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Περίληψη 

Οι πολυκυστίνες 1 και 2 (PC1, PC2) είναι πρωτεΐνες που εκφράζονται σε 

πολλά είδη επιθηλιακών κυττάρων, συµµετέχοντας αιτιολογικά στην παθογένεια της 

αυτοσωµικής επικρατούσας πολυκυστικής νόσου των νεφρών. Λειτουργούν ως 

µηχανο-αισθητήρια µόρια που ρυθµίζουν την κυτταρική απόκριση και διαθέτουν 

οµοιοστατικό ρόλο σε βασικές λειτουργίες του κυττάρου που διαταράσσονται κατά 

την ογκογένεση, πιθανολογώντας τη βιολογική συµµετοχή τους κυρίως στις 

διαδικασίες επέκτασης και µετάστασης του όγκου.  Επιπλέον οι πολυκυστίνες 

παρουσιάζουν σηµαντικό ρόλο στην αυτοάνοση επικρατή πολυκυστική νόσο των 

νεφρών, στον καρκίνο του παχέος εντέρου και στην ψωρίαση. Το κοινό 

χαρακτηριστικό αυτών των 3 ασθενειών είναι η στενή παθογενετική σύνδεση µε 

µηχανισµούς φλεγµονής. 

Ο ορθοκολικός καρκίνος αποτελεί έναν από τους βασικότερους 

πολυπαραγοντικούς καρκίνους, ενώ καίριο ρόλο διαδραµατίζει στην εξέλιξη του η 

ανάπτυξη φλεγµονής στο περιβάλλον του παχέος εντέρου.  

Στόχος της µεταπτυχιακής διπλωµατικής ήταν η διερεύνηση για πρώτη φορά 

του ρόλου των πολυκυστινών στην φλεγµονή κατά την καρκινογένεση 

χρησιµοποιώντας ως µοντέλο, καρκινικές σειρές  ορθοκολικού καρκίνου (ΟΚΚ), που 

είναι µια συχνή κακοήθεια και στα δύο φύλα αρκετά καλά µελετηµένη και ιεραρχικά 

δοµηµένη.  

 Η υποέκφραση της Πολυκυστίνης-1 προάγει την ενεργοποίηση µορίων όπως 

ο mTOR, µε επακόλουθη έκφραση του VEGF,  που αποτελεί βασικό παράγοντα κατά 

την φλεγµονή. Επίσης, η µεταγραφική αποσιώπηση της Πολυκυστίνης 1, οδηγεί σε 

συσσώρευση του ΙΚΚβ στο κυτταρόπλασµα και αυξηµένη ενεργοποίηση του NF-κΒ, 

ο οποίος στη συνέχεια ρυθµίζει την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται µε φλεγµονή. 

Επίσης ο µεταγραφικός παράγοντας  STAT3,  ο οποίος ενεργοποιεί αρκετά γονίδια 

κυτταροκινών επηρεάζεται από την υποέκφραση της Πολυκυστίνης-1 και εµφανίζει 

αυξηµένα επίπεδα ενεργοποίησης στα καρκινικά κύτταρα παχέος εντέρου. 

Τέλος, το φλεγµονώδες περιβάλλον στον καρκίνο του παχέος εντέρου επηρεάζει την 

έκφραση της Πολυκυστίνης-1, µε τις προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες να προκαλούν 

µείωση στην έκφραση της. 

Συµπερασµατικά, η Πολυκυστίνη-1 µπορεί να αποτελέσει έναν νέο τελεστή 

της φλεγµονής, που εµπλέκονται σε παθολογικούς µηχανισµούς ανάπτυξης 
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επιθετικού φαινοτύπου στον ορθοκολικό καρκίνο, και να αποτελέσει ένα νέο µόριο 

θεραπευτικής στόχευσης. 

 

Λέξεις ευρετηρίου: πολυκυστίνη 1, καρκινoγένεση, καρκίνος παχέος 

εντέρου, φλεγµονή, mTOR,VEGF, NF-κΒ, STAT3 
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Αbstract 

Polycystins 1 and 2 (PC1, PC2) are proteins that are expressed in many types 

of epithelial cells, contributing to the pathogenesis of autosomal dominant polycystic 

kidney disease. They function as motor - sensing molecules that regulate cellular 

response and play a homeostatic role in key cellular functions that are disturbed 

during oncogenesis, potentially assuming their biological involvement mainly in the 

processes of tumor expansion and metastasis. They also appear to play a key role in 

colon cancer, autoimmune dominant polycystic kidney disease and psoriasis. The 

common feature of these 3 diseases is the close pathogenetic association with 

inflammatory mechanisms. 

Colorectal cancer is one of the most important multifactorial cancers. The 

development of inflammation in the colon environment plays a key role in its 

development. 

The aim of the master's thesis was to investigate for the first time the role of 

polycystins in inflammation during carcinogenesis using a model of colorectal cancer 

(CRC) as a model, which is a common malignancy in both sexes that is well thought 

out and hierarchically structured. 

Hypoexpression of Polycystin-1 promotes activation of molecules such as 

mTOR, with subsequent expression of VEGF, which is a key factor in inflammation. 

Also, transcriptional silencing of Polycystin 1, leads to accumulation of IKKβ in the 

cytoplasm and increased activation of NF-Kb, which then regulates the expression of 

inflammatory-related genes. STAT3, which also activates several cytokine genes, is 

affected by Polycystin-1 hypoexpression and exhibits elevated levels of activation. 

Finally, inflammatory environment in colorectal cancer affects the expression 

of Polycystin-1, with pro-inflammatory cytokines causing a decrease in its expression. 

In conclusion, Polycystin-1 may be a novel effector of inflammation, involved 

in pathological mechanisms of development of an aggressive phenotype in colorectal 

cancer, and may be a new therapeutic targeting molecule. 

 

Key-words: polycystin-1,colorectal cancer, carcinogenesis, inflammation,  mTOR, 

VEGF, NF-Kb, STAT3 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1. Οι Πολυκυστίνες 

 

1.1 H οικογένεια των Πολυκυστινών 

Ο όρος Πολυκυστίνες περιλαµβάνει µια σχετικά νέα οικογένεια πρωτεϊνών που 

αποτελείται από 8 πρωτεϊνικά µόρια. Τα δύο αντιπροσωπευτικά µέλη της οικογένειας 

είναι η Πολυκυστίνη-1 (Polycystin-1, PC1) και η Πολυκυστίνη-2 (Polycystin-2, 

PC2), που ανιχνεύονται στους περισσότερους ιστούς του ανθρώπινου οργανισµού και 

κωδικοποιούνται από τα γονίδια PKD1 (Polycystic Kidney Disease 1) και PKD2 

(Polycystic Kidney Disease 2), τα οποία εδράζονται στα χρωµοσώµατα 16p13.3 και 

4q21-23 αντίστοιχα.  

Τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας διακρίνονται σε δύο υποκατηγορίες µε βάση 

τη λειτουργική και δοµική συγγένειά τους µε την PC1 και την PC2. Στην κατηγορία 

της PC1 συµπεριλαµβάνονται η Polycystin-REJ, που εκφράζεται στους όρχεις, και οι 

πρωτεΐνες Polycystin-1L1, Polycystin-1L2 και Polycystin-1L3 που έχουν σχετικά 

διάχυτη ιστική έκφραση. Στην κατηγορία της PC2 ανήκουν η Polycystin-2L1 

(PC2L1) και η Polycystin-2L2 (PC2L2), η οποία περιορίζεται στην καρδιά και στους 

όρχεις. Λόγω οµοιότητας της PC2 υποοικογένειας σε αλληλουχία και τοπολογία µε 

την οικογένεια των καναλιών παροδικού δυναµικού του υποδοχέα TRP (transient 

receptor potential channels) έχει συµπεριληφθεί ως υποοικογένεια των TRP καναλιών 

(TRPP2 ή PC2, TRPP3 ή PC2L1, TRPP5 ή PC2L2)[1] 

Η πρώτη πρωτεΐνη που ταυτοποιήθηκε ήταν η PC1 µέσω κλωνοποίησης µε βάση 

την τοπολογία του γονιδίου PKD1 το 1994 [2]. Αφορµή υπήρξε η συνεχής έρευνα για 

την ανάδειξη των αιτίων της αυτοσωµικής επικρατούσας πολυκυστικής νόσου των 

νεφρών (ΑΕΠΝΝ, autosomal dominant polycystic kidney disease - ADPKD), µιας 

συχνής γενετικής νόσου που οδηγεί στη δηµιουργία πολυκυστικών νεφρών και 

επακόλουθη έκπτωση της νεφρικής λειτουργίας. Μεταλλάξεις στα γονίδια PKD1 και 

PKD2 συνδέθηκαν αιτιολογικά µε τη νόσο, ενώ οι ραγδαίες εξελίξεις πάνω στην 

έρευνα της µοριακής γενετικής της ΑΕΠΝΝ είναι αυτές που διευκολύνουν συνεχώς 

την αποκρυπτογράφηση της λειτουργίας των εν λόγω πρωτεϊνών [3]. 
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1.2 Πολυκυστίνη-1 

1.2.1 Δοµή 

Η PC1 προέρχεται από τη µετάφραση ενός µεταγράφου µε µέγεθος 14,5 kb 

(kilobases), το οποίο διαθέτει 228 νουκλεοτίδια στην 5’ αλληλουχία και 1019 

νουκλεοτίδια στην 3’αλληλουχία της αµετάφραστης περιοχής του (untranslated 

region, UTR). Το πολυπεπτίδιο που κωδικοποιείται αποτελείται από 4304 αµινοξέα 

και έχει µοριακό βάρος 462 kDa (kiloDalton). Διαθέτει ένα µεγάλο εξωκυττάριο 

αµινοτελικό άκρο, έντεκα διαµεµβρανικές περιοχές και ένα µικρότερο ενδοκυττάριο 

καρβοξυτελικό[2, 4, 5].  

Το εξωκυττάριο άκρο αποτελείται από 3000 περίπου αµινοξέα και περιέχει 

ένα µοναδικό συνδυασµό πεπτιδικών περιοχών: δύο περιοχές πλούσιες σε λευκίνη 

LRR (leukine rich repeats), που πλαισιώνονται από δύο περιοχές πλούσιες σε 

κυστεΐνη, την περιοχή WSC (cell wall integrity/cell response component), µια 

περιοχή λεκτίνης τύπου C (C-type lectin domain), µια περιοχή οµόλογη µε αυτή της 

λιποπρωτεΐνης χαµηλής πυκνότητας A LDL-A (low-density lipoprotein A), 16 

διακριτές περιοχές PKD (polycystic kidney disease) και µια περιοχή 1000 περίπου 

αµινοξέων που ονοµάζεται REJ (receptor for egg jelly) και είναι οµόλογη µε την 

πρωτεΐνη που ανιχνεύεται σε αβγά αχινού [6]. Οι περιοχές LRR και C-type lectin 

απαντώνται συχνά και σε άλλες δοµές παίζοντας ρόλο στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ 

των πρωτεϊνών, στην κυτταρική προσκόλληση και στην εξωκυττάρια δέσµευση 

αµινοξέων υδατανθράκων. Ως σηµείο πρόσδεσης λειτουργεί και η περιοχή LDL-A 

[5]. Ιδιαίτερο όµως ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι επαναλαµβανόµενες δοµές PKD, 

από τις οποίες οι 15 βρίσκονται σε αλληλουχία, έχουν δοµή ανοσοσφαιρίνης και 

προσφέρουν µηχανική υποστήριξη, ελαστικότητα και επαγόµενη από µηχανικές 

δυνάµεις δυνατότητα αυξοµείωσης της έκτασης του αµινοτελικού άκρου [6]. 

Πριν την έναρξη των διαµεµβρανικών περιοχών υπάρχει µια πρωτεολυτική 

περιοχή 50 αµινοξέων τύπου υποδοχέα συζευγµένου µε G πρωτεΐνες GPCR (G-

protein coupled receptor proteolytic site), όπου η PC1 υφίσταται λειτουργική cis-

αυτοπρωτεόλυση και διάσπαση, µε αποτέλεσµα το αµινοτελικό και το καρβοξυτελικό 

τµήµα να παραµένουν µη οµοιοπολικά προσδεδεµένα. Οι διαµεµβρανικές περιοχές 

περιέχουν 5 ενδοκυττάριους και 5 εξωκυττάριους βρόχους, ενώ τέλος το 

καρβοξυτελικό άκρο αποτελείται από 225 αµινοξέα, έχει τη δοµή ενός σπειροειδούς 

πηνίου και έχει την ικανότητα λειτουργικής διάσπασης σε διαφορετικές περιοχές, 
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όπως θα αναλυθεί περαιτέρω (Εικόνα 1.2-1) [7]. 

 

 

 

 
Εικόνα 1.2-1 Σχηµατική απεικόνιση της PC-1[7]. 

 

 

1.2.2 Κυτταρική εντόπιση 

Η µεγάλη πλειονότητα των δεδοµένων που αφορούν την ανίχνευση της PC1 

µέσα στην κυτταρική δοµή προέρχονται από µελέτες στον νεφρικό ιστό, όπου 

εντοπίζονται οι κύριες κλινικές εκδηλώσεις της ΑΕΠΝΝ. Η χρήση µονοκλωνικών 

αντισωµάτων έναντι διαφορετικών επιτόπων της πρωτεΐνης στον εξωκυττάριο βρόχο 

της διαµεµβρανικής περιοχής και στο ενδοκυττάριο τµήµα της δείχνει ότι η PC1 

εκφράζεται στην κυτταρική µεµβράνη, στο κυτταρόπλασµα και απουσιάζει από τον 

πυρήνα των επιθηλιακών κυττάρων [8]. Σε συµφωνία µε τον προτεινόµενο ρόλο της 

PC1 ως διαµεσολαβητή της διακυτταρικής επικοινωνίας, η κύρια κατανοµή της 

εντοπίζεται στις βασικοπλευρικές επιφάνειες της κυτταρικής µεµβράνης των 

σωληναριακών επιθηλιακών κυττάρων [9]. Παρόµοια εντόπιση εµφανίζει σε 

κυτταρικές καλλιέργειες νεφρικών σωληναριακών κυττάρων και ενδοθηλιακών 

κυττάρων HUVEC (human umbilical vein endothelial cell), εµφανίζοντας 
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συνεντοπισµό µε µόρια κυτταρικής προσκόλλησης, όπως το PECAM-1 (platelet 

endothelial cell adhesion molecule 1 ή CD-31) [10].  

Δεδοµένα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας αποκαλύπτουν ότι η πλειονότητα των 

µορίων της PC1 κυτταροπλασµατικά σχετίζεται µε διάφορες δοµές κατά µήκος της 

κυτταρικής µεµβράνης [8]. Στα νεφρικά κύτταρα από σκύλους MDCK (Madin-Darby 

canine kidney), η PC1 εντοπίζεται σε σύµπλοκα κυτταρικής προσκόλλησης στα 

δεσµοσώµατα και βρίσκεται σε επαφή µε πρωτεΐνες των ενδιάµεσων ινιδίων, 

συµµετέχοντας στην κυτταρική µηχανική στήριξη και σταθεροποίηση [11]. Αντίθετα, 

η PC1 έχει ανιχνευθεί στην κορυφαία επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης στον 

εµβρυικό νεφρικό ιστό σε σχέση µε τη βασική και τις πλευρικές επιφάνειες του 

κυττάρου, κάτι που συνάδει µε τον συν-εντοπισµό της µε την E-cadherin και την β-

catenin στους συνδέσµους κυτταρικής προσκόλλησης που βρίσκονται κοντά στην 

κορυφαία επιφάνεια [8, 9].  

H PC1 εντοπίζεται επίσης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ΕΔ) όπου η έκφραση 

της µεταβάλλεται ανάλογα µε τα ποσοστά έκφρασης της PC2 [12]. Η «κυκλοφορία» 

και τοπολογία της PC1 µέσα στο κύτταρο επηρεάζεται από διάφορους τύπους 

µεταλλάξεων που σχετίζονται µε την ΑΕΠΝΝ, εµποδίζοντας κυρίως τη σταθερή 

σύνδεση των διαµεµβρανικών υποδοχέων 10 και 11 µε την κυτταρική µεµβράνη [4]. 

Επίσης, η µεταφορά της PC1 στην πλευρική επιφάνεια διακόπτεται στα κύτταρα που 

έχουν ανεπάρκεια του γονιδίου TSC2 (Τuberous sclerosis complex 2) του 

συµπλέγµατος οζώδους σκλήρυνσης, περιορίζοντας την PC1 στη συσκευή Golgi, 

κάτι που αναστρέφεται µε την εκ νέου έκφραση του TSC2 [13]. 

 

1.2.3 Έκφραση και ιστική κατανοµή 

H PC1 εκφράζεται ευρέως σε ένα µεγάλο φάσµα ιστών του ανθρώπινου 

οργανισµού. Έχει ανιχνευθεί σε κυτταρικά εκχυλίσµατα και σε ιστούς στο θύµο 

αδένα, στο δωδεκαδάκτυλο, στην καρδιά, στις αµυγδαλές, στο έντερο, στον σπλήνα, 

στο θυρεοειδή αδένα, στους πνεύµονες, στους όρχεις, στο στόµαχο, στο ήπαρ, στο 

αγγειακό ενδοθήλιο, κλπ. Η έκφραση περιορίζεται συνήθως στα επιθηλιακά κύτταρα 

κάθε ιστού, όπως στο ουροθήλιο της ουροδόχου κύστης, στο επιθήλιο των ηπατικών 

χοληφόρων, του µαστού και του παγκρέατος [10].Πολύ υψηλά επίπεδα έκφρασης 

έχουν διαπιστωθεί στον εγκεφαλικό φλοιό, ενώ τα επίπεδα στον νεφρικό ιστό 

χαρακτηρίζονται από διάµεσα επίπεδα έκφρασης [14]. 
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Η έκφραση της PC1 εντοπίζεται σε επιθηλιακά κύτταρα κατά τον σχηµατισµό 

του νεφρού, που προέρχονται είτε από το νεφρογενές µεσέγχυµα είτε από την 

ουρητηρική καταβολή [14]. Στον διαφοροποιηµένο νεφρικό ιστό ισχυρή έκφραση 

παρατηρείται στα νεφρικά σωληνάρια του φλοιού γύρω από το σπείραµα, στο άπω 

εσπειραµένο σωληνάριο, στην αγκύλη του Henle και στα αθροιστικά σωληνάρια, ένα 

πρότυπο έκφρασης που φαίνεται να εγκαθιδρύεται κατά τα τελευταία στάδια της 

νεφρογένεσης [14, 15]. Ασθενής έκφραση έχει παρατηρηθεί και στο αγγειακό 

ενδοθήλιο [10]. Διεξοδική µελέτη της έκφρασης της PC1 έχει γίνει στην ΑΕΠΝΝ, 

όπως αναµενόταν, όπου η έκφραση περιορίζεται και εδώ στα επιθηλιακά 

σωληναριακά κύτταρα και ανιχνεύεται στο 70-100% των κύστεων. Η διαφορά είναι 

ότι σε αρκετές µελέτες υπάρχει σαφής αύξηση στην ένταση της έκφρασης στα 

επιθηλιακά κύτταρα που σχηµατίζουν τις παθολογικές κύστεις, αν και ανάµεσα σε 

αυτά η ένταση της έκφρασης διαφοροποιείται πολλαπλά [10, 15]. 

 

 

1.2.4 Λειτουργία 

H PC1 λειτουργεί ως µηχανοαισθητήριο µόριο που αντιλαµβάνεται τα 

εξωκυττάρια, µηχανικής φύσεως, ερεθίσµατα και διαµορφώνει ανάλογα την 

κυτταρική απόκριση ρυθµίζοντας κυρίαρχες κυτταρικές λειτουργίες, όπως ο 

πολλαπλασιασµός, η διαφοροποίηση και η απόπτωση [16]. Η PC1 λειτουργεί, 

κυρίως, ως ένας άτυπος υποδοχέας συζευγµένος µε τις G πρωτεΐνες. Όταν η PC1 

εκφράζεται µόνη της, φαίνεται να ενεργοποιεί σηµατοδοτικά µονοπάτια µε απευθείας 

σύνδεση και ενεργοποίηση µε τις ετεροτριµερείς Gαi/o πρωτεΐνες. 

Ακολουθεί τροποποίηση των κατιοντοεκλεκτικών διαύλων ασβεστίου (Ca 2+) 

και καλίου (K+) GIRK (G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels) 

µέσω της απελευθέρωσης των Gβγ υποµονάδων [17, 18]. Με βάση αυτόν τον 

µηχανισµό φαίνεται να πρωταγωνιστεί στις διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις, καθώς 

και στις αλληλεπιδράσεις µε την εξωκυττάρια θεµέλια ουσία, ενώ έχει βρεθεί να 

σχηµατίζει πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα µε πρωτεΐνες εστιακής προσκόλλησης, όπως η 

p130cas, η FAK (focal adhesion kinase), η paxillin, η p-p60c-src (phospho p60 

cellular-src) και µε µόρια προσκόλλησης διακυτταρικής επικοινωνίας όπως η E-

cadherin, η β- και η γ-catenin [19]. 
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H PC1 σχηµατίζει λειτουργικά σύµπλοκα µε πρωτεϊνικές κινάσες και 

φωσφατάσες τροποποιώντας, µέσω φωσφορυλίωσης, την ενεργότητά της. Έχει 

βρεθεί ότι η PC1 φωσφορυλιώνεται στο καρβοξυτελικό της άκρο από την πρωτεϊνική 

κινάση Α (protein kinase A, PKA) [20]. Επίσης, η πρώτη PKD περιοχή της PC1 

αλληλεπιδρά µε την Ig (immunoglobulin) περιοχή του πρωτεϊνικού υποδοχέα 

τυροσινικής φωσφατάσης RPTPς (receptor protein tyrosine phosphatase σ) και οι 

καρβοξυτελικές περιοχές µε τον RPTPγ (receptor protein tyrosine phosphatase γ). Με 

αυτόν τον τρόπο ο RPTPγ αποφωσφορυλιώνει την PC1 στη θέση Υ4237 και 

τροποποιεί πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, π.χ. µε την PC2, και επαγόµενα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια [21]. Παροµοίως, η PC1 αλληλεπιδρά και 

αποφωσφορυλιώνεται από την φωσφατάση PP-1a (protein phosphatase- 1a) και η  

αλληλεπίδραση αυτή εξασθενεί σηµαντικά σε µεταλλάξεις της PC1 που έχουν σχέση 

µε την ΑΕΠΝΝ [22]. 

H PC1 εκφράζεται και στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων όπου παίζει 

κύριο µηχανοευαίσθητο ρόλο. Φαίνεται ότι η οµοιοστατική ρύθµιση της PC1, όσον 

αφορά στην τοπολογία και τη λειτουργία της, είναι προαπαιτούµενη για τη 

µεταβίβαση της εξωκυττάριας διατµητικής τάσης λόγω ροής, τη µετατροπή της σε 

ενδοκυττάρια σηµατοδότηση µέσω αλλαγής της συγκέντρωσης του ασβεστίου και τη 

βιοχηµική σύνθεση ενός σηµαντικού αγγειοδιασταλτικού παράγοντα, του 

µονοξειδίου του αζώτου (nitric oxide, NO) [23]. 

Η PC1 ρυθµίζει κυτταρικές λειτουργίες µέσω ενεργοποίησης βασικών 

µεταγραφικών παραγόντων. Η PC1 ενεργοποιεί τον µεταγραφικό παράγοντα STAT3 

(signal transducer and activator of transcription 3) µέσω της πρωτεϊνικής κινάσης 

JAK2 (janus activating kinase 2), γεγονός που οδηγεί σε φωσφορυλίωση καταλοίπων 

τυροσίνης και ενεργοποίηση της µεταγραφής. Η πρωτεολυτική διάσπαση του 

καρβοξυτελικού άκρου της PC1, όµως, και η µετανάστευσή του στον πυρήνα 

αποτρέπει την απευθείας ενεργοποίηση του STAT3, ενώ η διασπασµένη 

καρβοξυτελική ουρά λειτουργεί ως συνενεργοποιητής του STAT3 µε τη συνδροµή 

κυτταροκινών και αυξητικών παραγόντων. Συνεπώς, η PC1 εµφανίζει διττό ρόλο στο 

µηχανισµό ενεργοποίησης του συγκεκριµένου µεταγραφικού παράγοντα 

[24].Διαφορετικό παράδειγµα ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης µέσω της PC1 είναι 

η ενεργοποίηση του οστεοειδικού µεταγραφικού παράγοντα Runx2. Η υπερέκφραση 

του καρβοξυτελικού άκρου ενεργοποιεί τον υποκινητή του Runx2 στους 

οστεοβλάστες µέσω ρύθµισης της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ασβεστίου [25]. 
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Μελέτη της ερευνητικής µας οµάδας έδειξε, επίσης, ότι η PC1, σε οστεοβλαστικού 

τύπου κύτταρα PDL που υποβλήθηκαν σε µηχανική διέγερση, ενεργοποιεί τη 

γονιδιακή έκφραση του Runx2 µέσω του άξονα καλσινευρίνης/NFAT (nuclear factor 

of activated T-cells) ενισχύοντας το ρόλο της PC1 στη σκελετογένεση και στην εν 

γένει ρύθµιση της οστικής ανάπτυξης [26]. 

Σηµαντικός θεωρείται ο ρόλος που παίζει το καρβοξυτελικό άκρο της PC1 

στη λειτουργία της πρωτεΐνης. In vivo πειράµατα σε διαγονιδιακά ποντίκια έδειξαν 

ότι η PC1 στα νεφρικά σωληναριακά κύτταρα, υπό την εφαρµογή µηχανικών 

ερεθισµάτων, υφίσταται πρωτεολυτική διάσπαση στο καρβοξυτελικό της άκρο, το 

οποίο µεταναστεύει στον πυρήνα και ενεργοποιεί σηµατοδοτικές διαδικασίες [27]. Το 

καρβοξυτελικό άκρο της PC1 περιέχει επίσης µοτίβα που επηρεάζουν τη µορφή και 

την τοπολογία του δικτύου των µικροσωληνίσκων και του ενδοπλασµατικού δικτύου 

(ΕΔ) [28] 

 

1.3 Πολυκυστίνη-2 

1.3.1 Δοµή 

Η PC2 είναι µια µεµβρανική πρωτεΐνη που αποτελείται από 968 αµινοξέα και 

έχει προβλεπόµενο µοριακό βάρος περίπου 110 kDa. Αποτελεί το πρωτεϊνικό προϊόν 

του γονιδίου PKD2, που εδράζεται στο χρωµόσωµα 4q21-23 και έχει υπολογιστεί ότι 

διαθέτει µια αλληλουχία περίπου 5057 ζευγών βάσεων [29]. Το γονίδιο PKD2 

διαθέτει 21% ταυτόσηµη και 46% οµόλογη αλληλουχία µε τα αµινοξέα 3688-4109 

του PKD1 [30]. H PC2 διαθέτει έξι διαµεµβρανικές περιοχές, ένα αµινοτελικό και 

ένα καρβοξυτελικό άκρο. Οι βρόχοι 1, 3 και 5 των διαµεµβρανικών περιοχών 

εκτείνονται µέσα στον αυλό του ΕΔ, όταν η PC2 εντοπίζεται στη µεµβράνη του ΕΔ, ή 

στον εξωκυττάριο χώρο, όταν η PC2 εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη, ενώ οι 

βρόχοι 2 και 4 εκτείνονται µέσα στο κυτταρόπλασµα. Αυτή ακριβώς η διάταξη ευνοεί 

και την προσέγγιση που θέλει τα δύο άκρα της πρωτεΐνης να βρίσκονται µέσα στο 

κυτταρόπλασµα (Εικόνα 1.3-1) [31]. 
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Εικόνα 1.3-1 Προβλεπόµενη δοµή της ανθρώπινης PC2 [31]. 

 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το καρβοξυτελικό άκρο της PC2, για το 

οποίο οι βιοφυσικές αναλύσεις και η µοριακή µοντελοποίηση έχουν δείξει ότι 

αποτελείται από τρεις λειτουργικές περιοχές. Η πρώτη είναι το λεγόµενο «χέρι EF» 

(EF hand) (PC2-EF), που είναι µια γνωστή δοµική περιοχή τύπου έλικας-βρόχου-

έλικας, ειδική για τη δέσµευση ιόντων ασβεστίου. Η δεύτερη είναι µια ευέλικτη 

περιοχή σύνδεσης (linker) και η τρίτη ένα µοτίβο µε τη µορφή σπειροειδούς πηνίου 

που αποτελεί και την καταλυτική περιοχή διµερισµού της πρωτεΐνης. Συνεπώς, η 

PC2-EF περιοχή αποτελεί έναν αισθητήρα για τα ιόντα ασβεστίου και υφίσταται 

µεταβολές διαµόρφωσης που εξαρτώνται από τη συγκεκριµένη λειτουργία (Εικόνα 

1.3-2) [32]. 
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Εικόνα 1.3-2 Μοριακή αρχιτεκτονική της PC2 και του καρβοξυτελικού άκρου. Οι 

τρεις λειτουργικές περιοχές στο καρβοξυτελικό άκρο της PC2: η περιοχή PC2-EF, η 

περιοχή σύνδεσης (linker) και η περιοχή µε τη µορφή σπειροειδούς πηνίου (coiled 

coil) [32]. 

 

Συµβατή µε την ένταξη της PC2 στην οικογένεια των TRP καναλιών είναι η 

δυνατότητά της να διατάσσεται σε οµο- ή ετερο-πολυµερή σύµπλοκα. Πέρα από την 

PC1, µε την οποία η PC2 σχηµατίζει ετεροδιµερή, η PC2 σχηµατίζει ετεροδιµερή µε 

διαφορετικά µέλη της οικογένειας των TRP καναλιών, όπως µε το κανάλι TRPC1. 

Εκτός, όµως, από την περιοχή που καταλύει το διµερισµό της πρωτεΐνης στην 

περιοχή coiled coil του καρβοξυτελικού άκρου, έχει ανιχνευθεί και χαρακτηριστεί 

λειτουργικά και νέα περιοχή διµερισµού στο αµινοτελικό άκρο της PC2 (NT2-1-223, 

L224XΗ). Αυτό ακριβώς το εύρηµα έχει διαµορφώσει ένα µοντέλο συνάθροισης των 

µορίων της PC2 ως ένα λειτουργικό οµο-τετραµερές, που εξαρτάται από τη 

λειτουργία και των δύο, αµινο- και καρβοξυτελικών, περιοχών διµερισµού της 

πρωτεΐνης [33]. 

Πρόσφατη µελέτη επιβεβαίωσε την τετραµερή διαµόρφωση της PC2 ως µια 

σταθερή και λειτουργική δοµή της πρωτεΐνης, ανεξάρτητα από την παρουσία ή όχι 

ιόντων ασβεστίου, και έδειξε ότι µόνο η καρβοξυτελική περιοχή ολιγοµερισµού είναι 

ικανή για την διαµόρφωση του τετραµερούς [34]. 
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1.3.2 Κυτταρική εντόπιση 

Η PC2 εντοπίζεται κυρίως στο ΕΔ, στην κυτταρική µεµβράνη και στους 

πρωτογενείς κροσσούς [9]. Επίσης, η PC2 έχει εντοπιστεί στη µιτωτική άτρακτο και 

στο κεντρόσωµα σε κύτταρα υπό διαίρεση και σε κύτταρα σε ηρεµία αντίστοιχα [35]. 

Πειράµατα ανίχνευσης της PC2 µε τη µέθοδο της ανοσοϊστοχηµείας σε 

διαφοροποιηµένο νεφρικό ιστό, αλλά και πειράµατα συνεστιακής µικροσκοπίας σε 

κυτταρικές σειρές έδειξαν ότι η PC2 εντοπίζεται κυρίως στη βασική και στις 

πλευρικές επιφάνειες των επιθηλιακών κυττάρων [36]. Μελέτες ανοσοφθορισµού σε 

κυτταρικές σειρές διαµολυσµένες µε το γονίδιο PKD2 έδειξαν ένα διακριτό 

κυτταροπλασµατικό και περιπυρηνικό πρότυπο έκφρασης, το οποίο συνάδει µε την 

εντόπιση της PC2 στο ΕΔ. Το γεγονός ότι η PC2 εδράζεται κυρίως στο ΕΔ 

επιβεβαίωσε o διπλός ανοσοφθορισµός έναντι επιτόπων της PC2 και της πρωτεΐνης-

δείκτη του ΕΔ PDI (protein disulfide isomerase). Τα ευρήµατα έδειξαν σηµαντική 

αλληλοεπικάλυψη των δύο πρωτεϊνών αποδεικνύοντας την ειδική εντόπιση της PC2 

στο ΕΔ, µε το καρβοξυτελικό άκρο της να αποδεικνύεται ως λειτουργικός ρυθµιστής 

της συγκεκριµένης εντόπισης [37, 38]. Αυτό εξηγείται από το γεγονός ότι το 

καρβοξυτελικό άκρο της PC2 φέρει ένα µοτίβο δέσµευσης της PC2 στο ΕΔ (ER 

retention motif), ενώ µια σειρά από µελέτες µε ελλειπτικές µορφές της PC2, όπου 

έλειπε το αντίστοιχο µοτίβο, δείχνει ότι η πρωτεΐνη µεταναστεύει και εκφράζεται 

στην κυτταρική µεµβράνη. Οι διαφορές στα ευρήµατα που αφορούν στην έκφραση 

της PC2 φαίνεται να οφείλονται στην ιστο-ειδική έκφρασή της, στους διαφορετικούς 

τύπους κυττάρων που µελετώνται και στα διαφορετικά στάδια διαφοροποίησης των 

κυττάρων [9]. 

Η µετανάστευση της PC2 σε διαφορετικά υποκυτταρικά διαµερίσµατα 

εξαρτάται από αλληλεπιδράσεις τύπου πρωτεΐνης-πρωτεΐνης που ρυθµίζουν δυναµικά 

και ελέγχουν στενά τις δεξαµενές PC2 ανάµεσα, κυρίως, στο ΕΔ και στην κυτταρική 

µεµβράνη [9]. Ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγµα είναι οι πρωτεΐνες-προσαρµογείς 

PACS-1 και PACS-2 (phosphofurin acidic cluster sorting protein 1, 2), οι οποίες 

αναγνωρίζουν ένα όξινο σύµπλεγµα στο καρβοξυτελικό άκρο της PC2 και 

κατευθύνουν την τοπολογία της PC2. Η δέσµευσή της στις PACS-1 και PACS-2 

εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση της PC2 στη σερίνη 812 (Ser812) από την 

πρωτεϊνική κινάση CK2 (casein kinase 2), ενώ µεταλλαγµένες µορφές της PC2 που 
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δεν δεσµεύονται στις πρωτεΐνες-προσαρµογείς, καθώς και η αναστολή της CK2, 

οδηγούν στη µεταφορά της PC2 στην κυτταρική µεµβράνη, όπου λειτουργεί ως 

δίαυλος ιόντων ασβεστίου. 

Η διαδικασία µετανάστευσης της PC2 στην κυτταρική µεµβράνη φαίνεται να 

είναι µια διαδικασία δύο σταδίων, όπου στο πρώτο στάδιο ελέγχεται από την PACS-2 

στο ΕΔ και στο δεύτερο στάδιο από την PACS-1 στο σύστηµα Golgi [9, 39, 40]. Η 

κυτταρική κατανοµή της PC2, όµως, εξαρτάται και από τη φωσφορυλίωσή της στη 

θέση Ser76/Ser80 του αµινοτελικού άκρου της από την κινάση συνθετάσης του 

γλυκογόνου GSK3 (glycogen synthase kinase 3), που είναι σηµαντική in vivo και in 

vitro για τη διατήρηση της φυσιολογικής σπειραµατικής και σωληναριακής 

µορφολογίας του νεφρού [41]. Επίσης, η PIGEA-14 (polycystin-2 interactor, Golgi- 

and endoplasmic reticulum-associated protein) είναι µια ακόµη πρωτεΐνη που 

αναγνωρίστηκε ως ρυθµιστής της ενδοκυττάριας τοπολογίας της PC2 που κατευθύνει 

τη µεταφορά της PC2 από το ΕΔ στο σύστηµα Golgi (Εικόνα 1.3-3) [42]. 

 
Εικόνα 1.3-3 Μοντέλο «κυκλοφορίας» της PC2 στο κύτταρο. Η PC2 

φωσφορυλιώνεται από την CK2 και δεσµεύεται από την PACS-2 που την επαναφέρει 

στο ΕΔ. Η αποφωσφορυλίωση της PC2 από την φωσφατάση PP2A και η 

απελευθέρωσή της από τις PACS επιτρέπει τη µεταφορά της στην κυτταρική 

µεµβράνη. H PACS-1 διευκολύνει την υποχώρηση της PC2 στη συσκευή Golgi, ενώ 

η PIGEA-14 την µεταφορά από το ΕΔ στη συσκευή Golgi [9]. 
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1.3.3 Έκφραση και ιστική κατανοµή 

Η PC2 έχει ανιχνευθεί στους περισσότερους εµβρυικούς και 

διαφοροποιηµένους ιστούς του ανθρώπινου οργανισµού. Στους διαφοροποιηµένους 

ιστούς η υψηλότερη έκφραση σε επίπεδο mRNA παρατηρείται στο µυοκάρδιο, στους 

νεφρούς και στο πάγκρεας. Στους εµβρυικούς ιστούς υψηλή είναι η έκφραση στους 

πνεύµονες και στους νεφρούς [43]. 

 

1.3.4 Λειτουργικός Ρόλος 

H PC2 ανήκει, όπως αναφέρθηκε, στην οικογένεια των διαύλων TRP, οι 

οποίοι σε κυτταρικό επίπεδο λειτουργούν κάτω από την φωσφολιπάση C 

(phospholipase C, PLC) ως αισθητήρες του κυττάρου, που ενεργοποιούνται από ένα 

ευρύ φάσµα ενδοκυττάριων και εξωκυττάριων ερεθισµάτων [44]. H PC2 

διαφοροποιεί τη λειτουργία της ανάλογα µε το διαµέρισµα του κυττάρου στο οποίο 

εντοπίζεται κάθε φορά. Στο ΕΔ βρέθηκε για πρώτη φορά η PC2 να λειτουργεί ως 

ένας νέος δίαυλος ιόντων ασβεστίου, ο οποίος ενεργοποιείται ως απόκριση στην 

αύξηση αποκλειστικά της ενδοκυττάριας συγκέντρωσής του, όχι όµως της 

εξωκυττάριας. Στην ίδια µελέτη, στη νεφρική επιθηλιακή κυτταρική σειρά LLC-PK1, 

φαίνεται ότι η υπερέκφραση του PKD2 ενισχύει την ένταση και τη διάρκεια της 

παροδικής απελευθέρωσης ιόντων ασβεστίου που επάγεται από τους υποδοχείς 

GPCR [45]. Περισσότερες µελέτες επιβεβαίωσαν τη θεώρηση αυτή, αφού η PC2 

βρέθηκε να αλληλεπιδρά µε την ισοµορφή 1 του διαύλου ιόντων ασβεστίου IP3R1 

(inositol triphosphate receptor) ενισχύοντας περισσότερο τη διάρκεια παρά την 

ένταση της παροδικής απελευθέρωσης ασβεστίου [46]. 

Συνεπώς, αυτά τα δεδοµένα δείχνουν ότι η PC2 λειτουργεί αποκλειστικά ως 

δίαυλος απελευθέρωσης ασβεστίου που επάγεται από την ίδια την ενδοκυττάρια 

συγκέντρωση των ιόντων ασβεστίου.  

Η PC2 εκφράζεται λειτουργικά στην κυτταρική µεµβράνη, όπου φαίνεται ότι 

από µόνη της δεν έχει την ικανότητα σχηµατισµού ενός λειτουργικού διαύλου παρά 

µόνο µε τη συνδροµή της PC1 [47]. Η συνδροµή της PC1 δεν περιορίζεται µόνο στο 

σχηµατισµό του διαύλου, αλλά είναι αυτή η συνοδός πρωτεΐνη (chaperone) που 

διευκολύνει τη µεταφορά της PC2 στην κυτταρική µεµβράνη [47]. Παρά τις µικρές 

διαφορές ανάµεσα στα ευρήµατα των µελετών που ακολούθησαν το συµπέρασµα 
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ήταν ότι η PC2 µπορεί να σχηµατίσει έναν λειτουργικό δίαυλο στην κυτταρική 

µεµβράνη που ενεργοποιείται συνεχώς όταν αυτή υπερεκφράζεται, επιτρέποντας τη 

µη εκλεκτική δίοδο κατιόντων µε ελαφρώς αυξηµένη εκλεκτικότητα για τα ιόντα 

ασβεστίου σε σχέση µε τα ιόντα καλίου (K+) και νατρίου (Na+) και µε υψηλότερη 

αγωγιµότητα για το κάλιο [48, 49]. Τη συνδροµή της PC1 χρειάζεται η PC2 και στους 

πρωτογενείς κροσσούς, όπου και οι δύο πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για την 

πυροδότηση της σηµατοδότησης µέσω ιόντων ασβεστίου επαγόµενη από τη ροή 

υγρού στα νεφρικά σωληνάρια [58]. Διαφορετικές µελέτες όµως δείχνουν ότι η PC2 

µπορεί να λειτουργήσει ανεξάρτητα από την PC1 στου πρωτογενείς κροσσούς, κάτι 

που συνάδει µε την απουσία έκφρασης της PC1 στους πρωτογενείς κροσσούς του 

εµβρυικού κόµβου [23]. Η µεταφορά της PC2 στις µιτωτικές ατράκτους από την 

πρωτεΐνη mdia1 (diaphanous related formin1) µέσω φυσικών αλληλεπιδράσεων 

υποδηλώνει τον πιθανό ρόλο της PC2 στη σηµατοδότηση του ασβεστίου όσον αφορά 

στα κύτταρα που διαιρούνται, ενώ η ανεύρεσή της στο κεντρόσωµα την πιθανή 

λειτουργία της ως ρυθµιστής µαζί µε παράγοντες του συστήµατος της 

ενδοµαστιγιακής µεταφοράς του κυττάρου (intraflagellar transport, IFT) στο 

σχηµατισµό των πρωτογενών κροσσών [35]. 

Η PC2 ενεργοποιείται και λαµβάνει σήµατα µεταφοράς της στην κυτταρική 

µεµβράνη όχι µόνο από την PC1 [17], αλλά και από άλλους παράγοντες όπως ο 

επιδερµιδικός αυξητικός παράγοντας EGF (epidermal growth factor). Η PC2 

ενεργοποιείται ως απόκριση της διέγερσης του υποδοχέα του επιδερµιδικού 

αυξητικού παράγοντα EGFR (epidermal growth factor receptor) στην κυτταρική 

σειρά LLC-PK1 [50]. Ο EGF ενεργοποιεί την PC2 µέσω της δραστηριότητας της γ2 

ισοµορφής της PLC (PLC-γ2) και της κινάσης 4,5 τρι-φωσφι-ινοσιτολης PI3K 

(phosphoinotiside 3-kinase), καθώς και της παράλληλης µείωσης της δραστηριότητας 

του φωσφολιπιδίου PIP2(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) [50]. 

 

1.4 Η λειτουργία των πολυκυστινών ως πρωτεϊνικό σύµπλοκο 

Είναι αποδεκτό πλέον ότι οι PC1 και PC2 αναπτύσσουν φυσικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους µέσω του καρβοξυτελικού άκρου τους και σχηµατίζουν 

ετεροδιµερή σύµπλοκα in vivo στην κυτταρική µεµβράνη. Αυτή η «συνάθροιση» 

καταλήγει στο σχηµατισµό µη εκλεκτικών διαύλων κατιόντων που είναι διαπερατή 

για τα ιόντα ασβεστίου. Φαίνεται ότι η PC2 παραµένει µέσα στο κυτταρόπλασµα σε 
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απουσία της PC1 και µεταναστεύει στην κυτταρική µεµβράνη µόνο όταν η PC1 είναι 

παρούσα [47, 51]. Για αρκετό διάστηµα κυριαρχούσε το ερώτηµα αν η PC1 αποτελεί 

ένα λειτουργικό συστατικό αυτού του συµπλέγµατος ή αν απλά παίζει το ρόλο µιας 

συνοδού πρωτεΐνης (chaperone) για τη µεταφορά της PC2 στη µεµβράνη. Επόµενες 

µελέτες έδειξαν ότι η PC1 ενεργοποιεί και σταθεροποιεί την PC2. Μεταλλάξεις στις 

περιοχές αλληλεπίδρασης µεταξύ των δύο πρωτεϊνών – δηλαδή η µετάλλαξη R742X 

στην PC2 και µετάλλαξη στο µοτίβο σπειροειδούς πηνίου (coiled coil) στην PC1 – 

έχουν ως συνέπεια αµοιβαίες επιδράσεις µε σκοπό τη ρύθµιση και τη σταθεροποίηση 

των δύο πρωτεϊνών [52]. Για παράδειγµα, η PC2 ανταγωνίζεται την ενεργοποίηση 

των G πρωτεϊνών από την PC1. Η PC1 λειτουργεί, όπως είδαµε και προηγουµένως, 

ως ένας ανεξάρτητος ενεργοποιητής των πρωτεϊνών τύπου Gi/o µέσω απελευθέρωσης 

των υποµονάδων Gβγ. Η έκφραση ολόκληρης της PC2 µαζί µε την PC1 σε 

καλλιέργειες νευρικών κυττάρων εµπόδισε αυτό το αποτέλεσµα υποδηλώνοντας ότι 

πιθανές µεταλλάξεις στις περιοχές αλληλεπίδρασης µπορούν να οδηγήσουν στην 

ακατάληπτη ενεργοποίηση των G πρωτεϊνών από την PC1 [53]. 

Η αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών στην επιφάνεια του κυττάρου, όµως, 

αποδείχθηκε ότι δεν υφίσταται ως σχηµατισµός απλά ετεροδιµερών που 

επαναλαµβάνονται. Με τη χρησιµοποίηση βιοχηµικών µεθόδων και µεθόδων 

κρυσταλλογραφίας διευκρινίστηκε η σύσταση των υποµονάδων σε ζώντα κύτταρα 

και βρέθηκε ότι η PC2 σχηµατίζει οµοτριµερή (3 µόρια PC2) µέσω ενός µοτίβου 

σπειροειδούς πηνίου στην πρωτεΐνη, και το οµοτριµερές µε τη σειρά του συνδέεται µε 

1 µόριο PC1 µέσω αυτή τη φορά του µοτίβου σπειροειδούς πηνίου της PC1. 

Μεταλλάξεις που διακόπτουν το οµοτριµερές της PC2 οδηγούν όχι µόνο σε διάσπασή 

του αλλά και σε διάσπαση του συµπλόκου που περιέχει την PC1, καθώς και σε 

περιορισµό της έκφρασης και των δύο πρωτεϊνών στην επιφάνεια του κυττάρου [54]. 

Επιπλέον, έχει προταθεί και ένα δεύτερο µοντέλο κατά το οποίο η αλληλεπίδραση 

των δύο πρωτεϊνών υφίσταται ως ένα δι-τριµερές κατά το οποίο το ένα τριµερές 

αποτελείται από 3 µόρια PC2 και το δεύτερο από 2 µόρια PC2 και ένα µόριο PC1 

πάλι µέσω αλληλεπίδρασης των µοτίβων σπειροειδούς πηνίου 

(Εικόνα 1.4-1) [55] 
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Εικόνα 1.4-1 Μοντέλο συµπλόκου PC1/PC2 στην επιφάνεια του κυττάρου. Το 

σύµπλοκο αποτελείται από 3 µόρια PC2 και ένα µόριο PC1 που αλληλεπιδρούν µέσω 

των µοτίβων coiled coil του καρβοξυτελικού άκρου τους. 

 

Η PC2 επίσης, µέσω του καρβοξυτελικού άκρου της, επηρεάζει και 

σταθεροποιεί τη διάσπαση του καρβοξυτελικού άκρου της PC1 που µεταναστεύει 

στον πυρήνα, ενώ ευνοεί παράλληλα τη διάσπαση της PC1 στην περιοχή GPS, 

διαδικασίες που είναι ανεξάρτητες από τη λειτουργία της PC2 ως δίαυλος ιόντων 

ασβεστίου [56, 57]. Άλλωστε, φαίνεται ότι οι διαφορές που παρουσιάζονται στο 

πρότυπο έκφρασης της PC1 µέσα στο κύτταρο οφείλονται εν µέρει στα επίπεδα 

έκφρασης της PC2. Όταν η PC1 εκφράζεται µόνη της ανιχνεύεται στην κυτταρική 

µεµβράνη και στο ΕΔ, ενώ η συν-έκφραση µε υψηλά επίπεδα PC2 οδηγεί σε 

αποκλειστική έκφραση της PC1 στο ΕΔ µαζί µε την PC2 [12]. 

Τα νεότερα δεδοµένα δείχνουν ότι µεταξύ των δύο πρωτεϊνών υπάρχει, 

πιθανώς, µία ανταγωνιστική σχέση κατά την οποία η κάθε πρωτεΐνη υποβάλει την 

άλλη σε έλεγχο. Η PC2 φέρει έναν µεγάλο αριθµό θέσεων για φωσφορυλίωση και µία 

από αυτές, η θέση Ser829, αποτελεί στόχο τόσο της PKA όσο και της κινάσης Aurora 

A (AurA), που ρυθµίζουν την µετανάστευση της PC2 στα διάφορα σηµεία του 

κυττάρου. Με βάση αυτά τα δεδοµένα προτείνεται ένα µοντέλο, ειδικά στην 

ΑΕΠΝΝ, που περιλαµβάνει την διαταραχή της ισορροπίας µεταξύ φωσφορυλίωσης 

και αποφωσφορυλίωσης της PC2 στη θέση Ser829 και η οποία εν τέλει συνδέεται µε 

διαταραχή των επιπέδων της λειτουργικής PC1 και την αποφωσφορυλίωσή της [41]. 
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Τέλος, οι PC1 και PC2 εµφανίζουν κοινά ρυθµιστικά στοιχεία στις περιοχές 

των υποκινητών στα δύο γονίδια που τις κωδικοποιούν. Η σύγκριση µεταξύ 

διαφορετικών ειδών όσον αφορά στις αλληλουχίες των υποκινητών έδειξε ότι 

υπάρχουν οµόλογες και καλά συντηρηµένες περιοχές µε θέσεις πρόσδεσης 

µεταγραφικών παραγόντων και για τα δύο γονίδια. Οι µεταγραφικοί παράγοντες E2F, 

EGRF, Ets (E-twenty six), MZF1 (myeloid zinc finger 1), Sp1 (Specificity protein 1), 

και ZBP-89 (zinc-binding protein-89) αναδείχθηκαν ως δυνητικά κοινοί ρυθµιστές 

της έκφρασης τόσο του PKD1 όσο και του PKD2 [58]. 

 

1.4.1  Ο ρόλος των Πολυκυστινών στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου 

Η πολυκυστική νόσος έχει χαρακτηριστεί ως µια «µεταµφιεσµένη νεοπλασία» 

όπου παρατηρείται µεταξύ άλλων αυξηµένος κυτταρικός πολλαπλασιασµός και 

διαταραχή στην διαδικασία της απόπτωσης. Η παρεκκλίνουσα ρύθµιση αυτών των 

λειτουργιών οδηγεί στην υπόθεση ότι οι πολυκυστίνες έχουν ρόλο στον έλεγχο του 

κυτταρικού πολλαπλασιασµού, στην κυτταρική διαφοροποίηση και στην απόπτωση. 

Τρία είναι τα βασικά σηµατοδοτικά µονοπάτια µέσω των οποίων οι πολυκυστίνες 

ρυθµίζουν τον κυτταρικό κύκλο: το µονοπάτι JAK-STAT, το µονοπάτι Id (inhibitor 

of DNA binding) και το µονοπάτι mTOR [1]. Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια της PC1 

περιλαµβάνουν τους µεταγραφικούς παράγοντες STAT1 και STAT6. Σε νεφρικά 

κύτταρα που υπερεκφράζουν ολόκληρη την PC1 ενεργοποιείται η κινάση JAK2 και 

κατ’ επέκταση ο STAT1. Η ενεργοποίηση αυτή µε τη σειρά της επάγει την έκφραση 

του αναστολέα των κυκλινο-εξαρτώµενων κινασών (cyclin- dependent kinases, 

CDKs) p21 και διακόπτει τον κυτταρικό κύκλο στη φάση G0/G1. Όπως αποδείχθηκε 

η PC2 είναι ένας απαραίτητος συµπαράγοντας στην όλη διαδικασία [59]. 

Επίσης, ισχυρή είναι η σχέση των πολυκυστινών µε το µονοπάτι mTOR, µια 

κινάση σερίνης/θρεονίνης που είναι κύριος ρυθµιστής της κυτταρικής αύξησης και 

του µεταβολισµού σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα [60]. Η φωσφορυλιωµένη-

ενεργοποιηµένη µορφή της mTOR, καθώς και του τελεστή της mTOR µεταγενέστερα 

στο µονοπάτι, κινάσης S6, έχουν βρεθεί αυξηµένες στα επιθηλιακά κύτταρα των 

κύστεων ασθενών µε ΑΕΠΝΝ και PKD1-/- ποντικιών. Η αναστολή της mTOR µε 

χορήγηση ραπαµυκίνης µείωσε τον κυστικό φαινότυπο στα ζωικά µοντέλα [61]. 

H PC1 ρυθµίζει επίσης την απόπτωση µέσω του µεταγραφικού παράγοντα 

NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Στην νεφρική 
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κυτταρική σειρά HEK293 η υπερέκφραση του καρβοξυτελικού άκρου οδήγησε σε 

ενεργοποίηση του NF-κB µέσω της PKC κινάσης και καταστολή της κυτταρικής 

απόπτωσης [62]. Προστασία από την απόπτωση φαίνεται να προσφέρει η PC1 µέσω 

ενεργοποίησης του µονοπατιού PI3K-Akt, καθώς και στο µοντέλο έκφρασής της στα 

MDCK κύτταρα [63]. Πρόσφατη µελέτη έδειξε επίσης ότι οι PC1 και PC2 

προστατεύουν τα νεφρικά επιθηλιακά κύτταρα από την απόπτωση ως αποτέλεσµα 

απόκρισης στο µηχανικό στρες και αυτή η λειτουργία διαµεσολαβείται από το 

άνοιγµα µηχανοευαίσθητων διαύλων καλίου (Κ+) τύπου Κ2p. Κατά συνέπεια 

καθιερώνεται πλέον µια απευθείας σχέση µεταξύ µηχανοδιέγερσης και 

µηχανοπροστασίας ενάντια στην απόπτωση µε κύριο διαµεσολαβητή τις 

πολυκυστίνες [64]. Τέλος, η PC2 προστατεύει από την απόπτωση µέσω µείωσης της 

ενδοκυττάριας συγκέντρωσης ασβεστίου στο ΕΔ [65]. 

 

1.4.2 Διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις – αλληλεπιδράσεις µε την εξωκυττάρια 

θεµέλια ουσία 

Σε κυτταρικά και ζωικά µοντέλα ΑΕΠΝΝ έχει κατά καιρούς ανιχνευθεί 

υπερπαραγωγή των πρωτεϊνών της εξωκυττάριας θεµέλιας ουσίας (ΕΘΜ), αυξηµένη 

τάση προσκόλλησης στο κολλαγόνο τύπου Ι και IV, µειωµένη κυτταρική 

µετανάστευση ως απόκριση στους αυξητικούς παράγοντες και αλλοιωµένη έκφραση 

των υποτύπων υποδοχέων ιντεγκρινών κυτταρικής προσκόλλησης. Επίσης, σε 

µελέτες ποντικιών µε απαλοιφή γονιδίων υπήρξαν αποδείξεις ότι µεταλλάξεις σε 

γονίδια υπεύθυνα για την κυτταρική προσκόλληση και την ΕΘΜ, όπως η λαµινίνη-5 

και η τενσίνη, οδηγούν στον σχηµατισµό κύστεων. Παράλληλα, οι εξωνεφρικές 

εκδηλώσεις της ΑΕΠΝΝ υποδηλώνουν έναν απευθείας σύνδεσµο των πολυκυστινών 

µε την ΕΘΜ. Ενδοκρανιακά/αορτικά ανευρύσµατα και διαφόρων ειδών κήλες της 

κοιλιακής χώρας δείχνουν ότι στην ΑΕΠΝΝ υπάρχει διαταραχή της οµοιοστατικής 

ρύθµισης όσον αφορά στην µηχανο-επαγόµενη απόκριση των λείων µυικών 

κυττάρων των αγγείων και διαταραχή στη φυσιολογική παραγωγή πρωτεϊνών της 

ΕΘΜ στους χιτώνες των αγγείων και στο κοιλιακό τοίχωµα. Ενώ αυτά τα ευρήµατα 

δείχνουν ότι οι πολυκυστίνες ρυθµίζουν τις διακυτταρικές αλληλεπιδράσεις και την 

σύνθεση της ΕΘΜ, είναι δύσκολο να διαχωριστούν οι περιπτώσεις όπου οι 

πολυκυστίνες έχουν έναν πρωταρχικό ρυθµιστικό ρόλο που οδηγεί στο σχηµατισµό 
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των κύστεων από αυτές όπου οι αλλαγές στην ΕΘΜ είναι αποτέλεσµα απλά της 

εξέλιξης της νόσου [66]. 

Η PC1 βρίσκεται σε πολλαπλές δοµές εστιακής προσκόλλησης, την 

πρωταρχική κυτταρική δοµή που διαµεσολαβεί την επικοινωνία των κυττάρων µε την 

ΕΘΜ. Έτσι, συναντάται σε σύµπλοκα µε την ταλίνη, τενσίνη, βινκουλίνη, α-ακτινίνη 

και µε σηµατοδοτικές πρωτεΐνες όπως η κινάση εστιακής προσκόλλησης FAK, η Src, 

η p130cas και η paxillin, τόσο στα επιθηλιακά όσο και στα λεία µυικά κύτταρα [67]. 

Παράλληλα, η PC1 βρίσκεται σε σύµπλοκα στις θέσεις διακυτταρικής επικοινωνίας 

µαζί µε την PC1 και πρωτεΐνες όπως η E-cadherin και η β-catenin (Εικόνα 1.4-2) 

[68]. 

 

 

 
Εικόνα 1.4-2 A) Οι πολυκυστίνες σε θέσεις Ι) διακυτταρικής επικοινωνίας, ΙΙ) 

επικοινωνίας µε την εξωκυττάρια θεµέλια ουσία (ECM). Ι) οι περιοχές PKD του 

αµινοτελικού άκρου της PC1 µε πρωτεΐνες όπως η E-cadherin (E-cad) και ΙΙ) οι 

περιοχές C-type lectin και LRR του αµινοτελικού άκρου της PC1 µε πρωτεΐνες όπως 
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η FAK, η βινκουλίνη (Vin), η ταλίνη (Τ) και οι ιντεγκρίνες (α2β1) παίζουν ρόλο στη 

διακυτταρική και στην επικοινωνία µε την ΕΘΜ 

 

 

1.5  Ο ρόλος των πολυκυστινών στην πολυκυστική νόσο των νεφρών 

Η αυτοσωµική πολυκυστική νόσος των νεφρών είναι µια κληρονοµική 

συστηµατική διαταραχή µε σοβαρές νεφρικές εκδηλώσεις και, σε ορισµένες 

περιπτώσεις, ανωµαλίες στo ήπαρ, στο πάγκρεας, στον εγκέφαλο, στα αρτηριακά 

αιµοφόρα αγγεία ή σε συνδυασµό αυτών των οργάνων. Κάθε χρόνο 300.000-600.000 

άνθρωποι στις ΗΠΑ διαγιγνώσκονται, ανεξαρτήτως φύλου ή φυλής, µε τη συχνότητα 

να είναι 1:1000 περίπου διεθνώς και το 50% των ασθενών να οδηγούνται σε νεφρική 

ανεπάρκεια τελικού σταδίου µέχρι 60 ετών [69,70]. Στο 5% των περιπτώσεων η 

ΑΕΠΝΝ εµφανίζεται ως αυτόµατη µετάλλαξη, ενώ στο των νέων περιπτώσεων δεν 

αναφέρεται οικογενειακό ιστορικό της νόσου. Οι προσβεβληµένοι ασθενείς έχουν 

πολυάριθµες κύστεις στους νεφρούς που µπορούν να αποτελέσουν εστία λοίµωξης ή 

αιµορραγικής συλλογής µετά από τραυµατισµό [71]. To 85% των περιπτώσεων 

οφείλονται σε µεταλλάξεις του PKD1, ενώ οι υπόλοιπες σε µεταλλάξεις του PKD2 

γονιδίου [70]. Συγκεκριµένα, στη χώρα µας, µελέτη σε 53 ελληνικές οικογένειες 

αποκάλυψε 8 πιθανές µεταλλάξεις αιτιολογικές για τη νόσο, από τις οποίες οι 5 ήταν 

απαλοιφές και οι 3 αφορούσαν αντικατάσταση αµινοξέων στην περιοχή REJ του 

PKD1 

[69]. 

Στην κυτταρική βιολογία της νόσου οι «προβληµατικές» πολυκυστίνες 

συµµετέχουν κυρίως µέσω διαταραχής στη ρύθµιση και στην ενεργοποίηση των ίδιων 

σηµατοδοτικών µονοπατιών µε τα οποία συµµετέχουν στην διατήρηση της 

κυτταρικής οµοιόστασης (βλ. κεφ. 1.5.2) (Εικόνα 1.11). 
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Εικόνα 1.11. Οι PC1 και PC2 επηρεάζουν πολλαπλά σηµατοδοτικά µονοπάτια στην 

ΑΕΠΝΝ. Περιληπτική παράθεση της επίδρασης των πολυκυστινών στην 

ενδοκυττάρια µετάδοση µηνυµάτων που έχει σχέση µε τον σχηµατισµό ριβοσωµάτων 

και την πρωτεϊνική σύνθεση (mTOR), την κυτταρική αύξηση και την κυτταρική 

διαίρεση (STAT,Id, p21), τη διαφοροποίηση, την απόπτωση και τον πολλαπλασιασµό 

(G πρωτεΐνες, AP-1, NFAT, Wnt) και την επίπεδη κυτταρική πολικότητα (µη 

κανονικό Wnt) στην ΑΕΠΝΝ [114]. 

 

Οι νεφροί ενός ασθενή που φέρει το µεταλλαγµένο γονίδιο θα αναπτυχθούν 

κανονικά κατά τη διάρκεια της ζωής του ατόµου. Κάποια στιγµή θα δηµιουργηθούν 

οι κύστεις και τότε οι µελέτες προβλέπουν ότι τα κύτταρα που επενδύουν τις κύστεις 

θα έχουν χάσει και τα δύο αντίγραφα του λειτουργικού PKD1 ή PKD2 γονιδίου. 

Αυτό υποδηλώνει ότι είναι απαραίτητο ένα «δεύτερο χτύπηµα» (second hit), δηλαδή 

µια δεύτερη, σωµατική αυτή τη φορά, µετάλλαξη που θα οδηγήσει στην απώλεια και 

του δεύτερου αλληλοµόρφου [69]. Η απώλεια της λειτουργίας των PC1 και PC2 κατά 

τη διάρκεια ανάπτυξης του νεφρού προκαλεί πιο σοβαρή κυστική νόσο δείχνοντας ότι 

οι πολυκυστίνες έχουν σηµαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια του έντονου κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού και της συνεχούς κυτταρικής διαίρεσης που χαρακτηρίζει την 

νεογνική περίοδο [70,71]. Επίσης, η ΑΕΠΝΝ φαίνεται ότι είναι ένα δοσο-

εξαρτώµενο γεγονός που εκδηλώνει όλο και πιο σοβαρά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

όσο µειώνεται ο βαθµός λειτουργικότητας της PC1 [72]. 

Συνεπώς, φαίνεται ότι οι κύστεις µπορούν να δηµιουργηθούν όταν το επίπεδο 

έκφρασης των πολυκυστινών είναι χαµηλότερο ή υψηλότερο από ένα κρίσιµο 



 29 

κατώφλι που απαιτείται για την διατήρηση της φυσιολογικής διαµόρφωσης των 

νεφρικών σωληναρίων. Σε αυτές τις περιπτώσεις µοιάζει απίθανο να απαιτείται µόνο 

µια σωµατική µετάλλαξη του φυσιολογικού αλληλοµόρφου για την έναρξη 

δηµιουργίας των κύστεων και κερδίζει έδαφος η θεωρία της επίδρασης της 

«έκφρασης κατωφλίου» και του «τρίτου χτυπήµατος» που σχετίζονται µε 

στοχαστικούς παράγοντες όπως η νεφρική βλάβη ή η ισχαιµία [73]. 

Στον διαφοροποιηµένο και ώριµο νεφρικό ιστό που δεν πολλαπλασιάζεται, η 

απώλεια της ετεροζυγωτίας θα ήταν ένα γεγονός χωρίς συνέπειες αν δεν 

ακολουθούσε το λεγόµενο «τρίτο χτύπηµα» που προσφέρει η ισχαιµική και η 

νεφροτοξική βλάβη, καθώς και η αντισταθµιστική νεφρική υπερτροφία 

πυροδοτώντας την έναρξη της κυστεογένεσης. Αυτές οι παρατηρήσεις αποκαλύπτουν 

εν µέρει και τον άγνωστο ρόλο των πολυκυστινών στον ώριµο νεφρικό ιστό, δηλαδή 

την ενορχήστρωση της σωστής εκτέλεσης της ιστικής αναγέννησης ως απάντηση στη 

νεφρική βλάβη [73]. 

 

1.6  Ο ρόλος των Πολυκυστινών στη καρκινογένεση 

Ανάµεσα στις βιολογικές ιδιότητες που χαρακτηρίζουν τα καρκινικά κύτταρα 

είναι η συνεχής µετάδοση µηνυµάτων που ευνοούν τον πολλαπλασιασµό, την 

ανθεκτικότητα στην αποπτωτική διαδικασία και την ενεργοποίηση µηχανισµών 

επέκτασης και µετάστασης [74,75]. H συµµετοχή των πολυκυστινών σε κυρίαρχες 

κυτταρικές – επιθηλιακές κυρίως λειτουργίες όπως ο πολλαπλασιασµός, η απόπτωση, 

η διαµεσολάβηση των διακυτταρικών αλληλεπιδράσεων, η επικοινωνία µε την 

εξωκυττάρια θεµέλια ουσία και ο κυτταρικός προσανατολισµός υποδηλώνουν και την 

δυνητική συµµετοχή των δύο πρωτεϊνών στις διεργασίες της ογκογένεσης και, 

κυρίως, σε αυτές της επέκτασης και της µετάστασης του όγκου (Εικόνα 1.12). 
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Εικόνα 1.12. Προτεινόµενοι µηχανισµοί συµµετοχής των πολυκυστινών στις 

διεργασίες διήθησης 

και µετάστασης του όγκου. 

 

 

Η αυξηµένη έκφραση των πολυκυστινών στο κυστικό επιθήλιο ως 

αντανάκλαση της αποδιαφοροποίησης του ιστού και η αντίληψη της κυστεογένεσης 

ως µια πολυσταδιακή διαδικασία που απαιτεί την προοδευτική συσσώρευση 

γενετικών αλλοιώσεων έχουν δικαιολογηµένα αποδώσει στην ΑΕΠΝΝ τον όρο 

«µεταµφιεσµένη νεοπλασία» [76]. Μελέτες που παρουσιάζουν του πρωτογενείς 

κροσσούς να πρωταγωνιστούν στην καρκινογένεση αποτέλεσαν το πρώτο ερέθισµα 

για τη διαµόρφωση µιας θεωρίας που περιγράφει την µηχανο-επαγόµενη µετάδοση 

κυτταρικών µηνυµάτων από τους κροσσούς ως συστατικό της ογκογένεσης [77]. 

Τόσο στο µυελοβλάστωµα, τον πιο συχνό όγκο εγκεφάλου στα παιδιά, όσο και στο 

βασικοκυτταρικό καρκίνωµα του δέρµατος η απουσία των πρωτογενών κροσσών 

αποδείχθηκε ότι είτε οδηγεί σε αναστολή είτε συµβάλλει στην ανάπτυξη του όγκου 

ανάλογα µε το αν η απαρχή της ογκογένεσης οφείλεται στην ακατάληπτη 

ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Smoothened (Smo) του σηµατοδοτικού µονοπατιού 

Hedgehog ή στην ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα Gli2 του ίδιου 

µονοπατιού αντίστοιχα [75,76]. Επιπλέον, η µελέτη ανθρώπινων κυτταρικών σειρών 
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γλοιοβλαστώµατος αποκάλυψαν βλάβες στη λειτουργία και στον ίδιο τον σχηµατισµό 

των πρωτογενών κροσσών [78]. 

Όσον αφορά στις πολυκυστίνες, λίγες είναι οι µελέτες που αφορούν µια 

πρώτη προσέγγιση της σχέσης τους µε την καρκινογένεση. Διαµόλυνση µε σκοπό την 

υπερέκφραση της PC1 σε κυτταρικές σειρές ηπατοκυτταρικού καρκινώµατος, 

καρκίνου του πνεύµονα και του παχέος εντέρου οδήγησε σε προαγωγή των 

διακυτταρικών και µε την ΕΘΜ αλληλεπιδράσεων και σε αναστολή της επέκτασης 

και µετανάστευσης των καρκινικών κυττάρων µέσω του µονοπατιού Wnt 

προσδίδοντας στην PC1 έναν πιθανό ογκοκατασταλτικό ρόλο [80]. Η µείωση της 

έκφρασης της PC2 µε τη χρήση RNA αποσιώπησης (silencing RNA, siRNA) 

οδήγησε σε σηµαντική καταστολή της διακυτταρικής προσκόλλησης σε κύτταρα 

µελανώµατος από ποντίκια Β16 [80]. Οι δύο αυτές µελέτες δείχνουν ότι και στα 

καρκινικά κύτταρα οι PC1 και PC2 επηρεάζουν τις διαδικασίες κυτταρικής 

προσκόλλησης και επικοινωνίας µε την ΕΘΜ. Καταληκτικά, η υπερέκφραση της PC1 

στις ίδιες κυτταρικές σειρές οδήγησε σε σηµαντική αύξηση της απόπτωσης και σε 

διακοπή του κυτταρικού κύκλου στη G0/G1 φάση υποδηλώνοντας τη συµµετοχή της 

στη ρύθµιση του κυτταρικού κύκλου στα καρκινικά κύτταρα . 
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2. Ο Ορθοκολικός καρκίνος 

 

2.1. Επιδηµιολογικά δεδοµένα 

O OKK είναι ο τέταρτος πιο συχνός καρκίνος στους άνδρες (µετά τον καρκίνο 

του πνεύµονα, του προστάτη και του στοµάχου) και ο τρίτος πιο συχνός στις γυναίκες 

(µετά του µαστού και του τραχήλου της µήτρας). Περίπου 1,23 εκατοµµύρια νέα 

περιστατικά διαγνώστηκαν παγκοσµίως το 2008 αντιπροσωπεύοντας το 9,7% όλων 

των νέων περιπτώσεων καρκίνου. Τα υψηλότερα ποσοστά εµφανίζονται στις 

βιοµηχανοποιηµένες- αναπτυγµένες/αναπτυσσόµενες χώρες της Ευρώπης, στην 

Αυστραλία, στη Νέα Ζηλανδία, στη Β. Αµερική και στην Ιαπωνία (40-

60περιπτώσεις/100.000) και πολύ χαµηλότερα ποσοστά στην Ασία και στην Αφρική. 

Η επίπτωση του ΟΚΚ αλλάζει συνεχώς σε πολλές χώρες, όπου σε άλλες τα ποσοστά 

µειώνονται (π.χ. Β. Αµερική), σταθεροποιούνται (Β. και Δ. Ευρώπη) ή αυξάνονται 

απλά σταδιακά εκεί όπου ήταν ήδη υψηλά. Ανάµεσα στους ιθαγενείς και τους 

µετανάστες τα ποσοστά γρήγορα πλησιάζουν αυτά της χώρας διαµονής 

υποδηλώνοντας ότι ο τρόπος ζωής, διαιτητικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες 

αποτελούν σηµαντικούς παράγοντες κινδύνου [81]. 

Η επίπτωση αυξάνει µε την ηλικία, ενώ τα καρκινώµατα είναι σπάνια στα 

άτοµα κάτω των 40 ετών. Εξαίρεση αποτελούν τα άτοµα µε γενετική προδιάθεση ή 

αυτά µε προδιαθεσικούς παράγοντες, όπως οι ιδιοπαθείς φλεγµονώδεις νόσοι του 

εντέρου [82]. Το ποσοστό θνησιµότητας διεθνώς είναι περίπου το µισό του ποσοστού 

της επίπτωσης. Το ποσοστό θνησιµότητας ποικίλλει ανάλογα µε τις διαθέσιµες 

επιλογές θεραπευτικής αντιµετώπισης, µε χαµηλότερα ποσοστά στις αναπτυγµένες 

και αναπτυσσόµενες χώρες µε υψηλή επίπτωση. Παρ' όλ' αυτά, ο ΟΚΚ αποτελεί σε 

ορισµένες χώρες την πρώτη αιτία θανάτου από καρκίνο που δεν συνδέεται µε τη 

χρήση καπνού και, συνολικά, αποτελεί την τέταρτη αιτία θανάτου ασθενών µε 

καρκίνο [83]. 

 

2.2 Αιτιολογία 

Υψηλά ποσοστά παρατηρούνται σε πληθυσµούς που ακολουθούν τη δίαιτα 

«Δυτικού τύπου», που είναι διατροφή µε υψηλή πρόσληψη θερµίδων, πλούσια σε 

ζωικά λίπη, σε συνδυασµό µε την καθιστική ζωή. Η παχυσαρκία, η κατανάλωση 

κρέατος, το κάπνισµα και το αλκοόλ αποτελούν τροποποιήσιµους παράγοντες 
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κινδύνου [81]. Τα µοριακά µονοπάτια που βρίσκονται πίσω από τις επιδηµιολογικές 

συσχετίσεις δεν είναι πλήρως αποσαφηνισµένα, περιλαµβάνουν όµως πολύπλοκες 

αλληλεπιδράσεις µε βάση τα διαιτητικά πρότυπα, τη µακρο- και τη µικροδιατροφική 

σύσταση των τροφών, τις τεχνικές παρασκευής τους, τις ορµονικές επιδράσεις και τα 

γενετικά χαρακτηριστικά [84].Οι ιδιοπαθείς φλεγµονώδεις νόσοι του εντέρου (νόσος 

Crohn, ελκώδης κολίτιδα) είναι αιτιολογικοί παράγοντες της νόσου, ενώ µε µειωµένη 

επίπτωση συνδέονται η µακροχρόνια χορήγηση µη στεροειδών αντιφλεγµονωδών 

φαρµάκων, η κατανάλωση ασβεστίου, βιταµίνης D, φρούτων, λαχανικών και φυτικών 

ινών [85,86]. 

 

2.3 Μοριακή βιολογία 

Οι γονιδιακές ανωµαλίες που συναντώνται στον ΟΚΚ αφορούν γενετικές 

µεταλλάξεις που συνοδεύουν τη κληρονοµήσιµη προδιάθεση για ΟΚΚ και σωµατικές 

αλλοιώσεις (συµβαίνουν σε µη γαµετικά κύτταρα κατά τη διάρκεια της ζωής ενός 

ατόµου) που εµφανίζονται στον σποραδικό ΟΚΚ. Οι µοριακές βλάβες είναι δύο 

ειδών και έχουν να κάνουν είτε µε την αυξηµένη λειτουργία ογκογονιδίων ή µε την 

απώλεια της λειτουργίας ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Η µετατροπή των γονιδίων σε 

ογκογονίδια προέρχεται από σηµειακές µεταλλάξεις, από αναδιοργάνωση της 

γονιδιακής δοµής και λειτουργίας, και από χρωµοσωµική αναδιοργάνωση ή 

διεύρυνση που διαταράσσουν τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης. Η 

απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων οφείλεται σε εντοπισµένες 

µεταλλάξεις, σε πλήρη απώλεια του γονιδίου ή σε επιγενετικές αλλοιώσεις που 

αλλάζουν τη γονιδιακή έκφραση [87]. 

Η διαδικασία που ορίζει το σύνολο αυτών των βλαβών στα καρκινικά 

κύτταρα ονοµάζεται κλωνική επιλογή και αποτελεί µια εξελικτική διαδικασία κατά 

την οποία 

διαφορετικοί πληθυσµοί µεταλλαγµένων κυττάρων ανταγωνίζονται για τα θρεπτικά 

συστατικά έως ότου µια συγκεκριµένη γενετική αλλοίωση δώσει τη δυνατότητα σε 

έναν τύπο κυττάρου, µέσω φυσικής επιλογής, να κυριαρχήσει έναντι των άλλων και 

να αρχίσει να επεκτείνεται µέσα στο νεόπλασµα [88]. 
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2.3.1 Το σηµατοδοτικό µονοπάτι mTOR στον ορθοκολικό καρκίνο 

Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των mTOR, Raptor και Rictor έχουν βρεθεί αυξηµένα 

στα ορθοκολικά καρκινώµατα, ειδικότερα στους πρωτοπαθείς όγκους των ασθενών 

τετάρτου σταδίου όσο και στις αντίστοιχες µεταστατικές εστίες που αφαιρέθηκαν [89, 

90]. Αυξηµένα επίπεδα έκφρασης στον ορθοκολικό καρκίνο (ΟΚΚ) έχουν βρεθεί και 

για τις ενεργοποιηµένες µορφές του µονοπατιού p-mTORSer2448 και p-

p70S6KThr389 [90]. Στα καρκινικά κύτταρα η αναστολή των mTORC1 και 

mTORC2 µείωσε το µεταναστευτικό δυναµικό και το δυναµικό επέκτασης των 

κυττάρων ΟΚΚ, προήγαγε την µεσεγχυµατο- επιθηλιακή µετατροπή (mesenchymal-

to-epithelial transition, MET) και εµπόδισε την αναδιοργάνωση τουκυτταροσκελετού 

µέσω των µικρών GTPασών RhoA και Rac1 [87]. Η αναστολή των mTORC1 και 

mTORC2 µειώνει επίσης τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, επάγει την απόπτωση in 

vitro, ενώ αναστέλλει και την ανάπτυξη ΟΚΚ σε εµφυτευµένα ξενόγραφα in vivo 

[91]. Επιπλέον, η µειωµένη λειτουργία του miR-144 συνδέεται µε την ανάπτυξη 

ΟΚΚ µέσω απευθείας στόχευσης και αναστολής της έκφρασης του mTOR [90].  

Μια διαφορετική προσέγγιση είναι η προσπάθεια ανάπτυξης πολυδιάστατων 

µοριακών επιδηµιολογικών µελετών για την ανίχνευση επιδηµιολογικών δεδοµένων 

που συνδέουν το mTOR µε τον κίνδυνο ανάπτυξης ΟΚΚ σχετιζόµενου µε την 

ενεργειακή ισορροπία. Είναι γνωστό ότι η παχυσαρκία σε συνδυασµό µε τη 

σαρκοπενία, η µειωµένη φυσική δραστηριότητα, η µεγάλη κατανάλωση θερµίδων και 

το υψηλό ανάστηµα στη νεαρή ηλικία αποτελούν παράγοντες κινδύνου ανάπτυξης 

και δυσµενούς πρόγνωσης για τον ΟΚΚ. Υπάρχει µια µηχανιστική αντίληψη που 

υποστηρίζει την αλλοίωση του µονοπατιού mTOR ως υποκείµενο µηχανισµό που 

κατευθύνει αυτές τις συσχετίσεις. Αυτό συµβαίνει γιατί στο mTOR απαρτιώνονται 

µηνύµατα από αυξητικούς παράγοντες, θρεπτικά συστατικά, µεταλλαξιογόνα 

ερεθίσµατα και ορµόνες που επάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την αντίσταση 

στην απόπτωση και την αυτοφαγία [90]. 

Προκλινικές µελέτες είναι στη φάση διερεύνησης του κατά πόσο η στόχευση 

του mTOR µπορεί να αποφέρει ενθαρρυντικά αποτελέσµατα στον ΟΚΚ. Για 

παράδειγµα ο συνδυασµός αναστολέων του BRAF, οι οποίοι είναι 

αναποτελεσµατικοί σε ασθενείς µε ΟΚΚ που φέρουν τη µετάλλαξη BRAFV600E, µε 

ταυτόχρονη αναστολή του µονοπατιού PI3K/mTOR ενίσχυσε την απόπτωση και 

οδήγησε σε µείωση του όγκου in vivo [90]. Παράλληλα, ο συνδυασµός Everolimus 
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και ιρινοτεκάνης έδειξε ωφέλιµα αποτελέσµατα και συνεργική δράση σε 

µεταλλαγµένα BRAF/PIK3CA HT29 ξενόγραφα σε σχέση µε τα µεταλλαγµένα 

KRAS/PIK3CA HT29 ξενόγραφα [89]. Διακοπή του κυτταρικού κύκλου τόσο σε 

κύτταρα ΟΚΚ µε µεταλλαγµένο KRAS όσο και σε αυτά µε KRAS άγριου τύπου 

έδειξε και ο συνδυασµός του αναστολέα του EGFR erlotinib µε ραπαµυκίνη [88]. 

Διάφορες κλινικές µελέτες βρίσκονται σε εξέλιξη για την αξιολόγηση των 

αναστολέων του mTOR στην κλινική πράξη. Μελέτη φάσης Ι εκτίµησε το 

συνδυασµό του Temsirolimus µε λιποσωµική δοξορουµπικίνη και τον 

αντιαγγειογενετικό παράγοντα bevacizumab σε προχωρηµένες κακοήθειες (ανάµεσά 

τους και σε 17 ασθενείς µε ΟΚΚ), ένα σχήµα που ήταν ανεκτό για τους ασθενείς 

χωρίς όµως ιδιαίτερα αποτελέσµατα στον ΟΚΚ [88].  

 

2.3.2 Επιγενετικές αλληλεπιδράσεις στον ΟΚΚ 

Ο όρος επιγενετική αναφέρεται σε κληρονοµήσιµες αλλοιώσεις που δεν 

επηρεάζουν την αλληλουχία του DNA, επηρεάζουν όµως τη γονιδιακή έκφραση. 

Εκτός από την υπερ-µεθυλίωση των νησίδων CpG του DNA, που είναι το .τρίτο 

χτύπηµα. στο κλασικό µοντέλο του Knudson της απενεργοποίησης των 

ογκοκατασταλτικών γονιδίων, και τη συνολική υπο-µεθυλίωση του DNA, που 

συνδέεται µε πτωχή πρόγνωση στον ΟΚΚ, οι χηµικές µετα-µεταφραστικές 

τροποποιήσεις των ιστονών και η λειτουργία των miRNAs (microRNAs) 

συµπληρώνουν το παζλ των επιγενετικών µηχανισµών στην παρεκκλίνουσα 

γονιδιακή έκφραση που παρατηρείται στον ΟΚΚ [89]. Η ακετυλίωση και η 

µεθυλίωση αποτελούν τις σηµαντικότερες τροποποιήσεις των ιστονών, οι οποίες 

διαµεσολαβούνται από ένα σηµαντικό αριθµό ενζύµων. Τα ένζυµα αυτά 

ταξινοµούνται στις ακετυλοτρανσφεράσες (HATs, histone acetyltransferases), στις 

αποακετυλάσες (HDACs, histone deacetylases), στις µεθυλοτρανσφεράσες (HMTs, 

histone methyltransferases) και στις αποµεθυλάσες (HDMs, histone demethylases) 

των ιστονών. Ο ρόλος τους βασίζεται στη διακοπή της συνέχειας της χρωµατίνης και 

στην .επιστράτευση. άλλων πρωτεϊνών που ορίζουν τη χωροχρονικά σωστή δοµή της 

χρωµατίνης και επιτρέπουν το σχηµατισµό πρωτεϊνικών συµπλόκων µε σκοπό την 

ανάλογη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης (Εικόνα 3.2) [90]. 

Τα miRNAs είναι µικρά, µη κωδικοποιούντα RNAs που ρυθµίζουν µετα-

µεταγραφικά τη γονιδιακή έκφραση µέσω αναστολής των mRNAs. Στον ΟΚΚ, πολλά 
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τέτοια µόρια ανιχνεύονται είτε µε παθολογικά αυξηµένη ή µειωµένη λειτουργία, 

αποτελώντας έτσι ιστο-ειδικούς βιοδείκτες µε ογκογόνες ή ογκοκατασταλτικές 

ιδιότητες (Εικόνα 2.3)[91]. 

 
Εικόνα 2.3. Διαταραγµένη ρύθµιση των miRNAs στον ΟΚΚ. Τα 

ενεργοποιηµένα/ογκογονικά miRNAs ασκούν ενισχυµένη αναστολή στα 

ογκοκατασταλτικά γονίδια. Τα απενεργοποιηµένα/ογκοκατασταλτικά miRNAs 

εµφανίζουν µειωµένη αναστολή στα δυνητικώς ογκογονίδια. Οι δύο µηχανισµοί 

καταλήγουν σε µειωµένη έκφραση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων και σε 

αυξηµένη έκφραση των ογκογονιδίων αντίστοιχα, ενώ προάγουν τη γονιδιακή 

έκφραση που ευνοεί τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, την ανθεκτικότητα στην 

απόπτωση, τη διήθηση, τη µετάσταση, την αγγειογένεση και τη φλεγµονή των 

καρκινικών κυττάρων στον ΟΚΚ [91]. 
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2. Ο παθογενετικός ρόλος της φλεγµονής στην ογκογένεση του παχέος εντέρου 

 

 Η σύνδεση µεταξύ της φλεγµονής και της ογκογένεσης είναι 

καθιερωµένη και την τελευταία δεκαετία και έχει λάβει πολλά αποδεικτικά στοιχεία 

από γενετικά, φαρµακολογικά και επιδηµιολογικά δεδοµένα. Η φλεγµονώδης νόσος 

του εντέρου είναι ένας σηµαντικός παράγοντας κινδύνου για την ανάπτυξη του 

καρκίνου του παχέος εντέρου. Η φλεγµονή είναι επίσης πιθανό να εµπλακεί σε άλλες 

µορφές κληρονοµικού καρκίνου του παχέος εντέρου. Οι µοριακοί µηχανισµοί µε τους 

οποίους η φλεγµονή προάγει την ανάπτυξη του καρκίνου εξακολουθούν να 

αποκαλύπτονται και θα µπορούσαν να διαφέρουν µεταξύ του συσχετιζόµενου µε 

κολίτιδα καρκίνου του παχέος εντέρου και άλλων µορφών του. Πρόσφατες εργασίες 

έχουν διασαφηνίσει το ρόλο των διακριτών κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήµατος, των κυτταροκινών και άλλων ανοσοδιαµεσολαβητών σε όλα σχεδόν τα 

στάδια της ογκογένεσης του παχέος εντέρου, συµπεριλαµβανοµένης της έναρξης, της 

προαγωγής, της προόδου και της µετάστασης. 

 Ο καρκίνος που σχετίζεται µε κολίτιδα (CAC) είναι ο υπότυπος 

καρκίνου του παχέος εντέρου που συνδέεται µε τη φλεγµονώδη νόσο του εντέρου 

(IBD) και είναι δύσκολο να αντιµετωπιστεί µε υψηλά ποσοστά θνησιµότητας. 

Περισσότερο από το 20% των ασθενών µε IBD αναπτύσσουν CAC εντός 30 ετών 

από την εµφάνιση της νόσου και το 50% αυτών θα πεθάνει από την CAC. Αν και οι 

µηχανισµοί που συνδέονται µε το ανοσοποιητικό σύστηµα συνδέουν το IBD µε το 

CAC, υπάρχουν οµοιότητες µεταξύ του CAC και άλλων τύπων ΟΚΚ που 

αναπτύσσονται χωρίς οποιαδήποτε σηµάδια εµφανής φλεγµονώδους νόσου (Εικόνα 

3.1). Ορισµένα από τα βασικά στάδια της ανάπτυξης του καρκίνου, είναι παρόµοια 

µεταξύ µη-φλεγµονωδών καρκίνων του παχέος εντέρου και CAC. Εντούτοις, έχουν 

προταθεί ορισµένες διαφορετικές παθογενετικές οδοί για CAC, 

συµπεριλαµβανοµένης της χρόνιας φλεγµονής και της δυσπλασίας µετά από  

τραυµατισµό, η οποία προκύπτει χωρίς τον σχηµατισµό σαφώς καθορισµένου 

αδενώµατος. Παρόλα αυτά, οι συνήθεις γενετικές και σηµατοδοτικές οδοί, όπως 

αυτές που περιλαµβάνουν Wnt, -κατενίνη, Κ-ras, ρ53, τροποποιούνται σε σποραδικά 

καρκίνο του παχέος εντέρου και CAC. Τέλος, ακόµη και καρκίνοι του παχέος 

εντέρου που δεν σχετίζονται µε κλινικά ανιχνεύσιµο IBD παρουσιάζουν ισχυρή 

φλεγµονώδη διείσδυση. 
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Εικόνα 3.1: Παθογενετικές οδοί καρκινογένεσης στον ορθοκολικό καρκίνο 

 

Οι όγκοι που σχετίζονται µε τον ορθοκολικό καρκίνο και την κολίτιδα 

διεισδύουν σε διάφορους τύπους ανοσοκυττάρων. Τα κύτταρα του έµφυτου 

ανοσοποιητικού συστήµατος, όπως τα ουδετερόφιλα, τα µαστοκύτταρα, τα φυσικά 

κυτταροκτόνα κύτταρα (NK), τα δενδριτικά κύτταρα (DC) και τα µακροφάγα που 

σχετίζονται µε τον όγκο µπορούν να ανιχνευθούν εύκολα σε αυτούς τους όγκους.  

Κύτταρα του προσαρµοστικού ανοσοποιητικού συστήµατος συµµετέχουν 

επίσης στον καρκίνο του παχέος εντέρου και σχετιζόµενους µε κολίτιδα όγκους, όπου 

έχουν είτε προ- ή αντι-ογκογόνους ρόλους. Τα Τ κύτταρα, για παράδειγµα, 

απαιτούνται για φλεγµονή, ανάπτυξη καρκίνου και εξέλιξη όγκου, καθώς και για 

αντικαρκινική ανοσία. 

Ποια είναι η συµβολή της ανοσοεπάρκειας του όγκου έναντι της φλεγµονής 

που προάγει τον όγκο στα καρκινώµατα του παχέος εντέρου και CAC; Στην CAC, το 

ανοσοποιητικό σύστηµα φαίνεται να έχει ως επί το πλείστον βασικό ρόλο. Σε 

σποραδικό ορθοκολικό καρκίνο, φαίνεται να υπάρχει µια καλά καθορισµένη 

ισορροπία µεταξύ ανοσοποιητικού συστήµατος (που εκτελείται από CD8 Τ κύτταρα, 

ΝΚ κύτταρα και CD4 Τ κύτταρα) και φλεγµονής που προάγει τον όγκο (που 



 39 

εκτελείται από Β κύτταρα και διάφορους υποτύπους του Τ κύτταρα). Στον 

ορθοκολικό καρκίνο και στην CAC, η ανοσοεπαγρύπνηση θα µπορούσε να 

µεσολαβήσει στην έγκαιρη ανίχνευση και αποµάκρυνση των µετασχηµατισµένων 

κακοηθών κυττάρων και επίσης να κρατήσει τους µικρούς όγκους σε αδρανή 

κατάσταση. Η ανοσοεπαγρύπνηση µπορεί επίσης να είναι σηµαντική κατά τη 

διάρκεια της µετάστασης, όταν ταξιδεύουν µικρές «αποικίες» ή µεµονωµένα 

µεταστατικά κύτταρα και µπορούν να δεχθούν επίθεση από αντικαρκινικά 

ανοσοκύτταρα που δεν παρεµποδίζονται από παράγοντες στο µικροπεριβάλλον του 

όγκου.  

Σε πολλά άλλα στάδια της ογκογένεσης που σχετίζεται µε τον ορθοκολικό 

καρκίνο και την κολίτιδα, η φλεγµονή αντισταθµίζει και εξουδετερώνει την 

αντικαρκινική ανοσία µε άµεσες ανοσοκατασταλτικές επιδράσεις, καθώς και µε 

ρύθµιση της επιβίωσης των κυττάρων όγκου, του πολλαπλασιασµού, της 

αγγειογένεσης και άλλων χαρακτηριστικών της ογκογένεσης. Η διήθηση 

λεµφοκυττάρων σε σποραδικούς όγκους του παχέος εντέρου συνήθως σχετίζεται µε 

καλή πρόγνωση. Από την άλλη πλευρά, ρυθµιστικά Τ (Treg) κύτταρα, τα οποία είναι 

άφθονα στο έντερο, καταστέλλουν την φλεγµονή και τον ανοσοποιητικό κατά του 

όγκου. 

Μια φαινοµενικά σηµαντική διαφορά µεταξύ του ορθοκολικού καρκίνου (και 

ιδιαίτερα του CAC) και άλλων επιθηλιακών καρκίνων είναι ότι στους άλλους τύπους 

καρκίνου, τα Τ κύτταρα που έχουν διεισδύσει έχουν εξειδίκευση για αλλοιωµένα, 

ειδικά για τον όγκο, αντιγόνα και έτσι µπορούν να καταστρέψουν τα καρκινικά 

κύτταρα. Στην περίπτωση της CAC, πολλά φλεγµονώδη Τ κύτταρα είναι στην 

πραγµατικότητα ειδικά για τη µικροχλωρίδα και συνεπώς δεν είναι σε θέση να 

θανατώνουν άµεσα τα καρκινικά κύτταρα. Έτσι, στην CAC, ακόµη και τα 

κυτταροτοξικά CD8 Τ κύτταρα µπορούν να προάγουν την ανάπτυξη του όγκου µέσω 

της παραγωγής κυταροκινών.  

Σε αντίθεση µε τον κλασσικό ορθοκολικό καρκίνο, στον  CAC προηγείται η 

χρόνια φλεγµονή και έπεται η ανάπτυξη του όγκου. Στον CAC, η χρόνια φλεγµονή 

προκαλεί οξειδωτική βλάβη στο DNA, οδηγώντας στις µεταλλάξεις ρ53 που 

παρατηρούνται στα καρκινικά κύτταρα και στο φλεγµονώδες επιθήλιο. Η 

µεταλλαξογένεση που προκαλείται από την φλεγµονή µπορεί επίσης να προκαλέσει 

την απενεργοποίηση της πρωτεΐνης ή την καταστολή των γονιδίων που σχετίζονται 
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µε MMR και οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) µπορούν να οξειδώσουν άµεσα και να 

αδρανοποιήσουν τα ένζυµα επιδιόρθωσης σε επίπεδο πρωτεϊνών.  

 

3.1 H φλεγµονή ως προαγωγός του ΟΚΚ και του CAC 

Η ογκογένεση είναι µια  διαδικασία ανάπτυξης όγκων από ένα κύτταρο σε 

έναν πλήρως αναπτυγµένο όγκο. Η αρχική και συνεχής ανάπτυξη όγκου εξαρτάται 

από την ισορροπία µεταξύ κυτταρικού θανάτου και κυτταρικού πολλαπλασιασµού. 

Οι κυτταροκίνες και οι χηµειοκίνες µπορούν να χρησιµεύσουν ως αυξητικοί 

παράγοντες και παράγοντες επιβίωσης και µπορούν να προάγουν την ανάπτυξη 

όγκου, προάγοντας την αγγειογένεση και καταστέλλοντας την αποµάκρυνση του 

όγκου µέσω του ανοσοποιητικού. Άλλοι παράγοντες, όπως το εντερικό µικροβιακό 

φορτίο και οι διαιτητικές ενώσεις, µπορούν να επηρεάσουν την ανάπτυξη του 

καρκίνου του παχέος εντέρου, ρυθµίζοντας δίκτυα προ-φλεγµονώδους 

σηµατοδότησης κυτταροκινών-µεταγραφικών παραγόντων. 

 

3.1.1 Σηµατοδότηση κυτταροκινών και ογκογένεση στο παχύ έντερο 

Οι περισσότερες, αλλά όχι όλες, οι κυτταροκίνες που συµµετέχουν στην 

ογκογένεση ενεργοποιούν υποδοχείς σε εντερικά επιθηλιακά κύτταρα που 

ενεργοποιούν παράγοντες και σηµατοδοτικά µονοπάτια, όπως το µονοπάτι 

Akt/mTOR. Οι παράγοντες µεταγραφής NF-κB και STAT3 είναι ιδιαίτερα 

σηµαντικοί για την ανάπτυξη CAC και OKK.[92,93]. Οι κυτταροκίνες που προάγουν 

την ανάπτυξη όγκου σχετιζόµενη µε τον ορθοκολικό και τον κολίτιδα περιλαµβάνουν 

TNF, IL-6 και IL-22,IL-17.[94,95]  

Ο STAT3, ένας µεταγραφικός παράγοντας που ενεργοποιείται από πολλούς 

αυξητικούς παράγοντες και κυτταροκίνες, συµπεριλαµβανοµένης της IL-11 και της 

IL-22.[96] Η ενεργοποίηση του STAT3 από την κυτταροκίνη IL-6 προστατεύει το 

γαστρεντερικό επιθήλιο και διεγείρει την αναγέννησή του.[96] Συνεπώς, οι IL-6 και 

STAT3 είναι ελκυστικοί θεραπευτικοί στόχοι για CAC, επειδή η αναστολή τους 

εµποδίζει τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων.[96]. Στο CAC, ο STAT3 µπορεί 

επίσης να ενεργοποιηθεί από IL-11, που έχει παρόµοιο ρόλο µε την IL-6. Η 

ενεργοποίηση STAT3 επάγει έκφραση αντιπαποπτωτικών γονιδίων, όπως Bcl2 ή Bcl-

xL, γονίδια όπως η Κυκλίνη D1 ή c-Myc και ο αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός 

παράγοντας (VEGF).[97] Ο ενεργοποιηµένος STAT3 µπορεί επίσης να προκαλέσει 
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παρατεταµένη ενεργοποίηση του ΝF-kΒ, κάτι το οποίο αποτελεί ένα σηµαντικό 

χαρακτηριστικό της παθογένειας, επειδή και οι δύο αυτοί µεταγραφικοί παράγοντες 

ενεργοποιούν γονίδια που απαιτούνται για κάθε πτυχή της ανάπτυξης του καρκίνου. 

[98]. 

 

3.1.2 NF-κB και καρκίνου του παχέος εντέρου 

Οι περισσότερες κυταρροκίνες που συµµετέχουν στην ογκογένες, 

ενεργοποιούνται µέσω του µεταγραφικού συµπλόκου NF-κB ή (µαζί µε άλλα 

φλεγµονώδη ερεθίσµατα) ενεργοποιούν τη σηµατοδότηση µέσω του NF-κB.[99] Ο 

NF-κB είναι πιθανό να διαδραµατίσει εξέχοντα ρόλο στην ανάπτυξη κολίτιδας και 

κολίτιδας που σχετίζεται µε ογκογένεση. Η λανθασµένη ενεργοποίηση του NF-κB 

ανιχνεύθηκε στο 50% των όγκων που σχετίζονται µε τον ορθοκολικό και την 

κολίτιδα. [100] 

Η δράση του NF-κB µπορεί να επιτευχθεί µέσω κλασικής ή εναλλακτικής 

οδού ενεργοποίησης.[102] Η ενεργοποίηση του NF-κB µπορεί να υποστηρίξει την 

ογκογένεση µε την αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού και της αγγειογένεσης, 

την αναστολή του κυτταρικού θανάτου και την προαγωγή της κυτταρικής εισβολής 

και µετάστασης.[103] Η αντιαποπτωτική δράση του NF-κΒ µεσολαβείται µέσω της 

ενεργοποίησης των Bcl2, Bcl-xL και cFLIP, µαζί µε άλλα γονίδια.[103,104] Τα 

καρκινικά κύτταρα µε ενεργοποιηµένο NF-κB είναι ανθεκτικά σε χηµειοθεραπευτικά 

φάρµακα και ιονίζουσα ακτινοβολία. Η αναστολή της δραστικότητας του NF-κΒ σε 

µεγάλο βαθµό αυξάνει την ευαισθησία των κυττάρων σε αυτούς τους 

παράγοντες.[105] 

Ο παράγοντας µεταγραφής ΝF-kΒ είναι διµερές. Kάθε συνδυασµός 

υποµονάδων είναι πιθανόν να εµπλέκεται στη ρύθµιση διαφορετικών γονιδίων.[106] 

Υπάρχουν 5 µέλη της οικογένειας υποµονάδων: ρ105 / ρ50, ρ100 / ρ52, RelA (ρ65), 

c-Rel και RelB. Αυτά διατηρούνται ανενεργά στο κυτταρόπλασµα ως πρόδροµοι. 

Κλασικοί µηχανισµοί ενεργοποίησης του NF-κB συµβαίνουν σε CAC και ΟΚΚ και 

περιλαµβάνουν σηµατοδότηση µε αναγνώριση προτύπων σε υποδοχείς και από 

κυτταροκίνες, όπως TNF, IL-1 και IL-17.. Αυτή η µεταγωγή σήµατος ενεργοποιεί 

µονοπάτια όπως  το σύµπλεγµα ΙΒ κινάσης (ΙΚΚ), που περιλαµβάνει 1 ρυθµιστική 

υποµονάδα (ΙΚΚ / ΝΕΜΟ) και 2 καταλυτικές (ΙΚΚ και ΙΚΚ) υποµονάδες. Το 

ενεργοποιηµένο ΙΚΚ φωσφορυλιώνει τα ΙΒδ, στοχεύοντας σε αυτά για την 
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ουβικιτινιλίωση και την επακόλουθη αποικοδόµηση από το πρωτεάσωµα, η οποία 

απελευθερώνει το ΝF-kΒ (κυρίως ρ50 / ρ65) να µεταναστεύσει στον πυρήνα και να 

ρυθµίσει τη γονιδιακή µεταγραφή. Η εναλλακτική οδός περιλαµβάνει ένα IKK 

οµοδιµερές και παράγοντες µεταγραφής p52 / RelB.[106] Σε ΟΚΚ και CAC, αυτή η 

οδός θα µπορούσε να ενεργοποιηθεί από κυτταροκίνες όπως το RANKL. 

 

4. Πολυκυστίνες και παθογένεια του καρκίνου 

Συγκεκριµένα, οι πολυκυστίνες µελετώνται στον ορθοκολικό καρκίνο, µία 

από τις συχνότερες κακοήθειες και στα δύο φύλα. Το αδενοκαρκίνωµα του παχέος 

εντέρου συνιστά µια πολυσταδιακή και πολυπαραγοντική διαδικασία, αρκετά καλά 

µελετηµένη και ιεραρχικά δοµηµένη, συνιστώντας ένα ιδανικό γενετικό µοντέλο της 

νόσου. Η πειραµατική µελέτη κινήθηκε σε τρεις άξονες: στη διερεύνηση 

εµπλεκόµενων µοριακών µηχανισµών σε µοντέλα υπερέκφρασης των δύο πρωτεϊνών 

σε καρκινικά κύτταρα παχέος εντέρου in vitro, σε µοντέλο τροποποίησης της 

ενεργότητας της πολυκυστίνης-1 σε ανθρώπινα ξενοµοσχεύµατα ορθοκολικού 

καρκίνου σε ποντίκια και, τέλος, στη µελέτη της έκφρασης των πολυκυστινών σε ένα 

µεγάλο αριθµό ασθενών που διαγνώστηκαν και χειρουργήθηκαν µε ορθοκολικό 

καρκίνο. Τα ευρήµατα της µελέτης έδειξαν ότι η αυξηµένη έκφραση των 

πολυκυστινών συνδέεται µε την ανάπτυξη ενός επιθετικού φαινότυπου στον 

ορθοκολικό καρκίνο και µε µειωµένη πιθανότητα επιβίωσης των ασθενών χωρίς 

υποτροπή, προάγοντας παράλληλα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα της ογκογένεσης 

όπως η επιθηλιο- µεσεγχυµατική µετατροπή (ΕΜΜ), ο κυτταρικός πολλαπλασιασµός 

και η αντίσταση στην απόπτωση. Επιπρόσθετα, οι πολυκυστίνες φαίνεται ότι 

διαµεσολαβούν την λειτουργία τους µέσω ενδοκυττάριων µονοπατιών µεταγωγής 

µηνυµάτων που παίζουν ρόλο στην ογκογένεση, όπως είναι αυτό της πρωτεϊνικής 

κινάσης mTOR (mammalian target of rapamycin).  

Συνεπώς, είναι σαφές ότι οι πολυκυστίνες, λειτουργώντας ως δυνητικά 

ογκογονίδια, τίθενται πλέον στο «κάδρο» της καρκινογένεσης ως πιθανοί νέοι 

βιοδείκτες και είναι επιβεβληµένη η γένεση ενός νέου ερευνητικού πεδίου που θα 

επεξεργαστεί τόσο την ιστο-ειδική συµπεριφορά των δύο µορίων και σε άλλου τύπου 

κακοήθειες, όσο και την περαιτέρω εξερεύνηση των µοριακών µηχανισµών µέσω των 

οποίων συµµετέχουν στη διαδικασία. 
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ΣΚΟΠΟΣ  

Σκοπός της παρούσας µελέτης είναι η διερεύνηση της βιολογικής σηµασίας 

των πολυκυστινών στην φλεγµονή στον καρκίνο του παχέος εντέρου. Η µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε σε καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 

συσχετίζοντας τον πιθανό ρόλο των πολυκυστινών και των φλεγµονοδών 

παραγόντων, όπως οι κυτταροκίνες στην ανάπτυξη του καρκίνου του παχέος εντέρου. 

Για το σκοπό αυτό αρχικά µελετήθηκε, η επίδραση της µεταγραφική 

αποσιώπησης του γονιδίου της PC-1 στα καρκινικά κύτταρα, µελετώντας µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western, τα επίπεδα έκφρασης µορίων που σχετίζονται άµεσα 

µε την ανάπτυξη φλεγµονής, όπως o NF-κB. 

Ακολούθως, µελετήθηκε αν οι προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες µπορούν να 

επηρεάσουν τα επίπεδα της PC-1 στα καρκινικά κύτταρα. Για το λόγο αυτό έγινε 

επιλογή τριών βασικών προφλεγµονωδών κυτταροκινών, γνωστών για την εµπλοκή 

τους στον ΟΚΚ. Πραγµατοποιήθηκε επώαση των καρκινικών κυττάρων µε τις 

κυτταροκίνες και παρακολούθηση των επιπέδων έκφρασης της PC-1. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Μελέτη σε µοντέλα καλλιεργειών καρκινικών κυττάρων 

 

3.1.1  Καλλιέργειες καρκινικών κυττάρων 

  

Καλλιεργήθηκαν οι καρκινικές κυτταρικές σειρές ανθρώπινης προέλευσης:  

- HCT116: κυτταρική σειρά αδενοκαρκινώµατος παχέος εντέρου από ενήλικο άνδρα 

που φέρει µετάλλαξη για το KRAS στο κωδικόνιο 13, σταδίου D κατά Dukes 

- ΗΤ29: κυτταρική σειρά αδενοκαρκινώµατος παχέος εντέρου από Καυκάσιο άνδρα 

44 ετών, δευτέρου βαθµού διαφοροποίησης  

Χρησιµοποιήθηκε θάλαµος νηµατικής ροής µε βάση τους προβλεπόµενους 

κανόνες υγιεινής και ασφάλειας στη Μονάδα Κυτταρικών Καλλιεργειών του 

Εργαστηρίου Βιολογικής Χηµείας. Τα κύτταρα διατηρήθηκαν σε πλαστικές φλάσκες 

επιφανείας 75cm2, σε επωαστικό κλίβανο µε σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας 37 
οC, υγρασίας 95% και 5% CO2, παρουσία θρεπτικού υλικού DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium-DMEM, L-γλουταµίνη, 4,5g/L D- γλυκόζη, πυροσταφυλικό 

νάτριο, Gibco.) και RPMI (RPMI Media 1640, Gibco.) εµπλουτισµένου µε 10% 

εµβρυϊκό βόειο ορό (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco.), 100U/ml πενικιλίνη, 

100µg/ml στρεπτοµυκίνη και 0,25µg/ml αµφοτερικίνη Β (Antibiotic/Antimycotic 

100Χ, 10000U/ml πενικιλίνη, 10000µg/ml στρεπτοµυκίνη και 25µg/ml αµφοτερικίνη 

Β, Gibco.). Χρησιµοποιήθηκαν επίσης τα Trypsin-EDTA (0,5%w/v θρυψίνη και 

0,53mM EDTA, Gibco.) και PBS (phosphate buffered saline, ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών αλάτων, 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 8mM Na2HPO4 x7H2O, Gibco.). 

Επιπρόσθετα, εφαρµόστηκε η δοκιµασία µε χρήση χρωστικής Trypan Blue 

(κυανούν του τρυπανίου) για τον προσδιορισµό της βιωσιµότητας των κυττάρων που 

βρίσκονται σε εναιώρηµα. Η δοκιµασία βασίζεται στην αρχή ότι τα ζωντανά κύτταρα 

διαθέτουν ακέραιη κυτταρική µεµβράνη η οποία αποκλείει την είσοδο 

συγκεκριµένων χρωστικών, όπως η Τrypan Βlue, σε αντίθεση µε τα νεκρά κύτταρα 

στα οποία εισέρχεται η χρωστική. Εποµένως σύµφωνα µε τη δοκιµασία αυτή, ένα 

ζωντανό κύτταρο θα έχει διαυγές κυτταρόπλασµα ενώ ένα νεκρό θα έχει µπλε 

κυτταρόπλασµα. Τα κύτταρα µετά την αποκόλληση από την επιφάνεια καλλιέργειας, 

χρησιµοποιώντας διάλυµα θρυψίνης, αραιώθηκαν µε θρεπτικό υλικό, µεταφέρθηκαν 

σε σωλήνες τύπου falcon όγκου 15ml και φυγοκεντρήθηκαν στις 1500rpm για 5 
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λεπτά. Το υπερκείµενο απορρίφθηκε και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 

1-5ml θρεπτικού. Από το κυτταρικό εναιώρηµα ποσότητα 10µl αναµίχθηκε µε 10µl 

διαλύµατος Τrypan Βlue και τοποθετήθηκε σε αιµατοκυτταρόµετρο Neubauer, όπου 

µετρήθηκαν τα ζωντανά κύτταρα στο µικροσκόπιο (Trypan Blue Solution, 0.4%, 

Gibco.). 

 

3.1.2 Γονιδιακή αποσιώπηση µε siRNA (silence RNA) 

 

Επιλεκτική αποσιώπηση γονιδίων που προκαλείται από τεχνητό δίκλωνο 

RNA µέσω εισαγωγής του σε κύτταρα ,προκαλώντας µετα-µεταγραφική καταστολή 

της γονιδιακής έκφρασης.Η εισαγωγή του τεχνητού δίκλωνου RNA είναι δυνατόν να 

επιτευχθεί: 

1) µε διαµόλυνση : Πραγµατοποιείται µε χρήση λιποσωµατίων 

2) µε ηλεκτροδιάτρηση : Δηµιουργούνται πόροι κατά µήκος της µεµβράνης µέσω 

εφαρµογής ηλεκτρικού ρεύµατος. Υπάρχει σοβαρός κίνδυνος να πεθάνει το κύτταρο. 

3) Μέσω ιού :Χρησιµοποιούνται ιοί για τη µεταφορά.Πραγµατοποιείται κυρίως σε 

κυτταρικές σειρές ,όπου η διαµόλυνση είναι δύσκολη και σε in vivo πειράµατα. Ο 

κίνδυνος που υπάρχει είναι η συµπεριφορά του κυττάρου ως προς τον ιό. 

Όλα τα βήµατα του πρωτοκόλλου πραγµατοποιήθηκαν σε πλήρως στείρες 

συνθήκες ,χρησιµοποιήθηκε θάλαµος νηµατική ροή µε βάση τους προβλεπόµενους 

κανόνες υγιεινής και ασφάλειας στη Μονάδα Κυτταρικών Καλλιεργειών του 

Εργαστηρίου Βιολογικής Χηµείας. Για την επιλεκτική αποσιώπηση του γονιδίου της 

PC-1 χρησιµοποιήθηκε χηµικά συντιθέµενο siRNA SMARTpool της Dharmacon 

(human PC-1, l-007666-00). 

 

Επίστρωση κυττάρων 

Τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε PBS και προστέθηκε διάλυµα θρυψίνης για 5 

λεπτά στους 37οC. Στη συνέχεια, η θρυψίνη απενεργοποιήθηκε µε την προσθήκη 

ίσης ποσότητας θρεπτικού υλικού DMEM εµπλουτισµένου µε 10% FBS και τα 

κύτταρα αφού αποκολλήθηκαν, φυγοκεντρήθηκαν στις 1000rpm για 5 λεπτά. Το 

ίζηµα των κυττάρων αναδιάλυθηκε σε θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium-DMEM, L-γλουταµίνη, 4,5g/L D- γλυκόζη, πυροσταφυλικό νάτριο, 

Gibco®) εµπλουτισµένο µε 10% εµβρυϊκό βόειο ορό (Fetal Bovine Serum, FBS, 
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Gibco®), χωρίς την προσθήκη αντιβιοτικού προκειµένου να επιτευχθεί η κατάλληλη 

πυκνότητα επίστρωσης. Σε µικροπλάκα καλλιέργειας 4 φρεατίων επιστρώθηκαν 100 

µL κυττάρων ανά φρεάτιο και επωάστηκαν στον κλίβανο σε σταθερές συνθήκες 

θερµοκρασίας 37 οC, υγρασίας 95% και 5% CO2 για 24 ώρες.  

Στη συνέχεια, αφαιρείται το θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό και προστίθεται 

θρεπτικό υλικό χωρίς αντιβιοτικό και χωρίς εµβρυϊκό βόειο ορό και τα κύτταρα 

επωάζονται για 6 ώρες προκειµένου να πραγµατοποιηθεί συγχρονισµός του 

κυτταρικού κύκλου σε όλα τα φρεάτια. 

 

Διαµόλυνση 

Για το πείραµα διαµόλυνσης µε siRNA χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα ελέγχου βασικών 

χαρακτηριστικών της κυτταρικής σειράς (untreated samples), δείγµατα αρνητικού 

ελέγχου (negative control siRNA) και δείγµατα siRNA σύµφωνα µε τον παρακάτω 

πίνακα:  

 

Πίνακας 3.1 :Χαρακτηριστικά δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για το πείραµα 

διαµόλυνσης siRNA 

 
1. Σε µικροσωλήνα τύπου eppendorf προετοιµάζονται 400µl διαλύµατος siRNA σε 

θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς αντιβιοτικό και εµβρυϊκό βόειο ορό, προσθέτοντας 20 

µl siRNA σε 380 µl θρεπτικού υλικού DMEM χωρίς αντιβιοτικό και εµβρυϊκό βόειο 

ορό. (Η διαδικασία επαναλαµβάνεται 2 φορές σε ξεχωριστούς µικροσωλήνες, 

χρησιµοποιώντας κάθε φορά το κατάλληλο διάλυµα siRNA: negative control 

(µικροσωλήνας 1-negative) και test siRNA (µικροσωλήνας 1-siRNA) 

2. Σε µικροσωλήνα τύπου eppendorf προετοιµάζονται 800µl διαλυµένου 

αντιδραστηρίου διαµόλυνσης της DharmaFECT1 σε θρεπτικό υλικό DMEM χωρίς 

αντιβιοτικό και εµβρυϊκό βόειο ορό, προσθέτοντας 16µl διαλυµένου αντιδραστηρίου 
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διαµόλυνσης της DharmaFECT1 σε 784µl θρεπτικού υλικού DMEM χωρίς 

αντιβιοτικό και εµβρυϊκό βόειο ορό (µικροσωλήνας 2). 

3. Πραγµατοποιείται ήπια ανάδευση κάθε µικροσωλήνα µε χρήση πιπέτας και 

ακολουθεί επώαση τους για 5 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

4. Αναµειγνύεται το περιεχόµενο των µικροσωλήνων 1 και 2 για τελικό όγκο 800µl 

σε 2 νέους µικροσωλήνες (µικροσωλήνας 3-negative και µικροσωλήνας 3-siRNA). 

Πραγµατοποιείται ήπια ανάδευση µε χρήση πιπέτας και ακολουθεί επώαση για 20 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

5. Σε 2 δοκιµαστικούς σωλήνες όγκου 15 ml προστίθενται το περιεχόµενο των 

µικροσωλήνων 3 και 3200µl θρεπτικού υλικού DMEM χωρίς αντιβιοτικό, µε 

εµβρυϊκό βόειο ορό για τελικό όγκο 4ml (διάλυµα διαµόλυνσης-negative και διάλυµα 

διαµόλυνσης-siRNA) 

6. Αφαιρείται το θρεπτικό υλικό καλλιέργειας από τα φρεάτια της µικροπλάκας 

καλλιέργειας. Στα δύο φρεάτια προστίθεται πλήρες θρεπτικό υλικό DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM, L-γλουταµίνη, 4,5g/L D- γλυκόζη, 

πυροσταφυλικό νάτριο, Gibco®) εµπλουτισµένο µε 10% εµβρυϊκό βόειο ορό (Fetal 

Bovine Serum, FBS, Gibco®), 100U/ml πενικιλίνη, 100µg/ml στρεπτοµυκίνη και 

0,25µg/ml αµφοτερικίνη Β (Antibiotic/Antimycotic 100Χ, 10000U/ml πενικιλίνη, 

10000µg/ml στρεπτοµυκίνη και 25µg/ml αµφοτερικίνη Β, Gibco®) τα οποία 

χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο των κυττάρων (untreated). Στo άλλα δύο φρεάτιο 

προστίθεται 1ml διαλύµατος διαµόλυνσης- negative, που χρησιµοποιείται ως δείγµα 

αρνητικού ελέγχου(negative control) και στο άλλο 1ml διαλύµατος διαµόλυνσης-

siRNA (test siRNA) που χρησιµοποιείται ως το δείγµα αποσιώπησης του γονιδίου. 

7. Πραγµατοποιείται επώαση της µικροπλάκας καλλιέργειας για 48 ώρες στον 

κλίβανο σε σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας 37 οC, υγρασίας 95% και 5% CO2. 

 

 

 

 

3.1.3 Επίδραση µε κυτταροκίνες  

Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 επωάστηκαν µε  τις 

προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες, ιντερλευκίνη 17Α (IL-17Α), της ιντερλευκίνη 22 και 

ΤΝF-a (Peprotech). Οι κυτταροκίνες διαλυτοποιήθηκαν σε BSA( συγκέντρωσης 1% 
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προκειµένου να επιτευχθεί η µεταφορά τους και σε BSA 0,1% προκειµένου να 

διατηρηθούν. Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε µικροπλάκες καλλιέργειας 24 

φρεατίων σε (σε πυκνότητα 10 x 105 κύτταρα ανά θέση) Mετά από 35 ώρες  και όταν 

αναπτύχθηκαν 40-60% πραγµατοποιήθηκε αφαίρεση του θρεπτικού υλικού και  

προσθήκη νέου θρεπτικού υλικού µε παράλληλη επώαση των κυττάρων µε IL-17A σε 

συγκεντρώσεις 10, 50, 250 και 500 ng/ml, µε ΤNF-a 10,25,50 και 100 ng/ml και µε 

IL-22 10,50 και100 ng/ml για 48 ώρες (πραγµατοποιήθηκαν και δοκιµές σε 12 και 24 

ώρες, χωρίς σαφή αποτελέσµατα). Ως θετικός έλεγχος χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα τα 

οποία επωάστηκαν µόνο µε BSA 1%. 

 

3.1.4 Προσδιορισµός Κυτταρικού Πολλαπλασιασµού-MTT Assay 

Η τροποποιηµένη µέθοδος του MTT στηρίζεται στη παρατήρηση ότι το 

κίτρινο άλας τετραζολίου [3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide] ανάγεται από µεταβολικώς ενεργά κύτταρα λόγω της δράσης της 

ηλεκτρικής αφυδρογονάσης των µιτοχονδρίων. Το τελικό αποτέλεσµα είναι ο 

σχηµατισµός αδιάλυτων µωβ κρυστάλλων φορµαζάνης που απελευθερώνονται από 

τα κύτταρα και διαλυτοποιούνται µε την προσθήκη ισοπροπανόλης. Οι κρύσταλλοι 

αυτοί παρουσιάζουν µέγιστο απορρόφησης σε φάσµα 500- 600nm µε µήκος κύµατος 

αναφοράς τα 690nm. Με τη µέθοδο αυτή προσδιορίζεται η µεταβολική ενεργότητα 

των µιτοχονδρίων και κατ’επέκταση µπορεί να εκτιµηθεί η ζωτικότητα των 

κυττάρων(Denizot&Lang,1986). 

Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 καλλιεργήθηκαν µε τον 

τρόπο που αναφέρθηκε παραπάνω στην παράγραφο 3.1.4.  Το θρεπτικό υλικό 

αντικαταστάθηκε µε το ΜΤΤ (Sigma-Aldrich) αραιωµένο σε θρεπτικό απουσία ορού 

και ερυθρού φαινόλης (phenol red, PR) σε τελική συγκέντρωση 1 mg/mL, και 

µετέπειτα τα κύτταρα επωάστηκαν για άλλες 3 ώρες στους 37°C. Στη συνέχεια το 

προϊόν της ΜΤΤ-φορµαζάνης διαλυτοποιήθηκε σε ισοπροπανόλη και η απορρόφηση 

µετρήθηκε στα 570 nm. 

 

3.2 Αποµόνωση πρωτεϊνών από κύτταρα 

Τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε PBS και προστέθηκε διάλυµα θρυψίνης για 5 λεπτά 

στους 37οC. Στη συνέχεια, η θρυψίνη απενεργοποιήθηκε µε την προσθήκη ίσης 

ποσότητας θρεπτικού υλικού εµπλουτισµένου µε 10% FBS και τα κύτταρα αφού 
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αποκολλήθηκαν, φυγοκεντρήθηκαν στις 1000rpm για 5 λεπτά. Το ίζηµα των 

κυττάρων αναδιαλύθηκε σε 100µl διαλύµατος RIPA, Thermo Scientific (25mM Tris-

HCl (pH 7,6) 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% Δεοξυχολικό νάτριο, 0,1% SDS, Sodium 

Dodecyl Sulfate) στο οποίο είχε προστεθεί το µίγµα αναστολέων πρωτεασών (µείγµα 

αναστολέων πρωτεασών 100x, Protease inhibitor Cocktail kit, Thermo Scientific) και 

φωσφατασών: 1mM PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride), 2,5mM sodium 

pyrophosphate, 50mM NaF (sodium fluoride), 1mM β-glycerophosphate, 1mM 

Na3VO4 (sodium orthovanadate) και τοποθετήθηκε σε πάγο για 20 λεπτά. Το 

κυτταρικό εκχύλισµα που προέκυψε φυγοκεντρήθηκε στις 14000rpm για 10 λεπτά. 

Συλλέχθηκε το υπερκείµενο το οποίο διατηρήθηκε στους -20οC για άµεση χρήση ή 

στους -80οC για µακροπρόθεσµη χρήση. 

 

3.2.1 Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 

Σε σωλήνες τύπου eppendorf όγκου 1,5ml παρασκευάζονται πρότυπα διαλύµατα 

αλβουµίνης συγκεντρώσεων 0µg/ml, 125µg/ml, 250µg/ml, 500µg/ml, 750µg/ml, και 

1000µg/ml, 1500µg/ml και 2000µg/ml. Από κάθε ένα από τα διαλύµατα αυτά 

µεταφέρονται 20µl σε νέο eppendorf όπου προστίθεται 1ml αντιδραστηρίου Bradford 

(Quick Start Bradford Dye Reagent 1x, Biorad) και ακολουθεί ανάδευση και επώαση 

σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 λεπτά. Η φωτοµέτρηση των δειγµάτων 

πραγµατοποιείται µέσα σε διάστηµα µικρότερο της 1 ώρας, κατά τη διάρκεια της 

οποίας το σύµπλοκο πρωτεΐνη-χρωστική παραµένει σταθερό. Αφού πραγµατοποιηθεί 

η πρότυπη καµπύλη, τα πρωτεϊνικά δείγµατα αραιώνονται 1:10 (τελικός όγκος 20µl) 

µε δις απιονισµένο νερό και στο διάλυµα αυτό προστίθεται 1ml αντιδραστηρίου 

Bradford. Ως τυφλό δείγµα για τη φωτοµέτρηση χρησιµοποιείται διάλυµα RIPA-

αναστολέων αραιωµένο (1:10) µε δις απιονισµένο νερό τελικού όγκου 20µl και 1ml 

αντιδραστηρίου Bradford. 

 

3.2.2 Διαχωρισµός πρωτεϊνών µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση 

Η ηλεκτροφόρηση Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

(Poly Acrylamide Gel Electrophoresis-PAGE) χρησιµοποιείται ευρέως για την 

εκτίµηση των µοριακών βαρών των πρωτεϊνών. Η πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

σχηµατίζεται µε αντίδραση συµπολυµερισµού ακρυλαµιδίου και Ν,Ν’-µεθυλενο-

δισακρυλαµιδίου (αντιδραστήριο διασταύρωσης). Όσο µεγαλύτερη είναι η 
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συγκέντρωση του ακρυλαµιδίου τόσο µικρότερο είναι το µέγεθος των πόρων της 

πηκτής. Ο πολυµερισµός γίνεται παρουσία µιας ουσίας που περιέχει ελεύθερες ρίζες, 

π.χ. υπερθειϊκό αµµώνιο (απαρχητής) και ενός καταλύτη, π.χ. TEMED που καταλύει 

την αντίδραση σχηµατισµού ελευθέρων ριζών. Τελικά οι ελεύθερες ρίζες καταλύουν 

την αντίδραση πολυµερισµού. Η όλη αντίδραση πολυµερισµού πρέπει να γίνεται 

απουσία Ο2, αφού αυτό δεσµεύει τις ελεύθερες ρίζες, µε αποτέλεσµα να σταµατάει η 

δηµιουργία πηκτής. Η πηκτή αποτελείται από δύο τµήµατα, την πηκτή επιστοίβαξης 

και την πηκτή διαχωρισµού, οι οποίες έχουν διαφορετικό µέγεθος πόρων, pH και 

ιονική ισχύ. Ο ρόλος της πηκτής επιστοίβαξης, η οποία έχει µεγαλύτερο µέγεθος 

πόρων και µικρότερο pH είναι να συσσωρεύει τις πρωτεΐνες σε µια στενή περιοχή, 

ώστε να εισέλθουν στην πηκτή διαχωρισµού ως µια λεπτή ταινία και να επιτευχθεί 

καλύτερος διαχωρισµός και σύγκριση της κινητικότητας των πρωτεϊνών._ 

Με την SDS-PAGE γίνεται διαχωρισµός των πρωτεϊνών µε βάση τη διαφορετική 

µοριακή τους µάζα. Το SDS συνδέεται στις πρωτεΐνες µέσω υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων, µε αποτέλεσµα να καταστρέφονται οι µη οµοιοπολικοί δεσµοί των 

πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται, διαχωρίζονται στις υποµονάδες τους και 

δηµιουργούνται σύµπλοκα πρωτεΐνης-SDS. Στα σύµπλοκα αυτά ο λόγος της 

ποσότητας του SDS που συνδέεται ανά µονάδα µάζας πρωτεΐνης είναι σταθερός, όλα 

τα σύµπλοκα αποκτούν αρνητικό φορτίο και η κινητικότητά τους στην πηκτή 

εξαρτάται µόνο από το µοριακό µέγεθος των πρωτεϊνών. Πρωτεΐνες µικρής µοριακής 

µάζας κινούνται γρηγορότερα δια µέσου των πόρων της πηκτής από πρωτεΐνες 

µεγαλύτερης µοριακής µάζας. Συνήθως, γίνεται και περαιτέρω αποδιάταξη των 

πρωτεϊνών µε τη χρησιµοποίηση αντιδραστηρίων που ανάγουν τους δισουλφιδικούς 

δεσµούς, π.χ. 2-µερκαπτοαιθανόλη ή DTT, για το διαχωρισµό όλων των υποµονάδων. 

Γενικά, η µετακίνηση των πρωτεϊνών προς την άνοδο κατά την SDS-PAGE 

είναι αντιστρόφως ανάλογη του λογαρίθµου της µοριακής τους µάζας. Με τη 

χρησιµοποίηση έτσι δεικτών µοριακών βαρών και τον υπολογισµό της σχετικής 

κινητικότητάς τους στην πηκτή είναι δυνατή η εκτίµηση της µοριακής µάζας µιας 

άγνωστης πρωτεΐνης. 

Με βάση τον παρακάτω πίνακα ετοιµάζονται οι πηκτές διαχωρισµού 

(separating gel, 6% και 10% ακρυλαµιδίο) και επιστοίβαξης (stacking gel, 5% 

ακρυλαµιδίο) και  τοποθετούνται µεταξύ των πλακών σε συσκευή κάθετης 

ηλεκτροφόρησης πάχους 0,75mm. Το πήκτωµα διαχωρισµού ήταν 6% και 10% για 

την ανίχνευση των πρωτεϊνών ανάλογα µε το µέγεθος τους. Αρχικά προστίθεται η 
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πηκτή διαχωρισµού µέχρι ύψους 0,5cm κάτω από τις εγκοπές της χτένας και 

αφήνεται να πολυµεριστεί για 30λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου αφού πρώτα 

καλυφθεί µε 1ml ισοπροπανόλη προκειµένου να αποκλειστεί το οξυγόνο που θα 

εµποδίσει τον πολυµερισµό. Στη συνέχεια αφού πολυµεριστεί η πηκτή διαχωρισµού 

και αποµακρυνθεί η ισοπροπανόλη, προστίθεται η πηκτή επιστοίβαξης και 

τοποθετείται η πλαστική χτένα που επιτρέπει το σχηµατισµό 10 πηγαδιών στην ήδη 

πολυµερισµένη πηκτή επιστοίβαξης και αφήνεται να πολυµεριστεί για περίπου 30 

λεπτά. 

 

 

 

3.2.3 Ανοσοαποτύπωση κατά Western (Western Βlot) 

 

Μετά την ολοκλήρωση του διαχωρισµού των πρωτεϊνών µε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση, τόσο το πήκτωµα όσο και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης ξεπλένονται 

στο ρυθµιστικό διάλυµα της µεταφοράς. Η µεταφορά των πρωτεϊνών του πηκτώµατος 

στην µεµβράνη νιτροκυτταρίνης επιτυγχάνεται ως εξής: Τοποθετούνται στη σχετική 

συσκευή µεταφοράς µε προσανατολισµό από την κάθοδο (µαύρη επιφάνεια) προς την 

άνοδο ένα ακρυλικό σφουγγαράκι, δύο κοµµάτια χαρτιού Whatman στο µέγεθος της 

πηκτής, η πηκτή, η µεµβράνη, δύο ακόµη κοµµάτια χαρτιού Whatman και ένα ακόµη 
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ακρυλικό σφουγγαράκι. Τέλος, η συσκευή εµβυθίζεται στο ρυθµιστικό διάλυµα και 

εφαρµόζεται σταθερή διαφορά δυναµικού 90V για 1,5 ώρα σε θερµοκρασία 4οC 

Για να ελέγξουµε αν έγινε επιτυχής µεταφορά των πρωτεϊνών στην µεµβράνη, 

βάψαµε την µεµβράνη µε διάλυµα Ponceau S [0,2% (β/ο) Ponceau S – 3% (β/ο) 

τριχλωροοξικό οξύ]. Η χρωστική αυτή βάφει τις πρωτεΐνες οπότε στην επιτυχή 

µεταφορά παρατηρήσαµε ζώνες πρωτεϊνών στην µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Στη 

συνέχεια, το διάλυµα Ponceau S αποµακρύνεται και η µεµβράνη εκπλένεται µε νερό. 

Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάζεται σε διάλυµα 5% άπαχου γάλακτος σε TBST για 1 

ώρα υπό ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου προκειµένου να παρεµποδιστούν όλες 

οι µη- ειδικές αντιγονικές θέσεις. Ακολουθούν η επώαση της µεµβράνης µε το 

πρωτογενές αντίσωµα στην κατάλληλη αραίωση που προτείνει ο κατασκευαστής σε 

διάλυµα 5% γάλακτος σε TBST υπό ανακίνηση για 16 περίπου ώρες στους 4οC. 

Ακολουθούν πλύσεις µε TBST (4 φορές από 10 λεπτά) και επώαση µε το 

δευτερογενές αντίσωµα στην κατάλληλη αραίωση που προτείνει ο κατασκευαστής σε 

διάλυµα 5% γάλακτος σε TBST υπό ανάδευση για µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

Μετά από πλύσεις µε διάλυµα TBST (3 φορές από 10 λεπτά), η µεµβράνη 

επωάζεται για 2 λεπτά µε (βασισµένο στην λουµινόλη) χηµειοφωταυγές υπόστρωµα 

του ενζύµου HRP, καλύπτεται µε διαφανή µεµβράνη και τοποθετείται σε κασέτα 

εµφάνισης. Εκτίθεται σε φωτογραφικό φιλµ (ο χρόνος έκθεσης ποικίλλει ανάλογα µε 

το πρωτογενές αντίσωµα) και ακολουθεί εµφάνιση του φιλµ µε επώαση πρώτα στο 

διάλυµα εµφάνισης και έπειτα στο διάλυµα µονιµοποίησης και τέλος έκπλυση µε 

απιονισµένο νερό. Για την ηµι-ποσοτική ανάλυση του σήµατος από τα δείγµατα που 

επεξεργάστηκαν, τα φιλµ σαρώνονται και κατόπιν αναλύονται µε τη βοήθεια 

κατάλληλου λογισµικού (Image-J). 

 

• Πρωτογενή Αντισώµατα: 

o Anti-Actin Antibody, clone C4 | MAB1501 (Milipore) 

o Polycystin-1 (PC-1) Antibody CT πολυκλωνικό αντίσωµα κουνελιού έναντι 

του καρξυτελικού άκρου της PC-1 (kindly provided by PKD Core 

facility)Polycystin-2 (PC-2) Antibody (G-20) (sc-10376, Santa Cruz Bt) 

o Phospho-mTOR (p-mTOR) (Ser2448) (D9C2) XP® Rabbit mAb (5536, Cell 

Signaling) 

o VEGF Antibody (C-1)L sc-7269,Santa Cruz Bt) 
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o Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) XP® Rabbit mAb (5536, Cell Signaling) 

o NF-κB p65 (D14E12) XP® Rabbit mAb (8242,Cell Signalling) 

o NFκB p50 Antibody (E-10): (sc-8414, Santa Cruz Bt) 

o IKKβ (D30C6) Rabbit mAb (8943, Cell Signaling) 

o Polycystin-2 (PC-2) Antibody (G-20) (sc-10376, Santa Cruz Bt) 

• Δευτερογενή αντισώµατα: 

o Goat Anti-Mouse IgG Antibody, HRP conjugate | 12-349 (Millipore) 

o Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, HRP-conjugate | 12-348 (Millipore) 

 

3.5 Αποµόνωση ολικού RNA απο καρκινικές κυτταρικές σειρές ΗCT-116 και HT29 

Η αποµόνωση ολικού RNA  έγινε σύµφωνα µε τις οδηγίες του RNEasy 

Extraction Kit (Qiagen). Εν συντοµία, τα στάδια εκτέλεσης περιλαµβάνουν: 

1. Λύση των κυττάρων µε διάλυµα RLT και β-µερκαπτοαιθανόλη το οποίο 

απενεργοποιεί τις RNάσες. 

2. Φυγοκέντρηση σε Quiashredder spin columns για την οµογενοποίηση των 

δειγµάτων. 

3. Καθαρισµός του RNA µε RNeasy στήλες, όπου το RNA προσδένεται επιλεκτικά, 

ενώ οι άλλες χηµικές προσµίξεις από τα περιεχόµενα του κυττάρου, αδυνατώντας να 

προσδεθούν στη στήλη, ξεπλένονται διεξοδικά. 

4. Το καθαρό RNA εκλούεται τέλος από τη στήλη µε νερό απιονισµένο και 

απαλλαγµένο από RNάσες. 

 

3.5.1 Ποσοτικός προσδιορισµός και ποιοτική ανάλυση του αποµονωµένου ολικού 

RNA 

Για τον έλεγχο της καθαρότητας και τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης του 

εκχυλισµένου RNA χρησιµοποιήθηκε φωτόµετρο biorad. Το δείγµα αραιώθηκε 1/50 

σε ρυθµιστικό διάλυµα (χ) pH και ελήφθησαν οι οπτικές απορροφήσεις Α260nm 

(µήκος κύµατος απορρόφησης αζωτούχων βάσεων των νουκλεϊκών οξέων) και 

Α280nm (µήκος κύµατος απορρόφησης των αρωµατικών αµινοξέων των πρωτεϊνών) 

αντίστοιχα. Για τον έλεγχο της καθαρότητας υπολογίστηκε ο λόγος 

Α260nm/Α280nm. Για το καθαρό αποµονωµένο RNA χωρίς προσµίξεις ο λόγος 

κυµαίνεται από 1,8 έως 2,2. Λόγος <1,8 υποδηλώνει την παρουσία πρωτεϊνών ενώ 

λόγος >2,2 την παρουσία DNA. Ο υπολογισµός της συγκέντρωσης του ολικού RNA 
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γίνεται µε τη βοήθεια της σχέσης:  

RNA(µg/µl)= A260nm X 50 X 44 

Όπου 50 ο συντελεστής αραίωσης και 44 µg/µL η µονάδα οπτικής 

απορρόφησης που αντιστοιχεί σε συγκέντρωση RNA ίση µε 40µg/µL σε µήκος 

κύµατος 260nm. Για το µηδενισµό του φωτόµετρου και την αραίωση του RNA 

χρησιµοποιήθηκε ρυθµιστικό διάλυµα 10 Mm Tris•Cl, pH 7.0. 

 

 

3.5.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης αντίστροφης µεταγραφής RT-PCR 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης αντίστροφης µεταγραφής RT-PCR 

(reverseψtranscription PCR) χρησιµοποιεί τις ιδιότητες του ενζύµου αντίστροφη 

µεταγραφάση για τη παραγωγή cDNA από εκµαγείο RNA. Οι αντίστροφες 

µεταγραφάσες είναι ένζυµα που προέρχονται από ρετροϊούς, µε δράσεις 5’ - 3’ 

πολυµεράσης και 3’ - 5’ εξωνουκλεάσης µε αποτέλεσµα την υδρόλυση του RNA και 

την απελευθέρωση αδέσµευτου cDNA το οποίο µπορεί στη συνέχεια να ενισχυθεί µε 

αντίδραση αλυσιδωτής πολυµεράσης. Για τη δηµιουργία του cDNA µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν τυχαία εξαµερή (random hexamers) που υβριδιποιούνται µη ειδικά 

στο εκµαγείο RNA, παράγοντας περισσότερα από ένα µόρια cDNA ανά µόριο 

αρχικού RNA και τα ολιγονουκλεοτίδια δεόξυθυµιδίνης (oligo-dT) που εµφανίζουν 

µεγαλύτερη ειδικότητα. Χρησιµοποιήθηκαν: ρυθµιστικό διάλυµα 5Χ που περιέχει 

µίγµα ολιγονουκλεοτιδίων δεόξυθυµιδίνης και τυχαίων εξαµερών (Biorad), 

αντίστροφη µεταγραφάση M-MLV µε αναστολέα ριβονουκλεάσης (RNase inhibitor, 

Βiorad), ολικό RNA, νερό απιονισµένο και απαλλαγµένο από RNάσες. Το RNA 

υποβλήθηκε σε σύνθεση ενός κλώνου cDNA µε τη χρήση αντίστροφης 

µεταγραφάσης M-MLV (Moloney murine leukemia virus). Σε µικροσωλήνα τύπου 

eppendorf όγκου 0,5 mL προστίθενται τα παρακάτω αντιδραστήρια, σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του iScript cDNA synthesis kit της Biorad: 

 

o Ρυθµιστικό διάλυµα 5Χ ,4µl 

o Αντίστροφη µεταγραφάση ,1µl 

o Δείγµα ολικού RNA συγκέντρωσης 1000ng/µl ,15µl 

o Όγκος αντίδρασης ,20µl 
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Ο όγκος του RNA που χρησιµοποιήθηκε από κάθε δείγµα υπολογίστηκε από την 

εξίσωση: 

 
 

Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή master cycler personal 

(eppendorf) 

και οι αντιδράσεις της αντίστροφης µεταγραφής πραγµατοποιήθηκαν σύµφωνα µε τις 

συνθήκες του πρωτοκόλλου iScript cDNA synthesis kit (Biorad) : 

- 5 λεπτά στους 25.C (θερµοκρασία υβριδοποίησης των ολιγονουκλεοτιδίων 

δεόξυθυµιδίνης και τυχαίων εξαµερών) 

- 30 λεπτά στους 42.C (βέλτιστη θερµοκρασία δράσης πολυµερισµού του ενζύµου 

M-MLV) 

5 λεπτά στους 85.C (θερµοκρασία απενεργοποίησης του ενζύµου) 

 

 3.6 Ποσοτική PCR σε πραγµατικό χρόνο (qReal-Time PCR) µε τη χρωστική SYBR 

Green  

Η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο 

(quantitative Real Time PCR/qRT-PCR) είναι µία µέθοδος που δίνει τη δυνατότητα 

παρακολούθησης της αντίδρασης τη στιγµή που πραγµατοποιείται. Παρουσιάζει 

µεγάλη ευαισθησία και ανιχνεύει ακόµα και µικρές διαφορές έκφρασης γονιδίων. 

Αποτελεί σηµαντικό εργαλείο ποσοτικοποίησης, καθώς η ποσοτικοποίηση γίνεται 

στα αρχικά στάδια της αντίδρασης, σε αντίθεση µε τη συµβατική PCR στην οποία τα 

αποτελέσµατα αξιολογούνται στο τέλος της αντίδρασης µε αποτέλεσµα η ποσότητα 

του ειδικού προϊόντος να επηρεάζεται από τεχνικές µεταβολές που συµβαίνουν κατά 

τη διάρκεια της αντίδρασης.  

Η χρωστική SYBR Green είναι µία ένωση που φθορίζει έντονα µετά από 

πρόσδεση στο δίκλωνο DNA (dsDNA) αλλά δεν εκπέµπει φθορισµό όταν βρίσκεται 

ελεύθερη στο µίγµα της αντίδρασης. Κατά την υβριδιποίηση των εκκινητών στη 

στοχευόµενη αλληλουχία παράγεται φθορίζον σήµα που εξαρτάται από την ποσότητα 

του παραγόµενου προϊόντος, µε αποτέλεσµα τη δυνατότητα ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης της έκφρασης των υπό εξέταση γονιδίων. Όσο αυξάνεται η 

ποσότητα του προϊόντος, το σήµα φθορισµού αυξάνεται εκθετικά (λογαριθµική 
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φάση). Η λογαριθµική ενίσχυση µετατρέπεται σε γραµµική για να καταλήξει στη 

φάση κορεσµού. Η ποσοτικοποίηση είναι αξιόπιστη όταν γίνεται κατά τη 

λογαριθµική φάση της αντίδρασης, ενώ οι µετρήσεις της PCR στο τελικό σηµείο 

(πλατό) δεν παρέχουν καµία πληροφορία σχετικά µε τις αρχικές ποσότητες του 

cDNA των δειγµάτων. 

Ο έλεγχος της ειδικότητας του παραγόµενου προϊόντος γίνεται µε ανάλυση 

της καµπύλης τήξης. Το προϊόν θερµαίνεται σταδιακά µε αποτέλεσµα την απότοµη 

απελευθέρωση της χρωστικής SYBR Green στη θερµοκρασία αποδιάταξης του 

δίκλωνου DNA (Τm). Η θερµοκρασία Tm είναι χαρακτηριστική της αλληλουχίας που 

ενισχύεται από κάθε ζεύγος εκκινητών. Η ύπαρξη µίας µοναδικής οξείας κορυφής 

στην καµπύλη τήξης που αντιστοιχεί στην Tm του προϊόντος, εξασφαλίζει την 

απουσία διµερών εκκινητών ή µη ειδικών προϊόντων. 

Ρυθµίζεται το παρακάτω πρόγραµµα στο θερµικό κυκλοποιητή iCycler IQ 

Real Time PCR της Biorad: 

  

Πρόγραµµα ποσοτικής PCR σε πραγµατικό χρόνο 

o 95˚C :4 λεπτά 

 

o 95˚C :15 δεύτερα 

            62˚C :30 δεύτερα          (Επανάληψη για 40 κύκλους) 

72˚C :30 δεύτερα 

72˚C :5 λεπτά 

 

o 55˚C -95˚C 1˚C/λεπτό   (Καµπύλη τήξεως) 

 

Αντιδραστήρια ποσοτικής PCR σε πραγµατικό χρόνο 

o SYBR Green 10 µl 

o dd H2O 5,88 µl 

o Forward Primer 50 µM (150nM τελική) 0.06 µl 

o Reverse Primer 50 µM (150nM τελική) 0.06 µl 

o cDNA 4 µl 

o Συνολικός όγκος µείγµατος 20 µl (1 αντίδραση) 
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Έλεγχος της απόδοσης (Ε) των εκκινητών 

Η απόδοση (Ε) της αντίδρασης για κάθε ζεύγος εκκινητών υπολογίζεται από 

την καµπύλη αναφοράς η οποία προκύπτει από διαδοχικές αραιώσεις (1/1, 1/10, 

1/100, 1/1.000) ενός θετικού δείγµατος. Οι τιµές του άξονα y της καµπύλης 

αντιστοιχούν στις τιµές Ct των σειριακών αραιώσεων. Ο άξονας χ αντιστοιχεί στον 

δεκαδικό λογάριθµο των συγκεντρώσεων. Η απόδοση υπολογίζεται από τη σχέση: 

 
Όπου s είναι η κλίση slope της καµπύλης. Μία θεωρητική απόδοση 100% σηµαίνει 

διπλασιασµό των ειδικών προϊόντων σε κάθε κύκλο της αντίδρασης. Ένα ζεύγος 

εκκινητών γονιδίου µπορεί να χρησιµοποιηθεί για ποσοτικοποίηση εφόσον η 

απόδοση της αντίδρασης είναι από 80% έως 105%. 

• Σχετική ποσοτικοποίηση της έκφρασης γονιδίων µε τη µέθοδο Pfaffl 

Ο υπολογισµός των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο Pfaffl σύµφωνα 

µε τον τύπο 

 
 

Εκκινητές και θερµοκρασίες υβριδισµού ποσοτικής PCR σε πραγµατικό χρόνο 

Γονίδιο 

 

Εκκινητές 

 

Θερµοκρασία 

υβριδισµού (oC) 

 

GAPDH 

 

 62 

 

Forward  

Reverse  

 

GGGTGTGAACCATGAGAAGT 

CATGCCAGTGAGCTTCCCGTT 

 

PKD1 

 

 62 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

4.1 Επιλεκτική αποσιώπηση του γονιδίου PKD1 σε καρκινικές κυτταρικές σειρές 

HCT-116 και HT-29 

 
Με τη διαµόλυνση των κυττάρων µε ειδικά κατασκευασµένες αλληλουχίες 

siRNA έναντι συγκεκριµένων αλληλουχιών του γονιδίου PKD1 επιτεύχθηκε 

αποτελεσµατική αποσιώπηση στις καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και HT-29 

για το γονίδιο PKD1 της PC-1. Ως µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα που 

διαµολύνθηκαν µε αντίστοιχες αλληλουχίες που δεν στοχεύουν µέσα στo γονίδιo 

PKD1 (non target). 

Τα mRNA των δειγµάτων, στα οποία πραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση µε 

siRNA έναντι του PKD1 (siRNA-PKD1) και των δείγµατα στα οποία 

πραγµατοποιήθηκε διαµόλυνση µε αντίστοιχες αλληλουχίες που δεν στοχεύουν µέσα 

στo γονίδιo PKD1(non-target) επεξεργάστηκαν µε RT-PCR, ώστε να προκύψουν 

αντίστοιχα cDNA. Η αποσιώπηση του γονιδίου πιστοποιήθηκε µε την εφαρµογή 

ποσοτικής PCR σε πραγµατικό χρόνο (qReal-Time PCR) µε τη χρωστική SYBR 

Green (Εικόνα 4.1-1). 

 
Εικόνα 4.1-1 Έλεγχος αποσιώπησης του γονιδίου της PC1 (PKD1) µε siRNA στις 

καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 µε Real-time PCR. 

 

 

Control siPKD1 Control siPKD1

ΗCT-116 HT-29

Σχετική έκφραση cDNA PKD1
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4.1.1 Διερεύνηση της πρωτεϊνικής έκφρασης µορίων που σχετίζονται µε 

καρκινογένεση και φλεγµονή, phospho-mTOR ,VEGF, IKKβ, ΝF-Kb και phospho-

STAT-3 µετά από µεταγραφική αναστολή της PC-1. 

 

Πολλά σηµατοδοτικά µονοπάτια που συνδέονται µε τον mTOR ρυθµίζoυν 

την έκφραση αγγειογόνων παραγόντων όπως το νιτρικό οξείδιο και οι 

αγγειοποιητές. Συγκεκριµένα, το mTORC1 συµβάλλει στην αγγειογένεση 

ενισχύοντας την παραγωγή του VEGF και / ή ενεργώντας ως ένας καθοδικός 

τελεστής σηµατοδότησης του VEGF σε ενδοθηλιακά κύτταρα. Έχουν αναπτυχθεί 

πολυάριθµοι αναστολείς που στοχεύουν την οδό PI3K / AKT / mTOR και οι 

παράγοντες αυτοί έχουν αποδειχθεί ότι µειώνουν την έκκριση του VEGF και την 

αγγειογένεση.[107] 

Επίσης, η ενεργοποίηση του µονοπατιού mTOR διαµεσολαβεί τη βιολογική 

συµµετοχή των πολκυστινών.[108] Σε συνδυασµό µε την κινάση mTOR, το 

υπόστρωµά της p70S6K ενεργοποιείται µαζί µε τους εναποµείναντες τελεστές του 

mTOR, όπως ο στόχος του mTORC2 Akt, η 4E-BP1 (4E-binding protein 1) και η 

s6rp (s6 ribosomal protein).  

Κατά συνέπεια, διερευνήθηκε η επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της 

PC-1 στο µόριο του mTOR και του VEGF  στις καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-

116 και ΗΤ-29. Η αποσιώπηση του γονιδίου της PC1 οδήγησε σε αύξηση της 

έκφρασης των ενεργοποιηµένων µορφών p-mTOR και σε αυξηµένη έκφραση του 

VEGF. 

 (Εικόνα 4.1-2). 
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Εικόνα 4.1-2 Επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της PC1 στον mTOR και στη 

αγγειογένεση. Οι εικόνες δείχνουν αντιπροσωπευτικό πείραµα όπου η αποσιώπηση 

του γονιδίου της PC1 στις καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 οδηγεί 

σε αύξηση των επίπεδων έκφρασης των p-mTOR, και VEGFσε σχέση µε τους 

µάρτυρες (non-target).  

 

 

 Κοµβικό ρόλο στην ανάπτυξη φλεγµονής στον OKK παρουσιάζει ο NF-Kb.Ο 

NF-κB είναι πιθανό να διαδραµατίσει εξέχοντα ρόλο στην ανάπτυξη κολίτιδας και 

κολίτιδας που σχετίζεται µε ογκογένεση. Σε ανθρώπινες εµβρυϊκές νεφρικές 

κυτταρικές σειρές (ΗΕΚ293), που εκφράζουν σταθερά την κυτταροπλασµατική ουρά 

της PC-1 παρατηρούνται µειωµένα επίπεδα πυρηνικού NF-kB.[109].  Κρίθηκε 

λοιπόν, σκόπιµο να µελετηθεί η επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της 

Πολυκυστίνης-1 στο µονοπάτι που ενεργοποιεί τον NF-Kb. Τα αποτελέσµατα 

απέδειξαν ότι η µεταγραφική αποσιώπηση της PC-1 οδηγεί σε αύξηση των επιπέδων 

του ΙΚΚβ, γεγονός που λογικά οδηγεί και σε αυξηµένα επίπεδα του ενεργοποιηµένου 

συµπλόκου NF-κB, p50/p65 (Εικόνα 4.1-3). Επίσης η αύξηση επιπέδων του NF-κΒ 

σε κύτταρα χωρίς λειτουργία της PC-1, εξηγεί περαιτέρω και τα αυξηµένα επίπεδα 

του VEGF. 
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Εικόνα 4.1-2 Επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της PC1 στο µονοπάτι του 

NF-κB. Σε σχέση µε τους µάρτυρες (non target), οι καρκινικές κυτταρικές σειρές 

HCT-116 και ΗΤ-29 που δεν εκφράζουν PC-1 εµφανίζουν αυξηµένα επίπεδα ΙΚΚβ 

και του συµπλόκου p50/p65 

 

 

Τέλος, ο ενεργοποιηµένος STAT3 µπορεί επίσης να προκαλέσει 

παρατεταµένη ενεργοποίηση του ΝF-κΒ στο CAC και στον ΟΚΚ. Η πρωτεολυτική 

διάσπαση του καρβοξυτελικού άκρου της PC1, και η µετανάστευσή του στον πυρήνα 

αποτρέπει την απευθείας ενεργοποίηση του STAT3. Πράγµατι, παρατηρήθηκε 

αυξηµένη έκφραση p-STAT3 σε κύτταρα που είχαν ικανότητα έκφρασης της PC-1 σε 

σχέση µε τους µάρτυρες (non-target) (Εικόνα 4.1-3) 

 

 
Εικόνα 4.1-2 Επίδραση της αποσιώπησης του γονιδίου της PC1 στην ενεργοποίηση 

του µεταγραφικού παράγοντα STAT3. Παρατηρούνται αυξηµένα επίπεδα 

φωσφορυλίωσης του STAT3 στις καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29, 

που έχουν υποστεί µεταγραφική αποσιώπηση της PC-1. 

 

 

 

non target siPKD1 

Actin 
(42 kDa) 

non target siPKD1 

p-STAT3 
(85 kDa) 
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Εικόνα 4.1-3 Διάγραµµα στο οποίο φαίνεται η ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων 

των εικόνων των Western Blot. 

 

4.2 Διερεύνηση επίδρασης της επίδραση µε κυτταροκίνες σε καρκινικές κυτταρικές 

σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 

 

Σε καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 πραγµατοποιήθηκε 

επώαση µε  τις προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες, της ιντερλευκίνης 17Α (IL-17Α), της 

ιντερλευκίνης 22 και του ΤΝF-α.  Oι κυτταροκίνες συµµετέχουν ενεργά στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασµό και είναι ικανές να προάγουν την ανάπτυξη του όγκου. 

Μετά την καλλιέργεια των καρκινικών κυτταρικών σειρών και την επώαση µε 

κυτταροκίνες σε διαφορετικές συγκεντρώσεις και διαφορετικούς συνδυασµούς, 

προστέθηκε το αντιδραστήριο MTT και µετρήθηκε η απορρόφηση στα 570 nm. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν αύξηση στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό σε στατιστικά 

σηµαντική διαφορά τόσο όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε κάθε µία κυτταροκίνη 

ξεχωριστά, όσο και µε τον συνδυασµό κυτταροκινών, το οποίο παροµοιάζει ένα 

φλεγµονώδες περιβάλλον γύρω από τα κύτταρα ενός όγκου (Εικόνα 4.2-1). Οι 

βέλτιστες συγκεντρώσεις χρησιµοποιήθηκαν στη συνέχεια για περαιτέρω διερεύνηση. 

p-mTOR VEGF p50 p65 p-IKKβ p-STAT3

Σχετική πρωτεϊνική έκφραση

ΗCT-116 Control ΗCT-116 siPKD1 HT-29 Control HT-29 siPKD1
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Εικόνα 4.2-1 Επίδραση της λειτουργικής αναστολής της PC-1 στον κυτταρικό 

IL-17A TNF-a IL-22 TNFa/IL-17A/	IL-22 IL17-A/IL-22 

HCT-116

Control C1 C2 C3 C4

IL-17A TNF-a IL-22 TNFa/IL-17A/	IL-22 IL17-A/IL-22 

HT-29

Control C1 C2 C3 C4
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πολλαπλασιασµό. Στα δείγµατα που είχαν επωαστεί µε κυτταροκίνες παρατηρήθηκε 

αύξηση του κυτταρικού πολλαπλασιασµού σε σταστιστικά σηµαντικό ποσοστό. 

 

4.2.1 Διερεύνηση της έκφρασης των Πολυκυστινής 1 µετά από επίδραση µε 

κυτταροκίνες σε καρκινικές κυτταρικές σειρές HCT-116 και ΗΤ-29 

 

Oι κυτταροκίνες συµµετέχουν ενεργά στην δηµιουργία φλεγµονώδους 

περιβάλλοντος γύρω από έναν όγκο και συµβάλλουν περαιτέρω στην πορεία της 

ογκογένεσης. Προηγούµενες µελέτες έχουν αποδείξει την συσχέτιση της 

Πολυκυστίνης-1 µε την καρκινογένεση. Συγκεκριµένα, η αναστολή της PC-1, είτε 

λειτουργική είτε µεταγραφική οδηγεί σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό κυττάρων σε 

πολλές καρκινικές κυτταρικές σειρές[107]  

Η υπόθεση είναι ότι, εφόσον οι κυτταροκίνες επηρεάζουν τα καρκινικά 

κύτταρα και τα καθοδηγούν σηµατοδοτικά και η Πολυκυστίνη-1 εµφανίζει χαµηλά 

επίπεδα έκφρασης σε όγκους και καρκινικές κυτταρικές σειρές, άρα είναι πιθανό οι 

κυτταροκίνες να παίζουν ρόλο στην µειωµένη έκφραση της  PC-1.  Πράγµατι, τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι σε σχέση µε κύτταρα ελέγχου υπάρχει µειωµένη έκφραση 

PC-1 σε κύτταρα που έχουν επωαστεί µε κυτταροκίνες. 
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Εικόνα 4.3-1. Επίδραση των κυτταροκινών στα επίπεδα έκφρασης της PC-1 σε 

καρκινικές κυτταρικές σειρές. 

 

 
 

 Εικόνα 4.3-2 Διάγραµµα στο οποίο φαίνεται η ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσµάτων των εικόνων των Western Blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

HCT-116 HT-29 

Control IL-17A TNF-a IL-22 TNFa/IL-17A/	IL-22 IL17-A/IL-22 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Οι πολυκυστίνες συµµετέχουν στην ρύθµιση του πολλαπλασιασµού, της 

διαφοροποίησης και της µετανάστευσης πολλών κυτταρικών τύπων, καθώς 

αποτελούν βασικά µόρια αρκετών σηµατοδοτικών µονοπατιών [1]. Μεταλλάξεις στα 

γονίδια των πολυκυστινών ή αλλαγές στην έκφρασή τους οδηγούν σε βλάβες στις 

παραπάνω κυτταρικές λειτουργίες µε αποτέλεσµα σοβαρές ασθένειες, όπως η 

αυτοσωµική επικρατούσα πολυκυστική νόσος των νεφρών (ΑΕΠΝN) [3] και 

διάφορες νεοπλασίες, όπως ο ορθοκολικός καρκίνος. 

 Οι συµπαγείς όγκοι, συµπεριλαµβανοµένων των τεσσάρων πιο διαδεδοµένων 

καρκίνων παγκοσµίως (καρκίνος του παχέος εντέρου, του µαστού, του πνεύµονα και 

του προστάτη), θεωρούνται τώρα ως "ανώµαλα" οργανοειδή που περιέχουν 

καρκινικά κύτταρα καθώς και πολλούς άλλους τύπους κυττάρων. Το 

µικροπεριβάλλον του όγκου αποτελείται από στρωµατικά κύτταρα, 

συµπεριλαµβανοµένων ινοβλαστών που σχετίζονται µε καρκινώµατα, ενδοθηλιακών 

κυττάρων και διηθητικών ανοσοκυττάρων. Τα καρκινικά κύτταρα είναι σε θέση να 

µετατρέψουν ένα κανονικό µικροπεριβάλλον σε ένα που υποστηρίζει την ανάπτυξη 

του όγκου και εξαπλώνεται προκαλώντας αγγειογένεση, φλεγµονή και 

ανοσοκαταστολή.[112] Η µοριακή παθοβιολογία του CRC ενέχει προ-φλεγµονώδεις 

καταστάσεις για την προαγωγή της κακοήθους εξέλιξης του όγκου, της εισβολής και 

της µετάστασης. Είναι γνωστό ότι οι ασθενείς µε φλεγµονώδη νόσο του εντέρου 

διατρέχουν µεγαλύτερο κίνδυνο CRC. [113] 

Οι πολυκυστίνες, λοιπόν, εµφανίζουν δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά που 

συντελούν στη ρύθµιση της κυτταρικής οµοιόστασης. [1]  Αυτά τα χαρακτηριστικά 

διαταράσσονται στα νεοπλασµατικά κύτταρα, για αυτό το λόγο διερευνήσαµε το 

ρόλο των PC1 και PC2 σε νεοπλασµατικές κυτταρικές σειρές ΟΚΚ. Συγκεκριµένα, 

γνωρίζουµε ότι η Πολυκυστίνη-1 διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην 

καρκινογένεση, όπως έχει αποδειχτεί πρόσφατα σε καρκινικές κυτταρικές σειρές. 

Συγκεκριµένα, αποδείχθηκε ότι η λανθασµένη λειτουργία ή/και έκφραση της 

Πολυκυστίνης-1 οδηγεί σε ενεργοποίηση του µονοπατιού του mTOR, µε αποτέλεσµα 

τον υπερπολλαπλασιασµό των κυττάρων.  

Βασιζόµενοι σε αυτά τα δεδοµένα, αποδείξαµε ότι στα καρκινικά κύτταρα του 

παχεός εντέρου, η µεταγραφική αποσιώπηση της Πολυκυστίνης-1 οδηγεί σε 

ενεργοποίηση του mTOR, ο οποίος µε τη σειρά του επάγει την έκφραση του  VEGF. 
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O VEGF αποτελεί έναν από τους πιο γνωστούς επαγωγείς της αγγειογένεσης, ο 

οποίος έχει άµεση παθογενετική σύνδεση µε την ανάπτυξη πολλών τύπων καρκίνου 

και φλεγµονώδεις νόσους. O VEGF είναι γνωστό πως ενεργοποιείται από τον mTOR 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα καθώς και στα καρκινικά κύτταρα νεφρού.[110] Σε 

σχετικές µελέτες, έχει παρατηρηθεί ότι σε ποντίκια knock-out για το γονίδιο της 

Πολυκυστίνης-1, αυξάνεται η έκφραση του VEGF στα κύτταρα του ήπατος τους. 

[111]  Συµπερασµατικά, η αύξηση της έκφρασης του σε κύτταρα που δεν εκφράζουν 

Πολυκυστίνη-1, αποδεικνύουν µια σχέση ανάµεσα στα δύο µόρια. Η µη σωστή 

λειτουργία της Πολυκυστίνης-1 και η λάθος κυτταρική σηµατοδότηση που αυτό 

πυροδοτεί, πιθανό οδηγούν σε  αύξηση έκφρασης από το καρκινικό κύτταρο του 

VEGF, µέσω του  mTOR, µε αποτέλεσµα να δροµολογείται η διαδικασία της 

αγγειογένεσης στο περιβάλλον του όγκου και να διευκολύνεται η µεταφορά 

κυττάρων του ανοσοποιητικού στην περιοχή του όγκου, µε αποτέλεσµα τη 

δηµιουργία φλεγµονής.  

Η ρύθµιση της έκφρασης και ενεργοποίησης του NF-κΒ ελέγχεται αυστηρά 

στα φυσιολογικά κύτταρα. Ένας από τους γνωστούς ρυθµιστικούς µηχανισµούς του 

ΝF-κΒ είναι ότι µπορεί να δεσµεύεται στην περιοχή του υποκινητή και να ρυθµίζει 

την έκφραση του αναστολέα του, ΙκΒ. Έτσι ενεργοποιηµένος NF-κΒ µπορεί να 

αυξήσει τα επίπεδα έκφρασης ΙκΒ και µε τη σειρά του να διακόψει την ενεργοποίηση 

του ίδιου του ΝF-κΒ. Με τον τρόπο αυτό, η ενεργοποίηση του ΝF-κΒ σε 

φυσιολογικά κύτταρα είναι παροδική και ρυθµιζόµενη φυσικά. Σε πολλά καρκινικά 

κύτταρα, το NF-κΒ έχει ένα συστατικά υψηλό επίπεδο δραστηριότητας. Αυτό το 

υψηλό επίπεδο δραστηριότητας του NF-κΒ µπορεί να συσχετιστεί µε την εξέλιξη του 

καρκίνου και την πρόοδο. Στις περισσότερες περιπτώσεις, η ενεργοποίηση του NF-

κΒ οδηγεί σε µονοπάτια σηµατοδότησης κατά της απόπτωσης, διεγείρει τον 

πολλαπλασιασµό, την εισβολή, τη µετάσταση και την αγγειογένεση σε καρκινικά 

κύτταρα. Είναι ενδιαφέρον ότι η ενεργοποίηση του NF-κΒ δεν οφείλεται συνήθως σε 

µεταλλαξιογένεση του ίδιου του ΝF-κΒ ή του ΙκΒ, αλλά λόγω της απορρύθµισης 

διαφόρων οδών σηµατοδότησης. Επίσης εκτενής έρευνα έχει πραγµατοποιηθεί για το 

ρόλο του NF-κΒ στη προαγωγή της φλεγµονής, όπου πλέον θεωρείται βασικός 

µεταγραφικός παράγοντας της φλεγµονής.[116] 

Επιπρόσθετα, δεδοµένα από τη βιβλιογραφία έχουν υποδείξει συσχέτιση της 

PC-1 µε την διαδικασία της απόπτωσης µέσω του NF-κΒ. Σε εµβρυϊκά ηπατικά 

κύτταρα έχει προηγουµένως αποδειχθεί ότι υπερέκφραση της PC-1 προκαλεί 
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αυξηµένη ενεργότητα του υποκινητή του NF-κΒ που οδηγεί σε «προστασία» από την 

απόπτωση, ακόµη και έπειτα από προσθήκη του TNF-α. Το καρβοξυτελικό άκρο της 

PC-1 υφίσταται πρωτεολυτική διάσπαση, µεταφέρεται στον πυρήνα του κυττάρου και 

είναι ικανό να ρυθµίσει την πρόσδεση του NF-κΒ στο DNA. Μέσω του µηχανισµού 

αυτού, η PC-1 προσδίδει αντίσταση στην απόπτωση. Αντίθετα, απαλοιφή του 

γονιδίου της PC-1 προκαλεί µείωση στην ενεργότητα του υποκινητή του NF-κΒ, 

γεγονός που καταδεικνύει ότι η σηµατοδότηση µέσω NF-κΒ δεν είναι αποτέλεσµα 

µόνο του καρβοξυτελικού άκρου της PC-1, αλλά µπορεί να ρυθµιστεί από την 

ενδογενή έκφραση ολόκληρης της PC-1. Αντίθετα σε Pkd1−/− κυτταρικές σειρές 

παρατηρήθηκε υπερενεργοποίηση των παραγόντων του  ΝF-κΒ από το c-Met.[115] 

Σε συνδυασµό µε τα παραπάνω ευρήµατα, τα δεδοµένα που αποδεικνύουν 

συσχέτιση της σηµατοδότησης µέσω NF-κΒ στην καρκινογένεσηκαι τον γνωστό 

ρόλο του NF-κΒ στην ανάπτυξη φλεγµονής µπορούµε να υποθέσουµε ότι η 

δυσλειτουργία της PC-1 στα καρκινικά κύτταρα µπορεί να οδηγήσει σε αύξηση του 

ενδοκυττάριου ενεργού ΝF-κΒ, µε αποτέλεσµα να ευνοείται η απαρχή φλεγµονώδους 

περιβάλλοντος. 

 

Σταθερή ενεργοποίηση του STAT3 εµφανίζεται σε υψηλό ποσοστό όγκων, 

συµπεριλαµβανοµένου του ορθοκολικού καρκίνου, συµβάλλοντας έτσι στον 

πολλαπλασιασµό των κακοηθών κυττάρων και στην επιβίωση. Αν και ο STAT3 

αναγνωρίζεται ως ένας ελκυστικός θεραπευτικός στόχος στο ΟΚΚ, οι συµβατικές 

προσεγγίσεις που αποσκοπούν στην αναστολή των λειτουργιών του έχουν 

συναντήσει αρκετούς περιορισµούς. Επιπλέον, οι παράγοντες που διατηρούν την 

υπερ-ενεργοποίηση του STAT3 στον ΟΚΚ δεν είναι ακόµη πλήρως κατανοητοί. 

Επίσης, ενεργοποιείται από πολλούς αυξητικούς παράγοντες και κυτταροκίνες, 

συµπεριλαµβανοµένης της IL-11 και της IL-22.[96] Η PC1 ενεργοποιεί τον 

µεταγραφικό παράγοντα STAT3 µέσω της πρωτεϊνικής κινάσης JAK2, γεγονός που 

οδηγεί σε φωσφορυλίωση καταλοίπων τυροσίνης και ενεργοποίηση της µεταγραφής. 

Η PC-1 ρυθµίζει την πρόσδεση του  STAT3 στο DNA µέσω του καρβοξυτελικού της 

άκρου, το οποίο λειτουργεί σαν συµπαράγοντας.  

 Στα αποτελέσµατα µας παρατηρούµε ρύθµιση της ενεργοποίησης του STAT3 

από την Πολυκυστίνη-1 µε ένα πιο παράδοξο τρόπο. Η µη έκφραση της PC-1 στις 

καρκινικές σειρές οδηγεί σε υπερφωσφορυλίωση και υπερενεργοποίηση του STAT3. 

Πιθανόν, ελλείψει του ρυθµιστικού καρβοξυτελικού άκρου της PC-1,  να 
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απορρυθµίζεται η ενεργοποίηση του   STAT-3, χρονοεξαρτώµενα.  Δηλαδή,  ο    

STAT3 εφόσον δεν λαµβάνει το απαραίτητο σήµα για ρύθµιση από την  PC-1, 

πιθανώς ενεργοποιείται µε το πέρας του χρόνου και από άλλα µονοπάτια, µε 

αποτέλεσµα να απορρυθµίζεται και να υπερλειτουργεί, ευνοώντας την επαγωγή 

µεταγραφής γονιδίων σχετιζόµενων µε φλεγµονή. 

 Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον είχε ο φαύλος κύκλος που δηµιουργείται στον 

ΟΚΚ, όπου στοιχεία της ογκογένεσης και της φλεγµονής, αλληλοτροφοδοτούν το ένα 

την ανάπτυξη του άλλου. Καίριο ρόλο σε αυτό διαδραµατίζουν οι κυτταροκίνες. Το 

καρκινικό κύτταρο, όπως εξηγήσαµε πριν, είναι δυνατόν να ενεργοποιήσει τη 

µεταγραφή γονιδίων ή τη δραστικότητα µορίων που επάγουν τη φλεγµονή, στην 

προκειµένη περίπτωση όταν δεν εκφράζει PC-1. Όµως οι προφλεγµονώδεις 

κυτταροκίνες είναι ικανές να αλλοιώσουν το µεταγραφικό προφίλ του καρκινικού 

κυττάρου?  

Πιο συγκεκριµένα, θεωρήθηκε ενδιαφέρον να µελετήσουµε εάν οι 

προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες µπορούν να επηρεάσουν την έκφραση και λειτουργία 

της Πολυκυστίνης 1 στα καρκινικά κύτταρα παχέος εντέρου. Από προηγούµενες 

µελέτες σε ανθρώπινους καρκινικούς ιστούς, γνωρίζουµε ότι η PC-1  εµφανίζει 

µειωµένα επίπεδα έκφρασης σε πολλούς καρκινικούς τύπους, συµπεριλαµβανοµένου 

και του ΟΚΚ.  

Τα αποτελέσµατα ήταν θετικά καθώς αποδείχτηκε ότι οι κυτταροκίνες όταν 

επιδρούν ως µονάδες αλλά και συνεργατικά, δηµιουργώντας φλεγµονώδες 

περιβάλλον, µειώνουν αισθητά τα επίπεδα έκφρασης της PC-1 στα καρκινικά 

κύτταρα του παχέος εντέρου. Τα µονοπάτια σηµατοδότησης µε τα οποία µπορεί να 

συµβαίνει αυτό είναι ακόµα άγνωστα.  

Συµπερασµατικά, µπορούµε να υποθέσουµε ότι η Πολυκυστίνη-1 διατηρεί 

έναν προφυλακτικό και ανασταλτικό ρόλο τόσο ως προς την ανάπτυξη της 

ογκογένεσης όσο και για την προαγωγή της φλεγµονής. Μη-λειτουργική 

Πολυκυστίνη-1 φαίνεται να σηµαίνει επαγωγή µονοπατιών και έκφρασης γονιδίων 

που ευνοούν την ανάπτυξη φλεγµονώδους περιβάλλοντος γύρω από τον όγκο. 

Επίσης, το φλεγµονώδες περιβάλλον, µέσω των κυτταροκινών είναι ικανό να µειώσει 

την έκφραση της Πολυκυστίνης-1, µε αποτέλεσµα να µην µπορεί να επιτελέσει τις 

λειτουργίες της. Η Πολυκυστίνη-1 συµµετέχει, λοιπόν, στον φαύλο κύκλο ανάµεσα 

στον ΟΚΚ και τη φλεγµονή και οι µηχανισµοί µε τους οποίους µπορεί να 

διαµεσολαβηθεί αυτό αναµένεται να ανακαλυφθούν.   
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