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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια του Μεταπτυχιακού 

Προγράμματος «Ιατρική Γενετική: Κλινική και Εργαστηριακή Κατεύθυνση» 

του τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Αθηνών κατά τη διάρκεια του 

ακαδημαϊκού έτους 2019-2020 στο Εργαστήριο Ιατρικής Γενετικής  της Ιατρικής 

Σχολής Αθηνών του ΕΚΠΑ. Πρόκειται για μία μελέτη ανάλυσης και συνδυασμού 

δεδομένων από βιβλιογραφικές πηγές πάνω στο θέμα «Η συμμετοχή των 

miRNA στην ερυθροποίηση και την έκφραση των γονιδίων αιμοσφαιρίνης». 

Αρχικά παρουσιάζονται συνοπτικά οι  επιμέρους εισαγωγικές γνώσεις που 

αφορούν την περιγραφή των miRNA, την ερυθροποίηση και την διάταξη των 

γονιδίων της αιμοσφαιρίνης με λεπτομερή αναφορά και των ποικίλων μορίων 

και παραγόντων που συμμετέχουν στην βιογένεση και δράση των miRNA. Στην 

συνέχεια, γίνεται αναφορά τόσο των in vitro, όσο και των in silico μεθόδων 

εξαγωγής πληροφοριών και επεξεργασίας των miRNA με εκτενή περιγραφή της 

qPCR μεθόδου και των βάσεων δεδομένων σε κάθε κατηγορία αντίστοιχα. Στο 

τρίτο κομμάτι της διπλωματικής περιγράφονται οι σχέσεις των ποικίλων 

δράσεων των miRNA με την διαδικασία της αιμοποίησης, με ειδική μνεία στην 

ερυθροποίηση, και με τα γονίδια των αιμοσφαιρινών, καθώς και των 

παθολογικών τους γονοτύπων και φαινοτύπων. Περιγράφονται οι πιο 

σημαντικοί εκπρόσωποι των miRNA, όπως τα miR-150, miR-223, miR-15a, 

miR-144, miR-451, που σχετίζονται τόσο με την ερυθροποίηση, όσο και με τα 

γονίδια των σφαιρινών, ανάλογα με τη σχέση που έχουν με τα πιο σημαντικά 

γονίδια της ερυθροποίησης και των σφαιρινικών αλυσίδων. Τέλος, γίνεται 

συνοπτική αναφορά σε παθολογικές περιπτώσεις όπως η β-θαλασσαιμία και 

εξάγονται γενικότερα συμπεράσματα για την δράση των miRNA στην έρευνα, 

στην διάγνωση, στην θεραπεία, και γίνονται υποθέσεις για την μελλοντική 

δράση τους. 

 

Επιστημονική Περιοχή: Ιατρική Γενετική 

Λέξεις-Κλειδιά: miRNA, ΕΡΥΘΡΟΠΟΙΗΣΗ, ΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΝΗ, ΕΚΦΡΑΣΗ 
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ABSTRACT 

This dissertation was conducted under the aegis of the National and 

Kapodistrian University of Athens, as part of the Master’s Program “Medical 

Genetics: Clinical and Laboratory Direction” for the academic year 2019-

2020. It is a bibliographic dissertation which focuses on the analysis and 

comparison of existing literature with regards to the contribution of miRNAs in 

erythropoiesis and expression of hemoglobin genes.  Firstly, the necessary 

introductory information is presented, concerning erythropoiesis and 

hemoglobin’s gene sequence, discussing the various molecules and other 

factors which contribute to the biogenesis and function of miRNAs. Secondly, 

all in silico and in vitro methods of miRNA processing are presented, thoroughly 

explicating both the qPCR method and the various miRNA databases. In the 

third segment of the present work, the miRNAs that contribute to the procedure 

of the hematopoiesis, and more specifically that of erythropoiesis, are 

presented along with the most representative miRNAs connected to the 

hemoglobin genes and their pathological variants. Thus, miRNAs such as miR-

150, miR-223, miR-15a and miR-451, which are related both with erythropoiesis 

and hemoglobin genes are of great importance. Lastly, there is brief mention of 

pathological cases, such as β-thalassemia, and conclusions regarding the 

function of miRNAs in research, diagnosis and therapy are drawn, along with 

hypotheses about their future contribution. 

 

Subject Area: Medical Genetics 

Key Words: miRNAs, Erythropoiesis, Hemoglobin, Gene expression  
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KLF – Kruppel-like factor Μεταγραφικός παράγοντας με δράση 
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P bodies Σωμάτια Πι 
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Α.1 miRNA 

A.1.1 miRNA: ΜΙΑ ΣΥΝΟΨΗ  

Τα microRNA είναι μικρά, εξαιρετικά διατηρημένα μη κωδικοποιητικά μόρια 

RNA που εμπλέκονται στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. Τα microRNA 

μεταγράφονται από τις RNA πολυμεράσες II και III, δημιουργώντας πρόδρομες 

μορφές (Εικόνα 1) που υφίστανται μια σειρά γεγονότων διάσπασης για να 

σχηματίσουν το ώριμο microRNA. Η συμβατική οδός βιογένεσης αποτελείται 

από δύο γεγονότα διάσπασης, ένα που επιτελείται στον πυρήνα και ένα 

κυτταροπλασματικό. Ωστόσο, υπάρχουν εναλλακτικές οδοί βιογένεσης που 

διαφέρουν στον αριθμό των γεγονότων διάσπασης και στο είδος των 

υπεύθυνων ενζύμων. Ο τρόπος με τον οποίο ταξινομούνται οι πρόδρομες 

μορφές του microRNA στις διαφορετικές οδούς είναι ασαφής, αλλά φαίνεται να 

καθορίζεται από τη θέση προέλευσης του microRNA, την αλληλουχία και τη 

θερμοδυναμική σταθερότητά του. Οι ρυθμιστικές ιδιότητες των microRNA 

επιτελούνται μέσω του συμπλόκου αποσιώπησης που αποτελείται από το 

σύμπλοκο RISC. Το microRNA συναρμολογείται στο RISC, ενεργοποιώντας το 

σύμπλοκο προς το messenger RNA (mRNA)- στόχο, που καθορίζεται από το 

microRNA. Έχουν προταθεί διάφορα μοντέλα συναρμολόγησης του RISC και 

η έρευνα συνεχίζει να διερευνά τους μηχανισμούς της φόρτωσης και της 

ενεργοποίησής του. Ο βαθμός και η φύση της συμπληρωματικότητας μεταξύ 

του microRNA και του στόχου προσδιορίζουν τον τρόπο δράσης του 

μηχανισμού αποσιώπησης γονιδίων, δηλαδή την αποσύνθεση του mRNA ή την 

αναστολή της μετάφρασής του. Πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι τα σωμάτια P 

(P bodies)  είναι απαραίτητα για την αποσιώπηση γονιδίων μέσω των 

microRNA και ότι η συναρμολόγηση και η επεξεργασία μέσω του RISC 

συμβαίνουν κυρίως εντός των σωματίων Ρ. Το μοντέλο των P-bodies  

περιγράφει την διαλογή και την μετακίνηση μεταξύ των εξειδικευμένων 

διαμερισμάτων του σωματίου P που φιλοξενούν τα ένζυμα που απαιτούνται για 

την αποσιώπηση. Η λεπτομερής γνώση των οδών των microRNA είναι 

απαραίτητη για την κατανόηση του φυσιολογικού ρόλου τους και των 

επιπτώσεων που σχετίζονται με την δυσλειτουργία και την απορρύθμισή τους. 

 

 

 

Εικόνα 2. Μορφή ενός miRNA που συναντούμε πριν την ωρίμανσή του 
(Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 2010) 
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Α.1.2 ΙΣΤΟΡΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΚΑΙ ΓΕΝΙΚΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ 

Το miRNA ανακαλύφθηκε αρχικά στον νηματώδη σκώληκα Caenorhabditis 

elegans και βρίσκεται στους περισσότερους ευκαρυώτες, 

συμπεριλαμβανομένων και των ανθρώπων (Lee & Ambros, 1993; Wightman & 

Ruvkun, 1993; Perron & Provost, 2008). Προβλέπεται ότι το miRNA 

αντιπροσωπεύει το 15% του ανθρώπινου γονιδιώματος και ρυθμίζει 

τουλάχιστον το 30% των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Liu, Mao & 

Zhu, 2007; Stanczyk et al., 2008). Μέχρι σήμερα έχουν εντοπιστεί περισσότερα 

από 940 διαφορετικά μόρια miRNA στο ανθρώπινο γονιδίωμα (Cullen, 2004; 

Griffiths-Jones, 2004; ibid, 2006; ibid, 2008) (http://microrna.sanger.ac.uk). 

Παρόλο που λίγα είναι γνωστά, επί του παρόντος, για τους συγκεκριμένους 

στόχους των μορίων miRNA και τις βιολογικές λειτουργίες τους μέχρι τώρα, 

είναι προφανές ότι το miRNA διαδραματίζει έναν κομβικό ρόλο στη ρύθμιση της 

γονιδιακής έκφρασης και συμμετέχει σε διάφορες κυτταρικές και μεταβολικές 

οδούς (Ambros, 2004; Monticelli et al., 2005; Zhao, Samal & Srivastava, 2005; 

Garzon et al., 2006). Το miRNA είναι μικρά, εξελικτικά διατηρημένα 

μονοκλωνικά μη κωδικοποιητικά μόρια RNA που δεσμεύουν ένα mRNA στόχο 

με σκοπό την καταστολή της παραγωγής πρωτεϊνών. Το ώριμο miRNA 

δημιουργείται μέσω της διάσπασης ενός πρωτογενούς miRNA (pri-miRNA) σε 

δύο στάδια, το οποίο ενσωματώνεται στο σύμπλεγμα ενεργοποίησης που 

προέρχεται από το σύμπλοκο RNA (RISC). Το miRNA λειτουργεί ως οδηγός 

συμπληρωματικότητας των αζωτούχων βάσεων με το mRNA στόχο για να 

ρυθμίσει αρνητικά την έκφρασή του. Το επίπεδο συμπληρωματικότητας μεταξύ 

του καθοδηγητικού miRNA και του στόχου mRNA καθορίζει ποιος μηχανισμός 

αποσιώπησης θα χρησιμοποιηθεί: διάσπαση-κόψιμο του RNA αγγελιαφόρου-

στόχου με επακόλουθη αποδόμηση ή καταστολή της μετάφρασης. (Εικόνα 2) 

Υπάρχει μια γενική κατανόηση της λειτουργίας του miRNA, αλλά οι 

μηχανιστικές λεπτομέρειες της βιογένεσής του, καθώς και του ίδιου του 

μηχανισμού της γονιδιακής αποσιώπησης είναι ακόμα ασαφείς. Αυτό το νέο και 

συναρπαστικό πεδίο της μοριακής βιολογίας συνεχίζει να προχωρά, έχοντας 

βαθιές συσχετίσεις με την ιατρική. Αν και η ακριβής βιολογική λειτουργία των 

αναγνωρισμένων miRNA μπορεί να είναι άγνωστη, η εξέταση των προφίλ 

έκφρασης αυτών των μορίων παρέχει πληροφορίες σχετικά με τη ρύθμιση και 

τη λειτουργία τους. Τέτοιες παρατηρήσεις έδειξαν ότι τα προφίλ έκφρασης των 

miRNA μεταβάλλονται σε συγκεκριμένους νεοπλασματικούς όγκους, 

υποδηλώνοντας ότι το miRNA μπορεί να εμπλέκεται στην ανάπτυξη καρκίνου 

και άλλων ασθενειών (Garzon et al., 2006; Wang et al., 2007; Nelson, Wang & 

Rajeev, 2008; Wang et al., 2008). Παρά την περιορισμένη γνώση αυτών των 

μορίων, η βασική περιγραφή της έκφρασής τους αποδεικνύεται κλινικά σχετική 

με τη διάγνωση, την εξέλιξη και την τελική έκβαση σε περιπτώσεις καρκινικών 

όγκων (Garzon et al., 2006; Hernando, 2007; MacFarlane & Murphy, 2010).  
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Εικόνα 3. Βιογένεση και δράση των miRNA 

Το γονίδιο του miRNA μεταγράφεται και έτσι δημιουργείται το πρωτογενές miRNA ή pri-miRNA το οποίο 
υφίσταται μια διαδικασίας κοπής-εκτομής στον πυρήνα και δημιουργείται το pre-miRNA, το οποίο υφίσταται μια 
παρόμοια διαδικασία εκτομής στο κυτταρόπλασμα, ώστε να δημιουργηθεί το διπλό-διμερές miRNA, που 
περιέχει το ώριμο miRNA. Το διμερές μόριο ξετυλίγεται και το ώριμο miRNA συναρμολογείται στο σύμπλοκο 
RISC. Έπειτα το ώριμο miRNA μέσα στο σύμπλοκο εκτελεί την διαδικασία της γονιδιακής αποσιώπησης με δύο 
διαφορετικούς τρόπους (Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 2010) .  

 

Α.1.3 ΤΑ ΜΙΚΡΑ RNA ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΟΣ 

Υπάρχουν πολλές κατηγορίες μικρών ενδογενών μορίων RNA, όπως το 

μεταφορικό RNA (tRNA), το ριβοσωμικό RNA (rRNA), το μικρό πυρηνικό RNA 

(snRNA), το μικρό παρεμβαλλόμενο RNA (siRNA) και το microRNA (miRNA). 

Το miRNA και το siRNA είναι βιοχημικά και λειτουργικά πανομοιότυπα. Και τα 

δύο είναι μήκους 19-20 νουκλεοτιδίων (nt) με άκρα 5'-φωσφορικού και 3'-

υδροξυλίου και συναρμολογούνται προς το σύμπλοκο RISC για να επηρεάσουν 
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την γονιδιακή έκφραση (Ambros et al., 2003; MacFarlane & Murphy, 2010). 

Επομένως, τα μόρια αυτά διακρίνονται με βάση την προέλευσή τους. Το 

microRNA προέρχεται από την περιοχή διπλής έλικας ενός προδρόμου μορίου 

φουρκέτας 6070nt RNA, ενώ το siRNA παράγεται από μακρύ δίκλωνο RNA 

(dsRNA) (Bartel, 2004; Ambros et al. 2003). Αρχικά, όλα τα μικρά RNA που 

συμμετείχαν στην μεταγραφική γονιδιακή αποσιώπηση μέσω RISC 

αναφέρονταν ως siRNA ανεξάρτητα από την προέλευσή τους. Ωστόσο, τώρα 

πια είναι σύνηθες να γίνεται διάκριση μεταξύ miRNA και siRNA. 

Οι πρόδρομες μορφές των miRNA βρίσκονται συνήθως σε συστάδες-

αθροίσματα σε πολλές διαφορετικές περιοχές του γονιδιώματος, συχνότερα 

ανάμεσα σε γονίδια πρωτεϊνών ή ιντρονικές περιοχές. Ιστορικά αυτές οι 

περιοχές αναφέρονται ως "junk DNA", επειδή η λειτουργία τους ήταν άγνωστη. 

Η ανακάλυψη των γονιδίων miRNA σε αυτό το τεράστιο κομμάτι του 

γονιδιώματος, συνεπάγεται με το ότι το «junk DNA» δεν είναι άχρηστο, όπως 

αρχικά πολλοί πίστευαν. Έτσι, οι πρόδρομες μορφές των miRNA βρίσκονται 

λιγότερο συχνά στα εξόνια των μεταγράφων (Lagos-Quintana, Rauhut, Meyer, 

Borkhardt & Tuschl, 2003; Rodriguez, Grifftihs-Jones, Ashurst & Bradley, 

2004). 

Οι μεταγραφικές μονάδες των miRNA και η ρύθμισή τους ποικίλουν ανάμεσα 

στους γονιδιακούς τόπους. Τα ιντρονικά miRNA που βρίσκονται εντός ενός 

γονιδίου ξενιστή, με τον ίδιο προσανατολισμό, μεταγράφονται μαζί με το 

πρωταρχικό  μετάγραφο και από τον ίδιο κοινό υποκινητή (ibid, 2004; Ying, 

Chang & Lin, 2010). Αντίθετα, το miRNA που εκφράζεται από “junk DNA 

περιοχές”, κατά πάσα πιθανότητα βασίζεται στους δικούς του υποκινητές 

(Lagos-Quintana et al., 2003; Rodriguez et al., 2004; Saini, Griffiths-Jones & 

Enright, 2007). Η πρόσφατη γονιδιωματική ανάλυση υποδεικνύει ότι οι 

πρωτογενείς πρόδρομες μορφές miRNA είναι μακρά πολυσιστρονικά 

αντίγραφα που είναι παρόμοια με το mRNA στο ότι έχουν ξεχωριστά άκρα UTR 

5' και 3', καλύπτρα 7-μεθυλογουανοσίνης (m7G) και (PolyA) ουρές 

πολυαδενυλίωσης (Cullen,  2004; Saini et al., 2007). Η ανακάλυψη του miRNA 

των μη πρωτεϊνικών γονιδίων και του ιντρονικού miRNA που συσχετίζεται με 

την εργασία των Lee, Y., Kim, Han, Yeom, Lee, S., Baek & Kim (2004), δείχνει 

ότι η πλειονότητα των miRNA μεταγράφεται από την RNA πολυμεράση II (pol 

II) (Saini et al, 2007; Lee et al., 2004; MacFarlane & Murphy, 2010). Το ένζυμο 

RNA Pol II είναι το καταλυτικό συστατικό του συμπλέγματος της πρωτεΐνης που 

είναι υπεύθυνο για τη μεταγραφή του DNA σε mRNA (Woychik & Young, 1990; 

Cramer, 2004). Ωστόσο, το miRNA μπορεί επίσης να μεταγραφεί από την RNA 

πολυμεράση III (pol ΙΙΙ), η οποία συνθέτει ειδικά μικρά μη-πρωτεϊνικά 

κωδικοποιητικά RNA που συνδέονται με τη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και 

την κυτταρική ανάπτυξη (Kassavetis, Riggs, Negri, Nguyen & Geiduschek, 

1989; White, Gottlieb, Downes & Jackson, 1995; Borcher, Lanier & Davidson, 

2006). Η διερεύνηση του αθροίσματος C19MC των miRNA στο ανθρώπινο 

χρωμόσωμα 19, που μεταγράφηκε από την pol III, έδειξε ότι υπήρχαν 

διάσπαρτες επαναλήψεις Alu, ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά της 

μεταγραφής μέσω της pol III (Hess, Perez-Stable, Wu, Weir, Tinoso & Shen, 



25 
 

1985; Borchert et al., 2006). Ακολουθώντας αυτήν την παρατήρηση, οι Borchert 

et al. (2006), υποδηλώνουν ότι η μεταγραφή των miRNA μέσω pol lII  μπορεί 

να είναι πιο διαδεδομένη από ό,τι αρχικά πιστευόταν, σημειώνοντας ότι 

τουλάχιστον 50 επιπλέον τόποι miRNA βρίσκονται μεταξύ των 

επαναλαμβανόμενων στοιχείων που σχετίζονται με τη μεταγραφή μέσω της pol 

III. Πρόσφατη μελέτη από τους Gu, Yi, Zhao, X., Zhao, Υ. & Yin (2009) 

ταυτοποίησε 68 νέα miRNA που φαίνεται να μεταγράφονται από έναν Alu-

εξαρτώμενο μηχανισμό, δηλαδή μέσω της pol III. Η σύνθεση του miRNA από 

τις pol II και pol III υποδηλώνει ότι το miRNA είναι ένα θεμελιώδες ρυθμιστικό 

στοιχείο που παράγεται από διάφορους γενετικούς τόπους εντός του 

ανθρώπινου γονιδιώματος, οι οποίοι εμπλέκονται στον έλεγχο μιας γονιδιακής 

έκφρασης απαραίτητης για την κανονική κυτταρική λειτουργία.  

Η ρύθμιση της έκφρασης του miRNA παραμένει σε μεγάλο βαθμό άγνωστη. 

Έχει προταθεί ότι τα πρωτογενή μετάγραφα miRNA που παράγονται από την 

pol II ρυθμίζονται με παρόμοιο τρόπο με τα πρωτεϊνικά μετάγραφα. Η έκφραση 

των miRNA μπορεί να ελεγχθεί με μεταγραφικούς παράγοντες και ενδεχομένως 

και με άλλα miRNA προς απόκριση μιας ποικιλίας ενδογενών και εξωγενών 

ερεθισμάτων (Woods, Thomson & Hammond, 2007; Fiedler, Carletti, Hong & 

Christenson, 2008). Η ρύθμιση των πολλαπλών σταδίων επεξεργασίας στη 

βιογένεση των miRNA μπορεί, επίσης, να επηρεάσει την έκφραση. Πρωτεΐνες 

όπως οι HnRNPA1, SMAD1 και SMAD5 έχει μελετηθεί ότι αλληλεπιδρούν με 

πρόδρομα μόρια miRNA και ρυθμίζουν την επακόλουθη επεξεργασία τους σε 

ώριμο miRNA (Davis, Hilyard, Nguyen, Lagna, Hata & Smad, 2010). Οι 

ρυθμιστικές πρωτεΐνες μπορούν επίσης να δεσμεύσουν ώριμο miRNA για να 

κατευθύνουν την αποικοδόμησή τους, εμποδίζοντας την έκφρασή τους. 

Επιπρόσθετα, υπολογίζεται ότι το 10% της έκφρασης του miRNA ελέγχεται 

μέσω της μεθυλίωσης του DNA (MacFarlane & Murphy, 2010). 

 

 

Α.1.4 Η ΒΙΟΓΕΝΕΣΗ ΤΩΝ miRNA 

Α.1.4.1. ΜΕΣΑ ΣΤΟΝ ΠΥΡΗΝΑ 

(εικόνα 2) 

Η βιογένεση του ανθρώπινου miRNA είναι μια διαδικασία δύο σταδίων, με 

αμφότερα το στάδιο εντός του πυρήνα και τα επακόλουθα βήματα της 

κυτταροπλασματικής πορείας να διεξάγονται από δύο ενδονουκλεάσες III, τις 

Drosha και Dicer (Lee et al., 2003). Το miRNA γονίδιο μεταγράφεται για να 

παράγει ένα πρωτογενές miRNA (pri-miRNA) το οποίο επεξεργάζεται σε ένα 

πρόδρομο miRNA (pre-miRNA) και στη συνέχεια σε διπλό miRNA (miRNA: 

miRNA*) που τελικά απελευθερώνει το ώριμο miRNA (Bartel, 2004). Η 

προέλευση και το μέγεθος miRNA φαίνεται να καθορίζουν ποια θα είναι η 

πυρηνική οδός που θα ακολουθήσει τελικά το miRNA. Ο πρώτος καθοριστικός 
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παράγοντας είναι η προέλευση του miRNA, που είναι είτε από “junk DNA” 

περιοχές, είτε από ιντρονικές (Rodriguez et al., 2004) . 

Α.1.4.2 miRNA ΠΟΥ ΠΡΟΕΡΧΕΤΑΙ ΑΠΟ «JUNK DNA» ΠΕΡΙΟΧΕΣ 

Τα miRNA των μη κωδικών περιοχών μεταγράφονται από την pol II ή την pol 

III, παράγοντας ένα pri-miRNA το οποίο αποτελείται από μια μεγάλη δομή 

βρόγχου με μονόκλωνες επεκτάσεις RNA και στα δύο άκρα (Lee et al., 2004; 

Borchert et al., 2006). Μόνο τα pri-miRNA που έχουν το κατάλληλο μήκος 

μεγάλου εύκαμπτου τερματικού βρόγχου (10bp) και την ικανότητα παραγωγής 

μονόκλωνων RNA προεξοχών 5' και 3' θα υποστούν αποτελεσματική 

επεξεργασία και θα ωριμάσουν σε λειτουργικό miRNA (Lee et al, 2003; Zeng & 

Cullen, 2003; ibid, 2005; Zhang & Zeng, 2010). Η διαδικασία ωρίμανσης ξεκινά 

με την πυρηνική διάσπαση του pri-miRNA από ένα πρωτεϊνικό σύμπλεγμα 

γνωστό ως "μικροεπεξεργαστής", το οποίο αποτελείται από την ενδονουκλεάση 

RNase III Drosha (Drosha) και της περιοχής του γονιδίου 8, που σχετίζεται με 

το σύνδρομο DiGeorge (DGCR8) (Lee et al., 2003). Πρόσφατα στοιχεία 

δείχνουν ότι η μοναδική διασταυρούμενη ρύθμιση μεταξύ Drosha και DGCR8 

είναι σημαντική για τον έλεγχο της βιογένεσης του miRNA. Σε αυτή τη 

διασταυρούμενη ρύθμιση, η DGCR8 σταθεροποιεί την Drosha μέσω 

αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης και βοηθά στον έλεγχο των επιπέδων 

της πρωτεΐνης Drosha (Han et al., 2009). Αντίθετα, η Drosha ως 

μικροεπεξεργαστής ρυθμίζει αρνητικά το DGCR8 mRNA μετάγραφο, 

διαχωρίζοντας μια φουρκέτα 88 nt που βρίσκεται στην 5' αμετάφραστη περιοχή 

(UTR), η οποία αποσταθεροποιεί το μετάγραφο (ibid, 2009; Triboulet, Chang, 

Lapierre & Gregory, 2009). Επιπλέον, πρωτεΐνες που σχετίζονται με τον 

μικροεπεξεργαστή απαιτούνται για την επεξεργασία συγκεκριμένων pre-

miRNA. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι το miR-18a, το οποίο απαιτεί τον 

πρωτεϊνικό παράγοντα hnRNPA1 (MacFarlane & Murphy, 2010). Το πιο 

πρόσφατο μοντέλο επεξεργασίας υποδεικνύει ότι η DGCR8 αναγνωρίζει το 

primiRNA στη σύνδεση ssRNA-dsRNA και κατευθύνει την Drosha σε ένα 

συγκεκριμένο σημείο διάσπασης ~ 11 ζευγών βάσεων (bp) από τη 

διασταύρωση, όπου η Drosha κόβει για να απελευθερώσει ένα ~ 60-70bp 

miRNA σε μορφή φουρκέτας (pre-miRNA) (Lee et al., 2003; Gregory & 

Shiekhattar, 2005). Το pre-miRNA έχει το ένα άκρο του ώριμου miRNA που 

ορίζεται από την περικοπή της Drosha και περιέχει το ώριμο miRNA στον 

βραχίονα 5' ή στον βραχίονα 3' (MacFarlane & Murphy, 2010). 

Α.1.4.3 miRNA ΠΟΥ ΠΡΟΕΡΧΕΤΑΙ ΑΠΟ ΙΝΤΡΟΝΙΚΕΣ ΠΕΡΙΟΧΕΣ 

ΚΑΙ MIRTRON 

Αντίθετα, το miRNA που βρίσκεται μέσα σε ιντρόνιο ενός γονιδίου που 

κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη μεταγράφεται από την pol II ως μέρος του pre-mRNA 

(Rodriguez et al., 2004). Τα αποδεικτικά στοιχεία υποστηρίζουν δύο πιθανές 

διεργασίες αποκοπής του miRNA, οι οποίες μπορεί να συμβαίνουν ταυτόχρονα 

ή ανεξάρτητα (Kim, Y & Kim. V, 2007). Η αρχική έρευνα κατέληξε στο 

συμπέρασμα ότι τα ιντρόνια αποκόπτονται από το pre-miRNA και 

διαχωρίζονται από σωμάτια συναρμογής (spliceosomes) (Ying & Lin, 2004). 
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Δεν είναι ξεκάθαρο κατά πόσον η διαδικασία συναρμογής είναι αυτή που 

απελευθερώνει το pre-miRNA που εξέρχεται του πυρήνα προς ωρίμανση εντός 

του κυτταροπλάσματος ή εάν ένα pri-miRNA απελευθερώνεται, αποκτώντας 

μια δευτερεύουσα δομή βρόγχου και προχωρά σαν το pri-miRNA από “junk 

DNA” περιοχές προς επεξεργασία από το σύμπλοκο του μικροεπεξεργαστή 

(MacFarlane & Murphy, 2010). Μια πρόσθετη υποθετική οδός εντός του 

πυρήνα μπορεί να συμβεί για εκείνα τα μικρά (~ 50-200nt) ιντρονικά 

αποκόμματα που περιέχουν miRNA, τα οποία έχουν τη δομή για να 

υποστηρίξουν τον σχηματισμό φουρκέτας. Πρόσφατα τέτοιου είδους ιντρόνια, 

αναφερόμενα ως mirtron, έχουν ανακαλυφθεί σε ασπόνδυλα και θηλαστικά 

(Berezikov, Chung, Willis, Cuppen & Lai, 2007; Ruby, Jan & Bartel, 2007). Στα 

ασπόνδυλα, τα mirtron παρακάμπτουν τη διάσπαση από τον 

μικροεπεξεργαστή, εισέρχονται στο μονοπάτι ωρίμανσης του miRNA κατά τη 

διάρκεια της εξαγωγής του από τον πυρήνα προχωρώντας προς την 

επεξεργασία στο κυτταρόπλασμα. Παρόλο που εντοπίστηκαν mirtron 

θηλαστικών, δεν είναι σαφές εάν προχωρούν μέσω της ίδιας οδού  ωρίμανσης 

miRNA που προτείνεται για τα ασπόνδυλα. 

 

Εικόνα 4. Μονοπάτι ωρίμανσης των miRNA μέσα στον πυρήνα (Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 
2010). 

Η εναλλακτική υπόθεση της εκτομής miRNA είναι ότι η επεξεργασία του pre-

miRNA δεν είναι απαραίτητη για την επεξεργασία του pri-miRNA. Σε αυτή την 
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υπόθεση, το miRNA αποκόπτεται μετά την πραγματοποίηση του ματίσματος, 

αλλά πριν την εκτομή ιντρονίου. 

Οι θέσεις ματίσματος στο pre-miRNA υποδηλώνονται και δεσμεύονται κατά 

προτίμηση με ένα σύμπλεγμα δέσμευσης ματίσματος επιτρέποντας στον 

μικροεπεξεργαστή να επεξεργάζεται επιλεκτικά και να απελευθερώνει pre-

miRNA, ενώ το μάτισμα/συναρμογή συνεχίζεται κανονικά για να παραχθεί 

ώριμο mRNA. Αυτό προτείνει ότι ο μικροεπεξεργαστής έχει και μια εναλλακτική 

μέθοδο αναγνώρισης, η οποία δεν έχει ακόμη διερευνηθεί (Kim et al., 2007; 

Ruby et al., 2007). 

 

Α.1.4.4 ΕΞΑΓΩΓΗ ΤΩΝ miRNA ΑΠΟ ΤΟΝ ΠΥΡΗΝΑ 

Η μεταγενέστερη επεξεργασία του pre-miRNA (και πιθανώς των mirtron) 

λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα. Το pre-miRNA συναρμολογείται σε ένα 

σύμπλεγμα με τον παράγοντα μεταφοράς που λέγεται Exportin-5 και με την 

πρωτεΐνη RanGTP, η οποία αποτρέπει την πυρηνική αποικοδόμηση και 

διευκολύνει τη μετατόπιση στο κυτταρόπλασμα (Zen & Cullen, 2004; Lund & 

Dahlberg, 2006). Η οδός εξαγωγής μέσω Exportin-5 / RanGTP μπορεί να 

υποστηρίξει τη μεταφορά ενός mirtron στο κυτταρόπλασμα σε ορισμένα είδη, 

συμπεριλαμβανομένων των ωοκυττάρων των Xenopus laevis και Drosophila, 

αλλά παραμένει ασαφές αν αυτό συμβαίνει και στα θηλαστικά (Lund & 

Dahlberg, 2006; Berezikov et al., 2007). Είναι πιθανό να υπάρχουν άγνωστοι 

παράγοντες που συμμετέχουν στην εξαγωγή των mirtron από τον πυρήνα του 

κυττάρου. 

 

Α.1.4.5. ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΚΑΙ ΔΡΑΣΗ  

(εικόνα 4) 

Η ωρίμανση του miRNA στο κυτταρόπλασμα περιστρέφεται γύρω από την 

Dicer, της ενδονουκλεάσης με δράση RN-άσης III, η οποία έχει βρεθεί σε όλους 

τους ευκαρυωτές που εξετάστηκαν μέχρι σήμερα, εκτός από τους ζυμομύκητες 

(Zhang, Kolb, Brondani, Billy & Filipowicz, 2002). Οι άνθρωποι έχουν μια μόνη 

ισομορφή της Dicer, που λειτουργεί τόσο στις οδούς των siRNA όσο και στα 

miRNA (Filipowicz, Jaskiewicz, Kolb & Pillai, 2005; Haase, Jaskiewicz, Xhang, 

Laine, Sack, Gratignol & Filipowicz, 2005). Αντίθετα, στην Drosophila 

υπάρχουν ξεχωριστές ισομορφές της Dicer για την οδό siRNA και τις οδούς των 

miRNA (Lee et al., 2004). Δεν είναι γνωστό ακόμα στον άνθρωπο πώς η Dicer 

διακρίνει μεταξύ μονοπατιών siRNA και miRNA.Η Dicer είναι μια πρωτεΐνη 

πολλαπλών τομέων (Domains) που βρίσκεται στο κυτταρόπλασμα και / ή στο 

αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο και αποτελείται από μία Ν-τελική περιοχή με 

δράση ΑΤΡάσης / Ελικάσης, την DUF283 (περιοχή άγνωστης λειτουργίας), τον 

PAZ (Piwi / Argonaute / Zwilli) τομέα και δύο αλληλουχίες νουκλεάσης RNaseIII 

που βρίσκονται στο C-τελικό άκρο (Provost, Dishart, Doucet, Frendewey, 

Samuelsson & Radmark, 2002). Η περιοχή ΡΑΖ, οι περιοχές νουκλεάσης 
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RΝάσης III και μία dsRBD περιοχή εμπλέκονται στη δέσμευση και την εκτομή 

(cleavage) των dsRNA (Zhang et al., 2002; Zhang Kolb, Jaskiewicz, Westhof & 

Filipowicz, 2004; Song et al., 2003). Εντούτοις, η ακριβής λειτουργία της 

περιοχής ΑΤΡάσης / Ελικάσης και της περιοχής DUF283 είναι άγνωστη.H Dicer 

τυπικά διασπά το dsRNA με έναν ανεξάρτητο του ΑΤΡ τρόπο, αλλά έχει 

προταθεί ότι μπορεί να απαιτείται ΑΤΡ που βοηθά στη διαμόρφωση του 

προϊόντος ή/και αλλαγών πρωτεϊνικής διαμόρφωσης (Zhang et al., 2002; 

MacFarlane & Murphy, 2010). 

 

Εικόνα 5. Μονοπάτι ωρίμανσης miRNA μέσα στο κυτταρόπλασμα (Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 
2010). 

Α.1.4.6 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΟΥ miRNA ΜΕ ΜΟΝΗΡΗ ΕΚΤΟΜΗ 

Σε ένα προτεινόμενο μοντέλο, το pre-miRNA μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα 

και ενσωματώνεται στο εκτελεστικό σύμπλεγμα επεξεργασίας πρώτης σειράς 

που αποτελείται από την Dicer, την RNA-συνδεόμενη πρωτεΐνη που 

ενεργοποιείται από τον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (TRBP) και την 

R-ενεργοποιούμενη πρωτεΐνη της πρωτεϊνικής κινάσης (PACT) (Perron et al., 

2008). Αυτό το σύμπλεγμα είναι ο πυρήνας του συμπλόκου RISC (Diederichs 

& Haber, 2007). Η περιοχή ΡΑΖ της Dicer αναγνωρίζει την δινουκλεοτιδική 3'-

προεξοχή του pre-miRNA και αρχίζει τη δέσμευση (Zhang et al., 2002; Zhang 

et al., 2004; Song et al., 2003). Η απόσταση μεταξύ των περιοχών PAZ και Rn-

άσης III της Dicer χρησιμοποιείται ως δείκτης για τον προσδιορισμό της 
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ακριβούς θέσης διάσπασης στο pre-miRNA (Zhang et al., 2004; Perron et al., 

2008). Ο διμερισμός των δύο τομέων με δραστικότητα Rn-άσης III της Dicer 

σχηματίζει ένα μοναδικό κέντρο επεξεργασίας με δύο καταλυτικές θέσεις που 

διασπούν τον απλό κλώνο απέναντι από αυτόν που προηγουμένως 

διασπάστηκε από την Drosha στο pre-miRNA. Το προκύπτον προϊόν είναι ένα 

διπλό δίκλωνο miRNA με 3' προεξέχοντα άκρα. Ένα πρόσφατο μοντέλο που 

προτάθηκε από τους Cifuentes et al. (2010) επικεντρώνεται γύρω από την 

πρωτεΐνη «Αργοναύτη» Argonaute 2 (Ago2), επίσης γνωστή και ως 2C2 

παράγοντας έναρξης μετάφρασης σε ευκαρυωτικά κύτταρα  (eIF2C2). Η Ago2 

περιέχει μία περιοχή Piwi και μία περιοχή ΡΑΖ που έχει δραστηριότητα 

ενδονουκλεάσης (Song, Smoth, Hannon & Joshua-Tor, 2004; Meister, 

Landthaler, Patkaniowska & Dorsett, 2004; O’Caroll et al., 2007). Αυτό το νέο 

μοντέλο περιγράφει ένα μονοπάτι επεξεργασίας miRNA που είναι εξαρτώμενο 

από Ago2 και ανεξάρτητο της Dicer. Μετά την δέσμευση της Ago2 στο πρώιμο 

RNA η ενδονουκλεάση διασπά την επιβατική αλληλουχία της πρόδρομης 

φουρκέτας 10 νουκλεοτιδίων upstream του οδηγού κλώνου 5' που διευκολύνει 

το ξετύλιγμα. Τέλος, τα εναπομείναντα νουκλεοτίδια γύρω από τη θέση 

διάσπασης που δεν προστατεύονται από την Ago2 υφίστανται 

πολυουριδυλίωση και υπόκεινται στη δράση της νουκλεάσης, ώστε να 

δημιουργηθεί το ώριμο miRNA. 

 

Α.1.4.7 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΟΥ miRNA ΜΕ ΔΙΠΛΗ  ΕΚΤΟΜΗ 

Ένα πρόσθετο μοντέλο επεξεργασίας του pre-miRNA εξαρτώμενο από την 

Ago2 που προτάθηκε από τους Diedrichs & Haber (2007) υποδηλώνει ότι οι 

Dicer, TRBP και Ago2 σχηματίζουν ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών που 

αναγνωρίζει και δεσμεύει το pre-miRNA μέσω της περιοχής ΡΑΖ της Dicer και 

της Ago2. Η Ago2, στη συνέχεια, διασπά μια μονή έλικα των νουκλεοτιδίων 11-

12 του pre-miRNA από το άκρο του στην 3' UTR για να δημιουργήσει μια δομή 

φουρκέτας που έχει αναφερθεί ως «πρόδρομο miRNA που υφίσταται εκτομή 

από την Ago2» ή αλλιώς «ac-pre-miRNA». Το ac-pre-miRNA είναι το 

υπόστρωμα που δρα η Dicer, το οποίο διασπάται για να δημιουργήσει το 

δίκλωνο διπλό miRNA.  

Υπάρχουν στοιχεία ότι η Dicer, η TRBP, η PACT και η Ago2 μπορούν να 

αλληλεπιδράσουν, αλλά καμία ομάδα δεν έχει ακόμη περιγράψει ένα 

σύμπλεγμα επεξεργασίας που να αποτελείται από όλες αυτές τις πρωτεΐνες. 

Φαίνεται ότι οι ακριβείς αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών παραμένουν ασαφείς. 

Σε όλα τα στάδια της βιογένεσης του miRNA, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται και 

επανασυνδέονται με τα ενεργά σύμπλοκα, καθιστώντας δύσκολο τον 

προσδιορισμό της θέσης τους στο μονοπάτι του miRNA. Υπάρχει συναίνεση 

στο πλαίσιο της βιβλιογραφίας, ότι η TRBP συνεργάζεται με τις Ago2 και Dicer 

για να διαδραματίσει έναν αναπόσπαστο ρόλο στο μονοπάτι του miRNA 

(Haase et al., 2005; Gregory, Chendrimada, Cooch & Shiekhattar, 2005; 

Maniataki & Mourelatos, 2005). Ωστόσο, η ακριβής λειτουργία παραμένει υπό 

συζήτηση. Δύο μελέτες από τους Haase et al. 2005 και Chendrimada et al. 2005 
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βρίσκονται σε σύγκρουση. Οι Hasse et al.(2005) προτείνουν ότι η TRBP είναι 

απαραίτητη για τη διάσπαση του pre-miRNA από την Dicer και την επακόλουθη 

μεταφορά του στην Ago2 για συναρμολόγηση του συμπλόκου RISC. Αντίθετα, 

οι Chendrimada et al. (2005), πιστεύουν ότι η TRBP είναι μόνο χρήσιμη για την 

συναρμολόγηση του miRNA στο RISC. Επιπρόσθετα, μια ανεξάρτητη μελέτη 

έδειξε ότι το TRBP μπορεί να ρυθμίζει τα επίπεδα της πρωτεΐνης Dicer μέσω 

άμεσης αλληλεπίδρασης πρωτεΐνης-πρωτεΐνης (Melo et al., 2009). Απαιτείται 

περαιτέρω διερεύνηση για να καθοριστεί σαφώς η λειτουργία του TRBP.  

Είναι ενδιαφέρον το γεγονός, ότι το TRBP αναστέλλει το μονοπάτι της 

πρωτεϊνικής κινάσης R (PKR) που ενεργοποιείται από ιντερφερόνη, καθώς και 

τη συγγενή της πρωτεΐνη PACT, η οποία ενεργοποιεί την οδό PKR (Patel & 

Sen, 1998; Daher et al., 2001; Perron et al., 2008). Η ενεργοποίηση της οδού 

PKR αναστέλλει τη γενική πρωτεϊνική σύνθεση σε όλο το κύτταρο και επάγει 

την παραγωγή ιντερφερονών, οι οποίες μεσολαβούν στην αντι-

πολλαπλασιαστική και προ-αποπτωτική διαδικασία (Vattem, Staschke & Wek, 

2001; Garcia, Meurs & Esteban, 2007). Φαίνεται ότι το TRBP και το PACT 

λειτουργούν για την πρόληψη της κυτταροπλασματικής pre-miRNA 

ενεργοποίησης της οδού PKR ή/και για την ρύθμιση της φωσφορυλίωσης της 

PKR, που ελέγχει συστατικά του λειτουργικού μονοπατιού των miRNA (Perron 

et al., 2008). 

 

Α.1.4.8 ΣΥΓΚΡΟΤΗΣΗ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ RISC 

Το δίκλωνο microRNA είναι γενικά ένα ασταθές, ατελές μόριο που αποτελείται 

από έναν επιβατικό κλώνο και έναν ώριμο κλώνο microRNA (επίσης 

αναφερόμενο και ως οδηγό κλώνο) που συνήθως συμβολίζεται ως miRNA: 

miRNA*, όπου ο επιβατικός κλώνος είναι ο συμβολισμός miRNA* (Bartel, 2004; 

Kim, 2005).Τελικά, το διμερές RNA ξετυλίγεται και το μονόκλωνο ώριμο miRNA 

ενσωματώνεται στο σύμπλεγμα πρωτεϊνών RISC για να λειτουργήσει ως 

οδηγός, κατευθύνοντας την αποσιώπηση ενός mRNA στόχου (Bartel, 2004). Η 

συναρμολόγηση και η ενεργοποίηση του RISC έχει μελετηθεί κυρίως στην 

Drosophila με σχεδόν τέλειες αντιστοιχίσεις ζευγών βάσεων μεταξύ των 

οδηγών και των επιβατικών κλώνων των διμερών miRNA. Το μοντέλο 

συναρμολόγησης RISC από την Drosophila πρότεινε το ATP-εξαρτώμενο 

ξετύλιγμα των διμερών, το οποίο επιτρέπει στον ώριμο κλώνο οδηγό να 

φορτωθεί στην Ago2 του συμπλέγματος RISC με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίησή του (Rand, Petersen, Du & Wang, 2005). 

 

Α.1.5 ΦΟΡΤΩΣΗ ΤΟΥ RISC ΣΤΟΝ ΑΝΘΡΩΠΟ 

Στους ανθρώπους υπάρχουν οκτώ κατηγορίες συμπλεγμάτων RISC, οι οποίες 

βασίζονται σε πρωτεϊνική σύνθεση επικεντρωμένη γύρω από τις τέσσερις 

πρωτεΐνες Ago 1-4 (Macrae, Ma, Zhou, Robinson & Doudna, 2008). Η 

γονιδιωματική ανάλυση υποδεικνύει ότι οι πρωτεΐνες αργοναύτες έχουν 
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εξελιχθεί από την πρωτεΐνη του παράγοντα έναρξης της μετάφρασης 

(Anantharaman, Koonin & Aravind, 2002). Η Ago2 είναι η μόνη πρωτεΐνη 

αργοναύτης με δραστικότητα ικανή να καταλύει την εκτομή, δηλαδή την 

διάσπαση του mRNA. Ωστόσο, και οι τέσσερις πρωτεΐνες Ago συσχετίζονται με 

το miRNA και φαίνεται να λειτουργούν κατά την γονιδιακή αποσιώπηση. Δεν 

είναι σαφές εάν συγκεκριμένες πρωτεΐνες Ago συνδέονται με ένα συγκεκριμένο 

μηχανισμό αποσιώπησης. Τα βασικά συστατικά του συμπλέγματος φόρτωσης 

RISC είναι οι Dicer, Ago2, PACT και TRBP (Maniataki & Mourelatos, 2005; Lee 

et al., 2006; Macrae et al., 2008). Τα σύμπλοκα RISC που φορτώνουν το 

miRNA ονομάζονται σύμπλοκα ριβονουκλεοπρωτεϊνών που περιέχουν 

microRNA (miRISC ή miRNP).  

Ο μηχανισμός της συναρμολόγησης των RISC του ανθρώπινου miRNA είναι 

ασαφής. Οι υποθέσεις βασίζονται κυρίως στο μοντέλο της Drosophila. Ο 

μηχανισμός του ξετυλίγματος του διμερούς είναι άγνωστος, ωστόσο τα στοιχεία 

δείχνουν ότι η διαδικασία είναι ανεξάρτητη από το ΑΤΡ σε ανθρώπους 

(Maniataki & Mourelatos, 2005; Gregory et al., 2005). Υπάρχουν πολλές 

υποθέσεις για το ξετύλιγμα του διμερούς: η Dicer θα μπορούσε να διασπάσει 

τον επιβατικό κλώνο, αρχίζοντας να ξετυλίγει και να απελευθερώσει το ώριμο 

μονόκλωνο miRNA που θα μπορούσε να συλληφθεί από την Ago2. 

Εναλλακτικά, η Ago2 θα μπορούσε να διασπάσει τον επιβατικό κλώνο ενός 

φορτωμένου διμερούς, διατηρώντας ανέπαφο τον οδηγό κλώνο του miRNA. Το 

ξετύλιγμα του διμερούς μπορεί, επίσης, να συμβεί ταυτόχρονα με μεταβολές 

διαμόρφωσης του  RISC κατά τη συναρμολόγηση ή από μια μη αναγνωρισμένη 

ελικάση (Maniataki & Mourelatos, 2005). Μια πρόσφατη μελέτη υποδηλώνει ότι 

η RNA Ελικάση A (RHA), που επίσης αναφέρεται ως DHX9 ή NDHll, είναι 

υπεύθυνη για το ξετύλιγμα του διμερούς RNA που σχετίζεται με την 

ενεργοποίηση του RISC στο μονοπάτι των miRNA του ανθρώπου (Robb & 

Rana, 2007). Η RHA είναι μια πρωτεΐνη DEAH-box ελικάση (Johnson et al., 

1999) ικανή να δεσμεύεται με ssRNA, dsRNA και dsDNA (Lee & Hurwitz, 1992; 

Abdelhaleem, Maltais & Wain, 2003; Robb & Rana, 2007). Η RHA είναι ικανή 

να ξετυλίγει RNA:RNA διμερή, αλλά η αποτελεσματικότητα της είναι ασαφής και 

πιστεύεται ότι εξαρτάται από τις αλληλεπιδράσεις της RHA με επιπρόσθετες 

σχετικές πρωτεΐνες (Lee & Hurwitz, 1992; Friedemann, Grosse & Zhang, 2005; 

Robb & Rana, 2007). Η RHA αλληλεπιδρά με τις Dicer, Ago2 και TRBP σε μια 

χωρική διάταξη που είναι ειδική για το ξετύλιγμα RNA:RNA διμερών (Robb & 

Rana, 2007). Επιπρόσθετα, η ελικάση MOV10 (ομόλογο ιού λευχαιμίας 

Moloney 10) έχει συσχετισθεί με μερικά Ago2 και RISC σύμπλοκα, αλλά 

παραμένει ασαφές εάν η MOV10 είναι ικανή να ξετυλίξει δομές διμερών RNA 

(ibid, 2007). Είναι ενδιαφέρον ότι μια πολύ πρόσφατη μελέτη από τους Yoda, 

Kawamata, Paroo, Ye, Iwasaki, Liu & Tomari (2010), υποδηλώνει ότι η 

διάσπαση της Dicer και η συναρμολόγηση του RISC είναι ATP-εξαρτώμενη. 

Απαιτούνται μελλοντικές μελέτες για να επιβεβαιωθεί αυτό το εύρημα. 
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Α.1.6 ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗ ΣΤΟΧΟΥ 

Το ενεργοποιημένο σύμπλοκο RISC δεσμεύει το mRNA στόχο μέσω 

συμπληρωματικότητας βάσεων μεταξύ του κλώνου οδηγού και της περιοχής 

3'UTR του στόχου (Wightman & Ruvkun, 1993; Lee & Ambros, 1993). Ο 

βαθμός και η φύση των συμπληρωματικών θέσεων μεταξύ του οδηγού και του 

στόχου φαίνεται να καθορίζουν τον μηχανισμό αποσιώπησης γονιδίων (Bartel, 

2004; Yekta, Shih & Bartel, 2004). Η δράση της Ago2 γενικά ευνοείται από την 

σχεδόν τέλεια (εκτεταμένη) σύζευξη βάσεων, ενώ η πιο κοινή καταστολή της 

μετάφρασης φαίνεται να απαιτεί πολλαπλές συμπληρωματικές θέσεις με 

περιορισμένη συμπληρωματικότητα βάσεων σε κάθε θέση (Bartel, 2004; Yekta 

et al., 2004). Στα ζώα, το miRNA είναι γενικά 100% συμπληρωματικό στην 5’ 

περιοχή του miRNA, αλλά όχι σε ολόκληρο το miRNA, γεγονός που οδηγεί σε 

ατελή υβρίδια RNA με χαρακτηριστικά εξογκώματα (Doench, Petersen & Sharp, 

2003; Bartel, 2004). Η δέσμευση στην 5’UTR είναι σημαντική για την θερμική 

σταθερότητα της αλληλεπίδρασης, η οποία συμβάλλει στην εξειδίκευση και τη 

δραστηριότητα του miRNA (Stark, Brennecke, Russell & Cohen, 2003; Doench 

& Sharp, 2004).Το φαινόμενο του ζευγαρώματος βάσεων G: U (μη ταίριασμα) 

βάσης στην 5’ περιοχή θεωρήθηκε αρχικά ότι ήταν επιβλαβές για τη λειτουργία 

των miRNA. Η miRNA:mRNA αλληλεπίδραση μπορεί ακόμη να συμβεί 

παρουσία ενός φαινομένου ταλάντωσης (wobble) G: U αλλά επιδρά στην 

ειδικότητα και την δραστηριότητα του miRNA (Enright, John, Gaul, Tuschl, 

Sander & Marks, 2003; Doench & Sharp, 2004). Μια μεταγενέστερη έρευνα 

αποκάλυψε ότι αυτό δεν ισχύει για όλα τα miRNA. Στα θηλαστικά το miR-196 

εμφανίζει τέλεια συμπληρωματικότητα βάσεων με το στόχο HOXB8, με 

εξαίρεση μια ταλάντωση G: U και εξακολουθεί να ρυθμίζει αποτελεσματικά την 

HOXB8 μέσω διάσπασης-εκτομής mRNA (Yekta et al., 2004). 

 

Α.1.7 ΑΠΟΣΙΩΠΗΣΗ 

Είναι ευρέως αποδεκτό ότι το miRNA συνδέεται με το mRNA στόχο και ρυθμίζει 

αρνητικά την έκφρασή του. Ένα μοναδικό  miRNA οδηγός μπορεί να ρυθμίζει 

την έκφραση σε διάφορους στόχους mRNA και αντιστρόφως πολλαπλά miRNA 

μπορούν να ρυθμίζουν σε συνεργασία την έκφραση σε έναν ενιαίο στόχο 

mRNA (Bartel, 2004). Ωστόσο, τα μέσα αποσιώπησης παραμένουν ασαφή. Τα 

αποδεικτικά στοιχεία υποστηρίζουν δύο διαφορετικούς μηχανισμούς 

αποσιώπησης: διάσπαση-εκτομή mRNA και καταστολή της μετάφρασής του, οι 

οποίοι μπορούν να οριστούν ως εξαρτώμενος από αποκοπή μηχανισμός και 

ανεξάρτητος αποκοπής μηχανισμός (Sheth & Parker, 2003; Eystathioy, 

Jakymiw, Chan, Seraphin, Cougot & Fritzler, 2003; Coller & Parker, 2005). Η 

δραστικότητα της αποκοπής αναφέρεται στην δράση ενδονουκλεάσης στο 

mRNA στόχου μέσω της Ago2, η οποία απαιτεί εκτεταμένη 

συμπληρωματικότητα βάσεων μεταξύ του miRNA και του mRNA στόχου 

(Meister et al., 2004; Liu et al., 2004; Valencia-Sanchez, Liu, Hannon & Parker, 

2006). Οι δύο μηχανισμοί αποσιώπησης που, είτε εξαρτώνται από την 
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αποκοπή, είτε όχι, συντελούν προς την αποικοδόμηση του mRNA ή την 

αναστολή της μετάφρασης, αλλά και οι δύο τελικά οδηγούν σε αρνητική 

ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. Μια σημαντική διαφορά μεταξύ των 

αποτελεσμάτων είναι η αναστρεψιμότητα, διότι η αποσύνθεση-αποκοπή του 

mRNA είναι μια μη αναστρέψιμη διαδικασία. Αντίθετα, η αναστολή της 

μετάφρασης είναι αναστρέψιμη (Brengues et al., 2005; Valencia-Sanchez et al., 

2006; MacFarlane & Murphy, 2010 ).  

Οι ακόλουθες ενότητες αναλύουν τους δύο μηχανισμούς αποσιώπησης. 

 

Α.1.7.1 ΕΚΤΟΜΗ ΤΟΥ mRNA – ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΠΟΥ ΕΞΑΡΤΑΤΑΙ 

ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΠΟΚΟΠΗ  

(Εικόνα 5) 

Η διάσπαση-εκτομή του mRNA που κατευθύνεται από microRNA καταλύεται 

από την Ago2, όταν ο στόχος και το miRNA εμφανίζουν εκτεταμένη 

συμπληρωματικότητα βάσεων σε περιοχές που περιλαμβάνουν την 5’UTR 

περιοχή και τις βάσεις 10-11 του οδηγού κλώνου (Yekta et al, 2004; Liu et al., 

2004; Valencia-Sanchez et al., 2006; MacFarlane & Murphy, 2010). Μία απλή 

εκτεταμένη συμπληρωματική περιοχή είναι συνήθως επαρκής για διάσπαση. 

Εντούτοις, παρατηρήθηκαν εξαιρέσεις που υποδηλώνουν ότι μπορεί να 

απαιτούνται μη αναγνωρισμένες πρόσθετες απαιτήσεις για τη διάσπαση του 

mRNA (Zeng & Cullen, 2003; Doench et al., 2003; Doench & Sharp, 2004; 

Valencia-Sanchez et al., 2006). Τα προϊόντα διάσπασης αποικοδομούνται με 

μία από τις δύο διεργασίες που είναι υπεύθυνες για την αποικοδόμηση του 

mRNA. Kαι οι δύο αρχίζουν με τη αποαδενυλίωση του mRNA για να 

απομακρυνθεί η πολυΑ ουρά (Valencia-Sanchez et al., 2006; Parker & Song, 

2004). Μεταγενέστερη διάσπαση μπορεί να λάβει χώρα μέσω του εξωσώματος 

(exosome), το οποίο είναι ένα σύμπλοκο πολλαπλών πρωτεϊνών με 

δραστικότητα 3'-5' εξωνουκλεάσης. Εναλλακτικά, το mRNA μπορεί να 

υποβληθεί σε απομάκρυνση καλύμματος από τα ένζυμα Dcp1 και Dcp2 που 

διευκολύνουν την αποικοδόμηση 5'-προς-3' από την εξωριβονουκλεάση Xrn1p 

(Valencia-Sanchez et al., 2006; Coller & Parker, 2004). 
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Εικόνα 6. Δράση των miRNA μέσω εκτομής στόχου (Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 2010) 

 

 

 

Α.1.7.2 ΚΑΤΑΣΤΟΛΗ ΜΕΤΑΦΡΑΣΗΣ – ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ 

ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΟΣ ΑΠΟΚΟΠΗΣ  

(Εικόνα 6) 

Πολλαπλές θέσεις με ατελή συμπληρωματικότητα στα ζεύγη βάσεων 

δημιουργούν διογκώσεις στο διμερές RNA και αναστέλλουν την δράση της 

Ago2 (Wightman & Ruvkun, 1993; Lee & Ambros, 1993; Bartel, 2004; Pillai, 

2005; Valencia-Sanchez et al., 2006). Αυτό δεν επηρεάζει την ικανότητα των 

πρωτεϊνών Ago να καταστέλλουν τη μετάφραση του mRNA στόχου (Meister et 

al., 2004; Liu et al., 2004; MacFarlane & Murphy, 2010). Δεν υπάρχει ξεχωριστό 

μοντέλο για το πώς τα miRNA καταστέλλουν τη μετάφραση, αλλά είναι σαφές 

ότι αυτό μπορεί να συμβεί με διάφορους τρόπους. Η μετάφραση 

πραγματοποιείται σε τρία στάδια: έναρξης, επιμήκυνσης και τερματισμού, τα 

οποία απαιτούν συντονισμό πολλών πρωτεϊνικών παραγόντων (Richter & 

Isono, 1977). Πειράματα που έγιναν σε κύτταρα θηλαστικών παρείχαν στοιχεία 

που υποστηρίζουν την αναστολή της μετάφρασης από το miRNA τόσο στα 

στάδια έναρξης όσο και στην επιμήκυνση (Pillai, 2005; Richter & Isono, 1977). 

Ωστόσο, ο μηχανισμός επιλογής είναι ασαφής. Πρόσφατα δεδομένα 

υποδεικνύουν ότι ο υποκινητής που χρησιμοποιήθηκε για να μεταγράψει το 
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mRNA στόχου καθορίζει ποιοι μηχανισμοί καταστολής της μετάφρασης θα 

χρησιμοποιηθούν (Kong et al., 2008). Η μετάφραση μπορεί επίσης να 

ρυθμίζεται έμμεσα με χωρικό διαχωρισμό των συστατικών, έτσι ώστε το mRNA 

που στοχεύεται στο miRNA να απομακρύνεται από το μεταφραστικό μηχανισμό 

σε κυτταροπλασματικές εστίες γνωστές ως σωμάτια P (P bodies-επίσης 

γνωστά ως σώματα επεξεργασίας, σωμάτια GW και σωμάτια Dcp) (Liu et al., 

2005; Anderson & Kedersha, 2006). Επιπρόσθετα, το miRNA μπορεί να 

επιταχύνει την απελευθέρωση του mRNA στόχου και την απόσπαση 

ανεξάρτητα από τη δραστηριότητα της αποκοπής, επηρεάζοντας έτσι την 

αποτελεσματικότητα της έναρξης της μετάφρασης ή/και τη σταθερότητα του 

μεταγράφου (Fischer & Weis, 2002). Αυτή η τελευταία διαδικασία θα οδηγήσει 

σε αποσύνθεση του mRNA στόχου μέσω του ίδιου εξωσώματος και της Χrn1p 

ως, τελικά, εξαρτώμενη από αποκοπή αποσιώπηση (Coller et al., 2002). 

 

 

Εικόνα 7. Μηχανισμος δράσης μέσω μεταφραστικής καταστολής του γονιδίου στόχου (Τροποποιημένο από MacFarlane & 
Murphy, 2010) 
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Α.1.8 ΣΩΜΑΤΙΑ P (P BODIES) 

Τα σωμάτια P είναι δυναμικές μικρές κυτταροπλασματικές περιοχές σφαιρικής 

πρωτεΐνης που βρίσκονται σε κύτταρα που συναντούμε από ζυμομύκητες έως 

και σε ανθρώπους (Sheth & Parker, 2003). Ένας μεγάλος αριθμός μελετών που 

διερευνούν τον σχηματισμό και τη λειτουργία των σωματίων Ρ έχουν διεξαχθεί 

σε ζυμομύκητες. Αν και αυτές οι δομές είναι παρόμοιες στους ανθρώπους, 

υπάρχουν ειδικές πρωτεΐνες θηλαστικών που μπορεί να σχετίζονται. Υπάρχουν 

πολλά παρόμοια κυτταροπλασμικά πεδία που βρίσκονται σε κύτταρα, 

συμπεριλαμβανομένων κοκκίων στρες, εξωσώματα και πολυκυστικών 

σωματίων που περιέχουν μερικά από τα ίδια πρωτεϊνικά συστατικά (Kedersha 

& Anderson, 2007; MacFarlane & Murphy, 2010). Ωστόσο, υπάρχουν μερικοί 

δείκτες πρωτεϊνών που φαίνεται να είναι ειδικοί για τα σωμάτια P όπως οι Dcp1, 

4E-T, GE-1 / hedls, p54 / RCK και Xrn1 (Kedersha & Anderson, 2007). Υπάρχει 

κάποια διαμάχη στον τομέα όσον αφορά την ταξινόμηση αυτών των μικρών 

κυτταροπλασματικών περιοχών που σχετίζεται με την μεταβλητή λειτουργία, 

τον εντοπισμό, το μέγεθος και τις πρωτεΐνες που περιέχουν. Αυτό οφείλεται εν 

μέρει στη δυναμική φύση αυτών των δομών. Τα σωμάτια P επηρεάζονται από 

μια ποικιλία κυτταρικών παραγόντων που περιλαμβάνουν τα επίπεδα 

γλυκόζης, την ωσμωτική πίεση και τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων 

(Teixeira et al., 2005). Ομοίως, τα κοκκία στρες ποικίλουν σε αριθμό και 

μέγεθος σε διαφορετικές περιβαλλοντικές καταπονήσεις όπως η θερμοκρασία, 

η μόλυνση, η υποξία και το υπεριώδες φως (Kedersha, Gupta, Li, Miller & 

Anderson, 1999). 

Η συλλογική έρευνα δείχνει ότι τα σωμάτια P είναι η λειτουργική θέση της 

αναστρέψιμης καταστολής του mRNA και της αποσύνθεσής του, η οποία 

περιλαμβάνει και την γονιδιακή αποσιώπηση μέσω miRNA (Liu et al., 2005; 

Parker & Sheth, 2007). Τα σωμάτια P περιέχουν mRNA μαζί με μια ποικιλία 

ενζύμων και παραγόντων που απαιτούνται για διεργασίες όπως απομάκρυνση 

καλύμματος, ουράς πολυΑ, αποικοδόμηση RNA και μεταφραστική καταστολή 

(Coller & Parker, 2004). Περαιτέρω διερεύνηση της σχέσης μεταξύ της miRNA 

αποσιώπησης και των σωματίων Ρ αποκάλυψε ότι οι πρωτεΐνες Ago 1-4 

εντοπίζονται σε σωμάτια P με κλώνους επιβατικούς και οδηγούς από miRNA 

διμερή (Pillai, 2005; Filipowicz et al., 2005; Liu et al., 2005; Jakymiw et al., 2005;  

Sen & Blau, 2005 in MacFarlane & Murphy, 2010). Αυτό υποδηλώνει ότι εκτός 

από το ότι είναι η λειτουργική θέση για καταστολή των mRNA, τα σωμάτια P 

είναι επίσης η λειτουργική θέση της προκαλούμενης από miRNA γονιδιακής 

σίγασης. Ο ρόλος των P bodies στην γονιδιακή αποσιώπηση μέσω miRNA 

διερευνάται διαρκώς. 
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Η σχέση των σωματίων P και των miRNA είναι πολύ σημαντική. Τα στοιχεία 

δείχνουν σαφώς ότι τα σωμάτια P είναι απαραίτητα για τη λειτουργία του 

miRNA, καθώς η αναστολή του σχηματισμού τους με την εξάντληση του 

GW182 (το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό των σωματίων Ρ) παρεμποδίζει 

σημαντικά τη λειτουργία των miRNA (Jakymiw et al., 2005; Liu et al., 2005 in 

MacFarlane & Murphy, 2010). Αντίστροφα, η απομάκρυνση του συμπλέγματος 

μικροεπεξεργαστών αναστέλλει τον σχηματισμό των σωματίων P (Teixeira et 

al., 2005; Jakymiw et al., 2007). Η συναρμολόγηση και η ενεργοποίηση του 

συμπλόκου RISC πραγματοποιείται μέσα στα σωμάτια P, η οποία υποστηρίζει 

τον συνεντοπισμό των διπλών miRNA και των Ago 1-4 πρωτεϊνών στο GW182. 

Η πρωτεΐνη GW182 είναι ένα σημαντικό συστατικό του συμπλόκου RISC, που 

έχει λειτουργική εμπλοκή τόσο σε μηχανισμούς αποσιώπησης που εξαρτώνται 

από αποκοπή, όσο και σε ανεξάρτητους μηχανισμούς αποκοπής (Liu et al., 

2005; Jakymiw et al., 2005; Jakymiw et al., 2007). Αυτό το μοντέλο υποθέτει 

ότι υπάρχουν εξειδικευμένα διαμερίσματα μέσα στα σωμάτια P για την 

ανάκτηση του RISC από πρωτεΐνες τελεστές αποσιώπησης. Η διάσπαση του 

στόχου mRNA μέσω αποκοπής εμφανίζεται πιθανώς σε ένα εξειδικευμένο 

διαμέρισμα του σωματίου Ρ που είναι υπεύθυνο για την αποικοδόμηση του 

mRNA (Pillai, 2005). Τα ένζυμα που εμπλέκονται στη διαδικασία 

Εικόνα 8. Μονοπάτι των miRNA μέσα στα σωμάτια P (Τροποποιημένο από MacFarlane & Murphy, 2010). 
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αποικοδόμησης του mRNA, όπως τα ένζυμα Ccy4, Not1, Pop2, τα ένζυμα 

αποκοπής Dcp1, Dcp2 και οι νουκλεάσες Xrn1p, καθώς και το εξώσωμα, 

βρίσκονται εντός των σωματίων P (Coller & Parker, 2004; Chu & Rana, 2006; 

Parker & Sheth, 2007). Εναλλακτικά, μηχανισμοί ανεξάρτητοι από την αποκοπή 

αναστέλλουν τη μετάφραση με διάφορα μέσα. Τα σωματίδια Ρ περιέχουν 

ένζυμα και παράγοντες ελέγχου της μετάφρασης, ιδιαίτερα τα ρ54, FMRP, 

Gemin5 και RAP55, που απαιτούνται για την μεταφραστική καταστολή που 

προκαλείται από miRNA ή/και την κατευθυνόμενη αποθήκευση mRNA (Chu & 

Rana, 2006; Jakymiw et al., 2007). Τα διαμερίσματα αποθήκευσης πρέπει να 

απομονώνονται από τα ένζυμα αποικοδόμησης και να διαθέτουν έναν 

μηχανισμό για τη διαχείριση της κατάστασης του mRNA, ο οποίος θα καθορίζει 

εάν τα μετάγραφα αποικοδομούνται ή επιστρέφουν στο κυτταρόπλασμα προς 

μετάφραση (Coller & Parker, 2005; Bhattacharyya, Habermacher & Martine, 

2006a; Bhattacharyya, Habermacher & Martine, 2006b). Από την άλλη πλευρά, 

τα mRNA που μεταφράζονται ενεργά από πολυριβοσώματα στοχεύονται από 

το σύμπλοκο miRISC στο κυτταρόπλασμα προς αναστολή της έναρξη της 

μετάφρασης ή/και της επιμήκυνσης (MacFarlane & Murphy, 2010). Αυτά τα 

mRNA στη συνέχεια κατευθύνονται σε σωμάτια Ρ προς αποθήκευση ή 

αποικοδόμηση. Η καταστολή των ενεργά μεταφραζόμενων mRNA από τα 

miRNA μπορεί να εξηγήσει γιατί τα miRNA και οι πρωτεΐνες Ago συναντώνται 

και στο κυτταρόπλασμα. 

 

 

Α.1.9 ΠΡΟΤΕΙΝΟΜΕΝΟΣ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ miRNA 

(εικόνα 8) 

Μετά από κάποιο ερέθισμα το miRNA μεταγράφεται από το γονιδίωμα, είτε ως 

συστατικό του pre-miRNA, είτε ως ένα πολυσιστρονικό πρωτογενές μετάγραφο 

miRNA. Η διάσπαση του pre-miRNA από το σύμπλοκο αποκοπής ή τον 

μικροεπεξεργαστή απελευθερώνει ένα από τα τρία πιθανά πρόδρομα μόρια 

miRNA: ένα mirtron, ένα pri-miRNA ή ένα pre-mRNA. Το pri-miRNA 

μετατρέπεται σε pre-miRNA από το σύμπλοκο μικροεπεξεργαστή που διασπά 

τον ένα βραχίονα σε μία απόσταση 11 bp από τη σύνδεση ssRNA-dsRNA. Τα 

pre-miRNA (και πιθανώς τα mirtron) εξάγονται στο κυτταρόπλασμα μέσω της 

οδού Exportin5 / RanGTP. Στο κυτταρόπλασμα, το pre-miRNA μπορεί να 

ωριμάσει στο διπλό miRNA μέσω δύο εναλλακτικών οδών. Η άμεση οδός είναι 

ένα μοναδικό γεγονός διάσπασης που εκτελείται από τη Dicer, η οποία 

συνδέεται με την TRBP και την PACT. Αντίθετα, η έμμεση οδός είναι μια 

διεργασία διάσπασης δύο σταδίων που διεξάγεται από ένα σύμπλεγμα 

αποτελούμενο από Dicer, Ago2 και TRBP. Μία αρχική διάσπαση Ago2 

δημιουργεί ένα ενδιάμεσο, ac-pre-miRNA, το οποίο λειτουργεί ως υπόστρωμα 

για την Dicer. Το διμερές miRNA φορτώνεται στην Ago2 του συμπλέγματος 

φόρτωσης RISC που περιέχει τις Dicer, TRBP και PACT. Εάν το διμερές 

miRNA εμφανίζει υψηλή συμπληρωματικότητα βάσεων, η Ago2 θα διασπάσει 
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τον βραχίονα με το πιο σταθερό άκρο 5', που ονομάζεται επιβατικός κλώνος, 

ενεργοποιώντας την αποικοδόμησή του και αφήνοντας τον οδηγό κλώνο 

δεσμευμένο με την Ago2. Το ενεργό σύμπλοκο miRISC θα κατευθύνει το mRNA 

που περιμένει να μεταφραστεί ή μεταφράζεται στο διαμέρισμα προσλήψεως 

ενός σωματίου Ρ, όπου το επίπεδο συμπληρωματικότητας οδηγού-στόχου 

ρυθμίζει την πρόσληψη πρωτεϊνών που απαιτούνται για τους δύο μηχανισμούς 

γονιδιακής αποσιώπησης, τον εξαρτώμενο από αποκοπή και τον ανεξάρτητο. 

Η εκτεταμένη συμπληρωματικότητα βάσεων οδηγού-στόχου θα μεταφέρει το 

miRISC, με τον δεσμευμένο mRNA  στόχο και τις προσληφθείσες πρωτεΐνες, 

στο διαμέρισμα του σωματίου Ρ, που έχει οριστεί για την αποσιώπηση που 

εξαρτάται από αποκοπή, όπου η Ago2 θα διασπάσει το mRNA στόχο. Η 

επακόλουθη αποσύνθεση του mRNA θα λάβει χώρα στο εξειδικευμένο 

διαμέρισμα αποικοδόμησης mRNA, οπότε το miRISC θα επιστρέψει στη 

μονάδα στρατολόγησης για την επιπρόσθετη ATP-εξαρτώμενη αποσιώπηση. 

Εναλλακτικά, η περιορισμένη συμπληρωματικότητα βάσεων οδηγού-στόχου θα 

κατευθύνει τη μετεγκατάσταση σε ένα διαμέρισμα συγκεκριμένο προς 

αποσιώπηση ανεξάρτητη από αποκοπή, δηλαδή μεταφραστική καταστολή. Στο 

σημείο αυτό το mRNA, είτε θα συσχετιστεί με παράγοντες καταστολής της 

μετάφρασης, είτε θα μεταφερθεί προς μακροχρόνια αποθήκευση ή, τελικά, θα 

συμβεί επιτάχυνση της αποσύνθεσής του. 
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Εικόνα 9. Ολιστικό μοντέλο μονοπατιών του προτεινόμενου μηχανισμού δράσης των miRNA (Τροποποιημένο από MacFarlane 
& Murphy, 2010) 
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Α.2 ΑΙΜΑ 

Το αίμα είναι υγρός παχύρρευστος ιστός, που συναντάται μόνο στους 

πολυκύτταρους οργανισμούς, και έχει χρώμα που κυμαίνεται από λαμπρό 

ερυθρό μέχρι κυανέρυθρο, κολλώδη σύσταση και ιδιάζουσα οσμή. Με τη 

βοήθεια του κυκλοφορικού συστήματος, το οποίο αποτελείται από ένα 

περίπλοκο δίκτυο αγγείων και από την καρδιά, κυκλοφορεί σε όλο το σώμα. Ο 

μέσος όγκος αίματος στον ενήλικο άνθρωπο είναι 5 L και αντιστοιχεί περίπου 

στο 8% του ολικού βάρους του σώματος. 

Το αίμα αποτελεί το μέσο μεταφοράς του οξυγόνου και του CO2 μεταξύ των 

πνευμόνων και των υπόλοιπων ιστών του σώματος και των θρεπτικών από το 

γαστρεντερικό σωλήνα στους άλλους ιστούς. Επιπλέον, μεταφέρει τα ένζυμα, 

τις ορμόνες και τις βιταμίνες από τα σημεία παραγωγής προς τα κύτταρα-

προορισμούς και τα άχρηστα προϊόντα του σώματος στα όργανα απέκκρισης. 

Παίζει, επίσης, σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της θερμοκρασίας του σώματος 

στους 36,7 ⁰C, αφού κατανέμει τη θερμότητα ισότιμα σε όλα τα επιμέρους 

τμήματά του. Παράλληλα, μέσω των λευκοκυττάρων και των ανοσοσφαιρινών 

που περιέχει, συμμετέχει στην άμυνα έναντι παθογόνων, ενώ μέσω των 

αιμοπεταλίων, ρυθμίζει την αιμόσταση. Τέλος, μεταφέροντας νερό και τα όξινα 

προϊόντα του μεταβολισμού προς απέκκριση, συμβάλει στη διατήρηση της 

οξεοβασικής ισορροπίας στο σώμα. 

Το αίμα αποτελείται από μία ρευστή μεσοκυττάρια ουσία, το πλάσμα, μέσα 

στην οποία αιωρούνται τα κυτταρικά συστατικά, τα αιμοσφαίρια. Το πλάσμα 

είναι ένα ωχροκίτρινο υγρό το οποίο αποτελείται από πολλά συστατικά, το 

βασικότερο εκ των οποίων είναι το νερό που αντιπροσωπεύει το 90 % του 

όγκου του. Άλλα στοιχεία είναι τα άλατα, όπως το χλωριούχο νάτριο (NaCl) και 

το διττανθρακικό ιόν (HCO3- ), που εξασφαλίζουν σταθερό pH, και ιόντα, όπως 

τα Ca2+ , Fe2+ και Cu2+, που είναι απαραίτητα σε πολλές βιολογικές 

διαδικασίες. Επιπλέον, περιέχονται πολλά μόρια χαμηλού μοριακού βάρους, 

όπως γλυκόζη, φρουκτόζη, αμινοξέα, νουκλεοτίδια (ATP, cAMP), βιταμίνες και 

ορμόνες, λιπαρά οξέα, οξέα χολής, ουρία και αμμωνία. Επιπρόσθετα, 

υπάρχουν και στοιχεία με υψηλό μοριακό βάρος, όπως πεπτίδια και 

γλυκοπρωτεΐνες, ολιγοσακχαρίτες και πολυσακχαρίτες, DNA και RNA. Τέλος, 

στα 2 συστατικά του πλάσματος συγκαταλέγονται και αέρια σε διαλυτή μορφή, 

όπως O2, CO2 και N2O (πρωτοξείδιο αζώτου), και διάφοροι μεταβολίτες 

(Schaller et al., 2008). Τα έμμορφα συστατικά του αίματος, διακρίνονται σε τρεις 

ομάδες: 1) τα ερυθρά αιμοσφαίρια, 2) τα λευκά αιμοσφαίρια και 3) τα 

αιμοπετάλια. Τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι τα κύτταρα που υπερτερούν στο 

αίμα. Είναι απύρηνα, έχουν διάμετρο 7.5 μm και δισκοειδές αμφίκοιλο σχήμα. 

Χαρακτηρίζονται από μεγάλη ευκαμψία, η οποία τους επιτρέπει την παροδική 

παραμόρφωσή τους κατά τη διέλευση από τα στενά τριχοειδή αγγεία. Στο 

κυτταρόπλασμά τους περιέχουν την αιμοσφαιρίνη (εικόνα 9), η οποία 
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συμμετέχει στην κύρια λειτουργία των ερυθροκυττάρων, που είναι η μεταφορά 

οξυγόνου στους ιστούς.  

Τα λευκά αιμοσφαίρια βρίσκονται συνήθως σε συγκέντρωση που κυμαίνεται 

από 4,000 έως 10,000 ανά μL αίματος και διακρίνονται σε δύο μεγάλες 

κατηγορίες: τα κοκκιώδη (ή πολυμορφοπύρηνα) και τα άκοκκα λευκά 

αιμοσφαίρια. Τα κοκκιώδη έχουν πυρήνα με δύο ή περισσοτέρους λοβούς και 

φέρουν χαρακτηριστικά κοκκία στο κυτταρόπλασμα τους. Ανάλογα με τη 

συγγένεια που παρουσιάζουν τα κοκκία τους προς τις ιστολογικές χρωστικές, 

διακρίνονται σε τρεις τύπους: τα ουδετερόφιλα (50-65% των λευκοκυττάρων), 

τα ηωσινόφιλα (1-5%) και τα βασεόφιλα (0-1%). Τα ουδετερόφιλα είναι 

σφαιρικά κύτταρα με μέγεθος που κυμαίνεται από 9 έως 12 μm, έχουν 

φαγοκυτταρική λειτουργία και συμμετέχουν στην αντιμετώπιση λοιμώξεων. Τα 

κοκκία τους χρωματίζονται από ουδέτερες χρωστικές, ενώ ο πυρήνας τους 

αποτελείται από 3-5 λοβούς που συνδέονται μεταξύ τους με γέφυρες 

χρωματίνης. Τα ηωσινόφιλα είναι επίσης σφαιρικά και έχουν μέγεθος που 

φτάνει μέχρι και τα 14 μm. Τα κοκκία τους χρωματίζονται 

κιτρινοπορτοκαλόχροα από όξινες χρωστικές. Ο πυρήνας τους αποτελείται 

συνήθως από 2 ωοειδείς λοβούς που συνδέονται με μία γέφυρα χρωματίνης. 

Τα βασεόφιλα είναι σφαιρικά κύτταρα με μέγεθος περίπου ίδιο με των 

ουδετερόφιλων και με πυρήνα που έχει συνήθως σιγμοειδές σχήμα. Τα κοκκία 

τους είναι αδρά βασεόφιλα. Τα άκοκκα λευκά αιμοσφαίρια (30-40% των 

λευκοκυττάρων) διακρίνονται στα λεμφοκύτταρα και στα μεγάλα μονοπύρηνα. 

Τα λεμφοκύτταρα (25-40% των λευκοκυττάρων) είναι σφαιρικά κύτταρα με 

μέγεθος που κυμαίνεται από 7.5-18 μm. Ανάλογα με το σημείο όπου ωριμάζουν 

και τοn λειτουργικό τους ρόλο, διακρίνονται σε Τ- και Β- λεμφοκύτταρα. Τα 

μεγάλα μονοπύρηνα (3-8% των λευκοκυττάρων) αποτελούν τα μακροφάγα 

κύτταρα του σώματος. Έχουν μέγεθος 12-20 μm και σχήμα σφαιρικό. Κατέχουν 

σημαντικό ρόλο στην άμυνα του οργανισμού, λόγω της έντονης 

φαγοκυτταρικής τους λειτουργίας. Η τελευταία ομάδα των έμμορφων 

συστατικών του αίματος, τα αιμοπετάλια ή αλλιώς θρομβοκύτταρα, είναι μικρά 

απύρηνα σωμάτια διαφόρου σχήματος που προέρχονται από τα 

μεγακαρυοκύτταρα. Έχουν το μικρότερο μέγεθος από τα έμμορφα στοιχεία του 

Εικόνα 9. Η δομή της ανθρώπινης αιμοσφαιρίνης (Τροποποιημένο από: http://easypediatrics.com/physiology-
of-hemoglobin) 
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αίματος, με διάμετρο από 2 έως 3 μm. Η φυσιολογική συγκέντρωσή τους στο 

αίμα κυμαίνεται από 150,000 έως 400,000 ανά μL. Ο βασικός τους ρόλος είναι 

η πήξη του αίματος και η εξασφάλιση της αιμόστασης. 

 

Α.2.1 ΕΡΥΘΡΟΠΟΙΗΣΗ – ΑΙΜΟΠΟΙΗΣΗ 

Η αιμοποίηση (εικόνα 10) είναι η διαδικασία παραγωγής των κυττάρων του 

αίματος και συμβαίνει κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη και καθ’ όλη την ενήλικη 

ζωή για τη σύνθεση και τον ανεφοδιασμό του κυκλοφορικού συστήματος. Η 

διαδικασία της αιμοποίησης ξεκινάει από τα αρχέγονα πολυδύναμα 

αιμοποιητικά κύτταρα, HSC(hematopoietic stem cells), τα οποία δίνουν 

γένεση σε όλα τα κύτταρα του αίματος. Τα HSC έχουν δυνατότητα 

αυτοανανέωσης αλλά και διαφοροποίησης σε οποιοδήποτε τύπο κυττάρου 

αίματος. Δεδομένου ότι τα ώριμα κύτταρα του αίματος έχουν κατά κύριο λόγο 

σύντομο χρόνο ζωής και ο αριθμός των HSC παραμένει σταθερός καθ’ όλη την 

ενήλικη ζωή, οι δύο διαδικασίες, διαφοροποίηση και αυτοανανέωση, βρίσκονται 

σε ισορροπία. Αυτό συμβαίνει αφού τα HSC μπορούν είτε να διαιρεθούν 

συμμετρικά παράγοντας δύο νέα HSC κύτταρα, είτε να διαιρεθούν ασύμμετρα 

δίνοντας ένα HSC και ένα κύτταρο που είναι δεσμευμένο για διαφοροποίηση. 

Στον άνθρωπο, η ερυθροποίηση κατά τις πρώτες εβδομάδες της εμβρυικής 

ανάπτυξης συμβαίνει στον λεκιθικό σάκο, όπου τα αρχέγονα κύτταρα 

διαφοροποιούνται σε προγονικά ερυθροειδή κύτταρα. Τα HSC μεταναστεύουν 

μέχρι τον τρίτο μήνα της εγκυμοσύνης από τον εμβρυϊκό σάκο στο ήπαρ και 

έπειτα στον σπλήνα. Έως τον έβδομο μήνα της κύησης αυτά τα δύο όργανα 

παίζουν κεντρικό ρόλο στην ερυθροποίηση, αλλά έπειτα αυτό τον ρόλο 

αναλαμβάνει κυρίως ο μυελός των οστών. Μετά τη γέννηση η αιμοποιητική 

δραστηριότητα των δύο οργάνων μηδενίζεται. Το αιμοποιητικό σύστημα είναι 

οργανωμένο σε μία ιεραρχία κατά την οποία προοδευτικά, τα αρχέγονα 

αιμοποιητικά κύτταρα διαφοροποιούνται σε προγονικά από τα οποία τελικά 

προκύπτουν τα ώριμα κύτταρα του αίματος. Αυτά χαρακτηρίζονται από μερική 

ή παντελή απώλεια ικανότητας αυτοανανέωσης. Αυτή η ιεραρχία του 

αιμοποιητικού συστήματος πιθανώς προστατεύει τον οργανισμό από 

καρκινογένεση, αφού τα διαφοροποιημένα κύτταρα που έχουν προκύψει μετά 

από κυτταρική διαίρεση, η οποία είναι επιρρεπής σε σφάλματα και στην 

πρόκληση μεταλλάξεων, χάνουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού και έτσι δεν 

μπορούν να οδηγήσουν σε καρκίνο. Σύμφωνα με το κλασσικό μοντέλο της 

αιμοποίησης, ένα HSC μπορεί να διαφοροποιηθεί σε δύο είδη προγονικών 

κυττάρων, στα λεμφοειδή προγονικά κύτταρα (lymphoid progenitor cells, CLP), 

που δίνουν γένεση στα B, T και στα ΝΚ κύτταρα, και στα μυελοειδή προγονικά 

κύτταρα (myeloid-erythroid progenitor cells, CMEP), που δίνουν γένεση στα 

προγονικά κύτταρα των ερυθρών αιμοσφαιρίων, σε πολλά λευκά αιμοσφαίρια 

και στα μεγακαρυοκύτταρα (Seita & Weissman, 2010).  
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Εκτός από το κλασσικό μοντέλο ερυθροποίησης υπάρχει και το εναλλακτικό 

μυελο-βασιζόμενο μοντέλο που προτάθηκε από τους Kawamoto & Katsura 

(2009). Σύμφωνα με αυτό, τα αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα (HSC) 

διαφοροποιούνται αρχικά σε ένα αρχέγονο μυελοειδές αιμοποιητικό κύτταρο 

(CMEP) και σε ένα κοινό προγονικό μυελο-λεμφοειδές κύτταρο (myelo-

lymphoid progenitor cell, CMLP). Τα τελευταία μέσω δύο πιθανών μονοπατιών 

-στάδιο προγονικού Τ μυελοειδούς κυττάρου και στάδιο προγονικού Β 

μυελοειδούς κυττάρου- δίνουν γένεση στα Τ και Β προγονικά κύτταρα, 

αντίστοιχα. Η διαφορά μεταξύ του κλασσικού και εναλλακτικού μοντέλου 

έγκειται στο ότι στο πρώτο τα προγονικά Τ και Β κύτταρα του σημείου 

διακλάδωσης δε διατηρούν την ικανότητα παραγωγής μυελοειδών κυττάρων, 

ενώ στο μυελο-βασιζόμενο μοντέλο αυτή η ικανότητα διατηρείται σε όλα τα 

διακλαδιζόμενα σημεία των Τ, Β και ερυθροειδών σειρών (Kawamoto, Wada & 

Katsura, 2010).  

 

Α.2.2 ΜΥΕΛΟΣ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ  

Α.2.2.1 ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 

Τα οστά αποτελούνται από έναν εξωτερικό σκελετό συμπαγούς οστού, τον 

φλοιό, που αποτελεί το 80% του συνολικού τους όγκου, και από ένα εσωτερικό 

δίκτυο οσταρίων, το σπογγώδες οστό, που αποτελεί το 20% του οστικού 

όγκου. Το συμπαγές οστό αποτελείται κυρίως από ίνες κολλαγόνου τύπου Ι, 

που περιβάλλονται από άμορφη ουσία πρωτεϊνών και πρωτεογλυκανών. Οι 

λειτουργικές μονάδες του είναι οι οστεώνες, που είναι κυλινδρικές δομές οστού 

Εικόνα 10.  Ιεραρχικό μοντέλο αιμοποίησης, κλιμάκωση της δέσμευσης για διαφοροποίηση και της 
ικανότητας αυτοανανέωσης.(Τροποποιημένο από Peng, Y. and C.M. Croce, The role of MicroRNA in 
human cancer. 2016. 1: p. 15004) 
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τοποθετημένες σε ομόκεντρους κύκλους στο κέντρο των οποίων εντοπίζονται 

τριχοειδή αγγεία και φλεβίδια. Το σπογγώδες οστό είναι κυψελοειδές και 

περιβάλλεται από το συμπαγές οστό, οι δοκίδες του έχουν πάχος συνήθως 

λιγότερο από 0,2 mm και αποτελείται από παράλληλες στρώσεις-ελάσματα. 

Περίπου 10% της σπογγώδους επιφάνειάς του αποτελείται από οστεοειδή. 

Ο μυελός των οστών (εικόνα 11) είναι ο ιστός που καταλαμβάνει τις κοιλότητες 

του εσωτερικού σπογγώδους οστού. Ζυγίζει περίπου 1600-3700 g και 

διακρίνεται σε κίτρινο, αποτελούμενος κυρίως από λιπώδη ιστό, και σε 

ερυθρό, που περιλαμβάνει τα αιμοποιητικά κύτταρα. Τα λιπώδη μαζί με τα 

δικτυωτά κύτταρα, τους ινοβλάστες με τα ινίδια τους και το εκτενές δίκτυο 

αιμοφόρων αγγείων με τα συνοδά νευρικά κύτταρα αποτελούν τα στρωματικά 

κύτταρα, που είναι το υποστηρικτικό πλαίσιο της ερυθροποίησης. Τα αρχέγονα 

πολυδύναμα κύτταρα του ερυθρού μυελού παρέχουν συνεχώς νέα προγονικά 

κύτταρα δεσμευμένα για ερυθρο-, κοκκιο-, μονο- και μεγακαρυοκυτταροποίηση. 

Στον ερυθρό μυελό λαμβάνει επίσης χώρα η λεμφοποίηση και η ωρίμανση των 

πλασματοκυττάρων. Η ακριβής τοποθεσία του αιμοποιητικού ιστού (ερυθρός 

μυελός) είναι το εξωαγγειακό τμήμα του μυελού. Οι ερυθροειδείς νησίδες, όπου 

γίνεται η ερυθροποίηση, τα μεγακαρυοκύτταρα και οι πιο ώριμες μορφές των 

κοκκιοκυτταρικών σειρών βρίσκονται στην κεντρική περιοχή των μυελικών 

κοιλοτήτων, ενώ τα πρώιμα μυελοειδή προγονικά κύτταρα εντοπίζονται στις 

ενδοστεϊκές επιφάνειες και στα αρτηρίδια. Διαφοροποιήσεις αυτής της 

τοπολογίας παρατηρούνται σε ορισμένες παθολογικές καταστάσεις (Baur-

Melnyk, 2012). 

 

Εικόνα 11.  Σχηματική απεικόνιση οστού: σε μεγέθυνση φαίνονται οι κοιλότητες του σπογγώδους οστού στις 
οποίες εντοπίζεται ο ερυθρός μυελός, όπου γίνεται η ερυθροποίηση. Δεξιά: ανατομία του μυελού των οστών: 
κεντρικά φαίνεται ο λιπώδης κίτρινος ιστός, γύρω από αυτόν φαίνεται ο ερυθρός μυελός και περιφερειακά η 
εξωτερική επιφάνεια του οστού. (Τροποποιημένο από Bone Marrow Anatomy  Human Anatomy Diagram. 2016) 
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Στους ενήλικες ο αιμοποιητικός ιστός εντοπίζεται στις κοιλότητες των ανώτερων 

άκρων των μακριών οστών, του κρανίου, του στέρνου, της ωμοπλάτης, των 

πλευρών, των σπονδύλων και των οστών της λεκάνης. Η αναλογία 

ερυθροκίτρινου μυελού είναι ηλικιο-εξαρτώμενη, με τον αιμοποιητικό ιστό να 

μειώνεται και τα λιπώδη κύτταρα να αυξάνονται όσο αυξάνεται η ηλικία. Επίσης, 

παρατηρείται μείωση του όγκου του σπογγώδους οστού, του αριθμού των 

οστεοκυττάρων, των ενδοστεϊκών κυττάρων και αιμοφόρων αγγείων (Baur-

Melnyk, 2012). 

 

Α.2.2.2 ΕΞΕΤΑΣΗ ΤΟΥ ΜΥΕΛΟΥ ΤΩΝ ΟΣΤΩΝ 

Η εξέταση του μυελού των οστών επιτρέπει την εκτίμηση της κατάστασης των 

κυττάρων του και της αρχιτεκτονικής του. Οι δύο διαδικασίες που 

ακολουθούνται είναι η αναρρόφηση ή/και η βιοψία του μυελού και είναι 

συμπληρωματικές. Με την αναρρόφηση παρέχονται λεπτομερείς πληροφορίες 

για τον αριθμό και τη μορφή των κυττάρων, ενώ με τη βιοψία αποκαλύπτεται η 

αρχιτεκτονική του ιστού. Η εξέταση του μυελού των οστών γίνεται με σκοπό τη 

διάγνωση ή/και την παρακολούθηση της εξέλιξης πολλών ασθενειών όπως η 

ανεξήγητη μικροκυττάρωση, μεγακυττάρωση, αναιμία και 

θρομβοκυτταροπενία, πυρετός αγνώστου αιτιολογίας, χρόνια 

μυελοπολλαπλασιαστική διαταραχή, αποθηκευτικές διαταραχές, πολλαπλό 

μυέλωμα ή άλλες πλασματοκυτταρικές δυσκρασίες. Στη λευχαιμία, όπως και 

στις προαναφερθείσες ασθένειες, η αναρρόφηση μυελού των οστών επιτρέπει 

τη μελέτη της μορφολογίας των αιμοποιητικών κυττάρων του και τον 

προσδιορισμό της αναλογίας τους (Orazi, O'Malley & Arber, 2006). Η περιοχή 

που προτιμάται για αναρρόφηση μυελού είναι η οπίσθια λαγόνιος ακρολοφία 

για λόγους ασφαλείας, μειωμένου κινδύνου πόνου και εύκολης 

προσβασιμότητας. Εναλλακτικά μπορεί να αναρροφηθεί μυελός από την 

πρόσθια λαγόνιο ακρολοφία, σε περιπτώσεις τραυματισμού ή μόλυνσης της 

οπίσθιας και σε περιπτώσεις παθολογικής παχυσαρκίας. Παρόλα αυτά το 

δείγμα δεν είναι τόσο καλής ποιότητας λόγω της ύπαρξης πυκνής φλοιώδους 

στρώσης και της μεγάλης πιθανότητας πρόκλησης πόνου στον ασθενή. Σε 

βρέφη νεότερα του ενός έτος χρησιμοποιείται η κνήμη και η αναρρόφηση γίνεται 

μετά από γενική αναισθησία. Τέλος, ως λύση ανάγκης, για παιδιά μεγαλύτερα 

των 12 ετών και στα παθολογικώς παχύσαρκα άτομα, χρησιμοποιείται η 

περιοχή του στέρνου με μεγάλη προσοχή για να μη τραυματιστούν τα μαλακά 

όργανα της περιοχής. Κατά τη διαδικασία της αναρρόφησης ο ασθενής 

κατακλίνεται πλαγίως με το επάνω πόδι κεκλιμένο και το κάτω τεντωμένο. Οι 

συνθήκες είναι ασηπτικές και στο σημείο αναρρόφησης γίνεται τοπική 

αναισθησία. Σε συνδυασμό με την ανάλυση του δείγματος του μυελού, πρέπει 

να αναλύεται και περιφερικό αίμα του ασθενούς που συλλέγεται την ίδια μέρα. 

Στο περιφερικό αίμα γίνεται πλήρης μέτρηση αιμοποιητικών κυττάρων 

(complete blood cell count, CBC) και παρατήρηση χρωσμένου επιχρίσματος. 

Το δείγμα μυελού που έχει αναρροφηθεί μπορεί να υποστεί διάφορες ειδικές 

εξετάσεις όπως καλλιέργεια για βακτήρια, μύκητες, ή ιούς, χρωμοσωμική 

ανάλυση, κυτταρομετρία ροής για εντοπισμό επιφανειακών πρωτεϊνών, 
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επίστρωση σε φιλμ και παρατήρηση στο μικροσκόπιο. Τα χαρακτηριστικά που 

παρατηρούνται είναι η κυτταροβρίθεια, η κατανομή των διαφόρων τύπων 

κυττάρων, η ωρίμανσή τους και η ύπαρξη σπάνιων ή ανώμαλων κυττάρων. Η 

κυτταροβρίθεια του μυελού εκφράζεται ως ο λόγος του όγκου των 

αιμοποιητικών κυττάρων προς τον ολικό όγκο του μυελού. Η κυτταρικότητα της 

λαγονίου ακρολοφίας εξαρτάται από την ηλικία και εμφανίζει αλλαγές σε 

παθολογικές καταστάσεις. Εάν είναι μεγαλύτερη από το φυσιολογικό, ο μυελός 

χαρακτηρίζεται ως υπερπλαστικός, ενώ αν είναι μικρότερη, ως υποπλαστικός. 

Η κυτταροβρίθεια μπορεί να μετρηθεί στα χρωσμένα επιχρίσματα συγκρίνοντας 

τις 10 περιοχές που καταλαμβάνονται από λιπώδη κύτταρα με τις περιοχές που 

καταλαμβάνονται από εμπύρηνα κύτταρα, στα σωματίδια που υπάρχουν στο 

φιλμ. Παρόλα αυτά, μετρείται πιο αξιόπιστα σε δείγματα μυελού που 

προέρχονται από βιοψία. Στο επίχρισμα η κατανομή των κυττάρων 

παρατηρείται στο μικροσκόπιο αρχικά σε μικρή μεγέθυνση (100x ή 200x) 

αναζητώντας την ύπαρξη ανωμαλιών στα κύτταρα, στην κατανομή τους και 

στον αριθμό των μεγακαρυοκυττάρων. Έπειτα σε μεγαλύτερη μεγέθυνση (400x 

ή 1000x), παρατηρούνται περιοχές του επιχρίσματος όπου έχει γίνει 

αποτελεσματικός διαχωρισμός των κυττάρων. Σε αυτές τις περιοχές γίνεται η 

βέλτιστη ταυτοποίηση και η διαφορική μέτρηση 300-1000 κυττάρων για τον 

υπολογισμό του ποσοστού του κάθε τύπου. Επίσης, υπολογίζεται ο λόγος του 

αριθμού των κυττάρων της μυελικής σειράς (Μ) προς τον αριθμό κυττάρων της 

ερυθράς σειράς (Ε), (Μ/Ε). Στους ενήλικες η τιμή του λόγου ποικίλει από 1,2:1 

έως 4:1. Αυξημένος λόγος μετρείται σε παθολογικές καταστάσεις, όπως 

μολύνσεις ή Χρόνια Μυελογενής Λευχαιμία. Μειωμένος λόγος παρατηρείται 

επίσης σε παθολογικές καταστάσεις, όπως στην Ερυθροβλαστική 

Υπερπλασία. Σε φυσιολογική εικόνα μυελού με 100x μεγέθυνση υπάρχουν 

κατά μέσο όρο τρία μεγακαρυοκύτταρα. Η ωρίμανση των κυττάρων ελέγχεται 

από την ύπαρξη ισορροπίας μεταξύ της πυρηνικής και κυτταροπλασματικής 

ανάπτυξης. Δυσπλαστική ωρίμανση παρατηρείται σε περιπτώσεις λευχαιμίας 

ή λήψης ορισμένων φαρμάκων. Η ύπαρξη σπάνιων ή ανώμαλων κυττάρων, 

τέλος, συνδέεται με παθολογικές καταστάσεις. Τέτοια κύτταρα είναι τα 

μαστοκύτταρα, που φυσιολογικά είναι πολύ σπάνια στο μυελό, και οι 

οστεοβλάστες και οστεοκλάστες που είναι επίσης ασυνήθιστα (McPherson et 

al., 2011). 

 

Α.3 ΓΟΝΙΔΙΑ ΣΦΑΙΡΙΝΩΝ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ 

Α.3.1 ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΩΝ ΣΦΑΙΡΙΝΩΝ 

Στον άνθρωπο τα γονίδια των σφαιρινών βρίσκονται τοποθετημένα σε 

πολυγονιδιακά συμπλέγματα (multigene clusters), τα α-like και β-like 

συμπλέγματα σφαιρινών. Αυτός ο τύπος γονιδιακής οργάνωσης είναι συνήθης 

στα θηλαστικά. Το α-γονιδιακό σύμπλεγμα βρίσκεται στο βραχύ σκέλος του 

16ου χρωμοσώματος. Το σύμπλεγμα αυτό περιλαμβάνει με κατεύθυνση 5’-3’ 
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το εμβρυονικό γονίδιο HBZ, που κωδικοποιεί τη ζ αλυσίδα, το ψευδογονίδιο 

HBZP, τα δύο ψευδογονίδια HBAP2 και HBAP1, τα λειτουργικά γονίδια HBA2 

και HBA1 (α2 και α1) και το HBQ1 ή γονίδιο θ, του οποίου η λειτουργία δεν είναι 

ακόμη γνωστή. Τα δύο γονίδια-α είναι παρόμοια μεταξύ τους και κωδικοποιούν 

τις αλυσίδες-α που είναι απαραίτητες για τη σύσταση των αιμοσφαιρινών των 

ενήλικων ατόμων HbA και HbA2, της εμβρυικής αιμοσφαιρίνης HbF, καθώς και 

της εμβρυονικής αιμοσφαιρίνης Hb Gower 2. Αυτός ο γονιδιακός τόπος 

βρίσκεται κάτω από το ρυθμιστικό έλεγχο του ενισχυτή της α-σφαιρίνης, HS-

40. Το β-γονιδιακό σύμπλεγμα εδράζεται στο βραχύ σκέλος του 11ου 

χρωμοσώματος. Στο σύμπλεγμα αυτό περιλαμβάνονται τα εξής γονίδια: το 

ΒΗΕ που κωδικοποιεί την εμβρυονική σφαιρίνη ε, τα HBG2 (Gγ) και HBG1 (Aγ), 

που κωδικοποιούν την εμβρυική αιμοσφαιρίνη HbF, το β ψευδογονίδιο ΗΒΒΡ, 

το HBD (γονίδιο δ), που κωδικοποιεί τη δ-σφαιρίνη και το ΗΒΒ (γονίδιο β), που 

κωδικοποιεί τη β-σφαιρίνη. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, η σωστή έκφραση 

αυτών των γονιδίων ελέγχεται από την περιοχή ελέγχου του γενετικού τόπου 

της β σφαιρίνης, LCR (locus control region).Τα α και β γονιδιακά συμπλέγματα 

φαίνονται στην εικόνα 3 (Patrinos et al, 2005). Τα γονίδια των αιμοσφαιρινών 

έχουν πολλές λειτουργικές ομοιότητες στην οργάνωσή τους. Συγκεκριμένα, 

καθένα από τα γονίδια αυτά διαθέτει τρία εξόνια. Μεταξύ του πρώτου και του 

δεύτερου εξονίου, όπως και μεταξύ του δεύτερου και του τρίτου εξονίου 

υπάρχουν παρεμβαλλόμενες αλληλουχίες (ιντρόνια), IVS-I και IVS-II (Patrinos 

& Antonarakis, 2010). 

 

Εικόνα 12. Τα β- και α-γονιδιακά συμπλέγματα (Τροποποιημένο από: 
http://www.nature.com/gim/journal/v12/n2/fig_tab/gim201012f2.html) 
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Α.3.2. ΕΚΦΡΑΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΩΝ ΣΦΑΙΡΙΝΩΝ ΚΑΤΑ ΤΗΝ 

ΟΝΤΟΓΕΝΕΣΗ 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης στον άνθρωπο 

παράγονται διαφορετικοί τύποι αιμοσφαιρινών (εικόνα 13). Η σειρά με την 

οποία βρίσκονται τοποθετημένα τα γονίδια των αιμοσφαιρινών σε καθένα από 

τα δύο γονιδιακά συμπλέγματα συμπίπτει με τη σειρά της οντογενετικής 

έκφρασης των γονιδίων αυτών και της παραγωγής του αντίστοιχου τύπου 

αιμοσφαιρίνης. Καθώς εναλλάσσονται τα αναπτυξιακά στάδια, ο αιμοποιητικός 

ιστός από τον οποίο παράγονται οι διαφορετικοί τύποι αιμοσφαιρίνης που 

κυριαρχούν σε κάθε στάδιο μεταβάλλεται. Στον άνθρωπο, λοιπόν, η 

ερυθροποίηση ξεκινά από τον λεκιθικό σάκο, όπου παράγονται οι α, ζ και ε-

σφαιρίνες. Στη συνέχεια και μετά το πέρας πέντε εβδομάδων κύησης, η 

ερυθροποίηση πραγματοποιείται στο ήπαρ του εμβρύου, όπου συντίθενται 

μεγάλες ποσότητες α- και γ-αλυσίδων σφαιρίνης. Το ήπαρ παραμένει ο κύριος 

ερυθροποιητικός ιστός μέχρι την εικοστή εβδομάδα της κύησης. Κατά την 

παιδική ηλικία, αλλά και αργότερα κατά την ενήλικη ζωή, οι α-, β- και δ-αλυσίδες 

σφαιρίνης παράγονται στο μυελό των οστών και τον σπλήνα, που σταδιακά 

μετατρέπονται σε κύριους ιστούς αιμοποίησης (Patrinos & Antonarakis, 2010). 

Αναλυτικότερα, οι εμβρυονικές αιμοσφαιρίνες Gower 1 (ε2ζ2), Gower 2 (α2ε2) 

και Portland 1 (γ2ζ2) αποτελούν τις αιμοσφαιρίνες του εμβρύου κατά τα πρώτα 

αναπτυξιακά στάδια. Οι αιμοσφαιρίνες αυτές αντικαθίστανται σταδιακά από την 

εμβρυική αιμοσφαιρίνη HbF (α2γ2). Ενδεικτικά, σε έμβρυο 10 εβδομάδων η 

αιμοσφαιρίνη Portland 1 ανιχνεύεται σε ποσοστό μέχρι και 20% της συνολικής 

αιμοσφαιρίνης του εμβρύου, ενώ από τη δέκατη εβδομάδα και μετά, η HbF 

αποτελεί το 90% της συνολικής αιμοσφαιρίνης του εμβρύου (διατηρείται στα 

επίπεδα αυτά μέχρι το τέλος της κύησης). Μετά τη γέννηση, τα επίπεδα της 

HbF μειώνονται απότομα στο 2-3%. Σε διάστημα δέκα μηνών από τη γέννηση, 

η παραγωγή της HbF πραγματοποιείται αποκλειστικά από έναν συγκεκριμένο 

πληθυσμό ερυθροκυττάρων, τα κύτταρα F. Τα επίπεδα της HbF, καθώς και των 

κυττάρων F, καθορίζονται γενετικά και ο αριθμός τους ποικίλει στους ενήλικες 

διαφορετικών πληθυσμών. Η κύρια αιμοσφαιρίνη των ενηλίκων, HbA (α2β2), 

ανιχνεύεται στα έμβρυα από την 6η εβδομάδα της κύησης σε ποσοστό 5-10% 

της συνολικής αιμοσφαιρίνης. Μετά τη γέννηση, αυξάνεται η παραγωγή, τόσο 

της HbA, όσο και της HbA2 (α2δ2). Η παραγωγή των δ-αλυσίδων ξεκινά την 

6η εβδομάδα της κύησης, μαζί με την παραγωγή των β-αλυσίδων. Η 

αιμοσφαιρίνη HbA2 ανιχνεύεται σε ποσοστό 2,5-3% στα ενήλικα άτομα 

(Stamatoyannopoulos et al., 2001; Gravia et al., 2014).  
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Α.3.3 ΡΥΘΜΙΣΗ Της ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΟΥ 

ΣΥΜΠΛΕΓΜΑΤΟΣ ΤΗΣ β-ΣΦΑΙΡΙΝΗΣ 

Κατά τη διάρκεια της εμβρυονικής και εμβρυικής ανάπτυξης 

πραγματοποιούνται δύο εναλλαγές στην έκφραση των γονιδίων του 

συμπλέγματος της β-σφαιρίνης: α) η έκφραση του γονιδίου ε και η παραγωγή 

των εμβρυονικών αιμοσφαιρινών ακολουθείται από την έκφραση των γονιδίων 

γ και την παραγωγή HbF κατά τη διάρκεια του πρώτου τριμήνου ζωής και β) η 

έκφραση των γονιδίων γ και η παραγωγή της HbF ακολουθείται από την 

έκφραση του γονιδίου β και την παραγωγή της HbA κοντά στη γέννηση. Η 

ρύθμιση των αλλαγών αυτών στο κατάλληλο αναπτυξιακό στάδιο ελέγχεται από 

ένα διπλό ρυθμιστικό μηχανισμό, που περιλαμβάνει τον ανταγωνισμό των 

Εικόνα 13. Οιι αιμοσφαιρίνες του ανθρώπου και η έκφρασή τους στα διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια στον άνθρωπο και 
η θέση τέλεσης της ερυθροποίησης (Τροποποιημένο από Thompson &Thompson.2007) 
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γονιδίων για ενεργοποίηση από την περιοχή ελέγχου του γονιδιακού τόπου, 

LCR (locus control region) και την αποσιώπηση των γονιδίων που ήταν ενεργά 

κατά το προηγούμενο αναπτυξιακό στάδιο (Chen et al, 2008). Επιπρόσθετα, 

για τη ρύθμιση και την εναλλαγή της έκφρασης των γονιδίων του συμπλέγματος 

της β-σφαιρίνης στο κατάλληλο αναπτυξιακό στάδιο είναι απαραίτητα 

συγκεκριμένα ρυθμιστικά στοιχεία. Τα στοιχεία αυτά μπορεί να είναι cis-

ρυθμιστικά στοιχεία (ρυθμιστικά στοιχεία που βρίσκονται στο ίδιο χρωμόσωμα 

με το σύμπλεγμα) ή trans-ρυθμιστικά στοιχεία (στοιχεία που βρίσκονται σε 

διαφορετικά χρωμοσώματα, αλλά κωδικοποιούν παράγοντες που μπορούν να 

προσδεθούν σε συγκεκριμένες ρυθμιστικές αλληλουχίες του συμπλέγματος και 

να επηρεάσουν την έκφραση των γονιδίων). Τα cis-ρυθμιστικά στοιχεία μπορεί 

να είναι υποκινητές, ενισχυτές ή ανασταλτικά στοιχεία. Περιλαμβάνουν θέσεις 

πρόσδεσης για ερυθροειδικούς, αλλά και απλούς, μη εξειδικευμένους 

μεταγραφικούς παράγοντες, οι οποίοι αλληλεπιδρούν με άλλους 

συμπαράγοντες, ώστε να επιτευχθεί η ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. Κάθε 

γονίδιο του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης διαθέτει συγκεκριμένο μοτίβο 

θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων: ένα ‘TATA box’ και δύο 

χαρακτηριστικά μοτίβα το ‘CCAAT box’ και το ‘CACCC box’ (Patrinos & 

Antonarakis, 2010). Το σημαντικότερο στοιχείο που ρυθμίζει την έκφραση όλων 

των γονιδίων του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης είναι η περιοχή ελέγχου του 

γονιδιακού τόπου, LCR. Η περιοχή αυτή, εδράζεται στο 5’ άκρο του γονιδιακού 

τόπου των γονιδίων της β-σφαιρίνης, σε απόσταση περίπου 20kb από το 

εμβρυονικό γονίδιο ε. Αποτελείται από πέντε θέσεις (HS), υπερευαίσθητες στην 

έκθεση σε DNαση I. Κάθε μία από αυτές έχει μήκος 250-500bp και περιέχει μια 

περιοχή, τον πυρήνα, που είναι υπεύθυνη για τις δραστηριότητές της. Ο 

πυρήνας περιέχει θέσεις πρόσδεσης για ποικίλους ερυθροειδικούς, αλλά και 

ευρείας δράσης μεταγραφικούς παράγοντες. Η LCR δρα, είτε ως ενισχυτής της 

γονιδιακής έκφρασης (θέσεις HS2-4 με ισχυρότερο ενισχυτή τον HS-2), είτε ως 

μονωτής της γονιδιακής έκφρασης (θέση HS-5). Η θέση HS-1 δεν έχει γνωστή 

λειτουργία (Stamatoyannopoulos et al., 1993; Patrinos & Antonarakis, 2010). Η 

LCR ενεργοποιεί μεταγραφικά κάθε γονίδιο του συμπλέγματος ξεχωριστά, με 

πιο αποδεκτό τρόπο, το μοντέλο σχηματισμού χρωματινικής θηλειάς. Σύμφωνα 

με το μοντέλο αυτό, σχηματίζεται χρωματινική θηλειά, μέσω της οποίας 

έρχονται σε άμεση επαφή οι ρυθμιστικές πρωτεΐνες που προσδένονται στην 

LCR με εκείνες που προσδένονται στον υποκινητή του γονιδίου που 

ενεργοποιείται μεταγραφικά κάθε φορά. Η απόσταση από την LCR επηρεάζει 

σημαντικά τη σειρά έκφρασης των γονιδίων του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης 

κατά την ανάπτυξη. Πιο κοντά στην LCR βρίσκεται το εμβρυονικό γονίδιο ε, 

ακολουθούν τα εμβρυικά γονίδια γ και τέλος, τα γονίδια δ και β που εκφράζονται 

στους ενήλικες. Τα γονίδια είναι τοποθετημένα σε σειρά που αντιστοιχεί στη 

σειρά με την οποία εκφράζονται κατά την ανάπτυξη. Τα γονίδια ε και γ τελικά 

αποσιωπούνται, καθώς προχωρά η διαδικασία της ανάπτυξης, χάρη σε τοπικές 

ρυθμιστικές αλληλουχίες που δρουν στο κατάλληλο αναπτυξιακό στάδιο, όπως 

θα αναλυθεί παρακάτω (Suzuki et al, 2014). Τέλος, η LCR μπορεί να κατευθύνει 

το χρόνο της αντιγραφής με έναν αναπτυξιακά ειδικό τρόπο in vivo, με 

αποτέλεσμα η περιοχή της β-σφαιρίνης στον άνθρωπο να αντιγράφεται αργά 
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στους περισσότερους κυτταρικούς τύπους, αλλά νωρίς στα ερυθροκύτταρα 

(Patrinos & Antonarakis, 2010). Άλλοι σημαντικοί παράγοντες για τη ρύθμιση 

των γονιδίων του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης είναι οι εξής. 

• Το σύμπλοκο DRED(direct repeat erythroid-definitive): αποτελείται από 

τους πυρηνικούς υποδοχείς TR2 και TR4. Καταστέλλουν την έκφραση 

των γονιδίων γ και ε σε ενήλικα άτομα. Σημειακή μετάλλαξη στα σημεία 

πρόσδεσής τους στον υποκινητή του γονιδίου της γ-σφαιρίνης οδηγεί σε 

αυτόνομη, αυξημένη σύνθεση της γ-σφαιρίνης σε ενήλικα άτομα. Η 

διαταραχή αυτή ονομάζεται «κληρονομική διατήρηση της εμβρυικής 

αιμοσφαιρίνης», HPFH (hereditary persistence of fetal hemoglobin) 

(Suzuki et al, 2014). 

• Ο ερυθροειδικός μεταγραφικός παράγοντας GATA: αποτελεί βασικό 

παράγοντα για την ανάπτυξη και την τελική διαδικασία ωρίμανσης των 

ερυθροκυττάρων. Καταστέλλει τη μεταγραφή των γονιδίων γ στα ενήλικα 

άτομα, μέσω σύνδεσης στη μεταγραφική συσκευή άμεσα ή με τη βοήθεια 

άλλων πρωτεϊνικών παραγόντων, επηρεάζοντας την αλλαγή στη 

χρωματινική δομή της περιοχής, ρυθμίζοντας τη μεταγραφική 

δραστηριότητα του BCL11A (Horak et al, 2002). Επίσης, σχετίζεται με 

την αποσιώπηση του εμβρυονικού γονιδίου ε (Chen et al, 2008). 

• Το γονίδιο MYB: κωδικοποιεί ένα μεταγραφικό παράγοντα που είναι 

κρίσιμος για τα βλαστικά και πρόγονα ερυθροποιητικά κύτταρα. Ρυθμίζει 

έμμεσα τη μεταγραφή των γονιδίων της γ-σφαιρίνης, μειώνοντας την 

παραγωγή των καταστολέων TR2/TR4 και BCL11A. Η αύξηση της 

δραστηριότητάς του οδηγεί στο σύνδρομο HPFH. Η αποδιοργάνωση της 

μεσογονιδιακής περιοχής των MYB και HBS1L οδηγεί σε αύξηση των 

επιπέδων έκφρασης των γονιδίων γ και ε (Suzuki et al, 2014). 

• Ο παράγοντας BCL11A (B-cell lymphoma leukemia A): μεταγραφικός 

παράγοντας ζωτικής σημασίας για την ανάπτυξη των Β λεμφοκυττάρων. 

Καταστέλλει την έκφραση των γονιδίων της γ-σφαιρίνης μέσω 

πρόσδεσης στη μεσογονιδιακή περιοχή μεταξύ τους, αλλά και στη θέση 

HS3 της LCR (Tallacka & Perkinsa, 2013). Επίσης, εμποδίζει την 

έκφραση των γ και ε γονιδίων, μέσω αλληλεπίδρασης με τον παράγοντα 

SOX6 ή κατά τον σχηματισμό συμπλόκου με την GATA-1 και άλλες 

πρωτεΐνες (Suzuki et al, 2014) ή δρώντας συνεργατικά με την LSD1, 

μέσω ενός συμπλόκου που περιλαμβάνει τον CoREST (repressor 

element-1 silencing factor co-repressor1) (Ginder, 2015). 

• Ο παράγοντας KLF1 (erythroid Kruppel like factor): μεταγραφικός 

παράγοντας που συμβάλει στην αντικατάσταση των εμβρυικών γονιδίων 

γ από το γονίδιο β της HbA εντός του ενεργού χρωματινικού κόμβου 

(ACH) που σχηματίζεται μεταξύ της LCR και των γονιδίων που 

εκφράζονται κάθε φορά, σύμφωνα με το μοντέλο σχηματισμού θηλειάς. 

Επίσης, ο KLF1 διαδραματίζει καίριο ρόλο στη διαδικασία της 

ερυθροποίησης, που επάγεται λόγω στρες σε περιπτώσεις οξείας 
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αναιμίας, οδηγεί στην αύξηση της παραγωγής ερυθροκυττάρων και 

σχετίζεται με την επαγωγή της HbF. Τέλος, ο εν λόγο παράγοντας 

ρυθμίζει το εύρος της ερυθροποίησης και επομένως, τα επίπεδα της 

HbF, ελέγχοντας τον κυτταρικό κύκλο (Tallacka & Perkinsa, 2013).  

• Τα microRNA: μικρά μόρια RNA, μήκους περίπου 20 νουκλεοτιδίων 

που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη μετα-μεταγραφική ρύθμιση. 

Στοχεύουν mRNA με σκοπό να τα οδηγήσουν στην καταστροφή ή να 

επάγουν την μεταφραστική καταστολή τους. Για παράδειγμα τ microRNA 

23a και 27 οδηγούν στην καταστολή των μεταγραφικών παραγόντων 

KLF3 και SP1 αντίστοιχα, οι οποίοι είναι καταστολείς της έκφρασης του 

γονιδίου της β-σφαιρίνης. Επιπλέον, τα 23a και 27 επάγουν την έκφραση 

των γ και ε γονιδίων (Ma et al, 2013). Το miR-96 καταστέλλει την 

έκφραση των γονιδίων της γ-σφαιρίνης, ενώ τα miR-15a και miR-16-1 

ενισχύουν την έκφρασή τους, μέσω του MYB σε άτομα με τρισωμία 21. 

Το miR-210 εμπλέκεται στην αύξηση της έκφρασης των γ γονιδίων (Ma 

et al, 2013). Τέλος, το miR-486-3p καταστέλλει την έκφραση του 

BCL11A, επάγοντας την έκφραση των εμβρυικών γονιδίων (Ginder, 

2015). Περαιτέρω ανάλυση τους γίνεται σε επόμενες ενότητες. 

Πέραν όλων των παραπάνω στοιχείων, στη ρύθμιση της έκφρασης των 

γονιδίων του συμπλέγματος της β-σφαιρίνης εμπλέκονται και επιγενετικές 

τροποποιήσεις (αλλαγές που πραγματοποιούνται στο DNA και τις ιστόνες μετά 

τη σύνθεσή τους και μπορούν να επηρεάσουν την γονιδιακή έκφραση). Στις 

περισσότερες περιπτώσεις, οι επιγενετικές τροποποιήσεις αποτελούν σήμα 

αναγνώρισης για πρωτεΐνες ή πρωτεϊνικά σύμπλοκα. Βασική επιγενετική 

τροποποίηση αποτελεί η μεθυλίωση του γενετικού υλικού σε κατάλοιπα 

κυτοσίνης σε αλληλουχίες CpG. Η μεθυλίωση σε συγκεκριμένες θέσεις στις 

ρυθμιστικές περιοχές ενός γονιδίου οδηγεί στη μεταγραφική αποσιώπησή του. 

Η απομεθυλίωση τέτοιων θέσεων στα γ γονίδια οδηγεί στη μεταγραφική τους 

ενεργοποίηση. Εξίσου σημαντική είναι η μεθυλίωση των ιστονών, η οποία 

μπορεί να αποτελεί σήμα, τόσο γονιδιακής ενεργοποίησης, όσο και 

αποσιώπησης. Υπεύθυνες για τη μεθυλίωση των ιστονών είναι οι 

μεθυλοτρανσφεράσες, όπως οι PRMTs (protein arginine methyltransferases). 

Ένα πρωτεϊνικό σύμπλοκο που εξαρτάται από την PRMT5 συμβάλλει στην 

αποσιώπηση των γ γονιδίων. Επιπλέον, η μεθυλίωση της αργινίνης 3 στην Η4 

δρα ως σήμα για την DNMT3A που μεθυλιώνει με τη σειρά της τους υποκινητές 

των γονιδίων γ. Μια άλλη πρωτεΐνη της οικογένειας PRMT, η PRMT1 σχετίζεται 

με την αποσιώπηση της έκφρασης των γ γονιδίων μέσω της πρωτεΐνης FoP 

(friend of PRMT1). Η PRMT1 διευκολύνει, επίσης, μια σειρά ακετυλιώσεων των 

ιστονών, οδηγώντας σε μεταγραφική ενεργοποίηση του β γονιδίου. Συνεπώς, 

η PRMT1 μπορεί να συμβάλει στην αποσιώπηση των γ γονιδίων, αυξάνοντας 

την ικανότητα του γονιδίου β να ανταγωνιστεί τα γονίδια αυτά ως προς την 

ενισχυτική επίδραση της LCR (Ginder,2015). Έτερη επιγενετική τροποποίηση, 

η ακετυλίωση των καταλοίπων λυσίνης ιστονών, έχει ως αποτέλεσμα 

χρωματίνη με πιο «ανοιχτή» δομή, γεγονός που διευκολύνει τη μεταγραφή. Η 
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ακετυλίωση των ιστονών στις περιοχές κοντά στα γονίδια γ οδηγεί σε 

μεταγραφή τους και αύξηση της εμβρυικής αιμοσφαιρίνης HbF. 

 

Α.3.4 ΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΝΟΠΑΘΕΙΕΣ 

Ως αιμοσφαιρινοπάθειες χαρακτηρίζονται όλες οι γενετικές ασθένειες που 

σχετίζονται με την αιμοσφαιρίνη. Μπορεί να επηρεάζουν, τόσο την ποσότητα, 

όσο και την ποιότητα των μορίων αιμοσφαιρίνης που παράγονται. Διακρίνονται 

σε δύο μεγάλες κατηγορίες: α) τις θαλασσαιμίες, όταν οι γενετικές αλλαγές 

οδηγούν σε προβλήματα κατά τη σύνθεση των αιμοσφαιρινών, με αποτέλεσμα 

να παράγεται αιμοσφαιρίνη σε μικρότερη ποσότητα και β) τις ασθένειες που 

σχετίζονται με δομικές αλλαγές του μορίου της αιμοσφαιρίνης, με αποτέλεσμα 

την παραγωγή της αιμοσφαιρίνης με αλλοιωμένη μορφή. Οι θαλασσαιμίες είναι 

αποτέλεσμα μεταλλάξεων στους γονιδιακούς τόπους των γονιδίων της α- και β-

σφαιρίνης. Ως εκ τούτου, διακρίνονται σε α- και β-, ανάλογα με το αν 

επηρεάζουν τη σύνθεση των α- ή β- αλυσίδων της σφαιρίνης και 

κληρονομούνται, κυρίως, με αυτοσωμικό υπολειπόμενο τρόπο. Οι 

αιμοσφαιρινοπάθειες που σχετίζονται με την παραγωγή αιμοσφαιρινών με 

αλλοιωμένη δομή, οφείλονται σε αλλαγές στην αμινοξική ακολουθία της α- ή 

της β-σφαιρίνης. Οι αιμοσφαιρινοπάθειες αυτού του τύπου διακρίνονται στις 

εξής υποκατηγορίες: α) αυτές που οδηγούν σε σχηματισμό δρεπανοκυττάρων, 

όπως η δρεπανοκυτταρική αναιμία, SCD (sickle cell disease), β) αυτές που 

οδηγούν στη σύνθεση μη φυσιολογικών αιμοσφαιρινών, όπως της HbE, γ) 

αυτές που οδηγούν σε σύνθεση αιμοσφαιρινών με τάση κατακρήμνισης και 

οδηγούν σε αιμόλυση, όπως η Hb Koln και τέλος, δ) αυτές που έχουν ως 

αποτέλεσμα τη σύνθεση αιμοσφαιρινών που αδυνατούν να διεκπεραιώσουν 

σωστά τη διαδικασία μεταφοράς του οξυγόνου και οδηγούν σε εκ γενετής 

πολυκυτταραιμία ή κυάνωση. Η τρίτη και η τέταρτη κατηγορία οδηγούν σε 

σοβαρά κλινικά συμπτώματα σε ετεροζυγώτες, ενώ είναι θανατηφόρες για τα 

ομόζυγα άτομα (Kohne, 2011). 
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  
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Β.1. ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΕΛΕΤΗΣ ΚΑΙ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΤΩΝ 

miRNA 

Παρόλο που η βιοπληροφορική παίζει σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση των 

υπό μελέτη miRNA, πρέπει επίσης να επαληθευτούν πειραματικά τα δεδομένα 

στο εργαστήριο. Μια σειρά τεχνικών έχει αναπτυχθεί για να ξεπεράσει τις 

προκλήσεις της δημιουργίας προφίλ των miRNA. Εδώ εξετάζουμε τις πιο 

δημοφιλείς μεθόδους που χρησιμοποιούνται σήμερα. 

 

Β.1.1. miRNA qPCR ARRAYS 

Μία από τις πιο δημοφιλείς τεχνικές για την επικύρωση και ακριβή 

ποσοτικοποίηση των miRNA είναι η ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου 

(qPCR). Εκτός από το ότι είναι μία ευαίσθητη τεχνική, η qPCR (εικόνα 14) είναι 

επίσης σχετικά φθηνή και ευέλικτη, καθιστώντας την προτιμώμενη επιλογή για 

την επικύρωση νέων miRNA και για χρήση σε σχετικά μικρά πειράματα. 

Αυτή η τεχνική αρχίζει με τη μετατροπή του miRNA σε cDNA, με το μήκος ενός 

miRNA να είναι συγκρίσιμο με αυτό ενός τυπικού εκκινητή DNA. Η σύνθεση του 

cDNA από miRNA παρουσιάζει τις δικές της προκλήσεις. Μια τέτοια πρόκληση 

είναι να επιμηκύνουμε το μόριο, είτε ενσωματώνοντας μια δομή πολυ (Α) ουράς 

ή μία δομή βρόγχου. 

Μόλις το miRNA μετατραπεί σε cDNA, μπορεί να προσδιοριστεί 

χρησιμοποιώντας την ίδια προσέγγιση με ένα συμβατικό πείραμα qPCR. Η 

ενίσχυση αρχίζει με ένα εκκινητή ειδικό για το miRNA και έναν εκκινητή 

στέλεχος βρόγχου /πολυ (Α). Για την ανίχνευση του ενισχυμένου προϊόντος 

χρησιμοποιείται είτε χρωστική SYBR® Green είτε ένας ιχνηθέτης TaqMan®. 

Εικόνα 14. Πειραματική μεθοδολογία της ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 
(Τροποποιημένο από  https://www.genecopoeia.com/product/mirna-qpcr-arrays/) 
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Όσον αφορά τους ιχνηθέτες, μία από τις πιο διαδεδομένες τεχνικές είναι η 

τεχνική TaqMan. Η μέθοδος αυτή εκμεταλλεύεται την 5’-3’ εξωνουκλεολυτική 

ενεργότητα της πολυμεράσης Taq και την εκπομπή σήματος φθορισμού από 

διπλά σημασμένους ολιγονουκλεοτιδικούς ιχνηθέτες όταν αυτοί κοπούν. Οι 

ιχνηθέτες TaqMan είναι διπλά σημασμένοι και περιλαμβάνουν μία φθορίζουσα 

χρωστική αναφοράς-μόριο ανταποκριτή (reporter fluorescence dye) 

συνδεδεμένη στο 5’ άκρο του ιχνηθέτη και μία χρωστική αποσβέστη (quencher 

dye) στο 3’ άκρο του. Όσο ο ιχνηθέτης είναι ακέραιος, λόγω της κοντινής τους 

απόστασης, η χρωστική αποσβέστης μειώνει τον φθορισμό που παράγεται από 

τη φθορίζουσα χρωστική. Αν η αλληλουχία στόχος είναι παρούσα στο δείγμα, 

τότε ο ιχνηθέτης προσδένεται στη μήτρα DNA σε κάποια θέση ανάμεσα στις 

θέσεις πρόσδεσης των εκκινητών και τέμνεται από την 5’ νουκλεολυτική 

ενεργότητα της DNA πολυμεράσης κατά την επιμήκυνση. Η τομή αυτή του 

ιχνηθέτη, επιτρέπει τον διαχωρισμό των δύο χρωστικών και κατά συνέπεια την 

αύξηση του σήματος φθορισμού από το μόριο ανταποκριτή και τη συνέχεια της 

επιμήκυνσης από την DNA πολυμεράση. Επιπλέον μόρια ιχνηθέτες 

προσδένονται και τέμνονται σε κάθε κύκλο με αποτέλεσμα την αντίστοιχη 

αύξηση της έντασης του φθορισμού ανάλογα με την ποσότητα του ενισχυμένου 

προϊόντος που προκύπτει. Όσο μεγαλύτερη είναι η αρχική ποσότητα των 

αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου στο δείγμα, τόσο πιο σύντομα θα 

παρατηρηθεί σημαντική αύξηση στον φθορισμό. Η τεχνική TaqMan εμφανίζει 

πολύ υψηλή ειδικότητα λόγω της συμπληρωματικότητας των εκκινητών και του 

ιχνηθέτη με τη νουκλεοτιδική αλληλουχία-στόχο και τη δημιουργία του σήματος 

φθορισμού μόνο με την πρόσδεση του ιχνηθέτη στην αλληλουχία-στόχο που 

ενισχύεται (Σκορίλας, 2009; Life Tecnologies, 2018).  

Η λειτουργία των ιχνηθετών TaqMan (εικόνα 15) βασίζεται στην αρχή 

μεταφοράς ενέργειας συντονισμού με φθορισμό (fluorescence resonance 

energy transfer, FRET), ένας μηχανισμός που περιγράφει τη μεταφορά 

ενέργειας ανάμεσα σε δύο φωτοευαίσθητα μόρια (χρωμοφόρα). Η FRET είναι 

μία φυσική διαδικασία, εξαρτώμενη από την απόσταση, κατά την οποία 

ενέργεια μεταφέρεται από ένα διεγερμένο φθορίζον μόριο (δότης) σε ένα άλλο 

μόριο (δέκτης) μέσω διαμοριακών αλληλεπιδράσεων διπόλου-διπόλου όταν τα 

δύο μόρια βρίσκονται σε απόσταση μικρότερη της ακτίνας Föster, δηλαδή 

απόσταση στην οποία η μισή από την ενέργεια διέγερσης του δότη μεταφέρεται 

στον δέκτη. 

Μία άλλη εναλλακτική ανίχνευσης, εκτός των σημασμένων ιχνηθετών, είναι η 

χρήση χρωστικών όπως οι ασύμμετρες κυανίνες, στις οποίες ανήκει και η 

SYBR Green (εικόνα 16), που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία. Οι 

ασύμμετρες κυανίνες έχουν δύο αρωματικά συστήματα που περιέχουν άζωτο, 

ένα από τα οποία είναι θετικά φορτισμένο, συνδεόμενο με μία γέφυρα μεθινίου. 

Όταν είναι ελεύθερες στο διάλυμα, αυτές οι χρωστικές δεν παράγουν φθορισμό 

λόγω των δονήσεων των αρωματικών συστημάτων που μετατρέπουν την 

ηλεκτρονιακή διέγερση σε θερμότητα, που διαχέεται στο διάλυμα. Όταν 

συνδέονται με DNA, και συγκεκριμένα, στη μικρή αύλακα, δεν είναι εφικτή η 

περιστροφή γύρω από τον δεσμό μεθινίου (Nygren, Svanvik & Kubista, 1998; 
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Kubista et al., 2006). Στην αντίδραση της PCR, ο φθορισμός των χρωστικών 

αυξάνεται όσο σχηματίζεται δίκλωνο DNA αλλά το σήμα φθορισμού εξαρτάται 

και από άλλους παράγοντες εκτός της ποσότητας, όπως ο λόγος χρωστικής: 

συνδεόμενων βάσεων και η αλληλουχία του DNA (Kubista et al., 2006). Η 

χρήση τέτοιων χρωστικών που προσδένονται σε διπλή έλικα DNA 

(dsDNAbinding dyes) αποδείχτηκε πολύ χρήσιμη στην ανίχνευση σχηματισμού 

προϊόντων PCR καθώς παρουσιάζουν πλήθος πλεονεκτημάτων. Με την 

τεχνική αυτή αποφεύγεται η χρήση εξειδικευμένου ιχνηθέτη, γεγονός που 

ελαττώνει το κόστος της μεθόδου, είναι εύκολες στη χρήση και χρησιμοποιείται 

η ίδια μέθοδος για κάθε αντίδραση ενώ απαιτείται μόνο ένα ζεύγος εκκινητών. 

Ωστόσο, οι χρωστικές αυτές δεν παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς την 

ανίχνευση συγκεκριμένων αλληλουχιών στην PCR και φθορίζουν παρουσία 

οποιουδήποτε δίκλωνου τμήματος DNA, ακόμα και μη ειδικών προϊόντων όπως 

τα διμερή εκκινητών. Το μειονέκτημα αυτό, ξεπερνιέται με τον σωστό 

σχεδιασμό εκκινητών και τον ποιοτικό έλεγχο των προϊόντων, μέσω των 

καμπυλών τήξης, στις οποίες καθορίζεται η ειδικότητα της αντίδρασης (Life 

Technologies, 2014; Gupta, 2014).  

Η ανάλυση των καμπυλών τήξης (melting curve analysis) γίνεται μετά το τέλος 

της αντίδρασης PCR πραγματικού χρόνου για να διαπιστωθεί η ενίσχυση και 

μη-ειδικών στόχων. Η κατασκευή τους, ξεκινάει με τη θέρμανση των προϊόντων 

της PCR, μετά το τέλος της αντίδρασης. Τα επίπεδα φθορισμού της χρωστικής 

SYBR Green αυξάνονται σημαντικά όσο βρίσκεται συνδεδεμένη με το δίκλωνο 

DNA (dsDNA). Όσο τα προϊόντα της PCR αποδιατάσσονται, δηλαδή 

αποχωρίζονται οι δύο αλυσίδες και χάνεται η δίκλωνη δομή με την άνοδο της 

θερμοκρασίας, η ένταση του φθορισμού της χρωστικής μειώνεται, καθώς αυτή 

απελευθερώνεται στο διάλυμα, και προκύπτει έτσι μία καμπύλη τήξης των 

μορίων. 

Εικόνα 15. Αρχή λειτουργίας του ιχνηθέτη TaqMan. Όσο η χρωστική αποσβέστης είναι συνδεδεμένη με 
την χρωστική αναφοράς δεν φθορίζει (1). Με την πρόοδο της αντίδρασης, η Taq πολυμεράση διασπά 
τον ιχνηθέτη και φθορίζει η χρωστική αναφοράς (2)(Τροποποιημένο από Hydrolysis Probes Biogene) . 
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Η ανάλυση της καμπύλης τήξης, μπορεί να ανιχνεύσει την ύπαρξη διμερών 

εκκινητών, καθώς παρουσιάζουν μικρότερη θερμοκρασία τήξης από το προϊόν 

ενίσχυσης της αλληλουχίας-στόχου. Η ύπαρξη των διμερών εκκινητών μειώνει 

την απόδοση της αντίδρασης και εμποδίζει την ανάλυση των αποτελεσμάτων 

της αντίδρασης. Στα δείγματα, μπορεί να υπάρχουν και μη ειδικά προϊόντα, τα 

οποία ανιχνεύονται, όπως και τα διμερή των εκκινητών, με την ανίχνευση στην 

καμπύλη τήξης, πολλαπλών κορυφών. 

 

 

 

Ωστόσο, το qPCR έχει τους περιορισμούς του: τα μεγάλα πειράματα 

χρειάζονται εντατική και δύσκολη μελέτη για να πραγματοποιηθούν. Επιπλέον, 

σε αντίθεση με την συμβατική qPCR, μόνο ένας πλευρικός (αριστερά ή δεξιά) 

εκκινητής μπορεί να είναι ειδικός για το miRNA, οπότε πρέπει να ληφθεί 

μέριμνα ώστε να διασφαλιστεί ότι μόνο ένα προϊόν ενισχύεται, ειδικά όταν 

χρησιμοποιείται το SYBR® Green. 

Εικόνα 16. Αρχή μεθόδου της χρωστικής SYBR Green. Το σήμα φθορισμού που παράγεται από τη 
χρωστική, αυξάνεται όταν συνδέεται στη μικρή αύλακα του δίκλωνου DNA. Έτσι, μετριέται η ποσότητα 
του DNA στο τέλος της επιμήκυνσης της αντίδρασης PCR (Τροποποιημένο από Fraga, D., Meulia, Tea, 
Fenster, Steven, Current Protocols Essential Laboratory Techniques. 2014). 
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Το μικρό μήκος του εκμαγείου μπορεί να αποδειχθεί ένα ιδιαίτερα 

προβληματικό ζήτημα όταν προσπαθούμε να διακρίνουμε miRNA που μπορεί 

να διαφέρουν μόνο σε ελάχιστο αριθμό βάσεων. Οι θερμοκρασίες τήξης μπορεί 

να είναι πολύ χαμηλές και πολύ παρόμοιες. Η χρήση νέων ανιχνευτών όπως 

κλειδωμένα νουκλεϊκά οξέα έχει αναπτυχθεί ώστε να αμβλύνει τα θέματα 

ειδικότητας, αλλά η δειγματοληψία παραμένει ένας περιορισμός για μεγάλες 

μελέτες (Vester et al., 2004). 

 

Β.1.2 miRNA ARRAYS 

Οι συστοιχίες επιλέγονται συνήθως για μεγαλύτερες μελέτες που καλύπτουν 

πολλαπλούς στόχους miRNA. Αν και είναι οι λιγότερο ποσοτικές από τις τρεις 

μεθόδους ανίχνευσης miRNA, οι συνηθισμένες συστοιχίες ολιγονουκλεοτιδίων 

DNA είναι ένας σχετικά φτηνός τρόπος μέτρησης εκατοντάδων στόχων 

ταυτόχρονα. 

Χιλιάδες ανιχνευτές μπορούν εύκολα να εντοπιστούν σε διαφανή πλακάκια 

(εικόνα 17) ή να κατασκευαστούν με φωτολιθογραφία, επιτρέποντας έτσι την 

παράλληλη παρακολούθηση όλων των γνωστών miRNA. Οι συστοιχίες 

ανιχνεύονται με υβριδισμό δειγμάτων DΝΑ ή RNA που έχουν επισημανθεί με 

φθορισμό. Η φωτεινότητα των μεμονωμένων σημείων μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για να συναχθούν σχετικές αλλαγές στην έκφραση μεταξύ των 

δειγμάτων. 

 

Όπως και με το qPCR, η διάκριση παρόμοιων αλληλουχιών μπορεί να είναι 

προβληματική, αλλά η προσεκτική επιλογή των ανιχνευτών ελέγχου, η αυστηρή 

πλύση και η ανάλυση μπορούν να μετριάσουν το πρόβλημα. Το γεγονός ότι 

είναι πλέον διαδεδομένη η χρήση της πλατφόρμας συστοιχιών είναι ένα 

Εικόνα 17. Δείγμα μικροσυστοιχιών διαφορικής έκφρασης miRNA (Τροποποιημένο 
από https://www.oceanridgebio.com/microrna_microarray) 
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σημαντικό πλεονέκτημα εδώ, καθώς υπάρχουν καλά αναπτυγμένα 

πρωτόκολλα και διαθέσιμα εργαλεία ανάλυσης για το σκοπό. 

Β.1.3 RNA-seq 

Αυτή η μέθοδος ποσοτικού προσδιορισμού miRNA χρησιμοποιεί την ικανότητα 

υψηλής απόδοσης των πλατφορμών επόμενης γενιάς (NGS). Αν και δεν 

μπορεί να ποσοτικοποιήσει τα επίπεδα miRNA (εικόνα 18) με τη 

γραμμομοριακή ανάλυση του qPCR, η βαθιά αλληλούχιση του miRNA έχει το 

πλεονέκτημα ότι είναι σε θέση να δείξει όλα τα miRNA που υπάρχουν σε ένα 

δείγμα, είτε ο ερευνητής γνωρίζει την ακολουθία είτε όχι, καθιστώντας το ιδανικό 

εργαλείο ανεύρεσης. Επιπλέον, καθώς οι αλληλουχίες διαβάζονται απευθείας, 

το RNA-seq μπορεί να διακρίνει στενά σχετιζόμενα miRNA και ισομορφές. 

Αυτή η μέθοδος έχει πολλά πλεονεκτήματα: μπορεί να διακρίνει τα miRNA στο 

επίπεδο μίας βάσης, δεν απαιτεί εκ των προτέρων γνώση της ύπαρξης ενός 

miRNA, μπορεί να προσδιορίσει τα σχετικά επίπεδα έκφρασης του miRNA και, 

ακόμα καλύτερα, οι βιβλιοθήκες με ετικέτες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για 

πολλαπλές αναλύσεις. 

 

Εικόνα 18. Βασική αρχή μεθόδου της αλληλούχισης RNA (Τροποποιημένο από 
https://www.abcam.com/kits/review-of-mirna-assay-methods-qpcr-arrays-and-sequencing#miRNA%20profiling) 

Ωστόσο, από όλες τις μεθόδους που συζητήθηκαν, το NGS απαιτεί το 

μεγαλύτερο εισερχόμενο υλικό και ακόμη και τότε το miRNA-seq δεν μπορεί να 

συναγωνιστεί την ευαισθησία ανίχνευσης της qPCR. 

Η κατασκευή της βιβλιοθήκης, ιδιαίτερα η κλωνική ενίσχυση, είναι δυνητικά 

σημαντική πηγή λαθών και απαιτεί καλό τεχνικό επίπεδο δεξιοτήτων (Baker et 
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al., 2010). Η ανάλυση δεδομένων μπορεί επίσης να εμφανίζει προκλήσεις, 

ειδικά για εργαστήρια που μπορεί να μην έχουν υπηρεσίες βιοπληροφορικής. 

 

Β.1.4 MULTIPLEX miRNA PROFILING 

Οι μελέτες πολλαπλών αναλύσεων 

miRNA με τη χρήση τεχνολογίας 

σωματιδίων Firefly είναι μια πιο 

πρόσφατη προσθήκη στο εύρος των 

διαθέσιμων εργαλείων για την ανίχνευση 

των miRNA. Ένα βασικό πλεονέκτημα 

αυτής της τεχνικής είναι η ικανότητά της 

να επιτρέπει την επικύρωση πολλαπλών 

miRNA σε μια σειρά δειγμάτων, χωρίς τη 

ροή εργασίας υψηλής έντασης εργασίας 

ή με μεγάλη απαίτηση δειγμάτων άλλων 

τεχνικών. 

Αυτή η τεχνική (εικόνα 19( εξαρτάται από 

τα σωματίδια υγρού τζελ που περιέχουν 

προσαρμοσμένους επιλεγμένους 

ανιχνευτές για τους miRNA στόχους. Τα 

miRNA συνδέονται με αυτούς τους 

ανιχνευτές και στη συνέχεια συνδέονται 

με τις αλληλουχίες προσαρμογέα για 

ανίχνευση ή ενίσχυση προ-ανίχνευσης. 

Τα σωματίδια βελτιστοποιούνται για 

χρήση με κοινούς κυτταρομετρητές ροής, 

επιτρέποντας την ανίχνευση χωρίς 

εξειδικευμένο εργαστηριακό εξοπλισμό. 

Επιπλέον, η ανάλυση δεδομένων είναι 

σχετικά απλή και δεν απαιτεί προηγμένες 

δεξιότητες βιοπληροφορικής. 

Αυτή η τεχνολογία μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί άμεσα με ακατέργαστα 

βιολογικά ρευστά και η παρασκευή μιας 

βιβλιοθήκης RNA δεν είναι απαραίτητη. Η 

υψηλή ευαισθησία της ανάλυσης σημαίνει 

ότι ο προσδιορισμός του miRNA μπορεί 

να επιτευχθεί από την εισαγωγή 

τουλάχιστον 10 μl πλάσματος ή ορού ή 

100 pg καθαρισμένου RNA. 

 

Εικόνα 19. Πορεία μεθόδου πολλαπλών αναλύσεων (Τροποποιημένο 
από https://www.abcam.com/kits/review-of-mirna-assay-methods-
qpcr-arrays-and-sequencing#miRNA%20profiling) 
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Οι μελέτες που επικεντρώνονται σε ένα ή δύο δείγματα miRNA με σχετικά λίγες 

ομάδες δοκιμών είναι πιθανό να επιλέξουν την qPCR ως την πρωταρχική 

μέθοδο, ενώ τα πειράματα που προσπαθούν να ανακαλύψουν νέες 

παραλλαγές miRNA θα εξετάσουν μια λύση μέσω NGS. Για μεγαλύτερες 

μελέτες που εξετάζουν ταυτόχρονα πολλαπλά miRNA, είναι προτιμότερες οι 

μικροσυστοιχίες ή οι πολλαπλές (multiplex) δοκιμασίες miRNA 

χρησιμοποιώντας την τεχνολογία σωματιδίων Firefly. 
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Β.2 IN SILICO ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ miRNA 

Β.2.1 ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ ΤΩΝ miRNA 

Η ανάλυση των λειτουργιών, των αλληλεπιδράσεων και των κυτταρικών 

επιδράσεων των miRNA είναι ένα πολύ περίπλοκο και δύσκολο έργο. Έχουν 

αναπτυχθεί πολλές βάσεις δεδομένων miRNA με ποικίλα περιεχόμενα 

δεδομένων με αρκετά διαδεδομένες τις miRWalk και miRBase. 

 

Β.2.1.1 miRBase 

Η βάση δεδομένων από αλληλούχιση miRBase  είναι μια βάση για τις 

δημοσιευμένες ακολουθίες miRNA και τον σχολιασμό τους 

(annotation). Ως εργαλείο που βασίζεται στο web, μπορείτε να αναζητήσετε 

γνωστές πληροφορίες miRNA σχετικά με το miRBase χρησιμοποιώντας 

ακολουθίες  και λέξεις-κλειδιά χωρίς να χρειάζεται να κατεβάσετε δεδομένα 

(Moore et al., 2015). 

 

Β.2.1.2 miRWalk 2.0  

Η miRWalk παρέχει ένα μεγάλο και ελεύθερα προσβάσιμο 

αρχείο των προβλεπόμενων και επικυρωμένων αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

miRNA-στόχου. Οι θέσεις δέσμευσης των miRNA εντός της πλήρους 

αλληλουχίας ενός γονιδίου τεκμηριώνονται, μαζί με πειραματικά επαληθευμένα 

δεδομένα αλληλεπίδρασης miRNA-στόχου που συγκεντρώνονται από τέσσερις 

άλλους υπάρχοντες πόρους (Moore et al., 2015). 

 

Β.2.1.3 FirePlex Discovery Engine 

Μια μεγάλη βάση δεδομένων με δημοσιευμένες miRNA μελέτες. Με απλή 

πληκτρολόγηση λέξεων-κλειδιά και επιλογή ενός οργανισμού από το 

αναπτυσσόμενο μενού, το FirePlex Discovery Engine θα φιλτράρει χιλιάδες 

έγγραφα, ώστε να βρεθούν τα πιο σημαντικά miRNA για την εκάστοτε έρευνά. 

 

Β.2.1.4 DIANA-TarBase v7.0 

Το TarBase κυκλοφόρησε για πρώτη φορά πριν από εννέα χρόνια και ήταν η 

πρώτη βάση δεδομένων που φιλοδοξεί να καταρτίσει δημοσιευμένες 

πειραματικά επικυρωμένες αλληλεπιδράσεις μεταξύ miRNA και γονιδίων. 

Σήμερα, περιέχει εκατοντάδες χιλιάδες, υψηλής ποιότητας, επιλεγμένες, 

πειραματικά επαληθευμένες αλληλεπιδράσεις miRNA: γονιδίου, ενισχυμένες με 

λεπτομερή μεταδεδομένα. 
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Β.2.1.5 miRCancer: microRNA CANCER ASSOCIATION 

DATABASE 

Μια συλλογή από ποικίλα προφίλ έκφρασης miRNA σε ανθρώπινους 

καρκίνους. Εξάγονται αυτόματα από τη βιβλιογραφία που δημοσιεύεται στο 

PubMed πριν από τη επιμέλεια και μετά την εξαγωγή, για να διασφαλιστεί ότι 

τα δεδομένα είναι ακριβή. Η αναζήτηση με ονομασίες καρκινικών νόσων ή με 

χρήση των εργαλείων ανάλυσης αλληλουχίας. 

 

Β.2.1.6 miRGator 3.0 

Το εργαλείο miRGator περιέχει πληροφορίες σχετικά με την ποικιλία των 

miRNA, τις σχέσεις τους με τους στόχους και τα προφίλ έκφρασής τους. 

Υπάρχουν 73 σειρές δεδομένων βαθιάς αλληλούχισης σε ανθρώπινα δείγματα 

από αρχεία GEO, SRA και TCGA, τα οποία ανέρχονται σε 4,1 δισεκατομμύρια 

σύντομες αναγνώσεις (reads) και 2,5 δισεκατομμύρια ευθυγραμμισμένες 

αναγνώσεις (aligned reads). 

 

Β.2.1.7 doRiNA 2.0 

Οι αλληλεπιδράσεις των RNA στη μετα-μεταγραφική ρύθμιση αποτελούν το 

επίκεντρο αυτής της βάσης δεδομένων, η οποία  επιτρέπει επίσης τη 

μεταφόρτωση αρχείων BED που περιέχουν θέσεις ρυθμιστικών στοιχείων προς 

αναζήτηση μαζί με τις επιλεγμένες καταχωρήσεις άλλων βάσεων δεδομένων 

 

Β.2.1.8 STarMirDB 

Μια συλλογή θέσεων δέσμευσης miRNA. Αυτή η βάση δεδομένων παρέχει τη 

δυνατότητα να μελετήσουμε την επιλογή των στόχων των miRNA για 

ανθρώπους, ποντίκια και σκώληκες και τα αποτελέσματα μπορούν επίσης να 

φιλτραριστούν με βάση νόμους στατιστικών πιθανοτήτων. 

 

Β.2.1.9 miRSel 

Αυτή η βάση δεδομένων συνδέει τα miRNA με διάφορους στόχους, 

χρησιμοποιώντας βιβλιογραφικές αναφορές. Η διαδικτυακή διεπαφή επιτρέπει 

στο χρήστη να αναζητά τα miRNA προς αναγνώριση, τα ονόματα γονιδίων και 

πρωτεϊνών καθώς και να διασταυρώνει αποτελέσματα με το PubMed. 
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Β.2.1.10 PolymiRTS DATABASE 

Μία βάση δεδομένων με φυσικές παραλλαγές DNA σε 5’ περιοχές miRNA, οι 

οποίες συντελούν στην σύγκριση συμπληρωματικότητας με κάποιον στόχο, 

καθώς και τις θέσεις στόχων τους. 

 

Β.2.1.11 SonamiR DATABASE 

Αυτή η βάση δεδομένων επικεντρώνεται σε αυτοσωμικές μεταλλάξεις καρκίνου 

στα miRNA και στις θέσεις στόχους τους, καθώς επίσης παρέχει και μια 

πλατφόρμα για τη λειτουργική ανάλυση αυτών των μεταλλάξεων. 

 

Β.2.2 ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΙΚΑ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΠΡΟΒΛΕΨΗΣ 

Επί του παρόντος, οι ερευνητές χρειάζονται μια μέθοδο για τον ακριβή 

προσδιορισμό των στόχων miRNA, πριν την εφαρμογή των πειραματικών 

προσεγγίσεων που επιτρέπουν έναν καλύτερο λειτουργικό χαρακτηρισμό των 

miRNA σε βιολογικές διαδικασίες και μπορούν έτσι να προβλέψουν τα 

αποτελέσματά τους. Τα υπολογιστικά εργαλεία πρόβλεψης παρέχουν μια 

γρήγορη μέθοδο για τον εντοπισμό υποτιθέμενων στόχων miRNA. 

Τα μοντέλα πρόβλεψης χρησιμοποιούν δεδομένα που στηρίζονται στα 

ακόλουθα στοιχεία: την αλληλουχία των miRNA, την 3’ και την 5’ περιοχή τους, 

τα αμετάφραστα άκρα των mRNA στόχων, την ελεύθερη θερμοδυναμική 

ενέργεια που απαιτείται για την αλληλεπίδραση miRNA:mRNA, καθώς και το 

αν είναι εξελικτικά συντηρημένη μια αλληλουχία και σε ποιο βαθμό. 

 

Β.2.2.1 miRSystem 

Αυτή η βάση δεδομένων συνδυάζει επτά άλλα γνωστά προγράμματα 

πρόβλεψης του miRNA σε ένα: τα miRanda, PicTar, DIANA, miRBridge, rna22, 

PITA και TargetScan. Χρησιμοποιούμε αυτήν την βάση για να αναζητήσουμε 

πολλά miRNA σε ένα βήμα και για να βρούμε συνδέσεις μεταξύ των γονιδίων 

στόχων και των miRNA. 

 

Β.2.2.2 mirPath 

Ένας διακομιστής εξόρυξης δεδομένων (data mining) που μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την ανάλυση μονοπατιών που ελέγχονται από ένα 

υποσύνολο miRNA. Η ρύθμιση του miRNA και τα βιοχημικά δεδομένα 

αναλύονται μαζί για τέσσερα είδη: άνθρωπος, ποντίκι, D. melanogaster και C. 

elegans. 
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Β.2.2.3 StarMir 

Λογισμικό που αφορά την στατιστική αναδίπλωση νουκλεϊκών οξέων και 

μελέτες ρυθμιστικών RNA με βάση τα δεδομένα CLIP (αλληλουχία, 

θερμοδυναμική και χαρακτηριστικά δομής στόχου). Από τον Μάρτιο του 2007, 

έχουν βρεθεί περισσότερες από 20.000 ακολουθίες χρησιμοποιώντας αυτό το 

εργαλείο πρόβλεψης στόχων. 

 

Β.2.2.4 miRDB 

Ένα διαδικτυακό εργαλείο πρόβλεψης στόχων. Τα δεδομένα δημιουργούν ένα 

εργαλείο βιοπληροφορικής που αναπτύχθηκε με σκοπό την ανάλυση χιλιάδων 

αλληλεπιδράσεων miRNA-στόχου. Οι μέθοδοι εκμάθησης μηχανών (machine 

learning) χρησιμοποιούνται για τον εντοπισμό κοινών χαρακτηριστικών που 

σχετίζονται με τον στόχο του miRNA και για την πρόβλεψη στόχων σε πέντε 

είδη οργανισμών. 

 

Β.2.2.5 TargetScan 

Το TargetScan είναι ένα εργαλείο πρόβλεψης στόχων που προβλέπει τους 

βιολογικούς στόχους των miRNA, αναζητώντας την παρουσία διατηρημένων 

θέσεων, που ταιριάζουν με την περιοχή σύγκρισης συμπληρωματικότητας 

βάσεων του κάθε miRNA. Το λογισμικό πρόβλεψης στόχου ενημερώνεται 

συχνά και η τελευταία έκδοση αυτού του πόρου κυκλοφόρησε τον Αύγουστο 

του 2015. 

 

Β.2.2.6 miRSearch 

Ένα εργαλείο που επιτρέπει τον γρήγορο εντοπισμό miRNA που στοχεύουν σε 

συγκεκριμένα μετάγραφα γονιδίων. Τα επικυρωμένα και τα προβλεπόμενα 

miRNA μπορούν να ταυτοποιηθούν χρησιμοποιώντας ένα προηγμένο σύστημα 

αναφοράς. Οι νέες δυνατότητες στην τελευταία έκδοση εμπεριέχουν: 

πληροφορίες σχετικά με ασθένειες και ιστούς και λεπτομερείς πληροφορίες για 

κάθε miRNA. 

 

Β.2.2.7 RegRNA 

Web server που επιτρέπει στο χρήστη να αναγνωρίζει τις ομόλογες μορφές των 

ρυθμιστικών RNA σε μια επιλεγμένη ακολουθία. Καθορίζει την πρόβλεψη 

στόχου, χρησιμοποιώντας το όνομα του γονιδίου, την ταυτότητα του γονιδίου ή 

την ακολουθία miRNA. 
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Β.2.2.8 DeepBase 2.0 

Εμπεριέχει το σχολιασμό και την αναζήτηση των μικρών (miRNA, siRNA, 

piRNA), ncRNA και κυκλικών RNA χρησιμοποιώντας δεδομένα βαθιάς 

αλληλουχίας επόμενης γενιάς (deep learning sequencing data). H DeepBase 

παρέχει εργαλεία για την αποκωδικοποίηση μοτίβων σε 19 είδη  

 

Β.2.2.9 mirTools 2.0 

Αυτός ο ιστότοπος παρέχει εργαλεία για την ταξινόμηση μιας μικρής κλίμακας 

σύντομων αναγνώσεων (reads) σε γνωστές κατηγορίες, για την ανακάλυψη 

νέων miRNA από την τεχνολογία προσδιορισμού αλληλουχίας υψηλής 

απόδοσης, για την αποσαφήνιση πληροφοριών γνωστών miRNA και για τον 

εντοπισμό διαφορικά εκφραζόμενων miRNA σύμφωνα με τον αριθμό των reads 

(Τροποποιημένο από https://www.abcam.com/kits/microrna-database-and-

target-predictor-resources). 

 

B.2.3 ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑ miRNA ΣΕ ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ 

Σύμφωνα με ένα σύστημα τυποποιημένης ονοματολογίας, τα ονόματα 

αποδίδονται σε πειραματικά επιβεβαιωμένα miRNAs πριν από τη δημοσίευση. 

Το πρόθεμα "miR" ακολουθείται από μια παύλα και έναν αριθμό, ο οποίος 

δείχνει συχνά τη σειρά ονοματοδοσίας. Για παράδειγμα, το miR-124 

ονομάστηκε και πιθανόν ανακαλύφθηκε πριν από το miR-456. Ένα 

κεφαλαιοποιημένο "miR-" αναφέρεται στην ώριμη μορφή του miRNA, ενώ το 

"mir-" με πεζούς χαρακτήρες αναφέρεται στο pre-miRNA και στο pri-miRNA. Τα 

γονίδια κωδικοποίησης miRNA ονομάζονται επίσης χρησιμοποιώντας το ίδιο 

πρόθεμα τριών γραμμάτων σύμφωνα με τις συμβάσεις της ονοματολογίας του 

γονιδίου του οργανισμού. Για παράδειγμα, τα επίσημα ονόματα γονιδίων 

miRNA σε ορισμένους οργανισμούς είναι "mir-1 σε C. elegans και Drosophila, 

Mir-1 σε Rattus norvegicus και MIR-25 στον άνθρωπο. 

Τα miRNAs με σχεδόν ταυτόσημες αλληλουχίες εκτός από ένα ή δύο 

νουκλεοτίδια σημειώνονται με ένα επιπλέον μικρό γράμμα. Για παράδειγμα, το 

miR-124a σχετίζεται στενά με το miR-124b :  

hsa-miR-181a: aacauucaACgcugucggugAgu 

hsa-miR-181b: aacauucaUUgcugucggugGgu 

 

Τα pre-miRNAs, pri-miRNAs και τα γονίδια που οδηγούν σε 100% 

πανομοιότυπα ώριμα miRNAs αλλά που βρίσκονται σε διαφορετικά σημεία του 

γονιδιώματος υποδεικνύονται με επιπρόσθετο επίθεμα αριθμού παύλας. Για 

παράδειγμα, τα pre-miRNAs hsa-mir-194-1 και hsa-mir-194-2 οδηγούν σε ένα 

https://www.abcam.com/kits/microrna-database-and-target-predictor-resources
https://www.abcam.com/kits/microrna-database-and-target-predictor-resources
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πανομοιότυπο ώριμο miRNA (hsa-miR-194), αλλά προέρχονται από γονίδια 

που βρίσκονται σε διαφορετικές περιοχές γονιδιώματος. 

 

Τα είδη προέλευσης χαρακτηρίζονται με ένα πρόθεμα τριών γραμμάτων, π.χ. 

το hsa-miR-124 είναι ένα ανθρώπινο (Homo sapiens) miRNA και το oar-miR-

124 είναι ένα miRNA προβάτου (Ovis aries). Άλλα κοινά προθέματα 

περιλαμβάνουν «v» για ιό (miRNA που κωδικοποιείται από ένα γονιδίωμα ιού) 

και «d» για το miRNA της Drosophila. 

Όταν δύο ώριμα microRNAs προέρχονται από αντίθετους βραχίονες του ίδιου 

pre-miRNA και βρίσκονται σε περίπου παρόμοιες ποσότητες, υποδηλώνονται 

με μία υπόδειξη -3p ή -5p. (Στο παρελθόν, αυτή η διάκριση έγινε επίσης με «s» 

(sense) και «as» (antisense)). Ωστόσο, το ώριμο microRNA που βρέθηκε από 

το ένα σκέλος της φουρκέτας είναι συνήθως πολύ πιο άφθονο από αυτό που 

βρέθηκε από το άλλο, οπότε ένας αστερίσκος μετά το όνομα δείχνει το ώριμο 

είδος που βρίσκεται σε χαμηλά επίπεδα από τον αντίθετο βραχίονα μιας 

φουρκέτας. Για παράδειγμα, τα miR-124 και miR-124 * μοιράζονται μια 

φουρκέτα pre-miRNA, αλλά πολύ περισσότερα miR-124 βρίσκονται στο 

κύτταρο. 
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Γ.1. miRNA ΚΑΙ ΕΡΥΘΡΟΠΟΙΗΣΗ 

Η ερυθροποίηση, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, αποτελεί κομμάτι της 

αιμοποίησης και περιγράφει την διαδικασία σχηματισμού ώριμων ερυθρών 

αιμοσφαιρίων από προγονικές μορφές κυττάρων. 

Η τρέχουσα έρευνα επικεντρώνεται στην αναγνώριση συγκεκριμένων miRNA 

και των σχετικών γενετικών οδών που ρυθμίζουν, καθώς και στην φυσιολογική 

και παθολογική ανάπτυξη των ερυθροκυττάρων. Παράλληλα, αναπτύσσονται 

γρήγορα νέες τεχνολογίες για την εξέταση και τον χειρισμό των miRNA, τόσο 

ως ερευνητικών μέσων, όσο και ως θεραπευτικών (Zhao et al., 2010). 

Οι ισχυρές ενδείξεις ότι τα miRNA είναι σημαντικά στην ερυθροποίηση 

εμφανίστηκαν από μελέτες της Argonaute 2 (Ago2), ενός βασικού συστατικού 

του συμπλόκου RISC (O’Caroll et al., 2007) . Η ειδική πειραματική εξάλειψη του 

γονιδίου Ago2 έδειξε ότι παρεμποδίζει την φυσιολογική βιογένεση των miRNA 

και προκαλεί σοβαρή αναιμία, σπληνομεγαλία και διακοπή ωρίμανσης των 

προγονικών ερυθροκυττάρων. Τα κυκλοφορούντα κατάλοιπα Ago2 σε 

ερυθροκύτταρα χωρίς κανέναν πολυμορφισμό ομάδων αίματος (null) είναι 

ανοιχτόχρωμα και περιέχουν ιζήματα αιμοσφαιρίνης (σώματα Heinz). Οι 

αιματοποιητικές επιδράσεις της πειραματικής εξάλειψης του Ago2 είναι 

επιλεκτικές, βλάπτοντας την ανάπτυξη Β-κυττάρων και ερυθροκυττάρων, αλλά 

δεν επιδρούν  στον σχηματισμό Τ κυττάρων, κοκκιοκυττάρων και μακροφάγων. 

Είναι ενδιαφέρον ότι η δράση της πρωτεΐνης Ago2 να πραγματοποιεί αποκοπή 

και διάσπαση των RNA, είναι τουλάχιστον εν μέρει περιττή για την 

ερυθροποίηση. Η επιλεκτική εργαστηριακή εξάλειψη της Dicer κατά την 

αιμοποίηση, επίσης παρεμποδίζει την ερυθροποίηση. Αυτά τα ευρήματα 

έδειξαν ότι τα miRNA είναι απαραίτητα για ανάπτυξη ερυθροκυττάρων και για 

τον προσδιορισμό των σχετικών μορίων που συμμετέχουν στις φυσιολογικές 

οδούς (Zhao et al., 2010). 

Οι μελέτες της Ago2 (εικόνα 20), προκάλεσαν μια εκτεταμένη αναζήτηση για τα 

συγκεκριμένα miRNA που εμπλέκονται στην ερυθροποίηση. Πολλές 

πλατφόρμες για τη δημιουργία των προφίλ της έκφρασης των miRNA έχουν 

εφαρμοστεί στη μελέτη της αιματοποίησης θηλαστικών χρησιμοποιώντας 

κυτταρικές σειρές και μεριστωματικούς ιστούς (Zhan, Miller, Papayanopoulou, 

Stamatoyanopoulos & Song, 2007; Georgantas et al., 2007; Choong, Yang & 

McNiece, 2007; Dore et al., 2008; Merkerovva, Belickova & Bruchova, 2008). 

Αυτές οι μελέτες αποκάλυψαν ότι τα πρόδρομα ερυθροκύτταρα περιέχουν 

πολλαπλά miRNA των οποίων η έκφραση αλλάζει δυναμικά κατά τη 

διαφοροποίηση και την ωρίμανσή τους. Συγκεκριμένα miRNA που ρυθμίζουν 

θετικά και αρνητικά την ανάπτυξη ερυθροειδών εξετάζονται στις επόμενες 

σελίδες (Zhao et al., 2010). 
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Γ.1.1 miR-221 ΚΑΙ miR-222 

Αυτά τα miRNA, τα οποία κωδικοποιούνται από ένα κοινό πρόδρομο pri-

miRNA, ρυθμίζονται αρνητικά κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης των 

ερυθροκυττάρων και καταστέλλουν άμεσα την έκφραση του ΚΙΤ mRNA (εικόνα 

21), το οποίο κωδικοποιεί έναν υποδοχέα κυτοκίνης απαραίτητο για την 

επέκταση των προγονικών ερυθροκυττάρων (Wang, Huang, Xue, Jin, Ju, Han 

& Chen, 2008). Η υπερέκφραση του miR-221 ή του miR-222 επηρεάζει τον 

πολλαπλασιασμό των ερυθροβλαστών και επιταχύνει την ωρίμανση, που 

συμπίπτει με την καταστολή του ΚΙΤ. Αυτό υποδηλώνει ότι η μείωση αυτών των 

miRNA προάγει την επέκταση του ερυθροβλάστη με την μείωση έκφρασης του 

KIT υποδοχέα.  

Εικόνα 20. Μελέτες ποσοτικοποίησης της Ago2: Η Ago2 αποτελεί βασικό στοιχείο του RISC. Η διαγραφή 
της Ago2 σε πρόδρομα ερυθροκύτταρα μειώνει την έκφραση των miRNAs και αναστέλλει την 
ερυθροποίηση. (a). Η κυτταρομετρία ροής δείχνει την παύση ωρίμανσης και τη συσσώρευση των 
ανώριμων CD71tTer119 προγονικών κυττάρων στο σπλήνα και τον μυελό των οστών σε δείγματα ζώων με 
Ago2 -/- μεταλλάξεις.(b) Ερυθροειδείς δείκτες των Ago2 -/- μεταλλαγών που παρουσιάζουν αναιμία, 
μικροκυττάρωση και δικτυοκυττάρωση. (c) Σπληνομεγαλία σε Ago2 -/- μεταλλάγματα,.(d) και (e) Heinz 
σωμάτια που προκύπτουν από την έλλειψη Ago2. 
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Εικόνα 21. Στόχευση του ΚΙΤ από τα miR-221 και miR-222 (Τροποποιημένο από Felli et al. 2005)  

Ωστόσο, αξίζει να σημειωθεί ότι ο ΚΙΤ καταστέλλεται από πολλαπλούς 

μεταγραφικούς μηχανισμούς κατά τη διάρκεια της ερυθροποίησης (Spinello et 

al., 2009; Munugalavadla, Dore, Tan, Hing, Vishnu, Weiss & Kapur, 2005). 

Επιπλέον, απαιτείται αρνητική ρύθμιση της έκφρασης του KIT υποδοχέα κατά 

τη διάρκεια των τελικών σταδίων ερυθροειδούς ωρίμανσης (Muta, Krantz, 

Bondurant & Dai, 1995). Επομένως, η συνολική σημασία των miR-221/222-KIT 

στην αιμοποίηση δεν έχει ,ακόμα, καθοριστεί. Τα miR-221/222 ρυθμίζουν 

επίσης την μυογένεση, αναστέλλοντας την παραγωγή του αναστολέα 

κυτταρικού κύκλου p27 (Cardinali, Cstellani, Fasarano, Basso, Alema, Martelli 

& Falcone, 2009) και ενισχύοντας τον σχηματισμό όγκων με αναστολή 

παραγωγής της ογκοκατασταλτικής φωσφατάσης και της ομόλογου τενσίνης 

(PTEN). Αυτά τα ευρήματα απεικονίζουν δύο σημαντικές γενικές αρχές των 

miRNA. Πρώτον, συχνά ρυθμίζουν πολλαπλά mRNA-στόχους. Δεύτερον, ένα 

απλό miRNA μπορεί να έχει διαφορετικές λειτουργίες ανάλογα με το 

περιβάλλον του ιστού (Zhao et al., 2010). 

 

Γ.1.2 miR-24 

Το πρωτεϊνικό διμερές Activin (ακτιβίνη-μορφογενετικός παράγων), μέλος της 

οικογένειας κυτοκινών του Transforming Growth Factor β (TGF-β), προάγει την 

ερυθροποίηση. Το miR-24 αναστέλλει την σηματοδότηση της ακτιβίνης με 

στόχευση του mRNA που κωδικοποιεί τον τύπου 1 Β υποδοχέα της ακτιβίνης 

Α (ACVR1B, ALK4). Το miR-24 εκφράζεται κανονικά σε υψηλά επίπεδα σε 

ανθρώπινα πρωτογενή αιμοποιητικά προγονικά κύτταρα CD34 +(αναγνώριση 

μέσω της διαμεμβρανικής φωσφογλυκοπρωτείνης CD34) και ρυθμίζεται 

αρνητικά κατά την ωρίμανση τους in vitro σε ερυθροκύτταρα. Σε αυτό το 

πειραματικό σύστημα, η υπερέκφραση του miR-24 παρεμποδίζει την έκφραση 

του υποδοχέα της ακτιβίνης ALK4 και την ερυθροποίηση, ενώ, η μειωμένη 

έκφραση του miR-24 έχει τα αντίθετα αποτελέσματα. Μία μελέτη δείχνει ότι η 

αρνητική ρύθμιση του miR-24 διεγείρει την ερυθροποίηση με την προώθηση 
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της σηματοδότησης της ακτιβίνης. Ωστόσο, μια άλλη μελέτη (Lal et al., 2009) 

έδειξε ότι κατά τη χημική επαγωγή της ωρίμανσης των κυττάρων οξείας 

μυελογενούς λευχαιμίας K562 (τεχνητές αθάνατες κυτταρικές σειρές που 

εμφανίζουν μεγάλη ομοιότητα με αδιαφοροποίητα ερυθροκύτταρα), το miR-24 

εμφανίζει θετική έκφραση και προωθεί την τελική διαφοροποίηση, 

καταπιέζοντας γονίδια που διεγείρουν την κυτταρική διαίρεση. Έτσι, η ρύθμιση 

του miR-24 διαφέρει σε δύο πειραματικά μοντέλα για την ερυθροποίηση. Στην 

οξεία μυελογενή λευχαιμία, το miR-24 αποδείχθηκε ότι οδηγεί στον μυελοειδή 

πολλαπλασιασμό και ότι αναστέλλει τη διαφοροποίηση, καταπιέζοντας την 

πρωτεϊνική κινάση (MAPK) φωσφατάση-7, υποδεικνύοντας και πάλι τη 

σημασία του κυτταρικού πλαισίου όσον αφορά τις δράσεις των miRNA(Zhao et 

al., 2010). 

 

Γ.1.3 miR-223 

Το miR-223 υπόκειται σε θετική έκφραση κατά τη διάρκεια της γένεσης των 

κοκκιοκυττάρων και ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό και την ωρίμανση αυτής της 

κυτταρικής σειράς (Johnnidis et al., 2008; Fazi et al., 2007). Σε αντίθεση, όμως, 

το miR-223 καταστέλλεται κατά τη διάρκεια της ερυθροποίησης. Επιπλέον, η 

ενισχυμένη έκφραση αυτού του miRNA αναστέλλει την ερυθροειδή ωρίμανση 

των προγονικών κυττάρων CD34+ και των χημικώς επεξεργασμένων κυττάρων 

οξείας μυελογενούς λευχαιμίας K562 (Yuan, Wang, Yang, Liu & Zhang, 2009). 

Ένας βιολογικά σχετικός στόχος του miR-223 φαίνεται να είναι το πρωτεϊνικό 

σύμπλοκο LIM domain(δηλαδή ένα μοτίβο με δύο συνεχόμενες περιοχές 

δακτύλων Ψευδαργύρου) only 2 (LMO2 ή RBTN2), ένα κρίσιμο συστατικό ενός 

συμπλόκου σύνδεσης στο DNA που απαιτείται για την ερυθροποίηση, το οποίο 

επίσης περιλαμβάνει την πρωτεΐνη GATA-1 (GATA-1), το γονίδιο Τ-κυτταρικής 

οξείας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας 1 (SCL / TAL1) και την πρωτεΐνη 

δεσμεύσεως της περιοχής LIM 1(LDB1) (Wadman, Osada, Grtz, Agulnick, 

Westphal, Forster & Rabitts, 1997; Mikkola, Klintamn, Yang, Hock, Schkaeger, 

Fujiwara & Orkin, 2003). Παραδόξως, το miR-223 επάγεται κατά τη διάρκεια 

της διαφοροποίησης μεγακαρυοκυττάρων K562 που προκαλείται 

εργαστηριακά από χημικά και φαίνεται να προάγει αυτή τη διαδικασία (Yuan et 

al., 2009), αν και τα SCL-GATA συμπλέγματα, τα οποία πιθανώς 

περιλαμβάνουν και την LMO2,είναι προαπαιτούμενα για την διαφοροποίηση 

αυτή. Αξίζει να σημειωθεί ότι δεν αναφέρθηκαν σημαντικές ανωμαλίες στην 

ανάπτυξη ερυθροκυττάρων ή μεγακαρυοκυττάρων κατά ανάλυση των miR-223 

σε περιπτώσεις null ερυθροκυττάρων ποντικών (Johnnidis et al., 2008; Zhao et 

al., 2010). 

 

Γ.1.4 miR-150 

Το miR-150 εκφράζεται κατά προτίμηση σε μεγακαρυοκύτταρα σε σύγκριση με 

τα ερυθροκύτταρα και η ενισχυμένη έκφραση του miR-150 σε προγονικά 
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κύτταρα μεγακαρυοκυττάρων οδηγεί στον σχηματισμό τους, ενώ αναστέλλει 

την ερυθροποίηση (Lu et al., 2008). Αυτά τα αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν με 

μελέτες απώλειας λειτουργίας με χρήση antisense antagomirs miR-150, τα 

οποία ανέστειλαν την ωρίμανση μεγακαρυοκυττάρων. Το miR-150 φαίνεται να 

ασκεί αυτές τις επιδράσεις εν μέρει με την άμεση αναστολή της παραγωγής του 

ογκογονιδίου MYB, ενός παράγοντα μεταγραφής του οποίου η αρνητική 

έκφραση προάγει την ανάπτυξη μεγακαρυοκυττάρων εις βάρος της 

ερυθροποίησης (Lu et al., 2008; Barroga, Pham & Kaushansky, 2008). Το miR-

150 επάγεται ταχέως από τη θρομβοποιητίνη, απεικονίζοντας μια πιθανή 

διαδρομή μέσω της οποίας αυτή η κυτοκίνη οδηγεί στην ανάπτυξη 

μεγακαρυοκυττάρων (Barroga et al., 2008). Αυτές οι μελέτες αποκαλύπτουν 

πώς ένα miRNA μπορεί να ρυθμίσει μία αιματοποιητική κυτταρική σειρά, 

μεταβάλλοντας την έκφραση ενός βασικού μεταγραφικού παράγοντα. Το miR-

150 ρυθμίζει επίσης την ανάπτυξη των Β-κυπάρων, καταστέλλοντας την 

παραγωγή του MYB, δείχνοντας τον τρόπο με τον οποίο τα miRNAs μπορούν 

να ρυθμίσουν πολλαπλούς τύπους κυττάρων μέσω κοινών γονιδίων-στόχων 

(Zhao et al., 2010). 

 

Γ.1.5 miR-15a 

Το miR-15a αναγνωρίστηκε αρχικά ως καταστολέας όγκων που χάθηκε με 

διαγραφή στη χρόνια λεμφοκυτταρική λευχαιμία (Calin et al., 2002). Σε αυτό το 

πλαίσιο, το miR-15a / 16-1 καταστέλλει την ογκογένεση, εν μέρει, εμποδίζοντας 

το σχηματισμό της της αντι-αποπτωτικής πρωτεΐνης Bcl-2 (Cimmino et al., 

2005). Πιο πρόσφατα, οι Zhao et al. (2010), ταυτοποίησαν ότι το mRNA του 

MYB καταστέλλεται άμεσα από το miR-15a. Επιπλέον, το MYB ενεργοποιεί τη 

μεταγραφή του miR-15a / 16-1. Η ενισχυμένη έκφραση του miR-15a 

παρεμπόδισε τον σχηματισμό αποικιών ερυθροκυττάρων από προγονικά 

κύτταρα σχηματισμού αποικιών (Colony Forming Unit erythroids/CFU-e), σε 

σχέση με τις αποικίες BFU-e, υποδεικνύοντας ότι το miRNA ρυθμίζει αρνητικά 

την μετάβαση από CFU-e σε BFU-e κυτταρική σειρά (Zhao et al., 2010). 

 

Γ.1.6 miR-144/451 

Το miR-451 εκφράζεται έντονα σε πειραματικά μοντέλα ωρίμανσης 

ερυθροκυττάρων (Georgantas et al., 2007; Choong et al., 2007; Merkerova et 

al., 2008) και εκφράζεται επίσης σε ώριμα ερυθροκύτταρα της κυκλοφορίας. Το 

miR-451 συγχωνεύεται με το miR-144 σε ένα δισιστρονικό μεταγραφικό pri-

mRNA, του οποίου η σύνθεση ενεργοποιείται άμεσα από τον  παράγοντα 

μεταγραφής ερυθροκυττάρων GATA-1 (Choong et al., 2007). Η ενισχυμένη 

έκφραση του miR-451 ή του miR-144 ενισχύει την ωρίμανση των 

ερυθρολευχαιμικών κυττάρων του ποντικού, ενώ η εξάντληση του miR-451 έχει 

τα αντίθετα αποτελέσματα. Επιπλέον, η in-vivo εξάλειψη είτε του miR-144, είτε 

του miR-451 με τη χρήση RNAs που δρουν με φορέα έναν λεντοϊό αναστέλλει 
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την ωρίμανση των αιματοποιητικών βλαστοκυττάρων και γενικά προγονικών 

κυττάρων σε ώριμους ερυθροβλάστες. Οι αλληλουχίες αυτών των δύο miRNAs 

είναι εντελώς διαφορετικές και η καταστολή τους αναστέλλει την ερυθροποίηση 

με αθροιστικό τρόπο, υποδηλώνοντας ότι τα βιολογικά τους αποτελέσματα 

διαμεσολαβούνται από την καταστολή διακεκριμένων συμπληρωματικών 

συνόλων mRNA στόχων. 

Σε μη δημοσιευμένες μελέτες διαπιστώθηκε ότι η αποκοπή της γονιδιακής 

θέσης των miR-144/451 σε ποντίκια προκαλεί ήπια αιμολυτική αναιμία και 

αυξημένη ευαισθησία ερυθροκυττάρων στο οξειδωτικό στρες. Είναι ενδιαφέρον 

το γεγονός ότι η καταστολή των miR-144/451 μέσω κατασταλτικών RNA σε 

ενήλικους ποντικούς αναστέλλει την ερυθροποίηση πιο σοβαρά από τη 

στοχευμένη αποκοπή του γονιδιακού τόπου αυτών των miRNA. Αυτή η 

ασυμφωνία πιθανόν οφείλεται σε διαφορετικές τεχνικές ή / και βιολογικές 

διαφορές μεταξύ των δύο πειραματικών προσεγγίσεων και δείχνει τη σημασία 

της χρήσης πολλαπλών τρόπων για την αξιολόγηση της λειτουργίας των 

miRNA (Zhao et al., 2010). 

Δύο ομάδες εξέτασαν ανεξάρτητα τις επιδράσεις της (επαγόμενης από 

morpholino-ένα ολιγομερές μόριο για gene knockdown μελέτες) εξάντλησης του 

miR-451 σε zebrafish. Διαπιστώθηκε ότι η θεραπεία με αντι-miR-451 

morpholino προκάλεσε σοβαρή αναιμία σε έμβρυα zebrafish (Choong et al., 

2007). Οι Pase, Layton, Kloosterman, Carradice, Waterhouse & Lieschke 

(2009) διαπίστωσαν ότι η ίδια διαδικασία προκάλεσε ελάττωση της 

ερυθροποίησης, αλλά σε πολύ μικρότερο βαθμό. Αυτή η ασυμφωνία μπορεί να 

εξηγηθεί από τη συμμετοχή της 1-φαινυλο-2-θειουρίας (PTU)  στις 

μορφολογικές μελέτες miR-451.Η PTU είναι ένας αναστολέας σύνθεσης 

μελανίνης, ο οποίος συνήθως περιλαμβάνεται σε πειράματα zebrafish για τη 

βελτίωση της απεικόνισης των εσωτερικών δομών εμβρύου. Το PTU έχει προ-

οξειδωτικά αποτελέσματα και φαίνεται να ενισχύει τις επιβλαβείς επιδράσεις της 

απώλειας miR-451 σε zebrafish. Έτσι, το miR-451 προστατεύει από το 

οξειδωτικό στρες τόσο σε ποντίκια όσο και σε zebrafish. Το miR-451 

διευκολύνει, επίσης, την ωρίμανση των ερυθροκυττάρων στην περίπτωση των 

zebrafish με στόχευση του mRNA που κωδικοποιεί τον μεταγραφικό 

παράγοντα gata2 (Pase et al., 2009), αν και αυτό δεν φαίνεται να συμβαίνει σε 

ποντίκια (Zhao et al., 2010). 

Το miR-144, το οποίο συσχετίζεται με το miR-451, ρυθμίζει την αναπτυξιακή 

έκφραση των γονιδίων σφαιρίνης στο zebrafish. Συγκεκριμένα, η μείωση του 

miR-144 υποβαθμίζει την σύνθεση της α-Ε1, μιας εμβρυϊκής μορφής σφαιρίνης. 

Το miR-144 αναστέλλει άμεσα τη σύνθεση του klfd, ενός μεταγραφικού 

παράγοντα τύπου Kruppel που ενεργοποιεί τη μεταγραφή γονιδίου a-El. Είναι 

ενδιαφέρον το γεγονός ότι o klfd ,επίσης, ενεργοποιεί την έκφραση του 

γονιδιακού τόπου miR-144/451, καθορίζοντας ένα κύκλωμα αρνητικής 

ανάδρασης που φαίνεται να τελειοποιεί την έκφραση σφαιρίνης, συμβάλλοντας 

ίσως στη διατήρηση της ισορροπίας της αλυσίδας της σφαιρίνης κατά τη 

διάρκεια της ερυθροποίησης. Εάν αυτός ο ρυθμιστικός άξονας υπάρχει επίσης 

στην ερυθροποίηση των θηλαστικών είναι ακόμα αβέβαιο (Zhao et al., 2010). 



80 
 

Αν και ο γονιδιακός τόπος miR-144/451 εκφράζεται περισσότερο σε 

ερυθροκύτταρα, αρκετές μελέτες αναφέρουν ότι επιδρά και σε άλλους ιστούς. 

Συγκεκριμένα, το miR-451 ρυθμίζει την ανάπτυξη αρκετών καρκίνων, 

συμπεριλαμβανομένου του γλοιοβλαστώματος, του καρκίνου του 

γαστρεντερικού και άλλων συστημάτων (Bandres et al., 2009). Το miR-451 

ρυθμίζει, επίσης, την πολικότητα των επιθηλιακών κυττάρων (Tsuchiya et al., 

2009) και προστατεύει τα καρδιακά μυϊκά κύτταρα από ισχαιμικό και οξειδωτικό 

στρες (Zhang, Chen, Ren, Wang, Kranias, Medvedovic & Fan, 2009). Η 

τελευταία λειτουργία είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα υπό το πρίσμα παρόμοιων 

λειτουργιών στα ερυθροειδή κύτταρα, οι οποίες μπορεί να προκύψουν μέσω 

κοινών μηχανισμών (Zhao et al., 2010). 
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Πίνακας 2:  miRNA με θετική και αρνητική έκφραση κατά την ερυθροποίηση και οι λειτουργίες τους (Τροποποιημένο από Zhao et al., 2010). 
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Γ.1.7 ΕΚΦΡΑΣΗ miRNA ΣΤΑ ΕΡΥΘΡΑ ΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΑ ΤΗΣ 

ΚΥΚΛΟΦΟΡΙΑΣ 

Τα miRNA που περιγράφηκαν στις προηγούμενες ενότητες αναλύθηκαν σε 

μεγάλο βαθμό σε πρόδρομα ερυθροκύτταρα. Ωστόσο, αρκετές μελέτες 

(Rathjen, Nicol, McConkey & Dalmay, 2006; Chen, Wang, Tele & Chi, 2008; 

Noh et al., 2009) δείχνουν ότι πολλά miRNAs υπάρχουν επίσης στα 

κυκλοφορούντα δικτυοερυθροκύτταρα και τα ώριμα ερυθροκύτταρα. Κατά την 

τελική ωρίμανση του ερυθροκυττάρου, όταν η ρύθμιση της γονιδιακής 

έκφρασης καθίσταται εξ ολοκλήρου μετα-μεταγραφικά, τα miRNA μπορούν να 

βοηθήσουν στην απομάκρυνση των μη απαραίτητων mRNA και στην 

εξομάλυνση της διαδικασίας της πρωτεϊνικής σύνθεσης. Ωστόσο, οι ρόλοι των 

miRNA σε ώριμα ερυθρά αιμοσφαίρια, είναι ακόμα άγνωστοι. Αυτό συμβαίνει 

διότι τα ώριμα ερυθροκύτταρα δεν είναι μεταγραφικά ή μεταφραστικά ενεργά, 

λόγω απώλειας πυρήνα. Τέτοια miRNA, τα οποία είναι ένα ιδιαίτερα σταθερά, 

μπορεί απλώς να αντιπροσωπεύουν αδρανή υπολείμματα από προηγούμενα 

στάδια ανάπτυξης. Εναλλακτικά, πολλές λειτουργίες είναι δυνατές.  

Πρώτον, ορισμένα miRNA προστατεύουν τους ιστούς από την εισβολή των 

παθογόνων μικροβίων (Jopling, Yi, Lancaster, Lemon & Sarnow, 2005; 

Lecellier et al., 2005), και αυτό μπορεί να συμβεί και στα ερυθροκύτταρα, όπως 

σε περιπτώσεις ελονοσίας. Σε αυτές τις περιπτώσεις, το miR-451 μετατοπίζεται 

στο παράσιτο της ελονοσίας κατά τη διάρκεια της εισβολής των 

ερυθροκυττάρων, αν και οι λειτουργικές επιπτώσεις αυτού του ευρήματος δεν 

είναι αποδεδειγμένες (Xue, Zhang, Huang, Feng & Pan, 2008). Δεύτερον, τα 

miRNA των ερυθροκυττάρων από ελαττωματικά ερυθρά αιμοσφαίρια μπορούν 

να απελευθερωθούν στην κυκλοφορία και στη συνέχεια να ληφθούν από 

άλλους ιστούς. Τρίτον, τα γερασμένα ερυθροκύτταρα ή αυτά με 

συσσωρευμένες βλάβες, συνήθως απορροφούνται από μακροφάγα και η 

διαδικασία αυτή μπορεί να περιλαμβάνει τη μεταφορά λειτουργικών miRNA. Σε 

σχέση με τα δύο τελευταία σημεία, μικροκυστίδια που απελευθερώνονται από 

πολυάριθμους κυτταρικούς τύπους, συμπεριλαμβανομένων και των 

αιματοποιητικών, περιέχουν miRNAs ικανά να μεταφερθούν σε γειτονικά 

κύτταρα κατά την ενδοκύτωση (Valadi, Ekström, Bossios, Sjöstrand, Lee & 

Lötvall, 2007). Τέλος, τα miRNA μπορούν να ρυθμίζουν την φυσιολογία των 

ερυθροκυττάρων ανεξάρτητα από τον έλεγχο της μετάφρασης μέσω νέων 

μηχανισμών που δεν έχουν ακόμα ανακαλυφθεί (Zhao et al., 2010). 

 

Γ.1.8 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Σύμφωνα με την μελέτη των Zhao et al. (2010), λαμβάνοντας υπόψη τις 

ποικίλες λειτουργίες των miRNA σχεδόν σε όλους τους ιστούς των 

πολυκύτταρων οργανισμών, είναι αξιοσημείωτο ότι τα miRNA διαφεύγουν την 

προσοχή των βιολόγων μέχρι πολύ πρόσφατα. Τώρα, η κατανόησή μας για 

αυτά τα μη κωδικοποιημένα RNA αυξάνει γρήγορα και αρχίζουμε να ορίζουμε 
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τα συγκεκριμένα miRNA που συμμετέχουν στον σχηματισμό των ερυθρών 

αιμοσφαιρίων και στη φυσιολογία τους. Πιθανότατα, η φυσιολογική 

ερυθροποίηση απαιτεί δυναμική ρύθμιση πολλαπλών miRNA σε συγκεκριμένα 

αναπτυξιακά στάδια. Περαιτέρω καθορισμός αυτών των miRNA, των mRNA 

στόχων τους και των συναφών κυτταρικών οδών θα προωθήσει την κατανόησή 

μας για την ερυθροποίηση και θα μπορούσε επίσης να απεικονίσει νέες γενικές 

αρχές της βιολογίας των miRNA. Από αυτή την άποψη, πολλές τεχνολογίες 

αιχμής για την εξέταση της έκφρασης και της λειτουργίας του miRNA μπορούν 

τώρα να χρησιμοποιηθούν για την ανάλυση της ερυθροποίησης. Για 

παράδειγμα, είναι δυνατό να οριστούν νέα miRNA με απευθείας προσδιορισμό 

της αλληλουχίας των μικρών κυτταρικών RNA, αντί να χρησιμοποιηθούν 

μέθοδοι που βασίζονται στην ανίχνευση προηγουμένως ανακαλυφθέντων 

miRNA γνωστής αλληλουχίας. Είναι επίσης δυνατόν να προσδιοριστούν 

αλληλεπιδράσεις miRNA-στόχου με ανοσοκαταβύθιση των συστατικών του 

RISC και την ανάλυση των λειτουργιών των miRNA χρησιμοποιώντας 

προσεγγίσεις πρωτεομικής μεθοδολογίας (ibid, 2010). 
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Γ.2 IN SILICO ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΣΕ ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ  

ΤΩΝ miRNA ΠΟΥ ΣΥΜΜΕΤΕΧΟΥΝ ΣΤΗΝ 

ΕΡΥΘΡΟΠΟΙΗΣΗ  
 
Θα διερευνηθεί σε βάσεις δεδομένων η συσχέτιση ανάμεσα σε miRNA και 
γονίδια στόχους από το σύνολο των πληροφοριών που αναλύθηκαν μέσω 
βιβλιογραφικών δεδομένων στην προηγούμενη ενότητα. 
Θα επιχειρηθεί η επικύρωση, δηλαδή, των παραπάνω πειραματικών 
δεδομένων σε δύο από τις πιο διαδεδομένες βάσεις δεδομένων. 
Θα συσχετίσουμε τα παρακάτω microRNA και γονίδια στον άνθρωπο. 
 

ΓΟΝΙΔΙΟ miRNA 

KIT miR-221/222 

ALK4 miR-24 

LMO2 miR-223 

MYB miR-150 

MYB miR-15a 

 
(http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&mir_sc=miR-221-3p/222-3p) 

 
Συσχέτιση του γονιδίου ΚΙΤ με τo hsa-miR-221 χρησιμοποιώντας την βάση 
δεδομένων TargetScan: 

http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_72/targetscan.cgi?species=Human&mir_sc=miR-221-3p/222-3p
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Αρχικά παρατηρούμε ότι το ΚΙΤ συσχετίζεται με 2 εκδοχές του  miR-221, τις 
miR221-3p/222-3p και miR-221-5p/8073. 
 
Παρόλα αυτά το γονίδιο ΚΙΤ υπάρχει ως Target Gene στο database μόνο του 
miR-221-3p/222-3p 
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Για να έχουμε υψηλό ποσοστό βεβαιότητας ότι τα αποτελέσματα είναι έγκυρα 
θα επιχειρήσουμε να τα διασταυρώσουμε με μία δεύτερη εξίσου έγκυρη βάση 
δεδομένων, τη miRanda. 
 
Συσχέτιση του γονιδίου ΚΙΤ με το miR-221, χρησιμοποιώντας την βάση 
δεδομένων miRanda: 
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Παρατηρούμε ότι και οι δύο βάσεις δεδομένων συσχετίζουν το γονίδιο του 
υποδοχέα KIT με το συγκεκριμένο miRNA. 
Με αντίστοιχο τρόπο πραγματοποιούμε διερεύνηση σε αυτές τις δύο βάσεις 
δεδομένων και για υπόλοιπα γονίδια και miRNA.  

• Το γονίδιο ΚΙΤ συσχετίζεται με το miR-222 εξίσου στις βάσεις δεδομένων 
TargetScan και miRanda. 

• Το γονίδιο ALK4 βρέθηκε να συσχετίζεται με το miR-24 στη βάση 
δεδομένων TargetScan, ενώ τα ίδια αποτελέσματα δεν έγινε δυνατό να 
διασταυρωθούν στη βάση δεδομένων miRanda. 

• Το γονίδιο LMO2 βρέθηκε να συσχετίζεται με το miR-223 στη βάση 
δεδομένων TargetScan, ενώ τα ίδια αποτελέσματα δεν έγινε δυνατό να 
διασταυρωθούν στη βάση δεδομένων miRanda. 

• Το γονίδιο του μεταγραφικού παράγοντα MYB συσχετίζεται με το miR-
150 εξίσου στις βάσεις δεδομένων TargetScan και miRanda. 

• Τέλος, το ίδιο γονίδιο, MYB,  βρέθηκε να συσχετίζεται με το miR-15a 
εξίσου στις βάσεις δεδομένων TargetScan και miRanda. 
Για καλύτερη συσχέτιση απαιτείται σύγκριση συμπληρωματικότητας 
βάσεων ανάμεσα στις seed περιοχές των miRNA και τον γονιδίων 
στόχων, ώστε να προβλεφθεί ο μηχανισμός γονιδιακής αποσιώπησης 

 

 

Γ.3 miRNA ΚΑΙ ΠΑΘΗΣΕΙΣ ΤΩΝ ΕΡΥΘΡΟΚΥΤΤΑΡΩΝ  

Αρκετές ομάδες μελετούν τους πιθανούς ρόλους των miRNA σε 

ερυθροκυτταρικές διαταραχές. Οι Bruchova, Yoon, Agarwal, Mendell & Prchal 

(2007), και  Bruchova, Merkerva & Prchal (2008), διαπίστωσαν ότι τα προφίλ 

των miRNA μεταβάλλονται σε πολλαπλές σειρές κυττάρων αιμοποίησης από 

ασθενείς με Eρυθραιμία (PCV), μια μυελοπολλαπλασιαστική διαταραχή που 

χαρακτηρίζεται από υπερβολική έκφραση ερυθροκυττάρων. Σήμερα, αρχίζουν 

να χαρτογραφούνται οι mRNA στόχοι, μέσω των οποίων μπορεί να συνεισφέρει 

η έκφραση των miRNA στη διαταραχή (Bruchova, Yoon, Agarwal Swierczek & 

Prchal, 2009) . Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι, το miR-150, το οποίο 

στοχεύει τον μεταγραφικό παράγοντα ΜΥΒ, εκφράζεται λιγότερο κατά τη 

διάρκεια της PCV σε σύγκριση με την κανονική ωρίμανση των ερυθροκυττάρων 

υπό φυσιολογικές συνθήκες (Bruchova et al., 2007). Έτσι, η αύξηση της 

έκφρασης του MYB μέσω απώλειας του miR-150 θα μπορούσε να συμβάλει 

στον υπερπολλαπλασιασμό των ερυθροβλαστών κατά την PCV (Bruchova et 

al., 2009). Οι Chen et al. (2008), έδειξαν ότι πολλαπλά miRNA απορυθμίζονται 

στα ερυθροκύτταρα με δρεπανοκυτταρική αναιμία. Για παράδειγμα, το miR-320 

είναι σχετικά χαμηλά εκφρασμένο σε προσβεβλημένα ερυθροκύτταρα. Η 

αφαίρεση αυτού του miRNA αναστέλλει την επιβίωση και την ωρίμανση των 

κανονικών δικτυοκυττάρων. Ένας σχετικός στόχος του miR-320 μπορεί να είναι 

το mRNA που κωδικοποιεί τον υποδοχέα τρανσφερίνης (CD71), ο οποίος 

κανονικά ρυθμίζεται αρνητικά στα τελικά στάδια ερυθροειδούς ωρίμανσης 

(Chen et al., 2008; Zhao et al., 2010) . 



88 
 

Από τα παραπάνω δεδομένα προκύπτουν ποικίλες συσχετίσεις με επιπτώσεις 

στην ιατρική. Περαιτέρω μελέτες σχετικά με τους μηχανισμούς με τους οποίους 

τα miRNA θα απορυθμιστούν πειραματικά σε καλλιέργειες που σχετίζονται με 

ασθένειες ερυθροκυττάρων θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε νέες θεραπείες. 

Οι τεχνολογίες για τον χειρισμό των επιπέδων συγκεκριμένων miRNA στους 

στοχευόμενους ιστούς (Brown & Naldini, 2009) θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιηθούν για τη ρύθμιση των διαταραχών των ερυθροκυττάρων με την 

εξάντληση επιβλαβών miRNA ή την υπερέκφραση των ωφέλιμων. Επιπλέον, η 

κατανόηση του τρόπου με τον οποίο αυτά τα miRNA επηρεάζουν τις ασθένειες 

των ερυθρών αιμοσφαιρίων θα βοηθήσει να εντοπιστούν νέες κυτταρικοί οδοί 

που μπορούν να υποβληθούν σε χειρισμούς με τυποποιημένες 

φαρμακολογικές προσεγγίσεις. Για παράδειγμα, αρκετά miRNA σχετίζονται με 

την αναπτυξιακή αλλαγή από τη εμβρυϊκή (γ-αλυσίδα) στην ενήλικη (β-αλυσίδα) 

σύνθεση σφαιρίνης (Bianchi, Zuccato, Lampronti, Borgatti & Gambari, 2009; 

Zhao et al., 2010). Ο καθορισμός της σημασίας αυτών των παρατηρήσεων θα 

μπορούσε να απεικονίσει νέες στρατηγικές για την αποκατάσταση της 

σύνθεσης γ-σφαιρίνης για τη θεραπεία των αιμοσφαιρινοπαθειών. 

Επιπρόσθετα, τα miRNA δείχνουν πολλές υποσχέσεις ως διαγνωστικοί 

βιοδείκτες για πολλές ασθένειες. Αυτή η ιδιότητα μπορεί να είναι ιδιαίτερα 

χρήσιμη για την παρακολούθηση της εμφάνισης, της πρόγνωσης και της 

εξέλιξης των διαταραχών της ερυθροποίησης, ιδιαίτερα καθώς ο σχετικός 

τύπος κυττάρου (κύτταρα αίματος) είναι εύκολα προσβάσιμος μέσω της 

φλεβοτομής ή αναρρόφησης και βιοψίας του μυελού των οστών. 

 

Γ.4 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΩΝ miRNA ΣΤΗ ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΗΣ 

ΑΙΜΟΣΦΑΙΡΙΝΗΣ 

Η σύνθεση της αιμοσφαιρίνης είναι μια απίστευτα πολύπλοκη διαδικασία που 

απαιτεί τη ρύθμιση μέσω cis και trans παραγόντων. Η προσθήκη σε αυτή την 

πολυπλοκότητα είναι ο μετασχηματισμός του τύπου της αιμοσφαιρίνης έναντι 

εμβρυϊκής και ενήλικης ζωής. Η πρώτη ένδειξη ότι τα miRNA εμπλέκονται στη 

ρύθμιση της σύνθεσης της αιμοσφαιρίνης προέρχεται από μελέτες του miR-144 

σε zebrafish (Fu, Du et al., 2009). Καθώς η έκφραση του miR-144 σταδιακά 

αυξάνεται κατά την ανάπτυξη του zebrafish, μειώνεται η εμβρυϊκή της έκφραση 

α-σφαιρίνης. Η αναστολή του miR-144 οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης της 

εμβρυϊκής α-σφαιρίνης χωρίς να επηρεάζεται η σύνθεση της β-σφαιρίνης. Ο 

μηχανισμός της δράσης του miR-144 επί της εμβρυϊκής α-σφαιρίνης φαίνεται 

να εμφανίζεται μέσω στόχευσης του μεταγραφικού παράγοντα KLFD. Ο KLFD 

δεσμεύεται επίσης στην περιοχή του υποκινητή του miR-144 και επάγει την 

έκφρασή του. Έτσι, το miR-144 και το KLFD (εικόνα 22) σχηματίζουν μία λούπα 

αρνητικής ανατροφοδότησης για να ρυθμίσουν τα επίπεδα του 

δεύτερου(δηλαδή του KFLFD). Η ορθόλογη πρωτεΐνη του KLFD στα θηλαστικά 

είναι άγνωστη, αλλά σχετίζεται περισσότερο με την πρωτεΐνη KLF1. Τα έμβρυα 

με γονότυπο KLF1 - / - έχουν μειωμένα επίπεδα ζ-σφαιρίνης, της μορφής  
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εμβρυϊκής α-σφαιρίνης σφαιρίνης στα θηλαστικά (Basu, Lung et al., 2007). 

Πρόσφατα, αναφέρθηκε ότι η απλοανεπάρκεια του KLF1 βρέθηκε να προκαλεί 

κληρονομική επιμονή (hereditary persistence) της εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης 

(HPFH) μέσω μειωμένης έκφρασης της BCL11A (Borg, Papadopoulos et al., 

2010). Δεν είναι σαφές εάν το miR-144 διαδραματίζει παρόμοιο ρόλο στη 

ρύθμιση της σύνθεσης της σφαιρίνης των θηλαστικών, καθώς τοι βλάβες στους 

τύπους σφαιρίνης δεν σχολιάστηκαν στις μελέτες έκφρασης των miR-144/451 

- / - σε ποντίκια (Byon & Papayannopoulou, 2012; Saki et al., 2016). 

Αν και η εμβρυϊκή αιμοσφαιρίνη (HbF) αντιπροσωπεύει μια μειοψηφία της 

ολικής αιμοσφαιρίνης που βρίσκεται σε ενήλικα κύτταρα, η έκφραση της HbF 

μπορεί να προκληθεί από μια ποικιλία χημικών ενώσεων 

(Stamatoyannopoulos, 2005). Στην πραγματικότητα, η υδροξυουρία 

χρησιμοποιείται συχνά σε ασθενείς με δρεπανοκυτταρική αναιμία για την 

αύξηση των επιπέδων της HbF, προκειμένου να βελτιωθούν τα επιβλαβή 

αποτελέσματα της ασταθούς μεταλλαγμένης αιμοσφαιρίνης των ενηλίκων 

(HbS). Εκτός από τις συνθετικές ενώσεις, ένας ενδογενής κιτ-προσδέτης (kit-

ligand), ο οποίος ως κυτοκίνη προάγει την διαφοροποίηση των προγονικών 

αιμοποιητικών κυττάρων, μπορεί επίσης να ενεργοποιήσει την σύνθεση HbF 

(Gabbianelli, Testa et al., 2003). Ο kit-ligand μπορεί να επάγει έκφραση HbF 

σε κύτταρα CD34 + αίματος του ομφάλιου λώρου (CB) που αναπτύσσονται υπό 

συνθήκες διαφοροποίησης ερυθροκυττάρων (Gabbianelli, Testa et al., 2010). 

Η παρεμπόδιση της σηματοδότησης του κιτ-προσδέτη από τον αναστολέα 

κινάσης τυροσίνης  Imatinib καταργεί τις επιδράσεις του κιτ-προσδέτη στην 

επανενεργοποίηση της έκφρασης της HbF. Προηγουμένως, η ίδια ομάδα είχε 

δείξει ότι το miR-221/222 ρυθμίζει την  διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων 

μέσω της επίδρασής του του στον υποδοχέα kit (Felli, Fontana et al., 2005). 

Επομένως, ήταν πολύ ενδιαφέρον να δούμε αν η τροποποίηση (μέσω του miR-

221/222) της έκφρασης του κιτ-υποδοχέα επηρεάζει επίσης την έκφραση της 

HbF. Η υπερέκφραση του miR-221/222 στα CB CD34 + κύτταρα εξασθενεί την 

διαφοροποίηση των ερυθροκυττάρων, τον πολλαπλασιασμό, την πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου και τη σύνθεση της HbF (Gabbianelli, Testa et al., 2010). Η 

προσθήκη  περίσσειας ενός εξωγενούς κιτ-προσδέτη δεν μπόρεσε να 

ξεπεράσει τα αποτελέσματα της έκφρασης του miR-221/222. 

Η τρισωμία 13 είναι ένα από τα σπάνια, βιώσιμα σύνδρομα ανευπλοειδίας του 

ανθρώπου και συνδέεται με καθυστερημένη μεταγωγή αιμοσφαιρίνης από 

εμβρυϊκη σε ενήλικη και επίμονα-ετεροχρονισμένα αυξημένα επίπεδα 

εμβρυϊκής αιμοσφαιρίνης (HbF) σε ορισμένες περιπτώσεις. Ανάλυση 4 

περιπτώσεων μερικής τρισωμίας 13 με αυξημένη έκφραση HbF και λεπτομερή 

δεδομένα κυτταρογενετικής χαρτογράφησης, αποκάλυψε μια συσχέτιση μεταξύ 

των αυξημένων επιπέδων HbF και της χρωμοσωματικής ζώνης 13q14 

(Sankaran, Menne et al., 2011). Σε μια αναζήτηση για υποψήφια γονίδια σε 

αυτή τη θέση, το πρόδρομο RNA για το miR-15a και το miR-16-1 ήταν ο 

κορυφαίος υποψήφιος. Η έκτοπη έκφραση των miR-15a και miR-16-1 σε 

προγονικά αιμοποιητικά κύτταρα ενήλικων ανθρώπων σε επίπεδα που 

παρατηρούνται στην τρισωμία 13 οδηγεί σε αύξηση κατά 50% της έκφρασης 
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της γ-σφαιρίνης. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι τα κύτταρα που 

υπερεκφράζουν τα miR-15a και miR-16-1 παρουσίασαν επιβράδυνση της 

εξέλιξης του κυτταρικού κύκλου μόνο στο στάδιο των κυττάρων CFU-E / προ-

ερυθροβλάστης. Για άλλη μια φορά, το  γονίδιο MYB βρέθηκε να είναι ο 

λειτουργικός παράγων που επηρεάζει τα miR-15a και miR-16-1 στη ρύθμιση 

της έκφρασης της αιμοσφαιρίνης. Περαιτέρω μελέτες σχετικά με τη ρύθμιση των 

miR-15a και miR-16-1 μπορεί να οδηγήσουν σε νέες θεραπείες για την αύξηση 

των  επιπέδων HbF σε ασθενείς με δρεπανοκυτταρική αναιμία ή β-

θαλασσαιμία, όπου ακόμη και μέτριες αυξήσεις στα επίπεδα HbF μπορεί να 

έχουν σημαντικό κλινικό αντίκτυπο (Byon & Papayannopoulou, 2012). 

Αυτές οι μελέτες αποκαλύπτουν ένα άλλο ρυθμιστικό επίπεδο στο ήδη 

πολύπλοκο πεδίο έκφρασης γονιδίων της αιμοσφαιρίνης. Αν και η ρύθμιση 

μέσω cis-ενεργοποιητικών παραγόντων είναι ο πιο άμεσος τρόπος με τον 

οποίο τα miRNAs μπορούν να ρυθμίσουν την έκφραση της σφαιρίνης, οι  trans 

παράγοντες που τροποποιούν την αρχιτεκτονική χρωματίνης όπως οι BCL11A, 

SWI / SNF και CTCF, είναι απαραίτητοι για την κατάλληλη έκφραση της 

σφαιρίνης. Ειδικότερα, η BCL11A έχει λάβει μεγάλο ενδιαφέρον, καθώς 

φαίνεται ότι είναι ένας καταστολέας έκφρασης της HbF (Sankaran, Menne et 

al., 2008). Παραμένει να δούμε εάν τα miRNAs ρυθμίζουν επίσης την έκφραση 

ή τη δραστηριότητα των trans παραγόντων ενεργοποίησης (Byon & 

Papayannopoulou, 2012). 

Εικόνα 22. Διάταξη γονιδίων β-σφαιρίνης στο χρωμόσωμα 11 και τα διαφορετικά miRNA που επιδρούν στην έκφρασή τους 
(Τροποποιημένο από Saki et al., 2015  ) 
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Γ.5  ΔΙΑΤΑΡΑΧΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ microRNA ΣΤΗ β-

ΘΑΛΑΣΣΑΙΜΙΑ 

Η θαλασσαιμία είναι μια κληρονομική διαταραχή του αίματος που προκαλείται 

από περισσότερες από 200 αυτοσωμικές μεταλλάξεις σε γονίδια σφαιρίνης με 

αποτέλεσμα την αποτυχία παραγωγής φυσιολογικών αλυσίδων σφαιρίνης. 

Παρουσιάζει διαφορετικούς φαινότυπους ανάλογα της σοβαρότητας της 

αναιμίας και των κλινικών επιπλοκών (Khanahmad et al., 2006; Saki et al., 

2016). Οι α και β-θαλασσαιμίες που προκύπτουν από διαφορετικές μεταλλάξεις 

στα γονίδια α και β σφαιρίνης αντίστοιχα, οδηγούν σε χρόνια αναιμία και 

αναποτελεσματική ερυθροποίηση στους ασθενείς (Dehgani-Fard, Kaviani, Saki 

& Mortaz, 2012). Στη β-θαλασσαιμία, η περίσσεια α αλυσίδων συσσωρεύεται 

στα ερυθροκύτταρα εξαιτίας της ανεπαρκούς έκφρασης των β αλυσίδων 

σφαιρίνης, προκαλώντας αιμόλυση και αναποτελεσματική αιμοποίηση. Οι 

επαναλαμβανόμενες μεταγγίσεις αίματος και η σύνθεση HbF είναι δύο μέθοδοι 

για την επίτευξη των θεραπευτικών στόχων σε αυτούς τους ασθενείς (Atweh & 

Schechter, 2001). Δεδομένου ότι τα miRNA εμπλέκονται στην έκφραση των 

γονιδίων σφαιρίνης (εικόνα 23) και επίσης ρυθμίζουν μεταγραφικά πολλά 

γονίδια της ερυθροποίησης, για παράδειγμα αναφέραμε τον μεταγραφικό 

παράγοντα Kruppel-like transcription factor D (KLFD), μπορεί να θεωρηθεί ότι 

οι αλλαγές στην έκφραση αυτών των μικρών RNAs είναι αποτελεσματικές στη 

μείωση των κλινικών επιπλοκών σε ασθενείς με θαλασσαιμία (Saki et al., 

2016). Η συσσώρευση των αλυσίδων σφαιρίνης καταστρέφει την μεμβράνη 

των ερυθροκυττάρων στα θαλασσαιμικά κύτταρα. Τα περισσότερα miRNA που 

αναστέλλουν την έκφραση των α γονιδίων, βελτιώνουν την αιμολυτική αναιμία. 

 Το miR-144 ως ερυθροειδικό-miRNA, εμποδίζει τη λύση των κυττάρων με 

άμεση στόχευση του ειδικού για την ερυθροποίηση παράγοντα KLFD (Fu, Du 

et al., 2009) . Ο KLFD, αλληλεπιδρώντας με τις περιοχές με αλληλουχία 

CACCC στο miR-144 και τον υποκινητή των γονιδίων α σφαιρίνης, δρα ως συν-

ρυθμιστής και των δύο γονιδίων (ibid, 2009). Έχει αποδειχθεί ότι το επίπεδο 

έκφρασης του miR-144 ελέγχει αρνητικά την έκφραση των γονιδίων α / β 

σφαιρίνης σε παιδιά με μείζονα β-θαλασσαιμία. Αυτή η ρύθμιση της γονιδιακής 

έκφρασης παρέχει την πρωταρχική βάση της κύριας θεραπείας της β-

θαλασσαιμίας, στην οποία η πρόληψη της συσσώρευσης της υπερβολικής α-

σφαιρίνης μπορεί να μειώσει τις κλινικές επιπλοκές στους ασθενείς (Wu, Xue & 

Dang, 2010).  

Το miR-150 είναι ένας άλλος υποψήφιος παράγοντας για την καταστολή της 

έκφρασης των γονιδίων της α σφαιρίνης. Αυτό το miR έχει διάφορους ρόλους 

σε τύπους ερυθροκυττάρων, λεμφοκυττάρων και μεγακαρυοκυττάρων. Αν και 

έχει μειωμένη έκφραση κατά τη διάρκεια της ερυθροποίησης, παρουσιάζει πολύ 

χαμηλότερες ποσότητες στην Ερυθραιμία (Αληθή Πολυκυτταραιμία). Ο έλεγχος 

της τύχης των προγονικών σειρών των ερυθροκυττάρων, καθώς και η 



92 
 

καταστολή της έκφρασης των γονιδίων της α σφαιρίνης είναι άλλες λειτουργίες 

αυτού του miR μαζί με το να στοχεύει τον μεταγραφικό παράγοντα MYB όπως 

περιγράφηκε και πριν στο υποκεφάλαιο Γ.1.4. 

 

 

Η χρόνια αναιμία, ο πιο σημαντικός παράγοντας στην επαγωγή της υποξίας, 

προκαλεί υπερέκφραση των υποξικά εξαρτώμενων miRs γνωστών ως 

hypoxamirs σε ασθενείς με θαλασσαιμία (Saki et al., 2016; Sarakul, 

Vattanaviboon, Tanaka, Fucharoen, Abe, Svasti & Umemura, 2013).  

Το miR-210, ως hypoxamir, αυξάνεται στα φυσιολογικά προγονικά 

ερυθροκύτταρα και σε κύτταρα με β-θαλασσαιμία / HbE και ενισχύει επίσης τον 

παράγοντα GATA1, τον Erythroid Kruppel-like factor (EKLF) και την 

ερυθροειδικό ισομορφή των ρυθμιστικών παραγόντων της ALAS2 κατά την 

ερυθροποίηση που συμβαίνει σε συνθήκες υποξίας (Sarakul et al., 2013). Αυτό 

το miR επηρεάζει επίσης την έκφραση του υποδοχέα τρανσφερίνης (CD71) και 

της γλυκοφορίνης Α (GPA, CD235a) κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης των 

ερυθροκυττάρων, αυξάνοντας έτσι τα επίπεδα α και γ σφαιρίνης τα οποία 

ακολουθούνται από αυξημένα επίπεδα HbF (ibid, 2013). Η παραγωγή υψηλών 

επιπέδων HbF, ως αποτέλεσμα αλλαγής της γονιδιακής έκφρασης της 

σφαιρίνης, αποτελεί θεραπευτική προσέγγιση σε ασθενείς με 

αιμοσφαιρινοπάθεια. 

Μειωμένη έκφραση του miR-503 που ρυθμίζει τη διακοπή του κυτταρικού 

κύκλου και την απόπτωση, βρέθηκε σε κύτταρα με μεταλλάξεις β-θαλασσαιμίας 

(Roy, Bhattacharya, Lahiri, Dasgupta, Banerjee, Chandra & Das, 2012). Το 

γονίδιο CDC25A αποτελεί στόχο για αυτό το miR και εμπλέκεται στον κυτταρικό 

κύκλο και στις αποκρίσεις σε περίπτωσης βλάβης του DNA. Τα θαλασσαιμικά 

Εικόνα 23. Απορρύθμιση της έκφρασης των miRNA ανάμεσα σε φυσιολογικά ερυθροκύτταρα (αριστερά) 
και σε κύτταρα με β-θαλασσαιμία (δεξιά) ( Τροποποιημένο από Saki et al., 2015) 
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κύτταρα παρουσιάζουν υπέρ-έκφραση κατά 1000 φορές του CDC25A λόγω 

χαμηλών επιπέδων αυτού του miR, γεγονός που αποτελεί σημαντικό 

παράγοντα για την αναποτελεσματική αιμοποίηση που εμφανίζεται σε τέτοιους 

ασθενείς (ibid, 2012). Η επαγωγή των miR-503, miR-322 / 424 ή άλλων 

παραγόντων που εξαρτώνται από την υποξία όπως το miR-21 και ο 

εξαρτώμενος από την κυκλίνη αναστολέας κινάσης ρ21, καταστέλλουν την 

CDC25A και εμποδίζουν την ανάπτυξη σε προγονικά θαλασσαιμικά κύτταρα 

και καρκινικά κύτταρα αντίστοιχα (ibid, 2012; De Oliveira, Zhang, Wang & Lazo, 

2009).  

Ένα άλλο ερυθροειδικό miRNA,το  miR-451, προκαλεί διαφοροποίηση 

ερυθροκυττάρων σε κύτταρα CD133+ και επίσης κατά τη διάρκεια της 

ερυθροποίησης, εμφανίζει πλεονάζουσα έκφραση (Zhan, Miller, 

Papayannopoulou, Stamatoyanopoulos & Song, 2007). Ωστόσο, στα κύτταρα 

β-θαλασσαιμίας / HbE, το miR-451 είναι σημαντικά υπερεκφρασμένο και  

σχετίζεται με την αναποτελεσματική αιματοποίηση, τη χρόνια αιμολυτική 

αναιμία και τη γενικότερη σοβαρότητα της θαλασσαιμίας. Η υπερέκφραση του 

miR-451 σχετίζεται με τη μείωση των επιπέδων των μεταγραφών της α 

αλυσίδας σφαιρίνης, της γλυκοφορίνης-Α και του GATA-1 και παρατηρείται 

επίσης σε θαλασσαιμικά κύτταρα που έχουν χαμηλά επίπεδα αιμοσφαιρίνης 

και περισσότερα δικτυοερυθροκύτταρα. Η υπερ-έκφραση του miR-451 είναι πιο 

αποτελεσματική στην αύξηση της έκφρασης των γονιδίων α και β σφαιρίνης 

από την γ-σφαιρίνη (Zhan et al., 2007; Saki et al, 2016). Η αυξημένη έκφραση 

αυτού του miR είναι επίσης παρούσα σε άλλες αιμοσφαιρινοπάθειες και στην 

πολυκυτταραιμία, όπου η ερυθροποίηση λαμβάνει χώρα σε υψηλότερο 

επίπεδο (Chen, Wang, Telen & Chi, 2008; Schaeffer, West, Conine & Lowrey, 

2014).  

Συνολικά, σύμφωνα με τη σημασία που έχουν τα miRNA στην έκφραση των 

γονιδίων σφαιρίνης, η επανενεργοποίηση αυτών των γονιδίων, η οποία μπορεί 

να αλλάξει την κατάσταση των θαλασσαιμικών κυττάρων και να βελτιώσει την 

παθοφυσιολογία και τα κλινικά συμπτώματα αιμοσφαιρινοπάθειας, θα 

καθιστούσε δυνατή τη χρήση αυτών των μικρών μη κωδικοποιούντων RNA ως 

νέους θεραπευτικούς στόχους. 

 

Γ.6 ΤΕΛΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ- ΕΠΙΛΟΓΟΣ 

• Τα microRNA είναι μικρά μη κωδικοποιητικά RNA που ρυθμίζουν αρνητικά 

την γονιδιακή έκφραση μέσω αποικοδόμησης mRNA ή μεταφραστικής 

καταστολής. Αναγνωρίζεται όλο και περισσότερο ότι τα miRNA 

διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο σε όλες σχεδόν τις κυτταρικές διεργασίες, 

ιδιαίτερα κατά την ανάπτυξη. Η λειτουργία των miRNA στην αιμοποίηση, 

συμπεριλαμβανομένης της ερυθροποίησης, αρχίζει να διασαφηνίζεται. 

• Παρά τα σημερινά οφέλη της γνώσης σχετικά με τη βιολογία του miRNA 

στην ερυθροποίηση και τη φυσιολογία των ερυθροκυττάρων, η κατανόησή 

μας παραμένει περιορισμένη. Ένα σημαντικό κενό είναι μια εκτεταμένη 



94 
 

ανάλυση της έκφρασης του miRNA κατά τη διάρκεια συγκεκριμένων 

σταδίων της ερυθροποίησης, τόσο στον άνθρωπο όσο και σε άλλους 

ζωικούς οργανισμούς. Ιδανικά, αυτό θα πραγματοποιείται σε πληθυσμούς 

υψηλής καθαρότητας σε πρόσφατα απομονωμένα πρωτογενή δείγματα, 

αντί να βασίζονται σε καλλιεργημένα κύτταρα. Η έλευση της τεχνολογίας του 

προσδιορισμού της αλληλουχίας των  RNA (sequencing) θα πρέπει να 

βελτιώσει σημαντικά την ικανότητά μας να μετρήσουμε την έκφραση των 

miRNA, καθώς αυτή η τεχνική μπορεί να συλλάβει τις επιδράσεις της 

επεξεργασίας RNA, η οποία είναι πέρα από τις τρέχουσες προσεγγίσεις με 

μικροσυστοιχίες και PCR. 

• Ένα σημαντικό εμπόδιο που πλήττει το πεδίο μελέτης των miRNA γενικά, 

είναι ο εντοπισμός του mRNA στόχου. Επί του παρόντος, υπάρχει μεγάλη 

εξάρτηση από τη χρήση αλγόριθμων πρόβλεψης και από τις βάσεις 

δεδομένων για την επιλογή δυνητικών στόχων που ακολουθούνται από την 

εκτέλεση πολλαπλών διαφορετικών προσδιορισμών για την επικύρωση 

ενός μόνο στόχου. Αυτή η διαδικασία μπορεί να είναι αρκετά επίπονη και 

χρονοβόρα καθώς οι αρκετοί πιθανοί στόχοι πρέπει να εξεταστούν 

πειραματικά πριν να βρεθεί ένα επικυρωμένα θετικό αποτέλεσμα. 

• Ένας άλλος τομέας που αξίζει πρόσθετη μελέτη είναι η ρύθμιση της 

έκφρασης του miRNA. Αυτό δεν περιλαμβάνει μόνο την ταυτοποίηση των 

cis- και trans- ρυθμιστικών παραγόντων που επάγουν ή καταστέλλουν την 

έκφραση του miRNA, αλλά επίσης και τον τρόπο με τον οποίο ρυθμίζεται η 

αποικοδόμηση του miRNA. 

Αυτό έχει άμεση σχέση με την ερυθροποίηση, καθώς η  μελέτη των Zhang et 

al. (2011), αναφέρει ότι τα επίπεδα έκφρασης του miRNA σε παγκόσμια 

κλίμακα μειώνονται με την ωρίμανση των ερυθροκυττάρων. Αυτό οφείλεται σε 

μειωμένη έκφραση ή λειτουργία της καταλυτικής δραστηριότητας του 

μηχανισμού βιογένεσης του miRNA, ή θα μπορούσε να υπάρξει και θετική 

ρύθμιση των γονιδίων που εμπλέκονται στην αποικοδόμηση του miRNA; 

Εναλλακτικά, είναι αυτό ένα φαινόμενο που αντανακλά την θετική ρύθμιση των 

γονιδίων που συμμετέχουν στην ερυθροποίηση; 
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