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Περίληψη 
 

Τα μικρο-RNAs (micro-RNAs – mirs) είναι ριβονουκλεοτίδια 21-24 bp, που προκαλούν μετα-

μεταγραφική σίγηση γονιδίων, η οποία ονομάζεται PTGS (post transcriptional gene silencing) 

στα φυτά και RNAi (RNA interference) στα ζώα. Στους ζωικούς οργανισμούς οι περιοχές 

πρόσδεσής τους (binding sites), στις οποίες προσδένονται με ατελή συμπληρωματικότητα, 

εντοπίζονται στο 3’ UTR των γονιδίων. Τα μικρο-RNAs έχουν συσχετιστεί τα τελευταία χρόνια 

με διάφορες μορφές καρκίνου, ενώ έχει βρεθεί ότι κάποια ογκογονίδια, όπως το RAS, 

ρυθμίζονται από αυτά. Συγκεκριμένα, στην πλειοψηφία των περιπτώσεων Χρόνιας 

Λεμφοκυτταρικής Λευχαιμίας (Chronic Lymphocytic Leukemia-CLL) που οφείλεται σε έλλειψη 

στη χρωμοσωμική περιοχή 13q14, υπάρχει μειωμένη ποσότητα των mir15 και mir16. H 

αναζήτηση των γονιδίων-στόχων των mir15 και mir16, κατά τη διάρκεια πρόσφατων 

πειραμάτων του εργαστηρίου, οδήγησε στην ανακάλυψη μιας σειράς υποψηφίων γονιδίων. 

Κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής μεταπτυχιακού τίτλου ειδίκευσης, τα υποψήφια 

γονίδια-στόχοι υποβλήθηκαν σε ανάλυση με το πρόγραμμα microInspector τόσο για να 

διαπιστωθεί αν αποτελούν in silico στόχους για τα παραπάνω μικρο-RNA όσο και για την 

εύρεση των περιοχών πρόσδεσης των mir15 και mir16 στο 3΄UTR τους. Οι περιοχές 

πρόσδεσης κλωνοποιήθηκαν σε φορέα έκφρασης λουσιφεράσης και πραγματοποιήθηκαν 

πειράματα διαμόλυνσης, από τα αποτελέσματα των οποίων φαίνεται, ότι τουλάχιστον ένα από 

τα γονίδια, το ογκογονίδιο Bcl2, αποτελεί πιθανό στόχο για το mir16, πληροφορία που 

δημοσιεύτηκε πρόσφατα από τους Cimmino και συνεργάτες (Cimmino, A. et al 2005). Η 

εύρεση γονιδίων-στόχων των mir15 και mir16, όπως του Bcl2, είναι σημαντική για την 

περαιτέρω αποσαφήνιση των αιτιών που προκαλούν την CLL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 

Summary 
 

Micro-RNAs are ribonoucleotides of 21-24 bp, which cause gene silencing called PTGS (post 

transcriptional gene silencing) in plants and RNAi (RNA interference) in animals. Their binding 

sites, to which they match imperfectly, are located in the 3’UTR of animal genes. In the past 

few years micro-RNAs have been implicated in some cases of cancer, while oncogenes, like 

RAS, have been found to be regulated by them. In the majority of Chronic Lymphocytic 

Leukemia (CLL) cases caused by a deletion in the chromosomal region 13q14, there is a 

reduction in the quantity of mir15 and mir16. The research for mir15 and mir16 target-genes 

carried out in our lab led to the identification of putative candidate genes. While elaborating this 

Master thesis, the candidate genes were analyzed using the microInspector program both to 

reveal whether they constitute in silico targets of mir15 and mir16 and in order to find the mir15 

and mir16 binding sites in their 3’UTRs. The binding sites were cloned in a luciferase 

expression vector and transfections were carried out. The results point out to at least one 

gene, the oncogene Bcl2, as being a possible mir16 target, which was recently published by 

Cimmino et al 2005. The characterization of mir15 and mir16 target genes, like Bcl2, is highly 

significant in order to resolve the reasons causing CLL.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Εισαγωγή 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



         Μικρο- RNA (micro-RNAs): χαρακτηρισμός και λειτουργία 
 

Ο μηχανισμός της σίγησης (silencing) χρησιμοποιείται για να εμποδίσει την έκφραση 

γονιδίων. Διακρίνεται στη μεταγραφική σίγηση (transcriptional gene silencing – TGS), κατά 

την οποία εμποδίζεται η μεταγραφή κάποιας αλληλουχίας μέσω μιας διαδικασίας που, σε 

κάποιες περιπτώσεις, περιλαμβάνει μικρά παρεμβαλλόμενα RNA (short interfering RNAs-

siRNAs), και στη μετα-μεταγραφική σίγηση (post transcriptional gene silencing - PTGS) στα 

φυτά ή παρεμπόδιση μέσω RNA (RNA interference - RNAi) σε ζωικούς οργανισμούς, όπου 

εμποδίζεται η μετάφραση του μεταγράφου (Almeida, R and Allshire, M.C. 2005, Filipowicz, 

W. et al 2005). H μετα-μεταγραφική σίγηση είναι δυνατόν να συμβαίνει με δύο τρόπους: είτε 

μέσω siRNAs είτε μέσω μικρο-RNA (microRNAs - miRNA). 

Τα μικρο-RNAs είναι μόρια περίπου 22 νουκλεοτιδίων τα οποία δεν περιέχουν κάποια 

κωδικοποιημένη πληροφορία (non-coding), απαντώνται σε όλα τα μετάζωα που έχουν 

μελετηθεί μέχρι στιγμής και προκύπτουν από γονίδια του ίδιου του οργανισμού (Ambros , V. 

2004). Ανάλογα με τον οργανισμό o αριθμός των γονιδίων που κωδικοποιούν μικρο-RNA 

κυμαίνεται περίπου στα 300. Eίναι δυνατόν να είναι πολυκυστρωνικά, να προέρχονται από 

ένα γονίδιο ή να εντοπίζονται στο ιντρόνιο κάποιου άλλου γονιδίου του οργανισμού (Αmbros, 

V. 2004, Χu, P. et al 2004).    

 Στην εικόνα 2α απεικονίζεται η διαδικασία σχηματισμού των μικρο-RNAs στους ζωικούς 

οργανισμούς. Αρχικά προκύπτει ένα πρώιμο μετάγραφο miRNA (primary RNA- pri-miRNA) το 

οποίο μετατρέπεται μέσα στον πυρήνα σε pre-miRNA από ένα ένζυμο τύπου RNAse III, τη 

Drosha (Lee, Y. et al 2003). H Drosha συνεργάζεται με μια πρωτεϊνη που δεσμεύεται σε 

δίκλωνο RNA και η οποία ονομάζεται Pasha στις μύγες και DGCR8 στους ανθρώπους 

(Tomari, Y. and Zamore, P.D. 2005). To pre-miRNA έχει μορφή φουρκέτας-θηλιάς με μέγεθος 

περίπου 70-100 νουκλεοτιδίων που αναδιπλώνεται σε μια δομή με πολλαπλές προεκβολές 

(buldges) και εμφανίζει ατελή συμπληρωματικότητα (mismatch) σε πολλά σημεία. Το pre-

miRNA μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα μέσω της εξπορτίνης 5 (exportin 5) και η μεταφορά 

του εξαρτάται από τη Ran-GTP (Nakahara, K. and Carthew, R.W. 2004), που ανήκει στις 

Ras-GTPάσες και συμμετέχει μεταξύ άλλων στις μεταφορές μορίων μέσα και έξω από την 

πυρηνική μεμβράνη.  

Στο κυτταρόπλασμα μετατρέπεται σε miRNA μεγέθους 21-24 νουκλεοτιδίων από το ένζυμο 

Dicer (Lee, Y. et al 2003). Αρχικά η Dicer δημιουργεί ένα δίκλωνο μόριο, ο ένας κλώνος του 

οποίου αποτελεί το miRNA. Ακολούθως το miRNA ενσωματώνεται σε ένα ριβονουκλεοπρω- 
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                              Εικόνα 1α. Ο μηχανισμός της σίγησης 
 
 

τεϊνικό σύμπλοκο, το miRNP, το οποίο μοιάζει ή είναι ίδιο με το σύμπλοκο RISC, στο οποίο 

ενσωματώνονται τα siRNAs (Hutvagner, G. and Zamore, P.D. 2002). Kύρια συστατικά τoυ 

συμπλόκου RISC είναι οι πρωτεϊνες ARGONAUTE (Meister, G. et al 2004, Sonthheimer, 

E.G. 2005) 

Σε κάποιους οργανισμούς, όπως στον C.elegans και στον άνθρωπο, η ίδια Dicer που 

δημιουργεί τα siRNAs δημιουργεί και τα miRNAs. Στα φυτά και στις μύγες διαφορετικά 

παράλογα (paralogs) της Dicer δημιουργούν τα siRNAs και τα miRNAs (Tomari Y. and 

Zamore P.D. 2005, Lee, Y.S. et al 2004, Xie, Z. et al 2004). Στα φυτά κάποια πυρηνική Dicer 

ενδέχεται να έχει διττό ρόλο δρώντας ως Drosha και Dicer ταυτόχρονα (Finnegan, E.J. et al 

2003, Papp, I. et al 2003)  

Τα μικρο-RNAs δρουν προκειμένου να καταστείλουν τη μεταγραφή. Αυτό πραγματοποιείται 

με το να προσδένονται στο mRNA του υπό καταστολή γονιδίου. Η πρόσδεση είναι δυνατόν 

να συμβαίνει με σχεδόν τέλεια συμπληρωματικότητα, όπως συμβαίνει στα φυτά, με απoτέλε- 

σμα να αποικοδομείται το μετάγραφο mRNA (Τang, G. et al 2003). Στους ζωικούς 

οργανισμούς, ωστόσο το μικρο-RNA δεν προσδένεται με τέλεια συμπληρωματικότητα στο 

mRNA του γονιδίου στόχου, με αποτέλεσμα να δημιουργείται μια προεκβολή που εμποδίζει 

την περαιτέρω μετάφραση του mRNA σε πρωτεϊνη (Wightman, B. et al 1993, Olsen, P.H. and 

Ambros, V. 1999, Reinhart, B.J. et al 2000, Zeng, Y. et al 2002, Brennecke, J. et al 2003). Η 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



αλληλεπίδραση αυτή λαμβάνει χώρα στην 3΄ μη μεταφραζόμενη περιοχή (3΄UTR) του mRNA 

του γονιδίου, στους ζωικούς οργανισμούς, ενώ στα φυτά ενδεχομένως να συμβαίνει και στο 

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης. Ο ακριβής μηχανισμός με τον οποίο εμποδίζεται η μετάφραση 

είναι άγνωστος.   
 

 
 
                               

 

 

                                Ο αναπτυξιακός ρόλος των μικρο-RNA 

 

Τα τελευταία χρόνια υπήρξε αυξημένο ενδιαφέρον για την αποσαφήνιση του ρόλου που 

διαδραματίζουν τα μικρο-RNA. Όπως προκύπτει, είναι σημαντικά για τη ρύθμιση διαφόρων 

λειτουργιών του κυττάρου.  

Στον οργανισμό C. elegans то mir let7 φαίνεται να ρυθμίζει την ανάπτυξή του καθώς τα 

μεταλλάγματα, από τα οποία λείπει το let7, αποτυγχάνουν να περάσουν από το στάδιο της 

προνύμφης (larva) στο στάδιο του ενηλίκου ατόμου (adult) (Reinhart et al 2000). O ρόλος του 

let7 είναι να καταστέλλει μετα-μεταγραφικά το γονίδιο lin-41 (Slack, F.J. et al 2000). Επίσης 

αναπτυξιακό ρόλο κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη έχει το μικρο-RNA lin4, του οποίου στόχοι 

είναι τα γονίδια lin14 (Lee, R.C. et al 1993) και lin28 (Moss, E.G. et al 1997).  

Σημαντικός είναι ο ρόλος των μικρο-RNAs κατά τον προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο. 

Το 2003 οι Brennecke και συνεργάτες ανακάλυψαν ένα γονίδιο στη δροσοφιλα, το bantam, το 

οποίο δεν κωδικοποιούσε καμία πρωτεϊνη αλλά, όπως αποδείχθηκε ακολούθως, ένα μικρο-

RNA του οποίου στόχος ήταν το προ-αποπτωτικό γονίδιο hid (head involution defective) 

(Βrennecke, J. et al 2003). Άλλο μικρο-RNA που φαίνεται να διαδραματίζει σημα-ντικό ρόλο 

στην απόπτωση είναι το mir14, που επίσης ανακαλύφθηκε στη δροσόφιλα από τους Xu και 

συνεργάτες το 2003. Το mir14 καταστέλλει τον κυτταρικό θάνατο, ωστόσο δεν έχει βρεθεί το 

πιθανό γονίδιο ή τα πιθανά γονίδια στόχοι του. Επίσης, απαιτείται για το φυσιολογικό 

μεταβολισμό των λιπών (Xu, P. et al 2003). Ακόμη κατά την ένεση antisense νουκλεοτιδίων 

για τα mir-2 και mir-13 σε έμβρυα δροσόφιλας, που είχε ως αποτέλεσμα την απενεργοποίηση 

της δράσης τους, παρατηρήθηκαν αναπτυξιακές ανωμαλίες (Boutla, A. et al 2003). Ιn silico, 

пιθανоί στόχοι του mir-2 αποτελούν τα προ-αποπτωτικά γονίδια reaper και grim (Stark, A. et 

al 2003).                           
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Εικόνα 2α. Δημιουργία των miRNAs στους ζωϊκούς οργανισμούς. Α. Η μεταφορά τους από τον 
πυρήνα στο κυτταρόπλασμα. Β. Η Drosha στον πυρήνα δημιουργεί ένα δίκλωνο μόριο το οποίο 
αποτελεί υπόστρωμα για την Dicer στο κυτταρόπλασμα. Το μόριο miRNA - miR* ξεδιπλώνεται και το 
miRNA θα ενσωματωθεί στο miRNP (Tomari Y. and Zamore P.D. 2005) 

 
 

Μικρο-RNA και καρκίνος 
 

Εκτός από τις παραπάνω λειτουργίες τα μικρο-RNA φαίνεται να διαδραματίζουν σημαντικό 

ρόλο στον καρκίνο. Προφίλ έκφρασης των μικρο-RNA που σκιαγραφούνται μέσω μικροσυ-

στοιχειών (microarrays) αποδεικνύουν ότι γενικά εμφανίζεται απορύθμιση της έκφρασης των 

μικρο-RNAs σε καρκινικούς ιστούς (Lu, J. et al Nature 2005) και ότι κάθε είδος καρκίνου 

χαρακτηρίζεται από ένα συγκεκριμένο προφίλ έκφρασης μικρο-RNA (Calin, G.A. et al 2004, 

Lu, J. et al Nature 2005). Η παραπάνω ανακάλυψη ενισχύεται από απoτελέσματα 

προγενέστερων ερευνών, που η απορύθμιση κάποιου ή κάποιων μικρο-RNA συνδέεται με 

ένα είδος καρκίνου. 

 Έτσι, παρατηρείται συσσώρευση του mir155 και του BIC RNA στα ανθρώπινα λεμφώματα 

των Β-λεμφοκυττάρων, όπως για παράδειγμα στα παιδιά με λέμφωμα του Burkitt (Metzler, M. 

et al 2004). Το BIC αποτελεί γονίδιο το οποίο δεν κωδικοποιεί κάποια πληροφορία, αλλά το 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



mir155 (Εis, P.S. et al 2005). Kατά την νεοπλασία στο κόλον (colorectal neoplasia) 

παρατηρείται μειωμένη άθροιση κάποιων άλλων μικρο-RNA, των mir143 και mir145 (Michael, 

M.Z. et al 2003). Εκτός αυτού έχει παρατηρηθεί αύξηση της έκφρασης της οικογένειας των 

miRNAs της περιοχής 13q31-13q32 στα κακοήθη λεμφώματα (Ota, A. et al 2004) και 

μειωμένη έκφραση του let7 στον καρκίνο του πνεύμονα (Takamizawa, J. et al 2004). Τέλος, 

ανακαλύφθηκε πολύ πρόσφατα ότι το ογκογονίδιο RAS ρυθμίζεται από μέλη της οικογένειας 

των μικρο-RNAs let-7 (Johnson, S.M. et al 2005). 

 

           

                Ο ρόλος των mir15 και mir16 στη χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία  

 
To 2002 οι G.A. Calin και συνεργάτες ανακάλυψαν ότι στη Xρόνια Λεμφοκυτταρική 

Λευχαιμία (Chronic Lymphocytic Leukemia - CLL), που αποτελεί την πιο συχνή λευχαιμία στο 

δυτικό κόσμο (Dohner, H. et al 2000), η έκφραση των mir15 και mir16 είναι μειωμένη 

(Calin,G.A. et al 2002). H χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία χαρακτηρίζεται από αυξημένη 

συγκέντρωση μονοκλωνικών CD5+ Β-λεμφοκυττάρων, τα οποία συσσωρεύονται στο αίμα, 

στον μυελό των οστών και στα περιφερικά λεμφοειδή όργανα.  

Στο 50% και πάνω των ατόμων που πάσχουν από CLL εμφανίζεται ομόζυγη ή ημίζυγη 

έλλειψη στη χρωμοσωμική περιοχή 13q14, που αποτελεί και την πιο συχνή χρωμοσωμική 

ανωμαλία στα άτομα με CLL. Ελλείψεις στην περιοχή 13q14 εμφανίζονται και σε άλλες 

μορφές καρκίνων, συγκεκριμένα στο 60% των περιπτώσεων του καρκίνου του προστάτη, στο 

50% του λεμφώματος του μανδύα του κυττάρου (mantle cell lymphoma), στο 16-40% του 

πολλαπλού μυελώματος (multiple myelinoma) (Dong, J.T. et al 2001), καταδεικνύοντας αυτόν 

τον χρωμοσωμικό τόπο ως πολύ σημαντικό για τη φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων και 

ως πιθανή κωδική περιοχή ογκογονιδίων. Κατόπιν τούτου αλληλουχήθηκε περίπου 1Μb 

περιοχής και βρέθηκαν διάφορα υποψήφια γονίδια. Ωστόσο κανένα από αυτά δε φαίνεται να 

εμπλέκεται στη δημιουργία CLL (Liu, Y. et al 1997, Bullrich,F. et al 2001, Migliazza, A. et al 

2001, Mabuchi, H. et al 2001, Rondeau, G. et al 2001, Wolf, S. et al 2001, Mertens, D. et al 

2002, Rowntree, C. et al 2002).  

Στην προσπάθειά τους να χαρακτηρίσουν τη μικρότερη περιοχή έλλειψης στο 13q14 που 

ευθύνεται για τη CLL, οι G. A. Calin και συνεργάτες εντόπισαν μέσω γενετικών πειραμάτων 

μια περιοχή 29kb μεταξύ των εξωνίων 2 και 5 του γονιδίου LEU2, το οποίο εντοπίζεται στην 

περιοχή του 1Mb που αναφέρθηκε παραπάνω. Στην περιοχή των 29kb, ωστόσο εντοπίζονται 
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τα γονίδια miR15 και miR16. Με στύπωμα κατά Northern (Northern blot) σε φυσιολογικά και 

σε καρκινικά CD5+ Β-λεμφοκύτταρα από CLL βρέθηκε ότι στα τελευταία τα επίπεδα των mir15 

και mir16 ήταν μειωμένα, πράγμα που τα συνδέει με τη CLL. Βρέθηκε ότι στο 68% των 

ασθενών τα επίπεδα των mir15 και mir16 ήταν σημαντικά μειωμένα σε σχέση με τα υγιή 

άτομα. Εκτός από τα mir15 και mir16 του χρωμοσώματος 13q14 (mir15a, mir16-1) υπάρχει 

ένα ακόμη ζεύγος αυτών των μικρο-RNA στο χρωμόσωμα 3 (mir15b, mir16-2). Μέσω 

πειραμάτων υβριδοποίησης και απώλειας της ετεροζυγωτίας (LOH-loss of heterozygocity) 

αποδείχθηκε ότι η μείωση στα επίπεδα των mir15 και mir16 οφείλεται αποκλειστικά στην 

παραπάνω έλλειψη στον τόπο 13q14. Πιθανόν ο ρόλος των mir15 και mir16 να είναι η 

ρύθμιση της φυσιολογικής λειτουργίας κάποιων γονιδίων στόχων κατά την ανάπτυξη των 

CD5+ Β-λεμφοκυττάρων.  

 

                                                   Πειραματική διαδικασία  

 

Με βάση τo πόσο σημαντικός φαίνεται να είναι ο ρόλος των μικρο-RNA τόσο αναπτυξιακά 

όσο και για τον καρκίνο και με δεδομένο, ότι πλέον αυξάνονται συνεχώς τα in silico 

αποτελέσματα για γονίδια-στόχους των μικρο-RNA και δημιουργούνται νέα υπολογιστικά 

προγράμματα για την πρόβλεψή τους (Lewis, B.P. et al 2003, Enright, A.J. et al 2003, 

Kiriakidou, M. et al 2004, Vella, M.C. et al 2004, John, B. et al 2004, Adai, A. et al 2005, 

Zhang,Y. 2005), είναι αναγκαία η in vitro επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων. Για αυτό, 

περιεχόμενο της παρούσης εργασίας αποτελεί η εύρεση των γονιδίων-στόχων των mir15 και 

mir16.  

Η έρευνα αυτή πραγματοποίηθηκε σε συνεργασία με το εργαστήριο του Witold Filipowicz 

του ινστιτούτου FMI στη Βασιλεία της Ελβετίας. Κάθε εργαστήριο απομόνωσε τα πιθανά 

γονίδια-στόχους χρησιμοποιώντας διαφορετική προσέγγιση. Στο εργαστήριο του Witold 

Filipowicz προτιμήθηκε η χρήση μικροσυστοιχειών της εταιρίας Affymetrix. 

  Στο δικό μας εργαστήριο, προκειμένου να βρεθούν τα πιθανά γονίδια-στόχοι των mir15 και 

mir16 χρησιμοποιήθηκε κανονικοποιημένη βιβλιοθήκη cDNA λεμφοκυττάρων. Τα γονίδια–

στόχοι απομονώθηκαν με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), στην οποία 

χρησιμοποιήθηκαν ως 5΄ εκκινητές αντι-DNA ολιγονουκλεοτίδια  για τα mir15 και mir16 και ως 

3΄ εκκινητές πολυ-Τ ολιγονουκλεοτίδια. Τα προϊόντα της PCR κλωνοποιήθηκαν στον φορέα 

pGEM t-easy και στάλθηκαν για αλληλούχιση. Προκειμένου να αναγνωριστεί σε ποια γονίδια 

ανήκαν οι αλληλουχίες, πραγματοποιήθηκε σάρωση μέσω του προγράμματος BLAST.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων οδήγησε στην κατηγοριοποίηση των πιθανών γονιδιών-

στόχων ανάλογα με το ποιο μικρο-RNA τα ρυθμίζει και με ποια μέθοδο βρέθηκαν. Το 

επόμενο βήμα ήταν να εργαστεί κάθε ομάδα πάνω σε ορισμένα από τα γονίδια αυτά με τελικό 

σκοπό να κλωνοποιηθούν τα 3΄UTR των υποψήφιων γονιδίων σε φορέα έκφρασης 

λουσιφεράσης και να πραγματοποιηθούν πειράματα έκφρασης της λουσιφεράσης σε 

κυτταρική σειρά HeLa. Τα υποψήφια γονίδια-στόχοι που αποτέλεσαν αρχικά αντικείμενο 

έρευνας αυτής της εργασίας περιγράφονται στον πίνακα 1α. και είναι το MYCBP ή ΑΜΥ-1 (c-

myc binding protein), το ZBTB (zinc finger protein), το Ventx2 (VENT-like homeobox 2), η 

αγκυρίνη G (ankyrin G-ankG) και το Rab11-FIP3 (Homo sapiens eferin). Από αυτά, το 

Ventx2 και το Rab11-FIP3, έχουν βρεθεί με τη μέθοδο των μικροσυστοιχειών. Επειτα,  

προστέθηκε στη λίστα των υποψήφιων γονιδίων και το Bcl2, το οποίο βρέθηκε in silico ότι 

ρυθμίζεται από το mir16, χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα microInspector (Rusinov,V. et al 

2005).          

 Οι Bcl-2 είναι πρωτεϊνες που εμπλέκονται στην απόπτωση. Περιέχουν περιοχές που 

ονομάζονται περιοχές ομολογίας Bcl-2 (BH - Bcl-2 homology), τις BH1-4, καθώς και μια 

τρανσμεμβρανική περιοχή (transmembrane domain – TM). H οικογένεια περιλαμβάνει τρεις 

κατηγορίες πρωτεϊνών: τις αντι-αποπτωτικές (Βcl-2, Bcl-XL, Mcl-1), τις προ-αποπτωτικές με 

πολλές λειτουργικές περιοχές (multidomain) (Bax, Bak, Bok) και τις προ-αποπτωτικές που 

περιέχουν μόνο την περιοχή BH3 (Bid, Bim, Bad). Oι πρώτες περιέχουν όλες τις περιοχές 

BH, οι δεύτερες τις περιοχές BH1-3 και οι τελευταίες μόνο την περιοχή BH3 (Hengartner, 

M.O. 2000, Packham, G. and Stevenson, F.K. 2005). Tην περιοχή ΤΜ την περιέχουν όλα τα 

μέλη της οικογένειας με εξαίρεση την πρωτεϊνη Bid (Packham, G. and Stevenson, F.K. 2005).  

Η τρανσμεμβρανική περιοχή χρησιμοποιείται για να δεσμεύονται οι πρωτεϊνες της 

οικογένειας Bcl-2 στην εξωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων. Οι αντι-αποπτωτικες 

ρυθμίζουν την απόπτωση με το να αλληλεπιδρούν με τις προ-αποπτωτικές πρωτεϊνες της 

οικογένειας (Cory, S. et al 2003).  

Η απόπτωση συμβαίνει μέσω δύο μονοπατιών. Το ένα περιλαμβάνει τις πρωτεϊνες της 

οικογένειας Bcl-2 (intrinsic) και το άλλο μεμβρανικούς υποδοχείς (extrinsic), όπως τον 

υποδοχέα Fas (Packham, G. and Stevenson, F.K. 2005). Το μονοπάτι της απόπτωσης μέσω 

των πρωτεϊνών Bcl-2 καταλήγει στην απελευθέρωση κυτοχρώματος C από τα μιτοχόνδρια. 

Το κυτόχρωμα C συνδέεται με την πρωτεϊνη Apaf1 και την κασπάση 9 σχηματίζοντας έτσι το 

αποπτόσωμα (apoptosome) (Hengartner, Μ.Ο. 2000, Packham, G. and Stevenson, F.K. 

2005). Το αποπτόσωμα ενεργοποιεί τις υπόλοιπες κασπάσες και τελικά την κασπάση 3, που 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



συνεπάγεται τελεσίδικα την έναρξη των διαδικασιών της απόπτωσης. Στο άλλο μονοπάτι η 

ενεργοποίηση της κασπάσης 3 φέρεται σε πέρας μέσω της ενεργοποιημένης από τον 

κατάλληλο υποδοχέα κασπάσης 8 (εικόνα 3α).  

To γονίδιο MYCBP, που χαρτογραφείται στην περιοχή 1p32.2-33, παράγει μια πρωτεϊνη 

που ονομάζεται και AMY-1, η οποία προσδένεται μέσω της καρβοξυτελικής περιοχής της 

στην αμινοτελική περιοχή της πρωτεϊνης του ογκογονιδίου c-Μyc (Taira, T. et al 1998). Από 

το γονίδιο παράγονται δύο mRNA , μήκους 0,85 kb και 1,8 kb, τα οποία διαφέρουν ως προς 

τον ιστολογικό τους εντοπισμό. Η ΑΜΥ-1 δεν περιέχει σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS), 

αλλά εντοπίζεται στον πυρήνα, όταν αυξάνεται η ποσότητα της c-MYC κατά τον κυτταρικό 

κύκλο. Θεωρείται ότι ενισχύει τη μεταγραφή μέσω E-box που ρυθμίζεται από τη c-MYC (Taira, 

T. et al 1998).  

To γονίδιο Ventx2 ανήκει στην οικογένεια των ομοιοτικών γονιδίων. Είναι ομόλογο της 

οικογένειας των ομοιωτικών γονιδίων Xvent που απαντώνται στον Χ. laevis, τα οποία είναι 

σημαντικά κατά το σχηματισμό του κοιλιακού (ventral) μεσοδέρματος και της αιμοποιητικής 

ανάπτυξης του εμβρύου (Moretti, P.A. et al 2001). Στην αμινοτελική του περιοχή υπάρχει 

μοτίβο που απαντάται σε πολλούς ομοιοτικούς μεταγραφικούς καταστολείς (Smith ,S.T. and 

Jaynes, J.B. 1996)  

    Η αγκυρίνη G είναι τρανσμεμβρανική πρωτεϊνη και απαντάται στον εγκέφαλο, 

συγκεκριμένα στους κόμβους του Ranvier, καθώς και σε άλλους ιστούς (Kordeli, E. et al 

1995). Στον εγκέφαλο σχετίζεται με τους διαύλους ιόντων και τους καθοδηγεί στα αρχικά 

τμήματα (initial segments) των νευραξόνων και στα εκφυλιζόμενα νεύρα (Kretschmer, T. et al 

2002). 

    H πρωτεϊνη Rab11-FIP3 ανήκει στην ευρύτερη οικογένεια των FIP πρωτεϊνών που 

αλληλεπιδρούν με τις Rab11 GPTασες, ως μετέπειτα (downstream) διαβιβαστές του μηνύ-

ματος. Η αλληλεπίδραση συμβαίνει μέσω μιας περιοχής στο καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεϊνης, την περιοχή πρόσδεσης στην Rba11 (Rab-11 binding domain) (Prekeris,R. et al 

2001). Γνωστός είναι ο ρόλος του συμπλόκου των δύο πάνω πρωτεϊνών κατά την 

κυτταροδιαίρεση, κατά την οποία συμμετέχουν στην μεταφορά ενδοσωμάτων και κατά την 

απόσχιση των θυγατρικών κυττάρων (Wilson, G. M. et al 2005).   

Τέλος, για το γονίδιο ZBTB δεν υπάρχει βιβλιογραφία. Πρόκειται για αλληλουχία η οποία 

έχει καταχωρηθεί στην τράπεζα δεδομένων, αλλά δεν έχει χαρακτηριστεί η λειτουργία της 

πρωτεϊνης.  
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 

                              Εικόνα 3α. Το μονοπάτι της απόπτωσης (Hengartner, Μ.Ο. 2000) 

 

 

 

 
 
 
 
Εικόνα 4α. Οι λειτουργικές περιοχές των 
πρωτεϊνών της οικογένειας Bcl2 (Hengartner, 
Μ.Ο. 2000) 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



Στην παρούσα εργασία περιγράφονται αναλυτικά οι διαδικασίες που ακολουθήθηκαν 

προκειμένου να κλωνοποιηθούν οι περιοχές πρόσδεσης (binding sites) των mir15 και mir16 

που εντοπίζονται στα 3΄UTR των υποψήφιων γονιδίων-στόχων, στον φορέα έκφρασης 

λουσιφεράσης Renilla (Renilla Luciferase) pHRL-TK και τα αποτελέσματα των πειραμάτων 

διαμόλυνσης αυτών των πλασμιδιακών κατασκευών σε κύτταρα ΗeLa.  

 

 

 

 

 
γονίδια-στόχοι των mir15 και mir16 
 

ονομασία γονιδίων 
 

mir15 
  
c-myc binding protein (MYCBP) AMY1 
zinc finger protein  
* VENT-like homeobox 2  VENTX2 
ankyrin 3 - isoform 2 Ankyrin-G 
 
mir15+16 
  
* Homo sapiens eferin  Rab11-FIP3 

                 
 
Πίνακας 1α. Τα υποψήφια γονίδια-στόχοι των mir15 και mir16. Τα γονίδια τονισμένα με          

αστερίσκο έχουν βρεθεί με την μέθοδο των μικροσυστοιχειών.  
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Υλικά και Μέθοδοι 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 

 

Υλικά 
 

Αντιβιοτικό: αμπικιλίνη, αραίωση 1/1000 

Κυτταρική σειρά: HeLa   

Θρεπτικό: DMEM 

Oρός: Fetal Bovine serum, Biochrom  

Αντιβιοτικό για κυτταροκαλλιέργεια: τζενταμυκίνη (gentamycin), αραίωση 1/1000 

 

Κυτταροκαλλιέργεια: Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό DMEM, που περιείχε 10% 

ορό και το αντιβιοτικό τζενταμυκίνη σε αραίωση 1/1000.  

 

 

 

 

                                                       

phRL-TK
4045 bp

Amp r

hRluc

SV40 Poly A late

HSV-TK Promoter

Not I (1979)
Xba I (1972)  

 
 

 
                  

XbaI 
                                                                              ~~~~~~ 
                                                                                      NotI 
                                                                                    ~~~~~~~~~ 
 1901 GACGCTCCAG ATGAAATGGG TAAGTACATC AAGAGCTTCG TGGAGCGCGT GCTGAAGAAC GAGCAGTAAT TCTAGAGCGG CCGCTTCGAG 

CAGACATGAT 
 CTGCGAGGTC TACTTTACCC ATTCATGTAG TTCTCGAAGC ACCTCGCGCA CGACTTCTTG CTCGTCATTA AGATCTCGCC GGCGAAGCTC 

GTCTGTACTA 

 
 
                                             Εικόνα 1β.   О φορέας pHRL-TK της Promega.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 
 

Κωδικοί πρόσβασης (accession numbers): Οι αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν για την 

εύρεση των περιοχών πρόσδεσης των μικρο-RNA στο 3΄UTR των γονιδίων-στόχων 

αναζητήθηκαν στο Pubmed υπό τους κωδικούς πρόσβασης ΝΜ_0123333 για το MYCBP, 

NM_014415 για το ZBTB, NM_014468 για το Ventx2, NM_001149 για το ankG, NM_014700 

για το Rab11-FIP3 και ΝΜ_000633 για το Bcl2.  

 

Ολιγονουκλεοτίδια: Tα ολιγονουκλεοτίδια παραγγέλθηκαν από την Μetabion. Σχεδιάστηκε ένα 

ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων το οποίο περιέχει δύο περιοριστικές αλληλουχίες, GGTGACC  και  

GGTTACC, για το BstΕII. Για κάθε γονίδιο σχεδιάστηκαν 3 ζεύγη ολιγονουκλεοτιδίων: ένα 

ζεύγος που περιέχει την περιοχή πρόσδεσης του μικρο-RNA (wild type-wt), ένα ζεύγος που 

περιέχει μία μεταλλαγή (mut), και ένα ζεύγος όπου το μικρο-RNA προσδένεται με πλήρη 

συμπληρωματικότητα (perfect match-PM). Παραγγέλθηκαν αntisense DNA ολιγονουκλεοτίδια 

για τα mir15a και mir16, τα οποία είναι φωσφοροθειϊκά (phosphorothioates) (εικόνα 3β). Η 

ιδιότητά αυτή τους προσφέρει σταθερότητα έναντι ενδο-και εξωνουκλεασών 2 

συμπεριλαμβανομένου της 3'-5' DNA POL 1 εξωνουκλεάσης, νουκλεασών S1 and P1, RNασών, 

και νουκλεασών του ορού. Επιπλέον αυξάνεται η ικανότητά τους για διέλευση της φωσφορικής 

διπλοστιβάδας. 

   
Ολιγονουκλεοτίδια      Κατεύθυνση 5΄→ 3΄ 
 
 Anti-16            CGCCAATATTTACGTGCTGCTA 
 Anti-15a           CACAAACCATTATGTGCTGCTA             
 BstEII 
 BstEIIa            CTAGAGGTGACCGATCGGTTACCGC 
 BstEIIb            TCCACTGGCTAGCCAATGGCGCCGG 
 
MYCBP 

WtMYCBPa GTGACGGTCCTAGTGCACAATGGCCTTTCTGTGCTGTTTTTCAATTT 
WtMYCBPb GTAACAAATTGAAAAACAGCACAGAAAGGCCATTGTGCACTAGGACC 
MYCBPmut4a GTGACGGTCCTAGTGCACAATGGCCTTTCTGTGCTATTTTTCAATTT 
MYCBPmut4b GTAACAAATTGAAAAATAGCACAGAAAGGCCATTGTGCACTAGGACC 
PMmir15a1 GTGACGGTCCTAGCACAAACCAUUAUGUGCUGCUATTCAATTT 
PMmir15a2 GTAACAAATTGAATAGCAGCACATAATGGTTTGTGCTAGGACC 
 
Βcl2 
wtBcl2a 

 
 
GTGACTGGAATATCCAATCCTGTGCTGCTATCCTGCC 

wtBcl2b 
GTAACTGGCAGGATAGCAGCACAGGATTGGATATTCCA 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 
 
 

Bcl2mut3a GTGACTGGAATATCCAATCCTGTGCTGATATCCTGCC 
Bcl2mut3b GTAACGGCAGGATATCAGCACAGGATTGGATATTCCA 
PMmir16-1 GTGACTGGAATATCGCCAATATTTACGTGCTGCTATCCTGCC 
PMmir16-2 GTAACGGCAGGATAGCAGCACGTAAATATTGGCGATATTCCA 

 
 
 
Μέθοδοι 
 
Μετασχηματισμός βακτηρίων (transformation) 

• Προσθήκη της  μισής ποσότητα της αντίδρασης συγκόλλησης (ligation) στα επιδεκτικά 

κύτταρα 

• 20min στον πάγο. 

• 1,5 min θερμικό σοκ (heat shock) στους 420C 

• 2 min στον πάγο 

• Προσθήκη 900λ θρεπτικού LB 

• Στους 370C για 30 min 

• Κατακρημνίση κυττάρων με γρήγορη φυγοκέντρηση 

• Αφαίρεση το θρεπτικού και προσθήκη 200λ LB 

• Απλώμα  των κυττάρων σε τρυβλίο με το αμπικιλίνη 

• O/N στους 370C  

 

Φωσφορυλίωση και υβριδοποίηση ολιγονουκλεοτιδίων: Τα ολιγονουκλεοτίδια 

φωσφορυλιώθηκαν μέσω αντίδρασης κινάσης. Χρησιμοποιήθηκαν 20pmol από κάθε 

ολιγονουκλεοτίδιο από απόθεμα (working stock) 10pmol/ml, 10x διάλυμα λιγάσης (ligase 

buffer) της Promega και 1λ κινάσης σε τελικό όγκο αντίδρασης 20λ. Επωάστηκαν στους 370C 

για 30 min. Χρησιμοποιήθηκαν 10pmol φωσφορυλιωμένου μονόκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου για 

υβριδοποίηση. H υβριδοποίηση πραγματοποιήθηκε στους 900C για 5 min.  

 

Κλωνοποίηση: Τα ολιγονουκλεοτίδια κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pHRL-BstEII, о οποίος 

προέκυψε έπειτα από μετατροπή του φορέα έκφρασης Renilla luciferase της Promega pHRL-TK 

(εικόνα 1β), με την κλωνοποίηση σε κατεύθυνση 5΄XbaI-3΄ΝotI της κασσέτας για το BstEII. H 

κλωνοποίηση των υπολοίπων ολιγονουκλεοτιδίων πραγματοποιήθηκε με κοπή με το ένζυμο 

BstEII.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 
 
 
 
Αντίδραση σύνδεσης (ligation): Για κάθε αντίδραση σύνδεσης χρησιμοποιήθηκαν 100ng 

φορέα, 10x διάλυμα λιγάσης (ligation buffer) (Promega), 1λ λιγάσης (Promega) και η αντίστοιχη 

ποσότητα φωσφορυλιωμένων, υβριδοποιημένων ολιγονουκλεοτιδίων σε τελικό όγκο αντίδρασης 

10λ. Η αναλογία φορέα:ένθεσης ήταν 1:3. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 3 ώρες.  

 

Μέτρηση φωταύγειας: Μετρήθηκε η φωταύγεια που παράχθηκε από την αντίδραση της 

λουσιφεράσης Renilla με το υπόστρωμά της κοελεντεραζίνη (coelenterazine).Η λουσιφεράση 

Renilla προέρχεται από τον θαλάσσιο οργανισμό Renilla reniformis. Το υπόστρωμά της διαφέρει 

από το υπόστρωμα της λουσιφεράσης του οργανισμού Photinus pyralis (firefly), που είναι η 

λουκιφερίνη (luciferin).Η εκπομπή φωτός είναι στα πλαίσια του ορατού και η μέγιστη εκπομπή 

παρατηρείται στα 475nm.Επίσης η αντίδραση φθίνει πιο αργά από την αντίδραση της Firefly 

luciferase (εικόνα 2β) 

   Η εκπομπή φωτός μετρήθηκε σε ιλουμινόμετρο με όρια μέτρησης μεταξύ 300 και 600nm. Ο 

χρόνος αναμονής προσαρμόστηκε στα 2sec και ο χρόνος μέτρησης στα 10sec.  

   Για τo μάζεμα και τη λύση των κυττάρων και για τη μέτρηση της έκφρασης της Renilla 

luciferase χρησιμοποιήθηκε κιτ της Biotium Inc.(Renilla luciferase assay kit 150 assays). Τα 

παραπάνω πραγματοποιήθηκαν ακολουθώντας το πρωτόκολλο της εταιρίας. 

 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 2β. Η αντίδραση της λουσιφεράσης του θαλάσσιου οργανισμού 
Renilla reniformis. Ως υπόστρωμα χρησιμοποιείται η ουσία κοελεντεραζίνη. 
H μέγιστη εκπομπή φωτός παρατηρείται στα 475nm.  

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 

 

Μέτρηση β-γαλακτοσιδάσης: Η μέτρηση της β-γαλακτοσιδάσης πραγματοποιήθηκε 

προσθέτωντας σε  100λ εκχυλίσματος κυττάρων 150λ ΟΝPG (4μg/ml) και 850λ LacZ buffer. Η 

αντίδραση αφέθηκε στους 370C μέχρι κορεσμού (αλλαγή χρώματος σε κίτρινο). H μέτρηση 

πραγματοποιήθηκε σε φωτόμετρο στα 470nm.   

 

Διαμόλυνση κυττάρων (transfection): Η διαμόλυνση πραγματοποιήθηκε σε κυτταρική σειρά 

HeLa. Χρησιμοποιήθηκαν πιάτα με 12 πηγάδια (12 well plates), ενώ για τη διαμόλυνση τα 

κύτταρα περιείχαν θρεπτικό DMEM, χωρίς ορό και αντιβιοτικό. Πραγματοποιήθηκε 

τιτλοδότηση (titration) των ποσοτήτων των φορέων, για να διαπιστωθεί ποιες είναι οι βέλτιστες 

συγκεντρώσεις τους για το συγκεκριμένο σύστημα έκφρασης. Η ποσότητα τόσο του κενού 

(control) φορέα έκφρασης λουσιφεράσης όσο και με τις ενθέσεις κυμάνθηκε από 50ngr έως 

200ngr ανά πηγάδι  και ανά πηγάδι προστέθηκε ίση ποσότητα φορέα β-γαλακτοσιδάσης.  

     Για τη διαμόλυνση χρησιμοποιήθηκε λιποφεκταμίνη 2000 (lipofectamine 2000) της 

Invitrogen. To DNA προστέθηκε σε 50μl DMEM και επωάστηκε για 15min σε θερμοκρασία 

δωματίου. Η λιποφεκταμίνη προστέθηκε σε 50μl DMEM και επωάστηκε σε θερμοκρασία 

δωματίου για 10min. H ποσότητά της ανά αντίδραση καθορίστηκε σύμφωνα με το πρωτόκολλο 

της εταιρίας. Μετά την επώαση οι αντιδράσεις αναμίχθηκαν (τελικός όγκος 100μl/αντίδραση) 

και αφέθηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 15min. Έπειτα προστέθηκαν στα κύτταρα.  

    Μετά από 2,5 ώρες προστέθηκε στα κύτταρα θρεπτικό DMEM με 10% ορό, χωρίς 

αντιβιοτικό. Επειτα από 48 ώρες, τα κύτταρα αναλύθηκαν για έκφραση λουσιφεράσης και β-

γαλακτοσιδάσης.  

  

 

 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3β. Τα φωσφοροθειϊκά 
ολιγονουκλεοτίδια περιέχουν στη 
θέση ενός ατόμου οξυγόνου του 
φωσφορικού ένα άτομο θείου. Αυτό 
τους προσδίδει μεγάλη σταθερότητα 
έναντι νουκλεασών.    

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



                            

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Αποτελέσματα –Συζήτηση 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



Βιοπληροφορική  και in silico αποτελέσματα 

 

Αρχικός στόχος ήταν η κλωνοποίηση των 3΄ UTR των πιθανών γονιδίων-στόχων στον 

φορέα έκφρασης της λουσιφεράσης Renilla (Renilla luciferase) pHRL-TK της εταιρίας 

Promega. Ωστόσο, επειδή στo 3΄UTR πιθανόν να υπήρχαν αλληλουχίες που ίσως να 

οδηγούσαν σε ρύθμιση των επιπέδων έκφρασης της λουσιφεράσης από άλλους παράγοντες 

(Xie, X. et al 2005), όπως από άλλα μικρο-RNA, προτιμήθηκε να κλωνοποιηθεί αυτούσια 

στον φορέα μόνο η περιοχή πρόσδεσης (binding site) των mir15 ή/και mir16 στο 3΄ UTR του 

εκάστοτε γονιδίου.  

   Έτσι, χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα microInspector, τόσο για να βρεθούν οι περιοχές 

πρόσδεσης των mir15 και mir16 στο 3΄ UTR κάθε γονιδίου που περιγράφεται στον Πίνακα 1α 

της εισαγωγής και στο γονίδιο Bcl2 όσο και για να διερευνηθεί αν υπάρχουν άλλα μικρο-RNA 

τα οποία προσδένονται στο 3΄UTR της λουσιφεράσης του pHRL-TK, που είναι το 3΄ UTR του 

ιού SV40. Από τα αποτελέσματα φάνηκε ότι in silico, κανένα μικρο-RNA δεν προσδένεται με 

τέτοιο τρόπο, ώστε να πληρεί τις προϋποθέσες για να χαρακτηριστεί πιθανός ρυθμιστής. 

Εξάλλου οποιαδήποτε πρόσδεση μικρο-RNA θα συνεπαγόταν τη ρύθμιση των βασικών 

επιπέδων της λουσιφεράσης. Τα αποτελέσματα του προγράμματος microInspector για τα 

υποψήφια γονίδια φαίνονται στην εικόνα 1γ και στον πίνακα 1γ.  

Σύμφωνα με το άρθρο των Brennecke και συνεργατών (Brennecke, J. et al 2005), τα 

νουκλεοτίδια 2-8 του μικρο-RNA σε κατεύθυνση 5΄-3΄ που είναι συμπληρωματικά με την 3΄ 

αλληλουχία του mRNA είναι τα σημαντικότερα για τη ρύθμιση της έκφρασης του γονιδίου. Η 

συμπληρωματικότητα του mRNA με το 3΄ άκρο του μικρο-RNA είναι λιγότερο σημαντική. 

Επίσης η ύπαρξη ζευγών G:U μειώνει την αποτελεσματικότητα της δράσης του μικρο-RNA 

ανάλογα με τον αριθμό των ζευγών.  

Έτσι, φαίνεται, ότι για το Bcl2 τα πρώτα 9 νουκλεοτίδια του 3΄άκρου του είναι πλήρως 

συμπληρωματικά με τα 9 πρώτα νουκλεοτίδια του 5΄άκρου του mir16. Αυτό το καθιστά 

σημαντικό υποψήφιο γονίδιο-στόχο, ιδιαίτερα αν παρατηρήσει κανείς και την υπόλοιπη δομή 

που χαρακτηρίζεται από σχηματισμό θηλιάς και πολύ καλή συμπληρωματικότητα στο 3΄άκρο 

του μικρο-RNA.  

Επίσης, και στην περίπτωση του MYCBP  παρατηρεί κανείς πλήρη συμπληρωματικότητα 

στο 5΄άκρο για τα πρώτα 9 νουκλεοτίδια τόσο για το mir15a όσο και για το mir16. Ωστόσο 

υπάρχει ένα ζεύγος G:U στο 3ο νουκλεοτίδιο που πιθανόν να μειώνει την αποτελεσματικότητα 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



της δράσης των mir15a και mir16, ίσως όχι όμως σε υψηλό βαθμό όπως δείχνουν και οι 

Brennecke και συνεργάτες. Πιθανόν το MYCBP  να ρυθμίζεται από τα δύο μικρο-RNA.  

Επιπλέον συμπληρωματικότητα για τα πρώτα 8 νουκλεοτίδια μεταξύ του mir15 και του 

mRNA του γονιδίου-στόχου παρατηρείται για τo Ventx2, το Rab11-FIP3 και το ZBTB. Στην 

περίπτωση του Ventx2 δεν είναι γνωστό, αν ο σχηματισμός δύο θηλιών εμποδίζει ή ενισχύει 

τη μεταγραφική ρύθμιση από το mir15b, ωστόσο η πολύ καλή συμπληρωματικότητα στο 

5΄άκρο δείχνει ότι πιθανόν το mir15b να αποτελεί ρυθμιστή του γονιδίου. Ακόμη, πιθανόν το 

mir-15a  να αποτελεί ρυθμιστή για το Rab11-FIP3 και το ZBTB 
Αντιθέτως, στην περίπτωση της αγκυρίνης G η συμπληρωματικότητα περιορίζεται μόνο στα 

7 πρώτα νουκλεοτίδια του 5΄άκρου του mir15a. Συνεπώς η ρύθμιση δεν είναι τόσο ισχυρή. 

Ακόμη υπάρχουν δύο ζευγη G:U στο 2ο και στο 7ο νουκλεοτίδιο. Πιθανόν η αγκυρίνη G να 

μην  ρυθμίζεται από το mir15a ή αν ρυθμίζεται η ρύθμιση να μην είναι ισχυρή.  

 
 

Ιn vitro αποτελέσματα 
 

Κλωνοποίηση 

 

Αποφασίστηκε να κλωνοποιηθεί η περιοχή πρόσδεσης των mir15 ή/και mir16 μόνο μια 

φορά στο 3΄UTR του φορέα έκφρασης, προσέγγιση που έχει χρησιμοποιηθεί και από άλλη 

ερευνητική ομάδα (Cheng, A.M. et al 2005). Για να είναι αποτελεσματική η κλωνοποίηση 

ολιγονουκλεοτιδίων ο φορέας pHRL-TK τροποποιήθηκε κατάλληλα. Προστέθηκαν σε αυτόν 

δύο διαφορετικές περιοριστικές αλληλουχίες για το ίδιο ένζυμο, το BstEII, ώστε με κοπή με 

ένα μόνο ένζυμο να δημιουργούνται διαφορετικά άκρα που δεν θα επανασυνδέονται και η 

σύνδεση να προκύπτει μόνο έπειτα από κλωνοποίηση των κατάλληλων ολιγονουκλεοτιδίων 

στον φορέα (Εικόνες 2γ, 3γ και 4γ). 

Η προσθήκη των περιοριστικών αλληλουχιών πραγματοποιήθηκε με την κλωνοποίηση 

κασσέτας 25 βάσεων σε κατεύθυνση 5΄XbaI – 3΄NotI στον φορέα. (Εικόνες 2γ και 3γ). Οι 

περιοριστικές αλληλουχίες για το BstEII είναι οι GGTGACC και GGTTACC. Αρχικά 

αποφασίστηκε να μελετηθεί η αποτελεσματικότητα των πειραμάτων για κάποια από τα 

υποφήφια γονίδια. Έτσι επιλέχθηκαν το Bcl2 και το MYCBP.  
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Εικόνα 1γ. Αποτελέσματα του προγράμματος 

microInspector. Δισδιάστατη εικόνα της δομής που 
προκύπτει από την πρόσδεση των mir15 ή/και mir16 
στην πιθανή περιοχή πρόσδεσης στο 3΄UTR του 
υποψήφιου γονιδίου-στόχου. Α.Bcl2-mir16, B ΜYCBP-
mir15a, Γ.MYCBP-mir16, Δ.Ventx2-mir15b, Ε.ankyrinG-
mir15a, Ζ. Rab11-FIP3- mir15a, Η. ZBTB-mir15a 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



    Αλληλουχία περιοχής                              Αλληλουχία μικρο-RNA                               Moτίβο  

  πρόσδεσης μικρο-RNA 

 
Πινακας 1γ. Οι περιοχές πρόσδεσης των μικρο-RNA στα γονίδια-στόχους, οι 
αλληλουχίες των μικρο-RNA και τα μοτίβα πρόσδεσης  
 
 

 

 

Στον νέο φορέα, τον pHRL-BstEII, αποφασίστηκε για κάθε υπό μελέτη γονίδιο να 

κλωνοποιηθούν 3 κασσέτες. Μία αγρίου τύπου (wild type- wt),που να περιέχει αυτούσια την 

περιοχή πρόσδεσης των mir15 ή/και mir16 στο 3΄UTR του γονιδίου, μία που να περιέχει 

μεταλλαγές της περιοχής πρόσδεσης (mutants- mut) και μία στην οποία το αντίστοιχο μικρο-

RNA να προσδένεται με τέλεια συμπληρωματικότητα (perfect match-PM), λειτουργώντας ως 

siRNA. Οι μεταλλαγές δημιουργήθηκαν λαμβάνοντας υπόψη τη μελέτη των Brennecke και 

συνεργατών (Brennecke, J. et al 2005).  

   Έτσι για τo Bcl2 αποφασίστηκε ότι τo νουκλεοτίδιo που έπρεπε να μεταλλαχθεί ήταν το 3ο 

από το 3΄άκρο της περιοχής πρόσδεσης του μικρο-RNA, ενώ για το MYCBP το 4ο νουκλεοτί- 

διο από το 3΄ άκρο της περιοχής πρόσδεσης του μικρο-RNA. Συγκεκριμένα για το Bcl2 το 3ο 

νουκλεοτίδιο μετατράπηκε από κυτοσίνη σε αδενίνη, ενώ για το MYCBP το 4ο μετράπηκε από 

γουανίνη σε αδενίνη (Πίνακας 2γ). 

Τα ολιγονουκλεοτίδια υβριδοποίηθηκαν και κλωνοποιήθηκαν στον φορέα pHRL-BstEII μετά 

από κοπή του με το ένζυμο BstEII. Τα ολιγονουκλεοτίδια για το Bcl2 και το MYCBP είχαν 

σχεδιαστεί με συγκεκριμένα 5΄-3΄ προεξέχοντα άκρα, ώστε να κλωνοποιηθούν στον φορέα, 

χωρίς να προηγηθεί πέψη τους με το ένζυμο BstEII. Οι κατασκευές αλληλουχήθηκαν και 

επιβεβαιώθηκε ότι τα ολιγονουκλεοτίδια εντέθηκαν σωστά.  

(((((.((((.(((.((((((.&.))))))))).........)))).)))))...,-
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugug
 

ZBTB acatacagcccataactttataatggctgctc 
 

(((((((((......(((((((&..)))))))..)))))))))..(((....))),-
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugug
 

 

((.((((((.....(((((((.&)))))))))))))..))..............., 
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugugAnkG,aatgcagtgtatatacaagaagccatgctgtt 
 

.(((((....((...(((((((&..)))))))...))....))))).........,- 
 

hsa-miR-15b,uagcagcacaucaugguuuacaVentx2,aaacgtcaggtaagaggggaacagctgctgta 
 

(((((((((((.(((((((((.&.))))))))).)))...))))).)))......, hsa-miR-16,uagcagcacguaaauauuggcg 
 

MYCBP tcctagtgcacaatggcctttctgtgctgttt 

 
 
 
 
((((((((.((.(((((((((.&.))))))))).)).)))..)))))........, 
 

 
 
 
 
hsa-miR15a,uagcagcacauaaugguuugug

 
 
MYCBP ,tcctagtgcacaatggcctttctgtgctgttt    

Bcl2 atgaatatggaatatccaatcctgtgctgcta 
 

hsa miR16,uagcagcacguaaauauuggcg  
 

..(((((.....((((((((((&))))))))))..)))))..............

.....)))).)))))...,-

)))))))..(((....))),-

)..))..............., 

(((((.((((.(((.((((((.&.)))))))))....
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugug
 

ZBTB acatacagcccataactttataatggctgctc 
 

(((((((((......(((((((&..)))))))..))
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugug
 

((.((((((.....(((((((.&))))))))))))
 

hsa-miR-15a,uagcagcacauaaugguuugugAnkG aatgcagtgtatatacaagaagccatgctgtt 
 

.(((((....((...(((((((&..)))))))...
 

hsa-miR-15b,uagcagcacaucaugguuuacaVentx2 aaacgtcaggtaagaggggaacagctgctgta 
 

(((((((((((.(((((((((.&.))))))))).))hsa-miR-16,uagcagcacguaaauauuggcg 
 

MYCBP tcctagtgcacaatggcctttctgtgctgttt 

 
 
 
 
((((((((.((.(((((((((.&.))))))))).))
 

 
 
 
 
hsa-miR15a,uagcagcacauaaugguuugug

 
 
MYCBP  tcctagtgcacaatggcctttctgtgctgttt    

))....))))).........,- 

)...))))).)))......, 

.)))..)))))........, 

 
Bcl2 atgaatatggaatatccaatcctgtgctgcta 

 
hsa miR16,uagcagcacguaaauauuggcg

 
..(((((.....((((((((((&))))))))))..)))))..............

Rab11FIP3 ggcaggggccaccacagattaaagctgttact 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



                                                            
                                                                                                  BstEII      BstEII 
                                                                                    ~~~~~~~~    ~~~~~~~~ 
                                                                               XbaI                      NotI 
                                                                              ~~~~~~                    ~~~~~~ 
 1901 GACGCTCCAG ATGAAATGGG TAAGTACATC AAGAGCTTCG TGGAGCGCGT GCTGAAGAAC GAGCAGTAAT TCTAGAGGTG ACCGATCGGT TACCGCGGCC 
 CTGCGAGGTC TACTTTACCC ATTCATGTAG TTCTCGAAGC ACCTCGCGCA CGACTTCTTG CTCGTCATTA AGATCTCCAC TGGCTAGCCA ATGGCGCCGG 
 NotI 
 ~~ 
 2001 GCTTCGAGCA GACATGATAA GATACATTGA TGAGTTTGGA CAAACCACAA CTAGAATGCA GTGAAAAAAA TGCTTTATTT GTGAAATTTG TGATGCTATT 
 CGAAGCTCGT CTGTACTATT CTATGTAACT ACTCAAACCT GTTTGGTGTT GATCTTACGT CACTTTTTTT ACGAAATAAA CACTTTAAAC ACTACGATAA 

                                    
                           Εικόνα 2γ. Ο φορέας pHRL-BstEII που περιέχει τα σημεία κοπής  ΒstEII 

 
 

                                                

 
 

     BstEII                                 
XbaI~~~~~~~ 

                                                                                   ~~~~~~~~     +8nt 
 1901 GACGCTCCAG ATGAAATGGG TAAGTACATC AAGAGCTTCG TGGAGCGCGT GCTGAAGAAC GAGCAGTAAT TTAATTCTAG AGGTGACNNN NNNNNNNNNN 
 CTGCGAGGTC TACTTTACCC ATTCATGTAG TTCTCGAAGC ACCTCGCGCA CGACTTCTTG CTCGTCATTA AATTAAGATC TCCACTGNNN NNNNNNNNNN 
                                    NotI 
 3UTR Binding site   +8nt         ~~~~~~~~ 
 2001 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNGTTACC GCGGCCGCTT CGAGGGCCGC TTCGAGCAGA CATGATAAGA TACATTGATG AGTTTGGACA AACCACAACT 
 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNCAATGG CGCCGGCGAA GCTCCCGGCG AAGCTCGTCT GTACTATTCT ATGTAACTAC TCAAACCTGT TTGGTGTTGA 
                                      ~~~~~~ 

                         BstEII 

Μπλέ χρώμα: η αλληλουχία του ολιγονουκλεοτιδίου 
                           
                         Εικόνα 3γ. Ο φορέας pHRL-BstEII με την ένθεση 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



               Διαμόλυνση κυττάρων (transfection) 

 

Η διαμόλυνση με τις κατασκευές που περιγράφηκαν παραπάνω πραγματοποιήθηκε σε 

κυτταρική σειρά HeLa. Για την κανονικοποιήση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε β-

γαλακτοσιδάση. Οι διαμολύνσεις πραγματοποιήθηκαν μόνο μια φορά, κάτι που αφήνει 

ανοιχτό πεδίο για επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων με επανάληψη των πειραμάτων.  

Τα mir15a και mir16 εκφράζονται στα κύτταρα HeLa σε μέτριες συγκεντρώσεις 

(Baskerville, S. and Bartel, D.P. 2005). Καθώς το σύστημα που μελετήθηκε ήταν καινούργιο, 

δοκιμάστηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις των φορέων έκφρασης λουσιφεράσης, τόσο του 

κενού (control) όσο και αυτών με τις ενθεμένες κασσέτες, χρησιμοποιώντας αρχικά τους 

φορείς για το γονίδιο MYCBP. Οι συγκεντρώσεις των φορέων έκφρασης κατά την πειραματική 

διαδικασία κυμάνθηκαν από 50ngr/πηγάδι εώς 200ngr/πηγάδι με ίσες συγκεντρώσεις του 

φορέα της β-γαλακτοσιδάσης. Αυτό όμως είχε ως αποτέλεσμα σε μικρές ποσότητες β-

γαλακτοσιδάσης να μην υπάρχει επαρκής έκφραση της και να είναι αδύνατον να πραγματο-

ποιηθεί η κανονικοποίηση. Τα αποτελέσματα της εικόνας 5γ αναφέρονται σε συγκέντρωση 

100ngr/πηγάδι για το γονίδιο Bcl2 και 200ngr/πηγάδι για το γονίδιο MYCBP. Σε κάθε 

περίπτωση συνδιαμολύνθηκε ίση ποσότητα φορέα β-γαλακτοσιδάσης.  

Στην εικόνα 5γΑ φαίνεται ότι σε σχέση με τον κενό φορέα (control), η αγρίου τύπου 

κασσέτα (wtMYCBP) για την περιοχή πρόσδεσης του mir15a στο MYCBP προκαλεί μείωση 

της έκφρασης της λουσιφεράσης Renilla κατά 1,5 φορά, η κασσέτα με τη μετάλλαξη 

(MYCBPmut4) προκαλεί μικρή μείωση στην έκφραση της λουσιφεράσης, ενώ η κασσέτα 

πλήρους συμπληρωματικότητας (PM15a) προκαλεί μείωση στην έκφραση της λουσιφεράσης 

κατά 8,5 φορές. Σε σύγκριση με την  κασσέτα wtMYCBP, η κασσέτα MYCBPmut4 αυξάνει τα 

επίπεδα της λουσιφεράσης κατά 1 φορά, ενώ η κασσέτα PM15a τα μειώνει κατά 6 φορές.  

     Στην εικόνα 5γΒ παρατηρεί κανείς, σε σχέση με τον κενό φορέα, ότι η αγρίου τύπου 

κασσέτα (wtBcl2) για την περιοχή πρόσδεσης του mir16 στο Bcl2 μειώνει την έκφραση της 

λουσιφεράσης Renilla κατά 4,6 φορές (folds), η μεταλλαγμένη κασσέτα (Bcl2mut3) κατά 2,5 

φορές και η κασσέτα πλήρους συμπληρωματικότητας (PM16) κατά 9,2 φορές. Σε σχέση με 

την κασσέτα wtBcl2, η κασσέτα Bcl2mut3 αυξάνει την έκφραση της λουσιφεράσης 2 φορές, 

ενώ η κασσέτα PM16 τη μειώνει 2 φορές.  

Και στις δύο περιπτώσεις παρατηρεί κανείς ένα αναμενόμενο μοτίβο, εφόσον κάποιο 

μικρο-RNA ρυθμίζει ένα γονίδιο: η ένθεση της περιοχής πρόσδεσης αγρίου τύπου του μικρο- 

RNA σε κάποιο γονίδιο έκφρασης πρέπει να οδηγεί σε μείωση των επιπέδων έκφρασής του, 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



διότι υπόκειται σε μεταγραφική ρύθμιση από το μικρο-RNA αυτό. Η μεταλλαγή της περιοχής 

πρόσδεσης πρέπει να απορυθμίζει τη μεταγραφική ρύθμιση από το μικρο-RNA, μειώνοντάς 

τη, αφού το μικρο-RNA δεν προσδένεται σωστά στο mRNA. Βέβαια, περιμένει να 

παρατηρήσει κανείς μια σχετική μείωση στην έκφραση της λουσιφεράσης, όχι όμως στο 

επίπεδο της κασσέτας του αγρίου τύπου, ειδικά αν έχει μεταλλαχθεί μόνο ένα νουκλεοτίδιο.  

Όταν υπάρχει κασσέτα όπου το μικρο-RNA προσδένεται σαν siRNA, τότε είναι αναμενόμενο 

να μειωθεί η έκφραση της λουσιφεράσης κάτω από τα επίπεδα έκφρασης της κασσέτας 

αγρίου τύπου. Ακόμη, σε σχέση με την κασσέτα αγρίου τύπου, η μεταλλαγμένη κασσέτα 

πρέπει να αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης της λουσιφεράσης, ενώ η κασσέτα πλήρους 

συμπληρωματικότητας να τα μειώνει ακόμη περισσότερο.   

Είναι αναγκαίο να τονιστεί, ότι στα παραπάνω πειράματα θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί 

μια σταθερή ποσότητα φορέα β-γαλακτοσιδάσης ανά αντίδραση, της τάξης των 500ngr και 

άνω, ώστε να υπάρχει υψηλότερη έκφραση ενζύμου και να διευκολυνθεί η κανονικοποίηση. 

Αυτό θα μπορούσε να γίνει σε επόμενα πειράματα.  

Στα παραπάνω πειράματα δεν χρησιμοποιήθηκαν τα αntisense DNA ολιγονουκλεοτίδια 

για τα mir15a και mir16. Προκειται για μονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια στα οποία ένα άτομο Ο 

της φωσφορικής ομάδας έχει αντικατασταθεί από ένα άτομο S, ώστε να είναι σταθερά και να 

μην αποικοδομούνται από νουκλεάσες (βλέπε υλικά και μέθοδοι, εικόνα 3β). H χρήση αυτών 

των ολιγονουκλεοτιδίων θα είχε ως αποτέλεσμα την απορρόφηση (out-titration) των mir15a 

και mir16, εμποδίζοντας τη δράση τους. Είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθεί διαμόλυνση 

που θα περιλαμβάνει και αυτά, ώστε να διαπιστωθεί πλήρως αν οι διαφορές στην έκφραση 

της λουσιφεράσης οφείλονται αποκλειστικά στο mir15a και στο mir16. Αφού 

χρησιμοποιήθηκαν και κασσέτες στις οποίες τα πάνω μικρο-RNA προσδένονται τέλεια, είναι 

δυνατόν να υποθέσει κανείς ότι οι μεταβολές στην έκφραση της λουσιφεράσης οφείλονται σε 

αυτά. Όμως, δεδομένου ότι στα κύτταρα HeLa εκφράζονται πολλά μικρο-RNA, δεν είναι 

δυνατόν να γνωρίζει κανείς με βεβαιότητα, αν τα αποτελέσματα των πειραμάτων οφείλονται 

αποκλειστικά στα mir15a και mir16.  

Στην περίπτωση του γονιδίου MYCBP, παρόλο που παρατηρεί κανείς τα παραπάνω, οι 

διαφορές στην έκφραση λουσιφεράσης, με εξαίρεση την κασσέτα PM15a, δεν είναι 

σημαντικές για ένα τέτοιο πείραμα. Θα ήταν δυνατόν να υποθέσει κανείς, ότι το γονίδιο δεν 

ρυθμίζεται από το mir15a. Βέβαια, το γεγονός ότι η κασσέτα PM15a προκαλεί σημαντική 

μείωση, τόσο σε σχέση με τον κενό φορέα όσο και με την κασσέτα wtMYCBP, δεν είναι 

αμελητέο. Δεδομένου ότι η ποσότητα του συγκεκριμένου μικρο-RNA είναι μέτρια στα κύτταρα

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



 
           Σημεία κοπής Bste II στον φορέα

G/ G T G A C  C ....... G/ G T T  A C  C 
 C  C A C T G/ G ......  C  C A A  T G /G  

  
Άκρα BsteII   

5’ G                          G T T A C C   3’  
C C A C T G                         G   

 
Άκρα ένθεσης 

G G T G A C ....... G T T A C C 
C C A C T G  ....   C A A T G  G   

 

Εικόνα 4γ. Ο μηχανισμός κλωνοποί- 
ησης στον φορέα pHRL-BstEII. Η κοπή 
με το ένζυμο BstEII δημιουργεί άκρα 
τα οποία δεν επανασυνδέονται. Η 
σύνδεση πραγματοποιείται μόνο με 
την ένθεση των κατάλληλων ολιγο- 
νουκλεοτιδών. 

 

 
 

 
 Γονίδιο     Συνθετικές κασσέτες 

 
MYCBP      περιοχή πρόσδεσης mir15 

WtMYCBP    tgcacaatggcctttctgtgctgttt 
MYCBPmut4  tgcacaatggcctttctgtgctattt 
PMmir15a      cacaaaccauuaugugcugcua 

 
Βcl2       περιοχή πρόσδεσης mir16 
wtBcl2         ccaatcctgtgctgcta 
Bcl2mut3       ccaatcctgtgctgata 

    PMmir16       cgccaatatttacgtgctgcta 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             
            Πίνακας 2γ. Οι περιοχές πρόσδεσης των mir15a και mir16 στις συνθετικές 
                κασσέτες για τα γονίδια MYCBP και Bcl2. Υπογραμμισμένες και με 
                μπλέ χρώμα φαίνονται οι μεταλλαγές. 
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HeLa, θα έπρεπε να επαναληφθεί το πείραμα με μικρότερη ποσότητα φορέα λουσιφεράσης. 

Υπάρχει το ενδεχόμενο η μικρή ποσότητα του μικρο-RNA σε σχέση με την πιθανόν περισσή 

ποσότητα λουσιφεράσης να μην είναι δυνατόν να μειώσει ικανοποιητικά την έκφραση της. 

Άρα, πρέπει να προσφερθεί μικρότερη ποσότητα στόχου (λουσιφεράσης) για το μικρο-RNA  

Τελευταία έχει βρεθεί ότι η πρωτεϊνη Ε2F1, η οποία δρα έπειτα από το c-Myc (downstream) 

στο μονοπάτι ενεργοποίησης του, ρυθμίζεται από κάποια μικρο-RNAs (miR-17-5p και miR-

20a) τα οποία κωδικοποιούνται σε μια οικογένεια (cluster) που ρυθμίζεται μεταγραφικά από 

το ίδιο το c-Myc (O’ Donnel, K.A. et al 2005). Δεν αποκλείεται λοιπόν, και άλλες πρωτεϊνες 

που συνεργάζονται με τη c-Myc, όπως η MYCBP, να ρυθμίζονται μεταγραφικά από μικρο-

RNA.  

 Για το γονίδιο Bcl2 φαίνεται να υπάρχει ρύθμιση από το mir16. H μείωση των επιπέδων της 

λουσιφεράσης κατά 4,6 φορές ως προς τον κενό φορέα λόγω της κασσέτας wtBcl2 είναι 

αρκετά σημαντική. Επίσης, με την κασσέτα Bcl2mut3 παρατηρείται μείωση των επιπέδων 

λουσιφεράσης, σε μικρότερο βαθμό όμως από ότι με την κασσέτα wtBcl2 και παράλληλα η  

κασσέτα PM16 μειώνει σε μεγάλο βαθμό την έκφραση λουσιφεράσης, κάτω από τα επίπεδα 

της wtBcl2. Το γεγονός ότι, σε σχέση με την κασσέτα wtBcl2, η κασσέτα Bcl2mut3 αυξάνει τα 

επίπεδα της λουσιφεράσης, ενώ η PM16 τα μειώνει ενισχύει ακόμη περισσότερο την 

πιθανότητα να ρυθμίζεται το Bcl2 από το mir16, αν και οι διαφορές στην έκφραση δεν είναι 

αρκετά υψηλές για να το υποθέσει κανείς με σιγουριά.   

Το ότι το Bcl2 ρυθμίζεται από το mir16, αλλά και από το mir15a, αποδεικνύεται από μια 

πολύ πρόσφατη δημοσίευση των Cimmino και συνεργατών (Cimmino, A. et al 2005). 

Συγκεκριμένα, παρατήρησαν ότι υπήρχε αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ της ποσότητας της 

Bcl2 και των mir15a και mir16 σε ασθενείς με CLL. Ακόμη, είχαν παρατηρήσει ότι υπήρχε 

πλήρης συμπληρωματικότητα μεταξύ των 9 πρώτων νουκλεοτιδίων του 5΄ άκρου των mir16 

και mir15 με τα νουκλεοτίδια 3287-3279 του 3΄UTR του Βcl2 , κάτι το οποίο προέκυψε και 

από τη χρήση του microInspector (βλέπε, εικόνα 1γ και πίνακας 1γ ). 

Έχοντας τα παραπάνω ως δεδομένα, προχώρησαν στην κλωνοποίηση τόσο των γονιδίων 

των mir15a και mir16, όσο και στην κλωνοποίηση 546 bp από το 3΄UTR του Bcl2, που 

περιέχει την περιοχή πρόσδεσης των μικρο-RNA αυτών. Με τις κατασκευές για τα mir15a και 

mir16 διαμολύνθηκαν κύτταρα της σειράς MEG-01, τα οποία παρουσιάζουν υψηλή έκφραση 

Bcl2 και καθόλου έκφραση των mir15a και mir16. Παρατηρήθηκε ότι μειώθηκαν τα επίπεδα 

της Bcl2 κατά 7%.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



Προκειμένου να αποδειχθεί ότι τα mir15a και mir16 δρουν απευθείας στην Bcl2 και όχι μέσω 

ενδιάμεσων στόχων, η κατασκεύη για το Bcl2 με αυτούσιο το 3΄UTR  καθώς και μεταλλαγές 

της περιοχής πρόσδεσης από όπου έλειπαν τα πρώτα 9 και τα πρώτα 5 συμπληρωματικά 

νουκλεοτίδια, συνδιαμολύνθηκε με τις κατασκευές για τα mir15a και mir16 στα παραπάνω 

κύτταρα. Παρατηρήθηκε μείωση στην έκφραση της λουσιφεράσης στην πρώτη περίπτωση, 

ενώ οι μεταλλαγές δε μείωσαν σημαντικά την έκφραση της λουσιφεράσης. Τέλος, με πείραμα 

ΤUNEL στην κυτταρική σειρά MEG-01 αποδείχθηκε, ότι με την καταστολή της Bcl2 από τα 

mir15a και mir16 επάγεται απόπτωση. 

 Tα αποτελέσματα των Cimmino και συνεργατών είναι πολύ σημαντικά καθώς η αποτυχία 

ανταπόκρισης των κύτταρων στην απόπτωση αποτελεί χαρακτηριστικό πολλών καρκίνων 

(Packham, G. and Stevenson, F.K. 2005). H CLL θεωρείται μια ασθένεια που χαρακτηρίζεται 

από αποτυχημένη απόπτωση (Caligaris-Cappio, F. et al 1999, Jewell, A.P. 2002) και η 

απώλεια της απόπτωσης θεωρείται σημαντικό στοιχείο της απορύθμισης της φυσιολογικής 

ομοιόστασης των B-λεμφοκυττάρων σε όλα τα στάδια της ασθένειας. 

 Η αποτυχία απόπτωσης στην περίπτωση των λεμφωμάτων οφείλεται σε πολλές 

περιπτώσεις στην υπερέκφραση της Bcl-2 λόγω μετάθεσης του ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσής της στις ρυθμιστικές περιοχές των ανοσοσφαιρινών, συγκεκριμένα των ενισχυτών 

της βαριάς αλυσίδας Ιg (Cory, S. et al 2003, Kirkin, V. et al 2004). Η μετάθεση αυτή 

t(14:18)(q32;q21) απαντάται στην πλειοψηφία των περιπτώσεων των θηλακοειδών (follicular) 

λεμφωμάτων που οφείλονται σε Β-λεμφοκύτταρα, δεν αντιπροσωπεύει όμως το σύνολο των 

περιπτώσεων CLL.  

 

                                                       Μελλοντικές προοπτικές 

 

 To γεγονός, ότι ακόμη ένα ογκογονίδιο, μαζί με το Ras (άμεσα) και το c-MYC (έμμεσα), 

αποδεικνύεται ότι ρυθμίζεται από μικρο-RNAs, αποτελεί σημαντικό στοιχείο, προκειμένου να 

συνδεθούν πλέον τα δεδομένα για την απορύθμιση της έκφρασης των ογκογονιδίων με τα 

μικρο-RNA. Ειδικά για την περίπτωση του Bcl2 η συσχέτισή του με τα mir15a και mir16 

ολοκληρώνει την εικόνα σχετικά με μια από τις αιτίες για τη δημιουργία CLL. Προφανώς, η 

έλλειψη στο χρωμόσωμα 13q14 που συνεπάγεται την έλλειψη των mir15a και mir16 οδηγεί 

σε υπερέκφραση του Bcl2 με επακόλουθο την αποτυχία της απόπτωσης στα B-λεμφοκύτταρα 

και τη δημιουργία CLL.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
 



Συνεπώς, τα μικρο-RNA αποδεικνύνται σημαντικοί παράγοντες που η έλλειψη τους 

ενδεχομένως να οδηγεί σε δημιουργία καρκίνων. Με δεδομένο, ότι ένα μικρο-RNA πιθανόν να 

έχει αρκετά γονίδια-στόχους σε ένα κύτταρο, η έλλειψη του ενδέχεται να απορυθμίζει κάποιες 

λειτουργίες του κυττάρου. Όταν οι στόχοι αυτοί είναι ογκογονίδια, τότε το κύτταρο 

αποτυγχάνει να λειτουργήσει φυσιολογικά και μετατρέπεται σε καρκινικό.  

Θα ήταν ενδιαφέρων να ερευνηθεί πια επιπλέον γονίδια αποτελούν στόχους των mir15a και 

mir16. Σε ότι αφορά στην παρούσα εργασία, η πειραματική διαδικασία που περιγράφηκε 

παραπάνω πρέπει να ακολουθηθεί και για τα υπόλοιπα υποψήφια γονίδια, προκειμένου να 

βρεθούν και άλλοι στόχοι.  

  Εφόσον, λοιπόν, αποδεικνύεται ότι ένας από τους λόγους σχηματισμού CLL είναι και η 

έλλειψη μικρο-RNA, η έρευνα θα μπορούσε να οδηγηθεί στην κατεύθυνση του να διαπιστωθεί 

πόσο καθοριστική είναι τελικά η έλλειψη των mir15 και mir16 για το σχηματισμό CLL. To 

γεγονός, ότι υπάρχει ακόμη ένα ζεύγος αυτών των μικρο-RNA στο 3ο χρωμόσωμα θα 

συνεπαγόταν, ίσως, την μερική αντιστάθμιση της έλλειψης, κάτι το οποίο όμως μέχρι στιγμής 

δε φαίνεται να συμβαίνει.  

Τα πιθανά πειράματα θα μπορούσαν να περιλαμβάνουν την υπερέκφραση των mir15 και 

mir16 σε καρκινικά Β- λεμφοκύτταρα, ώστε να παρατηρηθεί αν είναι ικανά να επαναφέρουν το 

φαινότυπο στον προηγούμενο φυσιολογικό. Αν αυτό είναι δυνατόν, τότε θα πρέπει να 

σχεδιαστούν και in vivo πειράματα, ώστε να διαπιστωθεί, αν η υπερέκφρασή τους είναι 

δυνατόν να μειώσει τον καρκινικό φαινότυπο.  Εφόσον προκύψουν τέτοια δεδομένα, τότε θα 

έπρεπε να μελετηθεί πως θα ήταν δυνατόν να χρησιμοποιηθούν τα mir15 και mir16 στο 

σχεδιασμό φαρμάκων κατά της CLL.   

Εν κατακλείδι, παρόλο που η θεραπεία ασθενειών, όπως ο καρκίνος, ακόμη δεν είναι 

πλήρως εφικτή, με τα πρόσφατα δεδομένα που εμπλέκουν τα μικρο-RNA στον καρκίνο 

ανοίγουν νέοι ορίζοντες στην έρευνα, προκειμένου να ερευνηθεί περαιτέρω το μοριακό 

υπόβαθρο που δημιουργεί τους καρκίνους και να ανακαλυφθούν αποτελεσματικότερες 

θεραπείες. 
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