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Εισαγωγή
Τα περισσότερα γονίδια των θηλαστι-

κών παράγουν εναλλακτικά αντίγραφα 
(transcripts) σαν μέρος του φυσιολογικού 
προγράμματος έκφρασης1–4. Τα εναλλα-
κτικά αντίγραφα περιλαμβάνουν splicing, 
πολυαδενυλίωση (polyadenylation) και 
γονίδια επαγωγής της μεταγραφής (tran-
scription initiation), που μπορούν να 
εκφράζονται διαφορετικά σε διαφορετι-
κούς ιστούς4–7

, παρέχοντας έτσι όλο το 
εύρος έκφρασης των γονιδίων που απαι-
τείται για την κυτταρική διαφοροποίη-
ση και τις εξειδικευμένες λειτουργίες των 
ιστών. Τυχόν διαταραχή στην ισορροπία 
των εναλλακτικών αντιγράφων, ιδιαίτερα 
στο επίπεδο του splicing, μπορεί να επη-
ρεάσει την αγγειογένεση8, την κυτταρική 
διαφοροποίηση9 και τη διήθηση10. Ένας 
μεγάλος αριθμός δεδομένων υποστηρί-
ζουν τη σχέση μεταξύ διαταραχών στο 
εναλλακτικό splicing και στον καρκίνο, 
ούτως ώστε η ταυτοποίηση ισομορφών 
αντιγράφων (transcript isoforms) θεω-
ρείται πλέον σαν μια σημαντική οδός για 
τη διάγνωση και τη θεραπεία του καρκί-
νου11,12. 

Η διαταραχή της έκφρασης των ισο-
μορφών του splicing στον καρκίνο μπο-
ρεί να προκύπτει από διαφορετικές 
γενετικές διαδικασίες. Από τη μία, οι 

μεταλλάξεις στις cis-ρυθμιστικές αλλη-
λουχίες οδηγούν σε ανώμαλη έκφραση 
ειδικών ισομορφών, όπως έχει παρα-
τηρηθεί στο γονίδιο BRCA1 στον καρ-
κίνο του μαστού και των ωοθηκών13. 
Μια άλλη τάξη γεγονότων που επη-
ρεάζουν την έκφραση των ισομορφών 
του splicing, περιλαμβάνουν διαταρα-
χές στους μηχανισμούς που αφορούν 
στο mRNA ή στην αντίστοιχη οδό μετα-
γωγής σήματος. Αυτές μπορεί να επη-
ρεάζουν το splicing ειδικών γονιδίων, 
όπως το CD4414–16, αλλά μπορεί επίσης 
να προκαλούν ευρύτερες διαταραχές της 
έκφρασης των ισομορφών, καθώς μπο-
ρεί να επηρεάζεται εν σειρά η έκφραση 
πολλών γονιδίων17–20. Στοιχεία ευρύτε-
ρων μεταβολών στην εναλλακτική αντι-
γραφή που συνδέονται με τον καρκίνο 
υπάρχουν, για παράδειγμα, στις βάσεις 
δεδομένων EST, όπου ένα μεγάλο μέρος 
από προϊόντα που προκύπτουν από 
splicing σχετίζονται με συγκεκριμένους 
όγκους21. Ωστόσο, ενώ οι περισσότερες 
μελέτες που αφορούν στο splicing και 
στον καρκίνο επιχειρούν να απομονώ-
σουν μια «υπογραφή» ενός συγκεκρι-
μένου είδους splicing που να εμφανίζει 
σημαντική έκφραση στα παθολογικά 
κύτταρα, καμιά δημοσιευμένη μελέτη 
δεν εστίασε μέχρι σήμερα στο μέγεθος 

των διαταραχών του splicing που εμφα-
νίζονται όταν οι μηχανισμοί του splicing 
πάσχουν.

Ο σκοπός της παρούσης μελέτης ήταν 
η εκτίμηση του εύρους και των χαρακτη-
ριστικών των μη ειδικών εναλλακτικών 
μεταγραφικών διαταραχών στον καρκίνο. 
Αντί να αναζητήσουμε «ενδιαφέρουσες» 
υπογραφές ισομορφών, αναλύσαμε την 
κατανομή όλων των ισομορφών από ένα 
μόνο γονίδιο σε έναν δεδομένο ιστό. Η 
υπόθεση εργασίας μας ήταν, ότι σε έναν 
ιστό όπου οι μηχανισμοί του splicing 
είναι διαταραγμένοι, η κατανομή των 
ισομορφών μπορεί να είναι περισσότε-
ρο ακανόνιστη σε σύγκριση με έναν ιστό 
- μάρτυρα. Για τη μέτρηση του επιπέδου 
της αταξίας σε tag libraries του πυρηνι-
κού DNA, δανειστήκαμε την έννοια της 
εντροπίας από τη θεωρία της πληρο-
φορίας. Εφαρμόσαμε αυτή τη μέθοδο 
και στις τρεις μορφές της εναλλακτικής 
μεταγραφής, συγκρίνοντας τις κατανο-
μές των ισομορφών σε ζεύγη παθολο-
γικών και υγιών ιστών. Τα αποτελέσματά 
μας δείχνουν ότι ούτε η εναλλακτική 
πολυαδενυλίωση ούτε η εναλλακτική 
επαγωγή της μεταγραφής συσχετίζονται 
με διαταραγμένη έκφραση ισομορφών. 
Ωστόσο, στους μισούς από τους καρκί-
νους που μελετήθηκαν, το εναλλακτικό 
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Στη γενετική, το splicing είναι η τροποποίηση της γενετικής πληροφορίας μετά τη μεταγραφή, 
καθώς ορισμένα ιντρόνια από το θυγατρικό αγγελιοφόρο RNA (pre-mRNA) απομακρύνονται και 
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προετοιμάζει το pre-mRNA ώστε να παράγει το ώριμο αγγελιοφόρο RNA (mRNA), το οποίο 
στη συνέχεια υφίσταται μετάφραση σαν μέρος της σύνθεσης των πρωτεϊνών. Το splicing περι-
λαμβάνει μια σειρά από βιοχημικές αντιδράσεις, οι οποίες καταλύονται από το spliceosome, ένα 
σύμπλοκο από μικρές ριβονουκλεοπρωτείνες του πυρήνα (snRNPs).
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splicing εμφάνισε μια σημαντική αύξη-
ση της εντροπίας συγκριτικά με τους υγι-
είς ιστούς. Αναλύουμε αυτή την αύξηση 
της εντροπίας και συζητούμε τις πιθανές 
αιτίες της.

Αποτελέσματα
Εντροπία των ισομορφών: Ορισμός 

Δεδομένης μιας τυχαίας μεταβλητής 
X με P(xi) πιθανότητες για μιά συγκε-
κριμένη σειρά συμβάντων x1,….,k, η 
εντροπία κατά Shannon, γνωστή επί-
σης και σαν Εντροπία της Πληροφορί-
ας, ορίζεται ως εξής :

H(X) = -Σ Ρ(xi)logP(xi)
H Εντροπία, και άρα η αταξία, είναι 

μέγιστη όταν η πιθανότητα όλων των 
συμβάντων P(xi) είναι ίση και συνε-
πώς, η έκβαση είναι αβέβαιη στο μέγι-
στο βαθμό. Εδώ, η έννοια της εντροπίας 
κατά Shannon εφαρμόζεται στα πρότυ-
πα έκφρασης διαφορετικών μεταγραφι-
κών ισομορφών μέσα σε συγκεκριμένα 
πλαίσια. Στο παράδειγμα του σχήμα-
τος 1, το γονίδιο 1 έχει 4 εναλλακτικές 
μορφές που προκύπτουν από splicing 
(SP1…SP4) και μελετούμε την έκφρασή 
τους σε φυσιολογική παρεγκεφαλίδα 
και σε δείγματα από όγκους παρεγκε-
φαλίδας. 

Για κάθε μορφή splice, μετρούμε τον 
αριθμό των μεταγραφικών αντιτύπων 
που παρατηρήθηκαν σε διαφορετικά 
είδη ιστών. Για παράδειγμα, οι μορφές 
splice του γονιδίου SP1 που αντιστοι-

χούν με matching ESTs/cDNAs, παρα-
τηρούνται 4 φορές σε βιβλιοθήκες με 
όγκους της παρεγκεφαλίδας και μόνο 
μία φορά σε βιβλιοθήκες με φυσιο-
λογικούς ιστούς. Για το γονίδιο αυτό, 
η ισομορφική εντροπία που αφορά 
στις 4 splice μορφές, είναι μεγαλύτε-
ρη σε δείγματα όγκων παρά στην φυσι-
ολογική παρεγκεφαλίδα, γεγονός που 
αντανακλά μια περισσότερο ομοιογε-
νή ιστική κατανομή των ισομορφών στις 
βιβλιοθήκες των καρκινικών ιστών. 

Οι καρκινικοί ιστοί εμφανίζουν μεγαλύ-
τερη ισομορφική εντροπία

Υποθέσαμε ότι οι διαταραχές των 
μηχανισμών ελέγχου της μεταγραφής 
και της μετα-μεταγραφής στον καρκί-
νο ή σε άλλες παθήσεις προκαλούν 
την απώλεια της ειδικής για τους ιστούς 
έκφρασης ορισμένων μεταγραφικών ισο-
μορφών. Αυτή η απώλεια μπορεί να 
μετρηθεί μέσω της αύξησης της εντρο-
πίας στο πρότυπο έκφρασης των ισο-
μορφών ενός συγκεκριμένου γονιδίου. 
Μετρώντας τον μέσο όρο της αύξησης ή 
της μείωσης της εντροπίας σε ικανό αριθ-
μό γονιδίων που εκφράζονται σε ζεύγος 
παθολογικού και φυσιολογικού ιστού, 
θα μπορούσαμε να παρατηρήσουμε μια 
σημαντική μεταβολή της εντροπίας εάν η 
έκφραση των ισομορφών διαταράσσεται 
στη δεδομένη νόσο.

Λάβαμε στοιχεία από τις βάσεις δεδο-
μένων FANTOM31 και ATD database22. 

Στη συνέχεια, συσχετίσαμε τις ισομορ-
φές στο cDNA και χαρτογραφήσαμε 
κάθε cDNA στην αντίστοιχη πληροφο-
ρία του (ιστός/νόσος) χρησιμοποιώντας 
την EvoC ontology23 για τα ESTs/cDNAs 
ή το άμεσο parsing των βάσεων δεδομέ-
νων CAGE/SAGE databases. Ένα γονίδιο 
εισήλθε στους υπολογισμούς εντροπί-
ας μόνο εάν είχε τουλάχιστον δύο εναλ-
λακτικές ισομορφές υποστηριζόμενες 
από τουλάχιστον 10 διαφορετικά αντί-
γραφα (transcripts) από 3 διαφορετικές 
βιβλιοθήκες, άρα συνολικά 20 αντίγρα
φα σχετικά με το δεδομένο γονίδιο. Για 
να μετρήσουμε τις μεταβολές της εντρο-
πίας των ισομορφών σε ζεύγος υγιούς / 
παθολογικού ιστού, χρειαστήκαμε τουλά-
χιστον 50 γονίδια και 100 ισομορφές, τα 
οποία να εκφράζονται τόσο σε υγιείς όσο 
και σε παθολογικούς ιστούς. Μελετήσαμε 
αποκλειστικά τις ισομορφές που παρατη-
ρούνται σε υγιείς και παθολογικές κατα-
στάσεις και αποκλείσαμε ισομορφές που 
εμφανίζονται σε EST βιβλιοθήκες πολλών 
καρκίνων24.

Καθορίσαμε το λόγο εντροπίας ενός 
γονιδίου, ως το λόγο της εντροπίας του 
γονιδίου στη νόσο προς την εντροπία του 
ίδιου γονιδίου σε φυσιολογική κατάσταση. 
Ο λόγος εντροπίας ενός ζεύγους παθολο-
γικού / φυσιολογικού ιστού ορίστηκε ως 
ο μέσος όρος των λόγων εντροπίας όλων 
των διαθέσιμων γονιδίων στο συγκεκριμέ-
νο ζεύγος. Το σχήμα 2 παρουσιάζει τους 
λόγους εντροπίας για διαφορετικές παθή-

Σχήμα 1. Παράδειγμα του 
υπολογισμού της εντροπίας 
κατά Shannon για ένα γονίδιο 
με τέσσερις ισομορφές splicing 
SP1..SP4. Οι μετρήσεις EST 
counts παρέχονται για κάθε 
μία ισομορφή σε φυσιολογικό 
και καρκινικό ιστό (1.38 έναντι 
1.16 bits).
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σεις, σε ό,τι αφορά στην εναλλακτική επα-
γωγή (Α), την πολυαδενυλίωση (Β) και το 
splicing (C). Ένας λόγος εντροπίας ίσος με 
τη μονάδα σημαίνει ότι η εντροπία των 
ισομορφών δε διαφέρει μεταξύ υγιούς 
και παθολογικής κατάστασης (παχιά γραμ-
μή στο σχήμα 2). Για να υπολογίσουμε 
τα διαστήματα σημαντικότητας, πραγματο-
ποιήσαμε τυχαίες δοκιμές, διαιρώντας τη 
μέση εντροπία 1000 τυχαία επιλεγμένων 
γονιδίων που αφορούσαν σε ζεύγη παθο-
λογικών / φυσιολογικών ιστών με αυτήν 
άλλων 1000 τυχαία επιλεγμένων γονιδίων 
που αφορούσαν σε ζεύγη παθολογικών / 
φυσιολογικών ιστών και επαναλάβαμε την 
διαδικασία 10.000 φορές. Αυτή η διαδικα-
σία πραγματοποιήθηκε ανεξάρτητα σε τρία 
αρχεία που περιείχαν στοιχεία ισομορφών. 
Οι τιμές των υψηλότερων και των χαμηλό-
τερων εκατοστιαίων αναλογιών εμφανίζο-
νται στο σχήμα με κόκκινες και πράσινες 
κάθετες γραμμές, αντίστοιχα.

Οι λόγοι εντροπίας για την εναλλακτι-
κή επαγωγή και την πολυαδενυλίωση δεν 
έφθασαν στα όρια σημαντικότητας (σχήμα 
2Α και 2Β) στα μελετηθέντα ζεύγη ιστών. 
Αυτό υποδηλώνει ότι η έκφραση της εναλ-
λακτικής πολυαδενυλίωσης και οι ισομορ-
φές επαγωγής δεν εμφανίζουν σοβαρές 
διαταραχές στον καρκίνο. Το εναλλακτικό 
splicing, όμως, εμφάνισε διαφορετικό προ-
φίλ στους 24 από τους 27 μελετηθέντες 
καρκινικούς ιστούς, καθώς βρέθηκε υψη-
λότερο επίπεδο εντροπίας σε σύγκριση με 
τους φυσιολογικούς μάρτυρες (σχήμα 2C). 
Αυτή η αύξηση της εντροπίας ήταν ιδιαίτε-

ρα σημαντική σε 13 περιπτώσεις, γεγονός 
που υποδηλώνει ότι η έκφραση των ισο-
μορφών του splicing διαταράσσεται σοβα-
ρά σε ορισμένους όγκους. Οι υγιείς ιστοί 
δεν εμφάνισαν σε καμία περίπτωση υψη-
λότερη εντροπία από τους καρκινικούς. 
Καμιά άλλη παθολογία, πλην του καρ-
κίνου, από όσες μελετήθηκαν (αρθρίτις, 
ασκίτης, σχιζοφρένεια) δεν εμφάνισε αυξη-
μένη εντροπία των παθολογικών ιστών σε 
σύγκριση με τους φυσιολογικούς. 

Η παρατηρηθείσα μεταβολή της εντρο-
πίας δεν μπορεί να αποδοθεί σε διαφορές 
της δειγματοληψίας μεταξύ των βιβλιο-
θηκών. Ο αριθμός των ESTs/cDNAs που 
χρησιμοποιήθηκαν για να υπολογισθεί η 
εντροπία δεν διέφεραν σημαντικά μετα-
ξύ υγιών και παθολογικών ιστών, κυρίως 
λόγω του ότι μελετήσαμε μόνο ισομορφές 
που εκφράζονται τόσο στους φυσιολογι-
κούς όσο και στους παθολογικούς ιστούς. 
Τέλος, η αύξηση της εντροπίας που παρα-
τηρήθηκε δεν μπορεί να αποδοθεί σε επί-
δραση του μεγέθους των μελετηθέντων 
EST βιβλιοθηκών.

Οι παράγοντες που σχετίζονται με το 
splicing υπερ-αντιπροσωπεύονται στα 
τροποποιημένα μέσω splicing γονίδια 

Στους 10 περισσότερο αποδιοργανω-
μένους καρκινικούς ιστούς, η αύξηση της 
εντροπίας του splicing οφειλόταν σε διατα-
ραχές 16 έως 258 γονιδίων, ή 30%-68% 
από την ομάδα των γονιδίων που ήταν 
διαθέσιμα για υπολογισμό εντροπίας σε 
αυτούς τους ιστούς. Αυτό υποδηλώνει 

ότι οι διαταραχές του splicing προκαλού-
νται από παράγοντες που ρυθμίζουν ταυ-
τόχρονα πολλαπλά γονίδια. Συνεπώς, σε 
ομάδες όπου διαταραγμένα μέσω splicing 
γονίδια από διαφορετικούς ιστούς εμφανί-
ζουν μικρή εφίππευση, δεν μπορούμε να 
απομονώσουμε μια λίστα γονιδίων που 
να εμφανίζουν υψηλή τάση διαταραχών 
τύπου splicing. Ωστόσο, αναδεικνύεται μια 
καθαρή λειτουργική τάση όταν ιστοί με 
μεγάλη αύξηση της εντροπίας συνυπάρ-
χουν. Στους 10 καρκινικούς ιστούς που 
εμφάνισαν τη μεγαλύτερη αύξηση στη 
σχετιζόμενη με το splicing εντροπία (από 
καρκίνο στομάχου/φυσιολογικό στόμαχο 
έως αστροκύττωμα/φυσιολογικό εγκέφα-
λο, σχήμα 2), αναλύσαμε όλα τα γονίδια 
που έδειξαν αύξηση της σχετιζόμενης με 
το splicing εντροπίας (414 γονίδια).

Σημειώσαμε ότι τα περισσότερα στοι-
χεία μεταξύ των διαταραγμένων, λόγω 
splicing, γονιδίων είτε περιέχουν “RNA 
splicing” είτε πρόκειται για μεγαλύτερα 
σύνολα που εμπεριέχουν RNA splicing. 
Η τάξη των “RNA splicing” περιέχει κατε
ξοχήν παράγοντες που σχετίζονται με το 
splicing. Αυτό υποδηλώνει ότι οι διατα-
ραχές του splicing σε ορισμένους παρά-
γοντες – κλειδιά μπορεί να εμπλέκεται 
στις πλέον εκτεταμένες διεργασίες splicing 
που παρατηρήθηκαν σε ιστούς, με μεγά-
λη αύξηση της σχετιζόμενης με το splicing 
εντροπίας. Αυτός ο εμπλουτισμός παρα-
τηρείται μόνο μετά την απομόνωση των 
καρκινικών ιστών, γεγονός που σημαίνει 
ότι ο αριθμός των διαταραγμένων παρα-

Σχήμα 2. Ο λόγος της μέσης 
ισομορφικής εντροπίας σε καρ-
κινικούς έναντι φυσιολογικών 
ιστών. Η τιμή 1 υποδηλώνει 
ότι η μέση εντροπία ανά γονίδιο 
στους καρκινικούς ιστούς ισούται 
με τη μέση εντροπία ανά γονίδιο 
στους φυσιολογικούς ιστούς. Ο 
πρώτος αριθμός στις παρενθέσεις 
αντιστοιχεί στον αριθμό των γο-
νιδίων που χρησιμοποιήθηκαν 
για τον υπολογισμό της αύξησης 
της εντροπίας και ο δεύτερος α-
ριθμός αντιστοιχεί στη συνολική 
κάλυψη στις βιβλιοθήκες ESTs/
cDNAs/SAGEs για παθολογικούς 
και υγιείς ιστούς. Εμφανίζονται 
μόνο είδη ιστών για τους οποίους 
ήταν διαθέσιμα, για μέτρηση του 
λόγου εντροπίας, τουλάχιστον 
50 γονίδια και 100 ισομορφές. 
(A) εναλλακτική επαγωγή. (B) 
εναλλακτική πολυαδενυλίωση. 
(C) εναλλακτικό splicing.
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γόντων του splicing σε μια δεδομένη 
παθολογία είναι μικρός. Ένας συνολικός 
αριθμός 13 παραγόντων splicing, εμφανί-
ζει σημαντική αύξηση στη σχετιζόμενη με 
το splicing εντροπία στους μελετηθέντες 
καρκινικούς ιστούς. Οι περισσότεροι είναι 
δομικοί παράγοντες του splicing και μόνο 
τρεις (TRA2B, U2AF1, SF3A2) εμπλέκονται 
στη ρύθμιση του εναλλακτικού splicing. 

Οι παράγοντες αυτοί, υπόκεινται σε εναλ-
λακτικό splicing σε υψηλότερους ρυθμούς 
συγκριτικά με το μέσο όρο των γονιδίων: 
72% από τους 58 γνωστούς παράγοντες 
του splicing στην Gene Ontology22 έχουν 
τουλάχιστον μια εναλλακτική μορφή splice 
στη βάση δεδομένων ATD25, με κατά 
μέσο όρο 5.4 ισομορφές ανά γονίδιο, σε 
σύγκριση με 62% εναλλακτικού splicing 
και 3.4 ισομορφές ανά γονίδιο στο σύνο-
λο των γονιδίων της βάσης ATD. Η απορ-
ρύθμιση των παραγόντων του splicing 
είναι ένα σημαντικό χαρακτηριστικό των 
ιστών όπου διαταράσσεται το συνολικό 
splicing. Αυτό, με τη σειρά του, υποδη-
λώνει ότι η λανθασμένη θέση των splice 
παραγόντων μπορεί να αποτελεί πιθανή 
αιτία γενικευμένης διαταραχής του splicing 
σε αυτούς τους ιστούς. 

Η αύξηση της εντροπίας του splicing συ-
σχετίζεται με την υπογραφή πολλαπλα-
σιασμού (Proliferation Signature)

Αν και οι όγκοι είναι ποικίλοι και ετε-
ρογενείς, όλοι μοιράζονται την κομβι-
κή δυνατότητα να πολλαπλασιάζονται 
σε μεγαλύτερους ρυθμούς σε σύγκρι-
ση με τους φυσιολογικούς ιστούς και 
αυτό, παρά τον στενό έλεγχο που ασκεί 
συνήθως ο οργανισμός στον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό. Για να μελετήσουμε 
δυνητικές σχέσεις μεταξύ διαταραγμένης 
έκφρασης ισομορφών και υψηλών επι-
πέδων πολλαπλασιασμού, κατατάξαμε 
τους τύπους καρκίνου που απορρυθμί-
ζουν τους μηχανισμούς του splicing (σχή-
μα 2C) σε συνάρτηση με το μιτωτικό τους 
δυναμικό. Για να εκτιμήσουμε τις μιτώ-
σεις, απομονώσαμε τα 188 γονίδια από 
το πρότυπο του «κυτταρικού κύκλου» των 
Stuart et al.26, μια ομάδα συνεκφραζόμε-
νων γονιδίων, που έδειξαν να διαθέτουν 

αυξημένα στοιχεία που υπερεκφράζονται 
σε εντόνως πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα 
και των οποίων η εκσεσημασμένη έκφρα-
ση είναι ένας δείκτης εισόδου στον κυττα-
ρικό κύκλο27. Από αυτά, τα 92 φάνηκαν να 
υπερεκφράζονται, ιδιαίτερα κατά τη διάρ-
κεια μιας από τις μιτωτικές φάσεις και άλλα 
17 εμφάνισαν σημαντικά στοιχεία υπέρ 
μιας πιθανής υπερέκφρασής τους στα πολ-
λαπλασιαζόμενα κύτταρα. 

Συνεπώς, χρησιμοποιήσαμε τη μεγάλη 
έκφραση αυτών των δεικτών σαν έμμεση 
ένδειξη υψηλού μιτωτικού ρυθμού. Για να 
αποκτήσουμε ένα «δείκτη μίτωσης» των 
καρκινικών δειγμάτων, υπολογίσαμε το 
μέσο επίπεδο έκφρασης των 188 δεικτών 
σε κάθε ένα από τα 3.787 δημοσιοποιημέ-
να πειράματα Affymetrix microarray, που 
έγιναν με καρκινικά δείγματα28. Τα δείγ-
ματα κατατάχθηκαν, έτσι, σε πέντε κατη-
γορίες, από χαμηλή έως ταχεία μίτωση. 
Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι οι κυτταρι-
κές μιτώσεις, όπως μετρήθηκαν από την 
έκφραση των γονιδίων του κυτταρικού 
κύκλου, συσχετίζονται σημαντικά με την 
αύξηση της σχετιζόμενης με το splicing 
εντροπίας. Αυτή η παρατήρηση μας οδή-
γησε στην ερώτηση σχετικά με τις πιθα-
νές συσχετίσεις μεταξύ της εντροπίας του 
splicing και του κυτταρικού πολλαπλασια-
σμού σε πλαίσια μη παθολογικά. 

Συγκρίναμε την ισομορφική εντροπία 
του splicing σε εμβρυϊκούς και ιστούς 
ενηλίκων, όπως συγκρίναμε παθολογι-
κούς και υγιείς ιστούς. Ενώ οι εμβρυϊκοί 
ιστοί αναμένεται να εμφανίζουν υψηλότε-
ρα επίπεδα μιτώσεων σε σύγκριση με τους 
αντίστοιχους ιστούς των ενηλίκων, δεν 
μπορέσαμε να ανιχνεύσουμε σημαντική 
αύξηση της εντροπίας στους εμβρυϊκούς 
ιστούς. Αυτό υποδηλώνει ότι η αύξηση 
της ισομορφικής εντροπίας που παρατη-
ρείται στους καρκινικούς ιστούς με υψηλό 
μιτωτικό ρυθμό σχετίζεται μόνον έμμεσα 
με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό.

Συζήτηση
Ενώ προηγούμενες μελέτες σχετι-

κές με διαταραχές του splicing στον 
καρκίνο εστίασαν κυρίως στην ανακά-
λυψη «παθολογικών» παραγώγων, η 

παρούσα μελέτη ασχολήθηκε με μετα-
βολές στην ισορροπία των παραγώ-
γων, έτσι όπως αυτά εκφράζονται σε 
υγιείς και παθολογικούς ιστούς. Αυτή η 
νέα προοπτική μας βοήθησε να χαρα-
κτηρίσουμε ένα άλλο είδος διαταρα-
χών του splicing, όπου η έκφραση των 
splice παραγώγων ισοπεδώνεται στους 
όγκους. Ενώ οι ισομορφές από το ίδιο 
γονίδιο εκφράζονται συνήθως διαφο-
ρετικά σε δεδομένο ιστό με καθαρές 
μείζονες και ελάσσονες μορφές, αυτές 
οι διαφορές στην έκφραση μειώνονται 
στον καρκίνο και αυτό οδηγεί σε αύξηση 
της ισομορφικής εντροπίας. Αν και ελεγ-
χόμενα συμβάντα υπερ/υπο-έκφρασης 
μπορεί εξ ορισμού να ισοπεδώσουν τη 
γονιδιακή έκφραση, θεωρούμε απίθα-
νο η γενικευμένη αύξηση της εντροπίας 
που παρατηρείται στον καρκίνο να οφεί-
λεται σε συνδυασμό πολλαπλών ελεγ-
χόμενων μεταβολών στην έκφραση των 
ισομορφών. 

Η αύξηση αυτή της εντροπίας είναι 
μάλλον σημάδι μιας γενικής απώλει-
ας ρύθμισης που αφορά σε ευρείες, μη 
ειδικές διαταραχές του εναλλακτικού 
splicing. Δεν παρατηρήσαμε παρόμοιες 
διαταραχές σχετιζόμενες με τον καρκίνο 
στην εναλλακτική μεταγραφική επαγω-
γή και στην εναλλακτική πολυαδενυ-
λίωση, τις δύο άλλες διαδικασίες που 
σχετίζονται με την έκφραση ισομορ-
φών ειδικών της νόσου. Προηγούμενες 
προσπάθειες για να εξακριβωθούν ειδι-
κές του καρκίνου ισομορφές splice μορ-
φές, είτε μέσω ανάλυσης αρχείων EST ή 
μέσω πειραμάτων, αγνόησαν τις μη ειδι-
κές διαταραχές μεγάλης κλίμακας. 

Μια εξαίρεση είναι η μελέτη των Xu 
και Lee29, η οποία αναζήτησε splice μορ-
φές με στατιστικά σημαντικές μεταβο-
λές έκφρασης μεταξύ φυσιολογικών και 
καρκινικών βιβλιοθηκών EST. Κατ’ αυτή 
την έννοια, οι παραπάνω ερευνητές ανα-
ζήτησαν συμβάντα που θα μπορούσαν 
να προκαλέσουν μια μείωση της εντρο-
πίας και όχι μια αύξησή της. Ωστόσο, 
συζήτησαν επίσης την επίδραση μη ειδι-
κών διαταραχών και ανέλυσαν πρότυ-
πα έκφρασης που ενδέχεται να οδηγούν 

Σχήμα 3. Σχηματική απεικόνιση των 
ιντρονίων και των εξονίων του αγγελι-
οφόρου RNA. Το ώριμο αγγελιοφόρο 
RNA αποτελείται από τα ενωμένα 
εξόνια, ενώ τα ιντρόνια έχουν απο-
μακρυνθεί μέσω του splicing.



64

σε ισομορφές ειδικές του καρκίνου. Το 
συχνότερο πρότυπο διαταραχών που 
οδηγεί σε καρκινογενετικές διαδικασίες 
είναι η απώλεια της φυσιολογικής ισο-
μορφής S και η μεταβολή στην έκφραση 
μεταξύ φυσιολογικής (S) και ειδικής του 
καρκίνου (S’) ισομορφής. 

Μία γενικευμένη αύξηση της εντρο-
πίας θα αντιστρατευόταν την εμφάνι-
ση τέτοιων διαδικασιών, γεγονός που 
καθιστά αυτό το πρότυπο ακόμη περισ-
σότερο ενδιαφέρον στα πλαίσια μιας 
αύξησης της εντροπίας. Αντίθετα, η κατη-
γορία «αύξηση του S’» συσχετίζεται 
άμεσα με αύξηση της εντροπίας (π.χ. η 
επαγωγή του «όγκου» έχει υψηλότερη 
εντροπία). Συνεπώς, σε ένα πλαίσιο γενι-
κευμένης αύξησης της εντροπίας, συμβά-
ντα όπως η κατηγορία «αύξηση της S’», 
ακόμη και αν είναι στατιστικά σημαντικά, 
δεν μπορούν να αντιπροσωπεύσουν την 
ευρύτερη απορρύθμιση του splicing και 
πρέπει να ερμηνεύονται με επιφύλαξη. 
Οι Xu και Lee ορθά υπογραμμίζουν ότι 
αυτή η κατηγορία, η οποία παράγει μόνο 
ένα μικρό κλάσμα από μορφές splice 
ειδικές του καρκίνου, μπορεί να συσχε-
τίζεται με απώλεια της ειδικότητας του 
splicing στον καρκίνο. Υπάρχουν πλέον 
επαρκή στοιχεία ότι οι μεταβολές στην 
έκφραση του παράγοντα splice, ένεκα, 
για παράδειγμα, της ενεργοποίησης των 
κινασών14, απορρυθμίζει το πρότυπο του 
splicing στους όγκους16,18–20,30,31. 

Οι απορρυθμίσεις του splicing που 
παρατηρήσαμε, επηρεάζουν κατά τα 
φαινόμενα, ένα μεγάλο αριθμό αντιγρά-
φων και χαρακτηρίζονται από απώλεια 
της ρύθμισης των splice μορφών. Αν 
και αυτό το φαινόμενο μπορεί να συμ-
βαίνει σαν υπο-παράγωγο των παρα-
πάνω μηχανισμών, η συσχέτισή του με 
ελαττωματικό splicing των παραγόντων 
splice, μας οδηγεί στην υπόθεση μιας 
δεύτερης διαδικασίας, όπου το ελαττω-
ματικό splicing λόγω διαταραχών των 
σχετικών παραγόντων αποτελεί μέρος 
ενός ευρύτερου καταρράκτη γεγονό-
των που χαρακτηρίζεται από διαταραχές 
του splicing και αύξηση της εντροπίας. 
Μεταξύ των 13 παραγόντων splice που 
εμφανίζουν απορρύθμιση του splicing 
στη μελέτη μας, δύο ήσαν ήδη γνωστοί 
σαν ρυθμιστές των ιδίων μηχανισμών 
του splicing: ο SFRS3 και ο TRA2-b15,28. 
Σε κάθε περίπτωση, η υπερέκφραση 
των παραγόντων splice ενεργοποιού-
σε τη συμμετοχή εξονίων με ανασταλ-
τικά codons (stop codon - containing 
exons)15,28 προκαλώντας έτσι, αντίγραφα 

που υπόκεινται σε nonsense - mediated 
decay (NMD)32,33. Αμφότερα τα γονίδια 
έχουν επιπρόσθετες ισομορφές που δεν 
είναι ευαίσθητες στην NMD και μπο-
ρεί να συνεισφέρουν σε ελαττωματικό 
splicing άλλων γονιδίων.

Μια πιθανή σχέση μεταξύ των δύο 
μονοπατιών θεωρείται λογική, εφόσον η 
μεταβολή στην έκφραση των παραγόντων 
splice (μονοπάτι Α) θα μπορούσε να τρο-
ποποιήσει την ισορροπία των προϊόντων 
άλλων παραγόντων splice (μονοπάτι Β). 
Αυτή η μετάβαση μπορεί να συμβαίνει 
επιλεκτικά σε όγκους με υψηλό ρυθμό 
ανάπτυξης, όπου παρατηρούμε τη μεγα-
λύτερη απορρύθμιση του splicing. 

Οι διαταραχές του splicing συσχετίζο-
νται με τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό31, 

ωστόσο, δεν έχει βρεθεί ακόμη αιτιολο-
γική συσχέτιση μεταξύ των δύο φαινο-
μένων. Ίσως, ο μηχανισμός του splicing 
αντιμετωπίζει κάποιο πρόβλημα στην 
προσπάθειά του να ανταποκριθεί στον 
επιταχυνόμενο κυτταρικό πολλαπλασι-
ασμό ή μια γενικευμένη διαταραχή στο 
splicing προκαλεί ανεπάρκεια στη ρύθμι-
ση του κυτταρικού κύκλου. Ανεξάρτητα 
από κάθε μηχανιστική υπόθεση, η εντρο-
πία του splicing αποτελεί μέτρο της γενι-
κευμένης απορρύθμισης του splicing, η 
οποία χαρακτηρίζει τους περισσότερους 
καρκινικούς ιστούς. Σε αυτό το πλαίσιο 
της υψηλής εντροπίας του splicing, οι 
θεραπευτικοί λεωφόροι που περιέχουν 
επαναπρογραμματισμό των ισομορφών 
του ελαττωματικού splicing34 αναμένεται 
να έχουν περιορισμένη αποτελεσματικό-
τητα. Όπως υπογραμμίζεται από διάφο-
ρες μελέτες35,36, οι παράγοντες splice ή 
οι ουσίες που συμμετέχουν στη ρύθμι-
σή τους μπορεί να αποτελέσουν καλύτε-

ρους θεραπευτικούς στόχους. 

Σημειώσεις του μεταφραστή

Εναλλακτική πολυαδενυλίωση: Ένας 
από τους μηχανισμούς με τους οποίους 
τα ανθρώπινα κύτταρα παράγουν ποικι-
λία αντιγράφων ενός μοναδικού γονιδίου. 
Περισσότερα από τα μισά ανθρώπινα γονί-
δια έχουν πολλαπλές θέσεις πολυαδε-
νυλίωσης (poly (A) sites), γεγονός που 
ευθύνεται για τον μεγάλο αριθμό των 
παραγόμενων mRNA και των αντίστοιχων 
πρωτεϊνών.

EST βιβλιοθήκη: Πρόκειται για αρχείο 
όπου καταγράφονται τα γονίδια που 
εκφράζονται σε δεδομένο ιστό, σε δεδο-
μένο χρόνο και σαν ανταπόκριση σε δεδο-
μένη θεραπεία. EST σημαίνει "expressed 
sequence tag", και οι βιβλιοθήκες που 
απαρτίζονται από αυτές τις αλληλουχί-
ες τυπικά αντιπροσωπεύουν μικρά τμή-
ματα (100-700 βάσεις) των γονιδίων που 
εκφράζονται. Κάθε βιβλιοθήκη αποτελεί 
ένα είδος φωτογραφικής απεικόνισης των 
γονιδίων, που εκφράζεται σε συνάρτηση 
με το υλικό που χρησιμοποιήθηκε για να 
απομονωθεί το αρχικό RNA, με το χρό-
νο (αναπτυξιακό ή κινητικό) κατά τον οποί-
ον ελήφθη ο ιστός και με τη θεραπεία που 
χορηγήθηκε στον οργανισμό ή στον ιστό 
κατά την περίοδο της λήψης. 

Ισομορφές: Η ισομορφή μιας πρωτεΐνης 
είναι μια παραλλαγή της με μικρές διαφο-
ρές από μια άλλη ισομορφή της. Διαφορε-
τικές μορφές μιας πρωτεΐνης μπορούν να 
παράγονται από διαφορετικά αλλά συγ-
γενικά γονίδια ή μπορούν να προκύπτουν 
από το ίδιο γονίδιο μέσω του εναλλακτι-
κού splicing. Ένας μεγάλος αριθμός ισο-
μορφών προκύπτει από πολυμορφισμό, 
δηλαδή μικρή διαφορά μεταξύ των δύο 
αλληλίων του ίδιου γονιδίου. 

Nonsense mediated decay (NMD): 
Πρόκειται για έναν κυτταρικό μηχανισμό 
επιτήρησης του mRNA, ώστε να εντοπι-
σθούν μεταλλάξεις nonsense και να προ-
ληφθεί έτσι η παραγωγή ελαττωματικών 
πρωτεϊνών.
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