
δ αε κλδεάΝ δα λδίά 
 

 

 
 

Eλΰα άλδκΝΙ κζκΰέαμ- ηίλυκζκΰέαμ, OηΪ αΝΜκλδαεάμΝ
ΚαλεδθκΰΫθ βμ 
 

δ υγυθ άμ λΰα βλέκυΝΤΝ πδε φαζάμΝ λ υθβ δεάμΝκηΪ αμμΝεαγέ α έΝΓκλΰκτζβμ  
 
πδίζΫππθμΝεαγέΝ α έΝΓκλΰκτζβμ  

 

 

 

 

 

 

« δ λ τθβ βΝ κυ ηβξαθδ ηκτΝ λΪ βμΝ πθΝ
κΰεκεα α αζ δευθΝπλπ ρθυθΝ

p21
WAF1/CIP1 εαδΝARF» 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       Παθαΰδυ αΝΠαπαθΪΰθκυΝ 
 

 

                                δκξβηδεσμ- δκ ξθκζσΰκμ 
 
 

 

 

                          Aγάθα,ΝΙκτθδκμΝβίΰζ 
 



 1 

 

 

« Ν Ϋΰελδ βΝ δ αε κλδεάμΝ δα λδίάμΝ απσΝ βθΝ Ια λδεάΝ ξκζάΝ κυΝ Παθ πδ βηέκυΝ
γβθυθΝ θΝυπκ βζυθ δΝαπκ κξάΝ πθΝΰθπηυθΝ κυΝ υΰΰλαφΫαέ» 

ΧΟλΰαθδ ησμΝ κυΝΠαθ πδ βηέκυΝ γβθυθ,ΝΪλγλέΝβίβ,ΝπαλέΝβ,ΝΝέΝηγζγήγβΨΝ 
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 β ηθάηβ βμ ζ ιαθ λκυπκζέ δ αμ ΰδαΰδΪμ ηκυ 

θα α έαμ Σαέηα, 
κυ πθ υηα δεκτ ηκυ φΪλκυ 
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υξαλδ έ μ 
 
ΘαΝάγ ζαΝθαΝ εφλΪ πΝ δμΝ ΰεΪλ δ μΝ υξαλδ έ μΝηκυΝ κθΝ πδίζΫπκθ αΝεαγβΰβ άΝ

ηκυΝ κθΝεέΝ α έζ δκΝΓκλΰκτζβΝ σ κΝΰδαΝ βθΝπαλκξάΝ βμΝυζδεκ ξθδεάμΝυπκ άλδιβμΝ

σ κΝεαδΝΰδαΝ βθΝ δΪγ βΝ πθΝ ΰεα α Ϊ πθΝ κυΝ λΰα βλέκυΝΙ κζκΰέαμ-

ηίλυκζκΰέαμΝ κΝκπκέκΝεαδΝ δ υγτθ δέΝΠΪθπΝαπ’ΝσζαΝσηπμΝγΫζπΝθαΝ κθΝ υξαλδ ά πΝ

πκυΝη Ν θΫ αι Ν βθΝ λ υθβ δεάΝ κυΝκηΪ αΝ βμΝΜκλδαεάμΝΚαλεδθκΰΫθ βμΝεαδΝη Ν

εα τγυθ Ν σ αΝξλσθδαΝ κΝπ έκΝ βμΝΫλ υθαμΝ κυΝεαλεέθκυέΝΚκθ ΪΝ κυΝ έξαΝ βθΝ

υεαδλέαΝθαΝ πΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝαπσΝηέαΝ θ ζυμΝ δαφκλ δεάΝκπ δεάΝαπσΝαυ άθΝ

πκυΝ έξαΝπμΝθΫα ίδκ πδ άηκθαμ ΰδα έΝεα Ϊφ λ Νη Νηα λέαΝθαΝπαθ λΫο δΝ βΝία δεάΝ

πδ άηβΝη Ν κΝεζδθδεσΝ κδξ έκΝη Ν κΝκπκέκΝ υξθΪΝ θΝ έθαδΝ ικδε δπηΫθκδΝσ κδΝ θΝ

απκφκδ ά αθΝαπσΝ ηάηα αΝΙα λδεάμΝσππμΝ ΰυέΝΘ ληΫμΝ υξαλδ έ μΝΰδαΝ βΝ υηίκζάΝ

κυμΝ βθΝκζκεζάλπ βΝ βμΝ δα λδίάμΝ εφλΪαπΝεαδΝ αΝηΫζβΝ βμΝ λδη ζκτμΝ

υηίκυζ υ δεάμΝηκυΝ πδ λκπάμ,Ν κυμΝεαγβΰβ ΫμΝεέΝΠαθαΰδυ βΝΠαθαΰδπ έ βΝεαδΝεέΝ

Υλά κΝΚέ αέΝ πδπλκ γΫ πμ,Ν κθΝεαγβΰβ ά εέΝΥλά κΝΚέ αΝ κθΝ υξαλδ υΝΰδαΝ βθΝ

παλκξάΝ βμΝυζδεκ ξθδεάμΝυπκ κηάμΝεα ΪΝ αΝπλυ αΝξλσθδαΝ βμΝ επσθβ βμΝ βμΝ

δα λδίάμΝηκυ,ΝπλδθΝαφυπβλ ά δέΝ πέ βμΝ κθΝ υξαλδ υΝΰδαΝ βθΝαλξδεάΝπαλσ λυθ άΝ

κυΝθαΝα ξκζβγυΝη ΪΝ βθΝζάοβΝ κυΝπ υξέκυΝη Ν βθΝηκλδαεάΝΫλ υθα κυΝεαλεέθκυέΝΝ 

 

θαΝη ΰΪζκΝ υξαλδ υΝκφ έζπΝ ΝσζαΝ αΝηΫζβΝ βμΝκηΪ αμΝΜκλδαεάμΝ

ΚαλεδθκΰΫθ βμΝΰδαΝ βθΝαΰα άΝ υθ λΰα έαΝπκυΝ έξαη ΝσζαΝαυ ΪΝ αΝξλσθδαΝεαδΝΰδαΝ

βθΝίκάγ δαΝπκυΝαπζσξ λαΝηκυΝπαλ έξαθΝσπκ Ν βθΝαά β αέΝυΰε ελδηΫθαΝγΫζπΝθαΝ

υξαλδ ά πΝ κυμΝ λέΝΜδξΪζβΝΛδσθ κΝεαδΝΜαλέαΝδ λέ κυΝπκυΝ υθΫ λαηαθΝη Ν βθΝ

πκζυ άΝ ηπ δλέαΝ κυμΝ δμΝευ αλκεαζζδΫλΰδ μΝεαδΝ δμΝ δαηκζτθ δμΝεαγυμΝεαδΝ κθΝ

λέΝΚπθ αθ έθκΝ κυΰΪΝΰδαΝ βθΝαηΫλδ βΝίκάγ δΪΝ κυΝεα ΪΝ βθΝίδκπζβλκφκλδεάΝεαδΝ

α δ δεάΝαθΪζυ βΝ πθΝπλπ πηδευθΝ κηΫθπθέΝΠκζτ δηβΝυπάλι ΝεαδΝβΝ υηίκζάΝ

βθΝ φαληκΰάΝ πθΝηκλδαευθΝ ξθδευθΝ κυΝυπκοάφδκυΝ δ Ϊε κλαΝΠαθαΰδυ βΝ

ΓαζαθκτΝ κθΝκπκέκΝεαδΝ υξαλδ υΝ βησ δαέΝ πδπζΫκθΝγαΝάγ ζαΝθαΝ υξαλδ ά πΝ κθΝ

πέεκυλκΝεαγβΰβ άΝεέΝ γαθΪ δκΝΚκ έθαΝΰδαΝ βθΝεαγκ άΰβ άΝ κυΝ βθΝκλγά 

δα τππ βΝ κυΝ πδ βηκθδεκτΝζσΰκυΝ ΝηέαΝ δλΪΝ λΰα δυθΝ ξ δευθΝη Ν κΝ

αθ δε έη θκΝ βμΝ δα λδίάμέΝΣΫζκμ,Ν υξαλδ υΝ κθΝ λέΝΙπΪθθβΝΠα ΫλαΝπκυΝηκυΝ

παλ έξ Ν Νβζ ε λκθδεάΝηκλφάΝ βηκ δ τ δμΝ δμΝκπκέ μΝ θΝ έξαΝπλσ ία βΝεαδΝ

ξλβ έη υ αθΝπμΝίδίζδκΰλαφδεΫμΝαθαφκλΫμΝ έ Ν βθΝ δα λδίάΝ έ Ν αΝΪλγλαΝπκυΝ

ξ έακθ αδΝη Ναυ άθέΝΝΝΝ 
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 κδξ έαΝ δα λδίάμ 
 

 

η λκηβθέαΝαέ β βμΝυπκοβφέκυμΝβί-3-2006 

 

η λκηβθέαΝκλδ ηκτΝγη ζκτμΝυηίκυζ υ δεάμΝ πδ λκπάμμΝθ-10-2006 

 

τθγ βΝγη ζκτμΝυηίκυζ υ δεάμΝ πδ λκπάμμΝΰΨΝ α έΝΓκλΰκτζβμΝΧ πδίζέΨ,Ν 

βΨΝΥλά κμΝΚέ αμ,ΝγΨΝΠαθαΰδυ βμΝΠαθαΰδπ έ βμ 

 

η λκηβθέαΝκλδ ηκτΝγΫηα κμΝ δα λδίάμμΝββ-5-2007 

 

η λκηβθέαΝεα Ϊγ βμΝ δα λδίάμΝ βθΝΓλαηηα έαΝ βμΝΙέέΠέ έμ 25-6-2014 

 

 

 

Πλσ λκμΝΙέέΠέ έμΝΜ ζΫ δκμΝAγαθΪ δκμΝ βησπκυζκμΝ 

 

 

τθγ βΝιη ζκτμΝ ι α δεάμΝ πδ λκπάμ:  

ΰΨΝ α έΝΓκλΰκτζβμΝΧΚαγβΰβ άμΝΙέέΠέ έ- πδίζέΨ,Ν2) Υλά κμ Κέ αμ (Οησ δηκμ 

Καγβΰβ άμ Ι..Π. .), 3) Παθαΰδυ βμ Παθαΰδπ έ βμ (Καγβΰβ άμ Ι..Π. .), 4) 

γαθΪ δκμ Κκ έθαμ ( πέεκυλκμ Καγβΰβ άμ Ι..Π. .), 5) κφέα ΥαίΪεβ (ΛΫε κλαμ 

Ι..Π. .), 6) Θ σ πλκμ Σλκυπάμ ( πέεκυλκμ Καγβΰβ άμ Ι..Π. .) εαδ 7) βηά λδκμ 

ΚζΫ αμ ( λ υθβ άμ ′,Ν .Κ. .Φ. . βησελδ κμ) 

 

 

αγησμΝη Ν κθΝκπκέκΝβ ιη ζάμ πδ λκπάΝΫεαθ Ναπκ ε ά βθΝ δα λδίάΝ: Άλδ αΝ 
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δκΰλαφδεσΝβη έπηα 
 
 
Πλκ ππδεΪΝ κδξ έα 

 
ΌθκηαΝμΝΝΠαθαΰδυ α 

 

πυθυηκΝμΝΝΠαπαθΪΰθκυΝ 
 

ΌθκηαΝπα ΫλαΝμΝΝΚπθ αθ έθκμ 
 

ΌθκηαΝηβ ΫλαμΝμΝΝΥαλέεζ δα 

 

ΣκΝΰΫθκμΝμΝΝΣαέηαΝΝ 
 

η λκηβθέαΝΰΫθθβ βμΝ: 26/05/1983 

 

ΣσπκμΝΰΫθθβ βμΝμΝΝΛΪλδ αΝ 
 

δ τγυθ βΝΜσθδηβμΝΚα κδεέαμΝμΝΝΓδαθθδ δυ βΝι,ΝTΚΝζΰβββ,ΝΛΪλδ α 

 

Σ Λ. :  2410-625430 

 

-mail :  panagiota1983rr@yahoo.com 

 

   

πκυ Ϋμ 
 
βίίΰμΝΝ πκζυ άλδκΝΛυε έκυΝη ΝίαγησΝ«Ϊλδ α»Ν 
 

βίίημΝΝΠ υξέκΝΣηάηα κμΝ δκξβη έαμΝεαδΝ δκ ξθκζκΰέαμΝη ΝίαγησΝ«ΛέαθΝ 
           Καζυμ»ΝΧκ,ΰΰΨ 
 

   βίίημΝΝ επσθβ βΝ δπζπηα δεάμΝ λΰα έαμΝ βθΝΠθ υηκθκζκΰδεάΝ 
              ΚζδθδεάΝ κυΝΝΓ θδεκτΝΠαθ πδ βηδαεκτΝΝκ κεκη έκυΝΛΪλδ αμΝ 
              η ΝγΫηαΝ«ΣκΝΟι δ π δεσΝ λ μΝ κΝτθ λκηκΝ βμΝΆπθκδαμΝεα ΪΝ 
              κθΝΎπθκ»ΝΝΝΝ 
 

2006-2014 μΝ επσθβ βΝ δ αε κλδεάμΝ δα λδίάμΝ κΝΣηάηαΝΙα λδεάμΝ κυΝ έΚέΠέ Ν
κΝΰθπ δεσΝαθ δε έη θκΝ βμΝΜκλδαεάμΝΚαλεδθκΰΫθ βμΝη ΝγΫηαμΝ« δ λ τθβ βΝ κυΝ

ηβξαθδ ηκτΝ λΪ βμΝ πθΝκΰεκεα α αζ δευθΝπλπ ρθυθΝp21
WAF1/CIP1 εαδΝ RF

 
» 
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ΞΫθ μΝΓζυ μ 
 
ΰΰζδεΪμΝ  ΚΪ κξκμΝ κυΝ δπζυηα κμ Proficiency κυΝMichigan &  

                  πΪλε δαμΝ δ α εαζέαμΝ βμΝ ΰΰζδεάμΝΓζυ αμΝΝ  
 
Γ ληαθδεΪΝμ  ΚΪ κξκμΝ κυΝ δπζυηα κμ Μittelstuffe κυΝGoethe Institut   

 

 
Γθυ δμΝ ήΤΝ 
 
Υ δλδ ησμΝπλκΰλαηηΪ πθ- φαληκΰυθΝ κυΝOffice (Word, Excel, PowerpointΨΝεαδΝ κυΝ
πλκΰλΪηηα κμΝαθΪζυ βμΝ κηΫθπθΝΰκθδ δπηα δεάμήπλπ πηδεάμΝAriadne 

 

 
Τπκ λκφέ μΝ 
 
2007-2012: Τπσ λκφκμΝ κυΝΙ λτηα κμΝΜπκ κ ΪεβΝΰδαΝ 
                    η απ υξδαεΫμΝ πκυ ΫμΝ βθΝ ζζΪ α 

 

 

θαεκδθυ δμΝ ΝυθΫ λδαήWorkshops  

 
 

ATM-dependent E2F1 targets in osteosarcoma cells. A genome wide analysis. 
Michalis Liontos, Katerina Niforou, Panagiota Papanagnou, Georgia Velimezi, 
Ioannis Trougakos, Athanassios Kotsinas, Doron Ginsberg, Jiri Bartek, Vassilis 
G Gorgoulis. EMBO Workshop “The Interface Between the Ubiquitin Family and 

the DNA Damage Response”,ΝRovinj, Croatia, 1-5 September, 2010. Poster.  
 

 

Ξ θσΰζπ μ βηκ δ τ δμ  
 

 
1. Zachariades M, Evangelou K, Kastrinakis NG, Papanagnou P,Gorgoulis 

VG. Molecular Carcinogenesis. In Key topics in surgical research and 

methodology. (2010). Springer 1
st
 ed, Chapter 74, pages 975 – 1004. 

 

     2.    Kotsinas A, Papanagnou P, Galanos P, Schramek D, Townsend  
            P, Penninger JM, Bartek J, Gorgoulis VG. MKK7 and ARF: New  

            players in the DNA damage response scenery. Cell Cycle. 2014  

            Apr 15;13(8):1227 36.  
  
     3.    Kotsinas A, Papanagnou P, Evangelou K, Trigas G.C., Kostourou V,   
            Townsend P, Gorgoulis V.G. (2014). ARF: a versatile DNA damage  

            response ally at the crossroads of development and tumorigenesis. Frontiers in  

            Cancer Genetics [doi: 10.3389/fgene.2014.00236].  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kotsinas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Papanagnou%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galanos%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schramek%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Townsend%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Townsend%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Penninger%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bartek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gorgoulis%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24675893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papanagnou+P
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 Π ΡΙ ΧΟΜ Ν  

 

ζέΝ13   Π λέζβοβ  

 

ζέΝ14-84   έΝ Ι ΓΩΓ  

 

ζέΝΰ5-18    έΰέΝ ΝpβΰμΝηέαΝπκζυ-ζ δ κυλΰδεάΝπλπ θβΝη ΝπκζζαπζκτμΝ σξκυμΝ 

 

ζέΝΰ9-41    έβέΝ ΝpβΰΝεαδΝκΝευ αλδεσμΝετεζκμΝ 

 

ζέΝΰ9-32           έβέΰέΝ Νp2ΰΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝεαδΝ 

                                       βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμΝ 

 

ζέΝΰ9-23                     A.2.1.1. O ελέ δηκμΝλσζκμΝ βμΝαζζβζ πέ λα βμΝ βμΝpβΰΝη Ν  

                                                    δμΝCDKs εαδΝ κΝPCNA 

 

ζέΝ23-25                     AέβέΰέβέΝ ΝpβΰΝ κΝGΰΝ βη έκΝ ζΫΰξκυ 

 

ζέΝβ6-32                     AέβέΰέγέΝ ΝpβΰΝ κΝGβΝ βη έκΝ ζΫΰξκυμΝαλθβ δεάΝλτγηδ βΝ  

                                                      κυΝ υηπζσεκυΝευεζέθβμ ΰήCDCβΝ ΝπκζζαπζΪΝ 

                                                      πέπ αΝ 

 

ζέΝβ6-28                                  A.2.1.3.aέ  pβ1 αθα Ϋζζ δ βθ CAK-η κζαίκτη θβ  

                                                                   θ λΰκπκδβ δεά φω φκλυζέω β βμ CDC2   

                                                                   βθ Thr161 

 

ζέΝβ9-31                                 Aέβέ1έγέίέ H pβ1 πλκωγ έ βθ πυλβθδεά παλαηκθά κυ  

                                                                   υηπζσεκυ βμ ευεζέθβμ 1ήCDCβ    

                                                                  αθ θ λΰσ ηκλφά  

 

ζ. 31-32                                Aέβέ1έγέΰέ  pβ1 πλκωγ έ βθ πλω α ωηδεά   

                                                                απκδεκ σηβ β βμ  ευεζέθβμ 1 εαδ                                                                                

                                                               εα α Ϋζζ δ βθ η αΰλαφά ωθ                

                                                              ΰκθδ έωθ βμ ευεζέθβμ 1 εαδ βμ CDC2  
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ζέ 32-41                    A.2.2. H pβΰΝπμΝγ δεσμΝλυγηδ άμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ 

 

ζέ 32-37                              έβέβέΰέΝ Νλτγηδ βΝ βμΝΰκθδ δαεάμΝΫεφλα βμΝ βμΝp21   

                                                             απσΝ κυμΝE2Fs 

 

ζέ 38-41                              AέβέβέβέΝ ΝpβΰΝπμΝπαλΪΰκθ αμΝ υΰελσ β βμΝ θ λΰυθΝ 

                                                             υηπζσεπθΝευεζδθυθ-CDKs 

  

ζέ 38-39                                           A.2.2.2.aέ Ρσζκμ βθ υΰελσ β β υηπζσεωθ   

                                                                            βμ G1 εαδ S φΪ βμ 

 

ζέΝ40-41                                          Aέβέβέβέίέ Ρσζκμ βθ υΰελσ β β υηπζσεωθ βμ    

                                                                           M φΪ βμ 

 

ζέΝ42-47   AέγέΝ ΝpβΰΝ βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ βΝ  

 

ζέ 42-44          A.3.1. O δαφκλδεσμΝλσζκμΝ βμΝpβΰΝεαδΝ βμΝp1θΝ βθΝΰάλαθ βΝ 

 

ζέΝζ4-47          A.3.2. H WigΰΝ έθαδΝελέ δηκμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝp21-   

                                      η κζαίκτη θβμΝΰάλαθ βμ 

 

ζέΝζ7-51   AέζέΝ ΝpβΰΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝDNA 

 

ζέΝ52-60   έηέΝO λσζκμΝ βμΝpβΰΝ βθΝαπσπ π βΝ 

 

ζέΝ52-58          έηέΰέΝH pβΰΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝαπσπ π βμ 

 

ζέΝ52-54                     έηέΰέΰέΝH pβΰΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝp53- ιαλ υη θβμΝΝ 

                                                    απσπ π βμ 

 

ζέ 54-58                     έηέΰέβέΝH pβΰΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμ βμ p53-αθ ιΪλ β βμΝΝ 

                                                    απσπ π βμ 

  

ζέ 58-60       έηέβέΝ ΝpβΰΝπμΝ παΰπΰΫαμΝ βμΝαπσπ π βμΝ 
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ζέΝ60-65   A.6. OδΝαθ δφα δεκέΝλσζκδΝ βμΝpβΰΝ βθΝκΰεκΰΫθ βΝ 

 

ζέ 60-61           AέθέΰέΝ ΝΫεφλα βΝ βμΝpβΰΝ αΝεαλεδθδεΪΝετ αλα 

 

ζέΝ61-62           AέθέβέΝΟδΝκΰεκεα α αζ δεΫμΝδ δσ β μΝ βμΝp21 

 

ζέΝ62-65           AέθέγέΝΟδΝκΰεκΰ θ δεΫμΝδ δσ β μΝ βμΝp21  

 

ζέΝθ5-69   AέιέΝ ΝpβΰΝ βθΝευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝεαδΝ βθΝ ηίλυκΰΫθ βΝ 

 

ζέΝθ5-67           AέιέΰέΝ ΝpβΰΝ βθΝευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ 

 

ζέΝθ7-69           A.7.2. H pβΰΝ Νκθ κΰ θ δεΫμΝ δα δεα έ μΝ 

 

ζέΝ70-84   A.8έΝ Νπλπ θβΝ RF εαδΝκδΝευ αλδεΫμ βμΝζ δ κυλΰέ μ  

 

ζέΝ70-76           έκέΰέΝ ΝARF βθ εα α κζάΝ βμΝκΰεκΰΫθ βμ 
 

ζέΝ70-71                έκέΰέΰέΝ Ν RF υηη Ϋξ δΝ ΝπκζζαπζΪΝκΰεκεα α αζ δεΪΝ 

                                                     έε υα 

 

ζέΝι1-76                έκέΰέβέΝ ΝARF πδ δεθτ δΝκΰεκεα α αζ δεΫμΝ λΪ δμΝ Ν  

                                                     αζζβζ πέ λα βΝη Ν κΝηκθκπΪ δΝ βμΝαπσελδ βμΝ βΝ  

                                                     ίζΪίβΝ κυΝDNA (DDR) 

 

ζέΝι1-74                                   A.8.1.2έαέ Σκ ηκθκπΪ δ βμ απσελδ βμ β ίζΪίβ κυ  

                                                                    DNA εαδ  β βηα έα κυ ΰδα βθ   

                                                                   εαλεδθκΰΫθ β  

 

ζέΝι4-76                                 έκέ1έβέίέ  αζζβζ πέ λα β βμ DDR η  βθ ARF   

 

ζέΝι6-77          έκέβέΝ ΝARF βθΝπλκ α έαΝεα ΪΝ βμΝαγβλκΰΫθ βμ 
 

ζέΝι8-79          έκέγέΝ Ναθκ κλυγηδ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ RF 

 

ζέΝι9-81          .8.4. Ν RF πμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝrRNA ίδκ τθγ βμ 
 

ζέΝκ1-84          έκέηέΝΟΝλσζκμΝ βμΝ RF βθΝ π ληα κΰΫθ βΝ  
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ζ. 85-126    . ΤΛΙΚ  Κ Ι Μ ΘΟ ΟΙ 
 

ζέΝκ6-94     .1. ΚαζζδΫλΰ δα ευ Ϊλπθ  

 

ζέΝκ6-87             έΰέΰέΝΚυ αλδεΫμΝ δλΫμΝεαδΝξ δλδ ησμΝ πθΝευ Ϊλπθ 

 

ζέΝκ8-92             έΰέβέΝ δα δεα έαΝευ αλκεαζζδΫλΰ δαμΝ 

ζέΝλ2-94             έΰέγέΝΣκΝ τ βηαΝTet-OΝ  

 

ζέΝλ5-100    έβέΝΠΫοβΝπλπ ρθυθΝεαδΝ άηαθ βΝη Ν αΝαθ δ λα άλδα iTRAQ 

 

ζέΝλ5-96            έβέΰέΝΠΫοβΝεαδΝ άηαθ βΝ 

  

ζέΝλ6-100            έβέβέΝ Νπλπ πηδεάΝηΫγκ κμΝiTRAQ 

 

ζέΝΰί1-102     BέγέΝΚζα ηΪ π βΝπ π δ έπθΝ 

 

ζέΝΰί1                  έγέΰέΝΚζα ηΪ π βΝπ π δ έπθΝηΫ πΝξλπηα κΰλαφέαμΝυοβζκτ-  

                                           pH αθΪ λκφβμΝφΪ βμ 

 

 ζέΝΰί1-102         έγέβέ Kζα ηΪ π βΝπ π δ έπθΝηΫ πΝξλπηα κΰλαφέαμΝυ λσφδζβμΝΝ 

                                          αζζβζ πέ λα βμ 

 

ζέΝΰί2-103   BέζέΝΦα ηα κη λδεάΝαθΪζυ βΝ 

 

ζέΝΰί2-103           έζέΰέΝ θΪζυ βΝLC-MS 

 

ζέΝΰί3-105   BέηέΝ θΪζυ βΝ κηΫθπθΝ 

ζέΝΰί3-105           έηέΰέΝ θααά β βΝίΪ βμΝ κηΫθπθ ΰδαΝ βθΝπλπ πηδεάΝ 

                                           αθΪζυ β 

ζέΝΰί4-105           έηέβέΝ δκ α δ δεάΝεαδΝίδκπζβλκφκλδεάΝαθΪζυ βΝ 

ζέΝκ6-99   BέθέΝ θΪζυ βΝWestern blotting Χαθκ κ υπυηα κμΨ 
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ζέΝΰί5-108          έθέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμΝ 

 

ζέΝΰί8-117          έθέβέΝΠλπ σεκζζκΝπ δλαηα δεάμΝ δα δεα έαμΝΰδαΝξ δλκπκέβ αΝ  

                                          gels 

 

ζέΝΰΰ7-118          έθέγέΝ θ δ λα άλδαΝΰδαΝ κΝWestern blotting 

 

ζέΝΰΰ9-122   έιέΝ θΪζυ βΝαθκ κρ κξβη έαμ 

 

ζέΝΰΰ9                 έιέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμΝ 

  

ζέΝΰ20-122          έιέβέΝΠλπ σεκζζκΝαθκ κρ κξβη έαμΝ 

 

ζέΝΰβ3-124   έκέΝ θΪζυ βΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτΝ 

 

ζέΝΰβ3                 έκέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμΝ 

 

ζέΝΰβ3-124          έκέβέΝΠλπ σεκζζκΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτΝ 

 

ζέ 124                 έκέγέΝ θ δ λα άλδαΝαθΪζυ βμΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτΝ 

  

ζέΝΰβ5          έλέΝΞ θκηκ ξ τηα αΝεαδΝη αξ έλβ βΝαυπθΝ 

 

ζέΝΰβ5-126   έΰίέΝΠαλαΰπΰάΝζ θ δρυθή δ ζκπκέβ βΝεαδΝη αΰπΰάΝ πθΝΝ 

                                  ι θκηκ ξ υηΪ πθ-σΰεπθΝΝΝΝ 

 

ζέΝΰβ7-159  ΓέΝ ΠΟΣ Λ Μ Σ  

 

ζέΝΰβ8-145  ΓέΰέΝ πκ ζΫ ηα αΝΰδαΝ βθΝp21 WAF1/CIP1 

 

ζέΝΰζ6-159  ΓέβέΝ πκ ζΫ ηα αΝΰδαΝ βθΝARF 

 

ζέΝΰ60-182  έΝΤΜΠ Ρ Μ Σ -Τ Σ   
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ζέΝ161-176  έΰέ υαά β βΝ πέΝ πθΝαπκ ζ ηΪ πθΝ ξ δεΪΝη Ν βθΝp21   

                               WAF1/CIP1 

 

ζέΝΰ61-165         έΰέ1.  Ν ηπζκεάΝ βμΝp21 Waf1/CIPΰΝ Νη αίκζδεΪΝηκθκπΪ δαΝ 

 

ζέΝΰ65                έ1.2.  ΟδΝ πδπ υ δμΝ βμΝΫε κπβμΝΫεφλα βμΝ βμΝpβΰΝ Ν  

                                          πδ δκλγπ δεκτμΝπαλΪΰκθ μΝΝ 

 

ζέΝΰ66-167         έ1.3.  ΝpβΰΝ πβλ Ϊα δΝεδθβ άλδ μΝπλπ θ μΝεαδΝυπκηκθΪ μΝ κυΝ   

                                          υηπζσεκυΝ βμΝΝεκθ θ έθβμ 

 

ζέΝΰ67-168         έ1.ζέΝ ΝpβΰΝα ε έΝηδαΝαθ έ λκφβΝλτγηδ βΝ βθΝηβξαθάΝ 

                                         α δκ σ β βμ βμΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA εαδΝ βθΝηδ π δεάΝ 

                                         ηβξαθά 

 

ζέΝΰθ8-173        έ1.ηέΝ Ν ιάΰβ βΝ βμΝ« δπζκπλκ ππέαμ»Ν βμΝpβΰΝ κθΝεαλεέθκμΝ  

                                        πδγαθΪΝ θΪλδαΝ 

 

ζέΝΰ73-176        έ1.θέΝτΰελδ βΝ πθΝπλπ πηδευθΝ κηΫθπθΝη Ν αΝ υλάηα αΝ  

                                       πλκβΰκτη θπθΝαθαζτ πθΝη ΰΪζβμΝεζέηαεαμμΝκηκδσ β μΝ 

                                       εαδ κδξ έαΝθ π λδ ηκτΝΝ 

 

ζέΝΰι7-182  έ2. υαά β βΝ πέΝ πθΝαπκ ζ ηΪ πθΝ ξ δεΪΝη Ν βθΝ RF 

 

ζέΝΰ83-207   δίζδκΰλαφέαΝ 
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Π λέζβοβ 
 

Ν p21
WAF1/CIP1 έθαδΝ ΫθαμΝ «εαγκζδεσμ»Ν αθα κζΫαμΝ πθΝ ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ

εδθα υθΝεαδΝπαέα δΝελέ δηκΝλσζκΝ κΝηκθκπΪ δΝ βμΝαπσελδ βμΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA 

(DDR). Νp21
WAF1/CIP1 έθαδΝΫθαΝπκζυζ δ κυλΰδεσΝησλδκ θυΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝκΝ

αλξδεσμΝ βμΝξαλαε βλδ ησμΝ βμΝπμΝκΰεκεα α αζ δεάμΝπλπ θβμΝθαΝαηφδ ίβ έ αδέ 

 βθΝ παλκτ αΝ Ϋλ υθαΝ ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΫθαΝ παΰυΰδηκΝ ευ αλδεσΝ τ βηα,Ν κΝ

Saos2-p21WAF1/CIP1 Σet ON, εαδΝ δ θ λΰάγβε Ν ζ τγ λβ-ΰΫζβμΝ πλπ πηδεάΝ

αθΪζυ βΝ iTRAQ Ν γΝ δαφκλ δεΪΝ ξλκθδεΪΝ βη έαΝ η ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ

p21
WAF1/CIP1,Ν βζέΝ δμΝ ΰβ,Ν ζκΝ εαδΝ λθΝ υλ μ,Ν η Ν εκπσΝ θαΝ απκ αφβθδ κτθΝ κδΝ

κΰεκΰ θ δεΫμΝ δ δσ β μΝ βμΝ p21
WAF1/CIP1

 πκυΝ πδγαθσΝ θαΝ εδαΰλαφκτθ αδΝ εαζτ λαΝ

σ αθΝ βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21
WAF1/CIP1

 έθαδΝ παλα αηΫθβ εαδΝ απκυ δΪα δΝ βΝ

κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβΝ p53. Ν πλπ πηδεάΝ αθΪζυ βΝ αεκζκυγκτη θβΝ απσΝ

αθαζτ δμΝ κηΫθπθΝ η Ν βθΝ ίκάγ δαΝ ίδκπζβλκφκλδεάμΝ Ϋ δι Ν ππμΝ αθΪη αΝ δμΝ

π λδ σ λκΝ πβλ ααση θ μΝ πλπ θ μΝ πκυΝ υφέ αθ αδΝ αυικλλτγηδ β εαδΝ

η δκλλτγηδ β απσΝ βθΝp21
WAF1/CIP1

 έθαδΝ ε έθ μΝ πκυ υηη ΫξκυθΝ βθΝ αθ δΰλαφάΝ

κυΝ DNA εαδΝ βθΝ ηέ π β,Ν αθ έ κδξαέΝ κηΫθκυΝ σ δΝ βΝ απκλλτγηδ βΝ βμΝ

αθ δΰλαφδεάμΝαζζΪΝεαδΝ βμΝηδ π δεάμΝηβξαθάμΝΫξκυθΝ υθ γ έΝη Ν βθΝπυλκ σ β βΝ βμΝ

ΰ θπηδεάμΝ α Ϊγ δαμ,Ν αΝ απκ ζΫ ηα αΝ βμΝ παλκτ αμΝ Ϋλ υθαμΝ πλκ φΫλκυθΝ θΫαΝ

κδξ έαΝΰδαΝ βθΝκΰεκΰ θ δεάΝ υηπ λδφκλΪΝ βμΝp21
WAF1/CIP1

.  

H RF (alternative reading frame) απσ βθ Ϊζζβ, έθαδΝεαδΝαυ άΝσππμΝβΝp21 Waf1 

ηέαΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβΝ η Ν πκζζαπζΫμΝ ευ αλδεΫμΝ ζ δ κυλΰέ μέΝ Πλσ φα αΝ

ίλΫγβε Ν ππμΝ υπΪλξ δΝ ηέαΝ αζζβζ πέ λα βΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ βμΝ ARF η Ν βθΝDDR, 

υΰε ελδηΫθαΝ βθΝ DDR εδθΪ βΝ ΣΜέΝ  βθΝ παλκτ αΝ η ζΫ β,Ν φαλησακθ αμΝ ηέαΝ

δλΪΝ ηκλδαευθΝ εαδΝ in situ ξθδευθ,Ν αζζΪΝ εαδΝ ίδκπζβλκφκλδεάμΝ δ λ υθάγβε Ν βΝ

ξΫ βΝ βμΝ ARF η Ν βθΝ ATM- ξ δαση θβΝ εδθΪ βΝ ATR εαδΝ βθΝ MKK7 πκυΝ έξ Ν

δξγ έΝππμΝ αγ λκπκδ έΝ βθΝp53 Ναπσελδ βΝ ΝκΰεκΰκθδεΪΝ λ γέ ηα αέΝ πδπζΫκθΝ

αθαζτγβεαθΝ ι θκηκ ξ τηα αΝ Ν πκθ έεδαΝ ΰδαΝ θαΝ ξαλαε βλδ γ έΝ βΝ αθ δ-

αΰΰ δκΰ θ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ RF σ αθΝ εα α Ϋζζ αδΝ βΝ ΣΜέΝ ΣαΝ απκ ζΫ ηα αΝ

έξθκυθΝσ δΝ βΝARF υηη Ϋξ δΝ Ν ΫθαΝπκζυπζκεσ λκΝ έε υκΝ ξΫ πθΝ βθΝDDR 

απ’Νσ δΝά αθΝ υλαΝΰθπ σΝεαδΝσ δΝβΝεα α κζάΝ βμΝ ΣΜΝηπκλ έΝθαΝξλβ δηκπκδβγ έΝ

αεσηαΝ εαδΝ Ν σΰεκυμΝ πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝ p53 πμΝ γ λαπ υ δεάΝ αθ δ-

αΰΰ δκΰ θ δεάΝπλκ Ϋΰΰδ βΝηΫ πΝ βμΝαυικλλτγηδ βμΝ βμΝARF.        
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.1. Νpβ1μΝηέαΝπκζυ-ζ δ κυλΰδεάΝπλπ θβ η ΝπκζζαπζκτμΝ

σξκυμ  

 

H p21
Waf1/Cip1

 έθαδΝ ηέαΝ ηδελάΝ λυγηδ δεάΝ πλπ θβ, πκυΝ παλ’Ν σζκΝ πκυΝ σππμΝ γαΝ

αθαζυγ έΝ αθαζυ δεΪΝ δμΝ πση θ μΝ παλαΰλΪφκυμΝ Ϋξ δΝ εα ΪΝ εσλκθΝ ξαλαε βλδ γ έΝ

ίΪ δΝ βμΝ δ δσ β ΪμΝ βμΝ θαΝ πλκεαζ έΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ Ν απσελδ βΝ

βθΝ p53 η ΪΝ απσΝ ίζΪίβΝ κυΝDNA, έθαδΝ πζΫκθΝ εαζΪΝ εηβλδπηΫθκΝ σ δΝ δαγΫ δΝ

πκζυ-ζ δ κυλΰδεσΝ ξαλαε άλαΝ απκελδθση θβΝ Ν πζάγκμΝ λ κΰσθπθΝ λ γδ ηΪ πθΝ

( δεσθαΝA1)έΝυθ πυμ,Ν έθαδΝπδκΝ π σΝθαΝγ πλ έ αδΝπμΝηέαΝπλπ θβΝαπσελδ βμΝ κΝ

ευ αλδεσΝ λ μΝξπλέμΝαυ σΝσηπμΝθαΝ βηαέθ δΝσ δΝ θΝζαηίΪθ δΝηΫλκμΝ Νευ αλδεΫμΝ

ζ δ κυλΰέ μΝαπκυ έαΝ λ κΰσθπθΝηβθυηΪ πθΝσππμΝπέξέΝβΝ υΰελσ β βΝ υηπζσεπθΝ

ευεζδθυθΝη Ν δμΝ αθ έ κδξ μΝ ευεζκ- ιαλ υη θ μΝ εδθΪ μΝ (cyclin-dependent kinases, 

CDKs). AμΝ βη δπγ έ,Νσ δΝβΝp21 έθαδΝηέαΝπλπ θβΝ βμΝκπκέαμΝβΝευ αλδεάΝ θ σπδ βΝ

έθαδΝ έ ΝπυλβθδεάΝ έ αδΝευ κ κζδεάΝεα ΪΝΫθαθΝ λσπκΝπκυΝ ζΫΰξ αδ απσΝ βθΝεδθΪ βΝ

ΚΣΝ( hou et al. 2001) θυΝ αΝ πέπ αΝ βμΝλυγηέακθ αδΝ Ν πέπ κΝπλπ α πηδεάμΝ

απκδεκ σηβ βμΝαπσΝ δαφκλ δεΫμΝ γΝ ζδΰΪ μΝ κυίδεκυρ έθβμΝαθΪζκΰαΝ βθΝφΪ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυΝ βζέΝ βθΝSCF
SKP2

 (SKP1–CUL1–SKPβΨΝεα ΪΝ βθΝφΪ βΝG1/S εαδΝ

S, βθΝCRL4
CDT2

 εα ΪΝ βθΝ φΪ βΝ S σ αθΝ βΝ p21 έθαδΝ πλκ ηΫθβΝ η Ν κΝ PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen) άΝ Ν ηδελσ λβΝ Ϋε α βΝ η ΪΝ απσΝ αε δθκίσζβ βΝ

πΪζδΝεα ΪΝΫθαθΝPCNA- ιαλ υη θκΝ λσπκΝεαγυμΝεαδΝαπσΝ κΝ τηπζκεκΝχPωήωCDC20
 

εα ΪΝ βθΝG2/M η Ϊία β ( bbas and Dutta, 2009).   

 

πδπζΫκθ,Ν βΝ p21 έθαδΝ ΰθπ άΝ ΰδαΝ βθΝ λΪ βΝ βμΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ

ΰάλαθ βμΝΧsenescence) εαγυμΝεαδΝΰδαΝ βθΝ ηπζκεάΝ βμΝ Νπαγκΰ θ δεΫμΝ δα δεα έ μΝ

πκυΝ ξ έακθ αδΝ η Ν κΝ ΰάλαμΝ σππμΝ βΝ ΪθκδαΝ Alzheimer, βΝ λ υηα κ δ άμΝ αλγλέ δ α 

(rheumatoid arthritis, RA),Ν βΝ αηυζκ έ π βΝ εαδΝ βΝ αγβλκ εζάλπ βΝ άΝ αεσηαΝ η Ν βθΝ

δαίβ δεάΝ θ φλκπΪγ δαΝ εαδΝ βθΝ έ δαΝ βθΝ εαλεδθκΰΫθ β·Ν εΪ δΝ κΝ κπκέκΝ Ϋλξ αδΝ Ν

αθ έγ βΝ η Ν κθΝ πέΝ ξλσθδαΝ λαδπηΫθκΝ λσζκΝ βμΝ p21 αθΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ

πλπ θβέΝ Νp21 Ϋξ δΝ υθ γ έΝηβξαθδ δεΪΝη Ν δμΝπαλαπΪθπΝπαγκΰΫθ δ μ έ ΝηΫ πΝ

βμΝ ευ αλκ α δεάμΝ βμΝ λΪ βμΝ πκυΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ υπ λ λκφέαΝ πθΝ

η αΰΰ δαευθΝ ευ ΪλπθΝ (Griffin and Shankland, 2004) έ Ν ευλέπμΝ ηΫ πΝ βμΝ

δεαθσ β ΪμΝ βμΝθαΝ πΪΰ δΝ βθΝΫεφλα βΝπλπ ρθυθΝπκυΝζαηίΪθκυθΝ θ λΰσΝηΫλκμΝ βθΝ

ΰΫθ άΝ κυμ,ΝσππμΝβΝ ΰαζ ε έθβ-γΝ βθΝαγβλκ εζάλπ β,ΝβΝ PP (amyloid precursor 
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protein) βΝ θσ κ Alzheimer,Ν βΝ εαγ οέθβΝ Ν βθ RA, εαδΝ βΝ tTGΪ βΝ (tissue 

transglutaminase) Νθσ κυμΝπκυΝ ηπζΫεκυθ αηυζκ έ π β (Chang et al. 2000). 

 

      

 
 

 

EδεσθαΝ A1. Ν p21 απκελέθ αδΝ Ν δΪφκλαΝ λ κΰσθαΝ λ γέ ηα αΝ ΰδαΝ θαΝ

πβλ Ϊ δΝ πζάγκμΝ φυ δκζκΰδευθΝ ευ αλδευθΝ δ λΰα δυθ,Ν ευλέπμΝ ηΫ πΝ βμΝ

αζζβζ πέ λα άμΝ βμΝεαδΝ βμΝαθα αζ δεάμΝ βμΝ λΪ βμΝ πέΝ βμΝCDK2 εαδΝ κυΝPCNA 

(Abbas and Dutta, 2009).   

 

 βθΝ παλκτ αΝ η ζΫ β,Ν γ πλάγβε Ν δ δαέ λαΝ θ δαφΫλκθΝ θαΝ δ λ υθβγ έΝ κΝ p21-

παΰυη θκΝ πλπ ΫπηαΝ Ν ηέαΝ ευ αλδεάΝ δλΪΝ κ κ αλευηα κμΝ ΧSaos-2) πκυΝ θΝ

εφλΪα δΝ βθΝp53, κηΫθκυΝσ δΝβΝp21 α) Ϋξ δΝ δξγ έΝσ δΝ ΝπκζζΫμΝπ λδπ υ δμΝ λαΝ

εα ΪΝΫθαθΝp53-αθ ιΪλ β κΝ λσπκ,Νί) βΝπζ δκ λκπδεά λΪ βΝ βμΝσππμΝπλκαθαφΫλγβε Ν

έθαδΝ θΪΝ υθ ηΫθβΝη Ν αΝησλδα- σξκυμΝ βμΝεαδΝΰ) ηΫξλδΝ υλαΝβΝησθβΝη ΰΪζβμΝ
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εζέηαεαμΝ Χhigh-throughput) αθΪζυ β ( δεσθαΝ A2) πκυΝ Ϋξ δΝ πλαΰηα κπκδβγ έΝ Ν

απσελδ βΝ βθΝp21 έθαδΝ Ν πέπ κΝ λαθ ελδπ υηα κμΝ(Chang et al. 2000) η ΝησθκΝ

ηέαΝ πλκεα αλε δεάΝ η ζΫ βΝ κυΝ p21- παΰυη θκυΝ πλπ υηα κμΝ πκυΝ απΫ π Ν ζέΰαΝ

κηΫθαΝ (Κraljevic et al. 2006) εαδΝ ηέαΝ ΪζζβΝ πκυΝ αφκλκτ Ν απκεζ δ δεΪΝ δμΝ

εελδθση θ μΝ πλπ θ μΝ πκυΝ πΪΰκθ αδΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ pβΰΝ άΝ αζζδυμΝ κΝ p21-

παΰυη θκΝ « ελέ πηα» (secretome) απσΝ βθΝ έ δαΝ κηΪ αΝ πκυΝ δ θάλΰβ Ν εαδΝ βθΝ

λαθ ελδπ πηδεάΝαθΪζυ βΝ(Currid et al. 2006).  

 

 

 

δεσθαΝ A2. ξβηα δεάΝ πδ εσπβ β κυΝ π δλαηα δεκτΝ ξ δα ηκτΝ πκυΝ ηπκλ έΝ θαΝ

αεκζκυγβγ έΝΰδαΝ βθΝ δ λ τθβ βΝΝ πθΝp21-η κζαίκτη θπθΝπκ κ δευθΝαζζαΰυθΝ Ν

η ΰΪζβΝ εζέηαεαΝ Χπλπ πηδεάΝ άΝ λαθ ελδπ πηδεάΨΝ εαδΝ βθΝ εα α ε υάΝ πθΝ

βηα κ κ δευθΝ δε τπθΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ πκυΝ αυ κπκδκτθ αδ πμΝ σξκδΝ βμΝ p21. 

(TλκπκπκδβηΫθκΝ απσΝ www.clontech.com εαδ http://www.heribert-

hirt.info/publications.htm).   

http://www.clontech.com/
http://www.heribert-hirt.info/publications.htm
http://www.heribert-hirt.info/publications.htm
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υΰε ελδηΫθα,Ν ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΫθαΝ παΰυΰδηκΝ τ βηαΝ λαευεζέθβμΝ αΝ p53
–/–

 

ετ αλαΝ Saos-2,Ν κ Saos-2 p21 Tet ON,Ν κΝ κπκέκ παλκυ έαΝ κυΝ αθ δίδκ δεκτΝ

κιυευεζέθβΝ εφλΪα αδΝ ε κπδεΪΝβΝp21 εαδΝ φαλησ βε ΝΰδαΝπλυ βΝφκλΪΝαθΪζυ βΝ

κυΝ p21- παΰυη θκυΝ πλπ υηα κμ η Ν βθΝ ζ τγ λβΝ ΰΫζβμΝ Χgel-free) πλπ πηδεάμΝ

ξθδεάμΝiTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantitation) Ν δαφκλ δεΫμΝ

ξλκθδεΫμΝ δΰηΫμΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάέΝΣαΝαπκ ζΫ ηα α,ΝσππμΝγαΝπαλκυ δα κτθΝεαδΝ

γαΝ ξκζδα κτθΝπαλαεΪ π,Ν πδί ίαέπ αθΝ κθΝπκζυ-ζ δ κυλΰδεσΝξαλαε άλαΝ βμΝp21 

πΫλαθΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ πμΝ αθα κζΫαΝ πθΝ CDKs εαδΝ ηΪζδ α,Ν πλκ Ϋφ λαθΝ θΫαΝ

π δλαηα δεΪΝ εηάλδαΝΰδαΝ βθΝκΰεκΰ θ δεάΝ λΪ βΝαυ άμΝ βμΝ«κΰεκεα α αζ δεάμ»Ν

πλπ θβμέΝ 

 

έθαδΝ αθαΰεαέκΝ σηπμΝ αλξδεΪΝ θαΝ παλκυ δα κτθΝ αΝ υπΪλξκθ αΝ ίδίζδκΰλαφδεΪΝ

κηΫθαΝ ΰδαΝ βθΝ p21 Ν ξΫ βΝ η Ν δμΝ δΪφκλ μΝ ζ δ κυλΰέ μΝ δμΝ κπκέ μΝ ζαηίΪθ δΝ

ηΫλκμΝ σππμΝ κΝ ευ αλδεσμΝ ετεζκμ,Ν βΝ πδ δσλγπ β,Ν βΝ ΰάλαθ β,Ν βΝ απσπ π β,Ν βΝ

ευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ εαδΝ βΝ κθ κΰΫθ βΝ αζζΪΝ εαδΝ βΝ εαλεδθκΰΫθ β·Ν εΪ δΝ κΝ

κπκέκΝΰέθ αδΝαθαζυ δεΪΝ δμΝπαλαΰλΪφκυμΝπκυΝαεκζκυγκτθέΝΝ                                                          
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έβέΝ Νpβ1ΝεαδΝκΝευ αλδεσμΝετεζκμΝ 
 

έβέ1. Ν pβ1Ν πμΝ αλθβ δεσμΝ λυγηδ άμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ εαδΝ 

            βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμΝ 
 

A. 2. 1. 1. O ελέ δηκμΝλσζκμΝ βμΝαζζβζ πέ λα βμΝ βμΝpβ1Νη Ν δμΝCDKs εαδΝ κΝ 

                 PCNA 

 

 p21 άΝσππμΝαζζδυμΝαθαφΫλ αδ p21
Cip1/WAF1/Sdi1

 έθαδΝ ΫθαμΝαθα κζΫαμΝσζπθΝ πθΝ

ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ εδθα υθΝ Χuniversal CDKIΨΝ βΝ κπκέαΝ αθάε δΝ βθΝ κδεκΰΫθ δαΝ

πθΝ αθα κζΫπθΝ Cip/Kip εαδΝ πλκεαζ έΝ βθΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ

αθα Ϋζζκθ αμΝη ΝηβΝ δ δεσΝ λσπκΝ βθΝ λα δεσ β αΝ πθ CDKs πκυΝ έθαδΝ δ δεΫμΝΰδαΝ

βθΝG1 εαδΝS φΪ βέΝ θαεαζτφγβε Ν δμΝ αλξΫμΝ κυΝ ´90 αθΝ i) ηέαΝ p53- παΰυη θβΝ

πλπ θβΝ (wild-type p53-activated factor 1, WAF1, el-Deiry et al. 1993) πκυΝ

αθα Ϋζζ δΝ βθΝ ευ αλδεάΝ ατιβ β,Ν βΝ κπκέαΝ ii) αζζβζ πδ λΪΝ η Ν βθΝ Cdk2 σππμΝ

Ϋ διαθΝ π δλΪηα αΝ αθκ κεα αελάηθδ βμΝ (Cdk-interacting protein, Cip1, Harper et 

al. 1993) εαδΝ iii) βμΝ κπκέαμΝ βΝ Ϋεφλα βΝ αυιΪθ αδΝ εα ΪΝ βθΝ υδκγΫ β βΝ κυΝ

φαδθκ τπκυΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ εαδΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ απυζ δαΝ βμΝ δεαθσ β αμΝ πθΝ

ευ ΪλπθΝθαΝπκζζαπζα δΪακθ αδΝ(senescent cell-derived inhibitor, Sdi1, Noda et al. 

1994).  

  

κηδεΪ,ΝβΝp21 πλπ θβΝ δαγΫ δΝ τκΝ δαελδ ΫμΝ κηΫμ·ΝηέαΝαηδθκ- ζδεάΝπ λδκξάΝπκυΝ

έθαδΝ ελέ δηβΝ ΰδαΝ βθΝ δεαθσ β ΪΝ βμΝ θαΝ αθα Ϋζζ δΝ δμΝ CDKs εαδΝ ηέαΝ ι ξπλδ άΝ

PCNA (proliferating-cell nuclear antigen)-πλκ Ϋθκυ αΝ π λδκξάΝ πκυΝ ίλέ ε αδΝ κΝ

εαλίκιυ- ζδεσΝ βμΝΪλγλκέΝ Νπλσ βΝ κυ PCNA απσΝαυ άθΝ βθΝC- ζδεάΝπ λδκξάΝ

η κζαί έ αδΝαπσΝβίΝεα ΪζκδπαΝαηδθκιΫπθΝπκυΝ παλεκτθΝΰδαΝθαΝ βθΝαθα κζάΝ βμΝ

αθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA κυ SV40 in vitro (Warbrick et al. 1995), η Ν α αηδθκιΫαΝ

QTSMTDFY πκυΝίλέ εκθ αδΝ δμΝγΫ δμΝΰζζ-ΰηΰΝ βμΝπλπ κ αΰκτμΝαεκζκυγέαμΝ βμΝ

p21 θαΝ έθαδΝελέ δηαΝ( δεσθαΝA3.A). ΣκΝPCNA δαγΫ δΝηέαΝ λδ δΪ α βΝπ τξπ βΝ

« αε υζδ δκτ»ΝεαδΝξλβ δη τ δΝΰδαΝ βθΝDNA πκζυη λΪ β ΝπμΝ« υθ άλαμ»Νη Ν βθΝ

ίκάγ δαΝ κυΝκπκέκυΝΰζδ λΪ δΝπΪθπΝ κΝDNA, εαγυμΝ κΝPCNA π λδίΪζζ δΝ κΝDNA-

υπσ λπηα,Νπλκ Ϋθκθ αμΝ βθΝπκζυη λΪ βΝ πΪθπΝ κυΝ( δεσθαΝA3. ),Νη ΝπαλσηκδκΝ

λσπκΝη Ν βθΝκησζκΰβΝπλπ θβΝ κυΝE. coi ΰθπ άΝπμΝίΝ υθ άλαμΝ Χbeta clamp). 
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δ,Ν κ PCNA έθαδΝ αθαΰεαέκΝ ΰδαΝ βθΝ θέ ξυ βΝ βμΝ εα Ϊζυ βμΝ βμΝ DNA 

πκζυη λΪ βμ  εαδΝ ΰδαΝ βθΝ αθ δΰλαφάΝ κυΝ ΰ θυηα κμΝ εα ΪΝ βθΝ φΪ βΝ S κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυέΝ 

 

 
 

                    
  

        

              
 

δεσθαΝA3. ( ) Κλυ αζζκΰλαφέαΝαε έθπθΝX βμΝ κηάμΝ κυΝαθγλυπδθκυΝPCNA 

Ν τηπζκεκΝ η Ν ΫθαΝ π π έ δκΝ πκυΝ αθ δ κδξ έΝ αΝ αηδθκιΫαΝ 1γλ-1θίΝ βμΝ

αθγλυπδθβμΝp21. ΚΪγ Νηκθκη λΫμΝ κυΝPCNA ΧπλΪ δθκ,Νεέ λδθκΝεαδΝηπζ ΨΝπλκ Ϋθ δΝ
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ΫθαΝ π π έ δκΝ p21 (εσεεδθκΨέΝ  βθΝ Ν αζζβζ πέ λα βΝ η Ν βθΝ p21 ηπζΫε αδΝ ηέαΝ

ε θ λδεάΝ γβζδΪΝ δα τθ βμΝ πθΝ τκΝ ζκίυθΝ κυΝ εΪγ ΝPCNA ηκθκη λκτμέΝ υ άΝ βΝ

ε θ λδεάΝ γβζδΪΝ κυΝ PCNA πέ βμΝ πλκ Ϋθ αδΝ απσΝ βθΝ C- ζδεάΝ κηάΝ βμΝ γβμ 

υπκηκθΪ αμΝ βμΝDNA πκζυη λΪ βμ ,Ν βθΝp66, βΝκπκέαΝαθ αΰπθέα αδΝη Ν βθΝp21 ΰδαΝ

πλσ βΝ βθΝέ δαΝπ λδκξάΝ κυΝPCNA. Aυ σΝ κΝγ-D ηκθ ΫζκΝΫΰδθ  η Ν κΝπλσΰλαηηαΝ

PyMol. ΟΝπλκεαλυπ δεσμΝίΝ υθ άλαμΝΫξ δΝπαλσηκδαΝ λ κ δαησλφπ βΝησθκΝπκυΝ

Ναυ άθΝ βθΝπ λέπ π βΝπλσε δ αδΝΰδαΝ τκΝυπκηκθΪ μΝη Ν λ δμΝζκίκτμΝβΝεΪγ ΝηέαέΝ

( ΨΝ θαπαλΪ α βΝ βμΝ«π λδετεζπ βμ»Ν κυΝDNA απσΝ κΝ αε υζέ δΝ κυΝPCNA ΰδαΝ

βθΝ δ επ λαέπ βΝ έ Ν βμΝαθ δΰλαφάμΝ έ Ν βμΝ πδ δσλγπ βμΝεαδΝ βμΝαθ αΰπθδ δεάμΝ

αζζβζ πέ λα βμΝ κυΝPCNA βθΝηκθκη λάΝάΝ λδη λάΝ αε υζδκ δ άΝηκλφάΝ κυΝαπσΝ

βθΝ p21 άΝ δμΝ δ κηκλφΫμΝ GADD45. AμΝ αθαφ λγ έΝ ππμΝ αΝ βη έαΝ αθ δΰλαφάμΝ άΝ

ίζΪίβμΝ κυΝDNA, κΝPCNA αζζβζ πδ λΪ η Ν βθΝ υπκηκθΪ αΝp150 βμΝ δαπ λσθβμΝ

δ κθυθΝ CAF1 (chromatin assembly factor 1) εδΝ αυ άΝ βΝ αζζβζ πέ λα βΝ Ϋξ δΝ

υ ξ δ γ έΝη Ν βθΝ δα άλβ βΝ πθΝ πδΰ θ δευθΝαζζαΰυθΝ κυΝθ κ υθ δγΫη θκυΝDNA 

εαδΝη Ν βθΝ π ι λΰα έαΝ βμΝξλπηα έθβμΝπκυΝΫξ δΝυπκ έΝίζΪίβΝ(Bozza et al. 2012; 

Feng et al. 2002).   

 

ΟδΝπλκαθαφ λγΫθ μΝ κηΫμΝ βμΝp21 έθαδΝ δεαθΫμΝθαΝαθα έζκυθΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝ

DNA αθ ιΪλ β αΝβΝηέαΝαπσΝ βθΝΪζζβ,Νη Ναπκ Ϋζ ηαΝβΝp21 θαΝ πδ δεθτ δΝΫθαθΝ δ σΝ

λσπκΝ λΪ βμΝ βθΝ παλ ηπσ δ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ πκζζαπζα δα ηκτΝ (Luo et al. 

1995). υθκζδεΪ,Ν κΝ Ν- ζδεσΝ ΪελκΝ βμΝ p21 πκυΝ αζζβζ πδ λΪΝ η Ν δμΝ ευεζέθ μΝ

(ευεζέθβ A1, E εαδ D1) εαδΝ δμΝCDKs (CDK2, CDK4, CDK6 εαδ CDK3) ηααέΝη Ν κΝ

C- ζδεσΝΪελκΝπκυΝαζζβζ πδ λΪΝη Ν κ PCNA πδ δεθτκυθΝαθα αζ δεάΝ λΪ βΝΰδαΝ

βθΝ ευ αλδεάΝ ατιβ βΝ ηΫ πΝ βμΝ αλθβ δεάμΝ λτγηδ βμΝ βμΝG1-S η Ϊία βμΝ εαδΝ βμΝ

αθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA (Harper et al. 1995; Waga et al. 1994; Li et al. 1994; Flores-

Rozas et al. 1994; Lin et al. 1996; Luo et al. 1995). 

 

έθαδΝ θ δαφΫλκθΝ ππμΝ αΝ Ν- ζδεΪΝ εα ΪζκδπαΝ αηδθκιΫπθΝ 21-26 βμ p21 πκυΝ

ηπζΫεκθ αδΝ βθΝπλσ βΝ πθΝευεζδθυθΝDΰΝεαδ E έθαδΝ ι ζδε δεΪΝ υθ βλβηΫθαΝ

εαδΝ δμΝπλπ θ μΝCDKIs η ΝπαλσηκδαΝη Ναυ άθΝ βμΝp21 ζ δ κυλΰέα,Ν δμΝp27
Kip1 

and 

p57
Kip2

 (Lin et al. 1996), κδΝ κπκέ μΝ υΰεα αζΫΰκθ αδΝ η Ν βθΝ p21 βθΝ έ δαΝ κηΪ α 

CDKIs αυ άθΝ βμΝ κδεκΰΫθ δαμ CIP ( δεσθαΝA4). ΘαΝπλΫπ δΝ θαΝ βη δπγ έΝ ππμΝ ηέαΝ

ΪζζβΝ παΰυη θβΝαπσΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA εαδΝ βθΝp53 πλπ θβ, βΝGADD45 (growth 

arrest and DNA damage), πέ βμΝ πλκ Ϋθ αδΝ κΝ PCNA αζζΪΝ εαδΝ βθΝ p21 εαδΝ
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αθ αΰπθέα αδΝ βθΝαζζβζ πέ λα βΝη αιτΝ βμΝp21 εαδΝ κυΝPCNA ( δεσθαΝA3. )έΝ Ν

αθ έγ βΝσηπμΝη Ν βθΝGADD45,ΝκδΝπλπ θ μΝp27
Kip1 εαδ p57

Kip2
 θΝαζζβζ πδ λκτθΝ

η Ν κΝPCNA, εαγυμΝ λκτθ αδΝηέαμΝPCNA-πλκ Ϋθκυ αμΝ κηάμέΝ 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

EδεσθαΝA4. λξδ ε κθδεάΝκλΰΪθπ βΝ βμΝpβ1ΝεαδΝ ξβηα δεάΝκηκπαλΪγ β βμΝ

αθγλυπδθβμΝ pβ1Ν η Ν βθΝ pβ1Ν πκθ δεκτΝ (a),Ν εαδΝ αΝ ΪζζαΝ αθγλυπδθαΝ ηΫζβΝ βμΝ

κδεκΰΫθ δαμΝ CIP,Ν βθΝ p27 (b),Ν εαδΝ βθΝ p57 (c). ΣαΝ δαφκλ δεΪΝ αηδθκιΫαΝ

υπκ δεθτκθ αδΝαπσΝηατλκΝεαδΝκδΝζ υεΫμΝ θυΝβΝκηκδσ β αΝ κΝεα ΪζκδπκΝαηδθκιΫκμΝ

αθαπαλέ αθ αδΝ η Ν ζ υεσέΝΜ Ν ηπΪλ μΝ υπκ δεθτκθ αδΝ κδΝ π λδκξΫμΝ αζζβζ πέ λα βμΝ

βμΝp21 η Ν αΝησλδα PCNA, Gadd45, Cdk2, εαδΝ δμ ευεζέθ μ,ΝεαγυμΝεαδΝβΝC- ζδεάΝ

π λδκξάέΝΣαΝπδγαθΪΝ άηα αΝπυλβθδεκτΝ θ κπδ ηκτΝπκυΝπ λδΫξκυθΝία δεΪΝαηδθκιΫαΝ

υπκ δεθτκθ αδΝ απσΝ ηδελΪΝ εκυ ΪεδαΝ θυΝ ΫθαΝ λέΰπθκΝ ξλβ δηκπκδ έ αδΝ ΰδαΝ θαΝ

κλδκγ ά δΝ κΝ βκ απσΝ κΝ γκ ισθδκέΝ πδπζΫκθ,Ν βθΝ πκζζαπζάΝ κηκπαλΪγ βΝ

π λδζαηίΪθ αδΝ εαδΝ κΝ ηΫζκμΝ βμΝRb κδεκΰΫθ δαμΝp107 πκυΝ σππμΝφαέθ αδΝ δαγΫ δΝ

ηέαΝ π λδκξάΝκηκζκΰέαμΝ η Ν βθΝpβΰ,Ν ηΫ πΝ βμΝ κπκέαμΝαζζβζ πδ λΪΝη Ν αΝ τηπζκεαΝ

πθΝευεζδθυθΝA/Cdk2 άΝE/Cdk2έΝυθ πυμΝβΝαζζβζ πέ λα βΝαυ υθΝ πθΝ υηπζσεπθΝ

η Ν βθΝ p21 εαδΝ η Ν βθ p107 έθαδΝ αηκδίαέαΝ απκεζ δση θαΝ ΰ ΰκθσ αΝ (Gartel et al. 

1996b).    
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ΠδκΝπλσ φα α,Ν έξγβε ΝππμΝβΝp21 σξδΝησθκΝ πΪΰ δΝ βθΝG1 πατ βΝ Ναπσελδ βΝ Ν

ΰ θπ κιδεσΝ λΫγδ ηαΝαζζΪΝ έθαδΝ πδπζΫκθΝαθαΰεαέαΝΰδαΝ βθΝ δα άλβ βΝ βθΝπατ βΝ

κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ βθΝ φΪ βΝ G2,Ν πλκπγυθ αμΝ βθΝ πλπ α πηδεάΝ

απκδεκ σηβ βΝ βμΝ ευεζέθβμΝB1 (Gillis et al. 2009) εαδΝ αθα Ϋζζκθ αμΝ βθΝCDK1 

(Bunz et al. 1998) θυ υπσΝ υθγάε μΝ απυζ δαμΝ βμΝ λα δεσ β αμΝ βμΝCDK2 εαδ 

παλκυ έαΝ βμΝ p53,Ν βΝ p21-η κζαίκτη θβΝ αθα κζάΝ βμΝ CDK1 φαέθ αδΝ θαΝ Ϋξ δΝ

αθαπζβλπηα δεσΝλσζκΝ βθΝ πδίκζάΝ κυΝG1/S βη έκυΝ ζΫΰξκυΝ(Satyanarayana et 

al. 2008). πδπζΫκθ,ΝβΝΫεφλα βΝεαδΝ κυΝΰκθδ έκυΝπκυΝεπ δεκπκδ έΝ βθΝCDC2 (CDK1) 

εαδΝ ε έθκυΝπκυΝεπ δεκπκδ έΝ βθΝευεζέθβΝB1 εα α Ϋζζ αδΝαπσΝ βθΝp21 (Chang et 

al. 2000) εαδΝ ΫπμΝ εΝ κτ κυ,Ν βΝ εα δκτ αΝ λτγηδ βΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ πθΝ υηπζσεπθΝ

ευεζδθυθ-CDKs έθαδΝΫθαμΝ πδπλσ γ κμΝαθ ιΪλ β κμΝ πθΝΪζζπθΝηβξαθδ ησμΝηΫ πΝ

κυΝκπκέκυΝβΝp21 πδ υΰξΪθ δΝ βθΝευ αλσ α βέΝ  

 

A.2.1.2. Νpβ1Ν κΝG1Ν βη έκΝ ζΫΰξκυ 

 

Ν p21, πμΝ υθδ υ αΝ κυΝ p53-p21 ηκθκπα δκτΝ απσελδ βμΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝ DNA 

( δεσθαΝA5), πΪΰ αδΝη ΪΝαπσΝΰ θπ κιδεσΝ λΫγδ ηαΝΰδαΝθαΝπλκεαζΫ δΝG1 πατ βΝ

σ κΝ α) ηΫ πΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ πμΝ αθα κζΫαμΝ πθΝ ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ εδθα υθΝ

(cyclin-dependent kinase inhibitor, CDKI) CDK2 εαδΝ CDK4/CDK6 πκυ 

υηπζκεκπκδκτθ αδΝη Ν δμ G1 ευεζέθ μ·Ν βθΝευεζέθβΝ ΝεαδΝ δμΝευεζέθ μΝ τπκυΝD (D1, 

ϊβΝεαδΝϊγΨ,Ναθ έ κδξα (ϊuliΕΝet al. 1994; Xiong et al. 1993), αζζΪΝεαδΝίΨΝηΫ πΝ βμΝ

αθα αζ δεάμΝ κυΝ αζζβζ πέ λα βμΝ η Ν κΝPCNA (proliferating cell nuclear antigen) 

(Cayrol et al. 1998). Mβξαθδ δεΪ,ΝβΝp21 παλ ηίαέθ δΝ βθΝαζζβζ πέ λα βΝ 

ευεζδθυθμCDKs ηΫ πΝ τκΝ ηκ έίπθΝCy1 εαδΝCy2 (cyclin-binding motif 1/2) κΝN-

ζδεσΝ εαδΝC- ζδεσΝ βμΝ Ϊελκ,Ν αθ έ κδξα,Ν εαγυμΝ εαδΝ ηΫ πΝ ηέαμΝ γΫ βμΝ πλσ βμΝ

δμΝ CDKs κΝ N- ζδεσΝ ΪελκΝ (Chen et al. 1996). KαγυμΝ αΝ υπκ λυηα αΝ πθΝ

CDKs,Ν υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ βμΝ κδεκΰΫθ δαμΝ Rb ξλβ δηκπκδκτθΝ

παλσηκδαΝ Cy ηκ έίαΝ ΰδαΝ βθΝ πλσ άΝ κυμΝ αΝ τηπζκεαΝ ευεζδθυθ/CDKs,Ν βΝ

αζζβζ πέ λα βΝCDKsμυπκ λπηΪ πθΝαθα Ϋζζ αδ (Zhu et al. 1995; Shiyanov et 

al. 1996; Saha et al. 1997).  
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EδεσθαΝA5. ΣκΝ ΣΜ-p53-pβ1ΝηκθκπΪ δΝ κΝG1Ν βη έκΝ ζΫΰξκυέ  Ναπσελδ βΝ Ν

ΰ θπ κιδεκτμΝ παλΪΰκθ μΝ Χΰ-αε δθκίκζέα,Ν ξβη δκγ λαπ υ δεΪΨΝ βΝ ΣΜΝ εδθΪ βΝ

θ λΰκπκδ έ αδΝεαδΝ έ ΝΪη α,Ν έ ΝΫηη αΝηΫ πΝ βμΝεδθΪ βμΝChk2 φπ φκλυζδυθ δΝ

εαδΝ θ λΰκπκδ έΝ βθΝ πλπ θβΝ p53. Aυ άΝ έθαδΝ ΫθαμΝ λαη λάμΝ η αΰλαφδεσμΝ

παλΪΰκθ αμΝ πκυΝ θ λΰκπκδ έΝ η αΰλαφδεΪΝ κΝ ΰκθέ δκΝ CDKN1A ΧάΝ CIP1) πκυΝ

επ δεκπκδ έΝ βθΝ pβΰέΝ  p21 η Ν βθΝ δλΪΝ βμ,Ν πμΝ αθα κζΫαμΝ πθΝ ευεζκ-

ιαλ υη θπθΝεδθα υθΝ βμΝG1 φΪ βμΝΧCDK2 εαδΝCDK4/CDK6) υθ ζ έΝ βθΝπατ βΝ

κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ βθΝG1 υ Ν κΝετ αλκΝθαΝηπκλΫ δΝθαΝ πδ δκλγυ δΝ δμΝ

ίζΪί μΝ κυΝ ΰ θυηα σμΝ κυέΝ Ν απκ λκπάΝ βμΝ δ σ κυΝ βθΝ φΪ βΝ S ξ έα αδΝ

ηβξαθδ δεΪΝ η Ν βθΝ αθα κζάΝ βμΝCDK-η κζαίκτη θβμΝ υπ λφπ φκλυζέπ βμΝ βμΝ

pRb πκυΝ έθαδΝαθαΰεαέαΝΰδαΝ βθΝαπκ Ϋ η υ άΝ βμΝαπσΝ κθΝπαλΪΰκθ αΝE2F εαδΝ βθΝ
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πυλκ σ β βΝ βμΝη αΰλαφάμΝΰκθδ έπθΝ αΝκπκέαΝπλκπγκτθΝ βθΝG1/S η Ϊία βέΝ ΪθΝ

π σ κΝ κδΝ ίζΪί μΝ έθαδΝ ε αηΫθ μΝ εαδΝ ηβΝ πδ δκλγυ δη μ,Ν κΝ ζδεσΝ απκ Ϋζ ηαΝ

ηπκλ έΝθαΝ έθαδΝβΝαπσπ π βέΝ Νπατ βΝ βθΝG1 απσΝ βθΝp21 ξ έα αδΝεαδΝη Ν βθΝ

αθα αζ δεάΝ βμΝ λΪ βΝ κΝ PCNA (proliferating cell nuclear antigen) θυΝ βΝ p21 

παέα δΝ βηαθ δεσΝ λσζκΝ εαδΝ κΝ G2 βη έκΝ ζΫΰξκυ εδΝ πδπζΫκθΝ κδΝ p21 εαδΝ p53 

ηπκλκτθΝ θαΝ ζ δ κυλΰά κυθΝ εαδΝ αθ ιΪλ β αΝ βΝ ηέαΝ απσΝ βθΝ Ϊζζβ,Ν αζζΪΝ ΰδαΝ ζσΰκυμΝ

υελέθ δαμΝ κδΝ ηβξαθδ ηκέΝ αυ κέΝ θΝ απ δεκθέακθ αδΝ υΝ ( λκπκπκδβηΫθκΝ απσ 

Lapenna and Giordano, 2009).    

 

Kα ΪΝ υθΫπ δα,Ν Ϋξ δΝ δξγ έΝππμΝαπκυ έαΝ βμΝp21 κΝG1 βη έκΝ ζΫΰξκυΝεα αλλΫ δΝ

έ Ν έθαδΝαπζΪΝ υ ζ δ κυλΰδεσ,ΝαθΪζκΰαΝη Ν βθΝευ αλδεάΝ δλΪέΝΥαλαε βλδ δεΪ,Ν

αΝ HCT116 ετ αλαΝ πκυΝ πλκΫλξκθ αδΝ απσΝ αθγλυπδθκΝ εαλεέθπηαΝ κυΝ παξΫκμΝ

θ ΫλκυΝεαδΝ δαγΫ κυθΝαεΫλαδβΝ βθΝp53,ΝβΝκησαυΰβΝαπαζκδφάΝ βμΝp21 υθ ζ έΝ βθΝ

πζάλβΝ εα Ϊλλ υ βΝ κυΝG1 βη έκΝ ζΫΰξκυΝ η ΪΝ απσΝ Ϋεγ βΝ πθΝ ευ ΪλπθΝ Ν ΰ-

αε δθκίκζέαέΝ δ,Ν δμ βζΝ υλ μΝ η ΪΝ απσΝ αε δθκίσζβ βΝ η Ν θΝ Gy, αΝ η θΝ p21
+/+

 

HCT116 ετ αλαΝ δαγΫ κυθΝΫθαθΝπζβγυ ησΝ βθΝS φΪ βΝπκυΝ θΝι π λθΪ δΝ κΝΰκΣ,Ν

αΝ Νp21
-/-

 HCT116 ετ αλαΝ δαγΫ κυθΝΫθαΝεζΪ ηαΝ βθΝφΪ βΝS πκυΝφ Ϊθ δΝΫπμΝεαδΝ

κ ηβΣΝ κυΝ πζβγυ ηκτΝ κυμ (Waldman et al. 1995)έΝ θ έγ α,Ν κΝ p21
-/-

 ΰ θ δεσΝ

υπσίαγλκΝ κυμΝπκθ δεέ δκυμΝ ηίλυρεκτμΝδθκίζΪ μΝΧmouse embryonic fibroblasts, 

MEFs) Ϋξ δΝ αθΝ απκ Ϋζ ηαΝ αΝ ετ αλαΝ θαΝ δα βλά κυθΝ Ν εΪπκδκΝ ίαγησΝ βθΝ

δεαθσ β ΪΝ κυμΝΰδαΝπατ βΝ κΝG1 βη έκ (Deng et al. 1995; Brugarolas al. 1995).   

 

ΟΝελέ δηκμΝλσζκμΝ βμΝpβΰΝ κΝG1 βη έκΝ ζΫΰξκυΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ έθαδΝηέαΝ

βηαθ δεάΝπ υξάΝ βμΝ κΰεκεα α αζ δεάμΝ βμΝ λΪ βμ,Ν κηΫθκυΝσ δΝ κΝG1 βη έκΝ

βθΝ πζ δκοβφέαΝ πθΝ αθγλυπδθπθΝ εαλεέθπθΝ έθαδΝ υ ζ δ κυλΰδεσΝ έ Ν ζσΰπΝ

απ θ λΰκπκδβ δευθΝη αζζΪι πθΝ κΝΰκθέ δκΝTP53 πκυΝ έθαδΝαθυ λκμΝ ζ άμΝ βμΝ

p21 έ ΝζσΰπΝη αζζΪι πθΝ κθΝΰ θ δεσΝ σπκΝRB1 κΝκπκέκμΝεπ δεκπκδ έΝ βθΝpRb 

(πλπ θβΝ κυΝ λ δθκίζα υηα κμΨΝ πκυΝ έθαδΝ εα υ λκμΝ ζ άμΝ βμΝ p21 εαδΝ

ζΫΰξ δΝ βθΝG1/S η Ϊία β (Sherr and McCormick, 2002).     

 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sherr%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12204530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCormick%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12204530
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A.2.1.3. Ν p21 κΝ G2 βη έκΝ ζΫΰξκυμΝ αλθβ δεάΝ λτγηδ β κυΝ υηπζσεκυΝ 

              ευεζέθβμΝ 1ήCDCβΝ ΝπκζζαπζΪΝ πέπ αΝ 

 

A.2.1.3.a.  pβ1 αθα Ϋζζ δ βθ CAK-η κζαίκτη θβ θ λΰκπκδβ δεά φω φκλυζέω β  

                βμ CDCβ βθ Thr161 

 

Κα ΪΝ βθΝη σφα β,ΝβΝεα αζυ δεάΝυπκηκθΪ αΝ κυΝ‘MPF’ΝΧmitosis-promoting factor), 

βζέΝ κυΝ υηπζσεκυΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 (CDK1) πκυΝ ξαλαε βλέ βε Ν ΰδαΝ πλυ βΝ

φκλΪΝ κθ Xenopus – βΝCDC2 – δα βλ έ αδΝ βθΝ αθ θ λΰσΝ βμΝ ηκλφάΝ ηΫ πΝ πθΝ

αθα αζ δευθΝ φπ φκλυζδυ υθΝ βμΝ αΝ εα ΪζκδπαΝ Σyr14 εαδΝ Σyr15 ( erry and 

Gould, 1996) πκυΝ εα αζτκθ αδΝ απσΝ δμΝ εδθΪ μΝ Wee1 εαδΝ Μyt1. Ό αθΝ εα ΪΝ βθΝ

πλσφα βΝβΝφπ φα Ϊ βΝCDC25C η α κπέα αδΝ κθΝπυλάθα,Ναπκφπ φκλυζδυθ δΝ αΝ

εα ΪζκδπαΝ αυ ΪΝ θυΝ βΝ εδθΪ βΝ CAK (CDK-activating kinase) η κζαί έΝ βθΝ

θ λΰκπκδβ δεάΝφπ φκλυζέπ βΝ βμΝCDC2 βθΝThr161 Ν ηέαΝπ λδκξάΝ κυΝηκλέκυΝ

ΰθπ άΝπμΝ‘Σ-γβζ δΪ’ΝΧΣ-loop) πλδθΝαεσηαΝβΝCDC2 ξβηα έ δΝ δη λΫμΝ τηπζκεκΝη Ν

βθΝ ευεζέθβΝ ΰ (Morgan D, 1995; De Smedt et al. 2002) υ Ν θαΝ εα α έΝ

εα αζυ δεΪΝ θ λΰσμέΝ Ν πυλβθδεάΝ η α σπδ βΝ βμΝ CDC25C εα ΪΝ βθΝ πλσφα βΝ

πυλκ κ έ αδΝαπσΝ βθΝPlk1- ιαλ υη θβΝφπ φπλυζέπ άΝ βμΝ βθΝSer198 θ σμΝ θσμΝ

δθδΪζκυΝπυλβθδεάμΝ ισ κυΝ Χnuclear export signal, NES) (Toyoshima-Morimoto et 

al. 2002). υθκζδεΪ,Ν αυ ΪΝ αΝ υηίΪθ αΝ απκφπ φκλυζδυ πθΝ εαδΝ φπ φκλυζέπ βμΝ

βμΝCDC2 υθ ζκτθΝ βθΝ υΰελσ β βΝ κυΝ θ λΰκτΝ δη λκτμΝ υηπζσεκυΝευεζέθβμΝ

ΰήCDC2 κθΝπυλάθαΝεα ΪΝ βθΝπλσφα βΝεαδΝπυλκ κ κτθΝ βθΝG2/M η Ϊία β.    

 

To ηκθκπΪ δΝ πκυΝ ξλκθκζκΰδεΪΝ θ λΰκπκδ έ αδΝ πλυ κΝπμΝ απσελδ βΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝ

DNA έθαδΝ κΝ βηα κ κ δεσμΝ ΪικθαμΝ ATM/R-Chk1-CDC25C o oπκέκμΝ εα αζάΰ δΝ

βθΝ φπ φκλυζέπ βΝ βμΝ φπ φα Ϊ βμΝCDC25C κΝ εα ΪζκδπκΝSer216έΝΜ Ν αυ άθΝ

βθΝ φπ φκλυζέπ β,Ν βηδκυλΰ έ αδΝ ηέαΝ γΫ βΝ ‘ ζδη θδ ηκτ’Ν Χdocking site) πέΝ βμΝ

CDC25C ΰδαΝ δμΝ πλπ θ μΝ ΰζ-3-γΝ κδΝ κπκέ μΝ εαδΝ παλ ηπκ έακυθΝ βθΝ πυλβθδεάΝ

η α σπδ βΝ βμΝ CDC25C (Peng et al. 1997) εαδΝ πδπζΫκθ,Ν αθα Ϋζζ αδΝ εαδΝ βΝ

θαυηδεάΝ λα δεσ β αΝ βμΝCDC25C (Blasina et al. 1999). δ,Ν αθα Ϋζζ αδΝ βΝ

CDC25C- ιαλ υη θβΝαπκφπ φκλυζέπ βΝεαδΝ παεσζκυγβΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝCDC2 

εαδΝ ηπζκεΪλ αδΝ βΝ έ κ κμΝ βθΝ ηέ π βΝ ΰδαΝ θαΝ απκ λαπκτθΝ πδγαθΪΝ ζΪγβΝ απσΝ ηέαΝ

ηδ π δεάΝευ αλδεάΝ δαέλ β υπσΝ υθγάε μΝΰ θπ κιδεκτΝ λ μέΝ 
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Νp21 πλπ θβ σππμΝΫξκυθΝ έι δΝπ δλΪηα αΝαθκ κεα αελάηθδ βμΝαζζβζ πδ λΪΝη Ν

κΝ τηπζκεκΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 εαδΝ πδγαθσθΝ θαΝ κΝ αθα Ϋζζ δΝ in vivo. Χ σ κ,Ν

υΰελδ δεΪΝ η Ν βθΝ αΰξδ έαΝ πκυΝ παλκυ δΪα δΝ βΝ p21 πμΝ πλκμΝ αΝ τηπζκεαΝ

ευεζδθυθήCDKs βμΝφΪ βμΝG1 εαδΝS, βζέΝ αΝ τηπζκεαΝευεζέθβμΝ ήCDK2, ευεζέθβμΝ

E/CDK2 εαδΝ ευεζδθυθΝD/CDK4-6, βΝαΰξδ έαΝ βμΝ  p21 πμΝπλκμΝ κΝ τηπζκεκΝ βμΝΝ

ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 έθαδΝ ηδελάΝ ( arper et al. 1995) εαδΝ βΝ Ϊη βΝ p21-

η κζαίκτη θβΝαθα κζάΝ βμΝ λα δεσ β αμΝ κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝευεζέθβμΝ ΰήCDC2 

θΝ υηίΪζζ δΝ Νη ΰΪζκΝίαγησ κθΝηβξαθδ ησΝη Ν κθΝκπκέκΝβΝp21 ηπζΫε αδΝ κΝ

G2 βη έκΝ ζΫΰξκυέΝ 

 

Παλ’ΝσζαΝαυ Ϊ,Ν θυΝβΝp21 Ϋξ δΝεα ΪΝετλδκΝζσΰκΝη ζ βγ έΝΰδαΝ κθΝλσζκΝ βμΝ κΝG1 

βη έκΝ ζΫΰξκυ, ά βΝαπσΝ αΝ ΫζβΝ βμΝ εα έαμΝ κυΝ’90 o unz η Ν κυμΝ υθα ΫζφκυμΝ

κυΝαθΫ δι Ν κθΝ βηαθ δεσΝλσζκΝ βμΝp21 εαδΝ κΝG2 βη έκΝ ζΫΰξκυέΝυΰε ελδηΫθα,Ν

απκ έξγβε Νπ δλαηα δεΪΝππμΝΰδαΝ βθΝπαλα αηΫθβΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ

βθΝ φΪ βΝ G2 (G2 arrest maintenance) σ αθΝ κΝ DNA υπκ έΝ ίζΪίβ,Ν έθαδΝ

απαλαέ β βΝ εαδΝ βΝ αε λαδσ β αΝ βμΝ p21 εαδΝ βΝ αε λαδσ β αΝ βμΝ p53 πκυΝ έθαδΝ

αθυ λκμΝ ζ άμΝ βμΝp21 εαδΝ πΪΰ δΝ βθΝη αΰλαφάΝ βμΝυπσΝ υθγάε μΝΰ θπ κιδεκτΝ

λ μ. EΪθΝ Ϋ πΝ ηέαΝ απσΝ δμΝ τκΝ αυ ΫμΝ πλπ θ μΝ θΝ έθαδΝ ζ δ κυλΰδεά,Ν σ Ν αΝ

ετ αλαΝ πκυΝ ε έγ θ αδΝ Ν δκθέακυ αΝ αε δθκίκζέαΝ ΧΙR) ζδεΪΝ δ Ϋλξκθ αδΝ βθ 

ηέ π βΝη Ναπκ Ϋζ ηαΝβΝαπκ υξβηΫθβΝευ κεέθβ βΝεαδΝαθ υπζκ δ κΰΫθ βΝθαΝ έθαδΝ

εκδθΪΝΰ ΰκθσ αΝ( unz et al. 1998).   

 

Μ Ν κηΫθκΝ ζκδπσθΝ κθΝ βηαθ δεσΝ λσζκΝ βμΝ p21 κ G2 βη έκΝ ζΫΰξκυ,Ν

απκ έξγβε Νσ δΝηβξαθδ δεΪΝβΝp21 αζζβζ πδ λυθ αμΝη Ν κΝ τηπζκεκΝ βμΝευεζέθβμΝ

ΰήCDC2 υηη Ϋξ δΝ Ναυ σΝ κΝ βη έκΝ ζΫΰξκυΝη Ν δ σΝ λσπκμΝαΨΝ έ ΝΪη αΝπμΝ

αθα κζΫαμΝ βμΝ θαυηδεάμΝ λα δεσ β αμΝ κυΝ υηπζσεκυΝ έ Ν ίΨΝ αθα Ϋζζκθ αμΝ

Ϋηη αΝ κΝ τηπζκεκΝ βμ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 λξση θβΝ Ν φυ δεάΝ παφάΝ η Ν βθΝ

CDC2 εαδΝ παλ ηπκ έακθ αμ βθΝ CAK-η κζαίκτη θβΝ φπ φκλυζέπ άΝ βμΝ βθΝ

Σhr161 πκυΝ έθαδΝεαδΝπλκςπσγ βΝεαδΝΰδαΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝCDC2 (Smits et al. 

2000a). δ,Ν υθκζδεΪ,Ν πλκ Ϊγβε Ν απσΝ κθΝ Smits εαδΝ κυμΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝ ΫθαΝ

ηκθ ΫζκΝ ( δεσθαΝ A6) τηφπθαΝ η Ν κΝ κπκέκΝ σ αθΝ κΝ ετ αλκ αθ δη ππέα δΝ ΫθαΝ

ΰ θπ κιδεσΝ λΫγδ ηα,Ν βΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣΜΝ εδθΪ βμΝ πκυΝ έθαδΝ εαδΝ κΝ ετλδκμΝ

λυγηδ άμΝ πθΝευ αλδευθΝαπκελέ πθΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA, Ϋξ δΝπμΝαπκ Ϋζ ηαΝ

βθΝ πυλκ σ β βΝ τκΝ εα υ λπθΝ ηκθκπα δυθΝ πκυΝ αθα ΫζζκυθΝ βθΝ CDC2 
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παλ ηίαέθκθ αμΝ βθΝ η α-η αφλα δεάΝ βμΝ λκπκπκέβ βΝ βζέΝ βθΝ

ΧαπσΨφπ φκλυζέπ βμΝαΨΝ κΝηκθκπΪ δΝp53/p21 εαδΝίΨΝ κΝηκθκπΪ δΝChk1/CDC25CέΝΣκΝ

η θΝp53/p21 ηκθκπΪ δΝπαλ ηπκ έα δΝ βθΝ θ λΰκπκδβ δεάΝφπ φκλυζέπ βΝ βμΝCDC2, 

κΝ ΝChk1/CDC25C ηκθκπΪ δΝπαλ ηπκ έα δΝ βθΝ θ λΰκπκδβ δεάΝαπκφπ φκλυζέπ β 

βμΝCDCβ,Ν απσΝ βθΝ εδθΪ βΝCAK εαδΝ βθΝφπ φα Ϊ βΝCDC25C, αθ έ κδξαέΝΌππμΝ

Ϋξ δΝ υπκΰλαηηδ γ έΝ απσΝ βθΝ πλκαθαφ λγ έ αΝ Ϋλ υθα,Ν κΝ ηκθκπΪ δΝ Chk1/CDC25C 

πλκβΰ έ αδΝξλκθκζκΰδεΪΝπμΝευ αλδεάΝαπσελδ βΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA εαδΝΫξ δΝλσζκΝ

βθΝ παΰπΰάΝ βμΝG2 πατ βμΝ θυΝ βΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ p53/p21 έθαδΝ

η αΰ θΫ λβΝεαδΝπαέα δΝλσζκΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝG2 πατ βμέΝ 

 

 

 

 
 

δεσθαΝ A6. Μκθ ΫζκΝ λτγηδ βμΝ βμΝ ΧαπσΨφπ φκλυζέπ βμΝ εαδΝ βμΝ θ λΰσ β αμΝ βμΝ

ελέ δηβμΝ ΰδαΝ βθΝG2/M η Ϊία βΝεδθΪ βμ, CDC2 , ηΫ πΝ πθΝηκθκπα δυθΝp53/p21 

εαδΝChk1/CDC25C πμΝαπσελδ βΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣΜΝη ΪΝαπσΝΰ θπ κιδεσΝ

λΫγδ ηαΝ(Smits et al. 2000a).    
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A.2.1.3.ί. H pβ1 πλκωγ έ βθ πυλβθδεά παλαηκθά κυ υηπζσεκυ βμ ευεζέθβμ  

               1ήCDCβ  αθ θ λΰσ ηκλφά  

 

Eε σμΝαπσΝ κυμΝπλκαθαφ λγΫθ μΝηβξαθδ ηκτμΝ βμΝp21-η κζαίκτη θβμΝ έ ΝΪη βμΝ

έ Ν Ϋηη βμΝ αθα κζάμΝ βμΝ λΪ βμΝ κυΝ ηδ π δεκτΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ

ΰήCDC2, ΫξκυθΝπ λδΰλαφγ έΝεαδΝΪζζκδΝηβξαθδ ηκέΝαλθβ δεάμΝλτγηδ βμΝαπσΝ βθΝp21, 

η ΝεκδθσΝαπκ Ϋζ ηαΝ βθΝαθαξαέ δ βΝ βμΝ δ σ κυΝ κυΝευ ΪλκυΝ βθΝηέ π βέΝΝ κυμΝ

ηβξαθδ ηκτμΝαυ κτμ,Ν υΰεα αζΫΰ αδΝβΝp21- ιαλ υη θβΝπαλαηκθάΝεαδΝπαλαευζυ βΝ

βμΝ p21 κθΝ πυλάθαΝ Ν ηέαΝ αθ θ λΰσΝ ηκλφάΝ υπσΝ υθγάε μΝ ΰ θπ κιδεκτΝ λ μΝ

( δεσθαΝ A7). υΰε ελδηΫθα, βΝ p21 πλκ Ϋθ αδΝ  αθ θ λΰΪΝ τηπζκεαΝ ευεζέθβμΝ

ΰήCDC2 πκυΝαπαθ υθ αδΝ έ Ν Νυπ λφπ φκλυζδπηΫθβΝηκλφάΝφΫλκθ αμΝ σ κΝ βθΝ

θ λΰκπκδβ δεάΝ φπ φκλυζέπ βΝ βθΝ Σhr161 σ κΝ εαδΝ δμΝ αθα αζ δεΫμΝ

φπ φκλυζδυ δμΝ δμΝ Tyr14 εαδΝ Tyr15, εαγυμΝ εαδΝ Ν ηέαΝ υπκφπ φκλυζδπηΫθβΝ

ηκλφάΝ η Ν εαθΫθαΝ εα ΪζκδπκΝ βμ φπ φκλυζδπηΫθκέΝ  Ν εΪγ Ν π λέπ π β,Ν βΝ p21-

ιαλ υη θβΝ παλαευζυ βΝ κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 Ϋΰε δ αδ βθΝ

αθα κζάΝ βμΝαπκφπ φκλυζέπ άμΝ κυΝαπσΝ δμΝCDC25 φπ φα Ϊ μΝαζζΪΝεαδΝ βθΝ

απκ λκπάΝ βμΝ ευ κ κζδεάμΝ θ σπδ βμΝ κυΝ υηπζσεκυΝαυ κτΝ (Charrier-Savournin, 

2004).  

 

ΣκΝ ΰ ΰκθσμΝ αυ σΝ απκε ΪΝ δ δαέ λβΝ ζ δ κυλΰδεάΝ ίαλτ β αΝ εαγυμΝ έθαδΝ εαζΪΝ

εηβλδπηΫθκΝ σ δΝ πλδθΝ βθΝ η α σπδ άΝ κυΝ κθΝ πυλάθα σπκυΝ εαδΝ θ λΰκπκδ έ αδΝ

πζάλπμΝ ηΫ πΝ βμΝCDC25C-η κζαίκτη θβμΝ απκφπ φκλυζέπ βμΝ πθΝ εα αζκέππθΝ

Tyr14 εαδΝTyr15,Ν κΝ τηπζκεκΝευεζέθβμΝ ΰήCDC2 αλξέα δΝθαΝ θ λΰκπκδ έ αδΝά βΝαπσΝ

κΝευ κ σζδκΝσπκυΝ υ πλ τ αδΝ αΝε θ λκ πηΪ δαΝεα ΪΝ βθΝσοδηβΝG2 φΪ βΝΰδαΝ

θαΝ πδ ζΫ δΝ δμΝηδ π δεΫμΝ κυΝζ δ κυλΰέ μΝπλδθΝαπσΝ βθΝ πδ Ϋζ βΝ πθΝπυλβθδευθΝ

ηδ π δευθΝ κυΝ ζ δ κυλΰδυθέΝ Ν θ λΰκπκέβ βΝ αυ άΝ υηίαέθ δΝ απσΝ κΝ Ϊ δκΝ βμΝ

πλσφα βμΝ ηΫ πΝ η λδεάμΝ απκφπ φκλυζέπ βμΝ βμΝ CDC2 Ν ΫθαΝ απσΝ αΝ τκΝ

εα ΪζκδπαΝ εαδΝ ηΫ πΝ βμΝPLK1-η κζαίκτη θβμΝ φπ φκλυζέπ βμ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰΝ

(De Souza et al. 2000; Jackman et al. 2003).  

 

Μ Ϋπ δ αΝΫλ υθ μΝΫ διαθ σ δΝηέαΝαπσΝ δμΝία δεΫμΝευ κ κζδεΫμΝηδ π δεΫμΝζ δ κυλέ μΝ

κυΝ υηπζσεκυΝ βμ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 έθαδΝ βΝ φπ φκλυζέπ βΝ βμΝ ε θ λκ πηδεάμΝ

πλπ θβμΝNlp (ninin-like protein) αΝεα ΪζκδπαΝSerΰκηΝεαδΝSerηκλ,ΝπκυΝ υθ ζ έΝ

βθΝ PLK1- ιαλ υη θβΝ παλ ε σπδ βΝ βμΝ Nlp απσΝ κΝ ε θ λκ πηΪ δκΝ εαδΝ βθΝ
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πλπ σζυ βΝ βμΝNlp,Ναθ έ κδξαέΝΣαΝ υηίΪθ αΝαυ ΪΝίκβγκτθΝ κΝε θ λκ πηΪ δκΝθαΝ

η α λαπ έΝ ΝΫθαΝ‘ηδ π δεσΝδελέπηα’ΝσπκυΝγαΝ υθαληκζκΰβγ έΝβΝηδ π δεάΝΪ λαε κμΝ

εαδΝ έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ πδ υξάΝκζκεζάλπ βΝ βμΝηέ π βμΝ εαδΝ βθΝαπκφυΰάΝ βμΝ

βηδκυλΰέαμΝπκζυπτλβθπθΝευ ΪλπθΝ ( hao et al. 2010). EπκηΫθπμ,ΝβΝp21 η Ν κΝθαΝ

παλαελα ΪΝ κΝ τηπζκεκΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 κθΝ πυλάθαΝ Ν αθ θ λΰσΝ

εα Ϊ α β,Ν έθαδΝ αθαη θση θκΝ θαΝ παλ ηπκ έα δΝ βθΝ ηδ π δεάΝ ζ δ κυλΰέαΝ κυΝ

ε θ λκ πηα έκυΝ εδΝ Ϋ δΝ υηίΪζζ δΝ εαγκλδ δεΪΝ βθΝ δα άλβ βΝ ηέαμΝ ησθδηβμΝG2 

πατ βμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ σ αθΝ κΝ ετ αλκΝ Ϋξ δΝ υπκ έΝ ηβΝ πδ δκλγυ δη μΝ

ίζΪί μΝ κΝ ΰΫθπηΪΝ κυέΝ έθαδΝ βηαθ δεσΝ θαΝ βη δπγ έΝ ππμΝ βΝ απσελδ βΝ αυ άΝ βμΝ

πυλβθδεάμΝ υ υλ υ βμΝαθ θ λΰκτΝ υηπζσεκυΝευεζέθβμΝ ΰήCDC2 εαδΝαθαξαέ δ βμΝ

βμΝηέ π βμΝ υηίαέθ δΝησθκΝ Νφυ δκζκΰδεκτμΝ δθκίζΪ μΝ πκυΝ εφλΪακυθΝ βθΝ p21 

εαδΝσξδΝ Νpβΰ-/-
 δθκίζΪ μΝάΝ Ναγαθα κπκδβηΫθ μΝευ αλδεΫμΝ δλΫμ πκυΝ δα βλκτθΝ

βθΝδεαθσ β ΪΝ κυμΝθαΝ δ Ϋλξκθ αδΝ βθΝηέ π βΝη ΪΝαπσΝίζΪίβΝ κυΝDNA.  

 
 

 
 
 

δεσθαΝA7. ΟΝηβξαθδ ησμΝ βμΝp21-η κζαίκτη θβμΝησθδηβμΝGβΝπατ βμέ Νp21 

πλκ Ϋθ αδΝ σ κΝα) Ναθ θ λΰΪΝηβΝφπ φκλυζδπηΫθαΝΧΫζζ δοβΝφπ φκλυζέπ βμΝ Ν



 31 

σζαΝ αΝ εα Ϊζκδπα) έ βΝ κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 κθΝ πυλάθαΝ

παλ ηπκ έακθ αμΝ βθΝ θ λΰκπκδβ δεάΝCAK- ιαλ υη θβΝφπ φκλυζέπ άΝ κυμΝΧζ υεκέΝ

ετεζκδΨΝ έ Ν κθΝ πυλάθαΝ έ Ν κΝ ευ κ σζδκΝ αφκτΝ πλκπγ έ αδΝ βΝ πυλβθδεάΝ κυμΝ

υ υλ υ βΝ σ κΝ εαδΝ ί) Ν αθ θ λΰΪΝ υπ λφπ φκλυζδπηΫθαΝ τηπζκεα,Ν

αθα Ϋζζκθ αμΝ βθΝ πυλβθδεάΝ CDC25-η κζαίκτη θβΝ θ λΰκπκδβ δεάΝ

απκφπ φκλυζέπ βΝ αΝ εα ΪζκδπαΝ p-Tyr14 εαδΝ p-TyrΰηΝ ΧηατλκδΝ ετεζκδΨέΝ  κΝ

ευ κ σζδκ,Ν κΝ τηπζκεκΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 θ κπέα αδΝ αΝ ε θ λκ πηΪ δαΝ

σπκυΝ πδ ζ έΝ δμΝευ κ κζδεΫμΝηδ π δεΫμΝ κυΝζ δ κυλΰέ μΝεαδΝΰέθ αδΝ σξκμΝ βμΝPLK1 

ΰδαΝ φπ φκλυζέπ βέΝ πδπζΫκθ,Ν βΝ PLK1 εα ΪΝ βθΝ πλσφα βΝ φπ φκλυζδυθ δΝ βθΝ

CDC25C πλκπγυθ αμΝΫ δΝ βθΝη α σπδ άΝ βμΝ κθΝπυλάθαΝσπκυΝεαδΝΫξ δΝ σξκΝθαΝ

κζκεζβλυ δΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2,Ν βΝ κπκέαΝ

σηπμΝ αθα Ϋζζ αδΝ απσΝ βθΝ p21. TαΝ ησλδαΝCAK εαδΝWee1 ΫξκυθΝ αυ σξλκθαΝ εαδΝ

πυλβθδεάΝεαδΝευ κ κζδεάΝ θ σπδ βΝαζζΪΝΰδαΝζσΰκυμΝ υελέθ δαμΝαπ δεκθέακθ αδΝησθκΝ

κΝευ κ σζδκΝ( λκπκπκδβηΫθκΝαπσΝCharrier-Savournin, 2004).    

 

A.2.1.3.ΰ.  pβ1 πλκωγ έ βθ πλω α ωηδεά απκδεκ σηβ β βμ ευεζέθβμ 1 εαδ  

               εα α Ϋζζ δ βθ η αΰλαφά ωθ ΰκθδ έωθ βμ ευεζέθβμ 1 εαδ βμ CDC2                                                    

 

M Ν ηέαΝ δλΪΝ π δλαηΪ πθΝ έξγβε Ν ππμΝ αΝ ετ αλαΝ HCT116 Ν απσελδ βΝ βθΝ

κπκ έ βΝπκυΝπλκεαζ έΝG2 πατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝαζζΪΝεαδΝ βθΝδκθέακυ αΝ

αε δθκίκζέα,Ν πΪΰ αδΝ βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 εαδΝ αυ σΝ Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ

πλπ κζυ δεάΝ απκδεκ σηβ βΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰΝ απσΝ κΝ πλπ Ϊ πηαέΝ ΠδγαθσθΝ κΝ

απκδεκ κηβ δεσΝ αυ σΝ ηκθκπΪ δΝ θαΝ η κζαί έ αδΝ απσΝ κΝ ευεζσ πηαΝ PC/C πκυΝ

δαγΫ δΝ λα δεσ β αΝ γΝ ζδΰΪ βμΝ κυίδεκυρ έθβμΝ εαδΝ λυγηέα δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ

ευεζέθβμΝ ΰΝ εαδΝ Ν φυ δκζκΰδεΫμΝ υθγάε μέΝ Ν απσελδ βΝ αυ άΝ παλ ηπκ έα αδΝ

παλκυ έαΝ κυΝ αθα κζΫαΝ κυΝ πλπ α υηα κμΝΜG132έΝ πδπζΫκθ,Ν θυΝ Ν ετ αλαΝ

HCT116 αΰλέκυΝ τπκυΝη ΪΝαπσΝ βθΝ Ϋεγ βΝ ΝεΪπκδκΝ ΰ θπ κιδεσΝπαλΪΰκθ αΝπκυΝ

πΪΰ δΝ βθΝp21 η δυθκθ αδΝ αΝ πέπ αΝ βμΝευεζέθβμΝ ΰΝεαδΝ αΝετ αλαΝίλέ εκθ αδΝ Ν

G2 πατ βΝαεσηαΝεαδΝζκΝh η ΪΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA, Νετ αλαΝHCT116 p21
-/-

 άΝ

p53
-/-

 πκυΝ θΝΰέθ αδΝ παΰπΰάΝ βμΝΫεφλα βμΝ βμΝp21 τ λαΝαπσΝΰ θπ κιδεσΝ λ μ,Ν

αΝ πέπ αΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰΝ θΝ η δυθκθ αδΝ εαδΝ απσΝ δμΝ ζκ 
h ά β,Ν αΝ ετ αλαΝ

ι π λθκτθΝ κΝ G2 βη έκΝ ζΫΰξκυ,Ν δ Ϋλξκθ αδΝ βθΝ ηέ π βΝ εαδΝ ΰέθκθ αδΝ

πκζυπζκ δ δεΪΝη Νπ λδ ξση θκΝDNA > 4N (Gillis et al. 2009). δΝφαέθ αδΝππμΝβΝ

p21-η κζαίκτη θβΝ πλπ κζυ δεάΝ απκδεκ σηβ βΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ΰΝ έθαδΝ ΫθαμΝ
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πδπζΫκθΝ ηβξαθδ ησμΝ πκυΝ ηααέΝ η Ν βθΝ ‘παΰέ υ β’Ν κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ

ΰήCDC2 Ν αθ θ λΰσΝ ηκλφάΝ κθΝ πυλάθα,Ν υθ ζκτθΝ βθΝ παλα αηΫθβΝ G2 

πατ βΝ Ναπσελδ βΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA εαδΝαθΝαυ άΝ έθαδΝη ΰΪζβμΝΫε α βμΝεαδΝηβΝ

πδ δκλγυ δηβ,Ν ΝηέαΝησθδηβΝG2 πατ βΝ βζέΝ βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ βέΝ 

 

ε σμΝσηπμΝαπσΝ βθΝαπκδεκ σηβ βΝ βμΝευεζέθβμΝ ΰ,ΝβΝp21 πδγαθσθΝθαΝ λα κζκΰ έΝ

εαδΝ ΪζζκυμΝ ηβξαθδ ηκτμΝ αλθβ δεάμΝ λτγηδ βμΝ κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ

ΰήCDC2έΝ  Ν αυ σΝ υθβΰκλκτθΝ υλάηα αΝ απσΝ ηδελκ υ κδξέ μΝ cDNA πκυΝ

υπκ δεθτκυθΝσ δΝ σ κΝβΝευεζέθβΝ ΰΝσ κΝεαδΝβΝCDC2 εα α Ϋζζκθ αδΝαπσΝ βθΝp21 

Νη αΰλαφδεσΝ πέπ κΝ(Chang et al. 2000)έΝ πκηΫθπμ,Νΰέθ αδΝσζκΝεαδΝπ λδ σ λκΝ

ηφαθΫμΝ ππμΝ βΝ p21 θκλξβ λυθ δΝ πκζζαπζΪΝ ηκθκπΪ δαΝ αλθβ δεάμΝ λτγηδ βμΝ κυΝ

υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ 1/CDC2 αφκτΝαυ σΝαπκ ζ έΝ κθΝ εκηίδεσΝλυγηδ άΝ βμΝ

δ σ κυΝ βθΝ ηέ π βΝ εαδΝ βΝ p21 Ϋξ δΝ πζΫκθΝ ΫθαθΝ λαδπηΫθκΝ λσζκΝ κΝG2 βη έκΝ

ζΫΰξκυΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυέΝ 

 
A.2.2. H pβ1ΝπμΝγ δεσμΝλυγηδ άμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ 
 

έβέβέ1έΝ Νλτγηδ βΝ βμΝΰκθδ δαεάμΝΫεφλα βμΝ βμΝp21 απσΝ κυμΝE2Fs 

 

Ν πλπ θβΝ p21, Ν πκζζΪΝ δαφκλ δεΪΝ έ βΝ αθγλυπδθπθΝ σΰεπθΝ εφλΪα αδΝ Ν

υοβζΪΝ πέπ αΝ (Marchetti et al. 1996; Jung et al. 1995) εαδΝ εα ΪΝ βθΝ

εαλεδθκΰΫθ βΝ κΝ ΰ θ δεσμΝ σπκμΝ CDKN1A θΝ απκ ζ έΝ σξκΝ «ξ υπβηΪ πθ»Ν

η αζζαιδΰΫθ βμ σππμΝ υηίαέθ δΝ η Ν κθΝ TP53 σπκΝ πκυΝ φΫλ δΝ η αζζΪι δμΝ Ν

πκ κ σΝ ~ηίΣΝ πθΝ αθγλυπδθπθΝ εαλεέθπθέΝ δ,Ν βΝ p21 πμΝ υθδ υ αΝ κυΝ

ηκθκπα δκτΝDDR (DNA damage response) Ϋξ δΝευλέπμΝξαλαε βλδ γ έΝπμΝεα υ λκμΝ

ζ άμΝ βμΝp53 (DuliΕΝet al. 1994; el-Deiry et al. 1994) η Νφυ δκζκΰδεσΝλσζκΝθαΝ

αθα Ϋζζ δΝ βθΝ πλσκ κΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ εαδΝ θαΝ παλΪ ξ δΝ ξλσθκΝ ΰδαΝ βθΝ

πδ δσλγπ βΝ πθΝ ίζαίυθΝ κυΝ DNA. Χ σ κ,Ν υπΪλξκυθΝ πκζυΪλδγηαΝ π δλαηα δεΪΝ

κηΫθαΝ πκυΝ εα α δεθτκυθΝ σξδΝ ησθκΝ βθΝ p53-αθ ιΪλ β βΝ p21-η κζαίκτη θβΝ

βηα κ σ β βΝαζζΪΝεαδΝ βθΝπκζυ ξδ άΝ λΪ βΝ βμΝp21 πκυΝι π λθΪ δΝ αΝ θΪΝσλδαΝ

βμΝαλθβ δεάμΝλτγηδ βμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ Ναπσελδ βΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA.  

 

υΰε ελδηΫθα,Ν Ϋξ δΝ δξγ έΝ σ δΝ βΝ p21 πΪΰ αδΝ ηΫ πΝ κυΝ εα αλλΪε βΝ πθΝ Μ PK 

(mitogen-activated protein kinase) εδθα υθΝ σ αθΝ αΝ ετ αλαΝ πδ λΪ δΝ έ Ν κλσμΝ
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έ Ναυιβ δεκέΝπαλΪΰκθ μΝ ΝεαγαλάΝηκλφάΝ(Macleod et al. 1995; Liu et al. 1996) 

εαδΝππμΝεα ΪΝπαλΪ κικΝ λσπκΝβΝp21 ΝξαηβζΫμΝ υΰε θ λυ δμΝ έθαδΝαπαλαέ β βΝΰδαΝ

βθΝ υΰελσ β βΝ ζ δ κυλΰδευθΝ υηπζσεπθΝ ευεζέθβμΝ D1/CDK4 εαδΝ ππμΝ βΝ θ λΰσμΝ

CDK4 αθκ κεα αελβηθέα αδΝηααέΝη Ν βθΝp21 (LaBaer et al. 1997). πδπζΫκθ,ΝΫξ δΝ

ίλ γ έΝ ηέαΝ υ ξΫ δ βΝη αιτΝ βμΝ Ϋε κπβμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ ευεζέθβμΝD1 εαδΝ βμΝp21, 

ξπλέμΝαυ σΝθαΝΫξ δΝπμΝαπκ Ϋζ ηαΝ βθΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ (Hiyama et al. 

1997)έΝτηφπθαΝη Ν κΝηκθ ΫζκΝπκυΝπλκ Ϊγβε ΝαπσΝ κθΝ iyama εαδΝ κυμΝ υθ λΰΪ μΝ

κυ,Ν βΝ ευεζέθβΝ D1 πΪΰ δΝ βθΝ Ν η αΰλαφάΝ κυΝ p21 ΰκθδ έκυΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ E2F-

ιαλ υη θκΝ λσπκ,Ν θυΝ κΝελέ δηκΝ βη έκΝ ΰδαΝ βθΝευ αλδεάΝαπσελδ βΝαπκ ζ έΝβΝ

αθαζκΰέαΝ ευεζέθβμΝ D1: p21έΝ Ό αθΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ p21 ι π λθκτθΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ

ευεζέθβμΝD1,Ν σ Ν κΝ απκ Ϋζ ηαΝ έθαδΝ βΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ άήεαδΝ βΝ

ευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βέΝ θ έγ α,Νσ αθΝβΝ κδξ δκη λέαΝ έθαδΝευεζέθβΝD1≥ p21, 

σ Ν βηδκυλΰ έ αδΝ ΫθαΝ τηπζκεκΝ ευεζέθβμΝ D1/CDK/p21 κΝ κπκέκΝ πλκπγ έΝ κθΝ

ευ αλδεσΝη α ξβηα δ ησΝ( δεσθαΝA8).  

 

 

 

 

δεσθαΝ A8. ΟΝελέ δηκμΝ λσζκμΝ βμΝ κδξ δκη λέαμΝ ευεζέθβμΝD1:p21 ΰδαΝ βθΝ ζάοβΝ

ευ αλδευθΝ απκφΪ πθΝ πκυΝ αφκλκτθΝ βθΝ πατ βΝ άΝ βθΝ πλσκ κΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ

ετεζκυ,Ν βθΝ δαφκλκπκέβ βΝεαδΝ κθΝη α ξβηα δ ησΝ(Hiyama et al. 1997).   
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 Ν υηφπθέαΝ η Ν αυ ΪΝ αΝ κηΫθα,Ν απσΝ κθ Hiyama εαδΝ κυμΝ υθ λΰΪ μΝ κυ 

απκ έξγβε Νη ΝηέαΝ δλΪΝπ δλαηΪ πθΝπκυΝαθαφΫλκθ αδΝαηΫ πμΝπαλαεΪ πΝππμΝβΝp21 

ίλέ ε αδΝ υπσΝ κθΝ η αΰλαφδεσΝ Ϋζ ΰξκΝ πθΝ E2Fs. H Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 εα ΪΝ δμΝ

δΪφκλ μΝ φΪ δμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ ζΫΰξ αδΝ απσΝ κυμΝ παλΪΰκθ μΝ E2Fs κδΝ

κπκέκδΝ εαδΝ πλκ Ϋθκθ αδΝ Ν πκζζαπζΪΝ E2F ηκ έία-αθαΰθυλδ βμέΝ Ν απσελδ βΝ κυΝ

ΰκθδ έκυΝ βμΝ p21 κυμΝ E2Fs κφ έζ αδΝ βθΝ αλξδ ε κθδεάΝ κλΰΪθπ βΝ πθΝ

υπκεδθβ υθΝ σ κΝ αθγλυπδθβμΝ σ κΝ εαδΝ πκθ δεέ δαμΝ πλκΫζ υ βμμΝ κΝ αθγλυπδθκμΝ

υπκεδθβ άμΝ βμΝp21 π λδΫξ δΝ ΰΝ ηκ έίκΝE2F(aΨΝ εαδΝ γΝ ηκ έίαΝE2F(b) πκυΝ δα λΫξκυθΝ

υθκζδεΪΝ βθΝπ λδκξάΝ-155/-32 bp πλδθΝαπσΝ κΝ βη έκΝΫθαλιβμΝ βμΝη αΰλαφάμΝ θυΝκΝ

πκθ δεέ δκμΝ υπκεδθβ άμΝ p21 π λδΫξ δΝ γΝ ηκ έίαΝ αθαΰθυλδ βμ κυΝ E2F αΝ κπκέαΝ

εα αζαηίΪθκυθΝ βθΝ π λδκξάΝ -173/-132 bp,Ν κθσηα δΝ Ν E2F(b), E2F(c) εαδΝ E2F(d) 

( δεσθαΝ A9). ΌζαΝ αυ ΪΝ αΝ ηκ έίαΝ παλκυ δΪακυθΝ υοβζσΝ κηκζκΰέαμΝ η Ν κΝ «ηκ έίκΝ

κηκφπθέαμ»Νπλσ βμΝ πθΝE2F παλαΰσθ πθΝ Χconsensus E2F binding motif, cE2F) 

(Hiyama et al. 1998).  
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δεσθαΝA9. Ν«αλξδ ε κθδεά»ΝκλΰΪθπ βΝ κυΝυπκεδθβ άΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝp21. 

To αθγλυπδθκΝεαδΝπκθ δεέ δκΝΰκθδ έκ βμΝp21 η Ν αΝ δΪφκλαΝcis λυγηδ δεΪΝ κδξ έαΝ

(a) εαδΝ Χb) δαφκλ δεΫμΝ γΫ δμΝ πλσ βμΝ E2F πκυΝ ΫξκυθΝ ίλ γ έΝ Ν αυ κτμΝ κυμΝ

υπκεδθβ Ϋμ,Ν υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝ βμΝ αζζβζκυξέαμΝ «κηκφπθέαμ»Ν Χconsensus E2F, 

cE2F) εαδΝ πθΝζκδπυθΝE2F(a-d) αζζβζκυξδυθΝπκυΝπαλκυ δΪακυθΝυοβζάΝκηκζκΰέαΝη Ν

βθΝcE2F ( λκπκπκδβηΫθκΝαπσΝHiyama et al. 1998).    

 

Μ  βθ ίκάγ δα π δλαηΪ πθ EMSA (electrophoretic mobility shift assay)  

αθγλυπδθα ετ αλαΝπκυΝ ππΪ βεαθΝη ΝπυλβθδεΪΝ εξυζέ ηα αΝ έ Ν i) απσΝετ αλαΝ

βθΝφΪ βΝ«βλ ηέαμ»ΝΧετ αλαΝ βθΝG0) έ Νii) απσΝετ αλαΝπκυΝΫξκυθΝ δ ΰ λγ έΝη Ν

κλσΝ Χετ αλαΝ βθΝG1/S),Ν ξαλαε βλέ βε Ν βΝ ζ δ κυλΰέαΝ πθΝ ηκ έίπθΝ αυ υθΝ κθΝ

αθγλυπδθκΝυπκεδθβ άΝp21 εαδΝπλκ Ϊγβε ΝΫθαΝηκθ ΫζκΝ λδυθΝ α έπθΝ( δεσθαΝA10) 

ΰδαΝ βθΝλτγηδ βΝ βμΝΰκθδ δαεάμΝΫεφλα βμΝ βμΝp21 αζζΪΝεαδΝ βθΝλτγηδ βΝπκυΝα ε έΝ

η Ν βθΝ δλΪΝ βμΝβΝέ δαΝβΝp21 κθΝE2F1: αΨΝεα ΪΝ βθΝφΪ βΝβλ ηέαμΝ κυΝευ αλδεκτΝ

ετεζκυΝΧG0) o παλΪΰκθ αμΝE2F4 Ν τηπζκεκΝη Ν βθΝεα α αζ δεάΝπλπ θβΝp130 

(ηΫζκμΝ βμΝ κδεκΰΫθ δαμΝ κυΝ λ δθκίζα υηα κμΨΝ έθαδΝ πλκ ηΫθκμΝ κΝ ηκ έίκΝ

E2F(aΨΝ αφάθκθ αμΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝ p21 αθ πβλΫα βΝ θυΝ ΫθαΝ ηΫλκμΝ
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κυΝ ζ τγ λκυ,Ν p130-α Ϋ η υ κυΝ πλκ Ϋθ αδΝ αΝ ηκ έίαΝ E2F(b) εαδΝ δμΝ

παλαε έη θ μΝSP1 γΫ δμ,ΝκδΝκπκέ μΝαθαΰθπλέακυθΝ κθΝη αΰλαφδεσΝπαλΪΰκθ αΝSp1. 

Aυ άΝβΝE2F4: E2F(b) εαδΝSp1: SP1 αζζβζ πέ λα βΝα ε έΝγ δεάΝλτγηδ βΝ αΝία δεΪΝ

πέπ αΝ η αΰλαφάμΝ βμΝ p21. ίΨΝ Κα ΪΝ κΝ ηΫ κθΝ βμ GΰΝ φΪ βμΝ Χmid G1) εαδΝ βθΝ

σοδηβΝG1 (late GΰΨ,Ν κΝ η θΝE2F(aΨΝ ηκ έίκΝ εα αζαηίΪθ αδΝ απσΝ ζ τγ λκ,Ν θ λΰσΝ

E2F4,Ν αΝ ΝSP1- E2F(bΨΝ ηκ έίαΝ εα αζαηίΪθκθ αδΝ απσΝ κθΝ Sp1 εαδΝ κθΝ ζ τγ λκΝ

Χθ κ υθ δγΫη θκΝάΝαπκ η υηΫθκΝαπσΝ βθΝRb) E2F1, αθ έ κδξα,ΝεαγυμΝκδΝSp1 εαδΝ

E2F1 παλΪΰκθ μΝ αζζβζ πδ λκτθΝ εαδΝ λκυθΝ υθ λΰ δ δεΪΝ εα ΪΝ βθΝ

λαθ θ λΰκπκέβ βέΝ υ ΪΝ αΝ ηκλδαεΪΝ υηίΪθ αΝ π σ κ,Ν θΝ παλεκτθΝ ΰδαΝ θαΝ

πυλκ κ ά κυθΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ p21. ΰ) H ζ υ αέα,Ν ζαηίΪθ δΝ ξυλαΝ εα ΪΝ κΝ

η αέξηδκΝG1/S σ αθΝ πζΫκθΝ κΝ ηκ έίκ E2F(aΨΝ Ϋξ δΝ εα αζβφγ έΝ απσΝ κθΝ ζ τγ λκ,Ν

θ λΰσΝE2F1 αζζΪΝεαδΝβΝπαλαε έη θβΝαζζβζκυξέαΝαθαΰθυλδ βμΝ βμΝπλπ θβμΝ 

c-Myc « -box» εα αζβφγ έΝ απσΝ βθΝ c-MycέΝ ΜσθκΝ σ Ν έθαδΝ υθα άΝ βΝ G1/S 

η Ϊία βΝ(Hiyama et al. 1998). 
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δεσθαΝA10. Μκθ ΫζκΝΰδαΝ βθΝλτγηδ βΝ πθΝία δευθΝεαδΝ παΰυΰδηπθ (απκυ έαΝ

ΰ θπ κιδεκτΝ λ μ)Ν πδπΫ πθΝ βμΝp21. ΣκΝηκθ ΫζκΝαυ σΝπ λδζαηίΪθ δΝ βθΝλτγηδ βΝ

βμΝφΪ βμ «βλ ηέαμ»ΝG0 ΫπμΝεαδΝ βθΝG1/S απσΝ δαφκλ δεκτμΝE2Fs (E2F4, E2F1), 

κθΝSp1 εαδΝ κΝc-Myc, αζζΪΝεαδΝ βθΝαλθβ δεάΝαθα λκφκ σ β βΝη αιτΝ βμΝp21 εαδΝ

κυΝE2F1 (Hiyama et al. 1998). 

 

δ,Νεα ΪΝ βθΝG1/S πΪΰ αδΝεα ΪΝΫθαθΝE2F1- ιαλ υη θκΝ λσπκΝβΝp21,ΝβΝκπκέαΝη Ν

βθΝ δλΪΝ βμΝ σ κΝυπκίκβγΪΝ βθΝπλσκ κΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ,Νσ κΝεαδΝη Ϋξ δΝ Ν

ΫθαΝετεζπηαΝαλθβ δεάμΝαθα λκφκ σ β βμΝεα α Ϋζζκθ αμΝΫηη αΝ κθΝE2F1 ηΫ πΝ

κυ λσζκυΝ βμΝπμΝαθα κζΫαμΝευεζκ- ιαλ υη θπθΝεδθα υθΝεαδΝπαλ ηπκ έακθ αμΝ βθΝ

υπ λφπ φκλυζέπ βΝ βμΝpRb.  Ναυ άθΝΪζζπ Ν βθΝαθα αζ δεάΝ λΪ βΝ βμΝp21 πέΝ

κυΝπαλΪΰκθ αΝE2FΰΝεαδΝ υθ πυμΝεαδΝ πθΝE2FΰΝΰκθδ έπθ- σξπθ,Ν υηφπθκτθΝεαδΝ αΝ

υλάηα αΝππμΝβΝΫε κπβΝΫεφλα βΝ βμΝp21 εα α Ϋζζ δΝ αΝ πέπ αΝ πθΝη αΰλΪφπθΝ

πθΝ E2F1- σξπθΝ ORC1 (origin recognition complex subunit 1) εαδΝ DHFR 

(dihydrofolate reductase) πκυΝ ξ έακθ αδΝ ζ δ κυλΰδεΪΝ η Ν βθΝ αθ δΰλαφάΝ κυΝDNA 

εα ΪΝ βθΝφΪ βΝS (Chang et al. 2000).   
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A.2.2.2. Ν pβ1Ν πμ παλΪΰκθ αμΝ υΰελσ β βμΝ θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝ ευεζδθυθ- 

              CDKs 

 

A.2.2.2.a. Ρσζκμ βθ υΰελσ β β υηπζσεωθ βμ G1 εαδ S φΪ βμ 

 

Νp21 αζζβζ πδ λυθ αμΝ η Ν αΝ τηπζκεαΝ ευεζδθυθ-ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ εδθα υθΝ

(CDKs) πκυΝ έθαδΝ δ δεΪΝΰδαΝ βθΝλτγηδ βΝ βμΝG1 εαδΝS φΪ βμΝ θΝ ξ έα αδΝησθκΝη Ν

βθΝ αθα κζάΝ βμΝ πλκσ κυΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ αζζΪΝ εαδΝ η Ν βθΝ υΰελσ β βΝ

θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝευεζδθυθέΝ Ναυ σΝ υθβΰκλκτθΝπ δλαηα δεΪΝ υλάηα αΝππμΝ βθΝ

θ λΰσΝ κυμΝηκλφάΝκδΝCDKs CDK2 εαδΝCDC2 (CDK1) αθκ κεα αελβηθέακθ αδΝη Ν

αθ έ πηαΝ αθ δ-p21 πμΝ τηπζκεαΝ pβΰήPωσχήcyclin/CDK2 εαδΝ

p21/PCNA/cyclin/CDK1, αθ έ κδξα,Ν Ν ετ αλαΝ πκυΝ εφλΪακυθΝ θ λΰσΝ p53 

πλπ θβ,ΝσππμΝκδΝφυ δκζκΰδεκέΝαθγλυπδθκδΝ δπζκ δ έμΝ δθκίζΪ μΝεαδΝ αΝετ αλαΝ

RKO αζζΪΝ εαδΝ η Ν αθ δ υηα αΝ αθ δ-CDK2, αθ δ-CDK4, αθ δ-ευεζέθβΝ Ν εαδΝ αθ δ-

ευεζέθβΝ B1 (Zhang et al. 1993, 1994; Xiong et al. 1992). MΪζδ α,Ν κυμΝ

αθγλυπδθκυμΝ αυιαθση θκυμΝ δθκίζΪ μ,Ν κΝ η ΰαζτ λκΝ εζΪ ηαΝ πθΝ CDKs 

υθ θ κπέα αδΝη Ν βθΝp21 εαδΝ κΝPCNA (Zhang et al. 1993). θ έγ α,Ν Νετ αλαΝ

LSC041 πκυΝ πλκΫλξκθ αδΝ απσΝ α γ θ έμΝ η Ν κΝ τθ λκηκΝ Li-Fraumeni εαδΝ θΝ

εφλΪακυθΝ βθΝp53 η Ναπκ Ϋζ ηαΝβΝp21 θαΝηβθΝ έθαδΝεαθΝαθδξθ τ δηβ,Ν αΝ τηπζκεαΝ

πκυΝ αθκ κεα αελβηθέακθ αδΝ η Ν κΝ αθ δ-p21 αθ έ πηαΝ λκτθ αδΝ θαυηδεάμΝ

λα δεσ β αμΝεδθΪ βμ (Zhang et al. 1994).  

 

πκηΫθπμ,ΝβΝp21 ηααέΝη Ν κθΝπαλ θΫλΝ βμΝPCNA, θΝπλΫπ δΝθαΝξαλαε βλέα αδΝπμΝ

‘εαγκζδεσμΝαθα κζΫαμΝευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝεδθα υθ’Ν Χuniversal CDKI) αζζΪΝπδκΝ

π ΪΝ πμΝ ΫθαμΝ λυγηδ άμΝ πθΝ υηπζσεπθΝ ευεζδθυθ-CDKs εαδΝ υθ πυμΝ εαδΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυ,ΝπμΝπαλΪΰκθ αμΝ υΰελσ β άμΝ κυμΝΧCDK assembly factor) εαδΝπμΝ

αθαπσ πα βΝ ‘υπκηκθΪ α’Ν κυμΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ λσπκΝ πκυΝ ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ βθΝ

κδξ δκη λέαΝ βμΝ p21 εαδΝ πθΝ ευεζδθυθ-CDKsέΝ τηφπθαΝ η Ν κΝ ηκθ ΫζκΝ αυ σ 

(Zhang et al. 1994; Gartel et al. 1996b),Ν βθΝ θ λΰσΝ κυμΝ ηκλφάΝ α τηπζκεαΝ

απαθ υθ αδΝ πμΝ λαη λάΝ pβΰήPωσχήcyclinήωϊKΝ σπκυΝ π λδΫξκυθΝ ΫθαΝ ησθκΝ ησλδκΝ

p21 αθΪΝ τηπζκεκ (EδεσθαΝ A11)έΝ Σσ ,Ν βΝ εδθΪ βΝ CAK (CDK-activating kinase) 

έθαδΝαθ ηπσ δ βΝθαΝφπ φκλυζδυ δΝΧ υθάγπμΝ κΝεα ΪζκδπκΝ βμΝγλ κθέθβμΝΰθΰΨΝ βθΝ

εδθΪ βΝCDK2 άΝCDK4 εαδΝCDK6 εαδΝθαΝ βθΝ θ λΰκπκδά δέΝ θ έγ α,Νσ αθΝβΝp21 

έθαδΝ Ν π λέ δαΝ Χ υθγάε μΝ εκλ ηκτΨ,Ν σ Ν ξβηα έακθ αδΝ δη λάΝ αθ θ λΰΪΝ
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τηπζκεαΝ ευεζέθβμ/CDKs αΝ κπκέαΝ αΝ ρΰΝ ησλδαΝ βμΝ p21 ηααέΝ η Ν κΝ PCNA 

αζζβζ πδ λυθ αμΝη Ν δμΝ ευεζέθ μ/CDKs παλ ηπκ έακυθΝ βθΝ πλσ ία βΝ βμΝ εδθΪ βμΝ

CAK κΝυπσ λπηΪΝ βμΝ βθΝCDK η Ναπκ Ϋζ ηαΝθαΝηβθΝζαηίΪθ δΝξυλαΝβΝCAK-

η κζαίκτη θβΝ θ λΰκπκδβ δεάΝφπ φπλυζέπ βΝ πθΝ δαφσλπθΝCDKs εαδΝαυ ΫμΝ θαΝ

παλαηΫθκυθΝ βθΝαθ θ λΰσΝ κυμΝηκλφάΝπμΝ δη λάΝη Ν δμΝαθ έ κδξ μΝευεζέθ μέ 

 

 

 

 

 

 

δεσθαΝ A11. Ν κδξ δκη λέαΝ pβ1μ τηπζκεκΝ ευεζέθβμ-CDK πμΝ εαγκλδ δεσμΝ

παλΪΰκθ αμΝ κυΝ ξβηα δ ηκτΝ θ λΰυθΝάΝαθ θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝευεζέθβμ-CDK 

Νφυ δκζκΰδεΪΝετ αλα. Ν κδξ δκη λέαΝαυ άΝ έθαδΝελέ δηβΝΰδα έΝεαγκλέα δ βθΝ

θ λΰκπκδβ δεάΝ φπ φκλυζέπ βΝ βμΝ CDK απσΝ κΝ τηπζκεκΝ βμΝ CAK πκυΝ

απαλ έα αδΝαπσΝ βθΝευεζέθβΝ ήCDK7 (Gartel et al. 1996b).    
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A.2.2.2.ί. Ρσζκμ βθ υΰελσ β β υηπζσεωθ βμ M φΪ βμ 

 
ΌππμΝ αθαφΫλγβε Ν παλαπΪθπ,Ν βΝ pβΰΝ αθκ κεα αελβηθέα αδΝ η Ν αθ δ υηα αΝ αθ δ-

CDKΰΝεαδΝαθ δ-ευεζέθβΝ ΰ εδΝ πκηΫθπμΝΫξ δΝ αυ κπκδβγ έΝπμΝ‘υπκηκθΪ α’ΝσξδΝησθκΝ

υηπζσεπθΝ δ δευθΝΰδαΝ βθΝφΪ βΝG1 εαδΝS κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝαζζΪΝεαδΝΰδαΝ βθΝ

φΪ βΝG2/M (Zhang et al. 1993)έΝ ΟΝ γ δεσμΝ λσζκμΝ βμΝ p21 βθΝ υΰελσ β βΝ κυΝ

υηπζσεκυΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 (CDK1) Ϋξ δΝ πλκ αγ έΝ πμΝ ελέ δηκΝ ΰ ΰκθσμΝ ΰδαΝ βθΝ

G2/M η Ϊία β,Ναπκυ έαΝΰ θπ κιδεκτΝ λ μέΝτηφπθαΝη Ν κΝπλκ δθση θκΝηκθ ΫζκΝ

( δεσθαΝA12),Ν βΝp21 εα ΪΝ βθΝS/G2 φΪ βΝφπ φκλυζδυθ αδΝ απσΝ βθΝCDK2 βθΝ

γλ κθέθβΝ η7 ΧΣη7) εαδΝ αυ σΝ κΝ ΰ ΰκθσμΝ πλκπγ έΝ βθΝ αζζβζ πέ λα άΝ βμΝ η Ν βθΝ

φπ φκλυζδπηΫθβΝ βθΝ λέθβΝΰβθΝΧS126) ευεζέθβΝ ΰέΝ Ν βηδκυλΰέαΝ κυΝ υηπζσεκυΝ

p21/ευεζέθβμΝ ΰ ζαηίΪθ δΝ ξυλαΝ ξλκθδεΪΝ πλδθΝ απσΝ βθΝ CAK-η κζαίκτη θβΝ

φπ φκλυζέπ βΝ βθΝ υλκ έθβΝΰθΰΝΧΣyr161) βμΝCDC2 αφκτΝ σ κΝβΝευεζέθβΝ ΰΝσ κΝ

εαδΝβ p21 θΝηπκλκτθΝθαΝαζζβζ πδ λΪ κυθΝη Ν βθΝCDC2 σ αθΝβΝΣyr161 θΝ έθαδΝ

φπ φκλυζδπηΫθβέΝ ΜσθκθΝ η ΪΝ βθΝ φπ φκλυζέπ άΝ βμΝ κΝ εα ΪζκδπκΝ αυ σΝ βμΝ

CDC2 βηδκυλΰ έ αδΝ θ λΰσΝ τηπζκεκΝευεζέθβμΝ ΰήCDC2, θυΝβΝ Ϋεφλα βΝαΰλέκυΝ

τπκυΝ p21 έθαδΝ αθαΰεαέαΝ πλκςπσγ βΝ ΰδα βθΝ υΰελσ β βΝ θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝΝ

ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 (Dash and El-Deiry, 2005)έΝ μΝαθαφ λγ έΝσ δΝβΝφπ φκλυζέπ βΝ

κΝ εα ΪζκδπκΝ βμΝ S126 βμΝ ευεζέθβμΝ ΰΝ πκυΝ θ κπέα αδΝ ηΫ αΝ Ν ΫθαΝ ‘ δθδΪζκ’Ν

πυλβθδεκτΝ θ κπδ ηκτΝ (nuclear localization signal, NLS) υηίαέθ δΝ απσΝ κΝ έ δκΝ κΝ

τηπζκεκΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 Χαυ κφπ φκλυζέπ βΨΝ εδΝ Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ

παλ ηπσ δ βΝ βμΝπυλβθδεάμΝ ισ κυΝ βμΝευεζέθβμΝ ΰέΝ  

 

Κα ΪΝ υθΫπ δα,Ν Νετ αλαΝ αΝκπκέαΝΫξ δΝΰέθ δΝκησαυΰβΝαπαζκδφάΝ κυΝΰκθδ έκυΝ βμΝ

p21 (p21 null cells) άΝ Νετ αλαΝπκυΝ εφλΪακυθΝη αζζαΰηΫθβΝηκλφάΝp21 φΫλκθ αμΝ

βθΝ υπκεα Ϊ α βΝ Σηι ,Ν βΝ εα αζυ δεάΝ λα δεσ β αΝ ευεζέθβμΝ ΰήCDC2 

αθδξθ τ αδΝ η Ν εαγυ Ϋλβ βΝ αλε υθΝ πλυθΝ Ν τΰελδ βΝ η Ν αΝ ετ αλαΝ πκυΝ

εφλΪακυθΝαΰλέκυ- τπκυΝpβΰ,Νη ΪΝ βθΝ πέ λα βΝθκεκ αασζβμ (Dash and El-Deiry, 

2005)έΝ πκηΫθπμ,Ν αθΪζκΰαΝ η Ν βθΝ φΪ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ αζζΪΝ εαδΝ βθΝ

κδξ δκη λέαΝ βμ,Ν βΝ p21 παέα δΝ έ Ν γ δεσΝ έ Ν αλθβ δεσΝ λσζκΝ βθΝ πλσκ κΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυέΝ  
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δεσθαΝ A12. ΟδΝ δαφκλ δεκέΝ λσζκδΝ βμΝ pβ1Ν αθΪζκΰαΝ η Ν βθΝ φΪ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυέ πκυ έαΝΰ θπ κιδεκτΝ λ μ,ΝβΝpβΰΝ έθαδΝγ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝ

πλκσ κυΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝεα ΪΝ βθΝGΰΝφΪ β υπκίκβγυθ αμΝ βθΝ υΰελσ β βΝ

θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝευεζέθβμΝϊήωϊKζΝ θυΝαθ έγ α,Νπαλκυ έαΝίζΪίβμΝ κΝDNA, βΝ

p21 ζ δ κυλΰ έΝπμΝαθα κζΫαμΝ πθΝ υηπζσεπθΝευεζέθβμήCDK βμΝφΪ βμΝS. H p21 

Ϋξ δΝ πδπζΫκθΝ γ δεσΝ λσζκΝ εα ΪΝ βθΝG2/M η Ϊία βΝ αφκτΝ έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ

υΰελσ β βΝ θ λΰυθΝ υηπζσεπθΝευεζέθβμΝ ΰήωϊC2 (Dash and El-Deiry, 2005).  
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AέγέΝ Νpβ1Ν βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ βΝ 
 

A.3.1. O δαφκλδεσμΝλσζκμΝ βμΝpβ1ΝεαδΝ βμΝp1θΝ βθΝΰάλαθ βΝ 

 

H ευ αλδεάΝΰάλαθ βΝκλέα αδΝπμΝβΝηβΝαθα λΫοδηβΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ

εαδΝ Ϋξ δΝ η ζ βγ έΝ εα ΪΝ εσλκθΝ κυμΝ φυ δκζκΰδεκτμΝ αθγλυπδθκυμΝ δπζκ δ έμΝ

δθκίζΪ μΝΧhuman diploid fibroblasts, HDFsΨέΝ ΝεαζζδΫλΰ δαΝΫξ δΝπαλα βλβγ έΝππμΝ

κδΝ HDFs ΫξκυθΝ π π λα ηΫθβΝ δεαθσ β αΝ δαδλΫ πθΝ εαδΝ η ΪΝ απσΝ ~ζίΝ δα κξδεΫμΝ

ηδ υ δμΝ ΰβλΪ εκυθ αθΝ απκ Ϋζ ηαΝ βμΝ ίλΪξυθ βμΝ πθΝ ζκη λυθΝ κυμέΝ ΣκΝ

φαδθση θκΝ αυ σ,Ν ΰθπ σΝ εαδΝ πμΝ φαδθση θκΝ κυΝ Hayflick, αφκλΪΝ βθΝ ζ ΰση θβΝ

«αθ δΰλαφδεά»Ν ΰάλαθ βΝ Χreplicative senescence) (Hayflick and Moorhead, 1961). 

Χ σ κ,Ν βΝ ΰάλαθ βΝ ηπκλ έΝ θαΝ πδ υξγ έΝ πλσπλαΝ Χpremature senescence) πμΝ

απκ Ϋζ ηαΝ βμΝ Ϋεγ βμΝ πθΝ ευ ΪλπθΝ Ν λ κΰσθαΝ λ γέ ηα αΝ

υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ πθΝ κΰεκΰσθπθΝ λ γδ ηΪ πθΝ (Braig and Schmitt, 2006; 

Halazonetis et al. 2008)έΝ  Ν εΪγ Ν π λέπ π β,Ν υπΪλξκυθΝ τκΝ δαελδ Ϊ,Ν

υηπζβλπηα δεΪΝηκθκπΪ δαΝπκυΝ ξ έακθ αδΝηβξαθδ δεΪΝη Ν βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ β,Ν

i) κΝp53/p21- ιαλ υη θκΝηκθκπΪ δΝη Ν βθΝp21 θαΝηπκλ έΝθαΝ θ λΰκπκδ έ αδΝ έ Νη Ν

p53-η κζαίκτη θκΝ λσπκ έ Ναθ ιΪλ β αΝ βμΝp53, εαδΝ κΝii) κΝp16/pRb ηκθκπΪ δΝ

(Campisi J, 2005; von Zglinicki et al. 2005; Kim et al. 2012). ΌππμΝγαΝαθαζυγ έΝ Ν

δαφκλ δεάΝ θσ β α,Ν ΫθαμΝ ία δεσμΝ p53-αθ ιΪλ β κμΝ ηβξαθδ ησμΝ ζΫΰξκυΝ βμΝ

ΰάλαθ βμΝ ηΫ πΝ λτγηδ βμΝ βμΝ p21 Ν η α-η αΰλαφδεσΝ πέπ κΝ έθαδΝ κΝ Wig1-

ιαλ υη θκΝηκθκπΪ δΝπκυΝπ λδΰλΪφβε ΝησζδμΝπλσ φα αΝ(Κim et al. 2012).  

 

ΣαΝ βηα κ κ δεΪΝαυ ΪΝηκθκπΪ δαΝεα αζάΰκυθΝ βθΝαθα κζάΝ βμΝφπ φκλυζέπ βμΝ

βμΝpRb εδΝ πκηΫθπμΝ βθΝαπκ λκπάΝ βμΝ δ σ κυΝ βθΝφΪ βΝS εαδΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝ

DNA. H Ϋικ κμΝαπσΝ κθΝευ αλδεσΝετεζκΝ Ϋξ δΝηβΝαθα λΫοδηκΝξαλαε άλαΝαζζΪΝβΝ

Ϋε κπβΝΫεφλα β κΰεκπλπ ρθυθΝπκυΝπλκ Ϋθκθ αδΝ βθΝpRb εαδΝ βθΝα λαθκπκδκτθΝ

σππμΝ κΝ αθ δΰσθκΝSV40 T απσΝ ησθκΝ κυΝ άΝ Ν υθΫλΰ δαΝ η Ν βθΝ Id-1 (inhibitor of 

differentiation 1) σ αθΝβΝpRb-πλκ Ϋθκυ αΝπ λδκξάΝ κυΝSV40 T έθαδΝη αζζαΰηΫθβ,Ν

ηπκλ έΝθαΝ παθ θ λΰκπκδά δΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝΰ θυηα κμΝ( ara et al. 1996).   

EπδπζΫκθ,Ν βΝ βηαθ δεσ β αΝ πθΝ πλκαθαφ λγΫθ πθΝ βηα κ κ δευθΝ κ υθΝ ΰδαΝ βθΝ

ΰάλαθ βΝ υπκ δεθτ αδΝ απσΝ αΝ υλάηα αΝ ππμΝ βΝ ΰάλαθ βΝ παλαεΪηπ αδΝ ΝHDFs 

πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝ p21 (Brown et al. 1997) θυΝ κδΝMEFs (mouse embryonic 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campisi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734683
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fibroblasts) πκυΝφΫλκυθΝαπαζκδφάΝ κυΝΰ θ δεκτΝ σπκυΝINK4A κΝκπκέκμΝεπ δεκπκδ έΝ

βθΝp16 πέ βμΝαπκ υΰξΪθκυθΝθαΝΰβλΪ κυθ (Serrano et al. 1997).   

 

Παλ’Ν σζκΝ κθΝ υηπζβλπηα δεσΝ ξαλαε άλαΝ πθ p53/p21- ιαλ υη θπθΝ εαδΝ Ν pRb-

ιαλ υη θπθΝηκθκπα δυθΝ βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ β,Ν έθαδΝπζΫκθΝ υλΫπμΝαπκ ε σΝσ δΝ

βΝ p21 εαδΝ βΝ pRb παέακυθΝ δαφκλ δεκτμΝ λσζκυμΝ Ν αυ άθΝ βθΝ δα δεα έαΝ εαδΝ Ν

ηβξαθδ δεσΝ πέπ κΝαζζΪΝεαδΝ ΝξλκθκζκΰδεσΝ πέπ κέΝ ξ δΝ δξγ έΝπ δλαηα δεΪΝππμΝ

αυ ΪΝ αΝ τκΝησλδαΝ δαγΫ κυθΝ δαφκλ δεάΝεδθβ δεάΝ θ λΰκπκέβ βμΝεα ΪΝ βθΝΰάλαθ βΝ

εαγυμΝεαδΝ δαφκλ δεάΝφυ δκζκΰδεάΝ βηα έαέΝ 

 

υΰε ελδηΫθα,Νεα ΪΝ βθΝ δα δεα έαΝ βμΝΰάλαθ βμΝβΝpβΰΝ υ πλ τ αδΝ α δαεΪΝη Ν

απκ Ϋζ ηαΝ αΝ ετ αλαΝ θαΝ η αίαέθκυθΝ απσΝ ηέαΝ G1 πατ βΝ Ν ηέαΝ ησθδηβΝ

«απσ υλ β»Ν απσΝ κθΝ ευ αλδεσΝ ετεζκΝ θ σμΝ εΪπκδπθΝ βη λυθέΝ Ν υ άΝ βΝ ησθδηβΝ

Ϋικ κμΝαπσΝ κθΝευ αλδεσΝετεζκΝ ξ έα αδΝη Νπλσ βΝ βμΝp21 ξ σθΝ ΝσζαΝ αΝ

τηπζκεαΝ βμΝευεζέθβμΝ ήCdk2 εαδΝ βμΝευεζέθβμΝD1/Cdk4 άΝευεζέθβμΝD1/CdkθΝεδΝ

πκηΫθπμΝ η έπ βΝ βμΝ φπ φκλυζέπ βμΝ βμΝ pRbέΝ Μ ΪΝ σηπμΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ

ΰάλαθ βμ,Ν αΝ πέπ αΝ βμΝp21 αλξέακυθΝθαΝφγέθκυθΝ θυΝαθ έγ αΝ αΝ πέπ αΝ βμΝp16 

αλξέακυθΝ θαΝ αυιΪθκθ αδέΝ Ν ατιβ βΝ αυ άΝ βμΝ p16 Ν σοδηκΝ Ϊ δκΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ

ξ έα αδΝ η Ν αθα κζάΝ ευλέπμΝ κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝ ευεζέθβμΝ D1/CdkθΝ εαδΝ βθΝ

ευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ πκυΝ υθκ τ δΝ κθΝ ΰβλα ηΫθκΝ φαδθσ υπκΝ εαδΝ

εα α δεθτ αδΝ απσΝ υΰε ελδηΫθκυμΝ έε μΝ σππμΝ βΝ ατιβ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ σΰεκυΝ

εαδΝ βΝ γ δεάΝ ξλυ βΝ ΰδαΝ SA (senescence associated)-ί-ΰαζαε κ δ Ϊ βέ MΪζδ α,Ν βΝ

ηφΪθδ βΝαυ υθΝ πθΝφαδθκ υπδευθΝ ξαλαε βλδ δευθΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ ζαηίΪθ δΝ ξυλαΝ

παλΪζζβζαΝη Ν βθΝ υ υλ υ βΝ βμΝp16 (Stein et al. 1999).  

 

δ, πλκ έθ αδΝσ δΝβΝΰάλαθ βΝαυ άΝεαγ’Ναυ άΝ θΝαπκ ζ έΝΫθαΝφαδθση θκΝ α δεσΝ

αζζΪΝ ΫθαΝ υθαηδεσ,Ν πκζυ α δαεσΝ φαδθση θκΝ η Ν δαελδ σΝ πλυδηκΝ Χ παΰπΰάΝ κυΝ

φαδθκ τπκυΨΝεαδΝσοδηκΝ Ϊ δκΝΧ δα άλβ βΝ κυΝφαδθκ τπκυΨΝεαδΝ βθΝη θΝp21 θαΝπαέα δΝ

λσζκΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ εαδΝ βθΝ τα υιάΝ βμΝ η Ν βθΝ αθα κζάΝ πθΝ

υηπζσεπθΝ πθΝευεζδθυθήCdks εαδΝ βθΝG1 πατ β,Ν βθΝ Νp16 θαΝ έθαδΝεαγκλδ δεάΝ

ΰδαΝ βθΝ ευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ πκυΝ υθκ τ δΝ βθΝ υδκγΫ β βΝ κυΝ ΰβλα ηΫθκυΝ

φαδθκ τπκυΝεαδΝ βθΝ δα άλβ άΝ κυΝαζζΪΝσξδΝεαδΝ βθΝαθα κζάΝ πθΝευεζδθυθήCdks 

(Νκda et al. 1994; Stein et al. 1999; DuliΕΝ et al. 2000)έΝ  Ν υηφπθέαΝ η Ν βθΝ

αθαΰεαδσ β αΝ βμΝ υθ ξκτμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ p16 ΰδαΝ βθΝ δα άλβ βΝ κυΝ ΰβλα ηΫθκυΝ
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φαδθκ τπκυ,Ν Ϋξ δΝ ίλ γ έΝ ππμΝ βΝ εα α κζάΝ βμΝ Ϋεφλα άμΝ βμΝ Ν ΫθαΝ τ βηαΝTet-

OFF Νετ αλαΝΰζκδυηα κμΝ παλε έΝΰδαΝθαΝαθα λΫο δΝ βθΝΰάλαθ β (Uhrbom et al. 

1999)έΝΚΪ δΝ Ϋ κδκΝσηπμΝ θΝπαλα βλ έ αδΝ Ν παΰυΰδηκΝ τ βηαΝΫεφλα βμΝ βμΝp21 

σ αθΝ δαεσπ αδΝβΝ παΰπΰάΝ βμΝ αΝεαλεδθδεΪΝετ αλαΝ ΰβλλΝ(Wang et al. 1999).         

 

A.3.2. H Wig1Ν έθαδΝ ελέ δηκμΝ αλθβ δεσμΝ λυγηδ άμΝ βμΝ p21-η κζαίκτη θβμΝ 

           ΰάλαθ βμ 

 

 Ν υηφπθέαΝη Ν κΝΰ ΰκθσμΝσ δΝβΝp21 θυΝπαέα δΝελέ δηκΝλσζκΝ Νκΰεκεα α αζ δεΫμΝ

δα δεα έ μΝσππμΝβΝαθα κζάΝ βμΝπλκσ κυΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ έ  η Νπαλκ δεσΝ

ξαλαε άλαΝ έ Νη ΝησθδηκΝξαλαε άλαΝΧευ αλδεάΝΰάλαθ βΨ,ΝαζζΪΝ Ν έΰηα αΝσΰεπθΝ

θΝ αθδξθ τ αδΝ θαΝ φΫλ δΝ «ξ υπάηα α»Ν η αζζΪι πθ,Ν ηέαΝ πλσ φα βΝ Ϋλ υθαΝ

π λδΫΰλαο Ν ΰδαΝ πλυ βΝ φκλΪΝ ΫθαΝ ηκθκπΪ δΝ αλθβ δεάμΝ λτγηδ βμΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ

ΰάλαθ βμΝηΫ πΝη α-η αΰλαφδεκτΝ ζΫΰξκυΝ βθΝp21.  

 

ΟΝ Kim εαδΝ κδΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝ Ϋ διαθΝ ππμΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ λσπκΝ βΝ

απΪζ δοβΝ βμΝdsRNA-πλκ Ϋθκυ αμΝπλπ θβμ Wig1 (wild-type p53-induced gene 1 

άΝ πέ βηαΝ Μ ΣγΨΝ βΝ κπκέαΝ επ δεκπκδ έ αδΝ απσΝ ΫθαΝ p53- παΰυη θκΝ ΰκθέ δκΝ

(Wilhelm et al. 2002; Méndez-Vidal et al. 2002) έθαδΝΝδεαθάΝθαΝ πΪΰ δΝ βθΝΰάλαθ βΝ

εαδΝ Νφυ δκζκΰδεΪΝεαδΝ ΝεαλεδθδεΪΝετ αλαΝ(Κim et al. 2012)έΝυΰε ελδηΫθα,Νσ αθΝ

η Ν ξθκζκΰέαΝ αθ δθκβηα δευθΝ κζδΰκθκυεζ κ δ έπθΝ απκ δππΪ αδΝ βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ

Wig1,Ν σ Ν πλκεαζ έ αδ α δαεΪΝ υ υλ υ βΝ βμΝ p21, η έπ βΝ βμΝ υπ λ-

φπ φκλυζδπηΫθβμΝηκλφάμΝ βμΝpRb εαδΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ βθΝφΪ βΝG1 

πκυΝαπσΝ βθΝζβ ά βΝβηΫλαΝ υθ ζκτθΝ βθΝ ηφΪθδ βΝ κυΝφαδθκ τπκυΝ βμΝΰάλαθ βμΝ

εαδΝ βθΝξλυ βΝη ΝSA (senescence-associated)-ί-ΰαζαε κ δ Ϊ βέΝΝ 

 

Mβξαθδ δεΪ,ΝβΝπλπ θβΝWigΰΝ ζΫΰξ δΝαλθβ δεΪΝ αΝ πέπ αΝΫεφλα βμΝ βμΝp21 σξδΝ

Ν πέπ κΝ θ λΰκπκέβ βμΝ κυΝυπκεδθβ άΝ κυΝΰκθδ έκυ βμΝCDKN1A σππμΝ ζΫΰξγβε Ν

η Ν κεδηα έαΝ Ν βμΝ ζκυ δφ λΪ βμΝ αζζΪΝ κτ Ν η Ν εα α κζάΝ βμΝ de novo 

πλπ ρθκ τθγ βμΝσππμΝυπΫ δι ΝβΝ πέ λα βΝ κυΝαθ δίδκ δεκτΝευεζκ ιδηέ βΝπκυΝ λαΝ

πμΝ αθα κζΫαμΝ βμΝ υεαλυπ δεάμΝ πλπ ρθκ τθγ βμΝ αζζβζ πδ λυθ αμΝ η Ν βθΝ

η ΰΪζβΝλδίκ πηδεάΝυπκηκθΪ αέΝ θ έγ α,ΝβΝWigΰΝίλΫγβε Νσ δΝ ζΫΰξ δΝαλθβ δεΪΝ βθΝ

αγ λσ β αΝ κυΝη αΰλΪφκυΝ βμΝpβΰΝεαδΝη δυθ δΝ κθΝξλσθκΝβηέ δαμ απάμΝ κυΝΧηέγζΝ

Ϋθαθ δΝγέβλΝυλ μΨέΝΓδαΝ βθΝαελέί δα,ΝβΝWigΰΝηΫ πΝ πθΝ κηυθΝ F1 (zinc finger 1) εαδΝ
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ZF2 (zinc finger 2) πλκ Ϋθ αδΝ βθΝ γ´-αη Ϊφλα βΝ π λδκξάΝ (3´-untranslated 

region, UTR) κυΝmRNA βμΝ p21 πκυΝ ξαλ κΰλαφ έ αδΝ η αιτΝ πθΝ θκυεζ κ δ έπθΝ

366-ζκκΝ αΝ κπκέαΝ π λδΫξκυθΝ ηέαΝ γΫ βΝ αθαΰθυλδ βμΝ κυΝ miR-106b εαδΝ βΝ κπκέαΝ

δαγΫ δΝ ηέαΝ ίδκπζβλκφκλδεΪΝ πλκίζ πση θβΝ υ λκ αΰάΝ δαησλφπ βΝ κυΝ τπκυΝ

Ϋζ ξκμ-γβζδΪΝΧstem loop, EδεσθαΝA13). KαγυμΝβΝWigΰΝαζζβζ πδ λΪΝφυ δεΪΝη Ν βθΝ

θκυεζ Ϊ βΝ go2 (Argonaute 2) πκυΝ έθαδΝ ετλδαΝ υθδ υ αΝ κυΝ υηπζσεκυΝ

απκ δυπβ βμΝRISC (RNA-induced silencing complex), πλκ Ϊγβε ΝΫθαΝηκθ ΫζκΝη α-

η αΰλαφδεάμΝλτγηδ βμΝ βμΝp21 (EδεσθαΝ1ζ) σπκυΝβΝWigΰΝπλκπγ έΝ βθΝmiR-106b-

εαγκ βΰκτη θβΝ απκ αγ λκπκέβ βΝ Χθκυεζ κζυ δεάΝ πΫοβΨΝ κυΝ p21 η αΰλΪφκυΝ

ηΫ πΝ γ ληκ υθαηδεάμΝ η αίκζάμΝ κυΝ RNA- σξκυΝ εαδΝ «ξαζΪλπ βμ»Ν βμΝ

υ λκ αΰκτμΝ κυΝ κηάμΝ εκθ ΪΝ βθΝ γΫ βΝ αθαΰθυλδ βμΝ κυΝ miR-106b, 

δ υεκζτθκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ πλσ ία βΝ βμΝ go2 Χεα αζυ δεάΝ υπκηκθΪ αΝ κυΝ

υηπζσεκυΝRISC) εαδΝ βθΝ θκυεζ σζυ βΝ κυΝ p21 mRNA ( Ν υθΫλΰ δαΝ η Ν ΪζζκυμΝ

παλΪΰκθ μΝαπκ δυπβ βμΝσππμΝβΝυ λκζΪ βΝDcp1a πκυΝαφαδλ έΝ βθΝεαζτπ λαΝ βμΝι-

η γυζκ-ΰκυαθκ έθβμΝ απσΝ κΝ η´-ΪελκΝ πθΝ η αΰλΪφπθΝ εαδΝ βΝ λδίκθκυεζ Ϊ βΝ

πλέηαθ βμΝ πθΝmiRs, Dicer) (Κim et al. 2012).  

 

                                 

 

δεσθαΝ A13. Πλσίζ οβΝ βμΝ υ λκ αΰκτμΝ δαησλφπ βμΝ βμΝ π λδκξάμΝ κυΝ γ´-

αη Ϊφλα κυΝΪελκυΝΧγ´-UTR) κυΝmRNA βμΝp21 η Ν κΝκπκέκΝαζζβζ πδ λΪΝβΝWig1 

(θκυεζ κ έ δαΝ γθθ-ζκκΨΝ πκυΝ π λδζαηίΪθ δΝ βθΝ γΫ βΝ αθαΰθυλδ βμΝ κυΝ miR-106b 

ΧπζάλβμΝ υηπζβλπηα δεσ β αΝίΪ πθΨ, ηΫ πΝίδκπζβλκφκλδεάμΝ(Κim et al. 2012).     

 

MΪζδ α,Ν βΝ φυ δκζκΰδεάΝ βηαθ δεσ β αΝ αυ υθΝ πθΝ υλβηΪ πθΝ αθ αθαεζΪ αδΝ απσΝ

βθΝ αθαΰεαδσ β αΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝWigΰΝ ΰδαΝ βθΝ ατιβ βΝ δΪφκλπθΝ αθγλυπδθπθΝ
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εαλεδθδευθΝ ι θκηκ ξ υηΪ πθΝ Ν πκθ έεδα (xenograft mouse models) εαδΝ απσΝ κΝ

ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ Ν εζδθδεΪΝ έΰηα αΝ δαφκλ δευθΝ δ κζκΰδυθΝ τππθΝ ηβ-

ηδελκευ αλδεκτΝ εαλεέθκυΝ κυΝ πθ τηκθαΝ Χαεαθγκευ αλδεσΝ εαλεέθπηα,Ν

α θκεαλεέθπηαΝ άΝ ίλκΰξκευο ζδ δεσΝ εαλεέθπηαΨ,Ν υπΪλξ δΝ αθ έ λκφβΝ ξΫ βΝ

η αιτΝ πθΝ πδπΫ πθΝΫεφλα βμΝ πθΝmRNAs βμΝWig1 εαδΝ βμΝp21,Νυπκ δεθτκθ αμΝ

βθΝ αυικλλτγηδ βΝ βμΝWig1 πμΝ ΫθαθΝ ΰ θδεσΝ κΰεκΰ θ δεσΝ ηβξαθδ ησΝ (Κim et al. 

2012)έΝ έθαδΝ πέ βμΝ βηαθ δεσΝθαΝ κθδ γ έΝππμΝεαδΝβΝWig1 εαδΝβΝp21 έθαδΝ σξκδΝ βμΝ

p53 εαδΝ λκυθΝαθ αΰπθδ δεΪέΝΦαέθ αδΝζκδπσθΝσ δΝ παΰυη θαΝαπσΝ κΝέ δκΝ λΫγδ ηα,Ν

αΝ τκΝαυ ΪΝησλδαΝ λκυθΝΰδαΝθαΝ πδ υξγ έΝηέαΝ ιδ κλλκπβηΫθβΝευ αλδεάΝαπσελδ βέΝ

Ν βηαθ δεσ β αΝ βμΝ φυ δκζκΰδεάμΝ ζ δ κυλΰέαμΝ βμΝ Wig1 υπκ δεθτ αδΝ Ϊζζπ Ν

εαδΝαπσΝ κθΝυοβζσΝίαγησΝ υθ άλβ άμΝ βμΝαπσΝ κΝοΪλδΝΫπμΝ κθΝΪθγλππκ (Hellborg 

and Wiman, 2004).   

 

   

 

δεσθαΝ A14. Πλκ δθση θκΝ ηκθ ΫζκΝ ΰδαΝ βθΝ λτγηδ βΝ βμΝ αγ λσ β αμΝ κυΝ

η αΰλΪφκυΝ βμΝ pβ1Ν απσΝ βθΝ Wig1. τηφπθαΝ η Ν κΝ ηκθ ΫζκΝ αυ σ,Ν βΝ Wig1 
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αζζβζ πδ λΪΝηΫ πΝ πθΝ κηυθΝ βμΝZFΰΝεαδΝZFβΝη ΝηέαΝ κηάΝ ζΫξκυμ-γβζδΪμΝεκθ ΪΝ

βθΝγΫ βΝαθαΰθυλδ βμΝ κυΝmiR-106b κ 3´-αη Ϊφλα κυΝΪελκυ κυΝη αΰλΪφκυΝ

βμΝ pβΰ,Ν δ υεκζτθκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ πλσ ία βΝ κυΝ υηπζσεκυΝ RISC (RNA-induced 

silencing complex) εαδΝ βθΝθκυεζ σζυ άΝ κυΝαπσΝ βθΝπλπ θβΝAgo-ΰΝ Ν υθΫλΰ δαΝ

εαδΝ η Ν ΪζζκυμΝ παλΪΰκθ μΝ απκ δυπβ βμΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝ βμΝ υ λκζΪ βμ 

Dcp1a. υθ πυμ,ΝβΝαπαζκδφάΝ βμΝWigΰΝ υθ ζ έΝ βθΝ αγ λκπκέβ βΝ κυΝmRNA βμΝ

pβΰΝεδΝ πΪΰ δΝ βθΝευ αλδεάΝΰάλαθ β (Κim et al. 2012).   

 

AέζέΝ Νpβ1Ν βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝDNA 

 

θυΝ κΝ λσζκμΝ βμΝ p21 κΝ ηκθκπΪ δΝ απσελδ βμΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝDNA έθαδΝ εαζΪΝ

εηβλδπηΫθκμ,Ν βΝ ηπζκεάΝ βμΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝ DNA πκυΝ Ϋπ αδΝ βμΝ

πλσεζβ βμΝ βμΝ ίζΪίβμΝ θΝά αθΝ δαζ υεα ηΫθβΝηΫξλδΝ πλσ φα αέΝ κηΫθκυΝσ δΝ βΝ

p21 αζζβζ πδ λΪΝ αθα αζ δεΪΝ η Ν κΝ PCNA κΝ κπκέκΝ υηη Ϋξ δΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ

πδ δσλγπ βμΝ NER (nucleotide excision repair) ηααέΝ η Ν ΪζζκυμΝ παλΪΰκθ μΝ

αθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA δεαασ αθΝσ δΝβΝp21 ηΫ πΝπλσ βμΝ κΝPCNA θαΝαθα Ϋζζ δΝ

σξδΝησθκΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA αζζΪΝεαδΝ βθΝ βηα κ σ β βΝ βμΝ πδ δσλγπ άμΝ κυέΝΝ 

 

Μ ΝηδαΝ δλΪΝπ δλαηΪ πθ,ΝκΝCazzalini εαδΝκδΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝΫ διαθΝππμΝβΝ παΰπΰάΝ

βμΝp21 η ΪΝαπσΝ πέ λα βΝυπ λδυ κυμΝαε δθκίκζέαμΝ ΧUV) έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ

απ ζ υγΫλπ βΝ βμΝ θαυηδεάμΝ λα δεσ β αμΝαε υζ λαθ φ λΪ βμΝ δ κθυθΝ Χhistone 

acetyltransferase, HAT) p300 βΝ κπκέαΝ πμΝ ΰθπ σΝ υηπζκεκπκδ έ αδΝ η Ν

η αΰλαφδεκτμΝ θ λΰκπκδβ ΫμΝ(transcriptional activators, TAs) εαδΝ Ναπσελδ βΝ βθΝ

ίζΪίβΝ κυΝ DNA υηίΪζζ δΝ βθΝ υδκγΫ β βΝ ηδαμΝ «ξαζαλάμ»Ν δαησλφπ βμΝ βμΝ

ξλπηα έθβμ,Ν βζέΝ ξλπηα έθβμΝ η Ν σξδΝ « φδξ Ϊ»Ν παε αλδ ηΫθκΝ DNA ΰτλπΝ απσΝ αΝ

θκυεζ κ υηα α,Ν κτ πμΝ υ Ν θαΝ εαγέ α αδΝ υθα άΝ βΝ «πλσ ία β»Ν παλαΰσθ πθΝ

πδ δσλγπ βμΝΧDNA repair factors) ΰτλπΝαπσΝ βθΝπ λδκξάΝ βμΝίζΪίβμέ H p300 έθαδΝ

ΫθαμΝ η αΰλαφδεσμΝ υηπαλΪΰκθ αμΝ η Ν θ λΰσΝ λσζκΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ εαγυμΝ

αζζβζ πδ λΪΝ η Ν κΝ PCNA αζζΪΝ εαδΝ η Ν κΝ θ κ υθ δγΫη θκΝ DNA εα ΪΝ βθΝ

πδ δσλγπ βΝη ΪΝαπσΝαε δθκίσζβ βΝη ΝUV (Hasan et al. 2001).    
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υΰε ελδηΫθα,Ναπκυ έαΝΰ θπ κιδεκτΝ λ γέ ηα κμ,Ν έξγβε ΝππμΝβΝp300 πδγαθσθΝηααέΝ

η Ν εΪπκδκθΝ Σ Ν αζζβζ πδ λΪΝ σ κΝ η Ν βθΝ p21 σ κΝ εαδΝ η Ν κΝ PCNAέΝ Παλκυ έαΝ

ίζΪίβμΝ κυΝDNA (αε δθκίσζβ βΝ η ΝUVΨΝ αΝ λΰα βλδαεΪΝ κηΫθαΝ κ άΰβ αθΝ Ν

ΫθαΝηκθ ΫζκΝ (EδεσθαΝA15) τηφπθαΝη Ν κΝ κπκέκΝβΝp21 πκυΝ εφλΪα αδΝ Ν υοβζΪΝ

πέπ αΝ Ν ξΫ βΝη Ν κυμΝΪζζκυμΝ τκΝπαλ θΫλΝ βμΝ έθαδΝδεαθάΝ ξβηα έακθ αμΝ δη λάΝ

p21-PCNA εαδΝ p21-p300 θαΝ παλ ηπκ έα δΝ βθΝ αθα αζ δεάΝ πλσ βΝ κυΝ PCNA 

βθΝ p300, πλκπγυθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ υδκγΫ β βΝ βμΝ ξαζαλάμΝ δαησλφπ βμΝ βμΝ

ξλπηα έθβμΝ εαδΝ βθΝ πδ δσλγπ βέΝ πκυ έαΝ βμΝ p21 άΝ σ αθΝ βΝ p21 θΝ δαγΫ δΝ

δεαθσ β αΝπλσ βμΝ κΝPCNA, αυ σΝπαλαηΫθ δΝπλκ ηΫθκΝ βθΝξλπηα έθβΝΰδαΝ

παλα αηΫθκΝ δΪ βηαΝ εαδΝ β λα δεσ β αΝ βμΝ HAT έθαδΝ η δπηΫθβΝ η ΪΝ απσΝ

ίζΪίβΝ κυΝΰ θυηα κμέΝ αΝ βη έαΝ βμΝίζΪίβμΝπκυΝσ αθΝπλσε δ αδΝΰδαΝαε δθκίσζβ βΝ

η ΝUV έθαδΝευλέπμΝευεζκίκυ αθδεΪΝ δη λάΝΧcyclobutaneΝpyrimidineΝdimers,ΝωPϊsΨ,Ν

αΨΝ εαδ κΝ p21-PCNA τηπζκεκΝ παέλθ δΝ ηΫλκμΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝ DNA εαδΝ

πδπζΫκθ,Ν ίΨΝ πλκ ζετκθ αδΝ παλΪΰκθ μ πδ δσλγπ βμΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ ύύ-NER 

(global genome- nucleotide excision repairΨΝ κΝp21-p300 τηπζκεκΝσπκυΝαθαε Ϊ αδΝ

βΝ λα δεσ β αΝ Σ, σππμΝ κΝ παλΪΰκθ αμΝ πδ δσλγπ βμΝ ΥPG (xeroderma 

pigmentosum group G). δ,ΝΰτλπΝαπσΝ κΝ βη έκΝίζΪίβμΝ κυΝDNA δ υεκζτθ αδΝβΝ

πλσ ία βΝPCNA- ιαλ υη θπθΝπαλαΰσθ πθΝ πδ δσλγπ βμΝ κυΝύύ-σϋRΝηκθκπα δκτΝ

πκυΝ ξ έα αδΝ η Ν τθγ βΝ θΫκυΝ DNA (DNA repair synthesis),Ν η Ν ετλδκΝ γ δεσΝ

λυγηδ άΝ βθΝp21 πκυΝ λαΝπαλ ηπκ έακθ αμΝ βθΝαζζβζ πέ λα βΝη αιτΝPCNA εαδΝ

p300 (Cazzalini et al. 2008).  
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δεσθα A15. Μκθ ΫζκΝ κυΝ γ δεκτΝ λσζκυΝ βμΝ pβ1Ν κΝPCNA- ιαλ υη θκΝ GG-

NER (global genome- nucleotide excision repair)Ν ηκθκπΪ δΝ πδ δσλγπ βμΝ κυΝ

DNA πκυΝ πδ δκλγυθ δΝ ηβ-η αΰλαφση θ μΝ ΰ θπηδεΫμΝ π λδκξΫμέ  κΝ τηπζκεκΝ

p21-p300/TA πλκ Ϋθκθ αδΝεαδΝπαλΪΰθκθ μΝ πδ δσλγπ βμΝσππμΝκΝΥPG (xeroderma 

pigmentosum group G) αζζΪΝ ΰδαΝ ζσΰκυμΝ υελέθ δαμΝ θΝ απ δεκθέακθ αδΝ υ 

(Cazzalini et al. 2008).     

 

υ σμΝκΝγ δεσμΝλσζκμΝ βμΝp21 βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝDNA σππμΝπλκ Ϊγβε ΝαπσΝ κθ 

Cazzalini εαδΝ κυμΝ υθα ΫζφκυμΝ κυ υηφπθ έΝη Νπλκβΰκτη θαΝ υλάηα αΝππμΝ θυΝ

παλα βλ έ αδΝ βΝ αθα κζάΝ βμΝ PCNA- ιαλ υη θβμΝ ΰ θπηδεάμΝ αθ δΰλαφάμΝ πκζζυθΝ

εδζκίΪ πθΝσππμΝαυ άμΝ κυΝΰ θυηα κμΝ κυΝδκτΝSV40 Νin vitro υ άηα αΝαπσΝ βθΝ

p21, βΝPCNA- ιαλ υη θβΝαθ δΰλαφάΝηδελυθΝ ηβηΪ πθΝ«ε θυθ»Ν κΝDNA πκυΝΫξ δΝ

υπκ έΝίζΪίβΝ Χ“gap filling”ΨΝ εαδΝ ΫξκυθΝηάεκμΝκλδ ηΫθπθΝησθκΝθκυεζ κ δ έπθΝαπσΝ

δμΝπκζυη λΪ μΝ  εαδΝ Ν θΝαθα Ϋζζ αδΝαπσΝ βθΝp21 (Li et al. 1994; Flores-Rozas 

et al. 1994). Μ ΝΪζζαΝζσΰδα,Ν θυΝ κΝp21 αζζβζ πδ λυθ αμΝη Ν κΝPCNA αθα Ϋζζ δΝ

βθΝξλπηκ πηδεάΝαθ δΰλαφάΝπμΝαθαπσ πα κΝηΫλκμΝ βμΝαθαξαδ δ δεάμΝ βμΝ λΪ βμΝ

κθΝ ευ αλδεσΝ πκζζαπζα δα ησ,Ν π σ κΝ πδ λΫπ δΝ βθΝ τθγ βΝ DNA πκυΝ έθαδΝ
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υα υΰηΫθβΝ η Ν βθΝ πδ δσλγπ βΝ ΧDNA repair synthesis) εαδΝ αφκλΪΝ βθΝ εΪζυοβΝ

ηδελυθΝε θυθΝ κυμΝεζυθκυμΝ κυΝDNA.  

 

Mβξαθδ δεΪ,Ν αυ σΝ πλΫπ δΝ θαΝ ξ έα αδΝ η Ν κΝ ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ ΰδαΝ βθΝ αθ δΰλαφάΝ

η ΰΪζπθΝ ηβηΪ πθΝDNA έθαδΝαπαλαέ β κδΝπκζζκέΝετεζκδΝ δα κξδεάμΝ Ϋ η υ βμΝεαδΝ

απκ Ϋ η υ βμΝ κυΝ αε υζέκυΝ κυΝ PCNA ΰτλπΝ απσΝ κΝ DNA-υπσ λπηα,Ν ηδαΝ

δα δεα έαΝ βΝ κπκέαΝ αθαξαδ έα αδΝ απσΝ βθΝ p21, θυΝ ΰδαΝ ηδελΪΝ ηάηα αΝ ζέΰπθΝ

θκυεζ κ δ έπθΝ βΝ ζ δ κυλΰέαΝ κυΝ PCNA βθΝ αθ δΰλαφάΝ κυΝ DNA ηΫθ δΝ

αθ πβλΫα β,ΝπαλΪΝ βθΝπλσ βΝ βμΝp21 Ναυ σέΝ βθΝ ζ υ αέαΝπ λέπ π β, βΝp21 

σππμΝ πλκαθαφΫλγβε ,Ν παέα δΝ θ λΰσΝ λσζκΝ βθΝ αθα δκλΰΪθπ βΝ βμΝ ξλπηα έθβμΝ

(chromatin remodelling) εαδΝ βθΝ πλκ Ϋζευ βΝ PCNA- ιαλ υη θπθΝ πδ δκλγπ δευθΝ

παλαΰσθ πθΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ Ν RέΝ Ν δαφκλδεάΝ λΪ βΝ βμΝ p21 βθΝ ΝER-

η κζαίκτη θβΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝ DNA πκυΝ ξ έα αδΝ η Ν βΝ τθγ βΝ ηδελυθΝ

θκυεζ κ δ δευθΝ ηβηΪ πθΝ Χshort gap-filling DNA synthesis) εαδΝ βθΝ αθ δΰλαφάΝ

η ΰΪζπθΝ ΰ θπηδευθΝ ηβηΪ πθΝ εα ΪΝ βθΝ φΪ βΝ S, απ δεκθέα αδΝ ξβηα δεΪΝ βθΝ

δεσθαΝA16. OδΝ τκΝαυ ΫμΝφαδθκη θδεΪΝαθ έγ μΝ λΪ δμΝ βμΝp21 ΫξκυθΝ αθΝεκδθσΝ

ζδεσΝαπκ Ϋζ ηαΝ βθΝευ αλσ α β,ΝαφκτΝεαδΝ δμΝ τκΝπ λδπ υ δμΝ κΝαβ κτη θκΝ

έθαδΝβΝπαλκξάΝξλσθκυΝυ Ν κΝετ αλκΝθαΝ πδ δκλγυ δΝ δμΝίζΪί μΝ κυΝσ αθΝαυ ΫμΝ

έθαδΝ πδ δκλγυ δη μέΝ  

 

τηφπθαΝ η Ν βθΝ αλθβ δεάΝ υ ξΫ δ βΝ βμΝ p21 εαδΝ κυΝ PCNA, Ν απσελδ β βθΝ

αε δθκίσζβ βΝη ΝUV εαδΝεα ΪΝΫθαθΝ λσπκΝπκυΝ ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ βθΝδεαθσ β αΝ βμΝp21 

θαΝ αζζβζ πδ λΪΝ η Ν κΝPCNA ηΫ πΝ βμΝ κηάμΝPIP, βΝ απκδεκ σηβ βΝ βμΝ p21 έθαδΝ

απαλαέ β βΝ ΰδαΝ βθΝ λα κζσΰβ βΝ βθΝ ξλπηα έθβΝ TSL πκζυη λα υθΝ εαδΝ βμΝ

πλκσ κυΝ βμΝαθ δΰλαφάμ κυΝDNAέΝ υ άΝβΝUV-πυλκ κ κτη θβΝαπκδεκ σηβ βΝ βμΝ

p21 έθαδΝΫ δΝαθαΰεαέαΝυ Ν κΝετ αλκΝθαΝαθαεΪηο δΝαπσΝ δμΝΰ θπηδεΫμΝίζΪί μΝ βμΝ

αε δθκίσζβ βμΝ εαδΝ θαΝ δα βλά δΝ βθΝ ΰ θπηδεάΝ κυΝ αγ λσ β αΝ (Μansilla et al. 

2013). κηΫθκυΝ σ δΝ σππμΝ πλκαθαφΫλγβε Ν βΝ p21 έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ κΝ

πδ δκλγπ δεσΝ ηκθκπΪ δΝNER πκυΝ πέ βμΝ πυλκ κ έ αδΝ απσΝ βθΝUV, φαέθ αδΝ ππμ 

αυ σΝπκυΝ βθΝκυ έαΝ έθαδΝαπ δεάμΝ βηα έαμΝΰδαΝ κΝετ αλκΝ έθαδΝβΝ δα άλβ βΝηέαμΝ

ζ π άμΝ δ κλλκπέαμΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ p21. Άζζπ ,Ν αΝ ίζα δεΪΝ ετ αλαΝ έθαδΝ

ΰθπ σμΝκΝγ δεσμΝλσζκμΝ βμΝp21 βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝDNA (Insinga et al. 2013), 

πδγαθυμΝ ηΫ πΝ θσμΝ ηβξαθδ ηκτΝ πκυΝ π λδζαηίΪθ δΝ κθΝ Ϋζ ΰξκΝ βμΝ η αΰλαφάμΝ σξδΝ

σηπμΝ κυΝηκθκπα δκτΝNHEJ (Non-homologous end-joining).   
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δεσθα A16. Ο δ σμ λσζκμ βμ p21 βθ γ δεά λτγηδ β βμ τθγ βμ ηδελυθ 

ηβηΪ πθ DNA εα Ϊ βθ πδ δσλγπ β ηΫ π κυ ηκθκπα δκτ Ν R (short gap-filling 

DNA synthesis) εαδ β αλθβ δεά λτγηδ β βμ τθγ βμ ΰ θπηδευθ π λδκξυθ (long 

gap-filling DNA synthesis) εα Ϊ κθ αθα δπζα δα ησ κυ DNA βθ S φΪ β (απσ 

http://herkules.oulu.fi/isbn9514265815/html/i275971.html εαδ Korr et al. 1998).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://herkules.oulu.fi/isbn9514265815/html/i275971.html
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έηέΝO λσζκμΝ βμΝpβ1Ν βθΝαπσπ π βΝ 
 

έηέ1έΝH pβ1ΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝαπσπ π βμ 

 

έηέ1έ1έΝH pβ1ΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝp53- ιαλ υη θβμΝαπσπ π βμ 

 

ΌππμΝ πλκαθαφΫλγβε ,Ν σ αθΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝDNA αγ λκπκδ έ αδΝ βΝ

πλπ θβΝp53 σ Ναυ άΝ πΪΰ δΝη αΰλαφδεΪΝ βθΝpβΰέΝτηφπθαΝη Ν αΝ π δλαηα δεΪΝ

κηΫθα,Ν αυ σΝ κΝ p53-p21 ηκθκπΪ δΝ ηπκλ έΝ θαΝ κ βΰά δΝ έ Ν Ν πατ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυΝ έ Ν Ναθα κζάΝ βμΝπλκ-απκπ π δεάμΝ λΪ βμΝ βμΝέ δαμΝ βμΝp53, 

η Ν κθΝ ηβξαθδ ησΝ βμΝ ζάοβμΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ απσφα βμΝ ΰδαΝ ευ αλσ α βΝ άΝ

απσπ π βΝθαΝ έθαδΝαηυ λΪΝεα αθκβ σμέΝ 

 

Υαλαε βλδ δεΪ,Ν σ αθΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ p53-p21 « δαεσπ αδ»Ν απσΝ δΪφκλκυμΝ

ηβξαθδ ηκτμΝπκυΝαθα ΫζζκυθΝ βθΝ παΰπΰάΝάΝ βθΝζ δ κυλΰέαΝ βμΝpβΰ,Ν αΝεαλεδθδεΪΝ

ετ αλαΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ p53 απκφα έακυθΝ εζ ε δεΪΝ θαΝ αεκζκυγά κυθΝ κΝ

ηκθκπΪ δΝ βμΝ απσπ π βμΝπαλΪΝ βμΝ ευ αλσ α βμΝ ( δεσθαΝA17)έΝ ΓδαΝπαλΪ δΰηα,Ν

σ αθΝ αΝώSωγΝετ αλαΝυπ λ εφλΪα αδΝβΝη αζζαΰηΫθβΝηκλφάΝ βμΝp53, p53-273L 

(Arg --> Leu), βΝ κπκέαΝ λ έ αδΝ βμΝ λαθ θ λΰκπκδβ δεάμΝ βμΝ δεαθσ β αμΝ σ Ν βΝ

αθα κζάΝ βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμΝπαλα βλ έ αδΝ Νη ΰαζτ λκΝίαγησΝαπ’Νσ δΝσ αθΝ

αΝέ δαΝετ αλαΝυπ λ εφλΪα αδΝβΝαΰλέκυ- τπκυΝp53 (wt-p53)έΝΜβξαθδ δεΪ,Ν αΝη θ 

ώSωγΝετ αλαΝπκυΝ εφλΪακυθΝ βθΝwt-p53 κ βΰκτθ αδΝ Νπατ βΝ βθΝG1 φΪ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυ,Ν αΝ ΝώSωγΝετ αλαΝπκυΝ εφλΪακυθΝ βθΝp53-βιγδΝκ βΰκτθ αδΝ

Ν υΰελδ δεΪΝη ΰαζτ λβΝαθα κζάΝ βμΝατιβ άμΝ κυΝηΫ πΝαπσπ π βμ (Kaneuchi 

et al. 1999)έΝΠαλσηκδα,Ν κΝη ΪζζαΰηαΝpηγ-ΰβγχΝσ αθΝ εφλΪα αδΝΫε κπαΝ αΝSaos-

2 ετ αλα,Ν ηΫ πΝ θσμΝ ηβξαθδ ηκτΝ πκυΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ παΰπΰάΝ κυΝ Fas, 

πδ δεθτκυθ αυιβηΫθβΝ λα δκ υαδ γβ έαΝ Ϋθαθ δΝ πθΝ wt-p53-Saos-2 ευ ΪλπθέΝ Ν

ΰβγχΝ η ΪζζαιβΝ βθΝ p53 Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ απυζ δαΝ βμΝ

λαθ θ λΰκπκδβ δεάμΝ δεαθσ β αμΝ βμΝ p53 εζ ε δεΪΝ πμΝ πλκμΝ βθΝ p21, αφάθκθ αμΝ

αθ πβλΫα βΝ βθΝδεαθσ β ΪΝ βμΝθαΝ πΪΰ δΝΪζζκυμΝ σξκυμΝσππμΝ βθΝΜDΜβ εαδΝ βθΝ

Bax. EπκηΫθπμ,Ν εα α δεθτ αδΝ κΝ λσζκμΝ βμΝ p21 πμΝ p53- σξκμΝ πμΝ ησλδκΝ πκυΝ

πλκΪΰ δΝ βθΝευ αλδεάΝ πδίέπ βΝεαδΝαπαδ έ αδΝβΝαθαξαέ δ βΝ βμΝη αΰλαφδεάμΝ βμΝ
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παΰπΰάμΝυ ΝβΝp53 θαΝκ βΰά δΝ αΝετ αλαΝ κθΝαπκπ π δεσΝγΪθα κ (Okaichi et 

al. 1999).  

 

EπδπζΫκθ,Ν ε σμΝαπσΝ βθΝαθαξαέ δ βΝ βμΝp21 Ν πέπ κΝη αΰλαφάμ,ΝβΝπαλ ηπσ δ βΝ

βμΝ p21 ηΫ πΝ δΪ πα άμΝ βμΝ Ν πέπ κΝ πλπ θβμΝ πδφΫλ δΝ αθΪζκΰαΝ ευ αλδεΪΝ

απκ ζΫ ηα αμΝ αΝετ αλαΝ ηζλΝπκυΝ εφλΪακυθΝζ δ κυλΰδεΪΝαεΫλαδβΝ βθΝwt-p53 

εαδΝαπκπέπ κυθΝ  απσελδ βΝ βθΝεαηπ κγ εέθβΝπαλα βλ έ αδΝ δΪ πα βΝ βμΝp21 απσΝ

βθΝ εα πΪ β-γΝ βθΝ γΫ βΝ ϊώVϊΰΰβδΝ η Ν κΝ p21-γλατ ηαΝ πκυΝ πλκετπ δΝ θαΝ

λ έ αδΝ σ κΝ βμΝ δεαθσ β ΪμΝ κυΝ θαΝ θ κπέα αδΝ κθΝ πυλάθαΝ σ κΝ εαδΝ βμΝ

δεαθσ β ΪμΝ κυΝ θαΝ πλκ Ϋθ αδΝ κΝ PCNA. Κα ’Ν αυ σθΝ κθΝ λσπκ,Ν αΝ ετ αλαΝ

κ βΰκτθ αδΝ βθΝαπσπ π βΝπαλΪΝ βθΝπατ βΝ κΝG1 βη έκΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυ 

(Zhang et al. 1999)έΝ θ έ λκφα,ΝβΝαπσπ π βΝ πθΝεαλεδθδεΪΝευ ΪλπθΝ ζγΰΝπκυΝ

εφλΪακυθΝηδαΝηκλφάΝη αζζαΰηΫθβμΝp53 βΝκπκέαΝ θΝ πΪΰ δΝη αΰλαφδεΪΝ βθΝp21,  

τ λαΝ απσΝ αε δθκίσζβ βΝ η  UV αθα Ϋζζ αδΝ παλκυ έαΝ κυΝ αζεαζκ δ κτμΝ

ηδηκ έθβΝ πκυΝ έθαδΝ ΫθαμΝ p53-αθ ιΪλ β κμΝ παΰπΰΫαμΝ βμΝ p21, ΰθπ άΝ ΰδαΝ βθΝ

ευ αλκ α δεάΝ κυΝ λΪ β (Bissonnette and Hunting, 1998)έΝυθκζδεΪΝπδ τ αδΝ

σ δΝβΝp21 έθαδΝ κΝεαγκλδ δεσΝησλδκΝβΝζ δ κυλΰδεσ β αΝ κυΝκπκέκυΝ δαηκλφυθ δΝ βθΝ

απσφα βΝ κυΝ ευ ΪλκυΝ ΰδαΝ απσπ π βΝ άΝ ευ αλσ α βΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ

αγ λκπκέβ βΝ βμΝp53.    

 
Παλκυ έαΝΰ θπ κιδεάμΝίζΪίβμ,Ν κ p21

-
/
-
 ΰ θ δεσΝυπσίαγλκΝάΝβΝαπ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ

p21 απσΝ βθΝ φυ δεάΝ βμΝ αζζβζ πέ λα βΝ η Ν βθΝ E1A υθκκτθΝ βθΝ απσπ π βΝ αΝ

HCT116 ετ αλαΝ( unz et al. 1999; Chan et al. 2000; Chattopadhyay et al. 2001).  

Ν παΰπΰάΝ κυΝπλπ κ-κΰεκΰκθδ έκυΝc-JunΝη ΪΝαπσΝαε δθκίσζβ βΝη ΝUV υθ ζ έΝ

βθΝ παλα αηΫθβΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυ εαδΝ αθ κξάΝ βθΝ απσπ π βΝ Ν

πκθ δεέ δκυμΝ δθκίζΪ μ,Ν παλ ηπκ έακθ αμΝ βθΝ αζζβζ πέ λα βΝ βμΝ p53 η Ν κθΝ

υπκεδθβ άΝ κυΝΰκθδ έκυΝ βμΝp53 (Shaulian et al. 2000). EπδπζΫκθ,ΝβΝp21 πλκ α τ δΝ

ετ αλαΝ κ κ αλευηα κμΝ πκυΝ εφλΪακυθΝ αεΫλαδβΝ p53 απσΝ βθΝ απσπ π βΝ Ν

απσελδ βΝη Ν κΝξβη κγ λαπ υ δεσΝ κπκ έ β (Prabhu et al. 2000)έΝΟΝPolyak εαδΝκδΝ

υθ λΰΪ μΝ κυΝ δΫελδθαθΝ τκΝ εα βΰκλέ μΝ υπκπζβγυ ηυθΝ εαλεδθδευθΝ ευ ΪλπθΝ

παξΫκμ-κλγκτΝαθΪζκΰαΝη Ν βθΝ δαφκλδεάΝ κυμΝαπσελδ βΝ βθΝυπ λΫεφλα βΝ βμΝp53: 

δμΝ ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ « τπκυΝ »Ν σπκυ βΝ p53 πΪΰ δΝ βθΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ

ετεζκυΝεαδΝ δμΝευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ« τπκυΝD»ΝσπκυΝβΝp53 πυλκ κ έΝ βθΝαπσπ π βΝη Ν

βθΝαπ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝp21 θαΝ έθαδΝ δεαθάΝθαΝη α λΫο δΝ αΝετ αλαΝ τπκυΝA Ν
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ετ αλαΝ τπκυΝD (Polyak et al. 1996). Eπέ βμ,ΝβΝpβΰΝηΫ πΝ βμΝαθα κζάμΝ βμΝp53-

η κζαίκτη θβμΝ απσπ π βμΝ α ε έΝ ευ αλκπλκ α υ δεσΝ λσζκΝ εαδΝ αΝ ετ αλαΝ

η ζαθυηα κμ SK-MEL-110 (Gorospe et al. 1997).      

  

 

                                                               
 
 
EδεσθαΝA17. ΟΝεαγκλδ δεσμΝ λσζκμΝ βμΝ p53-η κζαίκτη θβμΝ λαθ θ λΰκπκέβ βμΝ

βμΝpβΰΝ Ναπσελδ βΝ Νΰ θπ κιδεσΝ λΫγδ ηαΝ βθΝευ αλδεάΝζάοβΝαπσφα βμΝυπΫλΝ

βμΝ πατ βμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ εαδΝ βμΝ αθα κζάμΝ βμΝ p53-η κζαίκτη θβμΝ

απσπ π βμΝ Χ παΰπΰάΝ βμΝ p21) άΝ βμΝ p53- ιαλ υη θβμΝ απσπ π βμΝ απκυ έαΝ

η αΰλαφδεάμΝ θ λΰκπκέβ βμΝ βμΝp21 ( λκπκπκδβηΫθκΝαπσΝHill et al. 2008).  

 
έηέ1έβέΝH pβ1ΝπμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμ βμ p53-αθ ιΪλ β βμΝαπσπ π βμΝ 

 

ΣκΝηκθκπΪ δΝ βμΝαπσπ π βμΝ ε σμΝαπσΝ βθΝpηγΝπλπ θβΝηπκλ έΝθαΝπυλκ κ βγ έΝεαδΝ

απσΝ ΪζζαΝ λ γέ ηα αΝ σππμΝ κδΝ αθα κζ έμΝ απαε υζα υθΝ πθΝ δ κθυθΝ Χhistone 

deacetylase inhibitors, HDACIs) εαγυμΝ εαδΝ ευ κεέθ μΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ βμΝ

δθ λφ λσθβμΝΰΝΧIFN-ΰΨ,Ν κυΝTGF-ίΝεαδΝ κυΝTNF-α (Gartel and Tyner, 1999). H p21 

Ϋξ δΝ δξγ έΝ σππμΝ υαβ έ αδΝ αηΫ πμΝ παλαεΪ πΝ σ δΝ αθα Ϋζζ δΝ αυ ΫμΝ δμΝ p53-
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αθ ιΪλ β μΝ απκπ π δεΫμΝ κ κτμέΝ υθκζδεΪΝ ζκδπσθ,Ν βΝ ευ αλκπλκ α υ δεάΝ λΪ βΝ

βμΝ p21 ζαηίΪθ δΝ ξυλαΝ σ κΝ η Ν αθα κζάΝ πθΝ p53- ιαλ υη θπθΝ σ κΝ εαδΝ η Ν

αθα κζάΝ πθΝp53-αθ ιΪλ β πθΝκ υθέΝΝ 

 

Νp21 αθ αΰπθέα αδΝ βθΝTNF-α- παΰυη θβΝαπσπ π βΝ αΝεαεκάγβΝετ αλαΝEwing. 

 αΝ ετ αλαΝ αυ Ϊ,Ν βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 πΪΰ αδΝ η αΰλαφδεΪΝ απσΝ κθΝ NF-εB, o 

oπκέκμΝη Ν βθΝ δλΪΝ κυΝ θ λΰκπκδ έ αδΝαπσΝ κθΝέ δκΝ κθΝTNF-αΝπμΝΫθαμΝηβξαθδ ησμΝ

αυ κλλτγηδ βμΝ βμΝ απκπ π δεάμΝ κυΝ λΪ βμέΝ Κα ΪΝ υθΫπ δα,Ν βΝ αθα κζάΝ κυΝ

η αΰλαφδεκτΝπαλΪΰκθ αΝNF-εB αΝετ αλαΝEwing Ϊλ δΝ βθΝp21- ιαλ υη θβΝαθ δ-

απκπ π δεάΝ πλκ α έαΝ εαδΝ υαδ γβ κπκδ έΝ αΝ εαεκάγβΝ ετ αλαΝ κθΝ απκπ π δεσΝ

γΪθα κ (Javelaud et al. 2000). Μ Ν παλσηκδκΝ λσπκ,Ν ΫθαΝ NF-εB/p21- ιαλ υη θκΝ

ηκθκπΪ δΝπλκ α τ δΝ αΝηκθκετ αλαΝεα ΪΝ βθΝ δαφκλκπκέβ άΝ κυμΝ ΝηαελκφΪΰαΝ

απσΝ βθΝ TNF-α- παΰυη θβΝ απσπ π βΝ (Pennington et al. 2001) θυΝ αΝ

θ κγβζδαεΪΝ ετ αλαΝ κυΝ αηφδίζβ λκ δ άΝ βΝ p21 πλκ έ δΝ αθ κξάΝ βθΝ TGF-ί-

η κζαίκτη θβΝ απσπ π βΝ (Τan and Sage, 1998)έΝ ΟδΝ η αΰλαφδεκέΝ παλΪΰκθ μΝ

STATs έθαδΝΰθπ σΝσ δΝ θ λΰκπκδκτθΝ κθΝυπκεδθβ άΝ κυΝΰκθδ έκυΝCDKN1AέΝΜΫ πΝ

κυΝ ηκθκπα δκτΝ STAT-p21 Ϋξ δΝ δξγ έΝ ππμΝ βΝ σ κΝ βΝ IFN-ΰΝ αΝ ετ αλαΝ

α θκεαλεδθυηα κμΝ ώωTΰΰθΝ σ κΝ εαδΝ κδΝ ευ κεέθ μΝ βμΝ κδεκΰΫθ δαμΝ ΙL-6 ΙL-6 εαδΝ

OSM ΧoncostatinΝ εΨΝ αΝ κ κίζα δεΪΝ ετ αλα α εκτθΝ πλκ α υ δεάΝ λΪ βΝ

αθα Ϋζζκθ αμΝ βθΝp53-αθ ιΪλ β βΝαπσπ π β (Hobeika et al. 1999; Bellido et al. 

1998).   

 

H εα α κζά βμ Ϋεφλα βμ βμ p21 αυιΪθ δ βθ κιδεσ β α κυ αθα κζΫα 

απαε υζα υθ δ κθυθ SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid)  ζ υξαδηδεΪ 

ετ αλα (Vrana et al. 1999).  αΝ ετ αλαΝ εαλεδθυηα κμΝ κυΝ παξΫκμΝHCT116, βΝ

αθα κζάΝ βμΝ δΪ πα βμΝ βμΝp21 απσΝηέαΝεα πΪ βΝπκυΝαθαΰθπλέα δΝ βθΝαεκζκυγέα 

DEVD εαδΝ αΝ αυιβηΫθαΝ πέπ αΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ πλπ θβμΝ p21 ξ έακθ αδΝ η Ν

αθγ ε δεσ β αΝ βθΝ απσπ π βΝ πκυΝ πυλκ κ έ αδΝ απσΝ κΝ ζδπαλσΝ κιτΝ ίλαξ έαμΝ

αζυ έ αμ, n-ίκυ υλδεσ,Ν κΝ κπκέκΝ Ϋξ δΝ λα δεσ β αΝ HDACI εαδΝ δαγΫ δΝ

ξβη δκπλκ α υ δεάΝ λΪ β (Chai et al. 2000)έΝ Ν υηφπθέαΝη Ν κΝ τλβηαΝαυ σ,Ν Ν

ΫθαΝ pβΰ-
/
-
 υπσίαγλκ, βΝ p53-αθ ιΪλ β βΝ πλκ-απκπ π δεάΝ λΪ βΝ κυΝ n-ίκυ υλδεκτ 

βθΝ έ δαΝ ευ αλδεάΝ δλΪΝ έθαδΝ θδ ξυηΫθβΝ απ’Ν σ δΝ σ αθΝ εφλΪα αδΝ βΝ p21, 

υπκ δεθτκθ αμΝ σ δΝ βΝ p21 αθ αΰπθέα αδΝ βθΝ απσπ π βΝ πκυΝ πΪΰκυθΝ κδ HDACIs, 

αθ ιΪλ β αΝ βμΝ p53 (Mahyar-Roemer et al. 2000). Mβξαθδ δεΪ,Ν κδΝ HDACIs 
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πΪΰκυθΝ βθΝ p53-αθ ιΪλ β βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 Ν πέπ κΝ η αΰλαφάμΝ ηΫ πΝ πθΝ

η αΰλαφδευθΝ παλαΰσθ πθΝ Sp1 εαδ Sp3 υθ λΰ δ δεΪΝ η Ν βθΝ αε υζ λαθφ λΪ βΝ

δ κθυθΝ p300 (Xiao et al. 2000) εαδΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ λσπκΝ πκυΝ πλκςπκγΫ δΝ βθΝ

αε λαδσ β αΝ πθΝ cis λυγηδ δευθΝSpΰΝ γΫ πθΝ (ΰθπ ΫμΝ εαδΝ πμΝ «GC-εκυ δΪ») πκυΝ

ξαλ κΰλαφκτθ αδΝ -82 or -θλΝ ίΪ δμΝ απσΝ κΝ βη έκΝ ΫθαλιβμΝ βμΝ η αΰλαφάμΝ κθΝ

υπκεδθβ άΝ κυΝΰκθδ έκυΝ βμΝp21 (Sowa et al. 1999).  

 
 αΝαθγλυπδθαΝετ αλαΝΰζκδκίζα υηα κμΝUκιεύ,ΝβΝαε λαδσ β αΝ κυΝηκθκπα δκτΝ

p53-p21 φΪθβε Ν θαΝ Ϋξ δΝ εαγκλδ δεσΝ λσζκΝ βθΝ απσελδ βΝ κθΝ αζευζδπ δεσΝ

παλΪΰκθ αΝ εαληκυ έθβΝ άΝBCNU (1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea) πκυΝ αθάε δΝ

βθΝκηΪ αΝ πθΝξβη δκγ λαπ υ δευθΝφαληΪεπθΝ πθΝθδ λκακυλδυθέΝ Νυΰε ελδηΫθα,Ν

Ϋξ δΝ δξγ έΝ σ δΝ αΝUκιεύΝετ αλαΝ πκυΝ κΝ παλαπΪθπΝηκθκπΪ δΝ έθαδΝ αεΫλαδκ,Ν βΝ

Ϋεγ βΝ βθΝBCNU Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ ευ αλσ α βΝ εαδΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ

πδ δκλγπ δευθΝ ηκθκπα δυθΝ κυΝDNA εαδΝ βθΝ ευ αλδεάΝ πδίέπ βέΝ θ έγ α,Ν αΝ

UκιεύΝ ετ αλαΝ αΝ κπκέαΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ p53-p21 εα Ϋ βΝ υ ζ δ κυλΰδεσΝ ηΫ πΝ

Ϋε κπβμΝΫεφλα βμΝ βμΝκΰεκπλπ θβμ θΝπκυΝαπ θ λΰκπκδ έΝ βθ p53 κτ πμΝυ ΝθαΝ

ηβθΝ πΪΰ αδΝ βΝ p21, η ΪΝ απσΝ ηδαΝ ησθδηβΝ ευ αλσ α βΝ πλαΰηα κπκδάγβεαθΝ

δα κξδεΫμΝαθυηαζ μΝηδ υ δμ,Νη Ν υθΫπ δαΝ αΝετ αλαΝθαΝΰέθκυθΝπκζυπζκ δ δεΪΝεαδΝ

θαΝκ βΰβγκτθΝ βθΝαπσπ π β,ΝπλκφαθυμΝη Νηβξαθδ ησΝηδ π δεάμΝεα α λκφάμ (Xu 

et al. 2001)έΝ πκηΫθπμ, β p21 πλκ φΫλ δΝ πλκ α έαΝ εα ΪΝ βμΝ p53-αθ ιΪλ β βμΝ

απσπ π βμΝεαδΝεα ΪΝπαλΪ κικΝ λσπκ,ΝβΝΫεφλα βΝηδαμΝεα ’Ν ικξάθΝκΰεκπλπ θβμ,Ν

βμΝ θ,ΝεαδΝβΝεα α κζάΝ κυΝκΰεκεα α αζ δεκτΝηκθκπα δκτΝp53-p21, υηίΪζζκυθΝ

βθΝξβη δκ υαδ γβ κπκέβ βέΝΠαλσηκδαΝευ αλκπλκ α υ δεάΝ λΪ βΝ πδ δεθτ δΝβΝ

p21 εαδΝ αΝ p53
-
/
-
 ετ αλαΝ εαλεέθκυΝ κυΝ πθ τηκθαΝ ώΰβλλΝ σπκυΝ πλκ φΫλ δΝ

αθγ ε δεσ β αΝ κθΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ απκπ π δεσΝ γΪθα κΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ

κικλκυίδ έθβΝ εαδΝ βθΝ ΰ-αε δθκίσζβ β,Ν ξπλέμΝ σηπμΝ θαΝ πλκ φΫλ δΝ αθΪζκΰβΝ

πλκ α έαΝεαδΝ βθΝ αισζβΝ(Wang et al. 1999).  

 

κηΫθκυΝσ δΝ κΝ~ηίΣΝ πθΝαθγλυπδθπθΝσΰεπθΝφΫλκυθΝη αζζΪι δμΝ κθΝΰ θ δεσΝ

σπκΝ βμΝp53, αΝ πέπ αΝ βμΝp21 Ναυ ΫμΝ δμΝπ λδπ υ δμΝΫξκυθΝπλκίζ π δεάΝαιέαΝ

βθΝ πδ υξέαΝ βμΝξβη δκγ λαπ έαμέΝΆζζπ ,ΝσππμΝγαΝ υαβ βγ έΝεαδΝ Νι ξπλδ άΝ

θσ β α,Ν βΝ p21 φαέθ αδΝ δαγΫ δΝ ΫθαθΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ κΰεκΰσθκΝ λσζκΝ βθΝ

δ υεσζυθ βΝ βμΝΰΫθ βμΝζ ηφυηα κμμΝ Ν ΣΜ-
/
-
 πκθ έεδαΝσπκυΝβΝ παΰπΰάΝ βμΝp53 

η ΪΝ απσΝ ΰ θπ κιδεάΝ ίζΪίβΝ έθαδΝ υ ζ δ κυλΰδεά,Ν βΝ αυ σξλκθβΝ απυζ δαΝ βμΝ
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Ϋεφλα βμΝ βμΝp21 πδίλα τθ δΝ βθΝ ΰΫθ βΝ γυηδευθΝζ ηφπηΪ πθΝεαδΝ ξ έα αδΝ η Ν

αυιβηΫθαΝ πέπ αΝ σ κΝ αυγσληβ βμΝ απσπ π βμΝ σ κΝ εαδΝ απσπ π βμΝ η ΪΝ απσΝ

αε δθκίσζβ βΝ(Wang et al. 1997).       

 

πδπζΫκθ,ΝβΝp21 Ϋξ δΝ δξγ έΝππμΝσ δΝαθαΰθπλέα αδΝπμΝυπσ λπηαΝαπσΝ βθΝεδθΪ βΝ

ΚΣΝ ΰδαΝ φπ φκλυζέπ βΝ βθΝ Σhr145 εαγκ δεΪΝ κυΝ υπκ κξΫαΝ HER-βήneuΝ Ν

εαλεδθδεΪΝετ αλαΝεαδΝππμΝ κΝηκθκπΪ δΝαυ σΝ ξ έα αδΝη Ν βθΝευ κ κζδεάΝ θ σπδ βΝ

βμΝpβΰΝεαδΝ βθΝ λΪ βΝ βμΝp21 υπΫλΝ βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμέΝΜΪζδ α,Ν αΝηκλδαεΪΝ

αυ ΪΝ υηίΪθ αΝ έθαδΝπλκαπαδ κτη θαΝΰδαΝ βθΝώϋR-2/neu- ιαλ υη θβΝπλκυγβ βΝ βμΝ

ευ αλδεάμΝ ατιβ βμΝ αφκτΝ βΝ αθαξαέ δ βΝ αυ κτΝ κυΝ KT-p21 ηκθκπα δκτΝ ηΫ πΝ

Ϋεφλα βμΝ ηέαμΝ πδελα κτ αμΝ αλθβ δεάμΝ Χdoninant negative, DN) η αζζαΰηΫθβμΝ

ηκλφάμΝ εδθΪ βμΝ KT,Ν Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ απκεα Ϊ α βΝ βμΝ πυλβθδεάμΝ

θ σπδ βμΝ βμΝp21 εαδΝ βμΝαθα αζ δεάμΝ βμΝ λΪ βμΝ βθΝευ αλδεάΝατιβ βΝ ( hou 

et al. 2001). έθαδΝ βηαθ δεσΝππμΝβ αυ σξλκθβΝευ κ κζδεάΝ θ σπδ βΝ βμΝp21 εαδΝβΝ

υπ λΫεφλα βΝ κυΝ υπκ κξΫαΝ ώϋR-βήneuΝ απκ ζ έΝ έε βΝ π πξάμΝ πλσΰθπ βμΝ Ν

α γ θ έμΝ η Ν εαλεέθκΝ ηα κτΝ σπκυΝ βΝ υπ λΫεφλα βΝ κυΝ ώϋR-βήneuΝ υθάγπμΝ ηΫ πΝ

ΰκθδ δαεάμΝ θέ ξυ βμΝ έθαδΝ υξθσΝ τλβηαΝ(Χia et al. 2004)έΝ αΝεαλεδθδεΪΝετ αλαΝ

ηα κτΝ βΝ απκ δυπβ βΝ βμΝ p21 η Ν ξθκζκΰέαΝ αθ δθκβηα δευθΝ κζδΰκθκυεζ κ δ έπθΝ

υαδ γβ κπκδ έΝ αΝετ αλαΝαυ ΪΝ βθΝαπσπ π βΝπκυΝ πΪΰ αδΝαπσΝ βθΝ αισζβΝ(Τu et 

al. 1998), εα α δεθτκθ αμΝ βθΝξλβ δησ β αΝ βμΝp21 πμΝφαληαε υ δεκτΝ σξκυΝ Ν

αυ άθΝ βθΝπ λέπ π βέΝ 

 

έθαδΝΫ δΝφαθ λσΝππμΝβΝp21 πδ δεθτ δΝΫθαΝ έ κμΝ« δαη λδ ηα κπκδβηΫθβμ»Ν λΪ βμΝ

πμΝπλκμΝ βθΝη αΰπΰάΝγ δευθΝΧευ κ σζδκΨΝάΝαλθβ δευθΝΧπυλάθαμΨΝ βηΪ πθΝΰδαΝ βθΝ

κΰεκΰΫθ β,Νη Ν βθΝκΰεκΰσθκΝ λΪ βΝ βμΝ κΝευ κ σζδκΝθαΝ ξ έα αδΝη Νπλκυγβ βΝ

βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμΝεαδΝαθ κξάΝ βθΝαπσπ π βΝαθ ιΪλ β αΝαπσΝ βθΝp53, αφκτΝ

πμΝΰθπ σΝβΝαπκπ π δεάΝ λΪ βΝ βμΝp53 Ϋξ δΝθαΝεΪθ δΝη Ν θ λΰκπκέβ βΝ βμΝΫεφλα βμΝ

πθΝΰκθδ έπθ- σξπθΝαυ κτΝ κυΝ λαη λάΝη αΰλαφδεκτΝπαλΪΰκθ αέΝ 

 

Ό κθΝαφκλΪΝ κθΝηβξαθδ ησΝπκυΝβΝp21 αθα Ϋζζ δΝ βθΝαπσπ π β,Ναυ σμΝηπκλ έΝθαΝ

έθαδΝ έ ΝηΫ πΝ βμΝδ δσ β ΪμΝ βμΝθαΝ πΪΰ δΝ βθΝευ αλσ α β,Νπλκ φΫλκθ αμΝξλσθκΝ

κΝ ετ αλκΝ ΰδαΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝ DNA, έ Ν ηΫ πΝ βμΝ δεαθσ β ΪμΝ κυΝ θαΝ

αγ λκπκδ έΝ Ν πέπ κΝπλπ θβμΝ κθΝαθα κζΫαΝ βμΝαπσπ π βμΝcIAP1 (Steinman 

and Johnson, 2000). θαμΝΪζζκμΝπδγαθσμΝηβξαθδ ησμΝ έθαδΝηΫ πΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝπμΝ
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αθα κζΫαμΝ πθΝCDKs εαγυμΝ κδΝ εδθΪ μΝ αυ ΫμΝ ΫξκυθΝ δξγ έΝ ππμΝ έθαδΝ αθαΰεαέκδΝ

ζ ΫμΝ πθΝ εα πα υθΝ εαδΝ σ δΝ έθαδΝ απαλαέ β μΝ ΰδαΝ βθΝ ε άζπ βΝ κλδ ηΫθπθΝ

ξαλαε βλδ δευθΝ βμΝ απσπ π βμΝ σππμΝ βΝ υηπτεθπ βΝ βμΝ ξλπηα έθβμΝ εαδΝ βΝ

απκεσζζβ βΝ απσΝ κΝ υπσ λπηα,Ν αφάθκθ αμΝ π σ κΝ βθΝ ε άζπ βΝ ΪζζπθΝ

ξαλαε βλδ δευθΝΧ δα ΪλαιβΝ βμΝα υηη λέαμΝ πθΝφπ φκζδπδ έπθΝ βμΝπζα ηα δεάμΝ

η ηίλΪθβμΝ εαδΝ εα Ϊλλ υ βΝ κυΝ ηδ κξκθ λδαεκτΝ η ηίλαθδεκτΝ υθαηδεκτ, Φm) 

αθ πβλΫα βΝ( arvey et al. 2000).         

 

έηέβέΝ Νpβ1ΝπμΝ παΰπΰΫαμΝ βμΝαπσπ π βμΝ 
 

Παλα σιπμ,Ν θυΝβΝp21 σππμΝπλκαθαφΫλγβε ΝΫξ δΝ δξγ έΝππμΝ λαΝαθ αΰπθδ δεΪΝεαδΝ

βθΝ p53- ιαλ υη θβΝ εαδΝ βθΝ p53-αθ ιΪλ β βΝ απσπ π β,Ν υπσΝ υΰε ελδηΫθ μΝ

υθγάε μΝ ευ αλδεκτΝ λ μΝ εαδΝ εα ΪΝ ΫθαΝ λσπκΝ πκυΝ ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ κΝ εΪ κ Ν

ευ αλδεσΝ τ βηαΝ βΝ p21 ηπκλ έΝ θαΝ λΪ δΝ εαδΝ πμΝ πλκ-απκπ π δεσΝ ησλδκΝ

αθ ιΪλ β αΝ άΝ σξδΝ βμΝ p53έΝ Ό κθΝ αφκλΪΝ κθΝ ηβξαθδ ησΝ βμΝ p21-η κζαίκτη θβμΝ

απσπ π βμ,Ν βΝ p21 ε σμΝ απσΝ βθΝ δεαθσ β ΪΝ βμΝ θαΝ πΪΰ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ πλκ-

απκπ π δεάμΝπλπ θβμΝBax (Κang et al. 1999) σππμΝαθαφΫλ αδΝπαλαεΪ π,ΝβΝp21 

Ϋξ δΝ δξγ έΝ ππμΝ υηη Ϋξ δΝ Ν Fas/CD95- εαδΝ TRAIL (TNF-related apoptosis-

inducing ligand)- ιαλ υη θαΝαπκπ π δεΪΝηκθκπΪ δα (Hingorani et al. 2000; Goke 

et al. 2001),Ν εαγυμΝ εαδΝ βθΝ απσπ π βΝ πκυΝ πΪΰ αδΝ απσΝ βθΝ πδ δκλγπ δεάΝ

πλπ θβΝRAD50 (Shin et al. 2001).  

 

Νp21 αυιΪθ δΝ βθΝ κιδεσ β αΝ βμΝcis-πζα έθβμΝ Νετ αλαΝΰζκδκίζα υηα κμΝ σ κΝ

η Ν ηβξαθδ ησΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ αΝ ετ αλαΝ ύψ-ΰΝ σ κΝ εαδΝ η Ν p53- ιαλ υη θκΝ

ηβξαθδ ησΝ αΝ ετ αλα U87-MG (Kondo et al. 1996)έΝ Παλσηκδα p21-

η κζαίκτη θβΝ ατιβ βΝ κυΝ απκπ π δεκτΝ ευ αλδεκτΝ γαθΪ κυΝ πκυΝ πΪΰ αδΝ βθΝ

cis-πζα έθβΝ παλα βλ έ αδΝ εαδΝ αΝ ετ αλαΝ εαλεδθυηα κμΝ πκγάεβμΝ τVωχRγΝ εαδΝ

SCOV3 αΝκπκέαΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝp53, εδΝ πκηΫθπμΝεαδΝ Ναυ άθΝ βθΝπ λέπ π βΝβΝ

ξβη δκ υαδ γβ κπκέβ βΝπκυΝπλκ φΫλ δΝβΝp21 έθαδΝαθ ιΪλ β βΝ βμΝp53 (Lincet et al. 

2000). Eε σμΝαπσΝεαλεδθδεΫμΝευ αλδεΫμΝ δλΫμ,ΝβΝp21 θδ ξτ δΝεαδΝ βθΝαπκπ π δεάΝ

απσελδ βΝ Ν φυ δκζκΰδεΪΝ γυηκετ αλαΝ τ λαΝ απσΝ αε δθκίσζβ βΝ η Ν δκθέακυ αΝ άΝ

υπ λδυ βΝαε δθκίκζέαΝ Ν δαΰκθδ δαεΪΝπκθ έεδαΝσπκυΝβΝp21 εφλΪα αδΝ εζ ε δεΪΝ Ν

ετ αλαΝ βμΝT δλΪμΝ(Fotedar et al. 1999).   
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H p21 πλκπγ έΝ βθΝαπσπ π βΝεαδΝ Νευ αλδεΫμΝ δλΫμΝβπα υηα κμΝώepγψΝπκυΝ θΝ

εφλΪακυθΝ βθΝ p53 ηΫ πΝ θσμΝ ηβξαθδ ηκτΝ αυικλλτγηδ βμΝ βμΝ πλκ-απκπ π δεάμΝ

πλπ θβμΝBax σ κΝ Ναπσελδ βΝ κΝω6-ε λαηέ δκΝσ κΝεαδΝ κΝλ δθκρεσΝκιτΝ(Kang 

et al. 1999; Hsu et al. 1999)έΝ πδπζΫκθ,Ν ηΫ πΝ θσμΝ παλσηκδκυΝ ηκθκπα δκτΝ p21-

η κζαίκτη θβμΝ αυικλλτγηδ βμΝ βμΝ Bax πυλκ κ έ αδΝ βΝ απσπ π βΝ αΝ ετ αλαΝ

εαλεέθκυΝ κυΝηα κτΝεϊχ-MB-βγΰΝ Ναπσελδ βΝ κΝΰ θπ κιδεσΝδ κφζαίκθκ δ ΫμΝ

ΰ θδ θβΝ πκυΝ δαγΫ δΝ λα δεσ β αΝ αθα κζΫαΝ υλκ δθδεάμΝ εδθΪ βμέΝ ΚαγυμΝ αΝ

MDA-MB-βγΰΝ βΝ p53 έθαδΝ η αζζαΰηΫθβ,Ν εαδΝ Ν αυ άθΝ βθΝ π λέπ π βΝ βΝ p21-

η κζαίκτη θβΝαπσπ π βΝ έθαδΝp53-αθ ιΪλ β β (Li et al. 1999)έΝ π δ άΝβΝαθαζκΰέαΝ

αθ δ-απκπ π δευθΝ ΧπέξέΝ Bcl-2) πλκμΝ πλκ-απκπ π δευθΝ η ζυθΝ ΧπέξέΝ Bax) βμΝ

κδεκΰΫθ δαμΝ Bcl-2 έθαδΝ εαγκλδ δεάΝ ΰδαΝ βθΝ απσφα βΝ ευ αλδεάμΝ πδίέπ βμΝ άΝ

απκπ π δεκτΝγαθΪ κυ, βΝαυικλλτγηδ βΝ βμΝBax απσΝ βθΝp21 πκυΝη αίΪζζ δΝαυ άθΝ

βθΝαθαζκΰέαΝκ βΰ έΝ βθΝαπσπ π βέΝ 

 

πσπ π βΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ Ϋε κπβΝ Ϋεφλα β βμΝ p21 παλα βλ έ αδΝ εαδΝ Ν

εαλεδθδεΪΝετ αλαΝ κυΝεαλεέθκυΝ κυΝ λαξάζκυΝ βμΝηά λαμΝ (Tsao et al. 1999) αζζΪΝ

εαδΝ Νετ αλαΝπζαευ κυμΝεαλεδθυηα κμΝ κυΝκδ κφΪΰκυΝΧesophageal squamous cell 

carcinoma, ESCC) (Κadowaki et al. 1999) σξδΝ σηπμΝεαδΝ Ν ετ αλαΝη ζαθυηα κμ 

(Yang et al. 1995), υπκ δεθτκθ αμΝσ δΝβΝπλκ-απκπ π δεάΝ λΪ βΝ βμΝp21 ιαλ Ϊ αδΝ

απσΝ κθΝ ευ αλδεσΝετεζκέΝΜΪζδ α,Ν βθΝ π λέπ π βΝ κυΝESCC,Ν βΝp21- παΰυη θβΝ

απκπ π δεάΝαπσελδ βΝ έξ Ν ξΫ βΝη Ν βθΝ παΰπΰάΝηέαμΝ ζδεάμΝ δαφκλκπκέβ βμΝ αΝ

εαλεδθδεΪΝετ αλα εαγυμΝ ξ δασ αθΝη Ν βθΝατιβ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝδθίκζκυελέθβμΝ

βΝκπκέαΝαπκ ζ έΝ υ α δεσΝ κυΝπλπ ρθδεκτΝφαεΫζκυΝΧcornified cell envelope, CEE) 

πκυΝίλέ ε αδΝεΪ πΝαπσΝ βθΝπζα ηα δεάΝη ηίλΪθβΝ πθΝ ζδευμΝ δαφκλκπκδβηΫθπθΝ

ε λα δθκευ ΪλπθΝ πθΝπκζτ δίπθΝπζαεπ υθΝ πδγβζέπθ, εαδΝ υθδ ΪΝ ΫθαθΝφυ δεσΝ

φλαΰησΝ βθΝ πδ ληέ αέΝ υ ΪΝ αΝ ζδευμΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝ ετ αλαΝ θΝ έθαδΝ

απθ αθΪΝαζζΪΝΫξκυθΝπ γΪθ δΝη ΝΫθαΝ δαελδ σΝ έ κμΝαπσπ π βμ,Ν βμΝε λα δθκπκέβ βμΝ

(cornification). Aυ σΝ κΝ τλβηαΝ υηφπθ έΝ η Ν κθΝ λσζκΝ βμΝ p21 βθΝ ευ αλδεάΝ

δαφκλκπκέβ βΝκΝκπκέκμΝγαΝ υαβ βγ έΝ Νι ξπλδ άΝ θσ β αέΝΝ 

 

υθκζδεΪΝ ζκδπσθ,Ν βΝ p21 δαγΫ δΝ εαδΝ αθ δ-απκπ π δεάΝ λΪ βΝ εαδΝ αθ δ-απκπ π δεάέΝ

υ σΝ βμΝ κΝξαλαε βλδ δεσΝ βμΝ«αθ αΰπθδ δεάμΝ υα δεσ β αμ»Ν έθαδΝπαλσηκδκΝη Ν

κυμΝ φαδθκη θδεΪΝ αθ δφα δεκτμΝ λσζκυμΝ βθΝ απσπ π βΝ εδΝ ΪζζπθΝ ελέ δηπθΝ ηκλέπθΝ

κθΝΫζ ΰξκΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝεαδΝ βθΝκΰεκΰΫθ βΝσππμΝ κΝMyc εαδΝo βF1, 
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αθ δ αγηέακθ αμΝΫ δΝ βθΝ λΪ βΝ κυμΝυπΫλΝ κυΝευ αλδεκτΝπκζζαπζα δα ηκτΝ( van 

et al. 2001)έΝ ΟδΝ η θΝ αθ δ-απκπ π δεάΝ λΪ βΝ βμ p21 γ πλ έ αδΝ πλκεαλεδθδεάΝ

δ δσ β α,Ν βΝ Ν πλκ-απκπ π δεάΝ βμΝ λΪ βΝ γ πλ έ αδΝ ηΫλκμΝ βμΝ δ δσ β ΪμΝ βμΝ βθΝ

εα α κζάΝ βμΝ κΰεκΰΫθ βμέΝ Κα ’Ν αυ σθΝ κθΝ λσπκ,Ν βΝ p21 ηκδλΪα αδΝ εκδθΪΝ

ξαλαε βλδ δεΪΝ η Ν Ν εζα δεΫμΝ κΰεκπλπ θ μΝ σππμΝ κδΝ Myc εαδΝ βF1έΝ Άζζπ ,Ν

σππμΝγαΝ υαβ βγ έΝεαδΝ Νι ξπλδ άΝ θσ β αΝκΝλσζκμΝ βμΝp21 πμΝκΰεκεα α αζ δεάμΝ

πλπ θβμΝ έθαδΝαηφδ ίβ ά δηκμέΝΝ 

 

A.6. OδΝαθ δφα δεκέΝλσζκδΝ βμΝpβ1Ν βθΝκΰεκΰΫθ βΝ 
 

Aέθέ1έΝ ΝΫεφλα βΝ βμΝpβ1Ν αΝεαλεδθδεΪΝετ αλα 

 

Παλ’Ν σζκΝ πκυΝ κθΝ ΰ θ δεσΝ σπκΝ CDKN1A Ϋξκυθ αυ κπκδβγ έΝ δΪφκλκδΝ

πκζυηκλφδ ηκέ (Chedid et al. 1994; Li et al. 1995; Koopmann et al. 1995),Ν βΝ

αθέξθ υ βΝ η αζζΪι πθΝ έθαδΝ πΪθδκΝ φαδθση θκΝ εδΝ Ϋ δΝ αεσηαΝ εαδΝ Ν εαλεδθδεΫμΝ

δλΫμΝ εφλΪα αδΝ βΝ αΰλέκυ- τπκυΝ (wt) p21.  ΝηέαΝ η ΰΪζβΝ η ζΫ βΝ φαληκΰάμΝ βμΝ

ξθδεάμΝ SSCP (single-strand conformation polymorphism) Ν γθΝ δαφκλ δεΫμΝ

η α ξβηα δ ηΫθ μΝ ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ αζζΪΝ εαδΝ Ν γηΰΝ ίδκοέ μΝ ΰζΝ δαφκλ δευθΝ

αθγλυπδθπθΝ εαεκβγ δυθ,Ν θΝ αθδξθ τγβεαθΝ πηα δεΫμΝ η αζζΪι δμΝ κθΝCDKN1A 

σπκ (Shiohara et al. 1994). Χ σ κ,Ν ΝηέαΝ ευ αλδεάΝ δλΪΝ ζ ηφυηα κμΝBurkitt 

εαγυμΝεαδΝ ΝεΪπκδαΝ έΰηα αΝπλκ λξση θαΝαπσΝα γ θ έμΝη ΝεαλεέθκΝ κυΝπλκ Ϊ βΝ

ίλΫγβε ΝηέαΝη ΪζζαιβΝ κΝεπ δεσθδκΝθγΝΧPhe --> Leu) εαδΝ θγΫ δμΝαπζάμΝίΪ βμ,Ν

αθ έ κδξα (Bae et al. 1995; Gao et al. 1995)έΝ ΚαδΝ δμΝ τκΝ αυ ΫμΝ π λδπ υ δμΝ

φΪθβε ΝππμΝβΝκΰεκεα α αζ δεάΝάΝΫ πΝβΝαθ δ-πκζζαπζα δα δεάΝδ δσ β αΝ βμΝp21 

παλ ηπκ έα αδέΝ 

 

 ΝεΪγ Νπ λέπ π βΝσηπμ,ΝβΝίδκζκΰδεάΝ υηπ λδφκλΪΝ βμΝp21 θΝπαλαζζβζέα δΝαυ άθΝ

βμΝ p53. TαΝ δαΰκθδ δαεΪΝ πκθ έεδαΝ πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝ p53 αθαπ τ κυθΝ

αυγσληβ αΝ σΰεκυμΝ Ν θ αλάΝ βζδεέα (Donehower et al. 1992; Harvey et al. 1993; 

Jacks et al. 1994),Ν αθ έγ αΝ η Ν αΝ p21 
-
/
-
 πκθ έεδαΝ αΝ κπκέαΝ παλκυ δΪακυθΝ

φυ δκζκΰδεσΝπλσ υπκΝαθΪπ υιβμΝεαδΝαθαπ τ κυθΝσΰεκυμΝ ΝπλκξπλβηΫθβΝβζδεέα,Ν

απσΝ κυμΝΰθΝηάθ μΝαπάμΝεδΝΫπ δ αΝ(Deng et al. 1995; Martín-Caballero et al. 2001). 

Φαέθ αδΝππμΝβΝαπκυ έαΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝp21 πλΫπ δΝ θαΝ λΪ δΝ υθ λΰ δ δεΪΝη Ν

Ϊζζ μΝ κΰεκπλπ θ μΝ σππμΝ κδΝ MYC, H-RAS άΝ δμΝ ξδηαδλδεΫμΝ ψωR–χψδΰΝ εαδΝ
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AML1–ETO ΰδαΝ θαΝ πΪΰ δΝ βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ ά Ϋζζ δοβΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ p21 θαΝ

υθκ τ αδΝη ΝαπαζκδφάΝ κυΝκΰεκεα α αζ δεκτΝ σπκυΝInk4 (Carnero et al. 2004; 

Forster et al. 2008; Carbone et al. 2007). πδπζΫκθ,ΝβΝ παθδσ β αΝ βμΝαθέξθ υ βμΝ

η αζζΪι πθΝ κθΝ CDKN1A σπκ Ν εζδθδεΪΝ έΰηα αΝ εαεκβγ δυθ,Ν Ϋλξ αδΝ Ν

αθ έγ βΝ η Ν βθΝ αυιβηΫθβΝ ι ζδε δεάΝ πέ βΝ πκυΝ Ϋξ αδΝ κ TP53 σπκμΝ εα ΪΝ βθΝ

εαλεδθκΰΫθ βΝ η Ν απκ Ϋζ ηαΝ ~ηίΣΝ πθΝ αθγλυπδθπθΝ εαεκβγ δυθΝ θαΝ φΫλκυθΝ Ν

αυ σθΝαπ θ λΰκπκδβ δεΫμΝη αζζΪι δμ (Hollstein et al. 1991; Greenblatt)έΝυθ πυμ,Ν

θυΝκδΝp53 εαδΝp21 πλπ θ μΝζαηίΪθκυθΝηΫλκμΝ ΝεκδθσΝ βηα κ κ δεσΝηκθκπΪ δΝ Ν

υθγάε μΝΰ θπ κιδεκτΝ λ μΝεαδΝβΝp53 δαγΫ δΝαηδΰυμΝκΰεκεα α αζ δεάΝ λΪ βΝπμΝ

«φτζαεαμΝ κυΝΰ θυηα κμ» (Lane, 1992),ΝηέαΝ Ϋ κδαΝΰ θέε υ βΝΰδαΝ βθΝp21 θΝ έθαδΝ

υθα άΝ εαδΝ αΝ κηΫθαΝ Ν ξΫ βΝ η  βθΝ λΪ βΝ βμΝ p21 βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ έθαδΝ

αθ δφα δεΪέΝ 

 

AέθέβέΝΟδΝκΰεκεα α αζ δεΫμΝδ δσ β μΝ βμΝp21 

 

 Ν πκζζΫμΝ η ζΫ μΝ Ϋξ δΝ δξγ έΝ σ δΝ βΝ p21 δαγΫ δΝ κΰεκεα α αζ δεΫμΝ δ δσ β μΝ in 

vitro εαδ in vivoέΝΌ αθΝυπ λ εφλΪα αδΝΝ σ κΝ Νφυ δκζκΰδεΪ,Νηβ-η α ξβηα δ ηΫθαΝ

ετ αλαΝ αζζΪΝ εαδΝ Ν δΪφκλ μΝ εαλεδθδεΫμΝ ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ βΝ p21 πδ δεθτ δΝ

αθα αζ δεάΝ λΪ βΝ βθΝευ αλδεάΝατιβ βΝεαδΝ κθΝπκζζαπζα δα ησ,ΝεΪ δΝ κΝκπκέκΝ

υηφπθ έΝ εαδΝ η Ν κθΝ λσζκΝ βμΝ πμΝ αθα κζΫαΝ πθΝCDKs. Aυ άΝ βΝ λΪ βΝ βμΝ p21 

αθΪζκΰαΝ κΝ ευ αλδεσΝ τ βηαΝ πκυΝ ξλβ δηκπκδ έ αδΝ εΪγ Ν φκλΪ,Ν ε βζυθ αδΝ έ Ν

αθΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝ βθΝG0/G1 άΝ βθΝGΰΝεδΝ πκηΫθπμΝη έπ βΝ κυΝ

πκ κ κτΝ πθΝευ ΪλπθΝπκυΝ δαθτκυθΝ βθΝφΪ βΝS (Harper et al. 1995; Katayose et 

al. 1995; Yang et al. 1995) άΝαεσηαΝ αθΝευ αλσ α βΝπκυΝ ξ έα αδΝη Νευ αλδεάΝ

δαφκλκπκέβ βΝ Νετ αλαΝη ζαθυηα κμ (Yang et al. 1995)έΝ πέ βμ,ΝπαλΪζζβζαΝη Ν

βθΝαθ δ-πκζζαπζα δα δεάΝ βμΝ λΪ βΝβΝp21 Νευ αλδεΫμΝ δλΫμΝεαλεδθυηα κμΝ κυΝ

πλκ Ϊ βΝ εαδΝ κυΝ παξΫκμΝ θ Ϋλκυ,Ν Ϋξ δΝ έι δΝ σ δΝ αθα Ϋζζ δΝ βθ αθ ιΪλ β βΝ βμΝ

ευ αλδεάμΝ πλκ εσζζβ βμ ευ αλδεάΝ ατιβ βΝ Χanchorage-independent cell growth)·  

ηέαΝδ δσ β αΝπκυΝεζα δεΪΝξαλαε βλέα δΝ δμΝκΰεκεα α αζ δεΫμΝπλπ θ μ (Chen et 

al. 1995). Kα ΪΝ ΫθαθΝ π λέ λΰκΝ λσπκ,Ν βΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ p21 Ϋξ δΝ

δξγ έ Ν εΪπκδ μΝ π λδπ υ δμΝ θαΝ ξ έα αδΝ η Ν αΝ πέπ αΝ βμΝ Ϋεφλα άμΝ βμέΝΓδαΝ

παλΪ δΰηαΝ Ν ΫθαΝ πκθ δεέ δκΝ ηκθ ΫζκΝ εαλεδθδΰΫθ βμΝ κυΝ ηα δεκτΝ α ΫθαΝ βΝ

ηκθκαζζβζδεάΝαπυζ δαΝ βμΝp21 (p21
-
/
+
) θδ ξτ δΝ βθΝκΰεκΰΫθ βΝαζζΪΝβΝ δαζζβζδεάΝ

(p21
-
/
-
) σξδΝ(Jones et al. 1999).  



 62 

Ιn vivo, σ αθΝβΝp21 θτ αδΝ κπδεΪΝ ΝσΰεκυμΝπκυΝΫξκυθΝά βΝ ξβηα δ γ έΝ Νπκθ έεδα,Ν

πΪΰ δΝ βθΝ υπκξυλβ άΝ κυμΝ (Yang et al. 1995) θυΝ κΝ ξβηα δ ησμΝ σΰεπθΝ Ν

πκθ έεδαΝηΫ πΝ θκφγαζηδ ηκτΝ κυμΝη ΝεαλεδθδεΪΝετ αλαΝ πέ βμΝαθα Ϋζζ αδΝσ αθΝ

αΝετ αλαΝαυ Ϊ υπ λ εφλΪακυθΝ βθΝp21 (Chen et al. 1995). δΝζκδπσθ,Ναυ ΪΝ αΝin 

vivo κηΫθαΝ Ϋλξκθ αδΝ θαΝ υηπζβλυ κυθΝ αΝ κηΫθαΝ in vitro πκυΝ υθβΰκλκτθΝ

υπΫλΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ p21 πμΝ ηέαΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβέΝ ΌππμΝ σηπμΝ

αθαφΫλ αδΝ αηΫ πμΝ παλαεΪ π,Ν βΝ p21 πδ δεθτ δΝ εαδΝ ξαλαε βλδ δεΪΝ πκυΝ γαΝ

αέλδαααθΝ ΝηδαΝκΰεκπλπ θβΝεαδΝεα ΪΝ υθΫπ δαΝκΝξαλαε βλδ ησμΝ βμΝ Ν ξΫ βΝη Ν

βθΝκΰεκΰΫθ βΝηΪζζκθΝ θΝ έθαδΝηέαΝ σ κΝ τεκζβΝυπσγ βέΝ 

 

AέθέγέΝΟδΝκΰεκΰ θ δεΫμΝδ δσ β μΝ βμΝp21  

 

Ν p21 σππμΝ ά βΝ πλκαθαφΫλγβε Ν Ϋξ δΝ εα ΪΝ εσλκθΝ ξαλαε βλδ γ έΝ πμΝ

κΰεκεα α αζ δεάΝπλπ θβ, σηπμΝυπΪλξκυθΝπκζζΫμΝη ζΫ μΝπκυΝυπκ δεθτκυθΝσ δΝ

παλα σιπμΝβΝp21 δαγΫ δΝξαλαε βλδ δεΪΝπκυΝγαΝ αέλδαααθΝ ΝηέαΝκΰεκπλπ θβΝη Ν

απκ Ϋζ ηαΝ βΝ ΰ θέε υ βΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ βθΝ εα α κζάΝ βμΝ εαλεδθκΰΫθ βμΝ θαΝ

αηφδ ίβ έ αδΝ (Roninson, 2002; Gartel, 2006, 2009). ΣαΝ oΰεκΰ θ δεΪΝ αυ ΪΝ

ξαλαε βλδ δεΪΝ βΝ p21 αΝ ε βζυθ δΝ υπσΝ κλδ ηΫθ μΝ υθγάε μΝ εαδΝ η Ν λσπκΝ πκυΝ

ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ κΝ ΰ θ δεσΝ υπσίαγλκ,Ν βθΝ ευ αλδεάΝ βμΝ θ σπδ βΝ αζζΪΝ εαδΝ βθΝ

κδξ δκη λέαΝ βμΝΫεφλα άμΝ βμΝπμΝπλκμΝΪζζαΝησλδαΝπκυΝλυγηέακυθΝ κθΝευ αλδεσΝ

ετεζκέΝΝ 

 

υΰε ελδηΫθα,ΝίλΫγβε ΝππμΝβΝαπαζκδφάΝ κυΝCdkn1a σπκυΝ κΝπκθ έεδΝαθα Ϋζζ δΝ

σ κΝ βθΝ παΰυη θβΝ απσΝ αε δθκίσζβ βΝ η Ν δκθέακυ αΝ αε δθκίκζέαΝ ζ ηφπηαΰΫθ βΝ

αθ ιΪλ β αΝ απσΝ βθΝ παλκυ έαΝ αΰλέκυ- τπκυΝ p53 άΝ σξδ (Martin-Caballero et al. 

2001; De la Cueva et al. 2006),ΝεαγυμΝεαδΝ βθΝαυγσληβ βΝαθΪπ υιβΝζ ηφπηΪ πθΝ Ν

πκθ έεδαΝ πκυΝ ΫξκυθΝ πλκ δΪγ βΝ βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ ζσΰπΝ κησαυΰβμΝ απαζκδφάμΝ κθΝ

ΰ θ δεσΝ σπκΝTrp53 άΝ tm (De la Cueva et al. 2006; Wang et al. 1997). υ ΪΝ αΝin 

vivo κηΫθαΝ Ν ηκθ ΫζαΝ αυπθΝ ΧπλκεζδθδεΪΝ κηΫθαΨΝ πκυΝ υθβΰκλκτθΝ κθΝ

κΰεκΰ θ δεσΝ λσζκΝ βμΝ p21 Ϋλξκθ αδΝ Ν υηφπθέαΝ η Ν εζδθδεΪΝ κηΫθαΝ σπκυΝ βΝ

υπ λΫεφλα βΝ βμΝ p21 ξαλαε βλέα δΝ ΫθαΝ υλτΝ φΪ ηαΝ εαεκβγ δυθΝ σππμΝ κΝ βΝ ΟΜΛ 

(oι έαΝηυ ζκΰ θάμΝζ υξαδηέαΨΝ(Zhang et al. 1995a),Ν κΝπκζζαπζσΝηυΫζπηαΝ(Οhata et 

al. 2005) κΝεαλεέθκμΝ κυΝηα κτΝ (Winters et al. 2001, 2003; Xia et al. 2004),Ν κυΝ

πλκ Ϊ βΝ(Baretton et al. 1999; Aaltomaa et al. 1999),Ν κυΝπαΰελΫα κμΝ(Biankin et 
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al. 2001),Ν πθΝ κπγβευθΝ (Ferrandina et al. 2000),Ν κυΝ κδ κφΪΰκυΝ (Sarbia et al. 

1998),Ν αλεπηΪ πθΝ ηαζαευθΝ ηκλέπθΝ (Pindzola et al. 1998) εαδΝ ΰζκδπηΪ πθΝ

(Korkolopoulou et al. 1998) εαδΝ πκζζΫμΝ φκλΫμΝ ξ έα αδΝ η Ν π πξάΝ πλσΰθπ β,Ν

π πξσΝεζδθδεσΝαπκ Ϋζ ηα,Νη Ϊ α β,Ν παθ ηφΪθδ βΝεαδΝπ πξάΝ υθκζδεάΝ πδίέπ βέΝΝ 

 

ΓδαΝ βθΝ ιάΰβ βΝ πθΝ κΰεκΰ θ δευθΝ δ δκ ά πθΝ βμΝ p21, ΫξκυθΝ πλκ αγ έΝ δΪφκλκδΝ

ηβξαθδ ηκέέΝ πσΝ κυμΝία δεσ λκυμ,Ν έθαδμ 

 

 H εαζΪΝ εηβλδπηΫθβΝαθ δ-απκ π δεάΝ λΪ βΝ βμΝp21 Ν δΪφκλαΝευ αλδεΪΝ

υ άηα αΝαζζΪΝεαδΝ in vivo (Gartel and Tyner, 2002), η Ν ξαλαε βλδ δεάΝ

π λέπ π βΝ αΝ αυιβηΫθαΝ πκ κ ΪΝ απσπ π βμΝ αΝ γυηυηα αΝ πκυΝ

ξβηα έακθ αδΝ  πκθ έεδαΝ η Ν δπζάΝ Cdkn1a/Atm απαζκδφά (Wang et al. 

1997) υΰελδ δεΪΝη Ν αΝ ε έθαΝ αΝγυηυηα αΝπκυΝαθαπ τ κθ αδΝ Νπκθ δεκτμΝ

η ΝαπζάΝAtm απαζκδφάέΝ Ναθ κξάΝ αΝαπκπ π δεΪΝ άηα αΝ έθαδΝΫθαΝία δεσΝ

ξαλαε βλδ δεσΝ κυΝεαλεέθκυΝ( anahan and Weinberg, 2011).  

 

 H πλκυγβ βΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ ατιβ βμΝ απσΝ βθΝ p21 ηΫ πΝ βμΝ p21-

ιαλ υη θβμΝ υθαληκζσΰβ βμΝ πθΝ υηπζσεπθΝ πθΝευεζδθυθΝ τπκυΝD η Ν δμΝ

αθ έ κδξ μΝCDKs, η Ν ξαλαε βλδ δεσΝ παλΪ δΰηαΝ βθΝ π λέπ π βΝ κθΝ λσζκΝ

βμΝ p21 βθΝ ίδκζκΰέαΝ κυΝ κζδΰκ θ λκΰζκδυηα κμΝ η Ν αθαΰεαέαΝ βθΝ

αε λαδσ β αΝ πθΝ κηυθΝCy (Liu et al. 2007).  

 

 ΟΝ λσζκμΝ βμΝ ευ κ κζδεάμΝ p21 υπΫλΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ ατιβ βμΝ ηΫ πΝ

α δ υελέθδ πθΝ p21- σξπθΝ κΝ ευ κ σζδκέΝ Υαλαε βλδ δεσΝ παλΪ δΰηα 

έθαδΝβΝπ λέπ π βΝ βμΝαθαΰεαδσ β αμΝ θσμΝ KT-p21 ηκθκπα δκτΝσπκυΝβΝ ΚΣΝ

αθαΰθπλέα δΝ βθΝp21 πμΝυπσ λπηαΝεαδΝ βθΝφπ φκλυζδυθ δΝ βθΝThr145, ΰδαΝ

βθΝ ευ κ κζδεάΝ θ σπδ βΝ βμΝ p21 εαδΝ βθΝ HER-2/neu-η κζαίκτη θβΝ

πλκυγβ βΝ βμΝ ευ αλδεάμΝατιβ βμέΝΌ αθΝ κΝηκθκπΪ δΝ αυ σΝπαλ ηπκ έα αδΝ

εαδΝ κΝ πλσ υπκΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ p21 έθαδΝ πυλβθδεσ,Ν αθα Ϋζζ αδΝ εαδΝ βΝ

HER-2/neu- ιαλ υη θβΝευ αλδεάΝατιβ βΝ αΝεαλεδθδεΪΝετ αλαΝ ( hou et 

al. 2001). MΪζδ α,Ν βΝ ξλυ βΝ ΰδαΝ ευ κ κζδεάήφπ φκ-p21 (p-Thr145) Ν

εζδθδεΪΝ έΰηα αΝεαλεέθκυΝ κυΝηα κτΝσπκυΝπμΝΰθπ σΝκΝHER-2ήneuΝπαέα δΝ

ελέ δηκΝλσζκ,Ν ξ έα αδΝη Νπ πξάΝ υθκζδεάΝ πδίέπ βΝ πθΝα γ θυθΝ (Χia et 

al. 2004). 
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 ΟΝ αθαπΪθ ξκμΝ λσζκμΝ βμΝ p21 βθΝ δα άλβ βΝ βμΝ δεαθσ β αμΝ αυ κ-

αθαθΫπ βμΝ πθΝ ζ υξαδηδευθΝ ίζα κευ Ϊλπθ, εαγυμΝ βΝ ευ αλκ α δεάΝ

λΪ βΝ βμΝ p21 έθαδΝ απαλαέ β βΝ ΰδαΝ βθΝ απκ λκπάΝ βμΝ φυ δκζκΰδεάμΝ

« ιΪθ ζβ βμ»Ν πθΝ αδηκπκδβ δευθΝ ίζα κευ ΪλπθΝ υπσΝ λ κΰσθ μΝ

υθγάε μΝ υπ λ-πκζζαπζα δα ηκτέΝ δ,Ν Ϋξ δΝ πλκ αγ έΝ ππμΝ βΝ σξ υ βΝ βμΝ

p21 γαΝ ηπκλκτ Ν σξδΝ ησθκΝ θαΝ ζα υ δΝ αζζΪΝ θαΝ ελδαυ δΝ αΝ ζ υξαδηδεΪΝ

ετ αλα,Ν αφκτΝ δεΪα αδΝ σ δΝ κΝ εζυθκμΝ πθΝ ζ υξαδηδευθΝ ευ ΪλπθΝ

βηδκυλΰ έ αδΝαπσΝίζα δεΪΝετ αλαΝπκυΝΫξκυθΝπαλκ δεΪΝπατ δΝθαΝ δαθτκυθΝ

κθΝευ αλδεσΝετεζκέΝΚα ’Ναυ σθΝ κθΝ λσπκ,ΝβΝp21 βθΝζ υξαδηκΰΫθ βΝ θΝ

ζ δ κυλΰ έΝ πμΝ εζα δεάΝ κΰεκπλπ θβΝ πκυΝ πΪΰ δΝ per se κθΝ ευ αλδεσΝ

η α ξβηα δ ησ,Ν αζζΪΝ πμΝ ηέαΝ δ δσ υπβΝ κΰεκπλπ θβΝ βΝ κπκέαΝ

πλκ α τκθ αμΝ αΝ ετ αλαΝ απσΝ βθΝ υ υλ υ βΝ ίζαίυθΝ κυΝDNA ζσΰπΝ

αθ δΰλαφδεκτΝ stress, υπκίκβγΪΝ βθΝ δα άλβ βΝ πθΝ ζ υξαδηδευθΝ ευ ΪλπθΝ

(Viale et al. 2009). 

 

 H δεαθσ β α βμΝp21 θαΝ πΪΰ δΝ βθΝ δ ιαΰπΰάΝαθυηαζπθΝηδ υ πθΝεαδΝ βθΝ

θ κ- παθαθ δΰλαφά (endoreduplication) κυΝ ξλπηκ πηδεκτΝ ϊσχΝ εαδΝ

υθ πυμΝθαΝπλκεαζ έΝαθ υπζκ δ έαΝ αΝετ αλαΝπκυΝ παθα δ Ϋλξκθ αδΝ κθΝ

ευ αλδεσΝ ετεζκΝ η ΪΝ απσΝ βθΝ p21-η κζαίκτη θβΝ πατ βΝ (Chang et al. 

2000a) αζζΪΝεαδΝβΝ ηπζκεάΝ βμΝ βθΝ παθα-α δκ σ β βΝ βμΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝ

ΰ θυηα κμ κ βΰυθ αμΝπΪζδΝ βθΝαθ υπζκ δ κΰΫθ β σ αθΝβΝφυ δκζκΰδεάΝ βμΝ

απκδεκ σηβ βΝαθαξαδ έα αδ (Κim et al. 2008).  

 

 κΝ λσζκμΝ βμΝ p21 βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ εελδθση θπθΝ ηκλέπθΝ η Ν

κΰεκΰ θ δεΫμΝΧαθ δ-απκπ π δεΫμΝάΝηδ κΰσθ μΨΝδ δσ β μΝ(Chang et al. 2000b) 

σππμΝ βΝ ίά αΝ β-ηδελκ φαδλέθβΝ (Currid et al. 2006; Nomura et al. 2006; 

Huang et al. 2010). Aυ σΝ Ϊζζπ Ν υηφπθ έΝ εαδΝ η Ν βθΝ πλκ-εαλεδθδεάΝ

παλαελδθάΝ λΪ βΝ πθΝ ΰβλα ηΫθπθΝ ευ Ϊλπθ (Rodier and Campisi, 2011) 

αΝκπκέαΝβΝp21 εφλΪα αδΝ ΝυοβζΪΝ πέπ αΝεαδΝ Ϋζκμ,ΝΝ 

 

 κΝ λσζκμΝ βμΝ p21 κΝ θαΝ θδ ξτ δΝ βθΝ αθ ιΪλ β βΝ βμΝ πλκ εσζζβ βμΝ Ν

υπσ λπηαΝ ευ αλδεάΝ ατιβ βΝ Χanchorage-independent cell growth) εαδΝ κθΝ

ξβηα δ ησΝ πδπζΫκθ πθΝ φαδλκ δ υθΝ πκζυευ αλδευθΝ υ πηα πηΪ πθΝ
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(multicellular spheroids, MCSs) Ν εαλεδθδεΪΝ ετ αλαΝ κυΝ παξΫκμΝ θ ΫλκυΝ

ηΫ πΝ παΰπΰάμΝ βμΝΫεφλα βμΝ βμΝ -εαθ ξ λέθβμΝ(Μueller et al. 2000).   

 

AέιέΝ Ν pβ1Ν βθΝ ευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ εαδΝ βθΝ

ηίλυκΰΫθ βΝ 
 

Aέιέ1έΝ Νpβ1Ν βθΝευ αλδεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ 

 

Ν Ϋεφλα βΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝ p21 ηπκλ έΝ θαΝ δ ΰ λγ έΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ

λσπκΝαπσΝΫθαΝ Ν δαφκλ δευθΝη αΰλαφδευθΝπαλαΰσθ πθΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ

κυΝ εyoϊ,Ν πθΝ Sp1 εαδΝ Spγ,Ν πθΝ STAT1 εαδΝ STAT3 εαγυμΝ εαδΝ κυΝ πυλβθδεκτΝ

υπκ κξΫαΝVDR (vitamin D receptor) (Gartel and Tyner, 1999; Muto et al. 1999),  

ηΫ π αθ έ κδξπθΝ λυγηδ δευθΝ cis- κδξ έπθΝ απσελδ βμΝ κθΝ υπκεδθβ άΝ κυ 

( δεσθαΝ A18)έΝ δ,Ν βΝ p21  παέα δΝ λσζκΝ Ν ηκθκπΪ δαΝ δαφκλκπκέβ βμΝ βΝ κπκέαΝ

πλκςπκγΫ δΝ βθΝ πατ βΝ κυΝ ευ αλδεκτ ετεζκυ,Ν σ κΝ Ν ηβΝ η α ξβηα δ ηΫθ μΝ

ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ σ κΝ εαδΝ Ν εαλεδθδεΪΝ ετ αλαΝ τ λαΝ απσΝ λΫγδ ηαΝ δΪφκλπθΝ

πλκ- δαφκλκπκδβ δευθΝφυ δευθΝάΝξβηδευθΝ βηΪ πθΝ κυμΝκπκέκυμΝ υΰεα αζΫΰκθ αδΝ

βΝ δθ λφ λσθβ-ΰΝ ΧIFN-ΰΨ,Ν κδΝ Ϋλ μΝ φκλίσζβμ,Ν κΝ κεα αρεσΝ κιτ,Ν κδ αθα κζ έμΝ

απαε υζα υθΝ δ κθυθΝ ΧHDACIs) εαδΝ βΝ δα άλβ βΝ ευ ΪλπθΝ Ν εαζζδΫλΰ δαΝ Ν

υθγάε μΝ« υλλκάμ»ΝσπκυΝ βζέΝ αΝετ αλαΝΫξκυθΝφ Ϊ δΝεαδΝι π λΪ δΝ βθΝηΫΰδ βΝ

πυεθσ β ΪΝ κυμΝΧconfluence).      

 
ΓδαΝπαλΪ δΰηα,Ν βθΝπκζυ τθαηβΝευ αλδεάΝ δλΪΝΰίΣΰήβΝπκυΝξλβ δηκπκδ έ αδΝπμΝ

in vitro ηκθ ΫζκΝ ΰδαΝ βθΝ η ζΫ βΝ βμΝ δαφκλκπκέβ βμΝ Ν ετ αλαΝ η κ ληδεάμΝ

πλκΫζ υ βμΝ (Pinney and Emerson, 1989), βΝ υπ λΫεφλα βΝ κυΝ ηυκΰ θ δεκτΝ

παλΪΰκθ αΝεyoϊΝ πΪΰ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 εαδΝ κ βΰ έΝ βθΝ δαφκλκπκέβ βΝ Ν

ηυκίζΪ μΝ (Parker et al. 1995; Halevy et al. 1995)έΝ  αΝ ετ αλαΝ

α θκεαλεδθυηα κμΝ κυΝ παξΫκμΝ θ ΫλκυΝ Caco-2 πκυΝ εαζζδ λΰκτθ αδΝ Ν υθγάε μΝ

υλλκάμ,Ν αεκζκυγ έ αδΝ ΫθαΝπλσΰλαηηαΝ δαφκλκπκέβ βμΝ πκυΝηκλδαεΪΝ ξ έα αδΝ η Ν

βθΝ παΰπΰάΝ βμΝp21 εαδΝφαδθκ υπδεΪΝ ε βζυθ αδΝαπσΝ βθΝυδκγΫ β βΝπκζδεσ β αμ,Ν

πθΝ ξβηα δ ησΝ ηδελκζαξθυθΝ εαδΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ υ λκζυ δευθΝ θατηπθΝ πκυΝ έθαδΝ

δ δεΪΝΰδαΝ αΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝετ αλαΝ κυΝ θ λδεκτΝ πδγβζέκυΝ(Gartel et al. 1996; 

Pinto et al. 1983)έΝΜ αΰ θΫ λ μΝ η ζΫ μΝ Ϋ διαθΝ ππμΝ αυ σΝ κΝ p21- ιαλ υη θκΝ

πλσΰλαηηαΝ δαφκλκπκέβ βμΝ αΝ Caco-2 ετ αλαΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ Sp1/Sp3-
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η κζαίκτη θβΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝυπκεδθβ άΝ κυΝCDKN1A (Gartel et al. 2000).  Ν

ετ αλαΝβπα υηα κμΝ αΝκπκέαΝ πΪΰ αδΝβΝ δαφκλκπκέβ βΝτ λαΝαπσΝΫεγ βΝ κθΝ

πλκ- δαφκλκπκδβ δεσΝ παλΪΰκθ α η Ν θ λΰσ β αΝ HDACI, ίκυ υλδεσΝ κιτ,Ν βΝ

αυικλλτγηδ βΝ βμΝp21 έθαδΝ πέ βμΝξαλαε βλδ δεάΝ βμΝ δα δεα έαμΝ βμΝευ αλδεάμΝ

δαφκλκπκέβ βμΝ(Steinman et al. 1994)έΝ Νσζ μΝ δμΝπλκαθαφ λγ έ μΝπ λδπ υ δμ,ΝβΝ

παΰπΰάΝ βμΝp21 ζαηίΪθ δΝξυλαΝεα ΪΝΫθαθΝp53-αθ ιΪλ β κΝ λσπκέΝΝ 

 

 

 

EδεσθαΝA18. Ρυγηδ δεΪΝcis- κδξ έαΝ κθΝυπκεδθβ άΝ κυΝΰκθδ έκυΝCDKN1A. ΣαΝ

κδξ έαΝαυ ΪΝη κζαίκτθΝ βθΝη αΰλαφά κυΝ Ναπσελδ βΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA, 

εα ΪΝ ΫθαθΝ p53- ιαλ υη θκΝ λσπκΝ εαδΝ πμΝ απΪθ β βΝ Ν πλκ- δαφκλκπκδβ δεκτμΝ

παλΪΰκθ μΝ ΧπέξέΝ κεα αρεσΝ κιτ,Ν Ϋλ μΝ φκλίσζβμ,Ν o MyoD εαδΝ βΝ IFN-ΰ) η Ν ΫθαθΝ

p53-αθ ιΪλ β κΝηβξαθδ ησΝ(Gartel et al. 1996b).  

 

 αΝ UF-1 ετ αλαΝ πλκηυ ζκευ αλδεάμΝ ζ υξαδηέαμΝ πκυΝ ηφαθέακυθΝ αθ κξάΝ βθΝ

δαφκλκπκέβ βΝ πκυΝ πΪΰ αδΝ απσΝ κΝ λ δθκρεσΝ κιτΝ Χ ΣRA) βΝ παΰπΰάΝ βμΝ

δαφκλκπκέβ βμΝηπκλ έΝθαΝΰέθ δΝαπσΝ βθΝ1,25(OH)2D3 (1,25- δς λκιυίδ αηέθβΝD3) 

ηΫ πΝ κυΝπυλβθδεκτΝυπκ κξΫαΝVDR εδΝ θσμΝ κδξ έκυΝαπσελδ βμΝ Ναυ σθ,ΝVDRE 

(vitamin D3-responsive element), κθΝ υπκεδθβ άΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝ p21, εαδΝ

ξ έα αδΝη Νατιβ βΝ βμΝΫεφλα βμΝεαδΝ βμΝp21 αζζΪΝεαδΝ βμΝp27 (Muto et al. 1999).   

 ΝαθγλυπδθαΝζ υξαδηδεΪΝετ αλα U937 βΝΫεγ βΝ ΝξαηβζΫμΝ υΰε θ λυ δμΝΧΝΰηΜΨΝ

θσμΝ Ν ΪζζκυΝ HDACI,Ν κυΝ εS-βιηΝ Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ αθα κζάΝ κυΝ
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πκζζαπζα δαηκτΝεαδΝ βθΝΫεφλα βΝ δε υθΝ δαφκλκπκέβ βμ,Ν θυΝβΝαπκ δυπβ βΝ βμΝ

p21 υαδ γβ κπκδ έΝ αΝ ετ αλαΝ αυ ΪΝ βθΝ εS-275- παΰυη θβΝ απσπ π βΝ πκυΝ

δ ΪζζπμΝΧπαλκυ έαΝ βμΝp21) πυλκ κ έ αδΝαπσΝυοβζσ λ μΝ υΰε θ λυ δμΝ κυΝεS-

275 (Rosato et al. 2003).  

 

Kα ΪΝ βθΝ η ζΫ βΝ βμΝ δαφκλκπκέβ βΝ ευ ΪλπθΝ βμΝ δλΪμΝ πθΝ

ηκθκευ ΪλπθήηαελκφΪΰπθΝαπσΝ βθΝ IFN-ΰΝπκυΝπμΝΰθπ σΝ θ λΰκπκδ έΝ κΝηκθκπΪ δΝ

JAK/STAT (Ihle et al. 1995), κ κεα αρεσΝκιτ άΝ κθΝ ΫλαΝφκλίσζβμΝTPA (12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate) Ν αθγλυπδθκυμ ζ υξαδηδεκτμΝ ηκθκίζΪ μΝU937, 

παλα βλ έ αδΝβΝp53-αθ ιΪλ β βΝαυικλλτγηδ βΝ βμΝp21 πκυΝ ξ έα αδΝη Νπατ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝετεζκυΝεαδΝ δαφκλκπκέβ βΝ( hang et al. 1995b). ΓδαΝ βθΝ δαφκλκπκέβ βΝ

βμΝέ δαμΝευ αλδεάμΝ δλΪμΝΧU937ΨΝπλκμΝηκθκετ αλαήηαελκφΪΰαΝ Ναπσελδ βΝ κθΝ

ΣΡ Ν εαδΝ ηΫ πΝ παΰπΰάμΝ βμΝ p21,Ν ίλΫγβε Ν ππμΝ έθαδΝ απαλαέ β κμΝ κΝ η αΰλαφδεσμΝ

παλΪΰκθ αμΝIRό-1 (interferon regulatory factor-1) (Μanzella et al. 1999). Aθ έγ α, 

ηέα Ϊζζβ ευ κεέθβ κ TGF-ί (transforming growth factor-ίΨΝ πκυΝ δαγΫ δΝ

ευ αλκ α δεάΝ λΪ βΝ ΰδαΝ αΝ πδγβζδαεΪΝ ετ αλαΝ αζζΪΝ πλκΪΰ δΝ κθΝ

πκζζαπζα δα ησ πθΝ η ΰξυηα δευθΝ ευ Ϊλπθ,Ν εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ κυΝ

ΰκθδ έκυΝ βμΝp21 εαδΝ βθΝηυκΰ θ δεάΝ δαφκλκπκέβ βΝ πθΝηυκίζα υθΝ(Μurakami 

et al. 2008).    

 

A.7.2. H pβ1Ν Νκθ κΰ θ δεΫμΝ δα δεα έ μΝ 

 

ΌππμΝ υπκ δεθτκυθΝ αΝ πλσ υπαΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ p21 εα ΪΝ βθΝ ευ αλδεάΝ

δαφκλκπκέβ βΝ εαδΝ ηίλυκΰΫθ β,Ν βΝ p21 πλπ θβΝ ηπζΫε αδ δμΝ δα δεα έ μΝ

αυ ΫμέΝΓδαΝ βθΝαελέί δα,Ν κΝαθαπ υ ση θκΝΫηίλυκΝπκθ δεκτ, κΝη ΪΰλαφκΝ βμΝp21 

αθδξθ τ αδΝαπσΝ βθΝκέηΝβηΫλαΝp.c. (post coitum) κθΝθ υλδεσΝ πζάθαΝεαδΝ κΝκπέ γδκΝ

ηίλυρεσΝΫθ λκ,Νη Ν βθΝΫεφλα άΝ κυΝθαΝ πΪΰ αδΝηΪζζκθΝεα ΪΝΫθαΝp53-αθ ιΪλ β κΝ

λσπκΝ κυμΝπ λδ σ λκυμΝδ κτμ (Parker et al. 1995; Schmid et al. 1991; Gartel 

et al. 1996; Missero et al. 1995; Gartel. et al. Gartel et al. 1996b).  

 

Λ δ κυλΰδεΪ,Ν βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 σ κΝ Ν ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ σ κΝ εαδΝ Ν ΫηίλυαΝ

πκθ δεκτΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ ευ αλσ α βΝ βΝ κπκέαΝ Ϋπ αδΝ απσΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ

ευ αλδεάμΝ δαφκλκπκέβ βμέΝΌππμΝφαέθ αδΝ βθΝ δεσθαΝA19,Ν κΝ θάζδεκΝπκθ έεδ,Ν

βΝ p21 εφλΪα αδΝ Ν υοβζΪΝ πέπ αΝ Ν δ κτμΝ η Ν αυιβηΫθκΝ λυγησ αθαετεζδ βμΝ
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(turn-over) εαδΝ αθαθΫπ βμΝ σππμΝ αΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝ ετ αλαΝ πθΝ ζαξθυθΝ κυΝ

θ λδεκτΝ πδγβζέκυΝεαγυμΝεαδΝ αΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝετ αλαΝ πθΝ λδξκγυζαεέπθΝεαδΝ

κυΝ Ϋληα κμΝ(Huppi et al. 1994; Gartel et al. 1996a; Schmid et al. 1991). 

  

                                               
          

 
 
 

δεσθαΝA19. ΝpβΰΝαθδξθ τ αδΝ ΝυοβζΪΝ πέπ αΝ Ν πδγάζδαΝη ΝαυιβηΫθκΝλυγησΝ

αθαθΫπ βμΝσππμΝ κΝ θ λδεσΝ πδγάζδκΝΧ Ψ,Ν κΝ λδξκγυζΪεδκΝΧ ΨΝεαδΝ κΝ ΫληαΝΧCΨέΝ Ν

Ϋεφλα βΝ έθαδΝ δ δεάΝ ΰδαΝ αΝ ετ αλαΝ πκυΝ ά βΝ ΫξκυθΝ δαφκλκπκδβγ έΝ άΝ ΫξκυθΝ

αηα ά δΝ βθΝπλσκ κΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝεδΝΫξκυθΝ δ Ϋζγ δΝ ΝΫθαΝπλσΰλαηηαΝ

δαφκλκπκέβ βμ (Gartel et al. 1996b).  

 

Κα ΪΝπ λέ λΰκΝ λσπκ,Ν αΝ πδγβζδαεΪΝετ αλαΝπκθ δευθΝπκυΝ θΝ ιΫφλαααθΝ βθΝp21, 

θΝΫξκυθΝπαλα βλβγ έΝηκλφκΰ θ δεΫμΝαζζαΰΫμΝεαδΝ κυζΪξδ κθΝηΫξλδΝ κυμΝιΝηάθ μΝ

απάμ,Ν πκθ έεδαΝ πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝ p21 Ν εαθΫθαθΝ δ σΝ αθαπ τ κθ αδΝ

φυ δκζκΰδεΪΝ (Brugarolas et al. 1995; Deng et al. 1995)έΝ  κΝ πκθ έεδ,Ν βΝ p21 Ϋξ δΝ

δξγ έΝ ππμΝ παέα δΝ λσζκΝ εαδΝ βθΝ κ κθ κΰΫθ βΝ πμΝ ηΫλκμΝ κυΝ λυγηδ δεκτΝ

ηκθκπα δκτΝTbx1/Pitx2/p21 πκυΝ έθαδΝ αθαΰεαέκΝ ΰδαΝ κθΝ ευ αλδεσΝ πκζζαπζα δαησΝ

πλκΰκθδευθΝευ ΪλπθΝ κυΝκ κθ δεκτΝ πδγβζέκυΝ(Cao et al. 2010).  βθΝDrosophila, 

βΝp21 Ϋξ δΝ δξγ έΝππμΝπαέα δΝλσζκΝ κθΝ ξβηα δ ησΝευ ΪλπθΝ κυΝκφγαζηκτ σππμΝ
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αΝεπθέαΝεαδΝκδΝπλσ λκηκδΝ πθΝφπ κ ε δευθΝευ ΪλπθΝR1, R6 εαδ R7 (de Nooij et 

al. 1995).    
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έκέΝ Νπλπ θβΝARF εαδΝκδΝευ αλδεΫμΝ βμΝζ δ κυλΰέ μ   

 

ΝARF σππμΝαθαφΫλ αδΝαθαζυ δεΪΝπαλαεΪ πΝΫξ δΝησθκΝ κθΝλσζκΝ θσμΝαδ γβ άλαΝ

αΝ Ϋε κπαΝ ηδ κΰσθαΝ άηα αέΝ Χ σ κ,Ν απκελέθ αδΝ εαδΝ Ν ΪζζαΝ έ βΝ ευ αλδεκτΝ

λ μΝ σππμΝ κΝ κι δ π δεσΝ λ μΝ εαδΝ κΝ γ ληδεσΝ λ μ (Damalas et al. 2011). 

πδπζΫκθ,Ν αΝπ δλαηα δεΪΝ κηΫθαΝ έξθκυθΝππμΝβΝARF έθαδΝκυ δα δεΪΝΝηέαΝπκζτ-

ζ δ κυλΰδεάΝπλπ θβΝπκυΝ ηπζΫε αδΝ Ν πκζζΫμΝ δα δεα έ μΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝ

βμΝ αθκ κλτγηδ βμΝ (Través et al. 2012),Ν βμΝ πλκ α έαμΝ εα ΪΝ βμΝ αγβλκΰΫθ βμΝ

(González-Navarro et al. 2010),Ν βμΝ λτγηδ βμΝ βμΝ πλέηαθ βμΝ πθΝ πλσ λκηπθΝ

rRNAs (Sugimoto et al. 2003) εαγυμΝεαδΝαθαπ υιδαευθΝ δ λΰα δυθΝ(Thornton et al. 

2005; Gromley et al. 2009; Churchman et al. 2011). μΝ βη δπγ έΝ σ δΝ εα ΪΝ βθΝ

αθΪπ υιβΝ κΝ πκθ έεδ,Ν παλ’Ν σζκΝ πκυΝ βΝ ARF έθαδΝ ηβΝ αθδξθ τ δηβΝ κυμΝ

π λδ σ λκυμΝ δ κτμΝ (Zindy et al. 1997, 2003), εφλΪα αδΝ ευλέπμΝ κθΝ

αθαπ υ ση θκΝ κφγαζησΝ εαδΝ κυμΝ σλξ δμΝ σππμΝ εαδΝ δμΝ κηφΪζδ μΝ αλ βλέ μΝ εαδΝ βΝ

Ϋεφλα άΝ κυΝ ζΫΰξ αδΝαπσΝ κθΝπαλΪΰκθ αΝTGFί2 (Freeman-Anderson et al. 2009). 

 

έκέ1έΝ ΝARF βθΝεα α κζάΝ βμΝκΰεκΰΫθ βμ 

 

έκέ1έ1έΝ Ν RF υηη Ϋξ δΝ ΝπκζζαπζΪΝκΰεκεα α αζ δεΪΝ έε υα 

 

Ν κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβΝ ARF επ δεκπκδ έ αδΝ απσΝ κθΝ ΰ θ δεσΝ σπκ 

INK4A/ARF·  ΫθαθΝ σπκΝ πκυΝ πκζτΝ υξθΪΝ φΫλ δΝ «ξ υπάηα α»Ν κυμΝ αθγλυπδθκυμΝ

σΰεκυμΝ εαδΝ επ δεκπκδ έΝ πδπζΫκθΝ εαδΝ ηέαΝ ΪζζβΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβ,Ν κθΝ

αθα κζΫαΝ ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ εδθα υθΝ p16 INK4A. ΝARF εαδΝ β p16 INK4A 

λκυθΝηΫ πΝ υΰε ελδηΫθπθΝ βηα κ κ δευθΝηκθκπα δυθΝυ Ν ζδεΪΝθαΝεα αζάικυθΝ

βθΝ αγ λκπκέβ βΝ βμΝ p53 εαδΝ βθΝ πλκυγβ βΝ βμΝ ευ αλκ α δεάμΝ λΪ βμΝ βμΝ

πλπ θβμΝ κυΝ λ δθκίζα υηα κμΝ ΧpRb), αθ έ κδξαέΝ Ν ARF υπδεΪΝ Ϋξ δΝ πμΝ

απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ αυικλλτγηδ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝ p53 ηΫ πΝ βμΝ αθα κζάμΝ βμΝ

απκδεκ σηβ άμΝ βμΝαπσΝ βθΝE3 ζδΰΪ βΝκυίδεκυρ έθβμΝMDM2έΝ Ν θ λΰκπκέβ βΝ κυΝ

ARF/MDM2/p53 δε τκυΝ έ Ν αηα ΪΝ κθΝ ευ αλδεσΝ ετεζκΝ έ Ν πυλκ κ έΝ βθΝ

απσπ π βΝ(Quelle et al. 1995; Sherr, 2000). ΜέαΝΪπκοβΝπκυΝ πδελα κτ ΝΰδαΝπκζτΝ

εαδλσΝ ά αθΝ ππμΝ βΝ ARF ξλβ δη τ δΝ πμΝ ΫθαΝ έ κμΝ κΰεκΰκθδεκτΝ «αδ γβ άλα»,Ν

κηΫθκυΝσ δΝλυγηδασ αθΝγ δεΪΝαπσΝ αΝκΰεκΰκθέ δαΝMyc, E1A εαδ RAS (Zindy et 
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al. 1998; de Stanchina et al. 1998; Palmero et al. 1999) εαδΝσ δΝβΝ λΪ βΝ βμΝά αθΝ

απκ υα υΰηΫθβΝαπσΝ κΝηκθκπΪ δΝ βμΝαπσελδ βμΝ βΝίζΪίβΝ κυΝDNA (DNA damage 

response, DDR) (Kamijo et al. 1997, 1999a; Sherr, 2006). 

 

Παλ’Νσ δΝκδΝπλπ θ μΝARF εαδ p53 υηη ΫξκυθΝ κΝέ δκΝηκθκπΪ δ,ΝκΝφαδθσ υπκμΝ βμΝ

απαζκδφάμΝ βμΝARF κΝ πκθ έεδΝ έθαδΝ δαφκλ δεσμΝ η Ν ε έθκθΝ βμΝ απαζκδφάμΝ βμΝ

p53. δ,Ν αΝπκθ έεδαΝπκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝARF αθαπ τ κυθΝευλέπμΝ αλευηα αΝ

θυΝ αΝ πκθ έεδαΝ πκυΝ λκτθ αδΝ ζ δ κυλΰδεάμΝ p53 ξαλαε βλέακθ αδΝ απσΝ βθΝ

αθΪπ υιβΝγυηδευθΝζ ηφπηΪ πθΝ (Kamijo et al. 1999b). υ σ ά αθΝεαδΝηέαΝαπσΝ δμΝ

πλυ μΝ π δλαηα δεΫμΝ απκ έι δμΝ ππμΝ β ARF εαδ βΝ p53 ηπκλκτθΝ εαδΝ ζ δ κυλΰκτθΝ

αθ ιΪλ β αΝβΝηέαΝαπσΝ βθΝΪζζβΝεαδΝ ππμΝ επζβλυθκυθΝ δαφκλ δεκτμΝ λσζκυμΝ βθΝ

« πδ άλβ β»Νεα ΪΝ βμΝεαλεδθκΰΫθ βμέΝΝΝ 

 

Πλσ φα μΝ βηκ δ τ δμΝ υπκ δεθτκυθΝ βθΝ τπαλιβΝ εαδΝ βθΝ ζ δ κυλΰδεάΝ βηα έαΝ

ηδαμΝ δα αυλκτη θβμΝ πδεκδθπθέαμΝη αιτΝ βμΝARF εαδΝ βμ DDR (Velimezi et al. 

2013; Kotsinas et al. 2014) εαδΝ πυμΝ βΝ ARF ηπκλ έΝ θαΝ λαΝ αθΝ ΫθαμΝ φ λδεσμΝ

κΰεκεα α αζ δεσμΝ « υθαΰ λησμ»Ν Ν π λέπ π βΝ πκυΝ βΝ p53 απ θ λΰκπκδβγ έΝ εα ΪΝ

βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝ(Evangelou et al. 2013).  

 

έκέ1έβέΝ ΝARF πδ δεθτ δΝκΰεκεα α αζ δεΫμΝ λΪ δμΝ Ναζζβζ πέ λα βΝη Ν κΝ

ηκθκπΪ δΝ βμΝαπσελδ βμΝ βΝίζΪίβΝ κυΝDNA (DDR) 

 

A.8.1.2έαέ Σκ ηκθκπΪ δ βμ απσελδ βμ β ίζΪίβ κυ DNA εαδ β βηα έα κυ ΰδα βθ 

εαλεδθκΰΫθ β  

 

Ν απσελδ βΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝDNA έθαδΝ ΫθαΝ εαζΪΝ θκλξβ λπηΫθκΝ ηκθκπΪ δΝ εαδΝ

η κζαί έ αδΝαπσΝησλδαΝπκυΝπαέακυθΝλσζκΝ Ν δαφκλ δεΪΝ πέπ α (Eδεσθα βί) πκυΝ

εα αζάΰ δΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ πθΝ βη έπθΝ ζΫΰξκυΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυέΝ δ 

π.ξ. βΝ ίζΪίβ αυ άΝ εαγ’Ν αυ άΝ ΰέθ αδΝ αδ γβ άΝ απσΝ τηπζκεαΝ πκυΝ λκυθΝ πμΝ

«αδ γβ άλ μ»Ν σππμΝ κΝ τηπζκεκΝ MRN (Mre11-RAD50-NBS1) αΝ κπκέαΝ εαδΝ

η ΪΰκυθΝ κΝ άηαΝ Ν εδθΪ μΝ κπκγ βηΫθ μΝ βθΝ εκλυφάΝ βμΝ δ λΪλξβ βμΝ βμΝ

η αΰπΰάμΝ κυΝ άηα κμΝ βμΝ ίζΪίβμΝ Χapical kinases) σππμΝ βΝATM. ΝATM η Ν βΝ

δλΪΝ βμΝσ αθΝ θ λΰκπκδ έ αδΝη α λΫπ αδΝαπσΝΫθαΝαθ θ λΰσΝ δη λΫμΝ ΝΫθαΝ θ λΰσΝ
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ηκθκη λΫμΝ εαδΝ δ ΰ έλ δΝ Ϊζζ μΝ εδθΪ μΝ σππμΝ βθΝ Chk2 εαγυμΝ εαδΝ βθΝ εκηίδεάΝ

πλπ θβ- ζ άΝΧeffectorΨ,Ν βθΝp53. 

 

 

  

             
 

 

δεσθα 20. ΝATM/R-η κζαίκτη θβΝη αΰπΰάΝ άηα κμΝεα ΪΝ βθΝαπσελδ βΝ

βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA. TαΝηκθκπΪ δαΝαυ ΪΝφαδθκη θδεΪΝ έθαδΝ ι ξπλδ ΪέΝΧ σ κ,Ν

π δ άΝ κδΝ δεζπθδεΫμΝ γλατ δμΝ Χdouble strand breaks, DSBs) πκυΝ θ λΰκπκδκτθΝ βθΝ

ΣΜΝ η α λΫπκθ αδΝ ζδεΪΝ Ν ηκθσεζπθκΝ DNA (single-stranded DNA, ssDNA) 

ηΫ πΝ βμΝθκυεζ κζυ δεάμΝ λΪ βμΝ βμΝΜre11 (Jazayeri et al. 2006), βΝ θ λΰκπκέβ βΝ

βμΝ ΣΜΝ υθυπΪλξ δΝη Ν βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣR Χ λκπκπκδβηΫθκΝαπσ McKinnon 

et al. 2013).  

 

ΟδΝ η α-η αφλα δεΫμΝ λκπκπκδά δμΝ η Ν ευλέαλξβΝ βθΝ φπ φκλυζέπ βΝ παέακυθΝ

ελέ δηκΝλσζκΝ βΝη αΰπΰάΝ κυΝ άηα κμΝ βθΝDDR. H ATM θ λΰκπκδ έ αδΝευλέπμΝ

Ναπσελδ βΝ δμΝ δεζπθδεΫμΝγλατ δμ,Ν θυΝβΝATR πκυΝαθάε δΝ βθΝέ δαΝπλπ ρθδεάΝ
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κδεκΰΫθ δαΝ η Ν βθΝ ΣΜ,Ν βθΝ κδεκΰΫθ δαΝ πθΝ PI3KK εδθα υθ,Ν θ λΰκπκδ έ αδΝ Ν

απσελδ βΝ Ν παλαεπζυηΫθ μΝ δξΪζ μΝ αθ δΰλαφάμέΝ Ν ATR θ λΰκπκδ έ αδΝ απσΝ βθΝ

TopBP1 εα ΪΝΫθαθΝ ΣRIP- ιαλ υη θκΝ λσπκΝεαδΝ θ λΰκπκδ έΝ βθΝεδθΪ βΝChk1.  

To ηκθκπΪ δΝ βμΝ απσελδ βμΝ βθΝ ίζΪίβΝ κυΝ DNA (DDRΨΝ Ϋξ δΝ πκζτΝ βηαθ δεσΝ

ζ δ κυλΰδεσΝλσζκΝεα ΪΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βέΝH Ϋεγ βΝ πθΝευ ΪλπθΝ ΝκΰεκΰκθδεΪΝ

λ γέ ηα αΝ Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ κΝ ετ αλκΝ θαΝ ζ έΝ υπσΝ υθγάε μΝ αθ δΰλαφδεκτΝ

stress. ΣκΝ παεσζκυγκΝ έθαδΝ βΝ ΰ θπηδεάΝ ίζΪίβΝ πκυΝ πυλκ κ έΝ βθΝ ΰ θπηδεάΝ

α Ϊγ δα·Ν ΫθαΝ ετλδκΝ ξαλαε βλδ δεσΝ κυΝ εαλεέθκυΝ (Halazonetis et al. 2008). 

πδπζΫκθ,Ν κΝ κΰεκΰκθδεσΝ stress πΪΰ δΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝηκθκπα δκτΝ βμΝDDR 

εαδΝ αΝ βη έαΝ ζΫΰξκυΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ Χcheckpoints)έΝΜ Ν βθΝ δλΪΝ βμ,Ν βΝ

DDR πδίΪζζ δΝ κυμΝ τκΝ η ΰΪζκυμΝ αθ δεαλεδθδεκτμΝ φλαΰηκτμ,Ν ε έθκθΝ βμΝ

ευ αλδεάμΝΰάλαθ βμΝεαδΝ βμ απσπ π βμΝ( δεσθα β1)έΝ πέ βμ,Ν κ κΰεκΰκθδεσΝstress 

πδφΫλ δΝ εαδΝ ηέαΝ αυικλλτγηδ βΝ κυΝmRNA βμΝARF εα ΪΝ ΫθαθΝDDR-αθ ιΪλ β κΝ

λσπκέΝ Ν κΰεκεα α αζ δεάΝ πλπ θβΝ p53 ξλβ δη τ δΝ πμΝ ΫθαΝ εκηίδεσΝ ησλδκΝ

ζ άμΝ βθΝDDR (Liu and Kulesz-Martin, 2001; Sengupta and Harris, 2005; 

Kotsinas et al. 2014).    

  

 

 

δεσθα β1έΝ Ν δα δεα έαΝ βμΝ εαλεδθκΰΫθ βμΝ Ν ξΫ βΝ η Ν βθΝ DDR (DNA 

damage response). ΣκΝ αθ δΰλαφδεσΝ stress πκυΝ πλκεαζ έ αδΝ απσΝ βθΝ ί ίδα ηΫθβΝ

http://carcin.oxfordjournals.org/search?author1=Molly+Kulesz-Martin&sortspec=date&submit=Submit
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αθ δΰλαφάΝ κυΝΰ θυηα κμΝΧhyperreplicationΨΝ βηδκυλΰ έΝ δεζπθδεΫμΝγλατ δμΝΧDSBs, 

double-strand breaks)έΝ ΣαΝ π λδ σ λκΝ υαέ γβ αΝ βη έαΝ κυΝ ΰ θυηα κμΝ πκυΝ

υφέ αθ αδΝ πλυ αΝ δμΝ γλατ δμΝ έθαδΝ αΝ ζ ΰση θαΝ τγλαυ αΝ βη έαΝ Χ«common 

fragile sites»ΨέΝ Ν DDR βμΝ κπκέαμΝ βΝ θ λΰκπκέβ βΝ ζαηίΪθ δΝ ηΫλκμΝ ά βΝ απσΝ κΝ

πλυδηκΝ Ϊ δκΝ βμΝ υπ λπζα έαμ,Ν πδίΪζζ δΝ κυμΝ τκΝ η ΰΪζκυμΝ αθ δεαλεδθδεκτμΝ

φλαΰηκτμΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ εαδΝ βμΝ απσπ π βμέΝ Παλ’Ν σζαΝ αυ Ϊ,Ν βΝ ΰ θ δεάΝ α Ϊγ δαΝ

Χα Ϊγ δαΝαζζβζκησλφπθ,Νallelic imbalance άΝLOHΨΝπκυΝεαδΝαυ άΝ έθαδΝπαλκτ αΝαπσΝ

κΝ Ϊ δκΝ βμΝ υπ λπζα έαμ,Ν εα ΪΝ βθΝ εαλεδθκΰΫθ βΝ πζά δΝ ζδεΪΝ δμΝ έ δ μΝ δμΝ

υθδ υ μΝ βμΝDDR πέξέΝ κυμΝ σπκυμΝTP53 or CHK2 εαδΝ αΝ βη έαΝ ζΫΰξκυΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ Χcheckpoints) εα αλλΫκυθΝ πδ λΫπκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ πλσκ κΝ βθΝ

εαεκάγ δαέΝ 

 

έκέ1έβέίέ  αζζβζ πέ λα β βμ DDR η  βθ ARF   

 

 Ν πλσ φα βΝ βηκ έ υ βΝ (Velimezi et al. 2013) έξγβε Ν ππμΝ υπΪλξ δΝ ηέαΝ

αθ αΰπθδ δεάΝ ξΫ βΝη αιτΝ βμΝ ΣΜΝεδθΪ βμΝεαδΝ βμΝARF,ΝεαγυμΝβΝ ΣΜΝλυγηέα δΝ

αλθβ δεΪΝ αΝ πέπ αΝ βμΝARF πλπ θβμΝηΫ πΝ θσμΝPP1-Nek2-NPM/B23 ηκθκπα δκτΝ

( δεσθα ββ)έΝ πκυ έαΝ βμΝ ΣΜΝβΝARF υφέ α αδΝηέαΝατιβ βΝ αΝ πέπ ΪΝ βμΝπκυΝ

θΝ ξ έα αδΝ η Ν η αΰλαφδεάΝ θ λΰκπκέβ βΝ εαδΝ κδΝ p53-αθ ιΪλ β μΝ λΪ δμΝ βμΝ

σππμΝ βΝ αθα κζάΝ βμΝ ίδκ τθγ βμΝ πθΝ rRNAs εαδΝ βΝ εα α κζάΝ βμΝ ηβξαθάμΝ βμΝ

η Ϊφλα βμΝ θδ ξτκθ αδέΝ ΌππμΝ ά αθΝ αθαη θση θκ,Ν αυ σΝ Ϋξ δΝ αλθβ δεσΝ αθ έε υπκΝ

βθΝατιβ βΝ πθΝεαλεδθδευθΝευ ΪλπθΝin vitro σππμΝεαδΝ βθΝατιβ βΝ πθΝσΰεπθΝ Ν

ι θκηκ ξ τηα αΝπκθ δευθέΝ 

 

Πδ τ αδΝ σ δΝ αυ σΝ κΝ φαδθκη θδεΪΝ αυ κ-αθ δελκυση θκΝ έε υκΝ ATM-ARF 

ξλβ δη τ δΝ αθΝΫθαΝ έ κμΝ τ λβμΝΰλαηηάμ,Ν« φ λδεκτ»Ναθ δεαλεδθδεκτΝφλαΰηκτΝκΝ

κπκέκμΝ ΰ έλ αδΝ Ν π λέπ π βΝ πκυΝ βΝ λα δεσ β αΝ βμΝ ΣΜΝ πζά αδΝ εα ΪΝ βθΝ

εαλεδθκΰΫθ βΝ εαδΝ πμΝ εΝ κτ κυ,Ν αΝ βη έαΝ ζΫΰξκυΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ πκυΝ

θκλξβ λυθκθ αδΝ απσΝ βθΝ ΣΜΝ εα αλλΫκυθέΝ κηΫθκυΝ σ δΝ βΝ ξκλάΰβ βΝ βμΝ

εαφ θβμΝπκυΝ έθαδΝαθα κζΫαμΝ βμΝ ΣΜΝ Νι θκηκ ξ τηα αΝ πΫφ λ ΝηέαΝ βηαθ δεάΝ

η έπ βΝ κΝηΫΰ γκμΝ κυΝσΰεκυΝεα ΪΝπαλσηκδκΝ λσπκΝπκυΝ πΫφ λ ΝεαδΝβΝαπκ δυπβ βΝ

βμΝATM η Νζ θ δρκτμ,Ν έθαδΝζκΰδεσΝεΪπκδκμΝθαΝυπκγΫ δΝσ δΝκδΝαθα κζ έμΝ βμΝ ΣΜΝ

άΝ βμΝίδκ ξθκζκΰδεάμΝ σξ υ άμΝ βμΝηπκλκτθΝθαΝίλκυθΝεζδθδεάΝ φαληκΰάΝ κΝπ έκΝ

βμΝγ λαπ έαμΝ κυΝεαλεέθκυΝ(Velimezi et al. 2013)έΝ υ σΝγαΝ έξ Νδ δαέ λβΝ βηα έαΝ
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δ δεΪΝ κυμΝ α γ θ έμΝ πκυ φΫλκυθΝ απ θ λΰκπκδβηΫθβΝ p53 αφκτΝ Ν αυ άθΝ βθΝ

π λέπ π β,ΝβΝξαηβζάΝ λα δεσ β αΝ βμΝ ΣΜΝΫξ δΝ δξγ έΝθαΝ ξ έα αδΝη ΝπδκΝηαελΪΝ

πδίέπ βΝη ΪΝαπσΝξβη δκγ λαπ έα,Ν κυζΪξδ κθΝ βθΝπ λέπ π βΝ κυΝεαλεέθκυΝ κυΝ

ηα κτΝ (Jiang et al. 2009). πδπζΫκθ,Ν αΝ πλκαθαφ λγΫθ αΝ υλάηα αΝ Ϋλξκθ αδΝ Ν

υηφπθέαΝ η Ν βθΝ εαζΪ- εηβλδπηΫθβΝ αθ δεαλεδθδεάΝ λΪ βΝ βμΝ εαφ θβμΝ (Sabisz 

and Skladanowski, 2008) πκυΝ εαδΝ ξλβ δηκπκδ έ αδΝ πμΝ ίκβγβ δεσΝ βμΝ

ξβη δκγ λαπ έαμέΝ 

 

 

 

 
 

 

 

δεσθα ββ. Μκθ ΫζκΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ ATM/PP1/Nek2/NPM πκυΝ ζΫΰξ δ βθΝ

αγ λσ β αΝ βμΝ ARF πλπ θβμ. Ν θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣΜΝ υθ ζ έΝ βθΝ

φπ φκλυζέπ βΝ βμΝαθα αζ δεάμΝΙ-βΝλυγηδ δεάμΝυπκηκθΪ αμΝ βμΝφπ φα Ϊ βμΝPP1. 

H θ λΰκπκέβ βΝ βμΝPP1 η Ν βθΝ δλΪΝ βμΝαθ αΰπθέα αδΝ βθΝNek2-η κζαίκτη θβΝ

φπ φκλυζέπ βΝ βμΝ θκυεζ κφπ ηέθβμΝ ΧΝPMΨ,Ν εδΝ πκηΫθπμΝ βθΝ αζζβζ πέ λα βΝ

ΝPM-ARF πκυΝ πλκ α τ δΝ βθΝ RF απσΝ απκδεκ σηβ βΝ απσΝ βθΝ ULF κΝ

πυλβθσπζα ηαΝ(Velimezi et al. 2013).  

 

 αΝετ αλαΝπκυΝπλκΫλξκθ αδΝαπσΝα γ θ έμΝη Ν τθ λκηκΝAT (α αιέαμΝ 

βζ αΰΰ δ ε α έαμ) βΝαπκυ έαΝ βμΝ ΣΜΝ ξ έα αδΝη Ν ζα πηα δεΪΝ βη έαΝ ζΫΰξκυΝ

κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ εαδΝ πδλλΫπ δαΝ βθΝ εαλεδθκΰΫθ βΝ (Jeggo et al. 1998). 

θ έγ α,Ν αΝη α ξβηα δ ηΫθαΝετ αλαΝβΝαθα κζάΝ βμΝ ΣΜΝαυιΪθ δΝ αΝ πέπ αΝ

βμΝ RF (Velimezi et al. 2013) πλκε δηΫθκυΝ ε έθβΝ θαΝ επζβλυ δΝ αΝ

κΰεκεα α αζ δεΪΝ βμΝ «εαγάεκθ α»έΝ υ σΝ υπκ δεθτ δΝ ηέαΝ υα δεσ β αΝ βθΝ
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υηπ λδφκλΪΝ βμΝ ΣΜΝ βθΝ εαλεδθκΰΫθ βέΝ πκηΫθπμ,Ν γαΝ ηπκλκτ Ν εΪπκδκμΝ θαΝ

δ ξυλδ γ έΝ σ δΝ κΝ πέΝ ηαελΪθΝ εαγδ λπηΫθκμΝ λσζκμΝ βμΝ ΣΜΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝ

ΰ θπηδεάμΝ αγ λσ β αμΝεαδΝ βμΝκΰεκεα α κζάμΝ(Lavin et al. 2005; Shiloh, 2003) 

υθδ ΪΝ βθΝ«εαζά»Ν βμΝπζ υλΪΝ θυΝ κΝΰ ΰκθσμΝσ δΝβΝαπκυ έαΝπαλΪΝβΝπαλκυ έαΝ βμΝ

ΣΜΝ αέλκυθΝ βθΝ αθα κζάΝ πθΝ p53-αθ ιΪλ β πθΝ λΪ πθΝ βμΝ RF εα ΪΝ κυΝ

εαλεέθκυ,Ν υθδ ΪΝ κΝ « εκ δθσΝ πλκ ππ έκ»Ν βμΝ ΣΜΝ πκυΝ γαΝ ηπκλκτ Ν θαΝ

κξ υγ έΝ έ Ν φαληαεκζκΰδεΪΝ έ Ν ίδκ ξθκζκΰδεΪέΝ Παλ’Ν σζαΝ αυ Ϊ,Ν ηΪζζκθΝ βΝ

αθ έ λκφβΝ αυ άΝ ξΫ βΝ η αιτΝ βμΝ ΣΜΝ εαδΝ βμΝARF έθαδΝ αθ αΰπθδ δεάΝ ησθκΝ

φαδθκη θδεΪΝ εαδΝ βθΝ κυ έαΝ πλσε δ αδΝ ΰδαΝ ΫθαθΝ κΰεκεα α αζ δεσΝ ηβξαθδ ησΝ

φ λ έαμΝ Νπ λέπ π βΝαπ θ λΰκπκέβ βμΝ βμΝ ΣΜΝεα ΪΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ β.        

 

έκέβ. H RF βθΝπλκ α έαΝεα ΪΝ βμΝαγβλκΰΫθ βμ 

 

O González-Navarro εαδΝκδΝ υθ λΰΪ μΝ κυ,Νξλβ δηκπκδυθ αμΝΫθαΝηκθ ΫζκΝπκθ δεκτΝ

ΰδαΝ βθΝαγβλκ εζάλπ βΝ κΝκπκέκΝξαλαε βλέα αδΝαπσΝαθ πΪλε δαΝΰδαΝ βθΝΫεφλα βΝ

apoE (απκζδπκπλπ θβΝ ΨΝ υθΫίαζζαθΝ κΝξαλαε βλδ ησΝ θσμΝθΫκυΝλσζκυΝ βμΝARF, 

κυζΪξδ κθΝ κυΝπκθ δεέ δαμΝΧp19
ARF

), φαλησακθ αμΝ πδπζΫκθΝαπαζκδφάΝ βμΝp19
ARF

. 

Μ Ν ηέαΝ δλΪΝ π δλαηΪ πθΝ απκ έξγβε Ν σ δΝ βΝ RόΝ δαγΫ δΝ πλκ α υ δεσ,Ν αθ δ-

αγ λκΰ θ δεσΝλσζκΝπκυΝαπκ έ αδΝαπκεζ δ δεΪΝεαδΝησθκΝ βθΝπλκ-απκπ π δεάΝ βμΝ

λΪ βΝ Ν δαφκλ δεΪΝ ευ αλδεΪΝ κδξ έαΝ πθΝ αγβλκηα δευθΝ πζαευθΝ Χαΰΰ δαεΫμΝ

ζ έ μΝ ηυρεΫμΝ έθ μΝ εαδΝ ηαελκφΪΰαΨέΝ θαπΪθ ξα,Ν θυΝ βΝ ARF έθαδΝ ΫθαμΝ εζα δεσμΝ

αθα κζΫαμΝ πθΝευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝεδθα υθ,ΝκΝαλθβ δεσμΝ βμΝλσζκμΝ βθΝπλσκ κΝ

κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝάΝαεσηαΝεαδΝκΝλσζκμΝ βμΝ βθΝλτγηδ βΝαΰΰ δαευθΝ δε τπθΝ

θΝΫξκυθΝεαηέαΝ ξΫ βΝη Ν βθΝ πέ λα άΝ βμΝ βθΝπαγκΰΫθ βΝ βμΝαγβλκ εζάλπ βμ·Ν

εΪ δΝ πκυΝ γαΝ ηπκλκτ Ν θαΝ δ ξτ δΝ κηΫθκυΝ κυΝ λσζκυΝ βμΝ αΰΰ δκΰΫθ βμΝ εαδ κυΝ

ευ αλδεκτΝπκζζαπζα δα ηκτΝ βθΝα γΫθ δαΝαυ ά ( δεσθα βγ).  

 

πκυ έαΝ βμΝ p19
ARF

 βΝ αγβλκΰΫθ βΝ πδ αξτθ αδΝ Ν αθα κηδεΪΝ βη έαΝ πκυΝ έθαδΝ

ΰθπ ΪΝ ΰδαΝ βθΝ πδλλΫπ δΪΝ κυμΝ βθΝ βηδκυλΰέαΝ αγβλπηα δεάμΝ πζΪεαμέΝ υ σΝ

υπκ δεθτ δΝσ δΝβΝ RF παέα δΝλσζκΝηΪζζκθ βθΝ ιΫζδιβΝ βμΝθσ κυΝ ΝπλκξπλβηΫθαΝ

Ϊ δαΝπαλΪΝεα ΪΝ βθΝΫθαλιβΝ πθΝπαγκΰ θ δευθΝ δ λΰα δυθέΝ μΝ βη δπγ έΝππμΝβΝ

απυζ δαΝ βμΝΫεφλα βμΝ βμΝp19
ARF

 ηπκλ έΝζ δ κυλΰδεΪΝΧπμΝπλκμΝ βθΝπλκ α έαΝεα ΪΝ

βμΝαγβλκ εζάλπ βμΝεαδΝσξδΝπμΝπλκμΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝαπσπ π βμΨ θαΝαθαπζβλπγ έΝ
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απσΝ βθΝp16 INK4A,Νεα α δεθτκθ αμΝ βθΝζ δ κυλΰδεάΝαζζβζκ πδεΪζυοβΝαυ υθΝ πθΝ

τκΝπλπ ρθυθΝπκυΝ επ δεκπκδκτθ αδΝ απσΝ κθΝ έ δκΝ σπκ,Ν κυζΪξδ κθΝ Ν αυ άθΝ βθΝ

π λέπ π βέΝ 

  

 

 

 
δεσθα βγ. ΟΝ λσζκμΝ βμΝ RF βθΝ λτγηδ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ Χ ΨΝ εαδΝ Ν

δ λΰα έ μΝ πκυΝ πβλ ΪακυθΝ βθΝ αγβλκΰΫθ βΝ Χ ). VSMCs, αΰΰ δαεΪΝ ζ έαΝ ηυρεΪΝ

ετ αλαΝΧvascular smooth muscle cells) Χ λκπκπκδβηΫθκΝαπσΝWessely, 2010).  

      p19
ARF

 
(macrophages,  
     VSMCs) 
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έκέγέΝ Ναθκ κλυγηδ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ RF 

 

Ν ξΫ βΝ κυΝ σΰεκυΝ η Ν κΝ ηδελκ-π λδίΪζζκθΝ κυΝ έθαδΝ ΫθαΝ φαδθση θκΝ εαζΪΝ

εαγδ λπηΫθκ (Hanahan and Weinberg, 2011)έΝ  Ν αυ σΝ κΝ ηδελκ-π λδίΪζζκθΝ

αθάεκυθΝεαδΝ αΝ αθκ κετ αλαΝσππμΝ έθαδΝ αΝηαελκφΪΰαΝ αΝ πκθκηααση θαΝΣ Μs 

(tumor-associated macrophages) πκυΝ ΫξκυθΝ υ ξ δ γ έΝ η Ν π πξάΝ πλσΰθπ βΝ  

α γ θ έμΝ η Ν εαλεέθκέΝ έθαδΝ θ δαφΫλκθΝ ππμΝ αΝ Σ Μs ηκδλΪακθ αδΝ πκζζΪΝ εκδθΪΝ

ξαλαε βλδ δεΪΝη Ν αΝηαελκφΪΰαΝ τπκυΝβΝΧΜβΨΝσππμΝβΝΫεφλα βΝ κυΝM2 έε βΝ rg-

1, πκυΝ ηπζΫε αδΝ κΝηκθκπΪ δΝίδκ τθγ βμΝ πθΝπκζυαηδθυθ (Través et al. 2012). 

μΝαθαφ λγ έΝσ δΝκδΝ πκζυαηέθ μΝ ΫξκυθΝ δξγ έΝ ππμΝ έθαδΝαθαΰεαέ μΝ ΰδαΝ βθΝηΫΰδ βΝ

θ λΰκπκέβ βΝ πθΝηαελκφΪΰπθέΝΝ 

 

 αΝαΰλέκυ- τπκυΝηαελκφΪΰα,ΝαθΪζκΰαΝ αΝ ιπευ αλδεΪΝ άηα α,Ν έθαδΝ υθα σθΝεαδΝ

βλ έ αδΝηέαΝδ κλλκπέαΝη αιτΝ κυΝM1 εαδΝ κυΝΜβΝφαδθκ τπκυέΝ Ν δα άλβ βΝαυ άμΝ

βμΝδ κλλκπέαμΝ έθαδΝπκζτΝ βηαθ δεάΝΰδα έΝ αΝM2 ηαελκφΪΰαΝ εελέθκθ αμΝηέαΝ δλΪΝ

απσΝ ευ κεέθ μΝ εαδΝ πλκ-αΰΰ δκΰ θ δεκτμΝ παλΪΰκθ μΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ

κλδ ηΫθπθΝ η αζζκπλπ α υθΝ ΧVEGF, ΙL10, MMP9 ε ζέΨΝ θκξκπκδκτθ αδΝ βθΝ

πλκυγβ βΝ βμΝ εαλεδθκΰΫθ βμΝ Χαθγ ε δεσ β αΝ εα ΪΝ βμΝ απσπ π βμ,Ν δαφυΰάΝ απσΝ

βθΝ αθκ κ πδ άλβ β,Ν παΰπΰάΝ βμΝ αΰΰ δκΰΫθ βμΝ εέαέΨΝ εαδΝ βμΝ η α α δεάμΝ

ιΪπζπ βμέΝ έθαδΝ θ δαφΫλκθΝσ δΝ αΝηαελκφΪΰαΝπκυΝ λκτθ αδΝ βμΝΫεφλα βμΝ βμΝ

ARF,Ν πλκΪΰ αδΝ βΝ υδκγΫ β βΝ κυΝ M2 φαδθκ τπκυΝ εαδΝ βΝ πλκαθαφ λγ έ αΝ ΜΰήΜβΝ

δ κλλκπέαΝ δα αλΪ αδέΝ ΣκΝ φαδθση θκΝ αυ σΝ Ϋξ δΝ απκ κγ έΝ Ν ΫθαΝ

RF/E2F1/NFkB- ιαλ υη θκΝηκθκπΪ δΝ (Través et al. 2012)έΝΜβξαθδ δεΪ,ΝβΝ RF 

( κυζΪξδ κθΝ βΝ αθγλυπδθβΝ p14 ARF) έθαδΝ ΰθπ σΝ ππμΝ αζζβζ πδ λΪΝ η Ν κθΝE2F1 

εα ΪΝ ΫθαθΝ p53-αθ ιΪλ β κ,Ν MDM2- ιαλ υη θκΝ λσπκΝ αθα Ϋζζκθ αμΝ βθΝ

η αΰλαφδεάΝ κυΝ δεαθσ β αΝ (Eymin et al. 2001)έΝ Κα ’Ν αυ σθΝ κθΝ λσπκΝ αέλ αδΝ βΝ

αθα αζ δεάΝ πέ λα βΝ κυΝE2F1 πέΝ κυΝ ΙΚΚήNFkB ηκθκπα δκτΝ πκυΝ έθαδΝ ελέ δηκΝ

ΰδαΝ κΝπλκφέζΝ πθΝευ κεδθυθΝπκυΝ εελέθκθ αδΝαπσΝ αΝηαελκφΪΰα (Eδεσθα βζ)έΝΓδαΝ

βθ αελέί δα,ΝκΝE2F1 πλκ Ϋθ αδΝεα ΪΝΫθαθΝ λσπκΝπκυΝ ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ βθΝDP-1 εαδΝ

βθΝDNA-πλκ Ϋθκυ αΝ κηάΝ κυΝ βθΝυπκηκθΪ αΝp65 κυΝNFkB,Ν ε κπέακθ αμΝΫ δΝ

αθ αΰπθδ δεΪΝ βθΝ p50 εαδΝ κθΝ ξβηα δ ησΝ ζ δ κυλΰδεκτΝ NFkB (Tanaka et al. 

2002)έΝΜΫ πΝαυ κτΝ κυΝηκθκπα δκτΝβΝARF έθαδΝεαγκλδ δεάΝΰδαΝ βθΝίδκζκΰέαΝ πθΝ
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ηαελκφΪΰπθΝεαδΝεα ’Ν πΫε α βΝ κυΝεαλεέθκυέΝ υ άΝβΝαθκ κλυγηδ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ

ARF έθαδΝαθαπσ πα κΝηΫλκμΝ πθΝκΰεκεα α αζ δευθΝ βμΝδ δκ ά πθέΝ 

 

 
 

 

 
δεσθα βζ. Ν η αΰπΰάΝ άηα κμΝ Ν ΫθαΝ ηαελκφΪΰκΝ πκυΝ λ έ αδΝ βμΝ ARF 

πλκπγ έΝ βθΝυδκγΫ β βΝ κυΝΜβΝφαδθκ τπκυΝ(Través et al. 2012).  

 

έκέζέΝH ARF πμΝαλθβ δεσμΝλυγηδ άμΝ βμΝrRNA ίδκ τθγ βμ 

 

 δμΝ p53-αθ ιΪλ β μΝ λΪ δμΝ βμΝ ARF πκυΝ πδ λκτθΝ αλθβ δεΪΝ βθΝ ευ αλδεάΝ

ατιβ β,Ν υΰεα αζΫΰ αδΝ εαδΝ βΝ δεαθσ β ΪΝ βμΝ θαΝ αθα Ϋζζ δΝ βθΝ πλέηαθ βΝ κυΝ
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πλσ λκηκυΝ47S/45S rRNA ηκλέκυΝαζζΪΝεαδΝ βθΝπαλαΰπΰάΝ πθΝ28S εαδ 5.8S rRNAs 

ηΫ πΝ κυΝεκοέηα κμΝ κυΝπλκ λσηκυΝηκλέκυΝ32S rRNA (Bertwistle et al. 2004). Ν

ARF έθαδΝ ηέαΝ πλπ θβΝ πκυΝ θ κπέα αδΝ κθΝ πυλβθέ εκΝ εαδΝ ηΪζδ αΝ ζΫΰξ δΝ κΝ

πυλβθδ εδεσΝ πλπ ΫπηαέΝ υΰε ελδηΫθα,Ν ίλΫγβε Ν σ δΝ απκυ έαΝ βμΝARF, αΝ πέπ αΝ

βμΝDDX5 ζδεΪ βμΝ κθΝπυλβθέ εκΝαυιΪθκθ αδΝεαδΝαυ σΝ υθκ τ αδΝαπσΝατιβ βΝ

βθΝπαλαΰπΰάΝλδίκ πηΪ πθέΝ 

 

 

 

 
 
 

δεσθαΝ βηέΝΜβξαθδ ηκέΝ βμΝεα α κζάμΝ βμΝίδκ τθγ βμΝ πθΝrRNAs απσΝ βθ 

ARF. ΝARF αθα Ϋζζ δΝ βθΝη αΰλαφάΝ κυΝζιS RNA ηΫ πΝ βμΝπαλ ηπσ δ βμΝ βμΝ

αζζβζ πέ λα βμΝ βμΝ ζδεΪ βμΝ DDXηΝ η Ν βθΝ θκυεζ κφπ ηέθβΝ ΧΝPMΨΝ κθΝ

πυλβθέ εκέΝ πδπζΫκθ,ΝβΝ RF αθα Ϋζζ δΝ κΝεσοδηκΝ κυΝπλκ λσηκυΝηκλέκυΝγβS  

ηέκΝεαδΝβκS rRNA Χ λκπκπκδβηΫθκΝαπσ Hein et al. 2013 εαδ τ’ϊonohue et al. 2010).  

 

 Νηβξαθδ δεσΝ πέπ κΝ έξγβε Ν σ δΝ βΝDDX5 αθ ιΪλ β αΝ βμΝ θ λΰσ β ΪμΝ βμΝπμΝ

ζδεΪ βΝαζζΪΝζ δ κυλΰυθ αμΝ αθΝη αΰλαφδεσμΝ υθ θ λΰκπκδβ άμ,Ναζζβζ πδ λΪΝη Ν

βθΝθκυεζ κφπ ηέθβΝΧΝPM) εαδΝπλκ Ϋθ αδΝ κθΝ rDNA promoter ΰδαΝθαΝ δ ΰ έλ δΝ

βθΝ η αΰλαφάΝ κυΝ 47S πλκ λσηκυΝ rRNA (pre-rRNA). Ν ARF αθα Ϋζζ δΝ κΝ

http://jcb.rupress.org/search?author1=Marie-Fran%C3%A7oise+O%E2%80%99Donohue&sortspec=date&submit=Submit
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ηκθκπΪ δΝαυ σΝπαλ ηπκ έακθ αμΝ βθΝαζζβζ πέ λα β βμΝDDX5 η Ν βθΝNPM (Eδεσθα 

βη). Ν βηα κ κ δεάΝαυ άΝκ σμΝΫξ δΝδ δαέ λβΝ βηα έαΝΰδαΝ βθΝκΰεκΰΫθ βΝαφκτΝ αΝ

η α ξβηα δ ηΫθαΝ απσΝ βθΝ κΰεκπλπ θβΝ RasV12 ετ αλαΝ ιαλ υθ αδΝ

κζκεζβλπ δεΪΝΧ«addiction») απσΝ βθΝDDX5 ζδεΪ βΝπμΝπλκμΝ βθΝδεαθσ β ΪΝ κυμΝθαΝ

ξβηα έακυθΝαπκδεέ μΝ ΝηαζαεσΝΪΰαλΝεαδΝ βθΝατιβ βΝσΰεκυΝ Νπκθ έεδαέΝυθκζδεΪΝ

ζκδπσθ,ΝβΝARF ζΫΰξ δΝ βθΝπαλαΰπΰάΝ κυΝ47S rRNA σ κΝ Ν πέπ κΝπλέηαθ βμΝσ κΝ

εαδΝ Ν πέπ κΝη αΰλαφάμΝεαδΝβΝ λΪ βΝ βμΝαυ άΝαπκ ζ έΝηέαΝ βηαθ δεάΝπ υξάΝ βμΝ

p53-αθ ιΪλ β βμΝκΰεκεα α αζ δεάμΝ βμΝζ δ κυλΰέαμΝ(Saporita et al. 2011).   

 
έκέηέΝO λσζκμΝ βμΝARF βθΝ π ληα κΰΫθ β 

 

Ν π ληα κΰΫθ βΝ έθαδΝηέαΝξπλκ-ξλκθδεΪΝαυ βλΪΝ ζ ΰξση θβΝ δα δεα έαΝηΫ πΝ βμΝ

κπκέαμΝ αΝ α δαφκλκπκέβ αΝ π ληα κΰσθδαΝ Χ βζέΝ αΝ ίζα δεΪΝ ετ αλαΝ πκυΝ

ίλέ εκθ αδ βΝ ία δεάΝ η ηίλΪθβΝ πθΝ π ληα κφσλπθΝ αΰπΰυθΨΝ παλΪΰκυθΝ

π ληα κετ αλαΝ κθΝ αυζσΝ η ΪΝ απσΝ ηέαΝ δλΪΝ ηδ π δευθΝ εαδΝ η δπ δευθΝ

δαδλΫ πθΝ(Cooke and Saunders, 2002).  κΝπκθ έεδ,ΝκΝSherr εαδΝκδΝ υθΪ ζφκέΝ κυΝ

δαπέ π αθΝ σ δΝ εα ΪΝ βθΝ π ληα κΰΫθ βΝ βΝ ARF εφλΪα αδΝ εζ ε δεΪΝ αΝ

ηδ π δεΪΝ π ληα κΰσθδαΝ αζζΪΝ σξδΝ αΝ π ληα κετ αλαΝ πθΝ αΰπΰυθΝ πκυΝ έθαδΝ

γ δεΪΝΰδαΝη δπ δεκτμΝ έε μέΝ πκυ έαΝ βμΝARF κδΝσλξ δμΝ πθΝπκθ δευθΝα λκφκτθΝ

εαδΝ παλΪΰκυθΝ πκζτΝ ζδΰσ λβΝ πκ σ β αΝ πΫληα κμΝ υΰελδ δεΪΝ η Ν αΝ αυαΝ αΰλέκυ-

τπκυέΝ υ ΫμΝ κδΝ φαδθκ υπδεΫμΝ αζζαΰΫμΝ υθκ τκθ αδΝ απσΝ αυιβηΫθαΝ πέπ αΝ

απσπ π βμΝ αΝ ΰαη κετ αλαΝ Ν σζαΝ κυμΝ αΝ αθαπ υιδαεΪΝ Ϊ δαέΝ δ,Ν βΝ

παλ ηπσ δ βΝ βμΝΫεφλα βμΝ βμΝARF αΝ π ληα κΰσθδαΝ έθαδΝδεαθάΝθαΝπαλ ηπκ έ δΝ

κζσεζβλβΝ βθΝ π ληα κΰΫθ β,Ν πβλ Ϊακθ αμΝαλθβ δεΪΝ βθΝαθαπαλαΰπΰδεάΝαπάΝ κυΝ

αυκυΝ(Gromley et al. 2009).  

 

Μ αΰ θΫ λαΝπ δλΪηα αΝπκυΝ δ ιάξγβ αθΝαπσΝ βθΝέ δαΝ λ υθβ δεάΝκηΪ αΝΫ διαθΝ

ππμΝβΝARF έθαδΝαπαλαέ β βΝΰδαΝθαΝ ΰΰυβγ έΝ βθΝφυ δκζκΰδεάΝπλσκ κΝ βμΝη έπ βμΝ

εαδΝ βθΝ πδίέπ βΝ πθΝ π ληα κευ ΪλπθΝ ηΫ πΝ θσμΝ πλκΰλΪηηα κμΝ πλσ λα βμΝ

(feedforward) αΝπλκΰκθδεΪΝ κυμΝ ετ αλα,Ν αΝ π ληα κΰσθδαέΝ έθαδΝ αιδκ βη έπ κΝ

σ δΝβΝΫεφλα βΝ βμΝARF αΝ π ληα κΰσθδαΝ θΝΫξ δΝπμΝαπκ Ϋζ ηαΝ βθΝπατ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ αζζΪΝ αΝ ARF-γ δεΪΝ π ληα κΰσθδαΝ έθαδΝ γ δεΪΝ εαδΝ ΰδαΝ κθΝ

έε βΝ βμΝG1 φΪ βμ,Ν βθΝευεζέθβΝD. πδπζΫκθ,ΝβΝα λκφέαΝ πθΝσλξ πθΝεαδΝβΝ ζζδπάμΝ

παλαΰπΰάΝ υλδηκυΝ πΫληα κμΝ αΝ πκθ έεδαΝ πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝ ARF έθαδΝ
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ηβξαθδ δεΪΝ Ϊ ξ βΝ η Ν ΫθαθΝ δα αλαΰηΫθκΝ υπκγαζαηκ-υπκφυ δαεσΝ ΪικθαΝ ΪικθαΝ άΝ

δα αλαΰηΫθαΝ πέπ αΝ πθΝ κληκθυθΝ FSH (γυζαεδκ λσπκμΝ κλησθβΨΝ εαδΝ LH 

Χπξλδθκ λσπκμΝκλησθβΨΝ βθΝευεζκφκλέαέΝΧ σ κ,Ναπκυ έαΝ βμΝARF παλα βλ έ αδΝ

ηέαΝατιβ βΝ κθΝαλδγησΝ πθΝ π ληα κευ ΪλπθΝπκυΝυπσε δθ αδΝ ΝΫθαΝπλσΰλαηηαΝ

p53- ιαλ υη θβμΝ απσπ π βμΝ κΝ Ϊ δκΝ βμΝ παξυ αδθέαμΝ βμΝ πλσφα βμΝ I 

(Churchman et al. 2011).  

 

AμΝ βη δπγ έΝσ δΝΝεα ΪΝ βθΝ δΪλε δαΝ κυΝκησζκΰκυΝαθα υθ υα ηκτΝ βθΝη έπ β,ΝβΝ

λαθ λΪ βΝ Spo11 φυ δκζκΰδεΪΝ βηδκυλΰ έΝ δεζπθδεΫμΝ γλατ δμΝ ΧDSBs) κδΝ

κπκέ μΝ βΝ υθΫξ δαΝπυλκ κ κτθΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝATM εαδΝ κθΝ ξβηα δ ησΝΰ-

H2AX,Ν εζ ε δεΪΝ αΝ Ϊ δαΝ βμΝ ζ π κ αδθέαμΝ εαδΝ βμΝ αυΰκ αδθέαμΝ (Ιnagaki et al. 

2010).  βθΝ παξυ αδθέαΝ σ αθΝ βΝ τθαοβΝ πθΝ κησζκΰπθΝ ξλπηκ πηΪ πθΝ Ϋξ δΝ

κζκεζβλπγ έ,Ν βΝ ΰ-H2AX πκυΝ έθαδΝ έε βμΝ ίζΪίβμΝ κυΝ DNA φυ δκζκΰδεΪΝ θΝ

αθδξθ τ αδ. Παλ’Ν σζαΝ αυ Ϊ,Ν in situ αθαζτ δμΝ σ δΝ Ν ΫθαΝ υπσίαγλκΝ Ϋζζ δοβμΝ βμΝ

ARF, αυιΪθ αδΝ βηαθ δεΪΝ κΝ ξβηα δ ησμΝ ΰ-H2AX αΝ π ληα κετ αλαΝ κΝ

Ϊ δκΝ βμΝπαξυ αδθέαμΝ (Churchman et al. 2011)έΝ υ σΝ έξθ δΝσ δΝ βΝη έπ βΝ έθαδΝ

ζα πηα δεάΝεαδΝαπ δζ έ αδΝ Ϋ δΝβΝΰ θπηδεάΝαε λαδσ β αΝ πθΝ π ληα κευ ΪλπθέΝ

πδπζΫκθΝ θ έι δμΝ η δπ δευθΝ αθπηαζδυθΝ πλκ φΫλγβε Ν απσΝ βθΝ αθέξθ υ βΝ

α υθαπ δευθΝ π λδκξυθΝ σππμΝ εαδΝ βμΝ υπκ επλκ υπβ βμΝ πθΝ λ εκηπδθα υθΝRad51 

εαδΝ Dmc1 κδΝ κπκέ μΝ εαδΝ ζαηίΪθκυθΝ ηΫλκμΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ πθΝ DSBs πκυΝ

πλκετπ κυθΝ εα ΪΝ κθ κησζκΰκΝ αθα υθ υα ησέΝ υθκζδεΪ,Ν κδΝ υΰΰλαφ έμΝ πθΝ

πλκαθαφ λγΫθ πθΝ βηκ δ τ πθΝ υηπΫλαθαθΝσ δΝβΝARF ηΫ πΝ θσμΝαεσηαΝηβΝεαζΪΝ

εα αθκβ κτΝηβξαθδ ηκτΝαζζβζ πδ λΪΝη Ν βθΝηβξαθάΝ κυΝκησζκΰκυΝαθα υθ υα ηκτΝ

ΰδαΝθαΝ δα βλά δΝ βθΝπδ σ β αΝ βμΝη έπ βμΝ αΝ π ληα κετ αλα,Νπλκ α τκθ ΪμΝ

αΝ Ϋ δΝ απσΝ ίζΪίβΝ κΝ ΰΫθπηΪΝ κυμΝ εαδΝ απκ λΫπκθ αμΝ βθΝ p53- ιαλ υη θβΝ

απσπ π βΝ (Churchman et al. 2011)έΝ Ν αθα κζάΝ παλΪΝ βΝ πυλκ σ β βΝ βμΝ p53-

ιαλ υη θβμΝαπσπ π βμΝαπσΝ βθΝARF έθαδΝ έθαδΝ ΫθαΝ δ δΪαπθΝξαλαε βλδ δεσΝ πθΝ

ΰαη κευ Ϊλπθ πθΝαλ θδευθΝεαδΝΫλξ αδΝ Ναθ έγ βΝη Ν κθΝλσζκΝ βμΝARF αΝ

πηα δεΪΝ ετ αλαΝ σπκυΝ εαδΝ πλκπγ έΝ βθΝ p53- ιαλ υη θβΝ απσπ π βΝ (Lowe and 

Sherr, 2003).           

 

έθαδΝ βηαθ δεσΝππμΝβΝARF θΝ έθαδΝβΝησθβΝDDR πλπ θβΝπκυΝπαλ ηίαέθ δΝ κΝ

πλσΰλαηηαΝ πθΝ π ληα κΰκθέπθΝ( δεσθα βθ)έΝ ΝDDR εδθΪ βΝ ΣΜΝ έθαδΝεδΝαυ άΝ

αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ αε λαδσ β αΝ κυΝ αθαπ υιδαεκτΝ πλκΰλΪηηα κμΝ πθΝ
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α δαφκλκπκέβ πθΝ π ληα κΰκθέπθΝ εαδΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝ αυ κ-αθαθ π δεάμΝ κυμΝ

δεαθσ β αμΝ πκυΝ ξαλαε βλέα δΝ αΝ ίζα κετ αλαέΝ  κυμΝ πκθ δεέ δκυμ σλξ δμΝ βΝ

Ϋζζ δοβΝ βμΝ ΣΜΝ εδθΪ βμΝ υθ ζ έΝ βθΝ α δαεάΝ ιΪζ δοβΝ κυΝ πζβγυ ηκτΝ πθΝ

α δαφκλκπκέβ πθΝ π ληα κΰκθέπθέΝ υ σΝ Ϋξ δΝ ζ δ κυλΰδεάΝ ξΫ βΝ η Ν απυζ δαΝ βμΝ

ΰ θπηδεάμΝ αε λαδσ β αμ,Ν ίζΪί μΝ κΝ πλκ-η δπ δεσΝ πέπ κΝ εαδΝ ευ αλσ α βέΝ

Μβξαθδ δεΪ,Ν βΝ Ϋζζ δοβΝ βμΝATM έθαδΝ υθ ηΫθβΝ η Ν βθΝ υ υλ υ βΝ ίζΪίβμΝ

κΝDNA εαδΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ θσμΝARF/p53/p21 Waf1- ιαλ υη θκυΝηκθκπα δκτέΝ

μΝ βη δπγ έΝσ δΝ Ν κεδηα έ μΝη ηφτ υ βμΝσπκυΝ Νη αζζαΰηΫθαΝπκθ έεδαΝη Ν

ζα πηα δεάΝ π ληα κΰΫθ βΝη αφΫλκθ αδΝ π ληα κΰσθδαΝ κυμΝ π ληα κφσλκυμΝ

αΰπΰκτμ,Ν βΝ Ϋζζ δοβΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ p21 Waf1 έθαδΝ δεαθάΝ θαΝ κ βΰά δΝ βθΝ

αθΪεαηοβΝ κυΝ πζβγυ ηκτΝ πθΝ π ληα κΰκθέπθΝ απκυ έαΝ βμΝAΣΜ (Takubo et al. 

2008). 

 

 κθ Takubo εαδΝ κυμΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝ πλκιΫθβ Ν ΫεπζβιβΝ κΝ ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ απκυ έαΝ

παλΪΝ παλκυ έαΝ βμΝAΣΜ θ λΰκπκδκτθ αθΝ κΝ p53/p21 Waf1 ηκθκπΪ δέΝ κηΫθκυΝ

σ δΝκδΝσΰεκδΝΰαη δευθΝευ ΪλπθΝ βηδκυλΰκτθ αδΝ κυμΝσλξ δμΝπκθ δευθΝσ αθΝαυ κέΝ

θΝ εφλΪακυθΝ σ κΝ βθΝ ATM σ κΝ εαδΝ βθΝ p21 Waf1 (Shen et al. 2005), κΝ

πλκαθαφ λγΫθΝ ηκθκπΪ δΝ Ϋξ δΝ ησθκ σξδΝ αθαπ υιδαεάΝ βηα έαΝ αζζΪΝ εαδΝ ζ δ κυλΰδεάΝ

βηα έαΝ πμΝ ΫθαμΝ πδγαθσμΝ κΰεκεα α αζ δεσμΝ ηβξαθδ ησμέΝ πδπζΫκθ,Ν έθαδΝ

αιδκ βη έπ κΝππμΝ αΝαπκ ζΫ ηα αΝ βμΝπαλαπΪθπΝΫλ υθαμΝΫλξκθ αδΝ Ν υηφπθέαΝη Ν

πλκβΰκτη θβΝ η ζΫ βΝ σπκυΝ δαπδ υγβε Ν ηέαΝ δα αυλκτη θβΝ πδεκδθπθέαΝ η αιτΝ

βμΝηβξαθάμΝ βμΝDDR εαδΝ βμΝ RF εαδΝυπκ δεθτ δΝσ δΝβΝ ΣΜ πδ λΪΝ αΝ πέπ αΝ

βμΝARF σξδΝησθκΝ αΝ πηα δεΪΝετ αλαΝαζζΪΝεαδΝ αΝ π ληα κΰσθδα (Velimezi et 

al. 2013)έΝ Ν υηφπθέαΝη Ναυ σ,ΝβΝπλπ θβΝARF αΝ π ληα κΰσθδαΝυπσε δ αδΝ Ν

βηαθ δεάΝη δκλλτγηδ βΝ Ναπσελδ βΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣΜΝin vivo η ΪΝαπσΝ

αε δθκίσζβ βΝ(Velimezi et al. 2013).         

 

υθκζδεΪ,ΝβΝARF υηη Ϋξ δΝ ΝηκλδαεΪΝ έε υαΝπκυΝ ζΫΰξκυθΝ βθΝ π ληα κΰΫθ βΝ

Ν πκζζαπζΪΝ πέπ α·Ν σ κΝ πλδθΝ απσΝ βΝ η έπ βΝ σ κΝ εαδΝ εα ΪΝ βθΝ δΪλε δαΝ βμΝ

η έπ βμέΝ  βθΝ πλυ βΝ π λέπ π β,Ν Χ βζέΝ πλδθΝ βΝ η έπ βΨ,Ν βΝ RF απκ λΫπ δΝ βθΝ

δΪ κ βΝ βμΝ ΰ θπηδεάμΝ ίζΪίβμΝ ηΫ πΝ βμΝ παΰπΰάμΝ βμΝ πατ βμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ

ετεζκυΝ αΝ π ληα κΰσθδαέΝ πσΝ βθΝ ΪζζβΝη λδΪ,Ν βΝARF έθαδΝ εα ΪΝ εΪπκδκΝ λσπκΝ

απαλαέ β βΝεα ΪΝ βθΝ δΪλε δαΝ βμΝη έπ βμΝ ΰδαΝ θαΝαπκ λΫο δΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA 

αΝ π ληα κετ αλαΝ κΝ Ϊ δκΝ βμΝ παξυ αδθέαμέΝ πκηΫθπμ,Ν βΝ αζζβζ πέ λα βΝ
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η αιτΝ βμΝ ARF εαδΝ βμΝ DDR θΝ πβλ Ϊα δΝ ησθκΝ βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ αζζΪΝ εαδΝ

αθαπ υιδαεΫμΝ δ λΰα έ μέΝ 

 

 

 

 
δεσθα βθ. δΪΰλαηηαΝ πθΝ δαφσλπθΝ α έπθΝ βμΝ π ληα κΰΫθ βμΝ εα ΪΝ ηάεκμΝ

κυΝ κδξυηα κμΝ π ληα κφσλκυΝαΰπΰκτΝεαδΝ βμΝαζζβζ πέ λα βμΝ κυΝη Ν υθδ υ μΝ

κυΝηκθκπα δκτΝ βμΝαπσελδ βμΝ βθΝίζΪίβΝ κΝDNA (DNA damage response, DDR).   
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έΝΤΛΙΚ ΝΚ ΙΝΜ ΘΟ ΟΙ 
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.1. ΚαζζδΫλΰ δα ευ Ϊλπθ  

 

έΰέΰέΝΚυ αλδεΫμΝ δλΫμΝεαδΝξ δλδ ησμΝ πθΝευ ΪλπθΝ 

 

OδΝ ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ πκυΝ ξλβ δηκπκδάγβεαθΝ έθαδΝ αΝ ετ αλαΝ κ κ αλευηα κμΝ

Saos-2 άΝ αΝετ αλαΝπκυΝπλκΫλξκθ αδΝαπσΝαυ ΪΝSaos2-p21 Tet ON, αΝετ αλαΝηβ-

ηδελκευ αλδεκτΝεαλεέθκυΝ κυΝπθ τηκθαΝ(NSCLC) H1299 εαδΝ αΝετ αλαΝεαλεέθκυΝ

κυΝ λαξάζκυΝ βμΝηά λαμΝ eLa.  Νσζ μΝ δμΝ δλΫμΝαυ ΫμΝ θΝ εφλΪα αδΝζ δ κυλΰδεάΝ

p53 θυΝ αΝετ αλαΝH1299 εαδΝ eLa εφλΪακυθΝ βθΝARF Ναθδξθ τ δηαΝ πέπ αΝ

αεσηαΝεαδΝ ξπλέμΝ θαΝ εφλα έΝ Ν αυ ΪΝ Ϋε κπαΝ εΪπκδκΝ κΰεκΰκθέ δκέΝ πδπζΫκθ,Ν αΝ

ετ αλαΝαυ ΪΝ κΝηκθκπΪ δΝ βμΝDDR έθαδΝ δαλευμΝ θ λΰκπκδβηΫθκΝ(Velimezi et al. 

2013).  

 

Σα ετ αλα εαζζδ λΰάγβεαθ  γλ π δεσ υζδεσ D-MEM (Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium) κ κπκέκ ηπζκυ έ γβε  η  10% κλσ ηίλτκυ ησ ξκυ εαδ 

αθ δίδκ δεΪ (Clontech, Lab Supplies, Greece) κυμ 37 
°
C παλκυ έα 5% CO2. ΓδαΝ βθΝ

παΰπΰάΝ βμΝΫεφλα βμΝΫΰδθ Νπλκ γάεβΝΰηgήml κιυευεζέθβμΝ κΝγλ π δεσΝυζδεσΝ πθΝ

ευ ΪλπθΝ Saos2-p21
CIP1/WAF1

 Tet-ON ( δεσθαΝ 1,Ν ίζέΝ παλΪΰλαφκΝ έθέγέΨέΝ ΣαΝ

ετ αλαΝ αΝκπκέαΝΫΰδθ Ν παΰπΰάΝαζζΪΝεαδΝ ε έθαΝ αΝκπκέαΝ θΝπλαΰηα κπκδάγβε Ν

παΰπΰάΝ υζζΫξγβεαθΝ 12, 48 εαδΝ λθ υλ μΝ η ΪΝ βθΝ πλκ γάεβΝ κιυευζέθβμΝ

ξλβ δηκπκδυθ αμΝγλυοέθβΝ(Gibco, Antisel, Greece).  

 

H πέ λα βΝ κυΝ αθα κζΫαΝ βμΝ ΣΜΝ Κu55933 (Cat#118500, Calbiochem, 

MERCK) αΝετ αλαΝ ΧΰίΝηΜΨΝ Ϋΰδθ Ν σ αθΝ αΝ ετ αλαΝίλέ εκθ αθΝ Ν κίΣΝ υλλκάΝ

(confluency) κΝ λυίζέκΝΰδαΝβζΝh εαδΝαεκζκτγπμΝ υζζΫξγβεαθέ TαΝετ αλαΝ ζΫΰξκυΝ

(control) ε ΫγβεαθΝ Ν DMSO (dimethyl sulfoxide) πκυΝ έθαδΝ κΝ δαζτ βμΝ κυΝ

αθα κζΫα Κu55933έΝΓδαΝ βθΝπλσεζβ βΝαθ δΰλαφδεκτΝstress αΝH1299 ετ αλαΝεαδΝ

βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝATR πλαΰηα κπκδάγβε ΝΫεγ βΝ ΝHU (Hydroxyurea, 2 mΜ) 

(Cat#127-07-1, Sigma-Aldrich) ΰδαΝβζΝh εαδΝεα σπδθΝ αΝετ αλαΝ υζζΫξγβεαθέΝΝΝ   

 

Γδα βθ απκ δυπβ β βμ TBP1 εαδ βμ TBP1IP ξλβ δηκπκδάγβεαθ siRNA duplexes 

[StealthTM Select RNAi, (  3 oζδΰκθκυεζ κ δ έπθ), Ιnvitrogen]. ΓδαΝ βθΝαθΪζυ βΝ

western blot βμ TBP1 εαδΝ βμΝ TBP1IP ξλβ δηκπκδάγβεαθΝ τκΝ ηκθκεζπθδεΪΝ
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αθ δ υηα αΝ πκθ δεκτΝ Ν αλαέπ βΝ ΰμη00 απσΝ βθ Abcam. Ν αε έθβΝ ΧπκζυεζπθδεσΝ

αθ έ πηαΝ ζαΰκτΝ Ν αλαέπ βΝ 1:1000 (Cat#4967, Cell Signaling Technology Inc.) 

ξλβ δηκπκδάγβε Ν πμΝ ηΪλ υλαμΝ δ σπκ βμΝ φσλ π βμΝ πθΝ δΰηΪ πθέΝ ΣαΝ

αθ δ λα άλδαΝ ΰδαΝ βθΝ απκ δυπβ βΝ βμΝCdc6 εαδ βμΝATΜΝ ΫξκυθΝ π λδΰλαφγ έΝ Ν

πλκβΰκτη θ μΝη ζΫ μΝ(Velimezi et al. 2013; Sideridou et al. 2011). Ν δαησζυθ βΝ

Ϋΰδθ Νξλβ δηκπκδυθ αμΝLipofectamine 2000 (Cat#11668027, Invitrogen).  

 

 

 

 

δεσθαΝ 1έΝ Western Blot αθΪζυ βΝ ΰδαΝ βθΝ πδί ίαέπ βΝ βμΝ παΰπΰάμΝ βμΝ

Ϋεφλα βμΝ βμΝp21 WAF1/Cip1Νπλπ θβμΝ αΝετ αλαΝSaosβ-p21CIP1/WAF1 Tet-

ON. Ν ε έηβ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝΫΰδθ Ν Ν λέαΝ δαφκλ δεΪΝξλκθδεΪΝ βη έαΝ πθΝΰβ,Νζκ,Ν

εαδΝλθΝπλυθΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝηΫ πΝπλκ γάεβμΝ κιυευεζέθβμΝ κΝγλ π δεσΝυζδεσέΝ

Χ«κff»Ν έθαδΝ βΝ εα Ϊ α βΝ εα ΪΝ βθΝ κπκέαΝ θΝ Ϋξ δΝ ΰέθ δΝ παΰπΰάΨέΝ Ν ί-αε έθβΝ

ξλβ δηκπκδάγβε ΝπμΝηΪλ υλαμΝσ δΝ αΝ έΰηα αΝΫξκυθΝδ κφκλ πηΫθαέΝΝ 
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έΰέβέΝ δα δεα έαΝευ αλκεαζζδΫλΰ δαμ  

 

ΚαζζδΫλΰ δαΝ 

 

Παέλθκυη ΝΫθαΝΰίίΪλδΝ λυίζέκΝίΪακυη ΝΰίΝmlΝγλ π δεσΝυζδεσΝπέξΝϊεϋεΝη ΝΰίΣΝ

όetalΝψovineΝSerumΝΧφ δΪξθ αδΝ αΝγίίΝmlΝ βθΝφδΪζβΨΝεαδΝ κΝ κπκγ κτη ΝΰδαΝ~ΰίΝ

minΝ κθΝ εζέίαθκΝ κυμΝ γιΝ °ωΝ ΰδαΝ θαΝ ηβθΝ έθαδΝ ελτκΝ κΝ γλ π δεσΝ εαδΝ αΝ ετ αλαΝ

υπκ κτθΝ stressέΝ ϋθαζζαε δεΪΝ γ ληαέθκυη Ν κζσεζβλβΝ βθΝ φδΪζβΝ κΝ υ α σζκυ λκΝ

ΰδαΝζέΰκέΝ φάθκυη Ν κΝ λυίζέκΝη Ν κΝγλ π δεσΝηΫ αΝ κΝhoodέΝ 

 

ΰΪακυη Ν βθΝ αηπκτζαΝ η Ν αΝ ετ αλαΝ απσΝ κυμΝ -κίΝ °ωΝη Ν κΝ υΰλσΝ Ϊαπ κΝεαδΝ βθΝ

ίκυ Ϊη Ν ΰδαΝ ζέΰκΝ κΝ υ α σζκυ λκΝ θαΝ ι παΰυ δΝ εδΝ Ϋπ δ αΝ απζΪΝ ξτθκυη Ν κΝ

π λδ ξση θσΝ βμΝ κΝ λυζέκΝ η Ν κΝ γλ π δεσέΝ θα τκυη Ν ζέΰκΝ η Ν κΝ ξΫλδΝ εαδΝ

η αφΫλκυη Ν κθΝεζέίαθκέΝ π δ άΝ έθαδΝβΝπλυ βΝηΫλαΝπκυΝαθκέΰκυη Ν βθΝαηπκτζαΝ

εαδΝβΝ δα δεα έαΝαυ άΝ έθαδΝ λ κΰσθκμΝΰδαΝ αΝετ αλαΝη Ναπκ Ϋζ ηαΝπκζζΪΝαπσΝ

αυ ΪΝ θαΝ π γΪθκυθ,Ν ηέαΝ Ν ηΫλαΝ η ΪΝ κΝ ΪθκδΰηαΝ βμΝ αηπκτζαμΝ εΪθκυη Ν αζζαΰάΝ κυΝ

γλ π δεκτΝυζδεκτέΝΘλυοδθκπκέβ βΝεΪθκυη Ναφάθκθ αμΝη κ δΪ βηαΝ κυζΪξδ κθΝγΝ

βη λυθΝαπσΝ βθΝεαζζδΫλΰ δαΝάΝ βθΝ ζ υ αέαΝγλυοδθκπκέβ βΝΰδα έΝ έθαδΝεδΝαυ άΝπκζτΝ

λ κΰσθκμέΝ 

 

Ό, δΝφδΪζβΝηπαέθ δΝ κΝ hoodΝο εΪα αδΝη Νϋtτώ,Ν αΝ ΰΪθ δαΝηαμΝ αΝο εΪακυη ΝεαδΝ

πέ βμΝ αΝ πυηα αΝ απσΝ δμΝ φδΪζ μΝ αΝ φλαΰέακυη Ν η Ν parafilmέΝ TαΝ εαπΪεδαΝ πθΝ

λυίζέπθΝ αΝαφάθκυη ΝπΪθ αΝαθΪπκ αΝεαδΝ θ ίΰΪακυη Ν αΝξΫλδαΝηαμΝπκζτΝΫιπΝαπσΝ

κΝ hoodέΝΜσζδμΝ ηπκτη Ν κΝ πηΪ δκΝ ίΰΪακυη Ν βθΝ ηπλέααΝ απσΝ κΝ UVΝ πηα έκυ,Ν

αθκέΰκυη Ν απσΝ αΝ Ν εκυηπδΪΝ κΝφπμΝ εαδΝ κθΝ αΫλαΝ κΝ hood,Ν αθκέΰκυη Ν κΝ hoodΝ η Ν

φκλΪΝαθ έ λκφβΝαπσΝαυ άΝ κυΝλκζκΰδκτΝεαδΝίΰΪακυη Ν βθΝηπλέααΝ κυΝUVΝ κυΝhoodΝ

εαδΝ κΝ ίΰΪακυη Ν ΫιπέΝ  κΝ ΫζκμΝ αθ έ λκφαΝ ιαθαίΪακυη Ν κΝ UVΝ κυΝ hoodΝ βθΝ

ηπλέααΝη Ν κΝπδ σζδΝθαΝεκδ Ϊ δΝ βθΝζΪηπα,Νεζ έθκυη Ν κΝhood,Νεζ έθκυη Ν κΝφπμΝεαδΝ

κθΝαΫλαΝεαδΝιαθαίΪακυη Ν βθΝηπλέααΝ κΝUVΝ κυΝ πηα έκυέΝ 
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ζζαΰάΝγλ π δεκτΝυζδεκτ 

 

ΚΪπκδαΝ ετ αλαΝ πκυΝ ΫξκυθΝ π γΪθ δΝ ηέαΝ ηΫλαΝ η ΪΝ κΝ ΪθκδΰηαΝ βμΝ αηπκτζαμΝ

πδπζΫκυθΝ ΧfloatingΝcellsΨέΝ πδπΫκθΝγΫζκυη ΝθαΝαπκηαελτθκυη Ν κΝαθαη δξγΫθ αΝη Ν

κΝ παζαδσΝ υζδεσΝ ϊεSτέΝ ΡκυφΪη Ν η Ν κΝ πδ κζΪεδΝ σζκΝ κΝ γλ π δεσΝ υζδεσΝ εαδΝ κΝ

π Ϊη Ν αΝΝwaste,ΝξπλέμΝαυ σΝθαΝ πβλ Ϊα δΝ αΝαπθ αθΪΝπλκ εκζζβηΫθαΝ κθΝπΪ κΝ

κυΝ λυίζέκυΝετ αλαΝΧadherentΝcellsΨέΝ 

 

ε ΪΝπαέλθκυη ΝηΝmlΝPψSΝΧ κΝΈΝ βμΝπκ σ β αμΝ κυΝγλ π δεκτΝυζδεκτΝπκυΝ έθαδΝΰίΝ

mlΨΝ αθα τκυη Ν ζέΰκ,Ν κΝ λαίΪη Ν η Ν κΝ πδ σζδΝ Χ κΝ πΪθπΝ εκυηπέΝ λκυφΪ δΝ εαδΝ κΝ

εΪ πΝ αφάθ δΨΝ εαδΝ κΝ απκλλέπ κυη έΝ Μ Ν ΪζζβΝ πδπΫ αΝ ΫζκμΝ ΰίΪλαΝ λέξθκυη Ν θΫκΝ

γλ π δεσΝυζδεσΝεαδΝη αφΫλκυη Ν κθΝεζέίαθκ. 

 

χθαθΫπ βΝευ αλκεαζζδΫλΰ δαμ 

 

ΰΪακυη Ν κΝ γλ π δεσΝ υζδεσΝ εαδΝ πλκ γΫ κυη Ν ηΝ mlΝ PψSΝ ΰδαΝ ΫθαΝ ιΫπζυηαΝ πλυ α,Ν

ίΰΪακυη Ν κΝPψSΝεαδΝίΪακυη ΝγΝmlΝγλυοέθβέΝ φάθκυη ΝθαΝπ λΪ κυθΝ~ηΝminΝηΫ αΝΝ

κθΝγΪζαηκΝθβηα δεάμΝλκάμ (hoodΨΝσ αθΝβΝ ιπ λδεάΝγ ληκελα έαΝ έθαδΝυοβζά άΝ

κθΝεζέίαθκ,Νη ΪΝη ΝηέαΝπδπΫ αΝεΪθκυη ΝπκζζαπζΫμΝαθαλλκφά δμΝ Ν εαδΝλέξθκυη Ν

υθα ΪΝ εαδΝ απσ κηαΝ εΪγ Ν φκλΪΝ βθΝ γλυοέθβΝ κθΝ πΪ κΝ υ Ν αΝ πλκ εκζζβηΫθαΝ

α λαε κ δ άΝ ετ αλαΝ απκεκζζβγκτθΝ εαδΝ θαΝ ΰέθκυθΝ λκΰΰυζΪΝ Χηδελκ εκπδεάΝ

παλα άλβ βΨΝεαδΝβΝγλυοέθβΝθαΝΰέθ δΝξαλαε βλδ δεΪΝγκζάέΝΝΝ 

 

Πλκ γΫ κυη ΝηΝmlΝγλ π δεσΝυζδεσ,Ναθα τκυη Ναθαλλκφυθ αμΝη Ν βθΝπδπΫ αέΧαζζδυμΝ

γαΝη αφ λγ έΝ αΝγυΰα λδεΪΝ λυίζέαΝησθκΝγλ π δεσΝξπλέμΝετ αλαΨΝεαδΝαπσΝ αΝκΝmlΝ

υθκζδεΪΝη αφΫλκυη Ν αΝβΝmlΝΧαλαέπ βΝΰμζΨΝ ΝθΫκΝ λυίζέκΝεαδΝ υηπζβλυθκυη Νη Ν

κΝmlΝγλ π δεσΝΧθαΝφ Ϊ δΝπΪζδΝ αΝΰίΝmlΝκΝ ζδεσμΝσΰεκμΨέΝΣΫζκμ,Νη αφΫλκυη Ν κθΝ

εζέίαθκέΝ ΪθΝ αΝ ετ αλαΝ θΝ έθαδΝ εαλεδθδεΪΝ πέξΝ δθκίζΪ μ εαδΝ αυιΪθκθ αδΝ πδκΝ

αλΰΪ,ΝίΪακυη ΝβΝΝmlΝγλυοέθβΝεαδΝεΪθκυη ΝΰμβΝαλαέπ βέΝ 
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Μδελκ εκπδεάΝπαλα άλβ β 

 

Μ ΪΝαπσΝ βθΝ εαζζδΫλΰ δαΝ Ν εαδΝ δμΝ αζζαΰΫμΝ κυΝ γλ π δεκτΝ παλα βλκτη Ν γΝ τπκυμΝ

ευ ΪλπθΝ μ 1. ετ αλαΝθ ελΪΝπκυΝη αεδθκτθ αδΝσ αθΝεκυθΪη ΝζέΰκΝ κΝ λυίζέκΝεαδΝ

υηπαλα τλκθ αδΝ η Ν κΝ υΰλσΝ γλ π δεσΝ υζδεσΝ ΧfloatingΝ cellsΨ, 2. πθ αθΪΝ ετ αλαΝ

βθΝ η σφα βΝ πκυΝ ζσΰπΝ βμΝ πλκ εσζζβ άμΝ κυμΝ ΧadherentΝ cellsΨΝ βθΝ πδφΪθ δαΝ

κυΝ λυίζέκυΝΫξκυθΝηέαΝα λαε κ δ άΝηκλφάΝεαδΝ3. πθ αθΪΝ δαδλκτη θαΝη αφα δεΪΝ

ετ αλαΝπκυΝΫξκυθΝηέαΝ λκΰΰυζ ηΫθβΝηκλφάΝΧroundedΝcellsΨ.  

 

ε Ν δμΝαζζαΰΫμΝ κυΝγλ π δεκτΝυζδεκτΝβΝεαζζδΫλΰ δαΝ έθαδΝ πδ υξάμΝσ αθΝ αΝετ αλαΝ

ΫξκυθΝ εαζτο δΝ σζβΝ βθΝ πδφΪθ δαΝ κυΝ λυίζέκυέΝ Μ Ν βθΝ γλυοδθκπκέβ βΝ σηπμΝ γαΝ

κτη Ν ε έθβΝ βθΝ δΰηάΝ αΝα λαε κ δ άΝετ αλαΝθαΝαπκεκζζυθ αδΝεαδΝθαΝΰέθκθ αδΝ

σζαΝ κυμΝ λσΰΰυζαΝ πδπζΫκθ αμΝ ΧfloatingΝ cellsΨΝ εαδΝ η ΪΝ απσΝ ηέαΝ άΝ τκΝ ηΫλ μΝ αΝ

α λαε κ δ άΝετ αλαΝ κΝ λυίζέκΝθαΝΫξκυθΝαθΪη ΪΝ κυμΝεΪπκδαΝε θΪέΝ 

 

ΦτζαιβΝευ ΪλπθΝηΫ πΝελυκ υθ άλβ βμΝ 

 

ΓδαΝΰίΝmlΝ έθαδμΝιΝmlΝγλ π δεσ,ΝβΝmlΝcryoόψSΝΧι ξπλδ σΝfalconΝ βθΝεα ΪουιβΨΝεαδΝ

ΰΝ mlΝ ϊεSτέΝ ΓδαΝ ηέαΝ αηπκτζαΝ πκυΝ γΫζ δΝ ΰ,ηΝ mlΝ φ δΪξθκυη Ν ηΝ mlΝ ευ ΪλπθΝ ΰδαΝ

ελυκ υθ άλβ β: γ,ηΝ mlΝ γλ π δεσ,Ν ΰΝ mlΝ cryoόψSΝ εαδΝ ί,ηΝ mlΝ άΝ ηίίΝ ηlΝ ϊεSτέΝ ΣαΝ

ετ αλαΝ ΰδαΝ ελυκ υθ άλβ βΝ α φ δΪξθκυη Ν Ν falconΝ πθΝ ΰηΝ mlΝ εαδΝ κΝ ΫζκμΝ

αθαεδθκτη Νη Ναθαλλκφά δμΝη Ν βθΝξδζδΪλαΝπδπΫ αέΝ 

 

Μ Ν βθΝπδπΫ αΝ πθΝΰίίίΝml ίΪακυη ΝηΫ αΝ κΝfalcon η Ν κΝέαβηαΝΰ,ηΝmlΝευ ΪλπθΝ

ΰδαΝ ελυκ υθ άλβ β εαδΝ εα σπδθΝ αθα αλΪ κυη Ν αΝ ετ αλαΝ η Ν κΝ λτΰξκμΝ βμΝ

πδπΫ αμΝεαδΝη ΝπκζζαπζΫμΝαθαλλκφά δμΝυ ΝθαΝαθαεα υγκτθΝ ΝσζκΝ κΝυΰλσΝεαδΝ

αυ σΝθαΝΰέθ δΝξαλαε βλδ δεΪΝγκζσέΝΜσζδμΝΰέθ δΝαυ σ,Νπαέλθκυη Νη Ν βθΝξδζδΪλαΝ βθΝ

πδπΫ αΝάΝη ΝηέαΝΝηΪλαΝΰυΪζδθβΝΰ,ηΝmlΝεαδΝ κΝλέξθκυη Ν βθΝαηπκτζαΝη Νπλκ κξάΝθαΝ

ηβθΝ πδηκζυθγ έΝ κΝπυηαΝ βμέΝΝ 

 

ΓλΪφκυη Ν βθΝ δεΫ αΝ βμΝ Χβη λκηβθέαΝ βηδκυλΰέαμΝ εαδΝ ευ αλδεάΝ δλΪΨΝ εαδΝ βθΝ

υζέΰκυη Νη ΝπκζζΫμΝ λυ δμΝξαλ δκτΝεαδΝ αδθέαΝΰδαΝαπκφυΰάΝ πδησζυθ βμέΝ 
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Σκπκγ κτη Ν ΰδαΝ βίΝminΝ βθΝ εα ΪουιβΝ κυΝ ουΰ έκυ,Ν βΝ ηΫλ μΝ κυμΝ -κίΝ ºωΝ κθΝ

εα αοτε βΝ εαδΝ η ΪΝ βΝ αηπκτζαΝ κπκγ έ αδΝ κΝ υΰλσΝ Ϊαπ κ,Ν α δαεΪ ΰδαΝ

πλκ αληκΰάΝΰδα έΝαζζδυμΝ αΝετ αλαΝγαΝπ γΪθκυθΝαπσΝshockέΝ 

 

Παλα ε υάΝγλ π δεκτΝυζδεκτ 

 

ΓδαΝηίίΝmlΝγλ π δεσΝβΝαθαζκΰέαΝ έθαδμ 

 

365 ml WFI (water for injection)  

  50 ml FBS κλσμ  

  50 ml DMEM 

  20 ml Na bicarbonate (λτγηδ β κυ pH) 

  10 ml L-ΰζκυ αηέθβ 

    5 ml penicillin/streptomycin 

500 ml 

 

-ΣαΝλέξθκυη Νεα ΪΝπλκ έηβ βΝη Ναυ άθΝ βΝ δλΪΝ βθΝηπκυεΪζαΝεαδΝαθα τκυη Ν κΝ

ΫζκμΝη ΝηέαΝβηΪλαΝπδπΫ αέ 

 

ΓδαΝΰΝδΝ έθαδΝκδΝ δπζΫμΝπκ σ β μέΝΝ 

 

Παλα ε υάΝ ή κμΝPψS 

 

ΓδαΝθαΝφ δΪικυη ΝPψSΝ ήηαΝξλβ δηκπκδκτη Ν δμΝ αηπζΫ μΝπκυΝβΝεΪγ ΝηέαΝαθ δ κδξ έΝ

ΰδαΝπαλα ε υάΝβίίΝmlΝ ή κμΝΰxέΝυθάγπμΝλέξθκυη ΝΰδαΝθαΝΫξκυη ΝβΝ αηπζΫ μΝ ΝζίίΝ

mlΝ εαδΝ αΝ ίΪακυη Ν η Ν ηαΰθβ ΪεδΝ θαΝ αθα τκθ αδΝ έξπμΝ γΫληαθ βΝ ΰδα έΝ η ΪΝ κΝ

ηπκυεΪζδΝγαΝαπκ δλπγ έΝεαδΝγαΝηπ δΝ κΝουΰ έκέΝ 

 

Πλκ κδηα έαΝ πθΝευ ΪλπθΝΰδαΝ εξτζδ βΝπλπ θβμΝ 

 

δΪακυη Ν Ν όalconΝ κΝ υζδεσΝ απσΝ αΝ βΝ xΰίίΝ έ δαΝ λυίζέαΝ Χ υζζκΰάΝ κυΝ

υπ λε έη θκυΝ πθΝευ ΪλπθΨΝεαδΝίΪακυη ΝPψSΝ αΝ λυίζέαΝσ κΝπ λέπκυΝά αθΝεαδΝ κΝ

γλ π δεσέ Ξτθκυη Ν η Ν κΝ scraperΝ ΧπλκμΝ αΝ εΪ πΝ εαδΝ ηπλσμΨΝ ΰλάΰκλαΝ ΰδα έΝ αΝ
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ετ αλαΝ έθαδΝ ε σμΝ οτιβμΝ εαδΝ σ αθΝ κτη Ν σ δΝ ι εκζζά κυθΝ αΝ α δΪακυη Ν κΝ

αθ έ κδξκΝόalconΝΧ υζζκΰάΝ κυΝpelletΝ πθΝευ ΪλπθΨέΝΚαγαλέακυη Νη Νξαλ ΪεδΝεαδΝ

70% EtOH κΝscraperΝσ αθΝΫξκυη ΝθαΝιτ κυη ΝΪζζκΝ έ κμΝ λυίζέκυέ 

 

KαγυμΝΰδαΝ βθΝφυΰκεΫθ λβ βΝγΫζκυη ΝαθΪΝ α τΰβΝθαΝ έθαδΝ δ σπκ αΝ αΝ Ν όalconΝ κΝ

ΫζκμΝ υηπζβλυθκυη ΝσπκδαΝεαδΝαθΝξλ δΪα αδΝη ΝPψSέ Φυΰκε θ λκτη ΝσξδΝ Νάπδ μΝ

υθγάε μΝ ΰδα έΝ αΝ ετ αλαΝ έθαδΝ θ ελΪΝ κΝ θίΣΝ Χ~ζίίίΝ λκφΫμΨΝ ΰδαΝ ηΝ minέΝ

πκξτθκυη Ν κΝυπ λε έη θκΝΰλάΰκλαΝεαδΝη ΝΫθαΝαπσ κηκΝ έθαΰηαΝεαδΝφυζζΪ κυη Ν

αΝ ετ αλαΝπμΝ έαβηαΝ κυμΝ -80°ωΝ κθΝεα αοτε β,Ν Ϋξκθ αμΝ πΪθ κ Ν βη δυ δΝ αΝ

Falcon.   

 

έΰέγέΝΣκΝ τ βηαΝTet-ON  

 

θΪη αΝ αΝ πδκΝ βηκφδζά,Ν ηπκλδεΪΝ δαγΫ δηαΝ υ άηα αΝ βθΝ αΰκλΪΝ ΰδαΝ βθΝ

παΰυΰδηβΝ Ϋεφλα βΝηέαμΝ εα Ϋ αμΝ έθαδΝ κΝTet-ON ηααέΝ η Ν κΝ παλαπζά δκΝTet-Off 

τ βηαΝ πκυΝ δα έγ αδΝ απσΝ βθΝ αδλέαΝ Clontech Inc.  κΝ ίαε άλδκ E. coli βΝ

πλπ θβΝ κυΝεα α κζΫα Tet (TetR) λυγηέα δΝαλθβ δεΪΝ βθΝΫεφλα βΝ πθΝΰκθδ έπθΝ

θσμΝ κπ λκθέκυΝ αθγ ε δεσ β αμΝ βθΝ λαευεζέθβΝ πκυΝ ίλέ ε αδΝ πΪθπΝ κΝ

λαθ πκασθδκΝTn10.  TetR ηπκ έα δΝ βθΝη αΰλαφάΝ πθΝ ΰκθδ έπθΝ κυΝ κπ λκθέκυΝ

ηΫ πΝ πλσ βμΝ κθΝ ξ δλδ άΝ Χoperator) tet άΝ αζζδυμΝ tetO απκυ έαΝ βμΝ

λαευεζέθβμΝΧTc). ΝTetR εαδΝ κΝcis κδξ έκΝ κυΝtetO απκ ζκτθΝ βθΝίΪ βΝεαδΝ βθΝ

κυ έαΝ βμΝ λτγηδ βμΝ βμΝ « παΰυΰδηβμΝ Ϋεφλα βμ»Ν αΝ ευ αλδεΪΝ υ άηα αΝ

γβζα δευθέΝ ΣκΝ τ βηαΝ Tet-On έθ δΝ κυμΝ λ υθβ ΫμΝ βθΝ δεαθσ β αΝ βμΝ

ζ ΰξση θβμΝ ΰκθδ δαεάμΝ Ϋεφλα βμΝ Ν υοβζσΝίαγησ,Νσππμ αλξδεΪΝπ λδΰλΪφβε ΝαπσΝ

κθΝGossen εαδΝ κυμΝ υθα ΫζφκυμΝ κυΝ κΝ ΰλληέΝ  κΝ τ βηαΝTet-On βΝ ΰκθδ δαεάΝ

Ϋεφλα βΝ πΪΰ αδΝσ αθΝ κΝγλ π δεσΝηΫ πΝπλκ γ έΝβΝ κιυευεζέθβΝΧDox) πκυΝ έθαδΝ

παλΪΰπΰκΝ βμΝTcέΝ ΣκΝ θΝ ζσΰπΝευ αλδεσΝ τ βηαΝ πδ λΫπ δΝ βθΝ αυ βλάΝλτγηδ βΝ

βμΝ Ϋεφλα βμΝ θσμΝ πδγυηβ κτΝ ΰκθδ έκυΝ Ν απσελδ βΝ Ν δΪφκλ μΝ υΰε θ λυ δμΝ

Dox.    

 

H πλυ βΝελέ δηβΝ υθδ υ αΝ κυΝ υ άηα κμΝTet-On έθαδΝηέαΝλυγηδ δεά πλω θβ 

πκυΝία έα αδΝ βθΝφδζκ κφέαΝ βμΝζ δ κυλΰέαμΝ βμ TetRέΝυΰε ελδηΫθα,Ν κΝ τ βηαΝ

Tet-On βλέα αδΝ βθΝ πλπ θβΝ «αθΪ λκφκμΝ εα α κζΫαμ Tet (reverse Tet 
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repressor, rTetRΨΝ βΝ κπκέαΝ βηδκυλΰάγβε Ν ηΫ πΝ ΪλπθΝ αηδθκιδευθΝ

υπκεα α Ϊ πθΝ βθΝTetRέΝ Ν ΝTetR αθ δ κδξ έΝ βθΝtTA (tetracycline-controlled 

transactivator) ηέαΝ υθγ δεάΝ ξδηαδλδεάΝ πλπ θβ 37-kDa πκυΝ πλκετπ δΝ απσΝ βθΝ

τθ βιβΝ πθΝαηδθκιΫπθΝ1–207 βμ TetR εαδΝΰβιΝαηδθκιΫπθΝ κυΝC- ζδεκτΝΪελκυΝ βμΝ

κηάμΝ θ λΰκπκέβ βμΝ Χactivation domain, AD) κυΝ λαθ θ λΰκπκδβ άΝ VP16 κυΝ

λπβ κ κτ HSV-1 (Herpes simplex virus-1), ζ δ κυλΰυθ αμΝ Ϋ δΝ πμΝ η αΰλαφδεσμΝ

θ λΰκπκδβ άμΝ παλΪΝ πμΝ εα α κζΫαμ ( δεσθαΝ β)έΝ Ν πλκετπ κυ αΝ πλπ θβ,Ν β 

rtTA(reverse tTA),Ν επ δεκπκδ έ αδΝ απσΝ κΝ λυγηδ δεσ πζα ηέ δκ pTet-On πκυΝ

πδπζΫκθΝ έθαδΝ ξ δα ηΫθκΝθαΝφΫλ δΝεαδΝεΪπκδκΝΰκθέ δκΝαθγ ε δεσ β αμΝ ΝΫθαΝάΝ τκΝ

αθ δίδκ δεΪέΝΝΝΝΝ 

 

Ν τ λβΝελέ δηβΝ υθδ υ αΝ κυΝ υ άηα κμΝTet-ON έθαδΝ κΝπζα ηέ δκ απσελδ βμ 

κΝκπκέκΝ εφλΪα δΝ κΝΰκθέ δκΝπκυΝηαμΝ θ δαφΫλ δΝ(Gene X άΝ“gene of interest”,ΝGOI) 

υπσΝ κθΝ Ϋζ ΰξκΝ θσμΝ cis κδξ έκυΝ απσελδ βμΝ βθΝ λαευεζέθβ,Ν κ TRE 

(tetracycline-response elementΨέΝ Ν αδλέαΝ Clontech Inc. παλΫξ δΝ ηέαΝ δλΪΝ απσΝ

δαφκλ δεκτμΝ φκλ έμΝ απσελδ βμΝ ΰδαΝ αΝ υ άηα αΝ TetέΝ ΓδαΝ παλΪ δΰηα,Ν κΝ

πζα ηέ δκΝpTRE εαδΝ αΝπαλΪΰπΰΪΝ κυΝπ λδΫξκυθΝ κΝ κδξ έκΝTRE πκυΝαπκ ζ έ αδΝ

απσΝ π ΪΝ παθαζάο δμΝηδαμΝ αζζβζκυξέαμΝ42-bp εαδΝ π λδΫξ δΝ κθΝ tetO αελδίυμΝπλδθΝ

απσΝ κθΝυπκεδθβ άΝPminCMV (minimal CMV promoterΨέΝΟΝυπκεδθβ άμΝPminCMV 

λ έ αδΝ πθΝ δ ξυλυθΝ θδ ξυ υθΝπκυΝίλέ εκθ αδΝφυ δκζκΰδεΪΝ κθΝ IE (immediate 

earlyΨΝ υπκεδθβ άΝ κυΝ ευ αλκη ΰαζκ κτέ π δ άΝ απκυ δΪακυθΝ αυ ΪΝ αΝ cis κδξ έαΝ

υπΪλξ δΝ ιαδλ δεΪΝξαηβζάΝΫεφλα βΝΧ« δαλλκά»ΨΝ κυΝΰκθδ έκυ Gene X απκυ έαΝ βμΝ

Tc (www.clontech.com).    

 

έθαδΝ βηαθ δεσΝ θαΝ βη δπγ έΝ ππμΝ ΰδαΝ θαΝ ΰεαγδ λυγ έΝ ηέαΝ Ϋ κδαΝ παΰυΰδηβΝ

ευ αλδεάΝ δλΪΝ έθαδΝ αθαΰεαέαΝ θαΝ πλαΰηα κπκδβγ έΝ δπζάΝ δαησζυθ βΝ πθΝ

ευ ΪλπθΝ πκυΝ θ δαφΫλκυθέΝ ΠαλσζαΝ αυ Ϊ,Ν βΝ Clontech Inc. πλκ φΫλ δΝ δΪφκλ μΝ

ευ αλδεΫμΝ δλΫμΝ πκδεέζβμΝ πλκΫζ υ βμΝ πκυΝ έθαδΝ ησθδηαΝ δαηκζυ ηΫθ μΝ η Ν φκλ έμΝ

υπ τγυθκυμΝΰδαΝ βθΝπαλαΰπΰάΝ βμΝλυγηδ δεάμΝπλπ θβμέΝ δ,ΝκδΝ λ υθβ ΫμΝηΫθ δΝ

ησθκΝ θαΝ πλαΰηα κπκδά κυθΝ ηέαΝ δαησζυθ βΝ έ Ν παλκ δεάΝ έ Ν ησθδηβΝ η Ν κΝ

πζα ηέ δκΝ απσελδ βμΝ πκυΝ φΫλ δΝ κ Gene X υπσΝ κθΝ Ϋζ ΰξκΝ κυΝ κδξ έκυΝTRE κΝ

κπκέκΝεαδΝεαγδ ΪΝ βθΝΫεφλα βΝ παΰυΰδηβέΝ 

 

http://www.clontech.com/
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                                  ΣκΝ τ βηαΝTet-ON  

 

  

 

 

EδεσθαΝ β. λξΫμΝ ζ δ κυλΰέαμΝ κυΝ υ άηα κμΝ Tet-ON. Ο «αθΪ λκφκμ» 

εα α κζΫαμ Tet (rTetR) φΫλ δ 4 αηδθκιδεΫμ υπκεα α Ϊ δμ πκυΝαθ δ λΫφκυθ βθΝ

απσελδ άΝ κυΝ βθΝ Dox υΰελδ δεΪΝ η Ν βθΝ απσελδ βΝ βμΝ TetR. Tκ λυγηδ δεσ 

πζα ηέ δκ έθαδ ξ δα ηΫθκ εα Ϊ Ϋ κδκθ λσπκ πκυ παλΪΰ δ ηέα ξδηαδλδεά πλπ θβ 

βθΝ rtTA απκ ζκτη θβΝ απσΝ βθΝDNA-πλκ Ϋθκυ αΝ κηάΝ βμ rTetR εαδΝ βθΝ κηάΝ

θ λΰκπκέβ βμ (activation domain,Ν D) βμΝδρεάμΝVP16. Ό αθ α κδξ έα trans (rtTA 

πκυ παλΫξ αδ απσ κ λυγηδ δεσ πζα ηέ δκ) εαδ α cis ( κ Gene X εζπθκπκδβηΫθκ 

γ’Ν κυ TRE πκυΝπαλΫξ αδΝαπσΝ κΝπζα ηέ δκΝαπσελδ βμ) κυΝ παΰυΰδηκυ υ άηα κμ 

έθαδΝπαλσθ αΝ κθΝπυλάθαΝ πθΝ δαηκζυ ηΫθπθΝευ Ϊλπθ, βΝΫεφλα βΝ κυ Gene X 

πΪΰ αδΝ ησθκΝ σ αθΝ κΝ αθ δίδκ δεσΝ Dox πλκ γ έΝ κΝ γλ π δεσΝ ηΫ κ 

(www.clontech.com). 

http://www.clontech.com/
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έβέΝ ΠΫοβΝ πλπ ρθυθΝ εαδΝ άηαθ βΝ η Ν αΝ αθ δ λα άλδαΝ 

         iTRAQ  

 

έβέΰέΝΠΫοβΝεαδΝ άηαθ βΝ 

 

TαΝ ευ αλδεΪΝ δαάηα αΝ δαζυ κπκδάγβεαθΝ Ν βίίΝ uδΝ bufferΝ δαζυ κπκέβ βμΝ ίέηΝεΝ

TϋχψΝ Χ δεαλίκθδεσΝ λδ γυζαηηυθδκΨ,Ν ίέίηΝ ΣΝ SϊSΝ η Ν ε αηΫθβΝ αθΪ υ βΝ Ν

vortex,ΝηΝminΝγΫληαθ βΝ κυμΝλίΝ°ωΝεαδΝκηκΰ θκπκδάγβε  ηΫ πΝπαζηδεάμΝ επκηπάμΝ

υπ λάξπθΝΰδαΝβίΝsecέΝTαΝηβΝ δαζυ κπκδβηΫθαΝευ αλδεΪΝγλατ ηα αΝ δαξπλέ βεαθΝ

απσΝ κΝπλπ ρθδεσΝ δΪζυηαΝη ΝφυΰκεΫθ λβ βΝ αΝΰγ,ίίίΝrpmΝforΝΰίΝminέΝΓδαΝεΪγ Ν

έΰηαΝ ηέαΝ υθκζδεάΝ πκ σ β αΝ πλπ θβμΝ ΰίίΝ ηgΝ η λάγβε Ν η Ν βθΝ κεδηα έαΝ

Bradford (Bio-RadΝ ProteinΝ χssayΨΝ τηφπθαΝ η Ν δμΝ κ βΰέ μΝ κυΝ εα α ε υα άΝ εαδΝ

αλαδυγβε Νη Ν βθΝπλκ γάεβΝbufferΝ δαζυ κπκέβ βμΝΫπμΝΫθαθΝ ζδεσΝσΰεκΝβίΝηδέΝΝΝΝ 

 

Ν αθαΰπΰάΝ πθΝ δ κυζφδ δευθΝ ηυθΝ ευ θβμΝ πλαΰηα κπκδάγβε Ν η Ν βθΝ

πλκ γάεβΝβΝηδΝ κυΝαθαΰπΰδεκτΝπαλΪΰκθ αΝTωϋPΝ ( λδμ-2-εαλίκιυη γυζκφπ φέθβΨ 

αεκζκυγκτη θβμΝαπσΝΰΝhΝ πυα βΝ Ν υ ε υάΝγΫληαθ βμΝ κυμΝθίΝ°ωέΝΣαΝεα ΪζκδπαΝ

ευ θβμΝ «απ θ λΰκπκδάγβεαθ»Ν η Ν βθΝ πλκ γάεβΝ ΰΝ ηδΝ βίίΝ mεΝ εεTSΝ

Χη γαθκγ δκ κυζφκθδεσΨΝ Ν δ κπλκπαθσζβΝεαδΝ πυα βΝΰδαΝΰίΝminΝ Νγ ληκελα έα 

πηα έκυέ 

 

ΣαΝ έΰηα αΝαλαδυγβεαθΝη ΝΰζΝηδΝαπ αΰηΫθκΝθ λσΝεαδΝπλκ Ϋγβε Ν δΪζυηαΝθΝηδΝ

γλυοέθβμΝ υοβζάμΝ εαγαλσ β αμ,Ν θαυηδεάμΝ λα δεσ β αμΝ εαδΝ εζ ε δεσ β αμΝ

proteomicsΝ gradeΝ trypsinΝ ΧRocheΝ ϊiagnosticsΨΝ εα ΪζζβζβμΝ ΰδαΝ π δλΪηα αΝ

πλπ κηδεάμΝ υΰεΫθ λπ βμΝηίίΝngήηδΝΰδαΝκζκθτε δαΝπΫοβΝ κυμΝγιΝ°ωέΝ θαμΝσΰεκμΝ

ηίΝηδΝδ κπλκπαθσζβμΝπλκ Ϋγβε Ν ΝεΪγ Νφδαζέ δκΝη Ναθ δ λα άλδκΝiTRχQΝκplexΝ

εαδΝ η ΪΝ απσΝ αθΪ υ βΝ vortexΝ κΝ π λδ ξση θκΝ κυΝ εΪγ Ν φδαζδ έκυΝ iTRχQΝ

η αφΫλγβε Ν Ν εΪγ Ν πζάθαΝ έΰηα κμΝ τηφπθαΝ η Ν βθΝ αλέγηβ βΝ εαδΝ βθΝ

αθαπαλΪ α βΝ βμΝ δεσθαμΝ γέΝ Ν αθ έ λα βΝ άηαθ βμΝ κζκεζβλυγβε Ν θ σμΝ

δα άηα κμΝ βΝ hΝ Ν γ ληκελα έαΝ πηα έκυ,Ν αΝ έΰηα αΝ υζζΫξγβεαθΝ εαδΝ κΝ

υθκζδεσΝ ηέΰηαΝ ξπλέ βε Ν Ν τκΝ έ αΝ ηΫλβΝ πκυΝ υπΫ β αθΝ ιάλαθ βΝ η Ν

φυΰκε θ λδεσ υηπυεθπ άΝ SpeedΝ VacέΝ Σα τκΝ παθκηκδσ υπαΝ π π δ δεΪΝ έΰηα αΝ
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απκγβε τγβεαθΝ κυμΝ -βίΝ°ωΝΫπμΝ βθΝξλπηα κΰλαφδεάΝεζα ηΪ π βΝη Ν δμΝ ξθδεΫμΝ

ξλπηα κΰλαφέαμΝ υοβζκτ-pώΝ αθΪ λκφβμΝ φΪ βμΝ Χhigh-pώΝReverseΝ Phase,Ν RPΨΝ εαδΝ

υ λκφδζδεάμΝαζζβζ πέ λα βμΝΧώydrophilicΝInteractionΝωhromatography, HILIC). 

 

 

δεσθαΝ γ. ΝλκάΝ λΰα έαμΝΰδαΝ βθΝπλπ πηδεάΝαθΪζυ βέ 

 

έβέβέ Νπλπ πηδεάΝηΫγκ κμΝiTRAQ 

 

OδΝπλπ πηδεΫμΝ λα βΰδεΫμΝ άηαθ βμΝδ κ σππθΝσππμΝβΝICAT (Isotope-Coded 

χffinityΝ TagsΨΝ εαδΝ βΝ SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell 

Culture) δαελέθκθ αδΝαπσΝηέαΝδ δαδ λσ β αΝ κΝ πέπ κΝ βμΝπκ κ δεκπκέβ βμΝηΫ πΝ

βμΝ ε έηβ βμΝ βμΝ δαφκλΪμΝ ηΪααμΝ τ λαΝ απσΝ βθΝ άηαθ βέΝ ΤπΪλξκυθΝ σηπμΝ

βηαθ δεκέΝ π λδκλδ ηκέΝ δμΝ ξθδεΫμΝ αυ ΫμέΝ Ν ΫθθκδαΝ βμΝ δαφκλΪμΝ ηΪααμΝ ΰδαΝ

πκζζκτμΝπλαε δεκτμΝζσΰκυμΝπ λδκλέα αδΝ ΝΫθαΝ δπζσΝ Χ2-plexΨΝ Ναθ δ λα βλέπθΝ

εαδΝ αυ σΝ εαγδ ΪΝ βθΝ τΰελδ βΝ πκζζαπζυθΝ «εα α Ϊ πθ»Ν Χ βζέΝ π δλαηα δευθΝ

υθγβευθΨΝ ΫθαΝ τ εκζκΝ ΰξ έλβηαέΝ ΣκΝ βίίζ,Ν κΝ Ross εαδΝ κδΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝ

αθΫπ υιαθΝηέαΝη γκ κζκΰέαΝ δ κίαλκτμΝ άηαθ βμ,Ν βθΝζ ΰση θβΝ«iTRAQ» (isobaric 

Tag for Relative and Absolute Quantitation) εαγδ υθ αμΝ βθΝ αυ σξλκθβΝαθΪζυ βΝ

 

Week 1 

  

  

  

  

  

  

  

No 
treatment 
p21WAF1/Cip1 
induction 

0 12h 48h Time points 96h 

0W1 

12W1 

48W1 

96W1 

Week 2 (biological replicates) 

  

  

  

  

  

  

  

No treatment 

p21WAF1/Cip1 
induction 

0 12h 48h Time points 96h 

0W2 

12W2 

48W2 

96W2 

 

 

iTRAQ 
116 

iTRAQ 115 

iTRAQ 
114 

iTRAQ 113 

HILIC 

• nano-UPLC-RP-ESI-
LC-MS/MS  

       (Orbitrap Elite) 

• Data processing  
       (Proteome Discoverer 1.3) 

• Statistical analysis 

•

High pH RP 

iTRAQ 
121 

iTRAQ 119 

iTRAQ 118 

iTRAQ 117 

MIX 
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πκζζαπζυθΝ δΰηΪ πθΝ βζέΝ βθΝ πκ κ δεκπκέβ βΝ θσμΝ ζ-plex Ν δαφκλ δευθΝ

πλπ ρθδευθΝ δΰηΪ πθΝ φδε άέΝΚα ΪΝ βθΝαθΪζυ βΝiTRAQ ξλβ δηκπκδκτθ αδΝΰδαΝ βθΝ

άηαθ βΝ δ κίαλάΝ αθ δ λα άλδαέΝ ΣΫ κδαΝ αθ δ λα άλδαΝ απκ ζκτθ αδΝ απσΝ α) ΫθαΝ

group αθαφκλΪμΝ Χreporter groupΨΝ ία δ ηΫθκΝ βθΝ N-η γυζκπδπ λααέθβ,Ν ί) ΫθαΝ

εαλίκθυζδεσΝ group « ιδ κλλσπβ βμ»Ν βμΝ ηΪααμΝ εαδΝ ΰ) ΫθαΝ group πκυΝ αθ δ λΪΝ η Ν

π π έ δα·Ν ΫθαθΝ ΫλαΝNHS (N-hydroxy succinimide). Ν υθκζδεάΝ ηΪααΝ κυ group 

αθαφκλΪμΝ εαδΝ κυ group ιδ κλλσπβ βμΝ θσμΝ ηκλέκυΝ δα βλ έ αδΝ αγ λάΝ

ξλβ δηκπκδυθ αμΝ δαφκλδεσΝ δ κ κπδεσΝ ηπζκυ δ ησΝ η Ν Ϊ κηαΝ 13
C, 

15
N, εαδ 18

O 

( δεσθαΝ ζέA, B). ΣκΝgroup αθαφκλΪμΝευηαέθ αδΝ βθΝηΪααΝαπσΝ114.1 to 117.1 m/z      

θυΝ κ group ιδ κλλσπβ βμΝ πκδεέζ δΝ βθΝηΪααΝαπσΝ28 Ϋπμ 31 Da κτ πμΝυ ΝβΝ

υθκζδεάΝηΪααΝ θαΝπαλαηΫθ δΝ αγ λάΝ ΰδαΝ εΪγ Ν ΫθαΝαπσΝ αΝ ζΝαθ δ λα άλδαέΝΌ αθΝ

αθ δ λΪ δΝη ΝΫθαΝπ π έ δκ,ΝβΝ δεΫ αΝ άηαθ βμΝΧtag) ξβηα έα δΝΫθαθΝαηδ δεσΝ ησΝ

η Νκπκδα άπκ Νπ π δ δεάΝΝ 2 κηΪ αΝΧ έ ΝΝ- ζδεάΝ έ Ν ΝαηέθβΝζυ έθβμΨέΝ υ κέΝκδΝ

αηδ δεκέΝ ηκέΝ δα πυθ αδΝεα ΪΝπαλσηκδκΝ λσπκΝη Ν κυμΝπ π δ δεκτμΝ ηκτμΝσ αθΝ

υπσε δθ αδΝ Ν δα δεα έαΝ CID (Collision-Induced Dissociation) σπκυΝ δκθδ ηΫθαΝ

π π έ δαΝ Νφα ηα κη λέαΝηΪααμΝ δα πυθ αδΝ ΝαηδθκιΫαΝηΫ πΝκυ Ϋ λπθΝηκλέπθΝ

σππμΝ κΝαλΰσέΝΝΝ 

 

θαΝ ηέΰηαΝ ΪλπθΝ παθκηκδσ υππθΝ π π δ έπθΝ κΝ εαγΫθαΝ βηα ηΫθκΝ η Ν ΫθαΝ

δαφκλ δεσΝ ηΫζκμΝ κυΝ group αθαφκλΪμΝ ηφαθέα αδΝ αθΝ ΫθαΝ απζσΝ πλσ λκηκΝ δσθΝ

βθΝ φα ηα κη λέαΝ ηΪααμΝ Χπαθκηκδσ υπκ m/z). Μ ΪΝ βθΝ δα δεα έαΝ CID, αΝ ζΝ

δσθ αΝ κυΝ group αθαφκλΪμΝ ηφαθέακθ αδΝ πμΝ υΰε ελδηΫθ μΝ ηΪα μΝ τλκυμΝ 114–117 

DaέΝ ΌζαΝ αΝ ΪζζαΝ δκθ δεΪΝ γλατ ηα αΝ πκυΝ έθαδΝ ξλά δηαΝ απσΝ ΪπκοβΝ πζβλκφκλέαμΝ

ξ δεΪΝ η Ν βθΝ αζζβζκυξέαΝ Χb-, y-, etc.) παλαηΫθκυθΝ δ κίαλάΝ εαδΝ αΝ η ηκθπηΫθαΝ

άηα αΝ δκθ δεκτΝ λ τηα κμΝ ΧΫθ α βΝ άηα κμΨΝ έθαδΝ αγλκδ δεΪέΝ υ σΝ δ ξτ δΝ αεσηαΝ

εαδΝ ΰδαΝ αΝ π π έ δαΝ πκυΝ έθαδΝ βηα ηΫθαΝ σ κΝ κΝ Ν- ζδεσΝ ΪελκΝ σ κΝ εαδΝ δμΝ

πζ υλδεΫμΝ κηΪ μΝ ζυ έθβμΝ σ κΝ εαδΝ ΰδαΝ αΝ π π έ δαΝ πκυΝ π λδΫξκυθΝ π λδεΪΝ

εα ΪζκδπαΝ ζυ έθβμΝ ζσΰπΝ α ζκτμΝ πΫοβμΝ η Ν γλυοέθβέΝ πκηΫθπμ,Ν βΝ ξ δεάΝ

υΰεΫθ λπ βΝ πθΝ π π δ έπθΝ ε δηΪ αδΝ ίΪ βΝ πθΝ ξ δευθΝ θ Ϊ πθΝ κυΝ άηα κμΝ

πθΝαθ έ κδξπθΝδσθ πθΝαθαφκλΪμέΝ Ναθ έγ βΝη Ν βθΝ ξθδεάΝICAT εαδΝπαλσηκδ μΝ

ξθδεΫμΝ άηαθ βμΝ δαφκλΪμΝ ηΪααμ,Ν βΝ πκ κ δεκπκέβ βΝ βθΝ ηΫγκ κΝ iTRAQ 

πλαΰηα κπκδ έ αδΝ κΝ Ϊ δκΝ βμΝ δα κξδεάμΝφα ηα κη λέαμΝηΪααμΝΧMS/MSΨΝπαλΪΝ

κΝ Ϊ δκΝ βμΝMSέΝ μΝ βη δπγ έΝππμΝαθ έγ αΝη Ν βθΝMS,ΝβΝMS/MS π λδζαηίΪθ δΝ
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βθΝ δΪ πα βΝ ηΫ πΝ CID κυΝ δκθδ ηΫθκυΝ π π δ έκυΝ Ν αηδθκιΫα,Ν παλΫξκθ αμ Ϋ δΝ

πζβλκφκλέαΝΰδαΝ βθΝπλπ κ αΰάΝαζζβζκυξέαΝ κυΝπ π δ έκυΝ(Ross et al. 2004).     

 

Μ ΝΪζζαΝζσΰδα,Νβ iTRAQ παλΫξ δΝπζβλκφκλέαΝησθκθΝ κΝσοδηκΝ Ϊ δκΝ βμΝMS/MS 

( δεσθαΝ ζέD), εαγυμΝ κΝ φΪ ηαΝ MS υΰε ελδηΫθαΝ παθκηκδσ υπαΝ π π έ δαΝ πκυΝ

πλκΫλξκθ αδΝαπσΝ δαφκλ δεΫμΝ«εα α Ϊ δμ»Ν βθΝεαζζδΫλΰ δαΝεαδΝ έθαδΝ δαφκλδεΪΝ

βηα ηΫθαΝη Ν υΰε ελδηΫθ μΝ δεΫ μΝδ κίαλυθΝκηα κπκδκτθ αδΝα δαελέ πμΝηααέΝπμΝ

ΫθαΝ«πλσ λκηκΝδσθ»ΝεαδΝαθ δ κδξκτθΝ βθΝέ δαΝεκλυφάΝ κυΝφΪ ηα κμΝMS. Παλ’ΝσζαΝ

αυ ΪΝ  αυ σΝ κΝ έ κμΝ εκδθάμΝ εα βΰκλδκπκέβ βμΝ παθκηκδσ υππθΝ π π δ έπθΝ απσΝ

δαφκλ δεΫμΝπβΰΫμΝ έθαδΝπκυΝεαγδ ΪΝ υθα άΝ βθΝ αυ σξλκθβΝαθΪζυ βΝπκζζαπζυθΝ

δΰηΪ πθ,Ν π δ άΝη δυθ δΝκυ δα δεΪΝ βθΝπκζυπζκεσ β ΪΝ κυμέΝΚΪγ Ν ΫθαΝπ π έ δκΝ

πκυΝ βηαέθ αδΝη ΝηέαΝαπσΝ δμΝ Ϋ λδμΝ δεΫ μΝ δαγΫ δΝ βθΝέ δαΝ«εα ’Νσθκηα»ΝηΪαα·Ν

ΫθαΝ βηαθ δεσΝ ξαλαε βλδ δεσΝ πκυΝ πλκ έ δΝ αυιβηΫθβΝ υαδ γβ έαΝ Ϋθαθ δΝ πθΝ

υπσζκδππθΝ λα βΰδευθΝ άηαθ βμΝ δαφκλΪμΝ ηΪααμέΝ Μ Ν αΝ δ κίαλάΝ π π έ δαΝ κΝ

δκθ δεσΝλ τηαΝMS ΝηέαΝ κηΫθβΝπ π δ δεάΝηΪααΝ έθαδΝ κΝΪγλκδ ηαΝ κυΝ δκθ δεκτΝ

λ τηα κμΝ απσΝ σζαΝ αΝ έΰηα αΝ Ν ΫθαΝ δ κηκλδαεσΝ 1:1:1:1 ηέΰηα,Ν εδΝ Ϋ δΝ θΝ

υφέ α αδΝ δαξπλδ ησμΝ κυΝπλσ λκηκυΝ άηα κμΝMS η Ν υθ παεσζκυγβΝατιβ βΝ βμΝ

πκζυπζκεσ β αμΝ κυΝφΪ ηα κμΝσ αθΝ υθ δΪακθ αδΝ τκΝάΝπ λδ σ λαΝ έΰηα αΝπλκμΝ

αθΪζυ βέΝ       
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D 

 

 

 

δεσθαΝ ζ. ΝζκΰδεάΝεαδΝ αΝαθ δ λα άλδαΝ βμΝ ξθδεάμΝiTRAQ. δΪΰλαηηα πκυ 

έξθ δ α Ϊ δα θσμΝ π δλΪηα κμΝ άηαθ βμΝ δ κίαλυθΝ δε υθΝ ΰδαΝ βθΝ αθΪζυ βΝ

πκζζαπζυθΝ Χ ΪλπθΨΝ δΰηΪ πθΝ (A), βθΝ άηαθ βΝ εαδΝ βθΝ αθΪηδιβΝ
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παθκηκδσ υππθΝπ π δ έπθΝαπσΝ Ϋ λδμΝ δαφκλ δεΫμΝπβΰΫμΝη Ν κΝέ δκ m/z φΪ ηα (B) 

εαδΝ βΝ ζδεάΝ δΪ πα βΝ πθΝ π π δ έπθΝ η Ν CID Ν αηδθκιΫαΝ Ν πκυΝ πλκεαζ έΝ βθΝ

απ ζ υγΫλπ βΝ κυΝgroup αθαφκλΪμ,ΝπαλΪΰκθ αμΝΫ δΝ Ϋ λαΝ δαφκλ δεΪΝ άηα αΝ

(114-117)  κΝφΪ ηαΝMS/MS (C), βθΝΫθ α βΝπκυΝ έθαδΝαθΪζκΰβ η Ν βθΝπκ σ β αΝ

κυΝπ π δ έκυΝπκυΝ έθαδΝ βηα ηΫθκΝη Ν δεΫ αέΝΠαλΪ δΰηα φΪ ηα κμ MS/MS κυ 

π π δ έκυ TPHPALTEAK απσΝ ΫθαΝ πλπ ρθδεσΝ ηέΰηαΝ πλπ ρθυθΝ η ΪΝ απσΝ πΫοβΝ κΝ

κπκέκΝ κδηΪ βε ΝηΫ πΝ άηαθ βμΝ ΪλπθΝι ξπλδ υθΝπλκρσθ πθΝπΫοβμΝη ΝεΪγ Ν

ΫθαΝαπσΝ αΝ Ϋ λαΝαθ δ λα άλδαΝδ κίαλυθΝ δε υθΝεαδΝ υθ δα ησΝ πθΝηδΰηΪ πθΝ

αθ έ λα βμΝ Ν ηέαΝ αθαζκΰέαΝ 1:1:1:1. (D)  Ν αυ σΝ κΝ παλΪ δΰηαΝ βΝ δΪ πα βΝ κυΝ

πλκ λσηκυΝ π π δ έκυΝ Χηαλεαλδ ηΫθβΝ η Ν λΪΰπθκΝ εκλυφάΝ κΝ φΪ ηαΝ MS) 

παλάΰαΰ Ν Ϋ λδμΝεκλυφΫμΝΧεα ’Ναθ δ κδξέαΝ δμΝζΝ δαφκλ δεΫμΝ δεΫ μΝδ κίαλυθΝ

αθ δ λα βλέπθΨΝ βμΝ έ δαμΝΫθ α βμ,ΝεΪ δΝπκυΝ βηαέθ δΝππμΝ αΝ Ϋ λαΝ δαφκλ δεΪΝ

έΰηα αΝπκυΝαθαζτγβεαθΝπ λδ έξαθΝ βθΝέ δαΝπκ σ β αΝαυ άμΝ βμΝπλπ θβμΝ(Ross et 

al. 2004).    

 

υθκζδεΪ,ΝβΝαθΪζυ βΝiTRAQ π λδζαηίΪθ δΝ αΝ ιάμΝίάηα α: 

 

 πκησθπ βΝ βμΝπλπ θβμΝεαδΝη κυ έπ άΝ βμΝη Ναπκλλυπαθ δεσ 

 

 ΠΫοβΝη Νγλυοέθβ  

 

 θ έ λα β η Ν α iTRAQ αθ δ λα άλδαΝΰδαΝ βΝ άηαθ β 

 

 θΪη διβ πθ πλπ ρθδευθ δΰηΪ πθ (ηπκλ έΝθαΝφ Ϊ κυθΝΫπμΝεαδΝ α 8 σ αθΝ

ξλβ δηκπκδκτθ αδΝκΝ δαφκλ δεΪΝαθ δ λα άλδα) 

 

 Υλπηα κΰλαφέα δκθ δεάμ αθ αζζαΰάμ ΰδα κθ εαγαλδ ησΝ πθΝαθαη ηδΰηΫθπθΝ

εαδΝ βηα ηΫθπθΝ πλπ ρθδευθΝ πλκρσθ πθΝ πΫοβμΝ απσΝ κΝ απκλλυπαθ δεσΝ εαδΝ

Ϋζκμ,Ν  

 

 MS/MS ( δα κξδεά φα ηα κη λέα ηΪααμΨΝ εαδΝ π ι λΰα έαΝ πθΝ κηΫθπθΝ

η Νεα ΪζζβζκΝζκΰδ ηδεσ.   
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B.3. Κζα ηΪ π βΝπ π δ έπθΝ 

 

έγέΰέΝ Κζα ηΪ π βΝ π π δ έπθΝ ηΫ πΝ ξλπηα κΰλαφέαμΝ υοβζκτ-pH  

             αθΪ λκφβμΝφΪ βμ 

H υΰλάΝ ξλπηα κΰλαφέαΝ υοβζκτ-pH αθΪ λκφβμΝ φΪ βμΝ (high-pH «RP» peptide 

fractionation) Νλβ έθβΝC18 πθΝ βηα ηΫθπθΝπ π δ έπθΝη Ν κΝ Ν πθΝiTRAQ 8plex 

αθ δ λα βλέπθΝ πλαΰηα κπκδάγβε Ν Ν αθ ζέαΝ Dionex PθκίΝ ικπζδ ηΫθβΝ η Ν

αθδξθ υ άΝ υ κδξέαμΝ φπ κ δκ έπθΝ Χphotodiode array) PDA-ΰίίΝ ξλβ δηκπκδυθ αμΝ

βθΝ άζβΝ Waters, XBridge C18 150 x 4.6 mm,Ν γέηΝ ηmΨέΝ Ν εδθβ άΝ φΪ βΝ ΧA) 

απκ ζκτθ αθΝαπσΝΝβΣΝαε κθδ λέζδκ,ΝίέίηΝΣΝυ λκι έ δκΝ κυΝαηηπθέκυΝεαδΝβΝ α δεάΝ

φΪ βΝ ΧBΨΝ απκ ζκτθ αθΝ απσΝ ΰίίΝ ΣΝ αε κθδ λέζδκΝ εαδΝ ίέίηΝ ΣΝ υ λκι έ δκΝ κυΝ

αηηπθέκυέΝ θαΝαπσΝ αΝπαθκηκδσ υπαΝπ π δ δεΪΝδαάηα αΝ δαζυ κπκδάγβε Ν ΝΝβίίΝηL 

εδθβ άμΝ φΪ βμΝ ΧAΨΝ η Ν υ λσζκυ λκΝ υπ λάξπθΝ ΧElma, transsonic 460/HΨέΝ ΣκΝ έΰηαΝ

φυΰκε θ λάγβε Ν αΝΰγ,ίίίΝrpm ΰδαΝηΝmin εαδΝ κΝυπ λε έη θκΝ δ άξγβΝ κθΝίλσξκΝ

(loopΨΝ δ αΰπΰάμΝ κυΝ έΰηα κμΝβίίΝηLέΝ ΝηΫγκ κμΝ κυΝ δαξπλδ ηκτΝά αθΝπμΝ ιάμμΝ

ΰδαΝΰίΝmin δ κελα δεάΝΫεζκυ βΝηΝΣΝΧBΨ,ΝΰδαΝηίΝmin ίαγηπ άΝΫεζκυ βΝΫπμΝηίΝΣΝΧB), 

ΰδα 10 min ίαγηπ άΝΫεζκυ βΝΫπμΝιίΝΣΝΧBΨ,ΝΰδαΝΰίΝmin ΫπμΝληΝΣΝΧBΨΝη ΝΫθαΝλυγησΝ

λκάμΝίέζΝmL/minέΝΣκΝ άηαΝαθδξθ τγβε Ν αΝβκί,ΝβηζΝεαδ 215 nm εαδΝβΝγ ληκελα έαΝ

βμΝ άζβμΝ λυγηέ βε Ν κυμΝ γίΝ °CέΝ ΣαΝ εζΪ ηα αΝ πκυΝ υζζΫξγβεαθΝ αθΪΝ ζ π σΝ

υπΫ β αθΝ απκιάλαθ βΝ η Ν υηπυεθπ άΝ speedvac ΰδαΝ ζ-5 h εαδΝ απκγβε τγβεαθΝ

κυμΝ-20 °C ΫπμΝ βθΝαθΪζυ βΝLC-MS.  

έγέβ. Kζα ηΪ π βΝ π π δ έπθΝ ηΫ πΝ ξλπηα κΰλαφέαμΝ υ λσφδζβμΝ  

             αζζβζ πέ λα βμ 
 

TκΝ τ λκΝηΫλκμΝ πθΝ βηα ηΫθπθΝπ π δ έπθΝεζα ηα υγβε ΝηΫ πΝξλπηα κΰλαφέαμΝ

υ λσφδζβμΝ αζζβζ πέ λα βμΝ withΝ ΧώydrophilicΝ InteractionΝ ωhromatography,Ν ΙδIωΨΝ

ξλβ δηκπκδυθ αμΝ βΝ άζβΝωore-ShellΝKinetexΝ ΰηίΝ×Ν βέΰΝmmέΝ Ν εδθβ άΝφΪ βΝ Χ ΨΝ

απκ ζκτθ αθΝαπσΝΰίίΝΣΝαε κθδ λέζδκ,ΝίέΰΝΣΝφκληδεσΝκιτΝεαδΝβΝεδθβ άΝφΪ βΝΧψΨΝ

απκ ζκτθ αθΝ απσΝ βΝ ΣΝ αε κθδ λέζδκΝ εαδΝ ίέΰΣΝ φκληδεσΝ κιτέΝ ΣκΝ έΰηαΝ

δαζυ κπκδάγβε Ν ΝβίΝηδΝη έΰηα κμΝ πθΝεδθβ υθΝφΪ πθΝΧχΨΝεαδΝΧψΨΝαθαζκΰέαμΝΰμΰ,Ν

δ άξγβΝηΫ πΝ θσμΝίλσξκυΝ πθΝβίΝηδΝεαδΝυπΫ βΝ δαξπλδ ησΝη Νίαγηπ άΝΫεζκυ βΝ
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πμΝ ιάμμΝΓδαΝηΝminΝδ κελα δεάΝΫεζκυ βΝΰίΝΣΝΧψΨ,ΝΰδαΝκηΝminΝίαγηπ άΝΫεζκυ βΝΫπμΝ

γηΝΣΝΧψΨ,ΝΰδαΝβίΝminΝίαγηπ άΝΫεζκυ βΝΫπμΝηίΝΣ,ΝΰδαΝβίΝminΝίαγηπ άΝΫεζκυ βΝΫπμΝ

ληΝΣΝΧψΨ,ΝΰδαΝθίΝminΝδ κελα δεάΝΫεζκυ βΝληΝΣΝΧψΨΝεαδΝΰδαΝηΝminΝΫπμΝηΝΣΝΧψΨέΝΟΝ

λυγησμΝλκάμΝά αθΝθηΝηδήminΝεαδΝβΝ άζβΝ βμΝγ ληκελα έαμΝλυγηέ βε Ν κυμΝγηΝ°ωέΝ

ΣαΝ εζΪ ηα αΝ υζζΫξγβεαθΝ αθΪζκΰαΝ η Ν κΝ άηαΝ αΝ βκίΝ nm, απκιβλΪθγβεαθΝ η Ν

υηπυεθπ άΝspeedvacΝεαδΝαπκγβε τγβεαθΝ κυμΝ-βίΝ°ωΝΫπμΝ βθΝαθΪζυ βΝδω-MS. 

 

B.4. Φα ηα κη λδεάΝαθΪζυ βΝ 
 

έζέΰέΝ θΪζυ βΝLC-MS 

ΌζαΝ αΝπ δλΪηα αΝLC-MS πλαΰηα κπκδάγβεαθΝη Ν κΝ τ βηαΝDionex Ultimate 3000 

UHPLC (ultra high-performance liquid chromatography) Ν υθ δα ησΝ η Ν κΝ

φα ηα κφπ ση λκΝ ηΪααμΝ υοβζάμΝ αθΪζυ βμΝ nano-ESI Orbitrap-Elite (Thermo 

ScientificΨέΝ ΣαΝ η ηκθπηΫθαΝ π π δ δεΪΝ εζΪ ηα αΝ απσΝ βθΝ υοβζκτ-pH RP εαδΝ βθΝ

HILIC αθα δαζτγβεαθΝ ΝγίΝηL δαζτηα κμΝφκλ υηα κμΝπκυΝαπκ ζκτθ αθΝαπσΝβΝΣΝ

αε κθδ λέζδκΝ εαδΝ ίέΰΝ ΣΝ φκληδεσΝ κιτέΝ θαμΝ σΰεκμΝ βΝ ηL volume δ άξγβΝ εαδΝ

φκλ υγβε Ν ΰδαΝ κΝ min βθΝ άζβΝ απκ υΰεΫθ λπ βμΝ Χtrapping column) Acclaim 

PepMap ΰίί,ΝΰίίΝηm × 2 cm Cΰκ,ΝηΝηm, 100 Ȧ η Ν κθΝ λσπκΝ δ αΰπΰάμΝulPickUp εαδΝ

βθΝ αθ ζέαΝ φσλ π βμΝ πθΝ δΰηΪ πθΝ θαΝ έθαδΝ λυγηδ ηΫθβΝ Ν ΫθαθΝ λυγησΝ λκάμΝ ηΝ

ηL/min.  

ΓδαΝ κθΝ δαξπλδ ησΝ πθΝ π π δ έπθΝ ξλβ δηκπκδάγβε Ν βΝ άζβΝ Acclaim PepMap 

RSLC,ΝιηΝηm × 25 cm, nanoViper, Cΰκ,ΝβΝηm, 100 Ȧ πκυΝπλκ αλ άγβε Ν Νί ζσθαΝ

βζ ε λκο εα ηκτΝ PicoTip emitter (FS360-20-10-D-20-CιΨΝ ΰδαΝ βθΝ ίαγηπ άΝ

Ϋεζκυ βΝ Ν πκζζαπζΪΝ ίάηα αέΝ Ν εδθβ άΝ φΪ βΝ ΧAΨΝ απκ ζκτθ αθΝ απσΝ βΝ ΣΝ

αε κθδ λέζδκΝεαδΝίέΰΝΣΝφκληδεσΝκιτΝεαδΝβΝεδθβ άΝφΪ βΝΧ ΨΝαπκ ζκτθ αθΝαπσΝΰίίΣΝ

αε κθδ λέζδκΝ εαδΝ ίέΰΝΣΝ φκληδεσΝ κιτέΝ Ν ίαγηπ άΝ Ϋεζκυ βΝ πλαΰηα κπκδάγβε Ν πμΝ

ιάμμΝΰδαΝκίΝmin ίαγηπ άΝΫπμΝ κΝζίΝΣΝΧBΨ,ΝΰδαΝηΝmin ίαγηπ άΝΫπμΝ κΝκηΝΣΝΧBΨ,ΝΰδαΝ

5 min δ κελα δεάΝ κηΝ ΣΝ ΧB), for 2 min ΫπμΝ γΝ ΣΝ ΧBΨ,Ν ΰδαΝ κΝ min δ κελα δεάΝ

ιδ κλλσπβ βΝ γΝ ΣΝ ΧBΨέΝ ΟΝ λυγησμΝ λκάμΝ ά αθΝ γίίΝ nL/min εαδΝ βΝ γ ληκελα έαΝ βμΝ

άζβμΝ λυγηέ βε Ν κυμΝ γηΝ °CέΝ Ν η Ϊία βΝ Ν αΫλδαΝ φΪ βΝ πθΝ δαξπλδ ηΫθπθΝ

π π δ έπθΝ πδ τξγβε Ν ηΫ πΝ γ δεκτΝ δκθ δ ηκτΝ η Ν βζ ε λκο εα ησΝ φαλησακθ αμΝ

ηέαΝ δαφκλΪΝ υθαηδεκτΝβέηΝkV.  
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ΓδαΝ εΪγ Ν Ϊλπ βΝ αθααά β βμΝ MS,Ν αΝ ΰίΝ πδκΝ ΪφγκθαΝ πκζζαπζΪΝ φκλ δ ηΫθαΝ

πλσ λκηαΝ δσθ αΝ η Ν αθαζκΰέαΝm/z η αιτΝ γηίΝ εαδΝ ΰλίίΝ εαδΝ εα υφζδΝ Ϋθ α βμΝ ηίίΝ

η λά πθΝ πδζΫξγβεαθΝ απσΝ βζί,ίίίΝ η Ν βθΝ αθΪζυ βΝ ηΪααμΝ FT (Fourier 

TransformationΨΝ εαδΝ υπΫ β αθΝ γλαυ ηα κπκέβ βΝHCD Χ igher-energy Collisional 

DissociationΨΝη ΝΫθαΝπαλΪγυλκΝαπκησθπ βμΝ πθΝΰέ2 DaέΝΣαΝφΪ ηα αΝαπκε άγβεαθΝ

η Ν αθΪζυ βΝ FT απσΝ ΰη,ίίίΝ θ σμΝ θσμΝ φΪ ηα κμΝ ζσΰκυΝ m/z πθΝ ΰίί-ΰλίίέΝ Ν

εαθκθδεκπκδβηΫθβΝ θΫλΰ δαΝ τΰελκυ βμΝ Ϋγβε Ν κΝ γηΝ εαδΝ κδΝ ά βΝ κξ υηΫθκδΝ

πλσ λκηκδΝαπκεζ έ βεαθΝ υθαηδεΪΝΰδαΝπ λαδ ΫλπΝαπκησθπ βΝεαδΝ θ λΰκπκέβ βΝΰδαΝ

30 sec η ΝσλδκΝ ηπδ κ τθβμΝΧmass tolerance) 5 ppm.    

B.5. θΪζυ βΝ κηΫθπθ   

έηέΰέΝ θααά β βΝίΪ βμΝ κηΫθπθΝΰδαΝ βθΝπλπ πηδεάΝαθΪζυ β 

Tα π λέπκυ 5×10
5 φΪ ηα α απσ γλαυ ηα κπκέβ β HCD (Higher-energy collisional 

dissociation) δα κξδεάμ φα ηα κη λέαμ ηΪααμ (tandem mass spectrκmetry ά 

MS/MS) πκυ υζζΫξγβεαθ σ κ απσ α εζΪ ηα α ξλπηα κΰλαφέαμ αθ λαηηΫθβμ 

φΪ βμ RP (reverse phase) εαδ ξλπηα κΰλαφέαμ υ λσφδζβμ αζζβζ πέ λα βμ HILIC 

(Hydrophilic interaction liquid chromatography) δ άξγβ αθ βθ ηβξαθά 

αθααά β βμ Sequest πκυ ίλέ ε αδ κ πλσΰλαηηα Proteome Discoverer software 

version 1.3.0.339 ΰδα βθ αυ κπκέβ β π π δ έπθ εαδ πλπ ρθυθ.  

ΌζαΝ αΝ φΪ ηα αΝ αθααβ άγβεαθΝ Ϋθαθ δΝ θσμΝ αλξ έκυΝ UniProt Fasta πκυΝ π λδ έξ Ν

βί,βίίΝ αθα εκπβηΫθ μΝ εα αξπλά δμΝ αθγλυπδθβμΝ πλκΫζ υ βμέΝ ΟΝ εσηίκμΝ

αθααά β βμΝ κυΝ Sequest π λδζΪηίαθ Ν δμΝ ιάμΝ παλαηΫ λκυμΝ σλδκΝ ηπδ κ τθβμΝ

Precursor Mass Tolerance κλδ ηΫθκΝ αΝ ΰίΝ ppm (parts per millionΨ,Ν σλδκΝ

ηπδ κ τθβμΝFragment Mass Tolerance κλδ ηΫθκΝ αΝβίΝmmu (millimass units),ΝκδΝ

υθαηδεΫμΝΣλκπκπκδά δμΝΧDynamic Modifications) ά αθ Oι έ π βΝ κυΝεα αζκέπκυΝ

M (+15.995 DaΨ,Ν παηέθπ βΝ κυΝN, Q (+0.984 DaΨ,ΝΦπ φκλυζέπ βΝ κυΝS (+79.966 

DaΨΝεαδΝκδΝ α δεΫμΝΣλκπκπκδά δμΝά αθΝiTRAQ 8plex ΝεΪγ ΝN- ζδεσΝΪελκ,ΝK, Y 

(+304.205 DaΨΝεαδΝη γυζκγ δρεάΝ λκπκπκέβ βΝ ΝC (+45.988 Da).  

O εσηίκμΝ κυΝ Percolator ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΰδαΝ κθΝ πλκ δκλδ ησΝ κυΝ πδπΫ κυΝ

ηπδ κ τθβμΝεα ΪΝ βθΝ αυ κπκέβ βΝπ π δ έπθΝη Ν βθΝη γκ κζκΰέαΝαθααά β βμΝη Ν

«ο υ έμΝίΪ δμΝ κηΫθπθ»ΝΧdecoy database searchingΨέΝ θαμΝαυ βλσμΝζσΰκμΝFDR 
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(False Discovery RateΨ·Ν σπκυΝFDR = FP (false positive matches/FP (false positive 

matches) + TR (true positive matchesΨ,Ν Ϋγβε Ν κΝίέίΰ,Ν θυΝκΝ ζα δεσμΝFDR Ϋγβε Ν

κΝίέίηΝεαδΝβΝ πδετλπ βΝία έ βε Ν βθΝ δηάΝq (q-Value).   

O εσηίκμΝ Reporter Ion Quantifier π λδζΪηίαθ Ν βθΝ ΜΫγκ κΝ Πκ κ δεκπκέβ βμΝ

(Quantification MethodΨΝ ΰδαΝ κΝ παλα κ δαεσΝ iTRAQ 8plex (Thermo Scientific 

InstrumentsΨ,ΝσλδκΝ ηπδ κ τθβμΝΧintegration window toleranceΨΝ αΝβίΝppm εαδΝ βθΝ

ηΫγκ κΝ κζκεζάλπ βμΝ Most Confident CentroidέΝ ΟδΝ ζσΰκδΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ

εαθκθδεκπκδάγβεαθΝ Νπλπ ρθδεκτμΝηΫ κυμΝεαδΝ αΝπ π έ δαΝπκυΝαπκυ έαααθΝαπσΝ αΝ

εαθΪζδαΝiTRAQ απκεζ έ βεαθΝαπσΝ βθΝ ξ δεάΝπκ κ δεκπκέβ βΝ πθΝπλπ ρθυθέΝ Ν

πδγαθσ β αΝ θ κπδ ηκτΝ φπ φκλυζέπ βμΝ ΧPhosphorylation localization probability) 

ε δηάγβε Νη Ν κθΝεσηίκΝphosphoRS.           

έηέβ. δκ α δ δεάΝεαδΝίδκπζβλκφκλδεάΝαθΪζυ βΝ 

ΓδαΝ βθΝ αθΪζυ βΝ πθΝ κηΫθπθΝ βμΝ πλπ πηδεάμΝ κδΝ αθαζκΰέ μΝ κυΝ άηα κμΝ πθΝ

πλπ ρθυθΝ ΧξλκθδεσΝ βη έκήξλσθκμΝ ίΨΝ η α λΪπβεαθΝ Ν logΧβΨΝ εαδΝ

λκΰΰυζκπκδάγβεαθέΝΣαΝ δα άηα αΝ ηπδ κ τθβμΝ Χconfidence intervalsΨΝληΣΝ πθΝ

ηΫ πθΝ αθαζκΰδυθΝ logΧβΨΝ υπκζκΰέ γβεαθΝ ΰδαΝ εΪγ Ν ξλκθδεσΝ βη έκΝ υ Ν θαΝ

εαγκλδ κτθΝ κδΝ α δ δευμΝ βηαθ δεΫμΝ εα πφζδεΫμΝ δηΫμΝ έ Ν βμΝ υπ λΫεφλα βμΝ

έ Ν βμΝ εα α κζάμΝ βμΝ Ϋεφλα βμέΝ πδπζΫκθ,Ν αΝ Ν πθΝ αθαζκΰδυθΝ log-βΝ ΰδαΝ αΝ

δΪφκλαΝ ξλκθδεΪΝ βη έαΝ αθαζτγβεαθΝ η Ν αθΪζυ βΝ δα πκλΪμΝ ΧANalysis Of 

VAriation, ANOVAΨΝ υ Ν θαΝ αθδξθ υγ έΝ ηέαΝ α δ δεΪΝ βηαθ δεάΝ η αίκζάΝ

κπκυ άπκ Ν θ σμΝ πθΝ λδυθΝ ξλκθδευθΝ βη έπθΝ ζαηίΪθκθ αμΝ υπ’Ν σοδθΝ εαδΝ βθΝ

παθαζβοδησ β αΝ πθΝπ δλαηα δευθΝη λά πθ,ΝεαγυμΝ Ναθ έγ βΝη Ν βθΝ ΝΟVA, 

βΝ αθΪζυ βΝ Kruskal–Wallis ΧβΝ ηβ-παλαη λδεάΝ αθ έ κδξβΝ αθΪζυ βΝ βμΝ ANOVA) 

έθαδΝ υθα σΝθαΝ φαλησα αδΝ ΝγΝ παθαζάο δμΝ θυΝβΝπλπ πηδεάΝαθΪζυ βΝΫΰδθ Νη Ν

τκΝ παθαζάο δμέΝΟδΝπλπ θ μΝ πθΝκπκέπθΝβΝαθαζκΰέαΝlog-βΝά αθΝπΪθπΝάΝεΪ πΝ πθΝ

πλκαθαφ λγΫθ πθΝ δηυθΝ εα πφζδευθΝ δηυθΝ υπ λΫεφλα βμΝ εαδΝ εα α κζάμΝ βμΝ

Ϋεφλα βμ,Ν αθ έ κδξα,Ν εαδΝ βΝ δηάΝ p (p-valueΨΝ ά αθΝ ξίέίηΝ γ πλάγβεαθΝ σ δΝ έξαθΝ

υπκ έΝλτγηδ βΝαπσΝ βθΝp21 WafΰέΝΌζκδΝκδΝυπκζκΰδ ηκέΝπλαΰηα κπκδάγβεαθΝη Ν κΝ

α δ δεσΝπαεΫ κ R.  

Oδ αθαζτ δμ ηπζκυ δ ηκτ βηα κ κ δευθ ηκθκπα δυθ εαδ ίδκζκΰδευθ δ λΰα δυθ 

(Pathway and biological-process enrichment analysis) εαδ κ ξ δα ησμ πθ 
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ηκθκπα δυθ η  ίΪ β α  πθ κηΫθπθ βμΝπλπ πηδεάμΝπλαΰηα κπκδάγβεαθ η  

α πλκΰλΪηηα α Ariadne Genomics Pathway Studio v 9.0. ΣκΝ έ δκΝ πλσΰλαηηαΝ

ξλβ δηκπκδάγβε ΝεαδΝΰδαΝ βθΝαθ τλ βΝ πθΝλυγηδ υθΝ πθΝΜΚΚιΝεαδΝARF εαδΝ πθΝ

σξπθΝ κυμ.             

B.6. θΪζυ β Western blotting (αθκ κ υπυηα κμ) 

 

έθέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμΝ 
 

H βζ ε λκφσλβ βΝπλπ ρθυθΝ Νgel πκζυαελυζαηδ έκυΝηπκλ έΝθαΝαεκζκυγβγ έΝαπσΝ

π λαδ ΫλπΝαθΪζυ βΝ υΰε ελδηΫθπθΝπλπ ρθδευθΝαθ δΰσθπθΝηΫ πΝ βμΝη αφκλΪμΝ πθΝ

δαξπλδ ηΫθπθΝ Ν ηπΪθ μΝ πλπ ρθυθΝ βθΝ πδφΪθ δαΝ ηέαμΝ η ηίλΪθβμ·Ν ηέαΝ

δα δεα έαΝπκυΝ έθαδΝ ΰθπ άΝπμΝ « τππηα»Ν Χblotting). H η αφκλΪΝαυ άΝζαηίΪθ δΝ

ξυλαΝ έ Ν η Ν βΝ ίκάγ δαΝ λδξκ δ υθΝ υθΪη πθΝ (capillary blotting) άΝ ηΫ πΝ βμΝ

φαληκΰάμΝ ε θκτ (vacuum blotting) έ Ν ηΫ πΝ βμΝ φαληκΰάμΝ βζ ε λδεκτΝ π έκυΝ

(electroblottingΨΝ ηΫ πΝ εα ΪζζβζπθΝ υ ε υυθέΝ φκτΝ πδ υξγ έΝ βΝ η αφκλΪΝ ΧβΝ

η αφκλΪΝπδ κπκδ έ αδΝηΫ πΝ κυΝκλα κτΝαεσηαΝεαδΝπλδθΝ κΝ Ϊ δκΝ βμΝ ηφΪθδ βμΝ

βμΝηπΪθ αμΝπκυΝηαμΝ θ δαφΫλ δΝηΫ πΝ κυΝε ξλπ ηΫθκυΝΫΰξλπηκυΝ έε βΝηκλδαεκτΝ

ίΪλκυμΝ ΧM.W. marker άΝ ladder) πκυΝ Ϋξ δΝ η αφ λγ έΝ βθΝ η ηίλΪθβΨΝ βΝ η ηίλΪθβΝ

ππΪα αδΝ η Ν πλπ κΰ θΫμΝ αθ έ πηαΝ Χαθκ κ τππηαΝ άΝwestern blottingΨΝ δ δεσΝ ΰδαΝ

βθΝπλκμΝ δ λ τθβ βΝπλπ θβΝεαδΝαεκζκτγπμΝη Ν βηα ηΫθκΝ υ λκΰ θΫμΝαθ έ πηαΝ

(Ab) κΝκπκέκΝαθαΰθπλέα δΝ κΝπλπ κΰ θΫμΝεαδΝ υηη Ϋξ δΝ βθΝαθ έ λα βΝπαλαΰπΰάμΝ

κυΝ άηα κμΝ πκυΝ υθάγπμΝ π λδζαηίΪθ δΝ ξβη δκφπ ατΰ δα, αθ έ λα βΝ θσμΝ

ξλπηκΰσθκυΝυπκ λυηα κμΝη Ν βθΝαζεαζδεάΝφπ φα Ϊ β άΝ βθΝπαλαΰπΰάΝ άηα κμΝ

ηΫ πΝ βμΝαθ έ λα βμΝαίδ έθβμ-ίδκ έθβμέ H βζ ε λκη αφκλΪΝπκυΝ φαλησα αδΝ βθΝ

παλκτ αΝη ζΫ βΝαθαπαλέ α αδΝ βθΝ δεσθαΝ η. 
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δεσθαΝ η. ΣκΝ βζ ε λκ τππηαΝ ΰδαΝ βθΝ η αφκλΪΝ βζ ε λκφκλάηα κμΝ

πλπ ρθυθΝ Ν η ηίλΪθβέΝ Σκ βζ ε λκ τππηα έθαδ β πδκ δα κηΫθβ ηΫγκ κμ 

η αφκλΪμΝπλπ ρθυθΝ Νgels πκζυαελυζαηδ έκυΝ θυΝκδΝυπσζκδπ μΝ ξθδεΫμΝίλέ εκυθΝ

π λδ σ λκΝ φαληκΰάΝ βθΝ η αφκλΪΝ θκυεζ ρευθΝ κιΫπθΝ παλΪΝ πλπ ρθυθΝ

(www.piercenet.com).   

 

Ν η αφκλΪΝ πλπ ρθυθΝ υπδεΪΝ πλαΰηα κπκδ έ αδΝ ηΫ πΝ βμΝ δα δεα έαμΝ κυΝ

βζ ε λκ υπυηα κμΝπκυΝ πδ λΫπ δΝ βθΝπκ κ δεκπκέβ β,Ν δ δεΪΝσ αθΝ υθ δΪα αδΝη Ν

πυεθκη λέαΝ βζέΝ βθΝ Ϊλπ βΝ βμΝ η ηίλΪθβμΝ εαδΝ βθΝ ε έηβ βΝ βμΝ Ϋθ α βμΝ πθΝ

ηπαθ υθΝη Ν δ δεσΝζκΰδ ηδεσέΝ Ν Νη ηίλΪθβΝ έθαδΝεα α ε υα ηΫθβΝαπσΝπκζυη λάΝ

σππμΝ κ PVDF (polyvinylidene difluoride) εαδΝβΝθδ λκευ αλέθβέΝΣκΝPVDF έθαδΝΫθαΝ

φγκλδκπκζυη λΫμΝ η Ν υοβζάΝ αθγ ε δεσ β αΝ αΝ κιΫαΝ εαδΝ βθΝ υοβζάΝ γ ληκελα έαΝ

εαγυμΝ εαδΝ ξβηδεά υΰΰΫθ δαΝ ΰδαΝ αΝ αηδθκιΫαέΝ  Ν ΫθαΝ απσΝ αΝ ζδεΪΝ Ϊ δαΝ βμΝ

ξθδεάμ,Ν βΝ η ηίλΪθβΝ βθΝ κπκέαΝ ΫξκυθΝ η αφ λγ έΝ κδΝ πλπ θ μΝ ππΪα αδΝ εαδΝ

αθ δ λΪΝη Ν κΝπλπ κΰ θΫμΝεαδΝ κΝ υ λκΰ θΫμΝ b.    

 

Σo gel πκζυαελυζαηδ έκυΝ πκυΝ ξλβ δηκπκδ έ αδΝ εα ΪΝ βθΝ SDS-PAGE (Sodium 

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel ElectrophoresisΨΝ ηπκλ έΝ θαΝ έθαδΝ έ Ν

http://www.piercenet.com/
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πλκεα α ε υα ηΫθκΝΧprecastΨΝάΝξ δλκπκέβ κΝΧhome made) σππμΝεαδΝ βθΝπλκε δηΫθβΝ

π λέπ π βΝεαδΝ έθαδΝα υθ ξΫμΝσ κθΝαφκλΪΝ βθΝ τθγ άΝ κυΝη Ν κΝαθυ λκΝ ηάηαΝ κυΝ

θαΝαπκ ζ έ αδΝαπσΝ κ stacking gel εαδΝ κΝεα υ λκΝ ηάηαΝ κυΝαπσΝ κΝseparating άΝ

running gel. ΣκΝ stacking gel εαγυμΝ έθαδΝ σιδθκΝ εαδΝ ξαλαε βλέα αδΝ απσΝ η ΰΪζβΝ

αθ έ α β ίκβγΪΝ δμΝπλπ θ μΝηΫ πΝ κυΝυοβζκτΝπ έκυΝπκυΝ βηδκυλΰ έ αδΝ ΝηέαΝ

πκζτΝ θάΝ αυθβΝ θαΝ αλξέ κυθΝ θαΝ εδθκτθ αδΝ πλκμΝ βθΝ εΪγκ κΝ ζσΰπΝ κυΝ αλθβ δεκτΝ

κυμΝ φκλ έκυέΝ  κΝ Ν running gel πκυΝ δαγΫ δΝ υοβζσ λκΝ pH κδΝ πλπ θ μΝ

δαξπλέακθ αδΝ ίΪ βΝ κυ MW. ΟΝ πκζυη λδ ησμΝ κυΝ αελυζαηδ έκυΝ εαδΝ κυΝ bis-

αελυζαηδ έκυΝ Ν πκζυαελυζαηέ δκΝ εα ΪΝ βθΝπαλα ε υάΝ πθΝ gels ΰέθ αδΝ παλκυ έαΝ

APS (υπ λγ δρεκτΝαηηπθέκυΨΝεαδΝTEMED τηφπθαΝη Ν βθΝαθ έ λα βΝ βμΝ δεσθαμΝ

θ.  

 

 

 

   

 

δεσθαΝ θ. Ναθ έ λα βΝ βμΝ δα αυλκτη θβμΝ τθ βμΝεαδΝ κυΝπκζυη λδ ηκτΝΰδαΝ

κθΝ ξβηα δ ησΝ κυΝπκζυαελυζαηδ έκυ (www.piercenet.com).   

 

μΝ βη δπγ έΝ ππμΝ πλδθΝ βθΝ πυα βΝ βμΝ η ηίλΪθβμΝ η Ν αΝ αθ δ υηα α,Ν έθαδΝ

απαλαέ β βΝβΝ πυα άΝ βμΝη ΝΰΪζαΝάΝα ζα έθβΝΰδαΝ βθΝεΪζυοβΝΧ«blocking») πθΝηβΝ

δ δευθΝ γΫ πθΝ πέΝ πθΝ κπκέπθΝ γαΝ ηπκλκτ αθΝ θαΝ πλκ γκτθΝ αΝ αθ δ υηα αΝ η Ν

απκ Ϋζ ηαΝ κΝ άηαΝ θαΝ ηβθΝ έθαδΝ δ δεσΝ ΰδαΝ βθΝ πλπ θβΝ πκυΝ πδγυηκτη Ν θαΝ

αθδξθ τ κυη ήπκ κ δεκπκδά κυη έ θαΝbuffer δΰηΪ πθΝΰδαΝSDS-PAGE ε υμΝαπσ 

Tris-glycine π λδΫξ δΝΰζυε λσζβΝπκυΝεαγδ ΪΝπδκΝ τεκζκΝ κΝφσλ πηαΝ πθΝπλπ δθυθΝ

αΝπβΰα ΪεδαΝ κυΝgel βθΝξλπ δεάΝευαθκτθΝ κυΝίλπηκφαδθυζέκυΝπκυΝ πδ λΫπ δΝ βθΝ

παλαεκζκτγβ βΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ εαγυμΝ βζ ε λκφκλκτθ αδΝ εαδΝ κΝ απκ δα αε δεσΝ

http://www.piercenet.com/
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ηΫ κΝί-η λεαπ καδγαθσζβέΝ Ναπκ δΪ αιβΝ πθΝπλπ ρθυθΝ πδπζΫκθΝπλκπγ έ αδΝηΫ πΝ

κυΝίλα ηκτΝ πθΝ δΰηΪ πθΝπλδθΝ βΝφσλ π άΝ κυμΝη Ν βΝίκάγ δαΝ θσμΝfloater.      

 

έθέβέΝΠλπ σεκζζκΝπ δλαηα δεάμΝ δα δεα έαμΝΰδαΝξ δλκπκέβ αΝgels 

 

Ν δα δεα έαΝ κυΝWestern Blot δαλε έΝβΝβηΫλ μέΝ Νη ηίλΪθβΝπκυΝΫξκυη Ν ηφαθέ δ,Ν

ιβλαέθ αδΝ εαδΝ ηπκλ έΝ θαΝφυζαξγ έΝ Ν ξαλ κπ Ϋ α,Ν Ν πλκ α υηΫθκΝηΫλκμΝαπσΝ

υΰλα έαΝ εαδΝ φπμέΝ Μπκλ έΝ πδπζΫκθΝ θαΝ ιαθαξλβ δηκπκδβγ έΝ ΰδαΝ δαφκλ δεσΝ

αθ έ πηαέ 

 

Running gel (εΪγ βΝβζ ε λκφσλβ βΨ 

 

 Καγαλέακυη Ν αΝ αΪηδαΝ αΝ κπκέαΝ γαΝ φ δΪικυη Ν κΝ gel,Ν η Ν αδγαθσζβΝ ιίΣ,Ν αΝ

εζ έθκυη Ν ΰαθΪΝ εαδΝ ζΫΰξκυη Ν αθΝ υπΪλξκυθΝ δαλλκΫμΝ πλκ γΫ κθ αμΝ

απ αΰηΫθκΝθ λσέΝ φκτΝί ίαδπγκτη Νσ δΝ θΝΫξκυη Ν δαλλκΫμ,Ναπκξτθκυη Ν κΝ

θ λσΝεαδΝη ΝΫθαΝξαλ έΝ“ηαα τκυη ”Ν αΝυπκζ έηηαΝ αΝθ λκτέ 

 Φ δΪξθκυη Ν κΝ separating gel,Ν Ν πυεθσ β αΝ αθΪζκΰαΝ η Ν κΝ ηΫΰ γκμΝ βμΝ

πλπ θβμΝπκυΝηαμΝ θ δαφΫλ δΝεαδΝ κΝ κπκγ κτη Ν αΝ αΪηδα,Νη Νπλκ κξάΝθαΝηβθΝ

βηδκυλΰά κυη Ν φυ αζέ μΝ κΝ gelέΝ πκΝ πΪθπΝ πλκ γΫ κυη Ν ηδαΝ λυ βΝ

δαζτηα κμΝδ κίκυ αθσζβμΝεκλ ηΫθκΝη Νθ λσΝΧ κπκγ έ αδΝΰδαΝθαΝ βηδκυλΰβγ έΝ

υγτΝ ηΫ ππκΝ εαδΝ θαΝ δα βλβγ έΝ κΝ ηΫ ππκΝ υΰλσΝ υ Ν θαΝ ηπκτθΝ κδΝ πλπ θ μΝ

ηΫ αΨέ 

 Π λδηΫθκυη ΝθαΝπάι δ κΝgel παλαεκζκυγυθ αμΝ κΝυπσζ δηηαΝπκυΝίλέ ε αδΝ κΝ

κξ έκΝπκυΝφ δΪιαη Ν κΝηέΰηαέΝΠαλΪζζβζαΝφ δΪξθκυη Ν κΝstacking gel ξπλέμΝθαΝ

πλκ γΫ κυη ΝAPS (ammonium persulfateΨΝεαδΝTEMED. 

 ΜσζδμΝ πάι δΝ κΝ separating gel,Ν ι πζΫθκυη Ν βθΝ δ κίκυ αθσζβΝ πκζτΝ εαζΪΝ η Ν

απ αΰηΫθκΝθ λσΝεαδΝπΪζδΝηαα τκυη Ν αΝυπκζ έηηα αΝθ λκτΝη ΝζέΰκΝξαλ έέ 

 Φ δΪξθκυη Ν κΝstacking gel εαδΝ κΝ κπκγ κτη ΝπΪθπΝαπσΝ κΝseparating gel ηΫξλδΝ

κΝ πΪθπΝ ηΫλκμΝ κυΝ ηδελκτΝ ααηδκτέΝ  βΝ υθΫξ δαΝ κπκγ κτη Ν βΝ ξ ΫθαΝ η Ν

πλκ κξάΝ υ Ν θαΝ ηβθΝ βηδκυλΰβγκτθΝ φυ αζέ μ,Ν ευλέπμΝ κΝ εΪ πΝ ηΫλκμΝ κυΝ

εΪγ Νπβΰα δκτέ 

 ΠΪζδΝπαλαεκζκυγκτη Ν κΝυπσζ δηηαΝπκυΝίλέ ε αδΝ κΝ κξ έκΝπκυΝφ δΪιαη Ν κΝ

ηέΰηαΝΰδαΝθαΝ κτη Νπσ ΝγαΝπάι δΝ κΝgel. 
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 ΜσζδμΝ κΝ gel έθαδΝ Ϋ κδηκ,Ν φ δΪξθκυη Ν αΝ έΰηα αΝ η Ν βθΝ πλπ θβΝ πκυΝ γαΝ

φκλ υ κυη ΝεαγυμΝεαδ αΝ έΰηα αΝησθκΝη Ν loading buffer ΰδαΝ αΝε θΪΝπβΰΪ δαΝ

κυΝgel Χαυ ΪΝ αΝκπκέαΝ θΝγαΝ κπκγ ά κυη Ν έΰηαΝπλπ θβμΨέ 

 

Παλα ε υάΝ δΰηΪ πθμ 

 

 ΣαΝ έΰηα αΝ ηπκλκτη Ν θαΝ αΝ φ δΪικυη Ν απσΝ βθΝ πλκβΰκτη θβΝ ηΫλαΝ εαδΝ θαΝ αΝ

φυζΪικυη Ν κυμΝ -80
 κ

CέΝ υθάγπμΝ αΝ φ δΪξθκυη Ν βΝ δΰηάΝ πκυΝ έθαδΝ θαΝ αΝ

φκλ υ κυη έ 

 ΟΝσΰεκμΝ πθΝ δΰηΪ πθΝπκυΝφκλ υθκυη Ν αΝhome made gel έθαδΝ υθάγπμΝβίηl. 

  ΝαλδγηβηΫθαΝ eppendorffs κπκγ κτη Ν Ν αθαζκΰέαΝ ΰήΰΝ loading buffer (LB άΝ

Laemmli sample buffer βμΝIn Vitrogen,Νίλέ ε αδΝ κυμΝ-20
 κ

C, Νstock δΪζυηαΝ

2xΨΝεαδΝ έΰηαΝπλπ θβμέ 

 Ν υΰεΫθ λπ βΝ βμΝ πλπ θβμΝ πκυΝ κπκγ κτη Ν έθαδΝ γίηg π λέπκυέΝ υ άΝ

ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ κΝ έΰηαΝηαμ,Ν βθΝπκδσ β ΪΝ κυΝεαδΝηπκλ έΝθαΝ έθαδΝηδελσ λβΝάΝ

η ΰαζτ λβέΝV δΰηαοΰίηlοσΰεκΝ κυΝ έΰηα κμΝπκυΝπ λδΫξ δΝ βΝ υΰεΫθ λπ βΝ βμΝ

πλπ θβμΝ πκυΝ γΫζκυη Ν εαδΝ υηπζβλυθκυη Ν η Ν θ λσΝ ηΫξλδΝ αΝ ΰίηlέΝ θΝ βΝ

υΰεΫθ λπ βΝ πκυΝ γΫζκυη Ν ίλέ ε αδΝ Ν η ΰαζτ λκΝ σΰεκΝ απσΝ αΝ ΰίηl σ Ν

εΪθκυη Ν υηπάεθπ βΝ κυΝ έΰηα κμΝεαδΝαθα δαζτκυη Ν κΝέαβηαΝ Νΰx LB. 

 V ζοβίηl →V ζ=VLB+V δΰηαοΰίηl+ΰίηl 

  δμΝε θΫμΝγΫ δμΝπκυΝφκλ υθκυη ΝησθκΝloading buffer,Ν κΝ έΰηαΝπκυΝφ δΪξθκυη Ν

π λδΫξ δμΝV ζοβίηl →V ζ=VLB+V βΟοΰίηl+ΰίηl 

 ΜσζδμΝ αΝ φ δΪικυη Ν αΝ ελα Ϊη Ν εα ΪΝ πλκ έηβ βΝ κθΝ πΪΰκΝ ηΫξλδΝ θαΝ αΝ

γ ληΪθκυη ΝΰδαΝθαΝ αΝφκλ υ κυη έ 

 φαδλκτη Ν κΝξ θΪεδΝαπσΝ κΝgel η Νπλκ κξάΝθαΝηβθΝξαζΪ κυθΝ αΝπβΰΪ δαΝεαδΝ

ι πζαέθκυη Νη Ναπ αΰηΫθκΝθ λσέ 

 κδηΪακυη Ν βΝ υ ε υάΝ βμΝ βζ ε λκφσλβ βμΝ η Ν κΝgelέΝΣκπκγ κτη Ν running 

buffer κθΝ π λδεσΝ ξυλκΝ βμΝ υ ε υάμΝ εαδΝ ζΫΰξκυη Ν αθΝ Ϋξκυη Ν δαλλκΫμΝ

κθΝ ιπ λδεσΝξυλκΝ βμΝ υ ε υάμέ 

 φκτΝί ίαδπγκτη Νσ δΝβΝ υ ε υάΝ έθαδΝ π ΪΝφ δαΰηΫθβ,ΝίλΪακυη Ν αΝ έΰηα αΝ

κυμΝ λη-100 
κ
C ΰδαΝ γ-5 minέΝ θΝ πΝ η αιτΝ πζαέθκυη Ν αΝ πβΰΪ δαΝ η Ν runningΝ

buffer. 



 110 

 ΚΪθκυη ΝΫθαΝΰλάΰκλκΝspin down πθΝ δΰηΪ πθΝεαδΝ κπκγ κτη Ν αΝ έΰηα αΝη Ν

βθΝπλπ θβ,Ν αΝ έΰηα α η Ν κΝloading buffer εαδΝ κθΝmarker αΝπβΰΪ δαΝ κυΝ

gel. 

 υηπζβλυθκυη Ν κθΝ ιπ λδεσΝ ξυλκΝ βμΝ υ ε υάμΝ η Ν running buffer, 

κπκγ κτη Ν κΝ εαπΪεδΝ βμΝ υ ε υάμΝ η Ν αΝ βζ ε λσ δαΝ εαδΝ υθ Ϋκυη Ν βΝ

υ ε υάΝη Ν κΝ λκφκ κ δεσέ 

 ΟδΝ υθγάε μΝπκυΝ λΫξκυη Ν υθάγπμΝ βθΝεΪγ βΝβζ ε λκφσλβΝ έθαδμΝΰβη-160 V 

εαδΝ ΰθί-200 m έΝ ΟΝ ξλσθκμΝ βμΝ εΪγ βμΝ βζ ε λκφσλβ βμΝ παλαεκζκυγ έ αδΝ

αθΪζκΰαΝη Ν κΝτοκμΝ κυΝmarker,Ν υθάγπμΝΰ-2h. 

 

M αφκλΪΝ πθΝπλπ ρθυθΝ βθΝη ηίλΪθβ 

 

 θυΝ ΰέθ αδΝ βΝ εΪγ βΝ βζ ε λκφσλβ βΝ πλκ κδηΪακυη Ν αΝ υζδεΪΝ ηαμΝ ΰδαΝ κΝ

blotting. 

 Παέλθκυη Νζ-ηΝ φκυΰΰΪλδα,Νεσίκυη ΝθΝ δβγβ δεΪΝξαλ δΪΝΧwhatmanΨΝΰδαΝεΪγ Νgel, 

κΝηΫΰ γκμΝπ λέπκυΝ πθΝ φκυΰΰαλδυθΝεαδΝ βΝη ηίλΪθβΝPVDF κΝηΫΰ γκμΝ κυΝ

gel πκυΝ γαΝ εσοκυη -ξλ δαασηα Ν ΰδαΝ κΝ blottingέΝ Ν η ηίλΪθβΝ γΫζ δΝ πκζτΝ

πλκ κξάΝ κΝξ δλδ ησ,Ν βθΝπδΪθκυη ΝπΪθ αΝη ΝΰΪθ δαΝεαδΝπλκ Ϋξκυη ΝθαΝηβθΝ βθΝ

ίλΫικυη ΝάΝ βθΝξαλΪικυη έ 

 Φ δΪξθκυη  κ transfer buffer 250ml. 

 Σκπκγ κτη Ν γΝ ηπαθΪεδαΝ βΝ δλΪΝ εαδΝ πλκ γΫ κυη Ν κΝ εαγΫθαΝ η Ν βθΝ ιάμΝ

δλΪμΝη γαθσζβ,Νθ λσΝ δμΝαπ αΰηΫθκ,Νtransfer buffer. 

 Σκπκγ κτη  πέ βμΝ κθΝ πΪΰεκΝ πκυΝ γαΝ ΰέθ δΝ κΝ transfer,Ν βθΝ πΪ κυζαΝ ΰδαΝ κΝ

ΪθκδΰηαΝ πθΝ ααηδυθ,ΝηδαΝΰυΪζδθβΝλΪί κΝεαδΝ δμΝπζΪε μΝπκυΝγαΝ κπκγ βγ έΝ κΝ

gel ΰδαΝ κΝtransfer. 

 ΜσζδμΝ ζ δυ δΝ κΝrunning ΧεΪγ βΝβζ ε λκφσλβ βΨ,Νεζ έθκυη Ν κΝ λκφκ κ δεσ,Ν

ίΰΪακυη Ν βΝ υ ε υάΝ απσΝ κΝ λκφκ κ δεσΝ εαδΝ πβΰαέθκυη Ν ηπλκ ΪΝ απσΝ κθΝ

θ λκξτ βέ 

 Παέλθκυη Ν κΝ gel,Ν α δΪακυη Ν βΝ υ ε υάΝ απσΝ κΝ running buffer εαδΝ βθΝ

ι πζαέθκυη Νη Νθ λσέΝ θΝξλβ δηκπκδκτη Ν κΝrunningΝbufferΝΰδαΝπλυ βΝφκλΪ,Ν κΝ

φυζΪη ΝΰδαΝθαΝ κΝξλβ δηκπκδά κυη ΝεαδΝ τ λβΝφκλΪέ 

 Ξ πζαέθκυη Ν κΝgel η Ναπ αΰηΫθκΝθ λσέ 

 θκέΰκυη Ν αΝ αΪηδαΝη Ν βΝ πΪ κυζαΝη Νπλκ κξάΝθαΝηβθΝξαζΪ δ-εκπ έΝ κΝgel. 

 Ρέξθκυη ΝζέΰκΝtransfer buffer κΝgel ΰδαΝθαΝηβθΝι λαγ έέ 
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 Κσίκυη ΝεαδΝπ Ϊη Ν κΝstacking gelέΝΚσίκυη ΝεαδΝπ Ϊη Ν κΝgel πκυΝίλέ ε αδΝ

πΪθπΝ εαδΝ εΪ πΝ απσΝ βθΝ π λδκξάΝ κυΝ marker πκυΝ ηαμΝ θ δαφΫλ δέΝ Σαυ σξλκθαΝ

ίΪακυη Ν βΝ η ηίλΪθβΝ βΝ η γαθσζβΝ ΰδαΝ ΰ-βminΝ ηΫξλδΝ θαΝ θυ α πγ έ,Ν βΝ

υθΫξ δαΝ κΝ θ λσΝ ΰδαΝ ηΝ ζ π ΪΝπ λέπκυΝεαδΝ ΫζκμΝ κΝ transfer bufferέΝ π δ άΝ βΝ

δα δεα έαΝ βμΝ θυ Ϊ π βμΝ δαλε έΝ ζέΰκ, εαζσΝ έθαδΝ θαΝ βθΝ ι εδθΪη Ν ζέΰκΝ πλδθΝ

αηα ά κυη Ν κΝrunningΝΰδαΝθαΝηβθΝ ΰθυ δΝ κΝgelΝηΫξλδΝθαΝ κπκγ ά κυη Ν

βθΝη ηίλΪθβΝαπΪθπΝ Ναυ σέ 

 ΜσζδμΝ θυ α πγ έΝβΝη ηίλΪθβΝεαδΝ έθαδΝ κΝtransfer buffer,Ν βθΝ κπκγ κτη Ν κΝ

ηάηαΝ κυΝgel πκυΝηαμΝ θ δαφΫλ δέ 

 θυ α υθκυη Ν κΝ transfer buffer δα κξδεΪΝ αΝ γΝ δβγβ δεΪΝ ξαλ δΪΝ εαδΝ αΝ

κπκγ κτη ΝπΪθπΝαπσΝ βΝη ηίλΪθβέ 

 θαπκ κΰυλέακυη Ν κΝgel πΪθπΝ κΝξΫλδΝηαμΝεαδΝ κΝι εκζζΪη ΝαπσΝ κΝ αΪηδΝ κΝ

κπκέκΝαεκυηπΪ δέΝΠΪζδΝη Νη ΰΪζβΝπλκ κξάΝΰδαΝ θαΝηβθΝξαζΪ κυη Ν κΝgel άΝ βθΝ

η ηίλΪθβέ 

 Σκπκγ κτη Ν αΝ υπσζκδπαΝ γΝ δβγβ δεΪΝ ξαλ δΪΝ πΪθπΝ κΝ gel αφκτΝ αΝ

θυ α υ κυη Ν κΝtransfer buffer. 

 Σκπκγ κτη ΝΫθαΝ φκυΰΰΪλδΝ θυ α πηΫθκΝ Νtransfer buffer βΝηέαΝαπσΝ δμΝ τκΝ

πζΪε μέ 

  κΝ“sandwich”Ναυ σΝπκυΝΫξκυη Νφ δΪι δΝ κΝξΫλδΝηαμΝβΝη ηίλΪθβΝίλέ ε αδΝ κΝ

εΪ πΝηΫλκμΝεαδΝ κΝgel κΝπΪθπΝηΫλκμέΝΘαΝ κΝ κπκγ ά κυη Νη Ν Ϋ κδκΝ λσπκΝ

κΝ φκυΰΰΪλδΝ πκυΝ ίλέ ε αδΝ πΪθπΝ βΝ ηέαΝ πζΪεαΝ Ϋ δΝ υ Ν βΝ η ηίλΪθβΝ θαΝ

εκδ Ϊα δΝ κΝγ δεσΝπσζκΝεαδΝ κΝgel κθΝαλθβ δεσΝπσζκΝΧκδΝπλπ θ μΝεδθκτθ αδΝαπσΝ

κθΝαλθβ δεσΝπσζκΝ κθΝγ δεσΨέ 

  βΝ υθΫξ δαΝ “πζΪγκυη ”Ν κΝ sandwich η Ν βΝ ΰυΪζδθβΝ λΪί κΝ ΰδαΝ θαΝ φτΰκυθΝ κδΝ

φυ αζέ μΝπκυΝ υξσθΝυπΪλξκυθΝη αιτΝ βμΝη ηίλΪθβμΝεαδΝ κυΝgel Χ δαφκλ δεΪΝ

κδΝπλπ θ μΝ θΝγαΝη αφ λγκτθΝ κΝ βη έκΝ ε έθκΝπκυΝυπΪλξ δΝφυ αζέ αΨέ 

 θυ α υθκυη Ν εαδΝ αΝ υπσζκδπαΝ φκυΰΰΪλδαΝ Ν transfer buffer εαδΝ αΝ

κπκγ κτη ΝπΪθπΝαπσΝ κΝsandwich. 

 Κζ έθκυη ΝαπσΝπΪθπΝη Ν βθΝΪζζβΝπζΪεαΝεαδΝ αΝ κπκγ κτη Ν βΝ υ ε υάέ 

 Γ ηέακυη Ν κθΝ π λδεσΝ ξυλκΝ η Ν transfer buffer ηΫξλδΝ θαΝ εαζυφγκτθΝ αΝ

φκυΰΰΪλδαέΝΚκδ Ϊη ΝηάππμΝΫξκυη Ν δαλλκάΝαπσΝ κθΝ π λδεσΝ κθΝ ιπ λδεσΝ

ξυλκΝ βμΝ υ ε υάμέ 

 Γ ηέακυη Ν κθΝ ιπ λδεσΝξυλκΝ βμΝ υ ε υάμΝη Νθ λσΝαπσΝ βΝίλτ βέ 

 Κζ έθκυη Ν βΝ υ ε υάΝη Ν κΝεαπΪεδΝ βμΝεαδΝ βΝ υθ Ϋκυη Νη Ν κΝ λκφκ κ δεσέ 
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 ΟδΝ υθγάε μΝπκυΝΰέθ αδΝ κΝtransfer έθαδΝ υθάγπμμΰίίΝV εαδΝβίί m ΝΰδαΝζηΝmin 

π λέπκυέΝΟΝξλσθκμΝ ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ κΝηκλδαεσΝίΪλκμΝ βμΝπλπ θβμΝεαδΝ κΝπΪξκμΝ

κυΝgelέΝΌ κΝη ΰαζτ λκΝηκλδαεσΝίΪλκμΝΫξ δΝ σ κΝπ λδ σ λκΝξλσθκΝγΫζ δΝθαΝ

η αφ λγ έΝ βΝ η ηίλΪθβέΝ Ό κΝ πδκΝ ζ π σΝ έθαδΝ κΝ gelΝ σ κΝ ζδΰσ λκΝ ξλσθκΝ

γΫζκυθΝκδΝπλπ θ μΝθαΝη αφ λγκτθΝ βΝη ηίλΪθβέ 

 Ο κΝ δαλε έΝ κΝ transfer πλκ κδηαασηα ΝΰδαΝ κΝblocking βμΝη ηίλΪθβμέΝ δΝ

αθΝεΪθκυη Νblocking η Να ζα έθβΝ βθΝίΰΪακυη ΝαπσΝ κΝουΰ έκΝθαΝι παΰυ δΝΧθαΝ

υΰλκπκδβγ έΨΝάΝαθΝεΪθκυη Νblocking η ΝΰΪζαΝφ δΪξθκυη Ν κΝαθ έ κδξκΝ δΪζυηαέ 

 ΜσζδμΝ ζ δυ δΝ κΝ transfer εζ έθκυη Ν κΝ λκφκ κ δεσ,ΝίΰΪακυη Ν αΝβζ ε λσ δαΝ

απσΝ κΝ λκφκ κ δεσΝ εαδΝ πβΰαέθκυη Ν ηπλκ ΪΝ απσΝ κΝ θ λκξτ βέΝ ΰΪακυη Ν δμΝ

πζΪε μΝη Ν κΝsandwich εαδΝ κΝαθκέΰκυη έ 

 πκεκζζΪη Ν βΝη ηίλΪθβΝαπσΝ κΝ gel εαδΝ βθΝ ηίαπ έακυη Ν Ν ΫθαΝ ηπαθΪεδΝ η Ν

δΪζυηαΝblocking,ΝΫ δΝυ ΝβΝη λδΪΝ βμΝη ηίλΪθβμΝπκυΝαεκυηπκτ Ν κΝgel θαΝ

εκδ Ϊ δΝ πλκμΝ αΝ πΪθπΝ Χ έθαδΝ βΝ η λδΪΝ βμΝ η ηίλΪθβμΝ πκυΝ ΫξκυθΝ πλκ γ έΝ κδΝ

πλπ θ μΨέ 

 πυα βΝη Ν κΝ δΪζυηαΝ κυΝblocking ΰέθ αδΝ κυζΪξδ κθΝΰδαΝβhέΝ θΝ κΝblockingΝ

ΰέθ αδ η Ν ΰΪζαΝ σ ΝβΝ πυα βΝ δαλε έΝ ΰhέΝ θΝ ΰέθ δΝovernight βΝ πυα βΝη Ν βΝ

α ζα έθβΝΰέθ αδΝ Νγ ληκελα έαΝ πηα έκυΝΧRTΨ,ΝαθΝΰέθ αδΝη Ν κΝΰΪζαΝπλΫπ δΝθαΝ

ηπ έΝ κΝουΰ έκΝΰδα έΝ κΝΰΪζαΝξαζΪ δέ 

 

ππΪ βΝη Νπλπ κΰ θΫμΝεαδΝ υ λκΰ θΫμΝαθ έ πηα 

 

 ΣκΝπλπ κΰ θΫμΝαθ έ πηαΝ κΝ δαζτκυη Ν κΝαθ έ κδξκΝ δΪζυηαΝαθΪζκΰαΝη Ν κθΝ

λσπκΝ κυΝblocking ΧΰΪζαΝάΝα ζα έθβΨΝεαδΝ ππΪακυη Ν βΝη ηίλΪθβΝυπσΝαθΪ υ βΝ

ΰδαΝ γh Ν RT άΝ overnight κυμΝ ζΝ κCέΝ Ν αλαέπ βΝ κυΝ πλπ κΰ θκτμΝ ΰέθ αδΝ

αθΪζκΰαΝη Ν κΝαθ έ πηα,Ν βθΝ αδλ έαΝαπσΝ βθΝκπκέαΝπλκΫλξ αδΝεέαέ,Ν ΰδαΝαυ σΝ

εΪγ Ναθ έ πηαΝΫξ δΝ βΝ δεάΝ κυΝαλαέπ βέΝΜ ΪΝ βθΝ πυα βΝηπκλ έΝ κΝαλαδπηΫθκΝ

αθ έ πηαΝθαΝφυζαξ έΝ κυμΝ-20
 κ

C εαδΝθαΝ παθαξλβ δηκπκδβγ έέ 

  βΝ υθΫξ δαΝεΪθκυη ΝγΝπζτ δμΝη Ν κΝαθ έ κδξκΝ δΪζυηαΝ κυΝblocking απσΝηmin 

βΝεΪγ Νπζτ βέ 

 ππΪακυη Ν βΝ η ηίλΪθβΝ Ν υ λκΰ θΫμΝ αθ έ πηα,Ν πέ βμΝ δαζυηΫθκΝ κΝ

αθ έ κδξκΝ δΪζυηαΝ αθΪζκΰαΝ η Ν κθΝ λσπκΝ κυΝ blocking ΧΰΪζαΝ άΝ α ζα έθβΨ,Ν ΰδαΝ

30min η Ν ΰhέΝΟΝ ξλσθκμΝ πυα βμΝ κυΝ υ λκΰ θκτμΝ εαγυμΝ εαδΝ βΝ αλαέπ άΝ κυΝ
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ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ κΝ υ λκΰ θΫμ,Ν βζα άΝ κθΝ λσπκΝ η Ν κθΝ κπκέκΝ γαΝ ΰέθ δΝ βΝ

ηφΪθδ βΝ βμΝη ηίλΪθβμΝΧξβη δκφπ ατΰ δαΝάΝαζεαζδεάΝφπ φα Ϊ βΨέ 

 π δ αΝ εΪθκυη Ν γΝ πζτ δμΝ η Ν κΝ αθ έ κδξκΝ δΪζυηαΝ κυΝ blocking απσΝ ηmin βΝ

εΪγ Νπζτ βέΝ υΝκΝξλσθκμΝ πθΝπζυ δηΪ πθΝηπκλ έΝθαΝ έθαδΝεαδΝη ΰαζτ λκμέ 

 

ηφΪθδ βΝPVDF η ηίλΪθβμΝη Νξβη δκφπ ατΰ δα 

 

 ΣκΝ υ λκΰ θΫμΝαθ έ πηαΝπκυΝξλβ δηκπκδκτη ΝπλΫπ δΝθαΝ έθαδΝ υα υΰηΫθκΝη Ν κΝ

ΫθαυηκΝ HRP (Horse Radish PeroxidaseΨέΝ ΣκΝ ίΪακυη Ν Ν αλαέπ βΝ ΰήΰίίίΝ εαδΝ

ππΪακυη ΝΰδαΝζηmin ΝRTέΝ Ναλαέπ βΝηπκλ έΝθαΝ δαφκλκπκδβγ έΝαθΝαζζΪι δΝ κΝ

stock κυΝαθ δ υηα κμΝάΝβΝ αδλ έαΝπκυΝηαμΝ κΝπαλΫξ δέ 

 γΝπζτ δμΝη Ν κΝαθ έ κδξκΝ δΪζυηαΝ κυΝblocking ΰδαΝηmin. 

 Φ δΪξθπΝ κΝ δΪζυηα-ηέΰηαΝ βμΝ ξβη δκφπ ατΰ δαμΝ κΝ κπκέκΝ γΫζ δΝ εΪπκδκΝ ξλσθκΝ

πυα βμΝ Χΰ-5minΨΝ κΝ κπκέκμΝ ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ κΝ αθ δ λα άλδκΝ βμΝ

ξβη δκφπ ατΰ δαμΝΧευλέπμΝ αδλ έαΝπκυΝ κΝπαλΫξ δΨέ 

  λαΰΰέαπΝ βΝ η ηίλΪθβΝ εαδΝ βθΝ κπκγ υΝ πΪθπΝ Ν ηδαΝ η ηίλΪθβΝ δαφαθάΝ

Χ ζκφαθΨΝ η Ν πλκ κξάΝ υ Ν θαΝ έθαδΝ πέπ βΝ ΧθαΝ ηβθΝ αζαευθ δΝ κΝ ζκφαθΝ

εΪ πΝαπσΝ βΝη ηίλΪθβΨέ 

 Πλκ γΫ πΝαπσΝπΪθπΝ κΝ δΪζυηαΝ βμΝξβη δκφπ ατΰ δαμΝΧί,η-1ml,ΝαθΪζκΰαΝη Ν κΝ

ηΫΰ γκμΝ βμΝ η ηίλΪθβμΨΝ εαδΝ κΝ αφάθπΝ ΰδαΝ ΰmin ΧάΝ ηmin αθΪζκΰαΝ η Ν κΝ

αθ δ λα άλδκΨέ 

 φαδλυΝ κΝ δΪζυηαΝ βμΝ ξβη δκφπ ατΰ δαμ,Νη Ν ΫθαΝεκηηΪ δΝ ξαλ έΝαπκλλκφυΝ αΝ

υπκζ έηηα,ΝεαδΝεαζτπ πΝ βΝη ηίλΪθβΝη Ν κΝ ζκφΪθΝ ΧπΪζδΝη Νπλκ κξάΝθαΝηβθΝ

αζαεπγ έΝ κΝ ζκφΪθΝπΪθπΝαπσΝ βθΝη ηίλΪθβΨέ 

 ΣβθΝ κπκγ υΝ βθΝεα Ϋ αΝ ηφΪθδ βμΝεαδΝπβΰαέθπΝ κΝ εκ δθσΝ πηΪ δκέ 

 Σκπκγ υΝαπσΝπΪθπΝΫθαΝεκηηΪ δΝφδζηΝ κΝηΫΰ γκμΝπ λέπκυΝ βμΝη ηίλΪθβμΝεαδΝ

η λυΝ ξλσθκυμΝ ΰδαΝ θαΝ πΪλπΝ δΪφκλ μΝ εγΫ δμΝ βμΝ η ηίλΪθβμΝ Ν δαφκλ δεΪΝ

φδζηΝηΫξλδΝθαΝπ τξπΝ κΝ πδγυηβ σΝαπκ Ϋζ ηαέΝΟΝξλσθκμΝΫεγ βΝ ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ

κΝ υ λκΰ θΫμΝ Χ υθάγπμΝ αδλ έαΨΝ εαδΝ απσΝ κΝ αθ δ λα άλδκΝ βμΝ

ξβη δκφπ ατΰ δαμΝΧ υθάγπμΝ αδλ έα,Νπσ κΝξλσθκΝ έθαδΝαθκδξ σΨέ 

 ηφαθέαπΝ κΝεΪγ ΝφδζηΝεαδΝ κΝαφάθπΝθαΝ ΰθυ δέ 
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δαζτηα α 

 

- Separating gel 

 

Πέθαεαμ 1. 

 

ΟδΝ παλαπΪθπΝ πκ σ β μΝ έθαδΝ ΰδαΝ βθΝ παλα ε υάΝ ΰΝ gel, 10ml υθκζδεΪέΝ ΓδαΝ βθΝ

παλα ε υάΝ π λδ σ λπθΝ gel πκζζαπζα δΪακυη Ν δμΝ παλαπΪθπΝ πκ σ β μΝ η Ν κθΝ

αλδγησΝ πθΝgel πκυΝγΫζκυη ΝθαΝφ δΪικυη έ Γ θδεΪΝβΝπκ σ β αΝ κυΝTEMED εαδΝAPS 

πκυΝπλκ γΫ κυη Ν έθαδΝ ΝεΪγ ΝΰίΝml δαζτηα κμΝπλκ γΫ πΝΰίηl TEMED εαδΝΰίίηl 

APSέΝ θΝυπΪλξ δΝεαγυ Ϋλβ βΝ βθΝπάιβΝ κυΝgel σ ΝηπκλυΝθαΝπλκ γΫ πΝ πδπζΫκθΝ

ηίΣΝ βμΝαλξδεάμΝπκ σ β αμΝαπσΝεΪγ Ναθ δ λα άλδκέ 

 

 

- Stacking gel 

 

δαζτηα α Πυεθσ β αΝgel 

 15% 12% 10% 9% 8% 7.5% 6% 5% 

Acrylamide/

Bis-

acrylamide 

37:1 

6.76ml 5.4ml 4.5ml 4.05ml 3.6ml 3.38ml 2.7ml 2.25ml 

2.25M Tris-

HCl, pH=8.8 
2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 

Distilled 

Water 
0.53ml 

1.95

ml 
2.85ml 3.3ml 3.75ml 3.97ml 4.65ml 5.1ml 

10% SDS 

(w/v) 
100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 

Μ Ν βθΝπλκ γάεβΝAPS εαδΝTEMED κΝ δΪζυηαΝαλξέα δΝεαδΝπκζυη λέα αδΝΧπάα δΨΝΰδαΝαυ σΝ αΝπλκ γΫ κυη Ν

ησζδμΝ έθαδΝθαΝφκλ υ κυη Ν κ gel αΝ αΪηδα 

10% APS 

(w/v) 
100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 100ηl 

TEMED ΰίηl ΰίηl ΰίηl ΰίηl ΰίηl ΰίηl ΰίηl 
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ΠέθαεαμΝ β. 

δαζτηα α Πυεθσ β αΝπ λέπκυΝζέκΣ 

Acrylamide/Bis-acrylamide 37:1 2ml 

0.5M Tris-HCl, pH=6.8 1.25ml 

Distilled Water 5.6ml 

10% SDS (w/v) 100ηl 

Μ Ν βθΝπλκ γάεβΝAPS εαδΝTEMED κΝ δΪζυηαΝαλξέα δΝεαδΝπκζυη λέα αδΝΧπάα δΨΝΰδαΝ

αυ σΝ αΝπλκ γΫ κυη ΝησζδμΝ έθαδΝθαΝφκλ υ κυη Ν κΝgel αΝ αΪηδα 

10% APS (w/v) 100ηl 

TEMED ΰίηl 

 

ΟδΝ παλαπΪθπΝ πκ σ β μΝ έθαδΝ ΰδαΝ βθΝ παλα ε υάΝ θσμΝ stacking gelέΝ ΓδαΝ βθΝ

παλα ε υάΝπαλαπΪθπΝπκζζαπζα δΪακυη Ν δμΝπκ σ β μΝη Ν κθΝαλδγησΝ πθΝgel πκυΝ

γΫζκυη ΝθαΝφ δΪικυη έ 

 

- Acrylamide/Bisacrylamide 

 

22.2 gr acrylamide, 0.6 gr bis-acrylamide (37:1 cross-linker ratioΨΝ Ν ΰίίml θ λσέΝ

ΠλΫπ δΝθαΝπλκ γκτθΝ κΝ δΪζυηαΝbeads ΰδαΝθαΝαπκφ υξγκτθΝ θαδπλάηα αΝεαδΝΰδαΝ

θαΝεαγαλέ δέΝ δαφκλ δεΪΝΰέθ αδΝ δάγβ βΝ κυΝ δαζτηα κμέ 

 

 Σκ δΪζυηα Tris-HCl έθαδ Tris(hydroxymethyl)-aminomethan κυ κπκέκυ κ pH 

λυγηέακυη  η  HCl. 

 APS: ammonium persulfate, έαβηα,  RT. 

 TEMED: N,N,N΄,N΄-TETRA-METHYLETHYLENE-DIAMINE, έθαδ δΪζυηα, 

κυμ 40
C. 

 SDS: sodium dodecyl sulfate ά Lauryl sulfate, έαβηα,  RT. 

 

 

- Running buffer 
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ΠέθαεαμΝ 3.  

Ου έ μ 1x 5x 10x 

Glycine 11.52gr 57.6gr 115.2gr 

Tris Base (Trizma 

Base) 
2.4gr 12gr 24.0gr 

SDS 0.8gr 4gr 8.0gr 

υηπζάλπ βΝη ΝH2O 

ηΫξλδ 
800ml 1lt 1lt 

 

 

- Transfer buffer 

 

ΠέθαεαμΝ 4.  

Ου έ μ 1x, 300ml Stock solution 10x, 500ml 

Tris Base (Trizma Base) 

24.8mM 
0.909gr 15.15gr 

Glycine 4.32gr 72gr 

Distilled Water 240ml 500ml 

Methanol 20% v/v 60ml 

ΣβθΝπλκ γΫ πΝσ αθΝ έθαδΝ

θαΝφ δΪιπΝ κΝworking 

solution 

 

 

- ζα έθβΝβέηΣΝ ΝTBS ΰδαΝ κΝblocking 

 

7.5gr α ζα έθβμ,Ν βκηml απ αΰηΫθκΝ θ λσ,Ν ΰηmlΝ TψSΝ βίx,Ν απκ έλπ βΝ κυΝ

δαζτηα κμ,ΝφτζαιβΝ κυμΝζ κ
C. 

 

- δΪζυηαΝ ππΪ πθΝεαδΝπζτ πθΝσ αθΝ κΝblocking ΰέθ αδΝη Να ζα έθβΝ 

 

TBS 1x, 0.5% v/v Tween-20.  αΝΰίίml ίΪαπΝηml TBS 20x, 0.5ml Tween-20, 95ml 

θ λσέ TBS: Tris Buffer Saline.  κ 1 lt πλκ γΫ π 1gr Tris Base, 8.1gr NaCl, pH=7.6. 
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υθάγπμ φ δΪξθκυη  δΪζυηα stock 20x, κπσ   1lt πλκ γΫ π 20gr Tris-Base, 

162gr NaCl, pH 7.6. 

 

- δΪζυηα Blocking η  ΰΪζα:  

 

TBS 1x, Tween-20 0.1% v/v, ΰΪζα 5% w/v.  α 100ml ίΪαπ 5ml TBS 20x, 0.1ml 

Tween-20, 5gr ΰΪζα (  εσθβ), 95ml θ λσ. 

 

- δΪζυηαΝ ππΪ πθΝεαδΝπζτ πθΝσ αθΝ κΝblocking ΰέθ αδΝη ΝΰΪζαμΝ 

 

TBS 1x, Tween-20 0.1% v/v,ΝΰΪζαΝίέηΣΝw/vέΝ αΝΰίίml ίΪαπΝηml TBS 20x, 0.1ml 

Tween-20, 0.5gr ΰΪζα,Νληml θ λσέ 

 

- Loading buffer home made  

 

SDS 2x: 20% glycerol, 4% SDS, 120mM Tris Cl pH 6.8, 0.003% bromophenol blue. 

ελδίυμΝπλδθΝ βθΝξλά βΝ κυΝ δαζτηα κμΝΰδαΝ βΝ δΪζυ βΝ πθΝπλπ ρθυθΝπλκ γΫ oυη  

ΰίΣΝί-η λεαπ καδγαθσζβέ 

 

έθέγέΝ θ δ λα άλδαΝΰδαΝ κΝWestern blotting  

 

To 1
κΰ θΫμΝ αθ δ-p21 Waf1 αθ έ πηαΝ Χ b) πκυΝ ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΰδαΝ βθΝ ε έηβ βΝ

πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝp21 πλδθΝεαδΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝά αθΝπκθ δεέ δκΝηκθκεζπθδεσΝεαδΝ

αΰκλΪ βε ΝαπσΝ βθΝ αδλέαΝSanta Cruz Biotechnology (Cat# sc-θβζθ,ΝεζυθκμΝF-5) 

εαδΝβΝαλαέπ άΝ κυΝά αθΝΰμζίί. To 2
κΰ θΫμ πκυΝξλβ δηκπκδάγβε ΝΰδαΝ βθΝπαλαΰπΰάΝ

άηα κμΝ ά αθΝ εα δεέ δκΝ ΙgG αθ έ πηαΝ δ δεσΝ ΰδαΝ θαΝ αθ δ λΪΝ η Ν πκθ δεέ δαΝ

αθ δ υηα αΝ ΧCat# F007) εαδΝ αΰκλΪ βε Ν απσΝ βθΝ αδλέαΝ R&D Systems θυΝ βΝ

αλαέπ άΝ κυΝά αθΝΰμΰίίί.  

 
ΓδαΝ βθΝ αθΪζυ βΝ western blot βμΝ Ser125-NPM/B23 εαδΝ βμΝ p14ARF 

ξλβ δηκπκδάγβεαθΝ πμΝ ΰκΰ θάΝ αθ δ υηα αΝ ΫθαΝ ηκθκεζπθδεσΝ αθ έ πηαΝ ζαΰκτΝ

(1:10000 dilution, Abcam, ab109546) εαδΝ ΫθαΝ ηκθκεζπθδεσΝ αθ έ πηαΝ πκθ δεκτΝ

(1:100 dilution, Abcam, ab49166),Ναθ έ κδξαέΝυθκζδεΪ,Νφκλ υγβεαθΝ βθΝ υ ε υάΝ
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βζ ε λκφσλβ βμΝ 20 ηg πλπ θβμ- έΰηα κμέΝ ΣαΝ βκΰ θάΝ αθ δ υηα αΝ αΰκλΪ βεαθΝ

απσΝ βθΝ R&D Systems εαδΝ βΝ αθέξθ υ βΝ κυΝ άηα κμΝ πλαΰηα κπκδάγβε Ν

ξλβ δηκπκδυθ αμΝ ECL (enhanced chemiluminescenceΨΝ απσΝ βθΝ Thermo Fisher 

Scientific.   

 

Γδα βθ αθΪζυ β western blot πθ εα αζκέππθ βμ θκυεζ κφπ ηέθβμ εα Ϊ ηάεκμ κυ 

ηκλέκυ βμ ξλβ δηκπκδάγβεαθ α 1
κΰ θά αθ δ υηα α αθ δ-NPM/B23-pS4 (πκθ δεέ δκ 

ηκθκεζπθδεσ αθ έ πηα, Cell Signaling Tech), αθ δ-NPM/B23-pS125 (πκθ δεέ δκ 

ηκθκεζπθδεσ αθ έ πηα, bcam), αθ δ-NPM/B23-pT95 (πκθ δεέ δκ ηκθκεζπθδεσ 

αθ έ πηα, Cell Signaling Tech), αθ δ-NPM/B23-pT199 (πκθ δεέ δκ ηκθκεζπθδεσ 

αθ έ πηα, Abcam) εαδ αθ δ-NPM/B23-pT234/237 (πκθ δεέ δκ ηκθκεζπθδεσ 

αθ έ πηα, Abcam), σζα   αλαέπ β 1:500. ΣαΝαθ δ λα άλδαΝΰδαΝ βθΝαπκ δυπβ βΝ

ΰδα βθΝ αθέξθ υ βΝ βμΝ Cdc6 εαδ βμΝATΜΝ η Νwestern blot ΫξκυθΝ π λδΰλαφγ έΝ Ν

πλκβΰκτη θ μΝη ζΫ μΝ(Velimezi et al. 2013; Sideridou et al. 2011).  
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BιέΝ θΪζυ βΝαθκ κρ κξβη έαμ 

 

BέιέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμ 
 

Ν αθΪζυ βΝ αθκ κρ κξβη έαμ πλαΰηα κπκδάγβε Ν Ν έΰηα αΝ ηκθδηκπκδβηΫθαΝ η Ν

φκληαζέθβΝ εαδΝ ΰεζ δ ηΫθαΝ Ν παλαφέθβΝ σππμΝ Ϋξ δΝ πλκβΰκυηΫθπμΝ π λδΰλαφγ έΝ

(Liontos et al. 2007; Sideridou et al. 2011)έΝ ΣκΝ άηαΝ τ λαΝ απσΝ βθΝ ξλυ βΝ

αιδκζκΰάγβε Ν απσΝ τκΝ αθ ιΪλ β κυμΝ παγκζκΰκαθα σηκυμΝ πκυΝ θΝ ΰθυλδααθΝ αΝ

κηΫθαέΝ ιδκζκΰάγβε Ν ΫθαμΝ ζΪξδ κμΝ αλδγησμΝ ΰίΝ αθ ιΪλ β πθΝ κπ δευθΝ π έπθΝ

αθΪΝ έΰηαΝ θυΝ κΝ εΪγ Ν έΰηαΝ υπκίζάγβε Ν Ν αθκ κρ κξβηδεάΝ αθΪζυ βΝ

κυζΪξδ κθΝγΝφκλΫμέ ΓδαΝ βθΝαθέξθ υ βΝ βμΝCD31 ξλβ δηκπκδάγβε ΝΫθαΝanti-CD31 

αθ έ πηαΝ Ναλαέπ βΝΰμΰίίΝΧrabbit polyclonal, Abcam, ab28364). ΧμΝ υ λκΰ θΫμΝ

ξλβ δηκπκδάγβε ΝΫθαΝίδκ δθυζδπηΫθκΝαθ έ πηαΝΧgoat anti-rabbit, 1:200). H θέ ξυ βΝ

εαδΝβΝπαλαΰπΰάΝ κυΝ άηα κμΝΫΰδθ Νη Ν βθΝη γκ κζκΰέαΝ C (avidin-viotin complex, 

δεσθα B7) η Ν βθΝ υπ λκιυ Ϊ βΝ αΰλδκλαπαθδκτΝ (horseradish peroxidase, HRP) θαΝ

απκ ζ έΝ κΝ ίδκ δθυζδπηΫθκΝ ΫθαυηκΝ εαδΝ κΝDAB (3,3´-diaminodbenzidine, Thermo 

Scientific Pierce) κΝξλπηκΰσθκΝυπσ λπηαέΝ 

    

 

      

             

 

δεσθα B7. ξβηα δεάΝ αθαπαλΪ α βΝ βμΝ C η γσ κυΝ ΰδαΝ βθ παλαΰπΰάΝ εαδΝ

θέ ξυ βΝ άηα κμΝ βθΝαθκ κρ κξβη έα (www.piercenet.com). 
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έιέβέΝΠλπ σεκζζκΝαθκ κρ κξβη έαμ 

 

λξδεΪΝ κπκγ κτη Ν αΝ έΰηα αΝπλκμΝη ζΫ βΝ ΝθίκC,Ν κΝπκζτΝ πέΝγί’έ 

TαΝ πση θαΝίάηα αΝπκυΝαεκζκυγκτθ αδΝ έθαδΝ αΝ ιάμΝ 

 

1. πκπαλαφέθπ βΝ πθΝ κηυθΝ  ιυζσζβ Χ δΪζυ βΝ βμΝπαλαφέθβμΨέΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝ 

αΨΝΞυζσζβΝΙΝΝΝρΝη’ 

ίΨΝΞυζσζβΝΙΙΝΝρΝη’ 

ΰΨΝΞυζσζβΝΙΙΙΝρΝη’ 

 

2. θυ Ϊ π βΝ πθΝ κηυθΝ Ν δαζτηα αΝαυιαθση θβμΝπ λδ ε δεσ β αμΝ Νθ λσ. 

ΰΨΝ δγαθσζβΝΰίίΣΝρΝΰί’ 

ΨΝ δγαθσζβΝΰίίΣΝρΝη’ 

ΨΝ δγαθσζβΝλθΣΝΝΝρΝβΝx η’ 

ΨΝ δγαθσζβΝκίΣΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΪΝπζαεΪεδαΨ 

αΨΝ δγαθσζβΝιίΣΝΝΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΪΝπζαεΪεδαΨ 

βΨΝ δγαθσζβΝηίΣΝΝΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΪΝπζαεΪεδαΨ 

 

3. λαθκπκέβ βΝ θ κΰ θκτμΝ υπ λκι δ Ϊ βμΝ η Ν γΣΝ 2Ο2 ΧαπσΝ δΪζυηαΝ stock 

30%, αλαέπ βΝΰμΰίΨέΝΓδαΝΫθαΝηπαθΪεδΝπλκ γΫ κυη Νβίml H2O2 + 180ml TBS. 

ΣαΝ έΰηα αΝ παλαηΫθκυθΝ πέΝ ΰί’-ΰζ’Ν κΝ εκ Ϊ δΝ Ν γκ πηα έκυέΝ

Χ δαφκλ δεΪΝηπκλκτη Ν ΝΣέΟέοηίml ΝηπαθΪεδ,Νηml H2O2 + 45ml ddH2O) 

  

ήηα. TBS: 8.1 gr NaCl/1gr TrizmaBase 1L (pH 7.6)/HCl 1N.  

  

4. Ξ πζΫθκυη Ν δμΝ κηΫμΝ πέΝ η’Ν η Ν Σ S Ν γ0
 πηα έκυΝ Χηπκλ έΝ θαΝ

παλαεαηφγ έΨέ 

 

5. πκεΪζυοβΝ αθ δΰκθδευθΝ γΫ πθέΝ ΘΫληαθ βΝ πθΝ κηυθΝ Ν ίλα άλα,Ν

steamer,Ν πέΝθί’Νεαζυπ ση θκΝ κΝηπαθΪεδΝη Ναζκυηδθσξαλ κ,ΝαθΝεαδΝκΝξλσθκμΝ

λκπκπκδ έ αδΝαθΪζκΰαΝη Ν κΝαθ έ πηαΨΝη Ν δΪζυηαΝεδ λδεκτΝθα λέκυέΝ 

δαζτηα αΝπκυΝξλβ δηκπκδκτη μ 
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/ηα. εδ λδεκτ θα λέκυ: 2.1gr  1lt ddH2O (water for injection) > pH: 6.0, 

λτγηδ β η  ΝαOH. 

Μ ΪΝ κΝπΫλαμΝαυ άμΝ βμΝ δα δεα έαμΝ αφάθκυη Ν δμΝ κηΫμΝ θαΝελυυ κυθ πέΝ

βί’Νπ λέπκυέ 

 

6. ΞΫπζυηαΝ πθΝ έΰηα αΝσππμΝ έθαδΝηΫ αΝ κΝηπαθΪεδΝ ΝTBS ΰδαΝη’έ 

 

7. πυα βΝη Νΰΰ θΫμΝαθ έ πηαέ ΓδαΝεΪγ Ν κηάΝθίζΝ έθαδΝδεαθκπκδβ δεΪ,ΝαθΝεαδΝ

ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ κΝηΫΰ γκμΝ πθΝ κηυθέΝ Ν πυα βΝΰέθ αδΝκζκθτε δαΝ κυμΝζκC. 

   

8. ΞΫπζυηαΝη ΝTBS πέΝη’Ν Νγκ πηα έκυέ 

 

9. πυα βΝη Νβΰ θΫμΝαθ έ πηαέ Ναλαέπ βΝ έθαδΝΰμβίίΝΰδαΝ κΝβΰ θΫμΝαθ έ πηαέΝ

H πυα βΝΰέθ αδΝ πέΝγί’Ν κυμΝγικC. 

 

            Πλκ κδηα έαΝ Νcomplex (Thermo Scientific Pierce),Ν κΝκπκέκΝφ δΪξθκυη Ν  

            γί’ΝπλδθΝ βΝξλά βΝ κυΝεαδΝ κΝ δαφυζΪ κυη Ν κΝ εκ Ϊ δέ 

            δΪζυηαΝ ΝcomplexμΝαλαέπ βΝΰμΰίίΝA,Ναλαέπ βΝΰμΰίίΝ Ν ΝΣ S. 

             

10. ΞΫπζυηαΝη ΝΣ S πέΝη’Ν Νγ0
 πηα έκυέ 

 

11. πυα βΝη Ν Νcomplex πέΝβί’Ν ΝγικΝC. 

 

Πλκ κδηα έαΝDAB,Νι πΪΰπηαΝ κΝ εκ Ϊ δέΝ 

 

12. ΞΫπζυηαΝ πέΝη’Ν Νγκ πηα έκυΝ ΝΣ S. 

 

13. ηίΪπ δ βΝ κηυθΝ ΝDAB. Υλβ δηκπκδκτη ΝΰΝaliquotήηπαθΪεδέ 

δΪζυηαΝDABήηπαθΪεδμΝDAB (1 aliquot = 1mlΨΝ +Ν ΰθζΝ 2Ο2 ΧαπσΝ κΝ stock 

γίΣΨΝαθΪ υ βΝεαδΝπλκ γάεβΝ Νηίml TBS ΧπκυΝπ λδΫξ δΝ κΝηπαθΪεδΨέΝ 

ΟΝ ξλσθκμΝ πυα βμΝ πθΝ κηυθ ΰέθ αδΝ Ν γκ πηα έκυΝ εαδΝ έθαδΝ

ια κηδε υηΫθκμέΝ Παλα βλκτη Ν βΝ ξλυ βΝ πθΝ κηυθέΝ ΓδαΝ κΝ ζσΰκΝ αυ σΝ

ξλβ δηκπκδκτη ΝΰυΪζδθκΝηπαθΪεδέ 
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14. ΞΫπζυηαΝ η Ν ΪφγκθκΝ θ λσΝ πέΝ β’Ν π λέπκυΝ Χ κπκγ κτη Ν κΝ ΰυΪζδθκΝ ηπαθΪεδΝ

εΪ πΝαπσΝ βΝίλτ βΨέ 

 

15. ηίΪπ δ βΝ κηυθΝ Ναδηα κιυζέθβΝΧΟΝξλσθκμΝ έθαδΝπΪζδΝ ια κηδε υηΫθκμ). 

 

16. Ξ πζΫθκυη Ν εαζΪΝ αΝ έΰηα αΝ η Ν ΪφγκθκΝ θ λσΝ ίλτ βμέΝΟδΝ κηΫμΝ πλΫπ δΝ θα 

έθαδΝ υθΫξ δαΝ ηίαπ δ ηΫθ μΝ Νθ λσΝυ ΝθαΝηβθΝ ΰθυ κυθέ  

    

17. φυ Ϊ π βΝ κηυθέΝ 

δγαθσζβΝηίΣΝΝΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΫμΝ κηΫμΨ 

δγαθσζβΝιίΣΝΝΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΫμΝ κηΫμΨ 

δγαθσζβΝκίΣΝΝΝρΝΰΝx γ’ΝΧη’ΝΰδαΝπκζζΫμΝ κηΫμΨ 

δγαθσζβΝλθΣΝΝΝρΝβΝx η’ 

δγαθσζβΝΰίίΣΝρΝΰΝx η’Ν 

δγαθσζβΝΰίίΣΝρΝΰΝx ΰί’ 

ΞυζσζβΝΙΙΙΝΝΝΝΝΝΝΝΝρΝΰx η’ 

ΞυζσζβΝΙΙΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝρΝΰΝx η’ 

ΞυζσζβΝΙΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝΝρΝΰΝx η’ 

 

18. ΚΪζυοβΝ πθΝ κηυθΝ η Ν ίΪζ αηκΝ κυΝ Καθα ΪΝ ΧDPX) εαδΝ θΝ υθ ξ έαΝ η Ν

εαζυπ λέ αέ    

 

19. Παλα άλβ βΝ πθΝ κηυθΝ κΝκπ δεσΝηδελκ εσπδκέ 
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B.8. θΪζυ βΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτΝ 
 

έκέΰέΝ α δεΫμΝαλξΫμ 

 

Ν δα δεα έαΝ κυΝ Ϋηη κυΝ αθκ κφγκλδ ηκτΝ ΧΙFΨΝ έθαδΝ παλσηκδαΝ η Ν αυ άΝ βμΝ

αθκ κρ κξβη έαμ,ΝαζζΪΝπαλκυ δΪα δΝη ΰαζτ λβΝ υαδ γβ έαέΝΥλβ δηκπκδάγβε Ν Ν

έΰηα αΝ ευ Ϊλπθ λπηΫθπθΝ Ν εαζυπ λέ μέΝ Υλβ δηκπκδ έ αδ υ λκΰ θΫμΝ

αθ έ πηαΝ υα υΰηΫθκΝ η Ν φγκλέακυ αΝ ξλπ δεάΝ ( δεσθα κ) εαδΝ βΝ παλα άλβ βΝ

ΰέθ αδΝ Νηδελκ εσπδκΝφγκλδ ηκτέΝ 

 

 

       

 

δεσθαΝ κέΝ λξΫμΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτ (http://www.dshs.state.tx.us).  

 

έκέβέΝΠλπ σεκζζκΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτ 

 

ΓδαΝ βθΝ αθΪζυ βΝ Ϋηη κυΝ αθκ κφγκλδ ηκτΝ α ετ αλαΝ αθαπ τ κθ αδΝ πΪθπΝ Ν

εαζυπ λέ μέΝ Ξ πζΫθκθ αδΝ η Ν PBS εαδ ηκθδηκπκδκτθ αδΝ η Ν παΰπηΫθβΝ η γαθσζβΝ ΰδαΝ ηΝ

ζ π ΪέΝ  βθΝ υθΫξ δαΝ ι πζΫθκθ αδΝ εαδ δα βλκτθ αδΝ Ν Ν PBS κυμΝ ζκC,Ν ηΫξλδΝ θαΝ

ξλβ δηκπκδβγκτθέ ΓδαΝθαΝ ππα κτθΝη Ν κΝπλπ κΰ θΫμΝαθ έ πηαΝπλΫπ δΝθαΝ θυ α πγκτθΝ

Ν δαζτηα α αδγαθσζβμΝ δα κξδεΪΝ ζα πηΫθβμΝ Ν π λδ ε δεσ β αμΝ Ν γ ληκελα έαΝ

πηα έκυμ 

 

δγαθσζβΝΰίίΣΝΰδαΝΰίΝζ π Ϊ 

δγαθσζβ ΰίίΣΝΰδαΝηΝζ π Ϊ 

δγαθσζβΝλθΣΝβΝφκλΫμΝΰδαΝηΝζ π Ϊ 

δγαθσζβΝκίΣΝΰδαΝηΝζ π Ϊ 

http://www.dshs.state.tx.us/


 124 

δγαθσζβΝιίΣΝΰδαΝηΝζ π Ϊ 

δγαθσζβΝηίΣΝΰδαΝηΝζ π ΪΝ 

TBS  ΰδαΝηΝζ π Ϊ 

 

εκζκυγ έΝ πυα βΝ η Ν πλπ κΰ θΫμΝ αθ έ πηαΝ εαδΝ φυ δκζκΰδεσΝ ηβΝ αθκ κπκδβηΫθκΝ κλσΝ

Χαλαέπ βΝΰμβίΨΝ δαζυηΫθαΝ ΝTBSέΝ  πυα βΝΰέθ αδΝκζκθτε δαΝ κυμΝζκC.  

ΣαΝετ αλαΝι πζΫθκθ αδΝ ΝTBS ΰδαΝηΝζ π ΪΝ Νγ ληκελα έαΝ πηα έκυΝεαδΝ ππΪακθ αδΝ

η Ν υ λκΰ θΫμΝαθ έ πηαΝ βηα ηΫθκΝη Νφγκλκξλπ δεάΝΧTexas Red βθΝ υΰε ελδηΫθβΝ

π λέπ π β,Ν πκυΝπλκ έ δΝ εσεεδθκΝ ξλυηαΝη ΪΝ βθΝ πέ λα β κυΝ υπ λδυ μΝφπ σμΨΝ Ν

αλαέπ βΝΰμκίίΝ δαζυηΫθκΝ ΝTBSέΝΣκΝ υ λκΰ θΫμΝαθ έ πηαΝπκυΝξλβ δηκπκδ έ αδΝΫξ δΝ

βθΝέ δαΝπλκΫζ υ βΝη Ν κθΝκλσέΝH πυα βΝΰέθ αδΝΰδαΝγίΝζ π ΪΝ κυμΝγικC.     

ΣαΝετ αλαΝι πζΫθκθ αδΝη ΝΣ S ΰδαΝηΝζ π ΪΝ Νγ ληκελα έαΝ πηα έκυέ 

 

 βθ υθΫξ δαΝ ππΪακθ αδΝη Ν κΝξλπηκΰσθκΝDAPI Χαλαέπ βΝΰμΰίίίΨΝΰδαΝηΝζ π ΪΝ κυμΝ

37
0
CέΝΟδΝπυλάθ μΝίΪφκθ αδΝηπζ Νυ ΝθαΝ έθαδΝ δαελδ κέέΝΧυΰεΫθ λπ βΝ δαζτηα κμμΝΰΰλέΝ

Νιηίml ΣBSΨέΝΣαΝετ αλαΝι πζΫθκθ αδΝη ΝΣ S ΰδαΝηΝζ π ΪΝ Νγ ληκελα έαΝ πηα έκυ,Ν

εαζτπ κθ αδ η Ν δΪζυηαΝ ζίΣΝ Χv/vΨΝ ΰζυε λσζβμΝ εαδΝ εαζυπ λέ αΝ εαδΝ παλα βλκτθ αδΝ Ν

ηδελκ εσπδκΝφγκλδ ηκτ (Zeiss Axioplan 2).   

 

έκέγέΝ θ δ λα άλδαΝαθΪζυ βμΝΫηη κυΝαθκ κφγκλδ ηκτ 

 

ΓδαΝ βθΝ αθέξθ υ βΝ βμΝ RPA (replication protein AΨΝ η Ν Ν IF ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΫθαΝ

ηκθκεζπθδεσ πκθ δεέ δκΝ ΰκΰ θΫμΝ αθ έ πηαΝ εα ΪΝ βμΝ υπκηκθΪ αμΝ RPA32 (1:1000 

αλαέπ β,Ν Santa Cruz Biotechnology, Inc., scΰθθκκθΨέΝ ΧμΝ βκΰ θΫμΝ αθ έ πηαΝ

ξλβ δηκπκδάγβε ΝΫθαΝεα δεέ δκΝαθ έ πηαΝ Χanti-mouse) υα υΰηΫθκΝη Ν βθΝφγκλέακυ αΝ

ξλπ δεάΝTexas Red  αλαέπ β 1:1000 (Abcam). Ν ξλυ βΝπυλάθπθΝ (counterstaining) 

Ϋΰδθ Νη ΝΰίίΝng/ml 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma, Antisel). 
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έλέΝΞ θκηκ ξ τηα αΝεαδΝη αξ έλδ βΝαυπθΝ 
 

ΣαΝετ αλαΝ ΰβλλΝctl-shRNA πκυΝξλβ δηκπκδάγβεαθΝπμΝηΪλ υλαμΝΧcontrol, 5 x 10
6
 

Ν βίίΝ ηl PBS) θΫγβεαθΝ υπκ σλδαΝ Ν εΪγ Ν πζ υλσΝ θσμΝ group (n = 5) υξαέαΝ

πδζ ΰηΫθπθΝ αθκ κεα αζηΫθπθΝ ΧSCID) πκθ δευθ (Mus musculus) βζδεέαμΝ κ-12 

ί κηΪ πθ.  ΝΫθαΝ τ λκΝgroup 5 πκθ δευθ,Ν5 x 10
6
 ετ αλαΝ ΰβλλΝctl-shRNA άΝ

sh RF θΫγβεαθΝ υπκ σλδα εαδΝ δμΝ βΝ πζ υλΫμΝ εΪγ Ν πκθ δεκτέΝ τκΝ ί κηΪ μΝ

αλΰσ λαΝ έξαθΝ αθαπ υξγ έΝ ηαελκ εκπδεΪΝ κλα κέΝ σΰεκδέΝ π δ α,Ν ζ θ δρεσΝ ηβ-

κξ υηΫθκΝshRN ΝάΝζ θ δρεσΝsh TM θΫγβε Ν τηφπθαΝη Ν κΝξλκθκ δΪΰλαηηαΝ κυΝ

δαΰλΪηηα κμ 1, σππμΝ αυ σΝ Ϋξ δΝ πλδθΝ π λδΰλαφγ έ (Velimezi et al. 2013)έΝ  κΝ

Ϋζκμ,Ν αΝ αυαΝ γαθα υγβεαθΝ η Ν υγαθα έα,Ν κδΝ σΰεκδΝ αφαδλΫγβεαθ,Ν αυΰέ βεαθ,Ν

ηκθδηκπκδάγβεαθΝ η Ν φκληαζέθβΝ εαδΝ ΰεζ έ βεαθΝ Ν παλαφέθβΝ τηφπθαΝ η Ν κΝ

πλπ σεκζζκΝπκυΝΫξ δΝπ λδΰλαφγ έΝ(Sideridou et al. 2011).    

 

 

 

 

 
 

 

δΪΰλαηηα 1. (Velimezi et al. 2013).  

 

έ1ί. ΠαλαΰπΰάΝ ζ θ δρυθή δ ζκπκέβ βΝ εαδΝ η αΰπΰάΝ πθΝ

ι θκηκ ξ υηΪ πθ-σΰεπθΝ 
 

ΓδαΝ βθΝ παλαΰπΰάΝ πθΝ δκ πηα έπθΝ πθΝ ζ θ δρυθ,Ν ηΝ x 10
6
 αΝ HEK293T ετ αλαΝ

εαζζδ λΰάγβεαθΝ Ν λυίζέαΝ πθΝ ΰίΝ cm εαδΝ δαηκζτθγβεαθΝ εαδΝ δαηκζτθγβεαθΝ η Ν

πζα ηέ δαΝπαε αλέ ηα κμΝ λέ βμΝΰ θδΪμΝ(15 ηg pMDLg/pRRE, 6 ηg pRSV-REV, 3 

ηg pMD2.G) ξλβ δηκπκδυθ αμΝ πμΝ αθ δ λα άλδκΝ η α ξβηα δ ηκτ 50 ηl 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen). ΓδαΝ βθΝ απκ δυπβ βΝ βμΝ ΣΜΝ κυμΝ σΰεκυμ-
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ι θκηκ ξ τηα αΝπκυΝ βηδκυλΰάγβεαθΝαπσΝ ΰβλλΝεαδΝ ΰβλλΝετ αλαΝ αΝκπκέαΝ έξ Ν

ΰέθ δΝαπκ δυπβ βΝ βμΝ RF η  shRNA,Νξλβ δηκπκδάγβεαθΝ λ δμΝ δαφκλ δεκέΝφκλ έμ,Ν

κδΝ pLKO.1-short hairpin RNA MISSION vectors απσΝ βθΝ Sigma (Velimezi et al. 

2013)έΝ ΟΝ φκλΫαμΝ pLKO.1 TurboGFP (Sigma) ξλβ δηκπκδάγβε Ν αθΝ φκλΫαμ-

ηΪλ υλαμΝ Χctrl, δεσθα λ). TαΝυπ λε έη θαΝη Ν αΝ δκ πηΪ δαΝ υζζΫξγβ αθΝ48, 72 

εαδ 96 h η ΪΝ βθΝ δαησζυθ βΝ εαδΝ υηπυεθυγβεαθΝ η Ν ξλά βΝ κυΝ υηπυεθπ άΝ

LentiX concentrator (Clontech) τηφπθαΝη Ν δμΝκ βΰέ μΝ κυΝεα α ε υα άέΝΣκΝ δρεσΝ

RNA απκηκθυγβε ΝαπσΝ150 ηl απσΝεΪγ Ν υηπυεθπηΫθκΝζ θ δρσ ξλβ δηκπκδυθ αμΝ o 

kit Viral RNA isolation kit (Macherey-Nagel) εαδΝ β δ ζκπκέβ βΝ Ϋΰδθ Ν η Ν κ kit 

LentiX qRT-PCR Titration Kit (Clontech) τηφπθαΝ η Ν δμΝ κ βΰέ μΝ κυΝ

εα α ε υα άέΝ Ν η αΰπΰάΝ πθΝζ θ δρυθΝηΫ πΝΫθ βμΝ θ σμΝ πθΝσΰεπθΝ πθΝGFP, 

GFP siRNA (ηβ- κξ υηΫθκΝshRNA) ά αΝδκ πηΪ δαΝ πθΝζ θ δρυθ shATM Χη ΝΫθαθΝ

έ ζκΝδυθΝθέβ x 10
11

 ml‾1 ζ θ δρευθΝ πηα έπθΝαθΪΝΫθ βΨΝΫζαί ΝξυλαΝεαγβη λδθΪΝΰδαΝ

ηέαΝ π λέκ κΝ ηΝ βη λυθΝ εαδΝ εΪγ Ν βΝ βηΫλ μΝ ΰδαΝ Ϊζζ μΝ λ δμΝ ί κηΪ μΝ η ΪΝ βθΝ

ηφΪθδ βΝ πθΝσΰεπθέ 

  

 

                         
 

 
δεσθα λέΝ(http://www.sigmaaldrich.com).  

  
 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/
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ΓέΝ ΠΟΣ Λ Μ Σ  
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Γέ1έΝ πκ ζΫ ηα αΝΰδαΝ βθΝp21WAF1/CIP1  

 

Πλκε δηΫθκυΝθαΝ δ λ υθβγ έΝκΝλσζκμΝ βμΝp21WAF1/CIP1 Νετ αλαΝπκυΝ λκτθ αδΝ

ζ δ κυλΰδεάμΝ p53, ξλβ δηκπκδάγβε Ν ΫθαΝ παΰυΰδηκΝ ευ αλδεσΝ τ βηαΝ πκυΝ

ία έα αδΝ αΝ ετ αλαΝ κ κ αλευηα κμΝ Saos2, κΝ πκθκηααση θκΝ Saos2-

p21WAF1/CIP1 τ βηαέΝ  κΝ τ βηαΝ αυ σΝ βΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21WAF1/CIP1 

ίλέ ε αδΝεΪ πΝαπσΝ κθΝΫζ ΰξκΝ βμΝ κιυευεζέθβμέ 

 

ΣαΝ ΝSaos2-p21WAF1/CIP1 ετ αλαΝ υζζΫξγβεαθΝ πλδθΝ βθΝ παΰπΰάΝ (Time Point:0 

hours) εαδΝ Ν λέαΝ δα κξδεΪΝξλκθδεΪΝ βη έαΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμ p21WAF1/CIP1 

(12hrs, 48hrs εαδ 96hrs) εαδΝυπκίζάγβεαθΝ Νπλπ πηδεάΝαθΪζυ βέΝ ΝαθΪζυ βΝαυ άΝ

πλαΰηα κπκδάγβε Νυ ΝθαΝαπκε βγ έΝπζβλκφκλέαΝ ξ δεΪΝη Ν κθΝΫζ ΰξκΝπκυΝα ε έΝ

βΝp21WAF1/CIP1 Νη α-η αΰλαφδεσΝ πέπ κέΝ κθΝΠέθαεαΝΓ1 αθαΰλΪφκθ αδΝκδΝ

πλπ θ μΝ πθΝκπκέπθΝ αΝ πέπ αΝίλΫγβεαθΝθαΝπαλκυ δΪακυθΝ α δ δευμΝ βηαθ δεάΝ

η αίκζάΝ εαδΝ κ έ κμΝ βμΝ η αίκζάμΝ βζέΝ αυικλλτγηδ β (up-regulation) άΝ

η δκλλτγηδ β (down-regulation)έΝ  κΝ δΪΰλαηηαΝ Γ1 ηκλφάμΝ «πέ αμ»έΝ ΌππμΝ

φαέθ αδ,Ν κδΝ πλπ θ μΝ πθΝ κπκέπθΝ βΝ Ϋεφλα βΝη αίζάγβε Ν η ΪΝ βμΝ παΰπΰάΝ βμΝ

p21WAF1/CIP1 ά αθΝ υθκζδεΪΝ λκέΝ πσΝ αυ Ϋμ,Ν βΝ η ΰΪζβΝ πζ δκοβφέαΝ υπΫ βΝ

η δκλλτγηδ βΝΧκδΝθθΝπλπ θ μΨΝ θυΝ αΝ πέπ αΝγβΝ υθκζδεΪΝπλπ ρθυθΝπαλκυ έα αθΝ

ατιβ βέ 

 

      

Πέθαεαμ Γ1.  
 

 
Gene Name 

 

 
Description 

 

 
Accession No. 

 

 
Regulation 

 

 
Early Response 

 

CDKN1A 

 

Cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1 

 

P38936 

 

Up-regulated 

 

 

KLDC2 

 

 

 

Kelch domain-

containing protein 2 

 

Q9Y2U9 

 
  Down-regulated 



 129 

 

 

LUM Lumican 

 

P51884 

 

Down-regulated 

APOC3 Apolipoprotein C-III 

 

P02656 

 

Down-regulated 

CDT1 

 

DNA replication factor 

Cdt1 

 

 

Q9H211 

 

Up-regulated 

 
Mid Response 

 

 

VRK1 

 

 

Serine/threonine-protein 

kinase VRK1 

 

 

Q99986 

 

 

Down-regulated 

RGAP1 

 

 

Rac GTPase-activating 

protein 1 

 

 

Q9H0H5 

 

Down-regulated 

BUB1B 

 

Mitotic checkpoint 

serine/threonine-protein 

kinase BUB1 beta 

 

O60566 

 
Down-regulated 

UBE2T 

 

Ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 T 

 

Q9NPD8 

 
Down-regulated 

ITB4 

 

Integrin beta-4 

 

 

P16144 

 

Up-regulated 

 

TM189 

 

 

Transmembrane protein 

189 

 

A5PLL7 

 

Up-regulated 

 

 

 

APOE 

 

 

 

 

Apolipoprotein E 

 

 

 

P02649 

 

 

 

Down-regulated 

SG110 

 

Putative uncharacterized 

serine/threonine-protein 

kinase SgK110 

 

P0C264 Down-regulated 
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TOP2A 

 

DNA topoisomerase 2-

alpha 

 

 

P11388 

 

Down-regulated 

PHLB2 

 

 

Pleckstrin homology-

like domain family B 

member 

Q86SQ0 Up-regulated 

 

TSP1 

 

Thrombospondin-1 P07996 Down-regulated 

PEDF 

 

Pigment epithelium-

derived factor 

 

P36955 Down-regulated 

 

NEP 

 

Neprilysin 

 

P08473 

 

 

Up-regulated 

 

MOFA1 

 

MORF4 family-

associated protein 1 

 

Q9Y605 Down-regulated 

MAD2L1 

 

Mitotic spindle 

assembly checkpoint 

protein MAD2A 

 

Q13257 Down-regulated 

 

INCE 

 

Inner centromere protein 

 

Q9NQS7 Down-regulated 

 

SPDLY 

 

Protein Spindly Q96EA4 Down-regulated 

PLK1 

 

Serine/threonine-protein 

kinase PLK1 

 

 

 

P53350 

 

 

Down-regulated 

CND3 

 

Condensin complex 

subunit 3 

 

Q9BPX3 Down-regulated 

CND1 

 

Condensin complex 

subunit 1 

 

Q15021 Down-regulated 

 

KIF4A 

 

Chromosome-associated 
O95239 Down-regulated 
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kinesin KIF4A 

 

ERC6L 

 

DNA excision repair 

protein ERCC-6-like 

 

Q2NKX8 

 

 

Down-regulated 

 

 

 

 

CBS 

 

Cystathionine beta-

synthase 

 

P35520 Up-regulated 

 

BOREA 

 

Borealin Q53HL2 Down-regulated 

 

O6C70 

 

Olfactory receptor 6C70 A6NIJ9 Down-regulated 

CDK1 

 

Cyclin-dependent kinase 

1 

 

P06493 Down-regulated 

ARGI2 

 

Arginase-2, 

mitochondrial 

 

P78540 Up-regulated 

ANLN 

 

Actin-binding protein 

anillin 

 

Q9NQW6 Down-regulated 

CIP2A 

 

Protein CIP2A 

 

Q8TCG1 Down-regulated 

ALBU 

 

Serum albumin 

 

P02768 Down-regulated 

A2MG 

 

Alpha-2-macroglobulin 

 

P01023 Down-regulated 

NAR4 

 

Ecto-ADP-

ribosyltransferase 4 

 

Q93070 Down-regulated 

CD63 

 

CD63 antigen 

 

P08962 Down-regulated 

TRFL 
 

Lactotransferrin 
P02788 Down-regulated 
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APOM 

 

Apolipoprotein M 

 

O95445 Down-regulated 

FETA 

 

Alpha-fetoprotein 

 

P02771 Down-regulated 

MAGA3 

 

Melanoma-associated 

antigen 3 

 

P43357 Down-regulated 

TATD2 

 

Putative 

deoxyribonuclease 

TATDN2 

 

Q93075 Down-regulated 

H6ST1 

 

Heparan-sulfate 6-O-

sulfotransferase 1 

 

O60243 Down-regulated 

FETUA 

 

Alpha-2-HS-

glycoprotein 

 

P02765 Down-regulated 

H12 

 

Histone H1.2 

 

P16403 Down-regulated 

RIR2 

 

Ribonucleoside-

diphosphate reductase 

subunit M2 

 

P31350 Down-regulated 

NF2L2 

 

Nuclear factor erythroid 

2-related factor 2 

 

Q16236 Down-regulated 

 

 

KIF2C 

 

 

Kinesin-like protein 

KIF2C 

 

 

 

Q99661 

 

 

Down-regulated 

ORC1 

 

Origin recognition 

complex subunit 1 

 

Q13415 Up-regulated 

SATT 

 

Neutral amino acid 

transporter A 

 

P43007 Up-regulated 
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MYL1 

 

Myosin light chain 1/3, 

skeletal muscle isoform 

 

P05976 Up-regulated 

SFR15 

 

Splicing factor, 

arginine/serine-rich 15 

 

O95104 Down-regulated 

MED14 

 

Mediator of RNA 

polymerase II 

transcription subunit 14 

 

O60244 Down-regulated 

TT39A 

 

Tetratricopeptide repeat 

protein 39A 

 

Q5SRH9 Down-regulated 

FRMD8 

 

FERM domain-

containing protein 8 

 

Q9BZ67 Up-regulated 

KITH 

 

Thymidine kinase, 

cytosolic 

 

P04183 Down-regulated 

SAS6 

 

Spindle assembly 

abnormal protein 6 

homolog 

 

Q6UVJ0 Down-regulated 

PRR11 

 

Proline-rich protein 11 

 

Q96HE9 Down-regulated 

KIFC1 

 

Kinesin-like protein 

KIFC1 

 

Q9BW19 Down-regulated 

CSPG4 

 

Chondroitin sulfate 

proteoglycan 4 

 

Q6UVK1 Down-regulated 

KIF23 

 

Kinesin-like protein 

KIF23 

 

Q02241 Down-regulated 

MO4L2 

 

Mortality factor 4-like 

protein 2 

 

Q15014 Down-regulated 
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CENPF 

 

Centromere protein F 

 

P49454 Down-regulated 

RAD18 

 

E3 ubiquitin-protein 

ligase RAD18 

 

Q9NS91 Down-regulated 

TACC3 

 

Transforming acidic 

coiled-coil-containing 

protein 3 

 

Q9Y6A5 Down-regulated 

IGSF8 

 

Immunoglobulin 

superfamily member 8 

 

Q969P0 Up-regulated 

SAHH3 

 

Putative 

adenosylhomocysteinase 

3 

 

Q96HN2 Up-regulated 

KIF11 

 

Kinesin-like protein 

KIF11 

 

P52732 Down-regulated 

TPX2 

 

Targeting protein for 

Xklp2 

 

Q9ULW0 Down-regulated 

DYSF 

 

Dysferlin 

 

O75923 Up-regulated 

 

 

IMA2 

 

 

 

 

 

Importin subunit alpha-2 

 

P52292 Down-regulated 

 
Late Response 

 

PCH2 

 

Pachytene checkpoint 

protein 2 homolog 

 

Q15645 Down-regulated 

SMC4 

 

Structural maintenance 

of chromosomes protein 

Q9NTJ3 Down-regulated 
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4 

 

STX8 

 

Syntaxin-8 

 

Q9UNK0 Down-regulated 

CND2 

 

Condensin complex 

subunit 2 

 

Q15003 Down-regulated 

CPMD8 

 

C3 and PZP-like alpha-

2-macroglobulin 

domain-containing 

protein 8 

 

Q8IZJ3 Down-regulated 

H2A2B 

 

Histone H2A type 2-B 

 

Q8IUE6 Down-regulated 

NUCB1 

 

Nucleobindin-1 

 

Q02818 Down-regulated 

F207A 

 

Protein FAM207A 

 

Q9NSI2 Down-regulated 

IQGA3 

 

Ras GTPase-activating-

like protein IQGAP3 

 

Q86VI3 Down-regulated 

CAF1B 

 

Chromatin assembly 

factor 1 subunit B 

 

Q13112 Up-regulated 

CDC6 

 

Cell division control 

protein 6 homolog 

 

Q99741 Up-regulated 

 

 

DCK 

 

 

Deoxycytidine kinase 

 

 

 

P27707 

 

 

Up-regulated 

SYNE2 

 

Nesprin-2 

 

Q8WXH0 Up-regulated 

SCOT1 

 

Succinyl-CoA:3-

ketoacid-coenzyme A 

transferase 1, 

mitochondrial 

 

P55809 Up-regulated 
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IDH2 

 

Isocitrate 

dehydrogenase [NADP], 

mitochondrial 

 

P48735 Up-regulated 

SEPT5 

 

Septin-5 

 

Q99719 Up-regulated 

RTN3 

 

Reticulon-3 

 

O95197 Up-regulated 

AKA12 

 

A-kinase anchor protein 

12 

 

Q02952 Up-regulated 

SERA 

 

D-3-phosphoglycerate 

dehydrogenase 

 

O43175 Up-regulated 

HERC5 

 

E3 ISG15--protein 

ligase HERC5 

 

Q9UII4 Up-regulated 

GXLT1 

 

Glucoside 

xylosyltransferase 

 

Q4G148 Up-regulated 

LGUL 

 

Lactoylglutathione lyase 

 

Q04760 Up-regulated 

MGST1 

 

Microsomal glutathione 

S-transferase 1 

 

P10620 Up-regulated 

SMCA2 

 

Probable global 

transcription activator 

SNF2L2 

 

P51531 Up-regulated 

SHPS1 

 

Tyrosine-protein 

phosphatase non-

receptor type substrate 1 

 

P78324 Up-regulated 

CING 

 

Cingulin 

 

Q9P2M7 Up-regulated 
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δΪΰλαηηαΝΓ1.  
 

 

 
 

 

 

 GO-BP (Gene Ontology Biological Process enrichment analysis) αθΪζυ β αυ υθ 

πθ πλπ ρθυθ απκεΪζυο  σ δ κδ πλπ θ μ πκυ υφέ αθ αδ αυικλλτγηδ β αθάεκυθ 

ευλέπμ βθ εα βΰκλέα βμ ευ αλδεάμ δ λΰα έαμ «η αίκζδ ησμ»Ν Χ“metabolic 

process”, p-value=1,2357E-06) αζζΪ εαδ βθ εα βΰκλέαΝπκυΝ ξ έα αδΝη Ν βθΝG1-S 

φΪ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝεαδΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA (p-value=1,4614E-06ΨέΝΝΣαΝ

απκ ζΫ ηα αΝ βμΝGO-BP ΰδαΝ δμΝπλπ θ μΝ πθΝκπκέπθΝ αΝ πέπ αΝαυιάγβεαθΝεαδΝ

η δυγβεαθ,Ναθ έ κδξα,Ν υθκοέακθ αδΝ κυμΝΠέθαε μΝΓβ εαδΝΓγ.  

.  

 

 

 

 

 

 

 

Πέθαεαμ Γ2.    
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Up-regulated Proteins GO-BP Enrichment Analysis 

Name p-value 

metabolic process 1,2357E-06 

regulation of transcription involved in G1-S phase of mitotic cell cycle 

(DNA Replication Licensing Factors CDC6,CDT1 & ORC1) 
1,4614E-06 

 

 

ΠέθαεαμΝΓ3.  

Down-regulated Proteins GO-BP Enrichment Analysis 

Name p-value 

mitosis 2,38867E-24 

cell division 9,38846E-24 

cell cycle 5,99801E-19 

M phase of mitotic cell cycle 1,70544E-15 

mitotic prometaphase 7,02803E-14 

mitotic cell cycle 4,16278E-13 

chromosome condensation 6,88036E-10 

blood coagulation 1,37243E-08 

mitotic chromosome condensation 1,76077E-08 

cytokinesis 8,41185E-08 

microtubule-based movement 9,01907E-08 

protein localization to kinetochore 1,13727E-07 

cell proliferation 1,05775E-06 
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 δμΝ δεσθ μΝΓ1 εαδΝΓβΝφαέθ αδΝαθαπαλΪ α βΝ πθΝαπκ ζ ηΪ πθΝ βμΝαθΪζυ βμΝ

GO-BP ΰδαΝ δμΝ πλπ θ μΝ πθΝ κπκέπθΝ αΝ πέπ αΝ αυιάγβεαθΝ εαδΝ η δυγβεαθ,Ν

αθ έ κδξα,Νη Ν βθΝηκλφάΝ« τθθ φκυΝ δε υθ»ΝΧ“tag cloud”Νvisual).  

 

 

 

 

 

 

 
EδεσθαΝΓ1. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

     
                              

                                   
                                 DNA replication 
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δεσθαΝΓ2.  
 

 

 

 

 αΝ δαΰλΪηηα αΝΓβ εαδΝΓγΝφαέθ αδΝβΝ επλκ υπβ βΝ πθΝπλπ ρθυθΝΧ εφλα ηΫθβΝ

Ν log2ratio κυΝ άηα κμΝ βμΝ iTRAQ αθΪζυ βμΨΝ αΝ λέαΝ δαφκλ δεΪΝ ξλκθδεΪΝ

βη έα,Ν ε έθπθΝπκυΝ ηπζΫεκθ αδΝ βθΝηβξαθάΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA εαδΝ ε έθπθΝπκυΝ

υηπ λδζαηίΪθκθ αδΝ βθΝηδ π δεάΝηβξαθά,Ναθ έ κδξαέΝΌππμΝ έθαδΝφαθ λσ,ΝκδΝη θΝ

πλπ θ μΝπκυΝ υηη ΫξκυθΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA παλκυ δΪακυθΝ σ κΝαυιά δμΝ

σ κΝεαδΝη δυ δμ,Ν θυΝ βθΝεα βΰκλέαΝ πθΝπλπ ρθυθΝπκυΝ υηη ΫξκυθΝ βθΝηέ π βΝ

παλα βλ έ αδΝ ξ σθΝεαγκζδεάΝη δκλλτγηδ βΝ ΝσζαΝ αΝξλκθδεΪΝ βη έαέΝΝ  
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δΪΰλαηηαΝΓ2.  
 

 

 
 

 
 
δΪΰλαηηαΝΓ3.  
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Νεα βΰκλέαΝ πθΝπλπ ρθυθΝπκυ ηπζΫεκθ αδΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA παλκυ δΪα δΝ

δ δαέ λκΝ θ δαφΫλκθΝ εαγυμΝ βΝ αθΪζυ βΝ δ λΪλξβ βμΝ Χclustering analysisΨΝ εαδΝ κΝ

«γ ληδεσμΝ ξΪλ βμ»Ν Χ“heat map”, δεσθαΝ Γγ) Ϋ διαθΝ σ δΝ λ δμΝ απσΝ δμΝ ευλδσ λ μΝ

πλπ θ μΝ αυ άμΝ βμΝ εα βΰκλέαμΝ (CDT1, CDC6 εαδ ORC1) ξβηα έακυθΝ ΫθαΝ

υΰε ελδηΫθκΝ group ηκλέπθΝ πκυΝ υφέ αθ αδΝ γ δεάΝ λτγηδ βΝ απσΝ βθΝ p21. EέθαδΝ

αιδκ βη έπ κΝσ δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝCDT1 αυιΪθκθ αδΝησζδμΝΰβΝυλ μΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝ

βμΝ p21. EπδπζΫκθ,Ν βΝ υπ λΫεφλα βΝ πθΝ παλαΰσθ πθΝ α δκ σ β βμΝ βμΝ αθ δΰλαφάμΝ

κυΝDNA (DNA replication licensing factors, RLFs) έθαδΝ θ δαφΫλκθΝ τλβηαΝΰδα έΝ

Ϋξ δΝ υθ γ έΝ η Ν βθΝ παθα-αθ δΰλαφάΝ Χre-replication) εαδΝ βθΝ πυλκ σ β βΝ βμΝ

ΰ θ δεάμΝα Ϊγ δαμέΝ 

  

 

 
 
EδεσθαΝΓ3. 
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 βθΝ δεσθαΝΓζ αθαπαλέ α αδΝβΝξαλαε βλδ δεάΝ δξΪζαΝ βμΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA. 

πΪθπΝ Ναυ άθΝ βθΝ δξΪζαΝ θ κπέακθ αδΝκδΝπλπ θ μΝπκυΝ ηπζΫεκθ αδΝ βθΝηβξαθάΝ

βμΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA πκυΝσππμΝΫ δι ΝβΝαθΪζυ βΝGO-BP ηααέΝη Ν κθΝ«ευ αλδεσΝ

ετεζκ»Ν εαδΝ βθΝ «ηέ π β»Ν απκ ζκτθΝ δμΝ ευ αλδεΫμΝ ε έθ μΝ δ λΰα έ μΝ πκυΝ

πβλ Ϊακθ αδΝπ λδ σ λκΝαπσΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝp21. υΰε ελδηΫθα,Ν κΝ ξάηαΝ βμΝ

δεσθαμΝζΝ θ κπέακθ αδΝσζ μΝκδΝπλπ θ μΝ πθΝκπκέπθΝβΝ Ϋεφλα βΝ πβλ Ϊα αδΝ ΫπμΝ

εαδΝ δμΝλθΝυλ μΝη ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝ έ Νγ δεΪΝΧεσεεδθκΨΝ έ Ναλθβ δεΪΝΧηπζ Ψ,Ν βζέΝ δμΝ

ΟRC1, CDT1, CDC6 εαδΝ ΣΟPβ Ν εαδΝ CDK1, αθ έ κδξαέ πέ βμ,Ν κΝ ξάηαΝ

αθαπαλέ α αδΝ βΝ εαηπτζβμΝ βμΝ υΰεΫθ λπ βμΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ Χlog2ratio) αυ υθΝ

ίΪ δΝ πθ λδυθΝξλκθδευθΝ βη έπθέΝΜ ΝΰελδΝ ξλυηαΝαθαπαλέ αθ αδΝ πλπ θ μΝεαδΝ

ευ αλδεΫμΝ δ λΰα έ μΝπκυΝ έθαδΝp21-αθ ιΪλ β μΝ τηφπθαΝη Ν αΝαπκ ζΫ ηα αΝ βμΝ

πλπ κηδεάμέΝΝΝ 

 

θΪζυ βΝ Pathway enrichment απκεΪζυο Ν σ δΝ κΝ π λδ σ λκΝ πβλ ααση θκΝ

βηα κ κ δεσΝ ηκθκπΪ δΝ έθαδΝ κΝ ευ αλδεσμΝ ετεζκμΝ (p-value=4.4E-18)έΝ ΟδΝ

αζζβζ πδ λΪ δμΝ πθΝ πλπ ρθυθΝ αυ υθΝ πκυΝ ξ έακθ αδΝ η Ν βθΝ λτγηδ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ αθαπαλέ αθ αδΝ βθΝ δεσθαΝ ΓηέΝ ΟδΝ πλπ θ μΝ πθΝ κπκέπθΝ βΝ

Ϋεφλα βΝλυγηέα αδΝγ δεΪΝαπσΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝp21 έθαδΝ βηα ηΫθ μΝη ΝεσεεδθκΝ

θυΝ ε έθ μΝ πθΝ κπκέπθΝ αΝ πέπ αΝ η δυθκθ αδΝ η Ν ηπζ έΝ Μ Ν ΰελδΝ ξλυηαΝ έθαδΝ

βηα ηΫθ μΝ κδΝ πλπ θ μΝ εαδΝ κδΝ ευ αλδεΫμΝ δ λΰα έ μΝ πκυΝ θΝ πβλ Ϊακθ αδΝ

βηαθ δεΪΝ απσΝ βθΝ p21. ΌππμΝ φαέθ αδ,Ν κδΝ θΝ ζσΰπΝ πλπ θ μΝ υηη ΫξκυθΝ Ν

βηα κ κ δεΪΝ έε υαΝπκυΝαφκλκτθΝ σ κΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA (DNA replication) 

σ κΝεαδΝ δΪφκλ μΝ δ λΰα έ μΝπκυΝ υθδ κτθΝπαλαηΫ λκυμ κυΝηδ π δεκτΝευ αλδεκτΝ

ετεζκυΝ σππμΝ βΝ υΰελσ β βΝ κυΝ εδθβ κξυλκυΝ Χ“kinetochore assembly”ΨΝ εαδΝ βΝ

ηδ π δεάΝ υηπτεθπ βΝ βμΝξλπηα έθβμΝΧ“chromatin condensation”ΨέΝ  
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δεσθαΝΓ4.  
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δεσθαΝΓηέΝ 
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ΓέβέΝ πκ ζΫ ηα αΝΰδαΝ βθΝ RF 

 

ΣαΝ κηΫθαΝπλκβΰκτη θπθΝη ζ υθΝυπκ άλδααθΝππμΝυπΪλξ δΝηέαΝ ξΫ βΝη αιτΝ βμΝ

DDR εδθΪ βμΝ ΣR εαδΝ βμΝ RF αζζΪΝ εαδΝ κυΝ παλ θΫλΝ βμΝ ARF, βμΝ ΝPM 

(θκυεζ κφπ ηέθβμΨέΝ υΰε ελδηΫθα,Ν ίλΫγβε Ν ππμΝ παλκυ έαΝ η αζζαΰηΫθβμΝ ΣR ά 

βμΝ υ λκιυκυλέαμΝ Χ UΨ,Ν ΰ ΰκθσ αΝ πκυΝ εαδΝ αΝ τκΝ κ βΰκτθΝ Ν αθ δΰλαφδεσΝ λ μΝ

(replication stress), βΝARF σππμΝεαδΝβΝp16 ΙΝΚζ Ν πΪΰκθ αδΝη αΰλαφδεΪΝ(Μκnasor 

et al. 2013).  ΝΪζζβΝ η ζΫ β (Carlos et al. 2013), έξγβε Ν ππμΝ Ν ΫθαΝ υπσίαγλκΝ

Ϋζζ δοβμΝ βμΝ κΰεκεα α αζ δεάμΝ πλπ θβμΝ BRCA2 (εΪ δΝ πκυΝ γ πλ έ αδΝ πμΝ

ίδκδ κ τθαηκΝ βμΝ Ϋε κπβμΝ Ϋεφλα βμΝ κΰεκπλπ θβμΨΝ βΝ αε λαδσ β αΝ βμΝ

λα δεσ β αμΝ βμΝ ΣR έθαδΝαθαΰεαέαΝΰδαΝ βθΝ αγ λκπκέβ βΝ βμΝπλπ θβμΝ RF. 

EπδπζΫκθ,Νά αθΝΰθπ σΝππμΝβΝATR φπ φκλυζέπθ Ν βθΝΝPM κΝεα ΪζκδπκΝ βμΝSer 

125 (Maiguel et al. 2004; Nalabothula et al. 2010).  

 

ΛαηίΪθκ αμΝαυ ΪΝυπ’Νσοδθ,Νελέγβε Ν θ δαφΫλκθΝθαΝ δ λ υθβγ έΝ ΪθΝβΝ θ λΰκπκέβ βΝ

βμΝ ΣR τ λαΝαπσΝ πέ λα βΝ U πβλ Ϊα δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝSer 125-φπ φκΝPM 

εαδΝαθΝαυ σΝΫξ δΝ υθΫπ δαΝη Ν βΝ δλΪΝ κυΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ RF. ΓδαΝ κθΝζσΰκΝαυ σ,Ν

αΝ ετ αλαΝNSCLC (ηβΝ ηδελκευ αλδεκτΝ εαλεέθκυΝ κυΝ πθ τηκθαΨΝ ΰβλλΝ πκυΝ θΝ

εφλΪακυθΝ θ λΰάΝ p53 ε ΫγβεαθΝ Ν βΝ mM UέΝ Ν αυ κπκέβ βΝ ηΫ πΝ

αθκ κφγκλδ ηκτΝ βμΝαθαεα αθκηάμΝ βμΝRPA (replication protein A) κθΝπυλάθαΝεαδΝ

κΝ ξβηα δ ησμΝ foci (εΪ δΝ πκυΝ υπκ βζυθ δΝ βθΝ τπαλιβΝ ηκθσεζπθκυΝ DNA εαδΝ

αθ δΰλαφδεκτΝ stressΨ,Ν ξλβ δηκπκδάγβε Ν αθΝ έε βμΝ βμΝ θ λΰκπκέβ βμΝ βμΝ ΣR 

( δεσθαΝΓθέ ).    

 

έθαδΝ θ δαφΫλκθΝ ππμΝ αΝ απκ ζΫ ηα αΝ αθΪζυ βμΝwestern blot Ϋ διαθΝ σ δΝ σ αθΝ βΝ

ATR έθαδΝ θ λΰσμΝ σ Ν αΝ πέπ αΝ Ser 125-φπ φκΝPM η δυθκθ αδΝ εαδΝ αυ σΝ

υηία έα δΝη Ν βθΝη έπ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝ RF ( δεσθαΝΓθέ ). πσΝ βθΝηδαΝαυ σΝ

ΰδαΝΪζζβΝηδαΝφκλΪΝυπκ βζυθ δΝ κθΝ αγ λκπκδβ δεσΝξαλαε άλαΝ βμΝαζζβζ πέ λα βμΝ

βμΝ φπ φκΝPM η Ν βθΝ ARF ΰδαΝ βθΝ ζ υ αέαέΝ πσΝ βθΝ ΪζζβΝ υπκ δεθτ δΝ βθΝ

τπαλιβΝ θσμΝ ΣR- ιαλ υη θκυΝ ηκθκπα δκτΝ πκυΝ πδγαθσθΝ θαΝ η κζαί έ αδΝ απσΝ ηέαΝ

φπ φα Ϊ βΝ Ν αθ δ κδξέαΝ η Ν κΝ πλκαθαφ λγΫθΝ (Velimezi et al. 2013) ηκθκπΪ δΝ

σπκυΝβΝATR- ξ δαση θβΝπλπ θβΝ ΣΜΝηΫ πΝ βμΝφπ φα Ϊ βμΝPP1 αθ αΰπθέα αδΝ

βθΝφπ φκλυζέπ βΝ βμΝNPM εαδΝ βθΝ αγ λσ β αΝ βμΝARF πκυΝ υηπζκεκπκδ έ αδΝ

η Ν βθΝφπ φκΝPM,Νπλκ α υση θβΝΫ δΝαπσΝαπκδεκ σηβ βέΝΝ 
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δεσθαΝΓθέΝ 
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αθΝ ΰθπ σΝ ππμΝ βΝ CdcθΝ πλπ θβΝ ηΫ πΝ θσμΝ λυγηδ δεκτΝ cis κδξ έκυ,Ν κυΝ

RD(INK4/ARF) πλκΪΰ δΝ βθΝ λκξλπηα δθκπκέβ βΝ κυΝ ΰ θ δεκτΝ σπκυΝ

ΙΝΚζή RF,Νπαλ ηπκ έακθ αμΝΫ δΝ βθΝη αΰλαφάΝ βμΝχRόΝαζζΪΝεαδΝ πθΝpΰθINK4 Ν

εαδΝpΰηΝ INK4  (Gonzalez et al. 2006)έΝΧ σ κ,Ν τηφπθαΝη Ν κΝηκθ ΫζκΝπκυΝ έξ Ν

πλκ αγ έΝ (Halazonetis et al. 2008) β Cdc6 σ αθΝ εφλα έΝ Ϋε κπαΝ πλκεαζ έΝ

αθ δΰλαφδεσΝ λ μΝ εαδΝ δεζπθδεΫμΝ γλατ δμΝ πκυΝ κ βΰκτθΝ βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝ

ηκθκπα δκτΝ βμΝDDR εαδΝ βμΝ ΣΜ.  

 

KαγυμΝβΝ ΣΜΝαθ αΰπθέα αδΝ βθΝARF (Velimezi et al. 2013), ά αθΝ θ δαφΫλκθΝθαΝ

δ λ υθβγ έΝ πκδσΝ απσΝ αΝ τκΝ πλκαθαφ λγΫθ αΝ ηκθκπΪ δαΝ βζέΝ αέΝ ε έθκΝ βμΝ

Cdc6/RD(INK4/ARF) άΝίέΝ ε έθκΝπκυΝη κζαί έ αδΝαπσΝ βθΝ ΣΜΝΫξ δΝη ΰαζτ λκΝ

αθ έε υπκΝ βθΝ λτγηδ βΝ βμΝ RF. ΓδαΝ κθΝ ζσΰκΝ αυ σΝ πλαΰηα κπκδάγβε Ν αθΪζυ βΝ

western blot ΰδαΝ βθΝARF Ν ετ αλαΝκ κ αλευηα κμΝSaos2 πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ

βθΝp53 Ν υθγάε μΝυπ λΫεφλα βμΝ βμΝCdc6 παλκυ έαΝΧcontrol si, ctrsi) άΝαπκυ έαΝ

βμΝ ΣΜΝ Χsi ΣΜΨέΝ ΌππμΝ δαπδ υγβε ,Ν βΝ Cdc6 πδφΫλ δΝ η θΝ εα α κζάΝ βθ 

Ϋεφλα βΝ βμΝARF βΝκπκέαΝσηπμΝαπκεαγέ α αδΝ ξ σθΝ θ ζυμΝσ αθΝαπκ δππΪ αδΝβΝ

ΣΜΝη Ν βθΝ ξθκζκΰέαΝ κυΝsmall interference RNA (EδεσθαΝΓι). υ σΝυπκ βζυθ δΝ

βθΝζ δ κυλΰδεάΝίαλτ β αΝ κυΝηκθκπα δκτΝDDR εαδΝ βμΝαζζβζ πέ λα βμΝ βμΝ ΣΜΝ

η Ν βθΝARF ΰδαΝ βθΝλτγηδ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝ ζ υ αέαμέΝ     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonzalez%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16572177
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δεσθαΝΓιέΝ 
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Πλκβΰκτη θβΝ φπ φκπλπ πηδεάΝ αθΪζυ βΝ έξ Ν έι δΝ σ δΝ απκυ έαΝ βμΝ ΣΜΝ αΝ

εα ΪζκδπαΝ Ser 70 εαδΝ Ser 88 βμΝ ΝPM έθαδΝ φπ φκλυζδπηΫθαέΝ θ έγ αΝ σ αθΝ

πδπλσ γ αΝ απκυ δΪα δΝ βΝ λα δεσ β αΝ βμΝ εδθΪ βμΝ Nek2 βΝ σ αθΝ βΝ ΣΜΝ έθαδΝ

αεΫλαδβΝ εαδΝ θ λΰκπκδ έ αδΝ η Ν κΝ ξβη δκγ λαπ υ δεσΝ κικλκυηπδ έθβ,Ν σ Ν θΝ

παλα βλ έ αδΝφπ φκλυζέπ βΝ βθΝSer 70 βμΝΝPM (Velimezi et al. 2013).    

 

Aυ ΪΝ αΝ κηΫθαΝ υθβΰκλκτθΝ υπΫλΝ βμΝ τπαλιβμΝ θσμΝ ηκθκπα δκτΝ σπκυΝ βΝ ΣΜΝ

αθ αΰπθέα αδΝΫθαΝηκθκπΪ δ σπκυΝβΝNek2 φπ φκλυζδυθ δΝ βθΝNPM αΝεα ΪζκδπαΝ

Ser 70 εαδΝ Ser κκέΝ Ό αθΝ ζκδπσθΝ βΝ ΣΜΝ απκ δππΪ αδΝ ΧάΝ αθα Ϋζζ αδΨΝ σ Ν αΝ

πέπ αΝ Ser 70-φπ φκNPM εαδΝ Ser 88-φπ φκNPM αυιΪθκθ αδέΝ Μ Ν εκπσΝ θαΝ

δαπδ πγ έΝ ΪθΝβΝαπκ δυπβ βΝ βμΝ ΣΜΝ πβλ Ϊα δΝ βθΝφπ φκλυζέπ βΝ βμΝNPM εαδΝ

ΝΪζζαΝεα ΪζκδπαΝSer εαδΝThr πκυΝαπκ ζκτθΝΰθπ ΫμΝγΫ δμΝ σξ υ βμΝ βμΝNPM 

απσΝ εδθΪ μΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθπθΝ πθΝ ευεζδθκ- ιαλ υη θπθΝ εδθα υθΝ ΧCDKs), 

πλαΰηα κπκδάγβε ΝΫθαΝ Νwestern blots αΝεα ΪζκδπαΝSer 4, Ser 125 ( σξκμΝ βμΝ

ΣR), Thr 95, Thr 199, Thr 234 εαδΝThr 237 αΝετ αλαΝ ΰβλλΝεΪ πΝαπσΝ υθγάε μΝ

απκ δυπβ βμΝ βμΝ ΣΜΝΧ ΣΜi) άΝσ αθΝ αΝετ αλαΝαπζυμΝ ε ΫγβεαθΝ κθΝ δαζτ βΝ

DMSO κυΝ αθ δ λα βλέκυΝ απκ δυπβ βμέΝ ΌππμΝ φαέθ αδΝ εαδΝ βθΝ δεσθαΝ Γκ,Ν κδΝ

γΫ δμΝ αυ ΫμΝ παλαηΫθκυθΝ αθ πβλΫα μΝ απσΝ βθΝ απκ δυπβ βΝ βμΝ ΣΜέΝ υ σΝ

πδί ίαδυθ δΝ σ δΝ αέΝ βΝ αζζβζ πέ λα βΝ η αιτΝ βμΝ ΣΜΝ εαδΝ βμΝ ARF αφκλΪΝ αΝ

πέπ αΝφπ φκλυζέπ βμΝησθκΝ δμΝγΫ δμΝSer 70 εαδΝSer κκΝεαδΝσ δΝίέΝβΝγΫ βΝSer 125 

πβλ Ϊα αδΝησθκΝαπσΝΫθαΝATR- ιαλ υη θκΝηκθκπΪ δΝπκυΝηΫθ δΝθαΝ δαζ υεαθγ έΝεαδΝ

σξδΝαπσΝ βθΝ ΣΜέΝΝ 
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δεσθαΝΓκέΝ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 152 

ΜέαΝη ΰΪζβμΝεζέηαεαμΝη ζΫ βΝ πθΝ σξπθΝφπ φκλυζέπ βμΝ βμΝ ΣΜΝεδθΪ βμΝΫ δι Ν

ππμΝ βΝ πλπ θβΝ Σ P-1-IP (Tat binding protein-1 interacting protein) έθαδΝ

υπσ λπηαΝ βμΝ ΣΜΝ (Matsuoka et al. 2007). ΘαΝ ηπκλκτ Ν ζκδπσθΝ εΪπκδκμΝ θαΝ

υπκγΫ δΝσ δΝηπκλ έΝθαΝ υηη Ϋξ δΝ κΝηκθκπΪ δΝπκυΝβΝ ΣΜΝ πβλ Ϊα δΝ αΝ πέπ αΝ

βμΝ RF.  Νπλκβΰκτη θβΝ βηκ έ υ βΝ βη δυγβε ΝππμΝβΝ ιΪζ δοβΝ βμΝ γΝζδΰΪ βμΝ

κυίδεκυρ έθβμΝULF (TRIP12) Ϋξ δΝ αθΝαπκ Ϋζ ηαΝβΝ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝ ΣΜΝη ΪΝ

απσΝ Ϋεγ βΝ πθΝ ευ ΪλπθΝ βθΝ κικλκυηπδ έθβΝ θαΝ ηβθΝ τθα αδΝ θαΝ η δυ δΝ αΝ

πέπ αΝ βμΝ ARF (Velimezi et al. 2013). Aυ σΝ υπκ δεθτ δ σ δΝ κΝ ΣΜή RF 

ηκθκπΪ δΝ έθαδΝULF- ιαλ υη θκέΝΓδαΝθαΝ δ λ υθβγ έΝ ΪθΝ κΝ ΣΜή RF ηκθκπΪ δΝΫξ δΝ

υξσθΝ ιΪλ β βΝ εαδΝ απσΝ βθΝ Σ P-1-IP άΝ εαδΝ βθΝ πλπ θβΝ Σ P1 (Tat binding 

protein-1) η Ν βθΝκπκέαΝβΝΣ P-1-IP αζζβζ πδ λΪ,Νπλαΰηα κπκδάγβε ΝηέαΝ δλΪΝαπσΝ

western blots ξπλέμΝ (ctrsi) εαδΝ η Ναπκ δυπβ βΝ πθΝπλπ ρθυθΝαυ υθΝ ΧsiΣ PIP εαδΝ

siTBP1). ΌππμΝ δαελέθ αδΝ βθΝ δεσθαΝΓλ,Ν θυΝβΝαπκ δυπβ βΝ βμΝ ΣΜΝΧsiATM) 

πΫφ λ Ν ατιβ βΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ RF, εΪ δΝ Ϋ κδκΝ θΝ υθΫίβΝ εαδΝ η Ν βθΝ

απκ δυπβ βΝ πθΝΣ P-1-IP εαδΝΣ P1έΝ πκηΫθπμΝ κΝ ΣΜή RF ηκθκπΪ δΝ έθαδΝΣ P-

1-IP- εαδΝTBP1-αθ ιΪλ β κέΝΝ 

 
 
               

           
 
 

δεσθαΝΓλέΝ 
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τηφπθαΝη Ν αΝ υλάηα αΝπλκβΰκτη θβμΝΫλ υθαμΝ (Schramek et al. 2011) βΝMKK7 

έθαδΝ ηέαΝ εδθΪ βΝ πκυΝ έθαδΝ ελέ δηβΝ ΰδαΝ βθΝ η αΰπΰάΝ άηα κμΝ απσΝ αΝ κΰεκΰσθαΝ

λ γέ ηα αΝ ΫπμΝ βθΝ p53 υ Ν θαΝ πδ υξγ έΝ βΝ αγ λκπκέβ άΝ βμέΝ  βθΝ παλκτ αΝ

η ζΫ β,Ν σππμΝ Ϋ δι Ν βΝ ίδκπζβλκφκλδεάΝ αθΪζυ βΝ ( δεσθαΝ Γ1ί) κΝ ΜΚΚι-

ιαλ υη θκΝ ηκθκπΪ δΝ ηπκλ έΝ θαΝ ζΫΰξ αδΝ εαδΝ απσΝ ΪζζκυμΝ παλΪΰκθ μΝ ε σμΝ απσΝ

κΰεκπλπ θ μΝπκυΝ πδφΫλκυθΝ πδπλσ γ αΝαπκ ζΫ ηα αέΝ 

 

 
 
 

 
 
 
 

δεσθα Γ10.  
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υΰε ελδηΫθα, ηπκλ έ θα υθ ζκτθ β βηδκυλΰέα ζ τγ λπθ λδαυθ κιυΰσθκυ 

(reactive oxygen species, ROS) σππμ β H-RAS εαδ β Rac1 (Dolado et al. 2007; 

Deshpande et al. 2000) ά βθ π λέπ π β βμ GSTP1 (glutathione S-transferase P1) 

εαδ κυ IGF-1 (insulin-like growth factor-1) ηπκλ έ θα πλκ φΫλκυθ αθ δκι δ π δεά 

πλκ α έα (Savic-Radojevic et al. 2007; Hao et al. 2011; Higashi et al. 2012). 

υ σΝΫλξ αδΝ Ν υηφπθέαΝη Ν κΝΰ ΰκθσμΝσ δΝβΝΜΚΚιΝαπκελέθ αδΝ Νκι δ π δεκτμΝ

παλΪΰκθ μΝ (Κim et al. 2001) εαγυμΝ εαδΝ η Ν κΝ ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ βΝ p53 Ϋξ αδΝ εαδΝ

π ι λΰΪα αδΝ λ γέ ηα αΝ δαφσλπθΝ δ υθΝευ αλδεκτΝ λ μΝ(Κishi et al. 2001; Liu 

et al. 2008)έΝ Κα ’Ν αυ σθΝ κθΝ λσπκΝ βΝ MKK7 έθαδΝ υθα σΝ θαΝ υηίΪζζ δΝ βθΝ

αγ λκπκέβ βΝ βμΝp53 σξδΝησθκΝπμΝ υθδ υ αΝ βμΝDDR αζζΪΝεαδΝ υηη Ϋξκθ αμΝ Ν

ηκθκπΪ δαΝ πκυΝ ξ έακθ αδΝ η Ν βθΝ κι δ καθαΰπΰδεάΝ εα Ϊ α βΝ κυΝ ευ Ϊλκυέ 

Eθδ ξτ αδΝ ζκδπσθΝ βΝ ΪπκοβΝ σ δΝ βΝ p53 δαγΫ δΝ πκζζΪΝ δαφκλ δεΪΝ « εαθέεδα»Ν

πλκε δηΫθκυΝ θαΝ αγ λκπκδβγ έΝ πκυΝ λκυθΝ έ Ν υηπζβλπηα δεΪΝ η Ν δμΝ υπσζκδπ μΝ

υθδ υ μΝ βμΝDDR έ Ν δμΝυπκεαγδ κτθΝσ αθΝβ εαλεδθκΰΫθ βΝπζάι δΝ βθΝDDR 

εαδΝ βθΝεα α έζ δέΝΝ 

 

θαΝ ΪζζκΝ βηαθ δεσΝ τλβηαΝ αυ άμΝ βμΝ ίδκπζβλκφκλδεάμΝ αθΪζυ βμΝ έθαδΝ σ δΝ

υθβΰκλ έΝ υπΫλΝ βμΝ τπαλιβμΝ πδγαθάμΝ βηα κ κ δεάμΝ ξΫ βμΝ αθΪη αΝ βθΝMKK7 

εαδΝ βθΝ RF, εαγυμΝ σππμΝ φαέθ αδΝ ( δεσθαΝ Γ1ί) υπΪλξκυθΝ εκδθκέΝ λυγηδ ΫμΝ εαδΝ

εκδθκέΝ πλπ ρθδεκέΝ σξκδΝ αυ υθΝ πθΝ ηκλέπθέΝ υ σΝ εαγδ ΪΝ αεσηαΝ πδκΝ αφάΝ βθΝ

ζ δ κυλΰδεάΝ βηαθ δεσ β αΝ βμΝARF αθΝ « φ λδεκτ»Ν κΰεκεα α αζ δεκτΝ ηκλέκυΝ

(Velimezi et al. 2013; Evangelou et al. 2013) αφκτΝ πδγαθσθΝ ηπκλ έΝ θαΝ

θ λΰκπκδ έ αδΝηΫ πΝMKK7- ιαλ υη θπθΝηβξαθδ ηυθΝαεσηαΝεαδΝσ αθΝ κΝηκθκπΪ δΝ

βμΝDDR η Ν κΝκπκέκΝαζζβζ πδ λΪΝβΝARF εα αλλ τ δΝεα ΪΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βέΝΝΝ   

 κθ ΠέθαεαΝΓζΝαθαΰλΪφ αδΝβΝζ δ κυλΰέα πθΝηκλέπθΝπκυΝ έθαδΝεκδθκέΝλυγηδ ΫμΝ

πθΝMKKιΝ εαδΝARF εαδΝ εκδθκέΝ σξκδΝ τηφπθαΝ η Ν βθΝ ίδκπζβλκφκλδεάΝ αθΪζυ β 

εαδΝ κΝ έ κμΝ βμΝλτγηδ βμΝΧγ δεάμΝάΝαλθβ δεάμΨΝπκυΝα εκτθέΝ  
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ΠέθαεαμΝΓζέ 
 

 
Upstream Common Regulators of ARF (CDKN2A) & MKK7 (MAP2K7) 

 

 Protein Name Function 

 
Type of 

Regulation 
 

Refs. 

CDC42 
Cell division 

cycle 42 

 

Small GTPase 

involved in the 

modulation of 

cytoskeletal 

dynamics 

 

Positive 

control 

 
(Bustelo et al. 

2007; 
Heasman and 
Ridley, 2008; 
Stengel and 

Zheng, 2011) 
 

IGF1 
Insulin-like 

growth factor 1 

 

Growth-

promoting 

factor also 

implicated in 

glucose uptake 

 

Positive 

control 

(Frick et al. 
2000; Laron, 

2001) 

GSTP1 

 

Glutathione S-

transferase P1 

 

Anti-oxidant 

protein 

Positive 

control 

 
(Savic- 

Radojevic et 
al. 2007; 

Yucesoy et al. 
2012) 

 

RAC1 

Ras-related C3 

botulinum 

toxin substrate 

1 

 

Small GTPase 

involved in the 

modulation of 

cytoskeletal 

dynamics 

 

Positive 

control 

(Bustelo et al. 
2007; 

Heasman and 
Ridley, 2008) 

HRAS 

Harvey Rat 

sarcoma viral 

oncogene 

homolog 

 

Ras family 

member 

participating in 

oncogenetic 

pathways 

 

Positive 

control 

 
 
 

 
 

(Pylayeva-
Gupta et al. 

2011) 
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Downstream Common Targets of ARF (CDKN2A) & MKK7 (MAP2K7) 

 

MAPK3 

 

Mitogen-

activated 

protein kinase 

3 

 

Serine/threonine 

kinase mainly 

implicated in 

the control of 

cell 

proliferation 

 

Positive 

control 
(Zhang and 
Liu, 2002) 

RHOA 

Ras homolog 

family member 

A 

 

Small GTPase 

involved in the 

modulation of 

cytoskeletal 

dynamics 

 

Positive 

control 

(Bustelo et 
al. 2007; 
Heasman 

and Ridley, 
2008) 

STAT3 

 

signal 

transducer and 

activator of 

transcription 3 

 

Transcription 

factor mediating 

cytokine and 

growth factor 

signaling 

Positive 

control 

(Takeda 
and Akira, 
2000; Gao 
et al. 2012) 

CD8A CD8 antigen 
Involvement in 

T-cell responses 

 

Positive 

control 

 

 

(Gao and 
Jakobsen, 

2000) 
 

TP73 
Tumor protein 

p73 

 

p53 family 

transcription 

factor involved 

in tumor 

suppression and 

developmental 

pathways 

 

Positive 

control 

(Rosenbluth 
and 

Pietenpol, 
2008) 

BAX 

 

BCL2-

associated X 

Proapoptotic 

protein 

 

Positive 

control by ARF 

(Lalier et al. 
2007) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lalier%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17453158
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protein (CDKN2A) & 

negative 

control by 

MAP2K 

(MKK7) 

 

MAPK1 

Mitogen-

activated 

protein kinase 

1 

Serine/threonine 

kinase mainly 

implicated in 

the control of 

cell 

proliferation 

 

Negative 

control by ARF 

(CDKN2A) & 

stimulatory 

post-

transcriptional 

regulation by 

MAP2K 

(MKK7) 

 

(Zhang and 
Liu, 2002) 
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α δαση θκδΝ Νπλσ φα αΝ κηΫθαΝπκυΝΫ δξθαθΝσ δΝβΝATM ζΫΰξ δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ

ARF (Velimezi et al. 2013), εαδΝ σ δΝ βΝ RF δαγΫ δΝ αθ δ-αΰΰ δκΰ θ δεά λΪ βΝ

(Kawagishi et al. 2010; Ulanet and Hanahan, 2010) γ πλάγβε Ν θ δαφΫλκθΝ θαΝ

δ λ υθβγ έΝ ΪθΝ κΝ ΣΜή RF ηκθκπΪ δΝ πδ λΪΝ κθΝVEGF πκυΝπμΝ ΰθπ σΝ παέα δΝ

ε θ λδεσΝλσζκΝ βθΝαΰΰ δκΰΫθ βΝ(Crinò and Metro, 2014)έΝΓδαΝ κθΝ εκπσΝαυ σΝ αΝ

H1299 εαδΝ αΝHeLa ετ αλαΝ πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ ζ δ κυλΰδεάΝ p53 ε ΫγβεαθΝ κθΝ

ΣΜΝαθα κζΫαΝKu55933 πλκε δηΫθκυΝ θαΝ αγ λκπκδβγ έΝ βΝARFέΝΠαλα βλάγβε Ν

σ δΝυπΪλξ δΝηέαΝαθ έ λκφβΝ υ ξΫ δ βΝη αιτΝ βμΝΫεφλα βμΝ πθΝπλπ ρθυθΝARF εαδ 

VEGF ( δεσθα Γ11). πκηΫθπμΝβΝαυικλλτγηδ βΝ βμΝARF ηΫ πΝ βμΝαθα κζάμΝ βμΝ

ΣΜΝηπκλ έΝπδγαθσθΝθαΝξλβ δη τ δΝπμΝθΫαΝαθ δ-αΰΰ δκΰ θ δεάΝηΫγκ κμΝαεσηαΝεαδΝ

κυμΝσΰεκυμΝ ε έθκυμΝ κυμΝκπκέκυμΝαπκυ δΪα δΝζ δ κυλΰδεάΝp53.  

 

 

 

                                      ΰβλλ                        eLa 

 
 

δεσθα Γ11.  
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 Ν Ϋθα πση θκΝ ίάηα,Ν δ λ υθάγβε Ν ΪθΝ βΝ παΰπΰάΝ βμΝ ARF Ν απσελδ βΝ βθΝ

εα α κζάΝ βμΝ ΣΜΝ δαγΫ δΝ αθ δ-αΰΰ δκΰ θ δεάΝ λΪ β in vivo. Πλκε δηΫθκυΝ θαΝ

ΰέθ δΝ αυ σ,Ν αΝ ετ αλαΝ H1299 ξλβ δηκπκδάγβεαθΝ ΰδαΝ βΝ βηδκυλΰέα 

ι θκηκ ξ υηΪ πθΝ Ν αθκ κεα αζηΫθαΝ πκθ έεδαέΝ ΣκηΫμΝ απσΝ κυμΝ σΰεκυμΝ πκυΝ

ξβηα έ γβεαθΝ υπκίζάγβεαθΝ Ν αθκ κρ κξβη έαΝ η Ν ΫθαΝ αθ έ πηαΝ δ δεσΝ ΰδαΝ κθΝ

θ κγβζδαεσΝ έε β CD31 υ Ν θαΝ αιδκζκΰβγ έΝ βΝ ηδελκαΰΰ δαεάΝ πυεθσ β αΝ

(microvessel density,ΝΜVD). ΌππμΝ φαέθ αδΝ βθΝ δεσθα Γ12, βΝMVD η δυθ αδΝ

αδ γβ ΪΝ(> βΝφκλΫμ) κυμΝσΰεκυμΝ κυμΝκπκέκυμΝ θΫγβε ΝΫθαμΝζ θ δ-ρδεσμΝφκλΫαμΝ 

shRNA (short-hairpinΨΝ ξ δα ηΫθκυΝ ΰδαΝ βθΝ απκ δυπβ βΝ βμΝ ATM (ctl-

shRNA/Lenti-shATM),Ν ΫθαμΝ ξ δλδ ησμΝ πκυΝλυγηέα δΝ γ δεΪΝ αΝ πέπ αΝ βμΝARF. H 

παλα βλβγ έ αΝ η έπ βΝ βθΝMVD έθαδΝ ΫθαΝARF- ιαλ υη θκΝ φαδθση θκΝ αφκτΝ β 

MVD α ι θκηκ ξ τηα αΝ πκυΝ Ϋΰδθ Ν απκ δυπβ βΝ βμΝARF (H1299-shARFΨΝ ε σμΝ

απσΝαπκ δυπβ βΝ βμΝ ΣΜΝ (shARF/Lenti-shATM) ίλΫγβε ΝθαΝ έθαδΝπ λέπκυΝβΝ έ δαΝ

η Ν κυμΝARF-γ δεκτμΝσΰεκυμΝ κυμΝκπκέκυμΝβΝ λα δεσ β αΝ βμΝ ΣΜΝά αθΝαεΫλαδβΝ

(ctl-shRNA/Lenti-ctlΨέΝ πκηΫθπμ,Ν βΝ αγ λκπκέβ βΝ βμΝ ARF απκυ έαΝ βμΝ ΣΜΝ

εα α Ϋζζ δΝ βθΝαΰΰ δκΰΫθ βΝεαδΝin vivo, υθβΰκλυθ αμΝυπΫλΝ βμΝΪπκοβμΝσ δΝκΝp53-

αθ ιΪλ β κμΝATM/ARF ΪικθαμΝ έθαδΝ υθα σθΝθαΝαιδκπκδβγ έΝγ λαπ υ δεΪέ 

       

 

 
            % Mean microvessel density (CD31) 
 
 

δεσθα Γ12.  
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έΝΤΜΠ Ρ Μ Σ -Τ Σ   
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έ1έΝυαά β βΝ πέΝ πθΝ απκ ζ ηΪ πθΝ ξ δεΪΝη Ν βθΝ p21 

Waf1/CIP1 

 

έ1έ1. Ν ηπζκεάΝ βμΝp21 Waf1/CIP1Ν Νη αίκζδεΪΝηκθκπΪ δαΝ 
 

ΤπΪλξκυθΝαλε ΪΝπ δλαηα δεΪΝ κηΫθαΝπκυΝυπκ βλέακυθΝσ δΝβΝπκζζαπζα δα δεάΝ

δεαθσ β αΝ πθΝ ευ ΪλπθΝ εαδΝ αΝ ηκθκπΪ δαΝ πκυΝ λυγηέακυθΝ κΝ η αίκζδ ησΝ

αζζβζκ υθ Ϋκθ αδέΝ ΓδαΝ παλΪ δΰηα,Ν βΝ ίδκ τθγ βΝ πθΝ ζδπδ έπθΝ πδ τ αδΝ ππμΝ

πυλκ κ έΝ ηέαΝ ευ αλκ α δεάΝ απσελδ βΝ βΝ κπκέαΝ πλκφαθυμΝ απκ εκπ έΝ κΝ θαΝ

θδ ξτ δΝ βθΝ παλαΰπΰάΝ πθΝ ζδπδ έπθΝ ηΫ πΝ βμΝ πατ βμΝ βθΝ φΪ βΝ G1 εαδΝ βθΝ

πδγαθάΝηβΝφυ δκζκΰδεάΝευ αλδεάΝ δαέλ β,Ν εαγυμΝβΝζδπδ δαεάΝυπ λφσλ π βΝ έθαδΝ

ΫθαΝ έ κμΝευ αλδεκτΝstress.  

 

O η αΰλαφδεσμ παλΪΰκθ αμ πθ ίδκ τθγ βμ πθ ζδπδ έπθ SREBP-1a (Sterol 

regulatory-binding protein 1a) κυ κπκέκυΝβΝΫεφλα βΝλυγηέα αδΝγ δεΪΝ αΝετ αλαΝ

πκυΝ αυιΪθκθ αδΝ άΝ Ν ζδπκΰ θ δεκτμΝ δ κτμΝ τ λαΝ απσΝ Ϋλβ βΝ λκζυθΝ

Χ δαδ β δεΪΝ άΝ εα σπδθΝ ξκλάΰβ βμΝ α δθυθΨ,Ν Ϋξ δΝ ίλ γ έΝ ππμΝ θ λΰκπκδ έΝ κθΝ

υπκεδθβ άΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝ p21, ηΫ πΝ πλσ βμΝ Ν ΫθαΝ κδξ έκΝ SRE (Sterol 

responsive element) πκυΝίλέ ε αδΝ-98 to -90 bp Ν ξΫ βΝη Ν κΝ βη έκΝΫθαλιβμΝ βμΝ

η αΰλαφάμέΝ ιέα δ θα βη δπγ έ ππμ κ SREBP-1a ηπκλ έΝ θαΝ θ λΰκπκδ έΝ κθΝ

υπκεδθβ άΝ κυΝCDKN1A αθ ιΪλ β αΝαπσΝ βθΝp53, εαδΝ πδπζΫκθΝηπκλ έΝθαΝ δ ΰ έλ δΝ

βθΝΰκθδ δαεάΝη αΰλαφάΝπκζτΝπδκΝδ ξυλΪΝαπ’Νσ δΝβΝp53 σππμΝ έξθκυθΝκδΝ κεδηα έ μΝ

ζκυ δφ λΪ βμέΝ Υαλαε βλδ δεΪ, α Saos-2 πκυ θ εφλΪακυθ βθ p53, β  

SREBP1a-η κζαίκτη θβΝ υ υλ υ β βμΝ p21 protein υηίαέθ δΝ Ν πκζτΝ

η ΰαζτ λβΝΫε α βΝαπ’Νσ δ αΝετ αλαΝHEK293 πκυΝ εφλΪακυθΝ βθΝp53 (Inoue et 

al. 2005). Aυ ΪΝ αΝ π δλΪηα αΝ ΫλδιαθΝ φπμΝ Ν ηδαΝ αθ ιδξθέα β,Ν p53-αθ ιΪλ β βΝ

λΪ βΝ βμΝ p21 βθΝ λτγηδ βΝ κυΝ θ λΰ δαεκτ η αίκζδ ηκτΝ ε σμΝ βμΝ εαζΪΝ

εηβλδπηΫθβμΝ λΪ βμΝ βμΝ βθΝ λτγηδ βΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυέΝ  βθΝ

πλαΰηα δεσ β α,ΝσππμΝΫ διαθΝ αΝ κηΫθαΝηαμ,ΝβΝp21 ε σμΝαπσΝελέ δηκμΝλυγηδ άμΝ

κυΝπλπ υηα κμΝ δαγΫ δΝεαδΝλυγηδ δεάΝ λΪ βΝ βθΝη αίκζκηδεάέΝΝ  
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πδπζΫκθ, πλΫπ δ εΪπκδκμ θα Ϋξ δ υπ’Νσοδθ ππμ σζα α η αίκζδεΪ ηκθκπΪ δα έθαδ 

αζζβζκ υθ ση θα η  βθ Ϋθθκδα σ δΝ ηπκλ έΝ θαΝ ξλβ δηκπκδκτθήπαλΪΰκυθΝ εκδθκτμΝ

θ δΪη κυμΝ η αίκζέ μΝ εαδΝ σ δΝ βΝ ελκάΝ κυΝ θσμΝ ηκθκπα δκτΝ πβλ Ϊα δΝ εαδΝ αΝ

υπσζκδπαΝηκθκπΪ δα,ΝπμΝ ΫθαΝ έε υκΝ εαζΪΝλυγηδ ηΫθκΝυ Ν θαΝαθ π ιΫλξ αδΝ δμΝ

ευ αλδεΫμΝ αθΪΰε μέΝ ΣκΝ φκυηαλδεσΝ κιτΝ πέξέΝ απκ ζ έΝ κθΝ υθ δεσΝ ελέεκΝ κυΝ

ετεζκυΝ βμΝκυλέαμΝη Ν κθΝετεζκΝ κυΝKrebs. Aεσηα,ΝυπΪλξ δΝπμΝΰθπ σΝηέαΝαυ βλΪΝ

ζ ΰξση θβΝ δ κλλκπέαΝη αιτΝ βμΝ δαξ έλδ βμΝ πθΝ ζδπδ έπθΝ εαδΝ πθΝυ α αθγλΪεπθΝ

πκυΝξαλαε βλδ δεΪΝαθ αθαεζΪ αδΝαπσΝ κΝλβ σΝ« αΝζέπβΝεαέΰκθ αδΝ βθΝφζσΰαΝ πθΝ

υ α αθγλΪεπθ»έΝ υ σΝ βηαέθ δΝ σ δΝ βΝ ιΪζ δοβΝ πθΝ υ α αθγλΪεπθΝ πυλκ κ έΝ βθΝ

α ζάΝεατ βΝ πθΝζδπδ έπθ,Ν υηίΪζζκθ αμΝ κΝ ξβηα δ ησΝε κθκ πηΪ πθΨ (Berg et 

al. 2002, Biochemistry 5th edition).    

 

Κα ΪΝ βθΝ πλπ πηδεάΝ αθΪζυ βΝ πκυΝ αεκζκυγάγβε Ν απσΝ ίδκπζβλκφκλδεάΝ

π ι λΰα έαΝ πθΝ κηΫθπθΝ ΧGO BP Enrichment εαδΝ απ δεσθδ βΝ «tag cloud» 

δαπδ υγβε ΝππμΝβΝκηΪ αΝ πθΝηκλέπθΝπκυΝλυγηέα αδΝπ λδ σ λκΝγ δεΪΝαπσΝ βθΝ

p21 έθαδΝ ε έθπθΝ πκυΝ ξ έακθ αδΝ η Ν κθΝ η αίκζδ ησΝ ΧπέξέΝ ΜΜ ,Ν ΙDH2, CBS, 

MGST1 εαδΝPHGDHΨέΝυΰε ελδηΫθα,ΝίλΫγβε ΝππμΝβΝp21 αυιΪθ δΝ αΝ πέπ αΝηκλέπθΝ

σππμΝ βΝ ΰε φαζδθΪ βΝ ΧMembrane Metallo-Endopeptidase,Ν ΜΜ ,Ν Ν P άΝ

enkephalinase). To πλπ κζυ δεσΝ αυ σΝ ΫθαυηκΝ υγτθ αδΝ ΰδαΝ βθΝ απ θ λΰκπκέβ βΝ

πκζζυθΝπ π δ δευθΝκληκθυθΝ υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝ βμΝΰζυεαΰσθβμΝπκυΝπμΝΰθπ σ,Ν

εελδθση θβΝ απσΝ κΝ πΪΰελ αμΝ λαΝ κθΝ αθ έπκ αΝ βμΝ δθ κυζέθβμΝ αυιΪθκθ αμΝ αΝ

πέπ αΝ ΰζυεσαβμΝ κΝ αέηαέΝ πδπζΫκθ,Ν ίλΫγβε Ν ππμΝ η ΪΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝ p21 

αυιΪθκθ αδΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ δ κεδ λδεάμΝ αφυ λκΰκθΪ βμΝ ΧIDH2ΨΝ πκυΝ εα αζτ δΝ βθΝ

κι δ π δεάΝ απκεαλίκιυζέπ βΝ κυΝ δ κεδ λδεκτΝ Ν α-ε κΰζκυ αλδεσΝ Χα-KG άΝ β-

κικΰζκυ αλδεσΨΝ αΝηδ κξσθ λδαΝεα ΪΝ κθΝ ετεζκΝ κυΝKrebs. ΣκΝ τλβηαΝαυ σΝ έθαδΝ

δ δαέ λαΝ βηαθ δεσΝεαδΝέ πμΝ ξ έα αδΝη Ν βθΝκΰεκεα α αζ δεάΝπ υξάΝ βμΝ λΪ βμΝ

βμΝp21: βΝ ΙDH2 ίλέ ε αδΝ υξθΪΝη αζζαΰηΫθβΝ Ν ΫθαΝη ΰΪζκΝ ΝσΰεπθΝ Χ ΜΛ,Ν

ΰζκέπηαΝε ζέΨΝ σ κΝ υηπαΰυθΝσ κΝεαδΝαδηα κζκΰδευθέΝ Νη αζζαΰηΫθβΝ βμΝηκλφάΝ

πκζζΫμΝ φκλΫμΝ ξ έα αδΝ η Ν αζζαΰάΝ βμΝ θαυηδεάμΝ βμΝ λα δεσ β αμΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ

Ϋ κδκΝ λσπκΝπκυΝαθ έΝΰδαΝα-KG παλΪΰ δΝβ-υ λκιυΰζκυ αλδεσΝΧβ-HG)· ΫθαθΝΰθπ σΝ

«κΰεκη αίκζέ β»Ν(Ward and Thompson, 2012). ΟΝη αίκζέ βμΝαυ σμΝπαλ ηίαέθ δΝ

κθΝ«η αίκζδ ησΝ βμΝξλπηα έθβμ»ΝαφκτΝαθα Ϋζζ δΝπκζζΫμΝ δκιυΰ θΪ μΝσππμΝκδΝ

απκη γυζΪ μΝ δ κθυθέΝ υ σΝ η Ν βθΝ δλΪΝ κυΝ ηπκλ έΝ θαΝ κ βΰά δΝ Ν

υπ λη γυζέπ βΝ κυΝDNA ΝCpG θβ έ μΝ Ν δΪφκλκυμΝ ΰ θ δεκτμΝ σπκυμΝ εαδΝ θαΝ
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πλκπγά δΝ βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ η Ν δΪφκλκυμΝ ηβξαθδ ηκτμΝ σππμΝ βΝ παλ ηπσ δ βΝ βμΝ

ευ αλδεάμΝ δαφκλκπκέβ βμ (Τang et al. 2012). To ΰ ΰκθσμΝ πκηΫθπμΝ σ δΝ βΝ p21 

πβλ Ϊα δΝ γ δεΪΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ IDH2, έ πμΝ ξ έα αδΝ ζ δ κυλΰδεΪΝη Ν κθΝ λσζκΝ

βμΝp21 βθΝπλκυγβ βΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ δαφκλκπκέβ βμΝάΝ εαδΝ αεσηαΝη Ν κθΝαθ δ-

κΰεκΰ θ δεσΝ βμΝ λσζκέ έθαδΝ πέ βμΝ αιδκ βη έπ κΝ ππμΝ βΝ p21 εα ΪΝ βθΝ σοδηβΝ

απσελδ βΝ βθΝ Ϋε κπβΝ Ϋεφλα άΝ βμΝ αυιΪθ δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ ς λκΰ θΪ βμΝ κυΝ

φπ φκΰζυε λδθδεκτΝΧPHGDH άΝSERA)· Ν θσμΝ θατηκυΝπκυΝζαηίΪθ δΝηΫλκμΝ βθΝde 

novo τθγ βΝ βμΝ L- λέθβμΝ εαδΝ Ϋξ δΝ ξαλαε βλδ γ έΝ πμΝ πδγαθσΝ κΰεκΰκθέ δκΝ ίΪ δΝ

η ζ υθΝπκυΝΰέθαθ Ν κΝη ζΪθπηαΝ(Mullarky et al. 2011).  

 

μΝαθαφ λγ έΝππμΝβΝp21 ίλΫγβε ΝαεσηαΝθαΝ εφλΪα δΝγ δεΪΝ βθΝΫεφλα βΝπλπ ρθυθΝ

πκυΝ υηη ΫξκυθΝ Ν απκ κιδθκ δεΫμΝ αθ δ λΪ δμΝ σππμΝ βΝ ηδελκ πηδεάΝ

ΰζκυ αγ δκθυζκ-S- λαθ φ λΪ βΝΧMGST1ΨΝεΪπκδκδΝπκζυηκλφδ ηκέΝ κυΝΰκθδ έκυΝ βμΝ

κπκέαμΝ ΫξκυθΝ υ ξ δ γ έΝ Ν λέ εκΝ ΰδαΝ ηφΪθδ βΝ εαλεέθκυΝ κυΝ παξΫκμΝ Ν

υΰε ελδηΫθκυμΝπζβγυ ηκτμΝ βμΝ έαμΝ( hang et al. 2007a),ΝεαγυμΝεαδ ηκλέπθΝπκυΝ

υηη ΫξκυθΝ βθΝ απκδεκ σηβ βΝ βμΝ κηκευ θβμΝ Χcystathionine-beta-synthase, 

CBS) θσμΝ θ δαηΫ κυΝ κΝ η αίκζδ ησΝ βμΝ η γ δκθέθβμέΝ Ν Ϋζζ δοβΝ βμΝ CBS 

πλκεαζ έΝ κηκευ ρθκυλέαΝ θυΝ αθ έγ α,Ν βΝ CBS-παλαΰση θβΝ ευ αγ δκθέθβΝ Ϋξ δΝ

ίλ γ έΝ ππμΝ πλκ α τ δΝ απσΝ βθΝ απσπ π β,Ν βθΝ θΫελπ βΝ αζζΪΝ εαδΝ βθΝ Ϊ π βΝ

πκυΝ πλκεαζ έ αδΝ απσΝ ER (endoplasmic reticulum) stress εα σπδθΝ πέ λα βμΝ η Ν

δκυθδεαηυεέθβ (Maclean et al. 2012)έΝ ΘαΝ ηπκλκτ Ν ζκδπσθΝ εΪπκδκμΝ θαΝ υπκγΫ δΝ

ππμΝ βΝ παλα βλκτη θβΝ p21-η κζαίκτη θβΝ παΰπΰάΝ βμΝ CBS απκ ζ έΝ ΫθαΝ

ηβξαθδ ησΝη Ν κθΝκπκέκΝβΝp21 πμΝκΰεκΰ θ δεάΝπλπ θβΝπλκεαζ έΝαθ έ α βΝ βθΝ

απσπ π βέΝ ΚαγυμΝ β κηκευ θβ υηπυεθυθ αδΝ η Ν λέθβΝ ΰδαΝ θαΝ παλαξγ έΝ

ευ αγ δκθέθβΝ απσΝ βθΝCBS εαδΝ εα σπδθΝ β ευ αγ δκθέθβΝ δα πΪ αδΝ Ν ευ θβ,Ν

αηηπθέαΝεαδΝ α-KG απσΝ βθΝCGL Χΰ-ζυΪ βΝ βμ ευ αγ δκθέθβμΨ,Ν βηδκυλΰ έ αδΝ ΫθαΝ

« έε υκ»Ν αζζβζκ υ ξ έ πθΝ βμΝ p21-ιαλ υη θβμΝ αυικλλτγηδ βμΝ πθΝ ΙDH2, 

PHGDH (SERA) εαδΝCBS,ΝσππμΝφαέθ αδΝ βθΝ δεσθαΝ 1.    
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δεσθαΝ 1έΝ ζζβζκ υθ Ϋ δμΝη αίκζδευθΝηκθκπα δυθΝ αΝκπκέαΝ υηη ΫξκυθΝp21-

λυγηδαση θαΝΫθαυηαΝΧ βηα ηΫθαΝη ΝεσεεδθκΨΝεαδΝζ δ κυλΰδεΫμΝ υ ξ έ δμέΝ  

 

Ν p21 ίλΫγβε Ν πέ βμΝ θαΝ εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ υπκηκθΪ αμΝ ΰζΝ κυΝ

υηπζσεκυΝ «Μediator»·Ν θσμΝ υηπζσεκυΝ πκυΝ ΰ φυλυθ δΝ κυμΝ ΰ θδεκτμΝ η Ν κυμΝ

δ δεκτμΝ η αΰλαφδεκτμΝ παλΪΰκθ μΝ εαδΝ έθαδΝ απαλαέ β κΝ ΰδαΝ βθΝ η αΰλαφάΝ απσΝ

ξ σθΝ σζκυμΝ κυμ Pol II- ιαλ υη θπθΝ υπκεδθβ ΫμέΝ κηΫθκυΝ σ δΝ βΝ υπκηκθΪ αΝ

Μ D14 έθαδΝ απαλαέ β βΝ ΰδαΝ βθΝ PPARΰ-η κζαίκτη θβΝ δαφκλκπκέβ βΝ πθΝ

ζδπκευ Ϊλπθ (Grøntved et al. 2010),Ν πδί ίαδυθ δΝ αεσηαΝ ηέαΝ φκλΪΝ κθΝ ελέ δηκΝ

λσζκΝ βμΝp21 βθΝλτγηδ βΝ δα δεα δυθΝ δαφκλκπκέβ βμ. Χ σ κ,Ν κηΫθκυΝσ δΝβΝ

p21 έξ Ν ίλ γ έΝ Ν πλκβΰκτη θβΝ η ζΫ βΝ θαΝ έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ δαφκλκπκέβ βΝ

πθΝπλσ λκηπθΝζδπκευ ΪλπθΝ Νζδπκετ αλαΝ(Inoue et al. 2008),Ν κΝ κηΫθκΝαυ σΝ

υπκ δεθτ δΝέ πμΝ βθΝτπαλιβΝ θσμΝαθ δλλκπδ δεκτΝηβξαθδ ηκτέΝAιδκ βη έπ κΝ έθαδΝ

ππμΝ βθΝ έ δαΝ η ζΫ βΝ (Inoue et al. 2008) ίλΫγβε Ν σ δΝ αΝ pβΰ−ή−Ν πκθ έεδαΝ

ξαλαε βλέακθ αδΝαπσΝη δπηΫθβΝηΪααΝζδπυ κυμΝδ κτΝεαδΝαυιβηΫθβΝ υαδ γβ έαΝ βθΝ

δθ κυζέθβ,Ν υθ Ϋκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ p21 η Ν βθΝ παξυ αλεέαΝ εαδΝ κθΝ δαίά βΝ τπκυΝ ΙΙέΝ
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πδπζΫκθ,Ν βΝ p21 ίλΫγβε Ν βθΝ παλκτ αΝ πλπ πηδεάΝ η ζΫ βΝ θαΝ εα α Ϋζζ δΝ βθΝ

Ϋεφλα βΝ θσμΝ Ν ζδπκπλπ ρθυθ,Ν πθΝ PO-E, APO-CIII εαδΝAPO-M. Ν PO-E 

υγτθ αδΝΰδαΝ βθΝεΪγαλ βΝυπκζ δηηΪ πθΝξυζκηδελυθ,ΝβΝAPO-CIII εα α Ϋζζ δΝ κθΝ

εα αίκζδ ησΝ πηα δ έπθΝ πζκυ έπθΝ Ν λδαευζκΰζυε λσζ μΝ ηΫ πΝ εα α κζάμΝ βμΝ

ζδπκπλπ ρθδεάμΝεαδΝ βμΝβπα δεάμΝζδπΪ βμ,Ν θυΝβΝAPO-M πλκ Ϋθ αδΝη Ν βθΝHDL 

εαδΝπδ τ αδΝππμΝαθ δ έγ αδΝ βθΝαγβλκΰΫθ β (Nielsen et al. 2009)έΝ δ,ΝβΝp21 

φαέθ αδΝθαΝαπκ ζ έΝελέ δηκΝλυγηδ άΝ κυΝη αίκζδ ηκτΝ πθΝζδπκπλπ ρθυθέΝ 

 

έ1.βέΝ ΟδΝ πδπ υ δμΝ βμΝ Ϋε κπβμΝ Ϋεφλα βμΝ βμΝ pβ1Ν Ν

πδ δκλγπ δεκτμΝπαλΪΰκθ μΝΝ 
 

Κα ΪΝ βθΝπλπ πηδεάΝαθΪζυ βΝίλΫγβε ΝππμΝβΝp21 πβλ Ϊα δΝαλθβ δεΪΝ αΝ πέπ αΝ

πθΝ πλπ ρθυθΝRAD18 εαδΝUBE2TέΝ ΟδΝ πλπ θ μΝ αυ ΫμΝ έθαδΝ γΝ εαδΝ βΝ ζδΰΪ μΝ

κυίδεκυρ έθβμΝ αθ έ κδξα,Ν εαδΝ ζ δ κυλΰδεΪΝ ζαηίΪθκυθΝ ηΫλκμΝ Ν πδ δκλγπ δεΪΝ

ηκθκπΪ δαέΝ υΰε ελδηΫθα,Ν βΝ RAD18 παέλθ δΝ ηΫλκμΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ PRR 

(postreplication repair) πκυΝ αφαδλ έΝ ζΪγπμΝ λδίκθκυεζ κ έ δαΝ πκυΝ κπκγ άγβεαθΝ

εα ΪΝ ζΪγκμΝ βθΝ αθ δΰλαφάΝ κυΝ DNA εαδΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ HR κυΝ κησζκΰκυΝ

αθα υθ δα ηκτ (Liu et al. 2012). πσΝ βθΝ ΪζζβΝ η λδΪ,Ν β UBE2T Χ βΣΨΝ ζαηίΪθ δΝ

ηΫλκμΝ βθΝ ηκθκκυίδεκυρ δθέπ βΝ βμΝ FANCD2 τ λαΝ απσΝ ίζΪίβΝ κυΝ DNA κΝ

πδ δκλγπ δεσΝηκθκπΪ δΝFA (Fanconi Anemia)έΝ πδπζΫκθ,ΝΫξ δΝ θκξκπκδβγ έΝΰδαΝ βθΝ

πκζυκυίδεκυρ δθέπ βΝ εαδ απκδεκ σηβ βΝ βμΝ κΰεκεα α αζ δεάμΝ RCA1 αΝ

εαλεδθδεΪΝ ετ αλαΝ ηα κτΝ σπκυΝ εαδΝ δεΪα αδΝ ππμΝ απκ ζ έΝ γ λαπ υ δεσΝ σξκ 

(Ueki et al. 2009). ΣαΝ υλάηα αΝαυ ΪΝ έξθκυθΝππμΝβΝp21 πδγαθσθΝθαΝπαέα δΝ υλτ λκΝ

λσζκΝ βθΝ πδ δσλγπ βΝ κυΝΰ θυηα κμ,ΝπΫλαθΝ κυΝηκθκπα δκτΝΝ R (Gazzalini et al. 

2008) σππμΝ π λδΰλΪφ βε Ν Ν πλκβΰκτη θκΝ ε φΪζαδκέΝ EπδπζΫκθ,Ν βΝ παλα βλβγ έ αΝ

p21-η κζαίκτη θβΝ η έπ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝ βΣΝ έ πμΝ θαΝ ξ έα αδΝ η Ν βθΝ

κΰεκεα α αζ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ p21 αφκτΝ βΝ απκ δυπβ βΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝE2T Ϋξ δΝ

ίλ γ έ ππμΝ αθαξαδ έα δΝ βθΝ ατιβ βΝ εαλεδθδευθΝ ευ ΪλπθΝ κυΝ ηα κτΝ (Ueki et al. 

2009).  
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έ1.γέΝ Ν pβ1Ν πβλ Ϊα δΝ εδθβ άλδ μΝ πλπ θ μΝ εαδΝ υπκηκθΪ μΝ κυΝ

υηπζσεκυΝ βμΝεκθ θ έθβμ 

 

 βθΝ παλκτ αΝ πλπ πηδεάΝ αθΪζυ βΝ ίλΫγβε Ν ππμΝ βΝ p21 εα α Ϋζζ δΝ ΫθαΝ Ν

πλπ ρθυθΝ πκυΝ απκ ζκτθΝ εδθβ άλδ μΝ πλπ θ μΝ ιαλ υη θ μΝ απσΝ κυμΝ

ηδελκ πζβθέ εκυμΝ Χεδθ έθ μΨ,Ν δμΝ KIF4A, KIF2C, KIFC1, KIF23 εαδΝ KIF11. OδΝ

πλπ θ μΝ αυ ΫμΝ έθαδΝ ελέ δη μΝ απσΝ ζ δ κυλΰδεάμΝ ΪπκοβμΝ ΰδαΝ βθΝ φυ δκζκΰδεάΝ

κλΰΪθπ βΝ βμΝηδ π δεάμΝα λΪε κυέΝ 

 

υΰε ελδηΫθα,Ν έθαδΝ ΰθπ σΝ ππμΝ κδΝ PLK1 η Ν βθΝ KIF4 παλ ηπκ έακυθΝ βθΝ

πδηάευθ βΝ βμΝ η αέαμΝ αυθβμΝ βμΝ α λΪε κυΝ άΝ ε θ λδεάμΝ α λΪε κυΝ ΧηέαμΝ

«πζα φσληαμ»Ναθ δπαλΪζζβζπθΝηδελκ πζβθέ επθΝσπκυΝκλΰαθυθ αδΝβΝευ κεέθβ β) 

ηΫ π βμΝαθα κζάμΝ κυΝπκζυη λδ ηκτΝ κυΝΧ+ΨΝΪελκυΝ πθΝηδελκ πζβθέ επθΝ( u et 

al. 2011). EπκηΫθπμ,Ν έθαδΝ πδγαθσΝ βΝp21-η κζαίκτη θβΝ εα α κζάΝ βμΝ Ϋεφλα βμΝ

πθΝ PLK1 εαδΝ KIF4 πκυΝ παλα βλάγβε Ν υΝ θαΝ παλ ηίαέθ δΝ βθΝ φυ δκζκΰδεάΝ

δα δεα έαΝ βμΝ ευ κεέθβ βμΝ εαδΝ θαΝ ξ έα αδΝ η Ν ξλπηκ πηδεάΝ α Ϊγ δαΝ

(chromosomal instability, CIN) εαδΝ πυλκ σ β βΝ βμΝεαλεδθκΰΫθ βμ. πδπζΫκθ,Ν εαδΝ

κδΝυπσζκδπ μΝεδθ έθ μΝπκυΝ πβλ Ϊακθ αδΝαπσΝ βθΝp21 έθαδΝελέ δηκδΝλυγηδ ΫμΝ βμΝ

υθαηδεάμΝ βμΝηδ π δεάμΝα λΪε κυέΝ ΝKIF23 εα α Ϋζζ αδΝαπσΝ βθΝp53,ΝπδγαθσθΝπμΝ

ηβξαθδ ησμΝαθα κζάμΝ βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμ,Ν ΝΫθαΝηκθκπΪ δΝπκυΝη κζαί έ αδΝ

απσΝ βθΝp21 εαδΝΫθαΝλυγηδ δεσΝ κδξ έκΝCHR (Cell cycle genes Homology Region 

element) κθΝ υπκεδθβ άΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝKIF23 (Fischer et al. 2013). H τλ βΝ

αυ κτΝ κυΝλυγηδ δεκτΝ κδξ έκυΝ υηφπθ έΝη Ν κΝ τλβηαΝ πθΝFerrándiz et al. ππμΝ αΝ

π λδ σ λαΝΰκθέ δαΝπκυΝεα α Ϋζζκθ αδΝαπσΝ βθΝp21 δαγΫ κυθΝεκθ ΪΝ κΝ βη έκΝ

ΫθαλιβμΝ βμΝη αΰλαφάμΝ Χtranscription start site, TSS) κΝ κδξ έκΝCHR, κΝκπκέκΝ

σππμΝπδγαθκζκΰ έ αδΝπλκ Ϋθκθ αδΝη αΰλαφδεκέΝεα α κζ έμΝπκυΝαζζβζ πδ λκτθΝη Ν

βθΝp21 (Ferrándiz et al. 2012).  

EέθαδΝαιδκ βη έπ κΝσ δΝβΝαπκ δυπβ βΝ κυΝ ΰκθδ έκυΝ βμΝKIF23 Ν ι θκηκ ξ τηα αΝ

ΰζκδπηΪ πθΝ Ϋξ δΝ πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ υλλέεθπ άΝ κυμΝ (Σakahashi et al. 2012). 

δ, έ πμΝβΝπαλα βλκτη θβΝp21-η κζαίκτη θβΝη έπ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝKIF23 

θαΝαπκ ζ έΝ ΫθαθΝηβξαθδ ησΝη Ν κθΝ κπκέκΝβΝp21 λαΝκΰεκεα α αζ δεΪέ H KIFC1 

απσΝ βθΝ ΪζζβΝ η λδΪ,Ν έθαδΝ απαλαέ β βΝ ΰδαΝ βθΝ δπκζδεάΝ υΰελσ β βΝ πθΝMTOCs 

(microtubule-organizing centers) εαδΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝ ΰ θπηδεάμΝ αγ λσ β αμΝ
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(Κim and Song, 2013). Eιέ κυΝ βηαθ δεσΝ έθαδΝ εαδΝ κΝ τλβηαΝ αυ άμΝ βμΝ

πλπ πηδεάμΝαθΪζυ βμΝσ δΝβΝp21 εα α Ϋζζ δΝ βθΝΫεφλα βΝ θσμΝ ΝSMC (SMC4) 

εαδΝηβ-SMC υθδ π υθΝ(CND1, CND2 εαδΝCND3) κυΝ υηπζσεκυΝ βμΝεκθ θ έθβμΝ

I κΝκπκέκΝ έθαδΝελέ δηκΝΰδαΝ βθΝ υηπτεθπ βΝ βμΝξλπηα έθβμΝεα ΪΝ βθΝηέ π βΝεαδΝ

βθΝ ξλπηκ πηδεάΝ κλΰΪθπ β (Hagstrom and Meyer, 2003). πμΝ εαδΝ αυ σΝ θαΝ

ξ έα αδΝ η Ν ΫθαθΝ ηβξαθδ ησΝ η Ν κθΝ κπκέκΝ βΝ p21 παλ ηίαέθ δΝ βθΝ φυ δκζκΰδεάΝ

δα δεα έαΝ κυΝ δαξπλδ ηκτΝ πθΝ ξλπηκ πηΪ πθ,Ν πυλκ κ υθ αμΝ βθΝ ΰ θπηδεάΝ

α Ϊγ δαέΝ     

 

έ1.ζέΝ Ν pβ1Ν α ε έΝ ηδαΝ αθ έ λκφβΝ λτγηδ βΝ βθΝ ηβξαθάΝ

α δκ σ β βμΝ βμΝαθ δΰλαφάμΝ κυΝDNA εαδΝ βθΝηδ π δεάΝηβξαθά 

 

ΜααέΝ η Ν κθΝ «η αίκζδ ησ»Ν βΝ GΟ BP αθΪζυ βΝ ηπζκυ δ ηκτΝ Ϋ δι Ν ππμΝ κδΝ

πλπ θ μΝ βμΝG1-S φΪ βμΝCDC6, CDT1 & ORC1 πκυΝαπκ ζκτθΝRLFs, απκ ζκτθΝ

ηέαΝζ δ κυλΰδεάΝκηΪ αΝπκυΝεαδΝαυ άΝλυγηέα αδΝγ δεΪΝαπσΝ βθΝp21. υΰε ελδηΫθα,Νβ 

Ϋεφλα βΝ βμΝCDT1 αθ ίαέθ δΝά βΝαπσΝ δμΝΰβΝυλ μΝαπσΝ βθΝ παΰπΰάΝ βμΝp21 θυΝβΝ

εκλτφπ βΝ βμΝ ατιβ βμΝ βμΝ CDC6 παλα βλάγβε Ν δμΝ λθΝ υλ μέΝ Ν αυικλλτγηδ βΝ

αυ υθΝ πθΝ τκΝ πλπ ρθυθΝ παλκυ δΪα δΝ δ δαέ λκΝ θ δαφΫλκθ,Ν εαγυμΝ πλκβΰκτη θβΝ

η ζΫ βΝ βμΝ κηΪ αμΝ Ϋ δι Ν ππμΝ βΝ υπ λΫεφλα βΝ πθΝCDT1 εαδ CDC6 πλκΪΰ δΝ βθΝ

παθα-αθ δΰλαφάΝ κυΝ DNA (DNA rereplication). Aυ σΝ η Ν βθΝ δλΪΝ κυΝ Ϋξ δ πμΝ

απκ Ϋζ ηαΝ βθΝ πλσεζβ βΝ ίζαίυθΝ κΝ DNA, βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝ ηκθκπα δκτΝ

απσελδ βμΝ δμΝ ίζΪί μΝ κυΝ DNA (DDR) εαδΝ βθΝ παεσζκυγβΝ Ϋΰ λ βΝ πθΝ τκΝ

αθ δεαλεδθδευθΝφλαΰηυθ·Ν βμΝΰάλαθ βμΝεαδΝ βμΝαπσπ π βμΝ(Liontos et al. 2007).  

 

Eε σμΝ απσΝ βθΝ παλα βλκτη θβΝ p21- παΰυη θβΝ αυικλλτγηδ βΝ πθΝ RLFs, 

παλα βλάγβε Ν σ δΝ αυ σξλκθαΝ βΝ p21 εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ πλπ ρθυθΝ βμΝ

ηδ π δεάμΝ ηβξαθάμέΝ ΠαλσηκδαΝ λΪ βΝ βμΝ p21 πμΝ πλκμΝ βθΝ ευ αλδεάΝ ηδ π δεάΝ

ηβξαθάΝ Ϋξ δΝ παλα βλβγ έΝ πλκβΰκυηΫθπμΝ εαδΝ απσΝ Ϊζζ μΝ λ υθβ δεΫμΝ κηΪ μΝ

(Ferrándiz et al. 2012) εαδΝ πδί ίαδυθ δΝ ΰδαΝΪζζβΝηδαΝφκλΪΝ κθΝ ελέ δηκΝ λσζκΝ βμΝ

p21 πμΝλυγηδ άΝηκλέπθΝπκυΝ ηπζΫεκθ αδΝ κθΝευ αλδεσΝετεζκέΝ 

 

υ άΝβΝπαλα βλβγ έ αΝη δκλλτγηδ βΝ βμΝηδ π δεάμΝηβξαθάμΝαπσΝ βθΝp21 πδγαθσθΝθαΝ

ηβθΝ ξ έα αδΝζ δ κυλΰδεΪΝησθκΝη Ν βθΝδεαθσ β ΪΝ βμΝθαΝπλκεαζ έΝηδ π δεάΝπατ βΝ
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αζζΪΝ εαδΝ η Ν βθΝ πυλκ σ β βΝ βμΝ ΰ θπηδεάμΝ α Ϊγ δαμέΝ ΌππμΝ φαέθ αδΝ εαδΝ κθΝ

πέθαεαΝ η Ν δμΝ p21-λυγηδαση θ μΝ πλπ θ μ (ΠέθαεαμΝ Γ1),Ν βΝ p21 δμΝ ζκΝ υλ μΝ

εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ ηκλέπθΝ σξδΝ ησθκθΝ ετλδπθΝ ηδ π δευθΝ εδθα υθΝ σππμΝ βΝ

PLK1 αζζΪΝ εαδΝ ηκλέπθΝ πκυΝ υηη ΫξκυθΝ κΝ βη έκΝ ζΫΰξκυΝ βμΝ ηδ π δεάμΝ

α λΪε κυΝάΝαπζυμΝ«SAC» (spindle assembly checkpoint), βζέΝ κυ BUB1B (BubR1) 

εαδΝ κυΝMAD2L1. ΓδαΝ βθΝαελέί δα,Ν κΝαπκλλυγηδ ηΫθκΝSAC ξ έα αδΝαδ δκζκΰδεΪΝ

η Ν βθΝΰ θπηδεάΝα Ϊγ δα εαδΝ βθΝ πδλλΫπ δαΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βέΝΥαλαε βλδ δεΪ,Ν

βΝ λκαυΰπ έαΝ ΰδαΝ βθΝ BubR1,Ν ηέαμΝ ία δεάμΝ υθδ υ αμΝ κυΝ SAC, πλκΪΰ δΝ κθΝ

ξβηα δ ησΝ ηδελκπυλάθπθΝ Ν ευ αλδεσΝ πέπ κΝ Χ Ν ηίλυρεκτμΝ δθκίζΪ μΝ

πκθ δευθ,ΝMEFs) πκυΝ έθαδΝεαδΝ ΰθυλδ ηαΝευ ΪλπθΝη Νΰ θπηδεάΝα Ϊγ δα,Ν θυΝ Ν

πέπ κΝκλΰαθδ ηκτΝ αΝ πκθ έεδαΝη Ν ΰ θσ υπκΝBubR1(+/-) αθαπ τ κυθΝπδκΝ τεκζαΝ

α θκεαλεδθυηα αΝ κθΝ πθ τηκθαΝ εαδΝ κΝ Ϋθ λκΝ Ν απσελδ βΝ Ν εαλεδθκΰσθα,Ν

υΰελδ δεΪΝ η Ν α BubR1(+/+) πκθ έεδαέΝ υ σΝ υπκ δεθτ δΝ σ δΝ βΝ θ λΰκπκέβ βΝ κυΝ

SAC έθαδΝελέ δηκμΝκΰεκεα α αζ δεσμΝηβξαθδ ησμΝ(Dai et al. 2004).  

ΣαΝαπκλλυγηδ ηΫθαΝ πέπ αΝ βμΝSAC πλπ θβμΝMAD2 ΫξκυθΝεαδΝαυ ΪΝ υ ξ δ γ έΝ

η Ν βθΝ πλσεζβ βΝ ΰ θπηδεάμΝ α Ϊγ δαμΝ βΝ κπκέαΝ εαδΝ απκ λΫπ αδΝ η Ν βθΝ

απκεα Ϊ α βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝ(Díaz-Rodríguez et al. 2011). πδπζΫκθ,Ν κΝΰ ΰκθσμΝ

σ δΝ βΝ PLK1 υφέ α αδΝ η δκλτγηδ β,Ν υπκ δεθτ δΝ σ δΝ έθαδΝ θ λΰκπκδβηΫθκΝ εΪπκδκΝ

βη έκΝ ζΫΰξκυΝίζΪίβμΝ κυΝDNA ( βθΝφΪ βΝG2 άΝ βθΝηέ π βΨ, κΝκπκέκΝπμΝΰθπ σΝ

υγτθ αδΝεαδΝΰδαΝ βθΝη έπ βΝ βμΝ λα δεσ β αμΝ βμΝPLK1 (Smits et al. 2000b),ΝεαδΝ

ΪλαΝ υθβΰκλ έΝυπΫλΝ βμΝτπαλιβμΝΰ θπηδεάμΝίζΪίβμΝπκυΝπυλκ κ έΝη Ν βθΝ δλΪΝ βμΝ

βθΝΰ θπηδεάΝα Ϊγ δαέΝ 

υθ λΰ δ δεΪ,Ν σ κΝη Ν βθΝαυικλλτγηδ βΝ πθΝRLFs σ κΝεαδΝη Ν βθΝεα α κζάΝ βμΝ

ηδ π δεάμΝηβξαθάμ,Νπδγαθκζκΰ έ αδΝσ δΝβΝηαελκπλσγ ηβΝΫεφλα βΝ βμΝp21 πλκεαζ έΝ

ΰ θπηδεάΝα Ϊγ δαΝπλκπγυθ αμΝΫ δΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βέΝΝΝΝ 

 

έ1.ηέΝ Ν ιάΰβ βΝ βμΝ « δπζκπλκ ππέαμ»Ν βμΝ pβ1Ν κθΝ εαλεέθκμΝ

πδγαθΪΝ θΪλδαΝ 
 

Νp21 (Waf1) έθαδΝΫθαμΝαθα κζΫαμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυέΝ έθαδΝ σξκμΝ βμΝp53 

κΝηκθκπΪ δΝαπσελδ βμΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA (DNA damage response, DDR) πκυΝ

πμΝ ΰθπ σΝ πλκ φΫλ δΝ αθ δ-εαλεδθδεάΝ πλκ α έαέΝΜ ΪΝ απσΝ πλσεζβ βΝ ίζΪίβμΝ κυΝ

DNA, αΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝετ αλαΝ υηη ΫξκυθΝ ΝΫθαΝ υπδεσΝDDR ηκθκπΪ δΝσπκυΝ
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βΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ p53 παέα δΝ ΫθαθΝ ε θ λδεσΝ λσζκΝ (EliašΝ et al. 2014) εαδΝ κ βΰ έΝ

βθΝ θ λΰκπκέβ βΝ πθΝ τκΝετλδπθΝαθ δ-εαλεδθδευθΝφλαΰηυθ·Ν βμΝ απσπ π βμΝ εαδΝ

βμΝ ΰάλαθ βμέΝ Ν Ϋΰ λ βΝ αυ υθΝ πθΝ φλαΰηυθΝ απκ λΫπ δΝ βθΝ η Ϊ κ βΝ ΰ θπηδευθΝ

ίζαίυθΝαπσΝ αΝηβ λδεΪΝ αΝγυΰα λδεΪΝετ αλαέΝΠαλ’ΝσζκΝπκυΝβΝp21 Ϋξ δΝεα ΪΝεσλκθΝ

ξαλαε βλδ γ έΝ πμΝ ηδαΝ κΰεκεα α αζ δεάΝ DDR πλπ θβ,Ν υπΪλξκυθΝ π σ κΝ

πκζυΪλδγη μΝαθαφκλΫμΝπλκ φΫλκθ αμΝ κδξ έαΝ υθβΰκλυθ αμΝπαλα σιπμΝσ δΝβΝp21 

υηπ λδφΫλ αδΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ λσπκΝ πκυΝ γαΝ αέλδαα Ν ηΪζζκθΝ Ν ηέαΝ κΰεκπλπ θβέΝ

υθ πυμ,Ν κΝ ΰ θδε υηΫθκΝ υηπΫλα ηαΝ ππμΝ β p21 δαγΫ δΝ ΫθαθΝ κΰεκεα α αζ δεσΝ

ξαλαε άλαΝΫξ δΝαλξέ δΝθαΝαηφδ ίβ έ αδέΝ 

 

Πλσ φα α,Ν έξγβε Ν σ δΝ Ν αθ έγ βΝ η Ν αΝ δαφκλκπκδβηΫθαΝ ετ αλαΝ αΝ κπκέαΝ Ν

απσελδ βΝ βθΝίζΪίβΝ κυΝDNA υηη ΫξκυθΝ ΝΫθαΝ« υπδεσ»Νp53- ιαλ υη θκΝDDR 

ηκθκπΪ δΝ υ Ν θαΝ ιαζ δφγκτθΝ αΝ ετ αλαΝ πκυΝ φΫλκυθΝ ε αηΫθ μΝ ΰ θπηδεΫμΝ

ίζΪί μΝ ηΫ πΝ απσπ π βμΝ άΝ θαΝ πδίζβγ έΝ ΫθαμΝ φαδθσ υπκμΝ ΰάλαθ βμ,Ν αΝ ηβ-

ηίλυκθδεΪ,Ν πηα δεΪΝ ίζα δεΪΝ ετ αλαΝ Χadult stem cells) Ν απσελδ βΝ βθΝ

δκθέακυ αΝαε δθκίκζέαΝΧαε έθ μΝΥΨ,Ν θ λΰκπκδκτθΝΫθαΝδ δσ υπκ DDR ηκθκπΪ δΝσπκυΝκΝ

ε θ λδεσμΝ«παέε βμ»Ν θΝ έθαδΝβΝp53 αζζΪΝβΝp21, η Ν βθΝp21 ηΪζδ αΝθαΝζ δ κυλΰ έΝ

εα ΪΝ ΫθαθΝ p53-αθ ιΪλ β κΝ λσπκέΝ Ό αθΝ αΝ ίζα δεΪΝ ετ αλαΝ ε έγ θ αδΝ βθΝ

αε δθκίκζέα,ΝβΝp21 υηη Ϋξ δΝ Ν πδ δκλγπ δεΫμΝ δα δεα έ μΝΰδαΝθαΝαπκ λΫο δΝ βθΝ

υ υλ υ βΝίζαίυθΝεαδΝ βθΝφυ δκζκΰδεάΝ« ιΪθ ζβ ά»Ν κυμ,Ν πδ λΫπκθ αμΝΫ δΝ Ν

αυ ΪΝ θαΝ δα βλκτθΝ αθ ηπσ δ αΝ βθΝ δεαθσ β ΪΝ κυμΝ θαΝ δπζα δΪακθ αδέΝ Κα ΪΝ βθΝ

δΪλε δαΝ αυ άμΝ βμΝ απσελδ βμ,Ν βΝ p21 σξδΝ ησθκΝ «ξ δλαφ έ αδ»Ν απσΝ βθΝ p53 αζζΪΝ

ηπζκεΪλ δΝ δμΝ p53- ιαλ υη θ μ απκελέ δμ,Ν υθ ζυθ αμΝ Ϋ δΝ Ν υ ζ δ κυλΰδεάΝ

απκπ π δεάΝ ηβξαθάέΝ  Ν αυ άθΝ βθΝ παλΪ κιβ, «p21-ε θ λδεά»Ν DDR πκυΝ έθαδΝ

« δαα υΰηΫθβ»Ν απσΝ βθΝ p53, υπΪλξκυθΝ κδξ έαΝ πκυΝ υπκ δεθτκυθΝ σ δΝ βΝ p21 

ζΫΰξ αδΝη αΰλαφδεΪΝαπσΝ βθΝεδθΪ βΝChk2 εαδΝσ δΝβΝp21 πλκ έ δ αΝίζα δεΪΝ

ετ αλαΝαθγ ε δεσ β αΝ βθΝαπσπ π βΝηΫ πΝ δα αυλκτη θβμΝ πδεκδθπθέαμΝη Ν κΝ

ηκθκπΪ δΝ Notch. Aεσηα,Ν βΝ p21 η Ν εΪπκδκΝ λσπκΝ υπαΰκλ τ δΝ βθΝ η αίκζάΝ κυΝ

λσπκυΝ ηδ π δεάμΝ δαέλ βμΝ πθΝ ίζα δευθΝ ευ ΪλπθΝ απσΝ α τηη λ μΝ Ν

υηη λδεΫμέΝ ΧμΝ ΰθπ σ,Ν κδΝ α τηη λ μΝ δαδλΫ δμΝ ζαηίΪθκυθΝ ξυλαΝ υπσΝ

φυ δκζκΰδεΫμΝ υθγάε μΝ εαδΝ υθ ζκτθΝ κΝ ξβηα δ ησΝ γυΰα λδευθΝ ευ ΪλπθΝ πκυΝ

υφέ αθ αδΝ δαφκλκπκέβ βέΝ πσΝ βθΝ ΪζζβΝ η λδΪ,Ν κδΝ υηη λδεΫμΝ δαδλΫ δμΝ

αθ δ κδξκτθΝ Ν αυ κ-αθαθ π δεΫμΝ ηδ υ δμέΝ ΥΪλδθΝ αυ άμΝ βμΝ p21- ιαλ υη θβμΝ

η αίκζάμΝ κυΝπλκ τπκυΝηδ π δευθΝ δαδλΫ πθ,ΝΫθαΝΰ θπ κιδεσΝ λΫγδ ηαΝσξδΝησθκΝ
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θΝ ζα υθ δΝ κθΝ πζβγυ ησΝ πθΝ πηα δευθΝ ίζα δευθΝ ευ ΪλπθΝ αζζΪΝ αθ έγ α,Ν

πλκΪΰ δΝεαδΝ βθΝατιβ άΝ κυΝ Ναπσζυ κυμΝαλδγηκτμΝ(Insinga et al. 2013)έΝ Ν ξΫ βΝ

αυ υθΝ πθΝ κηΫθπθΝη Ν βθΝκΰεκΰκθδεάΝ λα βλδσ β αΝ βμΝp21 θδ ξτ αδΝαπσΝ κΝ

ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ βΝ p21 έξ Ν Ν πλκβΰκτη θβΝ η ζΫ βΝ ίλ γ έΝ θαΝ α ε έΝ παλσηκδαΝ

ευ αλκπλκ α υ δεάΝ λΪ βΝ εαδΝ Ν ζ υξαδηδεΪΝ ίζα δεΪΝ ετ αλαΝ (Viale et al. 

2009)έΝΌππμΝΫξ δΝπλκ αγ έΝ(Insinga et al. 2013),ΝβΝυπ λ θ λΰκπκέβ βΝ βμΝDDR αΝ

ίζα δεΪΝετ αλαΝγαΝηπκλκτ ΝθαΝυπκγΪζο δΝ βθΝεαεκάγβΝ ιαζζΪΰάΝ κυμΝαθ έΝ θαΝ

ζ δ κυλΰά δΝπμΝφλαΰησμΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βέΝΜ ΝΪζζαΝζσΰδα,ΝηδαΝπδγαθάΝυπσγ βΝ

ΰδαΝ βθΝ ληβθ έαΝ βμΝ« δπζκπλκ ππέαμ»Ν βμΝp21 έθαδΝσ δΝβΝp21 ε βζυθ δΝ κΝεαεσΝ

βμΝ «πλκ ππ έκ»Ν σ αθΝ έθαδΝ θ λΰΪΝ βηα κ κ δεΪΝ ηκθκπΪ δαΝ

«ίζα κευ αλδεσ β αμ»ΝΧstemness). Άζζπ ,Ν Ναλε ΪΝ έ βΝεαλεέθκυΝπκυΝβΝp21 

παέα δΝ ΫθαθΝ κΰεκΰσθκΝ λσζκΝ σππμΝ κθΝ εαλεέθκΝ κυΝ πλκ Ϊ βΝ εαδΝ πθΝ κπγβευθΝ

(Abbas and Dutta, 2009),Ν φαέθ αδΝ ππμΝ βΝ γ πλέαΝ πθΝ εαλεδθδευθΝ ίζα δευθΝ

ευ ΪλπθΝ δ ξτ δΝ (McAuliffe et al. 2012; Dunning et al. 2011; Ilkhanizadeh and 

Weiss, 2013).             

 

θαΝΪζζκΝπδγαθσΝ θΪλδκΝ έθαδΝππμΝβΝp21 υηπ λδφΫλ αδΝη ΝΫθαθΝκΰεκΰκθδεσΝ λσπκΝ

βθΝ π λέπ π βΝ πκυΝ υΰε ελδηΫθαΝ βηα κ κ δεΪΝ ηκθκπΪ δαΝ πλκπγκτθΝ βθΝ

ευ κ κζδεάΝ βμΝ θ σπδ βέΝ υΰε ελδηΫθα,Ν βΝ p21 ηπζΫε αδΝ Ν ΫθαΝ ηκθκπΪ δΝ πκυΝ

κ βΰ έΝ βθΝ η έπ βΝ βμΝ φπ φκ-εκφδζέθβμ·Ν ηέαμΝ πλπ θβμΝ πκυΝ εσί δΝ βθΝ

πκζυη λδ ηΫθβΝ αε έθβέΝ υ σΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ Ϋξ δΝ π λδΰλαφ έΝ Ν Ras-

η α ξβηα δ ηΫθκυμΝ δθκίζΪ μΝ εαδΝ ζδεΪΝ κ βΰ έΝ βθΝ ατιβ βΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ

εδθβ δεσ β αμΝ ηΫ πΝ αθα δα Ϊι πθΝ κυΝ ευ αλκ ε ζ κτ,Ν πλκΪΰκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ

δ έ υ βΝ εαδΝ βθΝ η Ϊ α βέΝ  Ν αυ άθΝ βθΝ π λέπ π β,Ν βΝ θ σπδ βΝ βμΝ p21 κΝ

ευ κ σζδκΝ ιαλ Ϊ αδΝαπσΝ βθΝ θ λΰσΝΜ ΚΝ(Lee and Helfman DM, 2004)έΝ πδπζΫκθ,Ν

βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ πκυΝ πλκεαζ έ αδΝ απσΝ βθΝ κΰεκπλπ θβΝHer2/Neu Ϋξ δΝ κγ έΝ ηέαΝ

αφάμΝηβξαθδ δεάΝ ιάΰβ βΝ ξ δεΪΝη Ν βθΝ δξκ κηβηΫθβΝ υηπ λδφκλΪΝ βμΝp21 κθΝ

εαλεέθκέΝ Ναυ άθΝ βθΝπ λέπ π β,Ναυ σΝπκυΝεαγκλέα δΝ βθΝ λΪ βΝ βμΝp21 έ ΝυπΫλΝ

έ Ν εα ΪΝ βμΝ κΰεκΰΫθ βμ,Ν έθαδΝ βΝ φπ φκλυζέπ άΝ βμΝ απσΝ βθΝ εδθΪ βΝ Akt κΝ

εα ΪζκδπκΝ βμΝ γλ κθέθβμΝ ΰζημΝ Παλκυ έαΝ αυ άμΝ βμΝ φπ φκλυζέπ βμΝ βΝ p21 

θ κπέα αδΝ κΝ ευ κ σζδκΝ εαδΝ πλκΪΰ δΝ βθΝ ατιβ βΝ πθΝ εαλεδθδευθΝ ευ ΪλπθέΝ

θ έγ α,Ν απκυ έαΝ αυ άμΝ βμΝ ελέ δηβμΝ η α-η αφλα δεάμΝ λκπκπκέβ βμΝ βΝ p21 

θ κπέα αδΝ κθΝ πυλάθαΝ εαδΝ εα α Ϋζζ δΝ βθΝ ευ αλδεάΝ ατιβ βΝ λυθ αμΝ Ϋ δΝ

αθαξαδ δ δεΪΝ βθΝκΰεκΰΫθ βΝ(Zhou et al. 2001).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Helfman%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14559914
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ΌπκυΝεαδΝ αθΝίλέ ε αδΝ βΝ αζάγ δα,Ν π λαδ ΫλπΝ π δλαηα δ ησμΝ έθαδΝ απαλαέ β κμΝ ΰδαΝ

βθΝ δ ζ τεαθ βΝ βμΝηβξαθδ δεάμΝ λΪ βμΝ βμΝκΰεκΰκθδεάμΝζ δ κυλΰέαμΝ βμΝp21 εαδΝ

βμΝ τθ άμΝ βμΝ η Ν βθΝ εαγβη λδθάΝ εζδθδεάΝ πλαε δεάέΝ Παλ’Ν σζκΝ πκυΝ υπΪλξκυθΝ

πκζυΪλδγη μΝ η ζΫ μΝ πκυΝ υ ξ έακυθΝ γ δεΪΝ άΝ αλθβ δεΪΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 η Ν

εαδήάΝ βμΝ θ κευ αλδεάμΝ βμΝ θ σπδ βμΝη Ν κΝεζδθδεσΝαπκ Ϋζ ηαΝ Νεαλεδθκπαγ έμΝ

(Abbas and Dutta, 2009), υπΪλξ δΝ ΫθαΝ ίδίζδκΰλαφδεσΝ ε θσΝ ξ δεΪΝ η Ν βθΝ

αθκ κρ κξβηδεάΝ αυ κπκέβ βΝ βμΝ θ σπδ βμήΫεφλα βμΝ βμΝ p21 εαδΝ βμΝ φπ φκ-

εκφδζέθβμΝΧαθ θ λΰσμΝηκλφάΝεκφδζέθβμΨΝάΝ βμΝp21 εαδΝπδγαθυθΝ δε υθΝεαλεδθδευθΝ

ίζα δευθΝευ ΪλπθΝβΝδ κηκλφάΝALDH1A3 βμΝαφυ λκΰκθΪ βμΝ βμΝαζ ή βμΝ(Ali 

et al. 2011) Νίδκπ δεσΝυζδεσΝεαδΝβΝ υ ξΫ δ άΝ κυμΝη ΝεαζάΝάΝεαεάΝπλσΰθπ βέΝ Ν

Ϋλ υθαΝ πλκμΝ αυ άΝ βθΝ εα τγυθ βΝ γαΝ ίκβγκτ Ν εα ΪΝ πκζτΝ κθΝ ξ δα ησΝ test 

ζΫΰξκυΝ Χscreening testsΨΝ αΝ κπκέαΝ εαδΝ πδγαθυμΝ γαΝ ηπκλκτ αθΝ θαΝ πλκίζΫοκυθΝ βθΝ

εαεάΝ«Yin»ΝάΝ βθΝεαζάΝ«Yang»Νπζ υλΪΝ βμΝp21 Ν δαφκλ δεΫμΝηκλφΫμΝεαεκάγ δαμέΝ

πδπζΫκθ,Ν αυ ΪΝ αΝ test ζΫΰξκυΝ γαΝηπκλκτ αθΝ θαΝ υπκ έικυθΝ Ν πκδΫμΝ π λδπ υ δμΝ

«αθ δεαλεδθδεκέ»Ν παλΪΰκθ μΝ πκυΝ έθαδΝ ΰθπ σΝ ππμΝ αυιΪθκυθΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ p21 

σππμΝκδΝαθα κζ έμΝαπαε υζα υθΝδ κθυθΝΧhistone deacetylase inhibitors, HDACIs) 

έθαδΝπλαΰηα δεΪΝπφΫζδηκδΝάΝ πδίζαί έμΝεαδΝαυιΪθκυθΝ κΝλέ εκΝ βμΝ παθ ηφΪθδ βμΝ

κυΝσΰεκυέΝ 

 

υθκζδεΪ,Ν βΝ p21 ηπκλ έΝ θαΝ λαΝ κΰεκΰ θ δεΪΝ κυζΪξδ κθΝ Ν τκΝ δαφκλ δεΫμΝ

π λδπ υ δμμΝ Χi) σ αθΝ δ ξτ δΝ βΝ γ πλέαΝ πθΝ εαλεδθδευθΝ ίζα δευθΝ ευ ΪλπθΝ άΝ Χii) 

σ αθΝ υΰε ελδηΫθαΝ ηκθκπΪ δαΝ πκυΝ πλκπγκτθΝ βθΝ ευ κ κζδεάΝ θ σπδ άΝ βμΝ έθαδΝ

θ λΰΪέΝ ΝεΪγ Νπ λέπ π β,Ν κΝηκλδαεσΝυπσίαγλκΝγαΝΫπλ π ΝπΪθ κ ΝθαΝζαηίΪθ αδΝ

υπ’ΝσοδθΝσ αθΝξκλβΰκτθ αδΝ«αθ δ-εαλεδθδεΪ»ΝφΪληαεαΝπκυΝ υθ ζκτθΝ βθΝατιβ βΝ

πθΝ πδπΫ πθΝ βμΝp21, σππμΝ έθαδΝ κδΝHDACIs (Warfel and El-Deiry, 2013)έΝ  βθΝ

παλκτ αΝπλπ πηδεάΝη ζΫ β,ΝίλΫγβε ΝππμΝβΝp21 πδφΫλ δΝατιβ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ πθΝ

παλαΰσθ πθΝ α δκ σ β βμΝ βμΝ αθ δΰλαφάμΝ κυΝ DNA (DNA replication licensing 

factors, RLFs), Cdt1 εαδΝ Cdc6. A βηκ έ υ αΝ κηΫθαΝ πκυΝ πλκΫλξκθ αδΝ απσΝ βθΝ

λ υθβ δεάΝ ηαμΝ κηΪ αΝ υπκ δεθτκυθΝ ππμΝ βΝ παΰπΰάΝ αυ άΝ πθΝ RLFs έθαδΝ

απκ Ϋζ ηαΝ βμΝ παλα αηΫθβμΝ πατ βμΝ κυΝ ευ αλδεκτΝ ετεζκυΝ βθΝG1 φΪ βΝεαδΝ

σ δΝ πυλκ κ έΝ βθΝ ΰ θπηδεάΝ α Ϊγ δαΝ σππμΝ φαέθ αδΝ απσΝ βθΝ πλσεζβ βΝ γλατ πθΝ

κΝ DNA. Aυ σΝ κ βΰ έΝ Ν ίΪγκμΝ ξλσθκυΝ βθΝ παλΪεαηοβΝ κυΝ αθ δ-εαλεδθδεκτΝ

φλαΰηκτΝ βμΝ ΰάλαθ βμΝ πκυΝ θ λΰκπκδ έ αδΝ πδγαθυμΝ η Ν ΫθαθΝ ΣΜήp73- ιαλ υη θκΝ

ηβξαθδ ησΝ εαδΝ πλκεαζ έ αδΝ απσΝ αζζαΰηΫθβΝ εδθβ δεάΝ πθΝ δξΪζπθΝ αθ δΰλαφάμΝ
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Χη δπηΫθβΝ αξτ β αΝ πλκσ κυΨ. ΣαΝ παλαπΪθπΝ παλα βλκτθ αδΝ Ν ΫθαΝ Saos-2-

ία δαση θκΝ τ βηαΝπκυΝ θΝ εφλΪα δΝ βθΝp53 εαδΝσξδΝπαλκυ έαΝ βμΝp53, βΝκπκέαΝ

εαδΝ φαέθ αδΝ θαΝ έθαδΝ εαγκλδ δεάμΝ βηα έαμΝ ΰδαΝ βθΝ ε άζπ βΝ βμΝ p21-

η κζαίκτη θβμΝ πλκυγβ βμΝ βμΝ εαλεδθκΰΫθ βμΝ άΝ σξδέΝ πδπζΫκθ,Ν βΝ ατιβ βΝ πθΝ

RLFs πκυΝ πΪΰ αδΝ απσΝ βθΝ p21 λα υθ λΰ δ δεΪΝ βθΝ «πυλπσζβ β»Ν βμΝ

ΰ θπηδεάμΝ αγ λσ β αμΝη Ν βθΝp21- ιαλ υη θβΝη έπ βΝπαλαΰσθ πθΝ βμΝηδ π δεάμΝ

ηβξαθάμέΝΆλα,ΝβΝπαλα αηΫθβΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝφαέθ αδΝθαΝ έθαδΝΫθαμΝ

πδπλσ γ κμΝηβξαθδ ησμΝπκυΝαπ δζ έΝ βθΝ αγ λσ β αΝ κυΝΰ θυηα κμ,ΝπλκΪΰκθ αμΝ

Ϋ δΝ βθΝ εαλεδθκΰΫθ βΝ ( δεσθαΝ β)έΝ  Ν αυ σΝ υθβΰκλ έΝ εαδΝ κΝ ΰ ΰκθσμΝ σ δΝ αΝ

ΰβλα ηΫθαΝετ αλαΝ έθαδΝ αθ υπζκ δ δεΪΝεαδΝ θΝ ξαλαε βλέακθ αδΝ απσΝφυ δκζκΰδεσΝ

εαλυσ υπκ (Bernard and Augert, 2010)έΝ πμ,Ν βΝ δ δσ β αΝ βμΝ p21 ΰδαΝ πδίκζάΝ

ησθδηβμΝπατ βμΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝθαΝ έθαδΝ υθυφα ηΫθβΝη Ν κθΝ« κλπδζδ ησ»Ν

βμΝΰ θπηδεάμΝ αγ λσ β αμέΝΝΝ 

 

 

 

 

 

 

EδεσθαΝ βέΝ Ν « δπζκπλκ ππέα»Ν βμΝ p21 βθΝ εαλεδθκΰΫθ βέΝ  ατιβ βΝ πθΝ

πδπΫ πθΝ πθΝ παλαΰσθ πθΝ α δκ σ β βμΝ βμΝ αθ δΰλαφάμΝ κυΝ DNA (replication 

licensing factors, RLFs) η ΪΝαπσΝπαλα αηΫθβΝπατ βΝ κυΝευ αλδεκτΝετεζκυΝαπσΝ
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βθΝ pβΰ,Ν έθαδΝ ΫθαμΝ πδγαθσμΝ ηβξαθδ ησμΝ ηΫ πΝ κυΝ κπκέκυΝ ε βζυθ αδΝ κΝ εαεσΝ

πλκ ππ έκΝαυ άμΝ βμΝπλπ θβμΝη Ν δξκ κηβηΫθβΝ υηπ λδφκλΪΝ κθΝεαλεέθκέΝ  

 

έ1.θέΝ τΰελδ βΝ πθΝ πλπ πηδευθΝ κηΫθπθΝ η Ν αΝ υλάηα αΝ

πλκβΰκτη θπθΝ αθαζτ πθΝ η ΰΪζβμΝ εζέηαεαμμΝ κηκδσ β μΝ εαδΝ

κδξ έαΝθ π λδ ηκτΝΝ 
 

Μ ΰΪζβμ-εζέηαεαμΝ η ζΫ μΝ πκυΝ θαΝ αφκλκτθΝ κΝ λαθ ελέπ πηαΝ Ν απσελδ βΝ βθΝ

p21 ΫΰδθαθΝ ΫπμΝ υλαΝ τκΝ (Chang et al. 2000; Ferrándiz et al. 2012), θυΝεΪπκδαΝ

απκ ζΫ ηα αΝ πλπ πηδεάμΝ αθΪζυ βμΝ η ΪΝ απσΝ Ϋε κπβΝ Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 ΫξκυθΝ

αθαφ λγ έΝ Ν ηέαΝ πλκβΰκτη θβΝ η ζΫ βΝ ΫπμΝ υλαΝ (Kraljevic et al. 2006)έΝ έθαδΝ

θ δαφΫλκθ,Ν σ δΝ εαδΝ δμΝ τκΝ πλκβΰκτη θ μΝ λαθ ελδπ πηδεΫμΝ η ζΫ μΝ βΝ p21 Ϋξ δΝ

ίλ γ έΝθαΝ πβλ Ϊα δΝηέαΝη ΰΪζβΝζέ αΝΰκθδ έπθΝπκυΝ ξ έακθ αδΝη Ν βθΝλτγηδ βΝ κυΝ

ευ αλδεκτΝ ετεζκυέΝ ΜΪζδ α,Ν σππμΝ υθκοέα αδΝ εαδΝ κθΝΠέθαεαΝ 1 πκζζΪΝ απσΝ

αυ ΪΝ αΝΰκθέ δαΝΫξκυθΝίλ γ έΝεαδΝαπσΝ βθΝπαλκτ αΝη ζΫ βΝθαΝ έθαδΝ σξκδΝ βμΝp21.  

 

υΰε ελδηΫθα,Ν κΝ Chang εαδΝ κδΝ υθ λΰΪ μΝ κυΝ αθαφΫλαθΝ σ δΝ βΝ p21 πβλ Ϊα δΝ

αλθβ δεΪΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ πθΝΰκθδ έπθΝπκυΝεπ δεκπκδκτθΝ βθΝCDK1 (CDC2), PLK1, 

Topo II, ORC1, εαγυμΝεαδΝMAD2 (MAD2L1), BUBR1 (BUB1B) εαδΝCENP-F. TαΝ

κηΫθαΝαυ ΪΝ υηφπθκτθΝπζάλπμΝη Ν αΝ υλάηα αΝαυ άμΝ βμΝη ζΫ βμέΝΧ σ κ,Ν βΝ

δ κπκδσμΝ δαφκλΪΝαθΪη αΝ βθΝη ζΫ βΝ κυΝChang et al. εαδΝ βθΝπαλκτ αΝη ζΫ βΝ

έθαδΝσ δΝ υΝβΝORC1 πκυΝ ξ έα αδΝη Ν βθΝφΪ βΝS ίλέ ε αδΝθαΝλυγηέα αδΝγ δεΪΝ

απσΝ βθΝ p21. EπδπζΫκθ,Ν κηΫθαΝ απσΝ αθ έ κδξβΝ λαθ ελδπ πηδεάΝ η ζΫ βΝ πκυΝ

πλαΰηα κπκδάγβε ΝΰδαΝθαΝ υηπζβλυ δΝ βθΝπαλκτ αΝπλπ πηδεά,Νυπκ δεθτκυθΝσ δΝ

βΝORC1 θΝλυγηέα αδΝη αΰλαφδεΪΝαπσΝ βθΝp21, Ναθ έγ βΝη Ν βθΝπζ δκοβφέαΝ 

πθΝυπσζκδππθΝηδ π δευθΝηκλέπθΝΰδαΝ αΝκπκέαΝ αΝ κηΫθαΝ λαθ ελδπ πηδεάμΝεαδΝ

πλπ πηδεάμΝ η ζΫ βμΝ υηφπθκτθΝ η αιτΝ κυμέ δ,Ν πλκφαθυμΝ βΝ ORC1 θαΝ

ζΫΰξ αδΝαπσΝ βθΝp21 Νη α-η αφλα δεσΝ πέπ κέΝ Ν τΰελδ βΝη Ν αΝ κηΫθαΝ

πθ Ferrándiz et al.,ΝβΝp21 ίλέ ε αδΝεαδΝαπσΝαυ άθΝ βθΝη ζΫ βΝεαδΝαπσΝ βθΝπαλκτ αΝ

θαΝ εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα βΝ ηέαμΝ δλΪμΝ ηκλέπθΝ πκυΝ λυγηέακυθΝ ηδ π δεΫμΝ

δ λΰα έ μ,Ν αΝKIF4A, KIF2C, CENP-F, MAD2L1, PLK1, εαδΝSMC4έΝΠΪζδΝσηπμΝ κΝ

ησλδκΝORC1 φαέθ αδΝ θαΝ εα α Ϋζζ αδΝ απσΝ βθΝp21 Ν αθ έγ βΝη Ν βθΝπαλκτ αΝ

η ζΫ βΝπκυΝβΝp21 αυιΪθ δΝ αΝ πέπ αΝ βμΝORC1. 
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ΠέθαεαμΝ 1. τθκοβΝ υΰελδ δευθΝ κδξ έπθΝ βμΝ παλκτ αμΝ αθΪζυ βμΝη Ν Ϊζζ μΝ

αθαζτ δμΝ p21- ιαλ υη θπθΝ σξπθΝ η ΰΪζβμΝ εζέηαεαμΝ (πλπ πηδεΫμΝ άΝ

λαθ ελδπ oηδεΫμ)έ  

 

 

p21-Targets found in high-throughput analyses 

 

 

Common targets 

 

Inferences Ref. 

 

CDK1, PLK1, Topo II, 

ORC1, MAD2L1, 

BUB1B, CENP-F 

 

 

Down-regulation of 

mitotic targets and targets 

associated with DNA 

replication 

attributed to p21-mediated 

cell growth suppression 

 

(Chang et al. 2000) 

 

PLK1, ORC1, MAD2L1, 

CENP-F, KIF4A, KIF2C 

 

 

Down-regulation of 

mitotic targets and targets 

associated with S phase 

attributed to p21-mediated 

cell growth suppression 

 

(Ferrándiz et al. 2012) 

─ 

 

p21 affects various 

proteins including those 

associated with 

metabolism & 

cytoskeletonΝΧ≤ΰίΝtargets) 

 

(Kraljevic et al. 2006) 
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Down-regulation of 

mitotic targets and up-

regulation of RLFs. 

Unpublished data support 

that p21-dependent up-

regulation of RLFs fuels 

genomic instability 

 

This study 

 

 

EέθαδΝαιδκ βη έπ κΝππμΝησθκΝηέαΝπλκβΰκτη θβΝη ζΫ βΝυπΪλξ δΝ ξ δεΪΝη Ν κΝp21-

παΰυΰδηκΝπλπ ΫπηαΝ(Kraljevic et al. 2006) βθΝκπκέαΝσηπμΝ αυ κπκδκτθ αδΝησθκΝ

ΫπμΝΰίΝ σξκδΝπκυΝ θΝαθα δεθτκυθΝ βθΝp21 πμΝλυγηδ άΝ πθΝ πδπΫ πθΝηκλέπθΝπκυΝ

λυγηέακυθΝ κθΝ ευ αλδεσΝ ετεζκέΝ πδπζΫκθ,Ν εαδΝ δμΝ τκΝ πλκβΰκτη θ μΝ η ζΫ μΝ

η ΰΪζβμΝεζέηαεαμΝκδΝ σξκδΝπκυΝαφκλκτθΝλυγηδ δεΪΝησλδαΝ βμΝS φΪ βμΝυφέ αθ αδΝ

η δκλλτγηδ βΝ Ναθ έγ βΝη Ν βθΝπαλκτ αΝη ζΫ βΝσπκυΝβΝp21 πδφΫλ δΝατιβ βΝ πθΝ

πδπΫ πθΝ πθΝRLFs (replication licensing factors).    

                                                          

υθκζδεΪ,Ν εαδΝ κδΝ τκΝ πλκβΰκτη θ μΝ η ΰΪζβμΝ εζέηαεαμΝ η ζΫ μΝ ξαλαε βλέακυθΝ βθΝ

p21 πμΝ ΫθαθΝελέ δηκΝεα α κζΫαΝ σ κΝ πθΝηκλέπθΝπκυΝ ξ έακθ αδΝ η Ν βθΝηέ π βΝ

εαδΝ πθΝηκλέπθΝπκυΝ ξ έακθ αδΝη Ν βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA εαδΝ βθΝφΪ βΝS· ΰ ΰκθσμΝ

πκυΝαπκ έ αδΝ βθΝ λΪ βΝ βμΝp21 θαΝαθα Ϋζζ δΝ βθΝευ αλδεάΝατιβ βέΝ θ έγ αΝ

εαδΝ ΰδαΝ πλυ βΝ φκλΪ,Ν Ν αυ άΝ βθΝ η ζΫ βΝ αθαφΫλ αδΝ ππμΝ βΝ pβΰΝ θυΝ εα α Ϋζζ δΝ

ηδ π δεΪΝ ησλδα,Ν πδφΫλ δΝ ατιβ βΝ πθΝ πδπΫ πθΝ ηκλέπθΝ πκυΝ ηπζΫεκθ αδΝ βθΝ

αθ δΰλαφάΝ κυΝDNA.  αΝ ησλδαΝ αυ ΪΝ υΰεα αζΫΰ αδΝ βΝORC1 αζζΪΝ εαδΝ κδΝRLFs 

CDC6 εαδΝCDT1 πκυΝυπκ δεθτ δΝσ δΝ βΝp21 έ πμΝ θαΝπλκεαζ έΝ ΰ θπηδεάΝα Ϊγ δαέΝ

υ σΝ έθαδΝ ΫθαΝθΫκΝ κηΫθκΝπκυΝπαλΫξ δΝαυ άΝβΝη ζΫ βέΝ δΝφαέθ αδΝππμΝβΝp21 

λυγηέα δΝαθ έ λκφαΝ αΝηδ π δεΪΝησλδαΝεαδΝ αΝησλδαΝπκυΝ ζΫΰξκυθΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝ

DNA, εαδΝππμΝβΝπαλα αηΫθβΝευ αλσ α βΝΧG1 πατ βΨΝπκυΝ πΪΰ δΝβΝp21 εαδΝΫξ δΝ

πμΝ απκ Ϋζ ηαΝ αΝ αυιβηΫθαΝ πέπ αΝ RLFs θαΝ «πυλπκζ έ»Ν βθΝ ΰ θπηδεάΝ

αγ λσ β αέΝ μΝαθαφ λγ έΝσ δΝΰδαΝ αΝΰκθέ δαΝPLK1 εαδΝTOP2A υπΪλξκυθΝεαδΝΪζζ μΝ

πλκβΰκτη θ μΝ η ζΫ μΝ -σξδΝ Ν η ΰΪζβΝ εζέηαεα- πκυΝ βη δυθκυθΝ σ δΝ βΝ p21 
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εα α Ϋζζ δΝ βθΝ Ϋεφλα άΝ κυμΝ (Lin et al. 2011; Zhang et al. 2007b; Zhu et al. 

2002).        

 

Ό κθΝ αφκλΪΝ βθΝ αυ σξλκθβΝ λτγηδ βΝ βμΝ ηδ π δεάμΝ ηβξαθάμΝ εαδΝ πθΝ ηκλέπθΝ πκυΝ

ζΫΰξκυθΝ βθΝαθ δΰλαφάΝ κυΝDNA, έθαδΝ θ δαφΫλκθΝσ δΝΫξ δΝπ λδΰλαφ έΝΫθαΝ έε υκΝ

ιαλ υη θκΝ απσΝ αΝ ησλδαΝ PLK1/CDC6/CDK1/ παλΪ βΝ σπκυΝ βΝ PLK1-

η κζαίκτη θβΝ φπ φκλυζέπ βΝ βμ CDC6 έθαδΝ απαλαέ β βΝ ΰδαΝ βθΝ Ϊλ βΝ βμΝ

αθα κζάμΝ βμΝ παλΪ βμΝ απσΝ κΝ τηπζκεκΝ βμΝ ευεζέθβμΝ ήCDK1 εα ΪΝ βθΝ

αθΪφα β,Ν βθΝΫικ κΝαπσΝ βθΝηέ π βΝεαδΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝΰ θπηδεάμΝ αγ λσ β αμΝ

(Yim and Erikson, 2010).    

 

πδπζΫκθ, πμΝΰθπ σ,ΝβΝ βηδκυλΰέαΝ κυΝpre-RC (pre-replication complexΨΝζαηίΪθ δΝ

ξυλαΝ εα ΪΝ ΫθαθΝ ξλκθδεΪΝ αυ βλυμΝ ζ ΰξση θκΝ λσπκέΝ υΰε ελδηΫθα,Ν βΝ

αζζβζ πέ λα βΝ βμΝCDC6 η Ν κΝORC έθαδΝπλκαπαδ κτη θκΝΰδαΝ βθΝαζζβζ πέ λα βΝ

βμΝ CDT1 η Ν κΝ τηπζκεκΝ αυ σΝ (Maiorano et al. 2000) εαδΝ πέ βμΝ βΝ CDC6 

απαδ έ αδΝ ΰδαΝ βθΝ δ ξυλάΝ CDT1:MCM αζζβζ πέ λα βΝ (Cook et al. 2004).  βθΝ

παλκτ αΝη ζΫ βΝπ σ κΝίλΫγβε ΝππμΝβΝp21 πδφΫλ δΝπλυ αΝατιβ βΝ αΝ πέπ αΝ βμΝ

CDT1 δμΝΰβΝυλ μΝ(early response) εδΝΫπ δ αΝατιβ βΝ πθΝORC1 (mid response, 48 

hs) εαδΝCDC6 (late response, 96 hs). EπκηΫθπμ,Ν έθαδΝπδγαθσΝσ δΝβΝp21 παλ ηίαέθ δΝ

βθΝ φυ δκζκΰδεάΝ αζζβζκ δα κξάΝ πκυΝ έθαδΝ αθαΰεαέαΝ ΰδαΝ βθΝ π άΝ πυλκ σ β βΝ

πθΝ βη έπθΝ ΫθαλιβμΝ βμΝ αθ δΰλαφάμΝ ΧΟri sitesΨ,Ν ΰ ΰκθσμΝ πκυΝ γαΝ έξ Ν λαηα δεΫμΝ

υθΫπ δ μΝ βθΝΰ θπηδεάΝ αγ λσ β αέ  Ν υηφπθέαΝη Ναυ σ,Να βηκ έ υ αΝ κηΫθαΝ

κυΝ λΰα βλέκυΝ ηαμΝ Χcombing assay) υπκ δεθτκυθΝ σ δΝ βΝ παλα αηΫθβΝ Ϋε κπβΝ

Ϋεφλα βΝ βμΝ p21 παλ ηίαέθ δΝ βθΝ εδθβ δεάΝ πθΝ γΫ πθΝ Οri εαδΝ η δυθ δΝ βθΝ

αξτ β αΝη Ν βθΝκπκέαΝπλκκ τκυθΝκδΝ δξΪζ μΝ βμΝαθ δΰλαφάμέ 
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έ2έΝυαά β βΝ πέΝ πθΝαπκ ζ ηΪ πθΝ ξ δεΪΝη Ν βθΝARF 

 

έ2.1.  ΝARF πμΝ υθδ υ αΝ κυΝηκθκπα δκτΝ βμΝDDR 

 

EέθαδΝ πλκφαθΫμΝ σ δΝ Ν απσελδ βΝ αΝ δΪφκλαΝ ΰ θκ κιδεΪΝ λ γέ ηα α,Ν σππμΝ κΝ

αθ δΰλαφδεσΝ λ μΝπκυΝ πΪΰ αδΝαπσΝ αΝκΰεκΰκθέ δα,Ν κΝηκθκπΪ δΝDDR θΝ έθαδΝηέαΝ

απζά,ΝΰλαηηδεάΝκ σμΝ( δεσθα γ)έΝ θυΝπλκ φΫλ δΝΫθαθΝετλδκΝΪικθαΝαπσελδ βμΝΰδαΝ

ΫθαΝη ΰΪζκΝ τλκμΝ Ν λ γδ ηΪ πθ,Ν υξθΪΝ υηπζβλυθ αδΝεαδΝυπκίκβγΪ αδΝαπσΝΪζζαΝ

ηκθκπΪ δα-παλαεζΪ δαΝ ΝπκζζαπζΪΝ πέπ αέΝ θαΝπλυ κΝ πέπ κΝ έθαδΝθαΝζ δ κυλΰ έΝ

αθΝ αδ γβ άλαμΝ εαδΝ θαΝ απκγΫ δΝ βθΝ πζβλκφκλέαΝ ΰδαΝ σζκΝ κΝ φΪ ηαΝ πθΝ

λ κΰσθπθΝ λ γδ ηΪ πθΝ ηΫ πΝ πθΝ εα ΪζζβζπθΝ βηα κ κ δευθΝ κ υθέΝ

παεκζκτγπμ,Ν αυ ΪΝ αΝ άηα αΝ πλΫπ δΝ θαΝ κζκεζβλπγκτθ,Ν η Ν βθΝ pηγΝ θαΝ απκ ζ έΝ

ΫθαθΝελέ δηκΝ ζ άΝ Ναυ σΝ κΝλσζκΝξΪλδθΝ βμΝδ δσ β ΪμΝ κυΝθαΝκζκεζβλυθ δΝΫθαΝ

η ΰΪζκΝ τλκμΝ πζβλκφκλδυθΝ ηΫ πΝ πθΝ πκζυΪλδγηπθΝ η α-η αφλα δευθΝ

λκπκπκδά πθΝ Χpost-translational modifications, PTMsΨΝ πκυΝ Ϋξ αδΝ απσΝ κΝ Ν 2–

ζδεσΝΫπμΝ κΝ–COOH ζδεσΝ κυΝΪελκΝ (Levine et al. 2006; Kruse and Gu, 2009; 

Lu, 2010; Horn and Vousden, 2007)έΝΣ ζδεΪ,ΝβΝη αΰπΰάΝαυ υθΝ πθΝ βηΪ πθΝγαΝ

πλΫπ δΝ θαΝ υθκ τ αδΝ απσΝ δΪφκλ μΝ γβζδΫμΝ αθΪ λα βμΝ Χfeedback loopsΨΝ κδΝ κπκέ μΝ

ζ δ κυλΰδεΪ,Ν έ Ν απ θ λΰκπκδκτθΝ έ Ν π λαδ ΫλπΝ θ λΰκπκδκτθΝ κΝ έε υκέΝ δ,Ν

βηδκυλΰκτθ αδΝ « δαεζα δαση θ μ»Ν ευ αλδεΫμΝ απκελέ δμΝ σππμΝ Ϋξ δΝ Ϊζζπ Ν

πλκαθαφ λγ έΝ εαδΝ βθΝ π λέπ π βΝ βμΝ TM η Ν βθΝARF (Velimezi et al. 2013; 

Evangelou et al. 2013).      

  

Ν MKKιΝ Ϋξ δΝ δξγ έΝ ππμΝ απκ ζ έΝ ελέ δηκΝ η αΰπΰΫαΝ άηα κμΝ ΰδαΝ βθΝ

αγ λκπκέβ βΝ βμΝ p5γΝ Ν απσελδ βΝ Ν κΰεκΰκθδεΪΝ λ γέ ηα αΝ (Schramek et al. 

2011). EέθαδΝ βηαθ δεσΝ ππμΝ αΝ κηΫθαΝ βμΝ in silico αθΪζυ βμΝ ( δεσθαΝ Γ1ί) 

υθβΰκλκτθΝυπΫλΝ βμΝΪπκοβμΝσ δΝυπΪλξ δΝ βηα κ κ δεάΝ ξΫ βΝη αιτΝ βμΝARF εαδΝ

βμΝMKKι,ΝαφκτΝεαδΝ αΝ τκΝαυ ΪΝησλδαΝηκδλΪακθ αδ εκδθκτμΝλυγηδ ΫμέΝ πδπζΫκθ,ΝβΝ

ίδκπζβλκφκλδεάΝ αθΪζυ βΝ απκεΪζυο Ν πδγαθκτμΝ εκδθκτμΝ πλπ ρθδεκτμΝ σξκυμέΝ Ν

πδγαθάΝ τπαλιβΝ εκδθυθΝ λυγηδ υθΝ ΰδαΝ δμΝ ARF εαδΝ MKKιΝ υπκΰλαηηέα δΝ βΝ

ζ δ κυλΰδεάΝ βηα έαΝ βμΝARF πμΝΫθαΝ έ κμΝ« φ λδεκτ»Νκΰεκεα α αζ δεκτΝηκλέκυ,Ν

βθΝ π λέπ π βΝ πκυΝ κΝ ηκθκπΪ δΝ βμΝ DDR εαδΝ πδγαθσθΝ εαδΝ βΝ δα αυλκτη θβΝ
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πδεκδθπθέαΝ κυΝ η Ν βθΝ MKKι,Ν εα αλλ τ κυθΝ εα ΪΝ βθΝ δΪλε δαΝ βμΝ

εαλεδθκΰΫθ βμέΝ 

 

 

 

 

EδεσθαΝ γέ ΣκΝηκθκπΪ δΝ βμΝαπσελδ βμΝ βθΝίζΪίβΝ κΝ DNA (DDR)Ν θΝ έθαδΝ

ΰλαηηδεσ,Ν αζζΪΝ ξαλαε βλέα αδΝ απσΝ πκζζΫμΝ λυγηδ δεΫμΝ δαεζα υ δμΝ εαδΝ

αθΪ λκηκυμΝίλσξκυμέ ΣκΝθ π λδ δεσΝ κδξ έκΝ κΝηκθκπΪ δΝπκυΝπλκ Ϋγβε ΝίΪ βΝ

βμΝ παλκτ βμΝ η ζΫ βμΝ έθαδΝ κΝ ΪικθαμΝATR-ARFέΝΜέαΝ βηα κ κ δεάΝ ξΫ βΝ RF-

MKK7 έθαδΝπδγαθάΝ τηφπθαΝη Ν βθΝ in silico αθΪζυ βμΝΧ θΝαπ δεκθέα αδΝ υΝΰδαΝ

ζσΰκυμΝαπζσ β αμΨ (Κκtsinas et al. 2014a).   
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Ν απσελδ βΝ κΝ πκδκΝ «γαθΪ δηκ»Ν ΰδαΝ κΝ ετ αλκΝ ΰ θκ κιδεσΝ λΫγδ ηα,Ν δμΝ

δεζπθδεΫμΝ γλατ δμ,Ν πδ υΰξΪθ αδΝ ηΫ πΝ ηέαμΝ κπδεάμΝ υ υλ υ βμΝ πλπ ρθυθΝ

βθΝπ λδκξάΝπκυΝΫξ δΝυπκ έΝ βθΝίζΪίβέΝ Ν υ υλ υ βΝαυ άΝζαηίΪθ δΝξυλαΝπκζτΝ

ΰλάΰκλαΝ ΝηέαΝεαγκλδ ηΫθβΝπ λδκξάΝ κυΝΰ θυηα κμΝξΪλδθΝ θσμΝεα αλλΪε βΝPTMs 

(Bartek and Lukas, 2007; Wang et al. 2007; Maya et al. 2001). H ζάιβΝ κυΝ

ηκθκπα δκτ- βη έκυΝ ζΫΰξκυΝΧcheckpointΨΝεαδΝβΝ έ κ κμ πΪζδΝ κθΝευ αλδεσΝετεζκΝ

ιαλ Ϊ αδΝ απσΝ βθΝ λΪ βΝ ηκλέπθΝ πκυΝ αθα λΫφκυθΝ αυ ΫμΝ δμΝ PTMsέΝ θΪη αΝ Ν

αυ ΪΝ αΝησλδα,ΝβΝφπ φα Ϊ βΝWip-ΰ,ΝβΝκπκέαΝεαδΝ κξ τ δΝπκζζαπζΫμΝ υθδ υ μΝ βμΝ

DDR υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝ εαδΝ βμΝΜΚΚιΝ (Kotsinas et al. 2014a),Ν Ϋξ δΝ πλκ αγ έ 

ππμΝ έθαδΝ ΫθαμΝ απσΝ κυμΝ εαγκλδ δεκτμΝ παλΪΰκθ μΝ Ν αυ άθΝ βΝ δα δεα έαΝ

αθΪεαηοβμΝ απσΝ βθΝ ευ αλσ α βΝ πκυΝ πδίΪζζ αδΝ απσΝ κΝ βη έκΝ ζΫΰξκυΝ (Le 

Guezennec and Bulavin, 2009)έΝ πσΝ βθΝ ΪζζβΝ πζ υλΪ,Ν βΝWip-ΰΝ γαΝ ηπκλκτ Ν θαΝ

ξλβ δη τ δΝ αθΝ ΫθαμΝ υθ κθδ άμΝ βμΝDDR,Ν υηίΪζζκθ αμΝ Ϋ δΝ βθΝ σηβ βΝ θσμΝ

εαζΪΝκλΰαθπηΫθκυΝΰ θκπλκ α υ δεκτΝ βηα κ κ δεκτΝ δε τκυέΝΝ 

 

Μ ΝσπκδκθΝ λσπκΝ βΝ παλα βλκτη θβΝWip-1-η κζαίκτη θβΝ απκφπ φκλυζέπ βΝ βμΝ

MKKιΝ πβλ Ϊα δΝ βθΝ λα δεσ β αΝ βμΝ εαδΝ βθΝ DDR θΝ ΰΫθ δ,Ν αΝ π δλαηα δεΪΝ

κηΫθαΝεα α δεθτκυθΝ βθΝWip-ΰΝπμΝΫθαΝκηκδκ α δεσΝ«λ κ Ϊ β»ΝεαδΝΫθαθΝπκζζΪΝ

υπκ ξση θκΝ γ λαπ υ δεσΝ σξκΝ βθΝ γ λαπ υ δεάΝ αθ δη υπδ βΝ κυΝ εαλεέθκυ,Ν

Ϋξκθ αμΝΫθαθΝ υλτ λκΝλσζκΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝαπ’Νσ δΝά αθΝΫπμΝ υλαΝΰθπ σΝ(Lu 

et al. 2008).   

 

υζζκΰδεΪ,Ν κδΝ DDR εδθΪ μ,Ν βΝ ARF,Ν βΝ MKKιΝ εαδΝ βΝ Wip-ΰΝ έθαδΝ σζκδΝ ελέ δηκδΝ

παέε μΝ κθΝ υθ κθδ ησΝ βμΝp53- ιαλ υη θβμΝκΰεκεα α κζάμΝπκυΝ δα υθ Ϋκθ αδΝ

σ κΝζ δ κυλΰδεΪΝσ κΝεαδΝξλκθδεΪΝη Ν ξΫ δμΝ πθΝκπκέπθΝβΝπκζυπζκεσ β αΝ ζδεΪΝ

έθαδΝπκζτΝη ΰαζτ λβΝαπ’Νσ δΝεΪπκδκμΝγαΝηπκλκτ ΝθαΝφαθ α γ έέΝΟΝξαλαε βλδ ησμΝ

εαδΝ βΝ πΫε α βΝ αυ υθΝ πθΝ πδγαθυθΝ βηα κ κ δευθΝ δα υθ Ϋ πθΝ πμΝ ΫθαμΝ

η ζζκθ δεσμΝ σξκμΝγαΝεα α ά δΝ υθα άΝ βθΝεαζτ λβΝεα αθσβ βΝ βμΝίδκζκΰδεάμΝ

ίΪ βμΝ βμΝDDR εαγυμΝ εαδΝ κυΝ γ λαπ υ δεκτΝ βμΝ ξ δλδ ηκτΝ βθΝ ηΪξβΝ εα ΪΝ κυΝ

εαλεέθκυέΝΝ 
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έβέ2έΝ Ν αθ δαΰΰ δκΰ θ δεάΝ λΪ βΝ βμΝ ARFμΝ βΝ ARF κΝ

αυλκ λσηδΝ ηκθκπα δυθΝ πκυΝ λυγηέακυθΝ βθΝ κΰεκΰΫθ βΝ εαδΝ βθΝ

αθΪπ υιβ 

 

TαΝ κηΫθαΝ πκυΝ παλκυ δΪ βεαθΝ υπκ δεθτκυθΝ βθΝ τπαλιβΝ θΫπθ,Ν ηΪζζκθΝ

υπκ ε δηβηΫθπθΝ λΪ πθΝ βμΝ Rό κδΝ κπκέ μΝ έθαδΝ p53-αθ ιΪλ β μέΝ ΟδΝ λΪ δμΝ

αυ ΫμΝ υζζκΰδεΪΝ ίλέ εκθ αδΝ κΝ αυλκ λσηδΝ πθΝ ηκθκπα δυθΝ πκυΝ λυγηέακυθΝ βθΝ

εαλεδθκΰΫθ βΝ (Weber et al. 2000; Tago et al. 2005; Kawagishi et al. 2010; 

Evangelou et al. 2013) εαδΝ δμΝ αθαπ υιδαεΫμΝ δα δεα έ μΝ (McKeller et al. 2002) 

( δεσθαΝ ζ). ΚαγυμΝ σ κΝ βΝ κΰεκΰΫθ βΝ σ κΝ εαδΝ βΝ αθΪπ υιβΝ έθαδΝ έθαδΝ απ δεάμΝ

βηα έαμΝΰδαΝ κυμΝαπθ αθκτμΝκλΰαθδ ηκτμ,Ν ΰ έλ αδΝβΝπδγαθσ β αΝ βμΝγ λαπ υ δεάμΝ

εη Ϊζζ υ βμΝαυ υθΝ πθΝ λα βλδκ ά πθΝ βμΝχRό, δ δεΪΝ κυμΝσΰεκυμΝ ε έθκυμΝ

πκυΝ θΝ εφλΪακυθΝζ δ κυλΰδεάΝp53.  

 

H Rό πμΝκΰεκεα α αζ δεάΝπλπ θβΝαθα Ϋζζ δΝ βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝσξδΝησθκΝη Ν

κΝθαΝπαλ ηπκ έα δΝ κθΝευ αλδεσΝπκζζαπζα δα ησΝάΝθαΝ πΪΰ δΝ βθΝαπσπ π βΝαζζΪΝ

εαδΝηΫ πΝ βμΝαλθβ δεάμΝ βμΝ πέ λα βμΝ ΝΪζζ μΝ ξ δαση θ μΝη Ν βθΝεαλεδθκΰΫθ βΝ

δα δεα έ μ,Ν σππμΝ αυ άΝ βμΝ αΰΰ δκΰΫθ βμΝ (Kawagishi et al. 2010; Ulanet and 

Hanahan, 2010). δ,Ν ΝσΰεκυμΝπκυΝ θΝ εφλΪακυθΝ βθΝp53, βΝαυικλλτγηδ βΝ βμΝ

ARF ηΫ πΝ εα α κζάμΝ βμΝ χTε σππμΝ Ϋξ δΝ δξγ έΝ (Velimezi et al. 2013), γαΝ

ηπκλκτ ΝθαΝξλβ δηκπκδβγ έΝπμΝαθ δ-αΰΰ δκΰ θ δεσΝ« λΰαζ έκ»Νεα ΪΝ κυΝεαλεέθκυΝ

( δεσθ μΝ Γ11,Ν Γ1β)έΝ υ άΝ βΝ πδγαθάΝ γ λαπ υ δεάΝ πλκ Ϋΰΰδ βΝ γαΝ ηπκλκτ Ν θαΝ

θδ ξυγ έΝ ΪθΝ υθ υαασ αθΝ η Ν ΪζζκυμΝ αθ δ-αΰΰ δκΰ θ δεκτμΝ παλΪΰκθ μΝ σππμΝ αΝ

αθ δ-VEGF ηκθκεζπθδεΪΝαθ δ υηα α εαδΝκδΝαθα κζ έμΝεδθΪ βμΝ υλκ έθβμ πκυΝ υλαΝ

ξλβ δηκπκδκτθ αδέΝ πσΝ βθΝΪζζβΝπζ υλΪ,ΝηέαΝ Ϋ κδαΝ λα βΰδεάΝπδγαθσθΝθαΝ πΫ λ π Ν

βθΝξκλάΰβ βΝξαηβζσ λπθΝ σ πθΝ πθΝαθ δ-αΰΰ δκΰ θ δευθΝπαλαΰσθ πθΝπκυΝ υλαΝ

ξλβ δηκπκδκτθ αδΝ εαδΝ δαγΫ κυθΝ βηαθ δεΫμΝ αθ πδγτηβ μΝ λΪ βμΝ σππμΝ βΝ

φαληαεκ παΰση θβΝυπΫλ α βέΝ μΝ βη δπγ έΝσ δΝ παλ’ΝσζκΝπκυΝκΝχTε αθα κζΫαμΝΝ

Ku55933 δαγΫ δΝαλε ΪΝυοβζάΝ εζ ε δεσ β αΝΰδαΝ βθΝ ΣΜ,ΝκδΝφαληαεκεδθβ δεΫμΝ

κυΝδ δσ β μΝεαδΝβΝίδκ δαγ δησ β ΪΝ κυΝγαΝηπκλκτ αθΝθαΝί ζ δπγκτθΝ(Golding et 

al. 2009). Όθ πμ,Ν κΝ ΣΜΝ αθα κζΫαμΝ KU-60019 πκυΝ ξαλαε βλέα αδΝ απσΝ ΫθαΝ

ί ζ δπηΫθκΝ φαληαεκζκΰδεσΝ πλκφέζΝ γαΝ ηπκλκτ Ν θαΝ ξλβ δηκπκδβγ έΝ αθΝ

απκ ζ ηα δεσμΝαθ δεαλεδθδεσμΝπαλΪΰκθ αμΝ(Golding et al. 2009).     
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Πλκε δηΫθκυΝ κΝ χRό/VϋύόΝ θαΝ εη αζζ υγ έΝ γ λαπ υ δεΪΝ ηέαΝ ΪζζβΝ πδζκΰάΝ γαΝ

ά αθΝ βΝ ξλά βΝ υθγ δευθΝ χRό π π δ έπθΝ πκυΝ γαΝ π λδ ζΪηίαθαθΝ αΝ αηδθκ- ζδεΪΝ

ΪελαΝ κυΝχRό 2-14, αΝκπκέαΝεαδΝη κζαίκτθΝσζ μΝ δμΝίδκζκΰδεΫμΝ λΪ δμΝ βμΝχRό,Ν

υηπ λδζαηίαθκηΫθβμΝεαδΝ βμΝ λΪ βμΝεα ΪΝ βμΝευ αλδεάμΝατιβ βμΝ(Saporita et al. 

2007). Νγ λαπ υ δεάΝ εη Ϊζζ υ βΝ κυΝp53-αθ ιΪλ β κυΝχRό/VEGF ΪικθαΝ έθαδΝ

η ΰέ βμΝ εζδθδεάμΝ βηα έαμΝ αφκτΝ κΝ ~ηίΣΝ πθΝ αθγλυπδθπθΝ σΰεπθΝ βΝ p53 έθαδΝ

απ θ λΰκπκδβηΫθβέΝΝΝ 

 

εέαΝ ΪζζβΝ π υξάΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ χRό πκυΝ ξλάα δΝ π λαδ ΫλπΝ δ λ τθβ βμΝ έθαδΝ κΝ

λσζκμΝ βμΝ βθΝ π ληα κΰΫθ βέΝ Ν δαζ τεαθ βΝ κυΝ δα αυλκτη θκυΝ δαζσΰκυΝ βμΝ

ARF η Ν υθδ υ μΝ βμΝ ευ αλδεάμΝ ηβξαθάμΝ πδ δσλγπ βμΝ κησζκΰκυΝ

αθα υθ δα ηκτΝΧhomologous recombination, HR) Ναυ άθΝ βΝ δα δεα έαΝγαΝΫλδξθ Ν

π λδ σ λκΝφπμΝ δμΝυπκ ε δηβηΫθ μΝ λΪ δμΝ βμΝχRό. δ δεσ λα,Ν βθΝπ λέπ π βΝ

ΰαη δευθΝ ευ ΪλπθΝ πθΝ αλ θδευθΝ βΝ χRό υθ δ φΫλ δΝ βθΝ δα άλβ βΝ βμΝ

ΰ θπηδεάμΝ κυμΝ αε λαδσ β αμΝ εα ΪΝ βθΝ πλέηαθ άΝ κυμΝ αζζΪΝ κΝ υπκε έη θκμΝ

ηβξαθδ ησμΝ θΝ έθαδΝαεσηαΝεαζΪΝεα αθκβ σμΝ (Churchman et al. 2011). ϋπδπζΫκθ,Ν

εαγυμΝβΝχTε εδΝαυ άΝ υηη Ϋξ δΝ Ναυ σΝ κΝ έε υκΝεαδΝαζζβζ πδ λΪΝη Ν βθΝχRό 

(Velimezi et al. 2013), βΝ παελδίάμΝλτγηδ άΝ κυμΝεαδΝκΝ υθ κθδ ησμΝ κυμΝ Ναυ άθΝ

βΝ δα δεα έαΝ έθαδΝ εσπδηκΝθαΝη ζ βγ έΝπ λαδ ΫλπέΝ πμΝαπσΝ βθΝη ζΫ βΝαυ άΝ κυΝ

δε τκυΝ Rό/ATM βΝ π ληα κΰΫθ βΝ θαΝ ξαλαε βλδ γ έΝ ζδεΪΝ ΫθαΝ θΫκΝ

κΰκεα α αζ δεσΝ ηκθκπΪ δ,Ν κηΫθβμΝ βμΝ λΪ βμΝ βμΝ ΣΜΝ αΝ π ληα κΰσθδαΝ

(ΣakuboΝ etΝ alέΝ βίίκ) εαδΝ βμΝ υ ξΫ δ βμΝ κΰεκΰΫθ βμ-αθΪπ υιβμΝ (Peifer and 

Polakis, 2000; Beronja et al. 2013) τηφπθαΝ η Ν βθΝ κπκέαΝ έθαδΝ πδγαθσΝ σΰεκδΝ

ΰαη δευθΝευ ΪλπθΝθαΝπλκΫλξκθ αδΝαπσΝ αΝ π ληα κΰσθδαέΝ 

 

υζζκΰδεΪ,ΝβΝ Rό έθαδΝΫθαμΝ«πκζυπλΪΰηπθ»Νκΰεκεα α αζ δεσμΝπαλΪΰκθ αμΝ κθΝ

κπκέκΝ α ε έ αδΝ Ϋζ ΰξκμΝ Ν πκζζαπζΪΝ πέπ α·Ν σξδΝ ησθκΝ κΝ πέπ κΝ βμΝ

θ κευ αλδεάμΝ θ σπδ βμΝ (Korgaonkar et al. 2005) αζζΪΝ σ κΝ εαδΝ Ν πέπ κΝ

ξλκθδεσ. ΛαηίΪθκθ αμΝυπ’ΝσοδθΝσ δΝβΝχRό θΝζαηίΪθ δΝηΫλκμΝησθκΝ βθΝ υ λκφάΝ

κυΝαΰΰ δαεκτΝ υ άηα κμΝ κυΝυαζκ δ κτμΝΧhyaloid vascular system, HVS) εα ΪΝ βθΝ

αθΪπ υιβΝ κυΝ κφγαζηκτΝ (Thornton et al. 2005) αζζΪΝ εαδΝ βθΝ υ λκφάΝ κυΝ

ηα δεκτΝα ΫθαΝ(Yi et al. 2004), έθαδΝπδγαθσΝσ δΝβΝχRό παέα δΝΫθαθΝαεσηαΝ υλτ λκΝ

λσζκΝ απ’Ν σ δΝ απζΪΝ πμΝ λυγηδ άμΝ κΰεκΰ θ δευθΝ εαδΝ αθαπ υιδαευθΝ ηκθκπα δυθέΝ

υΰε ελδηΫθα,Ν βΝ ηπζκεάΝ βμΝ χRό κθΝ Ϋζ ΰξκΝ παλκ δευθΝ δ κζκΰδευθΝ κηυθΝ
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υπκ δεθτ δΝσ δΝαυ άΝβΝ κΰεκεα α αζ δεάΝπλπ θβΝπδγαθσΝ θαΝαπκ ζ έΝ ΫθαθΝ δθσΝ

«αθα δαηκλφπ άΝ δ υθ»έΝ υηπ λα ηα δεΪ,Ν βΝ χRό έθαδΝ ηδαΝ πκδεδζκπλσ ππβΝ

πλπ θβΝ δμΝ κπκέαμΝ κδΝ λα βλδσ β μΝ θΝ ΫξκυθΝ σζ μΝ «ι υζδξγ έ»,Ν εαδΝ βΝ

γ λαπ υ δεάΝ κυμΝ αιδκπκέβ βΝ αθκέΰ δΝ θΫκυμΝ κλέακθ μΝ δ δαέ λαΝ βθΝ δαξ έλδ βΝ

Χφαληαε υ δεάΝάΝίδκ ξθκζκΰδεάΨΝ κυΝεαλεέθκυέ 

     

                                                      

 

 

 

 
δεσθαΝ ζέ ΝARF πμΝDDR- ξ δαση θκΝ αζζΪΝ εαδΝ αΰΰ δκλυγηδ δεσΝ ησλδκΝ έθαδΝ

εκδθσμΝλυγηδ άμΝεαδΝκΰεκΰ θ δευθΝεαδΝαθαπ υιδαευθΝ δ λΰα δυθ (Kotsinas et al. 

2014b).    
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