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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση, PARN, είναι μία επεξεργαστική 3´-5´ εξωριβονουκλεάση, με 

ικανότητα αλληλεπίδρασης με την καλύπτρα m7G,  που αποικοδομεί επιλεκτικά την ουρά πολυ(Α) των 

ευκαρυωτικών mRNA, καθορίζοντας την διάρκεια ζωή τους στο κύτταρο. Η PARN συμμετέχει σε 

σημαντικές κυτταρικές διεργασίες. Παίζει σημαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης των 

ωοκυττάρων, στην εμβρυογένεση, στην πρώιμη ανάπτυξη, στην κυτταρική απόκριση κατά τη βλάβη του 

DNA και στην πρόοδο του κυτταρικού κύκλου. Το ένζυμο συμμετέχει στη μη-νοηματικά μεσολαβούμενη 

αποικοδόμηση του mRNA και στη ρύθμιση της κυτταροπλασματικής πολυαδενυλίωσης. Πρόσφατες μελέτες 

αναφέρουν ότι η PARN συμμετέχει και στη βιογένεση των miRNA, ενώ προκαταρτικά αποτελέσματα του 

εργαστηρίου συνδέουν την PARN με τη βιογένεση και την έκφραση ενός υποσυνόλου miRNA. Η PARN  

είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά με πολλούς πρωτεϊνικούς παράγοντες που ίσως δρουν ως ρυθμιστές της 

ενεργότητάς της. Παρόλα αυτά, παραμένουν άγνωστοι οι μηχανισμοί μέσα από τους οποίους η ίδια 

κατευθύνεται στα υποστρώματά της. Προκαταρτικά δεδομένα του εργαστηρίου έχουν υποδείξει τον CPSF6 

ως παράγοντα αλληλεπίδρασης της PARN στα κύτταρα NCI-H520. Ο CPSF6 συμμετέχει στον βασικό 

μηχανισμό επεξεργασίας του  άκρου 3' που ολοκληρώνεται με την προσθήκη της πολυ(Α) ουράς στα πρώιμα 

mRNA. Η παρούσα διπλωματική εργασία εξετάζει την αλληλεπίδραση μεταξύ PARN και CPSF6. Πειράματα 

ανοσοκατακρήμνισης σε εκχυλίσματα κυττάρων NCI-H520 δείχνουν ότι η PARN και ο CPSF6 

αλληλεπιδρούν ανεξάρτητα από την παρουσία RNA. Στη συνέχεια, εξετάστηκαν τα επίπεδα επιλεγμένων 

miRNA με RT-qPCR μετά από αποσιώπηση του CPSF6 σε κύτταρα NCI-H520. Τα αποτελέσματα δείχνουν 

ότι η αποσιώπηση του CPSF6 επηρεάζει τα miRNA, των οποίων η σταθερότητα ελέγχεται από την PARN. 

Συμπερασματικά, ο CPSF6 μεσολαβεί στην προσέλκυση της PARN στα σύμπλοκα ωρίμανσης miRNA.    

ABSTRACT 
Poly(A)-specific ribonuclease, PARN, is a processive, cap-interacting 3'-5' exoribonuclease that efficiently 

degrades the poly(A) tail of eukaryotic mRNAs determining their life-span. PARN is involved in important 

cellular processes. It is important during oocyte maturation, embryogenesis, early development, DNA damage 

response, and in cell-cycle progression. The enzyme also participates in nonsense-mediated mRNA decay and 

in the regulation of cytoplasmic polyadenylation. Recent studies report that PARN participates in miRNA 

biogenesis and preliminary results link PARN to the biogenesis and expression of a subset of specific 

miRNAs. PARN is known to interact with many protein factors that may act as regulators of its activity. 

However, the mechanisms through which PARN is recruited to its substrates remain elusive. Preliminary data 

have highlighted CPSF6 as an interacting partner of PARN in NCI-H520 cells. CPSF6 participates in the core 

of the 3΄-end processing machinery that catalyzes the addition of poly(A) tails in premature mRNAs. Herein, 

the interaction of PARN and CPSF6 was explored in depth. IP in NCI-H520 cell extracts showed that PARN 

and CPSF6 interact directly regardless of the presence of RNA. Next, the expression levels of selected 

miRNAs were examined after CPSF6 knock-down in NCI-H520 followed by RT-qPCR. Our results suggest 

that CPSF6 knock-down affects the accumulation of miRNAs that precipitate with PARN. Taken together, 

our results imply that CPSF6 mediates the recruitment of PARN on miRNA-processing complexes.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Εισαγωγή στο ριβονουκλεϊκό οξύ (RNA) 

Οι μηχανισμοί που επιτρέπουν τη δημιουργία ζωής βασίζονται στη δομή του δίκλωνου μορίου του 

δεοξυριβονουκλεϊκού οξέος (DNA). To DNA αποτελεί το μόριο αποθήκευσης της γενετικής πληροφορίας. 

Για να διεκπεραιώσει την λειτουργία του ως φορέας της πληροφορίας, το DNA πρέπει να αντιγραφεί και να 

εκφράσει με κάποιο τρόπο αυτήν την πληροφορία. Αυτό συμβαίνει μέσω ενός μηχανισμού που είναι κοινός 

σε όλους του ζωντανούς οργανισμούς και οδηγεί στην παραγωγή δύο άλλων βασικών τάξεων πολυμερών˙ τα 

RNA και τις πρωτεΐνες. Η διαδικασία ξεκινάει με τη μεταγραφή (transcription), όπου τμήματα της 

αλληλουχίας DNA χρησιμοποιούνται ως εκμαγεία για τη σύνθεση μικρότερων μορίων του συγγενικού 

πολυμερούς ριβονουκλεϊκό οξύ ή RNA. Σε επόμενο στάδιο, σε μία πιο περίπλοκη διαδικασία γνωστή ως 

μετάφραση (translation), πολλά από αυτά τα μόρια RNA κατευθύνουν τη σύνθεση πολυμερών μιας πολύ 

διαφορετικής τάξης χημικών μορίων, των πρωτεϊνών [1]. 

 Το RNA ενός κυττάρου παράγεται μέσω μεταγραφής του DNA. Η μεταγραφή ξεκινάει με το άνοιγμα 

ενός μικρού τμήματος της διπλής έλικας του DNA, έτσι ώστε να εκτεθούν οι βάσεις του κάθε κλώνου. Στη 

συνέχεια, ένας από τους δύο κλώνους της διπλής έλικας δρα ως εκμαγείο για τη σύνθεση ενός μορίου RNA. 

Τα ένζυμα που είναι υπεύθυνα για τη μεταγραφή ονομάζονται πολυμεράσες του RNA. Συγκεκριμένα, η RNA 

πολυμεράση κινείται κατά μήκος του DNA, ξεδιπλώνοντας τη διπλή έλικα, για να εκθέσει μία καινούργια 

περιοχή του κλώνου-εκμαγείου σε υβριδοποίηση μεταξύ συμπληρωματικών βάσεων. Με αυτόν τον τρόπο, η 

αναπτυσσόμενη αλυσίδα RNA επεκτείνεται κατά ένα νουκλεοτίδιο τη φορά με προσανατολισμό 5΄→3΄. Τα 

υποστρώματα είναι τριφωσφορικά νουκλεοσίδια (ATP, CTP, UTP και GTP) και η υδρόλυση των δεσμών 

υψηλής ενέργειας παρέχει την απαραίτητη ενέργεια για την προώθηση της αντίδρασης [1].    

Τα μόρια RNA που τελικά οδηγούν στη σύνθεση των πρωτεϊνών αποκαλούνται αγγελιαφόρα RNA 

(messenger RNA, mRNA) [1]. Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, τρεις διαφορετικές RNA πολυμεράσες 

μεταγράφουν τα γονίδια των RNA. Συγκεκριμένα, η RNA πολυμεράση ΙΙ (RNA polymerase II), η οποία 

βρίσκεται αποκλειστικά στον πυρήνα, είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση των αγγελιαφόρων RNA (mRNA), 

καθώς και ορισμένων μικρών πυρηνικών RNA (snRNA), κάποια από τα οποία συμμετέχουν στα γεγονότα 

ωρίμανσης του RNA [2]. 

Μόλις το mRNA παραχθεί μέσω μεταγραφής, η πληροφορία που βρίσκεται στη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του χρησιμοποιείται για να συντεθεί μια πρωτεΐνη. Η μετατροπή της πληροφορίας του mRNA 

σε πρωτεΐνη αντιπροσωπεύει τη μετάφραση της πληροφορίας από μια νουκλεοτιδική αλληλουχία σε μια 

αμινοξική αλληλουχία, σύμφωνα με τους κανόνες του γενετικού κώδικα [1]. Γενικά, στα mRNA διακρίνονται 

δύο τύποι περιοχών˙ η κωδική περιοχή (coding region) και οι αμετάφραστες περιοχές (untranslated region, 

UTR). Η κωδική περιοχή αποτελείται από μια σειρά κωδικονίων που αντιστοιχούν στην αλληλουχία των 

αμινοξέων της πρωτεΐνης. Αρχίζει, συνήθως, με το κωδικόνιο AUG και καταλήγει με ένα από τα κωδικόνια 

τερματισμού. Παράλληλα, η 5  ́αμετάφραστη περιοχή εντοπίζεται πριν την αρχή της κωδικής περιοχής, και 

είναι γνωστή ως οδηγός-αλληλουχία (ή 5  ́UTR), ενώ η 3  ́αμετάφραστη περιοχή ακολουθεί το κωδικόνιο 

τερματισμού και είναι γνωστή ως μετατερματική ακολουθία (ή 3  ́ UTR). Παρόλο που αυτές οι περιοχές 

αποτελούν μέρος της ίδιας μεταγραφικής μονάδας δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνη [3]. 

1.1.1 Συμμεταγραφικές τροποποιήσεις των ευκαρυωτικών mRNA 

Τα βακτηριακά mRNA συντίθενται αποκλειστικά από την RNA πολυμεράση, η οποία αρχίζει και 

τελειώνει σε συγκεκριμένα σημεία πάνω στο γονιδίωμα. Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς όμως, η 

αντίστοιχη διαδικασία διαφέρει σημαντικά. Συγκεκριμένα, η μεταγραφή είναι μόνο το πρώτο βήμα στην 

παραγωγή ενός mRNA. Άλλα σημαντικά βήματα αποτελούν οι ομοιοπολικές τροποποιήσεις των άκρων του 
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RNA και η αφαίρεση των ιντρονικών αλληλουχιών που απομακρύνονται από το μέσο του μεταγράφου με τη 

διαδικασία του ματίσματος (RNA splicing) [1]. 

Και τα δύο άκρα του ευκαρυωτικού mRNA υπόκεινται σε τροποποιήσεις˙ το 5΄ άκρο δέχεται την 

δομή καλύπτρας (capping), ενώ το 3  ́ άκρο πολυαδενυλιώνεται. Αυτές οι ειδικές δομές επιτρέπουν στο 

κύτταρο να εκτιμήσει αν και τα δύο άκρα του mRNA είναι παρόντα (και συνεπώς το μήνυμα είναι άθικτο), 

πριν το εξάγει από τον πυρήνα και το μεταφράσει σε πρωτεΐνη. Παράλληλα, η διαδικασία του ματίσματος  

του RNA ενώνει τις διαφορετικές περιοχές μιας αλληλουχίας που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και παρέχει στους 

ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς την ικανότητα να συνθέτουν διαφορετικές πρωτεΐνες από το ίδιο 

γονίδιο [1].  

 Η 5  ́καλύπτρα m7G 

Το 5  ́ άκρο του νεοσυντιθέμενου μορίου RNA υπόκειται σε επεξεργασία αμέσως μόλις η 

πολυμεράση II του RNA συνθέσει τα 25 πρώτα νουκλεοτίδια του μορίου. Η τροποποίηση περιλαμβάνει 

προσθήκη της δομής καλύπτρας, η οποία αποτελείται από ένα τροποποιημένο νουκλεοτίδιο γουανίνης. Τρία 

ένζυμα, τα οποία δρουν διαδοχικά, είναι υπεύθυνα για την αντίδραση προσθήκης της καλύπτρας˙ μία 

φωσφατάση αφαιρεί την φωσφορική ομάδα από το 5  ́ άκρο του αρτιγενούς RNA, μια γουανυλική 

τρανσφεράση  προσθέτει ένα GMP με ένα δεσμό αντίστροφου προσανατολισμού (5  ́προς 5  ́αντί για 5  ́προς 

3 )́ και μία μεθυλική τρανσφεράση προσθέτει μια μεθυλομάδα στην γουανοσίνη (βλ. Εικόνα 1). Επειδή και 

τα τρία ένζυμα είναι προσδεμένα στην ουρά της πολυμεράσης του RNA, η οποία είναι φωσφορυλιωμένη 

στην θέση της σερίνης-5, είναι έτοιμα να τροποποιήσουν το 5  ́άκρο του μεταγράφου αμέσως μόλις αυτό 

ξεπροβάλει από την πολυμεράση [1]. 

 
Εικόνα 1. Σχηματική απεικόνιση της ενζυμικής δημιουργίας της 5’ καλύπτρας στα ευκαρυωτικά mRNA [4] 

Η 5  ́καλύπτρα (m7G) σηματοδοτεί το 5  ́άκρο των ευκαρυωτικών mRNA και αυτό το διακριτικό 

στοιχείο  βοηθάει το κύτταρο να ξεχωρίζει τα mRNA από τα άλλα είδη μορίων RNA που βρίσκονται παρόντα 

μέσα σε αυτό. Στον πυρήνα, η καλύπτρα προσδένει ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο γνωστό ως CBC (cap-binding 

complex), το οποίο βοηθάει το RNA να υποστεί κατάλληλη επεξεργασία και έξοδο στο κυτταρόπλασμα. 

Επιπλέον, η m7G παίζει σημαντικό ρόλο και στην μετάφραση του mRNA στο κυτταρόπλασμα [1]. 

1.1.1.2 Το 3  ́άκρο υπόκειται σε επεξεργασία 

Τα περισσότερα ευκαρυωτικά πρόδρομα mRNA (pre-mRNA) πρέπει να υποβληθούν σε εκτεταμένη 

επεξεργασία, πριν καταστούν ικανά να μεταφερθούν στο κυτταρόπλασμα για την διαδικασία της 

μετάφρασης. Ένα από τα γεγονότα επεξεργασίας των pre-mRNA είναι και η ωρίμανση του 3  ́άκρου τους. 

Το 3  ́άκρο του mRNA προκύπτει από την τμήση (cleavage) του pre-mRNA στην περιοχή πολυαδενυλίωσης 

(polyadenylation site) και την προσθήκη μιας πολυ(Α) ουράς [poly(A) tail]. Η συναρμολόγηση του 

συμπλόκου τμήσης/ πολυαδενυλίωσης απαιτεί συγκεκριμένα σήματα στην αλληλουχία του pre-mRNA, 

καθώς και τη συμμετοχή ενός μεγάλου αριθμού πρωτεϊνικών παραγόντων. Αυτά τα σήματα, τα οποία 

χαρακτηρίζονται ως cis-δραστικά στοιχεία (cis-acting elements), εντοπίζονται στην 3  ́αμετάφραστη περιοχή 
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του pre-mRNA. Στα φυσιολογικά κύτταρα των θηλαστικών, η αντίδραση της τμήσης απαιτεί τον παράγοντα 

εξειδίκευσης της τμήσης-πολυαδενυλίωσης CPSF (cleavage-polyadenylation specificity factor), τον 

διεγείροντα παράγοντα τμήσης CstF (cleavage stimulation factor), τους παράγοντες τμήσης CF I και II 

(cleavage factors I και II), την RNA πολυμεράση RNAP II (RNA polymerase II) και την πολυ(Α) πολυμεράση 

PAP [poly(A) polymerase], ενώ η σύνθεση της πολυ(Α) ουράς βασίζεται στον CPSF, την PAP, την 

συμπλεκίνη (symplekin) και την πυρηνική πρωτεΐνη πρόσδεσης στην πολυ(Α) ουρά I PABNI (poly(A)-

binding protein nuclear I) (βλ. Εικόνα 2)[5].  

 
Εικόνα 2. Επισκόπηση της αντίδρασης επεξεργασίας του 3΄ άκρου του pre-mRNA. CPSF: παράγοντας τμήσης και 
πολυαδενυλίωσης (Cleavage and polyadenylation specificity factor), PAP: πολυ(Α) πολυμεράση [poly(A) polymerase], CF: 
παράγοντας τμήσης (cleavage factor), CstF: διεγείρων παράγοντας τμήσης (cleavage-stimulating factor), PABPII: πρωτεΐνη 
πρόσδεσης στην πολυ(Α) ουρά [poly(A) binding protein] [6] 

Αναλυτικότερα, ο CPSF αποτελείται από έξι υπομονάδες, τις CPSF-30, CPSF-73, CPSF-100, CPSF-

160, hFip1 [7] και WDR33 [8], οι οποίες είναι απαραίτητες για την αποτελεσματική τμήση και 

πολυαδενυλίωση των pre-mRNA. Ο CPSF-160 προσδένεται άμεσα στο σήμα πολυαδενυλίωσης (PAS), το 

οποίο αποτελείται από την εξανουκλεοτιδική αλληλουχία AAUAAA, ενώ η υπομονάδα CPSF-73 

προσδένεται στην περιοχή τμήσης (cleavage site) και αποτελεί την ενδονουκλεάση του συμπλόκου. Η CPSF-

73 ανήκει στην υπεροικογένεια των υδρολασών μεταλλο-β-λακταμάσης των οποίων η δράση εξαρτάται από 

ψευδάργυρο [9]. Επιπλέον, ο CstF συγκροτείται από τις υπομονάδες CstF-64, CstF-77 και CstF-50. 

Συγκεκριμένα, ο CstF-64 διαθέτει ένα συντηρημένο μοτίβο αναγνώρισης RNA (RNA-recognition motif, 

RRM) μέσω του οποίου προσδένεται στο mRNA και ιδιαίτερα στα καθοδικά πλούσια σε G/U στοιχεία (G/U-

rich downstream element, DSE). Ο CstF φαίνεται να συμμετέχει στην επιλογή των περιοχών 

πολυαδενυλίωσης. Όσον αφορά τον CF Im, είναι μοναδικός μεταξύ των παραγόντων επεξεργασίας του 3΄ 

άκρου, αφού δεν είναι εξελικτικά συντηρημένος ανάμεσα στα είδη, αλλά φαίνεται να εμφανίζεται ειδικά στα 

μετάζωα. Είναι ένα ετεροτετραμερές που συγκροτείται από δύο υπομονάδες 25 kDa, τις CF Im25 (ή CPSF5), 

οι οποίες έρχονται σε επαφή με μοτίβα UGUA των pre-mRNA, και δύο μεγαλύτερες 59 ή 68 kDa, τις CF 

Im59 (ή CPSF7) και CF Im68 (ή CPSF6) που είναι δομικά σχετικές πρωτεΐνες και περιέχουν το μοτίβο RRM 

[10]. Συγκεκριμένα, ο CF Im68 βρέθηκε πως μετακινείται, κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, μεταξύ 

πυρήνα και κυτταροπλάσματος και πως συμμετέχει στην εξαγωγή του mRNA στο κυτταρόπλασμα. Έχει 

δειχθεί πως ο CF Im αναγνωρίζει το RNA μέσω της ακολουθίας του (sequence-specific manner). Συνεπώς, 

φαίνεται ότι ο CF Im είναι ένας ακόμη παράγοντας, εκτός των CPSF και CstF, που συμμετέχει στην επιλογή 

των περιοχών πολυαδενυλίωσης [10-12]. 

H πολυ(Α) ουρά έχει ως κύριο στόχο την σταθεροποίηση του mRNA, προστατεύοντάς το από την 

αποικοδόμηση και αυτό επιτυγχάνεται μετά από σύνδεση με την πολυ(Α) συνδεόμενη πρωτεΐνη [poly(A)-

binding protein, PABP]. Στη διαδικασία αυτή, η πολυ(Α) ουρά συμμετέχει κυρίως μέσω των πρωτεϊνικών 

παραγόντων που προσδένονται στην ίδια, με την PABP να παίζει κυρίαρχο ρόλο ανάμεσά τους. Έχουν βρεθεί 

ομόλογα της συγκεκριμένης πρωτεΐνης σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Ένα μονομερές ΡΑΒΡC 
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[cytoplasmic poly(A)-binding protein] των 70 kDa δεσμεύει κατά μέσο όρο 24 βάσεις αδενίνης της πολυ(Α) 

ουράς. Η PABPC έχει ως κύριο στόχο την προστασία της ουράς από αποικοδόμηση ενώ, παράλληλα, 

αλληλεπιδρά με άλλες πρωτεΐνες, ρυθμίζοντας με αυτόν τον τρόπο την βιωσιμότητα του mRNA. Πειραματικά 

προκύπτει ότι απουσία της πολυ(Α) ουράς οδηγεί σε μειωμένη ικανότητα μετάφρασης του mRNA. Παρόμοια 

αποτελέσματα εμφάνισε και η απουσία της ΡΑΒΡ. Έχουν παρατηρηθεί, μάλιστα, περιπτώσεις όπου το 

κύτταρο αποθηκεύει τα mRNA σε μη πολυαδενυλιωμένη μορφή και η προσθήκη της πολυ(Α) ουράς 

πραγματοποιείται όταν είναι απαραίτητη η μετάφραση τους [3]. Πολυ(Α) ουρά διαθέτει η πλειοψηφία των 

κυτταρικών mRNA. Εξαίρεση αποτελούν τα mRNA που κωδικοποιούν τις ιστόνες των μεταζώων, χωρίς ο 

ρόλος της απουσίας της πολυ(Α) ουράς να είναι πλήρως κατανοητός [3].  

Καθώς, μέχρι σήμερα, δεν έχει περιγραφεί κανένας μηχανισμός ελέγχου του μήκους της πολυ(Α) 

ουράς στο στάδιο της πυρηνικής τμήσης-πολυαδενυλίωσης, η κύρια άποψη που επικρατεί είναι ότι η 

τροποποίηση αυτή πραγματοποιείται σε ένα προκαθορισμένο βήμα επεξεργασίας του mRNA. Μόλις όμως η 

ουρά συντεθεί, το μήκος της τροποποιείται σε ένα αυστηρά ρυθμιζόμενο γεγονός και το αποτέλεσμα της 

διαδικασίας εξαρτάται άμεσα από τις κυτταρικές συνθήκες. Συνεπώς, οι μηχανισμοί που περιλαμβάνουν 

έλεγχο του μήκους και της αποικοδόμησης της πολυ(Α) ουράς αντιπροσωπεύουν ένα επιπλέον σημείο 

ελέγχου για τη ρύθμιση της ευκαρυωτικής γονιδιακής έκφρασης [5].  

1.1.2 Αποικοδόμηση του mRNA 

Τα mRNA των ευκαρυωτικών οργανισμών υπόκεινται σε αποικοδόμηση μέσω δύο γενικών 

μηχανισμών. Και οι δυο ξεκινούν με τη σταδιακή βράχυνση της πολυ(Α) ουράς από μια εξωνουκλεάση, μια 

διαδικασία που ξεκινάει αμέσως μόλις το mRNA εξέλθει στο κυτταρόπλασμα Αυτή η βράχυνση λειτουργεί 

ως χρονοδιακόπτης, μετρώντας αντίστροφα τη διάρκεια ζωής του εκάστοτε mRNA. Μόλις η ουρά πολυ(Α) 

μειωθεί σε ένα κρίσιμο μήκος (περίπου 25 νουκλεοτίδια στον άνθρωπο) τα δυο μονοπάτια αποκλίνουν. Στην 

πρώτη περίπτωση, αφαιρείται η 5  ́καλύπτρα και το «εκτεθειμένο» mRNA αποικοδομείται γρήγορα από το 

5  ́άκρο του. Στην άλλη περίπτωση, η αποδόμηση του mRNA συνεχίζει από το 3΄ άκρο του, κατά μήκος της 

πολυ(Α) ουράς, φτάνοντας μέσα στην κωδική αλληλουχία (βλ. Εικόνα 3) [1].  

 
Εικόνα 3. Μονοπάτια αποικοδόμησης του mRNA στο κυτταρόπλασμα. Υπάρχουν δύο κύρια μονοπάτια αποικοδόμησης του 

mRNA στο κυτταρόπλασμα τα οποία και στις δύο περιπτώσεις ξεκινούν με βράχυνση της πολυ(Α) ουράς από ένα σύμπλοκο 
απαδενυλίωσης (Ccr4-Not ή Pan2/3). Το εξώσωμα (exosome) μπορεί να αποδομήσει το απαδενυλιωμένο mRNA με κατεύθυνση 3’ 
προς 5’, ενώ ακολουθεί αποδόμηση της εναπομείνασας δομής καλύπτρας. Το πιο γνωστό μονοπάτι περιλαμβάνει απομάκρυνση της 
καλύπτρας και επακόλουθη αποικοδόμηση από μία 5’ εξωνουκλεάση [13]. 

Οι δύο αυτοί μηχανισμοί είναι υπεύθυνοι για την αποικοδόμηση της πλειοψηφίας των μορίων mRNA, 

ενώ οι εξειδικευμένες αλληλουχίες κάθε μεταγράφου καθορίζουν το ρυθμό του κάθε βήματος της παραπάνω 
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διαδικασίας. Συνεπώς, καθορίζουν το χρόνο παραμονής του mRNA στο κύτταρο αλλά και τη διάρκεια που 

αυτό είναι ικανό να οδηγεί στην παραγωγή πρωτεΐνης. Οι αλληλουχίες της 3΄ UTR είναι σημαντικοί 

παράγοντες ρύθμισης της διάρκειας ζωής των mRNA και συχνά διαθέτουν σημεία πρόσδεσης συγκεκριμένων 

πρωτεϊνών που είτε αυξάνουν, είτε μειώνουν το ρυθμό βράχυνσης της πολυ(Α) ουράς, αφαίρεσης της 

5΄καλύπτρας, ή της 3΄→5  ́αποικοδόμησης. Η διάρκεια ζωής ενός mRNA επηρεάζεται επίσης, από το πόσο 

αποτελεσματικά μεταφράζεται. Η βράχυνση της πολυ(Α) ουράς και η αφαίρεση της 5  ́ καλύπτρας 

ανταγωνίζονται άμεσα το μηχανισμό που είναι υπεύθυνος για τη μετάφραση του mRNA. Επομένως, όποιος 

παράγοντας επηρεάζει την απόδοση της μετάφρασης ενός mRNA, τείνει να έχει την αντίθετη επίδραση στην 

αποικοδόμησή του (βλ. Εικόνα 4) [1]. 

 
Εικόνα 4. Ο ανταγωνισμός μεταξύ μετάφρασης και αποικοδόμησης του mRNA. Η 5' καλύπτρα και η 3' πολυ(Α) ουρά (δυο κύρια 
στοιχεία ενός μορίου mRNA) χρησιμοποιούνται και για την έναρξη της μετάφραση και την αποικοδόμηση του mRNA που εξαρτάται 
από την απαδενυλίωση [1] 

Αν και η βράχυνση της πολυ(Α) ουράς ρυθμίζει τη διάρκεια ζωής της πλειοψηφίας των 

ευκαρυωτικών mRNA, μερικά μπορούν να αποικοδομηθούν από ένα εξειδικευμένο μηχανισμό που 

αποφεύγει εντελώς αυτό το στάδιο. Συγκεκριμένα, εξειδικευμένες νουκλεάσες κόβουν εσωτερικά το mRNA 

απομακρύνοντας την καλύπτρα και την πολυ(Α) ουρά από τα άκρα του μεταγράφου, με αποτέλεσμα τα δυο 

κομμάτια που προκύπτουν να αποικοδομούνται τάχιστα. Τα mRNA που αποδομούνται με αυτόν τον τρόπο 

φέρουν συνήθως στις 3΄ αμετάφραστες περιοχές τους εξειδικευμένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες, οι οποίες 

λειτουργούν ως αλληλουχίες αναγνώρισης των παραπάνω ενδονουκλεασών. Αυτή η στρατηγική, διευκολύνει 

ιδιαίτερα την αυστηρή ρύθμιση της σταθερότητας των mRNA, παρεμποδίζοντας την περιοχή της 

ενδονουκλεάσης σε απόκριση σε εξωκυτταρικά ερεθίσματα [1]. 

1.1.3 Απαδενυλίωση 

Σημαντικός παράγοντας ελέγχου της έκφρασης ενός γονιδίου είναι η συγκέντρωση του mRNA του 

συγκεκριμένου γονιδίου στο κύτταρο. Για να διατηρηθεί σταθερή η συγκέντρωση ενός mRNA, θα πρέπει να 

υπάρχει ισορροπία μεταξύ του ρυθμού σύνθεσής του και του ρυθμού αποικοδόμησής του. Μεταβολές σε 

οποιαδήποτε διαδικασία, μπορεί να οδηγήσει είτε σε συσσώρευση, είτε σε έλλειψη του mRNA. Οι 

μηχανισμοί αποικοδόμησης του mRNA διασφαλίζουν ότι τα διάφορα mRNA δεν συσσωρεύονται στο 

κύτταρο και δεν προωθούν τη σύνθεση μη απαραίτητων πρωτεϊνών [14]. 

Δυναμικές αλλαγές στο μήκος των πολυ(Α) ουρών των mRNA καταλύονται από διάφορα ένζυμα 

που ονομάζονται απαδενυλάσες. Η διαμόρφωση της πολυ(Α) ουράς ενός mRNA είναι ένα ευρύ μέσο ελέγχου 

της παραγωγής πρωτεϊνών και της σταθερότητας του mRNA [15]. Κατά τη διαδικασία της απαδενυλίωσης 

στον πυρήνα, πραγματοποιείται προσαρμογή των νεοπροστιθέμενων πολυ(A) ουρών στο κατάλληλο μήκος. 

Για την έξοδο του mRNA από τον πυρήνα, είναι απαραίτητο οι πολυ(A) ουρές να έχουν αποκτήσει ένα 

συγκεκριμένο μήκος, ενώ όταν το μόριο βρεθεί στο κυτταρόπλασμα οι ίδιες δομές του προσδίδουν 
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σταθερότητα, αποτελούν έναυσμα για μετάφραση. Τα mRNA αποικοδομούνται στο κυτταρόπλασμα με 

συνεχή βράχυνση της πολυ(Α) ουράς κατά τη διάρκεια ζωής του mRNA. Τα μετέπειτα στάδια 

αποικοδόμησης των mRNA καθυστερούν μέχρι η απαδενυλίωση να ξεπεράσει ένα ορισμένο όριο. Έτσι, η 

απαδενυλίωση μπορεί να θεωρηθεί και ως χρονομετρητής της αποικοδόμησης του mRNA και η ίδια η 

πολυ(Α) ουρά μια τροποποίηση που διατηρεί σταθερό το mRNA. 

1.1.3.1 Έλεγχος της απαδενυλίωσης 

Σύμφωνα με έρευνες, η σταθερότητα των mRNA μπορεί να επηρεαστεί δραματικά από τη δράση των 

RNA-συνδεόμενων πρωτεϊνών (RNA-binding proteins, RBPs). Μάλιστα, η δράση τους δεν περιορίζεται μόνο 

στη διακύμανση της διάρκειας ζωής των mRNA, αλλά επεκτείνεται και στον έλεγχο του ρυθμού 

αποικοδόμησης συγκεκριμένων mRNA ως απόκριση σε διαφορετικά ερεθίσματα [16, 17]. 

 Αρχικά, είναι απαραίτητη η ρύθμιση της δραστικότητας των απαδενυλασών, καθώς συνθήκες 

ανεξέλεγκτης απαδενυλίωσης μπορούν να οδηγήσουν σε καταστροφή και θάνατο του κυττάρου. Τα σταθερά 

και μεταγραφικά ενεργά mRNA πρέπει να προστατευθούν από την απαδενυλίωση, ενώ τα ασταθή και μη 

φυσιολογικά θα πρέπει να απαδενυλιώνονται και να οδηγούνται στην αποικοδόμηση. Ο ρυθμός της 

απαδενυλίωσης ποικίλλει μεταξύ των διάφορων mRNA. Αυτή η διαδικασία ελέγχεται από cis-δραστικά (cis-

acting) ρυθμιστικά στοιχεία που εντοπίζονται στην 3  ́UTR των ευκαρυωτικών mRNA [18]. Τα ρυθμιστικά 

αυτά στοιχεία στρατολογούν με τη σειρά τους trans-δραστικούς (trans-acting) πρωτεϊνικούς παράγοντες, οι 

οποίοι είναι υπεύθυνοι για τη ρύθμιση διαδικασιών όπως η πολυαδενυλίωση, η σταθερότητα του mRNA, η 

μετάφραση και η απαδενυλίωση, επηρεάζοντας με αυτόν τον τρόπο τη γονιδιακή έκφραση [5]. 

Ένα από τα πιο κοινά cis-δραστικά στοιχεία των κυττάρων των θηλαστικών είναι το πλούσιο σε AU 

στοιχείο (AU-rich element, ARE) της 3  ́UTR πολλών mRNA μικρής διάρκειας ζωής [18]. Αυτές οι περιοχές 

περιέχουν, τυπικά, από μία έως αρκετές επαναλήψεις του πενταμερούς AUUUA ανάμεσα σε μια περιοχή 

πλούσια σε U (U-rich). Τα ARE συμβάλλουν στη σταθερότητα ή αποσταθεροποίηση του mRNA ανάλογα με 

τις συνθήκες που επικρατούν. Μελέτες έχουν δείξει πως κάποιοι trans-δραστικοί παράγοντες, γνωστοί ως 

πρωτεΐνες που προσδένονται στα ARE (ARE-binding proteins, ARE-BPs), ρυθμίζουν μέσω των ARE την 

αποικοδόμηση των mRNA αναστέλλοντας ή ενεργοποιώντας την απαδενυλίωση. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα trans-δραστικών παραγόντων που προάγουν την αποικοδόμηση αποτελούν οι TTP 

(tristetraprolin), BRF1 (butyrate response factor 1), AUF1 (AU-rich binding factor 1) και KSRP (KHtype 

splicing regulatory protein), ενώ ο HuR είναι ο μόνος γνωστός, μέχρι τώρα, παράγοντας σταθεροποίησης των 

mRNA που περιέχουν ARE [5]. 

Ρυθμιστικά στοιχεία που συνδέονται με την αποικοδόμηση του mRNA είναι και κάποιες ακολουθίες-

στόχοι των miRNA. Μελέτες έχουν δείξει ότι τα miRNA αποσταθεροποιούν το mRNA μέσω μονοπατιών 

απαδενυλίωσης. Συγκεκριμένα, η miRNA μεσολαβούμενη απαδενυλίωση συμβαίνει με τη συμμετοχή του 

συμπλόκου miRISC που περιέχει, μεταξύ άλλων, και απαδενυλάσες όπως για παράδειγμα το σύμπλοκο 

CAF1-CCR4-NOT και μέσω αυτών οδηγεί το mRNA σε αποικοδόμηση [5]. 

 Ρύθμιση της απαδενυλίωσης και συνεπώς της αποικοδόμησης των mRNA επιτυγχάνεται και μέσω 

της κυτταροπλασματικής πολυαδενυλίωσης. Η κυτταροπλασματική πολυαδενυλίωση παίζει σημαντικό ρόλο  

στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης σε μετα-μεταγραφικό στάδιο μέσω της επανενεργοποίησης των 

απαδενυλιωμένων, αδρανών, κυτταροπλασματικών mRNA. Η όλη διαδικασία καθοδηγείται από τα στοιχεία 

κυτταροπλασματικής πολυαδενυλίωσης (cytoplasmic polyadenylation element , CPE) της 3' UTR των mRNA 

[19]. Η ρύθμιση του μήκους της πολυ(Α) ουράς στο κυτταρόπλασμα συνδέεται στενά με τον έλεγχο της 

μετάφρασης. 

Τέλος, έχουν εντοπιστεί δύο μορφές χωρικού ελέγχου που επηρεάζουν σημαντικά το ρυθμό 

απαδενυλίωσης˙ ο πυρηνο-κυτταροπλασματικός διαχωρισμός και ο εντοπισμός των απαδενυλασών σε 

κοκκία. Ο πυρηνο-κυτταροπλασματικός διαχωρισμός των απαδενυλασών εξασφαλίζει τη σωστή κατανομή 

τους μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος, προστατεύοντας με αυτόν τον τρόπο τα mRNA από ανεπιθύμητη 
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αποικοδόμηση. Στη δεύτερη περίπτωση, έχουν βρεθεί ενδοκυτταρικά κοκκία με συγκεκριμένες 

απαδενυλάσες, καθώς και κατεσταλμένα mRNA τα οποία στη συνέχεια μπορούν να ενεργοποιηθούν. Ο συν-

εντοπισμός των απαδενυλασών αυτών με τα υποστρώματά τους, εικάζεται ότι διευκολύνει την κινητική της 

απαδενυλίωσης [15]. 

1.1.3.2  Κατάταξη απαδενυλασών 

Οι απαδενυλάσες είναι εξωριβονουκλεάσες που υδρολύουν την πολυ(Α) ουρά των mRNA με 

κατεύθυνση 3΄→5 ,́ απελευθερώνοντας, παράλληλα, 5 -́AMP. Βασικό υπόστρωμα αυτών των ενζύμων 

αποτελούν οι πολυ(A) ουρές. Ωστόσο, in vitro πειράματα έχουν δείξει ότι αποικοδομούν, με μικρότερη 

απόδοση, και μη-αδενοσινικά ομοπολυμερή. Μετά από σύγκριση των επικρατειών με δράση νουκλεάσης, 

όλες οι γνωστές απαδενυλάσες διαχωρίστηκαν σε μία από τις δύο ομάδες, την υπεροικογένεια (superfamily) 

DEDD ή την υπεροικογένεια εξωνουκλεασών-ενδονουκλεασών-φωσφατασών (exonuclease-endonuclease-

phosphatase, EEP). Οι νουκλεάσες τύπου DEDD έχουν λάβει το όνομά τους από τα συντηρημένα και 

καταλυτικά αμινοξέα Asp (D) και Glu (E) που βρίσκονται διάσπαρτα μεταξύ τριών μοτίβων εξωνουκλεάσης 

και τα οποία συντονίζουν τα ιόντα Μg2+. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αυτής της ομάδας είναι οι 

απαδενυλάσες: POP2/CAF1, η CAF1Ζ, η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση [poly(A)-specific 

ribonuclease, PARN], καθώς και οι απαδενυλάσες των οικογενειών PAN2. Αντίθετα, τα ένζυμα τύπου EEP 

εμφανίζουν συντηρημένα καταλυτικά αμινοξέα Asp και His στις περιοχές νουκλεάσης που διαθέτουν. Μέλη 

αυτής της ομάδας αποτελούν, μεταξύ άλλων, οι απαδενυλάσες Νοcturnin, CCR4, ANGEL και 2’ 

φωσφοδιεστεράση (2’ PDE) (βλ. Πίνακας 1) [15]. 

Πίνακας 1. Ποικιλομορφία των απαδενυλασών στα διάφορα είδη οργανισμών 

 
Οι απαδενυλάσες κάθε είδους κατηγοριοποιήθηκαν είτε προς την οικογένεια DEDD (Asp-Glu-Asp-Asp) είτε προς την οικογένεια 
EEP (εξονουκλεασων-ενδονουκλεασών-φωσφατασών) με βάση την αμινοξική αλληλουχία των επικρατειών εξωνουκλεάσης τους. + 

είδη όπου έχει επιβεβαιωθεί η ενζυμική δραστικότητα + είδη όπου προβλέπεται να υπάρχει ενζυμική δραστικότητα - είδη στα οποία 
δεν έχει εντοπιστεί η ενζυμική δραστικότητα. Sc: S.cerevisiae, Ce: C. elegans, Dm: D.melanogaster, Xl: X.laevis, Mm: M. musculus, 
Hs: H.sapiens [15] 

1.1.4 Δομή και λειτουργία της απαδενυλάσης PARN 

Η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση, PARN, είναι μια ομοδιμερής, επεξεργαστική (processive), 

εξειδικευμένη 3΄→5  ́εξωριβονουκλεάση των πολυ(Α) ουρών, η οποία απελευθερώνει ,παράλληλα, 5΄-AMP. 

Η ενεργότητά της εξαρτάται, επιπλέον, από την ύπαρξη μιας υδροξυλικής ομάδας στο 3  ́άκρο της πολυ(Α) 

ουράς προς αποικοδόμηση, καθώς και από την παρουσία δισθενών ιόντων. Η PARN είναι μοναδική μεταξύ 

των μέχρι τώρα γνωστών ευκαρυωτικών απαδενυλασών καθώς αλληλεπιδρά άμεσα τόσο με την καλύπτρα 

m7G, όσο και με την πολυ(Α) ουρά του mRNA για την βράχυνση της τελευταίας [20]. Αν και συντηρημένη 
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σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς, η PARN φαίνεται ότι απουσιάζει από τους S. cerevisiae και D. 

melanogaster [21]. Εντοπίζεται τόσο στον πυρήνα και ιδιαίτερα στον πυρηνίσκο (nucleolus) και τα σωμάτια 

Cajal (Cajal bodies), όσο και στο κυτταρόπλασμα [20]. 

Η πλήρους μήκους PARN απαρτίζεται από 639 αμινοξέα. Ανήκει στην υπεροικογένεια DEDD των 

ριβονουκλεασών. Συγκεκριμένα, διαθέτει ένα καταλυτικό πυρήνα τύπου DEDDh, αποτελούμενο από τα 

αμινοξέα D28, E30, D292, D382 and H377. Η συγκεκριμένη περιοχή νουκλεάσης την κατατάσσει ως μέλος 

της οικογένειας CAF1 των ριβονουκλεασών (βλ. Εικόνα 5) [15, 20]. 

Εκτός από την περιοχή νουκλεάσης, έχουν ταυτοποιηθεί στην PARN δύο ακόμη περιοχές με 

ικανότητα πρόσδεσης στο RNA· το μοτίβο αναγνώρισης του RNA (RNA recognition motif, RRM) και ένα 

μοτίβο πρόσδεσης στο RNA που αναφέρεται ως R3H περιοχή. Το μοτίβο RRM έχει την ικανότητα πρόσδεσης 

τόσο στην πολυ(Α) ουρά όσο και στη 5  ́καλύπτρα. Παράλληλα, η περιοχή R3H προσδένεται σε μονόκλωνες 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες και είναι πιθανόν υπεύθυνη για την στρατολόγηση της PARN στο 

πολυαδενυλιωμένο mRNA [20]. Η PARN απαντά σε δύο ισομορφές στον άνθρωπο, μία πυρηνική 74 kDa 

και μία κυτταροπλασματική 54 kDa [22]. Η δεύτερη αποτελεί πρωτεολυμένο παράγωγο της πρώτης από το 

οποίο λείπει το εύκαμπτο καρβοξυτελικό άκρο. Μάλιστα, η καρβοξυτελική περιοχή της PARN φαίνεται να 

μην είναι ιδιαίτερα συντηρημένη μεταξύ των ομόλογων γονιδίων της πρωτεΐνης. H περιοχή αυτή ευθύνεται 

και για την μετακίνηση της πρωτεΐνης στον πυρήνα, αφού περιέχει την αλληλουχία κυτταρικού εντοπισμού 

NLS (nuclear localization signal) [20]. 

 
Εικόνα 5. Σχηματική αναπαράσταση των επικρατειών της ανθρώπινης απαδενυλάσης PARN (639 αα), στην οποία 
αναπαρίστανται οι επικράτειες ριβονουκλεάσης (πράσινο χρώμα), R3H (μπλε χρώμα), RRM (κόκκινο χρώμα), καθώς και η μη 
συντηρημένη καρβοξυτελική περιοχή (λευκό χρώμα). Αναπαρίστανται επιπλέον τα λειτουργικώς σημαντικότερα αμινοξέα της 
πρωτεΐνης. Φαίνονται, ακόμη, η θέση των αμινοξέων του DEDDh μοτίβου (D28, E30, D292, H337 και D382) του ενεργού κέντρου. 
Η W475 της περιοχής RRM είναι σημαντική για την πρόσδεση της καλύπτρας m7G. Τέλος, η S557 έχει ταυτοποιηθεί ως θέση μετα-
μεταφραστικής φωσφορυλίωσης [20]. 

Έχουν ταυτοποιηθεί τρείς διαφορετικές κλάσεις cis-δραστικών (cis-acting) στοιχείων οι οποίες 

συμμετέχουν στη ρύθμιση της ενεργότητας της PARN. Πρόκειται για α) τη δομή της καλύπτρας m7G στο 5΄ 

άκρο, β) την πολυ(Α) ουρά στο 3  ́άκρο και γ) τα στοιχεία αλληλουχίας (sequence elements) στη 3  ́UTR των 

mRNA, όπως είναι τα AU- ή τα GU-πλούσια στοιχεία (ARE και GRE, αντίστοιχα) [20].  

Η 5’ καλύπτρα ρυθμίζει την ενεργότητα της PARN μέσω των προσδεδεμένων σε αυτήν πρωτεϊνών. 

Έρευνες έχουν δείξει πως το πυρηνικό σύμπλοκο δέσμευσης στην καλύπτρα m7G (CBC), μέσω της 

υπομονάδας του CBC80, αναστέλλει με έναν τρόπο ανεξάρτητο από την καλύπτρα (cap-independent) τη 

δραστικότητα της πρωτεΐνης και έχει προταθεί ως πιθανός ρυθμιστής της (βλ. Εικόνα 6) [23]. Στο 

κυτταρόπλασμα, το CBC αντικαθίσταται από τον παράγοντα έναρξης μετάφρασης 4E, eIF4E, ο οποίος 

προσδένεται στην καλύπτρα m7G, είναι μέρος του συμπλόκου eIF4F και είναι απαραίτητος για την έναρξη 

της μετάφρασης στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Φαίνεται ότι ο eIF4E ή το μεγαλύτερο σύμπλοκο που 

τον περιλαμβάνει, eIF4F, μπορεί επίσης να αναστείλει τη δράση της PARN [23]. Τέλος, η πολυ(Α) ουρά του 

mRNA έχει την ικανότητα αλληλεπίδρασης με την πρωτεΐνη πρόσδεσης στην πολυ(Α) ουρά 1 [poly(A)-

binding protein 1, PABPN1] στον πυρήνα, ενώ στο κυτταρόπλασμα παρατηρείται αντίστοιχη αλληλεπίδραση 

με την PABPC. Η PABP φαίνεται πως δρα ανασταλτικά στην PARN πιθανόν λόγω σχηματισμού του 

συμπλόκου PABP-πολυ(Α) ουρά, όπου η PABP εμποδίζει την πρόσβαση στην PARN (βλ. Εικόνα 6) [20]. 

Έχει αναφερθεί σε προηγούμενη παράγραφο (βλ. 1.1.3.1) ότι το στοιχείο που είναι εμπλουτισμένο 

σε AU (AU-rich element, ARE) αποτελεί ένα από τα πιο επικρατή cis-δραστικά (cis-acting) στοιχεία που 

είναι υπεύθυνα για την αποικοδόμηση του mRNA σε ανθρώπινα κύτταρα. Χρησιμοποιώντας τεχνικές του 

μηχανισμού RNAi σε κύτταρα HeLa, έχει βρεθεί πως η KSRP, που ανήκει στις πρωτεΐνες που προσδένονται 
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σε ARE (ARE-BP), σχηματίζει σύμπλοκα με ένζυμα αποικοδόμησης του mRNA μεταξύ των οποίων είναι 

και η PARN [18]. H KSRP προσελκύει την PARN σε mRNA που φέρουν ARE για να ξεκινήσει την 

απαδενυλίωση της πολυ(Α) ουράς, ενώ στη συνέχεια αυτά αποικοδομούνται από το εξώσωμα [5]. Οι KSRP, 

TTP και RHAU έχουν προταθεί ως ενεργοποιητές ή ως παράγοντες που προσελκύουν την PARN. Η πιθανή 

εμπλοκή της PARN σε διεργασίες όπως είναι η καρκινογένεση διαφαίνεται από το γεγονός ότι πολλά mRNA 

τα οποία διαθέτουν στοιχεία ARE, αποτελούν πρωτο-ογκογονίδια (π.χ. c-myc, c-fos και c-jun), κυτταροκίνες 

(π.χ. TNFa), χυμοκίνες, αυξητικοί παράγοντες και ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου [24-26]. Εκτός από τα 

ARE, οι 3  ́αμετάφραστες περιοχές πολλών mRNA μικρής διάρκειας διαθέτουν στοιχεία εμπλουτισμένα σε 

GU (GU-rich elements, GRE). Τα GRE λειτουργούν αλληλεπιδρώντας με τις αντίστοιχες πρωτεΐνες 

πρόσδεσης στο RNA. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η CUGBP1 (CUG-binding protein 1). Η CUGBP1 

αλληλεπιδρά με την PARN και φαίνεται να την στρατολογεί στο mRNA-στόχο προωθώντας την προς 

αποικοδόμηση (βλ. Εικόνα 6) [20]. 

 
Εικόνα 6. Ρύθμιση της ενεργότητας της PARN μέσω cis-δραστικών στοιχείων και trans-δραστικών παραγόντων. 
Αναπαρίσταται ένα μοντέλο mRNA υποστρώματος με μία 5’ δομή καλύπτρας m7G, ένα GRE και μία 3’ πολυ(Α) ουρά το οποίο 
αλληλεπιδρά με διεγερτικούς (πράσινο χρώμα) και ανασταλτικούς (κόκκινο χρώμα) trans-δραστικούς παράγοντες. Η PARN 
παρουσιάζεται ως ομοδιμερές [20]. 

Τέλος, η PARN συμμετέχει στην απόκριση λόγω βλάβης του DNA (DNA damage response, DDR) σε 

κύτταρα των θηλαστικών. Η PARN, κατά την επαγόμενη από UV ακτινοβολία βλάβη του DNA, 

αποδεσμεύεται από την υπομονάδα CBC80 του συμπλόκου CBC, η οποία δρα ανασταλτικά στην ενεργότητα 

απαδενυλάσης της. Στη συνέχεια, η PARN αλληλεπιδρά με το σύμπλοκο CstF-50/BARD1 (cleavage 

stimulation factor-50/tumour suppressor). Η συγκεκριμένη αλληλεπίδραση φαίνεται να παίζει σημαντικό 

ρόλο στη ρύθμιση των ενδογενών μεταγράφων κατά τη διάρκεια της DDR, είτε μέσω αναστολής της 3΄ 

τμήσης του mRNA, είτε μέσω ενεργοποίησης της απαδενυλίωσης, ώστε να αποφευχθεί ο σχηματισμός 

επιβλαβών πρωτεϊνών για το κύτταρο [5]. 

1.2 Μη κωδικά μόρια RNA 

Μελέτες του ανθρώπινου γονιδιώματος έχουν αποκαλύψει ότι το 98% του γενετικού υλικού δεν 

κωδικοποιεί πρωτεΐνες. Το μεγαλύτερο μέρος αυτού του συντριπτικού ποσοστού αποτελείται από 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες DNA, από μοναδιαίες αλληλουχίες ανάμεσα στα γονίδια, οι οποίες 

ανέρχονται σε συνολικό ποσοστό 75%, καθώς και από τα ιντρόνια, που αποτελούν το 23% του γονιδιώματος  

[3]. Ένα μικρό ποσοστό μεταγράφεται σε ένα ετερογενές ρεπερτόριο από λειτουργικά μη-κωδικά μόρια RNA 

(non-protein-coding RNA, ncRNA) [27, 28]. 

Τα ncRNA χωρίζονται σε δύο τάξεις μορίων. Η μία τάξη των ncRNA αποτελείται από μικρά μόρια 

RNA μήκους 19-28 νουκλεοτιδίων, τα οποία προκύπτουν μετά από επεξεργασία της διπλής έλικας RNA. Σε 

αυτήν την κατηγορία εμπίπτουν μόρια όπως τα microRNA (miRNA), τα μικρά παρεμβαλόμενα RNA 

(siRNA) και τα μικρά πυρηνικά RNA (snoRNA) [29-32]. Η δεύτερη τάξη των μεγαλύτερων σε μέγεθος 

ncRNA απαρτίζεται από μόρια RNA μήκους μεγαλύτερο από 200 νουκλεοτίδια, γνωστά ως μεγάλα μη-
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κωδικά RNA (lncRNA). Τα lncRNA συμμετέχουν στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης μέσω διεργασιών 

όπως η μεταγραφή, το μάτισμα και η μετάφραση [25, 28, 33, 34]. 

Ακόμη και τα ιντρόνια μπορούν να παίξουν το ρόλο των μικρών μη-κωδικών μορίων, γεγονός που 

βασίζεται στην εξειδικευμένη δομή φουρκέτας που σχηματίζουν λόγω εσωτερικής συμπληρωματικότητας. 

Τα συγκεκριμένα ιντρόνια ονομάστηκαν mirtron (miRNA+intron), και αποτελούν μια εναλλακτική πηγή 

βιογένεσης των microRNA στους ζωϊκούς οργανισμούς [35]. 

1.2.1 Φυσιολογικός ρόλος των miRNA  

Τα microRNA (miRNA) αποτελούν μία κατηγορία ncRNA υψηλού ενδιαφέροντος λόγω της 

συμμετοχής τους σε σημαντικά βιολογικά μονοπάτια. Η συμμετοχή τους είναι φανερή σε μια πληθώρα 

φυσιολογικών βιολογικών διεργασιών, όπως είναι η απόπτωση, η αιμοποίηση, η ανάπτυξη και ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός. Επιπλέον, παρουσιάζουν ειδική έκφραση σε συγκεκριμένους ιστούς και σε συγκεκριμένα 

αναπτυξιακά στάδια ενώ το προφίλ τους φαίνεται να μεταβάλλεται και σε διάφορες ασθένειες στον άνθρωπο 

[36, 37]. Ο αριθμός των ώριμων miRNA που έχουν ταυτοποιηθεί μέχρι σήμερα στον άνθρωπο, ανέρχεται σε 

πάνω από 2500 [38-43], ενώ το 60% του ανθρώπινου μεταγραφώματος υπόκειται στην ρύθμιση αυτών [44, 

45]. Παρόλο που έχουν αναγνωριστεί ελάχιστοι από τους στόχους αυτών των miRNA, τα ίδια αναδεικνύονται 

ως διαδεδομένα και εξαιρετικά σημαντικά για τη ρύθμιση του γονιδιώματος [35].  

Στους ζωικούς οργανισμούς, τα miRNA αναγνωρίζουν συμπληρωματικές περιοχές στην 3΄-UTR του 

mRNA-στόχου και υβριδοποιούνται με αυτές λόγω συμπληρωματικότητας βάσεων. Η διαδικασία αυτή 

πραγματοποιείται από τη μία έλικα του miRNA, τη λειτουργική έλικα-οδηγό. Η miRNA έλικα-οδηγός 

διαχωρίζεται σε τρείς κύριες περιοχές, την περιοχή εκβλάστησης (“seed” region) ή περιοχή 5΄, την κεντρική 

περιοχή και την περιοχή 3  ́ (βλ. Εικόνα 7). Πέρα από λίγες εξαιρέσεις, η περιοχή εκβλάστησης είναι 

απαραίτητη για την αποτελεσματική σίγηση [46, 47]. Αντίθετα, η περιοχή 3  ́ εμφανίζει μεγαλύτερη 

ανεκτικότητα σε αναντιστοιχίες με τα νουκλεοτίδια του mRNA-στόχου. Σε σπάνιες περιπτώσεις αδυναμίας 

σύζευξης της περιοχής εκβλάστησης και του mRNA-στόχου, έχει βρεθεί ότι η συμπληρωματικότητα της 

περιοχής 3  ́συμβάλλει σημαντικά στην επιλογή του στόχου [48, 49]. 

 
Εικόνα 7. Αναγνώριση mRNA-στόχου από το miRNA μέσω συμπληρωματικότητας [50] 

Το επικρατέστερο μοντέλο αναγνώρισης του mRNA-στόχου από το miRNA είναι αυτό των “δύο 

σταδίων”. Το παραπάνω μοντέλο αναφέρεται σε ένα πρώτο στάδιο αναγνώρισης του mRNA-στόχου, όπου 

παρατηρείται η υβριδοποίηση της 5  ́περιοχής του miRNA με μια προσβάσιμη θέση στην 3΄-UTR του mRNA-

στόχου. Ακολουθεί το δεύτερο στάδιο, το οποίο περιλαμβάνει τη διάδοση της αναγνώρισης μέσω της 

διάρρηξης της δευτεροταγούς δομής του mRNA τοπικά, της επιμήκυνσης και, τελικά, της δημιουργίας ενός 

σταθερού συμπλόκου miRNA-mRNA [51].  

Τέλος, ο συσχετισμός των miRNA με τον καρκίνο βασίζεται στον εντοπισμό των αλληλουχιών που 

μεταγράφονται σε miRNA σε περιοχές του γονιδιώματος που εμπλέκονται στην καρκινογένεση. Ακόμη, το 

απορρυθμισμένο πρότυπο έκφρασης των μορίων αυτών σε κακοήθεις όγκους αποτελεί μία επιπλέον απόδειξη 

της παραπάνω σύνδεσης [52, 53]. 
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1.2.2 Βιογένεση των miRNA 

Τα γονιδιώματα των σύνθετων οργανισμών έχουν την ικανότητα να κωδικοποιούν εκατοντάδες 

γονίδια miRNA. Τα γονίδια αυτά μεταγράφονται κυρίως από την RNA πολυμεράση ΙΙ (Pol ΙΙ), 

δημιουργώντας τα πρώιμα miRNA μετάγραφα (pri-miRNA) [54]. Πρόκειται για μόρια μερικών χιλιάδων 

νουκλεοτιδίων σε μήκος, τα οποία συνήθως υπόκεινται σε τροποποιήσεις των 3΄ και 5΄ άκρων τους όμοιες 

με εκείνες των mRNA και pre-mRNA [55]. Συχνά, μάλιστα, τα πρώιμα μετάγραφα οργανώνονται ως 

πολυκιστρονικά μόρια συνιστώντας μια συστοιχία miRNA [56]. Οι συστοιχίες αυτές είναι υψηλά 

συντηρημένες, προτείνοντας ότι επιτελούν σημαντικούς ρυθμιστικούς και λειτουργικούς ρόλους [57]. 

Τα miRNA των θηλαστικών μπορούν να χωριστούν σε δύο μεγάλες τάξεις, τα κανονικά και τα μη-

κανονικά (non-canonicals). Ο διαχωρισμός αυτός βασίζεται στον τρόπο επεξεργασίας των pri-miRNA [55]. 

Στο κανονικό μονοπάτι, το pri-miRNA τέμνεται στον πυρήνα του κυττάρου από την Drosha, μια 

ενδονουκλεάση με δράση RNAse ΙΙΙ, σε σύμπλοκο με την επικράτεια πρόσδεσης RNA της πρωτείνης  

DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8). Το σύμπλοκο αυτό αποτελεί τον μικροεπεξεργαστή 

(microprocessor) και είναι υπεύθυνο για την μετατροπή του pri-miRNA σε ένα πρόδρομο μόριο (pre-miRNA) 

με δομή φουρκέτας, μήκους ∼60-70 νουκλεοτιδίων. 

 

Εικόνα 8. Βιογένεση και μηχανισμοί δράσης των miRNAs [58] 

Το pre-miRNA συνήθως διαθέτει ένα 3΄-ΟΗ άκρο στο οποίο προεξέχουν 2 νουκλεοτίδια, 

αποτέλεσμα της δράσης της Drosha, τα οποία λειτουργούν ως θέση αναγνώρισης για το δεύτερο βήμα 

επεξεργασίας [59]. Έχοντας ολοκληρώσει το πρώτο στάδιο ωρίμανσης το pre-miRNA μπορεί να εξέλθει στο 

κυτταρόπλασμα, μέσω του πρωτεϊνικού συμπλόκου Exportin/Ran-GTP, όπου και τέμνεται από μία δεύτερη 

ενδονουκλεάση την Dicer (RNAse ΙΙΙ). Η Dicer είναι υπεύθυνη για την αφαίρεση του βρόγχου από το pre-

miRNA, αφήνοντας άλλο ένα προεξέχον 3΄-άκρο, στην άλλη πλευρά του μορίου [29]. Προϊόν της παραπάνω 

διεργασίας είναι ένα δίκλωνο ενδιάμεσο μόριο miRNA ∼22 ζευγών βάσεων. Στη συνέχεια, η πρωτεΐνη AGO 
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(Argonaute) του συμπλόκου RISC (RNA-induced silencing complex) προσδένεται στο δίκλωνο miRNA και 

ενσωματώνει το ώριμο, μονόκλωνο miRNA (έλικα-οδηγός) σε ένα σύμπλοκο AGO/RNA. Ο 

συμπληρωματικός κλώνος του αρχικά δίκλωνου miRNA απορρίπτεται. Καθοριστικό ρόλο στην επιλογή του 

κλώνου που αξιοποιείται τελικά από το σύμπλοκο αποτελεί η σχετική θερμοδυναμική σταθερότητα των δύο  

άκρων του δίκλωνου ενδιάμεσου μορίου [55]. Ο κλώνος που διαθέτει τα λιγότερο σταθερά νουκλεοτίδια στο 

5  ́άκρο του είναι αυτός που επιλέγεται τελικά σαν ώριμο miRNA [60] (βλ. Εικόνα 8). 

 
Εικόνα 9. Μονοπάτια βιογένεσης των miRNA [60]. 

 Τα μη-κανονικά (non-canonical) miRNA δεν απαιτούν κατά την επεξεργασία τους την συμμετοχή 

όλων των παραπάνω παραγόντων. Τα mirtron είναι μία από τις πρώτες miRNA ομάδες που χαρακτηρίστηκαν 

ως μη-κανονικά, καθώς η σύνθεσή τους δεν απαιτεί την συμμετοχή της πρωτεΐνης Drosha. Επειδή τα mirtron 

εντοπίζονται εσωτερικά σε μικρά ιντρόνια άλλων γονιδίων, με αποτέλεσμα τα άκρα τους να ταυτίζονται 

συχνά με τις θέσεις ματίσματος, μπορούν να λειτουργήσουν ως pre-miRNA έτοιμα προς επεξεργασία από 

την Dicer [60].  

Μία εξαίρεση στο μονοπάτι που εξαρτάται από τη Dicer, είναι η ωρίμανση του pre-miR-451 (βλ. 

Εικόνα 9). Εξαιτίας του μικρού του μήκους, το pre-miR-451 δεν κόβεται από την Dicer αλλά ενσωματώνεται 

απευθείας στην AGO2. Το pre-miR-451 κόβεται στο μέσο του 3’ κλώνου από την AGO2 και στην συνέχεια 

περικόπτεται περαιτέρω από την PARN για να παράγει την ώριμη μορφή του miR-451. Τέλος, άλλες πηγές 

που συνεισφέρουν στην δεξαμενή των miRNA που προκύπτουν με μη-κανονική επεξεργασία είναι τα 

snoRNA, τα vault RNA (vRNA ή vtRNA), τα endogenous short-hairpin RNA (endo-shRNA) και τα 

πρόδρομα μόρια tRNA, μέσω της δράσης της tRNase Z. 

1.2.3 Μηχανισμοί δράσης των miRNA 

 Ο κύριος ρόλος των miRNA στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς είναι ο έλεγχος της γονιδιακής 

έκφρασης. Στα μετάζωα, τα miRNA υβριδοποιούνται μέσω ατελούς συμπληρωματικότητας με τα mRNA-

στόχους τους με αποτέλεσμα να ασκούν την δράση τους μέσω καταστολής της μετάφρασης και/ή αφαίρεσης 

της πολυ(Α) ουράς, οδηγώντας σε ταχεία αποικοδόμηση του mRNA και συνεπώς στη σίγηση του αντίστοιχου 

γονιδίου [61, 62]. Σε σπάνιες περιπτώσεις πλήρους συμπληρωματικότητας μεταξύ του miRNA και του 
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mRNA-στόχου, η αποικοδόμηση του δεύτερου μπορεί να συμβεί μέσω κατευθυνόμενης ενδονουκλεοτιδικής 

διάσπασης στη θέση πρόσδεσης του miRNA [63]. 

 Η καταστολή της μετάφρασης από τα miRNA λαμβάνει χώρα κυρίως  κατά την φάση της έναρξης 

της μετάφρασης [64]. Έχει αποδειχθεί ότι το σύμπλοκο miRISC μπορεί να εμποδίσει τη λειτουργία του 

παράγοντα έναρξης της μετάφρασης eIF4E, με εκτόπιση του τελευταίου από τη δομή της καλύπτρας [65]. 

Σύμφωνα με άλλες μελέτες, τα miRNA καταστέλλουν την έναρξη της μετάφρασης εμποδίζοντας τη 

στρατολόγηση της 60S ριβοσωμικής υπομονάδας στα mRNA-στόχους, μετά τη διευκολυνόμενη από την 

καλύπτρα στρατολόγηση της 40S υπομονάδας [66]. Πειραματικά, προς το παρόν, έχει δειχθεί ότι στην 

περίπτωση του let-7 miRNA καταστέλλεται η εξαρτώμενη από την καλύπτρα έναρξη της μετάφρασης, 

παρουσιάζοντας το βήμα αυτό ως το προγενέστερο μοριακό γεγονός που επηρεάζεται από τα miRNA, ενώ 

μηχανισμοί όπως η απαδενυλίωση φαίνεται ότι εδραιώνουν τη σίγηση των mRNA σε μετέπειτα στάδιο [67]. 

 
Εικόνα 10. Γονιδιακή σίγηση με τη μεσολάβηση miRNA και απαδενυλασών στην αποικοδόμηση και/ή καταστολή της 
μετάφρασης του mRNA-στόχου [50]. 

 Το miRISC σύμπλοκο συνδέεται με την διαδικασία της απαδενυλίωσης μέσω της πρωτεΐνης GW182. 

Ο παράγοντας GW182 λειτουργεί ως πλατφόρμα στρατολόγησης απαδενυλασών, ενώ έχει χαρακτηριστεί και 

ως συν-ενεργοποιητής απαδενυλάσης καθώς αλληλεπιδρά ανεξάρτητα με τα σύμπλοκα απαδενυλίωσης PAN 

και CCR4-NOT, προωθώντας σταδιακή αφαίρεση των ουρών πολυ(Α) των mRNA-στόχων [59]. Ένας άλλος 

σημαντικός παράγοντας της παραπάνω σύνδεσης είναι και η PABP καθώς φαίνεται να μεσολαβεί στη 

σύνδεση της καταλυτικής υπομονάδας PAN2 και της GW182. Συγκεκριμένα, σύμφωνα με ένα προτεινόμενο 

μοντέλο βράχυνσης της πολύ(Α) ουράς δύο σταδίων, οι GW182 και PABP αρχικά στρατολογούν και 

σταθεροποιούν την ΡΑΝ στην πολυ(Α) ουρά πυροδοτώντας το πρώτο στάδιο βράχυνσής της. Κατά τη 

διάρκεια της διαδικασίας αυτής μειώνεται ο αριθμός των μορίων PABP που βρίσκονται προσδεδεμένα στην 

πολυ(Α) ουρά. Συνεπώς, μειώνεται και η δραστικότητα της ΡΑΝ εφόσον η ίδια προσδένεται στην πολυ(Α) 

ουρά με έναν PABP-εξαρτώμενο τρόπο. Στο δεύτερο στάδιο, η GW182 δρα ενορχηστρωμένα με το σύμπλοκο 

CCR4-NOT εκτοπίζοντας από την πολυ(Α) ουρά τα εναπομείναντα μόρια PABP. Το γεγονός αυτό επιτρέπει 

τη σταδιακή απαδενυλίωση από τις υπομονάδες της CCR4-NOT με δράση νουκλεάσης (βλ. Εικόνα 10). 
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Εικόνα 11. Μοντέλο ρύθμισης των επιπέδων του TP53 mRNA από την απαδενυλάση PARN σε διαφορετικές κυτταρικές 
συνθήκες [68] 

 Τέλος, πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η PARN ρυθμίζει την σταθερότητα του mRNA TP53, και 

συνεπώς τα επίπεδα έκφρασής του, μέσω όχι μόνο μίας ARE θέσης αλλά και μίας γειτονικής θέσης στόχευσης 

των miRNA στην 3’ UTR του. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι στοιχεία του συμπλόκου miRISC των θηλαστικών 

όπως η AGO2 και το miR-125b διευκολύνουν την πρόσδεση της PARN στην 3’ UTR του TP53 mRNA-

στόχου, έχοντας ως αποτέλεσμα τη βράχυνση της ουράς πολυ(Α) και τη μείωση του μεταγράφου και των 

πρωτεϊνικών επιπέδων του TP53. Η φυσική αλληλεπίδραση της PARN με την AGO2 έχει ως αποτέλεσμα 

την ενεργοποίηση της δράσης απαδενυλάσης της PARN. Η ARE-BP HuR, η οποία προσδένεται και 

σταθεροποιεί το TP53 mRNA μετά από επεξεργασία με υπεριώδη ακτινοβολία (UV), ανταγωνίζεται με την 

PARN και την AGO2 για πρόσδεση στο TP53 mRNA. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η PARN παίζει 

ρόλο στο miRNA-εξαρτώμενο μονοπάτι, όταν η θέση στόχευσης του miRNA βρίσκεται δίπλα σε ένα ARE 

στοιχείο και ότι η λειτουργία του συμπλόκου AGO2/PARN ίσως ελέγχεται εν μέρει από τα επίπεδα του 

miRNA κάτω από συνθήκες στρες [68] (βλ. Εικόνα 11).   

1.2.4 Αποικοδόμηση των miRNA 

Γενικά, τα miRNA τείνουν να στοχεύουν πολλαπλά μετάγραφα, τα οποία εκφράζονται σε κοινά 

μονοπάτια κυτταρικής απόκρισης [57], ενώ έρευνες έχουν δείξει ότι έχουν την ικανότητα να στοχεύουν 

επιπλέον DNA, ριβονουκλεοπρωτεΐνες, ακόμα και να ρυθμίζουν θετικά την έκφραση ενός mRNΑ-στόχου 

[69]. Με την ολοκλήρωση της δράσης τους, τα miRNA αποικοδομούνται, αν και προς το παρόν δεν είναι 

γνωστά πολλά για την συγκεκριμένη διαδικασία [70]. Υπάρχει η υπόθεση ότι η αποικοδόμηση των miRNA 

είναι απαραίτητη προκειμένου να παρατηρηθούν ταχείες μεταβολές στο πρότυπο έκφρασης των mRNA [71].  

Αν και τα σύμπλοκα AGO-miRNA θεωρούνται πολύ σταθερά, πρόσφατη έρευνα προτείνει ότι τα 

RNA-οδηγοί της Ago2 μπορούν εύκολα να αποδεσμευτούν μετά από πρόσδεση σε RNA-στόχο υψηλής 

συμπληρωματικότητας. Μετά την απελευθέρωσή των miRNA από τα miRISC, καθίσταται δυνατή η 

αναγνώριση συγκεκριμένων αλληλουχιών τους από πρωτεΐνες πρόσδεσης στο RNA και ριβονουκλεάσες. Για 

παράδειγμα, η CUGBP1 (CUG-binding protein 1) αλληλεπιδρά με το ώριμο miR-122 και άλλα ώριμα 

miRNA πλούσια σε αλληλουχίες UG που βρίσκονται εκτός του miRISC, και στρατολογεί την PARN 

επάγοντας την αποικοδόμησή τους. Όπως και στην περίπτωση των κυτταροπλασματικών mRNA, βρέθηκε 

ότι το 3’ άκρο του miR-122 ολιγοαδενυλιώνεται από την κυτταροπλασματική πολυ(Α) πολυμεράση GLD-2, 

αν και το μήκος της πολυ(Α) ουράς είναι πολύ μικρότερο από εκείνο των mRNA. Συνεπώς, το προφίλ των 

παραλλαγών και τα επίπεδα του miR-122 καθορίζονται από μία ευαίσθητη ισορροπία ανάμεσα στην GLD-2 
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μεσολαβούμενη ολιγοαδενυλίωση και την PARN/CUGBP1 μεσολαβούμενη απαδενυλίωση και 

αποικοδόμηση [72] (βλ. Εικόνα 12) 

 
Εικόνα 12. Επιλεκτική αδενυλίωση και απαδενυλίωση του miR-122 από τις GLD-2, PARN and CUGBP1. Η GLD-2 

σταθεροποιεί το miR-122 μέσω 3-ολιγοαδενυλίωσης. Η CUGBP1 αναγνωρίζει την πλούσια σε UG περιοχή του miR-122 και 

στρατολογεί την PARN  στο 3’ άκρο του miRNA [72] 

 Επιπλέον, η PAPD5 μεσολαβούμενη αδενυλίωση του 3’ άκρου είναι ένα σημαντικό γεγονός στον 

έλεγχο της σταθερότητας πολλών miRNA στα ανθρώπινα κύτταρα. Η PARN μεσολαβούμενη απαδενυλίωση 

ανταγωνίζεται με την PAPD5 για να περιορίσει την διαθεσιμότητα των προς αποικοδόμηση miRNA. 

Συγκεκριμένα, οι DIS3L και DIS3L2 έχουν ταυτοποιηθεί ως οι 3’→5’ εξωνουκλεάσες που είναι υπεύθυνες 

για την αποικοδόμηση των αδενυλιωμένων miRNA στα ανθρώπινα κύτταρα. Παρόλα αυτά, δεν εμφανίζουν 

όλα τα miRNA ευαισθησία στην ενεργότητα των  PAPD5, PARN, DIS3L ή DIS3L2 παρά μόνο συγκεκριμένα 

υποσύνολα miRNA με χαρακτηριστικότερα παραδείγματα τα miR-181b-5p και miR-21-5p [73]. 

1.2.5 Αλληλεπιδράσεις της PARN με τα miR-29a και miR-1207 

Πρόσφατες έρευνες έδειξαν ότι η PARN διαμορφώνει (sculpts) τα 3΄ άκρα των miRNA σε ανθρώπινα 

κύτταρα. Με τη δημιουργία PARN KO κυττάρων και χαρακτηρισμό των miRNA τους, αποδείχτηκε ότι η 

PARN-μεσολαβούμενη βράχυνση επικρατεί μεταξύ των miRNA και περιλαμβάνει δύο διακριτούς 

μηχανισμούς˙ την «περικοπή» (trimming) και την «αφαίρεση της ουράς» (de-tailing), ανάλογα με το αν το 

νουκλεοτίδιο που απομακρύνεται από την PARN κωδικοποιείται από το γονιδίωμα ή προστίθεται στο 

miRNA μετα-μεταγραφικά [74]. 

Προηγούμενη έρευνα, κατά την οποία αποσιωπήθηκε η απαδενυλάση PARN σε καρκινική σειρά του 

επιθηλίου του πνεύμονα και εξετάστηκε η επίδραση της αποσιώπησης αυτής στην έκφραση ολόκληρου του 

miRNome του κυττάρου με μικροσυστοιχίες, κατέδειξε μια σειρά miRNA με διαφορική έκφραση. Μεταξύ 

αυτών, βρέθηκαν και τα μέλη της οικογένειας hsa-miR-29, τα miR-29a, miR-29b και miR-29c καθώς και το 

miR-1207. Τόσο το  miR-29a-3p όσο και το miR-1207-5p παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς in silico 

μέθοδοι προσδιορισμού των mRNA στόχων τους εμφάνισαν ως πιθανό στόχο τον ίδιο παράγοντα που 

προκάλεσε εξαρχής την αλλαγή της έκφρασής τους, δηλαδή την PARN [75]. 

Για την επιβεβαίωση του παραπάνω αποτελέσματος, ακολούθησαν πειράματα υπερέκφρασης των 

miR-29a-3p και miR-1207-5p και ελέγχου των επιπέδων της PARN. Υπερέκφραση του miR-29a-3p επέφερε 

σημαντική μείωση στα επίπεδα του mRNA της PARN 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση των κυττάρων.  

Παράλληλα, ο έλεγχος της PARN σε επίπεδο πρωτεΐνης με ανοσοστύπωση κατά western (western blot), 

έδειξε σημαντική μείωση των επιπέδων της PARN, κυρίως 72h μετά από διαμόλυνση με τα δύο miRNA [75]. 

Στην ίδια σειρά πειραμάτων, χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα κυττάρων όπου έγινε 

συγκατακρήμνιση της PARN με τα προσδεδεμένα σε αυτή μόρια RNA, με στόχο τον έλεγχο των επιπέδων 

του miR-29a-3p. Τα αποτελέσματα έδειξαν αυξημένη αλληλεπίδραση της PARN με το miR-29a-3p τόσο 
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στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα. Επιπλέον, φάνηκε ότι η PARN κατακρημνίζει το miR-29a-3p σε 

πολύ μεγαλύτερο βαθμό στο κυτταρόπλασμα από ότι στον πυρήνα του κυττάρου. Από τα παραπάνω, 

διαφαίνεται μία στενή σύνδεση της PARΝ με το miR-29a-3p [75].  

1.2.5.1 miR-29a  

       Η οικογένεια του miR-29 με τα τρία ώριμα μέλη της, miR-29a, miR-29b, και miR-29c εκφράζεται 

από το γονιδίωμα πολλών θηλαστικών μεταξύ αυτών και του ανθρώπου. Τα παραπάνω miRNA 

κωδικοποιούνται από δύο μεταγραφικές μονάδες (clusters) γονιδίων. Ωστόσο, τα miR-29a, miR-29b, και 

miR-29c φαίνεται να υπόκεινται σε διαφορετική ρύθμιση, ενώ συχνά παρουσιάζουν και διαφορετική 

υποκυτταρική κατανομή. Συνεπώς, η λειτουργική σημασία των 3 μελών της οικογένειας του miR-29 μπορεί 

να μην είναι ίδια. Τα διαφορετικά miR-29 εντοπίζονται σε διαφορετικά επίπεδα μεταξύ των διαφορετικών 

υποκυτταρικών διαμερισμάτων. Συγκεκριμένα, το miR-29a εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα, ενώ 

μπορεί να βρεθεί και σε αρκετά μικρότερες ποσότητες στον πυρήνα [30, 38-43, 76-84]. 

       Τα miR-29 εμφανίζουν αντιφλεγμονώδη δράση σε καρδιά και νεφρούς. Ακόμη, φαίνεται να 

εμπλέκονται στην κυτταρική επιβίωση ως προαποπτωτικοί παράγοντες, ενώ συμμετέχουν και στη ρύθμιση 

της κυτταρικής διαφοροποίησης. Τέλος, τα miR-29 είναι σημαντικοί ρυθμιστές του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού, της διαφοροποίησης και της απόπτωσης και αυτό υπερτονίζεται από το ρόλο τους σε 

διάφορα είδη καρκίνου. Αρνητική ρύθμιση των miR-29 έχει συσχετιστεί με τύπους καρκίνου όπως είναι η 

λευχαιμία, το μελάνωμα, ο καρκίνος του ήπατος, του παχέος εντέρου και του τραχήλου της μήτρας [85]. 

1.2.5.2 miR-1207  

  Το miR-1207 έχει βρεθεί ότι κωδικοποιείται από μια ασταθή γονιδιωματική περιοχή του ανθρώπινου 

χρωμοσώματος 8q24. Διακρίνονται δύο ισομορφές, το miR-1207-5p και το miR-1207-3p [38-43, 86]. 

Σύμφωνα με έρευνες, το miR-1207 συμμετέχει σε ρυθμιστικούς μηχανισμούς ανατροφοδότησης. Δεν 

υπάρχουν πολλές πληροφορίες σχετικά με την βιολογική δράση του miR-1207. Ωστόσο, έχει βρεθεί ότι το 

miR-1207-3p εμπλέκεται στον καρκίνο του προστάτη και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης πρόγνωσης 

[87], ενώ το miR-1207-5p δρα ανασταλτικά στην αύξηση και στην μετάσταση του όγκου στον καρκίνο του 

πνεύμονα [88]. 
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2. ΣΚΟΠΟΣ 

Η πολυ(Α)-εξειδικευμένη ριβονουκλεάση, PARN, αποτελεί μία από τις καλύτερα χαρακτηρισμένες 

απαδενυλάσες των θηλαστικών όσον αφορά τη βιοχημική γνώση της δομής και των εγγενών μηχανιστικών 

ιδιοτήτων της. Ωστόσο, λίγα είναι γνωστά σχετικά με τον τρόπο που ρυθμίζεται από τους trans-δραστικούς 

παράγοντες.   

 Σκοπός της εργασίας είναι η επιβεβαίωση της αλληλεπίδρασης της PARN με μια νέα πρωτεΐνη, τον 

παράγοντα τμήσης και πολυαδενυλίωσης 6, CPSF6. Παράλληλα, σε συνδυασμό με τον αναδυόμενο ρόλο της 

PARN ως παράγοντα που συμμετέχει στην ωρίμανση μη-κωδικών μορίων RNA, εξετάστηκε η πιθανή 

βιολογική σημασία αυτής της αλληλεπίδρασης μέσω αποσιώπησης του CPSF6 και ελέγχου των επιπέδων 

των ώριμων miR-29a και miR-1207, καθώς και των πρώιμων μορφών τους, pri-miR-29a και pri-miR-1207, 

αντίστοιχα. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Υλικά 

3.1.1 Αντιδραστήρια 
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3.1.2 Κυτταρικές σειρές 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά NCI-H520. Πρόκειται για 

ανθρώπινη, καρκινική κυτταρική σειρά του ακανθοκυτταρικού ή επιδερμοειδή καρκίνου (squamous cell 

carcinoma) του επιθηλίου του πνεύμονα. Τα κύτταρα αυτά δημιουργούν χαρακτηριστικές μονόστιβες 

επιθηλιακές επιφάνειες στο ταπήτιο ανάπτυξης (βλ. Εικόνα 13). 

 

 
Εικόνα 13. Κύτταρα NCI-H520 [89] 

 

3.1.3 Ένζυμα 

 

3.1.4 Δείκτες Μοριακής Μάζας 

 

3.1.5 Διαλύματα 

3.1.5.1 Θρεπτικό υλικό 

 

3.1.5.2 Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (PBS) 1× 

 

3.1.5.3 Ρυθμιστικό διάλυμα λύσης των κυττάρων NCI-H520/ ρυθμιστικό διάλυμα της μεθόδου 

ανοσοκατακρήμνισης (immunoprecipitation) (Lysis buffer-IP150) [23] 
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3.1.5.4 Ρυθμιστικά διαλύματα RNA-Ανοσοκατακρήμνισης (RIP) 

 

3.1.5.5 Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE (Running Buffer) 10× 

Στο διάλυμα προστίθεται και SDS σε τελική αναλογία 0,1% [90]. Διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 

3.1.5.6 Ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων SDS-PAGE 4× (Sample Buffer) 

 
Το SDS αποτελεί κύριο παράγοντα αποδιάταξης της δευτεροταγούς και τριτοταγούς δομής των 

πρωτεϊνών, ενώ είναι υπεύθυνος και για την απόδοση ενός ενιαίου αρνητικού φορτίου ανάλογα με τη μάζα 

κάθε πρωτεΐνης. Για να αποδιαταχθεί πλήρως η τριτοταγής δομή των πρωτεϊνών, τα δείγματα θερμαίνονται 

σε θερμοκρασία 95-98⁰C. Επιπλέον, η β-μερκαπτοαιθανόλη βοηθάει στην αποδιάταξη των πρωτεϊνών μέσω 

αναγωγής των δισουλφιδικών δεσμών τους, εμποδίζοντας τις πρωτεΐνες να αναδιπλωθούν εκ νέου μετά το 

βρασμό τους. Η παραπάνω διαδικασία έχει ως αποτέλεσμα το διαχωρισμό της τεταρτοταγούς δομής των 

πρωτεϊνών σε υπομονάδες. Τέλος, για να είναι εφικτός ο έλεγχος του μετώπου της ηλεκτροφόρησης, το 

ρυθμιστικό διάλυμα περιέχει κυανό της βρωμοφαινόλης, του οποίου η ηλεκτροφορητική κινητικότητα είναι 

μεγαλύτερη από τις ηλεκτροφορούμενες πρωτεΐνες [91]. 

3.1.5.7 Ρυθμιστικό διάλυμα για ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης (TAE) 50× 

 

3.1.5.8 Ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων ηλεκτροφόρησης αγαρόζης (Sample buffer) 6× 

 

3.1.5.9 Διαλύματα ηλεκτρομεταφοράς και ανοσο-ανίχνευσης πρωτεϊνών σε μεμβράνη PVDF (Western 

blotting) 
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3.1.6 Αντισώματα 

 

3.1.7 Εκκινητές 

Για τον προσδιορισμό των επιπέδων έκφρασης των εξεταζόμενων παραγόντων με ποσοτική PCR 

πραγματικού χρόνου (RT-qPCR) δύο βημάτων, σχεδιάστηκαν εκκινητές (primers) ειδικοί ως προς το mRNA 

του κάθε υπό μελέτη παράγοντα. Οι ειδικοί για τα miRNA/pri-miRNA εκκινητές σχεδιάστηκαν μετά από 

ανάκτηση της αλληλουχίας των δύο miRNA από τη βάση δεδομένων miRBase, ενώ οι εκκινητές του 

παράγοντα CPSF6 και των δύο γονιδίων αναφοράς (β-ακτίνη και U6 snRNA) σχεδιάστηκαν μέσω του 

προγράμματος PRIMER 3. Ο κάθε εκκινητής ελέγχθηκε ως προς την εξειδίκευση του για το αντίστοιχο 

cDNA-στόχο με τη χρήση του προγράμματος Blastn. Στο παρακάτω πίνακα (βλ. Πίνακας 2) παρουσιάζονται 

τα επιλεγμένα γονίδια και οι αλληλουχίες των εκκινητών. 

Πίνακας 2. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική εργασία. Οι αριθμοί στις παρενθέσεις 

αντιπροσωπεύουν τα μήκη των αντίστοιχων προϊόντων ενίσχυσης 
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3.1.8 Οργανολογία 

 

3.2 Μέθοδοι 

3.2.1 Κυτταροκαλλιέργειες 

3.2.1.1 Απόψυξη κυττάρων NCI-H520 

Τα κύτταρα εμπεριέχονται σε φιαλίδια (cryovials) (2mL), αποθηκευμένα μέσα σε δεξαμενή υγρού 

αζώτου (Ν2). Στο στάδιο της απόψυξης μετακινούνται από τη δεξαμενή του υγρού αζώτου σε υδατόλουτρο 

θερμοκρασίας 37⁰C, όπου αφήνονται να ξεπαγώσουν υπό ήπια ανάδευση. Έπειτα, το εναιώρημα των 

κυττάρων (1mL) μεταφέρεται σε φυγοκεντρικό σωλήνα τύπου falcon (15mL), προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα πλήρους θρεπτικού μέσου RPMI-1640 (βλ. 3.1.5.1) και πραγματοποιείται φυγοκέντρηση (250g για 

5 λεπτά σε θερμοκρασία 20⁰C). Εν συνεχεία, το υπερκείμενο απορρίπτεται με αναρρόφηση προκειμένου να 

απομακρυνθεί το DMSO, το οποίο εμπεριέχεται στο διάλυμα κρυοπροστασίας των κυττάρων και αναστέλλει 

την ανάπτυξή τους. Ακολουθεί επαναιώρηση των κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό μέσο RPMI-1640 και 

μεταφορά τους σε φλάσκα εμβαδού ταπητίου 25 ή 75 cm2. Τέλος, η φλάσκα με τα κύτταρα τοποθετείται στον 

επωαστήρα, όπου επικρατεί θερμοκρασία 37⁰C παρουσία 5% CO2. 

3.2.1.2 Ανακαλλιέργεια μονόστοιβης καλλιέργειας-Κατεργασία κυττάρων με τριψίνη 

Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων κρίνεται απαραίτητη, όταν αυτά καλύψουν μεγάλο μέρος της 

επιφάνειας της φλάσκας και δεν υπάρχει πλέον χώρος για ανάπτυξη. Η συγκεκριμένη διαδικασία εξυπηρετεί 

επιπλέον στην αφαίρεση των νεκρών κυττάρων και των διαφόρων προϊόντων μεταβολισμού. 

Απαραίτητη προεργασία πριν την ανακαλλιέργεια είναι η παρατήρηση των κυττάρων στο 

μικροσκόπιο και ο έλεγχος τόσο της μορφολογίας τους, όσο και της πληρότητας της φλάσκας καλλιέργειας 

(confluency). Η ανακαλλιέργεια των κυττάρων διεξάγεται ιδανικά σε συνθήκες πληρότητας 90-100%. 

Σε πρώτο στάδιο, απομακρύνεται το θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας και πραγματοποιείται πλύση 

των κυττάρων με διάλυμα PBS 1×. Η φλάσκα αναδεύεται και το PBS αναρροφάται. Η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται άλλη μία φορά. Έπειτα, προστίθεται το διάλυμα τριψίνης-ΕDTA 0,5%. Ακολουθεί έντονη 

ανακίνηση της φλάσκας, ώστε η τριψίνη να διαχυθεί σε όλη την επιφάνεια του ταπητίου και τοποθέτησή της 

στον επωαστήρα στους 37⁰C για 1 λεπτό. Με τη λήξη της επώασης, πραγματοποιείται έλεγχος της 

μορφολογίας των κυττάρων στο μικροσκόπιο και η τριψίνη αφαιρείται. Η φλάσκα επανατοποθετείται στον 

επωαστήρα (37⁰C) για ακόμη 2-3 λεπτά με αποτέλεσμα την αλλαγή στην μορφολογία και στο σχήμα των 
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κυττάρων (σφαιρικό σχήμα) και την αποκόλλησή τους από την επιφάνεια ανάπτυξης. Ακολουθεί προσθήκη 

της κατάλληλης ποσότητας πλήρους θρεπτικού μέσου RPMI-1640 και με τη βοήθεια σιφωνίου τα κύτταρα 

αναδεύονται έντονα (για τη διασπορά τυχόν συσσωματωμάτων) και διασπείρονται ομοιόμορφα στη βάση της 

φλάσκας. Σε αυτό το στάδιο, τα κύτταρα διαμοιράζονται σε μία ή παραπάνω φλάσκες, ανάλογα με τις 

απαιτήσεις του πειράματος, ή διατηρείται ένας μικρότερος πληθυσμός στην υπάρχουσα μετά από κατάλληλη 

αραίωση. Η επιθυμητή τελική πληρότητα και ο ρυθμός διπλασιασμού των κυττάρων αποτελούν 

καθοριστικούς παράγοντες αυτής της αραίωσης. Τέλος, συμπληρώνεται πλήρες θρεπτικό μέσο RPMI-1640 

στον όγκο που χρησιμοποιήθηκε αρχικά στο στάδιο της ανάδευσης (τελικός όγκος 10-15mL για φλάσκα 

75cm2) και η φλάσκα τοποθετείται στον επωαστήρα στους 37⁰C παρουσία 5% CO2. Ο χρόνος προσκόλλησης 

της συγκεκριμένης κυτταρικής σειράς στο ταπήτιο ανάπτυξης υπολογίζεται στις 6-8 ώρες. 

3.2.1.3 Ψύξη των κυττάρων NCI-H520 

Αρχικά, ακολουθείται το πρωτόκολλο κατεργασίας των κυττάρων με τριψίνη, όπως περιγράφεται σε 

προηγούμενη παράγραφο (βλ. 3.2.1.2), σε απαγωγό καθέτου νηματικής ροής. Να σημειωθεί ότι η 

συγκεκριμένη διαδικασία πραγματοποιείται σε πληθυσμό κυττάρων πληρότητας 80%, ώστε αυτά να 

διανύουν ακόμη την εκθετική φάση ανάπτυξής τους. Κατά την προσθήκη κατάλληλης ποσότητας του 

πλήρους θρεπτικού μέσου RPMI-1640 για την ανάδευση της καλλιέργειας, αφού τα κύτταρα αποκολληθούν 

από το ταπήτιο, τοποθετούνται σε φυγοκεντρικό σωλήνα τύπου falcon. Ακολουθεί φυγοκέντρηση και σε 

επόμενο βήμα αφαίρεση του υπερκειμένου. Το ίζημα επαναιωρείται στο διάλυμα κρυοπροστασίας των NCI-

H520 κυττάρων (βλ. 3.1.5.1) και έπεται ανάδευση και μοίρασμα του αιωρήματος σε φιαλίδια (cryovial). Τα 

φιαλίδια αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -80⁰C σε κατάλληλο δοχείο ισοπροπανόλης, με στόχο τη μείωση 

της θερμοκρασίας σταδιακά (1⁰C/λεπτό). Για μακροπρόθεσμη αποθήκευση τα φιαλίδια μεταφέρονται από 

τους -80⁰C σε δεξαμενή υγρού αζώτου. 

3.2.1.4 Συλλογή των κυττάρων NCI-H520 

 Πραγματοποιείται το πρωτόκολλο τριψινοποίησης κυτταροκαλλιέργειας σε φλάσκα, όπως 

περιγράφεται σε προηγούμενη παράγραφο (βλ. 3.2.1.2), σε απαγωγό καθέτου νηματικής ροής. Μετά την 

προσθήκη κατάλληλης ποσότητας του πλήρους θρεπτικού μέσου RPMI-1640 με στόχο την αποκόλληση των 

κυττάρων από το ταπήτιο, το εναιώρημα μεταφέρεται σε σωλήνα τύπου falcon. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 3000rpm σε θερμοκρασία 4⁰C για 10 λεπτά και αφαίρεση του 

υπερκειμένου. Το ίζημα των κυττάρων αποθηκεύεται στους -80⁰C. 

3.2.1.5 Παροδική διαμόλυνση κυττάρων θηλαστικών με χρήση κατιονικού πολυμερούς 

Για την αποσιώπηση του παράγοντα τμήσης και πολυαδενυλίωσης 6 (CPSF6) χρησιμοποιήθηκε το 

CPSF6 siRNA Gene Silencers της Santa Cruz Biotechnology, ένα μίγμα τριών δίκλωνων μορίων RNA 

μήκους 19-25 νουκλεοτιδίων, τα οποία φέρουν μονόκλωνα δινουκλεοτιδικά 3  ́άκρα. Τα μόρια αυτά μετά την 

είσοδο τους στο κύτταρο φωσφορυλιώνονται από κυτταρικές κινάσες στα 5΄ άκρα τους και ενσωματώνονται 

στο επαγώμενο από RNA σύμπλοκο σίγησης (RISC). Έπειτα, το σύμπλοκο RISC καταλύει το ξετύλιγμα του 

δίκλωνου siRNA με έναν τρόπο που εξαρτάται από το ATP. Τέλος, οι αντινοηματικοί (antisense) κλώνοι 

στρατολογούν το RISC στα συμπληρωματικά mRNA-στόχους πυροδοτώντας την ενδονουκλεοτιδική τμήση 

των δεύτερων (βλ. Εικόνα 15) [92]. 

Σε πρώτο στάδιο, πραγματοποιείται  τριψινοποίηση των NCI-H520 κυττάρων μιας  φλάσκας 75cm2 

στην οποία η πληρότητά τους κυμαίνεται μεταξύ 95-100% σύμφωνα με τη μέθοδο προηγούμενης 

παραγράφου (βλ. 3.2.1.2). Για τον καθορισμό του αριθμού των κυττάρων που περιέχονται στην φλάσκα 

χρησιμοποιήθηκε πλάκα Neubauer και υπολογίστηκε η μέγιστη χωρητικότητά της στα 42,5×105 κύτταρα. 

Ακολουθεί μεταφορά του 1/12 της παραπάνω ποσότητας τριψινοποιημένων κυττάρων σε βοθρίο πλάκας 

ανάπτυξης κυττάρων 12 βοθρίων (12-well plate) έτσι ώστε, κάθε ένα από αυτά να αποκτήσει πληρότητα 90-

95% (50.000 κύτταρα) μετά από επώαση 24 ωρών σε θερμοκρασία 37⁰C. 
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Η διαμόλυνση των κυττάρων 

πραγματοποιήθηκε με το αντιδραστήριο Xfect 

(Xfect™ RNA Transfection reagent, clontech), το 

οποίο αποτελείται από το πολυμερές Xfect (Xfect 

RNA Transfection Polymer) και το διάλυμα 

αντίδρασης Xfect (Xfect Reaction Buffer). Το 

πολυμερές Xfect σχηματίζει βιοδιασπώμενα 

νανοσωματίδια, επιτρέποντας την αποτελεσματική 

διαμόλυνση των κυττάρων με siRNA, sgRNA ή 

miRNA. Συγκεκριμένα, το αντιδραστήριο αυτό, 

συνδυαζόμενο με siRNA, δημιουργεί 

πολυκατιονικά λιποσώματα, τα οποία μετά τη 

σύντηξή τους με την μεμβράνη των κυττάρων-

στόχων, εισάγουν το περιεχόμενο τους στο 

εσωτερικό του κυττάρου. 

Για το σχηματισμό των λιποσωμάτων 

παρασκευάζονται δύο διαλύματα, ένα μίγμα 

siRNA και ένα μίγμα Xfect. Στη συνέχεια, τα δύο 

διαλύματα αναμιγνύονται προς  παρασκευή του 

μίγματος διαμόλυνσης (transfection mix), το οποίο 

και επωάζεται για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Ταυτόχρονα, απομακρύνεται με 

αναρρόφηση από κάθε βοθρίο το θρεπτικό υλικό 

και τα κύτταρα ξεπλένονται δύο φορές με 

κατάλληλη ποσότητα κρύου και αποστειρωμένου PBS 1×. Πριν την προσθήκη του διαλύματος διαμόλυνσης, 

διαμοιράζεται σε κάθε βοθρίο θρεπτικό υλικό RPMI 1640 (βλ. 3.1.5.1) χωρίς αντιβιοτικά/αντιμυκωτικά. Με 

το πέρας της επώασής του, το μίγμα διαμόλυνσης προστίθεται στα αντίστοιχα κύτταρα και η πλάκα 12 

βοθρίων επωάζεται στους 37⁰C. 

Τέλος, στα πειράματα διαμόλυνσης κυττάρων είναι αναγκαία η ύπαρξη πληθυσμών που χρησιμεύουν 

ως ομάδες ελέγχου. Στο παρόν πρωτόκολλο επιλέχθηκαν ως ομάδες ελέγχου κύτταρα που δεν διαμολύνθηκαν 

(control), καθώς και κύτταρα που διαμολύνθηκαν με “scramble” siRNA (mock). Ο όρος “scramble” 

απευθύνεται σε siRNA που δεν στοχεύουν κανένα γνωστό mRNA των θηλαστικών (συμπεριλαμβανομένου 

του CPSF6), αν και ενεργοποιούν κανονικά τον μηχανισμό RNAi και επάγουν την κυτταρική απόκριση των 

κυττάρων στο στρες. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα mock λειτουργούν ως μάρτυρες διασφαλίζοντας ότι η 

επίδραση που παρατηρείται μετά την RNAi επεξεργασία είναι αποτέλεσμα της γονιδιακής σίγησης και όχι 

της εισαγωγής του siRNA στο κύτταρο ή της ενεργοποίησης των RNAi μονοπατιών. Συνεπώς, τα επίπεδα 

έκφρασης του CPSF6 στα διαμολυσμένα κύτταρα συγκρίνονται τόσο με τα control κύτταρα, όσο και με τα 

mock. Η συλλογή των διαμολυσμένων κυττάρων πραγματοποιείται σε καθορισμένους χρόνους μετά την 

διαμόλυνση (24, 48 και 72 ώρες), με στόχο την εξέταση των επιπέδων έκφρασης συγκεκριμένων pri-

miRNA/miRNA συναρτήσει των επιπέδων έκφρασης του παράγοντα CPSF6. 

3.2.2 Ανοσοκατακρήμνιση (Immunoprecipitation/IP) 

Η ανοσοκατακρήμνιση (immunoprecipitation/IP) αναπτύχθηκε αρχικά, ως ένα προσαρμοσμένο 

πρωτόκολλο της κλασικής χρωματογραφίας συγγένειας σε στήλη (column affinity chromatography), η οποία 

περιλαμβάνει τη διέλευση δείγματος, διαλύματος έκπλυσης (wash) και άλλων διαλυμάτων μέσα από μία 

στήλη γεμισμένη με μία πορώδη ρητίνη (συνήθως αγαρόζη με την μορφή σφαιριδίων). Πάνω στη ρητίνη 

βρίσκεται ακινητοποιημένο αντίσωμα έναντι μιας ειδικής πρωτεΐνης-στόχου. Σε αντίθεση με την κλασική 

Εικόνα 14. Μηχανισμός αποσιώπησης μέσω siRNA Gene 
Silencers (https://www.scbt.com/scbt/whats-new/gene-silencers) 
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χρωματογραφία συγγένειας, στην ανοσοκατακρήμνιση χρησιμοποιείται μικρή ποσότητα ρητίνης σε ένα 

μικροσωλήνα φυγοκέντρησης, με τα στάδια επώασης να εκτελούνται σε δόσεις. Σε κάθε στάδιο, το διάλυμα 

προστίθεται στα σφαιρίδια, τα οποία στη συνέχεια αναμιγνύονται και επωάζονται υπό την μορφή 

εναιωρήματος. Στο τέλος κάθε επώασης, τα σφαιρίδια ρητίνης κατακρημνίζονται στο κάτω μέρος του 

μικροσωλήνα με φυγοκέντρηση, καθιστώντας δυνατή την απομάκρυνση του υπερκείμενου διαλύματος με 

αναρρόφηση [93].  

Στόχος της ανοσοκατακρήμνισης είναι η απομόνωση αρκετής ποσότητας πρωτεΐνης, ώστε να είναι 

δυνατή η ανίχνευσή της με ανοσοστύπωση κατά western (western blot) ή με άλλες ημι-ποσοτικές ή ποσοτικές 

μεθόδους ανίχνευσης. Συνηθίζεται να συγκρίνονται επεξεργασμένα και μη δείγματα, για να εκτιμηθεί η 

σχετική ποσότητα της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος [93].  

Η ανοσοκατακρήμνιση, στην πιο απλή της μορφή, χρησιμοποιείται για την απομόνωση μιας 

μεμονωμένης πρωτεΐνης (το αντιγόνο-στόχο του αντισώματος) προς διερεύνηση της ταυτότητάς της, της 

δομής της, της παραγωγής της, της ενεργότητάς της ή του βαθμού τροποποίησής της [93]. Επιπλέον, το 

αδιάλυτο υπόστρωμα στην συγκεκριμένη τεχνική αποτελείται, συνήθως, από σφαιρίδια αγαρόζης, σεφαρόζης 

ή κάποιου άλλου υλικού (π.χ. μαγνητικά σφαιρίδια), πάνω στα οποία εντοπίζεται ομοιοπολικά συνδεδεμένη 

πρωτεΐνη Α ή/ και πρωτεΐνη G. Οι δύο πρωτεΐνες, οι οποίες είναι βακτηριακής προέλευσης, έχουν την 

ικανότητα να δεσμεύουν με υψηλή συγγένεια την περιοχή Fc κάποιων τύπων IgG ανοσοσφαιρινών, 

αποτελώντας τις καταλληλότερες πλατφόρμες πρόσδεσης αντισώματος για εφαρμογές IP. Η τεχνική αυτή 

οδηγεί τελικά, στη δημιουργία ενός συμπλόκου σφαιριδίων-πρωτεϊνών Α/G-αντισωμάτων, το οποίο 

προσδένει επιλεκτικά το επιθυμητό αντιγόνο που πρόκειται να κατακρημνιστεί. Παραλλαγές της 

ανοσοκατακρήμνισης χρησιμοποιούνται, επίσης, για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων της πρωτεΐνης-

αντιγόνου με άλλες πρωτεΐνες (συν-ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών/co-IP) ή νουκλεϊκά οξέα 

(ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης/ChiP ή RNA ανοσοκατακρήμνιση/RIP), με στόχο την έρευνα των 

αλληλεπιδρώντων παραγόντων ή των κυτταρικών συστατικών που είναι δεσμευμένα πάνω στο κύριο 

αντιγόνο (βλ. Εικόνα 16) [93].   

 
           Εικόνα 15. Τα είδη της ανοσοκατακρήμνισης 

3.2.2.1 Συν-ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών (Co-immunoprecipitation/Co-IP) 

Η συν-ανοσοκατακρήμνιση (co-immunoprecipitation/co-IP) αποτελεί μία ευρέως χρησιμοποιούμενη 

τεχνική για την ανακάλυψη αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεϊνών. Η συν-ανοσοκατακρήμνιση εκτελείται 
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ουσιαστικά με τον ίδιο τρόπο όπως η απλή ανοσοκατακρήμνιση με την ιδιαιτερότητα ότι το αντιγόνο-στόχος, 

που κατακρημνίζεται από το αντίσωμα, χρησιμοποιείται για να συν-κατακρημνίσει τους δεσμευμένους 

συμπαράγοντες ή τα συνδεδεμένα κυτταρικά σύμπλοκα του κυτταρικού εκχυλίσματος (βλ. Εικόνα 17) [93]. 

Τέλος, οι τεχνικές που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση των 

πρωτεϊνών, που συν-ανοσοκαταβυθίζονται, είναι συνήθως η  

ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-

PAGE) και ανάλυση με ανοσοστύπωση κατά western (Western blot) 

ή φασματομετρία μάζας. Το πρωτόκολλο που ακολουθεί 

προσαρμόστηκε σύμφωνα με τα McKendrick et al., 2001 [94], 

Balatsos N. et al., 2006 [23]. 

Αρχικά, είναι απαραίτητη η λύση των κυττάρων που έχουν 

αποθηκευτεί σε μορφή ιζήματος στους -80⁰C (βλ. 3.2.1.4), ώστε να 

εξαχθεί το ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (whole cell extract). 

Πραγματοποιείται επαναιώρηση του ιζήματος σε κατάλληλο όγκο 

ρυθμιστικού διαλύματος λύσης IP150 (βλ. 3.1.5.3) παρουσία 

αναστολέων πρωτεασών και 1mM PMSF σε πάγο. Ακολουθεί 

εναλλαγή της θερμοκρασίας με στόχο τη λύση τους. Συγκεκριμένα, 

το δείγμα τοποθετείται σε υδατόλουτρο (37⁰C) για 3 λεπτά και έπειτα 

στους -80⁰C για 8 λεπτά. Αυτή η διαδικασία επαναλαμβάνεται 3 

φορές. Το ολικό εκχύλισμα τοποθετείται σε δύο σωλήνες τύπου 

eppendorf  (1,5mL) και φυγοκεντρείται σε 10.000g για 10 λεπτά σε 

θερμοκρασία 4°C. Tο υπερκείμενο συλλέγεται και μεταφέρεται σε 

σωλήνα τύπου falcon, ώστε να ακολουθήσει η επώασή του με 

πρωτεΐνη Α συνδεδεμένης σε σφαιρίδια σεφαρόζης (σφαιρίδια 

protein A sepharose). Στόχος της συγκεκριμένης διαδικασίας, 

αποτελεί η απομάκρυνση των μορίων στα οποία η πρωτεΐνη Α 

προσδένεται μη ειδικά (lysate pre-clearing). Να σημειωθεί ότι σε 

αυτό το στάδιο αποθηκεύεται μικρή ποσότητα του ολικού κυτταρικού 

εκχυλίσματος που χρησιμοποιείται ως θετικός μάρτυρας σε μετέπειτα 

στάδιο, κατά την διαδικασία της ανοσοστύπωσης κατά western 

(Western blot).  

 Προετοιμασία των σφαιριδίων protein A sepharose  

Τα protein A sepharose σφαιρίδια βρίσκονται αποθηκευμένα 

από τον παρασκευαστή τους (Acris antibodies) σε 20% αιθανόλη. Συνεπώς, πριν την προ-εκκαθάριση του 

κυτταρικού εκχυλίσματος, είναι απαραίτητη η απομάκρυνση της αιθανόλης και η επαναδιάλυση των 

σφαιριδίων σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα. Πραγματοποιείται αραίωση μικρής ποσότητας του 

διαλύματος  των σφαιριδίων protein A sepharose σε  ρυθμιστικό διάλυμα IP150. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

του εναιωρήματος σε 10.000g για 30 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 4°C και το υπερκείμενο απορρίπτεται. 

Η πλύση των σφαιριδίων επαναλαμβάνεται δύο φορές και η τελική επαναδιάλυσή τους γίνεται σε κατάλληλο 

όγκο διαλύματος IP150. 

 Προ-εκκαθάριση του κυτταρικού εκχυλίσματος (lysate pre-clearing) 

Στον σωλήνα τύπου falcon, που περιέχεται το ολικό κυτταρικό εκχύλισμα, προστίθεται ποσότητα του 

διαλύματος των σφαιριδίων protein A sepharose το οποίο προετοιμάστηκε βάσει του προηγούμενου βήματος. 

Στη συνέχεια, το δείγμα αναδεύεται αργά για 1 ώρα σε θερμοκρασία 4°C και μεταφέρεται σε καινούργιους 

σωλήνες τύπου eppendorf (1,5mL). Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 10.000g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C 

και προσεκτική μεταφορά του υπερκειμένου σε δύο καινούργιους σωλήνες τύπου eppendorf (1,5mL).  

Εικόνα 16. Επισκόπηση των κύριων 

σταδίων της συν-ανοσοκατακρήμνισης 
πρωτεϊνών (Co-IP) 
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 Συν-ανοσοκατακρήμνιση (co-immunoprecipitation) 

Αρχικά, προστίθεται σε κάθε έναν από τους δύο σωλήνες 

τύπου eppendorf που περιέχουν το προ-καθαρισμένο κυτταρικό 

εκχύλισμα (pre-cleared lysate) κατάλληλη ποσότητα αντισώματος. 

Συγκεκριμένα, στον έναν σωλήνα τοποθετείται ποσότητα του 

αντισώματος της υπό μελέτη πρωτεΐνης, ενώ στον δεύτερο σωλήνα 

προστίθεται ποσότητα ορού πλάσματος κονίκλου πριν την 

ανοσοποίησή του με την υπό εξέταση πρωτεΐνη (ορός pre-immune) 

και το δείγμα αυτό χρησιμοποιείται ως αρνητικός μάρτυρας. 

Κατόπιν, οι δύο σωλήνες αναδεύονται αργά (20rpm) για 1 ώρα σε 

θερμοκρασία 4°C. Ακολουθεί προσθήκη των σφαιριδίων protein A 

sepharose σε κάθε δείγμα και επώαση για άλλη μία ώρα στις ίδιες 

συνθήκες. Με το πέρας του απαιτούμενου χρόνου, απομακρύνεται η 

περισσότερη δυνατή ποσότητα του υπερκειμένου και 

πραγματοποιούνται τρεις πλύσεις με το ρυθμιστικό διάλυμα IP150. 

Στην πρώτη πλύση, αναλόγως των απαιτήσεων του πειράματος, 

προστίθεται κατάλληλη ποσότητα RNase A και τα δείγματα 

επωάζονται για 15 λεπτά. Σκοπός της χρήσης της RNase A είναι η 

ενδονουκλεοτιδική πέψη των RNA μορίων του εκχυλίσματος και η 

διασφάλιση, ότι οι οποιεσδήποτε παρατηρούμενες αλληλεπιδράσεις 

των υπό εξέταση παραγόντων είναι σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Με το 

τέλος κάθε πλύσης, τα δείγματα υπόκεινται σε φυγοκέντριση σε 

10.000g για 30 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 4°C και το 

υπερκείμενο απορρίπτεται. Μετά την τρίτη πλύση, το υπερκείμενο 

αφαιρείται και τα δείγματα επαναδιαλύονται σε κατάλληλο όγκο του 

ρυθμιστικού διαλύματος IP150.  

3.2.2.2 RNA-ανοσοκατακρήμνιση (RIP) 

Η RNA-ανοσοκατακρήμνιση (RIP) είναι μία τεχνική με 

βάση τη χρήση αντισώματος, η οποία εφαρμόζεται για τη 

χαρτογράφηση των αλληλεπιδράσεων RNA-πρωτεΐνης, καθώς και 
των τροποποιήσεων του RNA in vivo. Η πρωτεΐνη ενδιαφέροντος 

που προσδένει RNA (RBP) ανοσοκαταβυθίζεται με το συνδεδεμένο 

σε αυτήν RNA με στόχο την ταυτοποίηση των δεσμευμένων 

μεταγράφων (mRNA, μη-κωδικών RNA ή ιικών RNA). Τα 
μετάγραφα εντοπίζονται με PCR πραγματικού χρόνου (real-time 

PCR), μικροσυστοιχίες ή αλληλούχηση (βλ. Εικόνα 18).  

Υπάρχουν πολλές παραλλαγές της τεχνικής, οι οποίες 

μπορούν να διαχωριστούν σε δύο κύριες τάξεις: την RNA-

ανοσοκατακρήμνιση με ή χωρίς διασύνδεση του συμπλόκου (native 

or cross-linked RNA-immunoprecipitation). Το RIP χωρίς 

διασύνδεση του συμπλόκου (native RIP) επιτρέπει την εύρεση της 

ταυτότητας των RNA που βρίσκονται άμεσα συνδεδεμένα με την 

πρωτεΐνη, καθώς και την αφθονία τους στο δείγμα, ενώ το RIP με 

διασύνδεση του συμπλόκου (cross-linked RIP) προσφέρει την ακριβή χαρτογράφηση των άμεσων και 

έμμεσων θέσεων πρόσδεσης της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος στο μόριο RNA [95]. 

Στην περίπτωση του cross-linked RIP, ζωντανά κύτταρα υπόκεινται σε επεξεργασία με φορμαλδεΰδη 

υψηλής δραστικότητας, με σκοπό τη δημιουργία αντιστρεπτών διασυνδέσεων πρωτεΐνης-RNA μεταξύ 

Εικόνα 17. Επισκόπηση των κύριων σταδίων 
της RNA-ανοσοκατακρήμνισης (RIP) 
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κοντινών μορίων, in vivo. Επιπλέον, επειδή η φορμαλδεΰδη απενεργοποιεί αμέσως τα κυτταρικά ένζυμα κατά 

την προσθήκη της στα κύτταρα, το RIP παρέχει στιγμιότυπα των αλληλεπιδράσεων πρωτεΐνης-RNA σε 

συγκεκριμένα χρονικά σημεία και είναι συνεπώς χρήσιμο, για κινητική ανάλυση των γεγονότων που 

συμβαίνουν στο RNA in vivo [96]. 

Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας εφαρμόστηκε η μέθοδος cross-linked RIP, η οποία 

βασίστηκε στα Khalila et al. 2009 [97], Hendrickson et al. 2009 [98], Hendrickson et al. 2008 [99] και Rinn 

et al. 2007 [100].Οι διεργασίες που πραγματοποιούνται σε κάθε στάδιο είναι οι εξής: 

 Διασύνδεση του συμπλόκου RNA-πρωτεΐνης (cross-linking) και συλλογή των κυττάρων  

Η συλλογή πραγματοποιείται σε απαγωγό καθέτου νηματικής ροής. Αρχικά, προστίθεται στο 

θρεπτικό διάλυμα κυττάρων ΝCI-H520 (πληρότητας 95-100%) μιας φλάσκας 75cm2 φορμαλδεΰδη τελικής 

συγκέντρωσης 0,75% (v/v). Ακολουθεί επώαση των κυττάρων υπό ανάδευση για 20 λεπτά. Στη συνέχεια, 

τοποθετείται γλυκίνη τελικής συγκέντρωσης 125mM και το περιεχόμενο της φλάσκας αφήνεται να επωαστεί 

για 5 λεπτά υπό ανάδευση. Σε επόμενο στάδιο, τα κύτταρα υπόκεινται σε 2 διαδοχικές πλύσεις με κρύο PBS 

2×. Με την χρήση ξύστρας και  κρύου διαλύματος PBS 2×, τα κύτταρα αποκολλώνται από το ταπήτιο και 

μεταφέρονται σε σωλήνα τύπου falcon (15mL). Τέλος, ο σωλήνας φυγοκεντρείται σε 1.000g για 5 λεπτά σε 

θερμοκρασία 4°C και το υπερκείμενο απομακρύνεται.     

 Απομόνωση και λύση των πυρήνων  

Στο συγκεκριμένο στάδιο, τα κύτταρα που συλλέχθηκαν στο προηγούμενο βήμα επαναδιαλύονται σε 

6mL ddH2O, 2mL PBS 2× και 2mL διαλύματος απομόνωσης πυρήνων (Nuclear isolation buffer) (βλ. 3.1.5.4). 

Ακολουθεί επώαση υπό ανάδευση για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C και καθίζηση των πυρήνων μετά από 

φυγοκέντρηση σε 2.500g για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Το υπερκείμενο, το οποίο αποτελεί το 

κυτταροπλασματικό κλάσμα, μεταφέρεται σε δύο νέους σωλήνες τύπου falcon (15mL) και φυλάσσεται στους 

4°C, ενώ το ίζημα των πυρήνων επαναδιαλύεται σε 1mL διάλυμα RIP (βλ. 3.1.5.4) και διαχωρίζεται σε δύο 

σωλήνες τύπου eppendorf. Στη συνέχεια, το πυρηνικό κλάσμα ομογενοποιείται και το εκχύλισμα υπόκειται 

σε φυγοκέντρηση σε 20.000g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C με σκοπό την καθίζηση των πυρηνικών 

μεμβρανών και άλλων κυτταρικών υπολειμμάτων. Τελικά, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέους σωλήνες 

τύπου eppendorf. Παράλληλα, αποθηκεύεται μικροποσότητα από κάθε τελικό κλάσμα, η οποία θα αποτελέσει 

δείγμα αναφοράς της τεχνικής RT-qPCR (reference extract). 

 Συν-ανοσοκατακρήμνιση πρωτεΐνης-αντιγόνου και προσδεδεμένου RNA 

Το στάδιο αυτό ξεκινάει με επώαση υπό ανάδευση των πυρηνικών και κυτταροπλασματικών 

κλασμάτων με αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης-στόχου για 1 ώρα σε θερμοκρασία 4°C. Ως μάρτυρες (control) 

της μεθόδου χρησιμοποιήθηκαν δύο κλάσματα (πυρηνικό και κυτταροπλασματικό), τα οποία επωάστηκαν με 

ορό pre-immune στις ίδιες συνθήκες. 

Παράλληλα, πραγματοποιείται προετοιμασία των σφαιριδίων protein A sepharose, τα οποία και 

αξιοποιούνται σε επόμενο βήμα της μεθόδου. Όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενη παράγραφο (βλ. 3.2.2.1, 

Προετοιμασία των protein A sepharose σφαιριδίων), τα σφαιρίδια protein A sepharose βρίσκονται 

αποθηκευμένα σε διάλυμα 20% αιθανόλης. Συνεπώς, πριν την προσθήκη τους στα παραπάνω κλάσματα, είναι 

απαραίτητη η απομάκρυνση της αιθανόλης. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι ίδια με αυτήν στην συν-

ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών, με μοναδική εξαίρεση το διάλυμα πλύσης και τελικής αποθήκευσης των 

σφαιριδίων, που στην παρακάτω διαδικασία είναι το ρυθμιστικό διάλυμα RIP.  

Μετά το πέρας της επώασης των κλασμάτων, προστίθενται σε αυτά τα ενεργοποιημένα σφαιρίδια 

protein A sepharose με στόχο την κατακρήμνιση του ανοσοσυμπλόκου αντίσωμα-αντιγόνο/πρωτεΐνη-RNA. 

Τα κλάσματα επωάζονται εκ νέου για 1 ώρα υπό ανάδευση στους 4°C. Έπεται φυγοκέντρηση των κλασμάτων 

σε 2.500 rpm για 30 δευτερόπλεπτα στους 4°C και απομάκρυνση του υπερκειμένου. Ακολουθούν άλλοι δύο 

κύκλοι επαναδιάλυσης-φυγοκέντρησης χρησιμοποιώντας ως μέσο το ρυθμιστικό διάλυμα RIP, ενώ η 

τελευταία επαναδιάλυση πραγματοποιείται σε κατάλληλο όγκο κρύου PBS. Τελικό βήμα της διαδικασίας 
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αποτελεί η φυγοκέντρηση του διαλύματος σε 2.500rpm για 30 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 4°C και η 

αφαίρεση του υπερκειμένου.  

 Έκλουση RNA 

Αρχικά, προστίθεται ποσότητα διαλύματος έκλουσης (elution buffer) (βλ. 3.1.5.4) στο ίζημα κάθε 

δείγματος που προκύπτει από την προηγούμενη διαδικασία και τα δείγματα αφήνονται να επωαστούν για 15 

λεπτά σε θερμοκρασία 30°C. Μετά από μία σύντομη φυγοκέντρηση σε 2.000g σε θερμοκρασία 4°C, τα 

υπερκείμενα των δειγμάτων μεταφέρονται σε νέους σωλήνες τύπου eppendorf. Προστίθενται σε κάθε ένα 

από αυτά διάλυμα φαινόλης-χλωροφορμίου, ανακινούνται και φυγοκεντρούνται  σε 13.000rpm για 5 λεπτά 

σε θερμοκρασία 4°C. Σε αυτό το στάδιο, παρατηρείται η δημιουργία διφασικού διαλύματος, το οποίο 

αποτελείται από μία υδατική φάση, που περιέχει το RNA και από μία οργανική, που περιέχει τις πρωτεΐνες 

σε μορφή ιζήματος (σε σύμπλοκο με τα σφαιρίδια protein A sepharose). Η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο 

σωλήνα, ενώ το πρωτεϊνικό ίζημα επαναιωρείται σε 1% SDS και αποθηκεύεται στους -20°C για μελλοντική 

ανάλυση με ανοσοαποτύπωση κατά western (Western blot). Στη συνέχεια, πραγματοποιείται προσθήκη 100% 

αιθανόλης και NaCl 5M στον σωλήνα που περιέχει την υδατική φάση με στόχο την καθίζηση του RNA. 

Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C, το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα 

RNA αφήνεται να λυοφιλιωθεί. Τελικά, το RNA επαναδιαλύεται σε κατάλληλο όγκο ddH2O και επωάζεται 

για 5 λεπτά στους 55°C. Τα τέσσερα δείγματα είναι πλέον έτοιμα να υποβληθούν σε cDNA σύνθεση και σε 

ανάλυση του περιεχομένου τους με ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (RT-qPCR). 

3.2.3 Απομόνωση ολικού RNA και πρωτεϊνών από κύτταρα θηλαστικών 

 Η απομόνωση του ολικού εκχυλίσματος RNA και πρωτεϊνών των διαμολυσμένων κυττάρων 

πραγματοποιείται με την χρήση του αντιδραστηρίου TRI (TRI Reagent) της SIGMA-ALDRICH. Ανάλογα 

με την ποσότητα των κυττάρων των αποθηκευμένων δειγμάτων (βλ. 3.2.1.6), ορίζεται και ο όγκος του TRI 

Reagent. Αφού, προστεθεί στο ίζημα των κυττάρων κατάλληλος όγκος TRI Reagent, το δείγμα αναδεύεται 

ήπια και επωάζεται για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί δεύτερη επώαση παρουσία ποσότητας 

1-bromo-3-chloropropane για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Το διάλυμα φυγοκεντρείται σε 12.000g 

για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 4⁰C. Στο συγκεκριμένο στάδιο, μετά τη φυγοκέντρηση παρατηρούνται τρεις 

φάσεις: μια υδατική φάση (άχρωμη) στην επιφάνεια που περιέχει το RNA, μια λεπτή ζώνη στο μέσο  που 

περιέχει το DNA και μια οργανική φάση (κόκκινη) στον πυθμένα που περιέχει τις πρωτεΐνες. 

 Η υδατική φάση συλλέγεται με προσοχή  και μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf 1,5mL. 

Προστίθεται ισοπροπανόλη, με σκοπό την καθίζηση του RNA. Το δείγμα ανακινείται και επωάζεται για 10 

λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα, φυγοκεντρείται σε 12.000g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Το 

υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα του RNA υπόκειται σε καθαρισμό από προσμίξεις με την προσθήκη 

75% παγωμένης αιθανόλης. Το δείγμα στη συνέχεια ανακινείται και επωάζεται για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 

-20°C, ενώ ακολουθεί νέα φυγοκέντρηση σε 12.000g για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Το υπερκείμενο 

αφαιρείται προσεκτικά και το ίζημα του RNA αφήνεται να στεγνώσει σε αποστειρωμένο περιβάλλον. Τελικά, 

το ίζημα επαναιωρείται σε νερό ελεύθερο ριβονουκλεασών (RNase-free ή DEPC-treated water) σε 

θερμοκρασία 55°C και το δείγμα φυλάσσεται στους -80⁰C.  

 Παράλληλα, είναι απαραίτητη η απομάκρυνση του DNA από το αρχικό τριφασικό διάλυμα με σκοπό 

την ανάκτηση του ολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος του δείγματος. Συνεπώς, προστίθεται κατάλληλη 

ποσότητα 100% παγωμένης αιθανόλης, πραγματοποιείται ήπια ανάδευση και επώαση 2-3 λεπτών σε 

θερμοκρασία δωματίου. Έπεται φυγοκέντρηση σε 2.000g για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C, συλλογή του 

υπερκειμένου (πρωτεΐνες) με ιδιαίτερη προσοχή και μεταφορά σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf (1,5mL). 

Προστίθεται  ισοπροπανόλη, το δείγμα επωάζεται για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και φυγοκεντρείται 

εκ νέου σε 12.000g για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο απομακρύνεται και 

πραγματοποιούνται τρεις πλύσεις του ιζήματος των πρωτεϊνών. Κάθε φορά, το ίζημα επαναιωρείται σε 

υδροχλωρική γουανιδίνη 0,3Μ σε διάλυμα 95% αιθανόλης. Στο τέλος της κάθε πλύσης, το δείγμα παραμένει 
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για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και φυγοκεντρείται σε 8.000g για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Με 

την ολοκλήρωση των τριών πλύσεων, το πρωτεϊνικό ίζημα επαναιωρείται σε 100% παγωμένη αιθανόλη υπό 

έντονη ανάδευση (vortex). Το δείγμα επωάζεται για 20 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση σε 8.000g για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C. Σε επόμενο στάδιο, το πρωτεϊνικό ίζημα 

λυοφιλιώνεται υπό κενό για 5-10 λεπτά. Τελικά, το ίζημα επαναιωρείται σε 1% SDS μέσω βρασμού στους 

95°C για 5 λεπτά και το δείγμα αποθηκεύεται στους -20°C. 

3.2.4 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford 

Η μέθοδος Bradford (Bio-rad) αποτελεί μια απλή διαδικασία, που χρησιμοποιείται εκτενώς με στόχο 

τον προσδιορισμό της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης των διαλυμάτων. Η τεχνική βασίζεται στην πρόσδεση της 

χρωστικής Coomassie Brilliant Blue G-250 στις πρωτεΐνες [101]. Όταν η χρωστική προσδεθεί στην πρωτεΐνη, 

μεταπίπτει σε μία σταθερή μορφή (μη πρωτονιωμένη) και εμφανίζει μέγιστο απορρόφησης στα 595nm 

(Amax=595nm). Συνεπώς, είναι εύκολο να ανιχνευτεί με τη χρήση φασματοφωτόμετρου η δεσμευμένη μορφή 

της χρωστικής που αναλογεί στην ποσότητα των πρωτεϊνών στο δείγμα. 

Για να υπολογιστεί η συγκέντρωση της πρωτεΐνης σε ένα άγνωστο δείγμα, χρησιμοποιείται πρότυπη 

καμπύλη, η οποία κατασκευάζεται βάσει γνωστών συγκεντρώσεων πρωτεΐνης-μάρτυρα[π.χ. αλβουμίνη 

βόειου ορού (Bovine Serum Albumin) ή γ-σφαιρίνη (γ-globulin)]. Θα πρέπει να σημειωθεί, ότι η πρότυπη 

καμπύλη γίνεται, χρησιμοποιώντας ως διάλυμα αυτό στο οποίο βρίσκεται το δείγμα προς προσδιορισμό 

[101]. 

Για να προσδιοριστεί η άγνωστη συγκέντρωση, λαμβάνεται από κάθε δείγμα μικρή ποσότητα, η 

οποία αραιώνεται στο κατάλληλο διάλυμα προκειμένου η απορρόφηση να βρίσκεται εντός των ορίων της 

πρότυπης καμπύλης. Μαζί με τα δείγματα που θα ποσοτικοποιηθούν με τη μέθοδο Bradford, προετοιμάζεται 

και ένα δείγμα μάρτυρας (blank), το οποίο περιλαμβάνει μόνο το ρυθμιστικό διάλυμα λύσης. Ο 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών που εμπεριέχεται στο εκάστοτε δείγμα πραγματοποιείται 

βάσει της εξίσωσης της πρότυπης καμπύλης. Τέλος, στην περίπτωση που τα δείγματα έχουν αραιωθεί, η 

τελική συγκέντρωση υπολογίζεται μετά από πολλαπλασιασμό με τον συντελεστή αραίωσης.  

3.2.5 Ηλεκτροφόρηση 

3.2.5.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών υπό αποδιατακτικές συνθήκες (SDS-PAGE)  

Η ηλεκτροφόρηση πηκτών ακρυλαμιδίου είναι μια αναλυτική μέθοδος διαχωρισμού ενός μίγματος 

πρωτεϊνών βάσει του μεγέθους τους. Η αρχή πως ένα φορτισμένο μόριο θα μετακινηθεί, όταν βρεθεί μέσα σε 

ένα ηλεκτρικό πεδίο, αποτελεί τη βασική ιδέα πίσω από την συγκεκριμένη τεχνική. Ο αποδιατακτικός 

παράγοντας SDS είναι υπεύθυνος για την κοινή πορεία όλων των πρωτεϊνών του δείγματος, από την κάθοδο 

προς την άνοδο. Το SDS καταργεί τις ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μορίων προσδίδοντάς τους 

παράλληλα, ένα ενιαίο ανιονικό φορτίο, ώστε αυτά να μεταναστεύσουν προς την άνοδο και να διαχωριστούν 

βάσει του μοριακού τους βάρους. Καθώς οι πρωτεΐνες ανάλογα με το μέγεθός τους εμφανίζουν αντίστοιχη 

αύξηση της τριβής κατά την κίνησή τους διαμέσου των πόρων της πηκτής, όσο μεγαλύτερο είναι το μέγεθός 

τους, τόσο μικρότερη είναι η κινητικότητά τους στην πηκτή [102]. 

Το σύστημα ηλεκτροφόρησης που χρησιμοποιείται σε ευρεία κλίμακα είναι ασυνεχές, δηλαδή, 

συγκροτείται από 2 πηκτές διαφορετικής πυκνότητας, την πηκτή επιστοίβαξης (stalking gel) με σταθερή 

πυκνότητα 5%, και την πηκτή διαχωρισμού (separating gel) της οποίας η πυκνότητα προσαρμόζεται σύμφωνα 

με τις απαιτήσεις του πειράματος (βλ. Πίνακας 3). Η πηκτή επιστοίβαξης χρησιμοποιείται για να στοιβαχτούν 

οι πρωτεΐνες σε μια κοινή ζώνη και να εισέλθουν ταυτόχρονα στην πηκτή διαχωρισμού, δημιουργώντας ένα 

ενιαίο μέτωπο κατά την ηλεκτροφόρηση.  
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Η πηκτή είναι αποτέλεσμα της αντίδρασης πολυμερισμού του ακρυλαμιδίου και δις-ακρυλαμιδίου, 

παρουσία των παραγόντων υπερθειικό αμμώνιο (APS) και ΤΕΜΕD. Το TEMED είναι  επιταχυντής, το οποίο 

καταλύει την αντίδραση πολυμερισμού των ελεύθερων ριζών θείου που δημιουργούνται από το APS. Μόλις 

η πηκτή είναι έτοιμη, τοποθετείται στην κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης (mini-PROTEAN® Tetra Cell). 

Έπειτα, στη συσκευή προστίθεται προσεκτικά ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης SDS-PAGE 1× 

(Running Buffer 1×) (βλ. 3.1.5.5), έτσι ώστε το διάλυμα να έρχεται σε άμεση επαφή με την πηκτή. Ακολουθεί 

προετοιμασία των δειγμάτων με ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων 4× (βλ. 3.1.5.6). Στόχος της διαδικασίας είναι 

να περιέχουν όλα τα δείγματα ίση συγκέντρωση ολικής πρωτεΐνης και η τελική αραίωση του ρυθμιστικού 

διαλύματος να είναι 1×. Στη συνέχεια, τα δείγματα φορτώνονται στα αντίστοιχα πηγάδια, ενώ ένα από αυτά  

φορτώνεται με τον μάρτυρα γνωστών μοριακών μεγεθών. Τέλος, η συσκευή ηλεκτροφόρησης συνδέεται στο 

τροφοδοτικό το οποίο διαβιβάζει ρεύμα τάσης 120V [103]. 

Πίνακας 3: Σύσταση πηκτών διαχωρισμού και επιστοίβαξης  

 

3.2.5.2 Ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων (DNA-RNA) 

Οι ίδιες μέθοδοι ηλεκτροφόρησης πηκτής που έχουν αποδειχτεί τόσο χρήσιμες στην ανάλυση των 

πρωτεϊνών, μπορούν επιπλέον να καθορίσουν το μήκος και την καθαρότητα των DNA (ή RNA) μορίων. Η 

συγκεκριμένη διαδικασία είναι, μάλιστα, πολύ πιο απλή από την αντίστοιχη για τις πρωτεΐνες καθώς τα 

νουκλεοτίδια ενός μορίου νουκλεϊκού οξέος φέρουν ήδη ένα μοναδικό αρνητικό φορτίο (στις φωσφορικές 

τους ομάδες). Συνεπώς, δεν υπάρχει ανάγκη για προσθήκη του αρνητικά φορτισμένου απορρυπαντικού SDS, 

το οποίο απαιτείται στην περίπτωση των πρωτεϊνικών μορίων. Ειδικά σχεδιασμένες πηκτές 

πολυακρυλαμιδίου επιτρέπουν σε τμήματα DNA μήκους μικρότερου των 500 νουκλεοτιδίων να 

διαχωριστούν, ακόμη και αν διαφέρουν σε μέγεθος κατά ένα μόνο νουκλεοτίδιο. Ωστόσο, οι πόροι στις 

πηκτές πολυακρυλαμιδίου είναι πολύ μικροί για να επιτρέψουν την διέλευση μεγαλύτερων μορίων DNA. Για 

να επιτευχθεί ο διαχωρισμός αυτών των μορίων ανάλογα με το μέγεθός τους, χρησιμοποιούνται πηκτές 

αγαρόζης (ενός πολυσακχαρίτη που απομονώθηκε από θαλάσσια φύκη), οι οποίες είναι πολύ πιο πορώδεις. 

Αυτές οι μέθοδοι διαχωρισμού DNA, χρησιμοποιούνται εκτενώς τόσο για αναλυτικούς, όσο και για 

προπαρασκευαστικούς λόγους [1].  

Για να είναι ανιχνεύσιμες οι ζώνες του DNA στις πηκτές ακρυλαμιδίου ή αγαρόζης, είναι απαραίτητη 

η χρώση ή η ιχνηθέτηση των DNA μορίων. Μία ευαίσθητη μέθοδος χρώσης του DNA είναι μέσω έκθεσής 

του στην χρωστική βρωμιούχο αιθίδιο (ethidium bromide), το οποίο φθορίζει κάτω από υπεριώδες φως, όταν 

είναι προσδεδεμένο σε DNA. Μία ακόμη πιο ευαίσθητη μέθοδος ανίχνευσης ενσωματώνει ένα ραδιοϊσότοπο 

(32P) στα μόρια του DNA, πριν από την ηλεκτροφόρηση, κάνοντας εύκολο τον εντοπισμό τους με 

αυτοραδιογραφία [1]. 

Στην παρούσα διπλωματική, η ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων RNA πραγματοποιείται σε πηκτή 

αγαρόζης με πυκνότητα ανάλογη του μεγέθους του υπό μελέτη μορίου. Τα μόρια RNA φορτώνονται στην 

πηκτή που βρίσκεται εμβαπτισμένη σε κατάλληλη ποσότητα ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης 
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(TAE) 1× (βλ. 3.1.5.7). Η ένταση του ρεύματος που εφαρμόζεται είναι 120V και η πορεία της 

ηλεκτροφόρησης ελέγχεται μέσω παρακολούθησης της πορείας των χρωστικών που περιέχονται στο 

ρυθμιστικό διάλυμα των δειγμάτων (sample buffer) (βλ. 3.1.5.8). Τέλος, η ανίχνευση των μορίων στην πηκτή 

γίνεται μέσω της χρωστικής Midori Green, η οποία αντικαθιστά το βρωμιούχο αιθίδιο και η οποία 

προστίθεται πριν τον πολυμερισμό της αγαρόζης, σε αναλογία 1:10.000. Η συγκεκριμένη χρωστική εκπέμπει 

πράσινη φθορίζουσα ακτινοβολία σε μήκος κύματος ⁓540nm μετά από πρόσδεση σε μόρια DNA ή RNA. 

3.2.6 Ανοσοαποτύπωση (Western Blot) 

 Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη PVDF  
Η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών από πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε μεμβράνη PVDF (ή 

νιτροκυτταρίνης) βασίζεται στην αρχή, ότι τα αρνητικά φορτισμένα σύμπλοκα πρωτεΐνης-SDS με την 

εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου θα μετακινηθούν προς την άνοδο. Το γεγονός αυτό, έχει ως αποτέλεσμα την 

έξοδό τους από την πηκτή και την καθήλωσή τους στη μεμβράνη λόγω υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. Η 

πηκτή και η μεμβράνη τοποθετούνται στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς (YRDIMES Semi-dry Blotter, 

Wealtec) ανάμεσα από ένα ζεύγος τριών διηθητικών χαρτιών τύπου Whatman, κατάλληλα για 

ανοσοστύπωση, με τη μεμβράνη προσανατολισμένη στην άνοδο και την πηκτή στη κάθοδο (βλ. Εικόνα 19). 

Πριν τοποθετηθούν στη συσκευή ηλεκτρομεταφοράς, τα διηθητικά χαρτιά τύπου Whatman, η πηκτή και η 

μεμβράνη επωάζονται για 5-10 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς (Transfer Buffer) (βλ. 

3.1.5.9). Για τη μεμβράνη PVDF, προηγείται ένα ακόμη στάδιο εμβάπτισης διάρκειας 25-30 δευτερολέπτων 

σε 100% μεθανόλη με σκοπό την ενεργοποίησή της. Να σημειωθεί, ότι η ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών 

στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκε υπό σταθερής εντάσεως ρεύμα 270mA για 55 λεπτά. 

 

Εικόνα 18.  Συναρμολόγηση συσκευής ηλεκτρομεταφοράς (το κόκκινο βέλος υποδεικνύει τον προσανατολισμό) 

 Ανοσοανίχνευση 

Η ανοσοανίχνευση αποτελεί μία μέθοδο εντοπισμού των πρωτεϊνών που βρίσκονται καθηλωμένες σε 

μεμβράνη μέσω της χρήσης αντισωμάτων. Η βασική ιδέα της τεχνικής είναι, ότι η πρωτεΐνη-αντιγόνο έχει 

την ικανότητα να αλληλεπιδρά με ένα ειδικό ως προς αυτήν αντίσωμα και το σύμπλοκο αυτό μπορεί στη 

συνέχεια να ανιχνευθεί με την προσθήκη δευτερογενούς αντισώματος. Το δευτερογενές αντίσωμα φέρει 

εξειδίκευση για την σταθερή περιοχή του πρωτογενούς.  

Συνεπώς, με την ολοκλήρωση της ηλεκτρομεταφοράς του προηγούμενου βήματος, πραγματοποιείται 

ανίχνευση των αντιγονικών θέσεων πάνω στη μεμβράνη PVDF. Αρχικά, η μεμβράνη εμβαπτίζεται σε 

διάλυμα κορεσμού (Blocking Buffer) και αφήνεται να επωαστεί για 1 ώρα υπό ήπια ανάδευση σε 

θερμοκρασία δωματίου. Στόχος αυτής της διαδικασίας, είναι να καλύψουν οι μεγαλομοριακές πρωτεΐνες του 

γάλακτος τις μη ειδικές θέσεις σύνδεσης, έτσι ώστε, να αποφευχθούν οι μη ειδικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

μεμβράνης και πρωτογενούς αντισώματος. Στη συνέχεια, η μεμβράνη επωάζεται υπό ανάδευση με το 

πρωτογενές αντίσωμα σε θερμοκρασία 4°C για 12-16 ώρες (overnight). Ακολουθεί έκπλυση της μεμβράνης 

με το αντίστοιχο διάλυμα (washing buffer) (βλ. 3.1.5.9), ώστε να αφαιρεθεί η περίσσεια του πρωτογενούς 

αντισώματος. Η διάρκεια και ο αριθμός των πλύσεων προσαρμόζονται κάθε φορά ανάλογα με το πρωτογενές 
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αντίσωμα. Σε επόμενο στάδιο, η μεμβράνη επωάζεται υπό ανάδευση με το δευτερογενές αντίσωμα για μία 

ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Πριν τη διαδικασία οπτικοποίησης του σήματος, μεσολαβούν και πάλι 

πλύσεις με διάλυμα έκπλυσης.  

Η οπτικοποίηση της ειδικής πρόσδεσης του πρωτογενούς αντισώματος πραγματοποιείται με τη μέθοδο 

της χημειοφωταύγειας. Συγκεκριμένα, το δευτερογενές αντίσωμα φέρει προσδεδεμένο το ένζυμο της 

υπεροξειδάσης (HRP), το οποίο παρουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) σε αλκαλικό περιβάλλον, 

καταλύει την οξείδωση της λουμινόλης (luminol). Σε επόμενο στάδιο, η λουμινόλη μεταπίπτει από την 

οξειδωμένη της κατάσταση σε μία πιο σταθερή με ταυτόχρονη εκπομπή φωτονίων.  

Με την ολοκλήρωση, λοιπόν, των πλύσεων που περιγράφηκαν παραπάνω, η μεμβράνη επωάζεται με 

τα αντιδραστήρια ανίχνευση ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (ECL) για τρία λεπτά στο σκοτάδι. Η ανίχνευση 

επιτυγχάνεται, είτε σε μηχάνημα ανίχνευσης χημειοφωταύγειας, είτε με έκθεση σε ατινογραφικό φιλμ [102]. 

Ο χρόνος εμφάνισης κυμαίνεται από 30 δευτερόλεπτα μέχρι 1 ώρα, ανάλογα με την ένταση του σήματος, 

δηλαδή, ανάλογα με την ποσότητα της πρωτεΐνης που ανιχνεύεται. 

3.2.7 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real-time PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) αποτελεί μία από τις πιο γνωστές τεχνολογίες στη 

μοριακή βιολογία. Με τη χρήση της PCR, ειδικές αλληλουχίες εντός μιας DNA ή cDNA μήτρας, μπορούν να 

αντιγραφούν ή να ενισχυθούν έως και εκατομμύρια φορές, αξιοποιώντας ολιγονουκλεοτίδια συγκεκριμένης 

αλληλουχίας, μία θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση και έναν θερμοκυκλοποιητή. Στην παραδοσιακή PCR, 

η ανίχνευση και η ποσοτικοποίηση της ενισχυμένης αλληλουχίας πραγματοποιούνται στο τέλος της 

αντίδρασης, με το πέρας του τελευταίου κύκλου PCR, και περιλαμβάνουν περαιτέρω ανάλυση, όπως 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή και ανάλυση της εικόνας που προκύπτει. Στην ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου 

(real-time PCR), το προϊόν της αντίδρασης μετριέται σε κάθε κύκλο. Συνεπώς, παρακολουθώντας τις 

αντιδράσεις κατά τη διάρκεια της εκθετικής φάσης ενίσχυσης, είναι δυνατό να καθοριστεί η αρχική ποσότητα 

της αλληλουχίας-στόχου με μεγάλη ακρίβεια [104].  

Τα τελευταία χρόνια, η real-time PCR έχει αναδειχθεί ως το κύριο εργαλείο ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης DNA ή RNA. Χρησιμοποιώντας αυτήν την τεχνική, είναι δυνατή η διάκριση διπλάσιων 

διαφορών στην ποσότητα των DNA στόχων, με ένα δυναμικό φάσμα εισαχθέντων δειγμάτων που καλύπτει 

έξι με οχτώ τάξεις μεγέθους [104].    

 Στην real-time PCR, η ποσότητα του DNA καταγράφεται μετά από κάθε κύκλο μέσω φθοριζουσών 

χρωστικών, που αποδίδουν αυξανόμενο σήμα φθορισμού σε άμεση αναλογία με τον αριθμό των μορίων-

προϊόντων της PCR (αμπλικόνια) που παράγονται. Δεδομένα που συλλέγονται στην εκθετική φάση της 

αντίδρασης προσφέρουν ποσοτικές πληροφορίες για την αρχική ποσότητα της αλληλουχίας ενίσχυσης. Τα 

φθορίζοντα μόρια αναφοράς που χρησιμοποιούνται στην real-time PCR περιλαμβάνουν χρωστικές, που 

προσδένονται σε δίκλωνο DNA (dsDNA), μόρια χρωστικής που προσκολλώνται στους εκκινητές ή ιχνηθέτες 

(probes) που υβριδίζονται με το προϊόν της PCR κατά τη διάρκεια της ενίσχυσης [104]. 

 Οι αλλαγές στο φθορισμό κατά την πορεία της αντίδρασης, μετρώνται από ένα όργανο που συνδυάζει 

την ικανότητα αυξομείωσης της θερμοκρασίας, με την ικανότητα σάρωσης της φθορίζουσας χρωστικής.  

Αντιπαραβάλλοντας τον φθορισμό με τον αριθμό των κύκλων, το μηχάνημα της real-time PCR δημιουργεί 

ένα διάγραμμα ενίσχυσης (amplification plot), το οποίο αντιπροσωπεύει τη συσσώρευση των προϊόντων στην 

διάρκεια της αντίδρασης PCR [104]. 

3.2.7.1 Αντίστροφη μεταγραφή και αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης δύο βημάτων (RT-qPCR) 

 Η ποσοτική αντίστροφη μεταγραφή και αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (RT-qPCR), 

χρησιμοποιείται όταν το αρχικό δείγμα είναι RNA. Στη συγκεκριμένη μέθοδο, το ολικό RNA ή mRNA 

μεταγράφεται αρχικά στο συμπληρωματικό DNA (cDNA) από την αντίστροφη μεταγραφάση. Στη συνέχεια, 

το cDNA χρησιμοποιείται ως μήτρα για την αντίδραση της ποσοτικής PCR (qPCR) [105].  
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Η μέθοδος της RT-qPCR μπορεί να εκτελεστεί σε ένα (one-step) ή δύο βήματα (two-step). Τα 

πρωτόκολλα της αντίδρασης σε ένα βήμα συνδυάζουν την αντίστροφη μεταγραφή και την PCR σε έναν κοινό 

σωλήνα και σε κοινό διάλυμα αντίδρασης, αξιοποιώντας την αντίστροφη μεταγραφάση μαζί με την DNA 

πολυμεράση. Η RT-qPCR ενός βήματος χρησιμοποιεί αποκλειστικά εκκινητές συγκεκριμένης αλληλουχίας. 

Στα πρωτόκολλα δύο βημάτων, τα βήματα της αντίστροφης μεταγραφής και της PCR, εκτελούνται σε 

μεμονωμένους σωλήνες με διαφορετικές συνθήκες, διαλύματα και στρατηγικές αξιοποίησης των εκκινητών 

[105].  

Συγκεκριμένα, η διαδικασία της RT-qPCR δύο βημάτων ξεκινάει με την αντίστροφη μεταγραφή είτε 

ολικού RNA είτε πολυ(Α)+ RNA [poly(A)+ RNA] χρησιμοποιώντας την αντίστροφη μεταγραφάση (RT). 

Αυτή η αντίδραση σύνθεσης του πρώτου κλώνου cDNA μπορεί να ξεκινήσει χρησιμοποιώντας τυχαίους 

εκκινητές, ολιγο(dT) ή εκκινητές ενός συγκεκριμένου γονιδίου (GSPs). Για να αποδώσουν ίση 

αντιπροσώπευση όλων των αλληλουχιών-στόχων στις εφαρμογές της real-time PCR και να αποφύγουν την 

3  ́τάση των εκκινητών ολιγο(dT), πολλοί ερευνητές χρησιμοποιούν τυχαίους εκκινητές ή μία μίξη ολιγο(dT) 

και τυχαίων εκκινητών [104].  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real Time PCR) είναι μια εξαιρετικά 

ευαίσθητη και εξειδικευμένη τεχνική προσδιορισμού της γονιδιακής έκφρασης. Κατά την τεχνική αυτή, το 

cDNA πολλαπλασιάζεται παρουσία SYBR green, μιας φθορίζουσας χρωστικής με μεγάλη ευαισθησία. 

Καθώς η αντίδραση της PCR προχωρά, ο φθορισμός των προϊόντων της μετριέται σε πραγματικό χρόνο με 

την βοήθεια ενός ειδικού θερμοκυκλοποιητή. Ο ρυθμός συσσώρευσης των προϊόντων επιτρέπει τον 

υπολογισμό της ποσότητας του mRNA στο δείγμα. Προκειμένου να είναι συγκρίσιμες μεταξύ τους, οι 

μετρήσεις σε διαφορετικά δείγματα κανονικοποιούνται με βάση τις μετρήσεις σε δείγματα αναφοράς [2].  

 

Εικόνα 19. Σχηματική αναπαράσταση της two-step RT-PCR σύμφωνα με το πρωτόκολλο Mir-X™ miRNA First Strand 
Synthesis and SYBR® qRT-PCR της TaKaRa Bio 

Στα πλαίσια της παρούσας διπλωματικής εργασίας εφαρμόστηκε η RT-qPCR δύο βημάτων σύμφωνα 

με το πρωτόκολλο της TaKaRa Bio, Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis and SYBR® qRT-PCR. 

 Σύνθεση του cDNA κλώνου 

  Το Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit χρησιμοποιείται για την μετατροπή των miRNA και 

άλλων μορίων RNA σε cDNA, για να πραγματοποιηθεί η ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων RNA με χρήση 

της real-time PCR. Με μία απλή αντίδραση που λαμβάνει χώρα σε έναν κοινό σωλήνα, μόρια RNA 

υπόκεινται σε πολυαδενυλίωση και αντίστροφη μεταγραφή, από την πολύ(Α) πολυμεράση και την 

αντίστροφη μεταγραφάση SMART® MMLV (Moloney Murine Leukemia virus) αντίστοιχα. Τα δύο 
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συγκεκριμένα ένζυμα περιλαμβάνονται στο διάλυμα mRQ Enzyme Mix [106]. Η αντίδραση ετοιμάζεται σε 

μικροσωληνάρια (0,2 mL) ελεύθερα ριβονουκλεασών ως εξής: 

Πίνακας 4: Αντίδραση σύνθεσης πολύ(Α)/ cDNA 

 

 Το δείγμα επωάζεται σε ειδικό θερμοκυκλοποιητή για 1h στους 37°C. Στη συνέχεια, η αντίδραση 

τερματίζεται ρυθμίζοντας τη συσκευή στους 85°C για 5 λεπτά. Το νεοσυντιθέμενο δείγμα cDNA αραιώνεται 

10 φορές με ddH2O, ώστε ο τελικός όγκος να είναι 100μl. Τέλος, το δείγμα αποθηκεύεται στους -20°C έτοιμο 

προς χρήση στην RT-qPCR. 

 Real-time qPCR 

Το SYBR Advantage® qPCR Premix και το διάλυμα mRQ 3’ Primer χρησιμοποιούνται στη συνέχεια 

στην real-time qPCR, μαζί με miRNA-εξειδικευμένους 5’ εκκινητές, για την ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων  

αλληλουχιών miRNA του δείγματος cDNA. Με το πρωτόκολλο αυτό, μπορεί να ενισχυθεί και να 

ποσοτικοποιηθεί και οποιοδήποτε άλλο είδος RNA βρίσκεται παρόν στο αρχικό δείγμα RNA (όπως για 

παράδειγμα τα mRNA-στόχοι των miRNA), με τη χρήση συγκεκριμένων 5’ εκκινητών [106]. 

Με βάση το παραπάνω πρωτόκολλο, πραγματοποιήθηκε έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των miR-

29a-3p, miR-1207-5p και miR-1226/mirtron στις διαφορετικές ομάδες των κυττάρων NCI-H520, όπως αυτές 

περιγράφηκαν στην παράγραφο 3.2.1.6. Οι ποσότητες των επιμέρους συστατικών και των συνθηκών των 

αντιδράσεων παρουσιάζονται αναλυτικά στους πίνακες που ακολουθούν (βλ. Πίνακες 5, 6, 7).  

Πίνακας 5: Συστατικά αντίδρασης qPCR δείγματος  
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Ως γονίδιο μάρτυρας, επιλέχθηκε το ιδιοστατικά εκφραζόμενο γονίδιο U6 snRNA. 

Πίνακας 6: Συστατικά αντίδρασης qPCR U6 

 

Πίνακας 7: Θερμικό προφίλ ενίσχυσης miRNA και U6 

 

 Σύμφωνα με το πρωτόκολλο που προηγήθηκε, ελέγχθηκαν και τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

CPSF6, pri-miR-29a-3p και pri-miR-1207-5p. Τα pri-miRNA είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος από τα αντίστοιχα 

miRNA και διαθέτουν κανονικά τις δομές της καλύπτρας m7G και της πολυ(Α) ουράς. Συνεπώς, οι συνθήκες 

της qPCR προσαρμόστηκαν ανάλογα, όπως φαίνεται και στους παρακάτω πίνακες (βλ. Πίνακας 8, 9, 10). Σε 

αυτή την περίπτωση, χρησιμοποιήθηκε ως control το γονίδιο της β-ακτίνης.  

Πίνακας 8: Συστατικά αντίδρασης qPCR CPSF6 και β-ακτίνης 

 



45 

 

Πίνακας 9: Συστατικά αντίδρασης qPCR pri-miR-29a-3p, pri-miR-1207-5p και β-ακτίνης 

 

Πίνακας 10: Θερμικό προφίλ ενίσχυσης CPSF6, pri-miRNA και β-ακτίνης 

 
Οι αντιδράσεις ποσοτικοποίησης των mRNA πραγματοποιήθηκαν εις τριπλούν, ενώ των miRNA εις 

διπλούν, έχοντας ως στόχο την ελαχιστοποίηση των σφαλμάτων της αντίδρασης. Παράλληλα, στην 

αντίδραση συμπεριλήφθηκε για κάθε ζεύγος εκκινητών αρνητικός μάρτυρας, όπου δεν προστίθεται cDNA, 

για τον έλεγχο των επιμολύνσεων και/ή τον έλεγχο των εκκινητών για μεταξύ τους υβριδοποίηση (NTC, No 

Template Control).  

Η ανάλυση των δεδομένων μετά την ενίσχυση των δειγμάτων έγινε με τη βοήθεια του προγράμματος 

ΜxPro3000 (Stratagene).               
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1 Μελέτη αλληλεπίδρασης της PARN με τον CPSF6 

 Στην παρούσα εργασία, έγινε αρχικά προσπάθεια μελέτης νέων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της 

απαδενυλάσης PARN, σε κύτταρα NCI-H520 υπό φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Προηγούμενη έρευνα 

του εργαστηρίου, με παρόμοιο ερευνητικό ενδιαφέρον, κατέδειξε ως ένα νέο πιθανό παράγοντα 

αλληλεπίδρασης της PARN, τον CPSF6/CF Im68 (Στραβοκεφάλου Β., Ν.ΑΑ.Μ., αδημοσίευτες 

παρατηρήσεις).  Έχοντας ως στόχο τη διεύρυνση του φάσματος γνώσης σχετικά με τη ρύθμιση και τη 

λειτουργία της PARN στο κύτταρο, ακολούθησε περαιτέρω έρευνα της αλληλεπίδρασης χρησιμοποιώντας 

την τεχνική της συν-ανοσοκατακρήμνισης πρωτεϊνών (co-immunoprecipitation/co-IP). 

 Αρχικά, συλλέχθηκαν κύτταρα NCI-H520 από 3 φλάσκες 75cm2 (⁓6×106 κύτταρα/φλάσκα) και 

ακολούθησε η λύση και η συλλογή του ολικού κυτταρικού εκχυλίσματος (whole cell extract, wce). Το 

κυτταρικό εκχύλισμα διαχωρίστηκε σε δύο σωλήνες τύπου eppendorf (1,5mL), έναν για την 

ανοσοκατακρήμνιση της πρωτεΐνης PARN με το α-PARN74 και έναν για την ανοσοκατακρήμνιση του 

παράγοντα CPSF6 με το α-CPSF6. Παράλληλα, αποθηκεύτηκαν 20μL wce, τα οποία αξιοποιούνται ως θετικό 

control στην τεχνική της ανοσοαποτύπωσης (Western blot) που ακολουθεί. Τα δείγματα επωάστηκαν με 

RNase A και στο τέλος της διαδικασίας επαναδιαλύθηκαν σε 40μL από το διάλυμα λύσης IP150 (βλ 3.1.5.3). 

Έπειτα, προστέθηκε ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων (sample buffer) 4×, ώστε να πραγματοποιηθεί 

ηλεκτροφόρηση SDS των δύο δειγμάτων (τα δύο δείγματα έτρεξαν σε δύο διαφορετικές διαδρομές στην 

πηκτή SDS/πολυακρυλαμίδης). Να σημειωθεί, ότι στην ίδια πηκτή έτρεξε και το δείγμα του wce σε δύο 

διαφορετικές διαδρομές. Μετά την ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών στην μεμβράνη PVDF, η μεμβράνη 

κόβεται σε τρία μέρη. Τα δύο από αυτά  υπόκεινται σε επώαση με 1ο αντίσωμα (1st antibody buffer) ως εξής: 

το δείγμα όπου η ανοσοκατακρήμνιση έγινε με α-PARN επωάζεται με α-CPSF6, το δεύτερο όπου η 

ανοσοκατακρήμνιση έγινε με α-CPSF6 επωάστηκε με α-PARN, ενώ το τρίτο μέρος της μεμβράνης υπόκειται 

σε επώαση με ορό πριν την ανοσοποίηση (pre-immune) και αξιοποιείται ως αρνητικός μάρτυρας (control) 

της μεθόδου. Οι διαδρομές της πηκτής έχουν ρυθμιστεί με τέτοιο τρόπο ώστε κατά την τελική 

συναρμολόγηση των ακτινογραφικών φιλμ των αντίστοιχων τμημάτων της μεμβράνης PVDF να υπάρχει μια 

διαδρομή-θετικό control/wce (βλ. Εικόνα 21 διαδρομές 1 και 6)  και μία διαδρομή-αρνητικό control/pre-

immune serum (βλ. Εικόνα 21 διαδρομές 3 και 4), όπως φαίνεται παρακάτω. Το αναμενόμενο μοριακό βάρος 

της PARN είναι 74kDa, ενώ του CPSF6 είναι 68kDa.  

 
Εικόνα 20. Western blot των IP δειγμάτων anti-PARN74 και anti-CPSF6 με χρήση του αντίθετου αντισώματος ως 1ο 

αντίσωμα ανσοσοανίχνευσης (probe). Η γραμμή του IP παρουσιάζει τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν στη διαδικασία της 
συν-ανοσοκατακρήμνισης, με τις – να απευθύνονται στα wce δείγματα. Η γραμμή WB παρουσιάζει τα αντισώματα που 
χρησιμοποιήθηκαν ως probes στη διαδικασία της ανοσοανίχνευσης (Western blot) του εκάστοτε τμήματος PVDF μεμβράνης. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της IP, λοιπόν, φαίνεται ότι η PARN συν-κατακρημνίζεται με τον 

παράγοντα CPSF6 σε κύτταρα NCI-H520 που αναπτύχθηκαν υπό φυσιολογικές συνθήκες. Παράλληλα, η 
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ίδια παρατήρηση γίνεται μετά από ανοσοκατακρήμνιση του CPSF6 και ιχνηθέτηση της μεμβράνης PVDF με 

α-PARN74 (probe), λαμβάνοντας σήμα στο ύψος των 70kDa. Να σημειωθεί, ότι η αλληλεπίδραση μεταξύ 

PARN και CPSF6 συνίσταται καθαρά σε πρωτεϊνικό επίπεδο, καθώς κατά τη διάρκεια της IP τα δείγματα 

υπέστησαν επεξεργασία με RNase A, αποκλείοντας τη μεσολάβηση RNA. 

4.2 Αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 και έλεγχος των επιπέδων έκφρασης 

επιλεγμένων miRNA 
Ακολούθως εξετάστηκε η συμμετοχή του παράγοντα CPSF6 (που σύμφωνα με την παρούσα εργασία 

αλληλεπιδρά με την PARN σε πρωτεϊνικό επίπεδο) στην βιογένεση των miRNA. Πραγματοποιήθηκε σε 

πρώτο στάδιο αποσιώπηση του παράγοντα σε κύτταρα NCI-H520 και εξέταση των επιπέδων έκφρασης των 

miR-29a και miR-1207, με χρήση της μεθόδου RT-qPCR. Η επιλογή των δύο miR έγινε βάσει 

προκαταρκτικών πειραμάτων του εργαστηρίου, όπου φαίνεται πως α) η αποσιώπηση της PARN επηρεάζει 

τη σταθερότητά τους και β) αντίστροφα, τα δύο miR στοχεύουν την 3’  UTR του mRNA της PARN και το 

αποσταθεροποιούν. Για την επιβεβαίωση του πειραματικού αποτελέσματος, εξετάσθηκαν τα επίπεδα του 

miR-1226 που ανήκει σε μια κατηγορία μη-κανονικών (non-canonical) miRNA, των mirtron, τα οποία σε 

κανένα στάδιο της βιογένεσής τους και της δράσης τους δεν διαθέτουν ουρά πολυ(Α). Συνεπώς, το 

συγκεκριμένο μόριο δεν αναμένεται να αποτελεί στόχο της PARN. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 σε κύτταρα NCI-H520 με την χρήση 

siRNA, σύμφωνα με το πρωτόκολλο διαμόλυνσης που περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.1.6. Ως μάρτυρες 

της αποτελεσματικότητας και της εξειδίκευσης της διαμόλυνσης χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα που 

διαμολύνθηκαν με “scramble” siRNA (Mock siRNA, Μock). Το βήμα αυτό περιλαμβάνεται για να 

αποκλειστεί το ενδεχόμενο, οι μεταβολές στα επίπεδα έκφρασης του CPSF6 να οφείλονται σε άλλους 

παράγοντες και όχι στην ίδια τη διαδικασία της διαμόλυνσης. 

Τα δείγματα κυττάρων που προκύπτουν είναι τα εξής: 

1. Control (WT): Κύτταρα NCI-H520 αγρίου τύπου  

2. Mock: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με “scrambled” siRNA 

3. T-CPSF6 24h: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με siRNA έναντι του CPSF6 για 24h 

4. T-CPSF6 48h: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με siRNA έναντι του CPSF6 για 48h  

5. T-CPSF6 72h: Κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα με siRNA έναντι του CPSF6 για 72h 

Στη συνέχεια, έγινε απομόνωση ολικού RNA από τα παραπάνω δείγματα κυττάρων σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο που περιγράφεται στην ενότητα 2.6 και η αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 επιβεβαιώθηκε 

σε επίπεδο mRNA με την χρήση της τεχνικής RT-qPCR (βλ. Γράφημα 1). Για τον προσδιορισμό των 

επιπέδων έκφρασης τόσο του mRNA του CPSF6, όσο και των miRNA χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας το 

δείγμα Mock. 
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Γράφημα 1. Επίπεδα έκφρασης του mRNA του παράγοντα CPSF6 μετά από αποσιώπησή του σε κύτταρα NCI-H520. Τα 

κύτταρα διαμολύνθηκαν με 60 pmole siRNA για 24, 48 και 72h. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται σε μορφή ραβδογράμματος, όπως 
ανακτήθηκαν από το Relative Quantity Chart του λογισμικού MxPro. Ως μάρτυρας, αποτέλεσαν κύτταρα NCI-H520 διαμολυσμένα 
με Scramble siRNA (Mock).  

Η μέγιστη αποσιώπηση του CPSF6 σε επίπεδο mRNA παρατηρήθηκε 24 ώρες μετά τη διαμόλυνση 
των κυττάρων, με ποσοστό έκφρασης μειωμένο κατά 75% σε σύγκριση με το δείγμα-μάρτυρα mock. Επίσης, 

τα δείγματα των 48 και 72 ωρών εμφανίζουν μια ανοδική τάση, χωρίς όμως να φτάνουν τα επίπεδα έκφρασης 

του δείγματος mock. 
 

 
Γράφημα 2. Επίπεδα έκφρασης του miR-29a-3p 24, 48 και 72h μετά την αποσιώπηση του CPSF6, όπως ανακτήθηκαν από το 
Relative Quantity Chart. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν τα mock κύτταρα NCI-H520.  
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Γράφημα 3. Επίπεδα έκφρασης του miR-1207-5p 24, 48 και 72h μετά την αποσιώπηση του CPSF6, όπως ανακτήθηκαν από 
το Relative Quantity Chart. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν τα mock κύτταρα NCI-H520. 

 
Γράφημα 4. Επίπεδα έκφρασης του miR-1226/mirtron 24, 48 και 72h μετά την αποσιώπηση του CPSF6, όπως ανακτήθηκαν 
από το Relative Quantity Chart. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν τα mock κύτταρα NCI-H520. 

Έχοντας εξασφαλίσει την αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6, πραγματοποιήθηκε RT-qPCR και 

έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των miR-29a-3p και miR-1207-5p. Στην περίπτωση του miR-29a, 

παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων έκφρασης κατά 95% στο δείγμα των 24 ωρών, ενώ τα δείγματα των 48 

και 72 ωρών παρουσίασαν αύξηση της τάξης του 156% και 250% αντίστοιχα (βλ. Γράφημα 2). Οι παραπάνω 

τιμές προέκυψαν, έπειτα από σύγκριση των δειγμάτων με το δείγμα mock. Όσον αφορά το miR-1207, η 

αποσιώπηση του CPSF6 επέφερε μείωση στα επίπεδά του κατά 42% 24 ώρες μετά την διαμόλυνση των 

κυττάρων. Επιπλέον, είναι φανερό από τα αποτελέσματα της RT-qPCR ότι τα επίπεδα του miR-1207 

επανέρχονται λίγο πιο πάνω από το φυσιολογικό  μόλις 48 ώρες μετά τη διαμόλυνση, ενώ στο δείγμα των 72 

ωρών παρατηρείται αύξηση των επιπέδων κατά 32% σε σχέση με το δείγμα mock (βλ. Γράφημα 3). 

Παράλληλα, έλεγχος των επιπέδων έκφρασης του μη-κανονικού (non-canonical) miR-1226 (mirtron), 
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εμφάνισε ραγδαία πτώση της έκφρασης του μορίου στα όρια του στατιστικού λάθους. Το συγκεκριμένο 

αποτέλεσμα έρχεται σε αντίθεση με την υπόθεση ότι το miR-1226 παραμένει ανεπηρέαστο από την 

αποσιώπηση του CPSF6 (βλ. Γράφημα 4). 

 Τα ειδικά προϊόντα των PCR επιβεβαιώθηκαν με ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή αγαρόζης 4% (βλ. 

3.2.5.2). Πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων στα οποία ενισχύθηκαν τα τρία miRNA (hsa-

miR-29a, hsa-miR-1207 και hsa-miR-1226/mirtron), αλλά και των αντίστοιχων στα οποία ενισχύθηκε το U6 

snRNA. Το U6 snRNA αποτέλεσε το γονίδιο αναφοράς, του οποίου τα επίπεδα αναμένεται να παραμείνουν 

σταθερά κατά την αποσιώπηση. Παρακάτω, παρατίθενται ενδεικτικά οι εικόνες των ηλεκτροφορήσεων του 

miR-29a και του U6 snRNA (βλ. Εικόνα 22). 

                             
Εικόνα 21. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR όπου ενισχύθηκε το miR-29a και το γονιδιο αναφοράς U6, μετά από αποσιώπηση 
του παράγοντα CPSF6. Τα ειδικά προϊόντα του miR-29a αναμένονται μέχρι 100bp, λόγω διαφορετικού βαθμού πολυαδενυλίωσης 
στο στάδιο που προηγείται της cDNA σύνθεσης, ενώ το ειδικό προϊόν του U6 αναμένεται στις 51bp. 

 Σύμφωνα με την εικόνα 22, το ειδικό προϊόν του miR-29a λαμβάνεται στο ύψος των 100bp με τη 

μορφή διάχυτης ζώνης λόγω διαφορετικού βαθμού πολυαδενυλίωσης στο στάδιο πριν τη σύνθεση του cDNA, 

κατά τη διαδικασία της RT-qPCR. Παράλληλα, το ειδικό προϊόν του ιδιοστατικού γονιδίου (housekeeping 

gene) U6 λαμβάνεται στο αναμενόμενο ύψος των 51bp. Αν και η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

αποτελεί μία ημι-ποσοτική μέθοδο προσδιορισμού της ποσότητας του RNA στο δείγμα, εντούτοις είναι 

φανερό στην παραπάνω εικόνα ότι οι ζώνες των δειγμάτων 24h, 48h και 72h είναι πιο έντονες από την 

αντίστοιχη του mock, χωρίς να εμφανίζουν διακριτές διαφορές μεταξύ τους. Αντιθέτως, οι ζώνες του 

γονιδίου-μάρτυρα U6 εμφανίζουν την ίδια ένταση σε όλα τα δείγματα. 

 Μετά την αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 με την χρήση siRNA, πραγματοποιήθηκε έλεγχος των 

επιπέδων του και σε επίπεδο πρωτεΐνης. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν σε συγκεκριμένα χρονικά σημεία, 24, 48 

και 72 ώρες μετά τη διαμόλυνση. Κατόπιν, μεσολάβησε λύση και ποσοτικοποίηση του πρωτεϊνικού 

περιεχομένου τους με τη μέθοδο Bradford (βλ. 3.2.4), ώστε να αναλυθεί ίση ποσότητα πρωτεϊνών από όλα 

τα δείγματα για την επακόλουθη ανοσοστύπωση κατά western. Σε αυτή τη διαδικασία, η β-ακτίνη 

χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός μάρτυρας, καθώς τα επίπεδά της παραμένουν σταθερά κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας της αποσιώπησης. Στην εικόνα 23 παρατηρείται μείωση του CPSF6, κυρίως 72 ώρες μετά από 

τη διαμόλυνση με τα siRNA. Το γεγονός αυτό, μπορεί να εξηγηθεί λόγω της σχετικά μεγαλύτερης 

σταθερότητας των πρωτεϊνών σε σχέση με τα αντίστοιχα mRNA που τις κωδικοποιούν. 

 
Εικόνα 22. Έκφραση του παράγοντα CPSF6 (68kDa) μετά από αποσιώπηση του ιδίου σε κύτταρα NCI-H520. Τα κύτταρα 
συλλέχθηκαν 24, 48 και 72h μετά τη διαμόλυνση με τα siRNAs και το πρωτεϊνικό εκχύλισμα υποβλήθηκε σε ανάλυση κατά Western 
με μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι του CPSF6. Στο κάτω μέρος της εικόνας φαίνεται η β-ακτίνη που χρησιμοποιήθηκε ως εσωτερικός 
μάρτυρας. 
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4.3 Ανοσοκατακρήμινση RNA με αντίσωμα έναντι της PARN και έλεγχος των 

επιπέδων επιλεγμένων pri-miRNA μετά από αποσιώπηση του CPSF6 
Στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική ανοσοκατακρήμνισης RNA (RIP) για τον έλεγχο 

των in vitro αλληλεπιδράσεων της PARN με ένα σύνολο pri-miRNA, μετά από αποσιώπηση του CPSF6 σε 

κύτταρα NCI-H520. Η PARN είναι γνωστό ότι ελέγχει τη γονιδιακή έκφραση μέσω πρόσδεσης, 

απαδενυλίωσης και προώθησης των μεταγράφων προς αποικοδόμηση. Με τη συγκεκριμένη τεχνική, είναι 

δυνατή η εξέταση των  αλληλεπιδράσεων της απαδενυλάσης με μόρια RNA, εξετάζοντας παράλληλα την 

επίδραση που μπορεί να έχει η αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 στην όλη διαδικασία. 

Αρχικά, η διαδικασία αποσιώπησης του παράγοντα CPSF6 πραγματοποιήθηκε σε κύτταρα NCI-

H520 που αναπτύσσονται σε φλάσκα 75cm2 (⁓6×106 κύτταρα). Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν δύο 

φλάσκες 75cm2, μία διαμολύνθηκε με 1,2 nmole siRNA έναντι του CPSF6 και μία με 1,2 nmole “scramble” 

siRNA, όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 3.2.1.6. Η συλλογή των κυττάρων με τους κατάλληλους 

χειρισμούς για την μονιμοποίηση των συμπλόκων RNA-πρωτεϊνών (cross-linking) της τεχνικής RIP, 

πραγματοποιείται 24 ώρες μετά τη διαμόλυνση.    

Ακολούθησε η διαδικασία της RIP με χρήση αντισώματος έναντι της PARN (α-PARN74), όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2.2. Από κάθε φλάσκα 75cm2 ανακτήθηκαν τελικά τέσσερα δείγματα· δύο 

που περιέχουν πυρηνικό εκχύλισμα και δύο κυτταροπλασματικό εκχύλισμα. Η διαφορά των δύο δειγμάτων 

με το πυρηνικό εκχύλισμα είναι, ότι στο ένα από αυτά πραγματοποιήθηκε επώαση με αντίσωμα έναντι της 

PARN και αποτελεί το δείγμα προς ανάλυση, ενώ το δεύτερο δείγμα επωάστηκε με ορό pre-immune και 

αποτελεί τον αρνητικό μάρτυρα (control) της διαδικασίας της RIP. Αντίστοιχοι χειρισμοί έγιναν και στα δύο 

δείγματα του κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος. Να σημειωθεί, ότι με την ολοκλήρωση των πειραμάτων 

RIP, το σύνολο των δειγμάτων ανέρχεται σε οκτώ, καθώς ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία τόσο για τη 

φλάσκα με κύτταρα όπου αποσιωπήθηκε ο CPSF6 (CPSF6 siRNA), όσο και για αυτή όπου προστέθηκε 

scramble siRNA. 

Το τρίτο στάδιο της πειραματικής αυτής προσέγγισης περιλαμβάνει την εκχύλιση RNA από τα 8 

δείγματα, ώστε να πραγματοποιηθεί έλεγχος των επιπέδων συγκεκριμένων pri-miRNA με RT-qPCR. Τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται σε μορφή ραβδογράμματος όπως ανακτήθηκαν από το Relative Quantity 

Chart του προγράμματος επεξεργασίας αποτελεσμάτων RT-qPCR MxPro (βλ. Γραφήματα 5 και 6). 

Σύμφωνα με το γράφημα 5Α, παρατηρείται 410% μεγαλύτερη συσσώρευση του pri-miR-29a στο 

πυρηνικό δείγμα κατακρήμνισης της PARN σε σχέση με το δείγμα-μάρτυρα της RIP (pre-immune), μετά από 

αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6. Το αντίστοιχο δείγμα στο οποίο δεν αποσιωπήθηκε ο CPSF6 (5B, 

scramble siRNA), εμφάνισε 240% συσσώρευση του pri-miR-29a. Επιπλέον, το κυτταροπλασματικό 

εκχύλισμα όπου πραγματοποιήθηκε RIP με α-PARN74 μετά από αποσιώπηση του CPSF6, παρουσίασε 

αύξηση των επιπέδων του pri-miR-29a κατά 890% σε σύγκριση με το δείγμα-μάρτυρα pre-immune. Τέλος, 

το αντίστοιχο κυτταροπλασματικό δείγμα στο οποίο δεν αποσιωπήθηκε ο CPSF6 (5B, scramble siRNA), 

εμφάνισε αύξηση του προαναφερθέντος pri-miR της τάξης του 270%. 

Ακολουθώντας την ίδια διαδικασία και για το pri-miR-1207 παρατηρήθηκε, ότι κατακρήμνιση της 

PARN στο πυρηνικό εκχύλισμα μετά από αποσιώπηση του CPSF6, επέφερε 94% μείωση του pri-miR-1207 

που συν-κατακρημνίζεται συγκριτικά με το δείγμα pre-immune (βλ. Γράφημα 6Α), ενώ στο αντίστοιχο δείγμα 

όπου ο CPSF6 εκφράζεται κανονικά παρατηρήθηκε αύξηση του pri-miR-1207 κατά 645% (βλ. Γράφημα 6Β). 

Και στην περίπτωση του pri-miR-1207 παρατηρείται σημαντική συσσώρευση της πρώιμης μορφής του 

μορίου στα κυτταροπλασματικά εκχυλίσματα που δέχτηκαν επεξεργασία με α-PARN. Τόσο τα δείγματα όπου 

πραγματοποιήθηκε αποσιώπηση του CPSF6, όσο και τα δείγματα στα οποία ο παράγοντας εκφράζεται 

φυσιολογικά, εμφάνισαν αύξηση των επιπέδων του pri-miR-1207 κατά 255% και 260% αντίστοιχα. 
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Γράφημα 5. Η πρώιμη μορφή του miR-29a κατακρημνίζεται με την PARN. Ανοσοκατακρήμνιση RNA σε κύτταρα NCI-H520 

μετά από αποσιώπηση του CPSF6. Α) Τα κύτταρα διαμολύνθηκαν με siRNA έναντι του CPSF6. Ως μάρτυρας (control) της 
διαδικασίας RNA-IP, χρησιμοποιήθηκαν εκχυλίσματα που επωάστηκαν με ορό pre-immune. Β) Τα κύτταρα διαμολύνθηκαν με 
“scrambled” siRNA. Ως μάρτυρας (control) της διαδικασίας RNA-IP, χρησιμοποιήθηκαν τα εκχυλίσματα που επωάστηκαν με ορό 
pre-immune. Tα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, κατά τη διαδικασία του RNA-IP, σε κάθε δείγμα αναγράφονται στο επάνω 
μέρος της εικόνας πάνω από τις στήλες. a-PARN: anti-PARN74kDa, Pre-Im: Ορός pre-immune. 

 
Γράφημα 6. Η πρώιμη μορφή του miR-1207 κατακρημνίζεται με την PARN. Ανοσοκατακρήμνιση RNA σε κύτταρα NCI-
H520 μετά από αποσιώπηση του CPSF6. Α) Τα κύτταρα διαμολύνθηκαν με siRNA έναντι του CPSF6. Ως μάρτυρας (control) της 
διαδικασίας RNA-IP, χρησιμοποιήθηκαν τα εκχυλίσματα που επωάστηκαν με ορό pre-immune. Β) Τα κύτταρα διαμολύνθηκαν με 
“scrambled” siRNA. Ως μάρτυρας (control) της διαδικασίας RNA-IP, χρησιμοποιήθηκαν τα εκχυλίσματα που επωάστηκαν με ορό 
pre-immune. Το δείγμα του κυτταροπλασματικού εκχυλίσματος που υπέστη επεξεργασία με τον ορό pre-immune δεν έδωσε 
μετρήσιμη ένδειξη  στην RT-PCR. Tα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν, κατά τη διαδικασία του RNA-IP, σε κάθε δείγμα 
αναγράφονται στο επάνω μέρος της εικόνας πάνω από τις στήλες. a-PARN: anti-PARN74kDa, Pre-Im: Ορός pre-immune. 

     

A Β 

A Β 
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5. Συζήτηση 

 

Στην παρούσα εργασία, έγινε αρχικά προσπάθεια μελέτης νέων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της 

απαδενυλάσης PARN σε κύτταρα NCI-H520 υπό φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Σε προηγούμενη 

έρευνα του εργαστηρίου, πραγματοποιήθηκε ανοσοκατακρήμνιση της PARN σε εκχύλισμα κυττάρων NCI-

H520 με την χρήση αντισώματος έναντι της PARN και ανάλυση του δείγματος με φασματογραφίας μάζας με 

στόχο τον εντοπισμό νέων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων της πρωτεΐνης. Μία από τις πρωτεΐνες που 

εντοπίστηκε στα αποτελέσματα της ανάλυσης ήταν και ο παράγοντας CPSF6/CF Im68 (cleavage and 

polyadenylation-specificity factor 6) (Στραβοκεφάλου Β., ΝΜ, αδημοσίευτες παρατηρήσεις). Ο παράγοντας 

CPSF6 αποτελεί μέλος του πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου επεξεργασίας του 3  ́ άκρου [11]. Πρόσφατες 

μελέτες υποδεικνύουν πως εκτός από τους CPSF και CstF, στην επιλογή των περιοχών πολυαδενυλίωσης  

συμμετέχει και ο CF Im παίζοντας ενεργό ρόλο στην επεξεργασία του 3  ́άκρου του pre-mRNA [10]. Έχοντας 

ως στόχο την επιβεβαίωση της ύπαρξης της παραπάνω αλληλεπίδρασης, καθώς και την εξακρίβωση των 

συνθηκών κάτω από τις οποίες λαμβάνει χώρα στο κύτταρο, προχωρήσαμε σε ανοσοκακρήμνιση των δύο 

πρωτεϊνών σε κύτταρα NCI-H520 και έλεγχο των αποτελεσμάτων με ανοσοαποτύπωση (Western blot). Για 

την εξασφάλιση μεγαλύτερης εγκυρότητας στα αποτελέσματα της μεθόδου, πραγματοποιήθηκε εναλλαγή  

των αντισωμάτων α-PARN74 και α-CPSF6 μεταξύ της διαδικασίας IP και της ανοσοστύπωσης κατά western 

στο στάδιο επεξεργασίας της PVDF μεμβράνης με το 1ο αντίσωμα (probe). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

του co-IP, λοιπόν, είναι φανερό ότι η PARN έχει την ικανότητα να συν-κατακρημνίζει τον παράγοντα CPSF6 

σε κύτταρα NCI-H520 που αναπτύχθηκαν υπό φυσιολογικές συνθήκες (βλ. Εικόνα 21). 

Στόχος της παρούσας διπλωματικής εργασίας υπήρξε, πέρα από την επιβεβαίωση της 

αλληλεπίδρασης μεταξύ της PARN και του CPSF6, η διερεύνηση της βιολογικής της σημασίας. 

Λαμβάνοντας υπόψιν τον αναδυόμενο ρόλο της PARN ως παράγοντα ωρίμανσης μη-κωδικών μορίων RNA, 

αλλά και τη φύση του CPSF6 ως παράγοντα του πολυπρωτεϊνικού συμπλόκου επεξεργασίας του 3  ́άκρου 

των pre-mRNA, εξετάστηκε η πιθανή συμμετοχή του CPSF6 στην διαδικασία ωρίμανσης των πρώιμων 

μορφών miRNA, pri-miRNA. Σε πρώτο στάδιο, πραγματοποιήθηκε αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 σε 

κύτταρα NCI-H520 και έλεγχος των επιπέδων έκφρασης επιλεγμένων miRNA. Τα miRNA που ελέγχθηκαν, 

λόγω γενικού πειραματικού ενδιαφέροντος και επιβεβαιωμένης αλληλεπίδρασης με την απαδενυλάση PARN, 

είναι τα ανθρώπινα miR-29a-3p και miR-1207-5p. Η αποσιώπηση του CPSF6 επετεύχθη με τη χρήση siRNA 

έναντι του παράγοντα, ενώ η μέγιστη αποσιώπησή του σε επίπεδο mRNA παρατηρήθηκε 24 ώρες μετά τη 

διαμόλυνση των κυττάρων με ποσοστό έκφρασης μειωμένο κατά 75% σε σύγκριση με το δείγμα-μάρτυρα 

mock (βλ. Γράφημα 1). 

Έχοντας εξασφαλίσει την αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6, πραγματοποιήθηκε RT-qPCR και 

έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των miR-29a-3p και miR-1207-5p. Στην περίπτωση του miR-29a, 

παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων έκφρασης κατά 95% στο δείγμα των 24h, ενώ το δείγμα των 72h 

παρουσίασε τη μέγιστη αύξηση της τάξης του 250% (βλ. Γράφημα 2). Οι παραπάνω τιμές προέκυψαν έπειτα 

από σύγκριση των δειγμάτων με το δείγμα mock. Όσον αφορά το miR-1207, η αποσιώπηση του CPSF6 

επέφερε μείωση στα επίπεδά του κατά 42% 24 ώρες μετά την διαμόλυνση των κυττάρων. Προηγούμενη 

έρευνα του εργαστηρίου έδειξε, ότι η αποσιώπηση της PARN επιφέρει αύξηση στα επίπεδα του miR-29a, 

κατά 60% και 45% σε σχέση με κύτταρα αγρίου τύπου και mock αντίστοιχα, ενώ στα επίπεδα του miR-1207 

επιφέρει αύξηση 65% σε σχέση με κύτταρα αγρίου τύπου [75]. Συνεπώς, παρατηρείται μία κοινή τάση 

αύξησης των επιπέδων έκφρασης του miR-29a, τόσο μετά από αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6, όσο και 

μετά από αποσιώπηση της απαδενυλάσης PARN. Παρόλα αυτά, δεν ισχύει το ίδιο και για το miR-1207 όπου 

η αποσιώπηση των δύο πρωτεϊνών επιφέρει αντίθετα μεταξύ τους αποτελέσματα. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα, σε συνδυασμό με τις πληροφορίες που παρατίθενται συνοπτικά στον 

παρακάτω πίνακα (βλ. Πίνακας 11) και οι οποίες αποτελούν αδημοσίευτες παρατηρήσεις του εργαστηρίου 

(Κυρίτσης Α., Μουτοπούλου Π., Ν. Μ.), υποδεικνύουν πως ο CPSF6 παίζει σημαντικό ρόλο στη διαδικασία 
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ωρίμανσης των miRNA, εφόσον η υπερέκφρασή του μείωσε τα επίπεδα των πρώιμων miR, ενώ παράλληλα 

αύξησε τα επίπεδα των αντίστοιχων ώριμων μορφών τους. Παρόμοια αποτελέσματα παρουσίασε και η 

υπερέκφραση της PARN, με πιο εμφανή ίσως διαφορά την ασθενέστερη επίδρασή της στα επίπεδα των 

ώριμων miR. Αντίθετα, η αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 επέφερε μείωση του ώριμου miR-1207. 

Μοναδική εξαίρεση στο γενικό πρότυπο που παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα αποτελεί η αυξημένη 

έκφραση του miR-29a μετά από αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6. Επανάληψη του πειράματος, ίσως 

δώσει λύση στην συγκεκριμένη απόκλιση, ενώ δεν αποκλείεται η διαδικασία ωρίμανσης του miR-29a να 

εμφανίζει μεγαλύτερη πολυπλοκότητα από την αντίστοιχη του miR-1207.  

Πίνακας 11. Επίδραση της αποσιώπησης του CPSF6 (si CPSF6) καθώς και της υπερέκφρασης του CPSF6 (over CPSF6) και 

της PARN (over PARN) στα επίπεδα έκφρασης επιλεγμένων miRNA/pri-miRNA.  

 
*H % μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του προς ανάλυση (pri-)miRNA υπολογίζεται συγκριτικά με το δείγμα μάρτυρα. 

Η μείωση των επιπέδων των πρώιμων miRNA που παρατηρείται στον πίνακα 8 θα μπορούσε να 

ερμηνευθεί έχοντας υπόψη, πως η αυξημένη έκφραση του CPSF6 προσελκύει παράγοντες που επιταχύνουν 

τη διαδικασία ωρίμανσης, η οποία περιλαμβάνει την αφαίρεση των πολυ(Α) ουρών των πρώιμων μορφών, 

πιθανόν και από την PARN. Έχοντας ως στόχο την αποσαφήνιση της παραπάνω υπόθεσης, 

πραγματοποιήθηκε RNA-IP για τον έλεγχο των in vivo αλληλεπιδράσεων της απαδενυλάσης PARN με τα 

δύο υπό μελέτη pri-miRNA, 24 ώρες μετά από την αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 σε κύτταρα NCI-

H520. Η PARN είναι γνωστό, ότι ελέγχει τη γονιδιακή έκφραση μέσω απαδενυλίωσης και 

αποσταθεροποίησης των μεταγράφων για αποικοδόμηση. Με τη συγκεκριμένη τεχνική, είναι δυνατή η 

εξέταση των  αλληλεπιδράσεων της απαδενυλάσης με τα μόρια RNA που ρυθμίζει, εξετάζοντας παράλληλα 

την επίδραση που μπορεί να έχει η αποσιώπηση του παράγοντα CPSF6 στην όλη διαδικασία. 

Τα αποτελέσματα του RNA-IP με α-PARN74 μετά από αποσιώπηση του CPSF6, εμφάνισαν ότι η 

PARN συσσωρεύει 410% μεγαλύτερη ποσότητα του pri-miR-29a στον πυρήνα συγκριτικά με το δείγμα-

μάρτυρα pre-immune, ενώ στο αντίστοιχο δείγμα όπου ο CPSF6 εκφράζεται κανονικά παρατηρήθηκε αύξηση 

του pri-miR-29a  κατά 240%. Όσον αφορά το pri-miR-1207, RNA-IP της PARN, μετά από αποσιώπηση του 

CPSF6, επέφερε μείωση των επιπέδων του συγκεκριμένου pri-miR κατά 94%. Παράλληλα, στο δείγμα όπου 

κατακρημνίζεται η PARN και εκφράζεται κανονικά ο CPSF6, παρατηρήθηκε αύξηση του pri-miR-1207 κατά 

645%. Τέλος, τα παραπάνω αποτελέσματα αποτελούν μία πρώτη εκτίμηση του ρόλου του CPSF6, της PARN 

και της μεταξύ τους αλληλεπίδρασης στην διαδικασία της βιογένεσης των miRNA και κρίνεται απαραίτητη 

η επανάληψη, ο εμπλουτισμός της πειραματικής διαδικασίας, καθώς και η βελτιστοποίηση της τεχνικής του 

RNA-IP, ώστε να αξιολογηθούν τα παραπάνω συμπεράσματα. 
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