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Ζ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Μνξηαθήο Βηνινγίαο-

Χξίκαλζεο RNA ηνπ Ηλζηηηνχηνπ Βηνινγηθψλ Δξεπλψλ θαη Βηνηερλνινγίαο 

(Η.Β.Δ.Β.) ηνπ Δζληθνχ Ηδξχκαηνο Δξεπλψλ (ΔΗΔ), θαηά ην ρξνληθφ δηάζηεκα 2006-

2009. Ζ ρξεκαηνδφηεζε έγηλε απφ ην Πξφγξακκα Δλίζρπζεο Δξεπλεηηθνχ 

Γπλακηθνχ (ΠΔΝΔΓ 2003-θσδηθφο έξγνπ: 03ΔΓ264) ηνπ Τπνπξγείνπ Αλάπηπμεο. Σν 

έξγν ζπγρξεκαηνδνηείηαη θαηά: 75% ηεο Γεκφζηαο Γαπάλεο απφ ηελ Δπξσπατθή 

Έλσζε-Δπξσπατθφ Κνηλσληθφ Σακείν, 25% ηεο Γεκφζηαο Γαπάλεο απφ ην Διιεληθφ 

Γεκφζην-Τπνπξγείν Αλάπηπμεο-Γεληθή Γξακκαηεία Έξεπλαο θαη Σερλνινγίαο θαη 

απφ ηνλ Ηδησηηθφ Σνκέα ζην πιαίζην ηνπ Μέηξνπ 8.3 ηνπ Δ.Π. Αληαγσληζηηθφηεηα-Γ΄ 

Κνηλσληθφ Πιαίζν ηήξημεο 
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ΠΡΟΛΟΓΟ 
 

Ζ παξνχζα δηδαθηνξηθή δηαηξηβή εθπνλήζεθε ζην Δξγαζηήξην Μνξηαθήο 

Βηνινγίαο-Χξίκαλζεο RNA ηνπ Ηλζηηηνχηνπ Βηνινγηθψλ Δξεπλψλ θαη 

Βηνηερλνινγίαο (Η.Β.Δ.Β.) ηνπ Δζληθνχ Ηδξχκαηνο Δξεπλψλ (ΔΗΔ) ππφ ηελ επίβιεςε 

ηεο Δξεπλήηξηαο Α΄ Γξ. Απνζηνιία Γθηάιε. Υξεκαηνδνηήζεθε απφ ην Πξφγξακκα 

Δλίζρπζεο Δξεπλεηηθνχ Γπλακηθνχ (ΠΔΝΔΓ 2003) ηνπ Τπνπξγείνπ Αλάπηπμεο. Οη 

άλζξσπνη νη νπνίνη ζπλεηζέθεξαλ έκπξαθηα ζηελ νινθιήξσζε ηεο Γηαηξηβήο απηήο 

θαη βνήζεζαλ ζηελ φιε δηαδηθαζία εθκάζεζεο είλαη αξθεηνί. Πξνεμέρνπζα ζέζε 

αλάκεζα ζε απηνχο θαηέρεη ε Γξ. Απνζηνιία Γθηάιε. Σελ επραξηζηψ ζεξκά πνπ κνπ 

έδσζε ηελ επθαηξία λα ζπλεξγαζηψ καδί ηεο ζην Δζληθφ Ίδξπκα Δξεπλψλ θαη θπξίσο 

γηα ηελ εκπηζηνζχλε πνπ έδεημε ζην πξφζσπφ κνπ κε ην λα κε επηιέμεη γηα ηελ 

εθπιήξσζε ηνπ εξεπλεηηθνχ πξνγξάκκαηνο αλ θαη πξνεξρφκελνο απφ έλα 

δηαθνξεηηθφ θιάδν Δπηζηήκεο. Ζ επηζηεκνληθή θαζνδήγεζε πνπ κνπ πξνζέθεξε 

είλαη πνιχηηκε θαη παξφιε ηε  δηαθνξά ηνπ ραξαθηήξα καο ε ππνκνλή, ε επηκνλή θαη 

ε άκεζε ππνζηήξημή πνπ επέδεημε ζε φιε ηε δηάξθεηα ηεο ζπλεξγαζίαο καο, κε 

ελζάξξπλε θαη κε δηακφξθσζε ζε απηά ηα πξψηα εξεπλεηηθά βήκαηα. Απνηέιεζε γηα 

κέλα πξφηππν αθέξαηνπ ραξαθηήξα θαη αλζξψπνπ ν νπνίνο επέδξαζε ζηε βειηίσζε 

ηνπ ραξαθηήξα κνπ. Δπίζεο ε ζπκβνιή ηεο Γξ. Μεξφπε Παηξηλνχ-Γεσξγνχια, 

Δξεπλήηξηα Β΄ ζην εξγαζηήξην Μνξηαθήο Βηνινγίαο-Χξίκαλζεο RNA, μεπέξαζε 

θαηά πνιχ ηελ απιή ζπκβνπιεπηηθή δηαδηθαζία θαη ππήξμε άκεζε βνήζεηα γηα ηελ 

νινθιήξσζε ηεο παξνχζαο εξγαζίαο. Σελ επραξηζηψ εθ βάζνπο θαξδηάο γηα φηη κνπ 

πξνζέθεξε απηά ηα ρξφληα ζε φια ηα επίπεδα.  

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ φια ηα κέιε ηεο επηακεινχο εμεηαζηηθήο 

επηηξνπήο πνπ δέρζεθαλ λα ζπκκεηάζρνπλ σο θξηηέο ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο. 

Ηδηαίηεξα επραξηζηψ ηα κέιε ηεο ηξηκεινχο ζπκβνπιεπηηθήο επηηξνπήο, Καζεγεηή θ. 

Θεφδσξν Φψηζε θαη Δπίθνπξν Καζεγεηή άββα Υξηζηνθνξίδε γηα ηηο πνιχηηκεο 

ηδέεο θαη ζπκβνπιέο ηνπο γηα ηελ εθπφλεζε ηεο εξγαζίαο απηήο. Δπραξηζηψ, επίζεο 

ηνλ Γξ. Υξήζην Βαιαβάλε, Ηαηξφ Παζνινγναλαηφκν, γηα ηελ άςνγε ζπλεξγαζία ηνπ 

ζηα πιαίζηα ηνπ ΠΔΝΔΓ.  

Γηα ην επράξηζην θαη θηιηθφ θιίκα εξγαζίαο πνπ κνπ πξνζέθεξαλ, ζα ήζεια 

λα επραξηζηήζσ ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Μνξηαθήο Βηνινγίαο ηνπ ΗΒΔΒ. Ζ 

πνιχρξνλε εκπεηξία ηεο Σερληθνχ θ. Ρνχια Σζνχλε θαη ε κεηξηθή παξνπζία ηεο ζην 

εξγαζηήξην, ήηαλ πνιχηηκε θαζ‟ φιε ηε δηάξθεηα ηεο παξακνλήο κνπ. Δπραξηζηψ 
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επίζεο ηελ Βαζηιηθή Γάλνπ, Δηδηθφ Σερληθφ Δπηζηήκνλα γηα ηε βνήζεηά ηεο, φπσο θαη 

φια ηα κέιε ηνπ ΗΒΔΒ, ζπλαδέιθνπο Τπνςήθηνπο Γηδάθηνξεο, Δξεπλεηέο φισλ ησλ 

βαζκίδσλ θαη Σερληθφ πξνζσπηθφ. Δπραξηζηψ επίζεο πνιχ ηνλ Dr. Michael Leichter 

θαη ηε Dr. Marija Marko γηα ηε βνήζεηα ηνπο θαη ηηο ζπκβνπιέο ηνπο ζηα πξψηα 

ρξφληα ζην εξγαζηήξην. Ηδηαίηεξα ζέισ λα επραξηζηήζσ ηελ Αγγειηθή Κνξχιινπ θαη 

ηε Υξηζηίλα Παπαδνπνχινπ γηα ηηο αγσλίεο πνπ κνηξαζηήθακε ζηνλ εξεπλεηηθφ 

πάγθν, ηηο μερσξηζηέο ζηηγκέο πνπ κνηξαζηήθακε φια απηά ηα ρξφληα, εληφο θαη εθηφο 

εξγαζηεξίνπ θαη ηε θηιία πνπ αλαπηχμακε. 

Ζ ζπλέρηζε ηεο αλαδήηεζεο ηεο γλψζεο δε ζα ήηαλ δπλαηή ρσξίο ηελ 

ακέξηζηε ζηήξημε θαη ζπκπαξάζηαζε ησλ γνλέσλ κνπ ηνπο νπνίνπο επγλσκνλψ, 

φπσο θαη ηελ αδειθή κνπ, Δπξπδίθε, πνπ κε ηελ αγάπε ηεο θαη ηελ εζηθή θαη φρη 

κφλν ππνζηήξημε ζηάζεθε δίπια κνπ θαη κε παξφηξπλε φια απηά ηα ρξφληα. Έλα 

κεγάιν επραξηζηψ ζε φινπο ηνπο θίινπο, δηθνχο κνπ αλζξψπνπο, πνπ βηψζαλε καδί 

κε κέλα απηή ηε δηαδηθαζία, απφ ηελ αξρή κέρξη ην ηέινο. Υσξίο απηνχο δε ζα είρα 

πξνρσξήζεη ζηε δσή. Ηδηαίηεξα ζηνλ θίιν θαη ζπλάδειθν Αξηζηείδε Σζνπειάθν ηνπ 

νπνίνπ ε ζπκβνιή δε κπνξεί λα θαηαγξαθεί ζε ιίγεο γξακκέο. Σέινο, επραξηζηψ θαη 

φινπο φζνπο απηά ηα ρξφληα κε ηνλ έλα ή ηνλ άιιν ηξφπν επεξέαζαλ ηε δσή κνπ 

δηακνξθψλνληαο ην ραξαθηήξα κνπ θαη βνεζψληαο κε ζην λα κάζσ λα παιεχσ θαη λα 

αληαπεμέξρνκαη ηηο φπνηεο δπζθνιίεο. 
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A. Ειςαγωγή 

Α1. Καξθίλνο ηνπ πλεύκνλα 
 

Α1.1 Δπηδεκηνινγία θαη αίηηα ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεύκνλα 

 

Ο θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα απνηειεί παγθνζκίσο κηα απφ ηηο θχξηεο αηηίεο 

ζαλάηνπ. χκθσλα κε εθηηκήζεηο ηνπ Παγθφζκηνπ Οξγαληζκνχ Τγείαο (WHO) γηα 

ηελ Διιάδα θαηά ην έηνο 2002, πεξίπνπ ην 1/4 ησλ ζπλνιηθψλ ζαλάησλ απφ θαξθίλν 

θαη πεξίπνπ ην 1/17 (5,5%) ησλ ζπλνιηθψλ ζαλάησλ (ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 

αηπρεκάησλ) νθείινληαλ ζε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (βξφγρσλ θαη ηξαρείαο) [1]. Γηα 

ηελ Δπξσπατθή Έλσζε ην 2004, ν θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα ήηαλ ε δεχηεξε  πην θνηλή 

κνξθή εκθάληζεο θαξθίλνπ ζηνπο άληξεο (17,6% ησλ λέσλ πεξηζηαηηθψλ) θαη ε 

πξψηε αηηία ζαλάηνπ απφ θαξθίλν (27,3% ησλ ζαλάησλ απφ θαξθίλν), ελψ ζηηο 

γπλαίθεο ε ηέηαξηε πην ζπρλή κνξθή λέσλ θαξθίλσλ (6,5% ησλ λέσλ πεξηζηαηηθψλ 

θαξθίλνπ) θαη ε ηξίηε αηηία ζαλάηνπ απφ θαξθίλν (11%) [2]. ηελ Δπξψπε, φπνπ ηηο 

ηειεπηαίεο δεθαεηίεο παξαηεξείηαη κηα ζπλερήο αχμεζε ζηα πνζνζηά ζαλάησλ απφ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζην γπλαηθείν πιεζπζκφ, ηα ηειεπηαία ρξφληα ζεκεηψζεθε κηα 

ζηαδηαθή ππνρψξεζε ηνπ ξπζκνχ αχμεζεο [3]. ηελ Διιάδα παξαηεξείηαη κείσζε 

ησλ ζαλάησλ απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζηνλ αληξηθφ πιεζπζκφ ηα ηειεπηαία ρξφληα 

θαη ακειεηέα κείσζε ζην γπλαηθείν πιεζπζκφ (ζηηο ειηθίεο κεηαμχ 20-44) [4].  

Πνιιά αίηηα ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, φπσο ε πνηφηεηα ηνπ 

αηκνζθαηξηθνχ αέξα, ε έθζεζε ζε ακίαλην, ε έθζεζε ζε ξαδηελέξγεηα [5], ην 

ξαδηελεξγφ αέξην ξαδφλην, νξκνληθνί παξάγνληεο, γελεηηθνί παξάγνληεο [6], άιια 

λνζήκαηα ηνπ πλεχκνλα, επάισην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα θαη ε χπαξμε 

νηθνγελεηαθνχ ηζηνξηθνχ εκθάληζεο θαξθίλνπ ζηνλ πλεχκνλα. Ζ πην θαιά 

ηεθκεξησκέλε αηηία φκσο είλαη ην θάπληζκα. Τπνινγίδεηαη φηη πεξίπνπ ην  90% ησλ 

ζαλάησλ ζηνπο άληξεο απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαη ην 75%–80% ζηηο γπλαίθεο 

θάζε ρξφλν, ζηηο ΖΠΑ, νθείιεηαη ζην θάπληζκα [7], ελψ έλαλ αηψλα πξηλ, ν θαξθίλνο 

ηνπ πλεχκνλα ήηαλ εμαηξεηηθά ζπάληνο θαη αληηπξνζψπεπε κφλν ην 1% ησλ ζαλάησλ 

απφ θαξθίλν [8]. Ο Muller ην 1940 ζηε Γεξκαλία, ήηαλ ν πξψηνο πνπ δηαηχπσζε 

μεθάζαξα ηελ ππφζεζε φηη ην θάπληζκα πξνθαιεί θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Χζηφζν, 

παξά ηηο αλαθνξέο πνπ ππέδεηρλαλ ζπζρεηηζκφ κεηαμχ ηνπ θαπλίζκαηνο θαη ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [9, 10] ρξεηάζηεθε κηα δεθαεηία κέρξη λα εθδνζεί ε πξψηε 
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αλαθνξά ην 1964, πνπ λα πξνεηδνπνηεί γηα ηηο αξλεηηθέο επηπηψζεηο ηνπ θαπλνχ ζηελ 

πγεία [8]. Δπίζεο ην παζεηηθφ θάπληζκα έρεη αλαδεηρζεί ζαλ έλα πηζαλφ αίηην 

εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ, θαζψο ε πηζαλφηεηα εκθάληζεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα ζε 

παζεηηθνχο θαπληζηέο είλαη σο θαη 30% πςειφηεξε απ‟ φηη είλαη ζε κε παζεηηθνχο 

θαπληζηέο, ελψ ηα πεξηζηαηηθά εκθάληζεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα απφ παζεηηθφ 

θάπληζκα εθηηκψληαη ζε 3.000 ην ρξφλν ζηηο ΖΠΑ [5]. Σελ ηζρπξνπνίεζε ηεο 

ζχλδεζεο κεηαμχ παζεηηθνχ θαπλίζκαηνο θαη θαξθίλνπ εκθαλίδνπλ θαη κεηα-

αλαιχζεηο [11] αλ θαη ππάξρεη ζθεπηηθηζκφο ζην θαηά πφζν ν θαξθίλνο ηνπ πλεχκνλα 

ζε κε-θαπληζηέο κπνξεί λα απνδνζεί ζην παζεηηθφ θάπληζκα [6].  

 

Α1.2 Ηζηνινγηθή θαηάηαμε θαξθίλνπ ηνπ πλεύκνλα 

 

Οη θαθνήζεηο φγθνη ζηνπο πλεχκνλεο, ζχκθσλα κε ζπκβαηηθή κηθξνζθνπηθή 

παξαηήξεζε, θαηαηάζζνληαη ηζηνινγηθά ζε 2 θχξηνπο ηχπνπο: ηνλ κηθξνθπηηαξηθφ 

(small cell lung cancer, SCLC) θαη ηνλ κε-κηθξνθπηηαξηθφ (non-small cell lung 

cancer, NSCLC). Ο κηθξνθπηηαξηθφο επζχλεηαη γηα ην 20% πεξίπνπ ησλ 

πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ θαη ν κε-κηθξνθπηηαξηθφο γηα ηηο ππφινηπεο. Ζ αθξηβήο 

δηάγλσζε είλαη θξίζηκε, γηαηί νη δχν απηνί ηχπνη αληηδξνχλ εληειψο δηαθνξεηηθά 

ζηελ ρεηξνπξγηθή επέκβαζε ή ζηελ αγσγή κε ρεκεηνζεξαπεία/αθηηλνβνιία. Ο 

κηθξνθπηηαξηθφο ηχπνο είλαη επηζεηηθφο, ηα θχηηαξα δηαηξνχληαη ηαρέσο θαη είλαη ήδε 

επξχηαηα δηεζπαξκέλα φηαλ γίλεηαη ε δηάγλσζε. Υσξίο ρνξήγεζε ζεξαπεπηηθήο 

αγσγήο, ν κέζνο δείθηεο επηβίσζεο ησλ αζζελψλ είλαη 2-4 κήλεο. Ζ ζηαδηνπνίεζε 

ηνπ κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα δηακνξθψλεηαη ζε 2 θαηεγνξίεο, 

πεξηνξηζκέλε θαη εθηεηακέλε λφζνο [12]. 60 κε 65% ησλ αζζελψλ κε ΜΚΠ έρνπλ 

εθηεηακέλε λφζν ηε ζηηγκή ηεο δηάγλσζεο θαη ε πξφγλσζε είλαη ζεκαληηθά 

δπζκελήο. ηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε δελ πξνζθέξεη 

βειηίσζε ζηελ καθξνπξφζεζκε επηβίσζε επεηδή νη φγθνη ΜΚΠ είλαη πνιχ 

εμαπισκέλνη, ψζηε λα αθαηξεζνχλ νινθιεξσηηθά [13]. Χζηφζν ζε πεξηνξηζκέλε 

λφζν, πηζαλφλ ιφγσ ηνπ πςεινχ κηησηηθνχ ηνπο δείθηε, αληαπνθξίλνληαη ζηε 

ρεκεηνζεξαπεία θαη ηελ αθηηλνβνιία κε απνηέιεζκα ηελ αχμεζε ηεο κέζεο επηβίσζεο 

ζε 16-24 κήλεο. Παξ‟ φιεο ηηο εμειίμεηο ησλ ηειεπηαίσλ 10-15 εηψλ ζηε δηάγλσζε θαη 

ζεξαπεία ηνπ ΜΚΠ, ν δείθηεο πεληαεηνχο επηβίσζεο είλαη αθφκε ρακειφο, πεξίπνπ 

ζην 5-10%.  
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Ζ ζπλνιηθή επηβίσζε ησλ αζζελψλ κε κε-κηθξνθπηηαξηθφ ηχπν είλαη ζρεηηθά 

θαιχηεξε θαη θηάλεη ην 15%. Καηά ηε δηάγλσζε, νη αζζελείο κε ΜΜΚΠ δηαθξίλνληαη 

ζε 3 θαηεγνξίεο, κε βάζε ην ζηάδην ηεο αζζέλεηαο. Οη αζζελείο ηεο  πξψηεο 

θαηεγνξίαο παξνπζηάδνπλ εληνπηζκέλν φγθν θαη ζπρλά ζεξαπεχνληαη κε ρεηξνπξγηθή 

αθαίξεζε ηνπ. Οη αζζελείο ηεο δεχηεξεο θαηεγνξίαο έρνπλ ηνπηθά εμειηγκέλνπο 

φγθνπο, κεξηθνί απφ ηνπο νπνίνπο κπνξεί λα εθηκεζνχλ, αιιά νη πεξηζζφηεξνη 

αζζελείο ιακβάλνπλ ρεκεηνζεξαπεία θαη αθηηλνβνιία. ηελ ηξίηε θαηεγνξία, ν φγθνο 

έρεη ήδε ππνζηεί κεηάζηαζε ηε ζηηγκή πνπ εληνπίδεηαη. Ζ αθηηλνβνιία θαη ε 

ρεκεηνζεξαπεία ρξεζηκνπνηνχληαη γηα θαηαπξαυληηθή δξάζε θαη δελ πξνζθέξνπλ 

ίαζε. Πεξίπνπ ην 70% ησλ αζζελψλ παξνπζηάδνπλ ηνπηθά πξνρσξεκέλε ή 

κεηαζηαηηθή λφζν ηε ζηηγκή ηεο δηάγλσζεο [14]. Ζ ζπλνιηθή επηβίσζε ζηνπο 

αζζελείο θαη ησλ δχν πεξηπηψζεσλ είλαη ηφζν ρακειή ψζηε λα ζπληζηάηαη ε 

ζπκκεηνρή ηνπο ζε θιηληθέο δνθηκέο [15]. 

Ζ ηζηνινγηθή θαηάηαμε εμαξηάηαη θπξίσο απφ κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε κε 

νπηηθφ κηθξνζθφπην, αλ θαη ηφζν ην ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην φζν θαη νη 

αλνζντζηνρεκηθέο ρξψζεηο κπνξνχλ λα πξνζθέξνπλ πξφζζεηεο πιεξνθνξίεο. Ο 

κηθξνθπηηαξηθφο ηχπνο ραξαθηεξίδεηαη απφ κηθξά, ζθαηξηθά θχηηαξα κε ιίγν 

θπηηαξφπιαζκα, θνθθψδε ρξσκαηίλε θαη πςειφ κηησηηθφ δείθηε. Οη φγθνη απφ ΜΚΠ 

παξνπζηάδνπλ εθηεηακέλε λέθξσζε θαη αλαπηχζζνληαη ζε ιεπηέο ζηνηβάδεο. Απηνί 

νη φγθνη εληνπίδνληαη θπξίσο ζηελ πεξηβξνγρηθή πεξηνρή. Ο κε-κηθξνθπηηαξηθφο 

ηχπνο θαξθίλνπ δηαθξίλεηαη ζε 3 θχξηνπο ηζηνινγηθνχο ηχπνπο: ην κεγαινθπηηαξηθφ 

θαξθίλσκα (large cell carcinoma), ην θαξθίλσκα εθ πιαθψδνπο επηζειίνπ (squamous 

carcinoma) θαη ην αδελνθαξθίλσκα (adenocarcinoma). Πνιιέο πεξηπηψζεηο ΜΜΚΠ 

παξνπζηάδνπλ πεξηζζφηεξα απφ έλα ηζηνινγηθά κνξθψκαηα κε απνηέιεζκα λα 

θαηαηάζζνληαη κε βάζε ηε ιηγφηεξν δηαθνξνπνηεκέλε πεξηνρή [16]. 

Σν κεγαινθπηηαξηθφ θαξθίλσκα αληηπξνζσπεχεη ην 9% ησλ ζπλνιηθψλ 

πεξηπηψζεσλ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. Ο φγθνο είλαη ειαθξψο δηαθνξνπνηεκέλνο θαη 

δηαθξίλεηαη απφ ηελ απνπζία ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπ αδελνθαξθηλψκαηνο ή ηνπ 

θαξθηλψκαηνο απφ πιαθψδεο επηζήιην. 

Σν θαξθίλσκα εθ πιαθψδνπο επηζειίνπ απνηειεί ην δεχηεξν ζπλεζέζηεξν ηχπν 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, αληηπξνζσπεχεη ην 30% ησλ πεξηπηψζεσλ θαη δηαθξίλεηαη 

πεξαηηέξσ ζε 4 ππν-ηχπνπο: ζειαίνο (papillary), δηαπγψλ θπηηάξσλ (clear cell), 

κηθξψλ θπηηάξσλ (small cell) θαη basiloid [17]. 
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Σν αδελνθαξθίλσκα, πνπ είλαη ε πην θνηλή λενπιαζία ζε γπλαίθεο, κε 

θαπληζηέο θαη λεαξνχο αζζελείο [18-21], ηηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο είλαη ν ηζηνινγηθά 

πην θπξίαξρνο ηχπνο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [22]. Γηαθξίλεηαη ζε 5 ππν-ηχπνπο: 

ινβηψδεο (acinar), ζειαίνο (papillary), ζπκπαγήο βιελλψδεο (solid mucinus), 

βξνγρνθπςειηδηθφ θαξθίλσκα (bronchioloalveolar carcinoma) θαη κεηθηνχ ηχπνπ 

(mixed subtypes) [17]. Όινη νη ππν-ηχπνη εληνπίδνληαη ζπλήζσο ζηελ πεξηθέξεηα ηνπ 

πλεχκνλα, γεγνλφο πνπ θαζηζηά δχζθνιε ηελ αλίρλεπζε ηνπ αδελνθαξθηλψκαηνο ζηα 

αξρηθά ζηάδηα [23]. 

 

Α1.3 Αλάγθε γηα έγθαηξε δηάγλσζε θαη ρεκεηνπξόιεςε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ 

πλεύκνλα 

 

Δπί ηνπ παξφληνο, ε δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα πξαγκαηνπνηείηαη 

φηαλ ε λφζνο βξίζθεηαη ζε πξνρσξεκέλν ζηάδην, έρεη ήδε εκθαληζζεί κεηάζηαζε θαη 

ν φγθνο έρεη εηζβάιεη ζηνλ παξαθείκελν ηζηφ, νπφηε ε ζεξαπεία είλαη ζρεδφλ αδχλαηε 

θαη ν δείθηεο πεληαεηνχο επηβίσζεο είλαη ρακειφο. Δηδηθφηεξα ν δείθηεο πεληαεηνχο 

επηβίσζεο γηα αζζελείο νη νπνίνη έρνπλ δηαγλσζζεί κε λφζν ζε πξνρσξεκέλν ζηάδην, 

δειαδή κε εμάπισζε ηνπ φγθνπ πέξα ηνπ πξσηνγελνχο ζεκείνπ εκθάληζεο (ην 41% 

ησλ δηαγλψζεσλ), είλαη κφιηο 3%. Αληίζεηα νη εληνπηζκέλνη φγθνη, πνπ απνηεινχλ 

κφλν ην 16% ησλ δηαγλψζεσλ, έρνπλ δείθηε πεληαεηνχο επηβίσζεο 49% [24]. Γεληθά 

ε επηβίσζε είλαη πςειφηεξε ζε αζζελείο κε δηάγλσζε ζε αξρηθά ζηάδηα, αλεμάξηεηα 

απφ ηελ ηζηνινγηθή θαηεγνξηνπνίεζε. 

Ζ αλαδήηεζε ελφο απνηειεζκαηηθνχ πξσηνθφιινπ γηα ηελ πξψηκε θαη έγθαηξε 

δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, κε ζηφρν έλα αμηφπηζην θαη θιηληθά 

δηαρεηξίζηκν απνηέιεζκα πνπ ζα βειηηψζεη ην πξνζδφθηκν δσήο ησλ αζζελψλ πνπ 

λνζνχλ ή πξφθεηηαη λα λνζήζνπλ θαη ζα κεηψζεη ηελ ηδηαίηεξα απμεκέλε ζλεζηκφηεηα 

πνπ παξαηεξείηαη απφ ην ζπγθεθξηκέλν ηχπν θαξθίλνπ, απνηειεί αληηθείκελν 

εληαηηθήο έξεπλαο. Μέρξη ζήκεξα δελ ππάξρεη ηθαλνπνηεηηθά επαίζζεηε θαη αθξηβήο 

κέζνδνο. Ζ ηδαληθή κέζνδνο αλίρλεπζεο ζα πξέπεη λα έρεη κεγάιε επαηζζεζία ψζηε 

λα εληνπίδεη ηε λφζν ζε πξσηαξρηθά ζηάδηα, αιιά θαη λα είλαη εηδηθή ψζηε λα 

απνθεχγνληαη πεξηπηψζεηο ςεπδψλ-ζεηηθψλ απνηειεζκάησλ πνπ ζα κπνξνχζαλ λα 

ζέζνπλ πηζαλψο αλζξψπνπο πνπ δελ πξφθεηηαη λα λνζήζνπλ ζε πνιπέμνδεο, 

επηβιαβείο θαη κε απνηειεζκαηηθέο επεκβάζεηο. Δπίζεο πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε ην 

γεγνλφο φηη ν πλεχκνλαο απνηειεί έλα δχζθνιν φξγαλν γηα ζάξσζε ιφγν ηεο κεγάιεο 
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ηνπ επηθάλεηαο, θαη ε ιήςε βηνινγηθνχ δείγκαηνο πνπ λα αληηπξνζσπεχεη ηε 

ζπλνιηθή θαηάζηαζε ηνπ είλαη πξνβιεκαηηθή [25]. 

Οη ζηξαηεγηθέο πνπ αθνινπζνχληαη θαιχπηνπλ έλα δηεπξπκέλν θάζκα 

κεζφδσλ, απφ απεηθνληζηηθέο κέρξη γελεηηθέο θαη κεζφδνπο πξσηενκηθήο [25]. Δπίζεο 

ε έξεπλα γχξσ απφ ηα ζηάδηα εμέιημεο ηεο θαξθηλνγέλεζεο θαη ε ρξεζηκνπνίεζε 

λέσλ ηερληθψλ, νδεγνχλ ζηελ εληφπηζε φιν θαη πεξηζζφηεξσλ πξν-θαξθηληθψλ 

κνξθνινγηθψλ αιινηψζεσλ νη νπνίεο εκθαλίδνληαη αξθεηά λσξίηεξα απφ ηνπο 

θιηληθά δηαγλσζκέλνπο φγθνπο. ηφρν απνηειεί επνκέλσο ε δηεξεχλεζε ηεο 

πηζαλφηεηαο εληφπηζεο απηψλ ησλ αιινηψζεσλ νη νπνίεο ζα νδεγήζνπλ ζε εκθάληζε 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, κε ζθνπφ ηελ πξψηκε δηάγλσζε, θαη ηελ εμέιημε 

ζηξαηεγηθψλ γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ησλ ελ δπλάκεη φγθσλ ζε απηά ηα πξψηκα ζηάδηα 

αθφκα [26]. 

ηηο απεηθνληζηηθέο κεζφδνπο, νη δνθηκέο ρξήζεο ηεο αθηηλνγξαθίαο κε αθηίλεο 

Υ ζην ζψξαθα έδεημαλ φηη ε κέζνδνο απηή, παξφιν πνπ απνηειεί ηελ θπξηφηεξε 

κέζνδν γηα θιηληθή δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ, δελ είλαη ηθαλνπνηεηηθή ψζηε λα κεηψζεη 

ηε ζλεζηκφηεηα απφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα εληνπίδνληαο φγθνπο ζε πξψηκν ζηάδην 

[26]. Ζ έιεπζε φκσο ηεο ηερληθήο απεηθφληζεο κέζσ ζπεηξνεηδνχο αμνληθήο 

ππνινγηζηηθήο ηνκνγξαθίαο (spiral computed tomography, SCT), θαη ηεο 

ζπεηξνεηδνχο αμνληθήο ππνινγηζηηθήο ηνκνγξαθίαο ρακειήο δφζεο (low dose spiral 

computed tomography, LDSCT), έδσζε λέα ψζεζε ζηηο απεηθνληζηηθέο κεζφδνπο ζαλ 

πηζαλφ εξγαιείν γηα ζάξσζε αηφκσλ  πςεινχ θηλδχλνπ [26, 27]. Πξνθαηαξηηθέο 

έξεπλεο έδεημαλ φηη ε ηερληθή απηή εληνπίδεη αξθεηά κηθξνχο φγθνπο –πξψηκν ζηάδην 

εκθάληζεο ηνπ θαξθίλνπ- θαη κπνξεί λα απμήζεη ηε δηάγλσζε θαξθίλνπ ζε ζηάδην I 

απφ 15% γηα ηελ αθηηλνγξαθία κε αθηίλεο Υ ζε 80% [28]. Οη έξεπλεο απηέο 

νδήγεζαλ ζηελ έλαξμε θιηληθψλ δνθηκψλ επξείαο θιίκαθαο, γηα λα δηαπηζησζεί ε 

απνηειεζκαηηθφηεηα απηήο ηεο ηερληθήο [29]. Ζ ρξήζε κηαο αθφκα ηερληθήο 

απεηθφληζεο, ηεο ηνκνγξαθίαο εθπνκπήο πνδηηξνλίσλ (Positron emission tomography, 

PET) πνπ παξέρεη θπξίσο πιεξνθνξίεο γηα ηε κεηαβνιηθή θαηάζηαζε ησλ θπηηάξσλ, 

κειεηάηαη ελδειερψο θαη θπξίσο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ CT  [30-32]. Χζηφζν, ε CT 

απνθαιχπηεη πεξηθεξεηαθέο αιινηψζεηο, ελψ δελ κπνξεί λα αληρλεχζεη αιινηψζεηο 

ζην αλψηεξν αλαπλεπζηηθφ ζχζηεκα. ε απηφ ην ζεκείν εληνπίδεηαη ε ρξεζηκφηεηα 

ηεο βξνγρνζθνπίαο θαη κηαο εμειηγκέλεο κνξθήο ηεο, ηεο απηνθζνξίδνπζαο 

βξνγρνζθνπίαο. Ζ κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζηε ζχγθξηζε ηεο κεησκέλεο ηθαλφηεηαο 

απηνθζνξηζκνχ ησλ λενπιαζηψλ ζε ζχγθξηζε κε ηνλ πγηή ηζηφ, κεηά απφ δηέγεξζε κε 
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θπαλφ ή εξπζξφ θσο [33, 34]. Ζ ζπγθεθξηκέλε βξνγρνζθνπία παξνπζηάδεη απμεκέλε 

επαηζζεζία ζε ζρέζε κε ηε βξνγρνζθνπία ιεπθνχ θσηφο, αιιά ε εμεηδίθεπζή ηεο 

εκθαλίδεηαη ειαθξψο κεησκέλε [26]. Γεληθά, πηζηεχεηαη φηη ν ζπλδπαζκφο ησλ 

απεηθνληζηηθψλ κεζφδσλ καδί κε ηελ αλάπηπμε θαηάιιεισλ ζηξαηεγηθψλ θαη 

πξσηνθφιισλ, κπνξεί λα απνδεηρζεί έλα ρξήζηκν εξγαιείν ζηε ζπλνιηθή δηαρείξηζε 

ηεο αζζέλεηαο.  

Δθηφο απφ ηηο απεηθνληζηηθέο κεζφδνπο, ε ιήςε θαη ε αλάιπζε βηνινγηθψλ 

δεηγκάησλ φπσο είλαη ν ζίεινο, ην αίκα ή νξφο ηνπ αίκαηνο, ηα νχξα θαη ε βηνςία (γηα 

παξάδεηγκα κέζσ ιεπηήο βειφλεο) κε ζηφρν ηελ εχξεζε ζπγθεθξηκέλσλ 

δηαθνξνπνηήζεσλ θαη ηε ζπζρέηηζε απηψλ κε ηνλ θαξθίλν, κπνξεί λα νδεγήζνπλ 

ζηελ ηαπηνπνίεζε ηεο παξνπζίαο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. ην παξειζφλ έγηλαλ 

απφπεηξεο λα επαλαιεθζεί ε επηηπρία πνπ είρε ην ηεζη Παπαληθνιάνπ ζηνλ θαξθίλν 

ηνπ ηξαρήινπ ηεο κήηξαο, κε έλα αληίζηνηρν ηεζη γηα ηελ πξψηκε αλίρλεπζε θαξθίλνπ 

ην πλεχκνλα κέζσ ηεο ρξήζεο θπηηάξσλ ηνπ ζηέινπ, αιιά ε αλάιπζε ηεο 

κνξθνινγίαο ησλ θπηηάξσλ πνπ πεξηέρνληαη ζην ζίειν έδσζε απνγνεηεπηηθά 

απνηειέζκαηα θαηά ηηο θιηληθέο δνθηκέο θαζψο ήηαλ κελ αθξηβήο, αιιά ε επαηζζεζία 

ήηαλ ρακειή θαη δελ ζεκεηψζεθε θακία επίδξαζε ζηελ επηβίσζε ησλ αζζελψλ [26]. 

Ο επηηπρήο εληνπηζκφο λενπιαζηψλ ζηνπο πλεχκνλεο ζε αξρηθφ ζηάδην δελ 

παξακέλεη απφ κφλε ηεο κηα ηθαλή ζπλζήθε γηα ηελ καθξνπξφζεζκε επηηπρή 

δηαρείξηζε ηεο αζζέλεηαο θαη εκθαλίδεη πνιιέο επηπινθέο θαη εξσηεκαηηθά. Σν 

εξψηεκα πνπ κέλεη λα απαληεζεί είλαη πνηεο απφ ηηο αιινηψζεηο πνπ αληρλεχνληαη κε 

ηα πην ζχγρξνλα κέζα πξέπεη λα ζεσξνχληαη φγθνη πξνο αθαίξεζε. Οη ηερληθέο 

θιηληθήο δηαρείξηζεο ησλ λενπιαζκαηηθψλ αιινηψζεσλ δελ κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ φηαλ νη αιινηψζεηο εκθαλίδνληαη ζε πνιχ πξψηκν ζηάδην, ελψ 

παξάιιεια ε εκθάληζε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο θαξθηλνγέλεζεο πεδίνπ (field 

cancerization) [35], θαηά ην νπνίν ηα πηζαλά κέξε εκθάληζεο πξψηκσλ θαξθηληθψλ 

«ηξαπκαηηθψλ» αιινηψζεσλ κπνξεί λα εληνπηζηνχλ ζε έλα δηεπξπκέλν κέξνο ηνπ 

αεξαγσγνχ, δπζρεξαίλεη αθφκα πην πνιχ ην έξγν ηεο δηαρείξηζεο απηψλ [36]. Σέινο, 

παξαηεξείηαη ην θαηλφκελν ηεο ππνηξνπήο πνιιψλ απφ ηηο αξρηθέο αιινηψζεηο νη 

νπνίεο έρνπλ αθαηξεζεί ρεηξνπξγηθά [37, 38]. Γεδνκέλνπ φηη ε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε 

ζηνλ πλεχκνλα είλαη κηα πνιχπινθε δηαδηθαζία πνπ εκπεξηέρεη θίλδπλν, θαη δελ 

ππάξρεη –αθφκα- αζθαιήο ηξφπνο δηάθξηζεο κεηαμχ ησλ αιινηψζεσλ πνπ πξέπεη λα 

αθαηξεζνχλ ρεηξνπξγηθά θαη απηψλ πνπ είλαη ελδερνκέλσο αθίλδπλεο θαη κπνξνχλ λα 

παξακείλνπλ ζηνλ πλεχκνλα ρσξίο λα νδεγήζνπλ ζε παζνγέλεηα, εμεηάδεηαη ην 



8 
 

ελδερφκελν ε ρεηξνπξγηθή αθαίξεζε πξψηκσλ αιινηψζεσλ λα πξνθαιεί ηειηθά 

ζεκαληηθή λνζεξφηεηα [28]. 

Μία πηζαλή ιχζε ζην πξφβιεκα ηεο δηαρείξηζεο απηψλ ησλ αιινηψζεσλ κπνξεί 

λα απνηειεί ε ρεκεηνπξνιεπηηθή αγσγή (chemoprevention). Πξνο ην παξφλ 

δηεξεπλάηαη ζε κνληέια θαη ζε θιηληθέο δνθηκέο ε δπλαηφηεηα ρξήζεο ρεκηθψλ 

νπζηψλ θαη θπζηθψλ πξντφλησλ γηα ηελ πξφθιεζε νπηζζνρψξεζεο ησλ φγθσλ ρσξίο 

φκσο λα ππάξρνπλ ηθαλνπνηεηηθά απνηειέζκαηα κέρξη ζήκεξα [39]. Πιήζνο νπζηψλ 

δνθηκάδνληαη θιηληθά, γηα παξάδεηγκα νη βηηακίλεο Α θαη Δ, ην ζειήλην, εθρπιίζκαηα 

πξάζηλνπ ηζαγηνχ θαη κπξφθνινπ θαζψο θαη νπζίεο φπσο ε α-ηνθνθεξφιε θαη ηα β-

θαξνηέληα [40]. Παξάιιεια απμάλεηαη θαη ην ελδηαθέξνλ γηα ηε ρξήζε κνξηαθψλ 

δεηθηψλ σο ρεκεηνπξνιεπηηθψλ θαξκάθσλ [41, 42]. Γηα παξάδεηγκα ε απμεκέλε 

έθθξαζε ηνπ ππνδνρέα ηνπ επηδεξκηθνχ απμεηηθνχ παξάγνληα (EGFR) ζε δπζπιαζία 

ησλ βξφγρσλ [43] νδήγεζε ζε κειέηεο γηα ηε ρξήζε αλαζηνιέσλ ηνπ φπσο ην 

Gefitinib, ην νπνίν είλαη εχθνιν ζην ρεηξηζκφ θαη βηνδηαζέζηκν κέζσ ζηνκαηηθήο 

ρνξήγεζεο, γεγνλφο πνπ θαζηζηά εθηθηή θαη ηελ καθξνπξφζεζκε ρνξήγεζε. Δπίζεο 

δηεξεπλάηαη θαη ε απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ αλαζηνιέσλ ηνπ EGFR ζηελ ζεξαπεία 

ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [44]. 

Ζ ρνξήγεζε εηζπλεφκελσλ θαξκάθσλ κπνξεί λα βειηηψζεη ην ζεξαπεπηηθφ 

δείθηε ησλ ρεκεηνπξνιεπηηθψλ νπζηψλ, δεδνκέλνπ φηη κπνξνχλ λα επηηχρνπλ 

κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε θαξκάθνπ ζηνλ ηζηφ-ζηφρν κε ακειεηέα ζπζηεκηθή 

δηαζπνξά [28]. Δπίζεο, ε θαηαπνιέκεζε φγθσλ ζηνλ αλψηεξν αεξαγσγφ, θαη ησλ 

ζπκπησκάησλ ηνπο, κπνξεί λα επηηεπρζεί κε δηάθνξεο ηερληθέο ιηγφηεξν επεκβαηηθέο 

απφ ηελ εγρείξεζε, φπσο ν ειεθηξνθαπηεξηαζκφο, ε θξπνζεξαπεία ή ε 

θσηνδπλακηθή ζεξαπεία κε ηε βνήζεηα βξνγρνζθνπίαο [45]. Απφ ηα παξαπάλσ 

δεδνκέλα θαη ηε ζπλερηδφκελε έξεπλα ζην πεδίν ζπλεπάγεηαη φηη ε κείσζε ηεο 

ζλεζηκφηεηαο ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα κπνξεί λα επηηεπρζεί κε ην ζπλδπαζκφ ηεο 

έγθαηξεο αλίρλεπζεο ζε αξρηθφ ζηάδην αιινηψζεσλ πνπ ζα νδεγήζνπλ ζε φγθν, ηελ 

έγθαηξε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε ή ηηο βξνγρνζθνπηθέο ηερληθέο αθαίξεζεο ησλ 

αιινηψζεσλ θαη ηε ρεκεηνπξνιεπηηθή ζεξαπεία. 
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Α1.4 Βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα 

 

Ζ ζπλερψο απμαλφκελε θαηαλφεζε ησλ ζχλζεησλ βηνινγηθψλ θαηλνκέλσλ πνπ 

ραξαθηεξίδνπλ ηνλ θαξθίλν [46], θαη εηδηθφηεξα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα [47], 

θαζψο θαη ε εληφπηζε ησλ κνξηαθψλ αιιαγψλ πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηηο πξν-θαθνήζεηο 

(pre-malignant) εμαιιαγέο [48], έρεη νδεγήζεη ζηελ αλαδήηεζε θαη αλάδεημε κνξίσλ-

ζπζηαηηθψλ ησλ θπηηάξσλ ηθαλψλ λα απνηειέζνπλ εξγαιεία πξφζθνξα ζηελ επηηπρή 

αλίρλεπζε θαη αληηκεηψπηζε ηνπ θαξθίλνπ, δειαδή κνξίσλ-βηνδεηθηψλ. Ο ξφινο ησλ 

βηνδεηθηψλ ζηελ αληηκεηψπηζε ηνπ θαξθίλνπ είλαη πνιπζχλζεηνο θαη εθηείλεηαη απφ 

ηελ πξψηκε αλίρλεπζε θαη έγθαηξε δηάγλσζε, ηελ παξαθνινχζεζε ηεο πνξείαο ηεο 

αζζέλεηαο, ηελ αλίρλεπζε ηεο κεηαζηαηηθήο δπλαηφηεηαο ελφο θαξθίλνπ, ηελ 

παξαθνινχζεζε ηεο επηηπρίαο ηεο ζεξαπεπηηθήο αγσγήο έσο αθφκα θαη ηε ζχλζεζε 

λέσλ θαξκάθσλ ή ζεξαπεπηηθψλ ζπζηεκάησλ ρεκεηνπξφιεςεο.  

Έλαο ηδαληθφο βηνδείθηεο γηα πξψηκε αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ ζα πξέπεη λα 

εθθξάδεηαη ζηα αξρηθά ζηάδηα θαη λα εμεηδηθεχεηαη ζηα θαξθηληθά θχηηαξα. Πνιιέο 

πξσηεΐλεο φκσο πνπ ππεξεθθξάδνληαη ζηα θχηηαξα ησλ φγθσλ, έρνπλ απμεκέλε 

έθθξαζε ζηα αλαδηπιαζηαδφκελα θχηηαξα θαη επνκέλσο εθθξάδνληαη θαη ζε κε 

θαξθηληθά θχηηαξα πνπ δηαηξνχληαη, φπσο γηα παξάδεηγκα ηα θχηηαξα πνπ ππφθεηληαη 

ζε δηαδηθαζίεο αλαγέλλεζεο, κεηά απφ ηξαπκαηηζκφ, γεγνλφο πνπ κπνξεί λα 

πξνθαιέζεη ζχγρπζε ζηηο πξνζπάζεηεο γηα πξψηκε δηάγλσζε. Έλαο βηνδείθηεο ζα 

πξέπεη λα πιεξεί ζπγθεθξηκέλεο πξνυπνζέζεηο γηα λα είλαη ιεηηνπξγηθφο [49] θαη ηα 

ηειεπηαία ρξφληα πνιιέο επηζθνπήζεηο αλαθέξνληαη ζην δήηεκα ησλ βηνδεηθηψλ ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαη ηελ πηζαλή θιηληθή ηνπο ρξήζε [41, 42, 50-52].  

Γελεηηθνί δείθηεο κπνξνχλ λα εληνπηζηνχλ ζε δηάθνξα βηνινγηθά πιηθά πνπ 

κπνξνχλ λα ιεθζνχλ κε κε παξεκβαηηθέο κεζφδνπο φπσο ηα πηχεια (sputum), ην 

βξνγρνθπςειηδηθφ δηάιπκα έθπιπζεο (BAL), ην ζπκπχθλσκα ηνπ εθπλεφκελνπ αέξα 

(EBC) θαη ην πεξηθεξεηαθφ αίκα (νξφο/πιάζκα) [53].  

Οη κνξηαθέο γελεηηθέο δηαθνξνπνηήζεηο πνπ κειεηψληαη ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα, αθφκα ζε πξν-θαξθηληθφ ζηάδην (preneoplastic cells), αθνξνχλ κηα 

πιεηάδα παξαγφλησλ. ε απηνχο ζπκπεξηιακβάλνληαη ρξσκνζσκηθέο 

δηαθνξνπνηήζεηο φπσο απαινηθέο ζην βξαρχ βξαρίνλα ηνπ ρξσκνζψκαηνο 3p, 

απαινηθή ηνπ 9p θαη ηνπ 8p21-23 θαη κεηαιιάμεηο ζην 17p, απμεκέλε έθθξαζε 

απμεηηθψλ παξαγφλησλ, φπσο ν EGFR θαη ν EGFR 2 (ΖΔR-2/neu), κεηαιιάμεηο ηνπ 

νγθνγνλίδηνπ Ras θαη άιινη δείθηεο θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ, ξπζκηζηέο ηεο 
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απφπησζεο φπσο ην p53 θαη ε ελεξγνπνίεζε ηεο ηεινκεξάζεο (Δηθφλα 1). Δπίζεο 

κειεηψληαη ζηνηρεία απφ ηα θπθινθνξνχληα λνπθιετθά νμέα ζην αίκα, φπσο ην 

ζπλνιηθφ DNA, κεηαιιάμεηο γνληδίσλ, κηθξνδνξπθνξηθέο ηξνπνπνηήζεηο θαη 

εληφπηζε κεζπιησκέλσλ πεξηνρψλ ησλ ππνθηλεηψλ γνληδίσλ, θαζψο θαη ε εληφπηζε 

ζπγθεθξηκέλσλ RNA ζην πιάζκα ηνπ αίκαηνο (πρ. hnRNP B1, Her2/neu) [52]. 

 

Δηθόλα 1 Γηαδνρηθέο κνξηαθέο αιιαγέο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θαξθηληθήο εμαιιαγήο. Οη πξν-θαθνήζεηο 

κεηαβνιέο εληνπίδνληαη ήδε ζην ηζηνινγηθφ ζηάδην ηεο ππεξπιαζίαο θαη ηεο δπζπιαζίαο θαη ζα 

κπνξνχζαλ λα ρξεζηκεχζνπλ σο πηζαλνί δείθηεο (πξνζαξκνγή απφ Hilbe et al. 2004) 

 

Ζ γνληδησκαηηθή αλάιπζε (genomics) ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, ζην επίπεδν 

ηεο δηαθνξνπνίεζεο θαη ηεο εμέιημεο ζηνπο δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα, πξνζπαζεί λα εληνπίζεη “ππνγξαθέο” (signatures) θαη πξφηππα έθθξαζεο 

γνληδίσλ πνπ λα ζρεηίδνληαη κε ηελ θαξθηληθή εμαιιαγή [54]. Οη ηερληθέο πςειήο 

απφδνζεο (high-throughput) νη νπνίεο ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηε κειέηε ηεο έθθξαζεο 

ηνπ mRNA, φπσο ε κειέηε κεγάιεο θιίκαθαο βάζεσλ δεδνκέλσλ, πρ. ζεηξηαθή 

αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο (SAGE), ζε ζπλδπαζκφ κε κειέηε ησλ δεδνκέλσλ απφ 

EST (expressed sequence taq) [55, 56], θαη ηα chip γνληδίσλ (Affymetrix) [57, 58], 

εληνπίδνπλ αξθεηά γνλίδηα κε δηαθνξνπνηεκέλε έθθξαζε ζηνλ θαξθίλν, κέξνο ησλ 

νπνίσλ επηθπξψλνληαη κε ηερληθέο φπσο qRT-PCR. Παξφιν φκσο πνπ ηα 

απνηειέζκαηά ηνπο είλαη ρξήζηκα ζηηο έξεπλεο γηα βηνδείθηεο, ε γεληθφηεξε θιηληθή 

ηνπο ρξεζηκφηεηα πεξηνξίδεηαη απφ ηε ζπρλή έιιεηςε ζπζρέηηζεο κεηαμχ έθθξαζεο 

mRNA ελφο γνληδίνπ θαη ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο. Οη Chen θαη ζπλεξγάηεο 

αλαθάιπςαλ φηη κφλν 21 απφ ηα 98 γνλίδηα πνπ εμεηάζηεθαλ απνδείρηεθαλ 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά, φηαλ ε έθθξαζε ηνπ mRNA θαη ησλ πξσηετλψλ ζπγθξίζεθαλ 
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ζε 9 θπζηνινγηθά δείγκαηα ηζηνχ απφ πλεχκνλα θαη 76 δείγκαηα κε αδελνθαξθίλσκα 

[59]. εκαληηθή επίζεο ζπληζηψζα ζηε ρξεζηκφηεηα ηελ νπνία κπνξεί λα έρεη ε 

κειέηε έθθξαζεο ελφο γνληδίνπ, απνηειεί ε χπαξμε επηγελεηηθψλ δηαδηθαζηψλ, ηδίσο 

εθείλσλ νη νπνίεο έρνπλ ζαλ απνηέιεζκα ηελ ζίγαζε ξπζκηζηηθψλ γνληδίσλ-

“θιεηδηψλ” [60].  

Oη πξσηεΐλεο είλαη ηα κφξηα πνπ απνηεινχλ ηνπο ηειηθνχο εθηειεζηέο φισλ ησλ 

βηνρεκηθψλ αληηδξάζεσλ ζην θχηηαξν, επνκέλσο ε κειέηε ηεο έθθξαζεο ηνπο 

απνηειεί ίζσο ην πην ζεκαληηθφ βήκα ζηε βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε. Οη ηερληθέο 

πξσηενκηθήο, κε έκθαζε ζηε ζχγθξηζε κεηαμχ θαξθηληθψλ θαη θπζηνινγηθψλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ κηα επξεία θιίκαθα βηνινγηθψλ πιηθψλ, είλαη ηα λέα 

εξγαιεία ζηελ αλεχξεζε δηαθνξνπνηήζεσλ κεηαμχ ηεο πξψηκεο θαξθηληθήο θαη 

θπζηνινγηθήο θαηάζηαζεο [61, 62]. Ζ ηερλνινγία έρεη επηηξέςεη λέεο ηερληθέο 

πξσηενκηθήο αλάιπζεο πςειήο απφδνζεο φπσο ε ρξήζε κηθξνζπζηνηρηψλ 

(microarrays) θαη ε ρξήζε αληηζσκάησλ, πνπ παξάγνπλ έλα κεγάιν φγθν δεδνκέλσλ. 

Δπίζεο ε βειηίσζε ησλ κεζφδσλ θαζκαηνζθνπίαο κάδαο, φπσο  ε Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization with Time of Flight Mass Analysis (MALDI-TOF) θαη ε 

Surface-Enhanced Laser Desorption Ionization with Time of Flight Mass (SELDI-

TOF), ή ε ρξήζε πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ζε ζπλδπαζκφ κε θαζκαηνζθνπία κάδαο ελ 

ζεηξά (LC-MS MS) βνήζεζε ζηελ αχμεζε ησλ δεδνκέλσλ γηα ηα πξνθίι έθθξαζεο 

ησλ πξσηετλψλ ζηνλ θαξθίλν θαη ηε δηαγλσζηηθή αθξίβεηα πνπ παξνπζηάδνπλ πρ. 

[63]. Ζ κε επεκβαηηθή ρξήζε νξνχ αίκαηνο δηεξεπλάηαη σο πξνο ηε δπλαηφηεηα λα 

παξέρεη αμηφπηζηα πξνθίι έθθξαζεο πξσηετλψλ πνπ ζα ηαπηνπνηνχλ  ηελ εκθάληζε 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [64, 65].  

Μηα πξσηεΐλε πνπ θάλεθε φηη κπνξεί λα απνηειέζεη έλα πηζαλφ βηνδείθηε γηα 

ηελ αλίρλεπζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα ζε πξψηκν ζηάδην είλαη ε εηεξνγελήο 

ππξεληθή ξηβνλνπθιενπξσηεΐλε (hnRNP) A2/B1, πνπ αληρλεχζεθε κε ηερληθέο 

αλνζντζηνρεκείαο ζε απνπίπηνληα θχηηαξα ζηέινπ σο θαη 2 ρξφληα πξηλ ηελ θιηληθή 

παξνπζία ηνπ θαξθίλνπ ζε αθηηλνγξαθία κε αθηίλεο Υ [66]. Γεδνκέλνπ ηνπ 

πνιπζχλζεηνπ ραξαθηήξα ηνπ θαξθίλνπ, είλαη βέβαην φηη ν ζπλδπαζκφο 

πεξηζζφηεξσλ ηνπ ελφο βηνδεηθηψλ ζα κπνξνχζε λα βνεζήζεη ζεκαληηθά ζηελ 

έγθαηξε δηάγλσζε ηεο λφζνπ, απ‟ φηη έλαο κφλν βηνδείθηεο. Δίλαη επνκέλσο αλαγθαία 

ε ζπλέρηζε θαη εληαηηθνπνίεζε ησλ εξεπλψλ πνπ κπνξνχλ λα πξνζθέξνπλ λένπο θαη 

πην απνηειεζκαηηθνχο βηνδείθηεο πνπ λα ζηνρεχνπλ ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 
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Α2. Πξσηεΐλεο hnRNP 

 

Α2.1 Γεληθά 

 

Οη πξσηεΐλεο hnRNP ραξαθηεξίζηεθαλ αξρηθά απφ ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα 

πξνζδέλνπλ ζην εηεξνγελέο ππξεληθφ RNA. Ο φξνο “εηεξνγελείο ππξεληθέο 

ξηβνλνπθιενπξσηεΐλεο” ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηηο πξσηεΐλεο νη νπνίεο ζπλδένληαη 

εηδηθά κε ην hnRNA, ρσξίο λα απνηεινχλ ζηαζεξά ζπζηαηηθά άιισλ ππξεληθψλ RNP 

(φπσο ηα snRNP) θαη νη νπνίεο ζπλνδεχνπλ ην hnRNA ζε φιε ηελ πνξεία ηεο 

βηνγέλεζήο ηνπ έσο ηελ έμνδφ ηνπ ζην θπηηαξφπιαζκα [67]. Καζψο ην pre-mRNA 

ζπληίζεηαη απφ ηελ RNA πνιπκεξάζε II, ην αλαπηπζζφκελν κεηάγξαθν παθεηάξεηαη 

ζε ζσκαηίδηα αλάινγα ησλ λνπθιενζσκάησλ. Ζ ειεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε 

πεθηψκαηα δχν δηαζηάζεσλ ησλ πξσηετληθψλ ζπζηαηηθψλ απηψλ ησλ ζσκαηηδίσλ, 

φπσο απνκνλψζεθαλ απφ θχηηαξα HeLa κε ηε ρξήζε κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ 

θαηά ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP, έδεημε φηη νη πξσηεΐλεο απηέο απνηεινχλ κηα 

κεγάιε νηθνγέλεηα κε πεξηζζφηεξα απφ 24 κέιε [68]. Οη πξσηεΐλεο hnRNP είλαη, 

κεηά ηηο ηζηφλεο, νη πην άθζνλεο πξσηεΐλεο ζηνλ ππξήλα κε 10
8
 αληίγξαθα αλά 

θχηηαξν [69, 70]. Οη πξσηεΐλεο hnRNP ησλ θπηηάξσλ HeLa παξνπζηάδνπλ κνξηαθά 

βάξε απφ 34 kD έσο 120 kD, ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν (pI) θπκαίλεηαη απφ 5,9 

έσο 9,1,  θαη ραξαθηεξίδνληαη κε ηα γξάκκαηα Α έσο U θαηά απμαλφκελν κνξηαθφ 

βάξνο, βάζεη ηνπ εληνπηζκνχ ηνπο ζην πήθησκα δηαρσξηζκνχ (Δηθφλα 2).  
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Δηθόλα 2 Πξσηετληθή ζχζηαζε ησλ ζπκπιφθσλ hnRNP, φπσο απηά απνκνλψλνληαη κε ην 

κνλνθισληθφ αληίζσκα 4F4 θαηά ησλ πξσηετλψλ C1, C2. Σα ζχκπινθα hnRNP απνκνλψζεθαλ απφ 

ξαδηνζεκαζκέλα κε 
35

S-κεζεηνλίλε θχηηαξα HeLa. Οη πξσηεΐλεο δηαρσξίζηεθαλ ζε πήθησκα δχν 

δηαζηάζεσλ (NEPHGE/SDS-PAGE) θαη αληρλεχζεθαλ κε ζπηλζεξνγξαθία. (πξνζαξκνγή απφ 

Dreyfuss et al., 1993). 

 

Κχξην ζηνηρείν ηνπο είλαη ε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο ζην RNA θαη ρσξίδνληαη ζε 

ππννκάδεο αλάινγα κε θνηλά δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά ραξαθηεξηζηηθά. Οη πξσηεΐλεο 

hnRNP πνπ εληνπίδνληαη ζε κεγαιχηεξε αθζνλία, θαη είλαη νη πξψηεο πνπ 

κειεηήζεθαλ, είλαη νη Α1, Α2, Β1, Β2, C1 θαη C2, νη νλνκαδφκελεο θαη θεληξηθέο 

(core) πξσηεΐλεο [71, 72]. Οη πξσηεΐλεο Α1, Α2, Β1 θαη Β2 απνηεινχλ ηελ ππννκάδα 

ησλ hnRNP A/B, κε ηελ πξνζζήθε ησλ λεφηεξσλ κειψλ Α0 θαη Α3, ιφγσ ηεο πςειήο 

αιιειεπηθάιπςεο ηεο δνκήο θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπο [67]. Δλψ αξρηθά ππήξρε ε 

άπνςε φηη νη πξσηεΐλεο hnRNP είραλ δνκηθφ θαη πξνζηαηεπηηθφ ξφιν ζηα ζχκπινθα 

hnRNP θαη δελ ππήξρε ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ γηα ηε ξχζκηζή ηνπο, νη λεφηεξεο κειέηεο 

απέδεημαλ φηη ν ξφινο ηνπο είλαη θαη ιεηηνπξγηθφο θαη ε έξεπλα εμειίζζεηαη πξνο ηελ 

θαηεχζπλζε ηεο θαηαλφεζεο ηφζν ηνπ βηνινγηθνχ ξφινπ φζν θαη ηεο ξχζκηζεο απηψλ 

ησλ πξσηετλψλ. 

Ζ ππννκάδα ηχπνπ Α/Β απνηειείηαη απφ πξσηεΐλεο κε κνξηαθά βάξε απφ 34 

(32 Α0) έσο 39 kD θαη είλαη βαζηθέο κε pΗ απφ 8,4 έσο 9,1 (10,1 γηα ηελ Α0). 

Δληνπίδνληαη θπξίσο ζηνλ ππξήλα, έρνπλ φκσο ηελ ηθαλφηεηα λα παιηλδξνκνχλ 
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κεηαμχ ππξήλα θαη θπηηαξνπιάζκαηνο. Οη πξσηεΐλεο C1 θαη C2, πνπ απνηεινχλ κηα 

δηθή ηνπο ππννκάδα, έρνπλ κνξηαθφ βάξνο 41 θαη 43 kD αληίζηνηρα θαη pI φμηλν, 5,9. 

Απνηεινχλ πξντφληα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ελφο κεηάγξαθνπ, κε ηε κεηαμχ ηνπο 

δηαθνξά λα είλαη 13 ακηλνμέα, θαη έρνπλ ζρεδφλ απνθιεηζηηθά ππξεληθή εληφπηζε ζε 

κεζνθαζηθά θχηηαξα [67]. Οη θεληξηθέο πξσηεΐλεο (ηχπνπ Α/Β θαη C) εκθαλίδνληαη 

θσζθνξπιησκέλεο in vivo ζε δηαθνξεηηθφ φκσο βαζκφ ε θάζε κία [73-75]. 

Άιιεο πξσηεΐλεο hnRNP πνπ έρνπλ κειεηεζεί θαη ραξαθηεξηζηεί είλαη νη 

I(PTB), K, J, L, U, D, H/H‟  θαη M. Ζ hnRNP Η έρεη κνξηαθφ βάξνο 59 kD θαη pI 8,5. 

Σαπηίδεηαη κε ηελ πξσηεΐλε πνπ ζπλδέεηαη κε ηελ πνιπππξηκηδηληθή πεξηνρή ζην 3‟ 

άθξν ησλ εζσλίσλ ηνπ pre-mRNA (Polypyrimidine Tract-Binding Protein) θαη 

εληνπίδεηαη ζηνλ ππξήλα ησλ κεζνθαζηθψλ θπηηάξσλ. Απφ απνκφλσζε θιψλσλ ηεο 

πξνέθπςε ε εκθάληζή ηεο κε δηάθνξεο ηζνκνξθέο, πηζαλά πξντφληα ελαιιαθηηθνχ 

καηίζκαηνο. Οη hnRNP Κ θαη J έρνπλ κνξηαθφ βάξνο 68 θαη 62 kD αληίζηνηρα, κε pI 

6,1 θαη 6,4. Πξφθεηηαη γηα αλνζνινγηθά ζπγγελείο πξσηεΐλεο νη νπνίεο εληνπίδνληαη 

ζηνλ ππξήλα θαη έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα ζπλδένληαη κε αιιεινπρίεο θπηνζίλεο 

(poly(C)). Ζ πξσηεΐλε hnRNP L, κε κνξηαθφ βάξνο 68 kD θαη pI 7,4-7,7 εληνπίδεηαη 

ζηνλ ππξήλα ζε δηαθξηηέο δνκέο, εθηφο ηνπ ππξελίζθνπ [76], θαη εκθαλίδεηαη κε 

αξθεηέο ηζνκνξθέο, πηζαλψο πξντφληα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο. Ζ πξσηεΐλε U είλαη 

θσζθνπξσηεΐλε κε κνξηαθφ βάξνο 120 kD θαη pI 6,6-7,2 θαη εληνπίδεηαη ζηνλ 

ππξήλα ζε αθζνλία. Ζ hnRNP D εκθαλίδεηαη κε 4 ηζνκνξθέο, πξντφληα 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ ίδηνπ pre-mRNA, κε κνξηαθά βάξε 44-48 kD θαη pI 

7,7-7,8. Ζ πξσηεΐλε απηή παιηλδξνκεί κεηαμχ ππξήλα θαη θπηηαξνπιάζκαηνο [67, 

77]. Οη πξσηεΐλεο hnRNP H/H‟ απνηεινχλ κηα ππννκάδα ηεο νηθνγέλεηαο ησλ 

hnRNP. Δίλαη πξσηεΐλεο αλνζνινγηθά ζπγγελείο θαη έρνπλ θνηλά δνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά κε ηελ πξσηεΐλε hnRNP F. Οη πξσηεΐλεο H θαη F έρνπλ κνξηαθά 

βάξε 56 θαη 53 kD αληίζηνηρα θαη pI 6,1-7,1. Αληίζεηα κε ηελ F, νη H/H‟ ππφθεηληαη 

ζε κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο φπσο ε δηάζπαζε. Ο εληνπηζκφο ησλ 

πξσηετλψλ H/H‟ είλαη απζηεξά ππξεληθφο, ελψ ε πξσηεΐλε F κπνξεί λα εληνπίδεηαη 

θπξίσο ζηνλ ππξήλα ή θπξίσο ζην θπηηαξφπιαζκα, αλάινγα κε ηνλ ηχπν ηνπ 

θπηηάξνπ [78, 79]. Σέινο, νη πξσηεΐλεο  hnRNP M εκθαλίδνληαη κε ηέζζεξηο 

ηζνκνξθέο κε κνξηαθά βάξε απφ 64 έσο 68 kD θαη pI 7,8-8,2. Δίλαη πξσηεΐλεο 

πινχζηεο ζε κεζεηνλίλε θαη πξνζδέλνπλ ζε αιιεινπρίεο γνπαλίλεο (poly(G)) θαη 

νπξαθίιεο (poly(U)) κε αλζεθηηθφηεηα ζε πςειέο ζπγθεληξψζεηο άιαηνο, κέρξη θαη 1 

M NaCl. 
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Οκφινγεο ησλ αλζξψπηλσλ hnRNP πξσηετλψλ απαηψληαη ηφζν ζε άιια 

ζπνλδπισηά, φζν θαη ζε αζπφλδπια. Ζ ζχζηαζε ησλ ζπκπιφθσλ hnRNP ηα νπνία 

απνκνλψζεθαλ απφ θχηηαξα ζπνλδπισηψλ, ηξσθηηθψλ, πηελψλ θαη ακθίβησλ, είλαη 

παξφκνηα κε απηή ησλ αλζξψπηλσλ θπηηάξσλ. Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο θχξηεο 

πξσηεΐλεο hnRNP παξνπζηάδνπλ πςειφ βαζκφ ζπληήξεζεο αλάκεζα ζηα 

ζπνλδπισηά, ηφζν αλνζνινγηθά φζν θαη δνκηθά [76, 80-86]. Δηδηθφηεξα γηα ηηο 

πξσηεΐλεο ηεο ππννκάδαο ησλ Α/Β είλαη γλσζηφ φηη θάζε κέινο ηεο παξνπζηάδεη 

κεγαιχηεξε ζπγγέλεηα κε ην νκφινγν ηνπ ζηα δηάθνξα είδε ζε ζχγθξηζε κε ηε 

ζπγγέλεηα πνπ παξνπζηάδεη κε ηα ππφινηπα κέιε ηεο ππννκάδαο ηνπ ίδηνπ είδνπο 

[87]. Έηζη, γηα παξάδεηγκα, ε αλζξψπηλε hnRNP Α1 έρεη 100% νκνινγία κε ηελ Α1 

ηνπ αξνπξαίνπ θαη 92% νκνινγία κε ηελ Α1 ηνπ βαηξάρνπ [67, 84], ελψ παξνπζηάδεη 

κφλν 67% νκνινγία κε ηελ αλζξψπηλε hnRNP Α2 [88], ε νπνία κε ηε ζεηξά ηεο 

δηαθέξεη κε ηελ Α2 ηνπ αξνπξαίνπ κφλν ζε έλα ακηλνμχ [89]. ηα αζπφλδπια έρνπλ 

γίλεη κειέηεο θπξίσο ζηε Γξνζφθπιια (Drosophila melanogaster), νη νπνίεο έδεημαλ 

φηη ηα ζχκπινθα hnRNP πεξηέρνπλ πεξηζζφηεξεο απφ 10 άθζνλεο πξσηεΐλεο κε 

κνξηαθά βάξε κεηαμχ 36 θαη 75 kD.  Ζ ειεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε απηψλ ησλ 

πξσηετλψλ έδεημε φηη εκθαλίδνληαη ζε νκάδεο αλνζνινγηθά ζπγγελψλ ηζνκνξθψλ, 

φπσο ζπκβαίλεη θαη ζηηο αλζξψπηλεο hnRNP. Δπίζεο πνιιέο απφ απηέο είλαη πξντφληα 

ελαιιαθηηθήο σξίκαλζεο ηνπ ίδηνπ κεηάγξαθνπ, ελψ νη θχξηεο πξσηεΐλεο hnRNP πνπ 

έρνπλ θισλνπνηεζεί απφ ηε Γξνζφθπιια παξνπζηάδνπλ δνκή αλάινγε κε ηε δνκή 

ησλ πξσηετλψλ ηεο ππννκάδαο Α/Β ησλ ζπνλδπισηψλ [90-93]. 

 

Α2.2 Γνκή ησλ πξσηετλώλ hnRNP 

 

Σα δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετλψλ hnRNP, θαζνξίδνπλ ζε κεγάιν 

βαζκφ ην ιεηηνπξγηθφ ηνπο ξφιν. Με αλάιπζε ηεο αιιεινπρίαο ηνπ cDNA 

θισλνπνηεκέλσλ hnRNP,  βξέζεθε φηη απνηεινχληαη απφ κία ηνπιάρηζηνλ πεξηνρή 

πνπ πξνζδίδεη ζηηο πξσηεΐλεο ηελ ηθαλφηεηα λα πξνζδέλνπλ ζην RNA, θαζψο θαη κία 

βνεζεηηθή (auxiliary) πεξηνρή, ε νπνία είλαη πηζαλφλ ππεχζπλε γηα ηελ 

αιιειεπίδξαζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ κε άιιεο πξσηεΐλεο. 

Οη πεξηνρέο πνπ δίλνπλ ηελ ηθαλφηεηα ζηηο hnRNP λα πξνζδέλνπλ ζην RNA 

παξνπζηάδνληαη κε ηξεηο θπξίσο κνξθέο, ηελ ζπληεξεκέλε πεξηνρή πξφζδεζεο ζην 

RNA πνπ νλνκάδεηαη RBD (RNA-Binding Domain) ή RRM (RNA Recognition 
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Motif) ή κνηίβν RNP (RNP motif), ην πιαίζην RGG (RGG box) θαη ην κνηίβν KH 

(KH motif). Οη ραξαθηεξηζηηθέο απηέο πεξηνρέο εκθαλίδνληαη θαη ζε άιιεο πξσηεΐλεο 

κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο ζην RNA, πνπ δελ αλήθνπλ ζηελ νηθνγέλεηα ησλ hnRNP, 

φπσο ζε θάπνηεο πξσηεΐλεο snRNP θαη παξάγνληεο ηνπ καηίζκαηνο θαη ηεο 

κεηάθξαζεο [94].  

Ζ θαιχηεξα κειεηεκέλε πεξηνρή είλαη ε νλνκαδφκελε RBD ε νπνία 

εκθαλίδεηαη ζηηο πεξηζζφηεξεο απφ ηηο hnRNP, θαζψο θαη ζε άιιεο πξσηεΐλεο κε 

ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA [95-99]. Ζ πεξηνρή απηή απνηειείηαη απφ κηα 

ζπληεξεκέλε αιιεινπρία πεξίπνπ 90 ακηλνμέσλ ε νπνία πεξηέρεη δχν πνιχ 

ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο, ηηο RNP1 θαη RNP2 νη νπνίεο απέρνπλ πεξίπνπ 30 

ακηλνμέα κεηαμχ ηνπο. Ζ RNP1 είλαη έλα νθηαπεπηίδην κε αιιεινπρία : Lys/Arg-Gly-

Phe/Tyr-Gly/Ala-Phe-val-X-Phe/Tyr. Ζ RNP2 είλαη εμαπεπηίδην ιηγφηεξν 

ζπληεξεκέλν, πινχζην ζε αξσκαηηθά θαη αιεηθαηηθά ακηλνμέα. Έρεη παξαηεξεζεί φηη 

δχν πεξηνρέο RBD πνπ αλήθνπλ ζε νκφινγεο πξσηεΐλεο δηαθνξεηηθψλ εηδψλ, 

ελδέρεηαη λα έρνπλ κεγαιχηεξε νκνινγία κεηαμχ ηνπο, ζε ζρέζε κε ηελ νκνινγία πνπ 

εκθαλίδεηαη κεηαμχ ησλ πεξηνρψλ RBD εληφο ηεο ίδηαο πξσηεΐλεο. Δπίζεο ζηηο 

πξσηεΐλεο φπνπ ζπλππάξρνπλ πεξηζζφηεξεο ηεο κηαο RBD, ε θάζε πεξηνρή ελδέρεηαη 

λα έρεη δηαθνξεηηθή ιεηηνπξγία θαη δηαθνξεηηθή εμεηδίθεπζε σο πξνο ηελ πξφζδεζε 

ζην RNA [100]. Σα παξαπάλσ ππνδεηθλχνπλ κηα αλεμάξηεηε εμειηθηηθή πνξεία γηα 

θάζε RBD πεξηνρή, κε έλα θνηλφ φκσο αξρέγνλν πξφγνλν. Δθηφο απφ ηελ πξσηνηαγή 

δνκή ηεο RBD πεξηνρήο, έρνπλ γίλεη κειέηεο θαη γηα ηε δεπηεξνηαγή θαη ηξηηνηαγή 

κνξθή, κε θξπζηαιινγξαθία αθηίλσλ Υ [101] θαη κεζφδνπο Ππξεληθνχ Μαγλεηηθνχ 

πληνληζκνχ (NMR) [102, 103], νη νπνίεο έδεημαλ φηη ε πεξηνρή απηή έρεη κηα 

δεπηεξνηαγή δνκή ηχπνπ β1-α1-β2-β3-α2-β4, κε ην «α» λα ππνδεηθλχεη δηακφξθσζε 

α-έιηθαο θαη ην «β» δηακφξθσζε β-πηπρσηήο επηθάλεηαο (Δηθφλα 3). Οη 

ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο RNP1 θαη RNP2 εληνπίδνληαη πάλσ ζηηο γεηηνληθέο 

αληηπαξάιιειεο β-πηπρσηέο επηθάλεηεο πνπ δηακνξθψλνπλ νη β1-β4 ζην ρψξν. Ζ 

πεξηνρή RBD κπνξεί λα πξνζδέζεη ζην RNA κε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία, αιιά 

επίζεο θαη κε-εηδηθά. 
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Δηθόλα 3 ρεκαηηθή παξάζηαζε ηνπ RBD ηεο πξσηεΐλεο hnRNP C (ακηλνμέα 9-24). Σα βέιε 

αληηπξνζσπεχνπλ ηηο 4 αληηπαξάιιειεο  β-πηπρσηέο επηθάλεηεο θαη νη ζρεκαηηζκνί θνξδέιαο ηηο 2 

δηακνξθψζεηο α-έιηθαο. Οη αιιεινπρίεο RNP1 θαη RNP2 βξίζθνληαη εκβφιηκα ζηα γεηηνληθά θεληξηθά 

αληηπαξάιιεια ζθέιε (β3-β1). Με Ν θαη C ζεκεηψλεηαη ην ακηλνηειηθφ θαη θαξβφμπηειηθν άθξν 

αληίζηνηρα (Dreyfuss et al.,1993). 

 

 

Μηα αθφκε πεξηνρή κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA απνηειεί ην πιαίζην RGG 

(RGG box) ην νπνίν απνηειείηαη απφ επαλαιήςεηο ηξηπεπηηδίσλ αξγηλίλεο-γιπθίλεο-

γιπθίλεο κε ελδηάκεζα δηάζπαξηα αξσκαηηθά ακηλνμέα.  Ζ αξρηθή εληφπηζε ηεο 

ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρήο πξφζδεζεο RNA, έγηλε ζηελ hnRNP U, ε νπνία δελ έρεη 

πεξηνρή RBD [104]. Δλψ ζεσξήζεθε αξρηθά σο ε αλαγθαία πεξηνρή γηα πξφζδεζε 

RNA, ε εχξεζε ηεο θαη ζηελ hnRNP A1 ε νπνία πεξηέρεη RBD, ηεο πξνζδίδεη 

επηπξφζζεην ξφιν, ζπλεξγηζηηθφ σο πξνο ηελ πξφζδεζε RNA ή ηελ αιιειεπίδξαζε 

πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο. Δπίζεο ην πιαίζην RGG έρεη εληνπηζζεί ζε πξσηεΐλεο κε 

ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA, νη νπνίεο ζπκκεηέρνπλ ζηε βηνγέλεζε ηνπ pre-rRNA 

[104-106]. 

Σέινο κηα πεξηνρή ε νπνία αλαγλσξίζηεθε θαη πξνζδηνξίζηεθε αξρηθά ζηελ 

hnRNP Κ [107], ην κνηίβν KH (K Homology), επηηξέπεη επίζεο ηελ πξφζδεζε ησλ 

πξσηετλψλ κε RNA. Ζ πεξηνρή απηή απνηειείηαη απφ κηα αιιεινπρία πεξίπνπ 45 

ακηλνμέσλ, κε κηα κεξηθψο ζπληεξεκέλε αιιεινπρία θνληά ζην θέληξν ηεο πεξηνρήο 
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(I-G-k-g/k-G) θαη πδξφθνβα ακηλνμέα (Leu, Ile, Val) θαηαλεκεκέλα ζε ηαθηά 

δηαζηήκαηα. Σν κνηίβν απηφ έρεη εληνπηζηεί ζε κεγάιν αξηζκφ πξσηετλψλ απφ 

νξγαληζκνχο πνπ απέρνπλ εμειηθηηθά κεηαμχ ηνπο, φπσο νη ξηβνζσκηθέο πξσηεΐλεο S3 

(αξραηνβαθηήξηα) θαη ν παξάγνληαο ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο Mer1p ηνπ 

δπκνκχθεηα [108, 109]. ηελ πξσηεΐλε hnRNP Κ, ε νπνία δελ έρεη πεξηνρή RBD, 

βξίζθνληαη 3 κνηίβα KH, ηα νπνία ζπλεηζθέξνπλ εμίζνπ ζηελ πξφζδεζε ηνπ RNA. 

Ζ βνεζεηηθή πεξηνρή απνηειεί ηελ πεξηνρή εθείλε πνπ δε ζρεηίδεηαη άκεζα κε 

ηελ πξφζδεζε RNA θαη ε θαιχηεξα κειεηεκέλε είλαη απηή ησλ πξσηετλψλ ηεο 

ππννκάδαο Α/Β, ε νπνία ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ παξνπζία ζε πςειφ πνζνζηφ 

γιπθίλεο (Gly-rich). Γηα ηελ βνεζεηηθή πεξηνρή ηεο hnRNP A1, ζηελ νπνία 

πεξηέρεηαη πιαίζην RGG, νη ηδηφηεηεο πνπ πξνβάιινληαη είλαη ε ζπκβνιή ζηελ 

πξφζδεζε RNA, ε ηθαλφηεηα αλαζχλδεζεο ησλ αιπζίδσλ ηνπ RNA (strand annealing 

activity) [110], ε χπαξμε ηεο πεξηνρήο Μ9 ή αιιηψο ζήκα εληνπηζκνχ ζηνλ ππξήλα 

(Nuclear Localization Signal,NLS) θαη θπξίσο ε ζπκβνιή ηεο ζηελ ηθαλφηεηα 

αιιειεπίδξαζεο κε άιιεο πξσηεΐλεο (protein-protein interactions) [111-115]. Ζ 

βνεζεηηθή πεξηνρή ησλ hnRNP C είλαη πινχζηα ζε φμηλα ακηλνμέα θαη φπσο θαη ηεο 

πξσηεΐλεο hnRNP A1 ηνπνζεηείηαη πξνο ην θαξβνμπηειηθφ άθξν ηνπο. ηελ πεξηνρή 

απηή πεξηέρεηαη έλα ζήκα εληνπηζκνχ ζηνλ ππξήλα θαη κηα πηζαλή πεξηνρή 

πξφζδεζεο ηξηθσζθνξηθψλ λνπθιενηηδίσλ (NTP) [85, 116]. Οη ίδηεο πεξηνρέο 

(NLS,NTP) πηζαλφλ βξίζθνληαη θαη ζηε βνεζεηηθή πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο hnRNP U 

[104]. Υαξαθηεξηζηηθφ ησλ βνεζεηηθψλ πεξηνρψλ πνιιψλ πξσηετλψλ hnRNP είλαη 

φηη ζπκίδνπλ επθαξπσηηθνχο παξάγνληεο κεηαγξαθήο, θαζψο ζε απηέο πεξηέρνληαη 

νκάδεο πινχζηεο ζε ζπγθεθξηκέλα ακηλνμέα. Γηα παξάδεηγκα ε hnRNP U πεξηέρεη κηα 

αιιεινπρία 50 ακηλνμέσλ κε ην 28% απηψλ λα είλαη γινπηακίλε, φπσο θαη κηα 

πεξηνρή πινχζηα ζε φμηλα ακηλνμέα. Δπίζεο νη πξσηεΐλεο hnRNP K θαη hnRNP  L  

πεξηέρνπλ νκάδεο πξνιίλεο, ζπκίδνληαο ηνπο παξάγνληεο κεηαγξαθήο CCAAT (CTF) 

[76, 82, 117]. 
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Δηθόλα 4 Κνηλέο δνκηθέο πεξηνρέο πνπ παξαηεξνχληαη ζηα κέιε ηεο νηθνγελείαο ησλ hnRNP. 

Παξνπζηάδεηαη έλα ζρεδηάγξακκα ζην νπνίν θαίλεηαη ε πξσηετληθή δηακφξθσζε θαη ζεκεηψλνληαη ην 

ακηλν (NH2) θαη θαξβνμπ (COOH) ηειηθά άθξα. Όια ηα κέιε πεξηέρνπλ ηνπιάρηζηνλ κηα πεξηνρή 

πξφζδεζεο λνπθιετθψλ νμέσλ πνπ κπνξεί λα πξνζδεζεί κε DNA θαη/ή RNA κε εμαξηψκελν απφ ηελ 

αιιεινπρία ηξφπν. Οη πξσηεΐλεο hnRNP πεξηέρνπλ επίζεο βνεζεηηθέο πεξηνρέο νη νπνίεο εκπιέθνληαη 

ζηελ πξφζδεζε RNA, ζηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ πξσηετλψλ θαη/ή ζηελ θπηηαξηθή εληφπηζε 

(πξνζαξκνγή απφ Carpenter et al., 2006). 

 

Α2.3 Πξσηεΐλεο hnRNP ηεο ππννκάδαο Α/Β 

 

Μηα θχξηα, θαη πην θαιά κειεηεκέλε, ππννκάδα ησλ πξσηετλψλ hnRNP, είλαη 

απηή ησλ πξσηετλψλ ηχπνπ Α/Β. Απηή ε ππννκάδα απνηειείηαη απφ ηα αθφινπζα 

κέιε : 

- Σελ πξσηεΐλε hnRNP Α1 θαη ηελ ηζνκνξθή ηεο Α1b, ε νπνία απνηειεί πξντφλ 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ. Μηα αθφκε κνξθή ηεο hnRNP Α1 πνπ 

πξνθχπηεη φκσο απφ κεηα-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε (πξνηενιπηηθή απνθνπή ηνπ 

θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο) είλαη ε πξσηεΐλε UP1. 

- Σηο πξσηεΐλεο hnRNP Α2 θαη hnRNP Β1, νη νπνίεο απνηεινχλ πξντφληα 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ελφο γνληδίνπ. Νεφηεξεο αλαγλσξηζκέλεο ηζνκνξθέο ηνπ 

ίδηνπ γνληδίνπ είλαη θαη νη hnRNP Β0a θαη hnRNP B0b. 

- Σελ πξσηεΐλε hnRNP Β2, ε πξσηνηαγήο δνκή ηεο νπνίαο δελ έρεη 

ηαπηνπνηεζεί. 

- Σελ πξσηεΐλε hnRNP Α3 πνπ πξνζηέζεθε ζαλ ην λεφηεξν κειεηεκέλν κέινο 

ηεο ππννκάδαο. 
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- Σελ πξσηεΐλε hnRNP Α0, κηα ιηγφηεξν άθζνλε πξσηεΐλε, ε νπνία δελ 

απνηειεί πξντφλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο θαλελφο απφ ηα γνλίδηα ησλ ππφινηπσλ 

hnRNP Α/Β [118].  

Όιεο νη πξσηεΐλεο ηεο ππννκάδαο είλαη άθζνλεο, εθηφο ηεο hnRNP Α0, είλαη 

βαζηθέο θαη εκθαλίδνπλ έλα κεγάιν αξηζκφ ηζνκνξθψλ. Τπφθεηληαη ζε κεηα-

κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο, θπξίσο ζε θσζθνξπιίσζε θαη κεζπιίσζε ηεο 

αξγηλίλεο, ελψ νη πην πνιιέο απφ απηέο παιηλδξνκνχλ κεηαμχ ππξήλα θαη 

θπηηαξνπιάζκαηνο. Οη hnRNP πξσηεΐλεο ηεο ππννκάδαο ησλ Α/Β κνηξάδνληαη έλα 

εηδηθφ δνκηθφ κνηίβν. πγθεθξηκέλα απνηεινχληαη απφ δχν ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο 

πξφζδεζεο RNA, RBD (RBD I θαη RBD II) ελ ζεηξά, θαη απφ κηα βνεζεηηθή πεξηνρή 

πινχζηα ζε γιπθίλε (Gly-rich ayxiliary domain) (Δηθφλα 5). Ζ πεξηνρή ησλ RBD 

παξνπζηάδεη ηελ πςειφηεξε νκνινγία αθνινπζίαο ακηλνμέσλ αλάκεζα ζηηο hnRNP 

Α2/Β1 θαη Α1, θηάλνληαο ην 80%, ελψ ε νκνινγία ηεο βνεζεηηθήο πεξηνρήο κεηαμχ 

ησλ δχν πξσηετλψλ θηάλεη ην 30% ζε ακηλνμέα, ελψ ππάξρεη ζεκαληηθή νκνινγία 

ζηα ζπλνιηθά ακηλνμέα [119].  
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Δηθόλα 5 Γνκή ησλ αληηπξνζνπεπηηθσλ πξσηετλψλ ηχπνπ Α/Β, Α1, Α1Β, Α2, Β1. εκεηψλνληαη νη 

πεξηνρέο RBD, νη εμαηξεηηθά ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεοο RNP-2 θαη RNP-1, θαζψο θαη ε πινχζηα ζε 

γιπθίλε βνεζεηηθή πεξηνρή. Δπίζεο, ζεκεηψλνληαη ηα επηπιένλ εμφληα ηα νπνία πεξηέρνπλ νη 

ηζνκνξθέο Α1Β θαη Β1 θαη ηα νπνία πξνθχπηνπλ απφ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα (απφ Mayeda et al., 1994). 

 

Ζ πξσηεΐλε hnRNP Α3 παξνπζηάδεη ζπλνιηθά κεγαιχηεξε νκνινγία ακηλνμέσλ κε 

ηελ hnRNP Α1 απ‟ φηη κε ηελ hnRNP Α2/Β1. Δηδηθά ζηελ πεξηνρή ησλ RBD, ε 

hnRNP Α3 νκνηάδεη πεξηζζφηεξν κε ηε Α1 απ‟ φηη κε ηελ Α2, ελψ ζηε βνεζεηηθή 

πεξηνρή απηφ αληηζηξέθεηαη, κε ηελ Α3 λα έρεη κεγαιχηεξε νκνινγία κε ηελ Α2,  

παξαηήξεζε πνπ νδήγεζε ζηελ ππφζεζε φηη ην γνλίδην ηεο hnRNP Α3 ελδερνκέλσο 

λα πξνέξρεηαη απφ αλαζπλδπαζκφ ηνπ 5‟ άθξνπ ελφο πξνγελέζηεξνπ γνληδίνπ ηεο 

hnRNP Α1 κε ην 3‟ άθξν ελφο γνληδίνπ ηεο hnRNP Α2 [120]. Ζ hnRNP A0 εκθαλίδεη 

νκνινγία θαηά 58% κε ηελ hnRNP A1 θαη 64% κε ηελ hnRNP A2. ηελ 

θαξβνμπηειηθή πεξηνρή ησλ πξσηετλψλ Α/Β εληνπίδεηαη επίζεο κηα πεξηνρή 38 

ακηλνμέσλ ε νπνία νλνκάδεηαη M9 θαη ε νπνία απνηειεί ην ζήκα εληνπηζκνχ ζηνλ 

ππξήλα (NLS), ελψ ηαπηφρξνλα είλαη ππεχζπλν γηα ηελ παιηλδξφκεζε κεηαμχ 

ππξήλα θαη θπηηαξνπιάζκαηνο (nuclear import/export signal) [111, 121]. Γηεξεχλεζε 
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ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο hnRNP Α2/Β1 πνπ θέξεη RGG, έδεημε φηη ε 

θαηάζηαζε κεζπιίσζεο απηήο ηεο πεξηνρήο θαζνξίδεη ηνλ ππν-θπηηαξηθφ εληνπηζκφ 

ηεο Α2/Β1 [122]. Σν ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ησλ γνληδίσλ ησλ πξσηετλψλ Α/Β, γεληθά 

αθήλεη αλέπαθα ηα παξαπάλσ ραξαθηεξηζηηθά, παξφηη -γηα παξάδεηγκα- ε αθνινπζία 

12 ακηλνμέσλ πνπ πεξηέρνληαη ζηε Β1 εληνπίδεηαη ζηελ πεξηνρή πξφζδεζεο ηνπ RNA 

θαη ε εμαίξεζε ηνπ εμνλίνπ 9 απνκαθξχλεη κεξηθά ακηλνμέα απφ ηελ RGG πεξηνρή 

[123]. Δλψ νη δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ ηεο ππννκάδαο Α/Β είλαη 

ζρεηηθά πεξηνξηζκέλεο, εληνχηνηο ζε πνιιέο πεξηπηψζεηο νη πξσηεΐλεο απηέο 

δηαθέξνπλ ηφζν ζηε δξαζηηθφηεηά ηνπο [124] φζν θαη ζηνλ ππν-θπηηαξηθφ εληνπηζκφ 

ηνπο [89], πηζαλψο σο ζπλέπεηα ησλ κηθξψλ δηαθνξψλ ζηελ πξσηνηαγή ηνπο δνκή. 

Σν γνλίδην ηεο hnRNP Α2/Β1, ην νπνίν ραξηνγξαθήζεθε ζην ρξσκφζσκα 

7p15, θισλνπνηήζεθε απφ ηνπο Burd et al. θαη απνηειείηαη απφ έλα κφλν αληίγξαθν 

(single copy) ην νπνίν πεξηέρεη 12 εμφληα [119]. Απηφ ην γνλίδην ππφθεηηαη ζε 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαη παξνπζηάδεη 4 ηζνκνξθέο. Ζ ζπλχπαξμε θαη ησλ 12 εμνλίσλ 

ηνπ γνληδίνπ παξάγεη ηελ πξσηεΐλε hnRNP Β1, ελψ ε αθαίξεζε ηνπ εμνλίνπ 2, πνπ 

πεξηέρεη 36 λνπθιενηίδηα, παξάγεη ηελ πξσηεΐλε hnRNP Α2 [125]. Μεηαγελέζηεξα 

αλαθέξζεθε φηη ην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα κε ζηφρν ην εμφλην 9, παξάγεη ηηο πξσηεΐλεο 

Β0b θαη Β0a, νη νπνίεο ζηεξνχληαη ηνπ εμνλίνπ 9 ή θαη ησλ δχν εμνλίσλ, 2 θαη 9 

αληίζηνηρα [89]. Αξρηθά ζεσξήζεθε φηη νη κνξθέο B0a/b έρνπλ ηζηνεηδηθή έθθξαζε, 

κε πεξηνξηζκφ ζηνπο φξρεηο ησλ πνληηθψλ, αιιά πην πξφζθαηεο κειέηεο έδεημαλ φηη ε 

έθθξαζή ηνπο δελ πεξηνξίδεηαη ζην ζπγθεθξηκέλν ηζηφ. Λίγα ζηνηρεία πνπ αθνξνχλ 

ζηε κνξηαθή ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο hnRNP Α2/Β1 είλαη γλσζηά. Ζ 

αλάιπζε ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ απνθάιπςε έλα κνλαδηθφ ζεκείν εθθίλεζεο ηεο 

κεηαγξαθήο, 162 λνπθιενηίδηα αλνδηθά (upstream) ηεο αιιεινπρίαο ATG. Ζ πεξηνρή 

ηνπ ππνθηλεηή δελ πεξηέρεη πιαίζην ΣΑΣΑ, σζηφζν εληνπίδνληαη ζπλαηλεηηθέο 

(consensus) αιιεινπρίεο CCAAT, ελψ πεξηέρεη δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ 

πξνζνκνηάδνπλ κε έλα γνλίδην βαζηθψλ ιεηηνπξγηψλ (housekeeping gene) [125, 126]. 

Σέινο ν ππνθηλεηήο ηνπ γνληδίνπ ηεο A2/B1 θαίλεηαη λα έρεη παξφκνηα ηζρχ κε ηνλ 

νκφινγν ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ ηεο hnRNP Α1, γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη φηη απηά 

ηα γνλίδηα κπνξεί λα ξπζκίδνληαη κε παξφκνην ηξφπν, θαζψο κάιηζηα ε νξγάλσζε 

εζσλίσλ/εμνλίσλ ηεο Α2/Β1 θαη ηεο Α1 ππνδειψλεη φηη θαη ηα δχν γνλίδηα πξνήιζαλ 

απφ δηπιαζηαζκφ γνληδίσλ [125]. ε κία απφ ηηο ειάρηζηεο εξγαζίεο γηα ηελ έθθξαζε 

ηεο hnRNP Α2/Β1 θάλεθε φηη ν λένο παξάγνληαο κεηαγξαθήο, ε ππξεληθή πξσηεΐλε 

ε ζρεηηθή κε DEAF1 (nuclear-DEAF1-related protein) θαηαζηέιιεη ηε κεηαγξαθή ηεο 
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hnRNP A2/B1 [127], σζηφζν εθθξεκεί ε απνζαθήληζε ησλ ιεπηνκεξψλ κνξηαθψλ 

κεραληζκψλ πνπ επζχλνληαη γηα ηε κεηαγξαθή ηεο hnRNP Α2/Β1. Μία κφλν εξγαζία 

δηεξεπλά ηε ζηαζεξφηεηα ηνπ κελχκαηνο ηεο hnRNP Α2/Β1. Ζ ζηαζεξφηεηα ηνπ 

mRNA απηήο ηεο πξσηεΐλεο κεηψλεηαη απφ 16
 
ψξεο, ππφ λνξκνμηθέο ζπλζήθεο 

(θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο νμπγφλνπ), ζε 4 ψξεο ζε ππνμηθά θχηηαξα MCF7 [128].  

Σν γνλίδην ηεο hnRNP Α1 εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 12q13.1 [129] θαη 

απνηειεί κέξνο κηαο κεγάιεο νκάδαο πεξίπνπ 30 -εηδηθψλ γηα Α1- αιιεινπρηψλ πνπ 

εληνπίδνληαη ζην γνληδίσκα,  θπξίσο επεμεξγαζκέλσλ ςεπδνγνληδίσλ. Απνηειείηαη 

απφ 10 εμφληα, εθ ησλ νπνίσλ ην φγδνν ππφθεηηαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, κε ηελ 

πξνζζήθε ηνπ λα δίλεη ηελ ηζνκνξθή Α1b [130]. Όζνλ αθνξά ζηε ξχζκηζε ηνπ 

γνληδίνπ ηεο Α1, νη Biamonti θαη ζπλεξγάηεο βξήθαλ ηνπιάρηζηνλ 12 ζηνηρεία 

ειέγρνπ ηνπ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ, ηα νπνία δηαηξνχληαη ζε 2 θχξηεο πεξηνρέο 

πξφζδεζεο πξσηετλψλ. Με ηε ρξήζε δνθηκψλ πξνζηαζίαο απφ DNάζε επηβεβαίσζαλ 

ηελ χπαξμε δχν SP1 πεξηνρψλ πξφζδεζεο θαη δχν πιαηζίσλ CCAAT, απφ ηα νπνία 

φκσο κφλν ην έλα αιιειεπηδξά κε ηνλ παξάγνληα CTF/NFI. Δπίζεο εληνπίζηεθε έλα 

ζηνηρείν απφθξηζεο ζην cAMP, κνινλφηη ε αθνινπζία απηή παξνπζηάζηεθε 

αλεπαξθήο γηα κεηαγξαθή πνπ ελεξγνπνηείηαη απφ cAMP. ηνλ ππνθηλεηή 

πεξηέρνληαη θαη πνιιέο αιιεινπρίεο CACGTG πνπ αλαγλσξίδνληαη απφ ηνλ 

παξάγνληα κεηαγξαθήο θαη νγθνπξσηεΐλε c-myc, φπσο επίζεο θαη δχν παξαθείκελα 

πιαίζηα GC, ηα νπνία παξνπζηάδνπλ νκνηφηεηεο κε πνιινχο θπηηαξηθνχο θαη ηνγελείο 

εληζρπηέο. Ο ππνθηλεηήο ηνπ γνληδίνπ ηεο hnRNP Α1 εκθαλίδεηαη θαηά 5-10 θνξέο 

ηζρπξφηεξνο απφ ηνπο ηνγελείο ππνθηλεηέο ησλ SV40 θαη RSV. Γεληθά, ε κεηαγξαθή 

ηεο hnRNP Α1 είλαη πηζαλφ λα επηηπγράλεηαη κε ηε ζπλεξγαηηθή επίδξαζε 

πνιιαπιψλ ζηνηρείσλ ηεο κεηαγξαθήο [131]. Σέινο ζε κηα αλαθνξά πεξηγξάθεηαη φηη 

ην νγθνγνλίδην v-src θαηαζηέιιεη ηε κεηαγξαθή ηεο hnRNP Α1 [132].  

Σν γνλίδην ηεο hnRNP Α3 εληνπίδεηαη ζην ρξσκφζσκα 2q31.2. θαη πεξηέρεη 11 

εμφληα. Έρνπλ βξεζεί αξθεηά ςεπδνγνλίδηα γηα ηελ hnRNP Α3, πνπ δελ έρνπλ 

εζψληα, ηφζν ζηνλ άλζξσπν φζν θαη ζην πνληίθη. Σν γνλίδην ππφθεηηαη ζε 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, παξάγνληαο ηηο 4 ηζνκνξθέο ηεο πξσηεΐλεο νη νπνίεο 

εληνπίζηεθαλ κε αλνζνζηχπσζε. Όπσο αλαθέξζεθε θαη γηα ηηο άιιεο πξσηεΐλεο 

hnRNP Α/Β ν ππνθηλεηήο ηνπ γνληδίνπ δελ έρεη πιαίζην TATA, ελψ πεξηέρεη 

αιιεινπρίεο πινχζηεο ζε GC θαη κνηίβν έλαξμεο ηεο αληηγξαθήο φκνην ηνπ CAAT ζε 

θνληηλή απφζηαζε απφ ην ζεκείν έλαξμεο [133].  
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Όζνλ αθνξά ζηε κεηαθξαζηηθή ξχζκηζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ, δελ ππάξρνπλ 

αξθεηέο αλαθνξέο. ε αληηδηαζηνιή κε ηελ hnRNP Α2/Β1 ηεο νπνίαο ην mRNA 

εκθαλίδεηαη λα κεηαθξάδεηαη ζηνλ ίδην βαζκφ ζε θχηηαξα HeLa πνπ 

πνιιαπιαζηάδνληαη θαη ζε θχηηαξα ζε θάζε εξεκίαο, ην mRNA ηεο hnRNP A1 

κεηαθξάδεηαη απνηειεζκαηηθφηεξα ζε θχηηαξα πνπ αλαπηχζζνληαη παξά ζε θχηηαξα 

ζηαηηθήο θάζεο [134]. Σέινο ε πξσηεΐλε Von Hippel-Lindau (pVHL), πξντφλ ελφο 

νγθνθαηαζηαιηηθνχ γνληδίνπ (tumor suppressor gene), δξα σο ιηγάζε Δ3 (ubiquitin 

ligase E3), ε νπνία ζηνρεχεη ηελ hnRNP Α2/Β1 γηα απνδφκεζε κέζσ ηνπ 

πξνηεαζψκαηνο θάησ απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο [135]. 

 

Α2.4 Βηνινγηθνί ξόινη ησλ πξσηετλώλ hnRNP  

 

Ο βηνινγηθφο ξφινο ησλ πξσηετλψλ hnRNP δελ πεξηνξίδεηαη ζηελ πξνζηαζία 

ηνπ RNA, φπσο είρε αξρηθά δηαηππσζεί, δειαδή δελ έρνπλ ραξαθηήξα θαζαξά 

δνκηθφ. Αληίζεηα πιεζψξα κειεηψλ πξνζδίδνπλ ζε απηέο έλα πνιιαπιφ θαη δπλακηθφ 

ξφιν πνπ εθηείλεηαη ζε πιήζνο θπηηαξηθψλ δξαζηεξηνηήησλ. Ζ ζπκκεηνρή ηνπο ζε 

φια ηα ζηάδηα βηνγέλεζεο ηνπ mRNA (Δηθφλα 6) επηηξέπεη ην ραξαθηεξηζκφ ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ ζαλ έλα ππνζχλνιν παξαγφλησλ πνπ δξνπλ in trans, απαξαίηεησλ 

γηα ηελ σξίκαλζε ηνπ pre-mRNA [70].  
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Δηθόλα 6 ρεκαηηθή παξάζηαζε ελφο γεληθεπκέλνπ κνληέινπ ηεο βηνγέλεζεο ηνπ mRNA, κε ηε 

ζπκκεηνρή πξσηετλψλ hnRNP, θαζψο θαη άιισλ παξαγφλησλ ηνπ καηίζκαηνο, ηεο πνιπαδελπιίσζεο 

θαη ηεο κεηαθνξάο ηνπ ψξηκνπ mRNA ζην θπηηαξφπιαζκα. εκεηψλεηαη ν ξφινο ελφο ζπκπιφθνπ 

EJC (exon-junction-complex) ζηελ έμνδν ηνπ mRNA ζην θπηηαξφπιαζκα, θαζψο θαη ε παιηλδξφκεζε 

πξσηετλψλ hnRNP (απφ Dreyfuss et al., 2002). 

 

 

Ο ξφινο ηνπο φκσο επεθηείλεηαη ιακβάλνληαο ππφςε ηελ ηθαλφηεηα πνιιψλ εμ 

απηψλ γηα δηαζχλδεζε θαη κε ην DNA (ss-DNA, ds-DNA) [136, 137]. 

Μειέηεο έρνπλ ζπλδέζεη ηηο πξσηεΐλεο hnRNP κε ηελ αληηγξαθή ηνπ DNA, ηελ 

επηδηφξζσζε ηνπ θαη ηε δηαηήξεζε ησλ ρξσκνζσκάησλ κέζσ ηεο ξχζκηζεο ησλ 

ηεινκεξψλ. Ζ πξσηεΐλε hnRNP Α1 έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα απνζηαζεξνπνηεί ηελ έιηθα 

ηνπ DNA θαη έηζη λα είλαη έλαο παξάγνληαο πνπ επεξεάδεη ηελ αλαζχλδεζε κηαο 

κνλήο αιπζίδαο [110] ή δχν ζπκπιεξσκαηηθψλ αιπζίδσλ [110, 138]. Οη ζηφρνη ηεο 

hnRNP Α1, θαη ηεο ηζνκνξθήο ηεο UP1, γηα ηελ απνζηαζεξνπνίεζε πεξηιακβάλνπλ 

ζρεκαηηζκνχο G-quartets νη νπνίνη πηζηεχεηαη φηη παίδνπλ απνθαζηζηηθφ ξφιν ζηελ 

αληηγξαθή, ηε κεηαγξαθή θαη ηε δηαηήξεζε ησλ ηεινκεξψλ [139-141]. Δπίζεο θαη νη 

πξσηεΐλεο hnRNP Α2/Β1 θαη Α3 ζρεηίδνληαη κε απηέο ηηο δνκέο [142], ελψ ε hnRNP 
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Α2 κπνξεί λα απνζηαζεξνπνηήζεη ηε δνκή G‟2 d(CGG)n, παξφκνηα ηεο G-quartet 

[143]. Οη πξσηεΐλεο hnRNP Α/Β παίδνπλ πνιινχο ξφινπο ζηελ αληηγξαθή ηνπ DNA. 

Ζ UP1 δηεγείξεη ηε δξαζηηθφηεηα ηεο DNA πνιπκεξάζεο α ε νπνία πξνάγεη ην 

ζρεκαηηζκφ ησλ ζξαπζκάησλ Okazaki [144, 145] θαη ε hnRNP Α1 δηεγείξεη ζηε 

ζπλέρεηα ηε δξαζηηθφηεηα ηεο αλζξψπηλεο flap ελδνλνπθιεάζεο 1 (FEN-1) θαηά ηελ 

σξίκαλζε ησλ ζξαπζκάησλ [146]. Ζ hnRNP Α2 δεζκεχεη ηελ νγθνπξσηεΐλε SET, 

έλα θεληξηθφ ξπζκηζηή ηεο αληηγξαθήο, ηεο αλαδηακφξθσζεο ηεο ρξσκαηίλεο θαη ηεο 

κεηαγξαθήο, θαη δξα σο αλαζηνιέαο ηεο πξσηετληθήο θσζθαηάζεο 2Α (PP2A), ελφο 

ελδχκνπ ην νπνίν ξπζκίδεη ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηε δηαθνξνπνίεζε 

[147]. Σέινο ε hnRNP Α1 αιιειεπηδξά κε ηελ DNA ηνπντζνκεξάζε I (TopI) [148] ε 

νπνία ξπζκίδεη ηελ ηνπνινγία ηνπ DNA θαηά ηελ αληηγξαθή θαη ηε κεηαγξαθή. 

 Όζνλ αθνξά ηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA, ε hnRNP Β1 αιιειεπηδξά κε ηελ 

εμαξηψκελε απφ DNA πξσηετληθή θηλάζε (DNA-PK), έλα πνιχ-πξσηετληθφ 

ζχκπινθν ην νπνίν ζρεηίδεηαη κε ηελ επηδηφξζσζε, θαη ε αιιειεπίδξαζε απηή νδεγεί 

ζε αλαζηνιή ηνπ DNA-PK, πξνζδίδνληαο ζηελ Β1 ην ξφιν αξλεηηθνχ ξπζκηζηή ηεο 

επηδηφξζσζεο. Δπηπιένλ έρεη δεηρζεί φηη ε επηδηφξζσζε ζξαχζεσλ ηεο DNA αιπζίδαο 

εληζρχεηαη κε ηε κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο hnRNP Β1 κε siRNA [149]. Δπίζεο ε 

πξσηεΐλε hnRNP C1/C2 ζρεηίδεηαη κε ηελ επηδηφξζσζε ζξαχζεσλ δηπιήο αιπζίδαο 

ηνπ ρξσκνζσκηθνχ DNA πηζαλφλ κέζσ θσζθνξπιίσζήο ηεο απφ ην DNA-PK [150, 

151].  

Σν κήθνο ησλ ηεινκεξψλ ζέηεη έλα φξην ζηνλ αξηζκφ ησλ αληηγξαθψλ, ηνλ 

νπνίν κπνξεί λα ππνζηεί έλα ρξσκφζσκα θαη ε κείσζε ησλ ηεινκεξψλ ηειηθά 

απνηειεί ην ζήκα γηα ηε γήξαλζε ησλ θπηηάξσλ [152]. Ζ παξαπάλσ δηαδηθαζία 

απνηειεί θαη έλα απφ ηα κεγαιχηεξα εκπφδηα πνπ πξέπεη λα ππεξβεί έλα θαξθηληθφ 

θχηηαξν, ψζηε λα δηαηξείηαη επ‟ άπεηξνλ θαη πνιιέο θνξέο απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ 

ππεξ-έθθξαζε ηεο ηεινκεξάζεο, ελφο ελδχκνπ ππεχζπλνπ γηα ηελ επηκήθπλζε ησλ 

ηεινκεξψλ [153]. Πεηξάκαηα in vitro έρνπλ δείμεη φηη νη πξσηεΐλεο hnRNP D, hnRNP 

A2/B1 θαη hnRNP Α1 πξνζδέλνπλ κε πςειή ζπγγέλεηα ζηηο αλζξψπηλεο DNA 

αιιεινπρίεο ησλ ηεινκεξψλ, πνπ είλαη πινχζηεο ζε G, φπσο θαη νη πξσηεΐλεο C1/C2, 

θαη E [154-158]. Δπηπιένλ νη hnRNP D θαη UP1 αιιειεπηδξνχλ απεπζείαο κε ηελ 

ηεινκεξάζε, φπσο θαη ε hnRNP Α1, [155, 159], κέζσ αιιειεπίδξαζεο κεηαμχ ηεο 

RRM πεξηνρήο θαη ηνπ RNA ζπζηαηηθνχ ηεο ηεινκεξάζεο [159]. Σα ρξσκνζψκαηα 

ηεο εξπζξνιεπραηκηθήο θπηηαξηθήο ζεηξάο CB3 ησλ πνληηθψλ, ε νπνία δελ πεξηέρεη 

πξσηεΐλε hnRNP Α1, έρνπλ κε θπζηνινγηθά θνληά ηεινκεξή ζε ζρέζε κε ηε 
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θπηηαξηθή ζεηξά CB7 ε νπνία εθθξάδεη ηελ πξσηεΐλε. Ζ απνθαηάζηαζε ηεο 

έθθξαζεο ηεο hnRNP Α1, θαη ηεο ηζνκνξθήο UP1, ζηελ ειιεηκκαηηθή ζεηξά 

απνθαζηζηά ην κέγεζνο ησλ ηεινκεξψλ [157], ππνδειψλνληαο έλα ξφιν γηα ηηο 

hnRNP πξσηεΐλεο ζηε δηαηήξεζε ησλ ηεινκεξψλ κέζσ ηεο επηζηξάηεπζεο ηεο 

ηεινκεξάζεο ζηηο πινχζηεο ζε G πεξηνρέο ησλ ηεινκεξηθψλ άθξσλ [160]. Ζ hnRNP 

Α2 ησλ πνληηθψλ ζπλδέεηαη κε ηελ κνλνθισληθή ηεινκεξηθή επαλάιεςε 

(TTAGGG)n φπσο θαη κε ηελ αληίζηνηρε RNA αιιεινπρία UUAGGG [161] θαη 

επίζεο πξνζηαηεχεη ηελ ηεινκεξηθή αιιεινπρία αιιά φρη ηελ ζπκπιεξσκαηηθή ηεο 

[162]. Έλαο παξφκνηνο πξνζηαηεπηηθφο ξφινο έρεη πξνηαζεί πξφζθαηα θαη γηα ηε 

ζχλδεζε ηεο hnRNP Α3 ζε ηεινκεξηθέο αιιεινπρίεο [163], ελψ έρεη επίζεο 

παξαηεξεζεί φηη ε ζχλδεζε απηή αλαζηέιιεη ηε ιεηηνπξγία ηεο ηεινκεξάζεο [164].  

ε κνξηαθφ επίπεδν νη πξσηεΐλεο hnRNP, θπξίσο νη Α/Β, κπνξεί λα 

ιεηηνπξγνχλ σο γέθπξεο κεηαμχ ησλ ηεινκεξψλ θαη ηνπ RNA ζπζηαηηθνχ ηεο 

ηεινκεξάζεο. Σα RRM ηεο hnRNP Α1 κπνξνχλ λα ζπλδένληαη ηαπηφρξνλα ζηηο 

ηεινκεξηθέο DNA επαλαιήςεηο θαη ζην RNA ζηνηρείν ηεο ηεινκεξάζεο, ην νπνίν 

δείρλεη φηη ε hnRNP  Α1 κπνξεί λα θέξεη ηελ ηεινκεξάζε ζηα άθξα ησλ 

ρξσκνζσκάησλ [159]. Καη ε hnRNP Α2 δηαζπλδέεηαη κε ην RNA ηεο ηεινκεξάζεο 

(hTERT) [162] αιιά δελ είλαη γλσζηφ αλ ηαπηφρξνλα κπνξεί λα ζπλδεζεί θαη κε ηα 

ηεινκεξή. Ο πηζαλφο ξφινο ηεο hnRNP Α2/Β1 ζηε βειηίσζε ηεο ζηαζεξφηεηαο ηεο 

δξάζεο ηεο ηεινκεξάζεο είλαη κία νδφο κέζσ ηεο νπνίαο ηα απμεκέλα επίπεδα ηεο 

πξσηεΐλεο ζηα κεηακνξθσκέλα θχηηαξα κπνξνχλ λα ζπλεηζθέξνπλ ζην λενπιαζηηθφ 

θαηλφηππν [165]. 

Πνιιέο απφ ηηο πξσηεΐλεο hnRNP ζπκκεηέρνπλ ζηε κεηαγξαθή (ή δξνπλ σο 

κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο). Πην θαιά κειεηεκέλε είλαη ε hnRNP Κ, ε νπνία 

πξνζδέλεη ζην DNA ζε ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία (TC tracts) πνπ εληνπίδεηαη ζηνπο 

ππνθηλεηέο ησλ αλζξψπηλσλ πξσην-νγθνγνληδίσλ c-Src  θαη c-myc, ελψ αιιειεπηδξά 

θαη κε ηελ πξσηεΐλε πνπ πξνζδέλεη ζην πιαίζην TATA (TBP) [166, 167]. Δπίζεο ε 

κεηαγξαθή ηνπ egr-1 γνληδίνπ ζηεξίδεηαη ζηελ παξνδηθή επηζηξάηεπζε ηεο hnRNP Κ 

[168], ελψ απηή ε δξάζε ηεο σο κεηαγξαθηθνχ παξάγνληα είλαη αλεμάξηεηε απφ ηε 

δξάζε ηεο ζην θπηηαξηθφ mRNA [169]. Ζ hnRNP Κ φκσο εκθαλίδεηαη θαη ζαλ 

αλαζηνιέαο ηεο κεηαγξαθήο, ζηελ πεξίπησζε πνπ δηαζπλδέεηαη κε ηνλ παξάγνληα 

κεηαγξαθήο C/EBP-β νδεγψληαο ηνλ ζε απελεξγνπνίεζε (ρσξίο ε hnRNP Κ λα 

ζπλδεζεί κε ην DNA) [170]. Παξφκνην απνηέιεζκα αλαζηνιήο ηεο κεηαγξαθήο 

παξνπζηάδεηαη θαη κε ηελ δξάζε ηεο hnRNP U ζηελ επηκήθπλζε ηνπ RNA κέζσ ηεο 
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RNA πνιπκεξάζεο II, κέζσ αιιειεπίδξαζεο κε ηνλ παξάγνληα TFII H [171], ελψ 

κηα πην πξφζθαηε κειέηε έδεημε φηη αιιειεπηδξά θαη απεπζείαο κε ηελ RNA 

πνιπκεξάζε II, ελεξγνπνηψληαο φκσο απηή ηε θνξά ηε κεηαγξαθή [172]. Δπίζεο νη 

πξσηεΐλεο ηεο ππννκάδαο Α/Β ζπκκεηέρνπλ ζηε κεηαγξαθή, θπξίσο νη hnRNP Α1, 

Α2 θαη Α3, δεδνκέλνπ φηη έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα ζπλδένληαη ζε ζηνηρεία ησλ 

ππνθηλεηψλ αξθεηψλ γνληδίσλ θαη κπνξνχλ λα δξάζνπλ ζαλ ελεξγνπνηεηέο ή 

θαηαζηνιείο ηεο κεηαγξαθήο, φπσο πεξηγξάθεηαη εθηελψο ζηελ αλαζθφπεζε ησλ He 

θαη Smith [137]. 

Όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ, νη πξσηεΐλεο hnRNP εκπιέθνληαη ζε φια ηα 

ζηάδηα βηνγέλεζεο ηνπ mRNA. Έηζη ε hnRNP  Ζ έρεη ηαπηνπνηεζεί σο παξάγνληαο 

πνπ ελεξγνπνηεί ηηο αληηδξάζεηο δηάζπαζεο θαη πνιπαδελπιίσζεο ηνπ 3‟ άθξνπ ηνπ 

pre-mRNA [173], ελψ αληίζεηα ε hnRNP F δξα ζαλ αξλεηηθφο ξπζκηζηήο εθηειψληαο 

ηελ αληίζηξνθε δηαδηθαζία [174]. Δπίζεο ε πξσηεΐλε hnRNP Η κπνξεί λα δξάζεη θαη 

ζαλ ζεηηθφο θαη ζαλ αξλεηηθφο ξπζκηζηήο ηεο πνιπαδελπιίσζεο, αιιειεπηδξψληαο κε 

έλαλ ή πεξηζζφηεξνπο παξάγνληεο σξίκαλζεο ηνπ 3‟ άθξνπ, κε απνηέιεζκα ηελ 

έκκεζε ξχζκηζε ηεο πνιπαδελπιίσζεο [175, 176]. Δκπινθή ηελ πξσηετλψλ hnRNP 

παξαηεξείηαη θαη ζηε ζηαζεξνπνίεζε ηνπ mRNA. Ζ hnRNP D δεζκεχεη mRNAs πνπ 

πεξηέρνπλ ην ζηνηρείν ARE (A+U-rich element) ζηελ κε κεηαθξαδφκελε πεξηνρή ηνπ 

3‟ άθξν ηνπο (3‟ UTR), θαη ηξνπνπνηεί ην ρξφλν εκηδσήο απηψλ ησλ mRNAs 

νδεγψληαο ηα ζε γξήγνξε απνζχλζεζε [177-179]. Αληηζηξφθσο, ε hnRNP D κπνξεί 

λα δξάζεη θαη ζαλ παξάγνληαο ζηαζεξνπνίεζεο ηνπ κελχκαηνο, φπσο ζηελ 

πεξίπησζε ηεο δεκηνπξγίαο ηνπ ζπκπιφθνπ α ζε ζπλεξγαζία κε ηηο πξσηεΐλεο hnRNP 

Δ1 θαη Δ2, ην νπνίν ζηαζεξνπνηεί ην mRNA ηεο αλζξψπηλεο α-γινβίλεο [180-182]. 

Έρεη αθφκε παξαηεξεζεί φηη ε hnRNP Α2/Β1 πνπ πξνζδέλεηαη ζε έλα ζηνηρείν ARE, 

απνζηαζεξνπνηεί ην mRNA ηνπ κεηαθνξέα ηεο γιπθφδεο GLUT1 [183, 184], ελψ 

αληίζεηα ε ζχλδεζή ηεο κε ην mRNA ηεο α ππνκνλάδαο ηεο πξνιπι 4-πδξνμπιάζεο 

ηνπ θνιιαγφλνπ (Collagen prolyl 4-hydroxylase α-subunit) ην ζηαζεξνπνηεί [185]. 

Πξσηεΐλεο hnRNP ζπκπεξηιακβάλνληαη θαη ζηνπο παξάγνληεο πνπ δξνπλ in 

trans ζηε ξχζκηζε ηεο αλαθχθισζεο (turnover) ηνπ mRNA, φπσο είλαη νη πξσηεΐλεο 

hnRNP C, D, L θαη E [180, 186, 187]. 

Έλα απφ ηα ζεκαληηθφηεξα ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετλψλ hnRNP αλαθέξεηαη 

ζηνλ ππνθπηηαξηθφ εληνπηζκφ ηνπο, ν νπνίνο ελδέρεηαη λα δηαδξακαηίδεη ζεκαληηθφ 

ξφιν ζηε βηνινγηθή δξάζε ηνπο. Όπσο πξναλαθέξζεθε, πνιιέο πξσηεΐλεο hnRNP 

έρνπλ ηελ ηδηφηεηα λα εληνπίδνληαη ηφζν ζηνλ ππξήλα, φζν θαη ζην θπηηαξφπιαζκα, 
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θαζψο έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα παιηλδξνκνχλ αλάκεζα ζηα δχν θπηηαξηθά 

δηακεξίζκαηα. Ζ παιηλδξφκεζε απηή ησλ πξσηετλψλ ππνδειψλεη πηζαλφλ θαη ηε 

ζπκκεηνρή ηνπο ζηε κεηαθνξά ηνπ mRNA [115, 188]. Σα ψξηκα κεηάγξαθα 

εμάγνληαη απφ ηνλ ππξήλα ζπλνδεία ζπκπιφθσλ hnRNP. Οη πξσηεΐλεο κε θχξην 

εληνπηζκφ ζηνλ ππξήλα, φπσο νη hnRNP C θαη U, δηαρσξίδνληαη απφ ην ζχκπινθν 

θαη παξακέλνπλ εληφο ηνπ ππξήλα, ελψ νη πξσηεΐλεο κε ηθαλφηεηα παιηλδξφκεζεο, 

φπσο νη Α1, Δ θαη Κ κεηαλαζηεχνπλ ζην θπηηαξφπιαζκα καδί κε ην mRNA θαη 

θαηφπηλ επηζηξέθνπλ ζηνλ ππξήλα [189, 190]. Ζ hnRNP Α1 πξνζδέλεη ζε poly(A)
+
 

RNA ηφζν ζηνλ ππξήλα φζν θαη ζην θπηηαξφπιαζκα, γεγνλφο πνπ ππνδεηθλχεη φηη 

εμάγεηαη καδί κε ην mRNA [191], ελψ ε νξζφινγε ηεο Α1 πξσηεΐλε hrp36 ηνπ 

Chironomus tentans έρεη παξαηεξεζεί ζε ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην λα ζπλνδεχεη ην 

mRNA δηακέζνπ ησλ ππξεληθψλ πφξσλ ζηα πνιπζψκαηα [192]. Έρεη επίζεο δεηρζεί 

φηη ε hnRNP Α2/Β1 είλαη απαξαίηεηε γηα ηε κεηαθνξά ηνπ mRNA ηεο βαζηθήο 

πξσηεΐλεο ηεο κπειίλεο απφ ηνλ ππξήλα ζην θπηηαξφπιαζκα κέζσ ηεο πξφζδεζεο ζε 

κηα αθνινπζία 11 λνπθιενηηδίσλ, ε νπνία νλνκάδεηαη ζηνηρείν απφθξηζεο ηεο Α2 (A2 

response element (A2RE)) [193, 194]. ηελ παξαπάλσ έξεπλα βξέζεθε φηη θαη ε 

hnRNP Α1 πξνζδέλεη ζην Α2RE, κε ρακειφηεξε σζηφζν ζπγγέλεηα, γεγνλφο πνπ 

ππνδειψλεη πηζαλψο δηαθνξεηηθνχο ζηφρνπο γηα απηέο ηηο δχν πξσηεΐλεο. Δπίζεο ε 

πξσηεΐλε hnRNP L ζεσξείηαη απαξαίηεηε γηα ηελ έμνδν κεηάγξαθσλ mRNA ηα 

νπνία πξνέξρνληαη απφ γνλίδηα ρσξίο εζψληα [114]. Ο κεραληζκφο εηζφδνπ ηεο 

hnRNP Α1 ζηνλ ππξήλα έδεημε φηη ην κνηίβν Μ9, πνπ φπσο αλαθέξζεθε εληνπίδεηαη 

ζην θαξβφμπηειηθφ άθξν ηεο, είλαη ππεχζπλν γηα ηελ παιηλδξφκεζε, ελψ δχν 

ππνδνρείο κεηαθνξάο, νη transportin 1 θαη trasportin 2, ζεσξνχληαη ππεχζπλνη γηα ηελ 

επάλνδν ηεο hnRNP Α1 ζηνλ ππξήλα [195-200]. Ο κεραληζκφο εμφδνπ ησλ hnRNP  

απφ ηνλ ππξήλα δελ είλαη πιήξσο θαηαλνεηφο, αλ θαη ην κνηίβν Μ9 ζεσξείηαη 

ππεχζπλν θαη γηα ηελ έμνδν αιιά θαη ηελ είζνδν ζηνλ ππξήλα. Έλαο πηζαλφο 

κεραληζκφο εμφδνπ ησλ hnRNP πνπ θέξνπλ mRNA ζε δηαζχλδεζε, ζχκθσλα κε ηελ 

Pinol-Roma, είλαη ε απνκάθξπλζε ησλ πξσηετλψλ πνπ βξίζθνληαη ζε δηαζχλδεζε κε 

απηά ηα mRNA θαη θέξνπλ ζήκα απνθιεηζηηθήο εληφπηζεο ζηνλ ππξήλα, φπσο νη 

hnRNP  C1/C2 (Δηθφλα 7) [201].  
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Δηθόλα 7 ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο εμφδνπ ηνπ mRNA ζην θπηηαξφπιαζκα κέζσ ηνπ ππξεληθνχ 

πφξνπ (NPC: ζχκπινθν ππξεληθνχ πφξνπ) (πξνζαξκνγή απφ Nakielny et al, 1999). 

 

Ζ ζχλζεζε λένπ mRNA θαίλεηαη λα δξα ζαλ ζήκα γηα ηελ εηζαγσγή ησλ hnRNP Α/Β 

ζηνλ ππξήλα. Αλαζηνιή ηεο δξάζεο ηεο πνιπκεξάζεο ΗΗ κέζσ αθηηλνκπθίλεο D ζε 

θχηηαξα HeLa, φπσο θαη παχζε ηεο κεηαγξαθήο ζε έκβξπα πνληηθψλ νδήγεζε ζηε 

δηάρπζε ηεο πξσηεΐλεο hnRNP  Α1 ζην θπηηαξφπιαζκα θαη ζηελ θαηαθξάηεζε ηεο, 

ελψ ε έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο είρε ζαλ απνηέιεζκα ηελ επαλαθνξά ηεο ζηνλ ππξήλα 

[191, 202]. Ζ αλαζηνιή ηεο κεηαγξαθήο δηαηαξάζζεη θαη ηελ ππνθπηηαξηθή εληφπηζε 

ηεο hnRNP Α2/Β1 [203]. Δίλαη πηζαλφ ε ζχλδεζε κε δηάθνξνπο παξάγνληεο λα είλαη 

ππεχζπλε γηα ηελ έμνδν ησλ Α/Β πξσηετλψλ απφ ηνλ ππξήλα  [189, 204, 205]. 

Οη κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο ησλ πξσηετλψλ hnRNP επεξεάδνπλ ηνλ 

ππνθπηηαξηθφ ηνπο εληνπηζκφ, θαη θαηά ζπλέπεηα δηαθνξνπνηνχλ θαη ην ιεηηνπξγηθφ 

ηνπο ξφιν [206]. Γηα παξάδεηγκα ε ππξεληθή εληφπηζε ηεο hnRNP I ζπλδέεηαη κε ηε 

ζπκκεηνρή ηεο ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ηνπ pre-mRNA, ελψ ε θπηηαξνπιαζκαηηθή 

εληφπηζε ηεο ίδηαο πξσηεΐλεο, ιφγσ θσζθνξπιίσζήο ηεο απφ ηελ πξσηετληθή θηλάζε 

Α [207, 208], ζπλδέεηαη κε ηε ζπκκεηνρή ηεο ζηε κεηάθξαζε. Ζ hnRNP Α2/Β1 

κεηαθηλείηαη κεηαμχ ηνπ ππξήλα θαη ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο αλάινγα κε ην ζηάδην 

κεζπιίσζεο ησλ θαηάινηπσλ αξγηλίλεο ζηελ RGG πεξηνρή ηεο. Ζ αζχκκεηξε 

δηκεζπιίσζε ησλ αδψησλ ηεο αξγηλίλεο, ε νπνία θαηαιχεηαη απφ ηελ πξσηεΐλε 

κεζπιηξαζλθεξάζε 1 ηεο αξγηλίλεο, έρεη σο απνηέιεζκα ηνλ ππξεληθφ εληνπηζκφ ηεο 

Α2/Β1 ελψ ε κε κεζπιησκέλε πξσηεΐλε εληνπίδεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα [122]. Οη 



31 
 

πξσηεΐλεο hnRNP C εκθαλίδνπλ λέεο θσζθνξπιηνκέλεο κνξθέο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

κίησζεο, νπφηε θαη δηαρένληαη ζε φιν ην θχηηαξν [75]. Δίλαη πηζαλφ θαη ε 

θσζθνξπιίσζε ηεο hnRNP Α1 λα δηαδξακαηίδεη θάπνην ξφιν ζηνλ ππνθπηηαξηθφ ηεο 

εληνπηζκφ [209, 210] θαη ζηελ αιιειεπίδξαζε ηεο κε ην κεηαθεξφκελν mRNA [211], 

ελψ ε θσζθνξπιίσζε ηεο hnRNP Κ, ζαλ απφθξηζε ζε νμεηδσηηθφ ζηξεο, νδεγεί ζε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ αιιειεπηδξάζεψλ ηεο ηφζν κε ην mRNA, φζν θαη κε άιιεο 

πξσηεΐλεο [212]. 

Δκπινθή ζηε κεηάθξαζε έρεη αλαθεξζεί γηα ηηο πξσηεΐλεο hnRNP C, Κ, Δ1, 

Δ2, A1 θαη Α2. Οη hnRNP C, K, E1 θαη E2 εληζρχνπλ ηε κεηάθξαζε ηνπ mRNA ηνπ 

c-myc πξνζδέλνληαο ζην ζεκείν ηνπ κεραληζκνχ εζσηεξηθήο πξφζδεζεο ηνπ 

ξηβνζψκαηνο (internal ribosomal entry site, IRES) [213, 214], ελψ νη hnRNP Κ θαη 

Δ1  βξέζεθε φηη ξπζκίδνπλ επίζεο ηε κεηάθξαζε ηνπ mRNA ηεο 15-ιηπνμπγελάζεο 

(LOX) [215], νδεγψληαο ζε ζίγεζε φηαλ πξνζδέλνπλ ζην ζηνηρείν ειέγρνπ 

δηαθνξνπνίεζεο (differentiation control element, DICE) ην νπνίν εληνπίδεηαη ζηε 3‟ 

κε κεηαθξάζηκε πεξηνρή (UTR) ηνπ mRNA. Ζ ζχλδεζε ηεο hnRNP E1 ζην mRNA 

ηνπ ππνδνρέα ηνπ θνιιηθνχ νμένο, ηεο ξελλίλεο θαη ηνπ θνιιαγφλνπ Η έρεη ην 

αληίζεην απνηέιεζκα, νδεγψληαο ζε ζηαζεξνπνίεζε θαη/ή ελίζρπζε ηεο κεηάθξαζεο 

ηνπ πξνζδεδεκέλνπ mRNA [216-218]. Ζ hnRNP Α1 ειέγρεη ηε κεηάθξαζε ηεζζάξσλ 

απφ ηηο πέληε ηζνκνξθέο ηνπ απμεηηθνχ παξάγνληα -2 ηλνβιαζηψλ (FGF-2), νη νπνίεο 

πξνθχπηνπλ απφ πέληε δηαθνξεηηθά θσδηθφληα έλαξμεο ηεο κεηάθξαζεο, κέζσ 

δηαζχλδεζήο ηεο κε ην IRES. Έηζη ε επίδξαζε ηεο Α1 νδεγεί ζε αχμεζε ηεο 

κεηάθξαζεο απηψλ ησλ ηζνκνξθψλ, ελψ αληίζεηα ε έιιεηςε ηεο πξσηεΐλεο νδεγεί ζε 

αλαζηνιή ηεο κεηάθξαζεο [219]. Σέινο, ε hnRNP Α2/Β1 απμάλεη ηελ εμαξηψκελε 

απφ θαιχπηξα (cap-dependent) κεηάθξαζε ηνπ mRNA ηεο βαζηθήο πξσηεΐλεο ηεο 

κπειίλεο, πξνζδελφκελε ζην cis ζήκα δηαθίλεζεο Α2RE [220]. Ζ πξφζδεζε φκσο ηεο 

hnRNP E1 ζηελ hnRNP A2 νδεγεί ζε αλαζηνιή ηεο κεηάθξαζεο ησλ mRNAs πνπ 

θέξνπλ A2RE [221]. 

Ζ δηαδηθαζία ηνπ καηίζκαηνο (splicing) απνηειεί θχξηα κεηα-κεηαγξαθηθή 

επεμεξγαζία ε νπνία ζπληειείηαη ζηα αλψηεξα επθαξπσηηθά. Πεξηιακβάλεη κηα ζεηξά 

ελδνλνπθιενιπηηθψλ ηνκψλ (cleavages) θαη επαλαζπλδέζεσλ (ligations) κε ηειηθφ 

ζηφρν ηελ απνκάθξπλζε ησλ εζσλίσλ θαη ηελ παξαγσγή ηνπ ψξηκνπ mRNA. Ζ 

αληίδξαζε ηνπ καηίζκαηνο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε βνήζεηα cis-ζηνηρείσλ ηεο 

πξσηνηαγνχο δνκήο ηνπ pre-mRNA πνπ νλνκάδνληαη 5‟ ζεκείν θνπήο (5‟ splice site), 

3‟ ζεκείν θνπήο (3‟ splice site) θαη ην ζεκείν δηαθιάδσζεο (branch site). Σν κάηηζκα 
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ηνπ RNA ιακβάλεη ρψξα ζε 2 δηαδνρηθέο αληηδξάζεηο ηξαλζεζηεξνπνίεζεο. Ζ πξψηε 

κεηαθέξεη έλα θσζθνδηεζηεξηθφ δεζκφ απφ ην 5‟ζεκείν θνπήο ζην ζεκείν 

δηαθιάδσζεο θαη ε δεχηεξε δηαρσξίδεη ηελ έλσζε εζσλίσλ/εμνλίσλ ζην 3‟ θαη 

επαλαζπλδέεη ηα ζεκεία 3‟ θαη 5‟ καδί [69]. Ζ αληίδξαζε απηή ξπζκίδεηαη απφ έλα 

κεγάιν ελεξγφ ξηβνλνπθιενπξσηετληθφ ζχκπιεγκα πνπ νλνκάδεηαη καηηζκαηφζσκα 

(spliceosome), κηα απφ ηηο πην πνιχπινθεο καθξνκνξηαθέο κεραλέο ζην θχηηαξν 

[222]. Όηαλ ζρεκαηηζηεί πιήξσο, απηφ ην ζσκαηίδην έρεη πεξίπνπ δηάκεηξν 20 nm 

θαη ζπληειεζηή θαζίδεζεο 50-60 S, θαη πεξηιακβάλεη εθηφο ηνπ pre-mRNA πιήζνο 

trans-παξαγφλησλ φπσο είλαη ηα ζχκπινθα snRNP θαη άιινη πξσηετληθνί παξάγνληεο 

θαη κφξηα snRNA, ηα νπνία αλαγλσξίδνπλ ηα ζεκεία καηίζκαηνο θαη αιιειεπηδξνχλ 

κεηαμχ ηνπο θαη κε ην pre-mRNA. Ζ ζπγθξφηεζε ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο 

πξαγκαηνπνηείηαη δηαδνρηθά κε ηε δπλακηθή αιιειεπίδξαζε ησλ παξαγφλησλ, νη 

θάζεηο ηεο νπνίαο αλαθέξνληαη ζαλ ζχκπινθν Δ, πξν-καηηζκαηφζσκα Α, ζχκπινθν 

καηίζκαηνο Β, ζχκπινθν καηίζκαηνο C θαη ζχκπινθν κεηά ην κάηηζκα (post-

splicing) [223] (Δηθφλα 8).  

 

 

Δηθόλα 8 Σα θχξηα ζηάδηα ηεο αληίδξαζεο καηίζκαηνο ηνπ ππξεληθνχ mRNA, κε ηε δηαδνρηθή 

ζπγθξφηεζε ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο ζηηο δηάθνξεο θάζεηο. Σα εμφληα παξνπζηάδνληαη σο 

παξαιιειφγξακκα θαη ηα εζψληα σο γξακκέο.  
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Ζ έιιεηςε κηαο ηζρπξήο εηδηθφηεηαο ζηελ αιιεινπρία,  ε νπνία απαηηείηαη γηα 

ην ζρεκαηηζκφ ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο ζηα κεηάδσα, επηηξέπεη ηελ χπαξμε 

πεξηζζφηεξσλ απφ έλα πηζαλψλ 5‟ ή 3‟ ζεκείσλ ηνκήο ζηε γεηηληάδνπζα πεξηνρή 

θάζε ζχλδεζεο κεηαμχ εζσλίσλ/εμνλίσλ. Απηφ κπνξεί λα έρεη σο απνηέιεζκα έλα 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, κε ηνλ επηιεθηηθφ ζπλππνινγηζκφ ή ηελ απφξξηςε εμνλίσλ 

θαηά ηελ αληίδξαζε καηίζκαηνο, ε νπνία πιένλ κπνξεί λα παξάγεη πνιιαπιά 

δηαθνξεηηθά αληίγξαθα mRNA απφ έλα κφλν γνλίδην (Δηθφλα 9). Ζ δηαδηθαζία απηή 

έρεη ηχρεη ηδηαίηεξεο πξνζνρήο κεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο ραξηνγξάθεζεο ηνπ 

αλζξψπηλνπ γνληδηψκαηνο, σο ηξφπνο αχμεζεο ηεο πξσηενκηθήο πνηθηιφηεηαο [224]. 

Σν ελαιιαθηηθφ κάηηζκα είλαη έλαο θπξίαξρνο ηξφπνο γηα ηε ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ θαηά ηε δηάξθεηα πνιπάξηζκσλ βηνινγηθψλ δηαδηθαζηψλ, φπσο ε 

εμέιημε, ε απφπησζε αιιά θαη ε αζζέλεηα. Μεηαβνιέο ζηελ πνζφηεηα ή 

δξαζηεξηφηεηα πξσηετλψλ πνπ ξπζκίδνπλ ηελ επηινγή ηνπ ζεκείνπ ελαιιαθηηθνχ 

καηίζκαηνο είλαη έλαο απφ ηνπο ηξφπνπο επηγελεηηθήο κεηαβνιήο ηεο πξσηετληθήο 

έθθξαζεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θπηηαξηθήο κεηακφξθσζεο [225]. Ο κεραληζκφο ηνπ 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο δελ είλαη αθφκα πιήξσο θαηαλνεηφο [226]. Γεληθά, ε 

επηινγή ηνπ ζεκείνπ καηίζκαηνο θαζνξίδεηαη απφ ηελ πξφζδεζε παξαγφλησλ 

καηίζκαηνο ζην pre-mRNA αλάινγα κε ηελ αιιεινπρία, κε απνηέιεζκα ηελ 

πξναγσγή ή ηελ απνηξνπή ηνπ ζρεκαηηζκνχ ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο ζε έλα πηζαλφ 

ζεκείν. Απηνί νη παξάγνληεο πξνζδέλνληαη ζε αιιεινπρίεο κέζα ζην RNA νη νπνίεο 

νλνκάδνληαη εληζρπηέο καηίζκαηνο εμνλίνπ (ESE), απνζησπεηέο καηίζκαηνο εμνλίνπ 

(ESS), εληζρπηέο καηίζκαηνο εζσλίνπ (ISE) θαη απνζησπεηέο καηίζκαηνο εζσλίνπ 

(ISS), αλάινγα κε ηελ ηνπνζέηεζή ηνπο θαη ηελ επίδξαζε ζην πιεζηέζηεξν ζεκείν 

καηίζκαηνο [227]. Σν ηειηθφ ζεκείν καηίζκαηνο εμαξηάηαη απφ ηελ ηζρχ  ηεο 

αιιεινπρίαο ζην ζπγθεθξηκέλν ζεκείν, ηελ παξνπζία παξαθείκελσλ αιιεινπρηψλ 

ελίζρπζεο ή αλαζηνιήο κέζα ζην pre-mRNA θαη ηε δξαζηηθφηεηα ησλ ζπγγελψλ 

ηνπο παξαγφλησλ καηίζκαηνο, θαζψο θαη απφ ην ιφγν ησλ αλαζηαιηηθψλ έλαληη ησλ 

εληζρπηηθψλ παξαγφλησλ καηίζκαηνο πνπ ππάξρνπλ ζηνλ ππξήλα [228]. 
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Δηθόλα 9 Βαζηθνί ηχπνη ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο θαη ξπζκηζηηθά ζηνηρεία A: Έλαο αξηζκφο 

βνεζεηηθψλ ζηνηρείσλ κπνξεί λα επεξεάζεη ην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Απηά θαηεγνξηνπνηνχληαη 

αλάινγα κε ηε ζέζε θαη ηε δξαζηηθφηεηά ηνπο σο εληζρπηέο καηίζκαηνο εμνλίνπ (ESE) θαη 

απνζησπεηέο καηίζκαηνο εμνλίνπ (ESS) φπσο θαη  εληζρπηέο καηίζκαηνο εζσλίνπ (ISE) θαη 

απνζησπεηέο καηίζκαηνο εζσλίνπ. B: Βαζηθνί ηχπνη ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο Bα: Παξάιεηςε 

εμνλίνπ Bβ: Ακνηβαία απνθιεηφκελα εμφληα Bγ,δ: Δπηινγή 5′ θαη 3′ ζεκείνπ θνπήο Bε:  Γηαηεξνχκελν 

εζψλην Bδ: Δλαιιαθηηθνί ππνθηλεηέο Bε:  Δλαιιαθηηθά ζεκεία πνιπαδελπιίσζεο (απφ Matlin et al., 

2005) 

 

Οξηζκέλεο απφ ηηο πξσηεΐλεο hnRNP ζπκκεηέρνπλ θαη ζην ηδηνζπζηαηηθφ θαη 

ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Ζ αξρηθή έλδεημε πνπ ππνδείθλπε έλα ξφιν ησλ πξσηετλψλ 

hnRNP ζηελ αληίδξαζε ηνπ καηίζκαηνο ήηαλ ε αλαθάιπςε φηη απηέο νη πξσηεΐλεο 

ζπρλά πξνζδέλνληαη ζηελ έλσζε εζσλίσλ/εμνλίσλ [229] θαη φηη ε αθαίξεζε ηεο 

hnRNP C απφ ππξεληθά εθρπιίζκαηα δξνχζε αλαζηαιηηθά ζε in vitro αληηδξάζεηο 

καηίζκαηνο [230]. Ζ ηαπηνπνίεζε ηεο hRNP Α1, σο ηεο ππεχζπλεο πξσηεΐλεο γηα κηα 

ζαθή δξαζηηθφηεηα καηίζκαηνο, κε ηελ νλνκαζία SF5, έδσζε ηελ πξψηε 

θαζνξηζηηθή απφδεημε φηη νη πξσηεΐλεο hnRNP ξπζκίδνπλ ην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα 
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[231]. Ο ξφινο ησλ πξσηετλψλ  hnRNP ηφζν ζην ηδηνζπζηαηηθφ φζν θαη ζην 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα έρεη κειεηεζεί εθηελψο [232], κε ηηο πξσηεΐλεο ηεο ππννκάδαο 

ησλ Α/Β, θαη θπξίσο ηελ Α1, λα θπξηαξρνχλ ζηηο κειέηεο απηέο [137]. Ζ hnRNP Α1 

ξπζκίδεη ην κάηηζκα ηνπ pre-mRNA ζπλδεφκελε κε απνζησπεηέο (ESS θαη ISS), 

αλαζηέιινληαο ηε ρξήζε ηνπ 3‟ ζεκείνπ ηνκήο ή πξνάγνληαο ηε ρξήζε ηνπ πην 

απνκαθξπζκέλνπ 5‟ ζεκείνπ ηνκήο, ζηελ πεξίπησζε παξνπζίαο δχν 5‟ ζεκείσλ 

καηίζκαηνο ίδηαο ηζρχνο. Όηαλ ζε έλα pre-mRNA πεξηέρεηαη έλα 5‟ ζεκείν 

καηίζκαηνο ε hnRNP Α1 βειηηψλεη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο 

καηίζκαηνο, ελψ παξνπζία δχν 5‟ ζεκείσλ καηίζκαηνο ίδηαο ηζρχνο πξνάγεη ηελ 

παξάιεηςε εμνλίνπ, κέζσ ηεο πξνψζεζεο ηεο ρξήζεο ηνπ πην απνκαθξπζκέλνπ 5‟ 

ζεκείνπ.  

Απηή ε δξαζηηθφηεηα είλαη αληίζεηε κε ηε δξαζηηθφηεηα ηνπ παξάγνληα 

ASF/SF2, ν νπνίνο πξνσζεί ηε ρξήζε ηνπ εγγχηεξνπ 5‟ ζεκείνπ. Ο παξάγνληαο 

ASF/SF2 (Alternative Splicing Factor/ Splicing Factor 2) απνηειεί έλα ζεκαληηθφ 

κέινο ηεο νκάδαο ησλ θσζθνπξσηετλψλ SR, νη νπνίεο θέξνπλ ζην θαξβνμπηειηθφ 

ηνπο άθξν κηα πεξηνρή πινχζηα ζε αξγηλίλε (R) θαη ζεξίλε (S). Οη πξσηεΐλεο απηέο 

παξνπζηάδνπλ κεηαμχ ηνπο δηαθνξέο ζην κέγεζνο πνπ νθείινληαη ζην δηαθνξεηηθφ 

κήθνο ηεο πεξηνρήο SR [233], αιιά παξνπζηάδνπλ θνηλή δνκηθή νξγάλσζε. Ο 

ASF/SF2 ηαπηνπνηήζεθε ζαλ παξάγνληαο ηφζν ηνπ ηδηνζπζηαηηθνχ καηίζκαηνο φζν 

θαη ηνπ ελαιιαθηηθνχ, επεξεάδνληαο ηελ επηινγή κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ 5‟ ζεκείσλ 

ηνκήο ηνπ ίδηνπ pre-mRNA [234-236], κε ηελ αλαγλψξηζε αιιεινπρηψλ ESE [237]. 

Δπνκέλσο, ε επηινγή ηνπ ζεκείνπ καηίζκαηνο εμαξηάηαη απφ ην ιφγν hnRNP Α1 

πξνο ASF/SF2, φπνπ ε Α1 πξνάγεη ηελ παξάιεηςε θαη ν ASF ηελ ελζσκάησζε ησλ 

εμνλίσλ [231, 237-240]. Οη δχν πεξηνρέο RRM, θαη ηδίσο ην θαηάινηπν Phe ζηελ 

αιιεινπρία RNP1, είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ εηδηθή πξφζδεζε ηεο hnRNP Α1 ζην 

pre-mRNA [124], αλ θαη ζε κεξηθά κεηάγξαθα ε βνεζεηηθή πεξηνρή απφ κφλε ηεο, 

είλαη ππεχζπλε γηα ηελ θαηαζηνιή ηνπ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο πνπ νθείιεηαη ζηηο 

πξσηεΐλεο ηχπνπ Α/Β [241]. Καη ε hnRNP Α2/Β1 ζπκπεξηθέξεηαη κε αλάινγν ηξφπν 

ζηελ επηινγή ηνπ ζεκείνπ καηίζκαηνο [124, 242], ελψ είλαη δχν θνξέο δξαζηηθφηεξε 

απφ ηελ hnRNP Α1 ζηελ επηινγή ηνπ 5‟ ζεκείνπ καηίζκαηνο [124]. Γηα παξάδεηγκα, 

ππξεληθά εθρπιίζκαηα απφ εξπζξνιεπραηκηθή θπηηαξηθή ζεηξά ηνπ πνληηθνχ, απφ ηα 

νπνία ιείπεη ε πξσηεΐλε hnRNP Α1, ζπλερίδνπλ λα παξνπζηάδνπλ δξαζηηθφηεηα 

αλαθνξηθά κε ηελ επηινγή ηνπ πην απνκαθξπζκέλνπ 5‟ ζεκείνπ καηίζκαηνο εθηφο θαη 
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αλ εθιείςεη θαη ε πξσηεΐλε hnRNP Α2/Β1. Ζ πξνζζήθε αλαζπλδπαζκέλσλ hnRNP 

Α1 ή Α2 ζην εθρχιηζκα απνθαζηζηά ηελ ηθαλφηεηα επηινγήο [242].  

Ζ δηαζχλδεζε ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β ζηα ζηνηρεία ESS εκπνδίδεη ηελ 

αλαγλψξηζε ησλ εγγχηεξσλ εμνλίσλ [243], ελψ αξθεηά ζηνηρεία ESS πνπ 

αλαγλσξίδνληαη απφ hnRNP έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζε δηάθνξα κεηάγξαθα, ηφζν γηα ηελ 

Α1 [241, 244-246] φζν θαη ηελ Α2/Β1 [244, 245, 247]. Μεξηθά εμφληα ηα νπνία 

ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα έρνπλ ζηνηρεία ESS  ηα νπνία 

αιιεινθαιχπηνληαη κε ζηνηρεία ESE ζηα νπνία πξνζδέλνπλ εηδηθά πξσηεΐλεο SR 

[248, 249], γεγνλφο ζην νπνίν νθείιεηαη ν αληαγσληζκφο κεηαμχ hnRNP Α/Β θαη SR. 

Όηαλ έλα ζηνηρείν ESS ππεξθαιχπηεη έλα ζηνηρείν ESE, ε δηαζχλδεζε ελφο θαη κφλν 

κνξίνπ hnRNP Α1 κπνξεί λα είλαη αξθεηή γηα λα εθκεδελίζεη ηε δηαζχλδεζε ηνπ ESE 

κε ηηο πξσηεΐλεο SR. ε πεξίπησζε πνπ δελ ππάξρεη αιιεινεπηθάιπςε, νη πξσηεΐλεο 

hnRNP Α/Β κπνξνχλ λα πξνζδέζνπλ ζπλεξγαηηθά ζην εμφλην, επλνψληαο ηελ 

θαηαζηνιή ηνπ καηίζκαηφο ηνπ [231, 232]. Ζ επίδξαζε ηεο hnRNP Α1 ζην 5‟ ζεκείν 

ηνκήο κπνξεί λα επεξεάζεη αξλεηηθά ηε δηαζχλδεζε ηνπ U1 snRNP, πνπ είλαη 

απαξαίηεην γηα ην ζρεκαηηζκφ ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο, ελψ αληίζεηα ε ASF/SF2 

πξνάγεη ηε δηαζχλδεζε ηνπ U1 snRNP ζε φια ηα 5΄ζεκεία ηνκήο [250]. Δηδηθά 

ζεκεία δηαζχλδεζεο γηα ηηο hnRNP Α/Β παξαηεξνχληαη θαη ζηα εζψληα. Ζ 

δηαζχλδεζε ηεο Α1 ζε έλα ζηνηρείν ISS θνληά ζην ζεκείν δηαθιάδσζεο ηνπ ηξίηνπ 

εμνλίνπ ηνπ κεηάγξαθνπ ηνπ γνληδίνπ tat ηνπ HIV-1, εκπνδίδεη ηε δηαζχλδεζε ηνπ U2 

snRNP κε απνηέιεζκα ηελ κε απνηειεζκαηηθή θνπή ζην 3‟ ζεκείν θνπήο [251]. 

Οη ίδηεο νη πξσηεΐλεο hnRNP είλαη πξντφληα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ησλ pre-

mRNA ηνπο. Ζ hnRNP Α1 θέξεη πνιιαπιά ζηνηρεία ISS εθαηέξσζελ ηνπ εμνλίνπ 7b, 

ζηνηρεία ηα νπνία αλαγλσξίδνληαη απφ πξσηεΐλεο hnRNP Α/Β θαη F/H κε απνηέιεζκα 

ηελ απνθνπή απηνχ ηνπ εμνλίνπ [242, 252-255]. Σν ελαιιαθηηθφ κάηηζκα ηνπ pre-

mRNA ηεο hnRNP Η, πνπ ξπζκίδεηαη απφ ηελ ίδηα ηελ παξνπζία ηεο πξσηεΐλεο, 

νδεγεί ζηελ επηθξάηεζε θπζηνινγηθψλ επηπέδσλ ηεο πξσηεΐλεο ζην θχηηαξν κέζσ 

ελφο αξλεηηθνχ βξφγρνπ αλάδξαζεο [256]. Ζ πξσηεΐλε hnRNP Η απνηειεί κηα αθφκε 

πξσηεΐλε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ hnRNP ε νπνία εκπιέθεηαη ζην κάηηζκα ηνπ pre-

mRNA. Ζ δηαζχλδεζή ηεο κε ηελ πνιπππξηκηδηληθή πεξηνρή ησλ εζσλίσλ [257] έρεη 

ζαλ απνηέιεζκα ηελ απαινηθή ηνπ εμνλίνπ 7 ζην κεηάγξαθν ηεο ηξνπνκπνζίλεο β 

[258]. Ζ αθαίξεζε ηεο hnRNP Η in vitro, απμάλεη ηελ ελζσκάησζε εμνλίσλ, ελψ ε 

επαλαπξνζζήθε ηεο πξσηεΐλεο απνθαζηζηά ηα πςειά επίπεδα απαινηθήο ηνπο [259, 

260]. 
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Γηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο hnRNP κπνξεί λα παξνπζηάδνπλ δηαθνξεηηθνχο 

ξφινπο ζην κάηηζκα ηνπ ίδηνπ pre-mRNA. Γηα παξάδεηγκα ε hnRNP Α1 απνηειεί 

έλαλ αξλεηηθφ παξάγνληα ηνπ καηίζκαηνο ηνπ εμσλίνπ Ν1 ηνπ c-Src [238], ελψ 

αληίζεηα νη πξσηεΐλεο hnRNP F  [261] θαη hnRNP H [262] είλαη απαξαίηεηεο γηα ην 

βέιηηζην κάηηζκα απηνχ ηνπ κεηάγξαθνπ. 

Ζ ζπκκεηνρή ησλ hnRNP Α/Β ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα επηηπγράλεηαη πηζαλφλ 

θαη κε άιινπο κεραληζκνχο. Μειέηεο έδεημαλ φηη ε hnRNP Α1 ζπλδέεηαη κε ηα 3‟ 

ζεκεία ηνκήο κε ηελ παξνπζία ησλ U1 θαη U2 snRNP, ελψ αιιειεπηδξά κε ηα U2 θαη 

U4 snRNP [263-266]. 

Σέινο, φπσο αλαθέξζεθε θαη πξνεγνπκέλσο, ε ππνθπηηαξηθή εληφπηζε ησλ 

hnRNP, ε νπνία ζρεηίδεηαη κε κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο, κπνξεί λα 

επεξεάζεη ην κάηηζκα ησλ κεηάγξαθσλ ζην νπνίν απηέο νη πξσηεΐλεο εκπιέθνληαη. Ζ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή ζπζζψξεπζε ηεο hnRNP Α1, ε νπνία παξαηεξήζεθε έπεηηα απφ 

ηελ επίδξαζε ζηξεο ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο, νδήγεζε ζε αιιαγέο ηνπ πξνηχπνπ 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ pre-mRNA ηνπ αδελντνχ Δ1Α. Ζ θπηηαξνπιαζκαηηθή 

εληφπηζε ηεο πξσηεΐλεο ζπλνδεχεηαη απφ ηαπηφρξνλε αχμεζε ηεο θσζθνξπιίσζήο 

ηεο, ελψ ζην κεραληζκφ ζπζζψξεπζεο ηεο ζην θπηηαξφπιαζκα εκπιέθεηαη ην 

κνλνπάηη MKK3/6-p38 [267]. 

 

Α2.5 Οη πξσηεΐλεο hnRNP ζε παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο 

 

Λφγν ηνπ πνιιαπινχ βηνινγηθνχ ξφινπ πνπ δηαδξακαηίδνπλ θαη ηεο εκπινθήο 

ηνπο ζε πνηθίιεο θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο, νη πξσηεΐλεο hnRNP ζεσξνχληαη ζεκαληηθνί 

γνληδηαθνί ξπζκηζηέο. Αληηθείκελν ηδηαίηεξεο κειέηεο είλαη ε εκπινθή ηνπο ζε 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο, φπσο ε απηναλνζία θαη ν θαξθίλνο. 

 

Α2.5.1 Απηναλνζία 

 

 Οη απηνάλνζεο παζήζεηο, γηα παξάδεηγκα νη ξεπκαηηθέο παζήζεηο, 

ραξαθηεξίδνληαη απφ ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ εηδηθψλ γηα θάζε θαηεγνξία 

λφζνπ. Σα απηναληηζψκαηα είλαη αληηζψκαηα ηα νπνία ζηξέθνληαη θαηά ζπζηαηηθψλ 

ησλ ίδησλ ησλ θπηηάξσλ κε απνηέιεζκα ηελ εκθάληζε ζπκπησκάησλ πνπ 

θπκαίλνληαη απφ ήπηα έσο πνιχ ζνβαξά. Ζ εληφπηζε ησλ απηναληηζσκάησλ θαη ηεο 
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εηδηθφηεηάο ηνπο, θαη ε ζπζρέηηζή ηνπο κε ηα ζηάδηα εμέιημεο κηαο λφζνπ, βνεζνχλ 

ζηελ δηάγλσζε κηαο απηνάλνζεο παζνινγηθήο θαηάζηαζεο θαη πηζαλφλ ζηελ 

αληηκεηψπηζή ηεο. 

 Μηα θαηεγνξία απηναληηζσκάησλ ζηξέθεηαη θαηά ζπζηαηηθψλ ησλ 

ξηβνλνπθιετθψλ ζπκπιφθσλ (RNP), πξσηετλψλ θαη RNA, φπσο είλαη ηα αληη-Sm, 

αληη-U1(RNP), αληη-Ro, αληη-La, αληη-Jo θαη αληη-ξηβνζσκηθά αληηζψκαηα [268]. 

Μέζσ ηεο παξνπζίαο απηψλ ησλ αληηζσκάησλ έγηλε ν ραξαθηεξηζκφο ησλ 

απηναληηγφλσλ-ζηφρσλ, ελψ πνιιά απφ απηά θαζηεξψζεθαλ σο βηνινγηθνί δείθηεο 

γηα ηελ χπαξμε ζπγθεθξηκέλσλ παζήζεσλ, φπσο ηα αληηζψκαηα αληη-Sm γηα ην 

ζπζηεκαηηθφ εξπζεκαηψδε ιχθν (SLE) θαη ηα αληηζψκαηα αληη-La γηα ην ζχλδξνκν 

Sjogren. 

 Οη πξσηεΐλεο hnRNP απνηεινχλ ζηφρνπο απηναληηζσκάησλ, γεγνλφο πνπ 

ππνδειψλεη ηελ εκπινθή ησλ πξσηετλψλ απηψλ ζε απηνάλνζα λνζήκαηα [269]. Μηα 

απφ ηηο πξψηεο κειέηεο έδεημε ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ θαηά ησλ πξσηετλψλ 

hnRNP Α/Β, ζπγθεθξηκέλα ησλ Α2/Β1 θαη Β2, ζε νξφ απφ αζζελή κε SLE θαη 

ραξαθηεξηζηηθά πνπ ζπλδένληαη κε ην ζχλδξνκν Sjogren [270]. Ζ εηδηθφηεηα ησλ 

αληηζσκάησλ απηψλ αξγφηεξα ηαπηίζζεθε κε ηα απηναληηζψκαηα RA33 [271-273]. 

Σα απηναληηζψκαηα RA33 εληνπίζηεθαλ θπξίσο ζε αζζελείο κε κηθηή λφζν ηνπ 

ζπλδεηηθνχ ηζηνχ (MCTD), ξεπκαηνεηδή αξζξίηηδα (RA) θαη ζπζηεκαηηθφ 

εξπζεκαηψδε ιχθν (SLE), ελψ ζε αζζελείο κε ζπζηεκαηηθή ζθιήξπλζε  (SSc) 

εληνπίζζεθαλ απηναληηζψκαηα θαηά ηεο πξσηεΐλεο hnRNP I [274-276]. ηελ 

ξεπκαηνεηδή αξζξίηηδα νη πξσηεΐλεο hnRNP αληηπξνζσπεχνπλ πηζαλφηαηα ηα πην 

εηδηθά ππξεληθά απηναληηγφλα, κε απνηέιεζκα ηα RA33 απηναληηζψκαηα λα 

πξνηείλνληαη σο δηαγλσζηηθά εξγαιεία γηα ηε δηάγλσζε θαη πξφγλσζε ηεο αζζέλεηαο.   

Δπίζεο, ζε νξνχο αζζελψλ πνπ εκθαλίδνπλ απηναληηζψκαηα RA33 έρνπλ 

βξεζεί αληηζψκαηα έλαληη ηεο hnRNP A1 θαη hnRNP A3, ζε ζπλδπαζκφ θαη κε 

αληηζψκαηα έλαληη κηαο πξσηεΐλεο hnRNP πνπ δελ αλήθεη ζηελ νκάδα ησλ Α/Β, ηεο 

hnRNP L [277]. Σέινο, έρνπλ εληνπηζζεί θαη απηναληηζψκαηα κε εηδηθφηεηα θαηά 

ησλ θεληξηθψλ πξσηετλψλ hnRNP C1 θαη C2 [278, 279]. 
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Α2.5.2 Καξθίλνο 

  

Ζ εκπινθή ησλ πξσηετλψλ hnRNP ζηνλ θαξθίλν έρεη κειεηεζεί αξθεηά. Λφγν 

ηνπ πνιπιεηηνπξγηθνχ βηνινγηθνχ ηνπο ξφινπ, νη hnRNP εκπιέθνληαη ζε πνιιά 

ζηάδηα ηεο θαξθηληθήο εμαιιαγήο, ιεηηνπξγψληαο σο νγθνγνλίδηα ή 

νγθνθαηαζηαιηηθά γνλίδηα, ξπζκίδνληαο πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ θπηηαξηθή 

αλάπηπμε θαη ζηνλ θαξθίλν, ξπζκίδνληαο δηαθνξεηηθά θαξθηληθά ζηάδηα φπσο είλαη ε 

αλαζηνιή ηεο απφπησζεο, ε αγγεηνγέλεζε θαη ε κεηάζηαζε [136]. εκαληηθφ 

παξάγνληα ηεο εκπινθήο ησλ hnRNP ζηνλ θαξθίλν απνηειεί ε απνξξχζκηζε ηεο 

απζηεξά ξπζκηζκέλεο έθθξαζεο ηνπο πνπ παξαηεξείηαη ζηα θπζηνινγηθά θχηηαξα, 

θαη πνπ εμαξηάηαη απφ ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν θαη ην ζηάδην αλάπηπμεο θαη 

δηαθνξνπνίεζεο ησλ ηζηψλ [131, 280]. 

Γξάζε κηαο πξσηεΐλεο hnRNP σο νγθνγνλίδην έρεη ππνζηεξηρζεί γηα ηελ 

hnRNP P2 πνπ ζπληζηά πξντφλ ηνπ νγθνγνληδίνπ TLS/FUS [281]. Με ρξσκνζσκηθή 

κεηάζεζε, πξνθχπηεη ζχληεμε ηνπ ακηλνηειηθνχ άθξνπ ηεο P2 κε ην ηκήκα κε 

ηθαλφηεηα πξφζδεζεο DNA ησλ παξαγφλησλ κεηαγξαθήο CHOP [282] θαη ERG 

[283]. Οη πξσηεΐλεο πνπ πξνθχπηνπλ είλαη ραξαθηεξηζηηθέο γηα ζπγθεθξηκέλνπο 

ηχπνπο θαξθίλσλ, κε ην πξντφλ FUS/CHOP λα εκθαλίδεηαη ζην κημνεηδέο 

ιηπνζάξθσκα [284] θαη ην πξντφλ FUS/ERG ζηε κπεινεηδή ιεπραηκία. Δπίζεο ε 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο hnRNP D ζε δσηθά κνληέια, είρε σο άκεζε ζπλέπεηα 

ηελ αχμεζε ησλ επηπέδσλ ησλ mRNA ζηφρσλ ηεο φπσο ηα c-myc, c-fos θαη c-jun,  

θαη νδήγεζε ζε αλάπηπμε φγθσλ [285].  

Οη πξσηεΐλεο  hnRNP A1 θαη A2/B1 εκπιέθνληαη ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ 

θπηηάξσλ θαη ε έθθξαζε ηνπο ξπζκίδεηαη αλάινγα κε ηα ζηάδηα ηνπ θπηηαξηθνχ 

θχθινπ. Ζ παξαηήξεζε φηη ε ζίγαζε ηεο έθθξαζεο απηψλ ησλ πξσηετλψλ κε siRNA 

είρε ζαλ ζπλέπεηα ηε κείσζε ηνπ ξπζκνχ πνιιαπιαζηαζκνχ ησλ θπηηάξσλ, απνηειεί 

κηα έλδεημε γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ ησλ Α1 θαη Α2/Β1 σο νγθνγνληδίσλ, κνινλφηη δελ 

είλαη γλσζηφ αλ ε δηαθνξνπνίεζε ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ είλαη αηηία ή 

απνηέιεζκα ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ [286, 287]. Ζ κνλαδηθή πξσηεΐλε hnRNP κε 

νγθνθαηαζηαιηηθή δξάζε κέρξη ζηηγκήο είλαη ε Δ4 (PCBP4) [288]. 

Έλαο αθφκε ηξφπνο κε ηνλ νπνίν νη πξσηεΐλεο hnRNP εκπιέθνληαη ζηελ 

θαξθηληθή εμαιιαγή είλαη κε ηε ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο πξσηετλψλ κε γλσζηφ ξφιν 

ζηελ θαξθηλνγέλεζε (Δηθφλα 10). Γηα παξάδεηγκα, ε πξσηεΐλε hnRNP K νδεγεί ζε 



40 
 

αχμεζε ηεο κεηαγξαθήο ησλ c-myc θαη c-Src θαη ε hnRNP C ηεο κεηάθξαζεο ηνπ 

mRNA ηνπ c-myc [166, 213]. 

Ζ αλαζηνιή ηεο απφπησζεο ιφγν ηεο αχμεζεο ζηελ έθθξαζε ηνπ παξάγνληα 

XIAP (X-chromosome linked inhibitor of apoptosis), κέζσ αχμεζεο ηεο κεηάθξαζήο 

ηνπ, ζπλδέεηαη κε ηελ αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηεο πξσηεΐλεο hnRNP C1/C2 [289]. 

Αληίζεηα, άιιεο πξσηεΐλεο hnRNP πξνάγνπλ αληί λα αλαζηέιινπλ ηελ απφπησζε 

φπσο ηζρχεη γηα ηηο hnRNP H θαη F [290]. Δπίζεο παξαηεξήζεθε φηη ε ηαπηφρξνλε 

κείσζε ησλ επηπέδσλ ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1 θαη A2/B1 κέζσ siRNA ζε 

θαξθηληθέο θαη θπζηνινγηθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο, ηφζν ηνπ αλζξψπνπ φζν θαη ηνπ 

πνληηθνχ, νδήγεζε ηα θαξθηληθά θχηηαξα ζε απφπησζε ζε αληίζεζε κε ηα 

θπζηνινγηθά θχηηαξα ζηα νπνία δελ παξαηεξήζεθε θάπνηα επίδξαζε [165, 291], 

ζπλδένληαο ηελ θαξθηληθή ππφζηαζε ησλ θπηηάξσλ κε ηελ ππνρξεσηηθή έθθξαζε 

ησλ παξαπάλσ πξσηετλψλ. 

 Ζ πξσηεΐλε hnRNP L ζπλδέεηαη κε ηε ξχζκηζε παξαγφλησλ αγγεηνγέλεζεο, 

ζπγθεθξηκέλα ηνπ VEGF. Απηφ επηηπγράλεηαη κέζσ ηεο δηαζχλδεζεο ηεο πξσηεΐλεο 

κε ην mRNA ηνπ VEGF ζε ζπλζήθεο ππνμίαο, κε ηελ έιιεηςε ηεο hnRNP L λα 

νδεγεί ζε κείσζε ηεο εκηζείαο δσήο ηνπ mRNA ζηφρνπ [187]. Δπίζεο ε hnRNP A1 

ζπλδέεηαη κε ηελ αγγεηνγέλεζε εληζρχνληαο ηε κεηάθξαζε ηνπ παξάγνληα 

αγγεηνγέλεζεο FGF 2 [219]. 

Μηα ζχλδεζε κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP θαη ηεο κεηάζηαζεο πξνέξρεηαη 

απφ ηελ παξαηήξεζε ηεο παξνπζίαο πξσηετλψλ hnRNP, ησλ P2, K θαη E1, ζηα 

θέληξα έλαξμεο ηεο εμάπισζεο ησλ θπηηάξσλ (spreading initiation centers) [292]. 

Όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ, ε απνξξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ 

hnRNP έρεη παξαηεξεζεί ζε αξθεηνχο θαξθηληθνχο ηχπνπο γηα αξθεηέο απφ ηηο 

πξσηεΐλεο απηήο ηεο νηθνγέλεηαο [136]. Οη πην πνιιέο κειέηεο φκσο αθνξνχλ ζηελ 

αιιαγή ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α2/Β1 ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα. 
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Δηθόλα 10 εκαληηθά κνλνπάηηα ζεκαηνδφηεζεο πνπ εκπιέθνληαη ζηελ θαξθηλνγέλεζε, ζηα 

νπνία πηζαλφλ εκπιέθνληαη πξσηεΐλεο hnRNP. ην ζρεδηάγξακκα, ην νπνίν δείρλεη ηα δηαθνξεηηθά 

ζηάδηα ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ (κεηαγξαθή θαη κεηάθξαζε), παξνπζηάδνληαη γνλίδηα πνπ έρεη 

δεηρζεί φηη ξπζκίδνληαη απφ πξσηεΐλεο hnRNP. ην γθξίδν θνπηί αλαγξάθνληαη ηα ζηάδηα ηεο 

θαξθηλνγέλεζεο ηα νπνία επεξεάδνληαη απφ ηηο αιιαγέο ζηε γνληδηαθή έθθξαζε (απφ Carpenter et 

al., 2006). 

 

Α2.5.3 Ζ hnRNP A2/Β1 σο έλαο θιηληθά ρξήζηκνο βηνδείθηεο γηα ηνλ θαξθίλν 

ηνπ πλεύκνλα 

 

„Έρνληαο σο αληηθεηκεληθφ ζηφρν ηελ αλάπηπμε κνξηαθψλ εξγαιείσλ γηα ηελ 

αθξηβή αλαγλψξηζε θαη θαηεγνξηνπνίεζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, νη Mulshine 

θαη ζπλεξγάηεο παξήγαγαλ έλα κνλνθισληθφ αληίζσκα, ην νπνίν θάλεθε λα 

ζπλδέεηαη εηδηθά κε έλα αληηγφλν ζε πνιιέο θπηηαξηθέο ζεηξέο κε-κηθξνθπηηαξηθνχ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα αιιά φρη κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [293]. Σν 

αληίζσκα (703D4) δνθηκάζηεθε αλνζντζηνρεκηθά θαη ζε ηζηνχο κε-κηθξνθπηηαξηθνχ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα θαη γεηηνληθφ ηζηφ, θπζηνινγηθφ ή κε αξρηθέο αιινηψζεηο, 

πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε θαηαλνκή ηνπ αληηγφλνπ ζην επηζήιην ηνπ  πλεχκνλα. Σα 
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απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ε παξνπζία ηνπ αληηγφλνπ κπνξεί λα ζρεηίδεηαη κε πνιχ 

πξψηκεο αιινηψζεηο [294]. Σν αληηγφλν ηνπ αληηζψκαηνο 703D4 ηειηθά 

αλαγλσξίζηεθε σο ε πξσηεΐλε hnRNP Α2/Β1 [295]. Αθνινχζεζαλ 3 αλεμάξηεηεο 

κειέηεο αλίρλεπζεο ηεο hnRNP Α2/Β1, κέζσ ηνπ αληηζψκαηνο 703ΖD4, ζε θχηηαξα 

ζηέινπ αηφκσλ νκάδαο πςεινχ θηλδχλνπ γηα πηζαλφηεηα εκθάληζεο θαξθίλνπ ηνπ 

πλεχκνλα, νη νπνίεο ππέδεημαλ ηε δπλεηηθή ρξεζηκφηεηα ηεο πξσηεΐλεο σο πξψηκνπ 

δείθηε ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Ζ πξψηε ζρεηηθή κειέηε έδεημε ζεηηθή ρξψζε γηα 

hnRNP Α2/Β1 ζε απνζεθεπκέλα δείγκαηα ζηέινπ θαη πξνέβιεπε ηελ αλάπηπμε 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα κε αθξίβεηα 88% 2 έηε πξηλ ηελ θιηληθή παξνπζία ηνπ [296]. 

Σα ελζαξξπληηθά απηά πξνθαηαξηηθά απνηειέζκαηα νδήγεζαλ ζε δχν αλεμάξηεηεο 

δνθηκέο αλαθνξηθά κε ηελ πξφβιεςε αλάπηπμεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα κέζσ 

εμέηαζεο θπηηάξσλ ζηέινπ πνπ ζπιιέρζεθαλ απφ άηνκα πςεινχ θηλδχλνπ, ζηηο 

νπνίεο αμηνινγήζεθε ε πξφβιεςε αλάπηπμεο θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα κέζσ ηεο ππέξ-

έθθξαζεο ηεο hnRNP Α2/Β1 ζε ζχγθξηζε κε ηε θπηηαξνκνξθνινγηθή εμέηαζε. Γηα 

ηε κία έξεπλα ρξεζηκνπνηήζεθαλ δείγκαηα απφ θηλέδνπο εξγάηεο ζε νξπρεία 

θαζζίηεξνπ, νη νπνίνη εθηίζεληαη ζε πςειά επίπεδα ξαδνλίνπ, αξζεληθνχ θαη θαπλνχ 

απφ ηζηγάξν, γηα ηελ πξφβιεςε αλάπηπμεο πξσηνγελνχο θαξθίλνπ. ηε δεχηεξε 

έξεπλα, ρξεζηκνπνηήζεθαλ αζζελείο άλεπ θαξθίλνπ απφ 11 θέληξα (the Lung Cancer 

Early Detection Working Group, LCEDWG), νη νπνίνη είραλ ππνβιεζεί ζε 

ρεηξνπξγηθή αθαίξεζε φγθσλ ζηνπο πλεχκνλεο, θαη εμεηάζζεθαλ γηα πξφβιεςε 

επαλεκθάληζεο θαξθίλνπ ζε λέα εζηία (δεχηεξνο πξσηνγελήο θαξθίλνο). 

Πεξηζζφηεξνη απφ 7.000 αζζελείο ζπκκεηείραλ ζπλνιηθά θαη ζηηο δχν έξεπλεο. Σα 

ζεηηθά δεδνκέλα ππνβιήζεθαλ  ζηελ αλαθνξά πξνφδνπ ηνπ πξψηνπ ρξφλνπ πξηλ απφ 

ηελ νινθιήξσζε θαη ησλ δχν εξεπλψλ [66]. Οη ζπγγξαθείο αλέθεξαλ 77% 

επαηζζεζία θαη 82% εηδηθφηεηα ζηνλ εληνπηζκφ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 1-2 ρξφληα 

πξηλ ηελ θιηληθή παξνπζία ζηελ έξεπλα ηνπ LCEDWG θαη 82 θαη 65% αληίζηνηρα 

ζηνπο εξγάηεο νξπρείσλ. Οη παξαηεξήζεηο απηέο ήηαλ πνιχ ελζαξξπληηθέο 

ζπγθξηλφκελεο κε ηελ θπηηαξνκνξθνινγηθή αλάιπζε ησλ θπηηάξσλ ηνπ ζηέινπ, 

αθνχ ηα θαξθηληθά θχηηαξα αληρλεχνληαλ κφλν ζην 8-22% ησλ πεξηπηψζεσλ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. Χζηφζν ηνλίζηεθε απφ ηνπο ζπγγξαθείο φηη ε έξεπλα είλαη 

πξνθαηαξηηθή θαη φηη είλαη πηζαλφλ ν απμεκέλνο θίλδπλνο εκθάληζεο θαξθίλνπ πνπ 

ζρεηίδεηαη κε ηνπο αζζελείο θαη ησλ δχν εξεπλψλ, λα απμήζεη παξάιιεια ηελ 

δπλαηφηεηα πξφβιεςεο κέζσ ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο hnRNP Α2/Β1 πάλσ απφ ηα 

αλακελφκελα επίπεδα ζην γεληθφ πιεζπζκφ. πδεηήζεθε επίζεο ε πηζαλφηεηα λα 
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ρξεζηκνπνηεζεί ε παξαηεξνχκελε ππεξέθθξαζε ηεο hnRNP Α2/Β1 σο έλα 

πξσηαξρηθφ ηεζη ζε κηα δηαδηθαζία ζάξσζεο ή ζηελ παξαθνινχζεζε νκάδσλ 

πςεινχ θηλδχλνπ [66].  

ε κεηαγελέζηεξεο κειέηεο δηεξεπλήζεθε ε ρξεζηκφηεηα ηεο hnRNP Α2/Β1 σο 

βηνδείθηε, κειεηψληαο ηελ αιιαγή ησλ επηπέδσλ ηεο έθθξαζεο ηεο ζηα θαξθηληθά 

θχηηαξα ηνπ πλεχκνλα ησλ αλζξψπσλ. ε κηα απφ ηηο κειέηεο θάλεθε ε 

ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α2/Β1 ζε θχηηαξα πνπ πεξηέρνληαη ζην 

βξνγρνθπςειηδηθφ πγξφ απφ έθπιπζε (BAL), ην νπνίν ιακβάλεηαη απφ αζζελείο κε 

ελδείμεηο γηα θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, ζε αλαληηζηνηρία κε ηα θπηηαξνκνξθνινγηθά 

επξήκαηα. Μφλν 23 απφ ηνπο 103 αζζελείο παξνπζίαζαλ θαθνήζε  θχηηαξα ζηε 

κνξθνινγηθή εμέηαζε, νη 22 απφ ηνπο νπνίνπο βξέζεθαλ ζεηηθνί γηα παξνπζία 

hnRNP Α2/Β1, ελψ 41 αθφκα αζζελείο -πνπ βξέζεθαλ ζεηηθνί ζηελ παξνπζία hnRNP  

Α2/Β1- ήηαλ αξλεηηθνί γηα παξνπζία θαξθηληθψλ θπηηάξσλ ζχκθσλα κε ηε 

κνξθνινγία ηνπο. Απφ ηνπο 41 απηνχο αζζελείο, νη 29 είραλ λενπιαζία ζχκθσλα κε 

ξαδηνινγηθά θαη βξνγρνζθνπηθά επξήκαηα, 4 αθφκα παξνπζίαζαλ λενπιαζία κέζα ζε 

8 κήλεο απφ ηελ εμέηαζε, 2 αζζελείο είραλ παξνπζηάζεη παιαηφηεξα θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα θαη ηέινο 2 αζζελείο παξνπζίαδαλ θαξθίλσκα ζε άιιν φξγαλν. Μφλν 4 απφ 

ηνπο εμεηαδφκελνπο κε ζεηηθή έθθξαζε hnRNP  Α2/Β1 δελ παξνπζίαζαλ θαξθίλν 

ζην επφκελν δηάζηεκα. Σα απνηειέζκαηα γηα ηελ έιιεηςε έθθξαζεο hnRNP Α2/Β1 

ήηαλ παξφκνηα ζε επηηπρία, κε έλα ζθνξ 96% ζε επαηζζεζία θαη 82% ζε εηδηθφηεηα 

[297].  

Μηα άιιε εξεπλεηηθή νκάδα ππέδεημε ηελ ηζνκνξθή Β1 ηεο hnRNP  Α2/Β1 σο 

πηζαλφ θαιχηεξν βηνδείθηε απφ ηελ hnRNP Α2/Β1, θαη κειέηεζε ηελ πηζαλφηεηα λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ παξαθνινχζεζε ησλ επηδξάζεσλ ησλ ρεκεηνζεξαπεπηηθψλ 

θαξκάθσλ ζε πξνθιηληθά κνληέια θαζψο θαη ζε κνληέια ηζηνθαιιηέξγεηαο ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [298-300]. Παξάιιεια, κειεηήζεθε ε έθθξαζή ηεο ζε 

αξρεηαθφ πιηθφ ηζηψλ [301] αιιά θαη ζε πιάζκα αίκαηνο ζε επίπεδν έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ [302, 303]. Ζ κειέηε κέζσ αλνζντζηνρεκείαο, ζε αζζελείο κε θαθνήζε 

κεζνζειίσκα, έδεημε κηα κέηξηα έθθξαζε ηεο Β1 ζηνπο θαξθηληθνχο ηζηνχο κε 

πηζαλφηεηα φκσο γηα δπλεηηθή ρξήζε σο πξνγλσζηηθνχ δείθηε επηβίσζεο [304]. ην 

ίδην ζπκπέξαζκα, γηα ηε δπλαηφηεηα ηεο Β1 λα ρξεζηκνπνηεζεί σο δπλεηηθά θαιφο 

πξνγλσζηηθφο δείθηεο, είρε θαηαιήμεη κηα πξνγελέζηεξε εξγαζία [305]. Σα 

παξαπάλσ παξακέλνπλ σζηφζν ζε ζηάδην πξνθαηαξηηθήο έξεπλαο.  
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Ζ κειέηε γηα ηε ρξεζηκφηεηα ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α2/Β1 

σο πξψηκνπ βηνδείθηε ζπλερίζζεθε θαη ζε άιιν βηνπηηθφ πιηθφ πλεχκνλα [306] ελψ 

επίζεο εμεηάζηεθε ηφζν ε ζρέζε ηεο θαη κε άιινπο δείθηεο ζε επίπεδν έθθξαζεο 

γνληδίνπ [307], φζν θαη ε πξνγλσζηηθή θαη δηαγλσζηηθή αμία ηεο ζρεηηθά κε ηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα [308]. Τπεξέθθξαζε ηεο Α2/Β1 έρεη παξαηεξεζεί επίζεο ζε 

θαξθίλν ηνπ παγθξέαηνο θαη ηνπ καζηνχ, ζε ιεκθνπνιιαπιαζηαζηηθέο 

δπζιεηηνπξγίεο θαη ζε πνιιέο θαξθηληθέο ζεηξέο δηαθφξσλ ηζηνινγηθψλ πξνειεχζεσλ 

[291, 295, 309-311]. Μειέηεο γηα ηελ έθθξαζε ηεο hnRNP Α2/Β1 έρνπλ γίλεη θαη ζε 

κνληέια πνληηθψλ [312]. 

Παξφηη φκσο ε έθθξαζή ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α2/Β1 εκθαλίδεηαη ζπλήζσο 

απμεκέλε ζε δείγκαηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, δελ 

πεξηνξίδεηαη κφλν ζε φγθνπο. Ο εληνπηζκφο ηεο hnRNP Α2/Β1 κε αλνζντζηνρεκεία  

ζην 50% ησλ δεηγκάησλ απφ βξνγρηθφ επηζήιην ρξφλησλ θαπληζηψλ, πνζνζηφ πνπ 

μεπεξλά ηε ζπρλφηεηα εκθάληζεο φγθσλ ζηνπο πλεχκνλεο ζηε ζπγθεθξηκέλε νκάδα 

αηφκσλ, έδεημε φηη ε ζεηηθή ρξψζε ζε αλνζντζηνρεκεία θαίλεηαη λα κελ ραξαθηεξίδεη 

απνθιεηζηηθά ηα θαθνήζε θχηηαξα [313]. Δπίζεο έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο 

παξαηεξήζεθε θαη ζε θπζηνινγηθά θπςειηδηθά θχηηαξα αλ θαη κε πεξηνξηζκέλε 

έληαζε έλαληη ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ [314], ελψ ζε πεξηπηψζεηο ππνμίαο ζηα 

θαξθηληθά θχηηαξα εκθαλίδεηαη κείσζε ηεο έθθξαζεο ηεο [315]. Αλαιχζεηο ζε 

εκβξπνληθφ ηζηφ πνληηθψλ, επίκπσλ θαη αλζξψπσλ ππνδεηθλχνπλ φηη ε έθθξαζε ηεο 

hnRNP Α2/Β1 ξπζκίδεηαη δηαθνξηθά θαηά ηελ αλάπηπμε θαη ηειηθά κεηψλεηαη ζε 

ελήιηθν πλεπκνληθφ ηζηφ. Σα δεδνκέλα απηά νδήγεζαλ ζηελ δηαηχπσζε ηεο πξφηαζεο 

φηη ε hnRNP Α2/Β1 απνηειεί κηα νγθνεκβξπτθή πξσηεΐλε (oncofetoprotein) [316]. Ζ 

ππνθπηηαξηθή εληφπηζή ηεο κπνξεί λα κεηαβιεζεί απφ εληειψο ππξεληθή κέρξη θαη λα 

πεξηιάβεη ρξψζε ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο ζε θχηηαξα ηνπ πλεχκνλα κε πεξηζζφηεξεο 

αιινηψζεηο ηνπ DNA [317]. Ζ πιεηνλφηεηα ησλ δεδνκέλσλ ππνζηεξίδεη κηα ηζρπξή 

ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο απμεκέλεο έθθξαζεο ηεο hnRNP Α2/Β1 θαη ηεο λενπιαζηηθήο 

κεηακφξθσζεο, αιιά ε αηηία θαη νη ζπλέπεηεο απηήο ηεο έθθξαζεο δελ έρνπλ 

απνζαθεληζηεί, ελψ πνιιέο θνξέο ηα απνηειέζκαηα θαίλεηαη λα είλαη 

αληηθξνπφκελα. 

Οη παξαπάλσ έξεπλεο πξνθάιεζαλ έλα απμεκέλν ελδηαθέξνλ γηα ηηο πξσηεΐλεο 

hnRNP γεληθά ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Μειέηε θαη γηα ηελ έθθξαζε άιισλ 

hnRNP, ηεο Α1, ηεο C1/C2 θαη ηεο Κ, παξάιιεια κε ηελ Α2/Β1, έρεη δείμεη φηη ε 
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έθθξαζή ηνπο δηαθνξνπνηείηαη κεηαμχ ηεο θπζηνινγηθήο θαη ηεο θαξθηληθήο 

θαηάζηαζεο [318]. 

 

Α3. Απηναληηζώκαηα ζαλ βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα 

 

 Όπσο αλαθέξζεθε παξαπάλσ, ε αλάγθε γηα ηελ έγθαηξε δηάγλσζε ηνπ 

θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα έρεη νδεγήζεη ζε έξεπλα γηα ηελ αλαδήηεζε κνξίσλ 

βηνδεηθηψλ πνπ ζα πξνζθέξνπλ κηα γξήγνξε, άκεζε, εηδηθή θαη πξψηκε εληφπηζε ηνπ 

θαξθίλνπ. Μηα απφ ηηο κε παξεκβαηηθέο δηαδηθαζίεο πνπ κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ είλαη ε ιήςε αίκαηνο απφ ηνλ πηζαλφ αζζελή θαη ε αλαδήηεζε 

ζπγθεθξηκέλσλ βηνδεηθηψλ ζηνλ νξφ ή ζην πιάζκα, φπσο είλαη νη πξσηεΐλεο θαη ηα 

θπθινθνξνχληα λνπθιετθά νμέα [64, 319]. Πξφζθαηα φκσο άξρηζε λα εμεηάδεηαη ε 

πεξίπησζε ηεο παξνπζίαο άιισλ κνξίσλ ζηνλ νξφ, ησλ απηναληηζσκάησλ έλαληη 

αληηγφλσλ πνπ είηε εθθξάδνληαη απνθιεηζηηθά, είηε ππεξεθθξάδνληαη ζηνλ θαξθίλν. 

 Ζ παξνπζία αληηγφλσλ ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε απμάλεηαη ζε θαξθηληθέο 

θαηαζηάζεηο έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζαλ δηαγλσζηηθφο δείθηεο γηα ηελ παξνπζία 

ζπγθεθξηκέλσλ ηχπσλ θαξθίλνπ, φπσο ην PSA (Prostate-Specific Antigen) γηα ηνλ 

θαξθίλν ηνπ πξνζηάηε θαη ην CEA (Carcino-Embryonic Antigen) γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ 

παρένο εληέξνπ. Ζ έθθξηζε πξσηεΐλεο ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν θαηά ηελ θαξθηληθή 

εμαιιαγή, φπσο γηα παξάδεηγκα ηεο cAMP-εμαξηψκελεο πξσηετληθήο θηλάζεο (PKA) 

ε νπνία ραξαθηεξίδεηαη ζαλ εμσθπηηάξηα PKA (ECPKA), θαη ε αχμεζε ησλ 

επηπέδσλ ηεο, δεκηνπξγεί αληηζψκαηα έλαληη απηήο. Σα αληηζψκαηα απηά κπνξνχλ λα 

εληνπηζηνχλ κε κηα ελδπκαηηθή αλνζνβηνινγηθή δνθηκαζία (EIA) κε κεγαιχηεξε 

επαηζζεζία θαη εηδηθφηεηα απφ ηελ εληφπηζε ηνπ ίδηνπ ηνπ αληηγφλνπ, ζε κηα πιεηάδα 

θαξθηληθψλ ηχπσλ [320, 321]. Γεληθά είλαη πιένλ αληηιεπηφ φηη ν θαξθίλνο κπνξεί λα 

ππξνδνηήζεη απηναλνζία [322]. Αλ θαη νη παξάγνληεο πνπ νδεγνχλ ζηελ παξαγσγή 

ηέηνησλ απηναληηζσκάησλ δελ είλαη πιήξσο θαηαλνεηνί, ηα δεδνκέλα πνπ ππάξρνπλ 

δείρλνπλ φηη νη ζηφρνη ησλ απηναληηζσκάησλ είλαη θπηηαξηθέο πξσηεΐλεο πνπ ε 

παξεθθιίλνπζα έθθξαζε ηνπο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε θαξθηλνγέλεζε, ηα 

νλνκαδφκελα θαξθηλν-ζπλδεφκελα αληηγφλα (Cancer Associated Antigens, Tumor 

Associated Antigens) [323-325]. Έλα ραξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηειεί ε 

εληφπηζε απηναληηζσκάησλ έλαληη ηεο νγθνθαηαζηαιηηθήο πξσηεΐλεο p53 ζε 

δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ [326]. 
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 Όζνλ αθνξά ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, κειέηεο έρνπλ δείμεη ηελ παξνπζία 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ππξεληθψλ αληηγφλσλ (Anti-Nuclear antibodies, ANAs), 

έλα κέξνο ησλ νπνίσλ παξνπζηάδεη κάιηζηα εμεηδίθεπζε φζνλ αθνξά ηνλ ππν-ηχπν 

ηνπ θαξθίλνπ, ελψ θάλεθε θαη ε ζρέζε ηεο παξνπζίαο απηψλ ησλ απηναληηζσκάησλ 

κε ηελ πξφγλσζε ηεο αζζέλεηαο [327]. Σα ππξεληθά απηναληηζψκαηα πνπ 

εληνπίζηεθαλ ζε δχν δηαθνξεηηθνχο ηχπνπο θαξθίλνπ (πλεχκνλα θαη ιαηκνχ-

θεθαιήο) κε ηελ ίδηα θπηηαξηθή πξνέιεπζε, δειαδή θαξθηλψκαηα εθ πιαθψδνπο 

επηζειίνπ, ήηαλ επίζεο εηδηθά ζε κεγάιν βαζκφ γηα ηνπο δηαθνξεηηθνχο ηχπνπο 

θαξθίλνπ [328]. Πξνγλσζηηθή αμία θαίλεηαη λα έρεη θαη ε παξνπζία 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ηεο p53 ζε νξνχο αζζελψλ κε θαξθίλν ζηνλ πλεχκνλα 

[329]. Οη κειέηεο γηα ηελ εχξεζε εηδηθψλ απηναληηζσκάησλ, θπξίσο κε κεζφδνπο 

πξσηενκηθήο, θέξλνπλ ζην θσο κηα πιεηάδα ππνςήθησλ βηνδεηθηψλ [330], πνπ φκσο 

ε ζρέζε ηνπο κε ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε. Σέινο, 

ε αλίρλεπζε ελφο ζπλδπαζκνχ απηναληηζσκάησλ έλαληη ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλψλ 

παξαγφλησλ ηεο θαξθηλνγέλεζεο, κε αξθεηά βειηησκέλε εηδηθφηεηα σο πξνο ηελ 

αλίρλεπζε ησλ ίδησλ ησλ αληηγφλσλ, κπνξεί λα πξνζθέξεη έλα επαίζζεην θαη εηδηθφ 

ηεζη αίκαηνο γηα ηελ πξψηκε θαη έγθαηξε δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα 

[331]. 
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A4.θνπόο 
 

θνπφο ηεο παξνχζαο Γηαηξηβήο είλαη ε ηαπηνπνίεζε εηδηθψλ κνξηαθψλ 

αιιαγψλ/ηξνπνπνηήζεσλ ζε πξσηεΐλεο κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA (πξσηεΐλεο 

RBP)  πνπ θαίλεηαη λα ζρεηίδνληαη κε ηελ θαξθηληθή εμαιιαγή ζηνλ αλζξψπηλν 

πλεχκνλα. Αθνξά, θαηά θχξην ιφγν, ζηε κειέηε ησλ πξνηχπσλ έθθξαζεο ησλ 

εηεξνγελψλ ππξεληθψλ ξηβνλνπθιενπξσηετλψλ (hnRNP) , εηδηθφηεξα ηεο νκάδαο ησλ 

hnRNP A/B, ιφγσ ηνπ απμεκέλνπ ελδηαθέξνληνο πνπ παξνπζηάδνπλ κέιε ηεο νκάδαο 

σο πηζαλνί βηνινγηθνί δείθηεο γηα πξψηκε δηάγλσζε θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. 

Ζ κειέηε επηθεληξψλεηαη  ζε βηνςίεο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, νη 

νπνίεο πεξηιακβάλνπλ θαξθηληθφ ηζηφ ζε άκεζε ζχγθξηζε κε παξαθείκελν, 

θαηλνκεληθά πγηή, ηζηφ απφ ηνλ ίδην αζζελή. Οη θχξηεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο  

αθνξνχλ:  

Α) ζηνλ εθηελή αλνζνρεκηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ ησλ πξσηετλψλ hnRNP 

Α/Β, αιιά θαη άιισλ πξσηετλψλ RBP  κε δηαθαηλφκελε εκπινθή ζηνλ θαξθηληθφ 

κεηαζρεκαηηζκφ ησλ θπηηάξσλ, κε ζηφρν ηελ απνζαθήληζε ηεο απνξχζκηζήο ηνπο 

ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαη ηελ δηεξεχλεζε ηεο δπλαηφηεηαο εθαξκνγήο ηνπο σο 

βηνδεηθηψλ
.
   

Β) ζηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ αληίζηνηρσλ mRNA, κε ζηφρν ηελ άκεζε 

ζχγθξηζε ησλ αιιαγψλ πξνηχπσλ  έθθξαζεο ησλ ππφ εμέηαζε πξσηετλψλ κε ηα 

αληίζηνηρα επίπεδα ησλ  mRNA ζην ίδην βηνπηηθφ πιηθφ. Ζ ηαπηνπνίεζε πηζαλψλ 

δηαθνξνπνηήζεσλ αλάκεζα  ζην επίπεδν  ηεο πξσηεΐλεο  θαη ηνπ mRNA ζηα δεχγε 

βηνςηψλ (θαξθηληθφο/θπζηνινγηθφο ηζηφο) ζα επηηξέςεη έλαλ πξψην κνξηαθφ 

ραξαθηεξηζκφ ηνπ κεραληζκνχ ηεο απνξχζκηζεο  ηεο έθθξαζεο ησλ εκπιεθνκέλσλ 

πξσηετλψλ. 

Δπηπιένλ ζηφρν απνηειεί ε δηεξεχλεζε κνξηαθψλ/βηνρεκηθψλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ ησλ πξσηετλψλ hnRNP , θπξίσο ηεο hnRNP A3, κε ηε δεκηνπξγία 

λέσλ εξγαιείσλ πνπ ζα βνεζήζνπλ ζηελ πεξαηηέξσ θαηαλφεζε ηνπ ξφινπ ησλ 

πξσηετλψλ απηήο ηεο νκάδαο (Α/Β) ζηελ θπηηαξηθή ιεηηνπξγία θαη ζηελ απνξχζκηζε 

ηεο ζηνλ θαξθίλν. 
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Β. Τιηθά θαη Μέζνδνη 
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Β. Υλικά και μέθοδοι 
 

Β1. Κπηηαξνθαιιηέξγεηα 
 

Οη θαζηεξσκέλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο επηζειηαθνχ ηχπνπ θαιιηεξγνχληαη ζε 

ζηείξεο ζπλζήθεο ζηνπο 37
0 

C παξνπζία 5% CO2, ζε θαηάιιειν ζξεπηηθφ πιηθφ. 

πγθεθξηκέλα νη αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο HeLa (θαξθίλσκα ηξαρήινπ ηεο 

κήηξαο) θαη Α549 (αδελνθαξθίλσκα πλεχκνλα) θαζψο θαη ε θπηηαξηθή ζεηξά 

αξνπξαίνπ Νovikoff (επάησκα) θαιιηεξγνχληαη ζε ζξεπηηθφ πιηθφ DMEM 

(παξνπζία ησλ αληηβηνηηθψλ πεληθηιιίλεο / ζηξεπηνκηθίλεο (1%) θαη 10% FBS (Fetal 

Bovine Serum) ). Οη αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο Ζ157 (θαξθίλσκα εθ πιαθψδνπο 

επηζειίνπ πλεχκνλα), HCC78 (αδελνθαξθίλσκα πλεχκνλα) θαη WISH (ακληνηηθήο 

πξνέιεπζεο) θαιιηεξγνχληαη ζε ζξεπηηθφ πιηθφ RPMI (παξνπζία 1% γινπηακίλεο, 

1% πεληθηιιίλεο / ζηξεπηνκηθίλεο θαη 10% FBS). 

Ζ ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ γίλεηαη κε ηε ρξήζε ζξπςίλεο (0,25% ζε PBS) κεηά 

απφ πιχζε δχν θνξέο κε PBS. Ζ δξάζε ηεο ζξπςίλεο ηεξκαηίδεηαη κε ηελ πξνζζήθε 

δηαιχκαηνο ζξεπηηθνχ πιηθνχ. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 2.000 ζ.α.ι. (ζηξνθέο 

αλά ιεπηφ) γηα 10 ιεπηά, επαλαδηάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε γλσζηφ φγθν PBS θαη 

ππνινγηζκφο ηνπ αξηζκνχ ηνπο κε ηε ρξήζε ηεο πιάθαο Neubauer. Σα θχηηαξα 

πιέλνληαη δχν θνξέο κε PBS θαη απνζεθεχνληαη ζε κνξθή ηδήκαηνο ζηνπο -80
ν
 C.  

Β2. Κπηηαξηθά Δθρπιίζκαηα 
 

Β2.1 Παξαζθεπή νιηθνύ εθρπιίζκαηνο  

 

Υξεζηκνπνηνχληαη απνζηεηξσκέλα πιηθά θαη ε φιε δηαδηθαζία εθηειείηαη 

ζηνπο 0-4
0 

C. ην θπηηαξηθφ ίδεκα γίλεηαη πξνζζήθε δηαιχκαηνο NET-2 (10 mM 

Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl, 0,05% NP-40) ζε ζπγθέληξσζε 1-2x10
7
θχηηαξα / 

ml, παξνπζία αλαζηνιέα ησλ πξσηεαζψλ (1 mM PMSF θαη ηνπ κείγκαηνο 

αλαζηνιέσλ ησλ πξσηεαζψλ (Sigma) ). Tα θχηηαξα ιχνληαη κε ηελ επίδξαζε 
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ππεξήρσλ (6 επαλαιήςεηο ησλ 20 δεπηεξνιέπησλ) ζηνπο 0
ν
 C θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά ζηηο 10.000 ζ.α.ι.. Σν ππεξθείκελν ζπιιέγεηαη, ςχρεηαη 

ζε πγξφ άδσην θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -80
0 

C.  

Μείγκα αλαζηνιέσλ ησλ πξσηεαζψλ (Sigma): 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl 

fluoride, pepstatin A, E-64, bestatin, leupeptin, aprotinin. Σειηθή αξαίσζε 1/100. 

 

Β2.2 Παξαζθεπή ππξεληθνύ θαη θπηηαξνπιαζκαηηθνύ εθρπιίζκαηνο 

 

Ζ παξαζθεπή ππξεληθνχ θαη θπηηαξνπιαζκαηηθνχ εθρπιίζκαηνο ζηεξίδεηαη 

ζηε κέζνδν ησλ Choi θαη Dreyfuss [80]. Ζ δηαδηθαζία νινθιεξψλεηαη ζην ηαρχηεξν 

δπλαηφ ρξφλν ζε ρακειή ζεξκνθξαζία (0 - 4
0 

C). To ίδεκα ησλ θπηηάξσλ 

επαλαδηαιχεηαη  ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 

2,5 mM MgCl2) ζε αλαινγία 5x10
7
θχηηαξα/ml δηαιχκαηνο, παξνπζία 0,5% Σriton X-

100 θαη 1 mM PMSF. Αθνινπζεί νκνγελνπνίεζε ζηνλ πάγν κε ηε ρξήζε πάιηλνπ 

νκνγελνπνηεηή Dounce κε ζθηρηφ έκβνιν (10 παιηλδξνκήζεηο) θαη θπγνθέληξεζε γηα 

10 ιεπηά ζηηο 4.000 ζ.α.ι. ζηνπο 4
ν
 C. Σν ππεξθείκελν (θπηηαξνπιαζκαηηθφ 

εθρχιηζκα) ςχρεηαη ζε πγξφ άδσην θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -80
0 

C. Σν ίδεκα (ππξήλεο) 

επαλαδηαιχεηαη ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α απνπζία Triton, ζε αλαινγία 2,5x10
7 

αξρηθφο αξηζκφο θπηηάξσλ/ml δηαιχκαηνο, 1mM PMSF θαη κείγκα αλαζηνιέσλ ησλ 

πξσηεαζψλ (Sigma). Αθνινπζεί ιχζε κε ηελ επίδξαζε ππεξήρσλ (2 επαλαιήςεηο 

ησλ 5 ιεπηψλ ζηνλ πάγν) θαη ην εθρχιηζκα επηζηξψλεηαη ζε δηάιπκα Α κε 30% 

ζαθραξφδε θαη θπγνθεληξείηαη γηα 15 ιεπηά ζηηο 5,000 ζ.α.ι. ζηνπο 4
ν
 C. 

 To ππεξθείκελν, πνπ πεξηιακβάλεη ηα δηαιπηά ζπζηαηηθά ηνπ ππξήλα 

(ππξεληθφ εθρχιηζκα), ζπιιέγεηαη απφ ηελ άλσ ζηηβάδα ηεο ζαθραξφδεο, ςχρεηαη ζε 

πγξφ άδσην θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -80
0 

C. 

 

Β2.3 Καηαθξήκληζε πξσηετλώλ 

 

Οη πξσηεΐλεο θπηηαξηθψλ εθρπιηζκάησλ θαηαθξεκλίδνληαη κε πξνζζήθε  

ηξηρισξνμηθνχ νμένο (TCA) ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 10% (v/v). Μεηά απφ παξακνλή 

ζε πάγν γηα 30 ιεπηά, αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά ζηηο 13,000 ζ.α.ι. ζηνπο 

4
0 

C. Σέινο ην ίδεκα πιέλεηαη δχν θνξέο κε δηάιπκα παγσκέλεο (-20
ν
C) αηζαλφιεο 

75% θαη αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα. 
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Β2.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξσηετλώλ  

 

Ζ πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ ελφο θπηηαξηθνχ εθρπιίζκαηνο γίλεηαη 

ζχκθσλα κε ηελ κέζνδν Bradford, κε ηε ρξήζε ηνπ ηππνπνηεκέλνπ ζθεπάζκαηνο 

Bio-Rad protein assay dye reagent concentrate. Δηνηκάδνληαη αξαηψζεηο ηνπ πξνο 

κέηξεζε πξσηετληθνχ δείγκαηνο, θαζψο θαη ελφο πξφηππνπ δείγκαηνο αιβνπκίλεο 

βνφο (BSA) γλσζηήο ζπγθέληξσζεο, πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ θακπχιε 

αλαθνξάο, ζε ηειηθφ φγθν 800 κl. Πξνζηίζεληαη 200 κl απφ ην ζπκππθλσκέλν 

αληηδξαζηήξην ρξσζηηθήο (Biorad) ζηα δείγκαηα θαη κεηά ηελ πάξνδν 10 ιεπηψλ 

κεηξάηαη ε νπηηθή ππθλφηεηα (OD) ζηα 595 nm. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ άγλσζηνπ 

δείγκαηνο ππνινγίδεηαη κε βάζε ηελ πξφηππε θακπχιε πνπ ιακβάλεηαη απφ ηηο 

κεηξήζεηο ησλ αξαηψζεσλ ηνπ δείγκαηνο ηεο γλσζηήο ζπγθέληξσζεο. 

Β3. Αλνζναπνηύπσζε κε κεηαθνξά θαηά Western (Western blot) 
 

Β3.1 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ ζε κία δηάζηαζε (SDS/PAGE) 

 

Οη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη ειεθηξνθνξεηηθά βάζεη ηνπ κνξηαθνχ ηνπο 

βάξνπο ζε θάζεην πήθησκα πνιπαθξπιακηδίνπ, ππφ ζπλζήθεο απνδηάηαμεο, 

παξνπζία ηνπ ηζρπξά αληνληθνχ απνξξππαληηθνχ SDS (δσδεθπινζετηθφ λάηξην), 

ζχκθσλα κε ην αζπλερέο ζχζηεκα ηνπ Laemmli [332]. 

  Σα πξσηετληθά δείγκαηα αλαδηαιχνληαη ζε απνδηαηαθηηθφ δηάιπκα θφξησζεο 

(62,5 mM Tris-HCl pH6,8, 5% β-κεξθαπηναηζαλφιε, 10% γιπθεξφιε, 2,3% SDS, 

0,1% θπαλνχλ ηεο βξσκνθαηλφιεο), απνδηαηάζζνληαη κε ζέξκαλζε ζηνπο 96
ν
 C γηα 

10 ιεπηά θαη θνξηψλνληαη ζε θάζεην αζπλερέο πήθησκα SDS/πνιπαθξπιακηδίνπ 

(αθξπιακίδε:δηζαθξπιακίδε 29:1 w/w) ζην ζάιακν ειεθηξνθφξεζεο ηεο ζπζθεπήο 

MINI –PROTEAN III  (Bio-Rad) ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο (Running 

buffer: 50 mM Tris-HCl pH 8,9,  400 mM γιπθίλε θαη 0,1% SDS). Σν πήθησκα 

απνηειείηαη απφ δχν ηκήκαηα δηαθνξεηηθήο ζπγθέληξσζεο πνιπαθξπιακίδεο θαη 

δηαθνξεηηθνχ pH: ην άλσ ηκήκα, πήθησκα ζπκπχθλσζεο, κε ζχζηαζε 0,125 mM 

Tris-HCl pH 6,8, 4% (w/v) αθξπιακίδην-δηζαθξπιακίδην, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% 

(w/v) ππεξζεηηθφ ακκψλην (APS) θαη 0,1 % (v/v) ηεηξα-κεζπιεζπιελεδηακίλε 
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(TEMED) ζην νπνίν γίλεηαη ε ζπζζψξεπζε ησλ πξσηετλψλ ζε κία ιεπηή ζηηβάδα, θαη 

ην θάησ ηκήκα, πήθησκα δηαρσξηζκνχ, κε ζχζηαζε 0,375 mM Tris-HCl pH 8,8, 10 

% (w/v) αθξπιακίδε:δηζαθξπιακίδε, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) APS θαη 0,1% 

(v/v) TEMED, φπνπ γίλεηαη ν δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ αλάινγα κε ην κνξηαθφ 

βάξνο. Αθνινπζεί ειεθηξνθφξεζε δηάξθεηαο πεξίπνπ 45-60 ιεπηψλ, ζε ζηαζεξή 

ηάζε πεξίπνπ 150 V κέρξη ην κέησπν ηεο ρξσζηηθήο λα θηάζεη ζην ηέινο ηνπ 

πεθηψκαηνο δηαρσξηζκνχ. Μαδί κε ην δείγκα θνξηψλεηαη κείγκα πξσηετλψλ γλσζηνχ 

κνξηαθνχ βάξνπο (protein marker). 

Δάλ είλαη επηζπκεηφ αθνινπζεί ρξψζε ηνπ πεθηψκαηνο κε ηε ρξήζε ηεο 

ρξσζηηθήο Coomassie Brilliant Blue R250 (0,25% w/v) ζε δηάιπκα κνληκνπνίεζεο 

(50% (v/v) κεζαλφιε, 10% νμηθφ νμχ) θαη απνρξσκαηηζκφο ζε δηάιπκα 25% (v/v) 

αηζαλφιε θαη 10% (v/v) νμηθφ νμχ, γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ. 

 

Β3.2 Αλνζναπνηύπσζε πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο θαηά Western  

 

Β3.2.1 Μεηαθνξά πξσηετλώλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

 

Ζ ειεθηξνθνξεηηθή κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ απφ πήθησκα SDS-

πνιπαθξπιακηδίνπ γίλεηαη ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο (Protran nitrocellulose 

transfer membrane, Whatman) ζε ζπζθεπή πγξήο κεηαθνξάο (Biorad) ζηνπο 4
ν
 C 

ζχκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Fritz θαη ζπλεξγαηψλ [333]. Σν πήθησκα ηνπνζεηείηαη ζε 

άκεζε επαθή κε ηε κεκβξάλε θαη εκβαπηίδεηαη ζε δηάιπκα κεηαθνξάο (transfer 

buffer) ην νπνίν πεξηέρεη 200 ml 10Υ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο (running buffer), 200 

ml κεζαλφιε θαη 600 ml d.d. H2O (pH 8,3). Ζ κεηαθνξά πξαγκαηνπνηείηαη ζηα 300 

mA γηα 90 ιεπηά. Μεηά ην ηέινο ηεο κεηαθνξάο, ε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

μεπιέλεηαη ζε δηάιπκα TBS (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7,4) γηα 10 ιεπηά, 

ελψ αθνινπζεί έιεγρνο ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο κεηαθνξάο κε αληηζηξεπηή 

ρξψζε ησλ πξσηετλψλ ζηε κεκβξάλε κε ηε ρξσζηηθή Ponceau-S (0,2% (w/v) ζε 3% 

ηξηρισξννμηθφ νμχ) γηα έλα ιεπηφ. Ο απνρξσκαηηζκφο γίλεηαη κε έθπιπζε ζε λεξφ. 
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Β3.2.2 Αλνζναπνηύπσζε 

 

Ζ κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο κεηά ηε ρξψζε κε Ponceau-S μεπιέλεηαη ζε 

δηάιπκα TBS (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 200 mM NaCl) θαη ζηε ζπλέρεηα επσάδεηαη 

κε ήπηα αλαθίλεζε ζε δηάιπκα δέζκεπζεο (blocking buffer, Zeller) (10 mM Tris-HCl 

pH7,5, 0,1 M MgCl2, 5% (v/v) άπαρν γάια, 0,5% Σween 20, 0,1% (v/v) Σriton Υ-

100), ψζηε λα δεζκεπζνχλ φιεο νη ειεχζεξεο κε εηδηθέο ζέζεηο πάλσ ζηελ 

ληηξνθπηηαξίλε, γηα 2 θνξέο απφ 10 ιεπηά. Αθνινπζεί επψαζε κε ην θαηάιιειν 

πξψην αληίζσκα κε ήπηα αλάδεπζε, γηα 90 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ή 

ελαιιαθηηθά γηα φιε ηε λχρηα ζηνπο 4
0
C. ηε ζπλέρεηα ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη ζε 

δηάιπκα Zeller 2 θνξέο γηα 10 ιεπηά, θαη αθνινπζεί επψαζε δηάξθεηαο 90 ιεπηψλ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε δεχηεξν αληίζσκα έλαληη ησλ αλνζνζθαηξηλψλ ηνπ 

πξψηνπ αληηζψκαηνο, ζπδεπγκέλν κε ην έλδπκν ξαθαληδηθή ππεξνμεηδάζε 

(Horseradish Peroxidase), ζε θαηάιιειε αξαίσζε ζε δηάιπκα Zeller. Σέινο ε 

κεκβξάλε μεπιέλεηαη 2 θνξέο γηα 10 ιεπηά κε δηάιπκα Zeller θαη ζηε ζπλέρεηα 

επηπιένλ 2 θνξέο γηα 10 ιεπηά κε δηάιπκα TBS. 

ηελ παξνχζα εξγαζία, ηα εκπνξηθά αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη 

ηα εμήο (ζε παξέλζεζε νη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ): 

α-αθηίλε: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ MAB1501, Chemicon-Milipore (1:4.000) 

α-hnRNP A1: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 4B10, Santa Cruz Biotechnology 

(1:1.000) 

α-hnRNP A2/B1: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ DP3B3, Santa Cruz 

Biotechnology (1:1.000) 

α-hnRNP A3: πνιπθισληθφ αληίζσκα θνπλειηνχ ab50949, Abcam (1:2.000) 

α-hnRNP C1/C2: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 4F4, Santa Cruz Biotechnology 

(1:1.000) 

α-hnRNP PSF: πνιπθισληθφ αληίζσκα θνπλειηνχ H-80, Santa Cruz Biotechnology 

(1:1.000) 

α-hnRNP L: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 4D11, Santa Cruz Biotechnology 

(1:2.000) 

α-hnRNP M1-4: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 1D8, Santa Cruz Biotechnology 

(1:1.000) 

α-hnRNP SF2/ASF: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 96, Santa Cruz Biotechnology 

(1:500) 



54 
 

α-hnRNP K/J: κνλνθισληθφ αληίζσκα πνληηθνχ 3C2, Santa Cruz Biotechnology 

(1:500) 

Σα δεχηεξα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είλαη ηα εμήο (ζε παξέλζεζε 

νη αξαηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ): 

αλζξψπηλν: goat anti-human IgG Horseradish Peroxidase conjugate Sigma (1:40.000) 

πνληηθνχ: goat anti-mouse IgGM Horseradish Peroxidase conjugate Sigma (1:20.000) 

θνπλειηνχ: goat anti-rabbit IgG Horseradish Peroxidase conjugate Chemicon-

Milipore (1:10.000) 

 

Β3.2.3 Αληίδξαζε εληζρπκέλεο ρεκεηνθσηαύγεηαο (Enhanced 

Chemiluminescence, ECL) 

 

Ζ αλνζνρεκηθή αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ πάλσ ζηε κεκβξάλε 

ληηξνθπηηαξίλεο ζηεξίδεηαη ζηελ ηερληθή ηεο εληζρπκέλεο ρεκεηνθσηαχγεηαο (ECL), 

κέζσ αληηδξαζηεξίσλ ηεο εηαηξίαο Amersham. Οξηζκέλεο θνξέο ρξεζηκνπνηείηαη θαη 

κε εκπνξηθφ κείγκα αληηδξαζηεξίσλ ρεκεηνθσηαχγεηαο πνπ απνηειείηαη απφ δχν 

δηαιχκαηα, εθ ησλ νπνίσλ ην πξψην πεξηέρεη 100 κl 250 mM ινπκηλφιε δηαιπκέλε 

ζε DMSO (3-Aminophthalhydrazide 98%, Alfa Aesar), 44 κl 90 mM θνπκαξηθφ νμχ 

ζε DMSO (p-Coumaric acid, Sigma) θαη 1 ml ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 1 Μ Tris-HCl (pH 

8,5) ζε ζπλνιηθφ φγθν 10 ml, ελψ ην δεχηεξν 6,4 κl Ζ2O2 (30%) θαη  1 ml 1 Μ Tris-

HCl (pH 8,5) ζε ζπλνιηθφ φγθν 10 ml. Ζ κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο εκβαπηίδεηαη 

ζην δηάιπκα ρεκεηνθσηαχγεηαο γηα 1 ιεπηφ ελψ ζηε ζπλέρεηα ηνπνζεηείηαη ζε θαζέηα 

έθζεζεο ζε επαθή κε θηικ απηνξαδηνγξαθίαο (Super RX Fuzi medical x-ray film, 

Fuzifilm) γηα δηάθνξνπο ρξφλνπο (απφ ιίγα ιεπηά κέρξη κεξηθά δεπηεξφιεπηα), ψζηε 

λα ιεθζεί ην επηζπκεηφ απνηέιεζκα. Μεηά ηελ έθζεζε αθνινπζεί εκθάληζε ηνπ θηικ 

ζε ζθνηεηλφ ζάιακν θαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ δσλψλ πάλσ ζ‟ απηφ. 

 

Β3.2.4 Μέζνδνο νπηηθήο ππθλνκεηξίαο γηα ηνλ εκηπνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ 

πξσηετλώλ 

 

Ο εκηπνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ ησλ πξσηετλψλ, γίλεηαη κε ηε 

ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο Imagequant ηεο Molecular Dynamics έπεηηα απφ ζάξσζε 

ησλ πξσηετληθψλ δσλψλ ζηα θηικ απηνξαδηνγξαθίαο κε ρξήζε ςεθηαθνχ ζαξσηή. 
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Β4. Βηνςίεο πλεύκνλα αζζελώλ κε ΜΜΚΠ 
 

Β4.1 Παξαγσγή πξσηετληθνύ εθρπιίζκαηνο 

 

Απφ βηνςίεο πνπ θπιάζζνληαη ζηνπο -80
ν
C ή ζε πγξφ άδσην απνθφπηεηαη έλα 

ηεκάρην. Ζ δηαδηθαζία γίλεηαη ζε πγξφ άδσην θαη νινθιεξψλεηαη ζε φζν ην δπλαηφ 

ζπληνκφηεξν ρξνληθφ δηάζηεκα. Σν βάξνο ησλ ηεκαρίσλ, πνπ ιήθζεθε ζηελ παξνχζα 

κειέηε, θπκαίλαηαη απφ 25 κέρξη 55 γξακκάξηα.  

Ο ηζηφο εκβαπηίδεηαη ζε 500 κl δηαιχκαηνο ιχζεο (lysis buffer: 9,5 M νπξία, 

2% NP-40, 5% κεξθαπηναηζαλφιε), θαη νκνγελνπνηείηαη κε ηε βνήζεηα κεραληθνχ 

νκνγελνπνηεηή κε πιαζηηθέο ιεπίδεο (TissueRuptor, Qiagen) ζε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα 

πεξίπνπ 15 δεπηεξφιεπηα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Μεηά απφ ζχληνκε 

θπγνθέληξεζε, εάλ παξαηεξεζνχλ αδηάιπηα ηεκάρηα, ε δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη. 

ην νκνγελνπνίεκα πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο θξχνπ PBS θαη νη πξσηεΐλεο 

θαηαθξεκλίδνληαη κε ηελ πξνζζήθε ηξηρισξνμηθνχ νμένο (TCA), ζε ηειηθή 

ζπγθέληξσζε 10%, κε 30 ιεπηά επψαζε ζε πάγν θαη θπγνθέληξεζε ζε κέγηζηε 

ηαρχηεηα ζε επηηξαπέδηα θπγφθεληξν γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Αθνινπζνχλ δχν 

πιχζεηο ηνπ ηδήκαηνο κε αηζαλφιε (75%), θαη ζηε ζπλέρεηα ην ίδεκα αθήλεηαη λα 

ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα. ην ηέινο επαλαδηαιχεηαη ζε 50 κl δηαιχκαηνο ιχζεο θαη ίζε 

πνζφηεηα απνδηαηαθηηθνχ δηάιπκαηνο θφξησζεο (SDS sample buffer) θαη αθνινπζεί 

ειεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ ζε πήθησκα SDS-PAGE. 

  

Β4.2 Απνκόλσζε RNA από θπηηαξηθέο ζεηξέο 

 

Ζ απνκφλσζε νιηθνχ RNA απφ ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε 

ρξήζε ηεο ηππνπνηεκέλεο ζπζθεπαζίαο αληηδξαζηεξίσλ (kit) TRI Reagent® Solution 

ηεο εηαηξίαο Ambion ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηνπ πξνκεζεπηή. Σα ζηάδηα 

απνκφλσζεο RNA ζχκθσλα κε απηή ηε κέζνδν έρνπλ σο εμήο: 

Οκνγελνπνίεζε θπηηάξσλ (TissueRuptor, Qiagen) ζε 1 ml δηαιχκαηνο TRI Reagent 

αλά 1x10
7 

θχηηαξα θαη επψαζε γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 
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Δθρχιηζε ηνπ RNA κε πξνζζήθε 100 κl BCP γηα θάζε 1 ml δηαιχκαηνο TRI Reagent, 

αλάκημε, επψαζε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 ιεπηά θαη θπγνθέληξηζε ζηα 

12.000 x g γηα 10–15 ιεπηά ζηνπο 4°C. Ζ πδαηηθή θάζε πνπ πεξηέρεη ην RNA 

κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιελάξην. 

Καηαβχζηζε ηνπ RNA κε πξνζζήθε 500 κl ηζνπξνπαλφιεο γηα θάζε 1 ml TRI 

Reagent κε έληνλε αλαθίλεζε γηα 5–10 δεπηεξφιεπηα θαη επψαζε ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 5–10 ιεπηά. Αθνινπζεί θπγνθέληξηζε ζηα 12,000 x g γηα 8 ιεπηά θαη 

απφξξηςε ηνπ ππεξθείκελνπ. 

Έθπιπζε ηνπ ηδήκαηνο κε 1 ml αηζαλφιεο (75%) γηα θάζε 1 ml δηαιχκαηνο TRI 

Reagent θαη θπγνθέληξηζε ζηα 7,500 x g γηα 5 ιεπηά. Μεηά ηελ απνκάθξπλζε ηεο 

αηζαλφιεο ην ίδεκα ζηεγλψλεη ζηνλ αέξα. 

ην RNA γίλεηαη κηα επηπιένλ θαηεξγαζία κε DNάζε. Σν ίδεκα δηαιχεηαη ζε 200 κl 

TE (Tris-EDTA), πξνζηίζεηαη 50 κl 50 mM MgCl2, 2,5 κl 10 mM DTT θαη 5 κl 

DNase I (2U/κl) θαη επσάδεηαη γηα 1 ψξα ζηνπο 37
ν
 C. Αθνινπζεί πξνζζήθε 5 κl 0,5 

M EDTA θαη 5 κl 10% SDS γηα λα ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε. Σν RNA απνκνλψλεηαη 

απφ ην δηάιπκα κε πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ δηαιχκαηνο θαηλφιεο:ρισξνθφξκηνπ (1:1). 

Μεηά απφ θπγνθέληξηζε ζε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα 5 ιεπηά, ιακβάλεηαη ε ππεξθείκελε 

πδαηηθή θάζε πνπ πεξηέρεη ην RNA θαη αθνινπζεί ε θαηαθξήκληζε ηνπ. 

  

Β4.3 Καηαθξήκληζε λνπθιετθώλ νμέσλ 

 

Σα λνπθιετθά νμέα θαηαθξεκλίδνληαη απφ έλα δηάιπκα κε ηελ πξνζζήθε 1/10 

(v/v) ηνπ δηαιχκαηνο 3 Μ νμηθνχ λαηξίνπ (NaOAc) pH5,2 θαη 2,5 φγθσλ παγσκέλεο 

αηζαλφιεο (100%) κε έληνλε αλάδεπζε. Σν δείγκα παξακέλεη γηα 2 ψξεο ζηνπο -80
0
C 

ή γηα πεξηζζφηεξν απφ 12 ψξεο ζηνπο -20
ν
C. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 10 ιεπηά 

ζηηο 13.000 ζ.α.ι. ζηνπο 4
0
C θαη μέπιπκα ηνπ ηδήκαηνο δχν θνξέο κε  παγσκέλε 

αηζαλφιε (75%). Σν ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα θαη επαλαδηαιχεηαη ζε 

επηζπκεηή πνζφηεηα ΣΔ. 

 

Β4.4 Απνκόλσζε RNA από βηνςίεο πλεύκνλα  

 

Ζ απνκφλσζε νιηθνχ RNA απφ ηηο βηνςίεο πλεχκνλα πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε 

ρξήζε ηεο ηππνπνηεκέλεο ζπζθεπαζίαο αληηδξαζηεξίσλ RNeasy Mini Kit ηεο 
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εηαηξίαο Qiagen θαη αθνινπζείηαη ην πξσηφθνιιν ηνπ πξνκεζεπηή πνπ ζπλνπηηθά 

έρεη σο εμήο: 

Απφ ηηο απνζεθεπκέλεο ζε ςχμε βηνςίεο απνθφπηεηαη ηεκάρην κέρξη 30 mg 

(γηα ηελ αθεξαηφηεηα ηνπ απνκνλσκέλνπ RNA ιακβάλνληαη νη απαξαίηεηεο 

πξνθπιάμεηο δηαηήξεζεο ρακειήο ζεξκνθξαζίαο –κε ρξήζε πγξνχ αδψηνπ- θαη 

απνθπγήο επαθήο κε ξηβνλνπθιεάζεο ηνπ πεξηβάιινληνο). Σν απνκνλσκέλν ηεκάρην 

νκνγελνπνηείηαη κε κεραληθφ νκνγελνπνηεηή (TissueRuptor, Qiagen) κε ηελ 

πξνζζήθε απνδηαηαθηηθνχ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (600 κl, RLT buffer) θαη ην 

νκνγελνπνίεκα θπγνθεληξείηαη ψζηε λα ιεθζεί ην ππεξθείκελν. Αθνινπζεί 

πξνζζήθε 1 φγθνπ αηζαλφιεο  (70%) ζην εθρχιηζκα, αλάκεημε θαη κεηαθνξά ζε 

ζηήιε κε κεκβξάλε δέζκεπζεο RNA (RNeasy spin column) γηα ζχληνκε 

θπγνθέληξεζε. Μεηά ηελ έθπιπζε ηεο ζηήιεο (350 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο RW1) 

αθνινπζεί θαηεξγαζία κε 30 Units DNάζε (RNase-Free DNase Set, Qiagen) γηα 15 

ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη λέα έθπιπζε ηεο ζηήιεο κε πξνζζήθε 350 κl 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (RW1) θαη ζχληνκε θπγνθέληξεζε. Αθνινπζνχλ εθπιχζεηο 

ηεο ζηήιεο (2 θνξέο κε πξνζζήθε 500 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο RPE) κε κηα 

ηειηθή καθξά θπγνθέληξεζε. Σέινο ε ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε ζσιελάξην ζπιινγήο 

1,5 ml, πξνζηίζεληαη 30–50 κl H2O (ειεχζεξνπ RNάζεο) απεπζείαο ζηελ κεκβξάλε 

θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηφ ζηα 8.000 x g γηα έθινπζε ηνπ RNA. 

 

Β4.5 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο RNA  

 

Γηα ηελ εθηίκεζε ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA, 

πξαγκαηνπνηείηαη κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ησλ δεηγκάησλ (θσηφκεηξν DU 640B, 

Beckman) ζε κήθνο θχκαηνο 260 nm. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ RNA πξνζδηνξίδεηαη απφ 

ηνλ ηχπν: πγθέληξσζε RNA (κg/ml)= 40 x OD260 x ζπληειεζηή αξαίσζεο 

δείγκαηνο, φπνπ OD260  ε απνξξφθεζε ηνπ δείγκαηνο ζηα 260 nm. Γηα ηελ 

αμηνιφγεζε ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ RNA ππνινγίδεηαη ν ιφγνο OD260/ OD280, ν νπνίνο 

πξέπεη λα είλαη 1,8 – 2,0 γηα λα ζεσξεζεί ην απνκνλσκέλν RNA πςειήο 

θαζαξφηεηαο. 
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Β4.5.1 Πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ζπκβαηηθνύ RT-PCR 

 

ηάδην1: Αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT) 

 

Ο εκη-πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ mRNA πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε 

κέζνδν αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο - αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο (RT-

PCR). Δπεηδή ζθνπφο ηεο κειέηεο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο 

ησλ mRNA ησλ πξσηετλψλ hnRNP, ε δεκηνπξγία cDNA απφ ην νιηθφ RNA πνπ 

απνκνλψζεθε πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε εηδηθψλ oligo(dT) εθθηλεηψλ (πνπ 

επηιέγνπλ ην mRNA) ζηελ αληίδξαζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Σν έλδπκν πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ε SuperScriptII αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε ηεο Invitrogen θαη 

αθνινπζείηαη ην πξσηφθνιιν πνπ πξνηείλεη ν πξνκεζεπηήο. πλνπηηθά ε αληίδξαζε 

πεξηιακβάλεη:  

Αλάκημε 1 κg απνκνλσκέλνπ RNA, 1 κl dNTPs (10mM), 1 κl εθθηλεηψλ 

oligo(dT15) (25pmol/κl) θαη πξνζζήθε d.d. H2O έσο ηα 12 κl ηειηθνχ φγθνπ 

αληίδξαζεο. Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 65
ν
C γηα 5 ιεπηά, άκεζε ηνπνζέηεζε ζηνλ 

πάγν, ζχληνκε θπγνθέληξεζε, πξνζζήθε 4 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 5X First-

Strand Buffer, 2 κl 0.1 M DTT, 1 κl ηνπ αλαζηνιέα ξηβνλνπθιεαζψλ Human 

Placental Ribonuclease Inhibitor (HT Biotechnology) θαη λέα επψαζε ζηνπο 42
ν
C γηα 

2 ιεπηά. Σέινο πξνζηίζεηαη 1 κl (200 Units) SuperScriptII θαη αθνινπζεί επψαζε 

ζηνπο 42
ν
C γηα 50 ιεπηά. Ζ αληίδξαζε ηεξκαηίδεηαη κε επψαζε ζηνπο 75

ν
C γηα 15 

ιεπηά. Σν cDNA ( ηειηθφο φγθνο 20 κl ) θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C. 

 

ηάδην 2: Αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (PCR) 

 

Γηα ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (PCR) ρξεζηκνπνηνχληαη 

δεχγε εθθηλεηψλ γηα ηα νπνία πξνζδηνξίζζεθε ε ζεξκνθξαζία απνδηάηαμεο (Tm), ν 

αξηζκφο ησλ απαηηνχκελσλ θχθισλ θαη ε ζπγθέληξσζε MgCl2, γηα ηε βέιηηζηε 

απφδνζε πξντφλησλ. Σα δεχγε ησλ εθθηλεηψλ γηα ηε δηελέξγεηα ζπκβαηηθήο PCR θαη 

νη ζεσξεηηθέο ηνπο ηηκέο απνδηάηαμεο (πνπ είλαη κέζα ζηα απνδεθηά φξηα) έρνπλ σο 

εμήο: 
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hnRNP A1 F: 5΄-ACTGTGAATGGCCACAACTG-3΄ 

R: 5΄-TGCCATAGCTACTGCTGCTG-3΄ 

60 

62 

hnRNP A2/B1 F: 5΄-GAGTCCGGTTCGTGTTCGTC-3΄ 

R: 5΄-TGGCAGCATCAACCTCAGC-3΄ 

62 

62 

RPL32 F: 5΄-TTAAGCGTAACTGGCGGAAAC-3΄ 

R: 5΄-GAGCGATCTCGGCACAGTAA-3΄ 

58 

61 

GAPDH F: 5΄-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3΄ 

R: 5΄-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3΄ 

62 

62 

CD44 F: 5΄-GATGATGACGTGAGCAGCGGCTC-3΄ 

R: 5΄-GTCCTTTATGGACCAGAGGTTGTG-3΄ 

66 

62,7 

CD44 v8 F: 5΄-GATGATGACGTGAGCAGCGGCTC-3΄ 

R: 5΄-CCTTCATGTGATGTAGAGAAGC-3΄ 

66 

58,4 

CD44 v6 F: 5΄-GATGATGACGTGAGCAGCGGCTC-3΄ 

R: 5΄-TTCCTGCTTGATGACCTCGTC-3΄ 

66 

59,8 

CASP9 F: 5΄-TCCTGCTTAGAGGACACAG-3΄ 

R: 5΄-GGACACAAAGATGTCACTGG-3΄ 

56,7 

57,3 

LRDD F: 5΄-ACTCACGAGGACCCTCAGC-3΄ 

R: 5΄-GGAGACAGGCACCCAGTGT-3΄ 

61 

61 

MAP4K4 F: 5΄-CAAGCCAAGCTTCCATGCTC-3΄ 

R: 5΄-TGGTGGAGTTTCTCTGTCCT-3΄ 

59,4 

57,3 

PPP3CB F: 5΄-ACAGGGATGTTGCCTAGTGG-3΄ 

R: 5΄-ATCCAAACCCTTTGCCTCTT-3΄ 

59,4 

55,3 

 

Οη αληηδξάζεηο PCR ιακβάλνπλ ρψξα ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή PTC-200 

Peltier Thermal Cycler (MJ research), ζε ζσιελάξηα ηχπνπ eppendorf κηθξνχ φγθνπ 

(0.5 ml) θαη ιεπηψλ ηνηρσκάησλ. Ο ηειηθφο φγθνο ηεο αληίδξαζεο είλαη 25 κl θαη 

πεξηέρεη ηα εμήο: Υ κl cDNA, 2,5 κl 10x ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Taq πνιπκεξάζεο, 1,5κl 

25 mM MgCl2, 1κl απφ θάζε εθθηλεηή (25 pmol/κl), 1 κl dNTPs (10 mM ην θάζε 

έλα) θαη 2 Units έλδπκν Taq πνιπκεξάζεο (Invitrogen). Παξάιιεια 

πξαγκαηνπνηείηαη θαη κηα επηπιένλ αληίδξαζε ρσξίο πξνζζήθε cDNA ψζηε λα 

ειεγρζεί ε πηζαλή επηκφιπλζε ησλ αληηδξαζηεξίσλ κε μέλν DNA. 

Σν πξφγξακκα δηαδνρηθψλ ελαιιαγψλ ζεξκνθξαζίαο είλαη ην παξαθάησ:  
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-Έλαο αξρηθφο θχθινο ζηνπο 94
ν
 C γηα 10 ιεπηά γηα ηελ απνδηάηαμε ησλ δηπιψλ 

ειίθσλ ηνπ cDNA. 

-25-35 θχθινη (αλάινγα κε ην γνλίδην) κε ηα εμήο βήκαηα : 

94
ν
 C γηα 10 ιεπηά γηα ηελ απνδηάηαμε ησλ δηπιψλ ειίθσλ ηνπ cDNA 

60
ν
 C (ή ζε κηθξφηεξε ζεξκνθξαζία αλ θξηζεί απαξαίηεην ζχκθσλα κε ην Tm ησλ 

εθθηλεηψλ) γηα 45 δεπηεξφιεπηα γηα ηελ πξφζδεζε ησλ εθθηλεηψλ ζην cDNA  

72
ν
 C γηα 30 δεπηεξφιεπηα γηα ηελ επηκήθπλζε ησλ πξντφλησλ  

-Έλαο ηειηθφο θχθινο επηκήθπλζεο ησλ πξντφλησλ ζηνπο 72
ν
 C γηα 10 ιεπηά 

-Φχμε ζηνπο 4
ν
 C 

Σα ηειηθά πξντφληα ηεο αληίδξαζεο απνζεθεχνληαη ζηνπο -20
ν
 C κέρξη ηελ 

αλάιπζή ηνπο. Ζ απφδνζε ησλ αληηδξάζεσλ αιιά θαη ε θαζαξφηεηα ησλ πξντφλησλ 

ειέγρεηαη ειεθηξνθνξεηηθά ζε πήθησκα αγαξφδεο. 

 

Β4.5.2 Ζιεθηξνθόξεζε λνπθιετθώλ νμέσλ ζε πήθησκα αγαξόδεο 

 

Γεληθά ρξεζηκνπνηνχληαη πεθηψκαηα αγαξφδεο 1%, ηειηθνχ φγθνπ 70 ml. 

Υξεζηκνπνηείηαη αγαξφδε ρακεινχ ζεκείνπ δέζεσο (AppliChem) θαη νη 

ειεθηξνθνξήζεηο ιακβάλνπλ ρψξα ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 1x TAE (40 mM Tris-

acetate/1 mM EDTA) ή 0.5xTBE (45 mM Tris-borate/1 mM EDTA), κε πξνζζήθε 

βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5 κg/ml. 

ηα πξντφληα ησλ αληηδξάζεσλ PCR κε ηειηθφ φγθν 25 κl πξνζηίζεηαη 5 κl 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θφξησζεο (6x gel loading dye blue, New England BioLabs) θαη 

20 κl απφ απηά θνξηψλνληαη ζηηο εγθνπέο θφξησζεο. Ζ ειεθηξνθφξεζε δηεμάγεηαη 

ζηα 120 volts θαη ζηακαηάεη φηαλ ην κέησπν ηεο ρξσζηηθήο θηάζεη ζην 70% πεξίπνπ 

ηνπ κήθνπο ηνπ πεθηψκαηνο. 

Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε απνκνλσκέλνπ RNA ρξεζηκνπνηήζεθε 1 κg RNA ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θφξησζεο, ην νπνίν αξρηθά ζεξκάλζεθε ζηνπο 96
ν
  C γηα 10 

ιεπηά γηα απνδηάηαμε ηεο δνκήο ηνπ. 

Σν κέγεζνο ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ πξνζδηνξίδεηαη κε ηελ βνήζεηα δείθηε 

DNA πξνζδηνξηζκέλνπ κεγέζνπο πνπ ειεθηξνθνξείηαη παξάιιεια κε ηα δείγκαηα. 

Με ην ηέινο ηεο ειεθηξνθφξεζεο ην πήθησκα ηνπνζεηείηαη  ζε πιαίζην ιάκπαο UV 

θαη θσηνγξαθίδεηαη  κε ςεθηαθή θσηνγξαθηθή κεραλή. 
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Β4.5.3 Αληίδξαζε πνζνηηθήο PCR πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (qReal-time PCR) 

  

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ mRNA ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ, ηφζν 

κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ απφ δεχγε βηνςηψλ θαξθηληθνχ-θπζηνινγηθνχ ηζηνχ φζν θαη 

δεηγκάησλ απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο, ρξεζηκνπνηείηαη ε κέζνδνο ηεο πνζνηηθήο PCR 

πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (qReal Time - PCR). Υξεζηκνπνηείηαη ην κεράλεκα iQ5 Real-

Time PCR Detection System (Biorad) θαη ην ηππνπνηεκέλν ζθεχαζκα iQ SYBR 

Green Supermix ( Biorad ) πνπ ζηεξίδεηαη ζηε ρξήζε ηεο  ρξσζηηθήο SYBR Green I, 

ε νπνία έρεη ηελ ηδηφηεηα απνθιεηζηηθήο πξφζδεζεο ζε δίθισλν DNA (dsDNA). Γηα 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε ρξεζηκνπνηείηαη ην ινγηζκηθφ iQ5 Optical System Software 

(Version 2.0, Biorad). 

Γηα ηνλ θαζνξηζκφ ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο (efficiency) ησλ αληηδξάζεσλ 

γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ, γίλεηαη ρξήζε cDNA απφ θχηηαξα A549. Ζ δεκηνπξγία 

πξφηππεο θακπχιεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ρξήζε δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

cDNA (απφ 100-0,8 ng), ελψ απνδεθηέο είλαη νη ηηκέο πνπ θπκαίλνληαη απφ 80 έσο 

110%. 

ε θάζε αληίδξαζε γίλεηαη κέηξεζε ηεο θακπχιεο ηήμεο (melting curve), 

ραξαθηεξηζηηθήο γηα ην θάζε πξντφλ, γηα λα θαζνξηζηεί ε εηδηθφηεηα ηεο, ελψ ε 

παξάιιειε δηεμαγσγή αληηδξάζεσλ ρσξίο ηελ πξνζζήθε εθκαγείνπ cDNA εγγπάηαη 

ηελ απνπζία κφιπλζεο ζηα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη. Με ην πέξαο ηεο 

αληίδξαζεο γίλεηαη έιεγρνο ησλ πξντφλησλ κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο 

ψζηε λα επηβεβαησζεί ην κέγεζνο ηνπο, θαη ε απνπζία κε εηδηθψλ πξντφλησλ. 

Γηα ηε δηελέξγεηα ησλ αληηδξάζεσλ Real-Time PCR ζρεδηάζηεθαλ δεχγε 

εθθηλεηψλ πνπ δηαθνξνπνηνχληαη απφ ηα δεχγε πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε ζπκβαηηθή 

PCR, ζε ζρέζε κε ην κέγεζνο ησλ πξντφλησλ πνπ ιακβάλνληαη, δεδνκέλνπ φηη  γηα 

ηελ επηηπρή δηεμαγσγή αληηδξάζεσλ Real-Time PCR ην κέγεζνο απηφ πξέπεη λα είλαη 

ζρεηηθά κηθξφ (λα κελ ππεξβαίλεη ηα 180-200 δεχγε βάζεσλ). Οη αιιεινπρίεο ησλ 

δεπγψλ ησλ εθθηλεηψλ πνπ ζρεδηάζηεθαλ γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ αληηδξάζεσλ 

Real-Time PCR γηα θάζε γνλίδην πνπ εμεηάδεηαη θαη νη ζεσξεηηθέο ηνπο ηηκέο γηα 

απνδηάηαμε (Tm) είλαη νη παξαθάησ (ε ζχλζεζή ηνπο έγηλε ζηελ MWG, Γεξκαληα): 
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hnRNP A1 F: 5΄-CCAGAGAAGATTCTCAAAGACC-3΄ 

R: 5΄-CTTCAGTGTCTTCTTTAATGCC-3΄ 

58,4 

56,5 

hnRNP A2/B1 F: 5΄-AGCTTTGAAACCACAGAAGAA-3΄ 

R: 5΄-TTGATCTTTTGCTTGCAGGA-3΄ 

54,4 

55 

hnRNP B1 F: 5΄-TGTTCCTTTGGAGAGGAAAAAG-3΄ 

R: 5΄-TTGATCTTTTGCTTGCAGGA-3΄ 

54,4 

55 

RPL32 F: 5΄-TTAAGCGTAACTGGCGGAAAC-3΄ 

R: 5΄-GAGCGATCTCGGCACAGTAA-3΄ 

58 

61 

ASF/SF2 F: 5΄-CTTGGTGGGAAGGCCTGTT-3΄ 

R: 5΄-AGATGCGGCAATCGTTGTTC-3΄ 

58,8 

57,3 

 

Οη αληηδξάζεηο πξαγκαηνπνηνχληαη ζε πιάθεο πνιιαπιψλ θξεαηίσλ (96 well 

iCycler iQ pcr plates, BioRad) ζε ηειηθφ φγθν 25 κl κε ηελ εμήο ζχλζεζε:  

5 κl cDNA (10 ng/κl) απφ ην ππφ εμέηαζε δείγκα, 1,5 κl απφ ηνλ θάζε εθθηλεηή 

(ζπγθέληξσζεο 10 pmol/κl), 12,5 κl  SYBR Green Supermix θαη 4,5 κl H2O.  

Σν πξσηφθνιιν πνπ επηιέρζεθε είλαη δχν βεκάησλ (πξφζδεζε εθθηλεηψλ θαη 

επηκήθπλζε ζε έλα βήκα) κε ηηο εμήο ζπλζήθεο ζεξκνθξαζίαο θαη ρξφλνπο 

αληηδξάζεσλ: 

1o ζηάδην  

95
ν
 C γηα 3,5 ιεπηά (αξρηθή απνδηάηαμε ηεο δηπιήο έιηθαο) 

2ν ζηάδην (40 θχθινη) 

95
ν
 C γηα 15 δεπηεξφιεπηα (απνδηάηαμε ηεο δηπιήο έιηθαο) 

60
ν
 C γηα 30 δεπηεξφιεπηα (πξφζδεζε ησλ εθθηλεηψλ θαη επηκήθπλζε ηνπ πξντφληνο) 

ην ηέινο θάζε θχθινπ γίλεηαη ε κέηξεζε ηνπ ζήκαηνο  

3ν ζηάδην (80 θχθινη) 

Γεκηνπξγία θακπχιεο ηήμεο πξντφλησλ (melting curve) κε αξρηθή ζεξκνθξαζία 55
ν
 

C θαη αχμεζε αλά 10 δεπηεξφιεπηα (κέρξη ηνπο 94,5
ν
 C). 

Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ επηπέδσλ ηεο έθθξαζεο ησλ mRNA ρξεζηκνπνηείηαη 

ην εηδηθφ πξφγξακκα Gene Expression Analysis πνπ πεξηέρεηαη ζην ινγηζκηθφ iQ5 

Optical System Software. Ο ππνινγηζκφο γίλεηαη κε ηξνπνπνίεζε ηεο κεζφδνπ 

Normalized Gene Expression (ΓΓCT) ησλ Livak θαη Schmittgen [334],  ψζηε λα 

πεξηιακβάλεηαη ζηνλ ππνινγηζκφ ε απνηειεζκαηηθφηεηα (efficiency) θάζε δεχγνπο 
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εθθηλεηψλ. Ζ θαλνληθνπνίεζε γίλεηαη κε βάζε ηελ έθθξαζε ηνπ αλζξψπηλνπ 

γνληδίνπ RPL32 σο εζσηεξηθνχ κάξηπξα γηα ηελ εμνκάιπλζε ησλ ηηκψλ. 

Β5. Κισλνπνίεζε –πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο 

 

Β5.1 Βαθηεξηαθά ζηειέρε –πιαζκηδηαθνί θνξείο 

 

Γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ απνκφλσζε ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA 

ρξεζηκνπνηείηαη ην ζηειέρνο E.coli XL1Blue, ελψ γηα ηελ έθθξαζε ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ ρξεζηκνπνηείηαη ην ζηέιερνο BL21(DE3) γηα ηελ 

πξσηεΐλε hnRNP Α3Ct θαη Rosetta2 γηα ηελ πξσηεΐλε hnRNP Α2. Σν ζηέιερνο 

Rosetta2 πξνκεζεχεη ην βαθηεξηαθφ θχηηαξν κε tRNAs γηα 7 ζπάληα θσδηθφληα 

(AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, CGG, θαη GGA) κε έλα πιαζκίδην πνπ πξνζδίδεη 

αλζεθηηθφηεηα ζην αληηβηνηηθφ ρισξακθεληθφιε. 

Οη πιαζκηδηαθνί θνξείο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ έθθξαζε 

πνιππεπηηδίσλ ζε απηή ηε δηαηξηβή, είλαη νη pGEX4T2 γηα ηελ hnRNP Α2 θαη 

pGEX4T3 γηα ηελ hnRNP A3Ct, ζηνπο νπνίνπο νη πξσηεΐλεο εθθξάδνληαη ζε 

ακηλνηειηθή ζχληεμε κε ηελ πξσηεΐλε S-ηξαλζθεξάζε ηεο γινπηαζεηφλεο (GST), 

κεγέζνπο 26 kDa. Σν γνλίδην ηεο GST πεξηέρεη έλα ζεκείν εθθίλεζεο κεηάθξαζεο 

(ATG) θαζψο θαη ζέζε πξφζδεζεο ηνπ ξηβνζψκαηνο, θαη βξίζθεηαη ππφ ηνλ έιεγρν 

ηνπ ππνθηλεηή tac. Ζ επαγσγή ηεο πξσηετληθήο έθθξαζεο πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ 

πξνζζήθε IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). Οη πξναλαθεξζέληεο 

πιαζκηδηαθνί θνξείο πξνζδίδνπλ ζην βαθηεξηαθφ θχηηαξν αλζεθηηθφηεηα ζην 

αληηβηνηηθφ ακπηθηιιίλε. 

Ο θιψλνο γηα ηελ hnRNP Α3Ct απνκνλψζεθε ζην εξγαζηήξηφ καο απφ cDNA 

βηβιηνζήθε επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίνπ (pmBx) ελψ ν θιψλνο γηα ηελ hnRNP Α2 

πξνέξρεηαη απφ cDNA βηβιηνζήθε αλζξψπηλνπ νζηενζαξθψκαηνο (pHCA2, 

πξνζθνξά ηνπ Dr. G. Dreyfuss). Καη ηα δχν ελζέκαηα πεξηέρνληαη ζε πιαζκίδηα 

pBluescript κε αλζεθηηθφηεηα έλαληη ηεο ακπηθηιιίλεο. 
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Β5.2 Απνκόλσζε πιαζκηδηαθνύ DNA 

 

Ζ απνκφλσζε πιαζκηδηαθνχ DNA απφ βαθηήξηα γίλεηαη κε ηε κέζνδν ηεο 

αιθαιηθήο ιχζεο/SDS. Γηα έιεγρν ησλ πιαζκηδίσλ ε απνκφλσζε γίλεηαη απφ 

παξαζθεπή κηθξήο θιίκαθαο θαη γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ πιαζκηδίσλ γηα ηελ 

αληίδξαζε ιηγάζεο θαζψο θαη γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ ηειηθψλ θαηαζθεπψλ απφ 

παξαζθεπή κεζαίαο θιίκαθαο. 

 

Β5.2.1 Παξαζθεπή κηθξήο θιίκαθαο ( Mini preparation ) 

 

Μνλαδηθή απνηθία πνπ πξνέξρεηαη απφ κεηαζρεκαηηζκφ δεθηηθψλ βαθηεξίσλ 

εκβνιηάδεηαη ζε 2 ml LB ην νπνίν πεξηέρεη θαηάιιειν (γηα ην πιαζκίδην) 

αληηβηνηηθφ, θαη επσάδεηαη ζηνπο 37
ν
C κε αλάδεπζε γηα 12-14 ψξεο. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε 1 ml ηεο θαιιηέξγεηαο γηα 1 ιεπηφ ζηηο 6.000 ζ.α.ι., επαλαδηάιπζε ηνπ 

ηδήκαηνο ζε 100 κl P1 (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH8,0) θαη 20 κg RNAseA, 

πξνζζήθε 200 κl NaOH/SDS (0,2 M ΝαΟΖ, 1% (w/v) SDS), θαη επψαζε γηα 5 ιεπηά 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Καηφπηλ πξνζηίζεληαη 200 κl 3 Μ KoAc  (3 M νμηθφ 

θάιην, 2 M παγφκνξθν νμηθφ νμχ, pH 5,5) θαη αθνινπζεί ηνπνζέηεζε ζε πάγν γηα 10 

ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε γηα 15 ιεπηά (ζε επηηξαπέδηα θπγφθεληξν) ζηε κέγηζηε 

ηαρχηεηα ζηνπο 4
ν
C. Λακβάλεηαη ην ππεξθείκελν θαη ην πιαζκηδηαθφ DNA 

θαηαβπζίδεηαη κε πξνζζήθε 500 κl ηζνπξνπαλφιεο γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη θπγνθέληξεζε γηα 15 ιεπηά ζε κέγηζηε ηαρχηεηα ζηνπο 4
ν
C. Σν ίδεκα 

μεπιέλεηαη κε 70% αηζαλφιε (πεξίπνπ 100 κl), ζηεγλψλεη ζηνλ αέξα θαη 

επαλαδηαιχεηαη ζε 35 κl 1:10 TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris,pH 8,0). 

 

Β5.2.2 Παξαζθεπή κεζαίαο θιίκαθαο ( midi preparation ) 

 

Μνλαδηθή απνηθία βαθηεξίσλ, απφ κεηαζρεκαηηζκφ δεθηηθψλ βαθηεξίσλ, 

εκβνιηάδεηαη ζε 25 ml LB πνπ πεξηέρεη ην θαηάιιειν (γηα ην πιαζκίδην) αληηβηνηηθφ 

θαη επσάδεηαη ζηνπο 37
ν
C ππφ αλάδεπζε γηα 12-15 ψξεο. Καηφπηλ ςχρεηαη γηα 5 

ιεπηά, θπγνθεληξείηαη ζηηο 3.000 ζ.α.ι. ζε θπγφθεληξν Beckman J2-21 (θεθαιή 

JA20) ζηνπο 4
ν
C γηα 10 ιεπηά θαη ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 2,5 ml 
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ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο P1. Αθνινπζεί πξνζζήθε 5 ml δηαιχκαηνο NaOH/SDS, 

επψαζε γηα 5 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, πξνζζήθε 5 ml 3 Μ ςπρξνχ KOAc, 

ηνπνζέηεζε ζηνλ πάγν γηα 10 ιεπηά, θαη θπγνθέληξεζε ζηνπο 4
ν
C ζηηο 9.000 ζ.α.ι. 

(Beckmann JA20) γηα 20 ιεπηά. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξεηαη ζε ζσιήλα ηχπνπ corex 

θαη πξνζηίζεληαη 8 ml ηζνπξνπαλφιεο. Αθνχ αθεζεί ηνπιάρηζηνλ 5 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, θπγνθεληξείηαη εθ λένπ ζηνπο 4
ν
 C ζηηο 9.000 ζ.α.ι.  

(Beckmann θεθαιή JA20) γηα 20 ιεπηά. Σν ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 500 κl 

TE/EDTA/SDS (11 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, 0,5 (w/v) SDS, pH8,0), γίλεηαη 

πξνζζήθε 200 κg RNaseA θαη επψαζε ζηνπο 65
ν
C γηα 30 ιεπηά. Με ην ηέινο ηεο 

επψαζεο αθνινπζεί πξνζζήθε 500 κl δηαιχκαηνο PEG (13% (w/v) PEG 8000, 1,6 M 

NaCl), κε έληνλε αλάδεπζε, θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζ.α.ι. γηα 5 ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Σν ίδεκα ηέινο επαλαδηαιχεηαη ζε 500 κl TE. 

Έλα ηειεπηαίν βήκα απνηειεί ν θαζαξηζκφο ηνπ δηαιχκαηνο κε ηε βνήζεηα 

ηεο εθρχιηζεο κε θαηλφιε/ρισξνθφξκην θαη θαηαβχζηζε κε αηζαλφιε. Γίλεηαη 

πξνζζήθε 400 κl θαηλφιεο /ρισξνθφξκηνπ (1:1) θαη έληνλε αλάδεπζε (vortex) γηα ηε 

δεκηνπξγία νκνηνγελνχο γαιαθηψκαηνο. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζ.α.ι. 

γηα 5 ιεπηά θαη ιακβάλεηαη ε ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε, ζηελ νπνία πξνζηίζεληαη 

400 κl ρισξνθνξκίνπ θαη αθνινπζεί έληνλε αλάδεπζε. Σν κείγκα θπγνθεληξείηαη 

ζηηο 13.000 ζ.α.ι. γηα 5 ιεπηά, ιακβάλεηαη κε πξνζνρή ε ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε 

(πεξίπνπ 350-400 κl) θαη γίλεηαη πξνζζήθε 40 κl  NaOAc (3 Μ, pH5,2) θαη 1.000 κl 

θξχαο αηζαλφιεο (100%). Σν κείγκα αλακηγλχεηαη κε αλαηάξαμε θαη ηνπνζεηείηαη 

ζηνπο -20
ν
C γηα πεξηζζφηεξν απφ 20 ιεπηά. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζε κέγηζηε 

ηαρχηεηα γηα 15 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθείκελνπ θαη πιχζηκν κε 1 

ml αηζαλφιεο (70%). Μεηά απφ θπγνθέληξεζε, ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη ζηνλ 

αέξα θαη επαλαδηαιχεηαη ζε 100 κl TE. 

 

Β5.3 Δλδπκηθέο πέςεηο- θαηεξγαζία πιαζκηδηαθώλ θνξέσλ θαη  ελζεκάησλ 

 

Γηα ηελ ππνθισλνπνίεζε ηνπ cDNA ηεο hnRNP A2 θαη ηνπ cDNA ηνπ 

θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α3, απφ ηα πιαζκίδηα ζηα νπνία 

βξίζθνληαη ζηα νρήκαηα έθθξαζεο pGEX4T2 θαη pGEX4T3 αληίζηνηρα, γίλεηαη 

απνθνπή ησλ ελζεκάησλ απφ ηα νρήκαηα έθθξαζεο κε ελδπκηθή πέςε.  Γεληθψο, 

ρξεζηκνπνηνχληαη 15 κl πιαζκηδηαθνχ DNA θαη 1 κε 2 κl (10-40 Units) 
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πεξηνξηζηηθνχ ελδχκνπ ζε αληίδξαζε ηειηθνχ φγθνπ 30 κl, ελψ ε πέςε δηεμάγεηαη 

ζηνπο 37
ν
C γηα παξαπάλσ απφ 5 ψξεο. Γηα ηελ έθηκεζε ηνπ cDNA ηεο hnRNP A2 

απφ ην πιαζκίδην pHCA2 γίλεηαη ηξηπιή πέςε κε ηα έλδπκα EcoRI, XmnI θαη BglII. 

Γηα ηελ έθηκεζε ηνπ cDNA ηεο hnRNP A3Ct απφ ην πιαζκίδην pmBx γίλεηαη πέςε 

κε ηo έλδπκo HaiIII.  

Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ πιαζκηδίσλ pGEX4T2 θαη pGEX4T3, ψζηε λα 

δερζνχλ ηα ελζέκαηα, γίλεηαη πέςε κε ηα έλδπκα SmaI, BamHI θαη SmaI αληίζηνηρα. 

Μεηά ηελ πέςε αθνινχζεζε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα  αγαξφδεο, πξνθεηκέλνπ λα 

δηαρσξηζηνχλ νη γξακκηθνί πιένλ θνξείο έθθξαζεο θαζψο θαη ηα ελζέκαηα. Ζ 

επαλάθηεζε ηνπ DNA απφ ην πήθησκα πεξηγξάθεηαη παξαθάησ. 

 

Β5.4 Δθρύιηζε DNA από ην πήθησκα ειεθηξνθόξεζεο 

 

Ζ εθρχιηζε ηνπ ειεθηξνθνξεκέλνπ DNA απφ ην πήθησκα αγαξφδεο θαη ν 

θαζαξηζκφο ηνπ, γίλεηαη κε ηε ρξήζε ηεο ηππνπνηεκέλεο ζπζθεπαζίαο 

αληηδξαζηεξίσλ QIAquick Gel Extraction Kit ηεο εηαηξίαο Qiagen αθνινπζψληαο ην 

πξσηφθνιιν ηνπ θαηαζθεπαζηή πνπ πεξηιακβάλεη ηα εμήο ζηάδηα: 

Απνθνπή ηεκαρίνπ πεθηψκαηνο αγαξφδεο πνπ πεξηέρεη ην επηζπκεηφ DNA, 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ βάξνπο (αλψηαην φξην ηα 400 mg), πξνζζήθε 3 φγθσλ εηδηθνχ 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο (QG) γηα θάζε φγθν απνθνκκέλνπ ηεκαρίνπ θαη επψαζε 

ζηνπο 50°C γηα 10 ιεπηά κε πεξηνδηθή έληνλε αλαθίλεζε (vortex). 

Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ ηζνπξνπαλφιεο, ηνπνζέηεζε ηνπ δείγκαηνο ζηελ εηδηθή ζηήιε 

QIAquick spin column, θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηφ θαη απφξξηςε ηνπ δηεξρφκελνπ 

απφ ηε ζηήιε πγξνχ (πνπ πεξηέρεη ηε δηαιπηνπνηεκέλε αγαξφδε). 

Έθπιπζε ηεο ζηήιεο κε 0,75 ml δηαιχκαηνο (PE), θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηφ θαη 

απφξξηςε ηνπ δηεξρφκελνπ απφ ηε ζηήιε πγξνχ.  

Σνπνζέηεζε ηεο ζηήιεο ζε θαζαξφ ζσιελάξην ζπιινγήο 1,5 ml φπνπ αθνινπζεί ε 

έθινπζε ηνπ δεζκεπκέλνπ ζηε ζηήιε DNA, κε πξνζζήθε 50 κl εηδηθνχ ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) θαη θπγνθέληξεζε γηα 1 ιεπηφ.  
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Β5.5 Δλδπκηθέο πέςεηο- έιεγρνο ησλ θαηαζθεπώλ 

 

Γηα ηνλ αξρηθφ έιεγρν ηεο αθεξαηφηεηαο ησλ πιαζκηδίσλ θαζψο θαη γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ζεηηθήο αληίδξαζεο έλζεζεο ηνπ ζσζηνχ ηκήκαηνο DNA ζην πιαζκίδην 

εηζαγσγήο -κε ην ζσζηφ πξνζαλαηνιηζκφ- ρξεζηκνπνηνχληαη 5 κl πιαζκηδηαθνχ 

DNA αλ πξνέξρεηαη απφ κηθξήο θιίκαθαο απνκφλσζε, ή 2 κl αλ πξνέξρεηαη απφ 

κεζαίαο θιίκαθαο, 1 κl 10x θαηάιιεινπ γηα ην έλδπκν ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ην 

νπνίν παξέρεηαη καδί κε ην έλδπκν, θαη 0,5 κl (5-10 Units) απφ θάζε έλδπκν ζε ηειηθφ 

φγθν 10 κl. Ζ επψαζε ζηνπο 37
ν
C πξαγκαηνπνηείηαη γηα κία ψξα.  

Σα έλδπκα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ζσζηήο εηζαγσγήο ηνπ 

cDNA ηεο hnRNP A2 ζην θνξέα pGEX4T2 είλαη ηα BamHI θαη XhoI, ελψ ηα έλδπκα 

γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ζσζηήο εηζαγσγήο ηνπ cDNA ηνπ θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο 

hnRNP Α3 ζην θνξέα pGEX4T3 είλαη ηα EcoRI θαη PstI. Αθνινπζεί 

ειεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο. 

 

Β5.6 Αληίδξαζε πξνζζήθεο ελζεκάησλ ζηνπο πιαζκηδηαθνύο θνξείο (αληίδξαζε 

ιηγάζεο)  

 

Οη γξακκηθνί (έπεηηα απφ ελδπκηθή πέςε) πιαζκηδηαθνί θνξείο pGEX4T2 θαη 

pGEX4T3 ζπλδπάδνληαη ζε αλαινγία πεξίπνπ 1:3 κε ηα αληίζηνηρα ελζέκαηα θαη κε 

ηελ πξνζζήθε 350 U Σ4 ιηγάζεο (Takara) θαη ηνπ αλάινγνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 

(10x T4 DNA ligase buffer: 660 mM Tris-HCl pH7,6, 66 mM MgCl2, 100 mM DTT, 

1 mM ATP), επσάδνληαη γηα 12-14 ψξεο ζηνπο 16
ν
C πξνθεηκέλνπ λα νινθιεξσζνχλ 

νη θαηαζθεπέο. Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδχκνπ γίλεηαη κε ζέξκαλζε ζηνπο 56
ν
C γηα 1 

ψξα θαη ηα ηειηθά πξντφληα ηεο αληίδξαζεο απνζεθεχνληαη ζηνπο -20
ν
C. 

 

Β5.7 Μεηαζρεκαηηζκόο επηδεθηηθώλ βαθηεξίσλ 

 

Β5.7.1 Παξαζθεπή επηδεθηηθώλ E. Coli 

 

Γηα ηελ παξαζθεπή επηδεθηηθψλ βαθηεξίσλ E. Coli, θαιιηέξγεηεο ησλ 

ζηειερψλ XL1Blue (ζηέιερνο θισλνπνίεζεο), ΒL21(DE3) (ζηέιερνο έθθξαζεο) θαη 

ROSETTA2 (ζηέιερνο έθθξαζεο) ππφθεηληαη ζε θαηεξγαζία κε δηαιχκαηα CaCl2 θαη 

MnCl2.  
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Πην ζπγθεθξηκέλα, 250 ml LB εκβνιηάδνληαη κε ην επηζπκεηφ ζηέιερνο 

βαθηεξίσλ ζε θσληθή θηάιε 2 L θαη επσάδνληαη ζηνπο 18
ν
C κε αλάδεπζε ~200 ζ.α.ι. 

κέρξη ε νπηηθή ηνπο ππθλφηεηα OD600 λα θηάζεη ην 0,6. Μεηά απφ παξακνλή  ζηνλ 

πάγν γηα 10 ιεπηά, ηα βαθηήξηα θπγνθεληξνχληαη ζε θπγφθεληξν Beckman (J2-21) 

ζηηο 2.500 ζ.α.ι. γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Σν βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 80 

ml δηαιχκαηνο TB (10 mM Hepes, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl,  55 mM MnCl2, 

pH6,7) θαη αθνινπζεί επψαζε ζηνλ πάγν γηα 10 ιεπηά θαη λέα θπγνθέληξεζε. Σέινο 

ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαησξείηαη κε ήπηεο θηλήζεηο ζε 20 ml TB θαη πξνζηίζεηαη 

DMSO ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 7%. Σν βαθηεξηαθφ ελαηψξεκα επσάδεηαη ζηνλ πάγν 

γηα 10 ιεπηά,  θαηαλέκεηαη ζε ίζεο πνζφηεηεο ησλ 0,2 ml θαη ςχρεηαη ζε πγξφ άδσην. 

Ζ απνζήθεπζε γίλεηαη ζηνπο -80
ν
 C. 

 

Β5.7.2 Μεηαζρεκαηηζκόο επηδεθηηθώλ E.coli κε ηηο πιαζκηδηαθέο θαηαζθεπέο 

 

ε 200 κl ελαησξήκαηνο επηδεθηηθψλ θπηηάξσλ πξνζηίζεηαη 1 κl απφ ην 

δηάιπκα ησλ αληηδξάζεσλ ιηγάζεο ή απφ ην απνκνλσκέλν πιαζκηδηαθφ DNA. Σν 

κίγκα αθήλεηαη γηα 30 ιεπηά ζηνλ πάγν, ζηε ζπλέρεηα εκβαπηίδεηαη ζε πδαηφινπηξν 

ζεξκνθξαζίαο 42
ν
C γηα 1 ιεπηφ (ζεξκηθφ shock) θαη άκεζα ηνπνζεηείηαη ζηνλ πάγν 

γηα 2 ιεπηά. Αθνινπζεί ε πξνζζήθε 1 ml LB θαη επψαζε ζηνπο 37
ν
C γηα 1 ψξα, ψζηε 

ηα βαθηήξηα λα ζπλέιζνπλ απφ ηελ θαηαπφλεζε. Μεηά απφ ειαθξηά θπγνθέληξεζε 

(~3.000 ζ.α.ι.) αθαηξείηαη ην πιενλάδνλ πγξφ θαη ηα βαθηήξηα επαλαδηαιχνληαη ζε 

πνζφηεηα 150-200 κl κε ήπηεο θηλήζεηο. Σν βαθηεξηαθφ ελαηψξεκα απιψλεηαη ζε 

ηξηβιίν Petri κε ζξεπηηθφ πιηθφ LB θαη ην θαηάιιειν αληηβηνηηθφ, ζε φζν ην δπλαηφ 

ζηείξεο ζπλζήθεο,  θαη επσάδεηαη ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C γηα πεξηζζφηεξν απφ 12 ψξεο 

φπνπ θαη γίλεηαη έιεγρνο γηα ηελ χπαξμε απνηθηψλ.  

 

Β6. Έθθξαζε θαη απνκόλσζε αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ hnRNP 

ζε ζύληεμε κε GST  
 

Β6.1 Καιιηέξγεηα βαθηεξίσλ θαη επαγσγή ηεο έθθξαζεο 

 

Σν ζηέιερνο πνπ επηιέρηεθε γηα ηελ έθθξαζε ηεο hnRNP A3Ct είλαη ην BL21 

(DE3) θαη ην ζηέιερνο γηα ηελ έθθξαζε ηεο hnRNP A2 ην ROSETTA2 (DE3).  
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Μηα απνκνλσκέλε απνηθία, απφ ηα βαθηήξηα πνπ έρνπλ κεηαζρεκαηηζζεί κε ην 

αληίζηνηρν φρεκα, εκβνιηάδεηαη ζε 50 ml ζξεπηηθφ πιηθφ LB πνπ θέξεη ην θαηάιιειν 

γηα ην πιαζκίδην αληηβηνηηθφ θαη επσάδεηαη ζηνπο 30
ν
C γηα πεξίπνπ 12-14 ψξεο κε 

αλάδεπζε ζηηο 200 ζ.α.ι. Σν αληηβηνηηθφ γηα ηελ πεξίπησζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο 

hnRNP A3Ct είλαη ακπηθηιιίλε (ηειηθή ζπγθέληξσζε 100 κg/ml) θαη γηα ηελ 

πεξίπησζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο hnRNP A2 είλαη ακπηθηιιίλε (100 κg/ml) θαη 

ρισξακθεληθφιε (ηειηθή ζπγθέληξσζε 34 κg/ml), θαζψο ην ζηέιερνο ROSETTA2 

πεξηέρεη έλα επηπιένλ πιαζκίδην. ηε ζπλέρεηα ε θαιιηέξγεηα θπγνθεληξείηαη ζηηο 

2.500 ζ.α.ι. γηα 10 ιεπηά θαη ην βαθηεξηαθφ ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 10 ml LB.  

5 ml απφ ην βαθηεξηαθφ δηάιπκα εκβνιηάδνληαη ζε 1 L LB πνπ θέξεη ηα θαηάιιεια 

αληηβηνηηθά, ζε θσληθή θηάιε 3 ιίηξσλ. Ζ θαιιηέξγεηα επσάδεηαη ζηνπο 37
ν
C κε 

αλάδεπζε, έσο φηνπ ηα βαθηήξηα αξρίζνπλ λα αλαπηχζζνληαη εθζεηηθά θαη κέρξη ε 

ππθλφηεηα ηνπο, πνπ κεηξάηαη θαζκαηνθσηνκεηξηθά, λα θηάζεη ην 0,6 (νπηηθή 

απνξξφθεζε) ζε κήθνο θχκαηνο 600 nm (OD600 = 0,6) (U-2000 spectrophotometer, 

Hitachi). ηε ζπλέρεηα ε θαιιηέξγεηα ςχρεηαη κέρξη λα θηάζεη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ, θαη αθνινπζεί ε επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηελ πξνζζήθε 

IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,2 mM, κε 

αλάδεπζε γηα 12-14 ψξεο. Αθνινπζεί  θπγνθέληξεζε ηεο θαιιηέξγεηα γηα 10 ιεπηά 

ζηηο 5.000 ζ.α.ι., ζηνπο 4
ν
C (θπγφθεληξνο J2-21, θεθαιή JA-10, Beckman).  

Σν βαθηεξηαθφ ίδεκα κπνξεί λα απνζεθεπηεί ζηνπο -20
ν
 C ή λα ππνζηεί 

άκεζε ιχζε γηα ηελ εθρχιηζε ησλ πξσηετλψλ. 

 

Β6.2 Απνκόλσζε αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ από ην βαθηεξηαθό ίδεκα 

 

Όιεο νη δηεξγαζίεο ζε απηφ ην ζηάδην δηεμάγνληαη ζηνπο 4
ν
C. Σν βαθηεξηαθφ 

ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 12 ml ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο PBS-T (PBS θαη 10% Triton 

x 100) θαη πξνζηίζεληαη EDTA, PMSF θαη DTT ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 1 mM ην 

θάζε έλα. Αθνινπζεί ιχζε ησλ βαθηεξίσλ κε ηε ρξήζε ππεξήρσλ (4 παικνί ησλ 20 

δεπηεξνιέπησλ) κε δηαζηήκαηα 1 ιεπηνχ κεηαμχ ησλ παικψλ ψζηε λα επαλέιζεη ε 

ζεξκνθξαζία ζε ρακειά επίπεδα (ην δηάιπκα παξακέλεη ζε πάγν θαζ‟ φιε ηε 

δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο). Μεηά ηνλ 1ν θαη 3ν παικφ πξνζηίζεηαη ζην δηάιπκα λέν 

PMSF (1 mM) γηα ηελ αλαζηνιή ηεο δξάζεο ησλ πξσηεαζψλ πνπ απειεπζεξψλνληαη 

κε ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ. Με ην πέξαο ηεο ιχζεο, ην δηάιπκα θπγνθεληξείηαη ζηηο 
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10.000 ζ.α.ι. ζηνπο 4
ν
C γηα 10 ιεπηά. Δάλ ην ππεξθείκελν δηάιπκα δελ είλαη δηαπγέο 

αθνινπζεί δεχηεξε θπγνθέληξεζε. Σν ππεξθείκελν θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C. 

 

 Β6.3 Γέζκεπζε αλαζπλδηαζκέλσλ πξσηετλώλ ζε ζθαηξίδηα  αγαξόδεο-

γινπηαζεηόλεο 

 

Οη αλαζπλδηαζκέλεο πξσηεΐλεο πνπ ην ακηλνηειηθφ άθξν ηνπο είλαη 

ζπληεγκέλν κε ηελ πξσηεΐλε GST, κπνξνχλ λα δεζκεπζνχλ ζε ζθαηξίδηα αγαξφδεο 

ζηα νπνία έρνπλ πξνζδεζεί νκνηνπνιηθά κφξηα γινπηαζεηφλεο, κε γλσζηή πςειή 

ζπγγέλεηα γηα ηελ GST. Σα ζθαηξίδηα (Sigma) αξρηθά δηνγθψλνληαη ζε d.d. H2O θαη 

μεπιέλνληαη κε δεθαπιάζην φγθν δηαιχκαηνο PBS, ελψ απνζεθεχνληαη ζηνπο 4
ν
C ζε 

δηάιπκα 2 Μ NaCl ζε αλαινγία 1:1 (50% ελαηψξεκα) κε ηελ πξνζζήθε NaN3.  

Γηα ηε δέζκεπζε ησλ πξσηετλψλ, 500 κl ζθαηξηδίσλ εμηζνξξνπνχληαη ζε 

πεξίζζεηα ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο PBS-Σ ηνπιάρηζηνλ 2 θνξέο (κε ήπηεο, ζηηο 2.000-

3.000 ζ.α.ι., ζχληνκεο θπγνθεληξήζεηο γηα θαηαβχζηζε ησλ ζθαηξηδίσλ). Αθνινπζεί 

ε πξνζζήθε ηνπ πξσηετληθνχ δηαιχκαηνο πνπ πξνέξρεηαη απφ ηε ιχζε ησλ 

βαθηεξίσλ θαη επψαζε γηα 1 ψξα ζηνπο 4
ν
C κε αξγή αλαθίλεζε. Μεηά απφ 

θπγνθέληξεζε γηα απνκάθξπλζε ηνπ πξσηετληθνχ δηαιχκαηνο, ηα ζθαηξίδηα 

μεπιέλνληαη κε πεξίζζεηα θξχνπ PBS  5 θνξέο γηα πεξίπνπ 10 ιεπηά, θαη ηέινο 

απνζεθεχνληαη ζηνπο 4
ν
C κε ηε πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ PBS θαη 1 mM NaN3. 

 

Β6.4 Έθινπζε 

 

ηελ πεξίπησζε πνπ είλαη επηζπκεηφ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ νη πξσηεΐλεο 

απνδεζκεπκέλεο απφ ηα ζθαηξίδηα αγαξφδεο-γινπηαζεηφλεο, γίλεηαη έθινπζε ζε 

πεξίζζεηα δηαιχκαηνο γινπηαζεηφλεο. Γίλεηαη έθπιπζε 100 κl ζθαηξίδησλ (50% 

ελαηψξεκα), πνπ θέξνπλ αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο, κε 500 κl ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο έθινπζεο (50 mM Tris-HCl pH8,0 , 150 mM NaCl) γηα 2 θνξέο, θαη 

αλάκημε κε 300 κl δηαιχκαηνο γινπηαζεηφλεο (50 mM Tris-HCl pH8,0 , 150 mM 

NaCl, 20 mM γινπηαζεηφλε, pH ~7,6) θαη ήπηα αλαδεχζε γηα πεξίπνπ 10 ιεπηά. 

Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα έλα ιεπηφ ζηηο 4.000 ζ.α.ι. θαη ιήςε ηνπ ππεξθείκελνπ 

δηαιχκαηνο πνπ θέξεη ηηο εθινπζκέλεο πξσηεΐλεο απφ ηα ζθαηξίδηα. Ζ δηαδηθαζία 

κπνξεί λα επαλαιεθζεί κε πξνζζήθε εθ λένπ 300 κl δηαιχκαηνο γινπηαζεηφλεο. Οη 

εθινπζκέλεο πξσηεΐλεο αλαιχνληαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηψκαηα SDS-PAGE 
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θαη ηαπηνπνηείηαη ε παξνπζία ηνπο κε ρξψζε Coomassie Brilliant Blue R250. 

Απνζεθεχνληαη ζηνπο  -20
ν
C. 

 

Β7. Πεηξάκαηα πξσηετληθήο θαηαβύζηζεο (Pull-down) 
 

Γηα ηνλ έιεγρν ηεο ηθαλφηεηαο δηαζχλδεζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A3 θαη 

Α2 κε άιιεο πξσηεΐλεο, θαη ηνλ ραξαθηεξηζκφ απηψλ ησλ αιιειεπηδξάζεσλ, γίλεηαη 

εθαξκνγή ηεο πεηξακαηηθήο πξνζέγγηζεο ηεο πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο (pull down) 

κέζσ ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ πνπ εθθξάζηεθαλ, απνκνλψζεθαλ θαη 

δέζεθαλ ζε ζθαηξίδηα αγαξφδεο. Ζ κειέηε πξαγκαηνπνηείηαη ζε πξσηετληθά 

εθρπιίζκαηα – ππξεληθά ή θπηηαξνπιαζκαηηθά - απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο (HeLa, 

Novikoff  θαη Α549) κε ηελ αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 

ηάδην 1) Πξνεηνηκαζία θπηηαξηθψλ εθρπιηζκάησλ 

 

Σα θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα, ζηελ πεξίπησζε πνπ έρνπλ απνζεθεπηεί ζηνπο       

-80
ν
C, θπγνθεληξνχληαη γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4

ν
C ζε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα 

απνκάθξπλζε ζπζζσκαησκάησλ πνπ νθείινληαη ζηελ ςχμε. Σν ππεξθείκελν 

επσάδεηαη κε ζθαηξίδηα αγαξφδεο – γινπηαζεηφλεο (50 κl/1,5 ml εθρπιίζκαηνο) 

ζηνπο 4
ν
C κε αλαθίλεζε γηα 30 ιεπηά, ψζηε λα απνκαθξπλζνχλ νη πξσηεΐλεο πνπ 

δέλνπλ κε εηδηθά πάλσ ζηα ζθαηξίδηα. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα θαηαβχζηζε ησλ 

ζθαηξηδίσλ αγαξφδεο θαη θχιαμε ηνπ ππεξθείκελνπ ζηνλ πάγν, ελψ ην ίδεκα 

απνξξίπηεηαη. ηελ πεξίπησζε πνπ δηεξεπλάηαη ην θαηά πφζν νη παξαηεξνχκελεο 

δηαζπλδέζεηο νθείινληαη ζηελ παξνπζία RNA ζην πξσηετληθφ εθρχιηζκα, έλα 

επηπιένλ ζηάδην πξνεηνηκαζίαο ηνπ εθρπιίζκαηνο πεξηιακβάλεη ηελ επψαζε κε 

RNάζε Α (~50 κg/αληίδξαζε) ζηνπο 30
ν
C γηα 15 ιεπηά. 

 

ηάδην 2) Πξνεηνηκαζία ζθαηξηδίσλ αγαξφδεο πνπ θέξνπλ αλαζπλδπαζκέλεο 

πξσηεΐλεο 

 

Σα ζθαηξίδηα πνπ θέξνπλ ηηο αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο θαη 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ θαηαβχζηζε, εμηζνξξνπνχληαη ζε πεξίζζεηα δηαιχκαηνο 

ΝΔΣ-2 (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% NP-40). Ζ πνζφηεηα ησλ 



72 
 

ζθαηξηδίσλ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζε θάζε δνθηκή, θξίλεηαη κεηά απφ αλάιπζε ηνπο ζε 

πεθηψκαηα πνιπαθξπιακηδίνπ, είηε κε ρξψζε Coomassie είηε κε αλνζναπνηχπνζε, 

θαη ιακβάλεηαη ίδηνο φγθνο ζθαηξηδίσλ (γηα θάζε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε 

μερσξηζηά) γηα θάζε αληίδξαζε κέζα ζην ίδην πείξακα. Ο ηειηθφο φγθνο ζθαηξηδίσλ 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη αλά αληίδξαζε (κεηά ηελ πξνζζήθε ζθαηξηδίσλ αγαξφδεο-

γινπηαζεηφλεο γηα δεκηνπξγία νξαηνχ απνηειέζκαηνο φπνπ ρξεηάδεηαη) είλαη 25 κl. 

 

ηάδην 3) Δπψαζε θπηηαξηθψλ εθρπιηζκάησλ κε ηα ζθαηξίδηα 

 

ηα ζθαηξίδηα αγαξφδεο-πξσηεΐλεο γίλεηαη πξνζζήθε εθρπιίζκαηνο 

πξσηετλψλ (ηειηθνχ φγθνπ 500 κl) θαη επψαζε ζηνπο 4
ν
C κε αλαθίλεζε γηα 1,5 ψξα. 

Αθνινπζεί ζχληνκε θπγνθέληξεζε ζε ρακειή ηαρχηεηα θαη απνκάθξπλζε ηνπ 

ππεξθείκελνπ πγξνχ. Σα ζθαηξίδηα μεπιέλνληαη 4 θνξέο κε πεξίζζεηα ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο ΝΔΣ-2 ή ΝΔΣ-2 ζπκπιεξσκέλνπ κε 300 mM NaCl ζηελ πεξίπησζε πνπ 

εμεηάδεηαη ε επίδξαζε ηεο αιαηφηεηαο ηνπ δηαιχκαηνο ζηηο δηαζπλδέζεηο κεηαμχ 

πξσηετλψλ. Σέινο, γηα λα αλαιπζνχλ νη πξσηεΐλεο ζε πήθησκα SDS-PAGE, 

πξνζηίζεηαη απνδηαηαθηηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θφξησζεο (SDS sample buffer). 

 

Β8. Παξαγσγή πνιπθισληθνύ αληηζώκαηνο έλαληη ηνπ 

θαξβνμπηειηθνύ άθξνπ ηεο πξσηεΐλεο hnRNP A3 
 

Γηα ηελ παξαζθεπή εηδηθνχ πνιπθισληθνχ αληηζψκαηνο έλαληη ηεο πξσηεΐλεο 

hnRNP Α3 ρξεζηκνπνηείηαη σο αλνζνγφλν πιηθφ ε αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-

A3, ε νπνία ειεθηνθνξείηαη ζε πήθησκα SDS/PAGE θαη εληνπίδεηαη κε ρξψζε 

Coomassie blue. Σν ηκήκα ηνπ πεθηψκαηνο πνπ θέξεη ηελ πξσηεΐλε απνθφβεηαη, 

θνληνξηνπνηείηαη κε ηε βνήζεηα πγξνχ αδψηνπ θαη επαλαδηαιχεηαη ζε PBS. Με απηφλ 

ηνλ ηξφπν πξνεηνηκαζίαο  θαη θαζαξηζκνχ, ε πξσηεΐλε βξίζθεηαη ζε απνδηαηαγκέλε 

κνξθή θαη απειεπζεξψλεηαη ζηαδηαθά απφ ηελ πνιπαθξπιακίδε, ε νπνία δξά θαη σο 

αλνζνεληζρπηηθφ. Σν πξσηφθνιιν αλνζνπνίεζεο είλαη πξνζαξκνγή ησλ 

πξσηνθφιισλ πνπ πεξηέρνληαη ζην βηβιίν “Antibodies, a laboratory manual” [335].  

Σν ζρήκα αλνζνπνίεζεο πνπ αθνινπζείηαη έρεη σο εμήο: Γίλεηαη αλνζνπνίεζε 

ζε ηξία θνπλέιηα ειηθίαο 12 εβδνκάδσλ. Πξηλ ηελ πξψηε έλεζε κε αλνζνγφλν πιηθφ 

γίλεηαη δνθηκαζηηθή αηκνιεςία ζηα δψα (νξφο ειέγρνπ). Σν αλνζνγφλν πιηθφ 
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αλακηγλχεηαη κε ίζν φγθν (1:1) απφ πιήξεο αλνζνεληζρπηηθφ Freund (Sigma) θαη 

ελίεηαη ελδνκπτθά ζε ηξία δηαθνξεηηθά ζεκεία ζηα δψα. Γίλεηαη επαλάιεςε ηεο 

δηαδηθαζίαο ζε 3 θαη 6 εβδνκάδεο κεηά ηελ πξψηε έλεζε, αιιά ην αλνζνγφλν πιηθφ 

αλακηγλχεηαη κε κε πιήξεο αλνζνεληζρπηηθφ Freund (Sigma). Γέθα εκέξεο κεηά ηελ 

ηξίηε έλεζε γίλεηαη έιεγρνο γηα ηελ αλνζναπφθξηζε ησλ δψσλ κε δνθηκαζηηθή 

αηκνιεςία θαη δνθηκή ηνπ νξξνχ κε αλνζναπνηχπσζε. 

 Απφ ηα 3 θνπλέιηα ζηα νπνία εθαξκφζηεθε ην παξαπάλσ ζρήκα 

αλνζνπνίεζεο, αληέδξαζε ζεηηθά κφλν ην έλα. ην δψν πνπ αληαπνθξίζεθε ζηελ 

αλνζνπνίεζε γίλεηαη ηέηαξηε έλεζε (boost) πεξίπνπ 20 εκέξεο κεηά, κε επαλάιεςε 

ηεο δηαδηθαζίαο πνπ αθνινπζήζεθε γηα ηηο δχν ηειεπηαίεο αλνζνπνηήζεηο. Μεηά ηελ 

παξέιεπζε 10 εκεξψλ ην δψν αθαηκάδεηαη θαη ην αίκα πνπ ζπιιέγεηαη παξακέλεη 1 

ψξα ζηνπο 37
ν
C θαη 17 ψξεο ζηνπο 4

ν
C ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε πήμε ηνπ. 

Καηφπηλ ζπιιέγεηαη ν νξφο κε θπγνθέληξεζε ζηα 10.000 x g γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, 

ρσξίδεηαη θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C ή ζηνπο 4

ν
C παξνπζία 0,03% NaN3.  

 

Β8.1 Καζαξηζκόο αληηζώκαηνο κέζσ αλνζνζπγγέλεηαο 

 

Λφγσ ηεο παξνπζίαο κε εηδηθψλ αληηζσκάησλ ζηνλ νξφ ηνπ αλνζνπνηεκέλνπ 

δψνπ, θξίλεηαη αλαγθαία ε απνκφλσζε ησλ εηδηθψλ αληηζσκάησλ έλαληη ηνπ 

αληηγφλνπ. Γηα ηελ πεξίπησζε ηεο απνκφλσζεο ησλ εηδηθψλ αληηζσκάησλ έλαληη ηνπ 

θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α3 απφ ηνλ νξφ ηνπ αλνζνπνηεκέλνπ 

θνπλειηνχ, αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία ηνπ θαζαξηζκνχ κέζσ αλνζνζπγγέλεηαο, κε 

ηα εμήο ζηάδηα: 

Αξρηθά γίλεηαη πξνεηνηκαζία ηνπ αλνζνπνηεκέλνπ νξνχ. Μεηά ηελ απφςπμε, 

2 ml νξνχ θπγνθεληξνχληαη γηα ηελ απνκάθξπλζε ηπρφλ ηδήκαηνο ζηα 6,500 x g γηα 

10 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, θαη ζην ππεξθείκελν πξνζηίζεηαη 1 ml PBS (18,5 mM 

NaH2PO4.H2O, 80 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,4) θαη θνξεζκέλν δηάιπκα 

ζεηηθνχ ακκσλίνπ (NH4)2SO4 ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 50%. Σν δηάιπκα αλαδεχεηαη 

ζηνλ πάγν γηα πεξίπνπ 6 ψξεο. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 6.500 x g γηα 10 ιεπηά 

ζηνπο 4
ν
C, ην ίδεκα επαλαδηαιχεηαη ζε 1 ml PBS θαη ππφθεηηαη ζε δηαπίδπζε έλαληη 

PBS (3 αιιαγέο) θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο. Καηφπηλ θπγνθεληξείηαη εθ λένπ γηα 

απνκάθξπλζε ηπρφλ ηδήκαηνο. 
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Δπφκελν ζηάδην είλαη ε πξνεηνηκαζία ηνπ πιηθνχ πξφζδεζεο ησλ 

αληηζσκάησλ. Σν πιηθφ πνπ πεξηέρεη ην αληηγφλν, δειαδή ζθαηξίδηα αγαξφδεο-

γινπηαζεηφλεο κε GST-hnRNPA3Ct, αλαιχεηαη κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

SDS/PAGE θαη κεηαθέξεηαη ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Αθνχ γίλεη ν εληνπηζκφο 

ηεο ζέζεο ηνπ αληηγφλνπ κε αληηζηξεπηή ρξψζε Ponseau S, αθνινπζεί απνθνπή ηεο 

ισξίδαο ηεο κεκβξάλεο ζηε ζέζε απηή, θαη ηεκαρηζκφο ζε κηθξά ζξαχζκαηα ηα νπνία 

ηνπνζεηνχληαη ζε ζσιελάξηα ηχπνπ falcon. Οη κε εηδηθέο ζέζεηο πξφζδεζεο 

δεζκεχνληαη κε δηάιπκα 3% BSA ζε TBS γηα 1 ψξα ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ κε 

αλαθίλεζε. Αθνινπζεί μέπιπκα ησλ ζξαπζκάησλ ηεο κεκβξάλεο κε TBS γηα 2 ιεπηά, 

απφ 2 θνξέο. 

Σν ηειεπηαίν ζηάδην είλαη ε πξφζδεζε ησλ αληηζσκάησλ ηνπ νξνχ ζην 

αληηγνληθφ πιηθφ θαη ε έθινπζή ηνπο απφ απηφ. Ο νξφο πνπ ειήθζε απφ ην 

αλνζνπνηεκέλν θνπλέιη αξαηψλεηαη ζε TBS (2 ml νξνχ ζε 8 ml TBS) θαη αθνινπζεί 

επψαζε κε ηα ζξαχζκαηα ηεο κεκβξάλεο γηα ~3 ψξεο ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

Καηφπηλ ν νξφο απνκαθξχλεηαη θαη ε κεκβξάλε μεπιέλεηαη 2 θνξέο κε TBS γηα 5 

ιεπηά θαη  2 θνξέο κε PBS. Αθνινπζεί έθινπζε ησλ αληηζσκάησλ κε έληνλε 

αλαθίλεζε ζε 1 ml δηαιχκαηνο γιπθίλεο (0,1 M, pH 2,5) γηα πεξίπνπ 5 ιεπηά. Σν 

δηάιπκα γιπθίλεο αληηζσκάησλ κεηαθέξεηαη ζε λέν ζσιελάξην ην νπνίν πεξηέρεη 100 

κl  1 M Tris (pH 8,0) γηα εμνπδεηέξσζε ηνπ ρακεινχ pH θαη γίλεηαη πξνζζήθε 1 

mg/ml BSA γηα ζηαζεξνπνίεζε ησλ αληηζσκάησλ. 

 

Β8.2 Χξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο κε ρξήζε θπηηαξίλεο-ssDNA 

 

Γηα ηνλ εκπινπηηζκφ πξσηετληθνχ πιηθνχ απφ εθρχιηζκα θπηηάξσλ Novikoff 

ζε RBPs (RNA Bindins Proteins), ρξεζηκνπνηείηαη ε ηερληθή ηεο ρξσκαηνγξαθίαο 

ζπγγέλεηαο κε ρξήζε ζθαηξηδίσλ θπηηαξίλεο-ssDNA, ιφγσ ηεο ηδηφηεηαο ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ λα πξνζδέλνπλ ζε κνλφθισλν DNA. Ζ κέζνδνο πεξηιακβάλεη ηα 

παξαθάησ ζηάδηα: 

Αξρηθά γίλεηαη πξνεηνηκαζία ησλ ζθαηξηδίσλ θπηηαξίλεο-ssDNA θαη ηνπ 

θπηηαξηθνχ εθρπιίζκαηνο. Σα ζθαηξίδηα (100 mg ζθαηξηδίσλ/10
9
 θχηηαξα) 

εκβαπηίδνληαη ζε δηάιπκα BP-100 (50 mM θσζθνξηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα, 100 mM 

NaCl) -ζε ζπγθέληξσζε 1 ml δηαιχκαηνο/10 mg ζθαηξηδίσλ- θαη επσάδνληαη γηα φιε 

ηε λχρηα ζηνπο 4
ν
C κε ήπηα αλαθίλεζε. Καηφπηλ μεπιέλνληαη 3 θνξέο κε πεξίζζεηα 
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δηαιχκαηνο BP-100 (~10ml), κε θπγνθεληξήζεηο γηα 1 ιεπηφ ζηηο 3.000 ζ.α.ι. ζηνπο 

4
ν
C. Σν θπηηαξηθφ εθρχιηζκα ππφθεηηαη ζε θπθνθέληξεζε ζε κέγηζηε ηαρχηεηα γηα 5 

ιεπηά ζηνπο 4
ν
C γηα απνκάθξπλζε ζπζζσκαησκάησλ πνπ νθείινληαη ζηελ ςχμε. 

Αθνινπζεί απνκάθξπλζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ κε ρξήζε κηθξνθνθθηθήο 

λνπθιεάζεο (0,5 mM PMSF, 1 mM CaCl2, 10 κl/ml κίγκα αλαζηνιέσλ πξσηεαζψλ, 5 

U/ml κηθξνθνθθηθή λνπθιεάζε) γηα 25 ιεπηά ζηνπο 30
ν
C. Ζ αληίδξαζε αλαζηέιιεηαη 

κε ηελ πξνζζήθε 2,5 mM EGTA θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζε κέγηζηε ηαρχηεηα 

γηα 5 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. 

Σν θπηηαξηθφ εθρχιηζκα κεηαθέξεηαη γηα επψαζε κε ηα ζθαηξίδηα 

θπηηαξίλεο-ssDNA γηα 30 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C κε ήπηα αλαθίλεζε. Αθνινπζεί λέα 

θπγνθέληξεζε ζηηο 2.000 ζ.α.ι. γηα πεξίπνπ 1 ιεπηφ ζηνπο 4
ν
C θαη απνκάθξπλζε ηνπ 

ππεξθείκελνπ. 

Σέινο ηα ζθαηξίδηα μεπιέλνληαη 5 θνξέο κε δηάιπκα BP-100 γηα πεξίπνπ 5 

ιεπηά ηελ θάζε θνξά θαη αθνινπζεί ε έθινπζε ησλ δεζκεπκέλσλ ζηα ζθαηξίδηα 

πξσηετλψλ κε επψαζε ζε δηάιπκα BP-2 (50 mM θσζθνξηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα, 2 

M NaCl) γηα κεξηθά ιεπηά κε αλαηάξαμε, θαη θπγνθέληξεζε ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ ηα ζθαηξίδηα. 

Φσζθνξηθφ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα: 0,2 M NaH2PO4, 0,2 M Na2HPO4, pH7,4 
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Γ. Απνηειέζκαηα 
 

Γ1. Μνξηαθόο ραξαθηεξηζκόο ηεο απνξύζκηζεο ζηελ έθθξαζε 

πξσηετλώλ hnRNP ζηνλ αλζξώπηλν θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα  
 

Γ1.1 Μειέηε ησλ πξνηύπσλ έθθξαζεο πξσηετλώλ hnRNP ζηνλ αλζξώπηλν 

θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα  κε κηθξνθπηηαξηθνύ ηύπνπ (ΜΜΚΠ) 

  

Ζ κειέηε ησλ πξνηχπσλ έθθξαζεο κηαο νκάδαο πξσηετλψλ κε ηθαλφηεηα 

πξφζδεζεο RNA (RBP) ζηνλ αλζξψπηλν θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, αθνξά ηηο πξσηεΐλεο 

hnRNP ηχπνπ Α/Β ( hnRNP A1, A2/Β1 θαη A3), θαη hnRNP K/J φπσο θαη ηνλ 

παξάγνληα καηίζκαηνο ASF/SF2, κε γλσζηή αληαγσληζηηθή δξάζε ζην ελαιιαθηηθφ 

κάηηζκα έλαληη ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/Β. Ζ κειέηε απηή ζηεξίρζεθε ζηελ 

αλάιπζε νιηθψλ εθρπιηζκάησλ πξσηετλψλ κε αλνζναπνηχπσζε (Western Blot), ζε 

θπηηαξηθά ζπζηήκαηα, θαη θαηά θχξην ιφγν, ζε δεχγε βηνςηψλ θαξθηληθνχ θαη 

παξαθείκελνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ηνπ πλεχκνλα απφ ηνλ ίδην αζζελή. 

 

Γ1.1.1 Κπηηαξηθά ζπζηήκαηα 

 

Ζ πξψηε πξνζέγγηζε  πξαγκαηνπνηήζεθε ζε νιηθά εθρπιίζκαηα θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ επηζειηαθνχ ηχπνπ θαη απνζθνπνχζε ζηνλ έιεγρν ησλ αλνζνρεκηθψλ 

αληηδξάζεσλ γηα ηαπηνπνίεζε πξσηετλψλ hnRNP. Έγηλε άκεζε ζχγθξηζε ησλ 

επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β κεηαμχ ηξηψλ θαξθηληθψλ 

ζεηξψλ πξνέιεπζεο αλζξψπηλνπ πλεχκνλα πνπ πεξηειάκβαλαλ θχηηαξα A549 

(αδελνθαξθίλσκα), HCC-78 (αδελνθαξθίλσκα) θαη NCI-H157 (αδελνθαξθίλσκα εθ 

πιαθψδνπο επηζειίνπ). ηελ αλάιπζε ζπκπεξηειήθζε θαη ε θπηηαξηθή ζεηξά HeLa 

(θαξθίλσκα ηξαρήινπ κήηξαο), γλσζηή ζεηξά αλαθνξάο, φπσο επίζεο θαη ε πξν-

θαξθηληθή θπηηαξηθή ζεηξά Wish, ακληoηηθήο πξνέιεπζεο. 

ηα πεηξάκαηα αλνζναπνηχπσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε αληίζηνηρνο αξηζκφο 

θπηηάξσλ απφ θάζε θπηηαξηθή ζεηξά, γηα ηε δεκηνπξγία νιηθψλ πξσηετληθψλ 

εθρπιηζκάησλ. Παξάιιεια κε ηελ αλνζνεληφπηζε πξσηετλψλ hnRNP 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαη αληηζψκαηα θαηά ηεο πξσηεΐλεο β-αθηίλε σο πξσηεΐλε 

αλαθνξάο. Όπσο θάλεθε ζην αλνζναπνηχπσκα (Δηθφλα 11), ηα επίπεδα έθθξαζεο 
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ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1, A2/Β1 θαη A3 δε δηαθνξνπνηνχληαη κεηαμχ ησλ 

θαξθηληθψλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ θαη ηεο πξν-θαξθηληθήο ζεηξάο wish. Μηθξή 

δηαθνξνπνίεζε παξνπζίαζε ζηε ζεηξά H157 ε ηζνκνξθή Β1 ηεο πξσηεΐλεο Α2/Β1 κε 

ζπγθξηηηθά ρακειά επίπεδα. Σα ζρεηηθά πςειά επίπεδα ησλ πξσηετλψλ hnRNP ζε 

θαξθηληθέο θαη πξν-θαξθηληθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο νθείινληαη πηζαλά ζηνλ έληνλν 

θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ, θαζψο είλαη γλσζηή ε ζχλδεζε ηεο έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ hnRNP ηφζν κε ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ φζν θαη κε ην ζηάδην ηνπ 

θπηηαξηθνχ θχθινπ [286]. 

Ζ δπζθνιία ηφζν ζηε δηαζεζηκφηεηα φζν θαη ζηελ θαιιηέξγεηα κηαο 

πξσηνγελνχο κε-θαξθηληθήο ζεηξάο ηνπ πλεχκνλα, γηα άκεζε ζχγθξηζε κε ηεο 

θαξθηληθέο ζεηξέο, θαη ε δηαζχλδεζε ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP κε ηνλ 

θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ, καο απέηξεςε απφ ηελ επξεία εθαξκνγή ησλ θπηηαξηθψλ 

ζπζηεκάησλ ζηε δηεξεχλεζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP θαηά 

ηελ θαξθηληθή εμαιιαγή ζηνλ άλζξσπν. αλ απνηέιεζκα, ε ρξήζε ησλ θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ πεξηνξίζηεθε ζηνλ έιεγρν θαη αληηπαξαβνιή ησλ πεηξακαηηθψλ πξνζεγγίζεσλ 

κε πιηθφ πξνεξρφκελν απφ πλεπκνληθφ ηζηφ. 

 

 

Δηθόλα 11 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε πξσηετληθφ εθρχιηζκα ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ πνπ 

αλαγξάθνληαη, κε αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ  hnRNP A1, A2/Β1 θαη A3 , θαζψο θαη β-αθηίλεο 

σο εζσηεξηθφ δείθηε γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ. Ζιεθηξνθνξεηηθφο 

δηαρσξηζκφο πξσηετλψλ κε SDS-PAGE (πήθησκα 10%). 
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Γ1.1.2 Εεύγε βηνςηώλ θαξθηληθνύ/θπζηνινγηθνύ ηζηνύ από αζζελείο κε ΜΜΚΠ 

 

Δμεηάζηεθαλ ζπλνιηθά 21 αζζελείο κε ΜΜΚΠ, ζε αληίζηνηρα δεχγε βηνςηψλ 

θαξθηληθνχ θαη παξαθείκελνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ απφ ηνλ ίδην αζζελή. Οη βηνςίεο 

πξνήιζαλ απφ ην λνζνθνκείν Μεηαμά (ζπλεξγαζία κε ηνλ Γξ. Υ. Βαιαβάλε ζηα 

πιαίζηα ηνπ ΠΔΝΔΓ) απφ αζζελείο πνπ ππνβιήζεθαλ ζε ρεηξνπξγηθή επέκβαζε κε 

κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (ΜΜΚΠ). Όπσο παξνπζηάδεηαη ζηνλ 

Πίλαθα 1, ζην ζχλνιν ησλ βηνςηψλ αληηζηνηρνχζαλ 6 αδελνθαξθηλψκαηα, 9 

θαξθηλψκαηα εθ πιαθψδνπο επηζειίνπ, 2 κεγαινθπηηαξηθά θαη 5 κεηθηνχ ηχπνπ. Ζ 

ειηθία ησλ αζζελψλ θπκαηλφηαλ απφ 54 έσο 78 ρξφληα, κε κέζε ειηθία ηα 66. Όζνλ 

αθνξά ην θχιν, 18 ήηαλ άληξεο θαη 3 γπλαίθεο. Ζ δηαθνξνπνίεζε ησλ θαξθηληθψλ 

ηζηψλ ήηαλ ελδηάκεζνπ ή ρακεινχ βαζκνχ, ελψ εκθάληζε πιεπξηθήο δηήζεζεο 

παξνπζίαζε ζρεδφλ ν κηζφο αξηζκφο ησλ αζζελψλ. 
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Α/Α 

Αζζελψλ 

ΦΤΛΟ ΖΛΗΚΗΑ ΚΑΡΚΗΝΗΚΟ ΣΤΠΟ ΒΑΘΜΟ 

ΓΗΑΦΟΡΟΠΟΗΖΖ 

ΗΣΗΟΚΤΣΣΑΡΑ ΠΛΔΤΡΗΚΖ 

ΓΗΖΘΖΖ 

M1 Α 66 Αδελνθαξθίλσκα Υακειή ΛΗΓΑ ΟΥΗ 

M2 Α 57 Αδελνθ/Βξνγρνθπςει. Δλδηάκεζε ΝΑΗ ΟΥΗ 

M7 Α 54 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε ΝΑΗ ΟΥΗ 

M9 Α 63 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε ΛΗΓΑ ΝΑΗ 

M10 Α 57 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε/Υακειή ΛΗΓΑ ΝΑΗ 

M12 Α 65 Μεγαινθπηηαξηθφ Υακειή ΛΗΓΑ ΟΥΗ 

M13 Α 67 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε/Υακειή ΝΑΗ ΟΥΗ 

M14 Α 69 Μεγαινθπηηαξηθφ Υακειή ΛΗΓΑ ΝΑΗ 

M15 Θ 55 Μεηθηφ-Αδελνθ/Πιαθ Υακειή ΛΗΓΑ ΝΑΗ 

M16 Θ 76 Αδελνθαξθίλσκα Δλδηάκεζε ΛΗΓΑ ΝΑΗ 

M17 Α 60 Αδελνθαξθίλσκα Δλδηάκεζε ΛΗΓΑ ΟΥΗ 

M18 Α 75 Μεγαινθπη/Αδελνθ Υακειή ΟΥΗ ΟΥΗ 

M19 Θ 55 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε/Υακειή ΟΥΗ ΝΑΗ 

M20 Α 74 Μεηθηφ-Αδελνθ/Πιαθ Υακειή ΟΥΗ ΟΥΗ 

M21 Α 70 Αδελνθαξθίλσκα Υακειή ΟΥΗ ΝΑΗ 

M22 Α 71 Αδελνθαξθίλσκα Υακειή ΝΑΗ ΟΥΗ 

M23 Α 78 Πιαθψδνπο επηζ. Υακειή ΝΑΗ ΟΥΗ 

M24 Α 72 Πιαθψδνπο επηζ. Δλδηάκεζε ΟΥΗ ΝΑΗ 

Μ25 Α 60 Αδελνθαξθίλσκα Υακειή Μ/Γ Μ/Γ 

Μ26 Α 62 Πιαθψδνπο επηζ. Υακειή Μ/Γ Μ/Γ 

Μ27 Α 58 Πιαθψδνπο επηζ. Υακειή Μ/Γ Μ/Γ 

Πίλαθαο 1 Κιηληθν-παζνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ αζζελψλ κε κε κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα πνπ ζπκπεξηειήθζεζαλ ζηελ παξνχζα κειέηε Α:Αξξελ Θ:Θήιπ (Μ/Γ: Με Γηαζέζηκν 

ζηνηρείν) 

ην επίπεδν ηεο ζχγθξηζεο βηνπηηθνχ πιηθνχ απφ ηνλ πλεχκνλα αζζελψλ κε 

ΜΜΚΠ, πξαγκαηνπνηήζεθε αλνζνρεκηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ ησλ hnRNP 

Α/Β απφ ηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ζε άκεζε αλαθνξά κε παξαθείκελν, θαηλνκεληθά πγηή 

ηζηφ, απφ ηνλ ίδην αζζελή. ηελ Δηθφλα 12 παξνπζηάδεηαη ν αλνζνεληνπηζκφο ησλ 

πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β (Α1, Α2/Β1, Α3) θαζψο θαη ηεο β-αθηίλεο ζην ζχλνιν 

ησλ 21 αζζελψλ. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα, παξαηεξήζεθαλ πεξηπηψζεηο φπνπ 
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αληρλεχνληαη απμεκέλα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ hnRNP ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ζε 

αληηδηαζηνιή κε ρακειά επίπεδα ζην θπζηνινγηθφ (ιρ. Μ18, Μ26 γηα hnRNP Α1), 

αιιά θαη πεξηπηψζεηο κε παξαπιήζηα ή θαη αθφκε πςειφηεξα επίπεδα ζηηο 

θπζηνινγηθέο ζέζεηο ησλ βηνςηψλ έλαληη ησλ θαξθηληθψλ (Μ23 γηα hnRNP Α1 θαη 

hnRNP Α3, Μ16 γηα hnRNP Α2/Β1). 

 

 

 

Δηθόλα 12 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε νιηθφ πξσηετληθφ εθρχιηζκα ηνπ ζπλφινπ ησλ 

βηνςηψλ (21 δεχγε θαξθηληθνχ (Κ) θαη θπζηνινγηθνχ (Φ) ηζηνχ) κε αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ  

hnRNP A1, A2/Β1 θαη A3, θαζψο θαη θαηά ηεο β-αθηίλεο σο εζσηεξηθφ δείθηε γηα ηελ 

θαλνληθνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ. 

 

Παξφκνηα απνηειέζκαηα κε απηά ησλ hnRNP Α/Β πξνέθπςαλ θαη κε ηνλ 

αλνζνρεκηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ ησλ ζπγγεληθψλ κεηαμχ ηνπο  hnRNP K 

θαη J (Δηθφλα 13) φπσο επίζεο θαη γηα ηνλ παξάγνληα καηίζκαηνο ASF/SF2 (Δηθφλα 

14). 
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Δηθόλα 13 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε πξσηετληθφ εθρχιηζκα βηνςηψλ (δεχγε θαξθηληθνχ (Κ) 

θαη θπζηνινγηθνχ (Φ) ηζηνχ) κε αληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ  hnRNP Κ/J, θαζψο θαη ηεο β-

αθηίλεο σο εζσηεξηθφ δείθηε γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ. 

 

 

Δηθόλα 14 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε πξσηετληθφ εθρχιηζκα βηνςηψλ (δεχγε θαξθηληθνχ (Κ) 

θαη θπζηνινγηθνχ (Φ) ηζηνχ) κε αληηζψκαηα έλαληη ηνπ παξάγνληα  ASF/SF2 θαη ηεο β-αθηίλεο σο 

εζσηεξηθφ δείθηε γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ. 

 

Ο εκη-πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ ησλ πξσηετλψλ hnRNP 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ ππθλνκέηξεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ, γηα θάζε αληηγνληθή 

πξσηεΐλε, δσλψλ ζην θηικ απηνξαδηνγξαθίαο, κεηά απφ ςεθηνπνίεζε, κε ηε ρξήζε 

θαηάιιεινπ ινγηζκηθνχ. Ζ θαλνληθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ, γηα ηελ 

εμνκάιπλζε ησλ δηαθνξψλ πνπ νθείινληαη ζε πηζαλέο δηαθνξέο ζηελ πνζφηεηα 

ζπλνιηθήο πξσηεΐλεο ζην πήθησκα SDS-PAGE, έγηλε σο πξνο ηα επίπεδα ηεο β-
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αθηίλεο, ε νπνία ρξεζηκνπνηήζεθε σο εζσηεξηθφο κάξηπξαο γηα θάζε ππφ εμέηαζε 

δείγκα ρσξηζηά. Θα πξέπεη λα ηνληζηεί φηη ε αλάιπζε ησλ δεπγψλ ησλ βηνςηψλ απφ 

ηνλ ίδην αζζελή έγηλε πάληα ζην ίδην πήθησκα. Αθνινχζεζε ν ππνινγηζκφο ηεο 

ζρεηηθήο (σο πξνο β-αθηίλε) έθθξαζεο θάζε πξσηεΐλεο ρσξηζηά, ζηνλ θαξθηληθφ θαη 

ζην θπζηνινγηθφ ηζηφ. Σέινο, πξνζδηνξίζηεθε ν ιφγνο ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ ηνπ 

θαξθηληθνχ σο πξνο ηνλ παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ ζηνλ ίδην αζζελή γηα θάζε 

δεχγνο βηνςηψλ (ιφγνο Κ/Φ). Σα απνηειέζκαηα ηνπ ππνινγηζκνχ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ γηα 

φιεο ηηο πξσηεΐλεο πνπ εμεηάζηεθαλ, ζπλνςίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 2. Δπηζεκαίλεηαη φηη 

δελ επηρεηξήζεθε ν πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ ηζνκνξθηθψλ ηχπσλ 

hnRNP Α2 θαη Β1 ρσξηζηά, ιφγν ηεο κηθξήο δηαθνξάο κνξηαθνχ βάξνπο (38 θαη 40 

kDa αληίζηνηρα) θαη ηεο γεηηλίαζήο ηνπο ζηα πεθηψκαηα SDS-PAGE (10%) ζηα 

νπνία αλαιχζεθαλ. Σν ίδην ηζρχεη θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ ζπγγεληθψλ hnRNP Κ θαη 

J.  
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Κσδ. Αζζ.  hnRNP A1  

hnRNP 

A2/B1  hnRNP A3  hnRNP K/J  ASF/SF2  

Μ1  3,3  4,1  3,6  Μ/Γ  Μ/Γ  

Μ2  1,6  1,3  1,1  Μ/Γ  Μ/Γ  

Μ7  0,8  0,9  0,6  0,2  0,5  

Μ9  8,3  0,8  19,2  1,6  0,06  

Μ10  13,2  4,9  8,7  2,2  2,8  

Μ12  9,2  0,8  1  1,3  1,6  

Μ13  0,4  0,8  0,6  0,9  0,5  

Μ14  2,9  1,2  1,4  0,6  0,7  

Μ15  2,3  1,8  2  3  1,6  

Μ16  2,5  0,4  0,7  0,6  0,9  

Μ17  1,2  1  1,2  1,5  1,5  

Μ18  30  4,3  17  6,8  6,8  

Μ19  23,3  1,2  2,5  2  1,5  

Μ20  21,5  2,2  27,8  6,2  19,1  

Μ21  25,3  45,2  7,5  42,2  63,2  

Μ22  3,1  0,6  1,9  1,4  0,9  

Μ23  1  1  0,7  0,8  0,7  

Μ24  21,3  4  8,7  3,4  4,5  

Μ25  100  7,2  53,7  Μ/Γ  Μ/Γ  

Μ26 206  8,8  348  Μ/Γ  Μ/Γ  

Μ27 12,59  8,7  28,3  Μ/Γ  Μ/Γ  

Πίλαθαο 2 Λφγνο ησλ ζρεηηθψλ (σο πξνο β-αθηίλε) πξσηετληθψλ επηπέδσλ ησλ ππφ εμέηαζε 

πξσηετλψλ hnRNP θαη ASF/SF2 ζηνλ θαξθηληθφ σο πξνο ηνλ παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ ηνπ 

πλεχκνλα, γηα θάζε αζζελή (Λφγνο Κ/Φ). Μ/Γ: Με Γηαζέζηκε Σηκή  

 

Γηα θάζε αζζελή, ν ιφγνο Κ/Φ ιακβάλεηαη σο ν βαζκφο ηεο απνξχζκηζεο 

ζηελ έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ εμεηάδεηαη κεηαμχ θαξθηληθνχ θαη παξαθείκελνπ 

θπζηνινγηθνχ πλεπκνληθνχ ηζηνχ. Κ/Φ=1 ππνδειψλεη απνπζία δηαθνξνπνίεζεο ζηα 

επίπεδα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο αθνχ πξνζκεηξνχληαη παξφκνηα ζρεηηθά επίπεδα 

ζηνλ θαξθηληθφ θαη ζην θπζηνινγηθφ ηζηφ απφ ηνλ ίδην αζζελή. Σηκέο κεγαιχηεξεο 
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ηεο κνλάδαο ραξαθηεξίδνπλ απμεκέλα επίπεδα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο 

(ππεξέθθξαζε), ελψ ηηκέο κηθξφηεξεο ηεο κνλάδαο κεησκέλα επίπεδα έθθξαζεο 

(ππνέθθξαζε) ζηελ θαξθηληθή έλαληη ηεο θπζηνινγηθήο ζέζεο ηνπ ηζηνχ. ε κηθξφ 

αξηζκφ αζζελψλ πξνζκεηξήζεθαλ αθξαίεο δηαθπκάλζεηο ηηκψλ ιφγσ κε αληρλεχζηκεο 

πξσηεΐλεο ζην θπζηνινγηθφ ηζηφ, κε απνηέιεζκα ν ιφγνο Κ/Φ λα είλαη πνιχ πςειφο 

(Κ/Φ>100). Με ηελ εμαίξεζε ησλ αθξαίσλ απηψλ ηηκψλ, ην εχξνο ηεο δηαθχκαλζεο 

ησλ ηηκψλ Κ/Φ πνπ πξνζκεηξήζεθαλ παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4. Σν κεγαιχηεξν 

εχξνο ησλ αιιαγψλ αθνξνχζε ηελ πξσηεΐλε hnRNP A1 θαη αθνινχζσο ηελ A3, ελψ 

ε πην κειεηεκέλε ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα πξσηεΐλε hnRNP A2/Β1 εκθάληζε 

κηθξφηεξν εχξνο ζηε δηαθχκαλζε ησλ ηηκψλ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ. 

Αλαθνξηθά κε ηα  επίπεδα ησλ πξσηετλψλ,  παξαηεξήζεθε ζαθήο ππεξέθθξαζε ησλ 

hnRNP A/B ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ έλαληη ηνπ θπζηνινγηθνχ. Καζνξίδνληαο σο ην 

θαηψθιη αιιαγψλ ζην ιφγν Κ/Φ κεγαιχηεξν απφ δχν θνξέο (>2x), δειαδή 

ηνπιάρηζηνλ δηπιάζηα έθθξαζε ζηνλ θαξθηληθφ έλαληη ηνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ, ζηνλ 

ίδην αζζελή, ηα πνζνζηά  ηεο ππεξέθθξαζεο θπκάλζεθαλ απφ 76% γηα ηελ hnRNP 

A1 ζε 52% θαη 43% γηα ηηο hnRNP Α3 θαη hnRNP A2, αληίζηνηρα (Πίλαθαο 3). 

 Απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα δηαθαίλεηαη ε επηθξάηεζε ηεο hnRNP A1 

έλαληη ηεο Α2/Β1 σο ε πξσηεΐλε κε ηελ ζεκαληηθφηεξε αιιαγή ησλ επηπέδσλ 

έθθξαζήο ζηνλ αλζξψπηλν θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Τπνγξακκίδεηαη φηη φιεο νη 

πεξηπηψζεηο κε ππεξέθθξαζε ηεο hnRNP A2 παξνπζίαζαλ ηαπηφρξνλε ππεξέθθξαζε 

ησλ hnRNP A1 θαη A3. Γηα ηηο πξσηεΐλεο hnRNP Κ/J θαη ASF/SF2 ηα πνζνζηά ηεο 

ππεξέθθξαζεο ήηαλ ρακειφηεξα θαη πξνζέγγηζαλ ην 38% θαη 31% αληίζηνηρα 

(Πίλαθαο 3). 

 

 

hnRNP A1  hnRNP A2/B1  hnRNP A3  hnRNP K/J  ASF/SF2  

Καηώθιη ιόγνπ 

Κ/Φ >2  16/21  9/21  11/21  6/16  5/16  

  Πνζνζηό 

ππεξέθθξαζεο 76%  43%  52%  38%  31%  

 

Πίλαθαο 3 πρλφηεηα πεξηπηψζεσλ αζζελψλ κε ιφγν Κ/Φ>2 γηα ηηο ππφ εμέηαζε πξσηεΐλεο. 

 

Ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζίαζε ε ζχγθξηζε κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP 

ηχπνπ Α/Β (hnRNP Α1, Α2/Β1 θαη Α3) (Δηθφλα 15). Παξαηεξήζεθε φηη ην 
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κεγαιχηεξν χςνο ησλ αιιαγψλ ζην ιφγν Κ/Φ, αθνξνχζε ηελ hnRNP A1 κε 9 απφ ηα 

21 δεχγε βηνςηψλ (πνζνζηφ 43%) λα έρνπλ ιφγν κεγαιχηεξν απφ 10 ( >10x). ε 

αληηδηαζηνιή, κφιηο 1 δεχγνο γηα ηελ hnRNP A2/Β1, θαη 6 γηα ηελ hnRNP Α3 

(πνζνζηφ 29%) παξνπζίαζαλ αληίζηνηρεο αιιαγέο (Πίλαθαο 4). Δπίζεο ζεκεηψζεθε 

ζαθήο δηαθνξνπνίεζε ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/Β (Α1, 

Α2/Β1 θαη Α3) ζηνλ ίδην αζζελή, θαζψο ζε πνζνζηφ 19% (4 πεξηπηψζεηο ζηηο 21) 

εκθαλίζηεθε αληίζεηε έθθξαζε (ππεξ- ή ππν-έθθξαζε) απηψλ ησλ πξσηετλψλ, κε κία 

ηνπιάρηζηνλ εθ ησλ ηξηψλ πξσηετλψλ λα παξνπζηάδεη αληίζεηε αιιαγή. Αληίζηνηρα, 

ηα πνζνζηά ηεο ππν-έθθξαζεο, κηαο ηνπιάρηζηνλ εθ ησλ Α/Β,  έθζαζαλ ην 33%. 
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Δηθόλα 15 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ ηζηφ) ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β ζηα δεχγε βηνςηψλ 

ηνπ πλεχκνλα, ζε θάζε αζζελή (Μ1-Μ27).   
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Όζνλ αθνξά ηηο πξσηεΐλεο hnRNP K/J, ε άκεζε ζχγθξηζε κε ηελ hnRNP A1 

σο ηελ πξσηεΐλε κε ηνλ πςειφηεξν βαζκφ απνξχζκηζεο, έδεημε παξάιιειεο αιιαγέο 

ζηελ έθθξαζε ζε πνζνζηφ 88% (Δηθφλα 16). Δληνχηνηο, ζπγθξηηηθά κε ηελ hnRNP 

Α1 ζεκεηψζεθε κηθξφηεξν εχξνο δηαθχκαλζεο θαη έληαζεο ηνπ ιφγνπ Κ/Φ ζην 

ζχλνιν ησλ αζζελψλ. Υαξαθηεξηζηηθά ζεκεηψλεηαη φηη κφιηο 1 ζηα 16 δεχγε 

βηνςηψλ έδσζε ιφγν Κ/Φ>10 (Πίλαθαο 4). 

 

 

Δηθόλα 16 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ ηζηφ) ησλ ζρεηηθψλ 

επηπέδσλ έθθξαζεο κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α1 θαη K/J ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα ζε 

θάζε αζζελή (Μ7-Μ24). 

 

Παξάιιειεο αιιαγέο, ζε πνζνζηφ 75%, κε απηέο ηεο hnRNP A1 ζεκεηψζεθαλ θαη 

ζηελ πεξίπησζε ηνπ παξάγνληα ASF/SF2 (Δηθφλα 17), νη νπνίεο -φπσο θαη ζηελ 

πεξίπησζε ησλ hnRNP K/J- ήηαλ κηθξφηεξνπ εχξνπο θαη χςνπο, κε 2 ζηα 16 δεχγε 

βηνςηψλ πνπ αλαιχζεθαλ λα παξνπζηάδνπλ ιφγν Κ/Φ>10 (Πίλαθαο 4). 
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Δηθόλα 17 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ ηζηφ) ησλ ζρεηηθψλ 

επηπέδσλ έθθξαζεο κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α1 θαη ASF/SF2 ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα 

ζε θάζε αζζελή (Μ7-Μ24). 

 

Γηα λα εμαθξηβσζεί θαηά πφζν νη ηηκέο ηνπ ιφγνπ Κ/Φ είλαη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο γηα θάζε ππφ εμέηαζε πξσηεΐλε, πξαγκαηνπνηήζεθε ν ζηαηηζηηθφο 

έιεγρνο πξνζεκαζκέλεο δηάηαμεο ηνπ Wilcoxon (signed-rank test). Ο έιεγρνο απηφο 

ρξεζηκνπνηείηαη ζηε ζχγθξηζε δχν δεηγκάησλ απφ κε αλεμάξηεηνπο κεηαμχ ηνπο 

πιεζπζκνχο θαη είλαη θαηάιιεινο γηα δεχγε παξαηεξήζεσλ (φπσο ην t-test). 

Δπηπιένλ είλαη ζηαηηζηηθφο έιεγρνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη φηαλ ε θαηαλνκή ησλ 

πιεζπζκψλ απφ ηνπο νπνίνπο ιακβάλνληαη ηα δεδνκέλα δελ είλαη θαλνληθή (φπσο 

ζηελ πεξίπησζε πνπ εμεηάδνπκε), πξφθεηηαη δειαδή γηα κε παξακεηξηθή κέζνδν 

ειέγρνπ. Ο έιεγρνο πξνζεκαζκέλσλ δηαηάμεσλ ρξεζηκνπνηείηε γηα ηελ αμηνιφγεζε 

ηεο κεδεληθήο ππφζεζεο πνπ δειψλεη φηη ζηνλ αληίζηνηρν πιεζπζκφ ησλ δηαθνξψλ 

κεηαμχ δεπγαξηψλ, ε δηάκεζε δηαθνξά ηζνχηαη κε 0. Οη ηηκέο p πνπ ππνινγίζηεθαλ 

γηα θάζε ππφ εμέηαζε πξσηεΐλε, εκθαλίδνληαη ζην ζπγθεληξσηηθφ Πίλαθα 4. 
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Πρωτεϊνικά 
επίπεδα 

Λόγοσ Κ/Φ  

Εφροσ 
διακφμανςησ  

Συχνότητα υπερζκφραςησ  
Σημαντικότητα 

(p) 
Κ/Φ>2 

(αρ. αςθενών) 
Κ/Φ>10 

(αρ. αςθενών) 

hnRNP A1 0,4-30,0 76 % (16/21) 43 % (9/21) 0,0006 

hnRNP 
A2/B1 

0,4-9,0 43 % (9/21) 5 % (1/21) 0,0199 

hnRNP A3 0,6-28,0 52 % (11/21) 28 % (6/21) 0,0025 

hnRNP K/J 0,2-7,0 38 % (6/16) 6 % (1/16) 0,0319 

ASF/SF2 0,1-19,0 31 % (5/16) 12 % (2/16) 0,4228 
Πίλαθαο 4 πγθεληξσηηθφο πίλαθαο ηνπ εχξνπο δηαθχκαλζεο ηηκψλ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (κε αθαίξεζε ησλ 

αθξαίσλ ηηκψλ), ηεο ζπρλφηεηαο ππεξέθθξαζεο γηα θαηψθιη ιφγνπ Κ/Φ >2 θαη >10, θαζψο θαη ηεο 

ζεκαληηθφηεηαο ηνπ ζηαηηζηηθνχ έιεγρνπ (Wilcoxon), γηα θάζε πξσηεΐλε πνπ εμεηάζηεθε. 

 

Παξαηεξήζεθε φηη ε ηηκή p γηα ηα ζρεηηθά επίπεδα ησλ hnRNP A1 θαη A3 

είλαη πνιχ κηθξφηεξε απφ απηή ηεο hnRNP A2, θαη ζε επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο 99% 

κπνξνχκε λα απνξξίςνπκε ηε κεδεληθή ππφζεζε, άξα ηα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ Α1 

θαη Α3 κεηαμχ θαξθηληθήο θαη θπζηνινγηθήο ζέζεο ηνπ πλεπκνληθνχ ηζηνχ δηαθέξνπλ 

ζεκαληηθά. Γηα ηηο hnRNP A2/Β1 θαη K/J ηα αληίζηνηρα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ 

δηαθέξνπλ ζε επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο 95%, ελψ απηά ηνπ παξάγνληα ASF/SF2 δε 

δηαθέξνπλ ζεκαληηθά αλάκεζα ζηνλ θαξθηληθφ θαη θπζηνινγηθφ ηζηφ. 

 

Γ1.2 Μειέηε ησλ πξνηύπσλ έθθξαζεο ηνπ mRNA ησλ hnRNP ζηνλ αλζξώπηλν 

θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα 

 

Έλα εξψηεκα ην νπνίν δελ έρεη κειεηεζεί επαξθψο είλαη ην θαηά πφζν νη 

παξαηεξνχκελεο κεηαβνιέο ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/B νθείινληαη ζε 

παξάιιειεο κεηαβνιέο ζηελ έθθξαζε ηνπ mRNA ησλ γνληδίσλ ηνπο, θαζψο νη 

ππάξρνπζεο κειέηεο εζηηάδνπλ ζηνλ πξνζδηνξηζκφ είηε ησλ πξσηετληθψλ επίπεδσλ 

(κε αλνζντζηνρεκηθέο πξνζεγγίζεηο ή αλνζναπνηππψζεηο) είηε ησλ επίπεδσλ ηνπ 

mRNA, ζε θπηηαξηθέο ζεηξέο θαη βηνςίεο ηνπ πλεχκνλα. Κχξηνο ζηφρνο ηεο παξνχζαο 

δηαηξηβήο είλαη ν παξάιιεινο πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ησλ Α/Β,  

ζην ίδην πιηθφ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηε κειέηε ησλ αληίζηνηρσλ πξσηετληθψλ 

επηπέδσλ (ελφηεηα 1.1). Σν γεγνλφο απηφ επέηξεςε ηελ  άκεζε ζχγθξηζε ησλ 

επηπέδσλ πξσηεΐλεο θαη mRNA γηα θάζε εμεηαδφκελν γνλίδην ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ζε 

αληηπαξαβνιή κε ηνλ παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ ηνπ πλεχκνλα. 
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Γ1.2.1 Απνκόλσζε mRNA  

 

Γηα ηε δηελέξγεηα ησλ πεηξακάησλ, θξίζηκν ζεκείν απνηέιεζε ε επηηπρήο 

απνκφλσζε αθέξαηνπ θαη θαζαξνχ νιηθνχ mRNA, ηδηαίηεξα απφ ηνλ ηζηφ ηνπ 

πλεχκνλα. Με ηε ρξεζηκνπνίεζε ηεο εκπνξηθήο ζπζθεπαζίαο αληηδξαζηεξίσλ ηεο 

εηαηξίαο Qiagen Rneasy Mini kit απνκνλψζεθε νιηθφ RNA, ηφζν απφ ηηο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο φζν θαη απφ ηα δεχγε ησλ βηνςηψλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

Δηδηθφηεξα ζηηο βηνςίεο νη θαξθηληθνί ηζηνί έδσζαλ θαηά θαλφλα κεγαιχηεξε 

πνζφηεηα νιηθνχ RNA απφ ηνπο θπζηνινγηθνχο ηζηνχο, γηα αληίζηνηρν φγθν βηνςίαο. 

Ζ πνηφηεηα ηνπ απνκνλσκέλνπ νιηθνχ RNA, φπσο κεηξήζεθε κε ην ιφγν OD: 

260/280 nm, θηλήζεθε ζηα ίδηα επίπεδα (πεξίπνπ 1,8) γηα φια ηα δείγκαηα κε κηθξέο 

απνθιίζεηο, ελψ ε αλάιπζε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο (Δηθφλα 18) 

πηζηνπνίεζε ηελ αθεξαηφηεηα ηνπ απνκνλσκέλνπ RNA. 

 

 

 

Δηθόλα 18 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα ειεθηξνθφξεζεο ζε πήθησκα αγαξφδεο 1%, απνκνλσκέλνπ 

νιηθνχ RNA απφ δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα (Κ:Καξθηληθφο ηζηφο Φ:Φπζηνινγηθφο ηζηφο). 

εκεηψλνληαη νη δψλεο ηνπ ξηβνζσκηθνχ 18 θαη 28 S RNA. 

 

 

Ζ ηαπηφρξνλε επεμεξγαζία κε DNάζε, θαηά ηελ απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA 

θξίζεθε απαξαίηεηε, θαζψο επηηξέπεη ηελ απνκάθξπλζε πηζαλψλ ππνιεηκκάησλ 

γνληδηαθνχ DNA ην νπνίν ελδέρεηαη λα πεξηέρεη ςεπδνγνλίδηα ησλ ζπγθεθξηκέλσλ 
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πξσηετλψλ (βι. Δηζαγσγή), ηα νπνία ζα κπνξνχζαλ λα αιινηψζνπλ ηελ εηθφλα ησλ 

επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξαγκαηηθψλ γνληδίσλ. Ζ επηινγή ηνπ mRNA γίλεηαη κέζσ 

ηεο αληίδξαζεο ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (RT) κε ηε ρξήζε εθθηλεηψλ πνπ 

επηιέγνπλ ψξηκν mRNA γηα ηε δεκηνπξγία ηνπ cDNA [Oligo(dT15)].  

 

Γ1.2.2 Ζκηπνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ mRNA (αληίδξαζε RT-PCR) 

 

Αξρηθά, ε κειέηε ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ησλ hnRNP έγηλε κε ζπκβαηηθή 

αληίδξαζε RT-PCR θαη εκη-πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ησλ hnRNP Α1 θαη Α2 (θαζψο θαη ησλ γλσζηψλ ηζνκνξθψλ 

ηνπο hnRNP Α1
Β
 θαη Β1 αληίζηνηρα) ζε θπηηαξηθά ζπζηήκαηα θαη ζε βηνςίεο 

αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

 

Γ1.2.2.1 Αληίδξαζε RT-PCR ζε νιηθό RNA από θπηηαξηθά ζπζηήκαηα 

 

Όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ, ηα πηινηηθά πεηξάκαηα, 

γηα δηεξεχλεζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηνπ ζπκβαηηθνχ RT-PCR, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηηο ηξεηο θαξθηληθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα (Α549, 

HCC-78 θαη NCI-H157) θαζψο θαη ζηελ θαξθηληθή ζεηξά HeLa θαη ηελ πξνθαξθηληθή 

ζεηξά Wish.  

Όπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθφλα 19, ηα δεχγε ησλ εθθηλεηψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ νδήγεζαλ ζηελ ελίζρπζε δχν πξντφλησλ, απνηέιεζκα 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ησλ γνληδίσλ hnRNP A1 θαη hnRNP Α2/Β1 πνπ 

εμεηάζηεθαλ (ηζνκνξθέο Α1 θαη Α1
Β 

γηα hnRNP A1 θαη ηζνκνξθέο Α2 θαη Β1 γηα 

hnRNPA2/B1). Χο εζσηεξηθφο κάξηπξαο ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR αξρηθά επηιέρηεθε 

ην mRNA ηνπ γνληδίνπ ηεο GAPDH θαη ζε δεχηεξε θάζε απηφ ηεο ξηβνζσκηθήο 

πξσηεΐλεο L32 (RPL32).  
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Δηθόλα 19 ρεκαηηθή παξνπζίαζε ηεο δνκήο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1/A1
B
 θαη Α2/Β1 πνπ 

ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Με θίηξηλν ρξψκα παξνπζηάδνληαη ηα επηπιένλ εμφληα ησλ 

ηζνκνξθψλ A1
B
 θαη Β1. Ζ ζέζε θάζε δεχγνπο ησλ εθθηλεηψλ ζεκεηψλεηαη κε βέιε θαη αλαγξάθνληαη 

ηα αλακελφκελα κεγέζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ (δ.β.= δεχγε βάζεσλ). 

 

Μεηά απφ ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR ζε πήθησκα αγαξφδεο 

(Δηθφλα 20), αθνινχζεζε ε ππθλνκέηξεζε ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ δσλψλ ησλ 

πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο (κε ηε ρξήζε θαηάιιεινπ ινγηζκηθνχ). Ο ζρεηηθφο 

πξνζδηνξηζκφο ησλ επηπέδσλ ησλ mRNAs ησλ hnRNP A/B ζηηο 5 θπηηαξηθέο ζεηξέο 

έγηλε κεηά ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ κε βάζε ηηο αληίζηνηρεο ηηκέο ηεο 

GAPDH ή /θαη ηεο RPL32. 

 

 

Δηθόλα 20 Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο, ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο PCR 

απφ ηηο πέληε θπηηαξηθέο ζεηξέο. εκεηψλνληαη νη ζέζεηο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ησλ hnRNP 

A1/A1
B
 θαη A2/B1. 
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Σα απνηειέζκαηα ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ησλ πξσηετλψλ Α/Β 

απφ θάζε θπηηαξηθή ζεηξά, εκθαλίδνληαη ζηελ Δηθφλα 21. Παξαηεξήζεθε ζεκαληηθή 

δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ αλαθνξηθά κε ηνλ εζσηεξηθφ κάξηπξα 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα θαλνληθνπνίεζε ησλ ηηκψλ. Με ρξήζε ηνπ mRNA ηεο 

GAPDH, ηα πξντφληα ησλ ηζνκνξθψλ hnRNP Α1 θαη Α1
Β
 θαζψο θαη ηεο Α2 δελ 

εκθάληζαλ ζεκαληηθέο δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ, ελψ ην 

mRNA ηεο ηζνκνξθήο Β1 εκθάληζε αχμεζε ζηηο θαξθηληθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα 

H157 θαη HCC-78. Ζ ρξήζε ηνπ mRNA ηεο RPL32 σο εζσηεξηθνχ κάξηπξα, ελέηεηλε 

ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ H157 θαη HCC-78 έλαληη ησλ άιισλ γηα 

φινπο ηνπο ηζνκνξθηθνχο ηχπνπο ησλ hnRNP Α/Β. Σν γεγνλφο φηη ηα επίπεδα ηνπ 

mRNA ηεο GAPDH εκθαλίδνληαη απμεκέλα ζε ζρέζε κε απηά ηεο RPL32, ζηηο  

θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ εμεηάζηεθαλ καο νδήγεζε ζην λα ζεσξεζεί ην mRNA ηεο 

RPL32 σο πηζαλά θαηαιιειφηεξνο δείθηεο γηα θαλνληθνπνίεζε. Σέινο, αμίδεη λα 

ζεκεησζεί ε ηδηαίηεξα πςειή αλαινγία ηεο ηζνκνξθήο hnRNP Β1, ε νπνία αγγίδεη ηα 

επίπεδα ηεο θχξηαο ηζνκνξθήο Α2, θαη ζηηο ηξεηο θαξθηληθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα 

(Α549, H157 θαη HCC-78). 

 

 

Δηθόλα 21 ρεηηθά επίπεδα ηνπ mRNA ησλ hnRNP A1/A1
B
 θαη hnRNPA2/B1, ζηηο ππφ εμέηαζε 

θπηηαξηθέο ζεηξέο. ηα πιαίζηα Α θαη Γ παξνπζηάδνληαη ηα ζρεηηθά επίπεδα σο πξνο απηά ηεο 

GAPDH, ελψ ζηα Β θαη Γ σο πξνο ηεο RPL32. 
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Γ1.2.2.2 Αληίδξαζε RT-PCR ζε νιηθό RNA από βηνπηηθό πιηθό ηνπ πλεύκνλα 

 

Γηα κηα πξψηε εθαξκνγή εκη-πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ ησλ επηπέδσλ ηνπ 

mRNA ζε βηνπηηθφ πιηθφ ηνπ πλεχκνλα, έγηλαλ πεηξάκαηα RT-PCR ζε νιηθφ RNA 

απφ βηνςίεο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, ζε ζέζεηο θαξθηληθνχ θαη 

θπζηνινγηθνχ ηζηνχ απφ ηνλ ίδην αζζελή, ζηηο νπνίεο έρνπλ κειεηεζεί παξάιιεια θαη  

ηα αληίζηνηρα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β (δεχγε βηνςηψλ απφ αζζελείο κε 

θσδηθφ Μ25, Μ26 θαη Μ27). Δπηπιένλ, ππήξμε θαη ε δπλαηφηεηα πξνζδηνξηζκνχ ησλ 

ζρεηηθψλ επηπέδσλ mRNA απφ βηνςίεο ηνπ πλεχκνλα αζζελψλ ρσξίο θαξθίλν (άιιε 

παζνινγία). Αθνινπζήζεθε ε ίδηα δηαδηθαζία γηα RT-PCR φπσο γηα ηηο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο, κε ηε ρξήζε ίδησλ εθθηλεηψλ, θαη εκη-πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ 

ηνπ mRNA, σο πξνο ηνπο εζσηεξηθνχο κάξηπξεο GAPDH θαη RPL32 έπεηηα απφ 

ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ζε πήθησκα αγαξφδεο (Δηθφλα 22). Ζ παξαπάλσ 

αλάιπζε ήηαλ θαη ε πξψηε πεηξακαηηθή πξνζέγγηζε φπνπ έγηλε άκεζε ζχγθξηζε ησλ 

επηπέδσλ mRNA ζε θπζηνινγηθφ θαη θαξθηληθφ ηζηφ, γεγνλφο πνπ δελ ήηαλ εθηθηφ 

ζηελ αλάιπζε ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ιφγσ έιιεηςεο θαηάιιειεο κε θαξθηληθήο 

ζεηξάο. 

 

 

Δηθόλα 22 Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-PCR 

ηνπ mRNA ησλ hnRNP Α/Β, GAPDH θαη RPL32 ζε δεχγε βηνςηψλ πλεχκνλα (Κ:Καξθηληθφο ηζηφο 

Φ:Φπζηνινγηθφο ηζηφο) απφ ηξείο αζζελήο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (Μ25, Μ26 θαη Μ27). 
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ε αληηδηαζηνιή κε ηελ δηαπηζησκέλε ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλψλ απφ ηνπο 

ζπγθεθξηκέλνπο αζζελείο (ιφγνο Κ/Φ>>10), δελ παξαηεξήζεθε ζεκαληηθή αιιαγή 

ησλ επηπέδσλ mRNA ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ζε ζχγθξηζε κε ηνλ αληίζηνηρν 

θπζηνινγηθφ (Δηθφλα 23). εκεηψλεηαη ε πεξίπησζε ηνπ αζζελή Μ26 φπνπ ηα 

πξντφληα mRNA ηεο hnRNP A2/B1 (αιιά φρη ηεο hnRNP Α1) δελ αληρλεχνληαη ζηε 

βηνςία απφ ηε θπζηνινγηθή ζέζε, γεγνλφο πνπ επαιεζεχεηαη θαη κε ηε ρξήζε ηεο 

πνζνηηθήο αληίδξαζεο PCR (Real-Time PCR, βι. παξαθάησ). Απφ ηα πξψηα απηά 

απνηειέζκαηα έγηλε εκθαλήο ε αλαληηζηνηρία κεηαμχ ησλ επηπέδσλ πξσηεΐλεο θαη 

mRNA, εθφζνλ ηα απμεκέλα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β, ζηελ θαξθηληθή 

έλαληη ηεο θπζηνινγηθήο ζέζεο ηνπ ηζηνχ, δελ ζπλνδεχνληαλ απφ αληίζηνηρε αχμεζε 

ηνπ mRNA. Υαξαθηεξηζηηθφηεξν παξάδεηγκα απνηέιεζε ε πξσηεΐλε hnRNP A1 θαη 

ηα πξντφληα κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ ηεο.  

Ζ παξαπάλσ ελδηαθέξνπζα παξαηήξεζε θαηέδεημε ηε ζεκαζία γηα κηα πην 

ελδειερή δηεξεχλεζε ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ησλ hnRNP Α/Β ζε έλα κεγαιχηεξν 

αξηζκφ βηνςηψλ, εθφζνλ κάιηζηα είλαη  πηζαλφ λα ππνδειψλεη εκπινθή κνξηαθψλ 

κεραληζκψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ κεηαθξαζηκφηεηα ή/θαη ζηαζεξφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ θαη φρη κε ηε κεηαγξαθή ησλ γνληδίσλ. Υαξαθηεξηζηηθφ είλαη ην γεγνλφο 

φηη ηα επίπεδα ηνπ mRNA βηνςηψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ αζζελείο κε κε θαξθηληθή 

παζνινγία (Φ1 θαη Φ2), ήηαλ ζηα ίδηα ζρεδφλ επίπεδα κε απηά πνπ πξνζκεηξήζεθαλ 

ζηα θαξθηληθά δείγκαηα. ηηο ίδηεο βηνςίεο νη αληίζηνηρεο πξσηεΐλεο ήηαλ κε 

αληρλεχζηκεο κε ηε κέζνδν ηεο αλνζναπνηχπσζεο. Σέινο ζεκεηψλεηαη ε γεληθή 

αλαληηζηνηρία ηνπ ιφγνπ Κ/Φ ζηηο πξσηεΐλεο hnRNP Α/Β πνπ πξνθχπηεη κε 

θαλνληθνπνίεζε ησλ ηηκψλ ηνπ mRNA είηε ηεο GAPDH είηε ηεο RPL32 (Δηθφλα 23, 

πιαίζηα Β θαη Γ) ζηνπο αζζελείο Μ25-27. 
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Δηθόλα 23 ρεηηθά επίπεδα ηνπ mRNA γηα ηηο hnRNP A1 θαη hnRNPA2/B1, ζε βηνςίεο ησλ αζζελψλ 

Μ25-27, κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (Κ: Καξθηληθφο ηζηφο Φ: Φπζηνινγηθφο ηζηφο) θαη 2 βηνςίεο απφ 

αζζελείο ρσξίο θαξθίλν (Φ1 θαη Φ2). ην πιαίζην Α παξνπζηάδνληαη ηα ζρεηηθά επίπεδα σο πξνο 

GAPDH, ελψ ζην πιαίζην Γ σο πξνο RPL32. ηα πιαίζηα Β θαη Γ εκθαλίδεηαη ν ιφγνο Κ/Φ ησλ 

ζρεηηθψλ επίπεδσλ ηνπ mRNA (σο πξνο GAPDH θαη RPL32, αληίζηνηρα). 

 

Γ1.2.3 Αληίδξαζε πνζνηηθήο RT-PCR ζε πξαγκαηηθό ρξόλν (Real-time RT-PCR) 

 

Γηα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκφ ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ ηνπ mRNA, 

εθαξκφζηεθε ε πνζνηηθή κέζνδνο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο ζε 

πξαγκαηηθφ ρξφλν (Real-Time RT-PCR) κε ηε ρξήζε θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ, ζε 

απνκνλσκέλν νιηθφ RNA. Ζ κέζνδνο εθαξκφζηεθε ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ 

(δεχγε βηνςηψλ απφ ηελ θαξθηληθή θαη παξαθείκελε κε-θαξθηληθή ζέζε) απφ αζζελείο 

κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ζηα νπνία εμεηάζηεθαλ παξάιιεια ηα επίπεδα ησλ 

πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β  θαζψο θαη ν παξάγνληαο καηίζκαηνο ASF/SF2. 

Δμαίξεζε απνηέιεζε ην δεχγνο ησλ βηνςηψλ απφ έλα αζζελή (Μ21) ζηνλ νπνίν 

ζηάζεθε αδχλαην λα απνκνλσζεί νιηθφ RNA. πλνιηθά, κεηξήζεθαλ ηα επίπεδα ηνπ 

mRNA ηξηψλ γνληδίσλ, ησλ hnRNPA1, hnRNPA2/B1 θαη ASF/SF2. 

Γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ εηδηθνί 

εθθηλεηέο γηα ην mRNA ηεο ξηβνζσκηθήο πξσηεΐλεο L32 (RPL32). Ζ ρξήζε ηεο 

RPL32 θξίζεθε σο ε πην θαηάιιειε, θαζψο ζηηο πξψηεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο 
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κε ηε κέζνδν Real-Time RT-PCR ηα επίπεδα ηνπ mRNA ηεο GAPDH, πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε αξρηθά ζαλ εζσηεξηθφο κάξηπξαο, ήηαλ θαηά πνιχ πςειφηεξα 

ζηνπο θαξθηληθνχο ηζηνχο ζε ζρέζε κε ηνπο αληίζηνηρνπο θπζηνινγηθνχο, γηα ηελ ίδηα 

πνζφηεηα νιηθνχ RNA, κε ζπλέπεηα νη πνζφηεηεο ηνπ mRNA ησλ εμεηαδφκελσλ 

γνληδίσλ λα εκθαλίδνληαη αξθεηά κεησκέλεο ζηελ θαξθηληθή ζέζε ηεο βηνςίαο έλαληη 

ηεο θπζηνινγηθήο. Σα παξαπάλσ εληζρχνληαη θαη απφ αλαθνξέο [336] πνπ 

εκθαλίδνπλ ην ελ ιφγν γνλίδην σο κε θαηάιιειν εζσηεξηθφ κάξηπξα γηα 

πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ ζηνλ θαξθίλν. 

Παιαηφηεξε έξεπλα κάιηζηα πξνηείλεη ην γνλίδην ηεο GAPDH σο πηζαλφ ζηφρν πξνο 

δηεξεχλεζε γηα θαξθηληθφ δείθηε ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, ιφγν απμεκέλεο 

δξαζηεξηνπνίεζήο ηνπ [337]. Σν ίδην ηζρχεη θαη ζε πεξηπηψζεηο ππνμίαο [338], 

θαηάζηαζε πνπ αλακέλεηαη ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ. 

Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο πνζνηηθήο κεζφδνπ PCR ζρεδηάζηεθαλ λέα δεχγε 

εθθηλεηψλ ψζηε λα δίλνπλ κνλαδηθά θαη κηθξά ζε κέγεζνο πξντφληα PCR (κέρξη 200 

βάζεηο λνπθιενηηδίσλ), θαηάιιεια γηα Real-Time PCR. Μία πξφθιεζε πνπ 

εκθαλίζηεθε αθνξνχζε ζην ζρεδηαζκφ εθθηλεηψλ πνπ λα κπνξνχλ λα δηαθνξνπνηνχλ 

ηα πξντφληα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηεο hnRNP A2/B1. Γηα ην ζθνπφ απηφ 

ζρεδηάζηεθε έλα δεπγάξη εθθηλεηψλ πνπ δίλεη έλα πξντφλ PCR αληίδξαζεο πνπ 

αληηζηνηρεί ζην ζχλνιν ησλ κεηάγξαθσλ ηνπ γνληδίνπ hnRNP Α2/Β1 (ηζνκνξθέο Α2 

θαη Β1), θαη έλα δεχηεξν πνπ αληηζηνηρεί απνθιεηζηηθά ζην mRNA ηεο ηζνκνξθήο 

Β1, φπσο παξνπζηάδεηαη ζρεκαηηθά ζηελ Δηθφλα 24. Γελ θαηέζηεη δπλαηφ λα 

ζρεδηαζηεί έλα δεπγάξη εθθηλεηψλ πνπ λα αληηζηνηρεί απνθιεηζηηθά ζην mRNA ηεο 

ηζνκνξθήο Α2. 
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Δηθόλα 24 ρεκαηηθή παξνπζίαζε ηεο δνκήο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1/A1
B
 θαη Α2/Β1 πνπ 

ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Με θίηξηλν ρξψκα παξνπζηάδνληαη ηα επηπιένλ εμφληα ησλ 

ηζνκνξθψλ A1
B
 θαη Β1. Ζ ζέζε θάζε δεχγνπο ησλ εθθηλεηψλ ζεκεηψλεηαη κε βέιε θαη αλαγξάθνληαη 

ηα αλακελφκελα κεγέζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ (δ.β.= δεχγε βάζεσλ). Οη 

δηαθνξεηηθνί ζπλδπαζκνί ησλ εθθηλεηψλ (forward primers) πνπ εληζρχνπλ είηε ηελ ηζνκνξθή Β1 είηε 

θαη ηηο δχν ηζνκνξθέο (Α2 θαη Β1) παξνπζηάδνληαη κε θφθθηλν θαη κπιε ρξψκα αληίζηνηρα. 

 

Γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ ρσξηζηά, πξνεγήζεθε ε κέηξεζε ηεο 

απνηειεζκαηηθφηεηαο (efficiency) ηεο αληίδξαζεο PCR, ζε cDNA πνπ πξνέθπςε απφ 

νιηθφ RNA θπηηάξσλ Α549 (αδελνθαξθίλσκα πλεχκνλα), κε ηε δεκηνπξγία 

πξφηππεο θακπχιεο κε δηαδνρηθέο αξαηψζεηο ηνπ cDNA. Απνδεθηέο ηηκέο, γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο, ζεσξήζεθαλ φζεο θπκάλζεθαλ ζε πνζνζηά 80-

110%. Οη ηηκέο ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο θάζε αληίδξαζεο  πξνζκεηξήζεθαλ θαηά 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ. Όιεο νη αληηδξάζεηο PCR 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ εηο ηξηπινχλ γηα θάζε δείγκα, θαη γηα θάζε δεχγνο εθθηλεηψλ, 

ελψ δείγκαηα απφ ηνλ ίδην αζζελή, θαξθηληθά θαη θπζηνινγηθά, θνξηψζεθαλ ζηηο 

ίδηεο πιάθεο πνιιαπιψλ θξεαηίσλ. 

Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζρεηηθήο, σο πξνο ηνλ εζσηεξηθφ κάξηπξα, έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ (Normalized fold expression) έγηλε κε ην εηδηθφ πξφγξακκα iQ5 ηεο 

Biorad. Όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ηεο κέηξεζεο ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ, αθνινχζεζε ε κέηξεζε ηνπ ιφγνπ ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ mRNA απφ 

ηνπο θαξθηληθνχο ηζηνχο πξνο ηα αληίζηνηρα επίπεδα απφ ηνπο θπζηνινγηθνχο ηζηνχο 

γηα θάζε αζζελή ρσξηζηά ( ιφγνο Κ/Φ).  

Πξνθεηκέλνπ λα ειεγρζνχλ νη αληηδξάζεηο θαη ηα πξντφληα ηνπο, ε Real-Time 

RT-PCR πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά ζε cDNA απφ νιηθφ RNA ησλ θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ  Α549, HCC-78, NCI-H157, HeLa θαη Wish (Δηθφλα 25) γηα ηα γνλίδηα 

hnRNP A1 θαη A2/Β1. Αθνινχζεζαλ νη αληηδξάζεηο ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ 

πλεχκνλα γηα φινπο ηνπο αζζελείο, γηα ηα γνλίδηα  hnRNP A1, A2/Β1 (Δηθφλα 26) θαη 

ASF/SF2. 
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Δηθόλα 25 Μέηξεζε ηεο ζρεηηθήο (κεηά απφ θαλνληθνπνίεζε σο πξνο RPL32) έθθξαζεο ηνπ mRNA 

ησλ hnRNP A1 θαη A2/B1 ζηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ αλαγξάθνληαη. 

 

 

Δηθόλα 26 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα ησλ κεηξήζεσλ ηεο ζρεηηθήο (κεηά απφ θαλνληθνπνίεζε σο πξνο 

RPL32) έθθξαζεο ηνπ mRNA ησλ hnRNP A1 θαη A2/B1 ζε 8 δεχγε βηνςηψλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν 

ηνπ πλεχκνλα (Φ: θπζηνινγηθφο ηζηφο Κ: θαξθηληθφο ηζηφο). 

 

Ζ ειεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε (ζε πήθησκα αγαξφδεο) (Δηθφλα 27) θαζψο θαη 

νη θακπχιεο ηήμεο ησλ πξντφλησλ ηεο PCR (Δηθφλα 28), πηζηνπνίεζαλ ηελ χπαξμε 

κνλαδηθψλ πξντφλησλ γηα θάζε δεπγάξη εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, απαξαίηεηε 

πξνυπφζεζε θαηά ηε δηελέξγεηα Real-Time PCR κε ρξήζε ηεο ρξσζηηθήο 
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SYBERGreen. Ζ βαζηθή ηθαλφηεηα ηεο ρξσζηηθήο λα ελψλεηαη κε κφξηα δίθισλνπ 

DNA, δελ επηηξέπεη ην δηαρσξηζκφ κεηαμχ παξαπάλσ ηνπ ελφο πξντφληνο κέζα ζηελ 

ίδηα αληίδξαζε PCR. ε αληίζεηε πεξίπησζε, ε εκθάληζε κεγαιχηεξνπ ζήκαηνο απφ 

ην αλακελφκελν γηα έλα κφλν πξντφλ, ζα αιινηψζεη ηηο κεηξήζεηο γηα ηελ έθθξαζε 

ελφο ζπγθεθξηκέλνπ mRNA. Δπηπιένλ, ζε θάζε αληίδξαζε πηζηνπνηήζεθε ε απνπζία 

κφιπλζεο κε εμσγελέο DNA, κε ηελ παξάιιειε ρξήζε αληίδξαζεο πνπ 

ζπκπεξηειάκβαλε φια ηα ζπζηαηηθά εθηφο απφ cDNA. 

 

 
Δηθόλα 27 Ζιεθηξνθνξεηηθφο δηαρσξηζκφο, ζε πήθησκα αγαξφδεο, ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο 

Real-Time RT-PCR ζε νιηθφ RNA απφ ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο πνπ αλαγξάθνληαη κε εθθηλεηέο γηα ην 

cDNA ησλ hnRNP A1, A2/B1θαη RPL32(Μ: Γείθηεο κνξηαθνχ βάξνπο DNA Ν: Αληίδξαζε ρσξίο 

cDNA). 
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Δηθόλα 28 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα ησλ θακπχισλ ηήμεο ησλ πξντφλησλ  ηεο Real-Time PCR κε 

ρξήζε εθθηλεηψλ γηα ην γνλίδην hnRNPA1 θαη Α2/Β1 ζε δεχγε βηνςηψλ απφ 8 αζζελείο κε θαξθίλν 

ηνπ πλεχκνλα. 

 

Σα απνηειέζκαηα απφ ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ, κεηά απφ ηε κέηξεζε 

ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ ηνπ mRNA γηα ηα γνλίδηα hnRNP A1, Α2/B1 θαη ASF/SF2 

ζπλνςίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 5. Όπσο ηζρχεη θαη ζηε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ, ηηκέο κεγαιχηεξεο ηεο κνλάδαο ραξαθηεξίδνπλ απμεκέλα επίπεδα 

έθθξαζεο ηνπ mRNA ζηελ θαξθηληθή έλαληη ηεο θπζηνινγηθήο ζέζεο ηεο βηνςίαο 

ζηνλ ίδην αζζελή (ππεξέθθξαζε), ελψ αληίζεηα ηηκέο κηθξφηεξεο ηεο κνλάδαο 

κεησκέλα επίπεδα έθθξαζεο (ππνέθθξαζε). Σν εχξνο ησλ ηηκψλ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ πνπ 

παξαηεξείηαη γηα ηα mRNA δηακνξθψλεηαη σο εμήο: hnRNP Α1: 0,2-5, hnRNP 

Α2/Β1: 0,4-207, hnRNP Β1: 0,4-14,4 θαη ASF/SF2: 0,4-2,1 (Πίλαθαο 7). Με ηελ 

εμαίξεζε ησλ αθξαίσλ ηηκψλ πνπ εκθαλίζηεθαλ ζηνπο αζζελείο Μ1 θαη Μ26 (φπσο 

είρε θαλεί θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ ζπκβαηηθνχ PCR), γηα ην mRNA ηεο hnRNP 

A2/B1, ηφζν ην εχξνο ηεο δηαθχκαλζεο ησλ ηηκψλ φζν θαη ην χςνο ησλ αιιαγψλ 

ζηελ έθθξαζε ηνπ mRNA ήηαλ κηθξφηεξεο θιίκαθαο ζπγθξηηηθά κε απηά ησλ 

πξσηετληθψλ επηπέδσλ ησλ ππφ εμέηαζε γνληδίσλ. 
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Λόγος Κ/Φ 

Κωδ. 
Ασθ.  hnRNPA1  hnRNPA2+B1  hnRNPB1  ASF/SF2  

Μ1  0.2  30  14.4  M/Δ  

Μ2  1.5  4  2.1  M/Δ 

Μ7  0.9  1.2  1.7  0.9  

Μ9  1.1  0.9  0.9  0.9  

Μ10  1.5  2.4  1.3  0.6  

Μ12  1  0.9  0.5  0.5  

Μ13  0.7  0.9  0.7  1  

Μ14  0.7  0.4  0.4  0.4  

Μ15  0.8  0.8  0.5  0.4  

Μ16  1.4  0.8  0.8  1.7  

Μ17  0.6  0.9  0.8  0.7  

Μ18  1.2  1.5  2.3  1.3  

Μ19  1.1  2.5  1.3  0.9  

Μ20  1.5  1.9  2.4  2.1  

Μ22  0.5  0.9  0.6  0.41  

Μ23  1.8  1.5  1.5  2  

Μ24  0.8  1.3  0.7  0.5  

M25  3.4  2.8  1.6  M/Δ 

M26  0.7  207  M/Δ M/Δ 

M27  5  4  4.6  M/Δ 
Πίλαθαο 5 Λφγνο ησλ ζρεηηθψλ (σο πξνο RPL32) επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ ππφ εμέηαζε mRNAs ζηνλ 

θαξθηληθφ (Κ) σο πξνο ηνλ παξαθείκελν θπζηνινγηθφ (Φ) ηζηφ (Λφγνο Κ/Φ) ζην ζχλνιν ησλ αζζελψλ 

κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (Μ/Γ: Με Γηαζέζηκε Σηκή).  
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Αλαθνξηθά κε ηα  επίπεδα ηνπ mRNA, θαη ζε αληηδηαζηνιή κε ηα πξσηετληθά 

επίπεδα, δελ παξαηεξήζεθε ζην ζχλνιν ησλ αζζελψλ ππεξέθθξαζε ησλ hnRNP A/B 

ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ έλαληη ηνπ θπζηνινγηθνχ. Με θαηψθιη αιιαγψλ ζην ιφγν Κ/Φ 

κεγαιχηεξν απφ 1,5 θνξέο (> 1.5x), δειαδή ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηνλ θαξθηληθφ 

ηζηφ λα είλαη ηνπιάρηζηνλ κηάκηζε θνξά κεγαιχηεξε απφ ηελ αληίζηνηρε ηνπ 

θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ζηνλ ίδην αζζελή (Πίλαθαο 6), παξαηεξήζεθε ππεξέθθξαζε ησλ 

επηπέδσλ mRNA ζε έλα πνζνζηφ  πεξίπνπ 40% γηα  hnRNP A2/Β1 ή Β1 ρσξηζηά. Σν 

πνζνζηφ απηφ θπκαίλεηαη ζην ίδην επίπεδν κε απηφ ησλ αιιαγψλ ζηελ έθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο hnRNP A2/B1 (43%) (Πίλαθαο 3). Αληίζεηα ζηελ πεξίπησζε ηεο hnRNP 

A1 εκθαλίζηεθε εληππσζηαθή δηαθνξά αλάκεζα ζηα επίπεδα πξσηεΐλεο θαη mRNA, 

εθφζνλ ην πνζνζηφ ππεξέθθξαζεο ηνπ mRNA θηάλεη κφλν ην 15% έλαληη ηνπ 76% 

γηα ηα πξσηετληθά επίπεδα. Σέινο, γηα ηνλ παξάγνληα ASF/SF2 ην πνζνζηφ 

ππεξέθθξαζεο ηνπ mRNA είλαη 20% έλαληη 31% γηα ηελ αληίζηνηρε πξσηεΐλε. 

 

 

 

hnRNPA1  hnRNPA2+B1  hnRNPB1  ASF/SF2  
Καηώθιη 

ιόγνπ  

>1.5 3/20  8/20  7/19  3/15  
 Πνζνζηά 

ππεξέθθξαζεο 15%  40%  37%  20%  
Πίλαθαο 6 Αξηζκφο πεξηπηψζεσλ θαη πνζνζηφ ησλ ιφγσλ Κ/Φ πνπ μεπεξλνχλ ην θαηψθιη ηνπ 1,5 

(ρεηηθή έθθξαζε ηνπ mRNA ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ηνπιάρηζηνλ κηάκηζε θνξά απηήο ζην θπζηνινγηθφ 

ηζηφ). 

 

ε άκεζε ζχγθξηζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ ησλ επηπέδσλ πξσηεΐλεο θαη ηνπ 

αληίζηνηρνπ mRNA, παξαηεξήζεθε ζηελ πεξίπησζε ηεο  hnRNP A1 έλα πνζνζηφ 

35% (7/20) ησλ βηνςηψλ κε αληίζεηε ξχζκηζε, δειαδή ππεξέθθξαζε ησλ 

πξσηετληθψλ επηπέδσλ θαη ππνέθθξαζε (ιφγνο Κ/Φ<1) ηνπ mRNA, κε 

ραξαθηεξηζηηθά παξαδείγκαηα ηνπο αζζελείο Μ1, Μ22 θαη Μ26 (Δηθφλα 29). Αθφκα 

πςειφηεξν πνζνζηφ (53%, 8/15) ζεκεηψζεθε ζηελ  πεξίπησζε ηεο ASF/SF2 (Δηθφλα 

31). ηελ πεξίπησζε ηεο hnRNP Α1 φπνπ παξαηεξήζεθε παξάιιειε ππεξέθθξαζε 

πξσηεΐλεο θαη mRNA ζε 8 απφ ηηο 20 πεξηπηψζεηο αζζελψλ, ε ππεξέθθξαζε ηεο 

πξσηεΐλεο ήηαλ πνιχ κεγαιχηεξε απφ ηελ αληίζηνηρε ηνπ mRNA. Όζνλ αθνξά ηελ 

πξσηεΐλε hnRNP A2/B1, αληίζεηε ξχζκηζε  παξαηεξήζεθε ζε ζπγθξηηηθά κηθξφηεξν 
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πνζνζηφ (15%, 3/20), κε κία νξηαθή πεξίπησζε ελφο αζζελή (Μ7), φπνπ ν ιφγνο Κ/Φ 

ηφζν γηα ηελ πξσηεΐλε φζν θαη γηα ην mRNA πιεζίαδε ηε κνλάδα (δειαδή απνπζία 

ζεκαληηθήο δηαθχκαλζεο). Δπίζεο ζε κία πεξίπησζε (Μ26) ε ππεξέθθξαζε ηνπ 

mRNA ήηαλ πνιχ κεγαιχηεξνπ βαζκνχ απφ απηή ηεο πξσηεΐλεο (Δηθφλα 30).  

 

 

 

Δηθόλα 29 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ) ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο θαη ηνπ mRNA ηεο hnRNP Α1, ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα ζην ζχλνιν 

ησλ αζζελψλ. 
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Δηθόλα 30 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ) ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο θαη ηνπ mRNA ηεο hnRNP Α2/Β1, ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα ζην 

ζχλνιν ησλ αζζελψλ. 

 

 

 

Δηθόλα 31 πγθξηηηθή παξνπζίαζε ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (Καξθηληθφ/Φπζηνινγηθφ) ησλ ζρεηηθψλ επηπέδσλ 

έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο θαη ηνπ mRNA ηεο ASF/SF2, ζηα δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα ζην ζχλνιν 

ησλ αζζελψλ. 

 

Απφ ηα παξαπάλσ ζπλεπάγεηαη φηη ε ζχγθξηζε ησλ θαξθηλνεμαξηψκελσλ 

αιιαγψλ ηεο hnRNP Α1 θαη ηνπ παξάγνληα ASF/SF2 ζε δεχγε βηνςηψλ 

(θαξθηληθφο/θπζηνινγηθφο ηζηφο), απφ ηνλ ίδην αζζελή κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα 

ηχπνπ ΜΜΚΠ, νδεγεί ζηελ έιιεηςε γεληθήο  αληηζηνηρίαο κεηαμχ ησλ επηπέδσλ 
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πξσηεΐλεο θαη mRNA. Δπηζεκαίλεηαη ε εληππσζηαθή δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ 

πξσηετληθψλ επηπέδσλ θαη ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA ζηελ πεξίπησζε ηεο hnRNP Α1. 

Γεληθά, ε ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλψλ απηψλ ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ δελ ζπλνδεχεηαη 

απφ αληίζηνηρεο αιιαγέο ζην επίπεδν ηνπ mRNA ησλ ίδησλ ησλ πξσηετλψλ. 

Γηα ηελ πεξίπησζε ηεο hnRNP Α2/Β1 φκσο δε θαίλεηαη λα ηζρχεη ε ίδηα 

παξαηήξεζε, εθφζνλ ηα πνζνζηά ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ θαη ηνπ mRNA 

πιεζηάδνπλ ζε κεγάιν βαζκφ. Απφ ηηο 9 πεξηπηψζεηο αζζελψλ κε ππεξέθθξαζε ησλ 

πξσηετληθψλ ηνπο επηπέδσλ, ζηηο 6 παξαηεξείηαη θαη αληίζηνηρε ππεξέθθξαζε ηνπ 

mRNA, ζχκθσλα κε ηα φξηα πνπ έρνπλ νξηζηεί γηα ηελ θάζε πεξίπησζε. ηηο 

ελαπνκείλαληεο 3 πεξηπηψζεηο, ε κία (Μ18) εκθαλίδεη νξηαθή αχμεζε ηνπ mRNA 

ζηελ θαξθηληθή θαηάζηαζε έλαληη ηεο θπζηνινγηθήο ζχκθσλα κε ην θαηψθιη πνπ 

νξίζηεθε (Κ/Φ=1,5), θαη γη‟ απηφ ην ιφγν δελ πξνζκεηξάηε ζην ζχλνιν, ελψ ζε κία 

πεξίπησζε (Μ21) δελ κεηξήζεθαλ ηα επίπεδα ηνπ mRNA ιφγν αδπλακίαο 

απνκφλσζεο νιηθνχ RNA απφ ηηο βηνςίεο. 

Όπσο ζηελ πεξίπησζε πξνζδηνξηζκνχ ηεο ζεκαληηθφηεηαο ηεο ππεξέθθξαζεο 

ησλ πξσηετλψλ, έηζη θαη ζηε κειέηε ηνπ mRNA πξαγκαηνπνηήζεθε ν ζηαηηζηηθφο 

έιεγρνο πξνζεκαζκέλεο δηάηαμεο ηνπ Wilcoxon (signed-rank test). Οη ηηκέο p γηα 

θάζε mRNA εκθαλίδνληαη ζην ζπγθεληξσηηθφ Πίλαθα 7, φπνπ παξνπζηάδνληαη θαη ηα 

ζπγθεληξσηηθά ζηνηρεία ηνπ εχξνπο δηαθχκαλζεο θαη ηεο ζπρλφηεηαο ππεξέθθξαζεο 

ηνπ mRNA ησλ ππφ εμέηαζε πξσηετλψλ. Παξαηεξήζεθε φηη ε ηηκή p γηα ηα επίπεδα 

ηνπ mRNA ησλ ππφ εμέηαζε πξσηετλψλ είλαη κεγαιχηεξε ηνπ 0,01, άξα ζε επίπεδν 

ζεκαληηθφηεηαο 99% δε κπνξνχκε λα απνξξίςνπκε ηε κεδεληθή ππφζεζε θαη 

επνκέλσο ηα επίπεδα ηνπ mRNA δε δηαθέξνπλ ζεκαληηθά κεηαμχ θαξθηληθψλ θαη 

θπζηνινγηθψλ ηζηψλ. Μνλαδηθή εμαίξεζε θαίλεηαη λα απνηειεί ην mRNA ηεο hnRNP 

A2/Β1 (ην ζχλνιν ησλ κεηάγξαθσλ θαη ησλ δχν ηζνκνξθψλ), ηα επίπεδα ηνπ νπνίνπ 

δηαθνξνπνηνχληαη αλάκεζα ζηνλ θαξθηληθφ θαη θπζηνινγηθφ ηζηφ (επίπεδν 

ζεκαληηθφηεηαο 95%). 
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Γ1.3 Γηεξεύλεζε ηεο ζρέζεο κεηαμύ ησλ πξνηύπσλ έθθξαζεο πξσηετλώλ hnRNP 

A/B, ASF/SF2 θαη ηνπ ελαιιαθηηθνύ καηίζκαηνο γνληδίσλ κε εκπινθή ζηελ 

θαξθηληθή εμαιιαγή. 

 

ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο, ιακβάλνληαο ππφςε ηελ ζεκαζία ηεο 

εκπινθήο ηνπ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ζηνλ θαξθίλν θαη ηελ ζπκκεηνρή πξσηετλψλ 

hnRNP Α/Β θαη ASF/SF2, έγηλε κηα πξνζπάζεηα λα δηεξεπλεζεί θαηά πφζν νη 

παξαηεξνχκελεο αιιαγέο ζηα επίπεδα ησλ πξσηετλψλ απηψλ κεηαμχ θπζηνινγηθνχ 

θαη θαξθηληθνχ ηζηνχ απφ ηνλ ίδην αζζελή κπνξνχλ λα ζπζρεηηζηνχλ κε ην πξφηππν 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ επηιέρζεθε 

ην νγθνγνλίδην CD44, ηνπ νπνίνπ ην pre-mRNA ππφθεηηαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα 

κε ηελ ελζσκάησζε εμνλίσλ ησλ νπνίσλ ε παξνπζία έρεη ζπζρεηηζηεί κε 

πξνρσξεκέλα ζηάδηα θαξθηληθήο εμαιιαγήο.  

Δπηπιένλ, βαζηδφκελνη ζε πξφζθαηε κειέηε ε νπνία θαηέδεημε κηα ζεηξά 

γνληδίσλ ησλ νπνίσλ ην pre-mRNA ππφθεηηαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαη απνηειεί 

mRNA-ζηφρν ησλ hnRNP A/B [339], επηιέρηεθαλ πξνο δηεξεχλεζε ζρεηηθά γνλίδηα 

φπσο ηα CASP9, MAP4K4, LRDD θαη PPP3CB. 

Γηα ηε δηεξεχλεζε πηζαλψλ ζπζρεηηζκψλ κεηαμχ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο 

ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ θαη αιιαγψλ ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ hnRNP Α/Β 

Δπίπεδα mRNA  

Λόγοσ Κ/Φ 

Εφροσ διακφμανςησ 

τιμών 

Συχνότητα 

υπερζκφραςησ     

Κ/Φ>1.5 

(αρ. περιπτώςεων) 

Signed-rank test 
Σημαντικότητα (p) 

hnRNP A1 0,2 – 5,0 15 %    (3/20) 0,6407 

hnRNP A2/B1 0,4 – 30,0 40 %    (8/20) 0,0196 

hnRNP B1 0,4 – 14,4 37 %    (7/19) 0,1650 

ASF-SF2 0,1 – 19,0 20 %    (3/15) 0,1182 

Πίλαθαο 7 πγθεληξσηηθφο πίλαθαο ηνπ εχξνπο δηαθχκαλζεο ηηκψλ ηνπ ιφγνπ Κ/Φ (κε αθαίξεζε ησλ 

αθξαίσλ ηηκψλ), ηεο ζπρλφηεηαο ππεξέθθξαζεο θαη ηεο ζεκαληηθφηεηαο ηνπ ζηαηηζηηθνχ έιεγρνπ 

(ππφζεζε Wilcoxon), γηα ηα mRNA πνπ εμεηάζηεθαλ. 
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θαη ASF/SF2, δηελεξγήζεθαλ πεηξάκαηα RT-PCR ζε νιηθφ RNA απφ ηα ίδηα δεχγε 

βηνςηψλ (θαξθηληθφο θαη θπζηνινγηθφο ηζηφο) πνπ πξνζδηνξίζηεθαλ ηα επίπεδα ηνπο. 

Σα δεχγε βηνςηψλ επηιέρζεθαλ κε θξηηήξην ην ιφγν Κ/Φ πνπ εκθάληζαλ ζηε κειέηε 

ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ θαη πεξηειάκβαλαλ αληηπξνζσπεπηηθά δεχγε 

πςειήο θαη ρακειήο έθθξαζεο (ιφγνο Κ/Φ>10 θαη πεξίπνπ 1-2, αληίζηνηρα) Πίλαθαο 

8. 

 

Γ1.3.1 πζρέηηζε πξσηετληθώλ επηπέδσλ ησλ hnRNP Α1, ASF/SF2 θαη ηεο 

έθθξαζεο ηζνκνξθώλ ηνπ νγθνγνληδίνπ CD44. 

 

Σν γνλίδην CD44 θσδηθεχεη κηα νηθνγέλεηα κνξίσλ πνπ απαξηίδεηαη απφ 

πνιιέο ηζνκνξθέο. Σα κφξηα απηά είλαη δηακεκβξαληθέο πξσηεΐλεο κε γιπθνδηνκέλν 

ην εμσθπηηάξην κέξνο ηνπο θαη απνηεινχλ ηνπο θχξηνπο ππνδνρείο ηνπ παινπξνληθνχ 

νμένο, ελψ δέλνπλ θαη γιπθνπξσηεΐλεο ηνπ εμσθπηηαξηθνχ ζθειεηνχ (matrix) φπσο 

θνιιαγφλν θαη θηκπξνλεθηίλε. CD44 έρεη αληρλεπηεί κφλν ζε αλψηεξνπο 

νξγαληζκνχο ελψ παξνπζηάδεη πςειά ζπληεξεκέλε ακηλνμηθή αιιεινπρία κεηαμχ 

ησλ εηδψλ [340]. Ζ πξσηετληθή πνιπκνξθία ηνπ γνληδίνπ παξάγεηαη ηφζν απφ κεηα-

κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο φζν θαη απφ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Σν ελαιιαθηηθφ 

κάηηζκα αθνξά θπξίσο 10 εμφληα ηεο εμσθπηηάξηαο πεξηνρήο ηα νπνία αλαθέξνληαη 

σο v1-10 [341] (Δηθφλα 32). Ζ κε ζπκκεηνρή ησλ εμνλίσλ v1-10 δίλεη ηελ 

αλαθεξφκελε σο βαζηθή (standard) κνξθή ηνπ CD44, ελψ ε ζπκκεηνρή φισλ ή 

κέξνπο ησλ v1-10 ηελ θαξθηλνεμαξηψκελε κνξθή CD44. 

 

 

 

Δηθόλα 32 ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο δνκήο ησλ εμνλίσλ ηνπ CD44. Με v ραξαθηεξίδνληαη ηα 10 

εμφληα (v1-v10) πνπ ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, θαη ησλ νπνίσλ ζεκεηψλεηαη ην κέγεζνο 

(αξηζκφο βάζεσλ). 
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Σν CD44 έρεη κειεηεζεί γηα ην κεηαζηαηηθφ δπλακηθφ πνπ θαίλεηαη λα 

πξνζδίδεη ζηα θαξθηληθά θχηηαξα ζε δηάθνξνπο ηχπνπο θαξθίλνπ. Απηφ απνδίδεηαη 

ζηε θπζηνινγηθή ηνπ δξαζηεξηφηεηα, πνπ είλαη ε δηαηήξεζε ηζηψλ θαη νξγάλσλ, κε 

ελεξγφ ξφιν ζηε ζπγθφιιεζε κεηαμχ θπηηάξσλ θαζψο θαη θπηηάξσλ θαη 

εμσθπηηαξηθνχ ζθειεηνχ [342]. Δπίζεο, νη αιιαγέο ηφζν ζε επίπεδν έθθξαζεο 

πξσηεΐλεο (ππεξέθθξαζε ή ππνέθθξαζε) φζν θαη ηζνκνξθηθψλ ηχπσλ, ζπζρεηίδνληαη 

κε ηελ εμέιημε ηεο θαξθηλνγέλεζεο θαη ην κεηαζηαηηθφ δπλακηθφ. Δηδηθφηεξα, έρεη 

κειεηεζεί ε έθθξαζε ηνπ CD44 ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα [343-348]. Οη κειέηεο 

έρνπλ απνδψζεη ηδηαίηεξε έκθαζε ζηελ παξνπζία ηηο ηζνκνξθήο v6 [344, 349, 350] ε 

νπνία θαίλεηαη λα ζρεηίδεηαη θπξίσο κε ην κε-κηθξνθπηηαξηθνχ ηχπνπ θαξθίλσκα εθ 

πιαθψδνπο επηζειίνπ (squamous), θαη φρη κε ην κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα [351]. Δπηζεκαίλεηαη επίζεο ε ζρέζε κεηαμχ αιιαγψλ ζηελ έθθξαζε 

πξσηετλψλ κε εκπινθή ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, φπσο νη πξσηεΐλεο SR θαη νη 

hnRNP, θαη ησλ πξφηππσλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ CD44 [352-355].  

ηελ παξνχζα δηαηξηβή κειεηήζεθαλ ηα πξφηππα έθθξαζεο ηνπ CD44, ηα 

νπνία πξνθχπηνπλ απφ ελαιιαθηηθφ κάηηζκα, κεηαμχ ηεο θαξθηληθήο θαη 

θπζηνινγηθήο ζέζεο ζηα δεχγε βηνςηψλ, κε ζηφρν ηελ πηζαλή ζπζρέηηζε ηνπο κε ηηο 

θαξθηλνεμαξηψκελεο αιιαγέο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 

πξσηετλψλ hnRNP Α1, θαη ASF/SF2. Ηδηαίηεξε ζεκαζία δφζεθε ζηελ παξαηήξεζε 

απφ ηνπο Matter θαη ζπλεξγάηεο γηα ζπκκεηνρή ηεο hnRNP A1 ζην ελαιιαθηηθφ 

κάηηζκα ηνπ CD44 [356]. 

ε κία πξψηε πξνζέγγηζε πξαγκαηνπνηήζεθε RT-PCR κε ηε ρξήζε εθθηλεηψλ 

(Fs/Rs) νη νπνίνη επηιέρηεθαλ κε βάζε ηελ εξγαζία ησλ Salles θαη ζπλεξγαηψλ [357] 

(Δηθφλα 33) γηα ηε βαζηθή κνξθή CD44s θαη ηπρφλ άιισλ θαξθηλνεμαξηψκελσλ 

κνξθψλ, ζηηο θαξθηληθέο θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα, A549, NCI-H157 θαη 

HCC-78, γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ πξνηχπσλ ηνπ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ 

CD44 ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. ηελ αλάιπζε απηή, εθηφο απφ ηελ αλακελφκελε 

βαζηθή κνξθή CD44s κε κέγεζνο 266 βάζεηο , πνπ αληρλεχζεθε ζε φιεο ηηο ζεηξέο, 

παξαηεξήζεθαλ 4 αθφκα κνξθέο κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο, θπξίσο ζηελ ζεηξά 

HCC-78 (Δηθφλα 33). Οη κνξθέο απηέο αληηπξνζσπεχνπλ άιινπο ηζνκνξθηθνχο 

ηχπνπο ηεο πξσηεΐλεο, νη νπνίνη πεξηιακβάλνπλ ζπλδπαζκνχο εμνλίσλ v1-v10 πνπ 

ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. 

Αθνινχζεζε ε δηελέξγεηα RT-PCR ζηα 4 αληηπξνζσπεπηηθά δεχγε βηνςηψλ, 

φπσο παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 8. Δπηιέρηεθαλ 2 δεχγε κε πςειφ ιφγν Κ/Φ γηα 
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ηελ hnRNPA1 (έλα αδελνθαξθίλσκα, θσδηθφο αζζελή Μ20, θαη έλα θαξθίλσκα εθ 

πιαθψδνπο επηζειίνπ, Μ19), έλα δεχγνο κε ζρεηηθά ρακειή ππεξέθθξαζε ζην 

θαξθηληθφ ηζηφ (Μ16) θαη έλα δεχγνο ρσξίο ζεκαληηθή αιιαγή ησλ επηπέδσλ ηεο Α1 

(Μ17). Σν δεχγνο απφ ηνλ αζζελή Μ20 παξνπζηάδεη επηπιένλ πςειφ ιφγν Κ/Φ γηα 

ASF/SF2.  

 

 

 Λφγνο Κ/Φ 

 M16 M17 M19 M20 

hnRNP A1 2,5 1,2 23,3 21,5 

ASF/SF2 0,9 1,5 1,5 19,1 

Πίλαθαο 8 Λφγνο Κ/Φ ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1 θαη ASF/SF2 ζηα αληηπξνζσπεπηηθά δεχγε βηνςηψλ 

πνπ επηιέρηεθαλ γηα ηνλ έιεγρν ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ γνληδίνπ CD44. 

 

Ζ δηελέξγεηα RT-PCR κε ην δεχγνο εθθηλεηψλ Fs/Rs ζηηο βηνςίεο, παξνπζίαζε 

κηα πιεζψξα πξντφλησλ. Ζ παξνπζία ηεο βαζηθήο κνξθήο CD44s ήηαλ εκθαλήο ζε 

φιεο ηηο βηνςίεο ηφζν ζηνλ θαξθηληθφ φζν θαη ζην θπζηνινγηθφ ηζηφ (Δηθφλα 33) (ε 

ραξαθηεξηζηηθή δψλε ηνπ κηθξφηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο). Δπίζεο επηζεκαίλεηαη ε 

παξνπζία πξντφλησλ κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο (1-4), ηα νπνία εληνπίζηεθαλ 

θαηά θχξην ιφγν ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά HCC-78. Σα πξντφληα απηά, κε εμαίξεζε ηελ 

θαξθηληθή ζέζε ηνπ δεχγνπο Μ16, εκθαλίδνληαη ηφζν ζηνλ θαξθηληθφ φζν θαη 

θπζηνινγηθφ ηζηφ ηνπ πλεχκνλα. 
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Δηθόλα 33 Α: ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο ζέζεο ηνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ Fs/Rs ζην CD44. Με θφθθηλν 

ζεκεηψλνληαη ηα εμφληα ηνπ βαζηθνχ καηίζκαηνο, κε γαιάδην ηα εμψληα πνπ ππφθεηληαη ζε 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Β: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-

PCR ζε νιηθφ RNA απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα. Με ηα βέιε 1-4 ζεκεηψλνληαη ηα πξντφληα 

ηεο αληίδξαζεο επηπιένλ ηεο βαζηθήο κνξθήο CD44s. Γ: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ 

πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ζε νιηθφ RNA απφ δεχγε βηνςηψλ. Με 1-4 ζεκεηψλνληαη ηα πξντφληα πνπ 

ιφγν κεγέζνπο ηαπηίδνληαη κε απηά ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ. (Κ:Καξθηληθφ Φ:Φπζηνινγηθφ 

Μ:Μνξηαθφο δείθηεο DNA γηα ζχγθξηζε ηνπ κεγέζνπο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-PCR 

Α:Αξλεηηθφο κάξηπξαο) 

 

Μνλαδηθή νπζηψδεο κεηαβνιή ζην πξφηππν καηίζκαηνο κεηαμχ θαξθηληθνχ θαη 

θπζηνινγηθνχ ηζηνχ εκθαλίζηεθε ζην δεχγνο Μ20, κε ηελ πςειή ππεξέθθξαζε ησλ 

hnRNP A1 θαη ASF/SF2 (ιφγνο Κ/Φ>10, Πίλαθαο 8), φπνπ εληζρχζεθαλ ηα πξντφληα 

1 θαη 3 ζηελ θαξθηληθή ζέζε ηνπ ηζηνχ.  

Γηα πην ελδειερή έιεγρν ησλ πξνηχπσλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ηνπ 

γνληδίνπ CD44 πξαγκαηνπνηήζεθε λέα ζεηξά αληηδξάζεσλ RT-PCR ζηα ίδηα 

δείγκαηα βηνςηψλ, κε εθθηλεηέο πνπ επηιέγνπλ ζπγθεθξηκέλα εμφληα ησλ v1-v10. Γηα 

ην ζθνπφ απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ην δεχγνο εθθηλεηψλ Fs/Rv8 γηα ηελ επηινγή ηνπ 

εμνλίνπ v8 (Δηθφλα 34) θαζψο επίζεο θαη ην δεχγνο Fs/Rv6 γηα επηινγή ηνπ εμνλίνπ 

(Δηθφλα 35). Ζ επηινγή ησλ εμνλίσλ v6 θαη v8 ζηεξίρηεθε ζε ζρεηηθέο  αλαθνξέο 
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ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα [350, 358-360]. Ζ αλάιπζε ησλ πξντφλησλ ηεο 

αληίδξαζεο RT-PCR έγηλε παξάιιεια ζε νιηθφ RNA απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ 

πλεχκνλα (Α549, H157 θαη HCC-78) θαη βηνςίεο. 

 

 

Δηθόλα 34 Α: ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο ζέζεο ηνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ Fs/Rv8 ζην CD44. Με θφθθηλν 

ζεκεηψλνληαη ηα εμφληα ηνπ βαζηθνχ καηίζκαηνο, κε γαιάδην ηα εμψληα πνπ ππφθεηληαη ζε 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Β: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-

PCR ζε νιηθφ RNA απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα. Με ηα βέιε 1-3 ζεκεηψλνληαη ηα πξντφληα 

ηεο αληίδξαζεο επηπιένλ ηεο αλακελφκελεο κνξθήο CD44v8. Γ: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ζε νιηθφ RNA απφ δεχγε βηνςηψλ. Με 1-3 ζεκεηψλνληαη ηα 

πξντφληα πνπ ιφγν κεγέζνπο ηαπηίδνληαη κε απηά ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ. (Κ:Καξθηληθφ 

Φ:Φπζηνινγηθφ Μ:Μνξηαθφο δείθηεο DNA γηα ζχγθξηζε ηνπ κεγέζνπο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο 

RT-PCR Α:Αξλεηηθφο κάξηπξαο) 

 

 

ηελ πεξίπησζε ησλ αληηδξάζεσλ κε ρξήζε ησλ εθθηλεηψλ Fs/Rv8, 

επηιεγκέλσλ γηα ηελ ηζνκνξθή CD44v8 (Δηθφλα 34), παξαηεξήζεθαλ ζηηο θπηηαξηθέο 

ζεηξέο, εθηφο απφ ην κηθξφηεξνπ κεγέζνπο πξντφλ (CD44v8) επηπιένλ ηξεηο δψλεο 
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πξντφλησλ (1-3 ζηελ εηθφλα), πνπ ππνδειψλνπλ παξνπζία ηνπ εμσλίνπ v8. ε 

αλαινγία κε ηε ρξήζε ησλ εθθηλεηψλ Fs/Rs γηα ηε βαζηθή κνξθή, ην αλακελφκελν 

πξντφλ CD44v8 εληνπίδεηαη ζε φια ηα δείγκαηα βηνςηψλ (θαξθηληθή θαη θπζηνινγηθή 

ζέζε). Δπίζεο, νη κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο δψλεο 1-3 πνπ εληνπίζηεθαλ ζηηο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο, ηαπηνπνηήζεθαλ κε βάζε ην κνξηαθφ κέγεζνο θαη ζηα δείγκαηα 

ησλ βηνςηψλ, κε εμαίξεζε ηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ηνπ δεχγνπο Μ16. Δπηζεκαίλεηαη ε 

πιένλ ζεκαληηθή δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ ησλ πξνηχπσλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο, 

θαξθηληθνχ θαη θπζηνινγηθνχ ηζηνχ, ζηελ πεξίπησζε ησλ δεπγψλ Μ19 θαη Μ20 κε 

ππεξέθθξαζε ηεο hnRNP A1 (κεησκέλε παξνπζία ηνπ πξντφληνο 2 θαη αχμεζε ηνπ 1 

ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ έλαληη ηνπ θπζηνινγηθνχ). 

Παξνκνίσο κε ρξήζε ησλ εθθηλεηψλ Fs/Rv6, επηιεγκέλσλ γηα ηελ ηζνκνξθή 

CD44v6, παξαηεξήζεθαλ ζηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο ηξεηο δψλεο πξντφλησλ (1-3) 

επηπιένλ ηνπ πξντφληνο CD44v6. Σν πξντφλ Cd44v6 εληνπίζηεθε, κε δηαθνξεηηθή 

έληαζε, θαη ζε φιεο ηηο βηνςίεο (θαξθηληθή θαη θπζηνινγηθή ζέζε ηζηνχ) (Δηθφλα 35).  
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Δηθόλα 35  Α: ρεκαηηθή παξάζηαζε ηεο ζέζεο ηνπ δεχγνπο εθθηλεηψλ Fs/Rv6 ζην CD44. Με 

θφθθηλν ζεκεηψλνληαη ηα εμφληα ηνπ βαζηθνχ καηίζκαηνο, κε γαιάδην ηα εμψληα πνπ ππφθεηληαη ζε 

ελαιιαθηηθφ κάηηζκα. Β: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-

PCR ζε νιηθφ RNA απφ θπηηαξηθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα. Με ηα βέιε 1-3 ζεκεηψλνληαη ηα πξντφληα 

ηεο αληίδξαζεο επηπιένλ ηεο αλακελφκελεο κνξθήο CD44v6. Γ: Ζιεθηξνθφξεζε ζε πήθησκα 

αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ζε νιηθφ RNA απφ δεχγε βηνςηψλ. Με 1-2 ζεκεηψλνληαη ηα 

πξντφληα πνπ ιφγν κεγέζνπο ηαπηίδνληαη κε απηά ησλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ. (Κ:Καξθηληθφ 

Φ:Φπζηνινγηθφ Μ:Μνξηαθφο δείθηεο DNA γηα ζχγθξηζε ηνπ κεγέζνπο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο 

RT-PCR Α:Αξλεηηθφο κάξηπξαο) 

 

 Όπσο θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ εθθηλεηψλ Fs/Rv8, παξαηεξήζεθε δηαθνξνπνίεζε 

ζηα πξφηππα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο, ζηα δεχγε Μ19 θαη Μ20, κε ην κεγαιχηεξν 

ιφγν Κ/Φ γηα ηελ πξσηεΐλε hnRNP A1, κε ηελ εκθάληζε ελφο επηπιένλ πξντφληνο 

κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο ζηε ζέζε ηνπ θαξθηληθνχ ηζηνχ έλαληη ηνπ 

θπζηνινγηθνχ. εκεηψλεηαη επίζεο φηη παξαηεξήζεθε ελίζρπζε ηνπ πξντφληνο 1 ζηνλ 

θαξθίλν.  
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Γ1.3.2 Πηζαλή ζρέζε ησλ πξνηύπσλ έθθξαζεο πξσηετλώλ hnRNP Α/Β θαη 

ελαιιαθηηθνύ καηίζκαηνο γνληδίσλ κε ζπκκεηνρή ζηελ απόπησζε. 

 

Ζ δηεξεχλεζε ηεο ζπζρέηηζεο ησλ επίπεδσλ πξσηετλψλ hnRNP κε ηα πξφηππα 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ, επεθηάζεθε ζε άιια γνλίδηα ηα 

νπνία ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαη ησλ νπνίσλ ην mRNA δηαζπλδέεηαη 

άκεζα ή έκκεζα κε ηηο πξσηεΐλεο hnRNP Α1 θαη Α2. Ζ κειέηε απηή ζηεξίρηεθε ζηελ 

πξφζθαηε δεκνζίεπζε ησλ Venables J. Καη ζπλεξγαηψλ [339] ζηελ νπνία ε έγηλε 

ρξήζε siRNA γηα ηε ζίγεζε γνληδίσλ 14 hnRNP, κεηαμχ ησλ νπνίσλ νη πξσηεΐλεο 

hnRNP Α1 θαη Α2/Β1. Ζ κειέηε αθνξνχζε 3 θπηηαξηθέο ζεηξέο (HeLa, PC-3 -

θαξθίλνο ηνπ πξνζηάηε- θαη BJT αζαλαηνπνηεκέλε ζεηξά δέξκαηνο) φπνπ 

παξαηεξήζεθαλ αιιαγέο ζην πξφηππν ηνπ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο κηαο ζεηξάο 

απνπησηηθψλ γνληδίσλ. Γηα ηε δηελέξγεηα κεζφδνπ RT-PCR, νη ζπγγξαθείο ζρεδίαζαλ 

εηδηθνχο εθθηλεηέο πξνθεηκέλνπ λα εληζρχζνπλ δχν ελαιιαθηηθέο κνξθέο ηνπ mRNA 

επηιεγκέλσλ γνληδίσλ. Οη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ επηπέδσλ ησλ ηζνκνξθψλ θάζε 

γνληδίνπ, ζπζρεηίζηεθαλ κε ηε ζίγεζε ησλ hnRNP.  

Με βάζε ηελ παξαπάλσ αλαθνξά έγηλε κηα πηινηηθή κειέηε ζηα πιαίζηα ηεο 

παξνχζαο δηαηξηβήο κε ηελ επηινγή 4 γνλίδησλ, ζε ηξία εθ ησλ νπνίσλ ηα πξφηππα 

ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ζρεηίδνληαη κε ηελ έθθξαζε ηεο hnRNP Α1 θαη ζε έλα κε 

ηελ hnRNP A2. Γηα ηελ hnRNP Α1 επηιέρηεθαλ ηα απνπησηηθά γνλίδηα θηλάζε 

MAP4K4 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4), θσζθαηάζε 

PPP3CB (protein phosphatase 3 catalytic subunit, beta isoform) θαη ε πξσηεΐλε 

LRDD (leucine-rich repeats and death domain containing), ελψ γηα ηελ hnRNP A2 ην 

γνλίδην ηεο θαζπάζεο CASP9 (caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase). Με 

ηε ρξήζε ησλ αληίζηνηρσλ δεπγψλ εθθηλεηψλ πνπ πξνηείλνληαη γηα θάζε γνλίδην, 

πξαγκαηνπνηήζεθε RT-PCR ζε 5 δεχγε βηνςηψλ ηνπ πλεχκνλα (θαξθηληθφο θαη 

θπζηνινγηθφο ηζηφο). Όπσο θαη γηα ην CD44, ε επηινγή ησλ βηνςηψλ έγηλε κε 

θξηηήξην ηνπο ιφγνπο Κ/Φ ησλ πξσηετληθψλ ηνπο επηπέδσλ γηα hnRNP A1 θαη hnRNP 

A2/B1 (Πίλαθαο 9). Δπηιέρηεθαλ 4 δεχγε (Μ10, Μ18, Μ20, Μ24) κε ππεξέθθξαζε 

ηεο hnRNP A1 αιιά θαη ηεο Α2/Β1 ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ θαζψο θαη έλα δεπγάξη 

(Μ17) ρσξίο ζεκαληηθή αιιαγή ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ δχν πξσηετλψλ (ιφγνο 

Κ/Φ~1).  
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 Λφγνο Κ/Φ 

M10 M17 M18 M20 Μ24 

hnRNP A1 13,2 1,2 30 21,5 21,3 

hnRNP A2/Β1 4,9 1 4,3 2,2 4 

Πίλαθαο 9 Λφγνο Κ/Φ γηα ηηο πξσηεΐλεο hnRNP A1 θαη A2/Β1 ζηα επηιεγκέλα γηα δηελέξγεηα RT-PCR 

δεχγε βηνςηψλ. 

Ζ ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ησλ αληηδξάζεσλ RT-PCR, κε ηνπο 

εθθηλεηέο γηα ηα γνλίδηα πνπ εμεηάζηεθαλ, δελ παξνπζίαζε αμηφινγεο 

δηαθνξνπνηήζεηο ζηα πξφηππα καηίζκαηνο κεηαμχ θαξθηληθνχ θαη θπζηνινγηθνχ 

ηζηνχ ζηα δεχγε ησλ βηνςηψλ πνπ εμεηάζηεθαλ. Δλδεηθηηθά παξνπζηάδνληαη ηα 

απνηειέζκαηα απφ ηελ εθαξκνγή ησλ εθθηλεηψλ γηα ην γνλίδην ηεο θαζπάζεο 9 

(Δηθφλα 36) θαη ηεο θηλάζεο MAP4K4 (Δηθφλα 37). αλ απνηέιεζκα, δελ ήηαλ 

δπλαηή ε ζπζρέηηζε ησλ πξσηετληθψλ επίπεδσλ ησλ hnRNP κε ηα πξφηππα 

καηίζκαηνο ησλ γνληδίσλ.  

 
Δηθόλα 36 Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-PCR 

κε ην δεχγνο ησλ εθθηλεηψλ γηα θαζπάζε-9 (CASP9), ζε δεχγε βηνςηψλ (Κ θαη Φ) θαζψο θαη θχηηαξα 

HeLa θαη Α549. Γειψλεηαη ε ζέζε ησλ πξντφλησλ κε ηα αλακελφκελα κεγέζε ελαιιαθηηθνχ 

καηίζκαηνο, ηα νπνία απνηεινχλ ηα θχξηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο (Κ:Καξθηληθφ Φ:Φπζηνινγηθφ 

Μ:DNA δείθηεο κνξηαθνχ βάξνπο). 
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Δηθόλα 37  Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε ζε πήθησκα αγαξφδεο ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο RT-PCR 

κε ην δεχγνο ησλ εθθηλεηψλ γηα θηλάζε MAP4K4, ζε δεχγε βηνςηψλ (Κ θαη Φ) θαζψο θαη θχηηαξα 

HeLa θαη Α549. Γειψλεηαη ε ζέζε ησλ πξντφλησλ κε ηα αλακελφκελα κεγέζε ελαιιαθηηθνχ 

καηίζκαηνο, ηα νπνία απνηεινχλ ηα θχξηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο (Κ:Καξθηληθφ Φ:Φπζηνινγηθφ 

Μ:DNA δείθηεο κνξηαθνχ βάξνπο). 

  

πκπεξαζκαηηθά ε ζπζρέηηζε ησλ πξνηχπσλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο, ηφζν 

ηνπ γνληδίνπ CD44 φζν θαη ησλ απνπησηηθψλ γνληδίσλ πνπ επηιέρηεθαλ, κε ηηο 

θαξθηλνεμαξηψκελεο αιιαγέο ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/Β θαη 

ASF/SF2, έδσζε κηθξήο θιίκαθαο αιιαγέο πνπ δελ επηηξέπνπλ ηελ εμαγσγή 

αζθαιψλ ζπκπεξαζκάησλ. Γηα ην ζθνπφ απηφ ζα ρξεηαζηεί ε άκεζε ηαπηνπνίεζε ηνπ 

CD44 pre-mRNA ζηα ζχκπινθα hnRNP. Σέινο δελ παξαηεξήζεθε έλα θνηλφ 

πξφηππν καηίζκαηνο πνπ λα κπνξεί λα ζπζρεηηζηεί κε ηνλ ηχπν ηνπ θαξθηληθνχ ηζηνχ 

(αδελνθαξθίλσκα έλαληη πιαθψδνπο επηζειίνπ). 

 

Γ2 Νέα  εξγαιεία κειέηεο ησλ πξσηετλώλ hnRNP θαη εθαξκνγέο 

ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεύκνλα 
 

ηα πιαίζηα ηνπ κνξηαθνχ ραξαθηεξηζκνχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β,  

θαη ηεο πηζαλήο εθαξκνγήο ζηε κειέηε ηεο θαξθηληθήο εμαιιαγήο, έγηλε πξνζπάζεηα 
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γηα ηε δεκηνπξγία  εηδηθψλ κνξηαθψλ εξγαιείσλ. Απηφ αθνξά θπξίσο ηελ πξσηεΐλε 

hnRNP Α3, δεδνκέλνπ φηη απνηειεί έλα απφ ηα λεφηεξα κέιε ηεο νκάδαο ησλ Α/Β 

θαη ππάξρεη γεληθφηεξν ελδηαθέξνλ γηα αλάιπζε ησλ ηδηνηήησλ ηεο ζε ζρέζε κε  ηηο 

πιένλ κειεηεκέλεο hnRNP A1 θαη Α2/Β1. 

 

Γ2.1 Υπνθισλνπνίεζε θαη έθθξαζε αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλώλ hnRNP A3 

θαη A2 

 

Γηα ηελ in vitro έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ,  έγηλε ππνθισλνπνίεζε ηνπ cDNA 

ηεο hnRNP A2 (πιήξνπο κήθνπο) θαη ηνπ θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο πξσηεΐλεο 

hnRNP Α3 ζε θαηάιιεια νρήκαηα (πιαζκίδηα) ψζηε λα εθθξαζηνχλ  ζε βαθηεξηαθά 

ζπζηήκαηα E.Coli ζε ζχληεμε κε ηελ πξσηεΐλε GST (αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο 

rec.GST-A2 θαη rec.GST-A3Ct). Οη αξρηθνί θιψλνη πξνήιζαλ απφ cDNA βηβιηνζήθε 

αλζξψπηλνπ νζηενζαξθψκαηνο γηα ηελ hnRNP Α2 (pHCA2, πξνζθνξά ηνπ Dr. G. 

Dreyfuss) θαη απφ cDNA βηβιηνζήθε επαηνθπηηάξσλ αξνπξαίνπ ν θιψλνο pmBx, 

πνπ είρε απνκνλσζεί ζην εξγαζηήξηφ καο, θαη πεξηιακβάλεη ην ηκήκα ηεο hnRNP Α3 

πνπ αληηζηνηρεί ζηε βνεζεηηθή πεξηνρή ηεο πξσηεΐλεο ζην θαξβφμπηειηθφ άθξν 

(hnRNP A3Ct). Σα επηζπκεηά ελζέκαηα απνζπάζηεθαλ απφ ηνπο πιαζκηδηαθνχο 

θνξείο κε θαηάιιειεο ελδπκηθέο πέςεηο θαη εηζήρζεζαλ ζε πιαζκίδηα έθθξαζεο πνπ 

θέξνπλ ηo γνλίδην ηεο πξσηεΐλεο GST, ηα pGEX4T2 γηα ηελ hnRNP Α2 θαη 

pGEX4T3 γηα ηελ hnRNP Α3Ct, έηζη ψζηε λα παξαρζεί πξσηεΐλε ζχληεμεο κε GST 

κεηά απφ επαγσγή κε ηνλ παξάγνληα IPTG. Σα βαθηεξηαθά ζηειέρε πνπ επηιέρηεθαλ 

γηα ηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ ήηαλ ηα BL21(DE3) γηα ηελ hnRNP Α3Ct θαη 

ROSSETTA2 γηα ηελ πξσηεΐλε hnRNP Α2. Αθνινχζεζε ε απνκφλσζε ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ απφ ηα βαθηήξηα θαη ε πξφζδεζε ηνπο ζε ζθαηξίδηα 

αγαξφδεο-γινπηαζεηφλεο ιφγσ ηεο κεγάιεο ζπγγέλεηαο ηεο GST κε ηε γινπηαζεηφλεο 

(Δηθφλα 38). ηελ ελφηεηα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδνληαη νη πξψηεο εθαξκνγέο ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ πνπ παξήρζεζαλ. 
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Δηθόλα 38 Πιαίζηα Α θαη Β: Έιεγρνο ηεο έθθξαζεο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-A2 θαη 

GST-A3Ct, αληίζηνηρα (επαγσγή ηεο έθθξαζεο κε IPTG) 1: SDS/PAGE κε ρξψζε Coommasie blue 2: 

Αλνζναπνηχπσζε (Western blot) κε ρξήζε αληηζσκάησλ έλαληη ηεο hnRNP A2 θαη hnRNP A3. 

 

Γ2.2. Πεηξάκαηα πξσηετληθήο θαηαβύζηζεο (Pull down) κέζσ αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλώλ ζε θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα 

 

Οη πξψηεο εθαξκνγέο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ σο λέσλ εξγαιείσλ 

έγηλαλ πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί ε ηθαλφηεηα δηαζχλδεζεο ηνπο κε ηηο ελδνγελείο 

πξσηεΐλεο hnRNP ζε in vitro πεηξάκαηα (ιακβάλνληαο ππφςε φηη ην θαξβνμπηειηθφ 

άθξν ησλ hnRNP Α/Β δηαθνξνπνηεί κεηαμχ ηνπο ηα κέιε ηεο νκάδαο θαη εκπιέθεηαη 

ζε δηαζπλδέζεηο κε άιιεο πξσηεΐλεο). Πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα πξσηετληθήο 

θαηαβχζηζεο (pull-down) ζε ππξεληθά θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά εθρπιίζκαηα 

θπηηάξσλ HeLa (πξνέιεπζεο θαξθίλνπ κήηξαο) θαη ζε εθρπιίζκαηα Α549 

(πξνέιεπζεο πλεχκνλα), ηφζν κε ηελ rec.GST-A3Ct (θαη γηα ηηο δχν θπηηαξηθέο 

ζεηξέο) φζν θαη κε ηελ rec.GST-A2 (κφλν γηα ηε ζεηξά Α549).  

Δπηπιένλ ζηφρν δηεξεχλεζεο απνηέιεζε θαη ε θχζε ησλ δηαθαηλφκελσλ 

δηαζπλδέζεσλ κεηαμχ ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ θαη ελδνγελψλ πξσηετλψλ 

hnRNP. Γηα ην ζθνπφ απηφ κειεηήζεθε ε επίδξαζε απμεκέλεο αιαηφηεηαο θαζψο θαη 

ε δηακεζνιάβεζε ή κε RNA, ζηα πεηξάκαηα ηεο πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο. 

Αξρηθά, πξαγκαηνπνηήζεθαλ αληηδξάζεηο πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο ζε 

ππξεληθά θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά εθρπιίζκαηα θπηηάξσλ HeLa κε ηελ 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-A3Ct ζπλδεδεκέλε ζε ζθαηξίδηα αγαξφδεο-

γινπηαζεηφλεο (Δηθφλα 39). Γηα ηνλ έιεγρν κε εηδηθψλ δηαζπλδέζεσλ έγηλαλ 
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παξάιιειεο αληηδξάζεηο κε ηε ρξήζε αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST (αξλεηηθφο 

κάξηπξαο). Γηα θάζε θπηηαξηθφ δηακέξηζκα ρσξηζηά, πξαγκαηνπνηήζεθαλ εθπιχζεηο 

ησλ ζθαηξηδίσλ κε δχν δηαθνξεηηθήο αιαηφηεηαο δηαιχκαηα, (150 θαη 300 mM 

NaCl), ψζηε λα ειεγρζεί ε ζηαζεξφηεηα ησλ αιιειεπηδξάζεσλ.  

 

 
Δηθόλα 39 Αλνζνρεκηθή ηαπηνπνίεζε (western blot) πξσηετλψλ hnRNP ζε δηαζχλδεζε κε 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-A3Ct θαη GST, ζε πεηξάκαηα θαηαβχζηζεο κε ρξήζε ππξεληθνχ θαη 

θπηηαξνπιαζκαηηθνχ εθρπιίζκαηνο θπηηάξσλ HeLa. Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε πξσηετλψλ ζε 

πήθησκα SDS-PAGE θαη κεηαθνξά ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Αλνζνρεκηθφο έιεγρνο κε 

αληηζψκαηα θαηά ησλ hnRNP A1, A2, A3, L, M θαη αθηίλεο (Έθπιπζε ζθαηξηδίσλ w1:150 θαη w2:300 

mM NaCl). Ex: Κιάζκα (~1/20) ππξεληθνχ ή θπηηαξνπιαζκαηηθνχ εθρπιίζκαηνο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αληίδξαζε. Υξψζε Ponseau S γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλψλ. 

 

Έγηλε αλνζνεληφπηζε ησλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ hnRNP ηχπνπ Α/Β (hnRNP 

Α1 θαη Α2) ζε εηδηθή δηαζχλδεζε κε ηελ GST-A3Ct, αιιά φρη κηαο γεληθήο πξσηεΐλεο 

π.ρ. β-αθηίλεο. Σαπηφρξνλα, δηαπηζηψζεθε ν ζρεκαηηζκφο νκνδηκεξψλ ηεο hnRNP 

Α3. Θα πξέπεη λα ζεκεησζεί φηη ην εκπνξηθφ αληίζσκα αληη-hnRNP A3(Ν) πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε δελ έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα αληρλεχεη ηελ αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε 

GST-Α3Ct, θαζψο αλαγλσξίδεη επίηνπν πνπ ηνπνζεηείηαη ζην ακηλνηειηθφ άθξν ηεο 

hnRNP Α3, θαη επηηξέπεη ηνλ εχθνιν εληνπηζκφ ηεο ελδνγελνχο hnRNP A3. Ηζρπξή 

δηαζχλδεζε κε ηελ hnRNP Α3Ct, επίζεο, παξνπζηάζηεθε γηα δχν πξσηεΐλεο hnRNP 

εθηφο ηεο νκάδαο ησλ Α/Β, ησλ hnRNP L θαη hnRNP M. Ζ δηαζχλδεζε απηή 

δηαηεξείηαη θαη ζε απμεκέλε αιαηφηεηα (300 mM NaCl) ζε αληίζεζε κε ηελ αηζζεηή 

κείσζε ησλ hnRNP Α1, Α2 θαη Α3. Οη δηαζπλδέζεηο ηνπ θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο 
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hnRNP A3 (A3Ct), κε πξσηεΐλεο εθηφο ηεο νκάδαο Α/Β (hnRNP L θαη M) απνηειεί 

έλα λέν εχξεκα πνπ δελ έρεη παξαηεξεζεί γηα ηηο ζπγγεληθέο πξσηεΐλεο hnRNP A1 

θαη Α2/Β1 [112, 361]. Όζνλ αθνξά ηα δηαθνξεηηθά θπηηαξηθά δηακεξίζκαηα, 

παξαηεξήζεθαλ παξφκνηεο δηαζπλδέζεηο κε απηέο ηνπ ππξήλα θαη ζην 

θπηηαξφπιαζκα, κε εμαίξεζε ηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ hnRNP Α3Ct θαη hnRNP 

Α2, ιφγσ δπζθνιίαο αλνζνεληφπηζεο ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α2 ζην θπηηαξφπιαζκα. 

ηε ζπλέρεηα δηεξεπλήζεθε θαηά πφζν νη παξαηεξνχκελεο αιιειεπηδξάζεηο 

εμαξηψληαη απφ ηελ παξνπζία ή φρη RNA. Πξαγκαηνπνηήζεθε λέα αληίδξαζε 

πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο, ζε ππξεληθφ εθρχιηζκα θπηηάξσλ HeLa κε ή ρσξίο 

πξνεγνχκελε επίδξαζε κε RNάζε (Δηθφλα 40). Σν εθρχιηζκα επσάζηεθε κε 

ζθαηξίδηα GST-A3Ct θαη ζθαηξίδηα GST (αξλεηηθφο κάξηπξαο), θαη αθνινχζεζε 

αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ κε αλνζναπνηχπσζε, κε ρξήζε αληηζσκάησλ έλαληη ησλ 

hnRNP Α1, Α3 θαη L. ην θιάζκα ηνπ εθρπιίζκαηνο ρσξίο RNάζε εκθαλίζηεθαλ νη 

αλακελφκελεο δηαζπλδέζεηο (Δηθφλα 40). Με ηε ρξήζε RNάζεο δελ επεξεάζηεθαλ νη 

δηαζπλδέζεηο GST- Α3Ct θαη hnRNP Α3, θαζψο θαη κε ηε hnRNP L, γεγνλφο πνπ 

είλαη ζε αληηδηαζηνιή κε ηε δηαζχλδεζε ηεο hnRNP Α1 ε νπνία ήηαλ ζε κεγάιν 

βαζκφ εμαξηψκελε απφ ηελ παξνπζία RNA. 
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Δηθόλα 40 Αλνζνρεκηθή ηαπηνπνίεζε (western blot) πξσηετλψλ hnRNP ζε δηαζχλδεζε κε 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-A3Ct θαη GST, ζε πεηξάκαηα θαηαβχζηζεο κε ρξήζε ππξεληθνχ 

εθρπιίζκαηνο θπηηάξσλ HeLa. Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε πξσηετλψλ ζε πήθησκα SDS-PAGE θαη 

κεηαθνξά ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Αλνζνρεκηθφο έιεγρνο κε αληηζψκαηα θαηά ησλ hnRNP A1, 

A3 θαη L (RNase-:ρσξίο επίδξαζε RNάζεο RNase+:κε επίδξαζε RNάζεο) Ex: Κιάζκα ππξεληθνχ 

εθρπιίζκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αληίδξαζε. 

 

Γηα λα εμεηαζηεί θαηά πφζν νη δηαζπλδέζεηο ηεο GST-A3Ct κε πξσηεΐλεο 

hnRNP αληρλεχνληαη θαη ζε άιια θπηηαξηθά ζπζηήκαηα (εθηφο ησλ HeLa), 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζε πεηξάκαηα πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο ε θαξθηληθή ζεηξά Α549 

ηνπ πλεχκνλα. Δπίζεο, εθηφο απφ ηελ GST-A3Ct, δηεξεπλήζεθαλ θαη 

αιιειεπηδξάζεηο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο hnRNP Α2 (GST-A2) κε ελδνγελείο 

πξσηεΐλεο. Οη δηαζπλδέζεηο κεηαμχ πξσηετλψλ, κειεηήζεθαλ κε βάζε ηελ παξνπζία ή 

κε RNA (+/- RNάζε) ζε εθρπιίζκαηα απφ ηνλ ππξήλα θαη ην θπηηαξφπιαζκα. Γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ εηδηθψλ αιιειεπηδξάζεσλ, εμεηάζηεθε παξάιιεια ε αληίδξαζε 

πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο κε ρξήζε ζθαηξηδίσλ κε πξνζδεκέλε ηελ πξσηεΐλε GST. 

Σα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ αλνζναπνηχπσζε ήηαλ ηα ίδηα πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά HeLa (αληηζψκαηα έλαληη ησλ hnRNP A1, 

A2/B1, A3, L θαη M). Σν αληίζσκα έλαληη ηεο hnRNP Α2/Β1, ζε αληίζεζε κε απηφ 

ηεο hnRNP Α3 (πνπ πξναλαθέξζεθε), αληρλεχεη θαη ηελ αλαζπλδπαζκέλε -πιήξνπο 

κήθνπο- πξσηεΐλε GST-A2, γεγνλφο πνπ δπζθνιεχεη ηνλ εληνπηζκφ ηεο ελδνγελνχο 

hnRNP A2 (Δηθφλα 41). 
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Δηθόλα 41 Αλνζνρεκηθή ηαπηνπνίεζε (western blot) πξσηετλψλ hnRNP ζε δηαζχλδεζε κε 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-A3Ct, GST-Α2 θαη GST, ζε πεηξάκαηα θαηαβχζηζεο κε ρξήζε 

ππξεληθνχ θαη θπηηαξνπιαζκαηηθνχ εθρπιίζκαηνο θπηηάξσλ A549. Ζιεθηξνθνξεηηθή αλάιπζε 

πξσηετλψλ ζε πήθησκα SDS-PAGE θαη κεηαθνξά ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. Αλνζνρεκηθφο 

έιεγρνο κε αληηζψκαηα θαηά ησλ hnRNP A1, A2/B1, A3, L θαη M  (RNase-:ρσξίο επίδξαζε RNάζεο 

RNase+:κε επίδξαζε RNάζεο) Ex: Κιάζκα ππξεληθνχ ή θπηηαξνπιαζκαηηθνχ εθρπιίζκαηνο πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ αληίδξαζε.  

 

ε φηη αθνξά ηελ GST-A3Ct, νη δηαζπλδέζεηο κε ελδνγελείο πξσηεΐλεο hnRNP 

πνπ είραλ παξαηεξεζεί ηφζν ζην ππξεληθφ φζν θαη ζην θπηηαξνπιαζκαηηθφ 

δηακέξηζκα ζηε θπηηαξηθή ζεηξά HeLa, ηαπηνπνηήζεθαλ θαη ζηελ πεξίπησζε ησλ 

θπηηάξσλ A549. Δπηζεκαίλεηαη επίζεο ε ζεκαληηθή ελίζρπζε ησλ αιιειεπηδξάζεσλ 

κε ηηο hnRNP Α2/Β1 θαη Α3 κεηά ηε ρξήζε RNάζεο, φπσο θαη κε ηελ hnRNP Μ ζην 

θπηηαξφπιαζκα. 

ηηο αιιειεπηδξάζεηο ηεο αλαζπλδπαζκέλεο GST-A2 κε ελδνγελείο 

πξσηεΐλεο, παξαηεξήζεθε δηαζχλδεζε κε ηηο hnRNP Α1, Α3,  L θαζψο θαη κε ηελ 

ελδνγελή hnRNP Α2/Β1. Λφγσ ηεο αληίδξαζεο ηνπ αληηζψκαηνο ηφζν κε ηελ 

ελδνγελή hnRNP Α2/Β1 φζν θαη ηελ GST-A2, ε ηαπηνπνίεζε ηεο αιιειεπίδξαζεο 
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GST-A2 κε hnRNP A2 ζηνλ ππξήλα έγηλε αθαηξψληαο σο ππφβαζξν (background) 

ηελ έληαζε ην ζήκαηνο πνπ κεηξήζεθε ζην θπηηαξνπιαζκαηηθφ δηακέξηζκα, κε ηε 

ζχκβαζε φηη ε hnRNP A2 δελ αληρλεχεηαη ζην θπηηαξφπιαζκα (Δηθφλα 41). Με ηελ 

επίδξαζε RNάζεο παξαηεξήζεθε κείσζε ηεο δηαζχλδεζεο ηεο GST-A2 κε ηελ 

hnRNP Α1 θαη L ηφζν ζηνλ ππξήλα, φζν θαη ζην θπηηαξφπιαζκα.  

Οη πξσηετληθέο δψλεο πνπ πξνζδηνξίζηεθαλ αλνζνρεκηθά πνζνηηθνπνηήζεθαλ 

κε ηε βνήζεηα πξνγξάκκαηνο κέηξεζεο νπηηθήο ππθλφηεηαο (ImageQuant) 

πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηνχλ ηα επίπεδα ηεο δηαζχλδεζεο ησλ GST-A3CT θαη 

GST-A2 κε ελδνγελείο πξσηεΐλεο ησλ εθρπιηζκάησλ παξνπζία ή κε ηνπ RNA.  ηελ 

Δηθφλα 42 παξνπζηάδεηαη ην εχξνο ησλ αιιειεπηδξάζεσλ κε θαη ρσξίο επίδξαζε 

RNάζεο γηα θάζε πξσηεΐλε ρσξηζηά θαη κε αλαγσγή ησλ ηηκψλ ρσξίο επίδξαζε 

RNάζεο ζηε κνλάδα, φπνπ θαίλεηαη θαζαξά ε κεγάιε ελίζρπζε ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ πνπ αθνξνχλ ηηο hnRNP Α2 θαη Α3 κε ηηο αλαζπλδπαζκέλεο 

πξσηεΐλεο κε ηε ρξήζε RNάζεο (εμαίξεζε ε δηαζχλδεζε ηεο GST-A2 κε ηελ hnRNP 

Α3 ζην θπηηαξφπιαζκα). 

 

Δηθόλα 42 Γηαγξάκκαηα ζπζρέηηζεο αιιειεπηδξάζεσλ ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-A2 

θαη GST-A3Ct κε ελδνγελείο πξσηεΐλεο εθρπιίζκαηνο Α549 απφ ηνλ ππξήλα θαη ην θπηηαξφπιαζκα. 
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Με ηα πεηξάκαηα πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο ζε θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα, 

δηαπηζηψζεθε ε ηθαλφηεηα δηαζχλδεζεο ηεο GST-A3Ct θαη κε ηελ hnRNP M, γηα ηελ 

νπνία ππήξρε ζηε δηάζεζή καο αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε. Σν γεγνλφο απηφ 

επέηξεςε ην ραξαθηεξηζκφ ηεο δηαζχλδεζεο κεηαμχ δχν αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλψλ, ησλ GST-A3CT θαη hnRNP Μ. Μειεηήζεθε ε ηζρχ ηεο δηαζχλδεζεο, ζε 

δηαιχκαηα δηαθνξεηηθήο αιαηφηεηαο (150 mM θαη 300 mM NaCl), ελψ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ παξάιιειεο αληηδξάζεηο κε πξσηεΐλε GST σο αξλεηηθφ 

κάξηπξα. Ζ αλνζναπνηχπσζε κε αληίζσκα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο hnRNP M (Δηθφλα 

43) θαηέδεημε ηελ δπλαηφηεηα άκεζεο αιιειεπίδξαζεο ησλ πξσηετλψλ ρσξίο ηε 

δηακεζνιάβεζε άιιεο πξσηεΐλεο. πκπεξαίλεηαη φηη ε in vitro δηαζχλδεζε ηνπ 

θαξβνμπηειηθνχ άθξνπ ηεο hnRNP Α3 κε ηελ hnRNP M είλαη άκεζε (δηαζχλδεζε 

πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο) θαη ηζρπξή, θαζψο δελ επεξεάδεηαη κε ηελ αχμεζε ηεο 

αιαηφηεηαο ηνπ δηαιχκαηνο.  

 

 

 

Δηθόλα 43 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο κε ρξήζε ηεο 

αλαζπλδπαζκέλεο GST-A3Ct ζε δηάιπκα αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο hnRNP M, κε αληίζσκα έλαληη 

ηεο πξσηεΐλεο hnRNP M. 
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Γ2.3 Παξαγσγή λένπ αληηζώκαηνο έλαληη ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α3  

 

ηα πιαίζηα ηεο αλάπηπμεο εηδηθψλ εξγαιείσλ γηα ηε κειέηε ησλ 

βηνρεκηθψλ/κνξηαθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ησλ hnRNP θαη ηδίσο ηεο hnRNP A3, έγηλε 

πξνζπάζεηα γηα ηελ παξαγσγή εηδηθνχ πνιπθισληθνχ αληηζψκαηνο έλαληη ηεο hnRNP 

A3 ζε θνπλέιηα, κε ηε ρξήζε ηεο αλαζπλδπαζκέλεο GST-A3Ct. 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ην κνλαδηθφ εκπνξηθά δηαζέζηκν αληίζσκα έλαληη ηεο 

hnRNP A3 (ab50949 Abcam), πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηα παξαπάλσ πεηξάκαηα, είλαη 

πνιχθισληθφ αληίζσκα θνπλειηνχ ηχπνπ IgG. Αληηδξά απνθιεηζηηθά κε κηα 

ηζνκνξθή ηεο hnRNP A3 κνξηαθνχ βάξνπο πεξίπνπ 42 kDa, ηφζν ζε άλζξσπν φζν 

θαη ζε πνληίθη. Ο επίηνπνο πνπ αλαγλσξίδεη ην αληίζσκα ηνπνζεηείηαη ζην 

ακηλνηειηθφ άθξν ηεο πξσηεΐλεο θαη δελ αληρλεχεη ηελ αλαζπλδπαζκέλε GST-A3Ct 

πνπ αληηζηνηρεί ζην θαξβφμπηειηθν άθξν ηεο hnRNP A3, θαζψο θαη άιιεο ηζνκνξθέο 

ηεο πξσηεΐλεο, φπσο ηελ Α3/mBx ηνπ πνληηθνχ [362], πνπ δελ πεξηιακβάλνπλ ηνλ 

επίηνπν. Κξίζεθε ινηπφλ αλαγθαία ε παξαγσγή λέσλ αληηζσκάησλ θαηά ηεο hnRNP 

Α3.  

Ζ δνθηκή γηα ηελ παξαζθεπή λέσλ αληηζσκάησλ έλαληη ηηο πξσηεΐλεο hnRNP 

Α3, έγηλε κε ηελ αλνζνπνίεζε ηξηψλ θνπλειηψλ, ρξεζηκνπνηψληαο  ζαλ αλνζνγφλν 

πιηθφ ηελ αλαζπλδπαζκέλε GST-A3Ct, ε νπνία απνκνλψζεθε απφ πήθησκα SDS-

PAGE θαη ελέζεθε ζηα δψα. Πξνεγήζεθε αηκνιεςία απφ θάζε δψν γηα έιεγρν ηνπ 

νξνχ γηα ηπρφλ χπαξμε αληηζσκάησλ (νξφο ειέγρνπ). Αθνινπζήζεθε έλα ζρήκα 3 

αλνζνπνηήζεσλ, κε δηαθνξά 3 εβδνκάδσλ πεξίπνπ κεηαμχ ησλ ελέζεσλ κε GST-

A3Ct. Γέθα εκέξεο κεηά ηελ ηξίηε έλεζε πξαγκαηνπνηήζεθε αηκνιεςία θαη έιεγρνο 

ηνπ νξνχ ηνπ αίκαηνο γηα ηελ χπαξμε αληηζσκάησλ έλαληη ηεο hnRNP A3. 

  Έλαο πξψηνο έιεγρνο ησλ νξψλ έγηλε κε αλνζναπνηχπσζε (Western blot) ζε 

νιηθά εθρπιίζκαηα απφ θχηηαξα πξνέιεπζεο αλζξψπνπ (Α549) θαη πνληηθνχ (HTC). 

Σα αληηζψκαηα ηνπ νξνχ απφ ην θνπλέιη λνχκεξν 2 (αιιά φρη απφ ηα 1 θαη 3) 

αλαγλψξηζαλ ελδνγελείο πξσηεΐλεο ζην κέγεζνο πνπ αλακέλεηαη γηα ηελ hnRNP A3, 

ηφζν ζηελ αλζξψπηλε θπηηαξηθή ζεηξά φζν θαη ζε απηήλ ηνπ πνληηθνχ, κε έιιεηςε 

αληίζηνηρεο αληίδξαζεο ζηνλ νξφ ειέγρνπ. 

 ην δψν λνχκεξν 2, έγηλε κηα ηέηαξηε έλεζε αλνζνγφλνπ πιηθνχ (boost)  θαη 

κε ηελ παξέιεπζε δέθα εκεξψλ αθαηκάρζεθε γηα λα ιεθζεί ν νξφο, νπνίνο ειέγρζεθε 

εθ λένπ κε πείξακα αλνζναπνηχπσζεο, ζε νιηθά θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα απφ 

αλζξψπηλα θχηηαξα Α549 θαη θχηηαξα αξνπξαίνπ Novikoff. Ζ αλαγλψξηζε 
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ελδνγελνχο πξσηεΐλεο ζην αλακελφκελν κέγεζνο απφ αληηζψκαηα ηνπ νξνχ, θαίλεηαη 

ζηελ Δηθφλα 34 φπνπ ε παξνπζία ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α3 ζηα εθρπιίζκαηα 

ηαπηνπνηήζεθε κε ηελ άκεζε αληηπαξαβνιή κε ην εκπνξηθά δηαζέζηκν αληίζσκα 

θαηά ηεο hnRNP A3 (Abcam), ηθαλφ  λα δψζεη αληίδξαζε απνθιεηζηηθά κε ηελ 

κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο (42 θDa)  ηζνκνξθή ηεο hnRNP Α3, ηφζν ζηα 

αλζξψπηλα θχηηαξα φζν θαη ζηα θχηηαξα ησλ ηξσθηηθψλ. Απφ ηνλ έιεγρν απηφ έγηλε 

ζαθήο ε παξνπζία, ζηνλ λέν νξφ, αληηζσκάησλ θαη θαηά ηεο κηθξφηεξνπ κνξηαθνχ 

βάξνπο (38 θDa)  ηζνκνξθήο A3/mBx, ε νπνία είλαη θαη ε θχξηα κνξθή ηεο hnRNP 

A3 ζηα ηξσθηηθά, κε πξνθαλή ηελ παληειή έιιεηςε ηεο ζηα αλζξψπηλα θχηηαξα. 

Σαπηφρξνλα, έγηλε εκθαλήο θαη ε παξνπζία άιισλ αληηδξάζεσλ κε ηα αληηζψκαηα 

ηνπ νξνχ, εθ ησλ νπνίσλ νη πεξηζζφηεξεο είλαη κε εηδηθέο εθφζνλ εκθαλίδνληαη θαη 

ζηνλ νξφ ειέγρνπ (Δηθφλα 44) Με απηφ ηνλ έιεγρν επηβεβαηψζεθε ε παξνπζία 

αληηζσκάησλ έλαληη ησλ δχν ηζνκνξθψλ ηεο hnRNP A3 ζηνλ νξφ αλνζνπνίεζεο.  
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Δηθόλα 44 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε εθρπιίζκαηα θπηηαξηθήο ζεηξάο αλζξψπνπ Α549 (Α) 

θαη αξνπξαίνπ Novikoff (Π) (ίζε πνζφηεηα νιηθήο πξσηεΐλεο) κε νξφ απφ αλνζνπνηεκέλν θνπλέιη (α-

GSTA3Ct), νξφ απφ ην θνπλέιη πξηλ ηελ αλνζνπνίεζε (νξφο ειέγρνπ) θαη ην εκπνξηθφ αληίζσκα 

έλαληη ηεο πξσηεΐλεο  hnRNP A3(Ν). Με βέιε ζεκεηψλνληαη νη ζέζεηο ησλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ 

hnRNP A3 θαη A3/mBx (εηδηθή γηα ηξσθηηθά). 

 

ηε ζπλέρεηα θξίζεθε απαξαίηεηε ε απνκφλσζε ησλ εηδηθψλ γηα hnRNP A3 

αληηζσκάησλ, κε ρξήζε ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο. Γηα ηνλ ζθνπφ απηφ ν νξφο 

επσάζηεθε κε ηελ αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε GST-A3Ct ζε κεκβξάλε 

ληηξνθπηηαξίλεο θαη αθνινχζεζε ε έθινπζε ησλ εηδηθά πξνζδεδεκέλσλ αληηζσκάησλ 

κε δηάιπκα γιπθίλεο. Με ηε δηαδηθαζία απηή εληζρχζεθε ηφζν ν ηίηινο φζν θαη ε 

εηδηθφηεηα ηνπ νξνχ ησλ αληηζσκάησλ έλαληη ηεο hnRNP A3 (Δηθφλα 45). 

Δπηζεκαίλεηαη ε ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο απφ ηα απνκνλσκέλα αληηζψκαηα ηνπ νξνχ 

θαη δχν άιισλ πξσηετλψλ κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο ηεο hnRNP Α3, ζηα 

εθρπιίζκαηα ησλ θπηηάξσλ αξνπξαίνπ αιιά φρη ηνπ αλζξψπνπ. Ζ ηαπηφηεηα ησλ 

πξσηετλψλ απηψλ δελ έρεη επί ηνπ παξφληνο ραξαθηεξηζηεί. Ζ εμεηδίθεπζε πνπ 

παξνπζηάδεη ην λέν απηφ αληίζσκα έλαληη ηνπ εκπνξηθνχ, ην θαζηζηά ρξήζηκν 

εξγαιείν ζηελ κειέηε ηεο βηνινγηθήο ζεκαζίαο ηφζν ηεο πξσηεΐλεο hnRNP A3 φζν 

θαη ησλ ηζνκνξθηθψλ ηχπσλ ηεο, ζηα θχηηαξα ησλ ζειαζηηθψλ.  
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Δηθόλα 45 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ζε πξσηετληθά εθρπιίζκαηα θπηηαξηθήο ζεηξάο αλζξψπνπ 

Α549 (Α) θαη αξνπξαίνπ Novikoff (Π) κε ην θαζαξηζκέλν αληίζσκα -κε ρξήζε ρξσκαηνγξαθίαο 

ζπγγέλεηαο ηνπ νξνχ απφ ην θνπλέιη λνχκεξν. 2-  θαη ην εκπνξηθφ αληίζσκα έλαληη ηεο πξσηεΐλεο  

hnRNP A3(Ν). Με βέιε ζεκεηψλνληαη νη ζέζεηο ησλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ hnRNP A3 θαη A3/mBx 

(εηδηθή γηα ηξσθηηθά). 

 

Γ3 Πξσηεΐλεο  hnRNP σο πηζαλνί βηνδείθηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεύκνλα - Αλίρλεπζε απηναληηζσκάησλ ζε νξνύο αίκαηνο αζζελώλ 
 

 

 χκθσλα κε πξφζθαηεο δεκνζηεχζεηο [320], πξσηεΐλεο πνπ παξνπζηάδνπλ  

απμεκέλα επίπεδα ζηνλ θαξθίλν απνηεινχλ ζπρλά ζηφρνπο απηναληηζσκάησλ πνπ 

αληρλεχνληαη ζηνλ νξφ ηνπ αίκαηνο ησλ αζζελψλ. Ζ αλίρλεπζε ηέηνησλ αληηζσκάησλ 

κπνξεί λα απνηειέζεη, ζε ζπλδπαζκφ θαη κε άιινπο βηνδείθηεο, έλα αμηφπηζην δείθηε 

γηα ηελ παξνπζία λενπιαζίαο θαη κάιηζηα ζε πξψηκα ζηάδηα. Λακβάλνληαο ππφςε 

ηελ παξαηεξνχκελε ππεξέθθξαζε ηεο hnRNP A2/B1 ζε πξψηκα ζηάδηα  θαξθίλνπ 

ηνπ πλεχκνλα, φπσο επίζεο θαη ηεο hnRNP A3 ζηηο δηθέο καο κειέηεο, ζεσξήζεθε 
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ζθφπηκε ε  ρξεζηκνπνίεζε ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP A/B (GST-A2 

ή -Α3) σο εηδηθψλ αληηγνληθψλ πξσηετλψλ  κε ζηφρν ηελ δηεξεχλεζε ηεο παξνπζίαο  

απηναληηζσκάησλ ζηνλ νξφ αίκαηνο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Παξάιιειε 

δηεξεχλεζε πξαγκαηνπνηήζεθε θαη ζε αζζελείο κε άιινπο ηχπνπο θαξθίλνπ, άιιεο 

παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο (εθηφο θαξθίλνπ) θαη πγηή άηνκα. Ο νξφο αίκαηνο αζζελψλ 

απνηειεί ην πιένλ εχιεπην βηνινγηθφ πιηθφ, πνπ ιακβάλεηαη κε κε παξεκβαηηθέο 

κεζφδνπο, θαη παξέρεη  άκεζεο   εθαξκνγέο  δηαγλσζηηθήο θαη πξνγλσζηηθήο 

εκβέιεηαο. 

 ε έλα πξψην ζηάδην, δηαπηζηψζεθε κε πεηξάκαηα αλνζναπνηχπσζεο 

(Western blot) ε ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-

A3Ct θαη GST-A2 , αιιά φρη ηεο GST (αξλεηηθφο κάξηπξαο), απφ δηαζέζηκα 

αληηζψκαηα θαηά ησλ hnRNP A3 (λενπαξαρζέλ αληίζσκα, Δλφηεηα 2) θαη hnRNP 

A2 (εκπνξηθά δηαζέζηκν αληίζσκα) αληίζηνηρα (Δηθφλα 46), θαζψο θαη απφ 

απηναληηζψκαηα θαηά πξσηετλψλ hnRNP A/B πνπ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζε νξνχο 

αζζελψλ κε απηνάλνζα λνζήκαηα θαη έρνπλ ραξαθηεξηζηεί ζην εξγαζηήξηφ καο [277] 

(Δηθφλα 47). Παξάιιεια εμεηάζηεθε θαη ε ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο ελφο γλσζηνχ 

απηναληηγφλνπ, πξσηεΐλε La, γηα ηελ νπνία ππάξρεη δηαζέζηκε αλαζπλδπαζκέλε 

πξσηεΐλε. 

 

 

Δηθόλα 46 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-A3Ct (Α3), 

GST-A2 (Α2) θαη GST κε ην εκπνξηθά δηαζέζηκν αληηζψκα έλαληη ηεο hnRNP A2 θαη ην λέν αληίζσκα 

έλαληη ηεο Α3. Με ρξψζε Ponseau S παξνπζηάδνληαη νη αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο κεηά ην 

δηαρσξηζκφ ζε πήθησκα SDS-PAGE θαη κεηαθνξά ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο. 
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Δηθόλα 47 Αλνζναπνηχπσζε (Western Blot) ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-A3Ct (Α3), 

GST-A2 (Α2), GST θαη La κε ραξαθηεξηζκέλνπο νξνχο πνπ πεξηέρνπλ απηναληηζψκαηα γλσζηήο 

εηδηθφηεηαο (αληη-Α3/Α2, αληη-Α2, αληη-La), απφ αζζελείο κε απηνάλνζα λνζήκαηα. Με ρξψζε ηνπ 

πεθηψκαηνο SDS-PAGE κε Coomassie παξνπζηάδνληαη νη αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο. 

  

 Αθνινχζεζε ε δηεξεχλεζε ηεο πηζαλήο παξνπζίαο εηδηθψλ απηναληηζσκάησλ 

έλαληη ησλ πξσηετλψλ hnRNPA2 θαη hnRNPA3 ζε νξφ αίκαηνο αζζελψλ. ε 

ζπλεξγαζία κε ην Ννζνθνκείν «σηεξία» ειήθζεζαλ ζπλνιηθά 76 νξνί. Οη 33 

πξνήιζαλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν, 24 (πνζνζηφ 72%) εθ ησλ νπνίσλ κε θαξθίλν 

ηνπ πλεχκνλα. Απφ ηνπο ππφινηπνπο νξνχο, νη 37 ήηαλ απφ αζζελείο κε κε θαξθηληθή 

παζνινγία θαη 6 απφ πγηή άηνκα. Ζ δηεξεχλεζε ηεο παξνπζίαο απηναληηζσκάησλ 

ζηνπο νξνχο έγηλε κε αλνζναπνηχπσζε ζε κεκβξάλεο ληηξνθπηηαξίλεο ζηηο νπνίεο 

κεηαθέξζεθαλ αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST-A2 θαη GST-A3Ct (Δηθφλα 48), 

φπσο θαη ζηελ εηθφλα 47.  
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Δηθόλα 48 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) ζε κεκβξάλεο πνπ θέξνπλ 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο GST-A3Ct (Α3), GST-A2 (Α2) θαη GST  κε ρξήζε νξψλ αίκαηνο 

αζζελψλ κε θαξθίλν (Κ) θαη κε κε θαξθηληθή παζνινγία (Φ). Με ρξψζε Ponseau S παξνπζηάδνληαη νη 

αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο κεηά ην δηαρσξηζκφ ζε πήθησκα SDS-PAGE θαη κεηαθνξά ζε κεκβξάλε 

ληηξνθπηηαξίλεο. 

 

 

ην ζχλνιν ησλ 76 νξψλ πνπ αλαιχζεθαλ κε απηή ηε κέζνδν, βξέζεθαλ 

ζεηηθνί γηα παξνπζία απηναληηζσκάησλ θαηά ηεο hnRNP Α2 θαη/ή hnRNP Α3 19 

νξνί ζην ζχλνιν ησλ 33 αζζελψλ κε θαξθίλν (πνζνζηφ 58%). Απφ απηνχο, 15 νξνί 

πξνήιζαλ απφ ηνπο 24 αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (πνζνζηφ 63%). Δπίζεο 

βξέζεθαλ ζεηηθνί ζε απηναληηζψκαηα 7 νξνί απφ ηνπο 37 αζζελείο κε κε θαξθηληθή 

παζνινγία (πνζνζηφ 19%), ελψ αληίζεηα δελ αληρλεχηεθαλ ζε θαλέλα απφ ηα πγηή 

άηνκα απηναληηζψκαηα έλαληη ησλ πξσηετλψλ Α2 θαη Α3 (Πίλαθαο 10). 
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Αξηζκφο νξψλ πνπ 

εμεηάζηεθαλ 

 

Θεηηθνί γηα α-Α2 θαη/ή Α3 

(πνζνζηφ) 

Αζζελείο κε θαξθίλν 33 19 (58%) 

Αζζελείο κε θαξθίλν 

πλεχκνλα 
24 15 (63%) 

Αζζελείο κε κε θαξθηληθή 

παζνινγία 
37 7  (19%) 

Τγηείο 6 0  (0%) 

χλνιν 76 26 (34%) 

Πίλαθαο 10 Απνηειέζκαηα αλίρλεπζεο απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ 

Α2 θαη Α3 ζηνλ νξφ αίκαηνο αζζελψλ.  

 

Απηναληηζψκαηα απνθιεηζηηθά έλαληη ηεο hnRNP A2 εκθάληζαλ 11 νξνί απφ ηνπο 76 

(14,5%) εθ ησλ νπνίσλ νη 4 απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (16,6%), ελψ γηα 

hnRNP Α3 9 νξνί (11,8%), 5 εθ ησλ νπνίσλ ήηαλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα (20,8%). Σα ειαθξψο απμεκέλα πνζνζηά παξνπζίαο απηναληηζσκάησλ 

έλαληη ηεο πξσηεΐλεο hnRNP A3, ζε ζρέζε κε ηελ hnRNP A2, γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα, είλαη ζε γεληθή ζπκθσλία κε ηα πνζνζηά ππεξέθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ 

απηψλ, φπσο κεηξήζεθαλ ζηα δεχγε θαξθηληθψλ-θπζηνινγηθψλ βηνςηψλ απφ αζζελείο 

κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα θαη παξνπζηάζηεθαλ ζηελ Δλφηεηα Γ1. ε πνζνζηφ 

πεξίπνπ 8% (6/76) ησλ νξψλ εληνπίζηεθαλ απηναληηζψκαηα έλαληη θαη ησλ δχν 

πξσηετλψλ Α2 θαη Α3, νη 5 εθ ησλ νπνίσλ πξνέξρνληαη απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα (20,8%). 

Οη ζεηηθνί νξνί γηα παξνπζία απηναληηζσκάησλ θαηά ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλψλ hnRNP A2 θαη A3, εμεηάζηεθαλ κε ζηφρν λα δηεξεπλεζεί θαηά πφζν ηα 

απηναληηζψκαηα είλαη ηθαλά λα αληηδξάζνπλ θαη κε ηηο ελδνγελείο πξσηεΐλεο. Γηα ην 

ζθνπφ απηφ ρξεζηκνπνηήζεθε ππξεληθφ εθρχιηζκα απφ ηελ θαξθηληθή ζεηξά ηνπ 

πλεχκνλα Α549. Ο αλνζνινγηθφο εληνπηζκφο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A2 θαη Α3 ζηα 

θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ αλαθνξάο 

αληη-hnRNP A2/B1 θαη αληη-hnRNP A3 (Abcam) θαη εληνπηζκφ ησλ εηδηθψλ 

αληηγφλσλ (Δηθφλα 49).  
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Δηθόλα 49 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) πξσηετλψλ απφ ππξεληθφ 

εθρχιηζκα θπηηάξσλ Α549 κε ρξήζε νξψλ απφ αζζελείο πνπ βξέζεθαλ ζεηηθνί ζηελ χπαξμε 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP A3 θαη Α2 (Α3+ θαη Α2+), ζε 

άκεζε ζχγθξηζε κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ αλαθνξάο έλαληη ησλ hnRNP A2/Β1 θαη  A3. 

 

Ζ παξάιιειε αλνζναπνηχπσζε ησλ κεκβξαλψλ κε ηνπο ζεηηθνχο νξνχο γηα 

παξνπζία απηναληηζσκάησλ θαηά ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ Α2 θαη Α3 

έδεημε ηελ παξνπζία αληηδξάζεσλ αληίζηνηρνπ κνξηαθνχ βάξνπο κε απηέο ησλ 

αληηζσκάησλ αλαθνξάο. Σαπηφρξνλα φκσο θαηέδεημε φηη εκπεξηέρνληαη θαη 

απηναληηζψκαηα έλαληη άιισλ πξσηετλψλ ηνπ ππξήλα. 

 Πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζεί ε παξνπζία απηναληηζσκάησλ ηθαλψλ λα 

αληηδξάζνπλ κε ηηο ελδνγελείο πξσηεΐλεο hnRNP A2/B1 θαη Α3 νη ίδηνη νξνί 

εμεηάζηεθαλ ζε κεκβξάλεο ζηηο νπνίεο έγηλε κεηαθνξά πξσηετληθνχ πιηθνχ 

εκπινπηηζκέλνπ ζε πξσηεΐλεο κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA (RBPs) -θαη θαη‟ 

επέθηαζε πξσηεΐλεο hnRNP- πνπ απνκνλψζεθαλ απφ εθρχιηζκα θπηηάξσλ 

αξνπξαίνπ Novikoff κε ηε κέζνδν ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο ζε ζθαηξίδηα 

θπηηαξίλεο-κνλψθινλνπ DNA. Ζ επηινγή ησλ θπηηάξσλ Novikoff έγηλε πξνθεηκέλνπ 

λα ππάξμεη εκπινπηηζκφο θαη ζηηο δχν ηζνκνξθέο ηεο hnRNP A3. Όπσο θαίλεηαη 

ζηελ Δηθφλα 50, νη αληηδξάζεηο έλαληη ησλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ hnRNP A2 θαη Α3 

κε ηα απηναληηζψκαηα ησλ νξψλ, εληζρχζεθαλ κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ 

εκπινπηηζκέλνπ ζε hnRNP Α/Β θπηηαξηθνχ πιηθνχ, θαζψο ηαπηνπνηήζεθε ε 

παξνπζία αληηζσκάησλ έλαληη πξσηετλψλ κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο κνλφθισλνπ 

DNA κε ηα κνξηαθά βάξε ησλ hnRNP A2 θαη A3. Δπίζεο εμεηάζηεθαλ θαη νξνί 
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αξλεηηθνί γηα ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλψλ Α2 θαη Α3 νη νπνίνη δελ αληέδξαζαλ κε ην ίδην πξσηετληθφ πιηθφ. 

 

 

Δηθόλα 50 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) ζε κεκβξάλεο κε 

εκπινπηηζκέλν ζε RBPs πξσηετληθφ πιηθφ, κε ρξήζε νξψλ αίκαηνο απφ αζζελείο πνπ βξέζεθαλ 

ζεηηθνί γηα απηναληηζψκαηα έλαληη ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP Α2 θαη Α3, θαζψο θαη 

αξλεηηθψλ νξψλ. Άκεζε ζχγθξηζε κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ αλαθνξάο (εκπνξηθά αληηζψκαηα έλαληη 

ησλ hnRNP A2 θαη A3) θαη νξνχο αζζελψλ κε απηνάλνζα λνζήκαηα (64b θαη Καξ) πνπ πεξηέρνπλ 

αληίζηνηρεο εηδηθφηεηεο απηναληηζσκάησλ. 

 

Ζ ηειηθή επηβεβαίσζε ηεο παξνπζίαο απηναληηζσκάησλ ηθαλψλ λα 

αλαγλσξίζνπλ ελδνγελείο πξσηεΐλεο hnRNP A/B ζε νξνχο αζζελψλ κε θαξθίλν έγηλε 

κεηά ηελ απνκφλσζε θαη ηνλ εκπινπηηζκφ ησλ εηδηθψλ γηα hnRNP A3 θαη Α2 

απηναληηζσκάησλ ηνπ νξνχ κε ηε κέζνδν ηεο ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο. Οη νξνί 

αξρηθά επσάζηεθαλ κε ζθαηξίδηα αγαξφδεο-γινπηαζεηφλεο πνπ θέξνπλ ζε 

δηαζχλδεζε πξσηεΐλε GST, γηα ηελ απνκάθξπλζε κε εηδηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ νξνχ 

θαη ζηε ζπλέρεηα κε ζθαηξίδηα αγαξφδεο-γινπηαζεηφλεο πνπ θέξνπλ κείγκα 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-hnRNPA3Ct θαη GST-hnRNPA2. Ζ έθινπζε ησλ 

εηδηθά πξνζδεδεκέλσλ απηναληηζσκάησλ απφ ηα ζθαηξίδηα έγηλε κε ηελ πξνζζήθε 

δηαιχκαηνο γιπθίλεο (Τιηθά θαη Μέζνδνη, Β8). Ζ αλνζναπνηχπσζε παξφκνησλ 

κεκβξαλψλ κε απηέο ηεο Δηθφλαο 50 κε ηα εθινπζκέλα απηναληηζψκαηα, 

επηβεβαίσζε ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ ηθαλψλ λα αληηδξάζνπλ κε ηηο 

ελδνγελείο πξσηεΐλεο hnRNP A2 θαη A3 (Δηθφλα 51). 
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Δηθόλα 51 Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) ζε κεκβξάλεο κε 

εκπινπηηζκέλν ζε RBPs πξσηετληθφ πιηθφ, κε ρξήζε νξψλ αίκαηνο απφ αζζελείο πνπ βξέζεθαλ 

ζεηηθνί γηα απηναληηζψκαηα έλαληη ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP Α2 θαη Α3, θαζψο θαη 

αξλεηηθψλ νξψλ. Άκεζε ζχγθξηζε κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ αλαθνξάο (εκπνξηθά αληηζψκαηα έλαληη 

ησλ hnRNP A2 θαη A3). 

 

 Δπεηδή είλαη γλσζηή ε ζρέζε κεηαμχ απηνάλνζσλ λνζεκάησλ θαη 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ πξσηετλψλ hnRNP [277], εμεηάζηεθε ε ηπρφλ παξνπζία 

δχν εθ ησλ πιένλ ζπρλψλ απηναληηζσκάησλ, ησλ αληη-Sm θαη αληη-La 

(ραξαθηεξηζηηθά απηναληηζψκαηα γηα εξπζεκαηψδε ιχθν θαη ζχλδξνκν Sjogren‟s 

αληίζηνηρα) ζηνλ νξφ ησλ αζζελψλ, σο κηα πξψηε έλδεημε ηπρφλ ζπλχπαξμεο 

απηνάλνζνπ λνζήκαηνο ζηνπο αζζελείο κε θαξθίλν. Σν απηναληηγφλν La, ή αιιηψο 

SS-B (Sjogren syndrome antigen B), είλαη θσζθνξπιησκέλε πξσηεΐλε κε κέγεζνο 48 

kDa, κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο ζε RNA, πξφδξνκα πξντφληα ηεο πνιπκεξάζεο ΗΗΗ 

(πξφδξνκα κφξηα 5S θαη tRNA) [363]. Σν απηναληηγφλν Sm απνηειείηαη απφ ην 

ζχλνιν 7 πξσηετλψλ (B/B', D1, D2, D3, E, F, G) νη νπνίεο ζπγθξνηνχλ ηνλ θνηλφ 

ππξήλα ησλ U1, U2, U4 θαη U5 κηθξψλ ππξεληθψλ ξηβνλνπθιετθψλ ζπκπιφθσλ 

(snRNP) ηνπ καηηζκαηνζψκαηνο θαη δηαζπλδένληαη κε ηα snRNA κφξηα [364]. Γη‟ 

απηφ ην ζθνπφ εμεηάζηεθε ην ζχλνιν ησλ νξψλ ζε πεηξάκαηα αλνζνζηχπσζεο, κε 

αληηγνληθφ πιηθφ ππξεληθά εθρπιίζκαηα ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο Α549, γηα παξνπζία 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ πξσηετλψλ Sm θαη αλαζπλδπαζκέλεο πξσηεΐλεο La 

(Δηθφλα 52).  
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Δηθόλα 52 Α: Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) ζε κεκβξάλεο πνπ θέξνπλ 

ππξεληθά εθρπιίζκαηα ηεο θπηηαξηθήο ζεηξάο Α549 κε ρξήζε νξψλ αίκαηνο απφ αζζελείο, ζε άκεζε 

ζχγθξηζε κε αλνζναπνηχπσζε κε ηε ρξήζε αληηζσκάησλ αλαθνξάο αληη-Sm (Y12, α-Sm). Β: 

Αληηπξνζσπεπηηθή εηθφλα αλνζναπνηχπσζεο (Western Blot) ζε κεκβξάλεο πνπ θέξνπλ ηελ 

αλαζπλδπαζκέλε πξσηεΐλε La κε ρξήζε νξψλ αίκαηνο απφ αζζελείο, ζε άκεζε ζχγθξηζε κε ηε ρξήζε 

απηναληηζψκαηνο La απφ νξφ αζζελνχο κε απηνάλνζν λφζεκα (α-La). Με θφθθηλν νξίδνληαη νη ζέζεηο 

ησλ αληηγφλσλ. 

 

ην ζχλνιν ησλ 19 νξψλ κε παξνπζία απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ hnRNP 

Α2 θαη/ή Α3, πνπ πξνέξρνληαη απφ αζζελείο κε θαξθίλν, αλαγλσξίζηεθαλ 3 νξνί 

(14,2%) ζεηηθνί γηα ηελ παξνπζία αληη-La απηναληηζσκάησλ θαη 2 νξνί (10,5%) 

ζεηηθνί γηα ηελ παξνπζία αληη-Sm. Έλαο ηέηαξηνο νξφο πνπ αληρλεχζεθε ζεηηθφο ζε 

αληη-La απηναληηζψκαηα, πξνεξρφηαλ απφ αζζελή κε πλεπκνλία. Οη 3 ζεηηθνί ζε 

αληη-La απηναληηζψκαηα νξνί, πξνέξρνληαη απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, 

θαη κάιηζηα ήηαλ ζεηηθνί γηα ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ έλαληη θαη ησλ δχν 

hnRNP Α/Β πξσηετλψλ. Γηα ηνπο 2 νξνχο πνπ εκθάληζαλ αληηζψκαηα έλαληη ηεο 

πξσηεΐλεο Sm, κφλν ν έλαο πξνέξρεηαη απφ αζζελή κε θαξθίλν ζηνλ πλεχκνλα. 

Γεληθά, ε παξνπζία απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ πξσηετλψλ hnRNP A2 θαη A3, ζε 

νξνχο αίκαηνο αζζελψλ κε θαξθίλν, δε θάλεθε λα ζπλδέεηαη άκεζα κε ηελ χπαξμε 

απηνάλνζνπ λνζήκαηνο, γεγνλφο φκσο πνπ δε κπνξεί λα απνθιεηζηεί κε βεβαηφηεηα. 

Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηεο παξνπζίαο ή φρη απηνάλνζνπ λνζήκαηνο ζηνπο αζζελείο 

είλαη απαξαίηεηε θαη ε θιηληθή εηθφλα πνπ παξνπζηάδνπλ νη αζζελείο. 
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Οη πξννπηηθέο γηα πεξαηηέξσ επέθηαζε ηεο κειέηε αθνξνχλ ζηελ εθαξκνγή 

ηεο  κεζνδνινγίαο ELISA γηα αλάιπζε νξψλ αζζελψλ ζε κεγάιε θιίκαθα θαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ δείθηε επαηζζεζίαο θαη εμεηδίθεπζεο ησλ απηναληηζσκάησλ θαηά 

πξσηετλψλ hnRNP A/B. ηε ζπλέρεηα, θαη εθφζνλ δηαθαίλεηαη ε αμηνπηζηία ηνπ λένπ 

βηνδείθηε, ζα επηρεηξεζεί ε ζπζρέηηζε ηνπ θαη κε ηελ παξνπζία άιισλ βηνδεηθηψλ, 

θαζψο θαη κε ηελ  εμέηαζε νξψλ αζζελψλ πςεινχ θηλδχλνπ (π.ρ.θαπληζηέο). 

Παξνπζηάδεηαη ζπγθεληξσηηθφο πίλαθαο φισλ ησλ νξψλ πνπ 

ζπκπεξηειήθζεζαλ ζηε κειέηε κε ηελ θιηληθή δηάγλσζε θάζε αζζελνχο, θαζψο θαη 

ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ: αληη-hnRNP A2, αληη-hnRNP A3, αληη-La θαη αληη-

Sm. 
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Πίλαθαο 11 πγθεληξσηηθφο πίλαθαο απνηειεζκάησλ γηα ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ ζε νξνχο 

απφ αζζελείο κε θαξθίλν. 

 

ΚΧΓΗΚΟ 

ΟΡΟY 

αληη-

hnRNP A2 

αληη-

hnRNP 

A3 

αληη-La 

αληη-Sm 
Γηάγλσζε 

2    Καξθηληθά Κχηηαξα 

7 + +  Καξθίλνο πλεχκνλα 

10    ΜΜΚΠ 

12  +  ΜΜΚΠ 

13 +   Καξθ. πλεχκνλα, Καξθ. ηξαρήινπ 

15 + +  ΜΜΚΠ 

16  +  Καξθίλνο καζηνχ 

18    
Καξθ. πλεχκνλα, αλαπλεπζ. 

ινίκσμε 

19 +  Sm εκίλσκα (Καξθίλνο) 

25 +   ΜΜΚΠ 

28    ΜΜΚΠ 

29 +  Sm Καξθίλνο Πλεχκνλα 

33    Καξθ.  καζηνχ, ΥΑΠ 

34    Καξθίλνο πξνζηάηε 

37    Μεηαζηαηηθφ ΜΜΚΠ 

40  +  
Καξθ. ζηνκάρνπ κε επαηηθέο 

κεηαζηάζεηο 

44  +  Αδελνθαξθίλσκα 

47  +  Καξθ. Μπεινχ 

49    
Πλεπκνλία, Καξθ. πξν 2εηίαο  κε 

ινβνεθηνκή 

50    ΜΜΚΠ 

54 ++ + La ΜΜΚΠ 

55 + + La ΜΜΚΠ 

58  +  ΜΜΚΠ 

60  +++  Καξθίλνο πλεχκνλα 

61 +   Πιαθψδεο Καξθ. πλεχκνλα 
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62    Παιαηφ Καξθ. 

64    ΜΜΚΠ 

66  +  Καξθίλνο 

67    Αδελνθαξθίλσκα 

68    Πιαθψδεο θαξθ. 

73    Καξθ. 

75 + + La Καξθίλνο πλεχκνλα 

83  +  Καξθίλνο πλεχκνλα 
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Πίλαθαο 12 πγθεληξσηηθφο πίλαθαο απνηειεζκάησλ γηα ηελ παξνπζία απηναληηζσκάησλ ζε νξνχο 

απφ αζζελείο κε πάζεζε εθηφο θαξθίλνπ, θαη πγηή άηνκα. 

 

ΚΧΓΗΚΟ 

ΟΡΟY 

 

αληη-

hnRNP A2 

αληη-

hnRNP 

A3 

αληη-La 

αληη-Sm 
Γηάγλσζε 

1    Πλεπκνλία 

3    αηκαηνινγηθφ 

4    ΥΑΠ 

5 +   Πλεπκνλία 

6    Φπζηνινγηθφ 

8 
   Πιεπξηηηθή  ζπιινγή 

9    Δκπχεκα 

11    Πλεπκνλία 

14 +   Λνίκσμε αλαπλεπζηηθνχ 

17    Καινήζεο θχιισκα 

20   La +++ Πλεπκνλία 

21    
Αξξπζκίεο, Γηάκεζε 

πλεπκνλνπάζεηα 

22    Φπζηνινγηθφ 

23    Φπζηνινγηθφ 

24    ΥΑΠ 

26 +   ΥΑΠ 

30    Φπζηνινγηθφ 

32 +   Απφζηεκα 

35    Βξνγρ. άζζκα 

36    
ΥΑΠ-ΥΑΑ , αλαπλεπζη. ινίκσμε, 

ξεπκαηνεηδήο  αξζξίηηδα 

38    
Αλαπλεπζη. Λνίκσμε, 

Πνιπαμνληθή λεπξνπάζεηα 

39    Έκθξαγκα 

42    Πλεπκ. εκβνιή 

43    Βξνγρηθφ άζζκα 

45    ΥΑΠ 
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46 +   Αγγεηίηηδα 

48    Φπζηνινγηθφ 

52 +   Πλεπκνλία- ΥΑΠ 

53    Φπζηνινγηθφ 

56    
Υξφληα βξνγρίηηδα, βαξχο 

θαπληζηήο 

57    Καξδηαθφ 

59    Πλεπκνληθή εκβνιή 

65    Λνίκσμε 

69    Πλεπκνλία 

70    Υξφληα Βξνγρίηηδα 

71    Βξνγρ. άζζκα 

72    
ΥΑΠ-Ν-Γ Πεξηθ.  

αξηεξηνπάζεηζα 

74 + +  
ΥΑΠ-ΥΑΑΗ, πεπηηθφ έιθνο, βαξχο 

θαπληζηήο 120p/y 

78    Πλεπκνλία AF- Σνμηθφ Γαθηπι. 

79    θίαζε 

80    Πλεπκνλία 

81    ΥΑΠ 

84    
ΥΑΠ-Πλεπκνλία-AF-Ν-CT 

ρσξίο θαξθίλν 
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Γ. πδήηεζε 
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Γ. πδήηεζε 
 

Γ1 Έθθξαζε πξσηεηλσλ hnRNP A/B ζε βηνςίεο αζζελώλ κε θαξθίλν 

ηνπ πλεύκνλα 
 

Σν θχξην πιενλέθηεκα ηεο παξνχζαο δηαηξηβήο ήηαλ ε ηαπηφρξνλε εμέηαζε 

θαξθηληθνχ θαη θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ζε δεχγε βηνςηψλ απφ αζζελείο κε κε-

κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (ΜΜΚΠ) γηα ηελ εθηίκεζε ηφζν ησλ 

πξσηετληθψλ επηπέδσλ φζν θαη ησλ επηπέδσλ ηνπ mRNA γηα ηηο ππφ εμέηαζε 

πξσηεΐλεο. Ζ κειέηε βαζίζηεθε ζηε ζπλδπαζκέλε εθαξκνγή αλνζναπνηχπσζεο 

(Western blotting) γηα ηνλ εκη-πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ, 

θαη πνζνηηθήο αλάιπζεο RT-PCR (Real-Time) γηα αθξηβή πξνζδηνξηζκφ ησλ 

επηπέδσλ ηνπ mRNA ζε ζηαζεξή θαηάζηαζε ζην θχηηαξν. 

Δπί ηνπ παξφληνο, ε απνξχζκηζε ηεο έθθξαζεο πξσηετλψλ hnRNP, θπξίσο 

ηεο hnRNP A2/B1, θαηά ηελ θαξθηλνγέλεζε ζηνλ πλεχκνλα έρεη ππνζηεξηρζεί απφ 

κηα ζεηξά βηβιηνγξαθηθψλ αλαθνξψλ. Οη πεξηζζφηεξεο αθνξνχλ ηελ εθαξκνγή 

αλνζνρεκηθψλ πξνζεγγίζεσλ είηε ζε ηζηνχο ρεηξνπξγεκέλσλ αζζελψλ κε ΜΜΚΠ 

είηε ζε θαξθηληθέο ζεηξέο ηνπ πλεχκνλα [305, 308, 365-369]. Αξθεηέο αλαθνξέο 

πεξηειάκβαλαλ επίζεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο φπσο Western blotting, Northern 

blotting ή RT-PCR [370-375]. Παξά ηαχηα, ε παξνχζα κειέηε είλαη πξσηφηππε ζε 

φηη αθνξά ηελ εθαξκνγή δεπγψλ βηνςηψλ θαξθηληθνχ θαη παξαθείκελνπ 

θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ηνπ πλεχκνλα απφ ηνλ ίδην αζζελή θαη άκεζε ζχγθξηζε ησλ 

επηπέδσλ πξσηεΐλεο θαη mRNA γηα θάζε ππφ εμέηαζε πξσηεΐλε hnRNP.  

Δίλαη γεληθά απνδεθηφ φηη νη βηνςίεο απνηεινχλ ην πιένλ θαηάιιειν πιηθφ 

γηα ηελ κειέηε ηεο θαξθηλνγέλεζεο ζηνλ πλεχκνλα, ζε ζχγθξηζε κε ηελ θαιιηέξγεηα 

αλζξψπηλσλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ (θαζηεξσκέλσλ ή πξσηνγελψλ), νη νπνίεο 

παξνπζηάδνπλ δηαθνξνπνηεκέλνπο ξπζκνχο αλάπηπμεο ζε ζρέζε κε ηα θχηηαξα ηνπ 

ηζηνχ πξνέιεπζεο. Γεληθά, ππάξρεη δπζθνιία ζηε δηαζεζηκφηεηα θαηάιιειεο 

θπηηαξηθήο ζεηξάο πνπ λα κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο θπζηνινγηθφο κάξηπξαο, 

αθνχ θαη νη αζαλαηνπνηεκέλεο, κε-θαξθηληθέο, ζεηξέο παξνπζηάδνπλ παξφκνηα 

επίπεδα πξσηετλψλ hnRNP κε απηά ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ. Απηή είλαη κηα 

παξάκεηξνο ε νπνία πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε εθφζνλ είλαη γλσζηφ φηη ηα επίπεδα 
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έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP είλαη ζηελά ζπλδεδεκέλα κε ην ξπζκφ αλάπηπμεο 

ησλ θπηηάξσλ (θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο) [376]. 

Οη πξψηεο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο, θαζψο θαη απηέο πνπ αθνινχζεζαλ, 

αλέδεημαλ ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηα πξφηππα έθθξαζεο ηεο πξσηεΐλεο θαη ηνπ mRNA 

ηεο hnRNP A2/B1 ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Σν γεγνλφο απηφ ζεσξήζεθε σο έλα 

ραξαθηεξηζηηθφ ηεο θπηηαξηθήο λενπιαζκαηηθήο εμαιιαγήο ην νπνίν πξνεγείηαη ησλ 

κνξθνινγηθψλ δηαθνξνπνηήζεσλ ησλ ηζηψλ θαη ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί 

ζηελ πξψηκε δηάγλσζε ηνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [368-370], φπσο αλαθέξεηαη θαη 

ζε κηα πξφζθαηε αλαθνξά ηνπ εξγαζηεξίνπ καο [306]. Ζ πςειή ζπρλφηεηα 

εκθάληζεο απμεκέλεο έθθξαζεο ηεο Α2/Β1 φπσο επίζεο θαη άιισλ hnRNP 

(Α1,C1/C2,Κ), παξαηεξήζεθε κε αλνζναπνηχπσζε νιηθψλ εθρπιηζκάησλ απφ  

αλζξψπηλεο θπηηαξηθέο ζεηξέο κηθξνθπηηαξηθνχ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα (ΜΚΠ) θαη 

ΜΜΚΠ, φπσο επίζεο θαη ζε βηνςίεο ΜΜΚΠ [318]. ηηο θπηηαξηθέο ζεηξέο ε κέζε 

έθθξαζε ηνπ mRNA ηεο hnRNP Α2/Β1 θαη ηεο hnRNP Α1 ήηαλ πςειφηεξε ζε ΜΚΠ 

απφ φηη ζε ΜΜΚΠ φπσο επίζεο θαη ν ιφγνο ηνπ mRNA ηεο θχξηαο ηζνκνξθήο Α2 

πξνο ηελ δεπηεξεχνπζα Β1 (κέζε ηηκή 7,2 θαη 6,3 ζε ΜΚΠ θαη ΜΜΚΠ αληίζηνηρα) 

[318].  

Παξά ηα πξψηα ελζαξξπληηθά απνηειέζκαηα, ε ρξεζηκφηεηά ηεο 

ππεξέθθξαζεο ηεο hnRNP Α2/Β1 σο δηαγλσζηηθφο βηνδείθηεο γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα βξίζθεηαη επί ηνπ παξφληνο ζε ακθηζβήηεζε. Καη απηφ γηαηί λεψηεξεο 

κειέηεο ππνζηεξίδνπλ φηη ε ηζνκνξθή Β1 παξνπζηάδεη ζεκαληηθφηεξε αχμεζε ηφζν 

ζε πξσηετληθφ επίπεδν φζν θαη ζε επίπεδν mRNA ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Ζ 

παξαγσγή θαη ρξήζε πνιπθισληθψλ αληηζσκάησλ απνθιεηζηηθά γηα ηελ ηζνκνξθή 

Β1 είρε σο απνηέιεζκα ηελ εθαξκνγή αλνζντζηνρεκηθψλ πξνζεγγίζεσλ πνπ έδεημαλ 

ηζρπξή ππξεληθή ρξψζε, θπξίσο ζε θαξθίλσκα εθ πιαθψδνπο επηζειίνπ, αιιά φρη 

ηνπ παξάπιεπξνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ, ησλ πλεπκνληθψλ επηζειηαθψλ θπηηάξσλ 

[366, 373]. ε άιιεο κειέηεο αληρλεχηεθε κεξηθή ρξψζε θαη ησλ θπζηνινγηθψλ 

θπηηάξσλ (αλ θαη ρακειφηεξεο έληαζεο απφ απηή ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ) κε ηε 

ρξήζε δχν δηαθνξεηηθψλ κνλνθισληθψλ αληηζσκάησλ έλαληη ηεο Β1 [301, 372, 375]. 

Δπίζεο, ζε πξφζθαηε κειέηε κε απνθιεηζηηθή ρξήζε αλνζνηζηνρεκείαο ζε αξρεηαθφ 

πιηθφ ηζηψλ απφ αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, κε παξάιιειε δηεξεχλεζε κε-

θαξθηληθψλ ηζηψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ αζζελείο κε άιιεο παζήζεηο ηνπ πλεχκνλα 

(πνπ δε ζρεηίδνληαη κε θαξθίλν σο νκάδα ειέγρνπ), παξαηεξήζεθε ππεξ-έθθξαζε ηεο 

Β1 ζε ζπρλφηεηα 25% θαη ζε θαινήζε βξνγρηθά επηζειηαθά θχηηαξα θαη 
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θιεγκνλψδε θχηηαξα ηεο νκάδαο ειέγρνπ [301]. Παξά ηηο παξαπάλσ 

δηαθνξνπνηήζεηο ησλ απνηειεζκάησλ, παξακέλεη φηη ε ππεξ-έθθξαζε ηεο hnRNP Β1 

παξαηεξείηαη απφ ηα πξψηκα ζηάδηα ηεο θαθνήζνπο κεηαιιαγήο (ζε κε εκθαλή 

θαξθίλν, βξνγρηθή δπζπιαζία θαη πηχεια) θαη επί ηνπ παξφληνο ζεσξείηαη σο ν πιένλ 

εηδηθφο θαη επαίζζεηνο βηνδείθηεο (έλαληη ηεο hnRNP Α2/Β1) γηα ηελ αλίρλεπζε ηνπ 

πξψηκνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα [365, 373]. 

ηα πιαίζηα ηεο παξαπάλσ ζπδήηεζεο, πηζηεχνπκε φηη ε παξνχζα κειέηε 

αλέδεημε έλαλ αξηζκφ ζεκαληηθψλ παξαηεξήζεσλ.  Μηα πξψηε παξαηήξεζε αθνξά 

ηηο θαξθηλνεμαξηψκελεο αιιαγέο ζε πξσηετληθφ επίπεδν ηεο νκάδαο ησλ hnRNP 

ηχπνπ Α/Β, ηεο νπνίαο σο γλσζηφλ ηα κέιε εκθαλίδνπλ πςειή νκνινγία. Δθηφο απφ 

ηελ απνξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ησλ hnRNP Α2/Β1 ή κφλν ηεο Β1, ππάξρνπλ ιίγεο 

αλαθνξέο γηα ηηο άιιεο πξσηεΐλεο hnRNP. Ζ κειέηε καο εζηίαζε ζηηο 3 θχξηεο 

πξσηεΐλεο ηχπνπ Α/Β (ηηο hnRNP Α2/Β1, Α1 θαη Α3), ελψ κηα αθφκε πξσηεΐλε 

hnRNP (ε hnRNP Κ) πξνζηέζεθε ζε κεξηθέο απφ ηηο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο. Ο 

εκη-πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ πνπ βαζίζηεθε ζηα 

απνηειέζκαηα απφ Western blotting θαηέδεημε ηελ ππεξνρή ηεο hnRNP Α1 

αλαθνξηθά κε ηνλ πςειφηεξν βαζκφ απνξχζκηζεο (ζπρλφηεηα θαη εχξνο 

ππεξέθθξαζεο)  ζηνλ ΜΜΚΠ. Με θαηψθιη αιιαγψλ ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ ζην  

ιφγν θαξθηληθνχ πξνο θπζηνινγηθφ ηζηφ ζηνλ ίδην αζζελή Κ/Φ>2, νη πιένλ 

ζεκαληηθέο αιιαγέο πξνζδηνξίζηεθαλ ζηελ πεξίπησζε ηεο hnRNP Α1 (76%), ελψ 

αθνινπζνχλ νη hnRNP Α3 (52%),  hnRNP Α2/Β1 (43%) θαη hnRNP K/J (38%). Ζ 

πςειή ζπρλφηεηα ππεξέθθξαζεο ηεο Α1 ζηνλ ΜΜΚΠ είλαη ζε ζπκθσλία κε 

πξνεγνχκελεο παξαηεξήζεηο πνπ έρνπλ βαζηζηεί απνθιεηζηηθά ζε αλνζνηζηνρεκηθέο 

κειέηεο [374]. Απμεκέλε έθθξαζε ηεο hnRNP Α1 έρεη αλαθεξζεί θαη ζηνλ θαξθίλν 

ηνπ παρένο εληέξνπ [377] θαη ζε άιινπο ηχπνπο θαξθίλνπ [378]. Σα επξήκαηα πνπ 

αθνξνχλ ηελ ππεξέθθξαζε ηεο hnRNP Α3 είλαη λέα θαη ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ 

δηεξεχλεζε ηεο πηζαλήο εκπινθήο ηεο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

Ο θχξηνο ζηφρνο ηεο κειέηεο καο  ήηαλ ε άκεζε ζχγθξηζε ηεο hnRNP Α1 θαη 

Α2/Β1 ζε επίπεδν πξσηεΐλεο θαη mRNA, απφ ηνλ ίδην αζζελή. Σα απνηειέζκαηά καο 

έδεημαλ φηη ε πςειή ζπρλφηεηα ππεξέθθξαζεο ηεο Α1 (76%) ζε επίπεδν πξσηεΐλεο 

ζηνλ θαξθίλν δελ ζπλνδεχεηαη απφ αληίζηνηρεο αιιαγέο ζηα επίπεδα ηνπ mRNA 

(15% ππεξέθθξαζε). Αληίζεηα κε ηελ hnRNP Α1, παξαηεξήζεθε ε ίδηα γεληθή 

ζπρλφηεηα ππεξέθθξαζεο (πεξίπνπ 40%) ζε επίπεδν πξσηεΐλεο θαη mRNA γηα ηελ 

hnRNP Α2/Β1. ηε κειέηε καο έγηλε εθηίκεζε ησλ επηπέδσλ mRNA απνθιεηζηηθά 
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γηα ηελ ηζνκνξθή hnRNP Β1, αιιά δελ θαηέζηε δπλαηή ε παξάιιειε κέηξεζε ησλ 

πξσηετληθψλ επηπέδσλ, ιφγν έιιεηςεο εηδηθψλ αληηζσκάησλ απνθιεηζηηθά γηα ηε 

κνξθή Β1. Απφ ηα απνηειέζκαηα ησλ αλνζναπνηππψζεσλ ζηα νπνία έγηλε ρξήζε 

ηνπ αληηζψκαηνο έλαληη θαη ησλ δχν κνξθψλ  hnRNP Α2 θαη Β1 νη αιιαγέο πνπ 

πξνζκεηξήζεθαλ ήηαλ ζε γεληθή αλαινγία κε απηέο ηεο θχξηαο ηζνκνξθήο hnRNP 

Α2. Δπηπιένλ, ε ζπρλφηεηα θαη ην εχξνο ηεο αχμεζεο ηνπ mRNA ηεο hnRNP Β1 

ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ ήηαλ αλάινγε απηψλ ηνπ mRNA ηεο hnRNP Α2/Β1 (αλ θαη 

κηθξφηεξεο έληαζεο). Απφ ηα παξαπάλσ ζπλάγεηαη φηη ηα απνηειέζκαηά καο δελ 

βξίζθνληαη ζε ζπκθσλία κε ηελ αλαθνξά ηνπ Sueoka θαη ζπλεξγαηψλ [373] γηα 

απμεκέλα επίπεδα ηνπ mRNA ηεο Β1 ζε ζρέζε κε ην mRNA ηεο Α2/Β1 ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

Σα απνηειέζκαηά καο έδσζαλ ζεκαληηθά ζηνηρεία γηα ηελ χπαξμε 

δηαθνξεηηθψλ κεραληζκψλ ππεχζπλσλ γηα απνξχζκηζε ηεο έθθξαζεο ησλ ζπγγεληθψλ 

πξσηετλψλ hnRNP Α/Β ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, φπσο έρεη αξρηθά πξνηαζεί ζε 

κηα πξνεγνχκελε κειέηε [374]. Απηφ γίλεηαη ηδηαίηεξα εκθαλέο απφ ηε ζπρλφηεηα 

ησλ πεξηπηψζεσλ (19%) φπνπ πξνζκεηξείηαη αληίζεηε έθθξαζε (ππεξ- ή ππφ- 

έθθξαζε) ζε κία ηνπιάρηζηνλ πξσηεΐλε hnRNP Α/Β (Α1, Α2/Β1 θαη Α3) ζηελ ίδηα 

βηνςία. Ζ έιιεηςε αληηζηνηρίαο ζηελ απνξχζκηζε ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ ησλ 

Α/Β αληηθαηνπηξίζηεθε θαη ζην επίπεδν ηνπ mRNA. Ηδηαίηεξα ζηελ πεξίπησζε ηεο 

hnRNP Α1, ε πςειή ζπρλφηεηα ηεο πξσηετληθήο ππεξέθθξαζεο (76%) ζηνλ θαξθίλν, 

δελ ζπλνδεπφηαλ απφ παξφκνηεο αιιαγέο ζην επίπεδν ηνπ mRNA (15% 

ππεξέθθξαζε). Θα πξέπεη λα ηνληζηεί ζε απηφ ην ζεκείν ε πξνθαλήο ρακειή 

ζπζρέηηζε κεηαμχ πξσηεΐλεο θαη mRNA ζηα επθαξπσηηθά ζπζηήκαηα, θαζψο αξθεηά 

ζπρλά ε ππεξέθθξαζε κηαο πξσηεΐλεο δε ζπλνδεχεηαη απφ αληίζηνηρε αιιαγή ζην 

επίπεδν ηνπ mRNA [379, 380]. 

Αλαθνξηθά κε ηνλ παξάγνληα καηίζκαηνο ASF/SF2 κε γλσζηφ αληαγσληζηηθφ 

ξφιν έλαληη ηεο Α1 ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα [381], ζηε κειέηε καο αληρλεχηεθαλ 

παξάιιειεο αιιαγέο κε απηέο ηεο hnRNP Α1, ηφζν ζην πξσηετληθφ επίπεδν φζν θαη 

ζην επίπεδν ηνπ mRNA. ε έλα κνληέιν θαξθηλνγέλεζεο ηνπ πλεχκνλα ζηνλ πνληηθφ 

αλαθέξνληαη παξάιιειεο αιιαγέο ζηα ζρεηηθά επίπεδα ησλ δχν πξσηετλψλ κε ηελ 

παξαηήξεζε φηη ε hnRNP Α1 απμάλεηαη ζπγθξηηηθά κε ηελ ASF/SF2 ζε κεγαιχηεξν 

βαζκφ ζηνπο φγθνπο (6πιάζηα αχμεζε ηνπ ιφγνπ Α1 πξνο ASF/SF2) [382]. Σν ίδην 

θαίλεηαη λα ηζρχεη θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ αλζξψπηλνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα, 

θαζψο ζηελ παξνχζα κειέηε ε πςειφηεξε αλαινγία ηεο hnRNP Α1 πξνο ηελ 
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ASF/SF2 ήηαλ εκθαλήο ζην 80% ησλ πεξηπηψζεσλ (ε πιεηνςεθία κε 3πιάζηα 

ηνπιάρηζηνλ αιιαγή). Σα δεδνκέλα απηά ππνζηεξίδνπλ ηελ χπαξμε 

θαξθηλνεμαξηψκελσλ αιιαγψλ ζηα επίπεδα ηνπ παξάγνληα καηίζκαηνο ASF/SF2 θαη 

ηεο Α1 γηα ηηο νπνίεο ρξεηάδεηαη πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε πξνθεηκέλνπ λα δηαθαλεί ν 

ηδηαίηεξνο ξφινο ηνπο ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

Δπί ηνπ παξφληνο δελ έρεη δηεπθξηληζζεί πιήξσο ε ρξεζηκφηεηα ηεο hnRNP 

Α2/Β1 σο βηνδείθηε ζηε δηάγλσζε ηνπ πξψηκνπ θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. Ζ 

πξφζθαηε δεκνζίεπζε ησλ Zech θαη ζπλεξγαηψλ [383] εμεηάδεη ηελ δηαγλσζηηθή θαη 

πξνγλσζηηθή αμία ησλ hnRNP Α2/Β1 θαη Β1 αθ‟ εαπηνχ ζηνλ αλζξψπηλν θαξθίλν 

ηνπ πλεχκνλα. Με ηελ εθαξκνγή κεγάιεο θιίκαθαο αλνζντζηνρεκηθήο κειέηεο ζε 

παγσκέλνπο ηζηνχο (ρσξίο κνληκνπνίεζε ζε παξαθίλε), ζε δεχγε 

θαξθηληθνχ/θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ζηνλ ίδην αζζελή κε ΜΜΚΠ, ε ζπρλφηεηα 

ππεξέθθξαζεο ηεο Α2/Β1 ζηνλ θαξθίλν ήηαλ ηδηαηηέξσο ρακειή (10%) ζε ζχγθξηζε 

κε ηελ πςειή ζπρλφηεηα (91%) ηεο Β1 ζηα θαξθηληθά θχηηαξα. Δπηπξφζζεηα, θαη ζε 

αληίζεζε κε ηελ αλαθνξά ησλ Wu θαη ζπλεξγαηψλ [305], δε δηαθαίλεηαη ε 

πξνγλσζηηθή αμία ηεο hnRNP Β1, ελψ ε ππεξέθθξαζε ηεο Α2/Β1 ζρεηίζηεθε κε 

αξλεηηθή πξφγλσζε [383]. Ζ χπαξμε απνθιίζεσλ θαη αληηθξνπφκελσλ 

απνηειεζκάησλ πηζαλφλ λα ζρεηίδεηαη κε ηε ρξήζε δηαθνξεηηθψλ αληηζσκάησλ θαη 

κεζφδσλ κνληκνπνίεζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο κειέηεο. Ζ παξνχζα εξγαζία 

έδσζε, αληηζέησο, αξρηθά ζηνηρεία ηα νπνία ππνζηεξίδνπλ ηελ hnRNP Α1 σο έλα πην 

αμηφπηζην βηνδείθηε ζε ζρέζε κε ηελ Α2/Β1. Απηφ βαζίδεηαη ζηελ απμεκέλε 

ζπρλφηεηα ππεξέθθξαζεο ηεο ζηνλ θαξθίλν θαη ζηα ρακειά επίπεδα ζηνλ 

παξαθείκελν (κε θπζηνινγηθή κνξθνινγία) ηζηφ, φπσο παξνπζηάζηεθε ζηα 

Απνηειέζκαηα. Παξακέλεη σζηφζν ε πηζαλφηεηα φηη νη αιιαγέο ηεο hnRNP Α1 

ιακβάλνπλ ρψξα ζε έλα κεηαγελέζηεξν ζηάδην ηεο θαθνήζνπο εμαιιαγήο ηνπ 

πλεχκνλα, ζε ζχγθξηζε κε ην πξψηκν ζηάδην γηα ηελ hnRNP Α2/Β1 ή Β1. 

εκεηψλνπκε φηη νη θαξθηληθνί ηζηνί νη νπνίνη ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα 

κειέηε πξνέξρνληαλ απφ έλα πξνρσξεκέλν θαξθηληθφ ζηάδην (βηνςίεο κε ρακειή ή 

κεζαία δηαθνξνπνίεζε) θαη φηη δελ παξαηεξήζεθε ππεξπιαζία ή κεηαπιαζία ησλ 

θπηηάξσλ ζηνλ παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ, ηνπιάρηζηνλ 5 cm καθξηά απφ ηελ 

πεξίκεηξν ηνπ φγθνπ. Δπηπιένλ, δελ ήηαλ δπλαηφ λα ζπκπεξηιεθζνχλ ζηε κειέηε 

βηνςίεο απφ αζζελείο κε κε-θαξθηληθή παζνινγία, σο κηα θαιχηεξε νκάδα ειέγρνπ. 

Μνιαηαχηα, ηα απνηειέζκαηα καο επηηξέπνπλ λα πξνηείλνπκε ηελ ππεξέθθξαζε ηεο 

hnRNP Α1 σο έλα λέν βηνδείθηε, ν νπνίνο κπνξεί λα ζπλδπαζηεί κε απηφλ ηεο Β1 
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ή/θαη άιινπο πνιιά ππνζρφκελνπο βηνδείθηεο (φπσο ε έθθξαζε ηεο ηεινκεξάζεο, 

κεηαιιάμεηο ηνπ p53 θαη K-Ras [365] ) ζηελ πξνζπάζεηα γηα αθξηβή δηάγλσζε 

πξψηκεο θαξθηλνγέλεζεο ζηνλ πλεχκνλα. 

Ζ κνξηαθή βάζε ηεο απνξχζκηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα παξακέλεη επί ηνπ παξφληνο άγλσζηε. Ζ ζπκκεηνρή κνξίσλ 

πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε κνλνπάηηα ζεκαηνδφηεζεο, θαη ειέγρνπλ κεηαμχ άιισλ θαη ηε 

δξαζηεξηφηεηα ησλ πξσηετλψλ hnRNP, είλαη αλακελφκελε φπσο έρεη δεηρζεί ζηελ 

πεξίπησζε ηεο ππεξέθθξαζεο ηεο ASF/SF2 ζηνλ θαξθίλν ηνπ ζηήζνπο θαη ηνπ 

παρένο εληέξνπ [354]. χλδεζε ηεο ππεξέθθξαζεο ησλ hnRNP Α/Β κε ηελ 

θαξθηλνγέλεζε δηαθαίλεηαη απφ πξφζθαηε κειέηε φπνπ ε έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ 

είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ αλάπηπμε ησλ θαξθηληθψλ θπηηάξσλ [165] θαη απφ ηε 

ζχλδεζε ηεο αλαζηνιήο ηεο επηδηφξζσζεο ηνπ DNA κε ηελ ππεξέθθξαζε ηεο Β1 

[149]. 

Ζ παξνχζα κειέηε έδσζε αξρηθέο ελδείμεηο αλαθνξηθά κε ηνπο 

εκπιεθφκελνπο κεραληζκνχο ηεο απνξχζκηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ hnRNP Α/Β ζην 

ΜΜΚΠ. Έλαο πηζαλφο κεραληζκφο γηα ηελ ππεξέθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο hnRNP Α1 

κε ηελ έιιεηςε παξάιιεισλ αιιαγψλ ηνπ mRNA, ζα κπνξνχζε λα ζρεηίδεηαη κε ηελ 

θαηαζηνιή ηεο κεηάθξαζεο ηνπ mRNA ηεο Α1 ζε κε-θαξθηληθά θπζηνινγηθά 

θχηηαξα, ε νπνία αλαηξέπεηαη ζηα θαξθηληθά θχηηαξα κε ζπλέπεηα ηελ ζπζζψξεπζε 

πξσηεΐλεο. Έλαο ηέηνηνο κεραληζκφο πηζαλά λα εκπιέθεη ζπγθεθξηκέλα microRNA ηα 

νπνία ζηνρεχνπλ ην mRNA ηεο hnRNP Α1, θαζψο ε ζπκκεηνρή δηαθφξσλ 

microRNA έρεη ήδε δηαθαλεί ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα [384]. Παξακέλεη πξνο 

δηεξεχλεζε ην θαηά πφζν πθίζηαηαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ mRNA ηεο hnRNP Α1 έλαο 

ηέηνηνο κεραληζκφο. Να ζεκεησζεί φηη κηα πξψηε ζάξσζε πξνγξακκάησλ πνπ θάλνπλ 

ρξήζε εηδηθψλ αιγφξηζκσλ, εκθάληζε αξθεηά microRNA πνπ έρνπλ πηζαλνχο 

ζηφρνπο mRNA ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β. Απφ φια ηα παξαπάλσ ζπλάγεηαη ε 

πξνζνρή πνπ απαηηείηαη ζηελ εξκελεία απνηειεζκάησλ πνπ ζηεξίδνληαη 

απνθιεηζηηθά ζηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζην επίπεδν ηνπ mRNA, ρσξίο λα ιακβάλνληαη 

ππφςε νη αιιαγέο ζην πξσηετληθφ επίπεδν. Μειινληηθφο ζηφρνο ηνπ εξγαζηεξίνπ 

είλαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ mRNA-ζηφρσλ ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/B  κε πεηξάκαηα 

θαηαθξήκληζεο RNA (RIP assays) αλάκεζα ζε θαξθηληθά θαη θπζηνινγηθά θχηηαξα. 

Πξνθαηαξθηηθά πεηξάκαηα ζηελ θαηεχζπλζε απηή έδεημαλ ηελ ηθαλφηεηα 

αλνζνθαηαθξήκληζεο ζπκπιφθσλ RNP κέζσ αληηζψκαηνο έλαληη ηεο hnRNP Α1 ζε 



151 
 

βηνςίεο ηνπ πλεχκνλα, ηα νπνία ζα απνηειέζνπλ ην πιηθφ αλάιπζεο mRNA ζηνλ 

θαξθηληθφ θαη παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ ηνπ πλεχκνλα.  

Ζ ζηελή ζρέζε αλάκεζα ζηα πξφηππα ελαιιαθηηθψλ καηίζκαηνο θαη θαξθίλνπ 

επεθηείλεηαη θαη ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Οη πξσηεΐλεο hnRNP Α/Β θαη ν 

γλσζηφο παξάγνληαο καηίζκαηνο ASF/SF2 ζπκκεηέρνπλ ελεξγά ζην ελαιιαθηηθφ 

κάηηζκα. Γλσζηή είλαη επίζεο ε ζρέζε κεηαμχ ηνπ ιφγνπ  έθθξαζεο ηεο hnRNP1 Α1 

πξνο ASF/SF2 ζηνλ θαξθίλνπ [354, 355]. Λακβάλνληαο ππφςε ηηο 

θαξθηλνεμαξηψκελεο αιιαγέο πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 

hnRNP Α/Β , θαη θπξίσο ηεο Α1, έγηλε κηα πξνζπάζεηα λα δηεξεπλεζεί θαηά πφζν νη 

παξαηεξνχκελεο απηέο αιιαγέο, κεηαμχ  θπζηνινγηθνχ θαη θαξθηληθνχ ηζηνχ απφ ηνλ 

ίδην αζζελή, κπνξνχλ λα ζπζρεηηζηνχλ κε ηα πξφηππα  καηίζκαηνο ηνπ pre-mRNA 

γνληδίσλ πνπ ππφθεηληαη ζε ελαιιαθηηθφ κάηηζκα θαη ζρεηίδνληαη θαη κε ηελ 

θαξθηλνγέλεζε. Ζ δηεξεχλεζε απηή έγηλε αξρηθά ζε έλα απφ ηα πην θαιά κειεηεκέλα 

γνλίδηα ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, ην CD44 θαη εζηίαζε ζηελ παξνπζία ησλ 

εμνλίσλ λ1 – λ10 (θαη θαηά θχξην ιφγν ησλ v6 θαη v8), ε νπνία έρεη ζπζρεηηζηεί κε 

ηελ θαξθηληθή εμαιιαγή [350, 358, 359]. Σα απνηειέζκαηα πεηξακάησλ RT-PCR ζε 

νιηθφ RNA απφ ηα δεχγε βηνςηψλ κε ηε ρξήζε εηδηθψλ εθθηλεηψλ γηα ηε βαζηθή 

κνξθή CD44s θαη ηηο κνξθέο πνπ πεξηέρνπλ εμψληα v6 θαη v8, κε ζηφρν ηελ 

ηαπηνπνίεζε ησλ πξνηχπσλ ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο, δελ νδήγεζαλ ζηελ 

αλαγλψξηζε ελφο πξνηχπνπ καηίζκαηνο ην νπνίν λα ζπλδέεηαη κε ηηο αιιαγέο ζηα 

επίπεδα έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP A/B θαη ASF/SF2 πνπ κειεηήζεθαλ, θαη 

εηδηθφηεξα κε ηα απμεκέλα επίπεδα (>10x) ηεο hnRNP A1. Ζ έιιεηςε 

ραξαθηεξηζηηθψλ πξνηχπσλ καηίζκαηνο αθνξνχζε φινπο ηνπο ζπλδπαζκνχο 

εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ. Υαξαθηεξηζηηθή ήηαλ ε παξνπζία πξντφλησλ RT-

PCR πνπ πεξηέρνπλ ηηο ηζνκνξθέο v8 θαη θπξίσο v6 θαη ζηνπο θπζηνινγηθνχο ηζηνχο. 

Ζ δηεξεχλεζε ηεο πηζαλήο ζρέζεο ησλ αιιαγψλ ησλ επηπέδσλ ησλ hnRNP 

ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα κε παξάιιειεο αιιαγέο ζηα πξφηππα ελαιιαθηηθνχ 

καηίζκαηνο ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ, επεθηάζεθε κε ηελ επηινγή γνληδίσλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ απφπησζε θαη ησλ νπνίσλ ηα πξφηππα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο 

έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηα επίπεδα έθθξαζεο πξσηετλψλ hnRNP, (ζίγεζε ησλ 

πξσηεηλψλ κε ρξήζε siRNA [339] ). Δπηιέγνληαο γνλίδηα πνπ επέδεημαλ ηηο 

κεγαιχηεξεο δηαθνξνπνηήζεηο ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα κε ηελ εθαξκνγή ζίγεζεο 

ηεο έθθξαζεο ησλ πξσηετλψλ Α1 θαη Α2/Β1 - ηα MAP4K4, PPP3CB θαη LRDD γηα 

ηελ Α1, θαη CASP9 γηα ηελ hnRNP A2- εθαξκφζηεθε RT-PCR ζε επηιεγκέλα δεχγε 
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βηνςηψλ θαξθηληθνχ/θπζηνινγηθνχ ηζηνχ ηνπ πλεχκνλα, κε ηα ίδηα δεχγε εθθηλεηψλ 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ πξναλαθεξζείζα κειέηε. Σα απνηειέζκαηα θαη απφ 

απηή ηελ αλάιπζε δελ ζηάζεθαλ ηθαλά λα ππνζηεξίμνπλ ηελ άκεζε ζχλδεζε κεηαμχ 

ησλ παξαηεξνχκελσλ αιιαγψλ ζηα επίπεδα ησλ Α1 θαη Α2/Β1 ζηνλ θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα θαη ζηα πξφηππα ελαιιαθηηθνχ καηίζκαηνο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. 

Απφ ην γεγνλφο φηη νη παξαπάλσ έκκεζεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο δελ νδήγεζαλ 

ζε ζαθή ζπκπεξάζκαηα, γίλεηαη πξνθαλήο ε αλάγθε γηα άκεζε ηαπηνπνίεζε ησλ 

ζηφρσλ mRNA πνπ βξίζθνληαη ζε δηαζχλδεζε κε ηηο πξσηεΐλεο ζηα ζχκπινθα RNP 

ζηνλ θαξθηληθφ θαη παξαθείκελν θπζηνινγηθφ ηζηφ ηνπ πλεχκνλα.  

 

Γ2. Παξαγσγή λέσλ εξγαιείσλ ησλ hnRNP A/B θαη εθαξκνγή 1: ζηε 

κειέηε αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμύ πξσηεηλώλ hnRNP 2: ζηε 

δηεξεύλεζε ηεο θαζηέξσζεο πξσηετλώλ Α/Β σο βηνδεηθηώλ ζηελ 

πξώηκε δηάγλσζε θαξθίλνπ ηνπ πλεύκνλα. 
 

Ζ επηηπρήο ππνθισλνπνίεζε ηεο θαξβνμπηειηθήο πεξηνρήο ηεο hnRNP Α3, 

απφ θιψλν πνπ είρε απνκνλσζεί ζην εξγαζηήξην καο, θαη ηεο Α2 (πιήξνπο κήθνπο), 

ζε θαηάιιεια νρήκαηα έθθξαζεο, επέηξεςε ηελ έθθξαζε θαη απνκφλσζε 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP ζε ζχληεμε κε ηελ πξσηεΐλε GST, 

δεκηνπξγψληαο εξγαιεία ρξήζηκα γηα ηε δηεμαγσγή πεηξακάησλ επξείαο εθαξκνγήο. 

  Οη εθαξκνγέο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ σο λέσλ εξγαιείσλ εζηίαζαλ 

αξρηθά ζηε κειέηε ηεο ηθαλφηεηαο δηαζχλδεζεο κε ελδνγελείο πξσηεΐλεο hnRNP ζε 

ππξεληθά θαη θπηηαξνπιαζκαηηθά εθρπιίζκαηα πξνεξρφκελα απφ ηηο θπηηαξηθέο 

ζεηξάο HeLa (πξνέιεπζεο θαξθίλνπ κήηξαο ) θαη Α549 (πξνέιεπζεο πλεχκνλα), 

κέζσ πεηξακάησλ πξσηετληθήο θαηαβχζηζεο (pull-down). Μειεηήζεθε ε ηζρχο ησλ 

παξαηεξνχκελσλ δηαζπλδέζεσλ, κε ηε ρξήζε δηαιπκάησλ απμεκέλεο αιαηφηεηαο, 

θαη ε δηακεζνιάβεζε ή κε RNA κε ηελ επίδξαζε RNase. Απφ ηηο αλαιχζεηο 

πξνέθπςαλ ελδηαθέξνληα βηνρεκηθά δεδνκέλα αλαθνξηθά κε ηελ ηαπηνπνίεζε λένπ 

ηχπνπ αιιειεπηδξάζεσλ ηεο hnRNP A3 νη νπνίεο εμεηάζηεθαλ ζε άκεζε 

αληηπαξαβνιή κε ηηο ήδε γλσζηέο αιιειεπηδξάζεηο πνπ αθνξνχλ ζηελ hnRNP A2 θαη 

Α1.  Σα λέα δεδνκέλα γηα ηηο αιιειεπηδξάζεηο ηεο hnRNP A3  αθνξνχλ ζηελ  

ηθαλφηεηα δηαζχλδεζεο εθηφο ησλ άιισλ hnRNP A/Β, θαη κε ηηο  hnRNP M θαη  L 

(πξσηεΐλεο εθηφο ηεο νκάδαο ησλ Α/Β), ηφζν ζηνλ ππξήλα  φζν θαη ζην  

θπηηαξφπιαζκα θαη ηνλ ραξαθηεξηζκφ ηνπο σο δηαζπλδέζεσλ κεηαμχ πξσηετλψλ, 
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ρσξίο δηακεζνιάβεζε RNA. Δπίζεο απνδείρηεθε ε in vitro άκεζε δηαζχλδεζε 

(αιιειεπίδξαζε πξσηεΐλεο-πξσηεΐλεο) ησλ hnRNP A3 - hnRNP M, κε ηελ εθαξκνγή 

θαη αλαζπλδπαζκέλεο hnRNPM. Μηα ελδηαθέξνπζα παξαηήξεζε αθνξά ηελ γεληθή 

ελίζρπζε ησλ  παξαηεξνχκελσλ δηαζπλδέζεσλ κεηά απφ ρξήζε RNase, (κε εμαίξεζε 

ηηο δηαζπλδέζεηο κε ηελ hnRNP A1). Ζ ηζρπξφηεξε δηαζχλδεζε ήηαλ απηή κεηαμχ 

ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α3 θαη A2. Ζ αιιειεπίδξαζε ηεο hnRNPΑ3 κε Α1, Α2 αιιά 

θαη ελδνγελή Α3, θάλεθε λα επεξεάδεηαη απφ ηελ απμεκέλε αιαηφηεηα, ζηνηρείν πνπ 

ζπκθσλεί θαη κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα [112]. Αληίζεηα νη δηαζπλδέζεηο κε ηηο 

hnRNP L θαη M ήηαλ ηζρπξέο θαη δελ επεξεάζηεθαλ απφ ηελ αχμεζε ηεο αιαηφηεηαο 

ηνπ δηαιχκαηνο. Δπφκελνο ζηφρνο, ζηα πιαίζηα ηεο παξαπάλσ δξαζηεξηφηεηαο,  είλαη 

ε εθαξκνγή ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ ζηε ζπγθξηηηθή κειέηε ζπκπιφθσλ 

hnRNP θαη mRNP ζε θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα αλζξψπηλνπ πλεχκνλα, απφ πγηή θαη 

θαξθηληθφ ηζηφ. 

Μηα επηπιένλ εθαξκνγή ηεο αλαζπδηαζκέλεο πξσηεΐλεο GST-Α3Ct ήηαλ ε  

αλνζνπνίεζε θνπλειηψλ κε ζθνπφ ηελ παξαγσγή λέσλ αληηζσκάησλ θαηά ηεο 

hnRNP A3. Τπελζπκίδεηαη φηη ε hnRNP A3 απνηειεί λεψηεξν κέξνο ηεο νκάδαο ησλ 

Α/Β θαη ηεο νπνίαο ν βηνρεκηθφο/κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ηεο ππνιείπεηαη ησλ 

hnRNP A1 θαη Α2/Β1. Ζ πξνζπάζεηα απέδσζε απνηέιεζκα ζε έλα απφ ηα ηξία δψα, 

φπνπ ν νξφο κεηά ηελ αλνζνπνίεζε πεξηείρε εηδηθά αληηζψκαηα έλαληη ηεο Α3 ηθαλά 

λα αληηδξάζνπλ κε ελδνγελείο πξσηεΐλεο, ηφζν ζηνλ άλζξσπν φζν θαη ζην πνληίθη. Ο 

έιεγρνο ησλ λέσλ αληηζσκάησλ, ζε άκεζε αληηπαξαβνιή κε ην εκπνξηθά δηαζέζηκν 

αληίζσκα θαηά ηεο hnRNP A3 ην νπνίν αληηδξά απνθιεηζηηθά κε ηελ κεγαιχηεξνπ 

κνξηαθνχ βάξνπο (42 θDa) ηζνκνξθή ηεο Α3 [120], έδεημε επηπιένλ αληίδξαζε  θαηά 

ηεο ηζνκνξθήο A3/mBx [385]. Ζ ηζνκνξθή απηή είλαη κηθξφηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο 

(38 θDa) θαη απνηειεί ηελ θχξηα κνξθή ηεο hnRNP A3 ζηα ηξσθηηθά  ελψ θαίλεηαη 

λα εθιείπεη απφ ηα αλζξψπηλα θχηηαξα. Ο θαζαξηζκφο ηνπ νξνχ, κε ρξήζε 

ρξσκαηνγξαθίαο ζπγγέλεηαο, ελίζρπζε ηνλ ηίηιν θαη ηελ εηδηθφηεηα ησλ λέσλ 

αληηζσκάησλ, εμαιείθνληαο κε εηδηθά αληηζψκαηα πνπ παξαηεξήζεθαλ ζηνλ αξρηθφ 

νξφ ηνπ δψνπ. Σα απνκνλσκέλα αληηζψκαηα παξνπζηάδνπλ κηα επηπιένλ αληίδξαζε 

θαηά κηαο πξσηεΐλεο κεγαιχηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο (πεξίπνπ 50 kDa) πνπ 

εκθαλίδεηαη ζε θπηηαξηθά εθρπιίζκαηα πξνέιεπζεο πνληηθνχ αιιά φρη αλζξψπνπ. Ζ 

εθαξκνγή ησλ αληηζσκάησλ απηψλ σο εξγαιείσλ ζηελ κειέηε ηεο βηνινγηθήο 

ζεκαζίαο ησλ ηζνκνξθηθψλ ηχπσλ ηεο  hnRNP A3 ζηα θχηηαξα ησλ ζειαζηηθψλ 

απνηειεί άκεζε πξννπηηθή. 
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Ζ δηεξεχλεζε γηα ηε δπλαηφηεηα θαζηέξσζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β σο 

βηνδεηθηψλ ζην θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα παξακέλεη ζην επίθεληξν πνιιψλ εξεπλψλ. Σα 

απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο κειέηεο έδεημαλ φηη ε ππεξέθθξαζε ησλ Α/Β, κε ηα λέα 

δεδνκέλα γηα ηηο Α1 αιιά θαη Α3, παξέρνπλ επηπιένλ εληζρπηηθά ζηνηρεία. ηα 

πιαίζηα απηά εμεηάζηεθε θαηά πφζν ε παξαηεξνχκελε ππεξέθθξαζε ησλ hnRNP 

A/B κπνξεί λα απνηειέζεη λέν αμηφπηζην βηνδείθηε γηα πξψηκε δηάγλσζε θαξθίλνπ 

ηνπ πλεχκνλα, πξηλ ηελ εκθάληζε ησλ θιηληθψλ ζπκπησκάησλ, θαη λα εληαρζεί ζε έλα 

επξχηεξν ζρεδηαζκφ κε ηε ρξήζε πνιιαπιψλ βηνδεηθηψλ. Πξφζθαηεο δεκνζηεχζεηο 

ππνζηεξίδνπλ φηη πξσηεΐλεο πνπ παξνπζηάδνπλ απμεκέλα επίπεδα ζε δηάθνξνπο 

ηχπνπο θαξθίλνπ απνηεινχλ ζπρλά θαη ζηφρνπο απηναληηζσκάησλ [320, 321] ηα 

νπνία αληρλεχνληαη ζηνλ νξφ ηνπ αίκαηνο αζζελψλ. Λακβάλνληαο ππφςε ηα 

παξαπάλσ, ζεσξήζεθε ζθφπηκε ε δηεξεχλεζε ηεο παξνπζίαο απηναληηζσκάησλ 

έλαληη ησλ Α2 θαη Α3 ζηνλ νξφ αίκαηνο αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, πιηθφ 

πνπ ιακβάλεηαη εχθνια κε κε παξεκβαηηθέο κεζφδνπο, κε ηε ρξήζε ησλ 

αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP A/B (GST-A2 ή -Α3) σο εηδηθψλ αληηγνληθψλ 

πξσηετλψλ.  

Σα αξρηθά πεηξάκαηα αλνζναπνηχπσζεο (Western), έδεημαλ ηελ ηθαλφηεηα 

αλαγλψξηζεο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ GST-A3Ct θαη GST-A2 απφ ηα 

εκπνξηθά αληηζψκαηα θαηά ησλ hnRNP A3 θαη A2, θαζψο θαη απφ απηναληηζψκαηα 

θαηά ησλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ hnRNP A/B πνπ αληρλεχνληαη ζε νξνχο αζζελψλ κε 

απηνάλνζα λνζήκαηα. Αθνινχζεζαλ πεηξάκαηα αλνζναπνηχπσζεο ζηα νπνία 

θάλεθε φηη είλαη δπλαηή ε αλαγλψξηζε ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ θαη απφ 

απηναληηζψκαηα πνπ αληρλεχνληαη ζηνλ νξφ αζζελψλ κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. 

πλνιηθά αλαιχζεθαλ 76 νξνί πνπ πξνέθπςαλ απφ αζζελείο είηε κε θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα, είηε κε θαξθίλν άιινπ ηχπνπ θαζψο θαη αζζελείο κε άιιε παζνινγία εθηφο 

θαξθίλνπ θαη απφ 6 πγηή άηνκα. Βξέζεθαλ ζεηηθνί γηα παξνπζία αληη-Α2 θαη/ή αληη-

Α3 απηναληηζσκάησλ, 15 νξνί (πνζνζηφ 63%) απφ ηνπο αζζελείο κε θαξθίλν ηνπ 

πλεχκνλα. Σν πνζνζηφ ησλ ζεηηθψλ ζε απηναληηζψκαηα νξψλ απφ ην ζχλνιν ησλ 

αζζελψλ κε θαξθίλν (θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα ή άιινπ ηχπνπ) ήηαλ 58%. ηνπο 

αζζελείο κε θαξθίλν άιινπ ηχπνπ (εθηφο ηνπ πλεχκνλα) ην πνζνζηφ αλίρλεπζεο 

απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ Α2 θαη Α3 έθηαζε ην 45% (4 ζηνπο 9), γεγνλφο ην 

νπνίν πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε ζηελ δπλεηηθή αμηνπνίεζε  ησλ απηναληηζσκάησλ 

θαηά ησλ Α/Β σο βηνδεηθηψλ ζηνλ θαξθίλν. Αληίζεηα ηα κηθξά πνζνζηά πνπ 

αθνξνχζαλ ηνπο νξνχο αζζελψλ κε άιιε παζνινγία (πνζνζηφ 19%) θαη ε αδπλακία 
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αλίρλεπζεο απηναληηζσκάησλ ζηνπο νξνχο πγηψλ αηφκσλ, εληζρχνπλ ηελ πηζαλφηεηα 

ηα απηναληηζψκαηα έλαληη ησλ Α/Β λα ζρεηίδνληαη κε ηελ θαξθηληθή παζνινγία. 

Δθηφο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ, ηα απηναληηζψκαηα ησλ νξψλ ησλ 

αζζελψλ έρνπλ ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο ησλ αληίζηνηρσλ ελδνγελψλ πξσηετλψλ 

hnRNP A2 θαη A3.  

Λφγν ηεο γλσζηήο δηαζχλδεζεο ησλ απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ hnRNP 

Α/Β κε ηελ απηναλνζία [269], είλαη απαξαίηεηε ε παξάιιειε δηεξεχλεζή ηεο 

χπαξμεο απηναληηζσκάησλ ζηνπο ππφ εμέηαζε νξνχο ιφγν ηπρφλ ζπλχπαξμεο 

απηνάλνζνπ λνζήκαηνο ζηνπο αζζελείο κε θαξθίλν. Γηα ην ιφγν απηφ, εμεηάζηεθε ην 

ζχλνιν ησλ αζζελψλ γηα ηπρφλ παξνπζία ζηνπο νξνχο δχν εθ ησλ πιένλ θνηλψλ 

απηναληηζσκάησλ, ησλ αληη-Sm θαη αληη-La πνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθά 

απηναληηζψκαηα γηα χπαξμε εξπζεκαηψδε ιχθνπ θαη ζπλδξφκνπ Sjogren‟s, 

αληίζηνηρα. ηνπο 19 νξνχο αζζελψλ κε θαξθίλν θαη κε αληη-Α2 θαη/ή αληη-Α3 

απηναληηζψκαηα, βξέζεθαλ 2 πεξηπηψζεηο κε ηαπηφρξνλε παξνπζία αληη-La 

απηναληηζψκαηα θαη κία κε αληη-Sm απηναληηζψκαηα. Απφ ηα παξαπάλσ επξήκαηα 

δηαθαίλεηαη ε αλάγθε λα ιακβάλεηαη ππφςε ε πηζαλή εθδήισζε απηνάλνζνπ 

λνζήκαηνο ζηνπο αζζελείο κε θαξθίλν. 

 Ζ αλίρλεπζε απηναληηζσκάησλ έλαληη ησλ Α/Β ζε νξνχο αζζελψλ κε 

θαξθίλν αλνίγεη πξννπηηθέο γηα πεξαηηέξσ επέθηαζε ηεο κειέηεο ησλ πξσηετλψλ σο 

βηνδεηθηψλ ζηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Γηα παξάδεηγκα ε εθαξκνγή ηεο  

κεζνδνινγίαο ELISA γηα αλάιπζε νξψλ αζζελψλ ζε κεγάιε θιίκαθα απνηειεί έλα 

πξψην βήκα ζηελ θαηεχζπλζε απηή. Πξνθαηαξθηηθά πεηξάκαηα, πνπ έγηλαλ ζηελ 

παξνχζα κειέηε κε ηε ρξήζε ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ Α2 θαη Α3 ζε 

πεηξάκαηα ELISA, κε ηνπο νξνχο ησλ αζζελψλ πνπ δνθηκάζηεθαλ ζε πεηξάκαηα 

αλνζναπνηχπσζεο, θαηέδεημαλ ηελ παξνπζία ηερληθψλ πξνβιεκάησλ πνπ πξέπεη λα 

μεπεξαζηνχλ (π.ρ. θαζαξηζκφο ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη σο αληηγνληθφ πιηθφ θαζψο θαη ησλ απηναληηζσκάησλ γηα κείσζε 

κε εηδηθψλ αληηδξάζεσλ). Δπηπιένλ ζέκαηα πξνο δηεξεχλεζε απνηεινχλ θαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ δείθηε επαηζζεζίαο θαη εμεηδίθεπζεο ησλ απηναληηζσκάησλ θαηά 

πξσηετλψλ hnRNP A/B γηα ηνλ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Σειηθφ ζηφρν απνηειεί ε 

ζπζρέηηζε ησλ λέσλ απηψλ βηνδεηθηψλ κε ηελ παξνπζία θαη άιισλ βηνινγηθψλ 

δεηθηψλ πνπ ζα εληζρχζνπλ ηελ δηαγλσζηηθή ή θαη πξνγλσζηηθή αμία ηνπο ζηνλ 

θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα. Γηα ην ζθνπφ απηφ ρξεηάδνληαη πεηξάκαηα κεγάιεο θιίκαθαο 
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κε ηελ εμέηαζε νξψλ αζζελψλ απφ άηνκα πνπ αλήθνπλ ζε νκάδεο πςεινχ θηλδχλνπ 

(π.ρ. θαπληζηέο). 
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Πεξίιεςε 
 

Βαζηθφο ζηφρνο ηεο παξνχζαο Γηαηξηβήο ήηαλ ν κνξηαθφο ραξαθηεξηζκφο ηεο 

απνξχζκηζεο ζηελ έθθξαζε πξσηετλψλ κε ηθαλφηεηα πξφζδεζεο RNA (πξσηεΐλεο 

RBP) ζηνλ αλζξψπηλν θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, ζε δεχγε βηνςηψλ θαξθηληθνχ θαη 

παξαθείκελνπ θπζηνινγηθνχ ηζηνχ απφ ηνλ ίδην αζζελή. Ζ κειέηε αθνξνχζε κέιε ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ  πξσηετλψλ hnRNP πνπ αλήθνπλ  ζηελ νκάδα ησλ hnRNP A/B (Α1, 

Α2/Β1 θαη Α3), άιιεο hnRNP ( hnRNP K/J ), θαζψο θαη ηνλ παξάγνληα καηίζκαηνο 

ASF/SF2 κε γλσζηή αληαγσληζηηθή δξάζε ζην ελαιιαθηηθφ κάηηζκα έλαληη ησλ 

πξσηετλψλ hnRNP A/Β. πλνιηθά εμεηάζηεθαλ 21 δεχγε βηνςηψλ αζζελψλ κε κε- 

κηθξνθπηηαξηθφ θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα (ζπλεξγαζία κε ηνλ Γξ. Υ. Βαιαβάλε, 

Ννζνθνκείν “Μεηαμα”,  ζηα πιαίζηα ηνπ ΠΔΝΔΓ). ¨Έγηλε  εθαξκνγή πεηξακάησλ 

αλνζναπνηχπσζεο   γηα ηνλ εκη-πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ, 

ζε ζπλδπαζκφ κε  ηελ  πνζνηηθή κεζφδνπ αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο 

(Real-Time RT-PCR) γηα πξνζδηνξηζκφ ησλ αληίζηνηρσλ επηπέδσλ ηνπ mRNA. 

Πξνζδηνξίζηεθαλ ηα πξφηππα έθθξαζεο πξσηεΐλεο θαη mRNA, κε ηελ άκεζε 

ζχγθξηζε Καξθηληθνχ/Φπζηνινγηθνχ  ηζηνχ απφ ηνλ ίδην αζζελή. πλνπηηθά, ε 

ζχγθξηζε ησλ θαξθηλνεμαξηψκελσλ αιιαγψλ  ησλ hnRNP θαη ηνπ παξάγνληα 

ASF/SF2  θαηέδεημε ηελ  έιιεηςε γεληθήο  αληηζηνηρίαο κεηαμχ ησλ επηπέδσλ 

πξσηεΐλεο  θαη  mRNA, κε εμαίξεζε ηελ αλαθνξά ζηελ hnRNP A2/B1. Δηδηθφηεξα, ε 

ππεξέθθξαζε ησλ πξσηετλψλ hnRNP A1 θαη ASF/SF2 ζηνλ θαξθηληθφ ηζηφ δελ 

ζπλνδεχεηαη απφ αληίζηνηρεο αιιαγέο ζην επίπεδν ηνπ mRNA. Σα απνηειέζκαηα  

ππνζηεξίδνπλ ηελ  εκπινθή  δηαθνξεηηθψλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ ειέγρνπ ηεο 

έθθξαζεο ησλ  ζπγγεληθψλ κεηαμχ ηνπο πξσηεηλψλ hnRNP A/B. 

ηελ πνξεία ηνπ έξγνπ έγηλε εθηθηή ε παξαγσγή  λέσλ  εξγαιείσλ ησλ  

hnRNP Α/Β,  πνπ αθνξνχζε ηελ έθθξαζε  αλαζπλδπαζκέλσλ πξσηετλψλ hnRNP A2 

θαη Α3.  Οη εθαξκνγέο  πνπ πξνέθπςαλ απφ πεηξάκαηα θαηαβχζηζεο ζε εθρπιίζκαηα  

θπηηαξηθψλ ζεηξψλ ηνπ πλεχκνλα νδήγεζαλ ζηελ ηαπηνπνίεζε λέσλ 

αιιειεπηδξάζεσλ κεηαμχ ησλ πξσηετλψλ hnRNP ζε ζχκπινθα hnRNP θαη mRNP.  Ζ 

δηαζεζηκφηεηα ησλ λέσλ εξγαιείσλ επέηξεςε λα δηεξεπλεζεί ε δπλαηφηεηα 

θαζηέξσζεο ησλ πξσηετλψλ hnRNP Α/Β σο βηνδεηθηψλ ζηελ πξψηκε δηάγλσζε 
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θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. Πεηξάκαηα κε ηελ ρξεζηκνπνίεζε ησλ αλαζπλδπαζκέλσλ 

πξσηετλψλ hnRNP A/B, σο εηδηθψλ αληηγφλσλ,  παξείραλ ζαθήο ελδείμεηο γηα 

παξνπζία απηναληηζσκάησλ θαηά ησλ πξσηεηλψλ απηψλ ζηνλ νξφ αίκαηνο αζζελψλ 

κε θαξθίλν ηνπ πλεχκνλα, γεγνλφο πνπ  αλνίγεη πξννπηηθέο γηα πηζαλή εθαξκνγή 

ηνπο,  ζε ζπλδπαζκφ θαη κε άιινπο βηνδείθηεο, σο  έλαλ αμηφπηζην δείθηε  παξνπζίαο 

λενπιαζίαο θαη κάιηζηα ζε πξψηκα ζηάδηα  θαξθίλνπ ηνπ πλεχκνλα. 

Abstract 
 

The main goal of the present Thesis was to determine the molecular 

characteristics of the deregulated expression of RNA binding proteins (RBPs), in the 

human lung cancer, in paired  biopsies taken from cancerous and normal adjacent 

tissue from the same patient. The study focused in members of hnRNP proteins family 

belonging  to the hnRNP A/B subtype (A1, A2/B1 and A3), along with other hnRNPs 

(hnRNP K/J) as well as the splicing factor ASF/SF2 with a known antagonistic role to 

hnRNPs in the alternative splicing. In total, 21 biopsy pairs  were examined from 

patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) (in collaboration with Dr.Ch. 

Valavanis, “Metaxa” hospital, in the frame of the PENED program).  Western blotting  

and quantitative Real-Time PCR were applied for the semi-quantitative estimation of 

protein levels in combination with  the quantitive estimation of mRNA levels, 

respectively.   This approach allowed  the direct comparison of   protein  and mRNA 

patterns of expression in  cancer/normal tissue from the same patient. To summarize 

the results, the comparison of cancer related alterations of hnRNP proteins and 

ASF/SF2 pointed to the lack of correlation between protein  and mRNA levels, with 

the exception of the hnRNP A2/B1. Moreover, the level of overexpression detected 

for hnRNP A1 and ASF/SF2 in the cancerous tissue, did not correlate  with changes in 

the mRNA level. The results support the existence of distinct molecular mechanisms  

regulating  the  expression of closely related  hnRNP A/B subtype proteins.  

In the course of this project new tools, useful in study of hnRNPs, were 

produced,  refering to the expression of recombinant   hnRNP A2 and A3 proteins. 

The application of these new tools, in a series of pull-down experiments performed in  

lung cell lines extracts, led to the identification of new interactions among hnRNP 

proteins, in hnRNP and mRNP complexes. The use of these tools also allowed  us to  

investigate the possibility of  establishing the hnRNP proteins as biomarker for the 
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early detection of lung cancer. Experiments applying the recombinant proteins hnRNP 

A/B, as specific antigens, gave clear evidence for the presence of autoantibodies 

targeting those proteins, in the blood serum of patients with cancer, a finding that rises 

the perspective of using these proteins, in combination with other biomarkers, as a 

reliable marker for malignant detection in early stages of lung cancer. 
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