SRE στο οποίο προσδένονται 

αλλά και µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε περισσότερα είδη SREs σε  σχέση µε  αυτά  που  προβλέπει  ο  

γενικός κανόνας. Ορισµένα hnRNPs  έχουν  τη  δυνατότητα  να  επάγουν  (hnRNP H) ή να αναστέλλουν 

(hnRNP A1) την αναγνώριση του εξονίου όταν προσδένονται σε ιντρονικές ρυθµιστικές cis  θέσεις  

(ISS,ISE) ενώ πάντα την αναστέλλουν όταν προσδένονται σε εξονικές (ESS) [70,71,72,73]. Οµοίως οι SR 

όταν προσδένονται σε εξονικά  SREs (ESE) πάντα έχουν θετική δράση ενώ όταν προσδένονται σε 

ιντρονικά SREs (ISS) έχουν αρνητική [74,75,76].       
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Εικόνα 16. Μερικοί  παράγοντες µπορούν  να  προσδεθούν  σε µη  αντίστοιχα  SRE και  έτσι  να  έχουν  αντίστροφη 

ρυθµηστική δράση (G. Matera, Z.Wang, 2014)   

 

Πολλοί ιστοειδικοί παράγοντες έχουν διαφορετική ρυθµιστική δράση ανάλογα µε τη θέση του 

SRE στο  οποίο  θα  προσδεθούν  σε  σχέση µε  το  εναλλακτικό  εξόνιο. Για παράδειγµα οι NOVA όταν  

προσδένεται καθοδικά του εξονίου έχει ή  θετική δράση, ενώ όταν προσδένεται ανοδικά έχει αρνητική 

[77]. Ο µηχανισµός αυτής της δράσης δεν είναι γνωστός. 

 

 

Εικόνα 17.Κανόνας 3. Μερικοί παράγοντες έχουν διαφορετική δράση ανάλογα µε τη θέση πρόσδεσής τους σε 

σχέση µε την εναλλακτική θέση µατίσµατος που ρυθµίζουν (Xiang-Dong Fu and Manuel Ares Jr,  2014) 

 

Ο πιο σηµαντικός κανόνας που ισχύει σχεδόν πάντα , είναι ότι η αναγνώριση και η  επιλογή των 

3΄και 5΄ θέσεων µατίσµατος των εναλλακτικών εξονίων ποτέ δεν είναι ένα µεµονωµένο γεγονός που 

εξαρτάται µόνο από τα εγγενή ρυθµιστικά στοιχεία του κάθε εναλλακτικού εξονίου. Η επιλογή των 

εναλλακτικών θέσεων µατίσµατος γίνεται σε ένα πλαίσιο ανταγωνισµού µεταξύ των αντίστοιχων θέσεων 

µατίσµατος των γειτονικών εξονίων. Οι εναλλακτικές 3΄ θέσεις ανταγωνίζονται µεταξύ τους για τις  5΄ 

και αντίστροφα. Οι παράγοντες που θα κρίνουν την θέση µατίσµατος ¨νικητή¨ σε αυτή την άµιλλα είναι η 

εγγενής «δύναµη» της θέσης µατίσµατος (δηλαδή το πόσο αποκλίνει από τη βέλτιστη) και η συνολική 

ισχύ των θετικών ρυθµιστικών παραγόντων που θα συγκεντρωθούν  σε σχέση µε τα αρνητικά. Ο έλεγχος 

αυτής της δυναµικής ισορροπίας µεταξύ ¨αντίπαλων¨ γειτονικών  θέσεων µατίσµατος πιστεύεται ότι 

συντελεί την βαθύτερη λογική της ρύθµισης του εναλλακτικού µατίσµατος [78,79].   
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Εικόνα 18.Κανόνας 4. Η ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος συνίσταται από   τον ανταγωνισµό µεταξύ δύο 

αντίστοιχων γειτωνικών θέσεων µατίσµατος (Xiang-Dong Fu and Manuel Ares Jr,  2014) 

 

1.1.7 Συνδυαστική ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος   
 Πολλοί  trans ρυθµιστικοί παράγοντες έχει δειχθεί ότι αλληλοεπιδρούν µε ποικίλους τρόπους 

µεταξύ τους αλλά και µε µια µεγάλη ποικιλία ρυθµιστικών µορίων που συµµετέχουν στο δίκτυο 

µεταγωγής σήµατος   [80]. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ  trans ρυθµιστικών  παραγόντων µπορεί  να  ‘ναι 

συναγωνιστικές ή  ανταγωνιστικές ως προς την πρόσδεση τους για τα ίδια [81]  ή  γειτονικά SRE [82]. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι δυο θετικοί  ρυθµιστικοί παράγοντες της οικογένειας T-STAR οι ASD-2 και 

SUP-12 αλληλεπιδρούν συνεργαστικά για την πρόσδεσή τους σε δύο γειτονικά ESΕ του γονιδίου unc-60 

ώστε να ρυθµίσουν το µάτισµα στο µυ. Οι παραπάνω παράγοντες έχουν από µόνοι τους µικρή συγγένεια 

για σύνδεση στα αντίστοιχα SRE τους και περιορισµένη ικανότητα προσέλκυσης του µατισµατοσώµατος. 

Έτσι η πρόσδεση του ε νός προάγει την πρόσδεση του άλλου που έχει ως αποτέλεσµα την ενισχυµένη 

θετική ρύθµιση της αναγνώρισης του εναλλακτικού εξονίου από το µατισµατόσωµα [82]. Επίσης έχουν 

παρατηρηθεί   αντίστοιχα φαινόµενα συναγωνιστικής αρνητικής ρύθ µισης µεταξύ hnRNP που  

προσδένονται σε γειτονικά SRE [83].  
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Εικόνα 19. Συναγωνιστική πρόσδεση παραγόντων σε αντίστοιχα γειτωνικά SRE (Xiang-Dong Fu and Manuel Ares 

Jr,  2014) 

Αν διαφορετικοί ρυθµιστικοί παράγοντες είναι ειδικοί για το ίδιο SRE τότε µπορεί  να  

συναγωνιστούν ή να ανταγωνιστούν για την πρόσδεση πάνω του, κάτω από διαφορετικές κυτταρικές 

συνθήκες [86]. Αυτό το φαινόµενο έχει παρατηρηθεί σε SR [84] και hnRNP [85] παράγοντες.   

 

Εικόνα 20. Ανταγωνισµός παραγόντων της ίδιας οικογένειας για την πρόσδεση στα SRE (Xiang-Dong Fu and 

Manuel Ares Jr,  2014) 

 

Ρύθµιση in  trans από το δίκτυο µεταγωγής σήµατος 
Ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά σήµατα  ρυθµίζουν το κυτταρικό πρόγραµµα εναλλακτικού 

µατίσµατος  µεταβάλλοντας το πρότυπο οµοιοπολικών τροποποιήσεων των trans ρυθµιστικών 

παραγόντων [88,89,90]. Έτσι ρυθµίζονται οι αλληλεπιδράσεις τους µε άλλες πρωτείνες και  RNAs που  

τελικά έχει ως αποτέλεσµα την ρύθµιση της έκφρασης συγκεκριµένων εναλλακτικών µεταγράφων. Έχει 

βρεθεί ότι οι SR πρωτεΐνες, οι hnRNP και πολλοί άλλοι παράγοντες που εµπλέκονται άµεσα ή έµµεσα στη 

ρύθµιση του εναλλακτικού µατίσµατος  πηγαινοέρχονται µεταξύ του πυρήνα και του κυτταροπλάσµατος 

[87]. Με αυτό τον τρόπο µπορούν να έρθουν σε επαφή µε τα συστατικά του δικτύου µεταγωγής σήµατος. 

Οι SR πρωτεΐνες  ρυθµίζονται από τουλάχιστον τέσσερις οικογένειες κινασών τις SRPK, CLK, την 
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Topoisomerase 1  και  Akt [91,92,93]. Οι  SR µπορούν  να  φωσφορυλιωθούν  σε  πολλές   διαφορετικές  

θέσεις, το πρότυπο φωσφορυλίωσής τους έχει σηµαντικότατο ρυθµιστικό ρόλο  επηρεάζοντας ειδικά το 

προφίλ εναλλακτικού µατίσµατος [98].Οι  hnRNP εκτός από φωσφορυλίωση µπορούν να ρυθµιστούν µε 

µια µεγαλύτερη ποικιλία τροποποιήσεων σε σχέση µε τις SR δηλαδή µε  σουµουλίωση, µεθυλίωση  και  

ακετυλίωση [94,95,96,97] επίσης πιστεύεται ότι η  ρύθµιση των hnRNP είναι  πολύ  πιο  πολύπλοκη. Οι  

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δικτύων µεταγωγής σήµ ατος των SR και  των  hnRNP αντίστοιχα  είναι  

ελάχιστα γνωστές. 

   

1.1.8 Ρ ύθµιση του  εναλλακτικού µατίσµατος µέσω µηχανισµών της 
µεταγραφής      
 Η µεταγραφή είναι το πρώτο και σίγουρα το πιο κρίσιµο στάδιο της γονιδιακής έκφρασης. Έχει 

διατυπωθεί µια εξαιρετική θεωρία από το Scherrer  πρόσφατα  που  υποστηρίζει  ότι  η µοίρα  κάθε µορίου  

mRNA καθορίζεται κατά τη διάρκεια της µεταγραφής του. Αυτό γίνεται κυρίως µέσω παραγόντων που 

εντυπώνονται πάνω στο mRNA κατά τη διάρκεια της µεταγραφής. Αυτοί οι παράγοντες καθορίζουν όλα 

τα στάδια της ζωής του, και ρυθµίζουν όλες τις αλληλεπιδράσεις του. Επηρεάζουν την επιλογή των 

εναλλακτικών µεταγράφων που θα εκφραστούν µέσω εναλλακτικού µατίσµατος, τ ον κυτταρικό 

εντοπισµό, την αποδοτικότητα της µετάφρασης αλλά και το µεταβολισµό και την τελική αποικοδόµησή 

του [99].  

Έχει βρεθεί ότι στο mRNA, το µάτισµα των περισσότερων ιντρονίων και όλων των ιδιοσύστατων 

ιντρονίων  γίνεται κατά τη διάρκεια της µεταγραφής, επίσης όλα τα ιντρόνια που αφαιρούνται µετά τη 

µεταγραφή είναι εναλλακτικά [100,101,102,103,104]. Επίσης βρέθηκε σε µια έρευνα ότι η  πλειονότητα 

των  πρώιµων µεταγράφων παραµένουν συνδεδεµένα µε τη χρωµατίνη µέχρι να ολοκληρωθεί το µάτισµα 

και η πολυαδενυλίωση η οποία ολοκληρώνεται πιο πριν από το µάτισµα [101]. Με αυτά τα αποτελέσµατα 

καταλαβαίνουµε ότι οι µηχανισµοί της µεταγραφής και του µατίσµατος είναι χρονικά και τοπικά 

συνδεδεµένα. Μια άλλη πρόσφατη µελέτη έχει δείξει ότι trans παράγοντες  ρύθµ ισης του µατίσµατος 

προσδένονται στην καρβοξυτελική υποµονάδα της RNA πολυµεράσης 2 [105,106]. Από µια άλλη έρευνα 

βρέθηκε  προσδένεται ο παράγοντας hnRNP L σε υποκινητές µέσω του συµπλόκου Mediator [111]. Αυτό 

το σύµπλοκο γεφυρώνει τους µεταγραφικούς παράγοντες που  έχουν προσδεθεί στον υποκινητή µε την 

RNA πολυµεράση 2  . Ακόµα βρέθηκε ότι ένα συγκεκριµένο είδος ιστονικής τροποποίησης (H2A Bbd) 

προσελκύει συστατικά του µατισµατοσώµατος [107] και ότι ένα άλλο είδος  (H3k36me3)  το οποίο είναι 

συγκεντρωµένο σε θέσεις εξονίων στρατολογεί παράγοντες SR (αρχικά  προσδένεται  ο  Psip1/Ledgf και  

πάνω του ο   SRSF1) [108]. Τα τελευταία πειραµατικά αποτελέσµατα δείχνουν ότι κύρια συστατικά του 

µηχανισµού της µεταγραφής λειτουργικά και ρυθµιστικά είναι φυσικά συνδεδεµένα µε αντίστοιχα 

συστατικά του µατίσµατος Επίσης βρέθηκε ότι επηρεάζοντας τον ρυθµό σύνθεσης του mRNA µε  
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τροποποιητές της RNA πολυµεράση 2 επηρεάζεται  το  πρότυπο  εναλλακτικού µατίσµατος  των  γονιδίων  

που µεταγράφονται. Επίσης από  την ίδια µελέτη βρέθηκε ότι πο λλοί άλλοι φυσικοί  παράγοντες που 

επηρεάζουν τη ταχύτητα της µεταγραφής επηρεάζουν οµοιοτρόπως και το προφίλ εναλλακτικού 

µατισµατος, τέτοιοι είναι: η ποσότητα και ο τύπος επιγενετικών στοιχείων και τροποποιήσεων πάνω στα 

εναλλακτικά εξ όνια, η αλληλουχία των εναλλακτικών περιοχών (µιας και οι περιοχές µε µεγάλυ 

συχνότητα αδενίνης και θυµίνης µεταγράφονται αργά), η  πρόσδεση πρωτεϊνών στο mRNA κατά  τη  

διάρκεια της σύνδεσής του και άλλα. [110].Αυτά και πολλά άλλα αποτελέσµατα ερευνών δείχνουν κατ’ 

αρχήν ότι η µεταγραφή και το µάτισµα είναι δύο πολύ βαθιά συνδεδεµένες διαδικασίες.  

 Έχουν δοµηθεί δύο µοντέλα ρύθµισης που συµπεριλαµβάνουν την γνώση που αποκτήθηκε από τα 

αποτελέσµατα των παραπάνω πειράµατων, τα µοντέλα αυτά δεν είναι αποκλειστικά, δηλαδή για 

διαφορετικά γονίδια µπορεί να ισχύει το ένα το άλλο  ή  και τα δυο. Το µοντέλο της στρατολόγησης 

µοιάζει πολύ µε τη θεωρία του Scherrer, δηλαδή παράγοντες του µατίσµατος που έχουν στρατολογηθεί σε 

διάφορα γενετικά στοιχεία όπως οι υποκινητές και τα cis ρυθµιστικά στοιχεία της µεταγραφής  

(αναγνωρίζοντας συγκεκριµένη αλληλουχία, επιγενετικές τροποποιήσεις, ή  άλλους παράγοντες που 

έχουν προσδεθεί   στο DNA) µετατοπίζονται από την RNA pol2 και εντυπώνονται στα αντίστοιχα SRE 

του συντιθέµενου mRNA όπου µπορούν  να   ολοκληρώσουν το ρυθ µιστικό τους ρόλο . Το κινητικό 

µοντέλο βασίζεται στο γεγονός ότι οι εναλλακτικές θέσεις µατίσµατος είναι λιγότερο ισχυρές σε σχέση µε 

τις ιδιοσυστατικές και ότι για να τις ανταγωνιστούν χρειάζεται η δράση των ρυθµιστικών trans 

παραγόντων. Θεωρεί  ότι  αν  η µεταγραφή  γίνεται  γρήγορα  οι  παράγοντες  αυτοί  δεν  έχουν  χρόνο  για  να  

προσδεθούν πάνω στο mRNA ώστε να βοηθήσουν στην αναγνώριση των εναλλακτικών περιοχών. Πάνω 

σε αυτή τη λογική όλοι οι ρυθµιστικοί παράγοντες που επηρεάζουν το ρυθµό της µεταγραφής επηρεάζουν 

το εναλλακτικό µάτισµα. Για παράδειγµα αν σε ένα γονίδιο έχουν συσσωρευθεί συγκεκριµένες 

επιγενετικές τροποποιήσεις πάνω στους γενετικούς τόπους που κωδικοποιούν για εναλλακτικές θέσεις, η 

πολυµεράση θα µειώσει ταχύτητα όταν θα µεταγράφει αυτό το µέρος του γονιδίου και θα υπάρξει χρόνος 

για τους  trans παράγοντες να προσδεθούν ώστε να τελέσουν τη ρυθµιστική τους δράση.       
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Εικόνα 21. Τα δύο µοντέλα ρύθµισης του εναλλακτικού µατίσµατος µέσω της µεταγραφής (Ulrich Braunschweig1,, 
Serge Gueroussov, Alex Plocik, Brenton R. Graveley, Benjamin J. Blencowe, 2013) 
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1.1.9 Μοριακή βάση  γενετικών ασθενειών που  οφείλονται σε λάθη  στο 

εναλλακτικό µάτισµα  
  Το ένα τρίτο όλων των γνωστών  γενετικών ασθενειών  οφείλεται  σε µεταλλάξεις  που  

διαταράσσουν το φυσιολογικό πρότυπο µατίσµατος [50,51]. Οι αλλαγές στο προφίλ εναλλακτικού 

µατίσµατος µπορεί να είναι η  αιτία ή  το αποτέλεσµα µιας γενετικής ασθένειας. Η  αλλαγή  του  προφίλ  

εναλλακτικού µατίσµατος µπορεί να γίνει µε ποικίλους έµµεσους τρόπους, και σε αυτές τις περιπτώσεις ο 

φαινότυπος συνήθως δεν είναι αποτέλεσµα µόνο της αλλαγής στο εναλλακτικό µάτισµα. Κατά κανόνα η 

µοριακή βάση αυτών των γενετικών ασθενειών είναι η  συσσώρευση µεταλλάξεων στις cis περιοχές του 

µατίσµατος µε τις οποίες αλληλοεπιδρά το µατισµατόσωµα ή οι trans ρυθµιστικές πρωτεΐνες. Στις εικόνες 

22,23 απεικονίζονται  οι   κύριες  κατηγορίες µεταλλάξεων  που  προκαλούν  αλλαγές  στο  εναλλακτικό  

µάτισµα ενός γονιδίου. Συσσώρευση µεταλλάξεων στις κύριες cis θέσεις  του µατίσµατος µε  τις  οποίες  

αλληλεπιδρά το µατισµατόσωµα δηλαδή στις 3΄και 5΄θέσεις του µατίσµατος, την έκταση πυριµιδινών και 

τη θέση διακλάδωσης µπορεί να καταστείλουν τις αλληλεπιδράσεις µε το µατισµατόσωµα. Αυτό µπορεί 

να έχει ως αποτέλεσµα  την παράλειψη του εξονίου ανωδικά  ή  καθοδικά από το σηµείο της µετάλλαξης 

ή την κατακράτηση του ιντρονίου. Σε αρκετές περιπτώσεις αν καταστραφεί ολοσχερώς µια 3΄ ή  5΄θέση 

του µατίσµατος µπορεί να  ενεργοποιηθεί µια κοντινή,  «ψευδή θέση µατίσµατος» (pseudo splice site) η 

οποία φυσιολογικά θα ήταν αδρανής, αυτό  έχει ως αποτέλεσµα την προσθήκη µιας ιντρονικής περιοχής 

στο ώριµο µετάγραφο. Σχεδόν πάντα η  παραπάνω αλλαγή καταστρέφει το πλαίσιο ανάγνωσης [52]. 

Μεταλλάξεις κέρδους λειτουργίας µέσα στο ιντρόνιο µπορεί  να  δηµιουργήσουν «κρυπτικές» (cryptic 

splice site) 3΄ και 5΄θέσεις µατίσµατος που µπορεί να ανταγωνίζονται τις φυσιολογικές, αυτό σχεδών 

πάντα δηµιουργεί µη λειτουργικά εναλλακτικά µετάγραφα. Οι µεταλλάξεις µέσα στο εξόνιο ακόµα και αν 

αποτελούν σιωπηλές µεταλλάξεις, αν βρίσκονται σε εξονικές cis ρυθµηστικές περιοχές του µατίσµατος 

δηλαδή σε  εξονικούς ενισχυτές  του µατίσµατος (Exonic Splice Enhancer) και σε εξονικούς αποσιωπητές 

του µατίσµατος (Exomic Splice Silencer) µπορεί να οδηγήσει σε αλλαγές των αλληλεπιδράσεων µεταξύ 

cis και  trans εξονικών ρυθµηστικών στοιχείων. Αυτό µπορεί να φέρει αλλαγές στην αναγνώριση του 

εξονίου, µε αποτέλεσµα στην πιο ακραία περίπτωση το µατισµατόσωµα να µην αναγνωρίζει το εξόνιο πια 

και έτσι πάντα να παραλείπεται ή  απλά  να µειωθεί το ποσοστό συµπερίληψης του εξονίου. Με την ίδια 

λογική συσσώρευση µεταλλάξεων σε ιντρονικές cis ρυθ µηστικές περιοχές του µατίσµατος δηλαδή σε 

ιντρονικούς ενισχυτές  του µατίσµατος (Intronic Splice Enhancer) και σε ιντρονικούς αποσιωπητές του 

µατίσµατος (Intronic Splice Silencer) µπορεί να φέρει αλλαγές στην αναγνώριση του ιντρονίου. Αυτό στη 

χειρότερη περίπτωση µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα την συµπερίληψή του στο ώριµο mRNA ή  

εναλλακτικά να επηρεαστούν τα ποσοστά έκφρασης των εναλλακτικών µεταγράφων.  
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Εικόνα 22. Η Συσσώρευση µεταλλάξεων σε cis ρυθµιστικά   στοιχεία  του µατίσµατος  είναι  η  αιτία  πολλών  

γενετικών ασθενειών (Havens , Duelli, Hastings, 2013). 

 

 
Εικόνα 23. Η Συσσώρευση µεταλλάξεων σε cis ρυθµιστικά   στοιχεία  του µατίσµατος είναι η αιτία πολλών 

γενετικών ασθενειών (Havens , Duelli, Hastings, 2013). 

 

Οι µεταλλάξεις που έχουν ως αποτέλεσµα την  εισαγωγή ή την καταστροφή δευτεροταγών δοµών 

φουρκέτας ιντρονικών περιοχών του πρώιµου mRNA µπορούν επίσης να προκαλέσουν ασθένεια. Αν γίνει 

ένθεση δύο στοιχείων Alu σε αντίθετο προσανατολισµό µέσα σε ένα ιντρόνιο έχουµε την εισαγωγή µιας 

δευτεροταγούς δοµής φουρκέτας στο πρώιµου mRNA (Εικόνα 23, C). Συσσώρευση µεταλλάξεων σε µια 

ιντρονική περιοχή που δηµιουργεί δευτεροταγείς δοµές, µπορεί να τις καταστρέψει, αυτό ίσως να έχει ως 

αποτέλεσµα την µη αναγνώριση του εξονίου που βρίσκεται καθοδικά και έτσι τελικά να παραληφθεί από 

το ώριµο µετάγραφο (Εικόνα 23, D). Τέλος η επέκταση επαναλήψεων που βρίσκονται µέσα σε ιντρόνια 

µπορεί να αποµακρύνει άλλα cis ρυθµιστικά στοιχεία του µατίσµατος µε επακόλουθο οι trans ρυθµιστικές 
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πρωτεΐνες που  δεσµεύονται σε αυτά να µην µπορούν να αλληλοεπιδράσουν µεταξύ τους για να 

εκτελέσουν τη ρυθµιστική λειτουργία τους. Αυτό µπορεί να έχει  ως αποτέλεσµα την αλλαγή του προφίλ 

εναλλακτικού µατίσµατος του γονιδίου (Εικόνα 23, E) [173].  

 

1.1.10 Ο ρόλος του εναλλακτικού µατίσµατος στον καρκίνο 

 Τις περισσότερες φορές οι αλλαγές στο εναλλακτικό µάτισµα δεν παίζουν σηµαντικό ρόλο στα 

αρχικά στάδια της καρκινογένεσης, αλλά έχει δειχθεί ότι έχουν µεγάλη επίδραση στα µετέπειτα στάδια 

της καρκινογένεσης όπως στη µετάσταση [35].   Κατά την πρόοδο του καρκίνου όλο και περισσότερα 

γονίδια αλλάζουν το πρότυπο εναλλακτικού µατίσµατος µε αποτέλεσµα τα καρκινικά κύτταρα  σταδιακά 

να αποκτούν τα οκτώ χαρακτηριστικά που περιέγραψαν οι  Hanahan and Weinberg [174] κατά την 

πρόοδο του καρκίνου. Αυτά τα χαρακτηριστικά είναι τα εξής: η αντίσταση των καρκινικών κυττάρων σε 

σήµατα καταστολής της κυτταρικής αύξησης, η  ικανότητα να διατηρούν την ενδοκυτταρική 

σηµατοδότηση πολλαπλασιασµού, η αντίσταση στον κυτταρικό θάνατο, η  απόκτηση της ιδιότητας να 

µεθίστανται και να εισβάλλουν σε αποµαρυσµένους ιστούς, η δυνατότητα να επάγουν την αγγειογένεση, 

η δυνατότητα να επαναπρογραµµατίζουν το µεταβολισµό ενέργειας, να είναι αθάνατα όσες φορές και αν 

διαιρεθούν και να έχουν τη δυνατότητα να διαφεύγουν του ελέγχου του ανοσοποιητικού συστήµατος. 

 Ένα κρίσιµο χαρακτηριστικό της καρκινογένεσης είναι η δυνατότητα των καρκινικών κυττάρων 

να πολλαπλασιάζονται ακόµα και µε την απουσία εξωκυτταρικών αυξητικών παραγόντων. Το µονοπάτι 

Ras/MAPK είναι  ιδιοσύστατα  ενεργό  στο 25% των  ανθρώπινων  όγκων  συνήθως  ως  αποτέλεσµα  

µεταλλάξεων στο γονίδιο  Ras [37]. Ένας  άλλος µηχανισµός  που µπορεί  να  προκαλέσει  αυτό  το 

αποτέλεσµα είναι η παραγωγή ενός βρόγχου θετικής επανατροφοδότησης που προάγει τη δραστηριότητα 

των  Ras και MAPK κινασών. Το CD44 είναι ένα από τα γονίδια που ρυθµίζουν το µονοπάτι µεταγωγής 

σήµατος Ras/MAPK [38], µέσω της δυνατότητάς του να  κωδικοποιεί για πολλά εναλλακτικά µετάγραφα 

που περιέχουν µια σειρά από  εναλλακτικά εξόνια. Όταν περιλαµβάνονται εναλλακτικά εξόνια τότε 

παράγονται οι ισοµορφές CD44v ενώ  όταν  δεν  περιλαµβάνοται  η  CD44s.. Με την πρόσδεση αυξητικών 

παραγόντων ενεργοποιείται  το µονοπάτι  Ras/MAPK που  επάγει  το  εναλλακτικό µάτισµα  του  CD44 

παράγοντας ένα εναλλακτικό µετάγραφο που  περιέχει το εναλλακτικό εξόνιο 6, αυτή η ισοµορφή 

ονοµάζεται CD44v6 [175]. Το CD44v6 αυξάνει τη δράση ορισµένων  RTKs (receptor tyrosine kinases) 

όπως της Met και του EGFR οι  οποίες  προωθούν  τη  σηµατοδότηση  Ras/MAPK. Οι Ras/MAPK 

φωσφωρυλιώνουν τους παράγοντες µατίσµατος Sam68 και SRm160 οι οποίοι επάγουν το συγκεκριµένο 

προφίλ εναλλακτικού µατίσµατος του CD44 [176]. Αυτός ο µηχανισµός συνιστά ένα βρόγχο θετικής 

ανατροφοδότησης που διεγείρει τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό.   
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 Τα καρκινικά κύτταρα επίσης πρέπει να βρούν τρόπους για να ξεπεράσουν ή να εξαλείψουν 

µηχανισµούς που ρυθµίζουν αρνητικά τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, όπως τo µονοπάτι  του  p53.  Το 

γονίδιο p53 εκφράζει µια ποικιλία εναλλακτικών µεταγράφων µέσω της χρήσης εναλλακτικού υποκινιτή 

και µέσω εναλλακτικού µατίσµατος. Υπάρχουν τρείς ισοµορφές p53 η p53α,β και γ που  έχουν 

διαφορετικές καρβοξυτελικές περιοχές και προέρχονται από εναλλακτικό µάτισµα. Η p53β όταν 

υπερεκφράζεται επάγει κυτταρική γήρανση [39,40]. Η παραγωγή αυτής της ισοµορφής αναστέλλεται από 

τον παράγοντα µατίσµατος SRSF3, [39]  αυτός ο  παράγοντας υπερεκφράζεται σε πολλά   είδη καρκίνου 

καταστέλλοντας µε αυτό τον τρόπο την κυτταρική γήρανση. Ο µηχανισµός δράσης του SRSF3 δεν είναι 

πλήρως κατανοητός, πιστεύεται ότι προσδένεται στο εξόνιο ι9 και µε αυτόν τον τρόπο αποτρέπει την 

συµπερίληψή του στο στο ώριµο µετάγραφο [41,41].   

    Η απόπτωση είναι µια διεργασία προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου που παίζει πολύ 

σηµαντικό ρόλο ως φυσικό εµπόδιο στην εξάπλωση του καρκίνου. Ωστόσο καθώς τα καρκινικά κύτταρα 

συσσωρεύουν µεταλλάξεις απευαισθητοποιούνται από αποπτωτικά σήµ ατα, οδηγόντας σε επιθετικές 

κακοήθιες και αντίσταση στη χηµιοθεραπεία [43,44] Η  αλλαγή  του  εναλλακτικού µατίσµατος  γονιδίων  

που ελέγχουν την απόπτωση είναι µια αποτελεσµατική στρατηγική των καρκινικών κυττάρων για την 

αποφυγή της. Ο υποδοχέας θανάτου FAS είναι  ένας  κύριος  ρυθµιστής  της  απόπτωσης  ο  οποίος  όταν  

δέχεται το εξωκυττάριο σήµα  από  τον   προσδέτη  του  τον  Fasl (FAS  ligand)  πυροδοτεί το αποπτωτικό 

µονοπάτι. Τελικά µε τη συµβολή και άλλων προαποπτωτικών σηµ άτων το κύτταρο φτάνει στην 

απόπτωση. Ένας από  τους τελικούς τελεστές της απόπτωσης είναι η  κασπάση  9 ( Caspase-9), η 

ενεργοποίηση της προκαλεί  ένα καταρράκτη πρωτεόλυσης που  τελικά καταστρέφει το κύτταρο. Η 

ρύθµιση της  δράσης της κασπάσης 9 αλλά και του FAS ρυθµίζονται µε  το  εναλλακτικό µάτισµα, 

εναλλακτικές ισοµορφές αυτών των δύο πρωτεϊνών έχουν αντίθετη ρυθµιστική δράση προαποπτωτική ή 

αντιαποπτωτική [45,46]. Τα καρκινικά κύτταρα αλλάζουν το προφίλ εναλλακτικού µατίσµατος αυτών των 

γονιδίων έτσι ώστε να εκφράζονται µόνο οι αντιαποπτωτικές ισοµορφές.  

Στην περίπτωση του FAS  η συµπερίληψη του εναλλακτικού εξονίου 6   έχει ως αποτέλεσµα την 

παραγωγή µίας ισοµορφής που  συνδέεται στη µεµβράνη και έχει προαποπτωτική δράση. Στην αντίθετη 

περίπτωση το εναλλακτικό µετάγραφο που  δεν περιέχει το εξόνιο 6 µεταφράζεται σε µια διαλυτή 

ισοµορφή της πρωτεινης που έχει αντιαποπτωτική δράση, αυτή η  ισοµορφή υπερεκφράζεται σε πολλά 

είδη κακοηθειών σε αντίθεση µε την πρώτη. [47,48]. Ο µηχανισµός της ρύθµισης του εναλλακτικού 

µατίσµατος του FAS περιγράφεται  παρακάτω. Οι  παράγοντες µατίσµατος  ΤΙΑ-1 και TIAR (T-cell 

intracellular antigen 1, ΤΙΑ-1 related) προωθούν την αναγνώριση και συµπερίληψη του εξόνιου 6. Οι 

παράγοντες ΤΙΑ-1 και TIAR βοηθούν  την  αναγνώρηση  της  εναλλακτικής 3΄θέσης µατίσµατος  από  τους  

U2AF (U2 auxilliary splicing factor) και U1 snRNP µε  αποτέλεσµα  την  παραγωγή  του  προαποπτωτικού 

εναλλακτιµού µεταγράφου της FAS [49]. Το  αντίθετο  αποτέλεσµα  έχει  η  πρόσεση  του  παράγοντα  PTB 
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(polypyrimidine tract binding protein) σε έναν εξονικό αποσιωπητή του µατίσµατος που βρίσκεται µέσα 

στο εξόνιο 6 (Exonic splice silencer). Η  παραπάνω  αλληλεπίδραση παραµποδίζει την πρόσδεση των 

U2AF και U1 snRNP στην εναλλακτική 3΄θέση µατίσµατος µε αποτέλεσµα την µη αναγνώρησή της και 

µη συµπερίληψη του εξονίου 6 [49]. Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει ότι το ίδιο αποτέλεσµα στην 

παρεµπόδιση της δράσης του TIAR έχουν οι HUR, hnRNPC1/C2 και RBM5. 

 

1.1.11 Στόχευση του µατίσµατος ως θεραπεία γενετικών ασθενειών  

  Η στόχευση του µατίσµατος  για την  επιδιόρθωση των επιπτώσεων  µεταλλάξεων που 

προκαλούν γενετικές ασθένειες  είναι µια καινούρια και πολλά υποσχόµενη προσέγγιση. Το µάτισµα είναι 

ένας πολύ καλός στόχος για παρέµβαση µιας και είναι ένα από τα πρώτα στάδια στη γραµµή της 

γονιδιακής έκφρασης και έχει το µεγάλο πλεονέκτηµα ότι τεχνικές που τροποποιούν το µάτισµα δεν 

τροποποιούν το γενετικό υλικό. Οι άλλες δύο προσεγγίσεις, η  γονιδιακή  θεραπεία, η  εισαγωγή  και  

στοχευµένη  διαφοροποίηση βλαστοκυττάρων περιλαµβάνουν πολύ µεγαλύτερα ρίσκα. Επίσης σε σχέση 

µε τις προηγούµενες στρατηγικές  µπορεί να επιδιορθώσει ευρύτερη γκάµα µεταλλάξεων και η χορήγηση, 

µεταφορά και διανοµή των θεραπευτικών ουσιών συνήθως είναι πιο εύκολη. Το µάτισµα µπορεί να 

χειραγωγηθεί από µια σειρά από µοριακά εργαλεία. Αυτά είναι τα αντινοηµατικά ολιγονουκλεοτίδια, τα 

τροποποιηµένα U1 snRNAs, το χειρισµό του trans-µατίσµατος και διάφορα θεραπευτικά µικρά µορία.  

 Τα αντινοηµατικά ολιγονουκλεοτίδια (Antisense Oligonucleotides) που είναι επίσης γνωστά ως 

ASO, είναι µικρές αλληλουχίες 15-25 βάσεων που  σχεδιάζονται έτσι ώστε να είναι αντίστροφα 

συµπληρωµατικές µε µία συγκεκριµένη αλληλουχία ενός πρώιµου µεταγράφου. Τα ASO δρουν  

σχηµατίζοντας δεσµούς υδρογόνου µε την αλληλουχία στόχο [53]. Με αυτό τον τρόπο  παρεµποδίζουν 

στερικά την πρόσδεση παραγόντων του µατίσµατος όπως του µατισµατοσώµατος ή  trans ρυθµιστικών 

παραγόντων.  Επίσης µπορούν να στοχεύουν πάνω σε ιντρονικές δευτεροταγείς δοµές φουρκέτας ώστε να 

τις σταθεροποιήσουν [54]. Η θεραπευτική χρήση των ASO έχει µερικά πολύ σηµαντικά προτερήµατα σε 

σχέση µε τις άλλες µεθόδους τροποποίησης του µατίσµατος. Έχουν τη µέγιστη ειδικότητα επιτρέποντάς 

τα να στοχεύουν συγκεκριµένα µόρια RNA.Είναι πάρα πολύ σταθερά γιατί δεν αποικοδοµούνται από την 

ριβονουκλεάση Η [53] έχει βρεθεί ότι από µόνα τους έχουν χρόνο ηµιζωής µέσα στο ανθρωπινο πλάσµα 

περίπου 15 µέρες [53]. Επίσης είναι πολύ εύκολο να χορηγηθούν, αλλά και λόγο της εξαιρετικής 

ειδικότητάς τους έχουν αµελητέα  τοξικότητα.  

Η χρήση ASO είναι  η  καλύτερη  στρατηγική  για  την  αντιµετώπιση  αλλαγών  στο µάτισµα  που  

προέρχονται από  την δηµιουργία de novo cis θέσεων. Δηλαδή 3΄και 5΄κρυπτικών  θέσεων µατίσµατος, 

αλλά και cis ρυθµιστικών  αλληλουχιών  του  εναλλακτικού µατίσµατος  όπως  οι  εξονικοί και ιντρονικοί 

ενισχυτές και αποσιωπητές (ESS,ESE,ISE,ISS). Αυτές  οι θέσεις δηµιουργούνται µέσω συσσώρευσης  

µεταλλάξεων κέρδους λειτουργίας. Για αυτό το σκοπό το ASO σχεδιάζεται ώστε να είναι 
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συµπληρωµατικό στο πρώιµο RNA σε  αυτές  τις  θέσεις. Με  αυτόν  τον  τρόπο  επιτυγχάνεται   η  

παρεµπόδιση της πρόσδεσης του µατισµατοσώµατος στις κρυπτικές θέσεις και οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες 

του µατίσµατος στα νεοσυντιθέντα cis ρυθµηστικά  στοιχεία. Επίσης τα ASO µπορούν  να  

χρησιµοποιηθούν για εξαλείψουν την έκφραση ενός γονιδίου του οποίου η υπερέκφραση παίζει βασικό 

ρόλο στην παθολογία µιας νόσου. Για αυτό το σκοπό σχεδιάζονται µια σειρά από ASO συµπληρωµατικά 

προς τις 3΄και 5΄θέσεις του µατίσµατος όλων των ιντρονίων ενός γονιδίου. Έτσι καταστέλλεται η 

αφαίρεση τον ιντρονίων και κατά συνέπεια η παραγωγή του ώριµου µεταγράφου, τα παραγόµενα mRNA 

καταστρέφονται από  µηχανισµούς αποικοδόµησης µη νοηµατικών µεταγράφων(Nonsense Mediated 

Decay ). Αυτή η στρατηγική έχει χρησιµοποιηθεί µε εξαιρετικά αποτελέσµατα για την καταπολέµηση της 

υπερέκφρασης ογκογονιδίων σε διάφορα είδη καρκίνου. [55,56]  

 

Εικονα 25. Τα  ASO προσδένονται  στις  συµπληρωµατικές  θέσεις  του  pre-mRNA που  συνιστούν  SRE και  

αναστέλλουν τη δράση τους (Havens, Duelli, Hastings, 2013). 

 Ο χειρισµός του trans µατίσµατος  (trans-splicing) για  θεραπευτική χρήση επιδιόρθωσης λαθών 

του µατίσµατος  είναι µια καινούρια τεχνική που βρίσκεται σε πειραµατικό στάδιο. Η µεθοδολογία της 

αντικατάστασης µέσω trans µατίσµατος επίσης γνωστή και ως  Splicosomal-Mediated RNA trans-splicing 

(SMaRT) έχει ως στόχο την αντικατάσταση ολόκληρης της αλληλουχίας ενός µεταγράφου καθοδικά µιας 

συγκεκριµένης 3΄θέσεις µατίσµατος ή  ανοδικά µιας 5΄. Με αυτή τη τεχνική µεταφέρεται στο κύτταρο 

µέσω ιικού φορέα ένα πλασµίδιο που εκφράζει ένα µόριο RNA  που  λέγετε  pre-trans-splicing molecule 

(PTM). Το PTM αποτελείται από τρείς διακριτές περιοχές που η κάθε µια έχει διαφορετική λειτουργία. Η 

περιοχή  ASO βρίσκεται  στο 5΄άκρο  του  µορίου και η  λειτουργία της είναι η  στόχευση του PTM 

σε µία συγκεκριµένη περιοχή ενός πρώιµου mRNA. Το ASO  σχεδιάζεται  έτσι  ώστε  να  είναι  

συµπληρωµατικό σε µία ιντρονική περιοχή του  πρώιµου mRNA ανοδικά της 3΄ ή καθοδικά της 5΄θέσης. 

Στο κέντρο του µορίου υπάρχει µία συνθετική θέση µατίσµατος η οποία χρησιµοποιείται για τη σύνδεση 

µέσω trans µατίσµατος  του  πρώιµου  mRNA στόχου  και  του  PTM. Καθοδικά αυτής της περιοχής 

βρίσκεται η θεραπευτική αλληλουχία τελεστής που τελικά θα ενσωµατωθεί στο πρώιµο mRNA στόχο. Ο 

µηχανισµός δράσης της τεχνικής SMaRT για την διόρθωση µιας µετάλλαξης σε µία 3΄ θέση µατίσµατος 

είναι ο εξίς: αφού εκφραστεί το PTM η  περιοχή  ASO προσδένεται   ανοδικά  της  θέσης  που  έχει  γίνει  η  
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µετάλλαξη, στη συνέχεια το µατισµατόσωµα αναγνωρίζει την συνθετική 3΄ θέση µατίσµατος και έτσι 

καταλύει την αντίδραση µατίσµατος, ενώνοντας  την αλληλουχία τελεστή µε το εξόνιο ανοδικά  της  

φυσιολογική 5΄θέσης µατίσµατος του mRNA, αντικαθιστώντας µε αυτό τον τρόπο την περιοχή του 

mRNA καθοδικά  της 5΄θέσης µατίσµατος όπως φαίνεται στην εικόνα παρακάτω. Ανάλογος είναι και ο 

µηχανισµός για τη διόρθωση µετάλλαξης σε 5΄ θέση µατίσµατος.  Η τεχνική αυτή είναι η  µόνη που 

µπορεί να διορθώσει  µεταλλάξεις  που απενεργοποιούν την 3΄ θέση µατίσµατος, επίσης µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για να διορθώσει τις επιπτώσεις µεταλλάξεων που  έχουν συσσωρευθεί µέσα σε ένα 

εξόνιο.  Η τεχνική SMaRT χρησιµοποιεί ιικούς φορείς για τη µεταφορά του PTM, οπότε κληρονοµεί και 

όλες τις επιπλοκές που  συνδέονται µε αυτή τη µέθοδο µεταφοράς. Δύο πολύ σηµαντικά θετικά στοιχεία 

αυτής της µεθόδου σε σχέση µε τη µεταφορά ολόκληρου του γονιδίου είναι ότι µπορεί να διορθώσει και 

µεταλλάξεις αρνητικού κέρδους λειτουργίας, αλλά και ότι δεν επηρεάζει τη ρύθµιση της έναρξης της 

µεταγραφής [57].  

 

 

Εικόνα 26. Με το  χειρισµό  του Trans µατίσµατος µπορεί  να  αντικατασταθεί  η  αλληλουχία  ολόκληρου  του  

µεταγράφου καθοδικά µιας 3΄θέσης µατίσµατος, ή ανοδικά µιας 5΄ (Havens, Duelli, Hastings, 2013). 

 

Έχουν βρεθεί πολλά µικρά µόρια που µπορούν να επηρεάσουν το µάτισµα, η δράση αυτών των 

µορίων έχει βρεθεί µε µεθόδους διαλογής υψηλής απόδοσης  (high throughput screening) [177]. Τις 

περισσότερες φορές δεν είναι γνωστός ο  µηχανισµός δράσης τους και πιστεύεται ότι  πολλά  από  αυτά 

δρουν έµµεσα επηρεάζοντας κάποιο ή κάποια συστατικά των µονοπατιών µεταγωγής σήµατος που 

ρυθµίζουν το εναλλακτικό µάτισµα[178]. Μάλλον για τον παραπάνω λόγο τα µικρά µόρια δεν είναι ειδικά  

για τον αιτιολογικό παράγοντα της ασθένειας και έτσι συνήθως προκαλούν παράπλευρα αποτελέσµατα. Η 

πλειοψηφία αυτών των φαρµάκων έχουν είδη εγκριθεί για την κλινική πράξη για άλλες ασθένειες[179]. Η 

χρήση αυτών των µορίων είναι η καλύτερη στρατηγική για την καταπολέµηση ασθενειών που οφείλονται 

στην απορρύθµιση  της έκφρασης εναλλακτικών µεταγράφων. Η συγκεκριµένη αιτιολογία πολλές φορές 

δεν οφείλεται σε µετάλλαξη µέσα στα γονίδια που επηρεάζονται αλλά σε  πολλούς διαφορετικούς  trans 
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ρυθµιστικούς παράγοντες. Η διάγνωση και η θεραπεία τέτοιων ασθενειών είναι εξαιρετικά δύσκολη και 

δυστυχώς η στρατηγική αντιµετώπισης περιλαµβάνει µια σειρά από δοκιµές διαφορετικών συνδυασµών 

µικρών µορίων.    

 

 

 

Εικόνα 27. Πολλά µικρά θεραπευτικά µόρια επηρεάζουν το µάτισµα µε ποικίλους άγνωστους µηχανισµούς. 

(Havens, Duelli, Hastings, 2013). 

Η εισαγωγή τροποποιηµένου U1 snRNA είναι µια  πολύ καλή  µέθοδος για την θεραπεία 

ασθενειών που οφείλονται στην καταστολή του µατίσµατος ενός γονιδίου λόγω συσσώρευσης  

απενεργοποιητικών µεταλλάξεων σε 5΄θέσεις µατίσµατος. Τα τροποποιγµένα U1 snRNAs σχεδιάζονται  

έτσι ώστε το µέρος του που χρειάζεται για την αναγνώριση της 5΄θέσης να είναι συµπληρωµατικά µε τη 

µεταλλαγµένη. Έτσι τα τροποποιγµένα U1 snRNAs εισάγονται µε  ιικούς  φορείς  και  αντικαθιστούν  τα  

φυσιολογικά U1 snRNAs κατά  τη  συγκρότηση  του µατισµατοσώµατος  στην  θέση µατίσµατος  που  

περιλαµβάνει τη χαλασµένη 5΄θέση  και µε αυτόν τον τρόπο αποκαθιστούν την αναγνώριση της και κατά 

συνέπεια και το µάτισµα [180].          

 

Εικόνα 28. Τα τροποποιηµένα U1 snRNA είναι  σχεδιασµένα  έτσι  ώστε  να  αναγνωρίζουν  θέσεις µατίσµατος  που  

έχουν συσσωρεύσει µεταλλάξεις (Havens, Duelli, Hastings, 2013). 
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1.2    Οι 5΄-µη µεταφραζόµενες περιοχές του mRNA 
 

 Στο 5΄ άκρο κάθε πυρηνικά µεταγραφόµενου mRNA υπάρχουν οι 5΄µη µεταφραζόµενες περιοχές 

(5΄untranslated regions, 5΄ UTR). Το µέσο µήκος των 5΄ UTR είναι 100 µε 220 νουκλεοτίδια [112]. Οι 5΄ 

UTR  περιλαµβάνουν  cis στοιχεία  που  συµµετέχουν  στη µετα-µεταγραφική ρύθµιση της γονιδιακής 

έκφρασης και  την αναγνώριση του mRNA από το ριβόσωµα. Tα cis στοιχεία των 5΄ UTR παίζουν κυρίως 

ρόλο στην ρύθµιση της απόδοσης της µετάφρασής του mRNA σε πρωτεΐνη. Επίσης, ρυθµίζουν την έξοδο 

του από τον πυρήνα, τον κυτταροπλασµατικό εντοπισµό, και τον χρόνο ηµιζωής του στο κυτταρόπλασµα. 

Αυτό το είδος ρύθµισης έχει ως στόχο την ταχύτατη απόκριση του κυττάρου σε αλλαγές, είναι πολύ πιο 

γρήγορο το να υπάρχουν έτοιµα και ανενεργά τα mRNA µέχρι να χρειαστεί η ολοκλήρωση της έκφρασής 

τους, παρά για κάθε αλλαγή να χρειάζεται να ξεκινήσει από την αρχή η γραµµή γονιδιακής έκφρασης.  

Αυτά cis στοιχεία είναι: η 5΄καλύπτρα, οι δευτεροταγής δοµές φουρκέτας, οι  θέσεις  πρόσδεσης  

ρυθµιστικών  trans παραγόντων, τα  ανοδικά  πλαίσια  ανάγνωσης, τα  ανοδικά  κωδικόνια  έναρξης  και  οι  

εσωτερικές θέσεις εισόδου του ριβοσώµατος.  

 Κάθε mRNA έχει  πάντα µόνο µία 5΄καλύπτρα  κατά  τα  άλλα µπορεί  να  έχει µια  ποικιλία  από  τα  

υπόλοιπα cιs στοιχεία. Ο κύριος ρόλος της 5΄ καλύπτρας είναι να διευκολύνει την πρόσδεση του mRNA 

στο ριβόσωµα. Αυτό  επιτυγχάνεται εν µέρει  µέσω των παραγόντων έναρξης της µετάφρασης οι οποίοι 

προσδένονται στην καλύπτρα και  στρατολογούν τη µικρή  υποµονάδα του ριβοσώµατος [113]. Άλλοι 

ρόλοι της 5΄καλύπτρας είναι να προστατεύουν το mRNA από  5΄-> 3΄ εξωνουκλεολυτική διάσπαση, αλλά 

και να επάγουν την πολυαδενυλίωση το µάτισµα και την εξαγωγή του mRNA από τον πυρήνα [114,115]. 

  Οι δευτεροταγής δοµές φουρκέτας έχουν ως µοναδικό ρόλο την αρνητική ρύθµιση της 

µετάφρασης και βρίσκονται συνήθως σε µετάγραφα γονιδίων που κωδικοποιούν πολύ σηµαντικές (και 

επικίνδυνες αν υπερεκφραστούν) ρυθµιστικές πρωτεΐνες όπως οι µεταγραφικοί παράγοντες και τα 

πρωτοογκογονίδια. Η έκταση, η περιεκτικότητα σε γουανίνες και κυτοσίνες και η απόσταση από την 

5΄καλύπτρα είναι παράγοντες που καθορίζουν τη σταθερότητα αυτών των δοµών [116,117,118]. Αυτές οι 

δοµές στελέχους-θηλιάς πολλές φορές αποτελούν θέση πρόσδεσης επιπρόσθετων trans αρνητικών 

ρυθµιστικών παραγόντων  [119]. 

  Οι θέσεις πρόσδεσης πρωτεϊνικών trans παραγόντων  και  αυτές  ρυθµίζουν  την µετάφραση  του  

mRNA βοηθώντας ή παρεµποδίζοντας την αναγνώρισή του από το ριβόσωµα [120]. Σε αυτές µπορούν να 

προσδεθούν συγκεκριµένοι για κάθε θέ ση θετικοί η  αρνητικοί ρυθµιστικοί παράγοντες. Ένα απλό 

παράδειγµα τέτοιου είδους ρύθµισης είναι η  καταστολή της µετάφρασης µεταγράφων  που  εκφράζουν 

ένζυµα που παίζουν ρόλο στο µεταβολισµό του σιδήρου από τα IRP1και IRP2. Όταν η  συγκέντρωση 

ιόντων σιδήρου είναι  χαµηλή  τα  IRP1και IRP2 προσδένονται στο αντίστοιχο cis στοιχείο   IRE (iron 
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response element) έτσι µπλοκάρεται στερικά η αναγνώριση της 5΄καλύπτρας από το ριβόσωµα ή 

διακόπτεται η σάρωση του ριβοσώµατος πριν φτάσει στο κωδικόνιο έναρξης ανάλογα µε την απόσταση 

του IRE από την καλύπτρα. Όταν αυξηθεί η συγκέντρωση σιδήρου τότε είναι συνετό πια για το κύτταρο 

να παράγει αυτές τις πρωτεΐνες και έτσι ο σίδηρος προσδένεται στα ΙRP1&2 και µειώνει δραστικά την 

συγγένειά τους για το IRE, έτσι τα mRNA αυτά είναι ελευθέρα πια να εκφραστούν[181].  

 Τα ανοδικά πλαίσια ανάγνωσης και τα ανοδικά κωδικόνια έναρξης  (upstream reading frame 

uORF, upstream start codon uAUG ) όπως υπαινίσσεται το όνοµά τους είναι ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης 

και κωδικόνια έναρξης που  βρίσκονται ανοδικά του κυρίου πλαισίου ανάγνωσης του µεταγράφου. Τα 

uORF όπως και τα κανονικά πλαίσια ορίζονται από ένα κωδικόνιο έναρξης και ένα λήξης αλλά µπορούν 

και να µεταφραστούν. Η διαφορά τους προφανώς είναι ότι τα κύρια πλαίσια ανάγνωσης έχουν 

λειτουργικό σε αντίθεση µε τα uORF που έχουν καθαρά ρυθµιστικό ρόλο. Τα uORF θεωρείται οτι έχουν 

σχεδόν πάντα αρνητική ρυθµιστική δράση [122] αν και έχουν βρεθεί ελάχιστες εξαιρέσεις [123,124]. Ο 

πιο αποδεκτός µηχανισµός δράσης των uAUG είναι ότι µάλλον  δρουν σα δολώµατα για το ριβόσωµα. Η 

µικρή υποµονάδα του ριβοσώµατος προσδένεται στην καλύπτρα και µετακινείται 5΄προς 3΄µέχρι να βρει 

κωδικόνιο έναρξης, µε αυτό τον τρόπο το uAUG αναγνωρίζεται  πρώτο  και  ανταγωνίζεται  το  κωδικόνιο  

έναρξης που βρίσκεται καθοδικά. Τα uORF δρουν µε  παρόµοιο  τρόπο µιας  και  αυτά  έχουν  κωδικόνιο  

έναρξης, η διαφορά µε τα uAUG ως  αναφορά  το µηχανισµό  ρύθµισης  είναι  ότι µεταφράζονται  και  τα  

πεπτίδια που παράγονται σταµατούν το ριβόσωµα στο τέλος του uORF αναγκάζοντάς το να αποδεσµευτεί 

[125]. 

 Οι εσωτερικές θέσεις εισόδου του ριβοσώµατος (Internal Ribosome Entry Sites, IRES) είναι cis 

στοιχεία που βρίσκονται συνήθως κοντά στο κωδικόνιο έναρξης και µπορούν να προσελκύσουν το 

ριβοσώµα κατευθείαν στη θέση τους παρακάµπτοντας την 5΄ καλύπτρα. Αυτά τ α στοιχεία αρχικά 

ανακαλυφθήκαν στα µετάγραφα των πολιοιών [126] και σε µια µετέπειτα µελέτη επίσης βρέθηκε ότι τα 

ιικά µετάγραφα που περιείχαν IRES µπορούσαν  να  προσελκύσουν  τα  κυτταρικά  ριβοσώµατα  πολύ  πιο  

αποτελεσµατικά σε σχέση µε τα κυτταρικά µετάγραφα [127]. Μια άλλη µελέτη έδειξε ότι περίπου το 

10%-15% των ευκαριωτικών mRNAs περιέχουν  λειτουργικά  IRES και µε  αυτό  τον  τρόπο µπορούν  να  

µεταφραστούν ανεξάρτητα από την καλύπτρα. Η συγκεκριµένη µελέτη επίσης έδειξε ότι ο πιο πιθανός 

ρόλος των κυτταρικών µεταγράφων που περιέχουν IRES είναι   να  δίνουν  την  ικανότητα  να  

µεταφράζονται φυσιολογικά κάτω από καταστάσεις stress [128]. Επίσης  έχει  βρεθεί  ότι  τα  ιικά  IRES 

σχηµατίζουν συγκεκριµένες δευτεροταγής δοµές οι οποίες είναι απαραίτητες για τη λειτουργία τους 

[129]. Τέλος δύο πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι όπως και τα περισσότερα cis στοιχεία  για  να  δράσουν  

είναι απαραίτητη η πρόσδεση  trans παραγόντων [130,131]   
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Εικόνα 29. Οι 6 γνωστές κατηγορίες cis ρυθµιστικών  στοιχείων  που  βρίσκονται  στις 5΄ µη µεταφραζόµενες 

περιοχές. (Araujo et. al. 2012) 

 

 

1.3 Η ρυθµιστική δράση των εναλλακτικών 5΄αµετάφραστων περιοχών 
 Το 12% των ανώτερων ευκαρυωτικών  γονιδίων εκφράζουν εναλλακτικά 5΄ UTR µέσω  

εναλλακτικού µατίσµατος [134] και το 10%-18% µέσω εναλλακτικών υποκινιτών, η πλειονότητα αυτών 

των γονιδίων εκφράζει ρυθµιστικές πρωτεΐνες   [132,133]. Ο ευκαρυωτικός  οργανισµός µπορεί να  

εκφράζει κάτω από διαφορετικές συνθήκες µετάγραφα που έχουν εναλλακτικά 5΄ UTR, µε αυτό τον 

τρόπο µπορεί να  ελέγξει λεπτοµερώς την απόδοση αλλά  και  τις  συνθήκες  κάτω  από  τις  οποίες  θα  

µεταφραστεί το µετάγραφο ως απόκριση σε αυτές, αυτές οι δύο µεταβλητές καθορίζονται σε µεγάλο 

βαθµό από  τις αλληλεπιδράσεις cis στοιχείων  στα  UTR και  trans παραγόντων. Πιστεύεται ότι η  

στρατηγική του κυττάρου ε ίναι να είναι πάντα προετοιµασµένο για τις  πιθανές αλλαγές που µπορεί να 

συµβούν. Με αυτή τη λογική το κύτταρο µπορεί να εκφράσει µια σειρά από εναλλακτικά µετάγραφα µε 

διαφορετικά 5΄ UTR (και/ή 3΄)  ώστε  να  καλύπτει  πολλές  πιθανότητες  αλλαγής  ώστε  να  αποκριθεί 

γρήγορα και αποτελεσµατικά στην αλλαγή. Συγκεκριµένα µετάγραφα µεταφράζονται κάτω από 

συγκεκριµένες κυτταρικές συνθήκες  µέσω των trans παραγόντων που ενεργοποιούνται ως απόκριση σε 

αυτές. Αυτοί οι παράγοντες προσδένονται στα αντίστοιχα cis στοιχεία συγκεκριµένων  εναλλακτικών  

UTR προωθώντας  αλλά  και  παράλληλα  ρυθµίζοντας  την  απόδοση  της µετάφρασής  τους. Τα µετάγραφα  

που δεν θα  στρατολογήσουν τους αντίστοιχους trans δεν θα  µεταφραστούν και θα  παραµείνουν αδρανή 

στο κυτταρόπλασµα µέχρι να αλλάξουν η συνθήκες κάτω από τις οποίες χρειάζεται η έκφρασή τους ή θα 

αποικοδοµηθούν [182]. Αν  διαταραχθεί  η  λεπτή  ποιοτική  ή  η  ποσοτική  ισορροπία  έκφρασης  

εναλλακτικών µεταγράφων είδαµε παραπάνω ότι τα αποτελέσµατα µπορεί να είναι καταστροφικά για το 

κύτταρο ή  και γ ια τον οργανισµό τα µετάγραφα µε εναλλακτικά 5΄ UTR δεν  αποτελούν  εξαίρεση. Ένα  

καλό παράδειγµα είναι η  απορρύθ µιση της έκφρασης  δύο εναλλακτικών µεταγράφων του 

ογκοκατασταλτικού γονιδίου BRCA1 στον καρκίνο του µαστού. Τα δύο αυτά εναλλακτικά µετάγραφα 

εκφράζονται από εναλλακτικό υποκινιτή και διαφέρουν στο 5΄ UTR τους, το ένα έχει εκτεταµένο 5΄ UTR 

το άλλο έχει πολύ µικρότερο. Το µακρύ µετάγραφο περιέχει στο UTR του µια σειρά από ισχυρά αρνητικά 
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cis στοιχεία (uAUGs) ενώ το βραχύ έχει πολύ λιγότερα. Στον καρκίνο του µαστού συνήθως εκφράζεται 

µόνο το µακρύ µετάγραφο το οποίο  µεταφράζεται ελάχιστα  και έτσι αδυνατεί να αναστείλει την 

κυτταρική διαίρεση [135]. 

 

 

 

1.4 Η αποαδενυλάση PARN  

 
Η PARN είναι µια 3 -́5΄αποαδενυλάση, δηλαδή µια ριβονουκλεάση που  η  ενζυµική της δράση 

είναι η αποικοδόµηση  πολυ(Α) ουρών  µεταγράφων µε  κατεύθυνση 3΄προς 5΄. Για  να  πραγµατοποιήσει  

τη δράση της χρειάζεται να αναγνωρίσει και να προσδεθεί στην 3΄ πολυ(Α) ουρά  και  στην 5  ́καλύπτρα 

[137] και  χρειάζεται να υπάρχει µία ελεύθερη 3΄υδροξυ ο µάδα στο RNA-στόχο [136]. Αξίζει να 

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

πολυ(Α) ουρά και στην 5΄καλύπτρα.  Η PARN χρειάζεται να οµοδιµεριστεί για να είναι δραστική δηλαδή 

δύο πρωτείνες  PARN χρειάζεται να συνδέθούν µε δισουλφιδικούς δεσµούς [136].  

          Υπάρχουν  δύο γνωστές λειτουργικές ισοµορφές της PARN µια µεγάλη µήκους 639 αµινοξέων  

και µοριακού βάρους 74 kilodalton [138,140] και µια 54kd, η βραχύτερη πιστεύεται ότι προκύπτει  από 

την πρωτεόλυση  της  ισοµορφής  πλήρους µήκους[140], αυτές οι δύο ισοµορφές επίσης έχει βρεθεί ότι 

έχουν διαφορετικό κυτταρικό εντοπισµό η 74 µεταφέρεται στον πυρήνα ενώ η 54 παραµένει  στο  

κυτταρόπλασµα [140].  

 H PARN ανήκει στην οικογένεια νουκλεασών DEDD και πιο συγκεκριµένα στην υποοικογένεια 

DEDDh. Οι DEDD ριβονουκλεάσες  συµπεριλαµβάνουν  DNAσες και RNAσες που το καταλυτικό τους 

κέντρο ορίζεται από τέσσερα όξινα αµινοξέα που είναι κατανεµηµένα µεταξύ των τριών χαρακτηριστικών 

µοτίβων  Exo1-3 [141]. Μεταξύ αυτ ών των τεσσάρων αµινοξέων στην τριτοταγή δοµή του ενζύµου 

δεσµεύονται δύο δισθενή ιόντα  Mg που  είναι  απαραίτητα  για  την  καταλυτική  δράση. Αυτά  τα  τέσσερα  

συντηρηµένα αµ ινοξέα που χαρακτηρίζουν την οικογένεια ενζύµων DEDD περιλαµβάνουν  τρία  

ασπαρτικά οξέα  (D) και ένα γλουταµινικό (E). Η οικογένεια DEDD χωρίζεται σε δύο υποοικογένειες τη 

DEDDy DEDDh ανάλογα µε  το  πέµπτο  συντηρηµένο  αµινοξύ, το  οποίο  είναι  απαραίτητο  για  την  

ενεργοποίηση ενός µορίου νερού ή υδροξειδίου κατά την υδρόλυση του φωσφοδιεστερικού δεσµού 

µεταξύ δύο νουκλεοτιδίων [142]. Αυτό το αµινοξύ µπορεί να ΄ναι τυροσίνη (y) ή  ιστιδίνη (h), η ιστιδίνη 

337 (His337) πιστεύεται ότι  τελεί τον παραπάνω ρόλο [136]. 

 H αλληλουχία  της  PARN χωρίζεται  σε  τρείς  περιοχές (επικράτειες, domains),  την περιοχή 

νουκλεάσης (1-177) και (246- 391) και δύο περιοχές µε RNA-συνδεόµενες ιδιότητες την R3H (178-245) 

και  RRM (437-510). Η  περιοχή νουκλεάσης  περιέχει  τα  τέσσερα  καταλυτικά  αµινοξέα  (Asp28, Glu30, 
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Asp 292, Asp 382  και παίζει σηµαντικότατο ρόλο στη δοµή του ενεργού κέντρου[136]. Η περιοχή R3H 

έχει βρεθεί ότι παίζει ρόλο στην πρόσδεση του ενζύµου µε το υπόστρωµά του την πολυ(Α) [136] ουρά 

ενώ η RRM έχει  διπλό  ρόλο µιας  και  απαιτείται  για  την  πρόσδεση  στην 5΄καλύπτρα  αλλά  και  για  την  

πρόσδεση στην πολυ(Α) ουρά [143]. Επίσης έχει προταθεί η RRM επικράτεια  να  σταθεροποιεί  την  

συνολική τρισδιάστατη δοµή της PARN [144]. 

 

 
Εικόνα 30.  Σχηµατική αναπαράσταση των περιοχών (domains) της ανθρώπινης αποαδενυλάσης PARN (639 αα), 

όπου µε πράσινο χρώµα αναπαρίσταται η περιοχή ριβονουκλεάσης, µε µπλε η περιοχή R3H, µε κόκκινο η περιοχή 

RRM, και µε λευκό η µη συντηρηµένη καρβοξυτελική περιοχή. Αναπαρίστανται επίσης και τα λειτουργικώς 

σηµαντικότερα αµινοξέα της πρωτεΐνης (Virtanen et al., 2013) 

 

Η PARN συµµετέχει  σε µια  σειρά  κυτταρικών  αποκρίσεων. Για  παράδειγµα, έχει  δειχθεί  ότι  η  

PARN εµπλέκεται  σε  κυτταρική  απόκριση  στο  στρες [145], στην  αποικοδόµηση  των  πολλαπλά  

µατισµένων HIV-1 mRNAs κατά  τη µόλυνση  από  HIV-1 [146]. Επίσης, έχει προταθεί ως ένας πιθανός 

δείκτης της καρκινικής ανάπτυξης [147]. 

Η ρύθµιση της στόχευσης και της δραστικότητας της PARN φαίνεται  να  επιτελείται  από  cis-δραστικά 

στοιχεία, όπως είναι τα στοιχεία AU και  GU [148]. Στα  στοιχεία  αυτά, προσδένονται  διάφοροι  trans 

RNA-συνδεόµενοι παράγοντες, οι οποίοι  στρατολογούν,  ενισχύουν ή αναστέλλουν τηn  PARN[148]. 

Πολλά mRNAs που  περιέχουν  συγκεκριµένα  cis  στοιχεία  όπως  τα  ARE (πλούσια  σε  AU κατάλοιπα), 

αποτελούν πρωτο-ογκογονίδια (π.χ. c-myc, c-fos και  c-jun), κυτταροκίνες (π.χ. TNFa), χυµοκίνες, 

αυξητικοί παράγοντες και ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου [153].Τα εν λόγω mRNAs, ρυθµίζονται από 

τις ARE-συνδεόµενες πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν εµπλακεί σε διεργασίες δρώντας ως ενεργοποιητές ή 

πρωτεΐνες στρατολόγησης της PARN. Επίσης η PARN εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα αλλά µπορεί και 

να  µετακινείται µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος [149,150]  στον πυρήνα, βρίσκεται σε µεγάλες 

ποσότητες στα nucleoli and Cajal bodies [151] αλλά συµµετέχει επίσης και στην επεξεργασία µη-κωδικών 

µορίων RNA, όπως είναι τα µικρά nucleolar RNAs (snoRNAs) και τα µικρά Cajal body RNAs (scaRNAs) 

[151]. Τα snoRNAs και τα scaRNAs είναι κρίσιµα για την τροποποίηση µη-κωδικών µορίων, όπως είναι 

τα ριβοσωµικά rRNAs και τα µικρά U πυρηνικά snRNAs του spliceosome[152].  
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1.5  Η ρυθµιστική δράση των miRNAs  
Εκτός από την καλά τεκµηριωµένη και επαρκώς ερευνηµένη αρνητική µετα-µεταγραφική 

ρυθµιστική δράση που  εξασκούν τα miRNAs πάνω  στα   mRNAs στοχεύοντας  πάνω  στην 3 ÚTR των  

τελευταίων, πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει ότι τα   miRNAs έχουν  και  θετική  ρυθµιστική  ικανότητα  

αλλά και ότι µπορούν να στοχεύσουν  στην 5΄UTR [154] αλλά  και  στην  κωδική  περιοχή  των  mRNA 

[155].   

Όλες οι γνωστές ρυθµιστικές δράσεις των miRNAs διεκπεραιώνονται µε  τη  βοήθεια   RNA 

συνδεόµενων πρωτεϊνών. Τα miRNAs δηµιουργούν  ριβονουκλεοπρωτεϊνικά  σύµπλοκα µε  αυτές  τις  

πρωτεΐνες, τα οποία στη συνέχεια στοχεύονται  σε συγκεκριµένα cis ρυθµιστικά  στοιχεία  των  ώριµων  

mRNAs. Η στόχευση αυτών των miRNPs γίνεται  αποκλειστικά  από  το  miRNA το  οποίο  δηµιουργεί  

δεσµούς Watson-Crick µε  συγκεκριµένα  cis ρυθµιστικά  στοιχεία  των  ώριµων  mRNAs τα  οποία  είναι  

συµπληρωµατικά συνήθως µε µια περιοχή στο 5΄άκρο του miRNA, γνωστή ως  περιοχή seed (seed 

region). Το αποτέλεσµα της πρόσδεσης του miRNP στο  mRNA στόχο  εξαρτάται  κυρίως  από την 

πρωτεϊνική σύστασή του, την θέση και τον τύπο cis ρυθµιστικού  στοιχείου  που  θα  προσδεθεί  και  από  

βαθµό συµπληρωµατικότητας της 5΄περιοχής seed µε  το  cis ρυθµιστικό  στοιχείο. Μέχρι  στιγµής  τα  

γνωστά πιθανά αποτελέσµατα πρόσδεσης των  miRNP στα  mRNA στόχο είναι: η άµεση τ µήση και 

αποικοδόµηση του mRNA, η καταστολή ή ενεργοποίηση της µετάφρασής του και η αποαδενυλίωσή του 

µέσω στρατολόγησης αποαδενυλασών. 

 Όταν η 5΄ περιοχή seed του  miRNΑ είναι πλήρως συµπληρωµατική µε την περιοχή πρόσδεσής 

του στο mRNA στόχο  τότε  το  miRNP miRISC καταλύει  την  ενδονουκλεολυτική  κοπή  του. Το miRISC 

αποτελείται από  µία AGO πρωτεΐνη  και  την  GW1826 που  αλληλεπιδρά µε την AGO [183]. Οι AGO 

πρωτεΐνες περιέχουν τρείς επικράτειες, τις PAZ, MID και  PIWI7. Η ΡΑΖ προσδένει το 3΄-άκρο του 

miRNA. Η διεπιφάνεια µεταξύ MID-PIWI παρέχει την σχισµή πρόσδεσης της 5΄περιοχή seedς (Boland et 

al. 2011). Η επικράτεια PIWI καταλύει  την  ενδονουκλεολυτική  διάσπαση  του  mRNA-στόχου, δρώντας 

εξειδικευµένα σε θέση που απέχει 10 νουκλεοτίδια από το 5΄-άκρο του miRNA, αφήνοντας το miRNA 

άθικτο για άλλον έναν γύρο διάσπασης. 

 Τα miRNAs µπορούν  να  αναστείλουν  τη µετάφραση  των  mRNA-στόχων, Η καταστολή της 

µετάφρασης από τα miRNAs µπορεί να λάβει χώρα κατά την φάση της έναρξης [184], ή κατά τη διάρκεια 

των επόµενων σταδίων της µετάφρασης. 

 Τέτοιοι µηχανισµοί περιλαµβάνουν την αναστολή της µετάφρασης µπλοκάροντας διεργασίες που 

εξαρτώνται από την καλύπτρα, όπως η προσέλκυση της 40S ριβοσωµικής υποµονάδας  στην 5΄καλύπτρα, 

ή η  αναστολή της πρόσδεσης του παράγοντες έναρξης (eIFs)  µε την καλύπτρα Το let-7 καταστέλλει  

έµµεσα την µετάφραση στοχεύοντας το miRISC στο mRNAs και πυροδοτώντας έτσι την αποαδενυλίωση. 

Με αυτό τον τρόπο αναστέλλεται η αλληλεπίδραση µεταξύ της 5΄καλύπτρας και της πολυ(Α) ουράς  

[194]. Επίσης δείχθηκε ότι το σύµπλοκο miRISC µπορεί  να  εµποδίσει  τη  λειτουργία  του  παράγοντα  
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έναρξης eIF4E, ή να παρεµβάλλεται σε προγενέστερο βήµα της αλληλεπίδρασης µεταξύ των eIF4E - 

eIF4G κατά την έναρξη της µετάφρασης [185].  

 Η σύνδεση ανάµεσα στο miRISC σύµπλοκο και την αποαδενυλίωση διαµεσολαβείται από  την 

πρωτεΐνη GW182, η  οποία λειτουργεί ως: α ) πλατφόρµα που  στρατολογεί αποαδενυλάσες  ένας  

συνενεργοποιητής αποαδενυλάσης, καθώς αλληλεπιδρά ανεξάρτητα µε τα σύµπλοκα αποαδενυλίωσης 

PAN2-PAN3 (PAN) και CCR4-NOT προωθώντας  σταδιακή  αφαίρεση  των  πολυ(Α) ουρών  των  mRNA-

στόχων [186]. 

 Μετά την ανακάλυψη των microRNA και   siRNA, ο µείζων  ρόλος  τους  στην  αρνητική µετα-

µεταγραφική ρύθµιση και οι µηχανισµοί που εµπλέκονται σύντοµα έγιναν προφανής. Από την άλλη 

πλευρά η θετική ρύθµιση από microRNAs είναι ένα σχετικά καινούριο και λιγότερο ερευνηµένο πεδίο. Η 

πρώτη έρευνα που  έδειξε την θετική ρυθ µιστική ικανότητα των  microRNA έγινε  πάνω  στον  ιό  της  

ηπατίτιδας γ όπου βρέθηκε ότι η έκφραση του κυτταρικού miR-1221 έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της 

έκφρασης του ιικού γονιδιώµατος [187,188]. Αυτό το ενδιαφέρον αποτέλεσµα έστρεψε αρκετούς 

ερευνητές στην προσπάθεια για την ανακάλυψη και την διερεύνηση της άµεσης και έ µµεσης θετικής 

ρυθµιστικής δράσης των  microRNA. Αυτές οι έρευνες σύντοµα στεφθήκαν από επιτυχία και έδειξαν ότι 

τα microRNA άµεσα µπορούν  να  επάγουν  τη µετάφραση  συγκεκριµένων  mRNA κάτω  από  

συγκεκριµένες συνθήκες.  

 Πιο συγκεκριµένα δείχθηκε ότι σε κύτταρα που βρίσκονται στην G0 φάση του κυτταρικού 

κύκλου, ορισµένα  microRNPs που  περιέχουν  AGO2 µπορούν να ενεργοποιήσουν τη µετάφραση 

συγκεκριµένων συνθετικών µεταγράφων δεικτών που περιλαµβάνουν UTRs που περιέχουν συγκεκριµένα 

cis ρυθµιστικά  στοιχεία  ενωµένα µε  το  πλαίσιο  ανάγνωσης  του  GFP [189,190]. Επόµενες µελέτες πάνω 

σε ένα συγκεκριµένο είδος cis ρυθµιστικού  στοιχείου  στην 5΄  UTR  φυσιολογικών  mRNAs  έδειξαν  ότι  

µια σειρά από microRNA µπορούν να προσδεθούν στην 5΄ τερµατική επικράτεια πυριµιδινών (5΄ terminal 

oligopyrimidine tract 5΄ TOP) και να επάγουν τη µετάφραση αυτών των mRNA, π.χ. βρέθηκε ότι το miR-

145  προσδένεται και επάγη την µετάφραση του  mRNA της µυοκαρδίνης   [191.Έτσι εδραιώθηκε η 

ύπαρξη αυτής της καινούριας δράσης των microRNAs και  ως  επι τω  πλείστο   οι  επόµενες µελέτες  που  

ακολούθησαν εξέταζαν το µηχανισµό αυτού του καινούριου θετικού τρόπου ρύθµισης.   

 Έτσι βρέθηκε ότι τα microRNPs που  συµµετέχουν  στη  θετική  ρύθµιση  περιλαµβάνουν  

διαφορετικές πρωτεΐνες από τα microRNPs που  είναι  αποδεδειγµένο  ότι  έχουν  αρνητική  δράση. Η  πιο  

µεγάλη διαφορά στην πρωτεϊνική σύσταση αυτών των δύο τάξεων microRNPs είναι  ότι  ποτέ  τα  θετικά  

microRNPs ποτέ  δεν  περιλαµβάνουν  την  GW182 [189,190]  υπογραµµίζοντας  τον  θεµελιώδη  ρόλο  που  

κατέχει αυτή η πρωτεΐνη στην µεταφραστική αποσιώπηση. Επίσης έχει βρεθεί και το αντίστροφο, δηλαδή 
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
1 Γενικά, τα microRNAs αναφέρονται ως miRNAs. Ως miR χαρακτηρίζεται το microRNA του οποίου η ύπαρξη έχει 
επιβεβαιωθεί πειραµατικά, ως mir αναφέρονται οι πρόδροµες µορφές του, pre-miRNA και pri-miRNA, ενώ ως MIR 
αναφέρεται το γονίδιο που το κωδικοποιεί. Το πρόθεµα miR (ή mir) ακολουθείται από µια παύλα και έναν αριθµό, 
π.χ. miR-122.  
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ότι τα θετικά microRNPs συνήθως περιέχουν πρωτεΐνες που δεν απαντώνται στα αρνητικά όπως η  FXR1 

(Fragile X mental retardation protein 1) τέτοιες  πρωτεΐνες  θεωρείται  ότι  έχουν   δράση  θετικού  τελεστή.   

Επίσης τα θετικά microRNPs έχει  βρεθεί  ότι µπορούν να  περιέχουν συγκεκριµένες ισοµορφές της 

πρωτεΐνης AGO δηλαδή τις  AGO2, xlAGO και  dAGO2, ενώ τα microRNPs µε  αρνητική  ρυθµιστική  

δράση µπορούν να τις χρησιµοποιήσουν όλες.  [189,190]. Τέλος το πιο χαρακτηριστικό και το πιο 

ενδιαφέρων γνώρισµα της θετικής ρύθµισης είναι ότι τα mRNA στόχοι τις περισσότερες βρίσκονται υπό 

την αρνητική ρύθµιση σχετικά σπάνιων τύπων και συνδυασµών Cis ρυθµιστικών  στοιχείων  όπως  τα  

IRES και 5΄  TOP επίσης  έχουν  βρεθεί  στόχοι  που  να µην  έχουν  πολυ(Α) ουρά. Αρκετά  από  αυτά  τα  

mRNA εκφράζονται αποκλειστικά σε πολύ συγκεκριµένες συνθήκες όπως στη G0 σε κατάσταση stress, ή  

στα γαµετικά κύτταρα. Αυτά τα αποτελέσµατα καθιστούν προφανές ότι η θετική ρύθµιση της µετάφρασης 

από microRNPs συµβαίνει µόνο  σε  πολύ  συγκεκριµένες  καταστάσεις σε αντίθεση µε την αρνητική 

ρύθµιση που είναι πολύ πιο διαδεδοµένη[185,189,190] 

 

 Ένα εξαιρετικό παράδειγµα της θετικής ρύθµισης της µετάφρασης από  microRNP συµβαίνει  

στον εγκέφαλο και στα p19 κύτταρα. Το miR-346 στοχεύει πάνω στο εναλλακτικό 5΄ UTR ενός 

εναλλακτικού µεταγράφου του RIP140. Σε αυτό το microRNP όταν  έγινε  αποσιώπιση  της  AGO2 δεν 

επηρεάστηκε η επαγωγή της µετάφρασης γεγονώς που υποδηλώνει την ύπαρξη  επικαλυπτόµενης δράσης 

των θετικών  microRNP [192]. Ένα άλλο παράδειγµα αφορά τα mRNA πρωτεϊνών του ριβοσώµατος. 

Αυτά τα mRNA στις 5΄αµετάφραστες περιοχές τους έχουν 5΄ τερµατικές ολιγοπυριµιδινικές αλληλουχίες 

(5΄TOP) αυτές είναι πολύ αποτελεσµατικές στο να αναστέλλουν τη µετάφρασή τους µιας και 

δηµιουργούν σταθερότατες δευτεροταγείς δοµές που αναστέλλουν την έναρξη της µετάφρασης. Όταν 

εκφράζεται το miR-10a προσδένεται  αµέσως  καθοδικά  από  τέτοιες  δοµές  και  εξουδετερώνει  την  

κατασταλτική τους δράση αποσταθεροποιόντας την δευτεροταγή τους δοµή, µε αυτό τον τρόπο διεγείρει 

τη µετάφρασή τους [191].   
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1.6     Σκοπός εργασίας  
	
  

	
   Σκοπός της εργασίας είναι να συµβάλει στην αναζήτηση εναλλακτικών µεταγράφων του γονιδίου 

της PARN. Εφόσον εντοπιστούν τέτοια µετάγραφα να επιχειρηθεί µια πρώτη προσπάθεια κατανόησης της 

ρύθµισης της έκφρασης των. Στα πλαίσια αυτής της προσπάθειας έγινε βιοπληροφορική ανάλυση µε EST 

έτσι ώστε να αναγνωριστούν οι πιθανές θέσεις εναλλακτικού µατίσµατος της PARN, σχεδιάστηκαν 

εκκινητές PCR που   ελέγχουν  την  ύπαρξη  αυτών  των µεταγράφων  σε  δείγµατα   cDNA και  

πραγµατοποιήθηκε σάρωση µε αυτά τα ζεύγη εκκινητών σε δειγµατα cDNA που αποµονώθηκαν από 9  

διαφορετικές κυτταρικές σειρές. Αφού πραγµατοποιηθεί η αναγνώριση της έκφρασης των εναλλακτικών 

µεταγράφων στη συνέχεια θα ελεγχθούν οι κυτταρικές συνθήκες και η πιθανή εµπλοκή των miRNA  που 

πιθανώς θα  επηρεάζουν το προφίλ έκφρασής τους.  
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2 Υλικά – Μέθοδοι  

2.1 Κυτταρικές σειρές 
Μ14Κ Καρκινική σειρά κακοήθους πλευριτικού µεσοθηλιώµατος 
MCF7 Σειρά αδενοκαρκινώµατος του µαστού 
HELA Καρκινική σειρά τραχήλου της µήτρας  
NCI-H520 Πλακώδη κύτταρα καρκίνου του πνεύµονα 
MDA Κύτταρα καρκίνου  του  µαστού που  έχουν  συλλεχθεί  από  µετάσταση στον 

υπεζωκότα  
HEK Μη καρκινικά κύτταρα εµβρυικού νεφρικού ιστού 
EA.hy926 Καρκινική σειρά  που  έχουν  προέλθει  από  τη  σύντηξη  κυττάρων  οµφ άλιου 

λώρου µε Α549 κυττάρων του καρκίνου του πνεύµονα 
HEPG2 Κυτταρική σειρά του καρκίνου του ήπατος  
MET5A Καρκινική σειρά  που  έχει  προέλθει  από  την  εισαγωγή  και  υπερεκφραση  του 

πρώιµου αντιγόνου του ιού sv40 σε φυσιολογικά µεσοθηλιακά κύτταρα 
 

2.2 Αποµόνωση ολικού RNA µε  το  πρωτόκολλο  Tri Reagent της  Sigma 
Aldrich. 

Για το παρακάτω πρωτόκολλο χρειάζεται να αποστειρωθεί το περιβάλλον που θα γίνει το πείραµα 
και τα εργαλεία, τον πάγκο και τις πιπέτες τις αποστειρώνω µε αιθανόλη και χρησιµοποιώ φρέσκα 
αποστειρωµένα  tips. 

1. Φυγοκεντρούµε το δείγµα καρκινικών κυττάρων στα 3000g για  τρία  λεπτα  σε  θερµοκρασία  4C τα  
κύτταρα καθιζάνουν στο πάτο του tube, απορρίπτουµε το υπερκείµενο. 

2. Προσθέτουµε 1 όγκο αντιδραστηρίου TRI (1 όγκος = 1ml) και πιπετάρω για να λυθούν ήπια τα κύτταρα 
3. Προσθέτουµε 0.1 όγκους 1-βρωµο-3χλωροπροπάνιο το οποίο δεσµεύεται στα νουκλεικά οξέα  και  
κάνουµε  Vortex για 15 δευτερόλεπτα. 

4. Επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 15 λεπτά για να προσδεθεί το 1-βρωµο-3χλωροπροπάνιο στο 
RNA. Με τον τρόπο αυτό γίνεται διαχωρισµός των φάσεων, κατά τον οποίο το ολικό RNA µεταπίπτει  
στην υδατική φάση, ενώ οι πρωτεΐνες στην οργανική. 

5. Φυγοκεντρούµε στα 12000g για 15 λεπτά  στους 4 C.  
6. Τα νουκλεικά οξέα διαχωρίζονται από τις πρωτεΐνες και εµφανίζονται στην υδατική φάση την οποία 

µεταφέρουµε σε άλλο tube. 
7. Προσθέτουµε 0.5 όγκους 2-προπανόλης η  οποία µειώνει τη διαλυτότητα του RNA στο  νερό  και  
αναδεύουµε  καλά µε την πιπέτα.  

8. Επωάζουµε σε θερµοκρασία δωµατίου 10 λεπτά. 
9. Φυγοκεντρούµε στα 10000 g  για 10 λεπτά στους 4 C για να καθιζάνει το RNA 

10. Απορρίπτουµε  το υπερκείµενο προσεκτικά. 
11. Προσθέτουµε 2 όγκους αιθανόλη 75% η αιθανόλη.   
12. Επωάζουµε στους -20 C για 20 λεπτά ώστε να µειωθεί περεταίρω η διαλυτότητα του RNA στο νερό και 

µετά αναδεύουµε το RNA µε vortex . 
13. Φυγοκεντρούµε στα 12000 g για 5 λεπτά στους 4  C για να καθιζάνει το RNΑ σαν  ίζηµα. 
14. Με εξαιρετική προσοχή αφαιρούµε το υπερκείµενο. 
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15. Στεγνώνουµε το  ίζηµα  αφήνοντας  ανοιχτό  το  tube µέσα  στο  Hood αφού  πρώτα  το  έχουµε αποστειρώσει  
µε  UV, προσέχουµε ώστε  να µην  στεγνώσει εντελώς  γιατί µετά  θα  είναι  πολύ δύσκολο να το 
επαναδιαλύσουµε. 

16. Επωάζουµε το ίζηµα στο  heat block για 2 λεπτά στους 55 C. 
17. Επαναδιαλύουµε το RNΑ σε ενέσιµο νερό και το αποθηκεύουµε στους -80 οπού µπορεί να διατηρηθεί για 
περίπου 6 µήνες. 
                                                
Υλικά-Αντιδραστήρια 
• TRI Buffer 
• 1-βρωµο-3χλωροπροπάνιο (Merck) 
• Αιθανόλη (Sigma) 
• 2-προπανόλη (Merck) 

 

2.3 Αποµόνωση ολικού RNA και πρωτεΐνών µε kit (nucleospin Triprep, 
Macherey Nagel) 

 

Εικόνα 31. Γενικό σχήµα αποµόνωσης και δ ιαχωρισµού, DNA, RNA και πρωτεϊνών (Triprep, 
Macherey-Nagel) 

1. Φυγοκεντρούµε το δείγµα καρκινικών κυττάρων στα 3000g για τρία λεπτα σε θερµοκρασία 4oC τα 
κύτταρα καθιζάνουν στο πάτο του tube, απορρίπτουµε το υπερκείµενο. 

2. Προσθέτουµε 350µl αντιδραστηρίου   RP1 και   3.5µl β-µερκαπτοαιθανόλης, το RP1  λύει τα 
κύτταρα µέσω ωσµωτικού shock και  η  β-µερκαπτοαιθανόλη µετουσιώνει τις πρωτεΐνες 
καταστρέφοντας τους δισουλφιδικούς δεσµούς.  
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3. Μεταφέρουµε το  διάλυµα  στο  φίλτρο  που  έχει  τοποθετηθεί µέσα  σε  ένα  tube και φυγοκεντρούµε 
στα 11000g για 1 λεπτό στους 4 C. Με αυτό τον τρόπο τα κυτταρικά υπολείµµατα παραµένουν στο 
φίλτρο ενώ οι πρωτεΐνες και τα νουκλεικά οξέα το διαπερνούν και καταλήγουν µέσα στο tube. 

4. Απορρίπτουµε το φιλτρο και προσθέτω 350µl αιθανόλης ώστε να εξισορροπηθεί το διάλυµα  µε τη 
στήλη που θα χρησιµοποιήσουµε στη συνέχεια. 

5. Μεταφέρουµε το διάλυµα στη στήλη και φυγοκεντρούµε στα 11000g για 30 δευτερόλεπτα στους 4 
C τα νουκλεικά οξέα δεσµεύονται στη στήλη ενώ οι πρωτεΐνες τη διαπερνούν και καταλήγουν στο  
tube, το οποίο αποθηκεύουµε στους 4 C και συνεχίζουµε µε τον καθαρισµό τους αφού ολοκληρωθεί 
η αποµόνωση και ο καθαρισµός του RNA  .    

6. Προσθέτουµε στη  στήλη 500µl αντιδραστήριο  DNA wash και φυγοκεντρούµε στα 11000g για 1 
λεπτό στους 4 C, στη συνέχεια επαναλαµβάνουµε αυτό  το  βήµα µια  ακόµα  φορά. Το   DNA wash 
αποµακρύνει τα χαοτροπικά άλατα από τη στήλη. 

7. Στεγνώνουµε τη στήλη αφήνοντας ανοιχτό το καπάκι του tube για 3 λεπτά µέσα στο hood (αφού το 
έχω αποστειρώσει πρώτα) 

8. Προσθέτουµε 100 µl αντιδραστηρίου  DNA elute στη  στήλη  και  φυγοκεντρούµ ε για 1 λεπτό  στα  
11000g στους 4 C, έτσι το DNA προσδένεται στα συστατικά του αντιδραστηρίου και εκλούεται από 
τη στήλη στο tube, τώρα στη στήλη παραµένει µόνο το  RNA και ελάχιστο DNA . 

9. Προσθέτουµε 10 µl rDNAse και 90 µl rDNAse Reaction buffer και  επωάζουµ ε σε  θερµοκρασία  
δωµατίου για 15 λεπτά, σε αυτό το βήµα προσπαθούµε να εξαλείψουµε το DNA που  έχει  
παραµείνει στη στήλη. 

10. Προσθέτουµε 200 µl αντιδραστηρίου  RA2 και φυγοκεντρούµε στα  11000g για 30 δευτερόλεπτα  
στους 4 C στη  συνέχεια προσθέτουµε 600 µl αντιδραστηρίου  RA3 και φυγοκεντρούµε στις  ίδιες  
συνθήκες  τέλος προσθέτουµε 250 µl RA3 και και φυγοκεντρούµε για 2 λεπτά στα 11000g στους 4 
C. Οι δεοξυριβονουκλεάσες µπορούν να υδρολύσουν και να καταστρέψουν το RNA αν  
παραµείνουν π ολύ ώρα οπότε σε αυτό το βήµα  προσπαθούµε να απενεργοποιήσουµε την  
δεοξυριβονουκλεάση που έχει παραµείνει στη στήλη µε το RA2 και στη συνέχεια να την 
αποµακρύνουµε µε το RA3.  

11. Προσθέτουµε 60µl υπερκάθαρο νερό που δεν περιέχει ριβονουκλεάσες και φυγοκεντρώ για 1 λεπτό 
στα 11000g στους 4 C. Το RNA εκλούεται από τη στήλη 

 

12. Για τον καθαρισµό των πρωτεϊνών µεταφέρουµε 100 µl σε  καινούριο  tube και προσθέτουµε ένα 
όγκο αντιδραστηρίου Protein Precipitator στη  συνέχεια  επωάζουµε  σε  θερµοκρασία  δωµατίου  και  
µετά φυγοκεντρούµε στα 11000g  για 5 λεπτά. 

 
13. Οι πρωτεΐνες κατακρηµνίζονται και δηµιουργούν ένα ορατό ίζηµα, αφαιρούµε προσεκτικά το 

υπερκείµενο, προσθέτουµε 500µl 50% αιθανόλης και φυγοκεντρούµε στα 11000 g. Με αυτό τον 
τρόπο γίνεται η πλύση του ιζήµατος από προσµίξεις. 

 
14. Αφαιρούµε προσεκτικά το υπερκείµενο και αφήνουµε να στεγνώσει το ίζηµα επωάζοντας σε 

θερµοκρασία δωµατίου µε ανοιχτό το καπάκι του tube. 
 

15. Προσθέτουµε 100µl PSB-TCEP και επωάζουµε στο Heat block στους 95 oC για 3 λεπτά. Σε αυτό το 
στάδιο οι πρωτεΐνες γίνονται διαλυτές και µετουσιώνονται. Τέλος φυγοκεντρούµε στα 11000g για 1 
λεπτό και αποθηκεύουµε το υπερκείµενο στους -20 oC, το ίζηµα περιέχει αδιάλυτες πρωτεΐνες.  
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Υλικά 

Lysis Buffer RP1 
Buffer DNA Wash  
Buffer DNA Elute  
Wash Buffer RA2 
Wash Buffer RA3 
RNase-free H2O 
rDNase 
RNase-free water 
NucleoSpin® Filters 
NucleoSpin® TriPrep Columns 
Collection Tubes 
β-µερκαπτοαιθανόλη (Merck) 
PSB-TCEP 
Protein Precipitator 
 

2.3.1 Επιπρόσθετη πέψη µε δεοξυριβονουκλεάση και καθαρισµός µε Sodium 
Acetate Precipitation of Small Nucleic Acids της Life technologies  
 Επειδή ένα ζεύγος εκκινητών RTqPCR στοχεύει εντός ενός εξονίου η παραµικρή ποσότητα 
γενωµικού DNA που θα παραµείνει µπορεί να µας επηρεάσει τα αποτελέσµατα της  RTqPCR, οπότε 
αποφασίσαµε να επωάσουµε µία ακόµ α φορά µε δεοξυριβονουκλεάση rDNAse ώστε   να  είµαστε  
σίγουροι ότι το γενωµικό DNA έχει καταστραφεί ολοσχερώς σύµφωνα µε της οδηγίες του κατασκευαστή. 
Στη συνέχεια επαναλάβαµε τον καθαρισµό µε διαφορετικό πρωτόκολλο ώστε να απαλλαγούµε από τη 
rDNAse και τα συστατικά του Reaction Buffer . 

1. Προσθέτουµε 6µl Reaction Buffer 0.6 µl rDNAse στα 60µl διαλύµατος  RNA που  αποµονώσαµε  µε  
την παραπάνω διαδικασία. 

2. Επωάζουµε για 10 λεπτά στους 37 oC στο  heat block  ώστε να δράσει η δεοξυριβονουκλεάση. 
3. Προσθέτουµε 0.1 όγκους 3Μ οξικού νατρίου και ανακάτεβουµε καλά. Το αιθανικό νάτριο προσδένεται 

στο RNA και µειώνει τη διαλυτότητά του στο νερό. 
4. Προσθέτουµε 4 όγκους 100% αιθανόλης για να σχηµατιστεί υδρόφοβο περιβάλλον στο διάλυµα. 
5. Επωάζουµε στους -20 oC για 12 ώρες. 
6. Φυγοκεντρούµε στα 13200g για 30 λεπτά στους 4 oC ώστε να κατακρηµνιστεί το RNA  ως ίζηµα. 
7. Με µεγάλη προσοχή αφαιρούµε το υπερκείµενο. 
8. Προσθέτουµε  100µl 70% παγωµένης αιθανόλης που είχα αποθηκεύσει στους -80oC και ανακάτευουµε 

ήπια. Σε αυτό το στάδιο αποτελεί µία τελευταία πλύση του ιζήµατος RNA.  
9. Φυγοκεντρούµε στα 13200 g για 10 λεπτά στους 4 oC 
10. Με µεγάλη προσοχή αφαιρούµε το υπερκείµενο. 
11. Αφήνουµε το ίζηµα να στεγνώσει µέσα στο hood µε ανοιχτό το tube  
12. Τέλος επαναδιαλύουµε το RNA σε 40µl ενέσιµου νερού. 

Υλικά   

Οξικό νατρίο (Merck) 

Αιθανόλη   (Merck) 

Φωτοµετρήσαµε τα δειγµάτων για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης  RNA  µε  το  φωτόµετρο  
 BioPhotometer plus 
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2.4 Παραγωγή  cDNA  µε 1st strand cDNA kit (TAKARA)  
	
  

1. Αρχικά παρασκευάζουµε το πρώτο µείγµα της αντίδρασης 1 (mix 1)  

Oligo dT primer  1µl 
Δείγµα ολικού RNA  Προσθέτουµε ποσότητα  ανάλογα µε  τη  

συγκέντρωση του RNA δείγµατος 
dNTP mix 1µl 
V τελικό 10 µl 

 

Cell line V δείγµατος RNA, 
µl 

NCI-H520 8 
MCF7 3 
MET5A 8 
HEPG2 5 
EA.HY926 8 
M14K 3 
HEK 5 
HELA 8 
MDA  8 

 

2. Επωάζουµε για 5 λεπτά στους 65 C στο µηχάνηµα της PCR για να προσδεθεί ο Oligo dT primer στις  
πολυ(Α) ουρές των mRNA. 

3. Δηµιουργούµε το δεύτερο µείγµα αντίδρασης  

Mix 1  10 µl 
5x buffer 4 µl 

 RNAse inhibitor 0.5 µl 
Prime script reverse 
polymerase 

1 µl 

RNASe free H2O 14.5 µl 
4. Επωάζουµε στους 42 oC για µία ώρα ώστε να πραγµατοποιηθεί η αντίστροφη µεταγραφή. 

Επωάζουµε στους 95 oC για 5 λεπτά για να απενεργοποιηθεί η αντίστροφη µεταγραφάση.  
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    2.5 Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυµεράσης (PCR) 
Η  τεχνική της PCR χρησιµοποιήθηκε   προκειµένου  να  ενισχυθούν τµήµατα  του cDNA που  

αντιστοιχούν σε περιοχές που πιθανώς µατίζονται εναλλακτικά. Με τη PCR µπορεί  να  ενισχυθεί  ένα  

συγκεκριµένο τµήµα που µας ενδιαφέρει σε µεγάλες ποσότητες µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών, οι 

οποίοι υβριδοποιούνται εκατέρωθεν του τµήµατος cDNA στόχου. Οι υβριδοποιηµένοι εκκινητές 

λειτουργούν ως πρωταρχικά τµήµατα για τη δράση της DNA πολυµεράσης  και  έτσι  για  κάθε  αλυσίδα  

δηµιουργείται ένας συµπληρωµατικός κλώνος DNA µέσω  διαδοχικής  προσθήκης 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). 

 

       2.5.1 Στάδια της PCR  
Η  τεχνική της PCR βασίζεται στον επαναλαµβανόµενο κύκλο τριών σταδίων που περιγράφονται 

αναλυτικά στη συνέχεια.  

1. Στο πρώτο στάδιο πραγµατοποιείται η µετουσίωση του DNA στόχου κατά την οποία το δίκλωνο 

DNA µετατρέπεται  σε µονόκλωνο . Η µετουσίωση του DNA επιτυγχάνεται  συνήθως  σε  

θερµοκρασία 94-95 οC για 30 δευτερόλεπτα περίπου.  

2. Στο δεύτερο στάδιο πραγµατοποιείται ο υβριδισµός των κατάλληλων ολιγονουκλεοτιδικών 

εκκινητών µε την αλληλουχία στόχο. Ο υβριδισµός επιτυγχάνεται ανάλογα µε τη σύνθεση των 

βάσεων Α/Τ, G/C των εκκινητών σε θερµοκρασία 50-65 οC επί 20 δευτερόλεπτα έως 1 λεπτό.  

3. Το τρίτο στάδιο περιλαµβάνει την προσθήκη συµπληρωµατικών βάσεων δεοξυριβονουκλεοτιδίων 

στο 3΄ άκρο κάθε εκκινητή από  την  Taq DNA πολυµεράση  και  συνεπώς  την  επέκταση  της  

αλυσίδας του DNA. Η επέκταση των εκκινητών επιτυγχάνεται στους 72-74 οC επί 30 

δευτερόλεπτα έως 1 λεπτό ανάλογα µε το µέγεθος του προϊόντος PCR και της ποιότητας της Taq 

DNA πολυµεράσης. 

Πριν από τον πρώτο κύκλο, το DNA συχνά αποδιατάσσεται για 5 λεπτά ώστε να διασφαλιστεί ότι 

θα είναι µονόκλωνο ώστε  να µπορεί να υβριδιστεί µε τους µονόκλωνους εκκινητές. Επίσης, µετά το 

τέλος των κύκλων εφαρµόζεται ένα τελικό στάδιο επιµήκυνσης  για άλλα 5 λεπτά για να διασφαλιστεί ότι 

το DNA έχει αντιγραφεί επιτυχώς  σε όλο το µήκος του. 

Μια εκτέλεση των τριών αυτών σταδίων, αποτελεί 1 κύκλο της αντίδρασης PCR. Οι  εναλλαγές  

της θερµοκρασίας ανάµεσα σε κάθε κύκλο επιτυγχάνονται µε αυτοµατοποιηµένες συσκευές, τους 

θερµοκυκλοποιητές, οι οποίοι έχουν την ικανότητα να ανεβοκατεβάζουν τη θερµοκρασία µεταξύ των 

τριών προαναφεροµένων θερµοκρασιών. Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης συνήθως 
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πραγµατοποιείται επί 25-40 κύκλους, οπότε το τµήµα του DNA στόχου  πολλαπλασιάζεται   2n φορές  

(όπου n ο αριθµός των κύκλων). 

 

2.5.2 Αντιδραστήρια και συνθήκες της PCR 

 Η αντίδραση PCR ολοκληρώνεται  στο  ίδιο µείγµα  αντιδραστηρίων, για  το  οποίο  απαιτούνται: 

DNA στόχος, εκκινητές, τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια, ένζυµο Taq DNA πολυµεράση  και 

κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα pH ≈ 8.2 που  περιέχει  ιόντα  Mg++ απαραίτητα  για  την  ενζυµική  δράση  

της πολυµεράσης.  

Δείγµα DNA  

 Σε όλες τις αντιδράσεις PCR ως  δείγµα  χρησιµοποιείται  cDNA που  έχει  παραχθεί  από  την  

αντίστροφη µεταγραφή ολικού RNA. 

Εκκινητές (primers) 

Η επιλογή των εκκινητικών µορίων είναι θεµελιώδους σηµασίας για την επιτυχία της τεχνικής 

PCR. Τα εκκινητικά µόρια, καλό είναι  να έχουν παραπλήσιο αριθµό βάσεων G/C και   Α/Τ. Είναι  

εξαιρετικά σηµαντικό να έχουν παραπλήσια ή ακόµα καλύτερα την ίδια  θερµοκρασία τήξεως (Tm) (+/-1 

οC), να µην παρουσιάζουν συµπληρωµατικότητα στο 3’ ή  5΄ άκρο  τους, ώστε  να  αποφεύγεται  ο  

σχηµατισµός διµερών και η  απόστασή τους να είναι µεγαλύτερη των 100 βάσεων. Επίσης θα πρέπει να 

αποφεύγεται η  ενδοσυµπληρωµατικότητα των εκκινητών.  Ένα  επιθυµητό  Tm θα  πρέπει  να  κυµαίνεται  

µεταξύ 57-65 οC. Η ειδικότητα της αντίδρασης οφείλεται κατά µεγάλο ποσοστό στη θερµοκρασία 

υβριδισµού (Ta) των εκκινητικών µορίων. Συνήθως η θερµοκρασία υβριδισµού Ta, επιλέγεται να είναι 

κατά 3-5 οC µικρότερη του Tm των εκκινητών.  

 

Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) 

Στην αντίδραση PCR οι συγκεντρώσεις των dNTPs κυµαίνονται µεταξύ 50-200 µΜ. Υψηλότερες 

συγκεντρώσεις dNTPs µπορεί  να  προκαλέσουν  την  παραγωγή  παραπροϊόντων  από  την  πολυµεράση  και  

πρέπει ν’ αποφεύγονται. Τα dNTPs δεσµεύουν  τα  ιόντα   Mg2+ και  συνεπώς  το  ποσό  των  dNTPs 

προσδιορίζει και το ελεύθερο ποσό διαθέσιµου Mg2+. 

DNA πολυµεράση  

Το ένζυµο Taq DNA είναι µια  ανθεκτική  στη  θερµοκρασία  DNA πολυµεράση  η  οποία  

αποµονώθηκε από  το βακτήριο  Thermus aquaticus (Taq). Η βέλτιστη θερµοκρασία για την ενζυµική 
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δράση της Taq πολυµεράσης  είναι  οι 72ο C, αλλά είναι αρκετά σταθερή ακόµα και στους 94ο C. Η Taq 

πολυµεράση προστίθεται µόνο µία φορά αµέσως πριν την αρχή της αντίδρασης και παραµένει ενεργή για 

40-45  κύκλους, καθιστώντας δυνατή την αυτοµατοποίηση της PCR µε  την  χρήση   των  θερµικών  

κυκλοποιητών.  

Ρυθµιστικό διάλυµα PCR που περιέχει MgCl2 

Συνήθως ως ρυθµιστικό διάλυµα χρησιµοποιείται Tris-Cl τυπικά  σε  συγκέντρωση ~10 mM, 

προκειµένου το pH να  διατηρείται µεταξύ 8,3 και 8,5 σε  θερµοκρασία  δωµατίου. Στη  θερµοκρασία  των  

720 C στην  οποία  επιτελείται  ο  πολυµερισµός, το  pH πέφτει  κατά  µια  περίπου µονάδα  φθάνοντας  στο  

~7,2 που είναι η  κατάλληλη τιµή για τη δράση των περισσότερων θερµοσταθερών DNA πολυµερασών. 

Το ρυθµιστικό αυτό διάλυµα περιέχει και 1,5 mM ιόντων Mg2+. Η συγκέντρωση ιόντων Mg2+ έχει µεγάλη 

επίδραση στην ειδικότητα και στη ποσότητα του προϊόντος της αντίδρασης PCR. Οι συγκεντρώσεις των 

1,5 mM είναι συνήθως βέλτιστες, αλλά σε µερικές περιπτώσεις διαφορετικές συγκεντρώσεις Mg2+ µπορεί 

να αποδειχθούν απαραίτητες. Γενικά, η περίσσεια Mg2+ έχει  ως  αποτέλεσµα  την  αύξηση µη  ειδικού  

προϊόντος, ενώ η έλλειψη Mg2+ µειώνει την ποσότητα του προϊόντος.  

Για την εκτέλεση της PCR, το cDNA κάθε δείγµατος προστίθεται σε ειδικό σωλήνα (tube) για την 

PCR και έπειτα προστίθενται οι αντίστοιχοι ευκινητές, ρυθµιστικό διάλυµα, dNTPs, ενέσιµο νερό και στο 

τέλος προστίθεται η πολυµεράση. Εναλλακτικά αν χρειάζεται να αναλύσουµε πολλά δείγµατα  

παρασκευάζεται το µίγµα  της  αντίδρασης  (master mix) που περιέχει όλα τα απαραίτητα αντιδραστήρια 

αφού προηγηθεί σύντοµη φυγοκέντρηση, το µίγµα µοιράζεται ισόποσα στους σωλήνες PCR που  

περιέχουν το DNA και  ακολουθεί   περιστροφή  (spin) στη φυγόκεντρο για 4 δευτερόλεπτα περίπου. 

Τέλος, τα σωληνάκια τοποθετούνται στον θερµικό κυκλοποιητή και ενεργοποιείται το κατάλληλο 

πρόγραµµα. 
 

  

Υλικά PCR  
Εκκινητές:  Eurofins Genomics 

Πολυµεράση:   KAPA TAQ PCR kit 

DNTPs:   Takara 

Buffer  A:  KAPA TAQ PCR kit 

Κυκλοποιητής:  Eppendorf master cycler 

Τα αντιδραστήρια  οι ποσότητες και οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν  για τις PCR µε όλα τα 

ζεύγη εκκινητών (F1R,F2R) φαίνονται παρακάτω: 
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10mM µείγµα dNTP (το κάθε ένα) 0,5 µl 

Η2Ο 18,4 µl 

Kapa Taq DNA pol  5u/µl 0.1 µl 

10Χ Buffer A 2.5 µl 

10 µM  πρόσθιος εκκινητής 1 µl 

10µM ανάστροφος εκκινητής 1 µl 

cDNA  1.5µl 

Τελικός όγκος 25µl 

 

Στάδιο της PCR Θερµοκρασία  Χρόνος 

Αρχική αποδιάταξη 95 oC 5 λεπτά 

Αποδιάταξη 95 oC 30 δευτερόλεπτα 

Υβριδοποίηση εκκινητών 55 oC 30 δευτερόλεπτα 

Επιµήκυνση 72 oC 30 δευτερόλεπτα 

      40 
κύκλοι 

Τελική επιµήκυνση  72 oC 5 λεπτά 

- 4 oC - 

 

2.6 Ανάλυση προϊόντων PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 

Ο έλεγχος για την ύπαρξη εναλλακτικών µεταγράφων µετά την ενίσχυση του cDNA µε   PCR  

έγινε µε τη µέθοδο της  ηλεκτροφόρησης. Η τεχνική αυτή, επιτρέπει τον διαχωρισµό µορίων δίκλωνου 

DNA σε  ουδέτερο  pH. Η µέθοδος βασίζεται στην αρχή µετανάστευσης φορτισµένων µορίων κάτω από 

την επίδραση ενός εξωτερικά εφαρµοζόµενου ηλεκτρικού πεδίου. Η ηλεκτροστατική δύναµη που 

αναπτύσσεται κατευθύνει τα φορτισµένα µόρια προς το ηλεκτρόδιο του αντίθετου φορτίου. Έτσι, το DNA 

που φέρει αρνητικό φορτίο λόγω των φωσφορικών του οµάδων, τοποθετείται στην κάθοδο(-) και κινείται 

προς την άνοδο(+). Πολλοί είναι οι παράγοντες που  επηρεάζουν το ρυθµό µετανάστευσης του DNA. Σε 

αυτούς περιλαµβάνονται η ισχύς του ηλεκτρικού πεδίου, το µέγεθος των πόρων του πηκτώµατος (δηλαδή 

η συγκέντρωση της αγαρόζης) και το σηµαντικότερο, το µέγεθος των µορίων του DNA. Τα µικρότερα 

µόρια εµποδίζονται λιγότερο από τους πόρους του πηκτώµατος σε σχέση µε τα µεγαλύτερα και ως εκ 

τούτου κινούνται ταχύτερα. Σχηµατίζονται συνεπώς στο πήκτωµα ζώνες από τα µόρια διαφορετικού 

µεγέθους οι οποίες µπορούν να ανιχνευθούν µε χρήση υπεριώδους φωτός. 

Η αγαρόζη είναι πολυσακχαρίτης που, σε κατάλληλες συνθήκες, δηµιουργεί ένα πορώδες 

πήκτωµα µε πόρους διαµέτρου από 100 έως 300 nm. Η ηλεκτροφόρηση για την ανίχνευση προϊόντων της 

PCR που  αντιστοιχούν  σε  εναλλακτικά µετάγραφα   έγινε  σε  πήκτωµα  αγαρόζης  1-2%. Για την 
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παρασκευή του πηκτώµατος αγαρόζης 1%, σε µια κωνική φιάλη προστίθενται 100 ml διαλύµατος ΤΑΕ 1x  

και 1gr αγαρόζης  και  το µίγµα  θερµαίνεται  σε  φούρνο µικροκυµάτων, µέχρι  να  διαλυθεί  πλήρως  η  

αγαρόζη. Αφού κρυώσει λίγο προστίθενται  6 µl midori green το  οποίο   δρα  παρόµοια µε  το  βρωµιούχο  

αιθίδιο, δηλαδή προσδένεται στο DNA και  επέµπει  στα 540nm όταν  φωτιστεί  από  το  UV .Έπειτα, το 

πήκτωµα τοποθετείται σε κατάλληλο εκµαγείο της συσκευής ηλεκτροφόρησης και αφήνεται να πήξει σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Στο σηµείο αυτό, στο πήκτωµα βυθίζεται µια ειδική «χτένα» που δηµιουργεί τις 

υποδοχές των δειγµάτων. Μόλις στερεοποιηθεί το πήκτωµα αποµακρύνεται η «χτένα» και η  συσκευή 

ηλεκτροφόρησης συµπληρώνεται µε ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1x. 

Σε κάθε θέση του πηκτώµατος τοποθετούνται 19 µl DNA και 5 µl χρωστικής (loading buffer 6x) 

και η  συσκευή ηλεκτροφόρησης ορίζεται σε τάση γύρω στα 90 V. Τέλος, το πήκτωµα µεταφέρεται σε 

συσκευή UV µε σκοπό την παρατήρηση του DNA λόγω της ύπαρξης του midori green. 

 

 

Εικόνα 32. Ανάλυση δειγµάτων DNA σε πήκτωµα αγαρόζης  

Τα διαλύµ ατα που  χρησιµοποιήθηκαν  για  την  ηλεκτροφόρηση  σε  πήκτωµα  αγαρόζης 

είναι τα εξής: 

ΤΑΕ (Tris-acetate-EDTA): Ρυθµιστικό  διάλυµα  που  χρησιµοποιείται  στην  ηλεκτροφόρηση  σε  

πήκτωµα αγαρόζης για το διαχωρισµό νουκλεϊκών οξέων όπως DNA και  RNA. Για την παρασκευή 

διαλύµατος ΤΑΕ 50x, διαλύονται 121 gr Tris base, 28,5 ml ακετοξικό οξύ  και 50 ml EDTA (0,5M) σε 

500ml ddH2O. Στην ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιείται TAE 1x, εποµένως γίνεται αραίωση του διαλύµατος 

TAE 50x σε ddH2O. 

Loading buffer 6x: Χρησιµοποιείται για να καταστήσει τα δείγµατα πυκνότερα από  το ρυθµιστικό 

διάλυµα ώστε να καθιζάνουν στις θέσεις υποδοχής του πηκτώµατος, ενώ περιέχει και χρωστική για την 

παρακολούθηση της πορείας της ηλεκτροφόρησης. Για την παρασκευή του αναµειγνύεται 1 ml µπλε της 

βρωµοφαινόλης 1% w/v µε 1 ml διαλύµατος TBE 10x και 5 ml γλυκερόλη 100% και συµπληρώνεται µε 
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ddH2O σε  τελικό  όγκο 10 ml. Στην ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση loading 

buffer 1x. 

Υλικά - Αντιδραστήρια 

 
• TAE 50x: Tris base 24,2% v/w, ακετοξικό οξύ 5,71% w/w, EDTA 0,05M, pH 8,6 
• Loading buffer 6x: Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, Γλυκερόλη 60%, EDTA 

60mM 
• Αγαρόζη (Sigma) 
• DNA µοριακός µάρτυρας 1000 bp  (Thermo Scientific) 
• Midori Green DNA stain (Nippon Genetics) 
• Bromophenol blue (Rasearch Organics) 
• Xylene Cyanol (Μerck) 
• Γλυκερόλη  (Panreac) 
• ΕDTA (Merck) 
• Tris (Merck) 
• Ακετοξικό οξύ (Μerck) 

 
Για τον προσδιορισµό των προϊόντων PCR/rtPCR χρησιµοποιήθηκε  ένα  πήκτωµα  αγαρόζης  

συγκέντρωσης 1-2% στα 90V, σε κάθε θέση δείγµατος προστέθηκαν 19µl προιόντος  PCR και 5 µl 

Loading Buffer 6x επίσης σε ξεχωριστή θέση εισήγαµε  1kb DNA µοριακού µάρτυρα.  

 

 

2.7 Αποκοπή και καθαρισµός µπάντας Gel αγαρόζης  kit PCR cleanup Gel 

extraction Macherey-Nagel 

 Ο σκοπός αυτής της µεθόδου είναι ο καθαρισµός και η αποµόνωση των προϊόντων  PCR από  πηκτή  

αγαρόζης που προέρχονται από εναλλακτικά µετάγραφα ώστε στη συνέχεια να αλληλουχηθούν. 

1.  Αποκόπτουµε µε  νυστέρι  τα  κοµµάτια  αγαρόζης  που  περιέχουν  τα  διακριτά  προϊόντα  PCR που  

αντιστοιχούν σε εναλλακτικά µετάγραφα κάτω από  υπεριώδες φως, προσέχω ώστε να µην 

συµπεριλάβω στα κοµµάτια µπάντες από άλλα προϊόντα . 

2.  Τα τοποθετούµε  σε  ξεχωριστά  tubes  και  τα  ζυγίζω, αφαιρώ  το  βάρος  κάθε  tube από  το  συνολικό  

βάρος. 

3.  Προσθέτουµε 200µl αντιδραστηρίου   NΤΙ buffer για  κάθε 100mg κοµµατιού  αγαρόζης σε  κάθε   tube. 

Αυτή η αναλογία ισχύει για σχετικά αραιές πηκτές (1-1,5%), για πηκτές που έχουν παραπάνω από 2% 

περιεκτικότητα σε αγαρόζη χρησιµοποιώ διπλάσια ποσότητα NΤΙ. Το NΤΙ περιέχει χαοτροπικά που 

προσδένονται στο DNA. 

4.  Επωάζουµε τα tubes για 10 λεπτά στο heat block στους 55 C  και τα αναδεύω µε vortex κάθε 2 λεπτά 

για 10 δευτερόλεπτα µετά ελέγχω αν η πηκτή έχει διαλυθεί εντελώς . 
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5.  Μεταφέρουµε τα  δείγµατα  στις  στήλες  τις  οποίες  έχω  τοποθετήσει µέσα  σε  καινούρια  tube και  

φυγοκεντρώ στα 11000g  για 30 δευτερόλεπτα, απορρίπτω τα µείγµατα που έχουν διαπεράσει τις 

στήλες. Σε αυτό το στάδιο το συµπλοκοποιηµένο µε χαοτροπικά άλατα DNA προσδένεται  και  

παραµένει στην στήλη ενώ τα συστατικά της πηκτής τη διαπερνούν. 

6.  Προσθέτουµε στις  στήλες 700µl αντιδραστηρίου ΝΤ3 buffer και  φυγοκεντρώ  στα 11000g  για 30 

δευτερόλεπτα µετά το πέρας της φυγοκέντρησης απορρίπτω τα µείγµατα που έχει διαπεράσει τις 

στήλες. Το ΝΤ3 buffer περιέχει αιθανόλη και διερχόµενο από τη στήλη προσδένεται σε συστατικά της 

πηκτής που παρέµειναν προσδεµένα στην στήλη και τα κατακριµνίζει. 

7. Φυγοκεντρούµε στα 10000 g για 1 λεπτό  ώστε  να  αφαιρεθεί  το  υπόλοιπο  ΝΤ3 που  έχει  παραµείνει  

στις στήλες. 

8. Απορρίπτουµε τα προηγούµενα tube και µεταφέρουµε τις στήλες σε νέα. Προσθέτουµε στη στήλη 30 µl 

αντιδραστηρίου NE buffer στις στήλες και επωάζω σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 λεπτό. Σε αυτό το 

στάδιο τα συστατικά του  NE buffer αντιδρούν µε τα χαοτροπικά άλατα που συγκρατούν το DNA στη 

στήλη. 

9. Φυγοκεντρούµε στα 11000 g για 1 λεπτό ώστε το DNA να διαπεράσει τη στήλη και να συλλεχθεί στο 

Tube. Το δείγµα DNA αποθηκεύθηκε σε θερµοκρασία -20C µέχρι να σταλθεί για αλληλούχιση. 

 
  Η αλληλούχιση κατά Sanger έγινε  στο   CEMIA (cellular and immunological applications) που 
βρίσκεται στη Νεάπολη νοµού Θεσσαλίας  

 
2.8 Aλυσιδωτή αντίδρασης πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου 
 Η Real Time PCR είναι µία  από  τις  πιο  απλές  και  διαδεδοµένες µεθόδους  προσδιορισµού  

γονιδιακής έκφρασης. Είναι µία ιδιαίτερα ευαίσθητη και εξειδικευµένη τεχνική καθώς µπορεί να 

ανιχνεύσει ακόµα  και ένα αντίγραφο ενός µεταγράφου ή ακόµα να ανιχνεύσει διαφορετικής έντασης 

έκφραση µεταξύ δύο δειγµάτων σε ποσοστό έως και 23%. Μπορεί να διεξαχθεί σε ένα βήµα (one step 

reaction), όπου η όλη διαδικασία από τη σύνθεση του cDNA µέχρι  την  αντίδραση  πολυµεράσης  

συµβαίνει στο ίδιο tube ή σε δύο βήµατα (two-steps) όπου η αντίστροφη µεταγραφή και η ενίσχυση του 

παραγόµενου cDNA πραγµατοποιούνται σε διαφορετικά βήµατα. Η one step Real time PCR θεωρείται ότι 

µειώνει την πειραµατική απόκλιση γιατί οι ενζυµικές αντιδράσεις συµβαίνουν στο ίδιο tube. Ωστόσο αυτή 

η µέθοδος χρησιµοποιεί µία αρχική RNA µήτρα η οποία είναι επιρρεπής σε αποικοδόµηση. 

 Η Real Time PCR επιτρέπει  τη µέτρηση  της  ποσότητας  των  προϊόντων  και  κατ’ επέκταση  την  

παρακολούθηση του ρυθ µού πολλαπλασιασµού ενός µορίου-στόχου σε όλη τη διάρκεια της PCR.  

Ύστερα από µια αρχική φάση  στην οποία δεν είναι ανιχνεύσιµο το προϊόν της PCR λόγω  του  ότι  

βρίσκεται σε πολύ  µικρή ποσότητα, ακολουθεί µία εκθετική φάση κατά την οποία η  ποσότητα του 
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προϊόντος σχεδόν διπλασιάζεται σε κάθ ε κύκλο. Αν υπάρχουν περισσότερα µόρια-στόχοι αρχικά στο 

tube, θα χρειαστούν και λιγότεροι κύκλοι για να ξεκινήσει η εκθετική φάση. Συγκρίνοντας τον αριθµό 

των κύκλων που απαιτούνται για την έλευση της εκθετικής φάσης σε διαφορετικές αντιδράσεις, µπορούµε 

να προσδιορίσουµε την αρχική ποσότητα των µορίων που χρησιµοποιήθηκαν ως µήτρα στις αντιδράσεις. 

 Υπάρχουν αρκετές διαφορετικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισµό του προϊόντος της PCR που 

υπάρχει στο τέλος κάθε κύκλου, αλλά όλες βασίζονται στην ανίχνευση µιας φθορίζουσας ετικέτας (tag), η 

οποία συνδέεται σε κάθε µόριο που  συντίθεται. Οι πρώτες ετικέτες που  χρησιµοποιήθηκαν ήταν το 

βρωµιούχο αιθίδιο και το SYBR Green I. Και τα δύο εισχωρούν στις αύλακες του δίκλωνου DNA. Για 

την ποσοτικοποίηση του miR-1207 αλλά και των επιπέδων των εναλλακτικών µεταγράφων της PARN, 

εφαρµόστηκε συγκριτική ποσοτική Real Time PCR (Comparative qRT-PCR) µε τη µέθοδο ΔΔCt, µε την 

οποία η κανονικοποίηση γίνεται µέσω τη σύγκρισης του ρυθµού ενίσχυσης των αντίστοιχων δειγµάτων µε 

το ρυθµό ενίσχυσης γονιδίων αναφοράς των οποίων τα επίπεδα έκφρασης παραµένουν σταθερά. Με την 

παραπάνω µέθοδο, τα επίπεδα των miRNAs καθορίστηκαν συγκριτικά µε τα επίπεδα του U6 snRNA ενώ 

τα επίπεδα των εναλλακτικών µεταγράφων της  PARN συγκριτικά µε τα επίπεδα της β-ακτίνης.           Η 

ποσοτικοποίηση των επιπέδων των δύο εναλλακτικών µεταγράφων της PARN σε  κύτταρα  M14k που  

επωάστηκαν σε συνθήκες στέρησης ορού (0.5% FBS για µία µέρα ) σε  σχέση µε  κανονικές  συνθήκες  

επώασης (10%FBS) έγιναν σε µια αντίδραση qRT-PCR. Ενώ η ποσοτικοποίηση των επιπέδων miR-1207 

στην ίδια κυτταρική σειρά κάτω από τις  παραπάνω συνθήκες (0.5% FBS- 10% FBS) έγινε σε ξεχωριστή 

αντίδραση qRT-PCR όπου οι συνθήκες θερµικού προφίλ και οι ποσότητες των επιµέρους αντιδραστηρίων 

ήταν διαφορετικές. Τα δεδοµένα αυτά  φαίνονται παρακάτω. 

 

K-SYBR mix 10µl 

 MiR-1207 5΄primer  
10µM 

0.2 µl 

mRQ 3΄primer 
(10µM) 

0,2 µl 

Rox dye low 0.4 µl 

ddH2O 8.2 µl 

cDNA 1 µl 

Total Volume 20 µl 

 
            Το K-SYBR mix είναι ένα µίγµα Taq DNA πολυµεράσης, dNTPs, ιόντων Mg2+, και χρωστικής 

παρακολούθησης SYBR Green, miRNA-specific 5΄ primer ο 5΄ εκκινητής, ειδικός για το  miRNA, mRQ 

3΄ primer αποτελεί τον 3΄-oligo-dT εκκινητή, ο οποίος είναι συµπληρωµατικός µε την περιοχή του cDNA 

K-SYBR mix 10µl 

Foward primer 0,2µl 

Reverse primer 0.2µl 

ROX (low) 0.4µl 

ddH2O 8.2µl 

cDNA 1µl 

Total volume 20µl 
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που αντιστοιχεί στην πολυ(Α) ουρά. ROX dye είναι χρωστική αναφοράς, η οποία µειώνει το θόρυβο του 

µηχανήµατος (θερµοκυκλοποιητή).          

           Προκειµένου να ελαχιστοποιηθούν τα σφάλµατα,  οι αντιδράσεις για την ποσοτικοποίηση όλων 

των µεταγράφων έγιναν σε triplicates. Για κάθε διαφορετικό ζεύγος εκκινητών, στην αντίδραση 

συµπεριλήφθηκε ως αρνητικό control, NTC αντίδραση  που  στερούνταν  δείγµατος  cDNA (No Template 

Control). Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, παρατίθενται παρακάτω. 

 
Εκκινητές Αλληλουχία  
PARN forward  (F1) GGC TGC CTC AGC TAC TGC 
PARN general reverse (R2) ATG CAG AGA CTG AAG GTC CAT C 
PARN Kts specific reverse (R3) GAG TGG CCG GAA CCT TGG 
Β-actin forward  GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG 
B-actin reverse AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG 
U6 snRNA forward GGA ATG ACA CAG TGA AGA TTG G 
U6 snRNA reverse TTT CCT GTC ATC CTT GCA CA 

 
Ζεύγος εκκινητών Μήκος προϊόντων 
F1R2 230 (Kts) 
F1R3 100 (Kts) 145(Ts2) 
B-actin 243 
U6 snRNA 51 

 
To θερµικό  προφίλ  του  κυκλοποιητή  της  αντίδρασης  PCR για  την  ποσοτικοποίηση  της  έκφρασης  των  
εναλλακτικών µεταγράφων της PARN σε σχέση µε τη β-ακτίνη: 
Τύπος Αντίδρασης                   Συνθήκες 

Αρχική αποδιάταξη 95 oC, 3 min 
95 oC, 3sec 

60 oC, 30sec 
 
Ενίσχυση (x35 cycles) 

72 oC 11sec 
95 oC, 60sec 
55 oC, 30sec 

 
Αποδιάταξη 

95 oC, 30sec 
 
To θερµικό  προφίλ  του  κυκλοποιητή  της  αντίδρασης  PCR για  την  ποσοτικοποίηση  της  έκφρασης  του  
MiR-1207 σε σχέση µε το U6-snRNA. 
Τύπος Αντίδρασης Συνθήκες 

Αρχική αποδιάταξη 95 oC, 10sec  
95 oC, 5sec  

Ενίσχυση (x35 cycles) 60 oC, 20sec 
95 oC, 60sec 

 55 oC, 30sec 
 
Αποδιάταξη 

       95 oC, 30sec 
 
Η ανάλυση των δεδοµένων µετά την ενίσχυση των δειγµάτων έγινε µε το πρόγραµµα ΜxPro. 
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2.9 Βιοπληροφορική πρόβλεψη πιθανών στόχων miRNA µε  το  πρόγραµµα  
PITA. 
 

 

Το PITA κάνει την πρόβλεψη βάσει της προσβασιµότητας του mRNA-στόχου από το miRNA, κάτι 

που καθορίζεται κυρίως από τη δευτεροταγή δοµή του mRNA. Η ελεύθερη ενέργεια που έχει το διµερές 

miRNA-mRNΑ, αφού έχει ανοίξει η δευτεροταγής δοµή του τελευταίου, και έχουν ζευγαρώσει βάσει 

συµπληρωµατικότητας, ονοµάζεται ddG, η οποία όσο πιο αρνητική είναι, τόσο πιο υψηλή είναι η 

συγγένεια του miRNA µε το mRNA-στόχο. 

Για να γίνει η πρόβλεψη, ανακτήθηκε η 5΄-UTR περιοχή  του  γνωστού µεταγράφου  της  PARN, η 

προβλεπόµενη 5΄-UTR του εναλλακτικού µεταγράφου σε FASTA format,  η οποία εισήχθη στη συνέχεια 

στο PITA προς  σάρωση. Από  τη  λίστα  που  προέκυψε  από  το  PITA, λήφθηκαν υπόψη για περαιτέρω 

σύγκριση  µόνο τα miRNAs για τα οποία η ελεύθερη ενέργεια είχε αρνητική τιµή (όριο αποκοπής το 0). 

Ενώ σαν παράµετροι-φίλτρα ορίστηκαν τα εξής: 

       Τουλάχιστων ένα εξαµερές (6mer) στην 5΄-περιοχή του miRNA να έχει συµπληρωµατικότητα µε τα 

5΄-UTR  του  mRNA. Η συµπληρωµατικότητα να είναι (6:1:1),δηλαδή να επιτρέπεται ένα αταίριαστο 

ζεύγος, και µια G:U ταλάντευση στην περιοχή 5΄ του miRNA. 

  
Η βιοπληροφορική πρόβλεψη της περιοχής του εναλλακτικού µεταγράφου που κωδικοποιεί για 
πρωτεΐνη έγινε µε το πρόγραµµα expasy translation tool. 
 
 
 

2.10 Ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE  ηλεκτροµεταφορά  πρωτεϊνών  από  πηκτή  

πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη PVDF και Ανοσοανίχνευση 
SDS-PAGE   

Για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών των υπό ανάλυση δειγµάτων, πραγµατοποιήθηκε  

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σε  πήκτωµα  πολυακριλαµιδίου  δύο  φάσεων  (SDS-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis). Η µία φάση του πηκτώµατος αποτελεί το Stacking gel (5%), στην οποία έγινε φόρτωση 

των δειγµάτων των πρωτεϊνών και το «πακετάρισµά» τους στο ίδιο ύψος προκειµένου όλες οι διαδροµές 

να τρέξουν σύγχρονα. Τη δεύτερη φάση αποτελεί το πήκτωµα διαχωρισµού ή separating gel (8%), όπου  

οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν ανάλογα µε το µοριακό τους βάρος, κάτω από εφαρµογή  ηλεκτρικού πεδίου. 

Η παρασκευή του διφασικού πηκτώµατος  έγινε σύµφωνα µε τα συστατικά των παρακάτω πινάκων 
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Συστατικά πηκτώµατος 

διαχωρισµού 

 ml 

H2O 2,3 

30% acrylamide mix 1,3 

1.5M Tris (Ph 8.8) 1,3 

10% SDS 0,05 

10% APS (ammonium persulfate) 0,05 

TEMED 0,003 

 

Συστατικά πηκτώµατος stacking   ml 

H2O 2,1 

30% acrylamide mix 0,5 

1 M Tris (Ph 8.8) 0,38 

10% SDS 0,03 

10% APS (ammonium persulfate) 0,03 

TEMED 0,003 

 

Hλεκτροµεταφορά 

                  Η ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών από πηκτή πολυακρυλαµιδίου σε µεµβράνη PVDF (ή  

νιτροκυτταρίνης) είναι γνωστή ως Western blotting. Βασίζεται στο γεγονός ότι τα σύµπλοκα πρωτεϊνών-

SDS που είναι αρνητικά φορτισµένα, µετακινούνται µε την εφαρµογή ηλεκτρικού πεδίου προς την άνοδο, 

εξέρχονται από την πηκτή και καθηλώνονται στη µεµβράνη λόγω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Μετά το 

πέρας της ηλεκτροφόρησης η µεµβράνη και η πηκτή µεταφέρονται σε ρυθµιστικό διάλυµα µεταφοράς 

(Transfer buffer). Στην περίπτωση της PVDF µεµβράνης  προηγείται  ένα  στάδιο  εµβαπτίσεως  της  

µεµβράνης σε 100% µεθανόλη πριν βυθιστεί στο διάλυµα µεταφοράς. 

           Η τοποθέτησή του gel και  της µεµβράνης  στη  συσκευή  ηλεκτροµεταφοράς (χρησιµοποιήθηκε  

Semidry Transfer System) γίνεται ανάµεσα σε τρία ζεύγη  από  χαρτιά  Whatman µε  τη µεµβράνη  

προσανατολισµένη στο θετικό πόλο και την πηκτή στον  αρνητικό. Η επαφή µεταξύ της πηκτής  και  της  

µεµβράνης πρέπει να είναι άµεση χωρίς την παρεµβολή φυσαλίδων που παρεµποδίζουν τη διέλευση του 

ηλεκτρικού ρεύµατος. Η µεταφορά των πρωτεϊνών στην συγκεκριµένη εργασία έγινε κάτω από  σταθερή 

ένταση ρεύµατος 270 mA για 50 min, χρόνος που µπορεί όµως να διαφέρει ανάλογα µε το µοριακό βάρος 

των πρωτεϊνών που πρόκειται να µεταφερθούν . 
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Ανοσοανίχνευση 

Η ανοσοανίχνευση είναι µια τεχνική που επιτρέπει τον εντοπισµό µιας καθηλωµένης σε 

µεµβράνη πρωτεΐνης µε τη βοήθεια αντισώµατος. Η τεχνική βασίζεται στο γεγονός ότι όταν η 

καθηλωµένη πρωτεΐνη-αντιγόνο αλληλεπιδράσει µε το αντίσωµα, µπορεί να ανιχνευτεί µε τη βοήθεια 

ενός δεύτερου αντισώµατος ειδικού για το πρώτο. 

           Αρχικά η µεµβράνη PVDF µετά  την  ηλεκτροµεταφορά   εµβαπτίζεται  υπό  ήπια  ανάδευση σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα σε blocking buffer ώστε να κορεστεί η µεµβράνη από την καζεΐνη του 

γάλακτος και να αποφευχθούν οι µη εξειδικευµένες αλληλεπιδράσεις της µεµβράνης µε το πρώτο 

αντίσωµα το ειδικό για την επιθυµητή πρωτεΐνη (στην προκειµένη περίπτωση ως πρώτο αντίσωµα 

χρησιµοποιήθηκε rabbit anti-PARN mε αραίωση 1:500 σε blocking buffer). Κατόπιν η µεµβράνη 

επωάζεται µε το πρώτο αντίσωµα υπό συνεχή ανακίνηση οvernight στους 4oC. Ακολουθούν 5 πλύσεις της 

µεµβράνης µε PBS-T 15 για min η κάθε µία υπό ανάδευση, και  στη  συνέχεια  επώαση  της µεµβράνης  

επίσης υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου παρουσία του δευτέρου αντισώµατος (φέρει οµοιοπολικά 

συνδεδεµένη υπροξειδάση  σε  θερµοκρασία  δωµατίου για 1 ώρα. Ως  δεύτερο  αντίσωµα  στα  πειράµατα  

χρησιµοποιήθηκε goat anti-rabbit IgG-HRP αραιωµένο 1:10000. Της διαδικασίας εµφάνισης του σήµατος 

προηγούνται πέντε πλύσεις της µεµβράνης µε PBS-T για 15min. Η  ανίχνευση  ειδικού  σήµατος  στη  

συνέχεια οφείλεται στο φαινόµενο της χηµειοφωταύγειας, καθώς το δεύτερο αντίσωµα που είναι ειδικό 

έναντι rabbit IgG ανοσοσφαιρινών, µετά  την  προσθήκη  κατάλληλου  αντιδραστηρίου  δίνει  προϊόν  που  

παράγει έντονο φως (συγκεκριµένα ως αποτέλεσµα οξείδωσης της λουµινόλης από την υπεροξειδάση), το 

οποίο µπορεί να αποτυπωθεί σε φωτογραφικό φιλµ µε  τη µορφή  σκοτεινής  ζώνης. Η  εµφάνιση  γίνεται  

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του συστήµατος ανοσοανίχνευσης ECL ή ECL Plus της Amersham. 

Υλικά-Αντιδραστήρια 
 

• Running buffer 10x: 25mM Tris, 192mM Glycine, SDS 0,1%, 500 ml dH2O  
• Transfer buffer 1x: 10% running buffer 10x, 10% Methanol (100%), dH2O 
• Blocking buffer: 0,1% Τween, 5% γάλα, PBS 1x 
• Washing buffer (PBS-T):  0,1% Τween, PBS 1x 
• Protein Loading Buffer 4x: 1M Tris pH 6.8, 10% glycerol, 10% SDS, 5% β -

µερκαπτοαιθανόλη, 1% bromophenol blue 
 

 
• Acryl-bisacrylamide mix (Merck) 
• Tris (Merck) 
• SDS (Merck) 
• APS (Merck) 
• TEMED (Life Invitrogen) 
• Glycerol (Merck) 
• β-µερκαπτοαιθανόλη (Merck) 
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• Glycine (Merck) 
• Bromophenol blue (Rasearch Organics) 
• Methanol (Merck) 
• Τween (EuroClone) 
• Γάλα σε σκόνη 
• Rabbit anti-PARN serum  (A.Virtanen) 
• Goat anti-rabbit IgG-HRP (Chemicon) 
• ECL Plus (Amersham) 
• Protein ladder (Nippon Genetics 
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3 Αποτελέσµατα  
	
  

3.1 Σχεδιασµός εκκινητών 
O σχεδιασµός των εκκινητών έγινε έτσι ώστε να ενισχυθούν cDNA της PARN που αντιστοιχούν 

σε εναλλακτικά µετάγραφα λόγω εναλλακτικού µατίσµατος. Οι εκκινητές σχεδιαστήκαν εκατέρωθεν 

εναλλακτικών περιοχών που έχει βρεθεί ότι υπάρχουν από τη µελέτη των ESTs (expressed sequence tags) 

που αντιστοιχούν στη PARN αλλά   και  από  ένα  πρόσφατο µεγάλα  projects ολικής  αλληλούχισης cDNA 

βιβλιοθηκών µε στόχο την ανακάλυψη εναλλακτικών µεταγράφων. 

 

Εικόνα 33. Η µέθοδος παραγωγής των ESTs.  

Τα ESTs είναι αλληλουχίες µήκους 300-700 βάσεων που προέρχονται από την αλληλούχιση των 

άκρων των ενθεµάτων cDNA βιβλιοθηκών. Οι  cDNA βιβλιοθήκες δοµούνται κλωνοποιόντας τα cDNA 

που έχουν παραχθεί από  την αντίστροφη µεταγραφή όλων των mRNA ενός  συγκεκριµένου  είδους  

κυττάρων οπότε  θεωρητικά περιέχουν την πλειοψηφία της πληροφορίας που  εκφράζεται σε ένα 

συγκεκριµένο τύπο κυττάρων κάτω από συγκεκριµένες  συνθήκες, τη  συγκεκριµένη  χρονική  στιγµή. 

Επειδή ακόµα και σήµερα η αλληλούχιση ολόκληρης της βιβλιοθήκης και η βιοπληροφορική επεξεργασία 

της είναι µια εξαιρετικά δύσκολη, χρονοβόρα και πολυδάπανη διεργασία µπορούν να αλληλουχηθούν 

µόνο τα άκρα του κάθε ενθέµατος και έτσι να παραχθούν τα ESTs. Οπότε η γνώση της αλληλουχίας των 

ESTs που  έχουν  παραχθεί  από µια  συγκεκριµένη  cDNA βιβλιοθήκη µας  δίνει  ένα  στιγµιότυπο  της  

γονιδιακής έκφρασης µιας κυτταρικής σειράς κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες σ ε αντίθεση µε την 

πλήρη εικόνα που  θα  µας δώσει ένα πλήρες project αλληλούχισης. Τα  άκρα  του  κάθε  ενθέµατος  

αλληλουχούνται µόνο µία φορά προς µια συγκεκριµένη κατεύθυνση, συνήθως 3΄προς 5΄ έτσι η πιστότητά 
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της αλληλουχίας τους είναι περιορισµένη. Αυτή η κατεύθυνση συνήθως επιλέγεται γιατί µπορούµε 

ευκολά να εισάγουµε προσαρµογείς που να προσδένονται πάνω στην αντίστοιχη περιοχή της πολυ(Α) 

ουράς στο cDNA έτσι  αυτή  η  δίκλωνη  περιοχή µπορεί  να  χρησιµοποιηθεί  σαν  εκµαγείο  για  την  έναρξη  

της αλληλούχισης. Τα ESTs µπορούν  να  χρησιµοποιηθούν  για  την  αναγνώριση  θέσεων  εναλλακτικού  

µατίσµατος. Η λογική είναι ότι προσπαθούµε να βρούµε ESTs που δεν στοιχίζονται σε όλο τους το µήκος 

µε την αλληλουχία του γνωστού µεταγράφου αλλά στοιχίζονται µε µεγάλο score στα  άκρα  του. Για 

παράδειγµα αν βρούµε ένα EST όπως το ¨EST2¨ στην εικόνα 32 που περιέχει το πρώτο εξόνιο (πράσσινο) 

ή µέρος του, επίσης περιέχει το τρίτο (ιώδες) αλλά όχι το δεύτερο (κίτρινο) καταλαβαίνουµε ότι αυτό το 

EST αντιπροσωπεύει  ένα  εναλλακτικό µετάγραφο  που δεν  περιέχει  το  δέυτερο  εξόνιο. Αναλόγως αν 

βρούµε ένα  EST όπως  το   ¨EST1¨ που  περιέχει µια αλληλουχία που  δεν στοιχίζεται µε την αλληλουχία 

του mRNA τότε καταλαβαίνουµε πως το ¨EST1¨ αντιστοιχεί σε ένα εναλλακτικό µετάγραφο που περιέχει 

ένα εναλλακτικό εξόνιο.  

 

Εικόνα 34.  Πρόβλεψη εναλλακτικών θέσεων µατίσµατος χρησιµοποιόντας ESTs 

Η διαδικασία για αυτή τη βιοπληροφορική ανάλυση είναι η εξής: 

• Αρχικά επιλέγουµε και αντιγράφουµε από το NCBI την αλληλουχία του mRNA της PARN. 
• Κάνουµε οµοπαράθεση µε τον πρόγραµµα BLASTn την αλληλουχία αυτή µε όλα τα ανθρώπινα EST 

που έχουν καταχωρηθεί στην βάση δεδοµένων dbEST 
• Επιλέγουµε και αντιγράφουµε την αλληλουχία όλων των EST που  έχουν  το  προφίλ  οµοπαράθεσης  

που περιγράφηκε παραπάνω. 
•  Κάνουµε οµοπαράθεση κάθε ένα από τα EST µε την γενοµική αλληλουχία του γονιδίου της  PARN. 
• Παρατηρούµε αν η αλληλουχία του EST ταιριάζει στα εσωτερικά εξόνια του γονιδίου σε όλο του το 

µήκος και αν ταιριάζει µέρος του EST µε κάποια ιντρονική αλληλουχία. 
• Αν δεν στοιχίζεται σε όλο το µήκος κάποιου εσωτερικού εξονίου ή αν στοιχίζεται µε κάποια 

ιντρονική αλληλουχία µε επαρκές score τότε  αυτό  το  EST µαρτυρά  την  ύπαρξη  εναλλακτικού  
µεταγράφου που τουλάχιστον έχει τις ίδιες διαφορές που έχει το συγκεκριµένο EST µε  το  
συγκεκριµένο mRNA.  

 

 Με αυτή την  ανάλυση  βρήκαµε  ότι  το  εξόνιο 4 της PARN ίσως  είναι  εναλλακτικό, επίσης  

βρήκαµε πιθανές θέσεις εναλλακτικού µατίσµατος στα εξόνια 1, 3 και 5. Με αυτά τα δεδοµένα 

σχεδιάστηκαν οι εκκινητές F1,F2,R µε τη βοήθεια του προγράµµατος Primer 3. Οι F1 και R περικλείουν 

ολόκληρη την πιθανή εναλλακτική περιοχή ενώ ο F2 έχει σχεδιαστεί ώστε να είναι συµπληρωµατικός µε 

την πιθανή εναλλακτική περιοχή του εξονίου 3. Τα ESTs που µαρτυρούν την ύπαρξη εναλλακτικής θέσης 
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µατίσµατος στο εξόνιο 1 είναι τα: BI911937, BM461431, DC395851, DC298332. Τα ESTs που µας  

δείχνουν ότι το εξόνιο 4 είναι εναλλακτικό είναι τα: DA371234, AL524121, DB135967, AL713474, 

DA701131. Τέλος τα ESTs που µας  δείχνουν  την  πιθανή  ύπαρξη  δύο  εναλλακτικών  θέσεων µατίσµατος  

εντός των εξονίων 3 και 5 είναι τα:  DC393890 BM546879. 

 Με τα παραπάνω δεδοµένα θεωρήσαµε την ύπαρξη τριών εναλλακτικών µεταγράφων τα 

Transcript 1,2 και 3 (Ts1,Ts2,Ts3) πέρα από  το γνωστό µετάγραφο Kts (Known transcript). Επίσης 

βρέθηκε ότι στο υποθετικό ts2 χάνεται το κωδικόνιο έναρξης οπότε πιθανώς η µετάφραση να αρχίζει από 

ένα καθοδικό AΤG που βρίσκεται στο εξόνιο 4 µιας και το συγκεκριµένο διατηρεί το πλαίσιο ανάγνωσης 

µέχρι το τέλος του µεταγράφου.  

 

 

 

Εικόνα 35. Οι εκκινητές F1, F2 και R σχεδιάστηκαν  για  την  αναζήτηση  τριών  εναλλακτικών µεταγράφων. Τα 
χρωµατιστά πλαίσια (κόκκινο, πράσινο, κίτρινο, κυανό) υποδηλώνουν εξόνια, και οι αριθµοί στα πλαίσια την 
αύξουσα σειρά τους.  
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Εκκινητής  Αλληλουχία  ΤΜ 
F1 GGC TGC CTC AGC TAC TGC 61 

F2 GAA GAG AGG TAT CAG AAG CTT 57.5 

R GCT AGA AAG TCA ATG CTG GA 
 

57 

 

Μια άλλη ανεξάρτητη πηγή δεδοµένων είναι τα cDNAs που  έχουν  αλληλουχηθεί  πλήρως  και  

έχουν κατατεθεί στο Genbank. Σηµαντικό µέρος αυτών προέρχεται από το project Identification and 

Functional Analyses of 11 769 Full-length Human cDNAs Focused on Alternative Splicing AI 

Wakamatsu et al 2009 [195]. Σε αυτή την έρευνα δηµιουργήθηκε µια πλούσια βιβλιοθήκη cDNA και από 

αυτά αλληλουχήθηκαν πλήρως 55000 διαφορετικά  µόρια. Βρέθηκαν 11769 cDNA που  φαίνεται  ότι  

αντιστοιχούν σε εναλλακτικά µετάγραφα, 7 των  οποίων  δείχθηκε  ότι  εκφράζονται  από  το  γονίδιο  της  

PARN. Έξι από αυτά πιστεύεται ότι οφείλονται σε εναλλακτικό µάτισµα και ένα  στη  χρήση 

εναλλακτικού υποκινητή. Τα αποτελέσµατα αυτής της έρευνας ενσωµατώθηκαν στο ENCODE project 

και µπορούν να εξεταστούν µέσω του ucsc genome browser . 

 
Εικόνα 36. Μια σειρά από projects αλληλούχισης  έδειξαν  ότι το γονίδιο της PARN δύναται  να εκφράζει πολλά 
εναλλακτικά µετάγραφα τα οποία εµφανίζουν ιδιάιτερη ποικιλία στις 5΄UTR. 
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Εικόνα 37. Το µετάγραφο CU690631 ξεκινά από  το εξόνιο 18 υποδεικνύοντας την ύπαρξη εναλλακτικού 
υποκινητή. 

Αυτά τα αποτελέσµατα συµφωνούν εν µέρει µε τις παραπάνω προβλέψεις που κάναµε µιας και το  
AK301648, AK293189, ταυτίζονται µε το προφίλ των  Ts1 και Ts2 αντίστοιχα. Επίσης βλέπουµε πως στο 
πρώτο εξόνιο η περιοχή που κωδικοποιεί την 5΄αµετάφραστη περιοχή ίσως να έχει πολλαπλές 
εναλλακτικές θέσεις µατίσµατος. Τέλος βλέπουµε ότι σύµφωνα µε το CU690631 ίσως η PARN έχει  
εναλλακτικό καθοδικό υποκινητή.  

	
  

3.2 Αναζήτηση εναλλακτικών µεταγράφων σε 9 κυτταρικές σειρές  
Συλλέχθηκαν κύτταρα NCI-H520 πλακώδους καρκίνου του πνεύµονα, στη συνέχεια έγινε 

αποµόνωση του ολικού  RNA µε το πρωτόκολλο  Tri Reagent της Sigma Aldrich  και  φωτοµετρικός  

προσδιορισµός της συγκέντρωσης,  έπειτα  µε  το  1st strand cDNA kit της  Takara έγινε  η  σύνθεση του  

cDNA. Στη συνέχεια έγινε PCR µε  τα  ζεύγη  εκκινητών  F1R F2R. Τέλος τα προϊόντα της PCR 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1% υπό τάση 90  Volt.  

 Στην εικόνα 38 από τα αριστερά προς τα δεξιά βλέπουµε τις διαδροµές των προϊόντων του ζεύγους 

F1R, F2R και το µοριακό µάρτυρα DNA. To προϊόν F1R έχει µέγεθος περίπου 420 ζευγών βάσεων, ενώ 

το F2R 200. Επίσης στη διαδροµή  F1R παρατηρούµε την ύπαρξη διµερών εκκινητών. Τα αποτελέσµατα 

δείχνουν πως  στα   NCI-H520 εκφράζεται µόνο το γνωστό µετάγραφο της PARN (µε µήκους εξωνίου 1 

165bp) µιας και συµφωνεί µε το αντίστοιχο προβλεπόµενο µέγεθος προϊόντων. 
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Εικόνα 38   Ηλεκτροφόρηση προιόντων PCR µε  ζεύγη F1R,F2R σε  cDNA κυττάρων  NCI-H520, (F1R,F2R, 
Ladder από αριστερά προς τα δεξιά) 
 

Το επόµενο βήµα ήταν να επαναληφθεί το παραπάνω πείραµα µε τις ανθρώπινες κυτταρικές 
σειρές MCF7, MET5A, HEPG2, EA.hy926, M14K, HEK, HeLa µε µόνη διαφορά ότι για την αποµόνωση 
ολικού RNA χρησιµοποιήθηκε  το  kit Nucleospin Triprep της   Macherey Nagel. Στην Εικόνα 39 
παρατηρούµε ότι το ζεύγος εκκινητών  F1R δεν  λειτούργησε  στο  cDNA των   κυττάρων   met5a, Hepg2, 
HELA, EA296 και HEK αλλά  έδωσε  δύο  προϊόντα µεγέθους  περίπου 400 και 320 ζευγών  βάσεων  στο  
cDNA των  κυττάρων Mcf7 και M14K, επίσης το ζεύγος F2R έδωσε ένα προϊόν 200 ζευγών βάσεων σε 
όλες τις κυτταρικές σειρές. Αυτά τα µεγέθη προϊόντων ταιριάζουν µε τa προβλεπόµενα µεγέθη των  TS2 
και του γνωστού mRNA της PARN. 

 

 
Εικόνα 39.  Ηλεκτροφόρηση προιόντων PCR µε ζεύγη F1R,F2R σε cDNA επτά κυτταρικών σειρών. 
 

Στη συνέχεια  έγινε επανάληψη της PCR µε  το  ζεύγος  εκκινητών  F1R στα  cDNA των  M14K,  
MCF7 και  MDA. H κυτταρική  σειρά  MDA δεν  είχε  ελεγχθεί  για  την  έκφραση  εναλλακτικών  
µεταγράφων. Επίσης έγινε  PCR στα cDNA των M14K,  MCF7 για  να  παραχθεί αρκετή ποσότητα DNA 
ώστε εν τέλει να σταλθούν για αλληλούχηση.  Έτσι µετά την ολοκλήρωση της PCR έγινε ηλεκτροφόρηση 
στις ίδιες συνθήκες. Τέλος έγινε   αποκοπή των ζωνών ενδιαφέροντος και αποµόνωση του DNA µε το kit 
PCR cleanup Gel extraction της Macherey-Nagel.   
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Εικόνα 40. Ηλεκτροφόρηση προιόντων PCR σε cDNA κυττάρων MDA, Mcf7 και M14K. 

 

Βλέπουµε πως το ζεύγος εκκινητών F1R δεν λειτούργησε στο cDNA των κυττάρων MDA και ότι 
το  cDNA  που  αντιστοιχεί  στο  εναλλακτικό µετάγραφο µεγάλου µήκους  ενισχύθηκε  πολύ  περισσότερο 
σε σχέση µε το βραχύτερο στα MCF7 και M14K. Στη συνέχεια έγινε αποκοπή όλων των ξεχωριστών 
ζωνών της πηκτής µε νυστέρι και τοποθετήθηκαν σε τέσσερα ξεχωριστά tubes ένα για κάθε διαφορετική 
κυτταρική σειρά και προϊόν (MCF7 long, MCF7 short, M14k long, M14k short). Αφού ολοκληρώθηκε η 
αποµόνωση του  DNA προϊόντος από όλες τις ζώνες, επαναλάβαµε την PCR   µε εκκινητές F1R στα δύο 
δείγµατα DNA των βραχέων προιόντων (MCF7 short, M14k short) µε αυτό τον τρόπο εξασφαλίσαµε ότι 
η συγκέντρωση  DNA των βραχέων προϊόντων θα επαρκέσει για να γίνει επιτυχώς η αλληλούχησή τους.  

 
 
3.3 Αλληλούχιση των προιόντων PCR και βιοπληροφορική 

επαιξεργασία 
Τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης επιβεβαίωσαν τις προβλέψεις µας και έδειξαν ότι το προϊόν 

µεγάλου µήκους αντιστοιχεί στο γνωστό µετάγραφο της PARN  και το προϊόν µικρότερου µήκους σε ένα 
εναλλακτικό µετάγραφο. Βρέθηκε ότι η διαφορά µεταξύ των δύο προϊόντων έγκειται στην έλλειψη 83 
ζευγών βάσεων από το βραχύ προϊόν σε σχέση µε το µεγαλύτερο. Η διαφορά αυτή εντοπίζεται στο εξόνιο 
1 το οποίο στο γνωστό µετάγραφο κωδικοποιεί στο µεγαλύτερό του µήκος για την 5΄αµετάφραστη 
περιοχή αλλά  περιέχει και µια µικρή περιοχή που  κωδικοποιεί για πρωτεΐνη. Η εναλλακτική περιοχή 
περιλαµβάνει 64 ζεύγη βάσεων που αντιστοιχούν σε 5΄ UTR και 19 ζεύγη βάσεων που κωδικοποιούν για 
πρωτεΐνη συµπεριλαµβανοµένου του κωδικονίου έναρξης της µετάφρασης. Παρακάτω φαίνεται η πλήρης 
αλληλουχία του πρώτου εξονίου της PARN, όλες οι χρωµατιστές αλληλουχίες συντελούν την 
εναλλακτική περιοχή, από τις οποίες οι γαλάζιες αποτελούν 5΄ UTR και  οι µώβ  κωδικοποιούν  για  
πρωτεΐνη.   

Με τη χρήση του προγράµµατος ExPASy translate tool βρήκαµε  ότι  στο  βραχύ µετάγραφο  το  

επόµενο κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης το οποίο διατηρεί το πλαίσιο ανάγνωσης βρίσκεται στο 

εξόνιο τέσσερα. Θεωρώντας ότι η µόνη διαφορά µεταξύ των δύο µεταγράφων είναι αυτή που βρήκαµε 

στο εξόνιο 1 προσπαθήσαµε να προβλέψουµε τις αλλαγές που θα έχουν οι δύο αντίστοιχες πρωτεϊνικές 

ισοµορφές της PARN. Με την µεταφορά του κωδικονίου έναρξης της µετάφρασης στο εξόνιο τέσσερα, 
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όλες οι ανοδικές περιοχές µετατρέπονται σε  5΄ UTR ,αυτό από ότι φαίνεται θα έχει ως αποτέλεσµα οι δύο 

ισοµορφές να διαφέρουν κατά 61 αµινοξέα στο N-τελικό άκρο της PARN. Αυτά τα 61 αµινοξέα είναι 

µέρος της καταλυτικής περιοχής της  PARN και µάλιστα περιλαµβάνουν δύο από τα καταλυτικά αµινοξέα 

του ενεργου κέντρου του ενζύµου, τα Asp28 και Glu30. 

 Α      1 aggcgcgcgc tgtttccgga agtcgcggcc ggcgtcaccg ctgcggctgc ctcagctact 
        61 gccgcagtcg ccgcggaatt cggcgagtag aaccgctgag gcgggcgcgg gcccgggtgg 
      121 ggccaaggtt ccggccactc tgcagaatgg agataatcag gagca 

Β

 

Εικόνα 41. Α. αλληλουχία του πρώτου εξονίου της PARN. Ο ι χρωµατιστές αλληλουχίες συντελούν την 
εναλλακτική περιοχή. Γαλάζιο: 5΄ UTR⋅ µώβ: περιοχή που κωδικοποιεί για πρωτεΐνη. Β. Σχηµατική απεικόνιση των 
αποτελεσµάτων αλληλούχισης προιόντων PCR που  αντιστοιχούν  σε  εναλλακτικά µετάγραφα . Κάθε  τετράγωνο  
αναπαριστά ένα εξώνιο και η  αριθµησή τους αντιστοιχεί στα εξώνια του γονιδίου της PARN.Το γνωστό µακρύ 
µετάγραφο φαίνεται µε κόκκινο και το  εναλλακτικό  TS2 µε  πράσσινο. Με  πορτοκαλί  και  γαλάζιο  φαίνεται  η  
περιοχή που λείπει από το TS2 µετάγραφο, η πορτοκαλί περιοχή στο γνωστό µετάγραφο αντιστοιχεί σε µέρος της 5΄ 
UTR ενώ η πορτοκαλί σε περιοχή που κωδικοποιεί για πρωτεϊνη. Έτσι φαίνεται πως από το πρώτο εξώνιο του Ts2 
εναλλακτικού µεταγράφου λείπει µία εναλλακτική περιοχή µήκους 83 ζευγών βάσεων και παραµένει µία περιοχή 
82. 
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Εικόνα 42. Σχηµατική αποικόνιση της προβλεπόµενης πρωτοταγούς δοµής της πρωτεΐνης που ίσως εκφράζει το TS2 

εναλλακτικό µετάγραφο (alternative transcript). Known transcript: µετάγραφο PARN αγρίου τύπου. 

 

Το προβλεπόµενο µοριακό βάρος της εναλλακτικής ισοµορφής της PARN υπολογίζεται σύµφωνα 

µε το ακόλουθο σχήµα: 

 

639 αµινοξέα η γνωστή ισοµορφή της PARN  74KD  

639-61=578 αµινοξέα, προβλεπόµενο µήκος εναλλακτικής ισοµορφής 67 KD  

 

Με τη χρήση του προγράµµατος PITA προβλέφθηκε  ότι  η 5΄περιοχή seed του  miR-1207 µπορεί  

να προσδεθεί  στην 5΄αµετάφραστη περιοχή του γνωστού µεταγράφου και όχι του εναλλακτικού. 

Σύµφωνα µε το πρόγραµµα, 7 θέσεις  της  περιοχή seed του  είναι  συµπληρωµατικές µε  το 5 UTR, σε µία 

θέση υπάρχει αταίριαστο ζεύγος και σε µία ακόµα δηµιουργούνται δεσµοί υδρογόνου µέσω γουανίνης και 

ουρακίλης η ελεύθερη ενέργεια  Gibbs αυτής της πρόσδεσης υπολογίστηκε ότι είναι -13,03 J.    

 

3.4 Έλεγχος  επιπέδων έκφρασης των µεταγράφων της PARN σε  συνθήκες  

στέρησης ορού 

 Στη συνέχεια αποφασίσαµε να εξετάσουµε τα επίπεδα έκφρασης των εναλλακτικών µεταγράφων 

στα M14K κύτταρα   κάτω  από  φυσιολογικές   συνθήκες  επώασης  και  σε  συνθήκες στέρησης ορού . Για 

αυτό το σκοπό  έγινε RTq-PCR µε  τα  ζεύγη  εκκινητών  F1R2, F1R3 σε  cDNA M14K κυττάρων  που  
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επωάστηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες (10% FBS) και σε σε  cDNA M14K κυττάρων που επωάστηκαν 

σε µειωµένο θρεπτικό υλικό (0.5% FBS) για 1 ηµέρα. 

 

            
Εικόνα 43. Οι  εκκινητές  R2, R3 σχεδιάστηκαν έτσι ώστε το ζεύγος  F1R2 να µπορεί να ενισχύσει και τα δύο 
εναλλακτικά µετάγραφα ενώ το F1R3 µόνο το γνωστό. 
 

 
Εικόνα 44. Διάγραµµα  διάστασης  σήµατος  φθορισµού της  RTq-PCR µε  το  ζεύγος  εκκινητών  F1R2 και το ζεύγος 

που ενισχύει τη β-ακτίνη. 

 

Με κόκκινο φαίνονται τα επίπεδα φθορισµού των προϊόντων  0.5% FBS µε, µπλέ των 10% FBS  

και µε πράσσινο και γκρί της β-ακτίνης. Στους 84 βαθµούς Κελσίου βλέπουµε την καµπύλη φθορισµού 

του προιόντος που προέρχεται από  το  βραχύ  εναλλακτικό µετάγραφο  ενώ  στους 89οC βλέπουµε  την  

καµπύλη του γνωστού µεταγράφου. Στους 87 οC βλέπουµε  την  καµπύλη  της  β- ακτίνης. Οι κορυφές σε 

θερµοκρασίες µικρότερες των 80 οC αντιστοιχούν  σε µη  ειδικά  προϊόντα, ενώ  οι  κορυφές  σε  
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θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 82 οC αντιστοιχούν  σε  ειδικά   προϊόντα  της  PCR. Από τα διαγράµµατα 

διάστασης σήµατος φθορισµού καταλαβαίνουµε ότι όλα τα προϊόντα ήταν ειδικά µιας και οι καµπύλες 

εµφανίζονται σε υψηλές θερµοκρασίες και είναι πολύ απότοµες.  

 
Εικόνα 45. Διάγραµµα  διάστασης  σήµατος  φθορισµού της  RTq-PCR µε  το  ζεύγος  εκκινητών  F1R3 και το ζεύγος 

που ενισχύει τη β-ακτίνη. 

 

Η καµπύλη φθορισµού στους 89 oC προέρχεται  από  το  προϊόν   αποκλειστικά  και µόνο  του  

γνωστού µεταγράφου. Οι κορυφές σε θερµοκρασίες µικρότερες των 82 οC αντιστοιχούν  σε µη  ειδικά  

προϊόντα, ενώ οι κορυφές σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 84 οC αντιστοιχούν σε ειδικά  προϊόντα της 

PCR. 

  
Εικόνα 46. Η συνολική  έκφραση  των  δύο µεταγράφων  της  PARN διπλασιάζεται  σε  κατάσταση   σε   κατάσταση  

στέρησης ορού (το ζεύγος εκκινητών F1R2 ενισχύει και τα δύο cDNA προιόντα των µεταγράφων). 
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Εικόνα 47. Η έκφραση  του  γνωστού µεταγράφου  τετραπλασιάζεται  σε  κατάσταση  στέρησης  ορού (το  ζεύγος  

εκκινητών F1R3 ενισχύει µόνο το γνωστό µετάγραφο). 

 

 

3.5 Έλεγχος επιπέδων έκφρασης του miR-1207 σε συνθήκες στέρησης ορού 
 Στη συνέχεια  µελετήσαµε τα επίπεδα έκφρασης του miR-1207 κάτω από φυσιολογικές συνθήκες 

επώασης (10% FBS) και σε κατάσταση στέρησης όρού (0.5% FBS) σε κύτταρα M14K. Πιο κάτω 

φαίνεται το διάγραµµα  διάστασης σήµατος φθορισµού, µε κόκκινο φαίνονται τα επίπεδα φθορισµού του 

miR-1207 στα κύτταρα που επωάστηκαν µε 10% FBS ενώ µε µπλε µε  0.5%FBS, µε πράσινο και γκρι τα 

U6 στις αντίστοιχες συνθήκες. Οι  κορυφές  σε  θερµοκρασίες µικρότερες  των 74 οC αντιστοιχούν σε µη 

ειδικά προϊόντα, ενώ οι κορυφές σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 76 οC αντιστοιχούν  σε  ειδικά  

προϊόντα της PCR  
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Εικόνα 48. Διάγραµµα διάστασης σήµατος φθορισµού της  RTq-PCR µε  το  ζεύγος  εκκινητών  που  ενισχύουν  το  

miR-1207 και το U6 snRNA.  

 

 
Εικόνα 49. Τ α σχετικά επίπεδα έκφρασης του miR-1207 σε  φυσιολογικές  συνθήκες  επώασης (αριστερό  

ραβδόγραµµα) και σε συνθήκες στέρησης ορού  (δεξί ραβδόγραµµα). Παρατηρούµε ότι τα επίπεδα έκφρασης  του 

miR-1207 µειώνονται κατά 30% σε συνθήκες έλληψης ορού. 
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3.6 Ανοσοαποτύπωση αντι-PARN σε δειγµάτα πρωτεϊνών M14k  κυττάρων σε 

κανονικές συνθήκες, και σε στέρησης ορού    
 Τέλος κάναµε στύπωµα Western σε αποδιατακτικές συνθήκες µε αντι-PARN πολυκλωνικά 

αντισώµατα σε ολικό κυτταρικό εκχύλισµα πρωτεϊνών που είχαν αποµονωθεί από  M14k  κύτταρα  που  

είχαν επωαστεί σε κανονικές συνθήκες, και σε συνθήκες στέρησης ορού. Παρατηρούµε και στα δύο 

δείγµατα την ύπαρξη δύο ζωνών µε µεγέθη περίπου 76 και 69 Κ d οι  τελευταίες  θα µπορούσαν  να  

αντιστοιχούν στα πρωτεινικά προϊόντα του Ts2 εναλλακτικού µεταγράφου. Επίσης παρατηρούµε την 

ύπαρξη µιας ζώνης µε µέγεθος µεγαλύτερο των 120 Κd και µία πολύ αχνή ζώνη περίπου στα 55 Κd. Στο 

δείγµα που αντιστοιχεί στα κύτταρα που επωάστηκαν σε µειωµένο θρεπτικό υλικό επίσης βλέπουµε ότι η 

ζώνη των 76 Κd είναι αρκετά πιο έντονη σε σχέση µε την αντίστοιχη του άλλου δείγµατος.  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

  

  

 

 

 

Εικόνα 50. Ανοσοαποτύποτύπωση κατά Western µε πολυκλωνικά αντισσώµατα αντι-PARN σε κυτταρικά λύµµατα 
που αποµονώθηκαν από  κύτταρα M14K που  επωάστηκαν  σε  φυσιολογικές  συνθήκες (αριστερά) και  σε  στέρηση  
ορού (δεξιά). 
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4. Συζήτηση αποτελεσµάτων 
 

 Την τελευταία δεκαετία έχει γίνει σηµαντική πρόοδος στον τοµέα της γενοµικής κυρίως λόγω της 

ωρίµανσης των τεχνολογιών της αλληλούχισης και των µικροσυστοιχιών αλλά και λόγω της ανάπτυξης 

χρήσιµων προγραµµάτων βιοπληροφορικής για την επεξεργασία του όγκου δεδοµένων που παράγουν οι 

παραπάνω τεχνικές. Ένας από  τους πολ λούς καρπούς που  µας πρόσεφεραν οι έρευνες που  έγιναν 

χρησιµοποιόντας την παραπάνω τεχνολογία, είναι η ανάδειξη της σηµασίας του µηχανισµού του 

εναλλακτικού µατίσµατος. Είναι σαφές πως το εναλλακτικό µάτισµα είναι ο κύριος µηχανισµός 

δηµιουργίας πολυπλοκότητας στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, ότι είναι ένα σηµαντικότατο 

βήµα της γονιδιακής έκφρασης, αλλά και ότι ίσως είναι καιρός να αναθεωρηθεί ο ορισµός του γονιδίου, 

µιας και έχουν βρεθεί εναλλακτικά µετάγραφα που µεταφράζονται σε πρωτεΐνες που έ χουν εντελώς 

διαφορετική τριτοταγή δοµή, δράση, λειτουργία και ρύθµιση σε σχέση µε τα υπόλοιπα µετάγραφα που 

µπορεί να κωδικοποιεί ένα γονίδιο. Η απορρύθµιση µέσω µιας ποικιλίας κωδικών και µη κωδικών 

µεταλλάξεων σε cis στοιχεία και trans ρυθµιστικούς παράγοντες επίσης έχει δειχθεί ότι αποτελεί 

αιτιολογικό παράγοντα για πολλές γενετικές ασθένειες και ότι παίζει σηµαντικότατο ρόλο στα µετέπειτα 

στάδια της καρκινογένεσης. Ο τοµέας της πρωτεοµικής για πολλούς λόγους δεν έχει ακολουθήσει τους 

ταχείς ρυθµούς ανάπτυξης της γενοµικής. Αυτό συµβαίνει κυρίως επειδή η δοµή είναι εξ ίσου αν όχι πιο 

σηµαντική από την αλληλουχία σε αυτόν τον τοµέα, προσθέτοντας δισανάλογο βάθος στην έρευνα των 

πρωτεϊνών σε σχέση µε των γονιδίων και των µεταγράφων, αλλά και επειδή οι τεχνικές της πρωτεοµικής 

δεν καταφέρνουν µέχρι στιγµής να δίνουν τα µαζικά αποτελέσµατα που δίνουν οι  high throughput 

τεχνικές  της γενοµικής. Έτσι πολλά αποτελέσµατα που έχει δώσει η γενοµική, που υποδεικνύουν άµεσα 

ή υπονοούν την ύπαρξη εναλλακτικών µεταγράφων δεν έχει µετατραπεί ακόµα σε γνώση δοµής 

λειτουργίας και ρύθµισης των αντίστοιχων πρωτεινικών προιόντων για τον απλό λόγο ότι αυτό το είδος 

έρευνας χρειάζεται δισανάλογα περισσότερο χρόνο και κόπο. Η παρούσα εργασία φιλοδοξεί να είναι ένα 

πρώτο βή µα για την αξιοποίηση της γνώσης της ύπαρξης και της ρύθµισης των εναλλακτικών 

µεταγράφων της PARN, ώστε σε µελλοντικές εργασίες να αποκτηθεί γνώση πάνω στη λειτουργία αυτών 

των νέων πρωτεϊνών. Σε αυτή την εργασία βρήκαµε ότι στις κυτταρικές σειρές M14K και Mcf7 

συνεκφράζονται δύο µετάγραφα της PARN, ένα εκ των οποίο ήταν άγνωστο. Στη συνέχεια ελέγχθηκε το 

πρότυπο έκφρασης των µεταγράφων και του miR-1207 σε M14K κύτταρα σε κατάσταση στέρησης ορού. 

Παρατηρήσαµε  ότι σε κατάσταση στέρησης ορού το συνολικό επίπεδο έκφρασης των µεταγράφων 

διπλασιάζεται, η έκφραση του γνωστού µεταγράφου τετραπλασιάζεται και του   Ts2 υποδιπλασιάζεται 

ενώ η έκφραση του miR-1207 µειώνεται κατά 30%. Τέλος έγινε ανοσοαποτύπωση της PARN σε δείγµατα 

κυτταρικών λυ µµάτων πρωτεϊνών που  απο µονώθηκαν από M14K κύτταρα τα οποία επωάστηκαν στις 

συνθήκες που περιγράφονται παραπάνω. Από το τελευταίο πείραµα µπορέσαµε να παρατηρήσουµε την 

πρωτεΐνη της PARN, αλλά µάλλον λόγω του ότι η πρωτεολυµένη ισοµορφή της και το προβλεπόµενο 
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πρωτεϊνικό προιόν του ε ναλλακτικού µεταγράφου έχουν σχετικά παραπλήσιες µοριακές µάζες δεν 

µπορέσαµε να λάβουµε καθαρή ζώνη, ώστε να αποφανθούµε µε ασφάλεια ότι προέρχεται  από  το  

εναλλακτικό µετάγραφο.  

 Έγινε σάρωση µε PCR σε  cDNA εννέα  διαφορετικών  κυτταρικών  σειρών  ώστε  να  εξεταστεί η 

έκφραση εναλλακτικών µεταγράφων (εικόνες 38-40). Τα κύτταρα NCI εκφράζουν το γνωστό µετάγραφο 

της  PARN µιας και τα µήκη των προϊόντων F1R, F2R ταιριάζουν µε τα αντίστοιχα προβλεπόµενα µήκη 

του γνωστού µεταγράφου (εικόνα 38). Το ζεύγος εκκινητών F2R έδωσε προϊόν σε όλα τα δείγµατα, ενώ 

το F1R µόνο  στα  M14K και  MCF7 στα οποία έδωσε διπλή ζώνη (εικόνα  39). Το γεγονός ότι το ζεύγος  

εκκινητών  F2R λειτούργησε σε όλα τα δείγµατα σηµαίνει ότι το γονίδιο  PARN εκφράζεται σε όλες τις 

κυτταρικές σειρές που εξετάστηκαν. Το ζεύγος εκκινητών F1R είναι πιθανό ότι δεν παρήγαγε προϊόν στις 

περισσότερες αντιδράσεις PCR, διότι  ο εκκινητής F1 σχεδιάστηκε εντός  της 5΄UTR  που όπως φαίνεται 

και από  την εικόνα 36 (που  παραθέτει  τα  αποτελέσµατα  του [195]) αποτελεί  εναλλακτική περιοχή. Το 

διπλό προϊόν του ζεύγους F1R στα  cDNA που προέρχονται από τα κύτταρα M14K και MCF7 είναι µια 

σαφής ένδειξη της  συνέκφρασης  δύο µεταγράφων . Το µήκος των προ ϊόντων αυτών ταυτίζεται µε τα 

προβλεπόµενα για το γνωστό µετάγραφο και το εναλλακτικό µετάγραφο Ts2. Στην εικόνα 40 φαίνεται ότι  

στο cDNA των  κυττάρων  MDA  δεν λειτούργησε το ζεύγος F1R. Έτσι λοιπόν από το πείραµα σάρωσης 

µπορούν να εξαχθούν δύο  συµπεράσµατα , ότι τα M14K και  MCF7 συνεκφράζουν 2 µετάγραφα, και το 

ότι στις  υπόλοιπες κυτταρικές  σειρές εκτός της NCI εκφράζονται  άλλα  άγνωστα  εναλλακτικά  

µετάγραφα που έχουν τουλάχιστον διαφορετικό 5΄UTR σε σχέση µε το γνωστό µετάγραφο.  

 Η αλληλούχιση των δύο προϊόντων των σειρών M14K και  MCF7   έδειξε  ότι τα αντίστοιχα 

αγρίου τύπου και τα βραχέα εναλλακτικά µετάγραφα των δύο σειρών είναι τα ίδια αλλά και ότι στο βραχύ 

µετάγραφο λείπει ένα κοµµάτι 83 ζευγών βάσεων από την περιοχή του πρώτου εξονίου 19 εκ των οποίων 

κωδικοποιούν για α µινοξέα, ενώ  τα  υπόλοιπα  είναι µέρος  του 5΄  UTR. Έτσι, είναι πιθανό ότι  η  

µετάφραση του εναλλακτικού µεταγράφου ξεκινά από το εξόνιο 4 διατηρώντας το ίδιο πλαίσιο 

ανάγνωσης χάνοντας έτσι 61 αµ ινοξέα από  το αµινοτελικό άκρο συµπεριλαµβανοµένων 2 καταλυτικών 

αµινοξέων (Asp28 και Glu30) όπως  φαίνεται  στις  εικόνες 41 και  42. Αυτό µπορεί  να  σηµαίνει  πως  το  

συγκεκριµένο εναλλακτικό µετάγραφο αποτελεί εξαίρεση στον κανόνα που ορίζει ότι η  πλειοψηφία των 

εναλλακτικών µεταγράφων περιλαµβάνουν ήπιες αλλαγές σε εξωτερικές θέσεις της πρωτεΐνης [15,16] και 

έτσι θα µπορούσε η νέα πρωτεΐνη να  έχει  νέα  δοµή  και  δράση µιας  και  οι  αλλαγές  περιλαµβάνουν  πολύ  

σηµαντικές θέσεις όπως έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία [20]. Παρόλα αυτά, απαιτείται σε βάθος µελέτη 

για να αποσαφηνισθούν αυτά τα ερωτήµατα. 

 Σε συνθήκες στέρησης ορού υπολογίστηκε πως η έκφραση του εναλλακτικού µεταγράφου TS2 

µειώνεται κατά περίπου δύο φορές, µιας  και  σε  αυτές  τις  συνθήκες  τετραπλασιάζεται  η  έκφραση  του  

γνωστού µακρού µεταγράφου και διπλασιάζεται η έκφραση και των δύο (εικόνες 46, 47). Δεν εξετάστηκε 
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αν η αλλαγή αυτή είναι τελικού σηµείου ή αν συνεχίσει η επώαση στις συγκεκριµένες συνθήκες stress  η 

έκφραση του TS2 θα  µηδενιστεί. Στην πρώτη περίπτωση, η  πρωτεΐνη  που  παράγει  το  εναλλακτικό  

µετάγραφο θα χρειαζόταν σε αυτή τη συγκεκριµένη αναλογία, ενώ στη δεύτερη περίπτωση η  έκφραση 

του εναλλακτικού µεταγράφου  δεν θα ήταν ωφέλιµη για το κύτταρο στη συγκεκριµένη κατάσταση, οπότε 

το κύτταρο προσπαθεί να την εξαλλείψει. Πιθανώς η έκφραση του εναλλακτικού µεταγράφου TS2 έχει  

χρησιµότητα σε κατάσταση ηρεµίας ενώ ο ρόλος της σε κατάσταση stress είναι άγνωστη. Σε αυτή την 

κατεύθυνση, έχει δειχθεί ότι η PARN απαντά σε διµερή και πιθανώς σε ολιγοµερείς δοµές, η συγκρότηση 

αυτών των δοµών σχετίζεται µε τη δραστικότητά της [148]. Θα ήταν ενδιαφέρον να εξεταστεί αν 

διαφορετικά επίπεδα έκφρασης  των  δύο µεταγράφων έχει  ως  αποτέλεσµα  το  σχηµατισµό  ετεροδιµερών  

αλλά και οµοδιµερών µεταξύ δύο πρωτεϊνών που  προέρχονται από το εναλλακτικό µετάγραφο ίσως και η 

πιθανή αναλογία αυτών  των  δοµών  να έχουν  διαφορετική  ρυθµιστική  δράση  και να  δηµιουργούνται  ως  

απόκριση σε συγκεκριµένες κυτταρικές συνθήκες. Σε κάθε περίπτωση, οι παραπάνω σκέψεις αφορούν σε 

ανοικτά ερωτήµατα µελλοντικής έρευνας. 

 Εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης ενός microRNA, του miR-1207, για το οποίο προκαταρκτικές 

µελέτες του εργαστηρίου έδειξαν πως επηρεάζει αρνητικά τα επίπεδα της PARN. Τα αποτελέσµατα 

έδειξαν οτι τα  επίπεδα  έκφρασης  του  miR-1207 µειώνονται  κατά 30% σε  κατάσταση  έλλειψης ορού σε 

σχέση µε τα επίπεδα του σε κύτταρα που επωάστηκαν σε φυσιολογικές συνθήκες ( εικόνα 49). Αυτή  η  

παρατήρηση έρχεται  σε  συµφωνία µε  τις  προηγούµενες µελέτες  του  εργαστηρίου, οι  οποίες  είχαν  δείξει  

ότι το miR-1207  στοχεύει το µετάγραφο της PARN ρυθµίζοντας αρνητικά τα επίπεδα της πρωτεΐνης και 

του γνωστού µεταγράφου της. Έτσι σε κατάσταση έλλειψης ορού η αύξηση της έκφρασης του γνωστού 

µεταγράφου ίσως να οφείλεται εν µέρει στη µείωση των επιπέδων του miR-1207. 

  Στο πείραµα ανοσοαποτύπωσης κατά Western (εικόνα 50) η ζώνη 76 kDa πιθανότατα  

αντιστοιχεί στην πυρηνική µορφή της γνωστής PARN µιας και η  µοριακή µάζα της έχει υπολογιστεί σε  

74kDa [138,140]. Το αποτέλεσµα ότι η ζώνη 76 kDa που  αντιστοιχεί  στο  δείγµα  που  επωάστηκε  σε  

0.5%FBS  είναι πολύ πιο έντονη σε σχέση µε την αντίστοιχη ζώνη του δείγµατος που επωάστηκε σε 10% 

FBS έρχεται  σε συµφωνία µε  το  αποτέλεσµα  του  πειράµατος ελέγχου των επιπέδων έκφρασης των 

mRNA µε  RTq-PCR.   H ζώνη  στην περιοχή των 69 kDa θα µπορούσε να αντιστοιχεί  στο πρωτεϊνικό 

προϊόν του εναλλακτικού µεταγράφου µε προβλεπόµενη µάζα 67 kDa. Δεν πρέπει όµως να αγνοηθούν και 

οι γνωστές κυτταροπλασµατικές πρωτεολυµένες µορφές της  PARN που πιθανόν να υπάρχουν (για 

παράδειγµα έχουν αναφερθεί οι 54 kDa µορφή  σε  κύτταρα HeLa [193], και 62 kDa σε  Xenopus[139]). 

Επίσης η α µυδρή ζώνη  που  εµφανίζεται  περίπου  στα 55 kDa θα µπορούσε να αντιπροσωπεύει  µια 

πρωτεολυµένη µορφή της  PARN προερχόµενη ίσως από  την  πρωτεολυτική  πέψη του  εναλλακτικού  

µεταγράφου Ts2. Παρατηρείται επίσης µία ζώνη που  έχει µοριακή µάζα µεγαλύτερη από 120 kDa. Με 

δεδοµένο πως η ηλεκτροφόρηση SDS PAGE γίνεται σ ε αποδιατακτικές συνθήκες, περιορίζεται η 
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πιθανότητα διµερισµού. Παρόλα αυτά, κατά την αποµόνωση πρωτεϊνών η περιεκτικότητα των δειγµάτων 

σε πρωτεΐνη ήταν εξαιρετικά υψηλή και είναι πιθανό να αποκαταστήθηκαν οι δισουλφιδικοί δεσµοί, να 

σχηµατίστηκαν συσσωµατώµατα ή να παρουσίασαν εσφαλµένη αναδίπλωση που να επέµειναν παρόλο τις 

αποδιατακτικές συνθήκες, παρόµοια ευρήµατα έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία [196]. 

 

Προοπτικές   

 Η παρούσα µελέτη αναδεικνύει πολλά ενδιαφέροντα ερωτήµατα. Μια πρώτη µελέτη θα µπορούσε 

να αφορά στην αναζήτηση πιθανών εναλλακτικών 5΄ UTR⋅ θα µπορούσε να γίνει ανάλυση 5 ΄RACE σε  

συνδυασµό µε κατάλληλους εκκινητές ώστε να ενισχυθούν οι διαφορές στα µεγέθη των πιθανών 

εναλλακτικών 5΄ περιοχών. Για να εξετασθεί εάν η αλλαγή στο προφίλ έκφρασης των µεταγράφων είναι 

τελικού σηµείου ή αποτελεί µεταβατικό στάδιο της έκφρασης, θα µπορούσαν να τροποποιηθούν οι 

πειραµατικές συνθήκες, ώστε να αναλυθούν τα επίπεδα έκφρασης των µεταγράφων σε συνθήκες στρες 

και σε µεγαλύτερους χρόνους επώασης. Εξίσου σηµαντικό είναι να αναζητηθεί το προϊόν του 

εναλλακτικού µεταγράφου και η διάκρισή του από άλλες πιθανές πρωτολυµένες µορφές. Σε αυτή την 

κατεύθυνση θα  βοηθήσουν πειράµατα διαχωρισµού πυρήνα – κυτταροπλάσµατος  σε  κατάλληλες  

συνθήκες και µε χρήση κατάλληλων αναστολέων πρωτεασών. Εαν ταυτοποιηθεί η ύπαρξη πρωτεΐνης που 

κωδικοποιείται από  το εναλλακτικό µετάγραφο, είναι απαραίτητη η  διερεύνηση της δραστικότητας του⋅ 

κλωνοποίησή του µεταγράφου σε κατάλληλο φορέα  έκφρασης και  ακολούθως µελέτες  ενζυµικής  

δραστικότητας θα συµβάλλουν στη προσέγγιση του ερωτήµατος αυτού. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον θα έχει η 

αναζήτηση παραγόντων που προσδένονται στην περιοχή που διαφοροποιεί τα µετάγραφα. Για το σκοπό 

αυτό µπορούν να χρησιµοποιηθούν εργαλεία βιοπληροφορικής για να αναζητήσουν miRNAs µε 

πιθανότητα πρόσδεσης στην περιοχή αυτή, ή πειράµατα ανοσοκατακρήµνισης σε συνδυασµό µε εργαλεία 

πρωτεοµικής. 
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