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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Ο ρόλος των miRNA στη ρύθµιση των βιολογικών διεργασιών στα ζώα φαίνεται να 

είναι πολύ σηµαντικός. Η αρνητική ρύθµιση που ασκούν στην έκφραση ποικίλων 

γονιδίων που σχετίζονται µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, τα κάνει απαραίτητα για 

την κανονική ανάπτυξη των κυττάρων. Η διαταραχή της έκφρασης των miRNA σε 

διάφορους ιστούς είναι στενά συνδεδεµένη µε εµφάνιση καρκίνου. Περισσότερα από 

τα µισά γνωστά miRNA βρίσκονται µέσα σε Cancer-associated genomic 

regions(CAGR), περιοχές επιρρεπείς σε µεταβολές όπως διαγραφές, µετατοπίσεις, 

µεταλλαγές, ενισχύσεις του γονιδιώµατος και παρουσιάζουν φαινότυπο καρκίνου. Αν 

ένα miRNA που υπο κανονικές συνθήκες ρυθµίζει αρνητικά ένα ογκογονίδιο και  

βρίσκεται σε CAGR, σε  µία περιοχή που είναι διαγραµµένη, τότε η ογκοπρωτείνη θα 

εκφράζεται ανεξέλεγκτα και το miRNA παίρνει χαρακτήρα ογκοκαταστολέα.[1] Μέσα 

από µια προηγούµενη δουλειά, χρησιµοποιώντας υπολογιστικές µεθόδους (in silico), 

γίνανε προβλέψεις σε CAGRs, όπου ανακαλύφθηκαν καινούρια δυνητικά miRNA. 

Βρέθηκαν τέσσερις περιοχές που εκφράζουν δυνητικά miRNA οι οποίες εκφράζονται 

σε HeLa κύτταρα και σχετίζονται µε διαφορετικούς καρκίνους.[2] Ένα από αυτά (c-

miR-Ch9) είχε τα καλύτερα χαρακτηριστικά ενός αληθινού miRNA, του οποίου η 

γονιδιωµατική περιοχή, εικάζεται να είναι διαγραµµένη σε µεγάλο ποσοστό ασθενών 

καρκίνου ουροδόχου κύστης.[3] Χρησιµοποιώντας γνωστά υπολογιστικά εργαλεία 

πρόβλεψης καθώς και ένα µη δηµοσιευµένο εργαλείο που σχεδιάστηκε από 

προηγούµενη δουλεία, το Targetprofiler, έγινε έρευνα για πιθανούς στόχους µου 

µπορεί να έχει το c-miR-Ch9. Τα in silico αποτελέσµατα δείχνουν οτι το c-miR-Ch9 

στοχεύει το CCND2[4] γονίδιο που εκφράζει τη Cyclin D2 πρωτεΐνη  απαραίτητη για 

τη µετάβαση της G1 φάσης σε S φάση στον κυτταρικό κύκλο. Τα χαρακτηρίστικα 

αυτού του γονιδίου µας αφήνει να υποθέτουµε ότι µπορεί να είναι ένα ογκογονίδιο και 

το c-miR-Ch9 να έχει χαρακτήρα ογκοκατασταλτικό. Στη συνέχεια, για την 

επιβεβαίωση στόχευσης του CCND2 3΄UTR από c-miR-Ch9 διεξάχθηκαν µετρήσεις 

λουσιφεράσης σε HeLa κύτταρα. Για τη διεκπεραίωσή τους πραγµατοποιήθηκαν δυο 

κλωνοποιήσεις σε φορέα λουσιφεράσης. Η πρώτη κλωνοποίηση  έφερε ένα κοµµάτι 

του 3΄UTR σε αγρίου τύπου µορφή εκατέρωθεν του γονιδίου της λουσιφεράσης. Η 

δεύτερη κατασκεύη έφερε το ίδιο κοµµάτι του 3΄UTR στο οποίο όµως 

πραγµατοποιήθηκαν µεταλλαγές στην θέση στόχο του c-miR-Ch9. Οι  δύο κατασκευές 

καθώς και δύο κλωνοποιήσεις που έγιναν από προηγούµενη δουλειά οι οποίες έφεραν 

τη θέση στόχο εις τριπλούν σε αγρίου τύπου και  µεταλλαγµένη µορφή αντίστοιχα, 

µετασχηµατίστηκαν σε HeLa κύτταρα µε σκοπό την µέτρηση του γονιδίου αναφορας. 

Για θετικό control χρησιµοποιήθηκε anti-c-mir-Ch9-LNA το οποίο υβριδοποιείται µε 

το c-miR-Ch9 και καταστέλλει τη δέσµευση του στη θέση στόχο. Η πειραµατική  

διαδικασία έδειξε, όχι µόνο ότι το πρωταρχικό µικρό RNA µόριο που εµφανίστηκε στο 

northern blot[2]είναι πραγµατικό miRNA αλλά και ότι το συγκεκριµένο miRNA 

στοχεύει το CCND2. Λέξεις κλειδία: miRNΑ-καρκίνος, CCND2,in-vitro ανάλυση 

3΄UTR, Luciferase assays, υπολογιστικά προγράµµατα πρόβλεψης πιθανών στόχων 

miRNA, Targetprofiler,καρκίνος ουροδόχου κύστης. 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

ΜicroRNAs  
 

Τα microRNAs (miRNAs), είναι µη κωδικά RNA µονής αλυσίδας, µε µήκος 22 

νουκλεοτιδίων. Αντιπροσωπεύουν µια καινούργια κατηγορία ρυθµιστικών µορίων  

γονιδίακης έκφρασης και βρίσκονται σε φυτά και ζώα. Έχουν την ιδιότητα να 

υβριδοποιούνται µε mRNA µετάγραφα µε σκοπό την αρνητική τους ρύθµιση.  

Ανάλογα µε το βαθµό συµπληρωµατικότητας που δεσµεύονται µε το mRNA στόχο 

τους, µπορούνε να ασκούνε αρνητική ρύθµιση µε ένα από τους δύο τρόπους. Όταν τα 

miRNA δεσµεύονται µε τέλεια συµπληρωµατικότητα στην αλληλουχία των κωδικών-

mRNA, επάγουν το µηχανισµό RNAi interference. Εν συντοµία τα µετάγραφα mRNA 

κόβονται από ριβονουκλεάσες του miRISC  σύµπλοκου και οδηγούνται σε 

αποδιάταξη. Αυτός ο µηχανισµός σίγησης ενδέχεται να λαµβάνει χώρα συνήθως στα 

φυτά και λιγότερο στα θηλαστικά. Τα ζωικά miRNA φαίνεται να χρησιµοποιούν ένα 

δεύτερο τρόπο γονιδιακής ρύθµισης που δεν εµπεριέχει κόψιµο των mRNA στόχων, 

αλλά ρυθµίζουν τους mRNA στόχους τους µε το να δεσµεύονται σε αυτά, µε µερική 

συµπληρωµατικότητα στο 3΄UTR τους και να καταστέλλουν την έκφραση τους µετα-

µεταγράφηκα µέσω του RISC συµπλόκου. [5]  

Τα νουκέοτίδια 2 µέχρι 8 των miRNA, ορισµένα ως seed αλληλουχία, 

θεωρούνται απαραίτητα για την αναγνώριση και δέσµευση του στόχου.[6] Γενικά, 

εικάζεται ότι η ελάχιστη δέσµευση των 7 συνεχόµενων βάσεων νουκλεοτιδίων  

Watson-Crick, της 5’ περιοχής του miRNA και του mRNA στόχου είναι αρκετή για 

την επαρκή καταστολή παραγωγής πρωτεΐνης. Ανάλογα µε τον βαθµό 

συµπληρωµατικότητας της seed περιοχής του miRNA µε το mRNA στόχο, η στόχευση 

µπορεί να χαρακτηριστεί ως : 

Α: 8µερές εάν υπάρχει πλήρες συµπληρωµατικότητα από το 2nt µέχρι 8nt του miRNA 

+ “A” στο 3’UTR του αντίστοιχου 1nt του miRNA 

Β: 7µερές-m8 εάν υπάρχει πλήρες συµπληρωµατικότητα από το 2nt µέχρι 8nt του 

miRNA  

Γ: 7µερές-A1 εάν υπάρχει πλήρες συµπληρωµατικότητα από το 2nt µέχρι 7nt του 

miRNA + “A” στο 3’UTR του αντίστοιχου 1nt του miRNA 

∆: 6µερές εάν υπάρχει πλήρες συµπληρωµατικότητα από το 2nt µέχρι 7nt του miRNA 

Μετέπειτες έρευνες απόδειξαν ότι κάθε κατηγορία εκδηλώνει διαφορετική 

δραστικότητα όσο αφορά το επίπεδο της καταστολής. Ειδικότερα, όσο πιο αδύναµη 

είναι η δέσµευση του seed, τόσο πιο χαµηλό επίπεδο καταστολής έκφρασης της 

πρωτεΐνης προκύπτει και αντίστροφα. Η ιεράρχιση, όσον αφορά την 

αποτελεσµατικότητας της στόχευσης ύστερα από in-vitro τεχνικές ελέγχου, έχει ως 

εξής 8µερές >> 7µερές-m8 >> 7µερές-A1 >>6µερές > καµία επαφή. Με λίγα λόγια η 

στόχευση 8mer έχει µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα σε in-vitro ανάλυση στόχευσης 

από την 6mer  [4, 7]. 
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Βιογένεση των miRNA
 

Τα MicroRNA (ΜΙ

πολυµεράση II (Pol II) σχηµατίζοντας  µεγάλα pri

έχουν καλύπτρα (7MGpppG

pri-miRNA µεταγραφήµατα υποβάλλονται σε επεξεργασία από το ένζυµο Drosha                          

(RNase III) και το συµπαράγοντα του, Pasha, τα οποία απελευθερώνουν ένα

νουκλεοτιδίων pre-miRNA πρόδροµο προϊόν.

µεταφέρουν το pre-miRNA στο κυτταρόπλασµα. Στη συνέχεια, ένα άλλο ένζυµο 

τύπου RNase III, Dicer, επεξεργάζεται το pre

παροδική διπλή αλυσίδα

ακολούθως, φορτώνεται 

δηµιουργείται το σύµπλοκο σίγησης (miRISC)

πρωτεΐνη Αργοναύτη και την ώριµ

δεσµεύεται στη συµπληρωµατική θέση του mRNA στόχου για να ρυθµίσει αρνητικά 

την έκφραση του γονιδίου. Η αρνητική ρύθµιση πραγµατοποιείτ

ανάλογα µε το βαθµό συµπληρωµατικότητας µεταξύ του miRNA και στόχου. Όταν τα 

miRNA δεσµευτούν µε το mRNA στόχο µε ατελή συµπ

την έκφραση του γονιδίου σε επίπεδο πρωτεϊνικής έκφρασης. 

Σχήμα 1.1:Βιογένεση των miRNA . 
ως παράδειγμα  pre-miRNA αλληλουχία φουρκέτας. Η ώριμη αλληλουχία φαίνεται με κόκκινο
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miRNA στα ζώα. 

Τα MicroRNA (ΜΙRNA) γονίδια µεταγράφονται στον πυρήνα από τη

πολυµεράση II (Pol II) σχηµατίζοντας  µεγάλα pri-miRNA µεταγραφήµατα, τα οποία 

έχουν καλύπτρα (7MGpppG) και είναι πολυαδενυλιωµένα (AAAAA).

miRNA µεταγραφήµατα υποβάλλονται σε επεξεργασία από το ένζυµο Drosha                          

(RNase III) και το συµπαράγοντα του, Pasha, τα οποία απελευθερώνουν ένα

miRNA πρόδροµο προϊόν. Η RAN–GTP και η εξπορτίνη 

miRNA στο κυτταρόπλασµα. Στη συνέχεια, ένα άλλο ένζυµο 

τύπου RNase III, Dicer, επεξεργάζεται το pre-miRNA για να δηµιουργήσει µια 

παροδική διπλή αλυσίδα 22-νουκλεοτιδίων miRNA:miRNA*. Η δ

 σε ένα σύµπλοκο πρωτεϊνών δέσµευσης miRNA και 

ι το σύµπλοκο σίγησης (miRISC), το οποίο συµπεριλαµβάνει την 

πρωτεΐνη Αργοναύτη και την ώριµη µονόκλωνη αλληλουχία. Έτσι το ώριµο miRNA 

ρωµατική θέση του mRNA στόχου για να ρυθµίσει αρνητικά 

την έκφραση του γονιδίου. Η αρνητική ρύθµιση πραγµατοποιείται µε δυο τρόπους 

βαθµό συµπληρωµατικότητας µεταξύ του miRNA και στόχου. Όταν τα 

miRNA δεσµευτούν µε το mRNA στόχο µε ατελή συµπληρωµατικότητα µπλοκάρουν 

την έκφραση του γονιδίου σε επίπεδο πρωτεϊνικής έκφρασης.  

. Η αλληλουχία  του ανθρώπινο let-7a-1 miRNA  απεικονίζεται στο σχήμα 

miRNA αλληλουχία φουρκέτας. Η ώριμη αλληλουχία φαίνεται με κόκκινο

6 

εταγράφονται στον πυρήνα από τη  RNA 

miRNA µεταγραφήµατα, τα οποία 

) και είναι πολυαδενυλιωµένα (AAAAA).(Σχήµα1.1). Tα 

miRNA µεταγραφήµατα υποβάλλονται σε επεξεργασία από το ένζυµο Drosha                          

(RNase III) και το συµπαράγοντα του, Pasha, τα οποία απελευθερώνουν ένα 70-

GTP και η εξπορτίνη 5 

miRNA στο κυτταρόπλασµα. Στη συνέχεια, ένα άλλο ένζυµο 

miRNA για να δηµιουργήσει µια 

*. Η διπλή αλυσίδα 

σε ένα σύµπλοκο πρωτεϊνών δέσµευσης miRNA και 

, το οποίο συµπεριλαµβάνει την 

ι το ώριµο miRNA 

ρωµατική θέση του mRNA στόχου για να ρυθµίσει αρνητικά 

αι µε δυο τρόπους 

βαθµό συµπληρωµατικότητας µεταξύ του miRNA και στόχου. Όταν τα 

ληρωµατικότητα µπλοκάρουν 

A  απεικονίζεται στο σχήμα 

miRNA αλληλουχία φουρκέτας. Η ώριμη αλληλουχία φαίνεται με κόκκινο. 
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Παρόλα αυτά πρόσφατες έρευνες δείχνουν ότι τα miRNA µπορούν επίσης να 

επηρεάσουν τη σταθερότητα του mRNA µορίου. Οι συµπληρωµατικές θέσης του 

στόχου mRNA στα miRNA βρίσκονται συνήθως µέσα στις  3'  αµετάφραστες περιοχές 

(3' UTRs). O Guo και συνεργάτες, εικάζουν ότι η µετα-µεταγραφική ρύθµιση των 

mRNA στόχων από τα miRNA στα θηλαστικά, προκαλείται από την από – 

πολυαδενελίωση των mRNA που έχει ως αποτέλεσµα το άνοιγµα της κλειστής 

κυκλικής δοµής των mRNA και έτσι την καταστολή της εκκίνησης της 

µετάφρασης.[8] Ο άλλος τρόπος ρύθµισης των miRNA πραγµατοποιείται όταν η 

υβριδοποίηση του mRNA στόχου µε miRNA είναι τέλεια µε αποτέλεσµα την κοπή του 

mRNA στόχου. Η δέσµευση λαµβάνει χώρα στο ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF)  

του mRNA στόχου και συµβαίνει κυρίως στα φυτά.[5] 

Υπό κανονικές συνθήκες τα miRNA φαίνεται να έχουν χαρακτήρα ρυθµιστικό 

όπου δρουν ως ρεοστάτες για την ακριβείς προσαρµογή της έκφρασης των γονιδίων. 

Αντιθέτως κάτω από συνθήκες στρες ή ασθένειας φαίνεται να καθορίζουν πιο έκδηλες 

λειτουργίες.[6] 

MicroRNA και Καρκίνος 
 

Τα ζωικά miRNA παίζουν σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο διαφόρων βιολογικών 

διεργασιών, συµπεριλαµβανοµένων της απόπτωσης, διαφοροποίησης, µεταβολισµού 

και κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Επιπλέον οι διαταραχές έκφρασης των miRNA 

είναι αρκετά στενά συνυφασµένες µε την ανάπτυξη ανθρώπινων ασθενειών όπως 

ιοικές µολύνσεις και καρκίνο[9]    

Έχει υποστηριχθεί ότι πάνω από τα µισά γνωστά ανθρώπινα miRNA 

προέρχονται από συγκεκριµένες γονιδιωµατικές περιοχές που είναι επιρρεπής σε 

µεταβολές στα καρκινικά κύτταρα. Περιοχές όπως απώλειας ετεροζυγωτίας - LOH 

(loss of heterozygosity), περιοχές ενίσχυσης και εύθραυστες περιοχές - FRA (fragile 

sites) είναι γνωστές ως καρκινικά σχετιζόµενες γονιδιωµατικές περιοχές - CAGR 

(Cancer associated genomic regions).[1] Πιο συγκεκριµένα σε µια εκτενή έρευνα που 

είχε γίνει µε στόχο την αναζήτηση αναφερθέντων (Pubmed) γονιδιωµατικών 

µεταβολών, που γίνονται σε περιοχές που περιέχουν miRNA, βρέθηκε ότι το 52.7% 

των miRNA (98 από 186) γονιδίων βρίσκεται  µέσα σε CAGRs µεταξύ των οποίων το 

43%  εντοπίσθηκε σε LOH ή περιοχές ενίσχυσης. Οι µεταβολές αυτές περιγράφονται 

σε διάφορους τύπους καρκίνου όπως πνεύµονα, ήπατος και στήθους. [10] 

Ο καρκίνος προκαλείται από ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό και από µη 

επιθυµητή επιβίωση καταστραµµένων κυττάρων που οδηγούν στο σχηµατισµό όγκων. 

Τα κύτταρα έχουν αναπτύξει µηχανισµούς που διασφαλίζουν τη σωστή και 

συντονισµένη εµφάνιση της κυτταρική διαίρεση, της διαφοροποίηση και του 

κυτταρικού θανάτου, τόσο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης όσο και στο ενήλικο 

οργανισµό.  Πολύ ρυθµιστικοί παράγοντες  ενεργοποιούν και απενεργοποιούν γονίδια 

που κατευθύνουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και την κυτταρική διαφοροποίηση. 

Η καταστροφή αυτών των γονιδίων, που αναφέρονται ως ογκοκατασταλτικά γονίδια 

και ογκογονίδια, επιλέγεται στον καρκίνο. Τα περισσότερα ογκοκατασταλτικά γονίδια 
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και ογκογονίδια, µεταγράφονται πρώτα από  DNA σε RNA και µετά µεταφράζονται σε 

πρωτεΐνες όπου ασκούν την επίδρασή τους. Πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι τα 

microRNAs (miRNAs), µπορούν επίσης να λειτουργούν ως ογκοκατασταλτικά γονίδια 

και ογκογονιδια. Έχουµε αρχίσει να κατανοούµε πως αυτή η καινούργια κατηγορία 

ρυθµιστών, εµπλέκεται στη διεργασία του καρκίνου.[5] 

Σε κανονικούς ιστούς η µεταγραφή των microRNA, η επεξεργασία και η 

υβριδοποίηση στη συµπληρωµατική αλληλουχία του στόχου mRNA έχει ως 

αποτέλεσµα την καταστολή έκφρασης του γονιδίου στόχου µέσω µπλοκαρίσµατος της 

πρωτεϊνικής µετάφρασης ή µέσω αποσταθεροποίησης του mRNA. (Σχήµα1.2.a) Το 

γενικό αποτέλεσµα είναι οι κανονικοί ρυθµοί της κυτταρικής ανάπτυξης, 

πολλαπλασιασµού, διαφοροποίησης και κυτταρικού θανάτου. 

  Η µείωση επιπέδων έκφρασης ή η γονιδιακή διαγραφή ενός miRNA που 

λειτουργεί ως καταστολέας όγκου οδηγεί σε σχηµατισµό όγκου. H µείωση των 

επιπέδων ώριµων miRNA, µπορεί να οφείλεται σε ανωµαλίες σε οποιοδήποτε στάδιο 

της βιογένεσής τους, που τελικά οδηγεί στη λανθασµένη έκφραση του γονιδίου 

στόχου. Το γενικό αποτέλεσµα συµπεριλαµβάνει αύξηση πολλαπλασιασµού, 

αγγειογένεση και µείωση επιπέδων απόπτωσης που οδηγεί στο σχηµατισµό 

όγκου. (Σχήµα1.2.b) 

Παράλληλα, η υπερέκφραση ενός  miRNA που έχει ογκογεννετικό ρόλο µπορεί 

επίσης, να οδηγήσει σε σχηµατισµό όγκου. Σε αυτή την περίπτωση, αυξηµένη 

έκφραση ενός miRNA, που  µπορεί να παραχθεί σε ακατάλληλες στιγµές ακόµη και σε 

λάθος ιστούς, εξαλείφουν την έκφραση του miRNA-στόχων ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων οδηγώντας στη δηµιουργία καρκίνου. (Σχήµα1.2.c) Αυξηµένα ποσοστά 

ώριµων miRNA µπορούν να εµφανίζονται λόγο ενίσχυσης miRNA γονιδίων, συνεχώς 

ενεργού υποκινητή, αυξηµένης απόδοσης miRNA επεξεργασίας ή µείωση της 

αστάθειας του miRNA .[5]  
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Γνωστικό υπόβαθρο παρούσας εργασίας. 

Η ταυτοποίηση γονιδίων miRNA µεσο τεχνικών εργαστηρίου είναι ιδιαίτερα 

αργή, γι’αυτό το λόγο η εφαρµογή υπολογιστικών µεθόδων πρόβλεψης αποτελεί 

πολύτιµο συµπλήρωµα. Πολλά υπολογιστικά εργαλεία προγραµµατίστικαν για να 

αναγνωρίζουν τα χαρακτηριστικά της βιογένεσης των miRNA και αποτέλεσαν µια 

µέθοδο πρόβλεψης πολλαπλών miRNA γονιδίων. Οι υπολογιστικές προσεγγίσεις 

παρέχουν πολύτιµες ενδείξεις ως προς τα ποια είναι τα κυρίαρχα στοιχεία που 

χαρακτηρίζουν αυτές τις ρυθµιστικές µονάδες και επιπλέον περιορίζουν το χώρο 

αναζήτησης, κάνοντας έτσι την πειραµατική εξακρίβωση πιο γρήγορη και σηµαντικά 

φθηνότερη. Επιπλέον σε συνδυασµό µε µεγάλης κλίµακας, µεθόδους υψηλής 

απόδοσης όπως deep sequencing και tilling arrays, οι υπολογιστικές µέθοδοι 

πρόβλεψης βοήθησαν στην ανακάλυψη απορυθµίσεων των miRNA σε ανθρώπινους 

καρκίνους.[11] 

 

 

 

Σχήμα 1.2 :(a)Η επίδραση των MicroRNA σε κανονικούς ιστούς (b) Η λειτουργία ενός miRNA ως  

ογκοκαταστολέας και ως (c) ογκογονίδιο 
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Σε µια προηγούµενη εργασία, αναπτύχθηκε ένα καινούριο υπολογιστικό 

εργαλείο το SSCprofiler, που χρησιµοποιεί µια πιθανολογική µέθοδο βασισµένη στο 

προφίλ των Hidden Markov Models για την πρόβλεψη καινούριων πρόδροµων 

miRNA. Το µοντέλο HMM εκπαιδεύτηκε να αναγνωρίζει ιδιότητες κλειδιά των 

miRNA όπως αλληλουχία, δοµή και συντηρηµένες περιοχές µε σκοπό την αναγνώριση 

καινούριων πρόδροµων miRNA µέσα σε CAGRs. Oι προβλέψεις στη συνέχεια 

κατατάχθηκαν σύµφωνα µε τις πληροφορίες πλήρους γονιδιώµατικής έκφρασης και τα 

τέσσερα κορυφαία υποψήφια miRNA επαληθεύθηκαν πειραµατικά µε nothern blot 

(Σχήµα 1.3). Το κάθε ένα υποψήφιο miRNA σχετίζεται µε διαφορετικό καρκίνο και 

εκφράζεται σε καρκινικά κύτταρα HeLa σε διαφορετικό επίπεδο. Ο πίνακας 1.1 

παρουσιάζει τις περιοχες των υποψήφιων miRNA, τις CAGR περιοχές που 

βρίσκονται, τον τύπο καρκίνου που σχετίζονται, το πιο κοντινό miRNA που έχουν 

καθώς και το βαθµό έκφρασης τους σε στα  HeLa κύτταρα. 

Το πρώτο υποψήφιο miRNA (c-miR-Ch9) εκδηλώνει τα καλύτερα 

χαρακτηρίστικα ενός miRNA. Παρουσιάζει τη µεγαλύτερη έκφραση σε HeLa κύτταρα 

και σύµφωνα µε  δηµοσιεύσεις εικάζεται ότι το 44% ασθενών καρκίνου ουροδόχου 

κύστης η γονιδιωµατική περιοχή που φέρει το γονίδιο του c-miR-Ch9 είναι 

διαγραµµένη.[12] Ακολούθως η αλληλουχία του, καθώς και η δοµή του πρόδροµου 

miRNA παρουσιάζει µεγαλύτερες οµοιότητες µε γνωστά miRNA. Έτσι σε ένα 

επόµενο βήµα επιλέχθηκε c-miR-Ch9 για περαιτέρω ανάλυση πιθανών στόχων  

mRNA. Για την εύρεση της αλληλουχίας του ώριµου miRNA εφαρµόστηκε µια νέα 

τεχνική βασισµένη στην τεχνική primer extension analysis[4] 

 
 

Πίνακας 1.1: Υποψήφια miRNA γονίδια που επαληθέυθηκαν με northern blot analysis, εντοπίζονται σε CAGRs και σχετίζονται με καρκίνο. 

(πίνακας από  Oulas και συνεργάτες. [1]) 
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Σχήμα 1.3  :  Το Nothern blot δείχνει ένα συγκεκριμένο σήμα  και για τα τέσσερα υποψήφια miRNA.  Ο 

ανιχνευτής  let7 υβριδοποιείται  με πολλά μέλη της οικογένειας γονιδίων   let7 miRNA όπως φαίνεται στη 

μεμβράνη αναφοράς. Οι μεμβράνες που είναι αριθμημένες από το 1-4 παρουσιάζουν τα υποψήφια miRNA 

που προβλεύθηκαν από το SSCprofiler και έχουν την ίδια σειρα με τον Πινακα1.1 Τα πρότυπα ζώνης των 

τεσσάρων υποψηφίων είναι παρόμοια με τα πρότυπα ζώνης γνωστών miRNA δηλαδή  ζώνες μεταξύ 19-27. Τα 

πιο πάνω σήματα εκδηλώνουν τα απεξέργαστα πρόδρομα miRNA και έχουν μέγεθως ζώνης 70nt. Kάτω 

φαίνονται οι δομές όπως προβλεύθηκαν από το RNAfold. Σε κάθε πρόδρομα miRNA η κόκκινη αλυσίδα είναι 

αυτή  που δείνει το σήμα  (πίνακας από  Oulas και συνεργάτες. [1]).  
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Έχοντας γνωστή την ώριµη αλληλουχία miRNA διεξάχθηκε έρευνα για πιθανούς 

στόχους mRNA. Χρησιµοποιήθηκαν γνωστά υπολογιστικά εργαλεία πρόβλεψης όπως  

Pictar, TargetScan και  DianaMicroT. Επίσης χρησιµοποιήθηκε ένα καινούργιο, µη 

δηµοσιευµένο υπολογιστικό εργαλείο το TargetProfiler, που σχεδιάστηκε από το 

εργαστήριο µας και φαίνεται να είναι αρκετά συγκρίσιµο µε τα προαναφερθέντα 

δηµοσιευµένα υπολογιστικά εργαλεία[4]. Για τον προγραµµατισµό του TargetProfiler, 

χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο HMM όπου εκπαιδεύτηκε να αναγνωρίζει βιολογικά 

χαρακτηριστικά των miRNA όπως, δοµή και αλληλουχία µε σκοπό να εντοπίζει 

καινούριους πιθανούς mRNA στόχους. Εν ολίγοις, τα γενικά χαρακτηριστικά που 

χρησιµοποιήθηκαν για την πρόβλεψη στόχων miRNA είναι:  

α) H συµπληρωµατικότητα της seed περιοχής του miRNA ώριµου µορίου.  

β) H δευτεροταγής δοµή της αλληλουχίας του υβριδικού µορίου miRNA: στόχος 

mRNA και η συνολική θερµοδυναµική της αλληλεπίδρασης αυτής, που εκφράζεται σε 

ελεύθερη ενέργεια.(∆G)  

γ) Την εξελικτική συντήρηση που παρουσιάζεται µε τη χρήση συστοιχιών πολλαπλών 

αλληλουχιών από ολόκληρα γονιδιώµατα.  

Τα αποτελέσµατα είχαν συγκριθεί µε γνωστά υπολογιστικά εργαλεία πρόβλεψης 

και µε βάση αυτά, ο πιθανός στόχος του c-miR-Ch9 είναι η κυκλίνη D2 (CCND2). [4] 

Η στόχευση που κάνει το c-miR-Ch9 στην κυκλίνη D2 κατατάσσεται στην κατηγορία 

των 8mer και όπως φαίνεται είναι ένα γονίδιο το όποιο έχει χαρακτηριστεί ως 

ογκογονίδιο. Πιο συγκεκριµένα εκφράζοντας το miR-26a in-vitro σε ηπατικά 

καρκινικά κύτταρα, του οποίου η έκφραση είναι χαµηλή σε σχέση µε τα κανονικά 

κύτταρα, επηρεάζει τον κυτταρικό κύκλο στοχεύοντας την κυκλίνη D2. Επίσης, µε το 

µετασχηµατισµό του miR-26a σε όγκους ουροδόχου κύστης παρουσιάζεται  µείωση 

στο µέγεθός τους[13]. Επιπλέον, στον καρκίνο του προστάτη το miR-154 και το let-7a 

εκφράζονται σε µειωµένα επίπεδα και έχει αποδειχθεί ότι ρυθµίζουν και αυτά το 

CCND2[14, 15].     

 Ένα επόµενο βήµα της προηγούµενης δουλειάς ήταν να διεξαχθεί έλεγχος για 

άλλα miRNA που στοχεύουν στην ίδια θέση που στοχεύει το c-miR-Ch9 µέσο 

υπολογιστικών εργαλείων πρόβλεψης. Τα αποτελέσµατα του Targetprofiler έδειξαν 

ότι δε στοχεύεται από άλλα γνωστά miRNA, αντιθέτως τα Pictar και TargetScan 

έδειξαν ότι στοχεύεται και από τρία άλλα miRNA τα miR-96, miR-1127 και miR-182. 

Σύµφωνα όµως µε πρόσφατα deep sequencing δεδοµένα των HeLa κυττάρων, µόνο το 

miR-182  εικάζεται να εκφράζεται σε αυτά και µάλιστα σε πολύ χαµηλά επίπεδα[16], 

έτσι προχωρήσαµε στον έλεγχο στόχευσης του c-miR-Ch9 χρησιµοποιώντας luciferase 

assays. 
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Ο ρόλος του CCND2 στον κυτταρικό κύκλο 
 

O κύκλος της κυτταρικής διαίρεσης ρυθµίζεται από πολλαπλά µοριακά µονοπάτια και 

περνά από ποικίλα σηµεία ελέγχου. Η ενεργοποίηση της πρωτεΐνης του 

ρετινοβλαστόµατος (pRB) είναι απαραίτητη για την εισαγωγή ενήλικων κύτταρων από 

θηλαστικά, που βρίσκονται σε κατάσταση ηρεµίας, στον κυτταρικό κύκλο.  Επίσης, 

είναι απαραίτητη η µεταγραφή των γονιδίων που χρειάζονται για την αντιγραφή του 

DNA κατά τη διάρκεια της S φάσης και για το διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων κατά 

τη διάρκεια της Μ φάσης.(Σχήµα 1.4) Τα παραπάνω µιτογενή µονοπάτια έχουν ως 

αποτέλεσµα την επαγωγή της µεταγραφής των κυκλίνων τύπου D και την επακόλουθη 

επαγωγή των κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών (CDKS) όπως CDK4  και CDK6. Οι 

κινάσες αυτές φωσφοριλιώνουν και απενεργοποιούν το pRB, ένα µεταγραφικό 

καταστολέα που καταστέλλει τους  E2F µεταγραφικούς παράγοντες και στρατολογεί 

σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης χρωµατίνης που οδηγούν στην καταστολή γονιδίων. Μετά 

από µιτογενικά ερεθίσµατα, τα ενεργοποιηµένα CDK4/6-cyclin D σύµπλοκα 

απενεργοποιούν το pRB, αφήνοντας τους  E2F µεταγραφικούς παράγοντες ελεύθερους 

να ενεργοποιήσουν γονίδια του κυτταρικού κύκλου. Μόλις εκφραστεί το DNA 

αντιγραφόσωµα, τα κύτταρα δεσµεύονται στη S φάση και η πρόοδος τους µέσα στον 

κυτταρικό κύκλο  ρυθµίζεται  από ποικίλα σηµεία ελέγχου. 

 Η πρόοδος του κυτταρικού κύκλου χρειάζεται την παρουσία και την 

ενεργοποιήση πρωτεινών που δεν εκφράζονται στα κύτταρα που βρισκονται σε 

κατάσταση ηρεµίας. Στο σχήµα 1.4 απεικονίζονται οι περισσότερες πρωτείνες που 

χριάζονται να εκφραστούν για την έναρξη και την ολοκλήρωση του κυτταρικού 

κύκλου.  Η ρύθµιση των επιπέδων έκφρασης αυτών των πρωτεινών είναι ένα κεντρικό 

ζήτηµα για την κατανόηση του έλεγχου κατα τον κυτταρικό κύκλο και της 

απορύθµισης του στις ανθρώπινες ασθένειες. Τα σηµαντικότερα αίτια εµφάνισης 

καρκίνου είναι οι γενετικές µεταλλαγές που οδηγούν σε υπερέκφραση των κυκλίνων ή 

την εξάλειψη  καταστολέων CDK.  

Εν συντοµία, η κυκλίνη D2 παίζει δραστικό ρόλο στο κυτταρικό κύκλο αφού 

είναι απαραίτητη για τη µετάβαση από τη G1 στη S φάση. Τα επίπεδα έκφρασης των 

ρυθµιστών του κυτταρικού κύκλου µπορεί να ελέγχονται από µετα-µεταγραφικούς 

µηχανισµούς. Πρόσφατα στοιχεία υποδηλώνουν ότι τα microRNAs µπορούν να 

ελέγχουν τα επίπεδα αρκετών ρυθµιστών του κυτταρικού κύκλου και συνεπώς να 

ρυθµίζουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων.[17]  
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Σχήμα 1.4: Μία συνοπτική περίληψη του έλεγχου που ασκείται από τα miRNA στον κυτταρικό κύκλο. Τα 

miRNA με πολλαπλασιαστική δυνατότητα εμφανίζονται με κόκκινο χρώμα, ενώ αυτά με 

αντιπολλαπλασιαστική δυνατότητα με μπλέ. S: S φάση, M: Μίτωση G1 και G2: δείχνουν της μεταβατικές 

φάσεις του κυτταρικού κύκλου και η G0:  κατάσταση ηρεμίας των κυττάρων. Οι περισσότερες από τις 

αλληλεπιδράσεις που φαίνονται στο σχήμα προέρχονται από reporter assays λουσιφεράσης (Σχήμα από 

Bueno et al.[17])  

In-vitro ανάλυση 3΄UTR 

Η πιο συνηθισµένη προσέγγιση για την εξακρίβωση πιθανού στόχου του miRNA 

που έχει προβλεφθεί, γίνεται µε την  κλωνοποίηση του 3΄UTR του mRNA στόχου, σε 

φορέα έκφρασης λουσιφεράσης. Με την ένωση του πιθανού στόχου 3΄UTR 

εκατέρωθεν του γονιδίου της λουσιφεράσης, επιτυγχάνεται η άµεση σχέση του φωτός 

που εκπέµπει η λουσιφεράση µε τη δέσµευση ή όχι του miRNA στο στόχο.[6] Πιο 

συγκεκριµένα διεκπερώθηκε µετασχηµατισµός στην ανθρώπινη κυτταρική σειρά HeLa 

229 µε φορείς λουσιφεράσης  που περιέχουν την άγριο τύπου µορφή του 3΄UTR 

γονιδίου στόχου. Επίσης µε φορείς λουσιφεράσης που έχουν το 3΄UTR  µεταλλαγµένο 

στην πιθανή θέση στόχο miRNA του. Εάν του άγριου τύπου πλασµίδιο παρουσιάσει 

µείωση της έκφρασης της λουσιφεράσης και αυτή η µείωση δεν εµφανίζεται στη 

µεταλλαγµένη µορφή, τότε αυτό πιθανόν σηµαίνει ότι το ενδογενές εκφραζόµενο 

miRNA είναι σε θέση να στοχεύει το 3΄UTR. 
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Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκαν δύο πλασµίδιακοι φορείς λουσιφεράσης που 

κλωνοποιήθηκαν, από προηγούµενη εργασία, µια κασέτα τριπλέτας της θέσης στόχου 

σε αγρίου τύπου µορφή και σε µεταλλαγµένη µορφή. Πιο συγκεκριµένα η κασέτα 

αποτελείται από την θέση στόχο που βρίσκεται στο 3΄UTR εις τριπλούν και έχει µήκος 

151bps.    

Σε ένα επόµενο βήµα του πειράµατος, έγινε προσθήκη καταστολέα του c-miR-

Ch9 (anti-c-miR-Ch9LNA). Πρόσφατα αναπτύχθηκαν καταστολείς των miRNA που 

έχουν µερικά πρωτοποριακά χαρακτηριστικά. Ονοµάζονται LNA (locked nucleic acid) 

και έχουν µεγάλη ειδικότητα ως προς τη δέσµευση τους µε τα µικρά 

ολιγονουκλεοτίδια που καταστέλλουν. Όταν µετασχηµατίζονται στα κύτταρα  προς 

εξέταση υβριδοποιούνται µε το miRNA στόχο τους µε µεγάλη ειδικότητα 

αποµονώνοντας τα έτσι σε σταθερά ετεροδιµεροί[9].(Σχήµα 1.5) Με αυτό το τρόπο 

αποτρέπουν την δέσµευση του  miRNA µε το mRNA στόχο του. Εάν ύπαρξη 

επαναφορά έκφρασης της λουσιφεράσης σε σχέση µε τη WT µορφή, τότε έχουµε 

πλήρη επιβεβαίωση ότι το συγκεκριµένο miRNA στοχεύει το CCND2. 

 

 

Σχήμα 1.5: Μια σχηματική περίληψη της προσέγγισης miRNA σίγησης χρησιμοποιώντας LNA. (a) Τα miRNA 

δεσμεύονται με μερική συμπληρωματικότητα στη θέση στόχο του  3′ UTR του mRNA στόχου και προκαλούν 

καταστολή της μετάφρασης. (b) Η υψηλή πρόσδεση συγγένειας των  μικρών LNA προκαλεί λειτουργική 

καταστολή των miRNA που οδηγεί στην από-καταστολή των στοχευόμενων  mRNA (Σχήμα από Obad et al.[9]) 
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Σκοπός εργασίας 

Σε αυτή την εργασία ο σκοπός ήταν να επιβεβαιωθεί µε in vitro πειράµατα µια in silico 

πρόβλεψη ενός novel miRNA(c-miR-Ch9), το οποίο στοχεύει το 3’ UTR του γονιδίου 

CCND2, ένα πιθανό ογκογονίδιο. Πρωταρχικός στόχος ήταν η διαξαγωγή δυο 

κλωνοποιήσεων ένος τµήµατος (920bps) του  CCND2 3΄UTR σε α) αγρίου τύπου 

µορφή και β) µεταλλαγµένη µορφή (µεταλλαγή στη θέση στόχευσης) σε φορείς 

έκφρασης λουσιφεράσης pGL4.10. Η γονιδιωµατική περιοχή του in silico 

προβλεπόµενου miRNA (c-miR-Ch9) φαίνεται να εκφράζεται στην ανθρώπινη 

καρκινική σειρά HeLa και γι’αυτό το λόγο ένας δεύτερος στόχος ήταν η διεκπεραίωση 

µετρήσεων λουσιφεράσης σε HeLa κύτταρα χρησιµοποιώντας τις δύο πιο πάνω 

κλωνοποιήσεις. Επίσης ένας τρίτος στόχος της εργασίας, ήταν η διεξαγωγή  

µετρήσεων λουσιφεράσης σε HeLa µε πλασµίδια αναφοράς που κατασκευάστηκαν 

από προηγούµενη δουλεία, όπου έφεραν τη θέση στόχευσης σε τριπλή µορφή κασέτας 

στους ίδιους φορείς έκφρασης λουσιφεράσης σε αγρίου τύπου µορφή καθώς και σε 

µεταλλαγµένη µορφή. 
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1. Βήματα για τις κλωνοποιήσεις-Πλασμιδιακές κατασκευές : 

Βήµα 1.1: 

Σχεδιασµός εκκινήτων µε περιοριστικές θέσεις του ενζύµου XbaI για την 

κλωνοποίηση  920bps του 3΄UTR-CCND2.Χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα Primer3 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ 

 

P1-FORWARD: TCTAGAATGGTGACTGACCCTTGAGC 

P2-REVERSE: TCTAGAATCCTGCTAGCAATGGGATG 

 

Οι εκκινητές είχαν Tm :60˚C 

 

Βήµα 1.2 

 

Πραγµατοποιήθηκε Reverse-Transcript PCR σε RNA extraction των HeLa κυττάρων   

και στη συνέχεια PCR.  

 

1. Προσθήκη 1µg RNA (rna extraction of HeLa cells) και primer oligo dT σε PCR 

σωληνάκι σε τελικό όγκο 10µl 

2. Μεταφορά στο PCR µηχάνηµα για 10 λεπτά στους 70˚C και µετά στους 4˚C 

3. Παύση και προσθήκη  buffer10X  2µl 

    dNTPs 10mΜ 2µl 

    Rnase  0.2 µl 

    Super RT 1 µl 

    dH2O µέχρι 10 µl  

Το σωληνάκι βρίσκεται σε πάγο όλη τη διάρκεια που βρίσκεται έξω από το 

µηχάνηµα της PCR 

4. Μεταφορά πίσω στο µηχάνηµα PCR για 1 ώρα στους 42˚C 

5. Μετά 5 λεπτά στους 85˚C 

6. 4˚C   επ’αόριστον 
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Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR): 

DNA 100pg(πλασµιδίου) 

1ng(γενωµικό) 

100pg(πλασµιδίου) 

1ng(γενωµικό) 

Ρυθµιστικό διάλυµα 10Χ 2,5µl 5 µl 

dNTPs 10mΜ 1 µl 2 µl 

MgCl2 25mM 2.5 µl 5 µl 

Εκκινητής Forward 10ng/µl 1 µl 1 µl 

Εκκινητής Reverse10ng/µl 1 µl 1 µl 

Taq DNApol/ Pfu 0.3 µl 0.6 µl 

ddH2O Εώς τελικό όγκο 25 µl Εώς τελικό όγκο 50 µl 

Πίνακας 2.1: Συστατικά των αντιδράσεων PCR που εκτελέστηκαν 

Το πρόγραµµα PCR που χρησιµοποιήθηκε ήταν το παρακάτω: 

1. 94˚C   για 6 λεπτά 

2. 94˚C   για 40 δευτερόλεπτα 

3. 58˚C   για 40 δευτερόλεπτα 

4. 72˚C   για 1.10 λεπτά 

5. Επανάληψη των σταδίων 2-4 για άλλες 35 φορές 

6. 72˚C   για 10 λεπτά 

7. 4˚C   επ’αόριστον 

Βήµα 1.4 

∆ηµιουργία πηκτώµατος αγαρόζης και ηλεκτροφόρηση των DNA κοµµατιών. 

1. Ζύγισµα κατάλληλης ποσότητας αγαρόζης ανάλογα µε την επι τις εκατόν 

περιεκτικότητα που χρειάζοµαι  

2. Προσθήκη σε φλάσκα  135ml dH2O, 15ml TBE10X, και την αγαρόζη 

3. Τοποθέτηση φλάσκας για 2 λεπτά στα µικροκύµατα, µέχρι να διαλυθούν οι κόκκοι 

αγαρόζης 

4. Επώαση  φλάσκας σε θερµοκρασία δωµατίου µέχρι να σταµατήσουν οι υδρατµοί 

5. Προσθήκη ΕtBr(1:20000) αραίωση 7.5 µl 

6. Μεταφορά διαλύµατος σε tray µε κατάλληλα χτενάκια και αφαίρεση φυσαλίδων µε 

ένα tip 

7. Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου µέχρι να  πήξη το πήκτωµα  

8. ∆ιάλυµα ηλεκτροφόρησης 0.5ΧΤΒΕ-∆ιαλυτοποίηση από 5ΧTBE 

9. Αφαίρεση ταινίας και χτένων, τοποθέτηση του  tray  στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης 

10. Γέµισµα συσκευής µε το διάλυµα ηλεκτροφόρησης µέχρι να καλυφθεί το πήκτωµα 

11. Φόρτωµα δειγµάτων µαζί µε κατάλληλη ποσότητα χρωστικής και marker 

12. Ρύθµιση συσκευής  στα 100V  

13. Παρατήρηση κοµµατιών DNA σε µηχάνηµα UV  

14. Φωτογραφίση  πηκτώµατος 
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Βήµα 1.5 

Ενοποίηση DNA τµηµάτων σε T-easy φορέα 

1. T-easy vector 1 µl 

2. 2X Rapid Ligation buffer 5 µl 

3. PCR product 3 µl 

4. Τ4 DNA ligase 1 µl 

Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου 2 ώρες 

Βήµα 1.6 

Μετασχηµατισµός πλασµιδίου σε βακτήρια E.Coli DH10 strain 

1. Επώαση δεκτικών βακτηριακών κυττάρων από τους -80˚C στον πάγο για 5 

λεπτά 

2. Προσθήκη της αντίδραση ενοποίησης σε 100µl δεκτικών κυττάρων 

3. Επώαση για 30 λεπτά στον πάγο 

4. Επώαση στους 42˚C για 90 δευτερόλεπτα 

5. Επώαση για 2 λεπτά στον πάγο 

6. Προσθήκη 1 ml θρεπτικού LB και επώαση στους 37˚C για 1 ώρα 

7. Φυγοκέντρηση κυττάρων 12000rpm για 1 λεπτό 

8. Αποµάκρυνση θρεπτικού µέχρι 100µl µε φλόγα 

9. Επαναδιαλυτοποίηση κυττάρων 

10. Στρώσιµο των κυττάρων σε πιάτο petri  το οποίο περιέχει θρεπτικό µε 

κατάλληλο αντιβιοτικό (amp) 100ng/ml 

Βήµα 1.7 

Καλλιέργεια θετικών αποικιών σε 2ml LB και αντιβιοτικό 

Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µικρής κλίµακας (miniprep) 

1. Φυγοκέντρηση 1.5 ml βακτηριακής καλλιέργειας στις 12.000 στροφές το λεπτό 

(rpm) για 1 λεπτό 

2. Επαναδιαλυτοποιήση των κυττάρων σε 200µl SI ( 15Mm Tris-HCl 

pH=8,10mM EDTA ,100µg/ml Rnase A) 

3. Προσθήκη 150µl από το διάλυµα SII (0.2M NaOH, 1%SDS) και επώαση για 5 

λεπτά 

4. Προσθήκη 200µl από το διάλυµα SIII(30 ml 5M potassium acetate, 5.75ml 

glacial acetate, 14.25ml dH2O) 

5.  Φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές το λεπτό (rpm) για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου 

6. Μεταφορά υπερκειµένου σε νέο σωληνάκι και προσθήκη 100µg/ml Rnase A . 

7. Επώαση στους 37˚C  για 30 λεπτά 

8. Προσθήκη 250 µl φαινόλη και 250 µl χλωροφόρµιο 

9. Vortex για 15 δευτερόλεπτα 
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10. Φυγοκέντηση στις 12.000 στροφές το λεπτό (rpm) για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου 

11. Μεταφορά πάνω φάσης σε καθαρό σωληνάκι και προσθήκη 500 µl 

χλωροφόρµιο 

12. Vortex για 15 δευτερόλεπτα 

13. Φυγοκέντηση στις 12.000 στροφές το λεπτό (rpm) για 5 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου 

14. Μεταφορά πάνω φάσης σε καθαρό σωληνάκι και προσθήκη 2Χ όγκου 100% 

αιθανόλη 

15. Φυγοκέντηση στις 12.000 στροφές το λεπτό (rpm) για 30 λεπτά στους 4˚C 

16. Αφαίρεση υπερκείµενου και πρόσθεση 700µl 70%αιθανόλης 

17. Φυγοκέντηση στις 12.000 στροφές το λεπτό (rpm) για 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου 

18. Αφαίρεση υπερκείµενου και επαναδιαλυτοποίηση σε 30 µl νερό (ddH2O). 

Βήµα 1.8 

Πραγµατοποίηση πέψής µε EcoR1 ένζυµο  στο φορέα pGEM-WT-3΄UTR για 

επιβεβαίωση της ένθεσης µέσω ηλεκτροφόρησης(βήµα 1.4). 

Πέψη DNA µε περιοριστικά ένζυµα 

Οι περιοριστικές πέψεις πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τις άριστες συνθήκες στις οποίες 

λειτουργεί ένα ένζυµο, σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας και τα 

πρωτόκολλα που περιγράφονται στους Maniatis et al. Πιο συγκεκριµένα, σε σωληνάκι 

προστίθενται τα παρακάτω: 

1. Κατάλληλη ποσότητα δείγµατος DNA 

2. Κατάλληλο ανά περίπτωση ρυθµιστικό διάλυµα ενζύµου (10Χ) σε τελική 

συγκέντρωση 1Χ 

3. Συγκεκριµένη ποσότητα ενζύµου περιοριστικής ενδονουκλεάσης, έως 10% 

του συνολικού όγκου αντίδρασης 

Η αντίδραση λαµβάνει χώρα στους 37˚C για 2-3 ώρες 

Βήµα 1.9 

Επανάληψη βήµατος 1.7:Καλλιέργεια θετικού κλώνου και αποµόνωση πλασµιδιακού 

DNA µικρής κλίµακας (miniprep) 

Βήµα 1.10 

Αποστολή θετικών πλασµιδίων για αλληλούχιση γονιδιώµατος (sequencing) 

Βήµα 1.11 

Πραγµατοποίηση πέψης στο φορέα T-easy όπου είχε το ένθεµα και στο φορέα 

υποκλωνοποίησης pGL4.10   µε περιοριστικό ένζυµο XbaI και έλεγχος µεγεθών DNA 

κοµµατιών µέσω ηλεκτροφόρησης 
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Πλασµιδιακός φορέας κλωνοποιήσης 

Επιλέχθηκε ο πλασµιδιακός φορέας κλωνοποιήσης pGL4.10 [luc2] µε µέγεθος 4242 

ζεύγη βάσεων(4.2kb) για να κλωνοποιήσουµε την περιοχής που µας ενδιέφερε.Βλέπε 

σχήµα 2.1. Ο χάρτης του πλασµιδίου απεικονίζεται παρακάτω. Ο φορέας προσδίδει 

ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό Αµπικιλλίνη. Η κλωνοποίηση του ενθέµατος έγινε 

στην περιοριστική θέση XbaI, εκατέρωθεν του γονιδίου της λουσιφεράσης. 

 

Σχήμα 2.1 : Χάρτης φορέα κλωνοποιήσης ενθέματων. Παρουσιάζονται όλες θέσεις περιοριστικής κοπής 
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Βήµα 1.12 

Εκχύλιση DNA από πήκτωµα αγαρόζης ( gel extraction) 

Για την αποµόνωση τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

ηλεκτροέκλουσης όπως περιγράφεται από το Qiaquick nucleotide purification Kit 

(Qiagen) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που υποδεικνύει η εταιρεία.  

1. Αποκοπή επιθυµητής ποσότητας  DNA από το gel ( όσο το δυνατό λιγότερη 

ποσότητα αγαρόζης) 

2. Προσθήκη 200µl NT3 buffer ανά 100mg πηκτώµατος αγαρόζης 

3. Επώαση για 10 λεπτά στους 50˚C και ανά δυο λεπτά vortex µέχρι να 

διαλυτοποιηθεί η αγαρόζη 

4. Προσθήκη διαλύµατος σε κολωνάκι και φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 

12000rpm 

5. Αφαίρεση έκλουσης και πλύσιµο µε 700 µl ΝΤ buffer 

6. Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 12000rpm , αφαίρεση έκλουσης  

7. Επανάληψη 5,4 

8. Φυγοκέντρηση για 2 λεπτό στις 12000rpm για εκτενή αποστράγγιση 

9. Μεταφορά κολώνας στους 70˚C για 5 λεπτά 

10. Έκλουση DNA µε προσθήκη 30µl ΝΕ buffer το οποίο έχει προθερµανθεί 

στους 37˚C.  

11. Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 12000rpm 

Βήµα 1.13 

Αντίδραση συγκόλλησης δύο µορίων DNA (ligation) 

Σε σωλήνα προστίθενται τα παρακάτω: 

1. Κατάλληλη ποσότητα πλαδισµιακού DNA και τµήµατος DNA ένθεσης 

 

ng of insert = N ×  
��� �� ��	
���×������� �� ������

�� ���� �� ��	
��
   ,   4<N<10 

ex.100ng insert 50ng vector 

2. Ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης 10Χ  τελική συγκέντρωση 1Χ 

3. Τ4 λιγάση σε ποσότητα 1-3 units 

4. ddH2O µέχρι τελικό όγκο 10 µl 

Ακολούθως η αντίδραση επωάζεται στους 16˚C  overnight 

Βήµα 1.14 

Επανάληψη βήµατος 1.6 :Μετασχηµατισµός πλασµιδίου σε βακτήρια E.Coli DH10 

strain 
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Βήµα 1.15 

Colony PCR 

Αυτή η τεχνική σχεδιάστηκε για γρήγορο έλεγχο πλασµιδίου κατευθείαν από τις 

αποικίες E.Coli.  

Σχεδιάστηκε ένας primer που υβριδοποιείται µε το

από τη θέση ένθεσης. 

 

Pluc: CATGACCGAGAAGGAGATCG

 

 Συστατικά αντίδρασης PCR

 

5 µl PCR buffer 10X 

5 µl MgCl2  

2 µl dNTPs 10mM 

1 µl Primer P2-REVERSE

1 µl Primer Pluc 

0.3Taq DNApol 

ddH2O up to 50 µl 

 

Σε κάθε σωληνάκι PCR προσθέτω τα παραπάνω καθώς και µια µικρή ποσότητα από 

την αποικία( tip πιπέτας) 

Ακολούθως το tip τοποθετείται σε σωλήνα που περιέχει 2

αµπικιλίνη  100ng/ml 

Όλη η διαδικασία πραγµατοποιείται δίπλα σε φλόγα 

 

Βήµα 1.16 

Αποστολή θετικών πλασµιδίων για αλληλούχιση γονιδιώµατος (

Βήµα 1.17 

Καλλιέργεια  θετικής αποικίας  µετά από έλεγχο του 

100 ng/µl. 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΝΝΙΤΑ ΛΟΥΛΟΥΠΗ Α.Μ 1592 

Αυτή η τεχνική σχεδιάστηκε για γρήγορο έλεγχο πλασµιδίου κατευθείαν από τις 

που υβριδοποιείται µε το vector pGl4.10 upstream

CATGACCGAGAAGGAGATCG 

PCR: 

REVERSE                        X Αριθµός αποικιών που θέλω να ελέγξω

προσθέτω τα παραπάνω καθώς και µια µικρή ποσότητα από 

τοποθετείται σε σωλήνα που περιέχει 2ml LB

Όλη η διαδικασία πραγµατοποιείται δίπλα σε φλόγα  

Αποστολή θετικών πλασµιδίων για αλληλούχιση γονιδιώµατος (sequencing

Καλλιέργεια  θετικής αποικίας  µετά από έλεγχο του sequencing  σε 100

23 

Αυτή η τεχνική σχεδιάστηκε για γρήγορο έλεγχο πλασµιδίου κατευθείαν από τις 

upstream  150 bps 

Αριθµός αποικιών που θέλω να ελέγξω 

προσθέτω τα παραπάνω καθώς και µια µικρή ποσότητα από 

LBκαι αντιβιοτικό 

sequencing) 

σε 100ml LB amp 
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Αποµόνωση πλαδισµιακού DNA µεγάλης κλίµακας(midi prep) µε κολονάκι 

1. Φυγοκέντρηση 200ml καλλιέργειας για 10 λεπτά στις 7000rpm στους 4˚C 

2. Αφαίρεση υπερκειµένου και επαναδιάλυτοποίηση πελετών σε 8ml διαλύµατος 

επανδιαλυτοποίησης ( Resuspension Buffer) 

3. Προσθήκη 8ml διαλύµατος λύσης(Lysis Buffer)ανακίνηση 5 φορές και επώαση 

για 5 λεπτά 

4. Προσθήκη 12ml διαλύµατος εξισορρόπησης ( Equilibration Buffer) στο χείλος 

της κολώνας ώστε αυτή να ενεργοποιηθεί 

5. Προσθήκη του διαλύµατος των κυττάρων στην κολώνα 

6. Ξέπλυµα κολώνας µε 5ml Equilibration Buffer 

7. Αποµάκρυνση και προσθήκη 8ml διαλύµατος πλύσης( Wash buffer) 

8. Προσθήκη 5ml διαλύµατος Έκλουσης (elution buffer) και έκλουση 

πλαδισµιακού DNA σε νέο σωλήνα 

9. Προσθήκη 3.5ml ισοπροπανόλη vortex και επώαση για 2 λεπτά 

10. Φυγοκέντρηση για 40 λεπτά 7000rpm στους 4˚C 

11. Αποµάκρυνση υπερκειµένου, προσθήκη 2ml 70% EtOH, vortex και 

φυγοκέντρηση για 15 λεπτά 7000rpm στους 4˚C 

12. Αποµάκρυνση αιθανόλης, στέγνωµα και επαναδιάλυτοποιηση του DNA σε 

100µl νερό 

 Όλες οι συγκεντρώσεις DNA µετρήθηκαν µε τη χρήση του nanodrop. 

Βήµα 1.18 

Μετάλλαξη στο WT 3΄UTR στη θέση στόχου του c-miR-Ch9 

Wild type interaction: 

5’ AGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCCTGCCAA  CCND2 

                            ||||||| 

             3’   ATGGAGAGGGGGACGGTC  c-miR-Ch9 

 

Wild type: GGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCCTGCCAA 

 

Mutated interaction: 

5’ AGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCGAGGGAA  CCND2 

                            |  |  | 

             3’   ATGGAGAGGGGGACGGTC  c-miR-Ch9 

 

Mutant: GGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCGAGGGAA 
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PCR αντίδραση µεταλλαξιγένεσης (PCR mutagenesis) 

 

1) Σχεδιασµός δύο εκκινητών (b,c) , µε τα εξής χαρακτηριστηκά: α) Έίναι 

συµπληρωµατικοί ως προς την µήτρα (pGEM-WT-3΄UTR) δίπλα από τη θέση που θα 

προκύψει η µεταλλαγή. β) Έχουν επικρεµάµενο άκρο (συµπληρωµατικά µεταξύ τους) 

µια αλληλουχία περίπου 20 νουκλετιδίων που εµπεριέχει τη µεταλλαγή που θέλουµε. 

γ) Εχουν ίδιο Τm: 60 ˚C 

Το σχήµα 2.2 απεικονίζει τα στάδια της πειραµατικής διαδικασίας. 

 

 

Σχήμα 2.2 : Στάδια πρωτόκoλλου της PCR-μεταλλαξιγένεσης[18] 

b = Mutagenesis Left : CAGCGAGGGAAATTTTGATCCTTCCCCTCTTT 

c = Mutagenesis Right: ATTTCCCTCGCTGGGGGAACAACTCG 

a = P1-FORWARD 

d = P2-REVERSE 

Όλες οι αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν µε Pfu πολυµεράση.Για την πρώτη 

αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκαν οι a  και  b  εκκινητές και στη δεύτερη αντίδραση 

PCR χρησιµοποιήθηκαν οι c και d. Η µήτρα των δύο αντίδρασεων  PCR ήταν το 

πλασµίδιο pGEM- WT-3΄UTR. 

Το Τm της επικαλυπτόµενης περιοχής ήταν 40 ˚C ενώ το Τm των εκκινητών a d ήταν  

60 ˚C.  Γιαυτό το λόγο πραγµατοποιήθηκε µια επιπλέον αντίδραση, επέκτασης 

εκκινητών(primer extension) έχοντας ως µήτρα 5ng από το κάθε προϊόν των 

παραπάνω αντιδράσεων . 
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 Με τις ακόλουθες συνθήκες: 

  

1. 94˚C   για 6 λεπτά 

2. 94˚C   για 30 δευτερόλεπτα  

3.  Πτώση θερµοκρασίας µε  gradient 0.1s 

4. 40˚C   για 40 δευτερόλεπτα 

5. Ανέβασµα θερµοκρασίας µε gradient 0.1s 

6. 72˚C   για 1.10 λεπτά 

7. Επανάληψη των σταδίων 2-4 για άλλες 35 φορές 

8. 72˚C   για 10 λεπτά 

9. 4˚C   επ’αόριστον 

Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε PCR σε 2 µl της πιο πάνω αντίδρασης µε εκκινητές 

τους a και d  

Βήµα 1.19 

Επανάληψη βηµάτων 1.5-1.17 για την υποκλωνοποίηση του 3΄UTR-MUT ενθέµατος 

από pGEM σε φορέα έκφρασης λουσιφερασης pGL4.10. 
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2. Βήματα για την διεξαγωγή μετρήσεων λουσιφεράσης σε HeLa 

κύτταρα. 

Βήµα 2.1 

Τα Luciferase Assay πραγµατοποιήθηκαν σε ανθρώπινα κύτταρα Human HeLa 229 

cell line (LGC Promochem, ATCC Number: CCL-2.1). Τα κύτταρα καλλιεργούνταν 

σε Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) και 10% FBS(fetal calf serum)+ 

αντιβιοτικά ( penicillin 100units/ml + streptomycin 100 mg/ml )  στους 37°C, σε 

ανθρώπινη ατµόσφαιρα 5% CO2. 

 Επίστρωση κυττάρων υγρής καλλιέργειας- Σπάσιµο κυττάρων 

Η επίστρωση των HeLa κυττάρων γίνεται σε πιάτα για υγρές καλλιέργειες που έχουν 

24 πηγάδια. Το θρεπτικό που χρησιµοποιήθηκε ήταν το DMEM - Dulbecco's Modified 

Eagle Medium + 10% FBS(fetal calf serum)+ αντιβιοτικά ( penicillin 100units/ml + 

streptomycin 100 mg/ml ). 

Αυτή η διαδικασία γίνεται σε στείρες συνθήκες σε ειδικό θάλαµο 

κυτταροκαλλιέργειας. 

1. Προθέρµανση θρεπτικών και θρυψίνης σε υδατόλουτρο µε θερµοκρασία 37˚C 

για 15 λεπτά 

2. Αφαίρεση θρεπτικού από τη φλάσκα 

3. Ξέπλυµα φλάσκας µε 1ΧPBS( ίση ποσότητα µε την ποσότητα θρεπτικού που 

είχε) 

4. Προσθήκη 3ml θρυψίνης και επώαση για 5 λεπτά στους 37˚C( η θρυψίνη 

ξεκολλάει τα κύτταρα από τον πάτο της φλάσκας, είναι όµως τοξική προς αυτά 

έτσι ο χρόνος επώασης είναι αυστηρός.) 

5. Μεταφορά κυττάρων µε θρυψίνη σε καθαρό σωλήνα (falcon)  

6. Προσθήκη 10ml θρεπτικού  

7. Φυγοκέντρηση 1200rpm για 6 λεπτά στους 21˚C 

8. Αφαίρεση υπερκείµενου και επαναδιάλυση σε 10ml θρεπτικού χωρίς 

αντιβιοτικά 

9. Μέτρηση κυττάρων µε το αιµοκυτταρόµετρο 

10. Σε κάθε πηγάδι µεταφέρουµε 100,000 κύτταρα σε τελικό όγκο 500µl 

11.  Μεταφέρω πίσω στη φλάσκα καλλιέργειας το 1/10  του όγκου των κυττάρων 

και συµπληρώνω µε θρεπτικό που έχει αντιβιοτικά 
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Βήµα 2.2 

Μετασχηµατιµός πλασµιδιακού 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen

Η επιµόλυνση γίνεται µε τη

πλασµίδιο προς εξέταση 3΄UTR

nM (Ν= συγκέντρωση LNA

2.3) Για αποφυγή λάθους και οµοιόµορφης επιµόλυνσης για κάθε περίπτωση 

πραγµατοποιούσαµε master

εξέταση επιµολύνθηκε και ένας φορέας κανονικοποίησης 

εκφράζει Renila.(Σχήµα2.2) Με αυτό το τρόπο α

αριθµό των κυττάρων, 2)

αποτελεσµατικότητα της επιµόλυνσης. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο για κάθε πείραµα 

επιµόλυνσης χρησιµοποιήθηκαν 5

400 ng pBSK.(Carrier 

µετασχηµατιµό βλέπε πίνακα 2.2)

  Η διαδικασία ήταν ως εξής:

1. ∆ιαλυτοποιηση θρεπτικού (χωρίς αντιβιοτικά και 

ποσότητα πλασµιδίων και 

σωληνάκι.Tελικός όγκος για κάθε πηγάδι 50µ

2. ∆ιαλυτοποίηση λιποµφεκταµίνης µε 

τελικός όγκος 50 µ

3. Ανάµειξη των 2 πιο πάνω διαλυµάτων και επώαση για 20 λεπτά

4. Επιµόλυνση των κυττάρων 100µ

5. Eπώαση των κυττάρων στους

Προαιρετικά γίνεται αλλαγή του θρεπτικού µετά από 4

 

Σχήμα 2. 3 : Σχέδιο επιμόλυνσης πλασμιδίων στις υγρές καλλιέργειες 

+pGL4.10 , A4-A6: PBSK + phRL

3΄UTR,B4-B6: PBSK + phRL-TK 

3΄UTR +LNA 25nM, C4-C6: PBSK

καμία επιμόλυνση 

ΑΝΝΙΤΑ ΛΟΥΛΟΥΠΗ Α.Μ 1592 

πλασµιδιακού DNA σε  κύτταρα HeLa

Invitrogen, Carlsbad, California) 

Η επιµόλυνση γίνεται µε τη χρήση λιποφεκταµίνης (lipofectamine 

3΄UTR-WT, 3΄UTR-MUT, EMPTY και 3΄UTR

LNA προς εξέταση) ,  επιµολύνεται σε 3 πηγάδια.

Για αποφυγή λάθους και οµοιόµορφης επιµόλυνσης για κάθε περίπτωση 

master mix. Επίσης σε κάθε πηγάδι µαζί µε τα πλασµιδια προς 

εξέταση επιµολύνθηκε και ένας φορέας κανονικοποίησης phRL

2.2) Με αυτό το τρόπο αποφεύγουµε διαφορές όπως:1)  

αριθµό των κυττάρων, 2) αποτελεσµατικότητα λύσης των κυττάρων

αποτελεσµατικότητα της επιµόλυνσης. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο για κάθε πείραµα 

επιµόλυνσης χρησιµοποιήθηκαν 5ng phRL-TK,  350ng pGL4.10(προς εξέταση) και 

 plasmid).(Παράδειγµα συγκεντρώσεων πλασµιδίων προς 

νακα 2.2) 

Η διαδικασία ήταν ως εξής: 

∆ιαλυτοποιηση θρεπτικού (χωρίς αντιβιοτικά και FBS) µε την επιθυµητή 

ποσότητα πλασµιδίων και LNA που θα χρησιµοποιηθούν για επιµόλυνση σε 

ελικός όγκος για κάθε πηγάδι 50µl 

∆ιαλυτοποίηση λιποµφεκταµίνης µε DMEM  σε σωληνάκι (2µl

τελικός όγκος 50 µl) και επώαση για 5 λεπτά 

Ανάµειξη των 2 πιο πάνω διαλυµάτων και επώαση για 20 λεπτά

Επιµόλυνση των κυττάρων 100µl ανά πηγάδι. 

πώαση των κυττάρων στους 37˚C σε επωαστήρα CO2 για 48 ώρες.

γίνεται αλλαγή του θρεπτικού µετά από 4-5 ώρες. 

3 : Σχέδιο επιμόλυνσης πλασμιδίων στις υγρές καλλιέργειες HeLa: A1-A3: PBSK

phRL-TK +pGl4.10-Wt 3΄UTR  ,B1-B3: PBSK + phRL-TK +

 +pGL4.10-WΤ-3΄UTR +LNA 15nM, C1-C3: PBSK + phRL-TK 

PBSK + phRL-TK +pGL4.10-WT 3΄UTR +LNA 50nM ,  D1-D3: Κύτταρα χωρίς 

28 

HeLa πρωτόκολλο 

 2000). Το κάθε 

3΄UTR-WT+ LNA N 

προς εξέταση) ,  επιµολύνεται σε 3 πηγάδια.(Βλέπε σχήµα 

Για αποφυγή λάθους και οµοιόµορφης επιµόλυνσης για κάθε περίπτωση 

. Επίσης σε κάθε πηγάδι µαζί µε τα πλασµιδια προς 

phRL-TK, ο οποίος 

ποφεύγουµε διαφορές όπως:1)  

των κυττάρων  και 3) 

αποτελεσµατικότητα της επιµόλυνσης. Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο για κάθε πείραµα 

4.10(προς εξέταση) και 

.(Παράδειγµα συγκεντρώσεων πλασµιδίων προς 

) µε την επιθυµητή 

που θα χρησιµοποιηθούν για επιµόλυνση σε 

l σε κάθε πηγάδι 

Ανάµειξη των 2 πιο πάνω διαλυµάτων και επώαση για 20 λεπτά 

για 48 ώρες. 

 

 

PBSK +  phRL-TK

+pGL4.10-ΜUT-

 +pGL4.10-WΤ= 

3: Κύτταρα χωρίς 
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Πλασµιδιακός φορέας phRL-TK 

O phRL-TK είναι φορέας έκφρασης Renilla. Βλέπε σχήµα 2.4. Μετασχηµατίζεται 

παράλληλα µε το φορέα εξέτασης για τεχνικούς σκοπούς κανονικοποιήσεις. Η 

αντίδραση για το φωτισµό της Renilla έχει διαφορετικό υπόστρωµα από το την 

αντίδραση φωτισµού της Firefly, έτσι η µια δεν επηρεάζει την άλλη. 

 

 

Σχήμα 2.4 : Πλασμιδιακός χάρτης φορέα έκφρασης  Renilla(phRL-TK) . Παρουσιάζονται όλες θέσεις 

περιοριστικής κοπής 
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Plasmids Concentrations(µg/µl) 
DNA per 
well / µg x3.5 µg 

Add in 
the 3.5 

mix in µl 

pBSK 0,337 0,4 1,4 4,154303 

phRL-TK 0,1437 0,05 0,175 1,217815 

pGL4 0,8652 0,35 1,225 1,415858 

3΄UTR-WT pGL4.10 0,27 0,35 1,225 4,537037 

3΄UTR-MUT pGL4.10 1 0,35 1,225 1,225 

 

mix 1 Plasmids (µl) DMEM up to 175(µl) 

pBSK 4,15 168,21 

phRL-TK 1,22   

pGL4.10 1,42   

mix2     

pBSK 4,15 165,09 

phRL-TK 1,22   

3΄UTR WT pGL4.10 4,54   

mix3     

pBSK 4,15 168,40 

phRL-TK 1,22   

3΄UTR MUT pGL4.10 1,23   

mix4     

pBSK 4,15 163,59 

phRL-TK 1,22   

3΄UTR WT pGL4.10 4,54   

LNA 25nM (concentration in 600µl total 
volume) 1,50   

from 10µM stock     

Lipofectamine for one mix (2µl/ well) DMEM up to 175(µl) for one mix How many samples 

7 168                            4,5 

Lipofectamine for 4.5 mixes (24well 
plates) (µl) DMEM for F11 mixes (24well plates) 

31,5 756   

  
Πίνακας 2.2 : Παράδειγμα ποσότητας πλασμιδίων και DMEM σε κάθε mix. Mix 1: Empty. Mix2: WT-3’UTR. 

Mix3: MUT-3’UTR. Mix4: WT-3’UTR LNA25nM 
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Βήµα 2.3 

Dual-Luciferase Reporter Assay  

To Dual-Luciferase Reporter Assay kit περιλαµβάνει 5Χ Passive Lysis Buffer 

(φυλάσσεται στους -4˚C), LARII  Luciferase assay Substrate in Luciferase assay 

Buffer II ( φυλάσσεται στους -80˚C) ,Stop &Glo reagent : 50X Stop & Glo Substrate 

(φυλάσσεται στους -4˚C),  + Stop & Glo Buffer (φυλάγεται στους -4˚C). 

H διαδικασία µέτρησης έκφρασης λουσιφεράσης έχει ως εξής: 

1. Επώαση  LARII και  Stop & Glo Buffer σε θερµοκρασία δωµατίου για να 

ξεπαγώσουν 

2. ∆ιαλυτοποίηση  5Χ Passive Lysis Buffer σε ddH2O για τελική συγκέντρωση 

1ΧPLB 

3. Αφαίρεση θρεπτικού από κύτταρα και ξέπλυµα µε 1ΧPBS-Phosphate Buffered 

Saline pH 7.4 (0.2M phosphate 1.5M NaCl) 

4. Aφαίρεση 1ΧPBS και προσθήκη 1ΧPLB 300µl σε κάθε πηγάδι 

5. Επώαση για  20 λεπτά σε κινούµενο επωαστήρα σε θερµοκρασία δωµατίου 

6. ∆ιαλυτοποιήση 50X Stop & Glo Substrate µε Stop & Glo Buffer για τελική 

συγκέντρωση 1Χ σε γυάλινο σωλήνα µικρής καλλιέργειας  

7. Ρύθµιση του λουσιφερόµετρου Delay: 2s Reading Time:5s 

8. Προσθήκη 60 µl κυττάρων µε 1ΧPLB σε σωληνάκι  

9. Προσθήκη 60 µl LARII στο σωληνάκι 

10. Μέτρηση έκφρασης Photinus pyralis (Firefly)  λουσιφεράσης στο 

λουσιφερόµετρο 

11. Στο ίδιο σωληνάκι γίνεται προσθήκη 60 µl Stop & Glo Substrate  

12. Μέτρηση έκφρασης Renilla reniformis (Renilla)  luciferase  

13. Υπολογισµός λόγου  Renilla  προς  Firefly  

14. Υπολογισµός µέσου όρου µετρήσεων ανά τριπλέττα 

15. Κανονικοποίηση των µετρήσεων ως προς τη µέτρηση του Empty 

16. Σχεδιασµός πινάκων 

 

Όλη η διαδικασία πραγµατοποιείται σε χαµηλό φωτισµό . Το σωληνάκι του  

αντιδραστηρίου LARII  όπως  ο γυάλινος σωλήνας  του αντιδραστηρίου  Stop & Glo 

είναι τυλιγµένα µε αλουµινόχαρτο. 

Για της µετρήσεις χρησιµοποιήθηκε το λουσιφερόµετρο 12 Luminometer (Berthold 

Detection Systems, USA). 
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3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Ι. Κλωνοποιήσεις στο φορέα λουσιφεράσης  

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η in silico πρόβλεψη ότι το c-miR-Ch9 στοχεύει 

το 3΄UTR του γονιδίου CCND2,(Σχήµα 3.1) διεκπερώθηκαν Luciferase assays σε 

ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα HeLa, τα οποία σύµφωνα µε προηγόυµενη έρευνα του 

εργαστήριου µας, εκφράζουν το c-miR-Ch9.[2] Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκαν δύο κατασκευές κλωνοποίησης σε φορείς έκφρασης 

λουσιφεράσης pGL4.10 [luc2]. Στη πρώτη κατασκευή κλωνοποιήθηκε ένα µέρος του 

3΄UTR που περιείχε τη θέση στόχευσης από το c-miR-Ch9 και στη δεύτερη 

κατασκευή κλωνοποιήθηκε το 3΄UTR αφού υπέστη τρεις σηµειακές µεταλλαγές, µέσω 

της τεχνικής  PCR µεταλλαξιγένεσης, στη θέση στόχευσης. Αξίζει να ειπωθεί οτι  δεν 

κλωνοποιήθηκε ολόκληρο το CCND2 3΄UTR λόγο του µεγάλου µεγέθους του που θα 

έκανε αδύνατη την κλωνοποίηση του. Το κοµµάτι προς εξέταση του 3΄UTR που 

επιλέχθηκε είχε µήκος 920bps και κλωνοποιήθηκε  εκατέρωθεν του γονιδίου 

λουσιφεράσης στο φορέα pGL4.10.   

  

 
Σχήμα 3.1: Πιθανό σημείο δέσμευσης του c-miR-Ch9 στο 3΄UTR του CCND2 όπως προβλέυθηκε από το 

Targetprofiler  και από άλλα υπολογιστικά προγράμματα πρόβλεψης 

 

 Σχεδιάστηκαν εκκινητές µε θέσεις περιοριστικής κοπής του ενζύµου XbaI και 

στα δύο άκρα. Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε Reverse transctipt PCR και PCR, από 

RNA extraction των HeLa. Το προϊόν της PCR µετά από ηλεκτροφόρηση είχε το 

αναµενόµενο µήκος 920bps(Σχήµα 3.2.b). 

 Ακολούθως, εφαρµόστηκε η αντίδραση συγκόλλησης άκρων για την ενοποίηση 

του PCR προϊόντος σε Τ-easy φορέα και αφού πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός 

σε δεκτικά κύτταρα, καλλιεργήθηκαν τέσσερις µοναδιαίες αποικίες. Έπειτα µετά απο 

την αποµόνωση των πλασµιδίων, εξακριβώθηκαν οι θετικόι κλώνοι µε πέψη  EcoRI. 

Ένας απο αυτούς στάλθηκε για αλληλούχιση (Βλέπε παράρτηµα 3.1) 
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a.                                                                                      b. 

  

Σχήμα 3. 2.a)  Φωτογραφία marker PstI σε  gel αγαρόζης 1.5%. Υποδεικνύει το μέγεθως της κάθε ζώνης σε bps 

ανάλογα με το ύψος που έχει τρέξει η κάθε ζώνη.b) Μετά από PCR ,3μl pcr product.Αριστερά:Pst1 marker 

Δεξιά: 920bps WT-3΄UTR CCND2. 

Kατα τον πολυµερισµό της Taq πολυµεράσης φαίνεται να προέκυψαν λίγες 

σηµειακές µεταλλαγές µακριά όµως από το σηµείο στόχευσης. Γι’ αυτό το λόγο 

θεωρήθηκαν αµελητέες. Ακολούθως, διεξάχθηκε πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο 

XbaI στο pGEM-WT-3΄UTR  και αφού έγινε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 

1% στη συνέχεια, έγινε εκχύλιση της DNA ζώνης . Το εκχύλισµα ηλεκτροφορήθηκε 

όπου φάνηκε ξεκάθαρα η αναµενόµενη ζώνη (Σχήµα 3.3) 920bps. Μετά, 

πραγµατοποιήθηκε πέψη στο φορέα έκφρασης Firefly pGL4.10 µε το ίδιο περιοριστικό 

ένζυµο XbaI. Ο ανοιχτός φορέας pGL4.10 έχει µήκος 4242bps.(Σχήµα 3.4) 

Αφου έλαβε χώρα η αντίδραση συγκόλλησης άκρων του ανοιχτού φορέα 

pGL4.10 µε το WT-3΄UTR CCND2, αµέσως µετά, διεξήχθει µετασχηµατισµός του 

προϊόντος σε βακτήρια  E.Coli DH10 strain . Οι θετικοί κλώνοι ελέγχθηκαν µε colony-

PCR. Εάν η αποικία προς έλεγχο είναι θετική και µε σωστό προσανατολισµό του 

ενθέµατος, ο εσωτερικός εκκινητής Pluc µαζί µε το P2 εκκινητη δηµιουργούν ένα 

προϊόν PCR στις 1113bps(Σχήµα 3.5). Ένας από τους θετικούς κλώνους στάλθηκε για 

αλληλούχιση όπου διαπιστώθηκε η ορθότητα του.  Για τα αποτελέσµατα της 

αλληλούχισης βλέπε Παράρτηµα 3.1. 
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 3.3           3.4 

                                               
 

         3.5 

 

Σχήμα 3.3 : Φωτογραφία από πήκτωμα αγαρόζης 1% ,μετά από ηλεκτροφόρηση του WT-3΄UTR CCND2, προιόν 

μετα από gel extraction . Αριστερά:Pst1 marker Δεξιά: 920bps WT-3΄UTR CCND2. Σχήμα 3.4: Φωτογραφία μετά 

από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 0.7%  ,προιόν μετά από gel extraction pGL4.10–XbaI Αριστερά:Pst1 

marker Δεξιά: 4242bps pGL4.10 –XbaI Σχήμα 3.5: Φωτοφραφία μετά από ηλετροφόρη των προιόντων της 

colony PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 1.2%. Oι Θετικές αποικίες αυτές που παράγουν προϊόν 1113bps. 

Αριστερά:Pst1 marker. 

 

Προκειµένου να δηµιουργηθούν µεταλλαγές στη θέση στόχο του 3΄UTR (Σχήµα 

3.6) χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της PCR µεταλαξιγένεσης. Τα βήµατα της τεχνικής 

παρουσιάζονται στο σχήµα2.2 (βλέπε υλικά µέθοδοι). Η διαδικασία περιλαµβάνει 

τρεις PCR αντιδράσεις χρησιµοποιώντας το pGL4.10-WT 3΄UTR πλασµίδιο ως µήτρα, 

µε συνθετικούς ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές που περιέχουν την επιθυµητή 

µετάλλαξη και είναι συµπληρωµατικοί προς τη θέση στόχο. Οι δύο εκκινητές που 

σχεδιάστηκαν είναι οι παρακάτω:  

Mutagenesis Left (b): CAGCGAGGGAAATTTTGATCCTTCCCCTCTTT 

Mutagenesis Right(c): ATTTCCCTCGCTGGGGGAACAACTCG 
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Το πρώτο στάδιο της τεχνικής είναι η διεκπεραίωση δύο αντιδράσεων PCR µε 

εκκινητές. (Σχήµα 2.2) 

 1) a + b (a = P1-FORWARD) 410bps  

 2) c + d (d = P2-REVERSE)  

Τα  δύο κοµµάτια που  προκύπτουν  φέρουν τη µεταλλαγή που επιθυµούµε και όπως 

φαίνεται στο σχήµα 3.7,  έχουν µήκος 410bps ΑΒ  και 510bps CD αντίστοιχα. 

 

 

Σχήμα 3.6: Απεικονίζεται η μεταλλαγμένη θέση στόχευσης καθώς και η αλληλεπίδραση που μπορεί να έχει με 

το c-miR-Ch9. 

               

                                              
Σχήμα 3.7: Φωτογραφία μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1.4% των δύο προϊόντων  PCR με 

εκκινητές 1) a+b 2)c+d . Αριστερά:Pst1 marker. Δεξιά: 1)410 bps:AB 2)510 bps:CD 

Στη συνέχεια, έχοντας τα δύο προϊόντα σαν µήτρα, χρησιµοποιήθηκαν οι εξωτερικοί 

εκκινητές a = P1-FORWARD και d = P2-REVERSE όπου διεξάχθηκε PCR µε σκοπό 

την παραγωγή ολόκληρου του κοµµατιού (AD) που θα περιέχει τη µεταλλαγή. Μετά 

το άνοιγµα των αλυσίδων στη φάση της υβριδοποίησης τα δύο προϊόντα 1+2 είναι 

συµπληρωµατικά στη περιοχή της µεταλλαγής. Λόγο του διαφορετικού  Tm µεταξύ 

της περιοχής αυτής και των εξωτερικών  εκκινητων εφαρµόστηκε µια επιπλέον 

αντίδραση επέκτασης εκκινητων και στη συνέχεια, προστέθηκαν οι εξωτερικοί 

εκκινητές(a,d). Το τελικό προϊόν της PCR είναι 920bps όσο δηλαδή και του WT 

3΄UTR όπως απεικονίζεται στο σχήµα 3.8.  Ακολούθως, διεξάχθηκε η αντίδραση 

συγκόλλησης άκρων του προϊόν της PCR µε Τ-easy φορέα. Στη συνέχεια, αφού 

πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός σε δεκτικά κύτταρα, καλλιεργήθηκαν τέσσερις 

µοναδιαίες αποικίες. Έπειτα µετά απο την αποµόνωση των πλασµιδίων, 

εξακριβώθηκαν οι θετικόι κλώνοι µε πέψη  EcoRI. Ένας απο αυτούς στάλθηκε για 

αλληλούχιση. Για τα αποτελέσµατα τις αλληλουχίας βλέπε Παράρτηµα 3.2.  
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Στη συνέχεια, διεξάχθηκαν τα ίδια βήµατα για την υποκλωνοποίηση του 

ενθέµατος στο φορέα pGL4.10 που πραγµατοποιήθηκαν στην πρώτη κατασκευή 

pGL4.10-WT 3΄UTR. Το σχήµα 3.9 δείχνει τους θετικούς κλωνους.  Αφού 

πραγµατοποιήθηκάν και οι δύο υποκλωνοποιήσεις στάλθηκαν για αλληλούχιση. Τα 

αποτελέσµατα ήταν τα ίδια µε τις προηγούµενες αλληλούχισης 

 

                                 

 
Σχήμα 3.8: Φωτογραφία μετά από ηλεκτοφόρηση του pcr προιόντος σε πήκτωμα αγαρόζης 1%.  

Αριστερά:Pst1 marker. Δεξιά: 920 bps MUT-3΄UTR 

    

 

Σχήμα 3.9:Φωτογραφία μετά από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%  των προιόντων της colony pcr. 

Αριστερά:Pst1 marker. Δεξιά: Oι Θετικές αποικίες αυτές που παράγουν προϊόν 1113bps  θετικοί κλώνοι. 

Τελευταίο δείγμα θετικό contol. 

 

. 
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ΙΙ. Μετρήσεις λουσιφεράσης 
 

Στη συνέχεια διεκπερώθηκε µετασχηµατισµός µε τη χρήση λιποµφεκταµίνης των 

παραπάνω κατασκευών σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα HeLa. Η 

αποτελεσµατικότητα του µετασχηµατισµού χρησιµοποιώντας λιποµφεκταµίνη 

µετρήθηκε µε FACS και είναι 30-40%.  

Παράλληλα πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις λουσιφεράσης µετά από 

µετασχηµατισµό δύο διαφορετικών κλωνοποιήσεων που κατασκευάστηκαν από 

προηγούµενη δουλειά. Οι κατασκευές αυτές είχαν γίνει στον ίδιο φορέα λουσιφεράσης 

και αποτελούνται από συγκεκριµένα ολιγονουκλεοτίδια που περιέχουν τη θέση 

στόχευσης τρεις φορές, υπό µορφή τριπλής κασέτας (~150bps). Η πρώτη κατασκευή 

είχε τη θέση στόχευσης σε WT µορφή και  η δεύτερη κατασκευή σε µεταλλαγµένη 

µορφή MUT (ίδιες µεταλλάξεις µε 3΄UTR-MUT). Συγκεντρωτικά οι κατασκευές που 

έγιναν στον πειραµατικό φορέα pGL4.10 ήταν οι ακόλουθες: 

1) 3΄UTR-WT- pGL4.10 (WT-3΄UTR) 

2) 3΄UTR-MUT- pGL4.10 (MUT-3΄UTR)  

3) WT triplet- pGL4.10 (WT) 

4) MUT triplet- pGL4.10 (MUT) 

Επίσης για θετικό contol χρησιµοποιήθηκε anti-c-miR-Ch9-LNA το οποίο 

υβριδοποιείται µε το c-miR-Ch9 και καταστέλλει τη στόχευση του στη θέση στόχο 

(WT και WT-3΄UTR). Οι συγκεντρώσεις anti-c-miR-Ch9-LNA που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν µεταξύ 15nM και 75 nM, για να καταλήξουµε ότι η 

συγκέντωση 25nM είχε την καλύτερη κατασταλτική επίδραση. 

 Επιπρόσθετα, χρησιµοποιήθηκε άδειος φορέας pGL4.10 (EMPTY) για να 

παρατηρηθεί  επίδραση του miRNA επι τοις εκατό. Επίσης για σκοπούς 

κανονικοποίησης  χρησιµοποιήθηκε  ο φορέας phRL-TK  ο οποίος εκφράζει το γονίδιο 

Renilla luciferase. Με την κανονικοποίηση επιτυνχάνεται, η απαλοιφή λαθών όπως, 

διαφορετικός αριθµός κυττάρων σε κάθε πηγάδι, αποτελεσµατικότητας του 

µετασχηµατισµού καθώς και της λύσης των κυττάρων. Εποµένως, καταγράφονταν δύο 

µετρήσεις σε κάθε δείγµα, η πρώτη µέτρηση ήταν η έκφραση του γονιδίου αναφοράς 

(λουσιφεράσης) του πειραµατικού φορέα pGL4.10 και η δεύτερη µέτρηση ήταν η 

έκφραση του γονιδίου Renilla, του φορέα ελέγχου phRL-TK . 

Η επεξεργασία των αποτελεσµάτων ήταν η ακόλουθη: 

1. Καταγραφή µετρήσεων.  

2. Υπολογισµός λόγου δύο µετρήσεων (Firefly measurement / Renilla 

measurements)  

3. Υπολογισµός µέσου όρου των τριών επαναλήψεων του άδειο φορέα (Empty).  

4. Μετατροπή των µετρήσεων σε επι τις εκατόν, διαιρώντας µε την πιο πάνω 

µέτρηση. 

5. Υπολογισµός µέσου της κάθε περίπτωσης. 

6.  Υπολογισµός τυπικού σφάλµατος. Οι τιµές των γραµµών σφάλµατος 

υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας τον  τύπο του τυπικού σφάλµατος της µέσης 
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τιµής και αντιπροσωπεύει την τυπική απόκλιση της κατανοµής των δειγµάτων 

από το µέσο όρο. 

7. Απεικόνηση µετρήσεων σε πίνακα. 

 Η επεξεργασία των µετρήσεων έγινε στο πρόγραµµα Microsoft Excel, όπου 

σχηµατίστηκαν και οι παρακάτω πίνακες αποτελεσµάτων.(σελίδα 39,40,41) 

Αρχικά ελέγχθηκε το σήµα των γονιδίων αναφοράς WT triplet-pGL4.10 (WT) και 

MUT triplet-pGL4.10 (MUT) σε σχέση µε τον άδειο φορέα (Empty).Οι 

µετασχηµατισµοί στα HeLa κύτταρα επαναλήφθηκαν τρεις φορές µε επιτυχία, όπου 

για κάθε συνθήκη προς εξέταση χρησιµοποιήθηκαν τρια δείγµατα-πηγάδια µε 

συγκεκριµένη ποσότητα κυττάρων. Ο µέσος όρος της σχετικής έκφρασης των γονιδίου 

αναφοράς από εννέα δείγµατα των WT, MUT και Empty  παρουσιάζεται στο σχήµα 

3.10.a. Παρατηρείται, µείωση της σχετικής έκφρασης λουσιφεράσης στη WT  µορφή 

της τάξεως 50% σε σχέση µε τον άδειου φορέα. Αντιθέτως, η σχετική έκφραση 

λουσιφεράσης στην  MUT µορφή κυµαίνεται στα ίδια περίπου επίπεδα µε τον  άδειο 

φορέα Empty.  

Προκειµένου να επιβεβαιώσουµε ότι η µείωση έκφρασης του γονιδίου αναφορας 

στη WT triplet-pGL4.10 (WT) οφείλεται στο c-miR-Ch9, ελέχθηκε η σχετική έκφραση 

του γονιδίου αναφοράς στη WT µορφή µετά από προσθήκη c-miR-Ch9 LNA. Ο 

πειραµατικός έλεγχος πραγµατοποιήθηκε µε επιτυχία 2 φορές. Στο σχήµα 3.10.b 

φαίνεται ο µέσος όρος της σχετικής έκφρασης των γονιδίων αναφοράς από έξι 

δείγµατα των WT και WT + anti-c-miR-Ch9 LNA, όπου διακρίνεται µια αύξηση της 

σχετικής έκφρασης του γονιδίου αναφοράς της τάξεως 25%. Για να δούµε αν η 

διαφορά των µετρήσεων που βλέπουµε είναι στατιστικά σηµαντικές χρησιµοποιήθηκε 

η εξίσωση t-test. Πιο συγκεκριµένα το t-test ελέγχει αν η διαφορά, του µέσου όρου 

των µετρήσεων, µεταξύ δύο διαφορετικών καταστάσεων είναι  στατιστικά σηµαντική. 

Άν η τιµή του t-test για τις δύο συνθήκες είναι κάτω από 0.05 τότε η διαφορά τους 

θεωρείται στατιστικά σηµαντική .Η εξίσωση του t-test είναι η εξης: 

 

1: A κατάσταση προς έλεγχο 

2: B κατάσταση προς έλεγχο 

x1,2 = µέσος όρος µετρήσεων  

s1,2 = διακύµανση µετρήσεων 

n1,2 = αριθµός των µετρήσεων        

 

Οι διαφορές των µετρήσεων της WT µορφής µε: α) τη WT + c-miR-Ch9 LNA 25nM 

και β) τη MUT µορφής,  φαίνεται να είναι στατιστικά σηµαντικές.Το t-test  έγινε µε τη 

βοήθεια του προγράµµατος Excel και έδωσε τις εξης τιµές: α)0,0038 και β) 0,0018 
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a.                                                                                        b. 

    
 

Σχήμα 3.10.a)  Relative Luciferase activity μετά από μετασχηματισμό σε HeLa cells με τρία διαφορετικά πλασμίδια. EMP –άδειος 

φορέας pGL4-10, WT –pGL4-10 που περιέχει  τη θέση στόχου για c-miR-Ch9 σε τριπλή μορφή κασέτας, MUT– pGL4-10 τη θέση στόχου 

για c-miR-Ch9 σε μεταλλαγμένη μορφή σε τριπλή μορφή κασέτας  

b) Relative Luciferase activity μετά από μετασχηματισμό σε HeLa cells με WT–pGL4-10 και  WT–pGL4-10 μαζί με LNA του c-miR-Ch9 

25nM. 

Κατόπιν, πραγµατοποιήθηκε µετασχηµατισµός µε τα 3΄UTR-pGL4.10 πλασµίδια οπού 

οι µετασχηµατισµοί στα HeLa κύτταρα επαναλήφθηκαν τρεις φορές µε επιτυχία και 

για κάθε µορφή προς εξέταση χρησιµοποιήθηκαν τρια δείγµατα-wells µε ορισµένη 

ποσότητα κυττάρων. Ο µέσος όρος της σχετικής έκφρασης των γονιδίου αναφοράς 

3΄UTR-WT-pGL4.10 (WT-3΄UTR), 3΄UTR-MUT-pGL4.10 (MUT-3΄UTR) και Empty 

όπου κανονικοποιήθηκαν τα δείγµατα παρουσιάζεται στο σχήµα 3.11.a. Το σήµα του 

γονιδίου αναφοράς, στις συνθήκες  WT-3΄UTR έχει µειωθεί κατά 80%  σε σχέση µε 

τον άδειο φορέα (Empty) 100%. Επίσης, η σχετική έκφραση του γονιδίου αναφοράς 

MUT-3΄UTR αυξήθηκε κατά 26% σε σχέση µε το WT-3΄UTR. Στη συνέχεια ελέχθηκε 

η έκφραση του γονιδίου αναφοράς της WT-3΄UTR µορφής µετά από προσθήκη c-

miR-Ch9 LNA 25nM. Ο πειραµατικός έλεγχος πραγµατοποιήθηκε δύο φορές και στo 

σχήµα 3.11.b φαίνεται ο µέσος όρος της σχετικής έκφρασης των γονιδίων αναφοράς 

WT-3΄UTR και WT-3΄UTR  + anti-c-miR-Ch9 LNA. Η διαφορά έκφρασης της 

λουσιφεράσης µεταξύ του WT-3΄UTR και WT-3΄UTR µετά από την προσθήκη LNA 

25nM, είναι της τάξεως του 5% η οποία δεν είναι στατιστικά σηµαντική σύµφωνα µε 

το t-test (t=0,256968522). Αντιθέτως, η διαφορά µεταξύ του 3΄UTR-WT και του 

3΄UTR-MUT δείχνει να είναι στατιστικά σηµαντική αφού το t-test  έχει τιµή 4E-08.  

Στο σχήµα 3.12 συγκεντρώνονται τα αποτελέσµατα των εννέα δειγµάτων για τον 

έλεγχο της σχετικής έκφρασης των WT triplet-pGL4.10 (WT) και MUT triplet-

pGL4.10 (MUT), µαζί µε τα έξι δείγµατα για τον έλεγχο της σχετικής έκφρασης του 

WT triplet-pGL4.10(WT) µετά από προσθήκη c-miR-Ch9 LNA25nM, 

κανονικοποιηµένες µε τις µετρήσεις του άδειου φορέα (Empty). Φαίνεται, οτι δεν 

επαναφέρεται πλήρως η έκφραση της λουσιφεράσης µετά από προσθήκη LNA  
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a.                                                                                       b. 

  
Σχήμα 3.11.a)Relative Luciferase activity  μετά από μετασχηματισμό σε HeLa cells με τρία διαφορετικά πλασμίδια. EMP –άδειος 

φορέας pGL4-10 , WT–3΄UTR φορέας που περιέχει μία  wild-type περιοχή του 3΄UTR του CCND2 (920bps)που περιέχει πιθανή θέση 

στόχου του c-miR-Ch9, MUT –3΄UTR(920bps) το ίδιο κομμάτι του 3΄UTR  με μεταλλαγμένη τη θέση στόχο για c-miR-9. b)Relative 

Luciferase activity μετά από μετασχηματισμό σε HeLa cells με WT-3΄UTR–pGL4-10  μαζί με LNA του c-miR-Ch9 25nM. 

 

c-miR-Ch9. Έτσι, θεωρήθηκε σηµαντικό να εξετάστεί το ενδεχόµενο το miR-182 να 

στοχεύει το CCND2 και να ανταγωνίζεται τη θέση στόχευσης µε το c-miR-Ch9. Όπως 

αναφέρθηκε προηγουµένως, τα υπολογιστικά προγράµµατα πρόβλεψης στόχου Pictar 

και TargetScan έδειξαν ότι το miR-182 στοχεύει το CCND2 στην ίδια θέση που 

στοχεύει το c-miR-Ch9 . Επίσης, αναφέρθηκε οτι το miR-182 εκφράζεται σε χαµηλά 

επίπεδα στα HeLa κύτταρα µε βάση deep sequencing δεδοµένων. Έτσι 

πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις λουσιφεράσης, µετά απο µετασχηµατισµό των 

πλασµιδίων: α) WT triplet- pGL4.10 (WT) β) WT triplet- pGL4.10 (WT) + miR-182 

LNA25nM, γ) WT triplet- pGL4.10 (WT) + miR-182 LNA25nM + c-miR-Ch9 

LNA25nM σε HeLa κύτταρα. Με αυτές τις περιπτώσεις προς εξέταση µπορούµε να 

διαγνώσουµε αν εν τέλει το miR182 στοχεύει το CCND2 παράλληλα µε το c-miR-

Ch9. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων παρουσίαζονται στο σχήµα 3.13 και έχουν ως 

εξής:α) (WT) µείωση της σχετικής έκφρασης λουσιφεράσης κατα 60% έναντι του 

Empty (100%) β) (WT miR182 LNA25nM) αύξηση κατά 0.04% σε σχέση µε WT και 

γ) (WT mix LNA 25Nm) αύξηση κατά 6% σε σχέση µε WT. Το πείραµα διεξάχθηκε 

µόνο µια φορά και για κάθε συνθήκη προς εξέταση χρησιµοποιήθηκαν τρία δείγµατα-

wells και γι’αυτό τα αποτελέσµατα δε θεωρούνται στατιστικά σηµαντικά. Παρ’όλα 

αυτά είναι ένα πείραµα µε πολύ καλά τυπικά σφάλµατα  που δείχνει ότι είναι αρκετά 

αξιόπιστο για ένα πρώτο έλεγχο. 
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Σχήμα 3.12:Relative Luciferase activity μετά από μετασχηματιμό σε HeLa cells με τρία διαφορετικά πλασμίδια. 

EMP–άδειος φορέας pGL4-10, WT– pGL4-10  που περιέχει  τη θέση στόχου για c-miR-Ch9 σε τριπλή μορφή 

κασέτας, MUT– pGL4-10  που περιέχει τη θέση στόχου για c-miR-Ch9 σε μεταλλαγμένη μορφή σε τριπλή μορφή 

κασέτας.  Ο μετασχηματισμός του φορέα WT–pGL4-10  επαναλήφθηκε παράλληλα με προσθήκη anti-LNA για το 

c-miR-ch9 25nM (WT c-miR-Ch9 LNA 25Nm) 

.  

     

 

  

Σχήμα 3.13: Relative Luciferase activity μετά από μετασχηματισμό σε HeLa cells με δύο διαφορετικά 

πλασμίδια. EMP–άδειος φορέας pGL4-10 , WT– pGL4-10  που περιέχει  τη θέση στόχου για c-miR-Ch9 σε τριπλή 

μορφή κασέτας. Ο μετασχηματισμόs του φορέα WT επαναλήφθηκε παράλληλα με προσθήκη  anti LNA-

miR182 και anti-LNA mix το οποίο είναι μία μίξη και των δύο LNA σε τελική συγκέντρωση 25nM. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Empty WT MUT WT c-miR-Ch9 
LNA25nM

R
e
la
ti
v
e
 L
u
c
if
e
ra
s
e
 a
c
ti
v
it
y

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Empty WT WT miR182 
LNA25nM

WT Mix 
LNA25nM



ΔΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ – ΑΝΝΙΤΑ ΛΟΥΛΟΥΠΗ Α.Μ 1592 

 

42 

 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Τα microRNA έχουν χαρακτηριστεί ως βαρυσήµαντοι ρυθµιστές έκφρασης 

πρωτεϊνών, παίζοντας τεράστιο ρόλο στα αναπτυξιακά στάδια των οργανισµών καθώς 

και στην κανονική λειτουργία τους. Η  εµφάνιση καρκίνου σε πολλές περιπτώσεις 

συνδέεται µε τη µη κανονική τους έκφραση. Τα γονίδια των παραπάνω γνωστών 

miRNA, συναντώνται σε περιοχές γονιδιώµατος που είναι επιρρεπής σε µεταβολές και 

παράλληλα σχετίζονται µε εµφάνιση καρκίνου[5]. Έτσι εδώ και αρκετά χρόνια η 

έρευνα στράφηκε και προς αυτά για την περαιτέρω κατανόηση της λειτουργίας τους 

και για τη σχέση τους µε τον καρκίνο. Έχει αποδειχθεί ότι τα microRNA µπορούν να 

συµπεριφέρονται σαν ογκογονίδια καθώς και σαν ογκοκαταστολείς[1] όπου και οι δύο 

περιπτώσεις οδηγούν στην εµφάνιση καρκίνου. Τα τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί 

υπολογιστικά προγράµµατα πρόβλεψης πιθανών στόχων miRNA, µε σκοπό την 

αποφυγή χρονοβόρων πειραµατικών διαδικασιών καθώς και τη λάθος επιλογή στόχου 

προς εξέταση.  

Στην παρούσα εργασία γίνεται µια αναφορά σε ένα µη δηµοσιευµένο 

υπολογιστικό εργαλείο πρόβλεψης στόχων miRNA, ονοµαζόµενο Targetprofiler το 

οποίο φαίνεται να είναι αρκετά ανταγωνιστικό σε σχέση µε τα γνωστά εργαλεία 

πρόβλεψης Pictar, TargetScan, και DΙΑΝΑΜicroT. Σε προηγούµενη δουλειά είχαν 

βρεθεί τέσσερα καινούρια δυνητικά miRNA και  ως συνέχεια αυτής της δουλειάς 

χρησιµοποιήθηκε το Targetprofiler για την εύρεση πιθανών στόχων ενός από τα 

παραπάνω(c-miR-Ch9). Η γονιδιωµατική περιοχή του c-miR-Ch9 φαίνεται να είναι 

διαγραµµένη σε ποσοστό 44% των ασθενών µε καρκίνο ουροδόχου κύστης[12]. 

Επιπρόσθετα, πρόσφατα δεδοµένα έκφρασης miRNA, από deep sequencing σε 

καρκινικά κύτταρα ουροδόχου κύστης δεν ανιχνεύουν την έκφραση του c-miR-Ch9 

[19]. 

  Ο πιο αξιόπιστος στόχος που είχε ανιχνευθεί από το Targetprofiler καθώς και 

από τα άλλα προγράµµατα ήταν η κυκλίνη D2 η οποία είναι απαραίτητη για τη 

µετάβαση της G1 φάσης  στη S φάσης κατά τον κυτταρικό κύκλο. Στα θηλαστικά η 

απορύθµιση έκφρασης της CCND2 οδηγεί στην αύξηση του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού[20] και όπως φαίνεται ρυθµίζεται από αρκετά miRNA. Πιο 

συγκεκριµένα το let-7a στα καρκινικά κύτταρα του προστάτη εκφράζεται σε µειωµένα 

επίπεδα έναντι των κανονικών και έχει δειχθεί ότι στοχεύει µεταξύ άλλων γονιδίων και 

την κυκλίνη D2[15]. Υπερκφράζοντας το miR-26a σε HepG2 κύτταρα, οι Kota και οι 

συνεργάτες παρατήρησαν ότι τα περισσότερα κύτταρα ήταν σταθεροποιηµένα στη G1 

φάση. Στη συνέχεια µε luciferase assays καθώς και µε πρωτεινική ανάλυση, έδειξαν 

ότι το miR-26a ρυθµίζει την έκφραση του CCND2 [13]. Τέλος  το miR-154 ρυθµίζει 

και αυτό την έκφραση του CCND2, όπως φαίνεται από Western blot ανάλυση για τη 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη, µετά από µετασχηµατισµό του miR-154 σε HepG2 

κύτταρα[14]. Οι τρεις αναφερθέντες περιπτώσεις στόχευσης της κυκλίνης D2 µας 
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οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το CCND2 έχει χαρακτήρα ογκογονιδίου αφού η 

υπερέκφεραση του οδηγεί στην εµφάνιση κυτταρικού πολλαπλασιασµού. 

  Ο πρωταρχικός στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η κλωνοποίηση του 

3΄UTR του γονιδίου CCND2 σε φορέα λουσιφεράσης στην άγριου τύπου µορφή του, 

καθώς και σε µεταλλαγµένη µορφή. Η µεταλλαγή πραγµατοποιήθηκε σε τρία 

νουκλεοτίδια µέσα στη θέση στόχευσης έτσι ώστε η µεταβολή της έκφρασης της 

λουσιφεράσης να οφείλεται στη µη ειδική δέσµευση του miRNA στη συγκεκριµένη 

θέση.  Στη συνέχεια, αφού ήτανε γνωστό ότι το c-miR-Ch9 εκφράζεται σε HeLa 

κύτταρα διεξάχθει µετασχηµατισµός σε αυτά µε τις παραπάνω κλωνοποιήσεις όπου 

και µετρήθηκε η έκφραση λουσιφεράσης µε λουσιφερόµετρο. Επίσης, 

πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις λουσιφεράσης  µε πλασµίδια που είχαν κατασκευαστεί 

από προηγούµενη δουλειά, τα οποία έφεραν τη θέση στόχο σε τριπλή µορφή κασέτας 

σε αγρίου τύπου µορφή, καθώς και σε µεταλλαγµένη. Θα ήταν σηµαντικό να πούµε 

ότι όλα τα πειράµατα που διεξάχθηκαν για τις µέτρησεις λουσιφεράσης 

πραγµατοποιήθηκαν κάτω από όµοιες συνθήκες. 

Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα, όσον αφορά τη WT µορφή τριπλέτας, 

βλέπουµε µία σηµαντική µείωση του σήµατος της λουσιφεράσης και µία αύξηση του 

σήµατος στη MUT µορφή τριπλέτας. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι στη 

συγκεκριµένη θέση του 3΄UTR του CCND2 δεσµεύεται ένα miRNA που πιθανώς να 

είναι το c-miR-Ch9.(Σχήµα 3.10.a). Το σήµα αυτό είχε επαναληφθεί αρκετές φορές για 

να είµαστε σε θέση να το εµπιστευτούµε. Επιπλέον, µε την προσθήκη anti-c-miR-Ch9 

LNA στη WT µορφή τριπλέτας σηµειώθηκε µερική αύξηση του σήµατος. Το σήµα 

αυτό είχε επαναληφθεί δύο φορές, συνεπώς υποθέτουµε ότι το c-miR-Ch9  δεσµεύεται 

σε αυτή τη θέση.(Σχήµα 3.10.b). 

Στην περίπτωση της WT-3΄UTR µορφής τα αποτελέσµατα δείχνουν µείωση του 

σήµατος του γονιδίου αναφοράς, καθώς επίσης και αύξηση του σήµατος στη MUT-

3΄UTR µορφή. Με την προσθήκη anti-c-miR-Ch9 LNA στη WT-3΄UTR µορφή 

παρατηρήθηκε µια µικρή αύξηση του σήµατος του γονιδίου αναφοράς η οποία όµως 

δε θεωρείτε στατιστικά σηµαντική.(Σχήµα 3.11.a,3.11.b). ∆εδοµένης της στατιστικά 

σηµαντικής µερικής επαναφοράς του σήµατος της WT µορφή τριπλέτας µετά απο 

προσθήκη LNA, δε θεωρήθηκε σηµαντικό να ελεγχθεί περαιτέρω η επαναφορά του 

σήµατος µετά απο προσθήκη στη 3΄UTR µορφή.   

 Παρ’όλα αυτά, το σήµα της λουσιφεράσης µετά από προσθήκη anti-c-miR-Ch9 

LNA δεν έφτασε τα επίπεδα του άδειου φορέα (Empty).(Σχήµα 3.12) Το γεγονός αυτό 

µας προέτρεψε να εξετάσουµε το ενδεχόµενο, αν τελικά υπάρχουν και άλλα miRNA 

που στοχεύουν το ίδιο σηµείο που στοχεύει το c-miR-Ch9. Όπως αναφέρθηκε 

προηγουµένως το Targetprofiler βρήκε ότι µόνο το c-miR-Ch9 στοχεύει τη 

συγκεκριµένη θέση στόχο, αντιθέτως το Pictar και το Targetscan ανίχνευσαν ότι 

υπάρχουν ακόµα τρία miRNA που στοχεύουν το ίδιο σηµείο, το miR-96, το miR-182 

και το miR-1127. Ωστόσο, από tilling arrays των HeLa κυττάρων φαίνεται  ότι µόνο το 

miR-182 εκφράζεται σε αυτά και µάλιστα σε πολύ χαµηλά επίπεδα[21]. Για το λόγο 

αυτό θεωρήθηκε σηµαντικό να ελεγχθεί το ενδεχόµενο ανταγωνισµού στόχευσης του 

CCND2 3΄UTR µεταξύ του miR-182 και c-miR-Ch9. Το πείραµα του συγκεκριµένου 

ελέγχου, πραγµατοποιήθηκε µία µόνο φόρα και τα αποτελέσµατα δεν έδειξαν 
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σηµαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς WT-triplet µετά από 

προσθήκη anti miR182 LNA, ούτε µε την προσθήκη και των δύο LNA δεν 

παρουσιάστηκε σηµαντική αύξηση (Σχήµα 3.13). Τα αποτελέσµατα όµως, ενός 

πειράµατος δε θεωρούνται στατιστικά σηµαντικά για να µπορούµε να τα 

εµπιστευτούµε και να διεξάγουµε συµπεράσµατα, πέρα από αυτό όµως µας δίνουν 

ερεθίσµατα για να κάνουµε κάποιες υποθέσεις. 

 Στο σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί ότι σύµφωνα µε deep sequencing δεδοµένα 

σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα ουροδόχου κύστης, το miR-96 και το miR-182 

εκφράζονται σε υψηλά επίπεδα έναντι των κανονικών κυττάρων. Επίσης, στην ίδια 

δηµοσίευση εξετάστηκε η έκφραση του miR-182, µεταξύ άλλων, (σε πενήντα ένα 

ασθενείς) µε Real-Time qPCR όπου τα αποτελέσµατα παρουσίασαν υψηλό 

συσχετισµό µε τα αποτελέσµατα του deep sequencing[19]. Όσον αφορά την έκφραση 

του  CCND2,  σύµφωνα µε ολιγονουκλεοτιδική ανάλυση RNA σε ανθρώπινα 

καρκινικά κύτταρα ουροδόχου κύστης, φαίνεται να είναι αυξηµένη σε σχέση µε 

κανονικά κύτταρα[22]. Με αυτές τις δύο πληροφορίες µπορούµε να πούµε ότι είναι 

αντιφατικό να θεωρούµε ότι το miR-182 ρυθµίζει το CCND2. Για να είναι ορθή η 

πάραπανω υπόθεση, θα έπρεπε, ή το CCND2 ή το miR-182, να έχει µειωµένη έκφραση 

στα καρκινικά κύτταρα ουροδόχου κύστης.  

 Συνοπτικά, τα αποτελέσµατα µας δείχνουν ότι η κυκλίνη D2 είναι στόχος του c-

miR-Ch9, όµως λόγο της µη πλήρης επαναφοράς του γονιδίου αναφοράς µετά την 

προσθήκη anti-c-miR-Ch9 LNA εικάζουµε ότι δεν είναι το µοναδικό miRNA που 

στοχεύει τη συγκεκριµένη θέση στόχο. Η πιθανότητα να στοχεύετε και από το miR-

182 δεν αποκλείεται λόγο του ενός πειράµατος,  έτσι θα ήταν εύλογο να επαναληφθεί  

το ίδιο πείραµα (πίνακας 3.5) ώστε να έχουµε στατιστικά σηµαντικά αποτελέσµατα 

και να διεξαχθούν περαιτέρω συµπεράσµατα. 

Ολοκληρώνοντας, τα αποτελέσµατα έχουν διπλή σηµασία, αφενός 

επιβεβαιώνουν ότι το πρωταρχικό µικρό RNA µόριο που εµφανίστηκε στο northern 

blot [2] είναι πραγµατικό miRNA και αφετέρου ότι το συγκεκριµένο miRNA στοχεύει 

το CCND2. Το CCND2, όπως έχει ειπωθεί και πριν, είναι ένα ογκογονίδιο και λόγο 

αυτού είναι πιθανό το c-miR-Ch9 να έχει χαρακτήρα ογκοκαταστολέα. Θα 

µπορούσαµε να υποθέσουµε ότι οι ασθενείς καρκίνου ουροδόχου κύστης που έχουν 

διαγραµµένη τη γονιδιακή περιοχή που προέρχεται το c-miR-Ch9, παρουσιάζουν 

έντονο κυτταρικό πολλαπλασιασµό, µεταξύ άλλων αιτιών,  λόγο της ανικανότητας 

τους να ρυθµίσουν το CCND2. Υπερέκφραση της κυκλινης D2 οδηγεί στην υπέρµετρη 

µετατροπή των κυττάρων από τη G1 φάση στη S, οδηγώντας στην εµφάνιση 

ανεξέλεγκτου κυτταρικού πολλαπλασιασµού. Αυτή η υπόθεση όµως, χρειάζεται 

περαιτέρω έρευνα για να επιβεβαιωθεί. 

 Προκειµένου να απαντηθούν καίρια ερωτήµατα, πρέπει να γίνει µια σειρά 

πειραµάτων  όπως, να ερευνηθεί βαθύτερα το ενδεχόµενο το CCND2 να στοχεύεται 

από το miR-182. Επίσης, η µελέτη του µεταγραφήµατος CCND2 µε Real-timePCR 

µετά από µετασχηµατισµό anti-c-miR-Ch9 LNA σε Ηela κύτταρα καθώς και η µελέτη  

πρωτεϊνικής µορφής της CCND2 µε την τεχνική western blot θα δώσουν απαντήσεις 

στο ερώτηµα αν το c-miR-Ch9 ρυθµίζει τη µεταγραφή καθώς και τη µετάφραση του 

CCND2. Επιπλέον, ένα northern blot σε RNA extraction από αγρίου τύπου και από 
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καρκινική σειρά ανθρώπινων κυττάρων ουροδόχου κύστης µε σκοπό την ανίχνευση 

του c-miR-Ch9. Με αυτό το πείραµα επιβεβαιώνουµε τις έρευνες των Simoneau et al 

ότι η γονιδιωµατική περιοχή του c-miR-Ch9 είναι διαγραµµένη σε ασθενείς 

ουροδόχου κύστης. Τέλος, αφού πραγµατοποιηθούν τα παράπανω πειράµατα, θα 

πρέπει να ερευνηθεί η επίδραση του c-miR-Ch9 σε ανθρώπινες κυτταρικές σειρές 

ουροδόχου κύστης.  

Με την ολοκλήρωση αυτών των πειραµάτων θα είµαστε απόλυτα σίγουροι ότι το 

c-miR-Ch9 ρυθµίζει την έκφραση της CCND2 και η µη κανονική έκφραση του οδηγεί 

στην εµφάνιση καρκίνου της ουροδόχου κύστης.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3.1: 

 

Η αναµενόµενη αλληλουχία του WT-3΄UTR. Η κίτρινη περιοχή είναι η δυνητική 

θέση στόχευσης του c-miR-9 και µε κόκκινα γράµµατα είναι θέσης περιοριστικού 

ενζύµου XbaI : 

>TCTAGAATGGTGACTGACCCTTGAGCTTAAACAGAAGCAGCAAATGAAAGAACCGGA

CAAATAAGGAAGGGCACAAGCCTACCCGACTCTATTTACAGTCTGTAACTTTCCACTC

TTCCTGTAGTCCCGAGGCCCCTGGGTCCTTCTAGCTTTTCTCTTTCCCATCCTTGGGG

CCTTGTGTGATGATGGGTGTGGGGCTGCCGATGGGAAAGTCGGGGGTTGTTAGGCTTT

TCTGCCTGCTCCTGCTTAAACACAAGAAGGAATCCTGGATTTTGCCCTCTCCTTAGCT

CTTAGTCTCTTTGGTAGGAGTTTTGTTCCAGAGGAGCTCTCCCCCTTGGATTTGAACT

TGCTCTTTTTGTTGTTGTTGTTCTTTCTCTTCTTTTTCTTACCTCCCACTAAAGGGGT

TCCAAATTATCCTGGTCTTTTTCTACCTTGTTGTGTTTCTATCTCGTCTTTACTTCCA

TCTGTTTGTTTTTTTCTCCATCAGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCCTGCCAAATT

TTGATCCTTCCCCTCTTTTGGCCAAATCCTAGGGGGAAGAAATCCTAGTATGCCAAAA

ATATATGCTAAGCATAATTAAACTCCATGCGGGTCCATAACAGCCAAGAAGCCTGCAG

GAGAAAGCCAAGGGCAGTTCCCTCCGCAGAACACCCCATGCGTGCTGAGAGGCGAGCT

CCTTGAAGAAGGGGCTGTTCTTCCAGGAGGCCTTATTTTGAACTGCCTCAGGACCCCA

CTGGAGAGCACAGCATGCCTTACTACTGGGTCATCCTTGGTCTATGTGCTCTGTACTG

GAGGCTCTGTTCTGCCTCTTATCAGCCAGGTCAGGGGCACACATGGCTTAAGTGACAA

AGCCAGAGGAGAAGACAACCCTGACAGCATCACGCTGCATCCCATTGCTAGCAGGATT

CTAGA 

Αποτελέσµατα της αλληλούχισης WT-3΄UTR µε T7 και SP6 εκκινητες. O T7 είναι 

ένας εκκινητής πάνω στο φορέα pGEM λίγο πιο ανοδικά από τη θέση ένθεσης ενώ ο 

SP6 είναι εκκινητής που έχει αντίθετη φορά και υβριδοποιείται στο φορέα εκατέρωθεν 

της ένθεσης: 

>CCND2-3΄UTR-T7 

TCTAGAATGGTGACTGACCCTTGAGCTTWAACAGAAGCGGCAAATGAAAGAACCGGAC

AAATAAGGAAGGGCACAGGCCTACCCGACTCTATTTACAGTCTGTAACTTTCCACTCT

TCCTGTAGTCCCGAGGCCCCTGGGTCCTTCTAGCTTTTCTCTTTCCCATCCTTGGGGC

CTTGTGTGATGATGGGTGTGGGGCTGCCGATGGGAAAGTCGGGGGTTGTTAGGCTTTT

CTGCCTGCTCCTGCTTAAACACAAGAAGGAATCCTGGATTTTGCCCTCTCCTTAGCTC

TTAGTCTCTTTGGTAGGAGTTTTGTTCCAGAGGAGCTCTCCCCCTTGGATTTGAACTT

GCTCTTTTTGTTGTTGTTGTTCTTTCTCTTCTTTTTCTTACCTCCCACTAAAGGGGTT

CCAAATTATCCTGGTCTTTTTCTACCTTGTTGTGTTTCTATCTCGTCTTTACTTCCAT

CTGTTTGTTTTTTTCTCCATCAGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCCTGCCAAATTT

TGATCCTTCCCCTCTTTTGGCCAAATCCTAGGGGGAAGAAATCCTAGTATGCCAAAAA

TATATGCTAAGCATAATTAAACTCCATGCGGGTCCATAACAGCCAAGAAGCCTGCAGG

AGAAAGCCAAGGGCAGTTCCCTCCGCAGAACACCCCATGCGTGCTGAGAGGCGAGCTC

CTTGAAGAAGGGGCTGTTCTTCCAGGAGGCCTTATTTTGAACTGCCTCAGGACCCCAC

TGGAGAGCACAGCATGCCTTACTACTGGGTCATCCTTGGTCTATGTGCTCTGTACTGG

AGGCTCTGTTCTGCCTCTTATCAGCCA 

>CCND2-3΄UTR-SP6 
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TCTAGAATYCTGCTAGCAATGGGATGCAGCGTGATGCTGTCAGGGTTGTCTTCTCCTC

TGGCTTTGTCACTTAAGCCATGTGTGCCCCTGACCTGGCTGATAAGAGGCAGAACAGA

GCCTCCAGTACAGAGCACATAGACCAAGGATGACCCAGTAGTAAGGCATGCTGTGCTC

TCCAGTGGGGTCCTGAGGCAGTTCAAAATAAGGCCTCCTGGAAGAACAGCCCCTTCTT

CAAGGAGCTCGCCTCTCAGCACGCATGGGGTGTTCTGCGGAGGGAACTGCCCTTGGCT

TTCTCCTGCAGGCTTCTTGGCTGTTATGGACCCGCATGGAGTTTAATTATGCTTAGCA

TATATTTTTGGCATACTAGGATTTCTTCCCCCTAGGATTTGGCCAAAAGAGGGGAAGG

ATCAAAATTTGGCAGGCTGGGGGAACAACTCGGCCCCCACTGATGGAGAAAAAAACAA

ACAGATGGAAGTAAAGACGAGATAGAAACACAACAAGGTAGAAAAAGACCAGGATAAT

TTGGAACCCCTTTAGTGGGAGGTAAGAAAAAGAAGAGAAAGAACAACAACAACAAAAA

GAGCAAGTTCAAATCCAAGGGGGAGAGCTCCTCTGGAACAAAACTCCTACCAAAGAGA

CTAAGAGCTAAGGAGAGGGCAAAATCCAGGATTCCTTCTTGTGTTTAAGCAGGAGCAG

GCAGAAAAGCCTAACAACCCCCGACTTTCCCATCGGCAGCCCCACACCCATCATCACA

CAAGGCCCCAAGGATGGGAAAGAGAAAAGCTAGAAGGACCCAGGGGCCTCGGGACTAC

AGGAAGAG 

 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 3.2 

Η αναµενόµενη αλληλουχία MUT-3UTR, όπου η κίτρινη περιοχή είναι ή 

µεταλλαγµένη περιοχή της θέσης στόχευσης. Η πράσινη περιοχή θέτει τα όρια που 

υβριδοποιείτε ο c εκκινητής και η κόκκινη περιοχή εκεί που υβριδοποιείτε ο b 

εκκινητής. (βλέπε υλικά µέθοδοι Σχήµα 2.2) 

>MUT-3UTR expected: 

TCTAGAATGGTGACTGACCCTTGAGCTTAAACAGAAGCAGCAAATGAAAGAACCGGAC

AAATAAGGAAGGGCACAAGCCTACCCGACTCTATTTACAGTCTGTAACTTTCCACTCT

TCCTGTAGTCCCGAGGCCCCTGGGTCCTTCTAGCTTTTCTCTTTCCCATCCTTGGGGC

CTTGTGTGATGATGGGTGTGGGGCTGCCGATGGGAAAGTCGGGGGTTGTTAGGCTTTT

CTGCCTGCTCCTGCTTAAACACAAGAAGGAATCCTGGATTTTGCCCTCTCCTTAGCTC

TTAGTCTCTTTGGTAGGAGTTTTGTTCCAGAGGAGCTCTCCCCCTTGGATTTGAACTT

GCTCTTTTTGTTGTTGTTGTTCTTTCTCTTCTTTTTCTTACCTCCCACTAAAGGGGTT

CCAAATTATCCTGGTCTTTTTCTACCTTGTTGTGTTTCTATCTCGTCTTTACTTCCAT

CTGTTTGTTTTTTTCTCCATCAGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCGAGGGAAATTT

TGATCCTTCCCCTCTTTTGGCCAAATCCTAGGGGGAAGAAATCCTAGTATGCCAAAAA

TATATGCTAAGCATAATTAAACTCCATGCGGGTCCATAACAGCCAAGAAGCCTGCAGG

AGAAAGCCAAGGGCAGTTCCCTCCGCAGAACACCCCATGCGTGCTGAGAGGCGAGCTC

CTTGAAGAAGGGGCTGTTCTTCCAGGAGGCCTTATTTTGAACTGCCTCAGGACCCCAC

TGGAGAGCACAGCATGCCTTACTACTGGGTCATCCTTGGTCTATGTGCTCTGTACTGG

AGGCTCTGTTCTGCCTCTTATCAGCCAGGTCAGGGGCACACATGGCTTAAGTGACAAA

GCCAGAGGAGAAGACAACCCTGACAGCATCACGCTGCATCCCATTGCTAGCAGGATTC

TAGA 

  

 

 

 Αποτελέσµατα της αλληλούχισης MUT-3΄UTR µε T7 και SP6 εκκινητες. Η 

κίτρινη περιοχή είναι η µεταλλαγµένη περιοχή θέσης στόχευσης και η κόκκινη οι 

θέσεις περιοριστικών θέσεων του ενζύµου XbaI : 
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>T7-MUT-3΄UTR : 

GKMWRRSGRMRTSCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTGGTGAC

TGACCCTTGAGCTTAAACAGAAGCGGCAAATGAAAGAACCGGACAAATAAGGAAGGGC

ACAGGCCTACCCGACTCTATTTACAGTCTGTAACTTTCCACTCTTCCTGTAGTCCCGA

GGCCCCTGGGTCCTTCTAGCTTTTCTCTTTCCCATCCTTGGGGCCTTGTGTGATGATG

GGTGTGGGGCTGCCGATAGGAAAGTCGGGGGTTGTTAGGCTTTTCTGCCTGCTCCTGC

TTAGACACAAGAGGGAATCCTGGATTTTGCCCTCTCCTTAGCTCTTAGTCTCTTTGGT

AGGAGTTTTGTTCCAGAGGAGCTCTCCCCCTTGGATTTGAACTTGCTCTTTTTGTTGT

TGTTGTCCTTTCTCTTCTTTTTCTTACCTCCCACTAAAGGGGTTCCAAATTATCCTGG

TCTTTTTCTACCTTGTTGTGTTTCTATCTCGTCTTTACTTCCATCTGTTTGTTTTTTT

CTCCATCAGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCGAGGGAAATATTGATCCTTCCCCTC

TTTTGGCCAAATCCTAGGGGGAAGAAATCCTAGTATGCCAAAAATATATGCTAAGCAT

AATTAAACTCCATGCGGGTCCATAACAGCCAAGAAGCCTGCAGGAGAAAGCCAAGGGC

AGTTCCTTCCGCAGAACACCCCATGCGTGCTGAGAGGCGAGCTCCTTGAAGAAGGGGC

TGTTCTTCCAGGAGGCCTTATTTTGAACTGCCTCAGGACCCCACTGGAGAGCACAGCA

TGCCTTACTACTGGGTCATCCTTGGTCTATGTGCTCTGTACTGGAGGCTCTGTTCTGC

CTCTTATCAGCCAGGTCAGGGGCACACATGGCTTAAGTGACAAAGCCAGAGGAGAAGA

CAACCCTGACAGCATCACGCTGCATCCCATTGCTAGCAGGATTCTAGA 

> SP6-MUT-3΄UTR: 

TCTAGAATCCTGCTAGCAATGGGATGCAGCGTGATGCTGTCAGGGTTGTCTTCTCCTC

TGGCTTTGTCACTTAAGCCATGTGTGCCCCTGACCTGGCTGATAAGAGGCAGAACAGA

GCCTCCAGTACAGAGCACATAGACCAAGGATGACCCAGTAGTAAGGCATGCTGTGCTC

TCCAGTGGGGTCCTGAGGCAGTTCAAAATAAGGCCTCCTGGAAGAACAGCCCCTTCTT

CAAGGAGCTCGCCTCTCAGCACGCATGGGGTGTTCTGCGGAAGGAACTGCCCTTGGCT

TTCTCCTGCAGGCTTCTTGGCTGTTATGGACCCGCATGGAGTTTAATTATGCTTAGCA

TATATTTTTGGCATACTAGGATTTCTTCCCCCTAGGATTTGGCCAAAAGAGGGGAAGG

ATCAATATTTCCCTCGCTGGGGGAACAACTCGGCCCCCACTGATGGAGAAAAAAACAA

ACAGATGGAAGTAAAGACGAGATAGAAACACAACAAGGTAGAAAAAGACCAGGATAAT

TTGGAACCCCTTTAGTGGGAGGTAAGAAAAAGAAGAGAAAGGACAACAACAACAAAAA

GAGCAAGTTCAAATCCAAGGGGGAGAGCTCCTCTGGAACAAAACTCCTACCAAAGAGA

CTAAGAGCTAAGGAGAGGGCAAAATCCAGGATTCCCTCTTGTGTCTAAGCAGGAGCAG

GCAGAAAAGCCTAACAACCCCCGACTTTCCTATCGGCAGCCCCACACCCATCATCACA

CAAGGCCCCAAGGATGGGAAAGAGAAAAGCTAGAAAGGACCCAGGGGCCTCGGGACTA

CAGGAAGAGTGGAAAGTTACAGACTGTAAATAGAGTCGGGTAGGCCTGTGCCCTTCCT

TATTTGTCCGGTTCTTTCATTTGCCGCTTCTGTTTAAGCTCAAGGTCAGTCACCAAAT

CGAATTTCCCGCGCCGCCATGGCGCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCAATCGCCTAATA

GTGAGTCGTATACATCMCTGCGTCGTTACACGTCTGACTGGAAACCTGCCGTACCGAC

TTTATCGCTGCAGCCATTCCATTCGCCAGCCTGCGTAATAGCGAGAAAGC 

 

Η αλληλουχία της θέσης στόχευσης είναι ορθή όπως και οι θέσεις περιορισµού. 

Συνέβησαν µερικές σηµειακές µεταλλαγές, που εµφανίζονται µε πράσινα γράµµατα, οι 

οποίες ήταν οι ίδιες µε το αρχικό πρότυπο WT-3UTR που δεν θεωρήθηκαν σηµαντικές 

αφού δεν εµποδίζουν τη διεκπεραίωση του σκοπού µας. 
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